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La vida no es otra cosa que arder en preguntas.

“La vie est de bruler des questions”

A. Artaud




(Donde encontrar el sentido de las cosas? En ningln sitio y en ningiin pensamiento.

El sentido no es un fin, sino un medio: el medio para transitar el mundo. No hemos de
preguntarnos el sentido, pues no lo hay. Sin embargo, hay flores, hay vino, hay
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y sinsentidos, pero bien cerca de otros. Dejemos estela de bien -el mal suele disfrazarse
de errores, omisiones y sinquereres- y hagamos de este mundo una alegria para nosotros
y los otros. Pues de la nada, nada se salva y nada quedara. Pero la alegria y plenitud
resonaran por siempre como un recuerdo feliz o una montafia... hasta que finalmente
desaparezcan. Este camino sin sentido traza el fin y el medio al futuro y al presente,
para sentir la vida sin cuestionarla tanto. Dejando esa estela de bien y fulgores, y

agitando la empatia como estandarte.



La ciencia no es neutral y debe ser construida para dar felicidad a las personas, no muerte ni malestar.

Este es nuestro edicto ético.
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ApoA-[K107del Mutante de delecién de apoA-I humana
BS? Bis(sulfosuccinimidil)suberato

CETP Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
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OX- Sufijo que indica oxidacion
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PTM Modificaciones post traduccionales
PTMs Modificaciones postraduccionales
r.p.m. Revoluciones por minuto

RPMI (ss) RPMI sin suero fetal bobino

RPMI Medio de cultivo RPMI 1640

SUV Liposomas unilamelares pequefios
TRC Transporte reverso del colesterol
VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad

Wt Apoliporoteina A-I humana recombinante



RESUMEN

En este trabajo de Tesis se realiz6 la investigacion exhaustiva de la mutante denominada
K107del, una variante natural de apolipoproteina A-I (apoA-I) con una tnica delecidén
de la lisina en la posicion 107 mediante espectrometria de masas, protedémica
comparativa, y diversos estudios de interaccion proteina/lipido. La apoA-I es la proteina
mayoritaria de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), aunque también se encuentra
en las lipoproteinas de baja densidad (LDL), y quilomicrones (CMs). Entre sus diversas
funciones la principal y mejor descripta es su rol en el transporte reverso del colesterol,
proceso clave para la prevencion de la aterosclerosis. Desde su descubrimiento, la
K107del se asocido con la predisposicion a desarrollar diversas patologias en sus
portadores tales como aterosclerosis temprana y severa, hipertrigliceridemia y
amiloidosis. Sin embargo, hasta hoy son desconocidas las causas moleculares que
generan su efecto fisiopatologico. El objetivo de este trabajo fue examinar los
potenciales defectos funcionales y/o estructurales que podrian explicar la aparente
disfuncion de esta variante. Se caracterizd entonces a la K107del utilizando diversos
métodos biofisicos y biologicos, analizando los aspectos estructurales de esta variante
tanto como su funcion celular y su capacidad de interaccion con lipidos. Para ello se
realizaron experimentos de protedmica comparativa sin marca radiactiva y
experimentos con lipidos modelo; asimismo se llevaron a cabo andlisis estructurales
utilizando el agente entrecruzante BS®, seguido de analisis por espectrometria de masas,
complementados por técnicas de fluorescencia. Los resultados obtenidos demuestran
que no existen diferencias significativas entre K107del y Wt en su capacidad para
interaccionar con lipidos. Tampoco se observaron diferencias significativas en la
capacidad de estas proteinas de modificar los niveles de expresion de proteinas
celulares. Sin embargo, la K107del presenta una estructura terciaria diferente de la Wt
y una menor tendencia a oligomerizar en su estado libre de lipidos. También se
demostro en este trabajo, que la incubacion de macroéfagos humanos THP-1 con la Wt,
resulta en la acumulacidn de la proteina multifuncional sequestosoma-1/p62 de manera

dependiente de la via antioxidante del factor nuclear eritroide-2 (via Nrf2-Keap1). Sin



embargo, aunque la incubacioén con K107del también resulté en la acumulacion de p62,
¢sta lo hizo de manera independiente a la via Nrf2. Los hallazgos presentados en esta
Tesis permiten concluir que los efectos patologicos observados para la variante K107del
podrian ser explicados probablemente por su conformacion tridimensional alterada,
tanto como su incapacidad para oligomerizar y/o su posible respuesta celular

diferenciada, comparativamente a la Wt.



ABSTRACT

This work presents a comprehensive study of the mutant K107del, a natural variant of
apoA-I, which has a single deletion on lysine 107. We have characterized this protein
by mass spectroscopy, label-free comparative proteomics, and diverse biophysical
techniques to evaluate the protein-lipids interaction. The apoA-I it’s the major protein
in the high-density lipoproteins (HDL), but it is also present in low-density lipoproteins
(LDL) and chylomicrons (CMs). While apoA-I is a multifunctional protein, it pivotal
role in reverse cholesterol transport (RCT) it’s their most relevant function, preventing
the atherosclerotic development. Since its discovery, the K107del variant has been
associated with early and severe atherosclerosis, hypertriglyceridemia and amyloidosis
on its carriers. However, the molecular explanation underlying it apparent misfunction
remains unknown. The aim of this study was to investigate the possible structural and
functional defects, suspected for this mutant. In this regard, the K107del was
characterized by diverse biophysical and biological methods emphasizing on it structure
and function. To this end label-free quantification proteomics, protein-lipid interaction
assays, and crosslinking followed by mass spectrometry, and intrinsic fluorescence
assays were performed. The outcomes shown here reflect that the deletion of lysine 107
do not impair alterations on lipids interaction nor overexpression of cellular proteins,
compared to the Wt. But, third structure of K107del and it self-association capacity its
profoundly altered in comparison to the Wt. Here we also demonstrated that both Wt
and K107del are responsible of p62 accumulation by THP-1 macrophages until protein
treatment. Thought, the p62 level due the Wt treatment was decreased by the inhibition
of the nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2-Keap1 pathway), this effect was
not observed in case of K107del thru inhibition of this pathway. These results support
the concept that probably K107del defects could be explained by it altered
conformation, it defective self-association capacity, and/or it differential cellular

response, in comparison to the Wt protein.
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1. INTRODUCCION

1.1. Apolipoproteina A-I: aspectos generales

La apolipoproteina A-I (apoA-I) (del prefijo griego apo-: separar, alejar), es la proteina
mayoritaria de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), aunque puede encontrarse en
menor proporcion en quilomicrones (CMs) y en lipoproteinas de baja y muy baja
densidad (LDL y VLDL respectivamente) [1][2]. EL cDNA de apoA-I fue obtenido y
caracterizado por primera vez en 1982 [3]. La apoA-I madura, una proteina extracelular,
tiene una masa aproximada de 28kDa y estd conformada por 243 aminoacidos. El gen
APOAI esté localizado en el cromosoma 11 y su secuencia estd contenida en cuatro
exones que codifican para 267 aminoacidos incluyendo las secuencias pre y propéptido
(de 18 y 6 aminodcidos respectivamente). La apoA-I presenta polimorfismos y posee
una alta flexibilidad como caracteristica estructural distintiva. Es posible hallarla en
plasma en sus diversos estados: libre de lipidos, pobremente lipidada, como lipoproteina
discoidal y/o esférica, pudiendo a su vez éstas variar en tamaiio [4] y por ende en forma.
La capacidad de asociarse con lipidos esta ligada a la anfipaticidad de sus a-hélices,
delimitadas generalmente por residuos de prolina. A su vez apoA-I es capaz de
autoasociarse en su estado libre de lipidos, aunque no se conoce el propdsito funcional
de esos estadios. Clasicamente se vincula a esta proteina con el transporte de lipidos
especialmente colesterol, aunque se conocen otras funciones moleculares como
coactivador enzimatico [5], proteina regente estructural de las HDL y de su proteoma
[6]; hasta activadora de la movilidad de los espermatozoides [7]. Inclusive comienza a
discutirse su posible rol neutralizante en respuesta a agentes patdgenos como virus,
bacterias y parasitos [8]. Asi, en la actualidad puede considerarse a la apoA-I como una

proteina multifuncional.

1.2. Modelos estructurales vigentes para apoA-I

1.2.1. Modelos estructurales de apoA-I libre de lipidos
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Respecto a la estructura de apoA-I, Gnicamente el nivel estructural primario se
encuentra libre de controversias. Clasicamente se describié a la apoA-I como una
proteina compuesta por a-hélices anfipaticas conformadas por 11 o 22 aminoacidos,
interrumpidas por prolinas. Las hélices presentan una distribucion polar coincidente con
las tipicas clases A, Y y G (del1-mer 6 22-mer); [9] como se representa en la figura 1.1.
En este trabajo de tesis se abordaran mayormente los modelos de estructura terciaria de

apoA-I.

A)

50 100 150 200

Figura 1.1. Distribucion de las clases de a-

hélices de apoA-I. La figura A) muestra la

distribucion de a-hélices interrumpidas por

B) o el prolinas para la apoA-I madura. La imagen

B) representa las clases de hélices segun la

distribucion de los residuos aminoacidicos.

g _ Tomada y modificada de Lund-Katz et al.

casen T ey e 2010 (https://doi.org/10.1007/978-90-481-
8622-8 7)

apoA- -

Fesiduos positivos

Asi, la estructura terciaria de apoA-I se estudiard en su estado libre de lipidos o en su
estado lipidado como HDL discoidales ({HDL). Para el primer caso se utilizaran los 2
modelos estructurales mas recientes por difraccion de rayos X y un modelo consenso.
Cabe mencionar que la principal dificultad para la construccion de un modelo definitivo
que explique la estructura de la apoA-I, viene dada porque no pudo ser cristalizada
completa, hasta el momento. Asi, los estudios de difraccion de rayos X se realizan a
partir de fragmentos de apoA-I, pudiendo generarse entonces modelos parciales de la
proteina. E1 modelo mostrado en la figura 1.2.A) 3R2P de Mei y Atkinson 2011, se
obtuvo a partir dimeros antiparalelos del extremo C-terminal de la proteina truncada:
apoA-12085-24) con yna definicion de 2,2 A (https://www.rcsb.org/structure/3R2P). El
otro modelo utilizado en esta tesis consta del “modelo consensuado” (o consenso) de
apoA-I monomérica y libre de lipidos, generado por Melchior et al. en 2017 [10] y
mostrado en la figura 1.2.B) (https://homepages.uc.edu/~davidswm/structures.html).
Para este modelo se utilizaron los datos provenientes de diversas técnicas como

resonancia magnética nuclear (RMN), entrecruzamiento con diferentes agentes
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quimicos (crosslinking), espectrometria de masas (MS), y de modelado molecular; que
fueron obtenidos por diferentes grupos de reconocida trayectoria en el estudio de la

estructura de esta proteina.

Figura 1.2. Modelos por difraccion de rayos X y consensuada de apoA-I monomérica y libre de
lipidos. La figura muestra los modelos de apoA-I generados por A) cristalografia de rayos X por Mei

y Atkinson 2011 apoA—IA“SH‘B) (http://www.rcsb.org/structure/3R2P) y B) el modelo consensuado

reportado por Melchior et al. 2017 (https://homepages.uc.edu/~davidswm/structures.html). En la
figura se etiquetaron los extremos N-ter y C-ter para cada modelo y se resalta la lisina 107 (K107) en
verde. Las imagenes se generaron utilizando https://pymol.org/2/.

1.2.2. Modelos estructurales de apoA-I lipidada

Debe aclararse que en este apartado se hara mencidon Unicamente a la estructura de
apoA-I formando parte de los complejos discoidales descriptos de 140kDa (didmetro de
10,6 A) compuestos por dos hemicapas de 160 fosfolipidos rodeados por las apoA-I en
el centro. Este modelo clasico denominado como “doble cinturdén” o “estructura de
anillo” de dos apoA-I rodeando una bicapa lipidica fue propuesto por primera vez por
Segerst en 1999 [11] y si bien pueden presentarse nuevas construcciones mas precisas,
la idea general de “cinturén” se mantiene. En una version mas detallada y con mayor
definicion, las dHDL pueden visualizarse en la estructura de Bibow et al. 2017 [12] y
Pourmousa et al. 2018 [13]. Si bien a los fines practicos de esta tesis se contemplaran
estas estructuras discoidales, estudios recientes vinculan el tamafio y forma de las HDL

a su funcion [14].
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La yuxtaposicion que pueden adoptar las hélices de las dos apoA-I que conforman la
region ecuatorial de las HDL discoidales reconstituidas o recombinantes (rHDL), se
denomina “registro helicoidal” graficado en la figura 1.3. Asi, por ejemplo, las dHDL
pueden adoptar dos o tres registros fisiologicos (al menos observados) mas alla de la
cantidad de rotaciones teoricas posibles. Los registros LL5/5 [11] y LL5/2 [15] son
actualmente los mas aceptados con prevalencia plasmatica; aunque el registro LL5/4
fue recientemente sugerido como minoritario, pero también presente en plasma [16]. La
relevancia de los registros helicoidales se supone en base a su rol diferencial en la

regulacion de diferentes enzimas, la formacidn y estabilidad de los complejos y las

propiedades funcionales de las HDL humanas [17][18].

Figura 1.3. Disposicion de tipo “doble cinturén” antiparalelo de un par de apoA-I formando las
rHDL. La figura A) extradida y modificada de Bibow et al 2017
(https://doi.org/10.1038/nsmb.3345); muestra la disposicion las hélices de apoA-I antiparalela
envolviendo los lipidos (no mostrados). El recuadro muestra la red salina intracatenaria formada por
K107 en la disposicion proteica graficada arriba. La imagen B) extraida y modificada de Pourmousa
et al. 2018 (https://doi.org/10.1073/pnas.1721181115) muestra las rHDL formadas luego de 10us de
simulacion, usando una relacién 200:20:2 POPC:colesterol:apoA-I; el recuadro sefiala el registro
LL5/S.

1.3. Variantes naturales de apoA-I con relevancia

clinica

20


https://doi.org/10.1038/nsmb.3345
https://doi.org/10.1073/pnas.1721181115

Diversas patologias se vinculan con fallas asociadas a la apoA-I. Las alteraciones de
apoA-I pueden relacionarse con pérdida de funcion y en algunos casos generar efectos
benéficos en sus portadores. Contextualizando histéricamente estos hallazgos, en el
ano 1980 Franceschini ef al. describen por primera vez una mutante natural de apoA-I
en Milan (Italia): la apoA-IMiam; asociada con efectos beneficiosos para sus portadores
[19]. Originalmente las variantes de apoA-I recibian el nombre del lugar donde eran
descubiertas. Desde entonces hasta hoy siguen describiéndose nuevas variantes
naturales de apoA-I silenciosas o con efectos fisiologicos de leves a patologicos. Se
conocen alrededor de 50 mutaciones naturales para apoA-I, algunas variantes naturales
que acarrean manifestaciones clinicas pueden clasificarse segun la locacion del o los
residuos afectados (aunque no de manera absoluta), por ejemplo: mutaciones entre los
residuos 1-100 son asociadas con la propension amiloidogénica, mutaciones en la
region central (residuos 140-170) con defectos en la activacion de la lecitina colesterol
acil transferasa (LCAT), mientras que solo un nimero de mutaciones menor en la regiéon
180-243 no presentan un efecto comun. En la imagen 1.4. se pueden observar algunas

mutaciones con pérdida de sentido tipicamente vinculadas a niveles bajos de C-HDL.

a 66 8 % 121 13 165 188 00 220 203

””z_u_| H1 | H2 [ H3| H4 | Hs H6 H7 | H8 | H9 | H10] COOH
~
1 MK 11

. 2 Yhlr b vats 1817 "

detin Figura 1.4. Mutaciones de apoA-I con

1. S36A (p.S50A) 2. K107del (p.K131del) 18. E235del Nichinan (p.E259del) o . . .
3.L141R Pisa (p.L165R) pérdida de sentido asociadas a niveles
4. P143R Giessen (p.P167R) 1 - 1
& LA T G LA bajos de C HDL.. El esquema recopila
6. E146-R160del Seattle (p.E170-R184del) algunas mutaciones de apoA-I
7. R151C Paris (p.R175C) L . . . .

8. R153P Montevideo (p.R177P) clasicamente asociada a niveles bajos de

‘1’-0";*“55:;’(“’ ;:’:;2:05" colesterol HDL (C-HDL) en el plasma de
; p- . .

11. L159R Fin (p.L183R) los portadores de dichas variantes. La

12. L159P Zavalla (p.L183P) . .

13, R160L Oslo (p.R184L) figura fue extradida y modificada de HDL

14. P165R (p.P189R) handbook, segunda edicion.

15. P165-A175delMallorca (p.P189-A199del)
16. R173C Milano (p.R197C)
17. L178P (p.L202P)

1.4. Variante natural de apoA-I de delecion de la

lisina 107: ApoA-I¥!07d!
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En el afio 1982, Uterman et al. describen por primera vez a la apoA-IM¥®"2_ esta variante
resultaba en una carga relativa de -1 al evaluarla por isoelectroenfoque, comparada con
la apoA-I salvaje. Posteriormente Menzel ef al. en 1984 denominaron a esta proteina
mutante como “apoA-I-Miinster-2” (6 apoA-I Munster-2 6 apoA-IM'st) En el mismo
ano Rall et al. describieron por primera vez que la variacion que generaba la carga -1
de la apoA-I era consecuencia de la delecion de una tnica lisina en la posicion 107
(partiendo de la secuencia madura de 243 aminoacidos). Luego de la determinacién de
la delecion de lisina, esta variante se siguid reportando con diversos nombres: apoA-
[Helsinki: apoA-1 Lys107->0 (6 apoA-1 K107-0); apoA-I¥107%! (4 apoA-I deltaK107, 6

IK131del

apoA-I AK107) y actualmente se la designd apoA- por Ljunggren et al. en 2014

acorde a su secuencia completa considerando los fragmentos pre y propéptido. Con una

incidencia de 1/5000 la mutante apoA-I¥!07dl

, es la mas frecuente en Alemania [20] y
existe una serie de reportes contradictorios sobre los efectos clinicos vinculados a la
portacion de esta variante. Tipicamente se la considera como una mutacion
proamiloidogénica, inductora de aterosclerosis severa y temprana, y se la vincul6 a
hipertigliceridemias. Aunque también se asocio a esta variante con la pérdida de funcioén
para la activacion de algunas enzimas como LCAT [21], estudios mas recientes
contradicen esos resultados. A su vez este laboratorio ha reportado previamente que esta
variante podria presentar una respuesta celular alterada, hipdtesis sobre la que se
profundizard en la seccion 4.5. “Estudios Protedmicos y Celulares”, en base al hallazgo
del aumento de niveles de expresion de algunas proteinas. Sin embargo no se ha
reportado hasta hoy un vinculo directo y univoco entre alguna de las patologias antes

mencionadas y la portacion de la apoA-IX197¢! En el cuadro 1.1. se resumen los efectos

clinicos asociados a esta variante y los reportes de estudios in vitro sobre la misma.

Cuadro 1.1. Reportes bibliogrificos de los efectos clinicos observaros en portadores de apoA-
[¥1074el comparativamente al fenotipo salvaje.

Pardametro ~ ApoA-TI¥1"%'  ;Reportes Referencia Comentarios
clinico contradictorios?
Colesterol = Si [22][23]
sérico
G =/1 Si [22] [23] [20]* *Solo en hombres
C-LDL = Si [22] 23]
C-HDL i Si [22] [23] [24]
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LDL = Si [22] [23]
HDL ! Si [22] [23] [20]* * Solo en hombres; **Post Prandial
HDL2 Ausente/1 Si [22] [23] [25]* *Post Prandial
HDL3 l Si [22] [23] [25]* *Post Prandial
Otras l No [22] [23]
subfracciones
de HDL (2;3)
Lp(A4-1) = No [24]
Lp(A-I/A-1I) l Si [24]
Tiempo de
residencia de:
A-I en Lp(4-1) l No [24]
A-Ien Lp(A-I'w | No [24]
A4-I)
A-Il en Lp(A4-1 l No [24]
w A-I)
Niveles de
apolipoprotein
a
A-1 l Si [22] [23][25]
A-2 1 Si [22] [23] [25]
B = No [22][23]
C-1 = Si [22] [23]
C-11 = Si [22] [23]
E =/1 Si [22] [23]
Composicion modificada [26]
proteica de
HDL
Act. enzimdtica
LCAT =/| Si [22] [23][21]
CETP ! No [22] [23]

Basandose en los analisis biofisicos sobre la K107del (la variante recombinante de
apoA-1¥197dely resumidos en el cuadro 1.2., mucho se ha hipotetizado acerca del rol y
relevancia de la lisina 107 para la apoA-I. El factor determinante para este residuo
parece subdividirse en dos posibilidades no excluyentes entre si: 1) el cambio
conformacional a nivel secundario a consecuencia de la disrupcion en el registro o
helicoidal causado por la ausencia de un aminoécido; y 2) la ausencia del grupo -NH>
en la posicion 107, que formaria parte de una red cristalina clave en la estabilizacion de
la apoA-I monomérica libre de lipidos, tanto como en la estabilizacion de las hélices

contiguas en las dHDL segtn su registro LL5/5 o LL4/5.
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Cuadro 1.2. Reportes bibliograficos de técnicas biofisicas e in vitro para la variante K107del
comparativamente a la apoA-I salvaje.

Ensayo biofisico K107del Reportes Referencias Comentarios
contradictorios
Carga -1 [22]
(isoelectroenfoque)
Alfa-helicidad = No [27] [28]* *ensayado con pro-Wt y pro-K107del
Alfa-helicidad en menor Si [28]* [29] *ensayado con pro-Wt y pro-K107del
la HDL
Clarificacion del *1n Si [27] [28]* *ensayado con pro-Wt y pro-K107del
DMPC
Unién a particulas il [27]
ricas en TG
Tamario de rHDL A Si [30] [28]* *ensayado con pro-Wt y pro-K107del
(DMPC)
Fluorescencia Alterado No [30][31]
intrinseca ~ (corrimiento
al rojo)
Desnaturalizacion Mas No [27]
con Gnd flexible
Tendencia a i Si [31]
agregarse
In vitro
Eflujo de = No [28]* [32] *ensayado con pro-Wt y pro-K107del
colesterol
(proteina libre de
lipidos)
Eflujo de = No [28]* *ensayado con pro-Wt y pro-K107del
colesterol (rHDL)
Resistente a Mas [30]
reordenamientos resistente
con LDL
Activacion de ! Si [30]
LCAT
Nivel de ACAT-1 i Si [32]
(SOATI)

1.5. Fisiologia y relevancia metabdlica de la apoA-I

ApoA-I es una proteina secretada que se sintetiza principalmente en el higado, aunque
se pueden observar niveles de expresion mucho menores en testiculos y diferentes
regiones del tracto digestivo como intestino delgado, duodeno y colon; la misma se
halla mayoritariamente en plasma. La funcion mas relevante que se ha descrito hasta la
actualidad para esta proteina es su rol en el transporte reverso del colesterol (TRC). Este
proceso implica la captacion de colesterol por parte de la apoA-I (en su forma libre de
lipidos o pobremente lipidada) desde los tejidos extrahepaticos para su transporte por
plasma al higado (figura 1.5.) y tejidos esteroidogénicos. Una vez en el higado los
destinos posibles del colesterol son: procesarse a sales biliares que seran excretadas, o
bien volver a exportarse en las LDL (en un ciclo sin sentido desde esta perspectiva). En

tejidos esteroidogénicos como suprarrenales se utilizard para la sintesis de hormonas
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esteroideas (esteroidogénesis). La via metabolica del TRC, sugerida por primera vez
en 1968 [5], permitid vincular a los niveles altos de HDL o C-HDL con un efecto
benéfico por su rol ateroprotectivo. Esta explicacion clasica, fue complejizandose con
los afos a medida que se descubrieron nuevas ramificaciones en la via del TRC, que
pueden generar ciclos y modifican la unidireccionalidad supuesta anteriormente. Hoy
se sabe que enzimas como la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP)
tienen un rol clave en la direccion del flujo del colesterol ya que transfiere ésteres de
colesterol (CE) de las HDL a las LDL, truncando asi ocasionalmente el proceso del
RCT, con un claro efecto proaterogénico. En el mismo sentido el uso de los niveles
plasmaticos de HDL y LDL como Unico indicador de riesgo aterogénico midiendo la
tasa LDL/HDL, entré en revision hace alrededor de 10 afios. En la actualidad la
“calidad” de las HDL es considerada como un factor determinante en el efecto
ateroprotector, asi como también la capacidad del transporte efectivo de los CE al
higado (evitando desvios como en el caso de la CETP) [33][34]. De todas formas, hoy
en dia no se encuentran estandarizados los andlisis bioquimicos que servirian para
evaluar estos aspectos en pacientes y la tasa LDL/HDL sigue utilizandose como indice

de aterogenicidad.

Figura 1.5. Esquematizacion del
transporte reverso del colesterol . Las
3 flechas indican el recorrido vectorial de las
3 _I\;hmmg; lipoproteinas indicadas. L?S eventos claves
: para el RCT son la captacion del colesterol
intracelular por las HDL pobremente
lipidadas o pre-f; y su posterior
esterificacion por la LCAT para formar
parte de las HDL maduras. La CETP inhibe
el transporte reverso del colesterol
transfiriendo los ésteres de colesterol desde
las HDL a las LDL. Sobre los érganos se
indican algunos de los receptores celulares
involucrados en el RCT.

Intestino

LDL CETP
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Para dimensionar la complejidad de las HDL: se sabe que las mismas pueden contener
hasta 219 proteinas accesorias (https://homepages.uc.edu/~davidswm/HDLproteome.html)
-al dia de hoy-,vinculadas no sélo al transporte de lipidos sino también a la homeostasis,
a la regulacion enzimatica y a la respuesta inmune [6][35]. También se demostro
ampliamente que las HDL transportan diferentes micro-RNAs (miRNA) con efectos
funcionales -al menos sobre células- [36][37]. Tanto el gran nimero de subespecies de
HDL, las moléculas que son capaces de transportar (hormonas, vitaminas, lipidos,
nucledtidos, etc.), como la creciente complejidad de su proteoma, sugieren que estas
lipoproteinas han de cumplir funciones aun no establecidas y que posiblemente el

transporte de lipidos sea s6lo una de ellas.

1.6. Relevancia fisiologica de apoA-I en seres

humanos

1.6.1. Enfermedad cardiovascular y apoA-I

Las enfermedades cardiovasculares generan el 29% de las muertes en Argentina,
posicionandose como la principal causa de muerte por enfermedades no trasmisibles;
que junto con diabetes y tumores concentraron el 50% de todas las muertes registradas
en 2017 (Instituto Nacional de Estadisticas: https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-

nacional-del-cancer/estadisticas/mortalidad).

Concordantemente, las CVD son consideradas como la principal causa de muerte por
ENT en todo el mundo por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(https://www.who.int/health-topics/cardiovascular-diseases/#tab=tab_1)  provocando el
deceso a 17,9 millones de personas todos los afios (el 31% de todas las muertes a nivel
mundial). Aunque las CVD pueden manifestarse en diferentes regiones del sistema
circulatorio, mayoritariamente desencadenan la enfermedad aterosclerdtica en las
arterias coronarias [38]. La aterosclerosis (del griego athera: comida triturada, una
especie de papilla en forma de masa y scleros: duro) consta de la acumulacion de

material graso y/o fibroso en la tinica intima de las arterias (monocapa celular que
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recubre la cara interna de éstas). El desarrollo aterosclerdtico se desencadena a partir de
la captacion desregulada de colesterol-LDL por parte de los macrofagos, que terminan
modificando su morfologia a células espumosas o foam cells, hasta que eventualmente
mueren, dando origen a la placa ateromatosa. El evento aterosclerotico resumido en la
figura 1.6. es un proceso complejo, que requiere la infiltracién de monocitos circulantes
a las paredes arteriales puntualmente a la tinica intima, propiciado a su vez por un
entorno proinflamatorio. Los monocitos se transforman en macrofagos al endocitar las
LDL modificadas, principalmente oxidadas (oxLDL), iniciando el proceso de
formacion de las células espumosas y acentuando atin mas el contexto inflamatorio. La
sucesiva acumulacion de material ateromatoso termina por obstruir la luz arterial, y/o
desprender fragmentos necrosados, que ocasionaran diversas trombosis. Como se
menciond anteriormente, apoA-I es una proteina clave en la prevencion de la formacion
de la placa ateromatosa, gracias su rol en el TRC. Por ejemplo, algunas variantes
naturales de apoA-I se vinculan a dislipemias que aumentan el riego aterogénico y a su
vez la pérdida de funcion de esta proteina también se asocia con elevacion del riego
aterogénico [39]. Sin embargo, se sabe que apoA-I, puede acumularse en la placa, por
lo que esta proteina ha de perder su capacidad ateroprotectiva como consecuencia del

entorno patologico.

catulaT (©) , |
y Célula endotelial
LDL Monocito Macréfago . ~ ——

O O /‘C; g /'\ SO(O,?O Macréfago
e \_/ o espumoso
e = v
C_IiDCf—X:‘Q' Molécula de
O adhesion
Intima O @) Membrana elastica interna
_/\@/-* Miocitos
Media

Figura 1.6. Iniciacién y progresion del evento aterosclerotico: enfoque celular. En el grafico se
esquematiza resumidamente el proceso de infiltracion y diferenciacion de los monocitos a macrofagos
y luego a células espumosas, mediado por captacion las LDL por parte de los macrofagos. Tomado y
modificado de Libby et al. 2019 (https://doi.org/10.1038/s41572-019-0106-z),
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1.6.2. Amiloidosis y apoA-I

La amiloidosis es una patologia del grupo de las ENT que resulta del deposito de
proteinas mal plegadas (o que presentan un plegamiento andmalo) tipicamente con
estructura de hoja plegada B; en forma de material fibrilar amorfo en diversos tejidos y
cuya manifestacion clinica mas frecuente es la afectacion cardiaca, renal y hepatica
[40]. Existen alrededor de 20 proteinas con capacidad para generar depositos amiloides,

[K107del o5 yna de las variantes

siendo la apoA-I una de ellas. En este sentido, apoA-
amiloidogénicas, llegandose a encontrar agregada en la placa ateromatosa presente en
la intima de aortas ateroscleroticas [41]. EI motivo que explica la propension a la
amiloidosis de las proteinas no es completamente conocido en nuestros dias, sin
embargo, es evidente que un evento determinado desencadena esta capacidad potencial
como un hecho. Para el caso puntual de la apoA-I, ello se vincula a modificaciones post
traduccionales (PTM) como oxidaciones, o bien alteraciones en su estructura primaria,
como mutaciones. Por ejemplo, el entorno oxidativo es comun tanto para esta patologia
como para la aterosclerosis y se piensa que la apoA-I puede ser modificada en este
entorno. Finalmente, y como consecuencia de la acumulacién de los cuerpos fibrilares,
los tejidos afectados terminan dafidndose lo que genera la manifestacion de la patologia
en el paciente. Lamentablemente no existen tratamientos que permitan erradicar esta
enfermedad potencialmente mortal, sin embargo, la deteccion temprana puede mejorar

y extender la calidad de vida del paciente.

1.6.3. Inflamacion y apoA-I

La inflamacion (del latin in-, flamma, -tio: “algo que esta en llamas”, en este caso
un organo o tejido), es un proceso de respuesta inmunoldgica a injurias, o agentes
exdgenos de naturaleza bioldgica, quimica o fisica; que normalmente cumple un rol
reparador. Sin embargo, se considera una situacidon patoldgica cuando la inflamacion
deviene en un proceso cronico propiciado por diversas enfermedades, desde artritis o

cancer, hasta aterosclerosis.
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Seguido al RCT, el rol antiinflamatorio de las HDL es ampliamente reconocido
como una funcidn preponderante [42]; tal es asi que se la considera su segunda funcion
fisiologica mas importante. Por ejemplo, se sabe que las HDL son capaces de inhibir la
expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales inducidas por citoquinas
[43]. Y en conejos infundidos con rHDL se redujo la inflamacion vascular por la
inhibicion de estas moléculas de adhesion [44]. Diferentes citoquinas fueron asociadas
al proceso inflamatorio (y formacion del inflamasoma), entre ellas el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleuquinas 6 y 1B (IL-6; IL-1B, respectivamente), entre
muchas otras. Por ejemplo, la acumulacion de colesterol en la placa aterosclerdtica
puede derivar en la formacion de cristales de colesterol. Ya sea que los mismos
macrdofagos formen estos cristales o bien que los endociten, la presencia de cristales de
colesterol deriva en la activacion del inflamasoma, y subsiguiente liberacion citoquinas

proinflamatorias como IL-10 [45].

Una de las hipotesis que vinculan a la apoA-I con su rol antiinflamatorio, supone
que apoA-I es capaz de inhibir la liberacion de algunas de las citoquinas
proinflamatorias, reduciendo asi el reclutamiento de monocitos en la tinica intima [46].
Sin embargo, en un contexto patologico, como la inflamacion cronica, se sabe que tanto
la apoA-I como diversos componentes de las HDL (lipidos, y otras proteinas accesorias)
pueden sufrir diversas modificaciones, como oxidacion, glicacion, etc. Como
consecuencia de estas modificaciones, se piensa que las HDL pueden perder su funcién
antiinflamatoria pudiéndose volver inclusive proinflamatorias. Lo mismo ocurre con la
apoA-I: al sufrir diversas PTMs debidas a un entorno patologico, la proteina modificada

puede sufrir la pérdida de su funcion hasta volverse proinflamatoria [47].

1.6.4. COVID-19 y apoA-I

Como se menciond, las HDL parecen desenvolver algun rol inmunoldgico que atin no
esta establecido con claridad. Aunque existen algunos estudios en proceso de
publicacion (disponibles como preprints), esta introduccion aborda el tema

exclusivamente sobre resultados que fueron revisados por pares. En este contexto
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estudios recientes vinculan la posibilidad de dafio hepatico debida a la infeccién por
SARS-CoV-2, con dislipemia y estrés oxidativo [48]. A partir de un estudio en 263
pacientes positivos para COVID-19 (diagnosticados via reaccion en cadena de la
polimerasa, PCR), se pudo constatar la presencia de niveles plasmaticos elevados de
triglicéridos (TG) en lipoproteinas, junto con una baja en los niveles de colesterol
asociado a lipoproteinas (LDL y HDL). En conjunto con estos hallazgos, los niveles de
apoA-I y apoA-II también disminuyeron notablemente en pacientes COVID-19, pero
sin modificar la proporcion apoA-I/apoA-II en las HDL, sugiriendo una baja en su
concentracion plasmatica. En su totalidad, las lipoproteinas con potencial aterogénico
aumentaron en un factor de 2 a 1 en estos pacientes. Basado en los resultados, se
considera que la infeccion por COVID-19 acarrea consecuentemente, una elevacion en
el riego cardiovascular [49]. Este hecho no se habia considerado como un parametro

relevante previamente a la realizacion de estos estudios [48].

1.7. Implicancia estructural en la funcion fisiologica
de apoA-I

La concentracion plasmatica de apoA-I es de alrededor de 1,3 mg/ml, incluyendo todos
sus estados posibles de lipidacion. Aproximadamente el 5 al 10% de la apoA-I circula
en su estado libre de lipidos o pobremente lipidada [50] mientras que la restante en
forma de HDL de alguna clase. Se considera que los estados libres de lipidos,
pobremente lipidada y dHDL (conocidas también como “pre-f HDL”, por su perfil de
movilidad electroforética) tienen la capacidad de promover el eflujo de colesterol desde
los depositos intracelulares secuencialmente via el transportador tipo cassette ATP-
dependiente A1 (ABCAI1). El ABCAIl se encarga de transportar principalmente
fosfolipidos y colesterol, pero la accion del transportador tipo cassette de la misma
familia denominado G1 (ABCG1) incrementa la transferencia de colesterol intracelular
hacia la HDL naciente. Ademas de la transferencia neta del colesterol, la biogénesis de
las HDL completa requiere del proceso de “rellenado” del ntcleo hidrofobico de las

mismas o maduracion a cargo de la LCAT, actuando la apoA-I como cofactor y

30



activador de la misma. Esta enzima se encuentra formando parte de las HDL en su
superficie, y es fundamental en el TRC ya que cataboliza la formacion de ésteres de
colesterol que se transportan via las HDL. Sin la existencia de la LCAT las HDL solo
podrian transportar un bajo nimero de moléculas de colesterol que deberian intercalarse

en cada hemicapa fosfolipidica.

1.8. Aspecto metabolico de apoA-I

1.8.1. ApoA-I en el contexto celular

Como se menciono apoA-I presenta un rol metabolico multifacético. En las primeras
etapas del TRC es el aceptor plasmatico de fosfolipidos y colesterol via ABCAI.
Mediante estudios de entrecruzamiento quimico y criomicroscopia electronica (cryo-
EM) diversos grupos demostraron la interaccion entre la apoA-I y los dominios extra
celulares (ECD) 1 y 2 del ABCA1 [51][52][53][54]. También es sabido que a partir de
esta interaccion los niveles celulares de ABCA1l aumentan significativamente. Sin
embargo, los mecanismos concretos que posibilitan la movilizacion de los depodsitos
intracelulares de colesterol hacia las HDL son desconocidos. A su vez se propuso como
alternativa para la biogénesis de las HDL la internalizacion de apoA-I por parte de la
célula via endocitica, donde la lipidacion mediante ABCAT1 se produce en vesiculas
endoplasmaticas que luego exocitan las HDL ya formadas. Este proceso denominado
como via de la “retroendocitosis”; pareciera proveer una proporciéon minoritaria de
lipoproteinas, ya que se estima que un maximo del 5% de las HDL circulantes podrian

haberse formado por este mecanismo [55].

En cualquier caso, resulta evidente que la interaccion de la apoA-I con ABCA1 es un
evento clave para el proceso del TRC. No solo por estimular al transportador, sino
también porque esta interaccion gatilla diversos sistemas de transduccion de sefiales,
entre las que se encuentran la via de la proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA),
la proteina quinasa dependiente de calcio (PKC) y el sistema Janus quinasa 2 (JAK2),
entre otros [56]. Bajo estas consideraciones, resulta trascendente el estudio de las vias

involucradas en los pasos obligados para el TRC, ya sean conocidas o las que resten por
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descubrir. Por ejemplo, en esta tesis se describe la posible acumulacion de la proteina
multifuncional p62 o sequestosoma-1 (SQSTM1) de manera dependiente a la via del

factor eritroide nuclear 2 (Nrf2), a partir del tratamiento celular con apoA-I.

1.8.2. Via antioxidante Nrf2 -Keap1

Nrf2-Keapl (en inglés: nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-related factor 2 y Kelch-
like erythroid cell-derived protein with CNC homology [ECH]-associated protein I) es
una de las vias mas importantes en la defensa celular ante una variedad de toxicos y
carcindgenos, mediante el incremento en la expresion de genes con efecto protector. En
la figura 1.7. se muestra la respuesta antioxidante generada a partir de la activacion de
esta via. Basicamente Nrf2 es un factor nuclear presente en citoplasma, asociado con la
proteina Keapl mediante dominios especificos. Esta asociacion genera la constante
degradacion proteasomal de Nrf2 y la imposibilidad de ser translocado a ntcleo. Ante
algin evento desencadenante (como ser una desregulacion redox a nivel celular) Keapl
sufre oxidaciones en algunas de sus cisteinas lo que genera un cambio conformacional
y termina disociandolo de Nrf2. Cuando Nrf2 esté libre, puede translocarse al nucleo e
interaccionar con los elementos de respuesta antioxidante (ARE). Esta interaccion
regula el aumento de la expresion de diversos genes, por ejemplo: el de la hemo
oxigenasa-1 (HO-1), p62 y algunos citocromos p450, entre otras proteinas vinculadas a
respuestas inflamatorias, estrés, transporte y metabolismo de drogas, etc. [57]. Esta
activacion canonica de la via genera entonces el aumento de los niveles de proteinas
celulares con efecto protector. A su vez, la via Nrf2 puede activarse de manera no
canonica. Se sabe que p62 es capaz de interactuar con Keapl, lo que evita la
degradacion proteasomal de Nrf2. En general los niveles basales celulares de p62 no
acarrean efectos sobre esta via; sin embargo, si los niveles de p62 aumentan, esta

proteina interactua con Keapl, de manera que Nrf2 puede ahora translocar al nucleo y
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unirse a los ARE. Como se menciond p62 es uno de los genes regulados por Nrf2. Esta

retroalimentacion se denomina también loop positivo.
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Figura 1.7. Esquematizacion de la activacion candnica y no canénica de la via Nrf2-Keapl1.
El esquema muestra la separacion de la proteina secuestradora Keapl a partir de oxidaciones
sufridas debido a un eventual desbalance redox en la célula, esta activacion canonica permite la
traslocacion de Nrf2 al nucleo, activando la expresion de genes regulados por los ARE. En
cambio, la activacion no candnica de la via se produce por el aumento en los niveles de p62 que
se unen a Keapl liberando a Nrf2, que puede ingresar al nicleo. Mientras que la interaccion de
Nrf2 con Keapl deriva en su degradacion proteasomal.

Existen diversos activadores e inhibidores conocidos para la via Nrf2-Keapl. El
principal interés en la regulacion exdgena de esta via viene dado por su rol en las células
malignas. Por su capacidad como protector para las células, lamentablemente también
puede proteger las células cancerosas facilitando su progresion. Tal es asi que Nrf2 se
acumula de manera aberrante en algunos tipos de cancer, confiriéndoles resistencia a
las drogas quimioterapéuticas [58]. Algunos inductores de Nrf2 son basicamente
sustancias que generan un entorno oxidante en las células, como el tridoxido de arsénico
(ATO) [59] que en altas dosis se utiliza como quimioterapéutico para algunos tipos de
leucemias, ya que es capaz de inducir la apoptosis selectiva. Por su parte los inhibidores
de Nrf2, pueden actuar a diferentes niveles, impidiendo por ejemplo su translocacion al
nucleo como el acido retinoico (all-trans retinoic acid ATRA), o el acido ascoérbico

(AA), favoreciendo la degradacion de su mRNA como la luteolina (Lut), o el resveratrol
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(RSV) que impide la disociacion de Nrf2-Keap1 gracias a sus propiedades antioxidantes
[60][61][62]. Desde la perspectiva terapéutica, es interesante mencionar que la sinergia
generada por el ATO y el ATRA se utiliza como tratamiento para algunos tipos de

canceres.

1.9. Fundamentos basicos de métodos y tecnologias

especificas utilizadas

1.9.1. Estrategias de estudio asociadas a la fluorescencia

Como es ampliamente conocido, la fluorescencia es la emision de luz (fotones) que se
produce cuando un electron en singulete que es excitado, retorna a su nivel basal.
Tipicamente representado en el diagrama de Jablowsky (figura 1.8.), los estados de
excitacion denominados como SO, S1, S2; pueden sufrir también efectos de
interconversion cuanticos, sin embargo, para el fendémeno de fluorescencia tipicamente
de 108 segundos, no llegan a ser registrados. Reportado por Teale y Weber en 1956, los
registros de florescencia emitida por aminoacidos aromadticos pueden aportar
informacion conformacional de las proteinas. Mas alld que tanto la fenilalanina, la
tirosina y el triptéfano pueden fluorescer, el rendimiento cuantico del triptoéfano es
ampliamente mayor al de los otros dos aminoacidos. Por este motivo, en una proteina
que tenga triptoéfanos en su estructura primaria, la fluorescencia que pueden aportar la

fenilalanina o la tirosina, se considera despreciable.

i

Figura 1.8. Diagrama de Jabonski para el S, — R
fenémeno de fluorescencia. En el diagrama se = = pico 10-*?s
representan con flechas los saltos de estados S, —4— Relajacion
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En el marco de esta tesis se tomara ventaja del denominado “efecto de relajacion del
solvente”. La polaridad del entorno en que se encuentra un fluoréforo dado influye
profundamente sobre el espectro de emision del mismo. Cuando un electron es excitado
al S1 en un entorno polar como un solvente acuoso, éste adoptara el estado energético
mas bajo ya que el exceso de energia vibracional se disipa en el solvente provocando
un “reordenamiento” de los dipolos del solvente polar. Esa baja energética tendra efecto
sobre la energia de los fotones emitidos, afectando sus longitudes de onda, y asi como
se representa en el diagrama de la figura 1.9., la consecuencia serd un corrimiento de
todo el espectro de emision a longitudes de onda menos energéticas generando el
“corrimiento al r0jo”. Como cabe esperar, si el entorno se vuelve mas apolar, el mismo
proceso, pero en sentido opuesto tendra lugar, de manera que el espectro de emision se
correra completamente a longitudes de onda més energéticas generando el “corrimiento
al azul”. Este fenomeno es de particular importancia al evaluar la fluorescencia
comparativamente. En este caso los 4 triptofanos que forman parte de la secuencia de
apoA-I, le confieren la capacidad de fluorescer intrinsecamente y al evaluar el
corrimiento espectral al rojo o al azul se puede deducir una mayor o menor exposiciéon
al solvente de estos entornos. Por lo tanto, se puede obtener informacion estructural de
muy baja resolucion, pero con una metodologia muy simple segun sus corrimientos

espectrales.

Figura 1.9. Esquematizacion del efecto de
Fstado de Franck- relajacién por ordenamiento de los dipolos del

solvente. El efecto de relajacion del solvente tiene
lugar cuando la molécula excitada cae a un estado
energético menor por el reordenamiento de los
dipolos de las moléculas de solvente polar que
rodean la molécula excitada. El fendmeno
observable es un corrimiento espectral a longitudes
de onda menos energéticas como indica el color de
las moléculas: azul para longitudes de onda mas
_ energéticas o rojo para menos energéticas. Imagen
C)QB"L#M/ tomada de: “Rotations 'in Exci'ted ICT States -

Fluorescence and its  Microenvironmental
S = Sensitivity”, David Liese and Gebhard Haberhauer,

- doi: 10.1002/ijch.201800032
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1.9.2. Espectrometria de masas con tecnologia orbitrap

Utilizando los principios de la espectrometria de masas (MS), la tecnologia orbitrap
consta de un mdédulo compuesto por un electrodo exterior con forma de barril y un
electrodo interior coaxial que forman un campo magnético donde se inyectan los iones.
Una vez alli los iones dan vueltas alrededor del electrodo central, ya que quedan
atrapados por el campo que es contrarrestado por la fuerza centrifuga ejercida por los
mismos. Los iones recorren el eje también lateralmente en 6rbitas con forma de anillos
(que oscilan alrededor del huso central) descriptas proporcionalmente por la relacion
masa-carga (m/z) de cada ion. Esto permite una separacion extremadamente precisa aun
utilizando muestras complejas. Este espectrometro se adosa a un espectrometro
trithibrido, aumentando asi las prestaciones del equipo. El Centro de Estudios Quimicos
y Biologicos por Espectrometria de Masas (CEQUIBIEM) de la Universidad de Buenos
Aires (UBA), cuenta con un espectrometro de masas Q-Exative™, con tecnologia
Orbitrap® que se encuentra a disposicion para analisis a terceros. Resumidamente como
se muestra en el esquema 1.10., las muestras digeridas mediante alguna enzima proteasa
de eleccidn y sus productos separados por cromatografia liquida (LC) de fase reversa,
se fragmentan a iones por electrovaporizacion y se inyectan en el espectroémetro. Los
iones pasan por una serie de filtros, cuadrupolos y polos planos para quedar disponibles
en una trampa idnica. Desde alli los mismos pueden dirigirse a una cdmara de colision
de alta energia (HCD) o enviarse al modulo orbitrap. Variando los recorridos, se
generan los espectros completos (MS/MS) para cada muestra. Finalmente, la
comparacion de los espectros MS/MS con bases de datos de fragmentacion tedrica se
puede asignar la identidad a cada una de las proteinas detectadas incluso en el caso de
mezclas complejas. Lo que permite esta identificacion es principalmente la existencia
de péptidos unicos, fragmentos peptidicos caracteristicos de la proteina precursora que
no se hallan en otra y que poseen una extension de alrededor de siete aminodcidos (como

minimo).
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Figura 1. 10. Plano del espectrometro de masas Q-Extative. El esquema resume el
sistema de filtros y campos magnéticos utilizados por el equipo para la identificacion de
los iones inyectados por electrovaporizacion. Las flechas celestes muestran el recorrido
utilizado para la identificacion de proteinas hasta la generacion de espectros full-MS
mediante el médulo Orbitrap.

1.9.3. Espectrometria de masas tipo Q-TOF con tecnologia

iFunnel

Para los ensayos de entrecruzamiento quimico se utilizd un espectrometro LC/MS
iFunnel Q-TOF Agilent 6550. La altisima sensibilidad del equipo permite andlisis
cuantitativos con alto grado de repetitividad que permite detectar compuestos a nivel de
trazas. Utilizado en el Instituto de Enfermedades Metabolicas de la Universidad de
Cincinnati, el instrumento se operd bajo las especificaciones detalladas en la seccion
3.9.4. de Materiales y Métodos. Como se observa en el esquema 1.11., las muestras se
inyectan en el espectrometro luego de ser electrovaporizadas y los iones pasan por una
serie de filtros y campos magnéticos para refinar el rango de m/z de los iones, de manera
similar a lo mencionado en el aparatado anterior. En este equipo, el tubo de vuelo (flight
tube) permite una mayor separacion segun el valor m/z de los iones, gracias a que
aumenta el recorrido de los mismos. Esto ocurre ya que al llegar al extremo superior los
iones son repelidos por el campo magnético del reflectron, que los envia al detector

ubicado en la base del tubo. A partir de la deteccion de los iones se generan los espectros
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MS/MS, que luego se pueden analizar con motores de busqueda y/o en softwares

especializados.
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Fuente: https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G3335-90231_TOF_Q-TOF_Concepts.pdf

Figura 1. 11. Plano del espectrémetro de masas Agilnet 6500 Q-TOF series. El
esquema resume el sistema de filtros y campos magnéticos utilizados por el equipo
para la identificacion de los iones inyectados por electrovaporizacion. Las flechas
celestes muestran el recorrido de los iones para la identificacion de los péptidos
entrecruzados (xlinks).

38


https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G3335-90231_TOF_Q-TOF_Concepts.pdf

2. OBJETIVOS

2.6. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general planteado en esta tesis fue estudiar las bases moleculares que
subyacen al efecto fisiopatoldgico observado en los portadores de la apoA-I¥107del
mediante aproximaciones biofisicas, protedmicas y mediante estudios celulares,

utilizando como modelo de estudio proteinas recombinantes.

2.7. Objetivos especificos

1) Estudiar el efecto de la delecion de la lisina 107 en la apoA-I, en la interaccion
con diversos modelos lipidicos mediante técnicas biofisicas de interaccion con
monocapas lipidicas, reconstitucion de lipoproteinas y ensayos in vitro con
lipoproteinas plasmaticas.

2) Estudiar las consecuencias estructurales vinculadas a la delecion de lisina 107
mediante estudios de entrecruzamiento con BS? y analisis por espectrometria de
masas y fluorescencia.

3) Estudiar los niveles de expresion de proteinas celulares, a partir del tratamiento
diferencial con las proteinas Wt y K107del, utilizando técnicas de protedmica

comparativa libre de marca radiactiva (label-free quantification, LFQ).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Técnicas generales

3.1.1. Expresion de proteinas recombinantes

El cDNA de ApoA-I humana (Wt) y su variante de delecion apoA-1¥197del (K107del) se
insertaron en el vector de expresion pET30 modificado para introducir un sitio 1abil al
acido formico: Asp-Pro entre el residuo 2 y 3 de apoA-I para cortar la etiqueta (Tag) de
histidina N-terminal e introducido en bacterias BL21 (DE) Escherichia coli. Las
bacterias se crecieron en medio Lauria Bertani (LB) en presencia del antibidtico
kanamicina, a 37°C en agitacion de 140-200 r.p.m. hasta alcanzar una DOs0onm=0,5
comparando con medio LB sin bacterias. La produccioén de proteinas se indujo por el
agregando IPTG a las bacterias y la subsecuente incubacion durante toda la noche a

28°C.

3.1.2. Purificacion de proteinas recombinantes

Las bacterias se cosecharon por centrifugacion durante 30°a 5.000 r.p.m. y los pellets
bacterianos se lisaron mediante sonicacion en buffer EQB (NaH2PO4 25mM; NaCl
500mM; 0,05% azida sodico) en presencia de guanidina clorhidrica (Gnd) 3M para
desnaturalizar los cuerpos de inclusion donde permanece gran parte de las proteinas.
Luego los restos bacterianos se eliminaron por centrifugacion a 15.000 r.p.m. durante
20" (en una o dos repeticiones, segin la eficiencia de la clarificacion). Las proteinas
recombinantesfueron purificadas mediante el pasaje por una columna cromatografica
de afinidad a Niquel (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia. IMAC-
Sepharose) a pH=8,0+0,2 para favorecer la ionizacion de la histidina, la columna fue
previamente equilibrada con buffer EQB-Gnd al mismo pH. Todos los pasajes por

columna se realizaron presencia de Gnd, para facilitar la elucion de proteinas
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contaminantes. La fraccion de proteina se eluy6 agregando imidazol S00mM al EQB-
Gnd y las fracciones puras se trataron con acido formico al 50% final durante 5 horas a
56,0°C para escindir el His-Tag de la proteina. El Tag se elimin6 mediante un segundo

pasaje por columna, quedando retenido en ella.

La pureza de las proteinas a utilizar se constaté por densitometria mediante geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Una vez purificadas las proteinas se
estoquearon en buffer EQB en presencia de Gnd 3M a -70°C a una concentracion
aproximada de 1 mg/ml en el buffer de elucion. Para llevar a cabo los experimentos, en
todos los casos las proteinas se dializaron inmediatamente luego de descongeladas en 3
bafios consecutivos con un minimo de 1000 volimenes durante al menos 3 h cada uno

a 4°C, en el buffer que correspondiese con el experimento a desarrollar.

3.1.3. Técnicas electroforéticas en geles de poliacrilamida

La mayoria de las determinaciones de pesos moleculares de proteinas y complejos
lipoproteicos se realizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
(poliacrcrylamyde gel electrophoresis, PAGE). Como es sabido, el principio de la
técnica consta de separar las moléculas cargadas en un campo eléctrico segiin su
movilidad electroforética, siendo ésta intrinsecamente afectada por su masa, su carga y
por su forma (en el caso de la electroforesis nativa), y unicamente por su carga/masa en
el caso de la electroforesis en condiciones desnaturalizantes por el uso de dodecil sulfato
de sodio (SDS) como detergente. En todos los casos se utilizé el método de Laemmli

[63] y estandares de peso molecular para la estimacion de los pesos moleculares.

3.1.4. Electroforesis nativa

Para la electroforesis nativa se utilizaron geles de poliacrilamida en gradientes que se
eligieron considerando los pesos estimados de las muestras a separar. En la mayoria de
los casos los gradientes se realizaron artesanalmente con la asistencia de un

gradientizador pero en algunos casos los geles en gradiente fueron comerciales (4—15%
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Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels). El fundamento del uso de gradiente
se basa en que cada molécula o complejo molecular se desplaza dependiendo de la

relacion carga/masa hasta que el tamafio del poro impide su migracion.

3.1.5. Electroforesis desnaturalizante

En el caso de la electroforesis desnaturalizante los geles que se utilizaron fueron en su
mayoria de concentracion constante, aunque en algunos casos se utilizo el gradiente de
poliacrilamida pada mejorar la definicion de las bandas. Aqui los geles se prepararon
en porcentajes variando de 10 a 16% de poliacrilamida, en consideracion del peso

molecular del sistema a separar segun el siguiente criterio:

Peso molecular Porcentaje del gel
440 kDa 20%
12-45 kDa 15%
10-70 kDa 12,5%
15-100 kDa 10%
25-100 kDa 8%

3.1.6. Sistemas de deteccion de proteinas

Para detectar las proteinas en el gel se utilizd la tincion con coomassie, coomassie
coloidal, o tincion por plata (para proteinas totales por calle mayor a 0,25ng). En el caso
de la tincion con plata las soluciones se prepararon en el momento y segiin corresponda
se captur6 la imagen antes de saturar las calles o luego de cortar la reaccion con acido
acético al 10%. La adquisicion de imagenes se realizo utilizando un escaner o bien
usando el sistema Chemidoc (MP Imaging System, Biorad) cuando se tuvo acceso al

mismo.
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3.2. Técnicas para el calculo de concentracion

proteica

3.2.1. Mediante la absorbancia a 280 nm

Para determinar la concentracion mediante la absorbancia a 280nm se utilizé la
ecuacion de Lambert y Beer. Es importante considerar el tratamiento de las muestras
antes de llevar a cabo la medicion. 1) En todos los casos se midid la absorbancia en
muestras libres de Gnd-HCI. 2) Para remover los agregados proteicos que contribuyen
al scattering, todas las muestras se centrifugaron a 10.000 r.p.m. durante 10 antes de
tomar la lectura. Para la determinacion de la concentracion por absorbancia en todos los
casos se utilizd el coeficiente de extincidon molar £€=32.430M"'.cm’!; calculado en el
server Expasy (https://web.expasy.org/protparam/) para apoA-I con la secuencia

recombinante.

3.2.2. Mediante la técnica del acido bicinconinico (BCA)

Para todas las determinaciones de concentracidon proteica menores a 0,1 mg/ml o en
muestras con presencia de detergentes se utilizd el Mico BSA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific; Ref # 23235; Rockford, FL 61101, USA) acorde a las instrucciones
del fabricante. El kit utiliza la técnica del 4cido bicinconinico y es compatible con la
presencia de detergentes en la muestra. Esta técnica permite la deteccion de Cu'!,
formado cuando el Cu*™? es reducido por las proteinas en un ambiente alcalino. Las
muestras se incubaron en placas plasticas de 96 pocillos (Nunc) durante 1 a 2 horas a
37°C por triplicados y las lecturas se realizaron en el lector de placas (Beckman DTX
880) registrando la absorbancia a 560nm. El calculo de la concentracion proteica se
determindé mediante regresion lineal por interpolacién en curvas de estandarizacion

utilizando seroalbumina bobina libre de acidos grasos (BSA).

3.3. Analisis estadisticos
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Todos los anélisis estadisticos se realizaron utilizando el software Prism GraphPad 8.0
o Perseus version 1.5.8.5. En todos los casos se realizaron andlisis t-test, siempre
asumiendo una distribucion gaussiana (test paramétrico) no pareados y utilizando la
correccion de Welch. Para el caso de los t-test multiples se analizd6 cada par
individualmente, utilizando la correccion de Holm-Sidak con un alfa=0,05 y sin asumir
una desviacion standard consistente. Para los t-test de Student de 2 muestras se utilizo
un false dicovery rate (FDR) de 0,05. Segin corresponda el detalle estadistico se

describe en los apartados correspondientes.

3.4. Técnicas utilizadas en los estudios celulares

3.4.1. Técnicas de cultivo celular
En todos los experimentos los monocitos THP-1 (ATCC® TIB202™) fueron

cultivados hasta alcanzar confluencia en una estufa para cultivos celulares a 37°C con
atmosfera de CO; del 5%; utilizando el medio de cultivo RPMI 1640 (Gilbco Thermo
Fisher Cat. Num. 23400021) preparado en agua miliQ ultrapura, suplementado con:
25mM HEPES; 2¢g/L de NaxHCO3; 10% de suero fetal bobino (SFB) (Internegocios
S.A. libre de endotoxinas; esterilizado por doble filtracién a 0,1 um y radiacién gamma
a 25KYy). Para todos los casos se utilizaron células provenientes de cultivos menores a
10 pasajes. Estos stocks originales se obtuvieron por una unica expansion de un criovial
original y se almacenaron en N2 (1) hasta su descongelado. Cabe mencionar que las
c€lulas se conservan en dimetilsulfoxido (DMSO) que es citotoxico; por ello, para que
la primera expansion sea exitosa es aconsejable “lavar” las células antes comenzar su

crecimiento con PBS o con medio de cultivo.

Todos los elementos que entraron en contacto con las células fueron adquiridos ya
estériles, o bien se esterilizados por autoclavado, y/o exposicion a luz UV en el flujo
laminar en tiempos no menores a 20°. Todas las soluciones o reactivos liquidos y medios
de cultivo se esterilizaron por filtrado con un didmetro de poro de hasta 0,22um.
Aquellos insumos reutilizables (como pipetas de vidrio, frascos etc.) se lavaron

intensamente y enjuagaron con agua destilada antes de esterilizarlos como se indica.

44



3.4.2. Diferenciacion de monocitos THP-1 a macrofagos

En todos los casos las células se cuantificaron utilizando la cdmara de Neubauer antes
de su diferenciacion. Debido a que las células THP-1 crecen en suspension formando
grandes grumos o clusters, para su adecuada cuantificacion es importante pipetear
reiteradamente (alrededor de 20 veces) para homogeneizar la dispersion celular
buscando no inducir estrés, rayaduras sobre la botella ni generar espuma en exceso.
Todos los experimentos se ensayaron conforme a las recomendaciones de los

fabricantes de los insumos celulares.

Para diferenciar los monocitos a macrofagos, se realizd el tratamiento con ésteres de
forbol, (forbol 12-miristato 13-acetato 6 PMA) de pureza >99% (Sigma Aldrich) a una
concentracion final de 1 ng/ml por cada ~10° células/ml, durante 24 h para formar una
monocapa celular. La diferenciacion de monocitos a macrofagos se evalud por
microscopia de contraste de fases gracias a que los macrofagos presentan adherencia a
la placa, aumento del volumen citoplasmatico, y algunas células pueden presentar
morfologia fusiforme. Estas caracteristicas morfologicas permiten evaluar la

diferenciacion al microscopio utilizando magnificaciones de 400X en adelante.

3.4.3. Ensayos celulares con proteinas

Una vez obtenidas las monocapas celulares, los macrofagos THP-1 fueron lavados 3
veces con PBS estéril precalentado a 37°C para remover el SFB proveniente del medio
de crecimiento (se uso alrededor de 1/2 volumen del maximo recomendado por el
fabricante de las placas). Para todos los tratamientos, co-tratamientos y controles, se
utiliz6 RPMI sin suero (ss) como medio. En el caso de tratamientos con proteinas o
sustancias solubles, éstas se esterilizaron por filtracion por poros de 0,22 pm,
convenientemente antes o luego de disolverlas en el RPMI. Salvo que se indique lo

contrario, en todos los casos la concentracion proteica utilizada fue de 30 pg/ml final y
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los tiempos de tratamientos fueron de 12 h utilizando volimenes de 2 ml por millon de

células.

3.4.4. Ensayos celulares con inductores e inhibidores de la via Nrf2-

Keapl

Los estudios de induccion/inhibicién de la via Nrf2-Keap1 se desarrollaron en forma de
co-incubaciones proteicas. Las concentraciones de proteina fueron 30 pg/ml final y las
concentraciones de inhibidores o inductores se extrajeron de la bibliografia
[61][64][65]. Todas las drogas utilizadas se prepararon como soluciones madre en el
solvente menos toxico para las células que sea posible segun las especificaciones
técnicas del fabricante, y luego las alicuotas se agregaron al RPMI sin suero, en todos
los casos. Las diluciones se filtraron en poro de 0,22 um de diametro convenientemente
antes o después de ser agregadas al RPMI. La solucion madre de ATRA se prepar6 en
etanol al 100% y se conservo a -20°C. A partir de esa solucion madre se prepararon las
diluciones correspondientes y los ensayos se realizaron a una concentracion final de
ATRA igual a 2 uM directamente en RPMI (ss). El inductor ATO se diluyé en PBS y
se esterilizd mediante filtracion. Las concentraciones finales variaron entre 3 a 0,006

uM en RPMI (ss) comprobando su capacidad como inductor en ese rango.

3.4.5. Extraccion de proteinas celulares totales

Concluidos los tratamientos, las placas se procesaron fuera de la esterilidad. Cada
monocapa celular fue lavada 3 veces con PBS (una vez preparado, el mismo se esterilizd
y conservo a 4°C para evitar posibles contaminaciones), €ste se precalentdé a 37°C
inmediatamente antes de realizar la cosecha. Una vez lavadas las monocapas, se agrego
rapidamente el buffer RIPA (150mM NaCl; 50mM Tris; 1,0% NP-40 6 Triton X-100;
0,5% deoxicolato de sodio; inhibidores de proteasas (recomendado); pH=8,0) a una
relacion aproximada de 180ul/10°células; preenfriado en hielo para evitar la

degradacion proteica. El alto contenido de detergentes presentes en este buffer
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fundamenta la obtencion de proteinas totales sin importar su ubicacion subcelular. Las
monocapas se escrapearon y los extractos se dejaron en agitacion orbital media durante
30" en hielo. Posteriormente los extractos fueron centrifugados durante 20’a 12.000
r.p.m. a 4°C. Solo se utiliz6 el sobrenadante de cada tubo. Para el inmunoanaélisis, estos
sobrenadantes se fraccionaron y congelaron inmediatamente a -70°C sin sufrir mas de

tres descongelamientos posteriores.

En el caso de los extractos utilizados para su analisis por espectrometria de masas, las
muestras se redujeron con ditiotreitol (DTT) 20mM y posteriormente se oxidaron con
iodoacetamida 50mM. Luego las proteinas se precipitaron con acido tricloroacético
(TCA) al 20% final. El pellet conteniendo las proteinas fue lavado con acetona
(preenfriada a -20°C) 3 veces (con 1/5 volumenes del de RIPA inicial), para remover
restos lipidicos. Finalmente, los restos de acetona se removieron por evaporado a seco
bajo flujo de aire estéril. Las muestras se conservaron secas y congeladas hasta su
resuspension y tratamiento enzimdatico por parte del servicio de espectrometria de

masas.

3.5. Determinacion de proteinas diferencialmente
expresadas mediante proteomica comparativa libre
de marca radiactiva (LFQ)

3.5.1. Obtencion de espectros completos (MS/MS) mediante
cromatografia liquida (L.C) seguida por espectrometria de masas
Orbitrap

Los extractos proteicos se obtuvieron acorde se describe en el apartado anterior 3.4.5.
Luego se enviaron al Centro de Estudios Quimicos y Biologicos por Espectrometria de
Masa (CEQUIBIEM), Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Alli las
muestras fueron digeridas parcialmente con tripsina. Al digerido triptico se le realiz
una limpieza con Zip-Tip C18 para extraer las sales. Luego las muestras se liofilizaron
en un Speed Vac y se resuspendieron en 10ul de acido férmico 0,1%. La separacion de

péptidos se realizo por cromatografia liquida (LC) en un nanoHPLC (Thermo Scientific,
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EASY-nLC 1000) utilizando una columna de fase reversa C18 (Thermo Scientific,
EASY-Spray Accucore P/N ES801) a 35°C utilizando un gradiente de 0,1% &cido
formico en agua a 0,1% acido formico en acetonitrilo; acoplado a un espectrometro de
masa con tecnologia Orbitrap. La ionizacion de las muestras (volumen de inyeccion 2
ul), se realiz6 por electrospray en un ionizador EASY-SPRAY (Thermo Scientific) a
3,5kV. El analisis se realizd en un espectrometro de masas hibrido cuadrupolo
Orbitrap™ Q Exactive™ (Thermo Scientific); obteniendo los espectros completos Full
MS y MS/MS, utilizando la mayor cantidad de ciclos de medicion permitidos por
unidad de tiempo, realizando MS/MS a los 12 picos que presenten mejor sefal/ruido
con un rango de exclusioén dinamico suficiente para disminuir el nimero de veces que

un mismo péptido es fragmentado a lo largo de su eluciéon cromatogréfica.

3.5.2. Asignacion de identidad peptidica mediante el uso de

softwares especializados

La asignacion de identidad peptidica fue generada en 2 softwares por separado:
Proteome Discoverer version 2.1 (Thermo Scientific) a cargo de CEQUIBIEM vy
MaxQuant version 1.5.8.3 (de dominio publico: https://www.maxquant.org/). El objeto
de una doble identificacion se basa en robustecer los resultados luego de la
identificacion peptidica. Los espectros crudos en formato .raw fueron analizados en
ambos motores de busqueda utilizando los mismos criterios de identificacion y la misma
base de datos. En este caso se utilizéo como Base de Datos (origen): Homo sapiens, 1D:
UP000005640 Uniprot (https://www.uniprot.org/proteomes/UP000005640)
actualizada al 2016. Los criterios de busqueda fueron tripsina como enzima con un
maximo de 2 miscleavage; 10ppm de tolerancia de masa para precursor; 0,05kDa de
tolerancia de masa para fragmento; oxidacidon como modificaciones dindmicas y
carbamidacion como modificaciones estaticas. Solo fueron consideradas para el reporte
aquellas proteinas identificadas mediante al menos 2 péptidos tnicos con alto nivel de

confianza.
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3.5.3. Analisis estadistico de las proteinas identificadas por

orbitrap mediante t-test de dos muestras

Una vez obtenidas las listas de proteinas identificadas con sus respectivos valores de
area espectrales, el procedimiento estadistico fue el mismo para todas las proteinas
identificadas, independientemente por ambos softwares. Se realizd el analisis
estadistico mediante el analisis t-test de dos muestras en el software Perseus 1.5.8.5 (de
dominio publico: https://maxquant.net/perseus/) utilizando los valores relativos de
intensidad de cada proteina, previamente normalizados. Los valores relativos son el area
bajo la curva del o los péptidos identificados como esa proteina, calculada de los

espectros MS/MS.

Para normalizar las areas se determin6 la suma de todas las intensidades en cada una de
las 9 muestras y se usé el valor mdximo como normalizador. Luego se transformaron
los valores de area aplicando Log> y se agruparon los triplicados de cada set de datos en
3 grupos: control (Ctrol), Wt y K107del. Una vez agrupados, se realiz6 la comparacion
estadistica y se reportaron las proteinas diferencialmente expresadas. Se seleccionaron
aquellas proteinas cuyos niveles de expresion varien en al menos 2 veces
significativamente (p<0,05) para cualquier par comparativo: Ctrol/Wt; Ctrol/K107del 6
Wt/K107del.

Para detectar dichas proteinas se realizo un grafico de tipo volcan (volcano plot) donde
se grafica el -Log del valor p en funcion de la diferencia del valor de area del par
comparado. De esta manera se consideraron como proteinas de expresion diferencial
todas las proteinas ubicadas en los cuadrantes superior izquierdo y derecho delimitados
por las funciones. Estas funciones corresponden al valor logaritmico de p<0,05 y >2
veces la diferencia en niveles de expresion (Logx 0,05; Logr 2; Logy -2
respectivamente). Este andlisis se realizd Unicamente sobre aquellas proteinas cuyo
valor medio de area pudo determinarse lo que implica la existencia de al menos 2

valores numéricos de area.

Sin embargo, este método deja fuera de consideracion aquellas proteinas cuyos valores

de area se encuentren por debajo del umbral de deteccion del espectrometro (es decir,
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que no tengan un valor numérico). Para estudiar estas proteinas se aplicd un criterio de
deteccion y busqueda manual: sélo se reportaron aquellas proteinas que por triplicado
presenten valores de area en alguna de las condiciones y que por triplicado no hayan
sido detectadas para alguna de las condiciones. Estas proteinas que no se detectaron en
alguno de los triplicados se consideraron como “ausentes”; y “presentes’ si se encontro

por triplicado en la misma condicion.

3.5.4. Validacion metodologica de las proteinas diferencialmente
expresadas luego de los tratamientos con proteinas

recombinantes

Mediante la comparacion de las listas de proteinas generadas por MaxQuant y Proteome
Discoverer fueron seleccionadas aquellas proteinas coincidentes para ambos softwares
tanto en su identificacion, como en la validez estadistica de sus niveles de expresion
reportado. Las proteinas que cumplieron con este criterio se denominaron proteinas
robustas (ver seccion 3.5.2.) y fueron consideradas como candidatas a ser validadas
mediante ensayos bioquimicos. Mediante Western blot se analizé el nivel de expresion
de las proteinas robustas utilizando anticuerpos monoclonales provistos por SantaCruz

Biotechnology Inc. (USA).

Para la deteccion mediante western blot de las proteinas seleccionadas, alicuotas del
extracto proteico total fueron sembradas en los geles desnaturalizantes (SDS) en rangos
de 3,0 a 80 pg/ml de proteina total. Los geles en gradiente fueron corridos en un equipo
miniprotean plus (BioRad) hasta que el frente de corrida llegd a la base del gel. Se
eletrotransifirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa durante 1hs a 100v
en bafio de hielo. Las membranas fueron bloqueadas en buffer tris salino con agregado
de Tween 20 al 0,05% v/v (TBS-T) con leche descremada al 3% durante 120". Las
incubaciones con anticuerpos primarios se realizaron con diluciones de 1:100 a 1:500
en TBS-T leche durante toda la noche en agitacion a 4°C. Las incubaciones con
anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano (HRP) se realizaron durante

3 h con diluciones 1:10.000 a temperatura ambiente en agitacion. El revelado se realizo
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variando los tiempos de exposicion hasta obtener bandas nitidas en un equipo
ChemiDoc Imaging System (BioRad). Los niveles de expresion se analizaron con el

software ImagelJ (de dominio publico).

3.6. Técnicas aplicadas para los estudios de biofisica
funcional mediante la determinacion de la
interaccion proteina/lipido

3.6.1. Construccion de liposomas unilamelares (SUV)
Los liposomas unilamelares (SUV) se construyeron por sonicacion. Para ello 1 mg de
1-Palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC) o de mezcla de POPC:Colesterol (Col) en
un radio molar 4:1, proveniente de una solucion madre en C13CH, se evaporaron a seco
en tubos de vidrio con fondo redondeado (formando una pelicula blanquecina) bajo
flujo de N2 y posterior liofilizacion durante 1 h. Luego, sobre los lipidos secos a una
concentracion final de 1 mg/ml de lipidos, se agregd el complejo fluorescente formado
por acido dipicorinico (DPA) complejando al terbio (Tb) [Tb-DPA]; premezclados a
una concentracion de 15 mM de Tb, y 150 mM de DPA en buffer 10 mM Tris—HCI a
pH 8,0. Por vortexeo intenso se formaron los liposomas multilamelares (MLV) y éstos
se sonicaron para que rearreglen en liposomas unilamelares. El cambio de buffer
externo sobre los SUV se realizd mediante cromatografia de exclusioén por pasaje por
una columna Superosa 6 HR 10/30, usando como buffer de equilibrado y elucion Tris
HCl 10 mM; NaCl 150 mM; y EDTA 12,5 mM; a pH 8,0 [66][67]. Para los
experimentos de pérdida de contenido se seleccionaron las fracciones de SUV que
presentasen mayor fluorescencia y los mismos se utilizaron dentro de los 5 dias

subsiguientes, conservandolos a 4°C.

3.6.2. Medidas de pérdida de contenido de SUV

En las cubetas para fluorescencia de cuarzo conteniendo las proteinas a concentraciones

que variaron de 0,015 a 0,3 mg/ml (en el buffer Tris-EDTA), se agregaron los SUV y
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se homogeneizaron las muestras por pipeteo rapido durante 5 segundos. Se monitore6
entonces la emision de fluorescencia (F) a una longitud de onda (A) fija de 544nm
durante 10°, excitando las muestras a una A fija de 250nm. La variacion en la intensidad
de fluorescencia (AF) se calculé como la diferencia entre la F final (Fr) y la F inicial
(Fo); AF= Fo-Fr. La eficiencia en la pérdida de contenido inducida por proteinas se
calcul6 considerando el AF como porcentaje al considerar como 100% de pérdida de

contenido la AF inducida tras el agregado de SDS al 1% final [68][69].

3.6.3. Estudios realizados en monocapas lipidicas

Las monocapas lipidicas se construyeron por goteo suave del POPC o POPC:Col (4:1)
disueltos en CI3CH sobre la superficie del buffer. Para ello se cargd una cuba de teflon
con 6,5 ml de PBS y se inmergio el papel de filtro tipo Wilhelmy KN 0005 (o0 Whatman
CHR1) de 10 mm de ancho y 20,6 mm de perimetro (previamente enjuagados con el
mismo buffer PBS para remover impurezas). Una vez estabilizada la presion superficial
(IT), se configuré6 como presion 0 y se agregaron los lipidos lentamente hasta alcanzar
la presion inicial (I1o) deseada, obteniéndose ésta después de alrededor de 15-20" (para
permitir la evaporacion del solvente orgénico). Las proteinas se agregaron entonces
cuidadosamente en la subfase a una concentracion final de 1,5 pg/ml, utilizando una
jeringa Hamilton biselada y se monitored la variacion de la presion AII=IIf1o) hasta
alcanzar el equilibrio. Todas las medidas se realizaron en una balanza NIMA Modelo

102A (NIMA Technology, Coventry, UK).

Todas las isotermas se adquirieron entre 26 y 27°C dentro de una campana de aislacion
acrilica, sobre una mesada antivibratoria por duplicado. Las variaciones de presion
registradas se utilizaron para la construccion de las curvas de presion critica ajustando
la dispersion de datos a una recta. Para las isotermas de insercion de proteinas a
interfases (If) limpias se monitoreo la AIl inducida por las proteinas directamente sobre

la interfase buffer/aire hasta no registrar variaciones de I1.
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3.6.4. Construccion de liposomas multilamelares (MLYV)

En este caso los liposomas se construyeron exclusivamente con
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). Los MLV se construyeron secando Smg de lipidos
bajo flujo continuo de N> como se indicd anteriormente en 3.6.1. “Construccion de
liposomas unilamelares". Sobre los lipidos secos se agregd 1ml de buffer Tris a pH 7,9
y el tubo se vortexed durante 5’a temperatura ambiente, y luego se realizaron 5 ciclos

de 30 segundos a 37°C y temperatura ambiente.

3.6.5. Medidas de clarificacion de turbidez del DMPC

En todos los casos las vesiculas de DMPC se agregaron a las proteinas a una
concentracion proteica de 0,05 mg/ml en un radio molar de 145:1 (lipido:proteina) y se
monitoreo la Absorbancia (Abs) a 325nm (luego de homogeneizar por pipeteo suave
durante 5 segundos) en cubetas de cuarzo [66][67]. Las medidas de Abs se determinaron
a 24,0+0,5°C hasta que no se observaron variaciones en la misma. Para las
comparaciones de las curvas, las mismas se construyeron a partir de las lecturas de Abs
generadas en un mismo espectrofotdmetro, ya sea un UV-visible Agilent Cary 8454
(Agilent); un Helios- UV-Vis (Thermo Electron Corporation) o bien el lector de placas
(Beckman DTX 880). Cabe aclarar que todos los elementos que entrasen en contacto
con las muestras deben encontrarse a 24°C al momento de las mediciones ya que
pequenas modificaciones en la temperatura pueden alterar la cinética de clarificacion.
La dispersion de datos se ajustd convenientemente a un decaimiento exponencial (mono

o bi segun corresponda), constatando que el ajuste no presente un r menor a 0,98.

3.6.6. Estudios de formacion de complejos lipoproteicos y HDL
reconstituidas (rHDL)

Para todos los casos estudiados se evalud tanto la eficiencia en la formacion de
complejos lipoproteicos como los pesos moleculares de los mismos. Los ensayos se

analizaron por densitometria sobre los geles escaneados. Para ello se recurri6 al uso de
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los softwares de dominio publico ImageJ 6 FIJI (https://imagej.nih.gov/ij/). Los geles a
utilizar fueron construidos con gradientes artesanales, variando los porcentajes de los

mismos, acorde a los pesos moleculares que se pretendieron resolver (seccion 3.4.6.).

3.6.7. Construccion de particulas lipoproteicas mediante

micelizacion espontanea del DMPC

Las particulas se formaron utilizando radios molares de 154:1 de lipido:proteina,
agregando los MLV de DMPC directamente sobre las proteinas a 0,05 mg/ml. Salvo
que se indique lo contrario, las muestras se incubaron durante 72 h a 24,0°C en un bafio
térmico en tubos de tipo eppendorff de 0,5 o 1,5 ml en presencia de azida sddica 0,05%.
Las muestras se corrieron en los geles inmediatamente después de incubadas. La
presencia de proteinas en los geles se determiné utilizando tincion por plata en todos

los casos.

3.6.8. Construccion de particulas lipoproteicas asistida mediante

uso de detergentes

El uso de detergentes como colato de sodio permite la estabilizacion de las regiones
hidrofobicas de los lipidos en estructuras de bicapa permitiendo a las proteinas
configurarse sobre estas estructuras lipidicas por la baja en la energia necesaria en su
reacomodamiento. En este caso se utilizé el método de dialisis de colato de sodio,
descripto para la obtencion de HDL discoidales reconstituidas (dHDL) [70]. Se utilizo6
un radio molar de 40:60:1 de DMPC:colato:proteina y los MLV se construyeron
directamente en el mismo buffer en que se encontrasen las proteinas y que se disolvio

el colato.

Para ensamblar las particulas lipoproteicas primero se clarificaron los liposomas de

DMPC por agregado del colato (40:60), mediante votexeo, y subsecuente incubacion a
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24°C durante 30°. Una vez finalizado este proceso, los lipidos se agregaron a las
proteinas una concentracion proteica de 0,05 mg/ml y las muestras se incubaron durante
toda la noche a 24°C. El detergente se elimind de las muestras por 3 dialisis
consecutivas contra 1000 volimenes de PBS a 24°C; durante un minimo de 3h cada

una.

3.6.9. Observaciones al microscopio electronico de barrido (TEM)

Las muestras fueron preparadas de acuerdo a las condiciones en las mediciones de
clarificacion antedichas. Se incubaron a 24°C durante 72 h y fueron utilizadas para la
observacién en un microscopio JEM 1200EX II, Jeol operando a 100 kV. Las muestras
se aplicaron sobre grillas Formvar-coated durante 5" y se le realizd una tincion negativa

con acido fosfotungstico al 2%.

3.7. Ensayos con lipoproteinas plasmaticas

3.7.1. Interaccion de proteinas recombinantes con LDL nativas

Las LDL nativas (nLDL) se obtuvieron de sujetos adultos masculinos
normolipidémicos cuyo indice de masa corporal era menor a 24,9 utilizando citrato de
sodico como anticoagulante (en tubos BD Vacutainer tubes). Los sujetos humanos
dieron su consentimiento informado de acuerdo con el protocolo aprobado y
supervisado por la junta de revision Institucional del Cincinnati Children’s Hospital

Medical Center [71].

Los ensayos de union a nLDL se realizaron en PBS variando las concentraciones, los
tiempos de incubacion y la temperatura. Asi se incubaron las nLDL a 1 mg/ml final, en
relacion 1:1 con las proteinas durante 15" a 24°C y alternativamente a 0,5 mg/ml en la
misma relacion durante 30’a 37°C agitando a 200 r.p.m. Luego las muestras fueron
inyectadas en una columna simple de Sephadex 200, equilibrada previamente con PBS,

y se monitoreo la absorbancia a 280 nm. Por ultimo las fracciones correspondientes a
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los picos de elucidon se analizaron por SDS-PAGE. Para todos los experimentos se
utilizé como control la incubaciéon de las LDL con PBS a en la misma proporcion que

las utilizadas con proteinas recombinante.

3.7.2. Ensayos de interaccion de LDL con células MOVAS

preincubadas con proteinas

Se utilizo la linea celular (mouse vascular smooth muscles) MOVAS. Las células se
crecieron en placas de 96 pocillos durante 3 dias para alcanzar la confluencia (para
favorecer la expresion de proteoglicanos) y luego se fijaron con paraformaldehido al
4%. Posteriormente se agregaron las nLDL a una concentracion de 1 mg/ml sobre las
células que se incubaron previamente con las proteinas recombinantes a diferentes
concentraciones (para inhibir la unioén de las LDL a las membranas celulares). El grado
de union se determin6 mediante bioluminiscencia, utilizando anticuerpos monoclonales
contra apo-B conjugado a peroxidasa HRP. Los resultados se muestran en unidades de
luz (arbitrarias). Los detalles pormenorizados de este estudio se encuentran bajo secreto

intelectual ya que no han sido patentados atin, por su investigador.

3.7.3. Ensayos de interaccion de proteinas con fracciones

plasmaticas completas

La fraccion plasmatica se obtuvo a partir de una extraccion realizada sobre un sujeto
sano con todos los parametros normales y con un ayuno previo de 12 horas. La sangre
colectada en presencia de citrato de sodio se centrifugd a 1000 x g por 15" a 4°C para
obtener la fraccion plasmatica que se conservo a 4°C hasta su uso dentro de los siete
dias. La fraccion plasmatica se incubd directamente con las proteinas recombinantes
conservando su Tag de histidina, para poder diferenciarlas de las apoA-I plasmaticas.
Las incubaciones de apoA-I-Tag con plasma total se realizaron utilizando un radio de

1:1 mg/ml a una concentracion final de apoA-I aproximada a 1 mg/ml. Para ello se
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parti6 de una concentracion inicial de apoA-I de ~4 mg/ml (esta concentracioén tan
elevada se utiliza para evitar grandes cambios en los volumenes que se separaran

mediante FPLC).

Finalmente, alrededor de 345 pl finales de muestra se filtraron e inyectaron en tres
columnas en tdndem de Supherdex 200 (10/300 GL; GE Healthcare Lifesciences,
Pittsburgh, PA) previamente equilibradas en TBS. Se monitoreo la Abs a 280 nm y las
fracciones se colectaron en volumenes de 0,5 ml. Las fracciones correspondientes a las

lipoproteinas se analizaron mediante SDS-PAGE en geles en gradiente 4-15%.

3.8. Entrecruzamiento de proteinas con

bis(sulfosuccinimidil)suberato (BS?)

El bis[sulfosuccinimidil] suberato (BS?) es un agente entrecruzador homobifuncional
que reacciona con aminas primarias libres. Asi, inicamente las aminas laterales de los
residuos de lisinas y el extremo N-terminal que se encuentren a una distancia <11,4 A
(el largo del brazo espaciador del BS?) tienen la posibilidad de quedar entrecruzados
luego del tratamiento con el BS®. En todos los casos las proteinas se dializaron en buffer
NaH>PO4 pH=7,8 o PBS para remover la guanidina clorhidrica y se midi6 la
concentracion por absorbancia. Luego se realizd la dilucion correspondiente para
entrecruzar las proteinas y se procedio a realizar el entrecruzamiento con BS? acorde a
las instrucciones del fabricante (Thermo Scientific). E1 BS® se utiliz6 siempre dentro del
minuto desde su preparacion para evitar la hidrdlisis del mismo. En todos los casos las
reacciones se frenaron por agregado de Tris 50mM final, incubando las muestras a
temperatura ambiente por al menos 15°. El exceso de Tris y BS? sin reaccionar fue
removido por dialisis en al menos 1000 volumenes del buffer a utilizar acorde a los

experimentos.

3.8.1. Entrecruzamiento de proteinas monoméricas en estado
nativo libre de lipidos
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En primer lugar, se realizd6 una curva de concentraciéon (de 0,05 a 1,0 mg/ml)
entrecruzando las proteinas en un radio molar 30:1 de BS?: proteina durante 3 h a
temperatura ambiente sin agitacion. Para entrecruzar las proteinas de manera

intracatenaria, se diluyeron las mismas a 0,05mg/ml previo al tratamiento con BS>.

Los controles de concentracion proteica se realizaron antes del entrecruzamiento y
después del mismo (antes de su almacenamiento) utilizando el sistema de micro-BCA.
Los controles de entrecruzamiento se realizaron mediante PAGE o SDS-PAGE vy los

stocks de proteina entrecruzada se conservaron a -20°C.

3.9. Técnicas aplicadas para los estudios de biofisica

estructural

3.9.1. Entrecruzamiento de oligomeros de apoA-I en estado

nativo libre de lipidos

El entrecruzamiento se realizo utilizando las proteinas a 1 mg/ml. Estas se entrecruzaron
a un radio molar 50:1 (BS*:proteina) durante 16 horas a 4°C [72]. Una vez agregado el
BS?, las muestras se homogeneizaron con suavidad por una unica inversion del tubo. El

entrecruzamiento se constatd por SDS-PAGE en gradiente 4-15%.

3.9.2. Medidas de fluorescencia intrinseca de triptofanos

Todos los espectros de emision de fluorescencia fueron adquiridos en un
espetrofluorometro Olis upgraded SLM4800 (ISS Inc, Champaign, IL). Para las
medidas de fluorescencia intrinseca de triptéfanos (Trp) los espectros de emision fueron
adquiridos excitando las muestras a 295 nm adquiriendo los espectros de emision
completos (300-700 nm) o bien, de 300 a 400 nm seglin corresponda. Todas las medidas
se realizaron en cubetas de cuarzo para fluorescencia de 100ul (Agilent). En todos los

casos a los espectros se les resto la contribucion de fluorescencia generada por el buffer

58



(mediante el uso de un blanco correspondiente) y los espectros se normalizaron a su

maximo de emision.

3.9.3. Purificacion de oligdmeros de apoA-I entrecruzados

Las proteinas se entrecruzaron a 1 mg/ml respetando lo indicado en la seccion 3.8.
“Materiales y Métodos” en 3 experimentos distintos. Cada triplicado experimental,
conteniendo un total de 4 mg (en 4 ml) de proteina entrecruzada, se concentr6 a ~250
ul. Las muestras se filtraron en poro de 0,45 um y se separaron por exclusion molecular
por FPLC en tres columnas en tindem Superdex 200 equilibradas previamente con TBS
y se monitore6 la absorbancia a 280 nm a un flujo de 0,3 ml /min a 4°C. Las fracciones
fueron colectadas a 0,5 ml y la seleccion de los oligdmeros puros se tested por SDS-
PAGE seguido de tincion por coomassie blue, sembrando ~8 pg de proteina total de

cada fraccion, por calle.

3.9.4. Analisis estructural de monomeros entrecruzados por LC-

MS con tecnologia iFunnel

Las muestras para analizar por espectrometria de masas fueron los oligdmeros
entrecruzados purificados como se indica en el Gltimo parrafo de la seccion 3.7.1. de
materiales y métodos. La preparacién para su corrida espectrométrica constdé en un
proceso de desalado contra NH4HCO3; 50 mM preparado con agua miliQ ultrapura en 3
bafios de al menos 1000 volumenes a 4°C (de al menos 3 h cada uno). Las muestras se
digirieron completamente con tripsina para secuenciacion (Promega) resuspendida en
NH4HCO3 50 mM pH 7,8. La digestion se confirmd por ausencia de bandas en el gel 4-
15% por SDS-PAGE seguida de tincion por coomassie blue. Los pellets con péptidos
se secaron completamente en un speed-vac y se conservaron a -20°C hasta su

resuspension y corrida.

Para su andlisis mediante espectrometria en un equipo Agilent 1200 Standard Flow

UHPLC conectado al espectrometro Agilent 6550 Q-TOF, los pellets peptidicos se

59



resuspendieron en acido formico (pureza para secuenciacion) al 0.1% (vol/vol) a una
concentracion final de 0.2 pg/ul y se incubaron durante 10" a temperatura ambiente
(TA). Luego se centrifugaron a 10,000g durante 10°. Los sobrenadantes se trasvasaron
a un vial para automuestreo y se inyectaron en una columna C18 IntegraFrit trap en un

rango que vari6 entre 2,5 y 7 pug del producto de digestion.

Los espectros MS/MS se adquirieron operando el espectrometro en el modo positive-
ion: [M+H]", en ciclos de escaneo TOF-MS (0.25-s con acumulacion de tiempo en un
marco de 350- a 1,500-m/z) seguido de 30 adquisiciones en modo MS/MS por ciclo. La
energia de colision configurada en la cdmara HCD fue variable para obtener la mejor
fragmentacion posible, pero constante en todo el set experimental. Para un detalle
pormenorizado de las condiciones adecuadas para la adquisicion de espectros con este
tipo de muestras, se recomienda consultar el protocolo estandarizado por Melchior et

al., 2017 [72].

3.9.5. Softwares especializados para en analisis de péptidos

entrecruzados (xlinks)

Para determinar las secuencias de los péptidos entrecruzados y los residuos
involucrados en el entrecruzamiento se utilizd el programa Spectrum Identification
Machine  for  Cross-Linked  Peptides (SIM-XL) de dominio publico
(http://patternlabforproteomics.org/sim-x1/). La biisqueda se realizo sobre los espectros
en formato .mgf introduciendo en los parametros de busqueda: Cross-linker,
disuccinimidyl suberato, Precursor ppm: 10, Fragment ppm: 0, oxidacion y
formulacion como modificaciones variables, 3 posibilidades isotopicas como maximo
y no se consider6 el umbral treshold (ya que la inspeccion de los espectros fue manual).
Las listas de xlinks reportados se analiz6 manualmente uno por uno y se asigno6 un grado

de confianza “Excellent” “Good” “Fair” y “Poor” a cada uno.

Para reportar los xlinks de méxima confianza se seleccionaron aquellos de confianza

Excellent y Good que sean coincidentes en cada triplicado. En un segundo proceso de
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depuracion, se consideraron sélo aquellos péptidos reportados cuyos valores de iones

positivos (MH+3) observados sean hasta +0,05 de los tedricos.

Utilizando los xlinks reportados se calculd el area bajo la curva para cada xlink,
identificandola por coincidencia del valor de (m/z) M+3 y tiempo exacto de retencion
(RT) en el software MassHunter Qualitative Analysis Software B.07.00 (Agilent
Technologies) inspeccionando manualmente el cromatograma de iones extraidos (EIC)
sobre los MS/MS. Cada valor de area se normalizé6 manualmente al valor de area para
el péptido (R)THLAPYSDELR(Q), M+3=434,5500, RT=26,65 min (unico péptido
identificado por los softwares, carente de lisinas y argininas en su secuencia). Los
valores de area normalizados se expresaron como valores porcentuales referidos
comparativamente al valor de ese xlink para la Wt y se analizaron por t-test usando la

correccidon para comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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4. RESULTADOS

4.1. Expresién y purificacion de proteinas
recombinantes

Para la obtencion de las proteinas recombinantes se busco alcanzar la maxima pureza
posible en cada purificacion. Para ello en algunos casos se realizo un doble o triple
pasaje por columna de afinidad de niquel previo al corte del Tag de histidina,
posteriormente, o en ambos. En la figura 4.1. se muestra la pureza alcanzada, superior
al 95% en cada purificacion; cuantificada por densitometria utilizando ImagelJ; luego
del SDS-PAGE en un gel tefiido con coomassie blue. Como se observa tanto la proteina
Wt como la K107del presentan este alto grado de pureza.

Cabe mencionar que antes de realizar cualquier experimento, se constatd el estado de
las proteinas luego de su descongelamiento y remocion de la Gnd-HCI, mediante SDS-

PAGE.

<« His-apoA-I

W € ApoA

i

<« His-Tag

Figura 4.1. Caracterizacion de la pureza de la apoA-I recombinan tipo Wty K107del.
La pureza de las proteinas recombinantes se constatd mediante SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 16%. Las calles 1 y 4 muestran a las proteinas purificadas Wt y K107del
respectivamente, luego del primer pasaje por columna IMAC. Las calles 2 y 5 muestran 30pug de
las proteinas luego del segundo pasaje por columna, (sin el Tag de histidina) listas para estoquear.
Las calles 3 y 6 muestran 15ug de las proteinas luego del segundo pasaje por columna, (sin el Tag)
listas para estoquear.
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4.2. ESTUDIOS DE BIOFISICA FUNCIONAL:

4.2.1. Estudios de pérdida de contenido de liposomas

unilamelares inducido por proteinas

Los estudios con liposomas son una herramienta ampliamente utilizada para
caracterizar el efecto de una proteina determinada al interaccionar con lipidos. Existen
diferentes sistemas vesiculares orientados a diferentes fines; asi los liposomas
unilamelares pueden ser empleados para estudios de pérdida de contenido (leakage en
inglés) mientras que liposomas multilamelares pueden empleares para estudios de
micelizacion (también denominada clarificacion o clearence en inglés).

A fin de caracterizar comparativamente el efecto de la delecion de K107 en apoA-I se
construyeron los SUV cargandolos con acido dipicolinico y terbio formando el
complejo [Tb-DPA]. Este complejo emite fluorescencia a Asasnm cuando es excitado a
A2sonm Ya que el DPA transfiere eficientemente la energia al Tb. El fundamento de la
técnica consta cambiar el buffer en que se encuentran los liposomas por uno equivalente
conteniendo EDTA, mediante cromatografia de exclusion. De esta manera si el buffer
que rodea al liposoma tiene acceso al interior del mismo o viceversa, el Tb dejara de
fluorescer al complejar con el EDTA (en lugar del DPA). Los liposomas fueron
ensamblados utilizando tinicamente POPC o bien POPC:Col en una relacién molar de
4:1. Esta composicion (25% de colesterol) se utiliza como aproximacion a sistemas
bioldgicos reales. Como se menciona en la seccion 3.6. de Materiales y Métodos, s6lo
aquellas fracciones conteniendo la mejor intensidad de fluorescencia fueron utilizadas.
Antes de realizar las mediciones, se evalud el efecto que pudiera tener la concentracion
proteica a concentraciones suboligoméricas. Para ello se monitored la pérdida de
contenido de los liposomas construidos con POPC a concentraciones proteicas de 0,015;
0,03 y 0,1 tanto para la Wt como para K107del.

Como se observa en la figura 4.2. ambas variantes fueron capaces de inducir la pérdida
de contenido de los liposomas, aunque no se observaron diferencias significativas en la

variacion de la fluorescencia en ninguna condicion. Este resultado puede deberse al bajo
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grado de eficiencia para inducir la pérdida de contenido a esas concentraciones bajas.
Sin embargo, una posible interpretacion de los resultados sugeriria que el efecto de
interaccion de mondmeros tanto de Wt como de K107del con liposomas de POPC es

independiente a la concentracion.

Wt .
10 10 K107del
~ -8 &
= =
g &
g =61
= o~
5 £ 4]
E = 0,015 mg/mL
o ===~ 003mgmL
------ 0.1 mg/mL
mso L e Llposcmas
0 T - T T T T 0 — _| D51 I’l T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
tiempo (segundos) tiempo (segundos)

Figura 4.2. Dependencia de la concentracion proteica en la pérdida de contenido en SUV
inducida por Wt y K107del. Se evaluo la fluorescencia en funcion del tiempo desde el agregado de
las proteinas excitando a A=250nm el méaximo de fluorescencia para el complejo [Tb-DP] inicamente
en liposomas de POPC. Cada grafico corresponde a un set experimental con Wt o K107del
respectivamente. Todas las curvas mostradas representan el promedio de 3 experimentos diferentes.

Para minimizar la posibilidad de que los estudios no muestren resultados contundentes
a consecuencia de la baja eficiencia en la induccién de la pérdida de contenido acuoso,
se decidi6 aumentar la concentracion proteica a 0,3 mg/ml, sin embargo, no se pudo

observar una mejora notable.
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Como se observa en la figura 4.3. tanto la proteina salvaje como su variante de delecion
fueron capaces de inducir la perdida de contenido de SUV ya sean enteramente de
POPC o bien de mezclas 4:1 con colesterol. Ambas proteinas presentan curvas similares
tanto en su cinética como en su variacion de fluorescencia, evidenciando que no hay
diferencias significativas entre la Wt y K107del, tanto para liposomas de POPC como
de POPC:Col. Aunque no fue significativo estadisticamente, puede apreciarse un efecto
levemente mayor en la perdida de contenido en liposomas construidos con la mezcla de
POPC:Col. Estos resultados indican que la delecion de la lisina 107 parece no afectar
la capacidad de apoA-I para interactuar con SUV independientemente de la presencia o

ausencia de colesterol.
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C) Figura 4.3. Medidas de pérdida de contenido en SUV
60— inducida por Wt y K107del. La imagen muestra la
= WT T variacion de fluorescencia inducida por ambas variantes a 0,03
= KI107del mg/ml, en funcion del tiempo en liposomas de POPC en A); o

de POPC:Col 4:1 en B). La figura C) muestra el porcentaje de
| pérdida inducido. Se calculd a punto final (dltimos 60
segundos); considerando como 100% la variaciéon de
fluorescencia en los SUV inducida por el agregado de SDS al

20 1 1%. Las barras representan el promedio + la desviacién
|}| standard sobre triplicados de 3 experimentos diferentes. No se
T

40—

% de pérdida de contenido

observaron diferencias significativas mediante t-test (p <0.05).

I
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4.2.2. Estudios de interaccion de proteinas con monocapas
lipidicas

Para continuar con la caracterizacion de la interaccion proteina/lipido de la K107del,
comparativamente a la Wt, se busco estudiar los cambios de presion superficial que
pudieran sufrir las monocapas lipidicas utilizando las mismas composiciones que los
SUV, al interactuar con las proteinas utilizando la balanza de Langmuir. Este estudio
en conjunto con las medidas de pérdida de contenido permite evaluar el efecto de la

curvatura en las membranas lipidicas, en la interaccion de los lipidos con las proteinas.

Langmuir-Blodgett construida sobre la
balanza de Langmuir. El esquema muestra la
disposicion que adoptan los lipidos en una
balanza de Langmuir. En wuna interface
aire/agua se ubican con las regiones polares en
/ contacto con el buffer acuoso y las colas
v hidrofébicas en contacto con el aire. La flecha
azul muestra la direccion en la que la que la
presion es ejercida sobre el sensor cuando las
Buffer Sensor muestras proteicas son inyectadas en la
subfase (representado por la jeringa).

t Esquema 4.1. Monocapa lipidica de

Monocapa

Barrera

La balanza de Langmuir, en su disefio basico, permite censar variaciones en la presion
superficial en unidades de fuerza sobre longitud (mN/m) producidas por moléculas que
generen perturbaciones en las interfases lipidicas, (donde AII=IIo-IIf). Para ello una
balanza es suplementada con un dispositivo que esté en contacto de manera
perpendicular a la superficie que sufrird las modificaciones de presion. Como se
muestra en el esquema 4.1. en la interfaz agua/aire es el sistema anfipatico donde se
dispondran lipidos acorde a su estructura; es decir la region polar de los mismos
directamente sobre el solvente acuoso y su region hidrofobica hacia el aire (también
“hidrofébico”). Una vez agregados los lipidos en la interfaz, la balanza permite ajustar
la presion inicial deseada (por agregado de lipidos o por compresion lateral de las
barreras moviles) y cuando ésta se estabiliza pueden inyectarse las proteinas (o

moléculas de interés) en la subfase con una jeringa biselada buscando generar la menor
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IT (mN/m)

perturbacion del sistema. Una vez agregadas las proteinas en la subfase se monitorean
los cambios de presion hasta que nuevamente se estabilice el sistema considerando este
nuevo equilibrio como “presion final”. Este sistema permite entonces evaluar el
comportamiento que presenten las proteinas al interactuar con monocapas lipidicas
planas (contrastando con las bicapas curvas de los LUV). Antes de comenzar con los
ensayos se chequed la capacidad de la Wt y de la K107del para interactuar con la
interfaz (If) agua/aire; es decir, evaluar la capacidad de las proteinas para adsorberse a
la If hasta su equilibrio final y la velocidad a la que lo hacen. Como se observa en la
figura 4.4. ambas proteinas evidencian capacidad de ubicarse en la If; siendo inyectadas
en una subfase de PBS. También presentaron velocidades de adsorcion a la If similares,

demorando en alcanzar el equilibrio aproximadamente 2,5 horas.

1o Figura 4.4. Isotermas de
14 1 adsorcién de Wt y K107del a
12 | interfaces limpias. Las curvas

reflejan las isotermas de insercion para
10 - Wt y K107del a la interface PBS/aire.

Todas las medidas se tomaron a 26°C
8 durante aproximadamente 2,5 h. Cada
6 curva refleja el promedio de dos
isotermas  distintas  tomadas en
4 diferente momento. La presion se
registro desde la inyeccion de las
2 proteinas en la subfase (tiempo 0) hasta
0 que no se evidenciaron cambios de II.

_ — Wit
= K107del

0 2000 4000 6000 8000
tiempo (segundos)

Posteriormente se construyeron monocapas de POPC o bien POPC: Col (4:1) acorde a
las composiciones utilizadas en los ensayos de pérdida de contenido en SUV. En este
caso los ensayos fueron realizados comprimiendo los lipidos a diferentes Ilo

directamente al construir las monocapas.
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Las variaciones de presion en funcion del tiempo se determinaron hasta no registrar

cambios de II y los AIl se utilizaron para construir las curvas de presion critica

mostradas en la figura 4.5. Se comprob6 que utilizando I1p superiores a 20-25mN/m no

es posible registrar variaciones de presion, por ello se tomaron las medidas a presiones

inferiores y asi se generd un grafico de AIl en funcion de la ITo. Ajustando una recta a

la dispersion de puntos, es posible determinar el “punto de presion critica” por

extrapolacion al eje X; ya que este punto de interseccion representa la presion a la cual

las proteinas ya no pueden insertarse en la monocapa [73]. A su vez esta presion se

presume como equivalente a la presion existente en las membranas plasmaticas de los

sistemas biologicos [73].
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Figura 4.5. Curvas de insercion de Wt y K107del
monocapas de POPC y POPC:Col (4:1). En los
graficos A) y B) se muestran las curvas de insercion de Wt
y K107del respectivamente, construidas a partir de las
variaciones de presion registradas partiendo de I1; de 10; 15;

20 y 25 mN/m en monocapas de POPC o POPC:Col. Los
circulos negros y blancos representan la variacion promedio
de dos isotermas de adsorcion + el desvido estandar
representado por las barras. Las lineas negras representan la
funcion y = ax + b a la que se ajusto cada dispersion de
puntos. El grafico C) muestra los puntos de insercion o
puntos de presion critica calculado como promedio de 2
experimentos diferentes + la desviacion estandar.
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Como se observa en la figura 4.5. no se encontraron diferencias significativas entre Wt
y K107del para ninguno de los sistemas estudiados (POPC o POPC: Col). La delecion
de la KI107 no genera alteraciones significativas en las presiones criticas

comparativamente a la Wt tanto en monocapas de POPC como de POPC: Col.

4.2.3. Entrecruzamiento intramolecular de Wt y K107del en

estado monomérico

Como se detallo anteriormente, no pudieron evidenciarse alteraciones en la capacidad
de interaccionar con lipidos debidas a la delecion de la K107. Ante estos resultados se
busco encontrar alternativas para comprobar los efectos funcionales posibles debidos a
la mutacién. Por ello se pens6 como estrategia la restriccion conformacional por
entrecruzamiento (crosslinking) quimico con el agente entrecruzante BS?, con la idea

de “fijar” a las proteinas en su conformacion nativa monomérica y libre de lipidos.

Figura 4.6. SDS-PAGE en gradiente

A e
Wt K107del poliacrilamida 4-15% de Wt y K107del
S S entrecruzadas. Los geles muestran las
& & NV g diferentes concentraciones ensayadas para su
2 @%‘\ @%5\ «@"’é ) @%qu t iento: 0,05; 0,3 y 0,5 mg/ml
N entrecruzamiento: 0,05; 0, ,5 mg/m

NN NN Y &

utilizando el mismo radio molar de
R iiad proteina:BS3 (1:30) en todos los casos. En el
W (66 gel revelado por tincion con plata, se observa

97

la ausencia o presencia de multimeros luego de
la tincidn por plata. Los dimeros y monomeros
Monémerop | - = q_ 30 fueron identificados por su peso molecular

20 comparados con un estandar comercial de tipo
kit de bajo peso molecular (MW). Las

concentraciones de 0,05 mg/ml no presentaron
oligdbmeros visibles.

Dimero p 45

Como se menciond anteriormente, (1.1.2. Introduccién) uno de los mecanismos
propuestos para la formacion de complejos lipoproteicos llevados a cabo por apoA-I
consta de la formacion de discos con sus hélices rodeando las cadenas hidrocarbonadas
de los lipidos. Para ello, las estructuras a-helicoidales anfipaticas deben apuntar sus

dominios hidrofobicos al interior del complejo. Bajo estas consideraciones se sabe que
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modificaciones en las mismas podrian alterar su capacidad para formar complejos
lipoproteicos y/o también afectar su estabilidad. Como se ha propuesto, existe un
equilibrio de interconversion entre el estado altamente flexible de la apoA-I
monomeérica en solucidon y los complejos discoidales cuando las proteinas son incubadas
con lipidos, efecto que posiblemente se replique en el plasma [74][75]. Este proceso
implica la necesidad de un reacomodamiento de la proteina en solucion como
“ramillete” de hélices o glébulo fundido a la proteina formando parte del disco, como
“cinturdn” de hélices. Asi al entrecruzar los dominios cercanos en proteinas a traves de
sus lisinas, en su estado monomérico libre de lipidos que se encuentran en solucion;
podria restringirse estructuralmente la funcionalidad de las mismas. Ello podria revelar
diferencias funcionales antes “disimuladas’ debido a la alta flexibilidad conformacional
propia de apoA-I en solucion (en este caso: un artefacto experimental). Se procedid
entonces a entrecruzar las proteinas en su estado monomérico acorde se detallo en la
seccion 3.8. Como se aclara en esa seccion, se comprobd la concentracion adecuada a
la cual realizar el entrecruzamiento para evitar la formaciéon de multimeros. Como se
muestra en la figura 4.6. se logr6 obtener mondmeros entrecruzados intracatenariamente
tanto de Wt como de K107del a concentraciones de 0,05 mg/ml. Los rangos de
concentracion a utilizar se decidieron ya que por debajo de 0,1 mg/ml se estima a apoA-
I se encuentra mayoritariamente en su estado monomérico [76]. Para evaluar que los
monomeros entrecruzados no hayan sufrido alteraciones conformacionales ya sea por
el proceso de entrecruzamiento o bien por la adicion del agente entrecruzante se analizo
la exposicion de triptofanos al solvente. La figura 4.7. muestra que tanto la Wt como la
K107del entrecruzadas no presentan alteraciones ni en sus espectros de fluorescencia

intrinseca ni en sus Maximos.
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Figura 4.7. Fluorescencia intrinseca de Wt y K107del nativas y entrecruzadas. La figura
muestra el registro de emision fluorescencia intrinseca en buffer Tris 20mM a pH=7,8 de la Wty
la K107del a 0,05 mg/ml antes (linea so6lida) y después (linea punteada) de ser entrecruzadas. Los
espectros se adquirieron de 310 a 410 nm, excitando a 295 nm. A los espectros mostrados se les
rest6 la contribucion del buffer y normalizaron por su maximo de emision.

4.2.4. Estudios de clarificacion de liposomas multilamelares de

DMPC

Junto con las medidas de pérdida de contenido en SUV y estudios en monocapas
lipidicas, otro ensayo ampliamente utilizado para evaluar la interaccion de proteinas
con lipidos es la clarificacion de vesiculas multilamelares de DMPC. Este ensayo consta
de monitorear la capacidad de las proteinas para micelizar MLV de DMPC que se
registra como una disminucion en la absorbancia (mds precisamente del scattering) de
la muestra. La formacion de micelas se evidencia como la clarificacion del sistema a
partir del agregado de una molécula con propiedades anfipaticas debido a que la
formacion de micelas mucho mas pequenas que los MLV, genera una disminucion de
la dispersion de luz a medida que éstos se desarman. De esta manera, se registra la
absorbancia de luz a A32s5nm en funcidn del tiempo a la temperatura de transicion de fases
del DMPC (24°C) una vez agregadas las proteinas, como se detalla en la seccion 3.6.5.
(Materiales y Métodos).

Los ensayos se realizaron con Wt y K107del nativas y entrecruzadas para evaluar tanto
el efecto de la delecion en la proteina nativa, como el efecto debido al entrecruzamiento

en estado monomérico para ambas variantes.
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Como puede apreciarse en la figura 4.8. tanto la Wt como la K107del nativas presentan
cinéticas de micelizacion indiferenciables entre si, alcanzando también los mismos
valores de absorbancia al equilibrio; concordantemente con los resultados reportados
en los apartados previos. También, ambas variantes en su estado no entrecruzado
presentan una mayor capacidad y velocidad de clarificacion comparativamente a las
proteinas entrecruzadas.

Si bien los experimentos se realizaron en diferentes equipos con el objeto de minimizar
la variabilidad cinética, resultdé altamente dificultoso conseguir curvas comparables

entre si (los posibles motivos se discuten en la seccidon 5.2. de la Discusion).
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Figura 4.8. Curvas de micelizaciéon de MLV compuestos por DMPC; en diferentes buffers. Los
graficos muestran la variacion de absorbancia registrada a 325nm al agregar los MLV de DMPC a la
Wt y la K107del nativas y entrecruzadas. Cada curva se construyd por ajuste de la dispersion de
puntos a una funcién de decaimiento exponencial doble de 4 parametros y = ae™?* + ce™9*. Cada
punto se normaliz6 al valor de absorbancia a tiempo=0. Las curvas A) a E) se construyeron a partir
de lecturas llevadas a cabo en un espectrofotometro UV-Vis Agilent Cary 8454 (Agilent
Technologies). Cada dispersion de puntos corresponde a (®) para Wt; (o) para K107del; (V) para

Wt+BS’ y (A) para K107del+BS™
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Considerando los cinco experimentos observados en la figura 4.8. se construyeron los
graficos mostrados en la figura 4.9. Al promediar todos los valores de absorbancia para
la Wt y la K107del se puede observar que las diferencias estadisticamente significativas
solo se reportan entre las variantes no entrecruzadas y entrecruzadas. Sin embargo,
aunque no se refleja en la estadistica, parece evidenciarse que la K107del+BS? presenta

una mejor capacidad de micelizacion comparada a Wi+ BS?.
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Figura 4.9. Eficiencia en la clarificacion del DMPC a diferentes tiempos por Wt y K107del nativas
y entrecruzadas. Los graficos muestran la eficiencia de micelizacion de cada proteina, calculada como
1-A,,,, . para cada tiempo indicado. Las barras muestran el promedio de cinco experimentos diferentes +

el desvio estandar, determinados segun la funcion y = ae™?* + ce™ 9% obtenida de las curvas de

micelizacion del apartado anterior. Los simbolos asteriscos simples y dobles indican diferencias
significativas con valores p<0,05 y p<0,01 respectivamente evaluados por t-test.

Para determinar la validez de esta observacion, se decidid realizar tres experimentos
simultaneamente, registrando la absorbancia directamente en el lector de placas. La
desventaja de usar dicho equipo radica en la incapacidad de monitorear la temperatura
exacta a la que se encuentran las muestras, lo que es fundamental ya que pequefias
variaciones en la temperatura de las muestras pueden modificar drasticamente la
cinética de micelizacion. A pesar de ello, como todas las muestras se encontraban en la
misma placa las posibles variaciones afectaron a todas las muestras por igual
permitiendo compararlas entre si. Como se observa en la figura 4.10, se pudo determinar
que K107del+BS® se encuentra menos afectada en su capacidad de micelizacion
comparativamente a la Wt+BS?. Asumiendo que la uUnica variable entre Wt+BS3 y

K107del+BS3 const6 de las lisinas entrecruzadas (o lo que es lo mismo, de los dominios
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A325nm (u. a.)

interactuantes), podria afirmarse que K107del encuentra menos afectada su estructura

por el entrecruzamiento, al interaccionar con lipidos.

Figura 4.10. Medidas de clarificacion de
DMPC por Wt y KI107del, nativas y

T 1T XTI % entrecruzadas en lector de placas. Cada curva
100 1 77 1T 17 se construyd iderand iplicad
y6 considerando un triplicado
0.98 experimental luego de normalizar los valores a
’ la absorbancia a tiempo 0 de cada muestra y
0.96 ajustando los puntos a un decaimiento
' monoexponencial 'y = y, + ae ™. Los
0.94 - experimentos se llevaron a cabo
simultaneamente a 24°C, utilizando una placa
0.92 - ? de 96 wells agitando orbitalmente la placa
o o) durante 10 segundos antes de cada medida.

0 KI07del _
090 1 & wrBs3 é Cada punto representa el promedio de 3
2 K107del+BS3 experimentos + el desvio estandar. Los

MLV . . .

0.88 ; , , , , , asteriscos muestran los valores diferenciales,
0 5 10 15 20 25 30 estadisticamente significativos (p<0,05) a

Tiempo (minutos) punto final.

4.2.5. Caracterizacion por PAGE de complejos lipoproteicos

formados por micelizacion espontanea del DMPC

Es posible reconstruir las rHDL discoidales en el laboratorio por diferentes
metodologias, como por el método de dialisis de colato de sodio, o bien por
micelizacion espontanea a la temperatura de transicion de fases del lipido (o mezcla) de
eleccion. Para continuar caracterizando la interaccion con lipidos por parte de la
K107del comparativamente a la Wt, se construyeron complejos lipoproteicos,
considerando tanto la composicion lipidica y las metodologias mencionadas. Para
determinar si la delecion de la lisina 107 podria afectar a la estructura y/o el tamafio de
los complejos lipoproteicos (y/o si los forma); las muestras proteicas se incubaron con
MLV construidos con DMPC, a 24°C con el objetivo de analizar el resultado de la

micelizacion espontanea mediante PAGE. Para ello se continu6é con el esquema de
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proteinas nativas y entrecruzadas antes planteado. Para evitar introducir nuevas
variables se continu6 con la relacion molar utilizada para los experimentos de
clarificacion (1:145 proteina: lipido) y con los mismos lipidos (DMPC), pero se
probaron diferentes tiempos de incubacion a fin de determinar las mejores condiciones.
Las muestras se analizaron al terminar los ensayos de clarificacion (a punto final) luego
de incubar las muestras a 24°C por 3 o 72 horas. La figura 4.11. muestra los complejos
lipoproteicos obtenidos bajo estas condiciones y como se puede observar, los mayores
tiempos de incubacion permiten visualizar bandas mas definidas en el gel, indicando
una menor dispersion poblacional de particulas. A su vez, las proteinas entrecruzadas
tendieron a formar los complejos de mayor tamafio en comparacion a las proteinas
nativas. Sin embargo, entre la Wt y K107del no se observan diferencias de tamafio en
las particulas ni en su distribucidén poblacional ya sea evaluando el par comparativo

W1t/K107del nativas o entrecruzadas.
A)

Distribucion de particulas por tamafio
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Figura 4.11. Caracterizacion por PAGE en gradiente 4-15% de lipoproteinas formadas por Wt
y K107del nativas y entrecruzadas mediante micelizacion a 24°C. A) Los geles muestran la
distribucion de particulas lipoproteicas formadas por micelizacion de MLV de DMPC a 24°C durante
3 y 72 horas respectivamente. B) El grafico de barras muestra la distribucion por tamaiio de las
particulas lipoproteicas construidas a tiempos entre 3 y 72 h, con las variantes Wt y K107del
entrecruzadas y no entrecruzadas. Las barras representan el valor medio obtenido de tres experimentos
independientes + el desvio estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas p<0,05 analizadas
mediante t-test.
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4.2.6. Analisis morfologico de particulas lipoproteicas

reconstituidas al microscopio electronico

Para completar la caracterizacion de los complejos lipoproteicos formados a la
temperatura de transicion de fases se decidio realizar un estudio de microscopia
electronica de trasmision (TEM) para comprobar la estructura tridimensional de los
complejos observados anteriormente mediante PAGE. Para este estudio se utilizaron las
muestras obtenidas luego de 72 h de incubacion, ya que presentaron la menor dispersion
poblacional (ver apartado anterior y figura 4.11.). Como se muestra en la figura 4.12.
todas las muestras contuvieron complejos con estructuras discoidales. Sin embargo,
solo la Wt y la K107del en su estado nativo y la K107del+BS? conservaron la capacidad
de formar los clasicos stacks (apilamientos con forma de monedas con gran cantidad de
subunidades discoidales). Si bien, como se puede observar, todas las muestras fueron
capaces de producir estructuras coincidentes con geometria discoidal, inicamente la
Wt+BS? presenta gran proporcion de estructuras aparentemente elipsoide-alargadas.
Los discos de todas las muestras promediaron los 18+3 nm de didmetro y 3,5+1,5 nm

de espesor, sin presentar diferencias significativas entre ninguna de las muestras.
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Figura 4.12. Caracterizacién mediante TEM de lipoproteinas reconstituidas por micelizacion del
DMPC a 24°C. Los complejos lipoproteicos se construyeron por micelizacion de MLV de DMPC durante 72
horas a 24°C; a un radio molar de 145:1 (lipido:proteina) utilizando una concentracion inicial de 0,05 mg/mL de
proteina. Las imagenes son representativas de las muestras indicadas (sobre 10 imagenes tomadas de diferentes
regiones de la grilla Fromvard). Se modifico el brillo y el contraste sobre toda la fotografia de 8 bits para permitir
la visualizacion de las particulas (en blanco y negro). Los rectangulos de linea discontinua indican regiones de la
imagen que se amplificaron y a la que se le aplico el plugin Look Up Table (LUT) “mlp-inferno” utilizando el
software ImagelJ, para resaltar la morfologia de las particulas.

4.2.7. Caracterizacion de complejos lipoproteicos asistidos por

detergentes

Otro de los métodos ampliamente utilizado en la reconstitucion de rtHDL consta de la
obtencion de micelas mixtas con el detergente colato de sodio, que se elimina

posteriormente por dialisis. El fundamento de la técnica se basa en la asistencia que el
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detergente ejerce para formar una micela mixta lipido-detergente. Esto facilita la

formacion de un complejo lipido-detergente-proteina, ya que la proteina puede

emplazarse en las micelas mixtas con mayor facilidad que interaccionando directamente

con los MLV. Luego, por dialisis se elimina el colato de sodio del complejo mientras

que la proteina permanece interactuando con los lipidos formando asi el complejo

lipoproteico, libre de detergente.

En este caso se utilizaron mezclas de DMPC:colato en relaciones molares de 60:40:1

(detergente: DMPC: proteina) a una concentracion de proteina final de a 0,05 mg/ml.

Se optd por continuar con el uso de DMPC como el componente lipidico de los
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Figura 4.13. Caracterizacion mediante PAGE de
geles en gradiente 4-15% de lipoproteinas
formadas por Wt y KI107del nativas vy
entrecruzadas mediante dialisis de colato de sodio.
A) En la imagen se observa la distribucion de
particulas lipoproteicas formadas mediante el método
de dialisis de colato de sodio. El gel muestra tres
experimentos diferentes ensayados para cada proteina;
luego de la tincion por plata. Las bandas se
cuantificaron por densitometria utilizando el ImageJ.
B) El grafico de barras muestra la distribucién por
tamafio de las particulas lipoproteicas a partir de las
medidas densitométricas obtenidas de A) expresadas
como abundancias porcentuales considerando la suma
de todas las densidades de una calle como el 100%. C)
sobre los valores obtenidos en A) se sumaron las
densidades de las poblaciones medianas y grandes y se
calcul6 la abundancia porcentual nuevamente. Las
barras representan el valor medio obtenido de tres
experimentos independientes + el desvio estandar. Los
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complejos para introducir la menor cantidad de variables por experimento y se analiz
por PAGE la formacion de particulas.

Como se observa en la figura 4.13., mediante esta técnica se generaron 3 poblaciones
de particulas de distintos pesos moleculares. Para simplificar el analisis y permitir un
marco comparable con las particulas formadas por micelizacion espontanea (apartado
anterior), las tres poblaciones se agruparon por peso molecular en dos fipos de
particulas: las grandes formadas por las subpoblaciones de entre 600 y 500kDa; y las
pequenias de aproximadamente 140kDa. Tal como se observd previamente en la
formacion de complejos por micelizacion espontanea (en el apartado 4.2.5. de
resultados), solo las particulas formadas por las proteinas que se entrecruzaron

presentaron una perdida en su capacidad de formacidon de complejos de menor tamafio.

4.2.8. Ensayos de interaccion proteica con nLDL

Para completar el estudio funcional utilizando métodos mas aproximados a los sistemas
bioldgicos, se llevaron a cabo andlisis con las variantes Wt y K107del, directamente
sobre lipoproteinas nativas obtenidas de plasma o bien sobre plasma total como se
detallard adelante. Estos ensayos se basaron en experimentos de coincubacion de las
variantes recombinantes directamente con las lipoproteinas plasmaticas, variando las
condiciones de concentracion y temperatura. El objetivo de dicho estudio fue evaluar el
efecto funcional de la delecion de la K107 directamente en lipoproteinas plasmaticas.

En este ensayo se busco evaluar la union (o interaccion) de las variantes recombinantes
a LDL nativas (nLDL) frescas, purificadas de plasma humano. Para ello, tanto la Wt
como la K107del fueron coincubadas con las nLDL variando las concentraciones, los
tiempos y las temperaturas en el tratamiento. En la figura 4.14. se muestra como ejemplo
los cromatogramas resultantes de la separacion por un pasaje por una columna simple
de superdex 200. No se observaron diferencias ni en la intensidad, ni en el perfil de los
cromatogramas generados por ambas variantes. Este resultado indica que cantidades
similares de proteina recombinante se encuentran presentes en la fraccion lipoproteica
en ambos casos. A su vez estos cromatogramas presentan una area bajo la curva mayor

que el control incubado con PBS, lo que indicaria que la proteina recombinante se
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“uni¢” a las nLDL. A su vez, la proteina no asociada a las nLDL eluy6 posteriormente
en un pico separado.

Si bien los perfiles cromatograficos muestran que no hay diferencias en los niveles de
asociacion a nLDL, utilizando alicuotas correspondientes a los picos del eluido se
realizé un andlisis por SDS-PAGE para comprobar este resultado. Como se muestra en
la figura 4.14. mediante electroforesis tampoco se evidenciaron diferencias en los
niveles de Wt y K107del asociados a las nLDL.

Las diferentes variables experimentales se ensayaron en un Uinico experimento cada una.
Los cromatogramas de la figura 4.14., muestran un experimento llevado a cabo en
relacion 1:1 (nLDL:apoA-I) luego de incubar las muestras durante 15" a temperatura
ambiente. En la imagen se muestran los resultados del experimento realizado a la misma
relacion nLDL:proteina pero a concentraciones de 1,0 mg/ml final luego de incubar las
muestras durante 30" a 37°C en agitacion. Si bien cada una de las variantes introducidas
se analiz6 en un Unico experimento, se observa una coincidencia en los resultados por
FPLC y electroforesis, a pesar de la gran modificacion en las variables experimentales
mencionadas arriba. Esta concordancia sugiere que no existen diferencias en los niveles

de Wt o0 K107del unidos a nLDL a pesar de no contar con un andlisis estadistico.
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Figura 4.14. Ensayos de interaccion entre nLDL y la Wt y K107del nativas. A) Cromatogramas obtenidos
al monitorear la absorbancia a 280nm luego de incubar las variantes nativas con nLDL en relacion 1:1 a 1 mg/ml
final durante 15'a temperatura ambiente (TA). La separacion cromatografica se realizd a 4°C utilizando una
columna Supherdex 200 equilibrada previamente con PBS esterilizado por filtracion (el mismo buffer fue
utilizando como tratamiento control). B) Se utilizaron alicuotas correspondientes con los picos cromatograficos
para analizar la presencia de apoA-I en las fracciones sefialadas. Las muestras se analizaron mediante SDS-
PAGE en geles de gradiente 4-15% comerciales por tincion con plata en la imagen se muestra un fragmento del
gel. Las calles (1) corresponden a muestras incubadas 15°a TA en relacion 1:1 (nLDL:proteina) a 1 mg/ml final
(tal como refleja la imagen A)). Las calles (2) corresponden a muestras incubadas 30’a 37°C en relacion 1:1
(nLDL:proteina) a 0,50 mg/ml final (cromatograma no mostrado).
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4.2.9. Ensayos de union de proteinas Wt y KI107del a

lipoproteinas en plasma total

Para continuar evaluando el efecto de la delecion de la K107 en su interaccion con
lipoproteinas plasmaticas, se incubo la fraccion plasmatica completa, directamente con
las variantes Wt y K107del y se estudio el perfil lipoproteico en su totalidad.

Aqui como estrategia se utilizaron ambas variantes conservando su Tag de histidina. De
este modo, se utilizaron proteinas purificadas a las que no se les removio el Tag de
histidina por corte con acido formico (ver seccidon 3.1.2. “Purificacion de proteinas
recombinantes”). Si bien estas proteinas conservan el Tag que podria afectar sus
propiedades, este ensayo debe considerarse como un modelo de aproximacion. El
objetivo de utilizar las proteinas conservando su Tag, fue poder distinguir la apoA-I
propia de las lipoproteinas plasmaticas de aquella agregada exdgenamente en el
experimento (apoA-I+Tag), debido a que tanto apoA-I del suero, como la Wt y la
K107del serian indistinguibles entre si mediante andlisis por PAGE, SDS-PAGE o
FPLC. En cambio, las proteinas recombinantes conservando el tag presentan una masa
de aproximadamente 32kDa lo que permiti6 distinguirlas facilmente en comparacion a
la apoA-I plasmatica de 28kDa. Cabe aclarar que para llevar a cabo estos experimentos
las variantes conservando su Tag fueron de un alto grado de pureza como se puede
observar en la figura 4.15.B).

Este analisis mostrado en la figura 4.15. no evidenci6 diferencias notables en la
capacidad para la interaccion tanto de la Wt como de la K107del con cualquiera de las
fracciones lipoproteicas analizadas: VLDL, LDL y HDL. A su vez, alicuotas
coincidentes con los picos cromatograficos de cada fraccion lipoproteica se analizaron
luego mediante SDS-PAGE, confirmando el resultado observado en la cromatografia
de la figura 4.15. Si bien, en este apartado se muestran los resultados de un tnico
experimento, éste presenta coincidencias con los resultados obtenidos anteriormente
(detallados a lo largo de la seccion 4.2.). Al menos de manera preliminar, no se
evidenciaron variaciones en la capacidad de interaccion entre Wt y K107del con las

lipoproteinas plasmaticas.
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Figura 4.15. Ensayos de interaccion de lipoproteinas plasmaticas (plasma completo) con Wt y K107del. A)
Cromatogramas obtenidos al monitorear la absorbancia a 280nm luego de normalizar los valores al maximo de
absorbancia. Las variantes nativas se incubaron directamente con la fraccion plasmatica completa en relacion 1:1
(Proteinas plasmaticas:apoA-I) a 1 mg/ml final durante 15" a temperatura ambiente. La separacion cromatografica
se realizo a TA utilizando tres columnas Superdex 200 en tandem, equilibrada previamente con Buffer Tris (TBS)
esterilizado por filtracion. El mismo buffer fue utilizando como tratamiento control. B) Control de calidad de las
proteinas recombinantes utilizadas conteniendo el Tag de histidinas (HisTag), mediante SDS-PAGE por tincioén con
coomassie. C) Se utilizaron alicuotas correspondientes a los picos cromatograficos sefialados en A) para analizar la
presencia de apoA-I-HisTag en las fracciones indicadas (VLDL; LDL y HDL). Las muestras se analizaron mediante
SDS-PAGE en geles de gradiente 4-15% comerciales, por tincion con plata. Las calles “C” corresponden a muestras
incubadas con TBS como control (sin proteinas recombinantes). Las calles “W” corresponden a muestras incubadas
con Wt+HisTag; y las calles “K” corresponden a muestras incubadas con K107del+HisTag.

83



Luminiscencia (u. a.)

4.2.10. Ensayo de union de LDL a MOVAS

Para estudiar el efecto de la delecion directamente sobre un modelo celular, se utilizo
un ensayo de union de LDL a MOV AS. Actualmente esta metodologia se encuentra en
proceso de validacion, sin embargo, resulta util como complemento al resto de los
ensayos detallados a lo largo del apartado 4.2. Para este experimento, se fijan las células
luego de estimular la produccion de proteoglicanos. Sobre las monocapas fijadas se
realiza una preincubacion con concentraciones crecientes de ambas variantes proteicas
por separado, para tratar posteriormente la monocapa con nLDL. La capacidad de
inhibicion de union de las nLDL a las células se analiza mediante inmunoluminiscencia
incubando con anticuerpos anti-apoB conjugados a luciferasa. Este analisis da una
medida de la capacidad de inhibicidn de las variantes para la unién de las nLDL a las
c¢lulas. Como se muestra en la figura 4.16., para todas las concentraciones ensayadas,
no se evidenciaron diferencias entre Wty K107del en la inhibicion de la union de nLDL

a células MOVAS.

OWT OK107del

4'3 _II Figura 4.16. Ensayos de ,uni(m (binding) de
nLDL a MOVAS. El grafico muestra como
3'2 1 :|: unidades  arbitrarias de  luminiscencia
55 [ :l: _} cantidades relativas de apoB-100 sobre las
5 ” =T monocapas celulares, tratadas previamente con
15 1 las proteinas Wt y KI107del a las
| H ﬂ concentraciones indicadas. Las barras muestran
05 I*I los valores promediados provenientes de 3

experimentos diferentes = el desvio estandar.

0 0.015  0.03 0.06  0.125 025 0.5
Concentracion (mg/mL)
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4.3. Estudios de biofisica estructural

4.3.1. Ensayos de oligomerizacion nativa

Con el fin de investigar si la delecion de la K107 afecta al equilibrio de oligomerizacion
de apoA-I se realizd un estudio de oligomerizacion comparando la Wt y la K107del en
su estado nativo. Para ello se utilizaron concentraciones crecientes de ambas proteinas
y mediante PAGE se analizé la presencia de oligbmeros a concentraciones sub- y
oligoméricas. Como se observa en la figura 4.17., Ambas variantes presentan especies
oligoméricas de tamafio creciente conforme al aumento de la concentracion proteica.
La separacion por PAGE no permite discernir con claridad las diferentes poblaciones
oligoméricas, sin embargo, se puede estimar la presencia de monomeros, dimeros, y
tetrdmeros segln sus pesos moleculares (28; 56; y 112 kDa respectivamente). Mediante
este analisis y a lo largo de todas las concentraciones ensayadas no se apreciaron
diferencias notables en las abundancias oligoméricas entre la Wt y la K107del nativas.
Sin embargo, se puede observar una menor intensidad a la altura de los tetrdmeros por

la K107del, aunque esta observacion no es concluyente.

MW WK WKWK WK WKWK

232 | m
140
66 | m ]Tetrémero
‘ ‘ ] Dimero
:| Monémero
kDa i

0,05 0,1 0.2 03 05 1,0
[Proteina] (mg/mL)

Figura 4.17. Formaciéon de oligdmeros de Wt y K107del mediante evaluacion por PAGE.
En la imagen se muestran las proteinas Wt (W) y K107del (K) en estado nativo a las
concentraciones indicadas. Las proteinas se separaron en un gel en gradiente 4-15% (comercial)
y se revelaron por tincion por plata. Los estados oligoméricos sefialados se estimaron en base a
los pesos moleculares del estandar de peso molecular (MW) sefnalados a la izquierda del gel.
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4.3.2. Estudio de oligomerizacion de Wt y K107del mediante

entrecruzamiento con BS3

Como se analiz6 en el apartado 4.2.3., luego de entrecruzar las proteinas a
concentraciones crecientes se observo una menor capacidad para formar dimeros por
parte de la K107del (figura 4.6.). En base a esos resultados se realizd una nueva serie
de experimentos modificando las condiciones experimentales anteriores a fin de
profundizar sobre este resultado y maximizar las condiciones de visualizacion. Para
estos experimentos se utilizo una relacion de BS?:proteina de 50:1 (radio molar) y se
incremento el tiempo de incubacién a 12 horas [72]. Bajo estas condiciones se busco
estudiar directamente el equilibrio de formacidn de todos los oligdmeros posibles para
ambas variantes a una concentracion de 1 mg/ml ; ya que a esta concentracion se sabe

que apoA-I es capaz de formar monomeros, dimeros, trimeros y tetrameros [72].

Como se observa en la figura 4.18. mediante SDS-PAGE, se evidencié un
entrecruzamiento exitoso para todos los estados oligoméricos mencionados; y tanto la
Wt como la K107del presentaron la capacidad de formar dimeros, trimeros y tetrdmeros.

Sin embargo, a simple vista se puede apreciar una notable disminucion en la intensidad
Wt K107del

MW 1 2 3 4 5 6 7 8

250 -
150 s ,
100l ok 4 Tetramero
75 | - >  Trimero
50 | e + ! d 4Dimero
37 | - o
25 g ’ 4 M ’
-‘ . - ondémero
kDa 20 [™8 . -

Figura 4.18. Evaluacion mediante SDS-PAGE de los estados oligoméricos para Wt y K107del
entrecruzadas. En la imagen se muestra la separacion por SDS-PAGE de los oligdmeros formados

por Wt y K107del luego de entrecruzadas con BS’ a una concentracién final de 1 mg/ml utilizando
un radio molar de 50:1 (BS3:proteina). Las calles 1 y 5 corresponden a controles de proteinas que
no fueron entrecruzadas. Las calles 2, 3 y 4 y las calles 6, 7 y 8 representan 3 experimentos de
entrecruzamiento independiente para la Wty la K107del respectivamente. A la izquierda se muestra
el estandar de peso molecular full-range utilizado para confirmar la identidad de los oligomeros,
detallada a la derecha del gel.
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de los estados trimétricos y tetraméricos de la K107del. Considerando que la imagen
muestra tres experimentos independientes para cada variante, estas diferencias en la

intensidad resultaron caracteristicas de la K107del.

En este apartado no se cuantificaron por densitometria las abundancias relativas, ya que
se optd por realizar la cuantificacion precisa mediante FPLC, como se detalla en el

apartado siguiente.

4.3.3. Cuantificacion comparativa de los estados oligoméricos de

Wty K107del entrecruzados mediante FPLC

Para cuantificar con exactitud y precision las diferencias en las abundancias
oligoméricas observadas en el apartado anterior mediante SDS-PAGE, se realiz6 una
separacion por cromatografia de exclusion FPLC por el pasaje de las muestras a través
de tres columnas en tandem de Superdex 200. Para inyectar las muestras, 4 mg de
proteina total entrecruzada a 1 mg/ml se concentraron a un volumen final de ~350ul y
luego se filtraron para remover los agregados proteicos y/o impurezas. Los
cromatogramas se obtuvieron luego de normalizar la absorbancia monitoreada a 280
nm. Como se observa en el cromatograma de la figura 4.19. Wt y K107del presentan
picos coincidentes al peso molecular de mondmeros, dimeros, trimeros y tetrdmeros.
Esta observacion se comprobo mediante el andlisis por SDS-PAGE utilizando las
fracciones correspondientes a los picos visualizados en el cromatograma geles de la
figura 4.19. Cabe mencionar que ninguna de las variantes presento6 estados intermedios
(por ejemplo, pesos equivalentes a 1,5 moléculas de apoA-I) lo cual concuerda con el
equilibrio de oligomerizacion descripto para las cuatro poblaciones multiméricas
mencionadas. En cambio, al analizar las intensidades de los cromatogramas se
evidencian profundas diferencias en la abundancia relativa de los oligomeros,

concordantemente con lo observado en el apartado anterior 4.3.2.
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Figura 4.19. Purificacion mediante FPLC de oligémeros entrecruzados de Wty K107del. A)
La figura muestra los cromatogramas normalizados, provenientes de separar 4 mg de proteina entrecruzada
a 1 mg/ml monitoreando la absorbancia a 280 nm. Las muestras se concentraron a 350 pl se filtraron y se
separaron en tres columnas en tandem de Superdex 200 a 4°C. El sombreado indica las fracciones
correspondientes a tetrameros “Te”, trimeros “Tr”, dimeros “D” y mondmeros “M”. B) Las fracciones
colectadas en A) se analizaron por SDS-PAGE (sefialado a la izquierda de cada gel). Los geles en gradiente
4-15% se tifieron con coomassie. En cada calle se corrio el nimero de réplica indicado arriba y a la izquierda
se muestra el estandar de peso molecular utilizado para constatar la identidad oligomérica.

Para cuantificar esta observacion se integro el area bajo la curva de los cromatogramas
normalizados, correspondiente a cada oligdmero. Luego se calculd la abundancia
porcentual utilizando a la suma de todos los estadios para una muestra dada, como el
100%. Como se observa en la figura 4.20. todos los estadios oligoméricos presentaron
diferencias significativas al comparar la Wt con la K107del. A su vez, la mayor
diferencia en las abundancias oligoméricas se observo en los tetrdmeros y la menor
diferencia se evidencio en los trimeros como se evidencia en la tabla 4.1. La K107del
presentd la menor abundancia comparativa en sus estadios triméricos y tetraméricos
efecto que tiene una implicancia directa en la abundancia relativa de monomeros. Esta
observacion obvia se comprueba ya que aquella proteina que no se encontrd formando

parte de los multimeros se acumulé como mondmero.
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Abundancia olisomérica relativa (% .
£ B TABLA 4.1. Abundancias porcentuales
Oligbmero  WT K107del _ Diferencia comparadas de oligomeros
Tetramero 21,3 = 0.4 9.0+0.2 11.4 entrecruzados Wt y KI107del. Para
Trimero 0,6 = 0,002 0.3 = 0,005 0.3 confeccionar la tabla, se utilizaron los valores
Dimero 29.4 =03 24.4+0.2 5.0 promediados de tres experimentos = el desvio
Monémero 48.7+0.1 654+04 16,7 estandar representados en la figura 4.20.

4.3.4. Analisis estructural de oligomeros libres de lipidos por

fluorescencia intrinseca

Para el estudio conformacional por fluorescencia, se utilizaron los oligdmeros
entrecruzados purificados de Wt y K107del obtenidos por FPLC (como se detall6 en el
apartado 4.3.2.). Con estas muestras, se evalud la fluorescencia intrinseca de los
triptofanos analizando la exposicion al solvente de los mismos; ya que la mayor o menor
exposicion al solvente de los grupos inddlicos genera un corrimiento espectral al rojo o

al azul respectivamente (el fundamento teorico se detallo en la seccion 1.9.1.).

Tomando ventaja de la presencia de los cuatro triptéfanos de apoA-I, se estudid su
exposicion al solvente en cada oligomero entrecruzado y libre de lipidos para ambas

variantes. Como se mencioné en el de la Introduccion (cuadro 1.2. Reportes
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bibliograficos de técnicas biofisicas e in vitro para la variante K107del), Ramella et al.
2012 reportaron un corrimiento neto al rojo de alrededor de 2 nm del espectro generado
por la variante K107del, indicando en promedio una mayor exposicion al solvente de
sus triptofanos. Utilizando estos antecedentes se buscO determinar si los estados
oligdbmeros de una y otra variante pudieran diferir estructuralmente al menos en las
regiones 0 dominios proximos a los triptofanos. Para ello se adquirieron los espectros
de emision de todos los oligdmeros entre 300 y 400 nm excitando a 295nm como se
describe en Materiales y Métodos 3.9.2. Como se muestra en la figura 4.21. ningln
estadio oligomérico de la Wt o de la K107del indujo corrimientos espectrales
comparativamente a sus respectivos monomeros. Y, como se detalld en la seccion de
Resultados 4.2.3., los mondmeros croslinkeados no presentan corrimientos espectrales
respecto a los mondmeros nativos comparando cada variante (Wt/Wt+BS? o
K107del/K107del+BS?). Acorde a lo mencionado anteriormente, en el caso de la
K107del el corrimiento promedio fue de ~2,5 nm, en coincidencia al reportado. En la
imagen 4.21.B. se observa a modo de control, los espectros de monomeros Wt y

K107del nativos comparados a la apoA-I plasmatica.
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Figura 4.21. Fluorescencia intrinseca de

B) oligdbmeros entrecruzados de Wty K107del. A)
La figura muestra los espectros de fluorescencia

T Wimonomero | intrinseca normalizados por su maximo,
- ApoA-I plasmatica excitando a 295 nm. Segun se observa en la
imagen no se detectan corrimientos significativos
en ningun oligdbmero en cada set Wt y K107del.
En los apartados insertados en cada set de
espectros, se muestra la pureza segun SDS-PSGE
de los oligomeros utilizados en la determinacion.
Los geles en gradiente 4-15% se revelaron por
tincibon con coomassie y las muestras se
00 ‘ ‘ ‘ ‘ obtuvieron luego de su separacion por FPLC en 3
w 320 o m 0 * columnas en tandem de Superdex 200. B) Los
espectros adquiridos como se indicé en A)

muestran los corrimientos espectrales para

K107del (~2,0-4,0 nm) y Wt (0-0,5 nm)

Fluorescencia (u. a.)

4.3.5. Fluorescencia intrinseca de oligomeros entrecruzados
lipidados
Para continuar con el estudio conformacional de lo oligomeros, se decidid

“funcionalizar” a los mismos con DMPC. De esta serie de andlisis, pueden diferenciarse

resultados tanto estructurales como funcionales y en este apartado se analizardn ambos.

Manteniendo los protocolos de micelizacion espontanea de MLV de DMPC detallados
en la seccion 3.6.6. Materiales y Métodos, optimizados a 72 h y en un radio molar 145:1

(DMPC:proteina) se estudi6 la capacidad de todos los estados oligoméricos
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entrecruzados de ambas variantes para lipidarse. Como se observa en la figura 4.22.
todos los oligbmeros entrecruzados en ambas variantes fueron capaces de formar
complejos lipoproteicos. Aunque no se cuantifico la eficiencia con precision, se puede
observar que la capacidad de formacion de complejos lipoproteicos es similar en todos
los casos. A su vez se observo que dichos complejos no difieren en su movilidad

electroforética, lo que indicaria un peso molecular similar para todos ellos.
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Figura 4.22. Caracterizacion de oligdmeros entrecruzados de Wty K107del lipidados con DMPC. A)
La imagen muestra mediante PAGE, los complejos formados luego de incubar los oligomeros
entrecruzados de cada variante durante 72 h a 24°C en un radio molar de 145:1 (lipido:proteina) a una
concentracion final proteica de 0,05 mg/ml. Los geles 4-15% se revelaron mediante tincion por plata y a
la derecha se muestra el estandar de peso molecular utilizado. Las calles 1 y 5 muestra los complejos
formados por mondmeros, las calles 2 y 6 muestra los complejos formados por dimeros, las calles 3 y 7
muestra los complejos formados por trimeros y las calles 4 y 8 muestra los complejos formados por
tetrameros. B) La figura muestra los espectros de fluorescencia intrinseca normalizados por su maximo,
excitando a 295 nm. Segun se observa en la imagen no se detectan corrimientos significativos en ningun
complejo lipoproteico para cada set Wt y K107del. Los espectros se adquirieron utilizando las muestras
caracterizadas en A) sin separacion previa de los complejos lipidados y la proteina libre de lipidos.
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Estos mismos complejos fueron estudiados en el fluorometro con objeto de determinar
sus maximos espectrales. Como se observa en la figura 4.22. no se evidencian
diferencias en los maximos espectrales para las series de complejos de Wt o de K107del.
Sin embargo, en ambas series lipidadas se observa un corrimiento al azul que varia entre
0,5-1,5 nm. Si bien este corrimiento indica una menor exposicion al solvente de los
triptofanos, como los oligomeros libres de lipidos no se separaron de los oligdbmeros
lipidados previo al andlisis fotométrico, las medidas constan de un promedio entre
proteina libre de lipidos y la lipidada. Estas mediciones no pueden tomarse como
absolutas; sin embargo, no parecieran existir diferencias en la conformacion proteica de
los oligdmeros en su estado lipidado para cada serie oligomérica para la Wt o la K107del
(al menos en las regiones cercanas a los triptofanos). Estos valores y los del apartado

anterior se resumen en la Tabla 4.2.

Fluorescencia intrinseca, 2 max. (nm) de oligomeros entrecruzados libre
de lipidos y lipidados (DMPC)

wT K107del
OLIGOMERO Libre d
fore de +DMPC  |Libre de lipidos +DMPC

lipidos
Tetramero 334 5.4 7 334 337 335
Trimero 334 334 337 336
Dimero 335 333 337.5£0.7 335
Monémero 335 333 337.5£0.7 335

Tabla 4.2. Maximos de fluorescencia intrinseca de oligdmeros entrecruzados Wt y K107del
libre de lipidos y lipidades con DMPC. La tabla muestra los maximos de fluorescencia intrinseca
obtenidos al excitar las muestras a 296 nm graficados en las imagenes 4.21. y 4.22. Los resultados
numéricos reflejan el promedio + el desvio estandar de tres experimentos distintos.

4.4. Determinacion de dominios interactuantes de

K107del mediante espectrometria de masas

4.4.1. Aproximacion metodologica
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Este analisis se fundamento y llevo a cabo en cinco procesos basicos mostrados en el
esquema 4.2.: 1) entrecruzamiento de las proteinas de interés con BS?; 2) digestion de
las mismas con tripsina; 3) analisis de los productos de digestion proteica mediante LC-
MS y recoleccion de espectros full-MS 4) asignacion de la identidad de los péptidos
entrecruzados (mediante determinacion de secuencia y residuos entrecruzados); 5)

Confirmacion de los resultados y andlisis estadistico, mediante softwares especificos.

Como se detalld en la seccion anterior, el BS® es capaz de entrecruzar (en inglés
crosslinking) aminas primarias mediante sus grupos succinimida. A su vez se puede
conocer, de forma teorica, el patron de digestion posible de apoA-I (si se conoce la
proteasa utilizada y el nimero de cortes omitidos “missclevages”). De esta manera se
puede combinar los péptidos tedricos entre si considerando las uniones via Lys-Lys o
N-terminal-Lys en programas especificos. Conociendo los pesos moleculares de los
péptidos y del BS?, se cuenta entonces con el punto de partida tedrico, la informacion
que se utilizara luego para identificar los péptidos entrecruzados reales (en adelante los
péptidos entrecruzados serdn referidos como “x/inks”). Esta descripcion es una
simplificacion de los procesos llevados a cabo directamente por los algoritmos de los

motores de busqueda utilizados detallados en la seccion 3.9.5. de Materiales y Métodos.
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Esquema 4.2. Algoritmo utilizado para la identificacion de dominios interactuantes por
entrecruzamiento. En el esquema se resume el recorrido experimental (pasos 1 a 3) para la
obtencion de los espectros full-MS para el analisis de los péptidos entrecruzados “xlinks”. Los
pasos resumidos en 4 muestran la preparacion de los espectros para su analisis mediante softwares
especificos. El paso 5 en adelante grafica el analisis mediante softwares y los filtros manuales que
se aplicaron hasta llegar al reporte de los xlinks diferenciales con validez estadistica

4.4.2. Disefo experimental y puesta a punto

Para poder determinar los dominios interactuantes en la K107del se utilizé un disefio

experimental comparativo a la Wt. En todos los casos se analizo las lisinas
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interactuantes de las proteinas en su conformacion nativa y libre de lipidos. Si bien se
analizaron todos los multimeros por espectrometria de masas, a los fines de esta tesis

solo se reportaran los resultados provenientes del analisis de los monomeros.

En una primera tanda de experimentos, se trabajo considerando dos protocolos distintos
para la obtencion de los mondmeros entrecruzados (es decir, las muestras): 1) por
entrecruzamiento fuera del equilibrio multimérico a 0,05 mg/ml (como se detallo en
3.8.1.) variando unicamente la relacion de BS®:proteina a 50:1; y 2) por purificacion de
los mondmeros mediante exclusion molecular (FPLC) de muestras entrecruzadas a 1
mg/ml (ver figura 4.19. de la seccion de Resultados y el apartado 3.9.1. de Materiales y
Métodos). En el primer caso se entrecruzaron las proteinas con BS® y posteriormente
las muestras se concentraron a 1 mg/ml final; se chequearon por gel y se prepararon
para el anélisis de LC-MS. En el segundo protocolo experimental, los mondmeros se

purificaron de muestras con multimeros entrecruzados, como se detallo.

Ambas muestras se prepararon y analizaron por LC-MS. Se estudiaron
comparativamente los resultados y no se observaron diferencias en las lisinas
interactuantes entre la Wt comparada consigo misma y la K107del comparada consigo
misma, independientemente del método elegido para entrecruzar los monémeros. En
este apartado no se profundizaré sobre estos resultados ya que se trata de controles como
parte de una puesta punto metodoldgica. Sin embargo, los resultados preliminares
confirmaron que independientemente al protocolo de entrecruzamiento no se
observaron entrecruzamientos diferenciales para cada variante entre si; pero si entre la
Wty la K107del. Es decir, la concentracion a la cual se obtienen los monémeros parece
no modificar su estructura, en cambio si lo hace la delecién de la lisina 107. En
consideracion de estos controles, se optd por utilizar el protocolo de entrecruzamiento

a 1 mg/ml para repetir el analisis, posteriormente, con todos los estados oligoméricos.

Cabe mencionar que, como parte de la puesta a punto metodologica, también se
realizaron controles para determinar la calidad de las muestras. Algunos de ellos
constaron de: 1) determinacion de scores elevados para la identificacion de Wt y
K107del como “apoA-I humana” via MASCOT, 2) el andlisis de apoA-I plasmatica
para contrastar los espectros y como control interno luego de cada corrida con las
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muestras recombinantes, 3) andlisis de modificaciones postraduccionales como
oxidaciones, guanidinilaciones, y formilaciones sobre las proteinas Wt, K107del y
apoA-I plasmatica utilizando el software Scaffold 4.11.1. (Scaffold Proteome Software
Company). Con esta informacion se estudiaron los scores para las vartiante Wt y
K107del comparativamente a un control de apoA-I plasmatica, y se analizé el nivel de
modificaciones postraduccionales comparativamente a la variante plasmatica
considerando oxidaciones simples o dobles; guanidinilaciones y formilaciones, y
también se reportd el coverage: nivel de cobertura de la secuencia para cada proteina
como porcentaje considerando al 100% los 243 aminoéacidos que componen a la apoA-

I, como se observa resumidamente en la tabla 4.3.

MASCOT DATA SCAFFOLD DATA
Score  Coverage [!Coverage* 1QOxidacion Formilacion !'Desaminacion
ApoA-T plasmatical 3273 85% 66% M112; M148 -
Wi 3327 84% 76% M112;M148 L134;T161 -
Kll]?clei 3137 82% 73% M112;M148 - Q216

*el software considera tambien la secuencia pre-péptido
IModificacion variable

Tabla 4.3. Scores, Coverage y PTM reportados para apoA-I plasmatica, Wt y K107del. La
tabla muestra los valores de score y el coverage como porcentaje, reportados para las tres proteinas
analizadas a partir de los espectros MS/MS por los softwares MASCOT y Scaffold. A su vez, se
reportan las PTM variables reportadas por Scafforld.

4.4.3. Analisis de péptidos entrecruzados (xlinks) utilizando
SIM-XL

Como menciond anteriormente, los mondémeros de Wt y K107del entrecruzados se
prepararon y analizaron por LC-MS. Una vez obtenidos los espectros full MS, la
asignacion de la identidad peptidica se realizo utilizando el programa Spectrum
Identification Machine for Cross-Linked Peptides (SIM-XL). Para ello se introdujo
como variables la enzima utilizada para la generacion de los péptidos y el corsslinker
utilizado (tripsina y BS? respectivamente en este caso). El software compara el set
valores m/z tedricos de los datos de fragmentacidon generados in silico con los valores
m/z de los espectros MS/MS obtenidos asi, el algoritmo de SIM-XL permite realizar

este analisis comparativo masivamente en muestras simples o mezclas proteicas. Los
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péptidos entrecruzados que identifica el software se reportan clasificados como
entrecruzamientos intra- o interpéptido con diferentes parametros analiticos que
permiten constatar la exactitud de cada péptido entrecruzado reportado. Aqui se
consideraron Unicamente los reportes “intrapéptido” (en referencia a los
entrecruzamientos intracatenarios) sabiendo que la muestra de partida consta de

monomeros Unicamente, lo que permitid analizar un mayor nimero de xlinks.

Se configuraron los parametros de busqueda especificos acorde al sistema de
fragmentacion utilizado (ver 3.9.4. de Materiales y Métodos) y se realizo la
identificacion de xlinks via SIM-XL. Una vez obtenido el reporte de los resultados, se
realizd una revision manual de los xlinks espectro por espectro para asignar el valor de
confianza de los mismos manualmente (como se describe 3.9.5. de Materiales y
Me¢étodos). El criterio se establecid en base a la observacion de un alto grado de
fragmentacion por colision y buena sefal de cada pico identificado. Para asignar el
grado de confianza, se tuvieron en cuenta tanto los iones b (desde N-ter) como y (desde
C-ter) para cada xlink. En la figura 4.23. se grafica el criterio utilizado, tomando un
ejemplo de los xlinks que fueron considerados como Excellent y Good; para el analisis
subsecuente. Una vez determinados los xlinks de alta confianza para cada muestra, se
procedid a seleccionar inicamente aquellos que fuesen coincidentes para cada set de
triplicados; es decir, solo los xlinks presentes en todas las muestras Wt (1, 2 y 3) fueron
utilizados para continuar con el analisis y lo mismo para la K107del. Se gener6 entonces
una unica lista de xlinks de alta confianza para Wt y K107del sobre las que se aplicé un
segundo filtro de confianza: se descartaron los xlinks cuyos valores de M+3H
observados (experimentales) difirieron de los tedricos en un valor modular mayor a 0,05
unidades arbitrarias de m/z. Utilizando Uinicamente estas listas refinadas de xlinks como
reportes de alta confianza se procedid a determinar los valores de area bajo la curva en
los espectros full-MS utilizando el valor de M+3H y los tiempos de retencion para

identificar la sefial especifica para cada xlink.
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Figura 4.23. Criterio utilizado para la asignacion manual de espectros MS/MS como “Excellent” y
“Good” en el software SIM-XL. Los espectros A) y B) muestran la identificacion llevada a cabo a partir
de la fragmentacion y y b por el software SIM-XL. Estos espectros se asignaron como Excellent en A) y
Good en B) debido al alto grado de fragmentacion y su respectiva “buena” proporcion en los picos de
cada fragmento. La figura C) muestra los entrecruzamientos valorados como Good y Excellent (en rojo)
como mapas 2D para Wt y K107del monoméricas. El entrecruzamiento resaltado corresponde a los
espectros MS/MS mostrados en A) y B); como se indica con las flechas. Se muestran las posiciones
K107-K118 para Wty K106-K 118 para la K107del (al tratarse de proteinas recombinantes se restan los
2 primeros aminoacidos escindidos por el corte con acido férmico).

4.4.4. Determinacion de abundancias relativas para los xlinks de

alta confianza
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Con las listas de xlinks de alta confianza obtenidas como se detall6 en el apartado
anterior, se calcularon las abundancias relativas mediante la integracion del area bajo la
curva (o bien de cada pico) en los espectros de los extracted-ion chromatogram (EIC)
de cada xlink, utilizando el valor de m/z y los tiempos de retencion reportados por SIM-
XL. Como se detalld en la seccidon 3.9.5. de Materiales y Métodos el analisis se realizod
utilizando el software MassHunter version B.07.00 (Agilent) inspeccionando los
cromatogramas EIC. Para ejemplificar el proceso, en la figura 4.24. se muestran los
resultados obtenidos para el xlink K107-K118 ausente en la K107del. Posteriormente,

todos los valores de area determinados para cada xlink, se normalizaron utilizando el

péptido  “normalizador” mostrado en la figura 4.25. de secuencia
Xlink K107-K118
wtl L L K107del 1 ...
//\‘\ \L \l/
// \‘\\ - , , , 59,951 1
" o reo i) T T T e e de et
Wt 2 K107del 2
/"’\
/ \'\ 50 951
/ . L1 [
Cuentas vs. Tiem:o- de’;?et;ncién (min) Cuentas vs. Tiempo de Retencion (min)
05,5654 . 61‘15“;:&‘3“‘1&- T [
Wt3 | I K107del 3

Cuentas vs. Tiempo de Retencién (min)

Figura 4.24. Abundancia espectral del xlink K107-K118 comparativamente en la Wt y K107del. En la
figura se muestran las abundancias sin normalizar para el xlink K(107)WQEEMELYR — QK(118)VEPLR
de m/z 605,3200; tiempo de retencion ~61,3 reportado por SIM-XL en los mondémeros Wt. En cada
cromatograma EIC se puede observar a lo largo de toda la curva sefialada por el interlineado la coincidencia
del valor de m/z en cada muestra. Unicamente la Wt presenté una abundancia neta medible, mientras que en
el caso de K107del solo se observa la linea de base como cabe esperarse por la delecion de K107. Los
espectros ESI muestran los valores de m/z para los tiempos especificos sefialados por las flechas en naranja.
En cada cromatograma EIC se observa el escaneo de cuentas (en unidades arbitrarias, en millones) en funcién

del tiempo de adquisicion (en minutos).

\L 59.907

Cuentas vs. Tiempo de Retencion (min)
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(R)YTHLAPYSDELR(Q); con valor de m/z M+3=434,5500; y cuyo pico maximo se
encontro al minuto 26,5. Cabe mencionar que este péptido debidé cumplir con una serie
de requisitos: 1) ser abundante en todas las muestras para evitar que pequeias
diferencias de area generen grandes cambios en los valores normalizados de los xlinks;
2) no presentar ni lisinas ni argininas en su secuencia para evitar alteraciones en su
abundancia debidas al entrecruzamiento, o la tripsinizacion. Accesoriamente y a modo
de control se utilizé otro péptido de menor abundancia espectral como normalizador:

(R)EQLGPVTQEFWDNLEK(E) y los resultados fueron equivalentes.

Una vez obtenidas las abundancias relativas normalizadas, estos valores se promediaron
y se analizaron estadisticamente mediante t-test corregido para analisis multiples. Este
proceso implica un aumento significativo en el grado de confianza y precision de los
xlinks reportados. En la figura 4.26. se muestran las abundancias relativas de los xlinks
diferenciales estadisticamente (p<0,05) para Wt y K107del comparados entre si;
expresados en valores porcentuales considerando el valor del xlink para la Wt como
100% para cada caso. Con estos datos se construyo6 la tabla 4.4. con el reporte de los
xlinks hallados diferencialmente en las muestras Wt o K107del indicando, los valores
de m/z, las abundancias relativas, M+H tedrico y observado, la secuencia peptidica y el

tiempo de retencion.

Wt K107del

Cuentas vs. Tiempo de Retencion (min) Cuentas vs. Tiempo de Retencién (min)

Figura 2.25. Abundancia espectral del péptido normalizador THLAPYSDELR. En la
figura se visualiza el pico cromatografico EIC del péptido (R)THLAPYSDELR(Q); con valor
de m/z M+3=434,5500; con pico maximo al minuto 26,5; extraido de la busqueda manual en
MassHunter. Se integro el area bajo la curva para cada muestra y se utilizo para normalizar
las abundancias de xlinks. No se observan diferencias notables para cada muestra. La misma
escala fue utilizada en todos los graficos. Cada triplicado Wt y K107del se agrupa
verticalmente y el numero de triplicado se indica en cada espectro.
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Por ultimo, estos datos se utilizaron para construir el mapa cercania sobre el grafico de
contactos observado en la figura 4.27. Cabe mencionar que puede darse el caso de
encontrar xlinks mas abundantes en la Wt y en la K107del a la misma vez. Aunque
podria parecer contradictorio, este fendmeno puede darse gracias a diferencias en los
valores de m/z ocasionadas a PTMs (como por ejemplo a oxidaciones) o bien patrones
de tripsinizacion diferenciales entre las variantes. Estas posibilidades se discuten en la

seccion 5.3. de la discusion: “Influencia de la delecion de K107 en la estructura

terciaria”.
190801 — . -
=
£ W mm k070l - e - aw b
3 200 T
S
=
= 150
k)
g 100
=
g
= 50
<
0-
O DD 2 g S ,,i\ ,\’\»,, QWW,W D D D D &
,\,0,\«\ R A O R R A N
g ”’“"\?’ AR V¥ ﬁ’ VR g VI FS

Figura 4.26. Grafico de abundancias porcentuales de lisinas entrecruzadas para Wt y K107del
significativas estadisticamente. El grafico muestra las abundancias porcentuales referidas a la Wt como
100% para las lisinas entrecruzadas indicadas en las abscisas. Las barras muestran el promedio de tres
experimentos independientes + el desvio estandar. Los quiebres en el eje y no representa cambios en la
escala.
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ABSOLUTO Porcentual
Reportaopor SIM-XL WT K107d=l WT K1 076
[Excpert i Posicion Misdiz Mizdia
[En: mz | TR(min)| M+H [TeoricoMEH malde K 8 i Mediaara STDv  |Medizara| STDw  farma BIDv |ar=a  [FTDn
1) [WT 582. 258239 121 VEDLATVYVDVLE - FPQSPWDER. 0.00072 0.00002 0.00035 | 0.00006 1000 340 488 | 83
12} [WT 332780 140-118 QE(156.0786 LHEL QEKT SPLGEENE. - QKVEELR 0.00242 0.00009 0.00215 0.00008 1000 36 8835 [ 34
B [WT 241825 107-118 EWOEEMELYR - QKVEFLE. 0.04387 0.00051 0.00061 0.00016 1000 11 13 [ 04
i—L%\T 3327 80 133-118 EE(156.0786) 8 PLGEEME. - QEVEELE. 0.02208 0.00123 0.00055 1000 56 | 1454125
5) [WT 332780 | 140-118 QE(156.0786 )L HELQEKLSPLGEEMR - QKVEELR. 0.10804 0.00297 0.00325 1000 27 768 | 3.0
6) [WT 3379 | 140-118 QE(156.0786) LHEL QFKT S FL.GEEM{15.9545°R. - QKVEFLR 0.00422 0.00020 0.00004 1000 47 |1125[ 10
7 [WT 27716 182-1 LEALKENGGAR - FEQEFWDR 0.00092 0.00004 0.00006 1000 38 | 116262
E} [WT 3061 62 140-238 QE(156 0786l HELQFKT SP1 GEEMR. - KINTQ 0.01161 0.00154 0.00036 1000 133 | 772 | 31
[ [WT 315365 121 VEDLATVYVDWLE(156.0786)DE GR. - FPQSFWDE. 0.02500 0.00266 0.00183 1000 106 | 1136 ) 7.7
mr‘._\'l' 315365 121 VEDLATVYVDWLE(156.0786)DE GR. - FPQSFWDE. 0.00057 0.00009 0.00076 0.00005 1000 151 [ 1334 ) 85
LL)[WT 4182.3 418222 | 133-118 QELHELQEE(156.07 86 L SFLGEEME. - QK VEFLEAFLQEGAR. 0.01866 0.00417 0.01017 | 0.00070 000 | 223 | M3 .7
13)WT 34075 3075 140-1 QK(156 0786 LHELQEKL SPLGEEMR. - PRSFWDR. 0.00152 0.00016 0.00184 | 0.00021 1000 106 | 1209 (139
L3)[WT 2582.38 258230 121 VEDLATVYVDVLE - PPQSPWDE 0.20903 0.00485 0.09444 | 000277 1000 23 452 [ 13
14H[WT 3604.98 360450 | 226118 QGLLPVIESFEVSFLSAT FEVIE - QKVEFLR 0.00378 0.00079 0.00235 0.00030 1000 208 | 632 | 80
L5)[WT 3893.10 388310 | 226-182 QGLIPVLESFEVSFLSATFEYTE - IEATKENGGAR 0.00017 0.00003 0.00030 0.00004 1000 155 [ 1717|238
|L6)[WT 4050.90 4090938 77-88 EQLGEV TQEFWDNLEK FIEGLE - QEAMEKDLEEVE 0.00163 0.00030 0.00054 | 0.00015 1000 182 85
17)[E107d=l 1609.93 160993 | 118-239 QEVEFLE - KINTQ 0.00180 0.00023 0.0044 | 0.00007 1000 129 37
L8)[E107d=l 2164.21 216421 | 182-118 LEALKENGGAR -QEKVEELR 0.00061 0.00003 0.00216 | 0.00008 1000 3.3 133
7 246543 12-118 VEDLATVYVDVLE - QEVEFLE 0.00103 0.00014 0.00235 0.00010 1000 131 59
275754 12-182 VEDLATVYVDVLE - LTEATKFENGGAR 0.00053 0.00022 0.00112 0.00004 1000 40.6 6.6
418222 140-118 QE(156.0786 L HFL QEKT SFLGEFME. - QKVERLRAFT QEGAR. 0.00950 0.00247 0.00463 0.00047 1000 26.0 5.0
220326 12-39 VEDLATVYVDVLE -KINTQ 0.00068 0.00005 0.00108 | 0.00007 1000 6.8 103
3040065 12-118 VEDLATVYVDVLE( 56.0786 D3GR - QKVEFLR. 0.00062 0.00007 0.00180 | 0.00012 1000 108 186
315365 121 VEDLATVYYVDVLE(156.0786)D8 GE. - PPQSFWDER 0.02510 0.00267 0.02868 0.00188 1000 10.7 75
315365 121 VEDLATYYVDVLE(156.0786)D8 GE. - PPQSFWDER 0.00057 000009 0.00076 0.00005 1000 151 54
3328.80 12-182 VEDLATVYVDVLE(156.0786D8 GR. - LEATKENGGAR. Mo Arsa NoAma | 0.00098 0.00013 Anzents Prsants
3075 133-1 QKT HFELQEK(156.078611 SPL. GEEMR. - PPOSPWDR. 0.00200 0.00013 0.00340 | 0.00024 1000 67 | 17441122
(156.07 SELGEEME. -
|28} 107 d=l 80025 | 10934 H52.40 238 140-12 VEDLATVYVDVLE{156.07 86)DEGR. 0.00048 0.00003 0.00035 0.00002 1000 64 | 1221 (47
|25 EC 10T d=l 90200 | 12373 3604.99 360456 | 226118 QGLLPVLESFEVSFLSALFEYIE - QKVEFLR 0.00378 0.00079 0.00241 0.00051 1000 210 | 636 | B2
107 del 87050 G878 3878.96 387887 106-118 AK(156.0786)VQFYL DDFQEWQEEMELYR - QEVEFLR. 0.00014 0.00001 0.00309 0.00017 1000 S0 220671249
31§E' 107del 97403 | 12373 3893.10 380310 | 226-182 QGLIPVLESFEVSFLSATFEVTE - ITEATKENGGAR 0.00255 0.00039 0.00434 | 000074 1000 152 | 1701 [291
BOE107d=] 1039.53 | 8862 3116.58 311657 40-1 DYVEQFEGSALGEQLMNLE - PPOSPWIDR. 0.00014 0.00002 0.00016 | 0.00004 1000 109 | 1148|277
Tabla 4.4. Xlinks reportados con abundancias diferenciales entre Wt y K107del estadisticamente

significativos. La tabla muestra todos los xlinks que se validaron estadisticamente. En la tabla se indican los
valores de m/z, la secuencia peptidica del fragmento tripsinizado y en negrita las lisinas (K) entrecruzadas que se
indican en la columna de “posicion real de K” en el caso de la posicion 1 se considera el extremo N-ter. A la
derecha se tabularon los valores absolutos y relativos a la Wt como porcentuales. Los valores porcentuales se

utilizaron para construir el grafico 4.26.
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Figura 4.27. Lisinas interactuantes para
monomeros Wt y K107del. El grafico muestra las
lisinas  interactuantes reportadas para los
monoémeros de Wt (circulos amarillos) y K107del
(triangulos rojos), sobre un mapa de distancias de
Ca <23 A (en celeste), obtenido por simulacién. El
numero de residuo 1-243 se muestra en cada eje. En
azul oscuro se representa residuos dentro de 28 A de
distancia (limite maximo para distancias entre Ca
por entrecruzamiento con BS®). La linea diagonal
divide el grafico para los xlinks intramoleculares (a
la derecha y debajo de la biseccion).
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4.5. Estudios proteomicos y biocelulares

4.5.1. Puesta a punto para la identificacion de proteinas de
extractos totales de macrofagos humanos THP-1 utilizando

tecnologia Orbitrap

En primera instancia se busc6 comprobar que la metodologia a utilizar para el estudio
celular sea compatible con el andlisis mediante espectrometria orbitrap. Para ello se
realiz6 la puesta a punto con el objetivo de determinar la calidad y cantidad de las

muestras, necesaria para asegurar un analisis adecuado.

La eleccion del protocolo de extraccion proteica se tuvo en consideracion: 1) la
necesidad de la obtencion de un extracto proteico sin contaminantes lipidicos ni
proteicos (provenientes del SFB); 2) la eficiencia del método, para obtener las
cantidades de proteina total necesarias para el andlisis; 3) la obtencidn de proteinas de
todas las locaciones subcelulares posibles. Bajo estas condiciones se selecciond el
método de extraccion con radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA) y se
realizaron los extractos celulares de macrofagos THP-1 como se indica en 3.4.5. de la
seccion Materiales y Métodos. Para la puesta a punto experimental, la monocapa de
macrofagos se lavo tres veces con PBS estéril a 37°C y se incubd unicamente con RPMI
sin SFB (ss). Alrededor de 5,5-6,0 millones de células se lisaron con 1ml de buffer
RIPA, del cual se obtuvo ~0,5mg de proteina total en forma de un pellet deshidratado.
Las proteinas se prepararon para el estudio espectrométrico y se analizaron en el
espectrometro orbitrap como se describe en la seccion 3.5. de Materiales y Métodos. Es
importante destacar que el protocolo de extraccion se modificd acorde a las
recomendaciones del servicio de espectrometria de masas con pasos adicionales de
reduccidn y subsecuente carbamilacion; junto con el lavado del pellet utilizando acetona
a -20°C para remover restos de lipidos y/o detergentes. La asignacion de la identidad
proteica se realiz6 utilizando el software Proteome Discoverer y en este caso no se
analizaron las abundancias relativas de las proteinas debido a que se estudi6 una Unica

muestra (sin réplicas experimentales).
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Como se puede observar en la Tabla 4.5. ingresando al siguiente enlace:
https://bit.ly/2ZWWZGL, el resultado fue promisorio, habiéndose identificado 2646
proteinas con al menos 2 péptidos de alta confianza. Para generar el informe el
programa asigna un nivel de confianza “High”, “Medium” y “Low” a los péptidos
detectados basandose en el false discovery rate (FDR). Unicamente se informaran
aquellas proteinas identificadas mediante dos o mas péptidos Unicos identificados con
niveles de confianza High. En la Tabla 4.5. se detallan los pardmetros de Accession que
muestra el identificador inico asignado a la proteina mediante la base de datos utilizada
para generar el informe (Uniprot en este caso), Description que proporciona el nombre
de la proteina exclusiva del identificador que aparece en la columna “Accession”, Score
que muestra la puntuaciéon de proteina (como la suma de las puntuaciones de los
péptidos individuales), Coverage que muestra el porcentaje de la secuencia de la
proteina cubierto por los péptidos identificados; # Unique Peptides que muestra el
nimero de secuencias de péptido Unicas a un grupo de proteinas que incluyen esta
secuencia peptidica (en algunos casos se pueden determinar como péptidos unicos
secuencias de al menos siete aminodcidos que pertenecen inequivoca y Unicamente a

una proteina particular).

4.5.2. Identificacion de proteinas totales en extractos

provenientes de células tratadas con Wty K107del.

Como se refiere en el apartado anterior, se calibré exitosamente a los sistemas de
extraccion proteica y el andlisis LC-MS reflejando un nimero muy elevado de proteinas
identificadas. Con este resultado se procedi6 a realizar los experimentos con proteinas

recombinantes, utilizando el mismo sistema de extraccion proteica.

Como se describid en la seccion 3.5.3. de Materiales y Métodos, se ensayaron tres
condiciones experimentales contando con triplicados experimentales en cada una. El
grupo control (Ctrol) conformado por los tres tratamientos independientes con RPMI
(ss), el grupo “Wt” conformado por los tres tratamientos independientes con RPMI+Wt

30 pg/ml y el grupo “K107del” conformado por los tres tratamientos independientes
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con RPMI+K107del 30 ug/ml. Las proteinas totales se extrajeron como se indicd, y el
analisis LC-MS fue llevado a cabo por el CEQUIBIEM configurando los parametros
analiticos de espectrometro como se detalla en 3.5.1. Una vez obtenidos los espectros
MS/MS crudos en formato .raw, se procedid a la asignacioén de identidad peptidica en
un esquema bipartito (esquema 4.3.) utilizando el software Proteome Discoverer (PD)
operado por el CEQUIBIEM; y utilizando simultineamente el software MaxQuant
(MQ) (operado bajo la supervision del Dr. Sebastidn A. Trejo, especializado en
espectrometria de masas). El objetivo de realizar el mismo analisis utilizando dos
softwares distintos fue robustecer los resultados para evitar falsos positivos (o falsos
negativos). El proceso de robustecimiento detallado en 3.5.3. se basa en que ambos
softwares utilizan recorridos algoritmicos diferentes lo que podria repercutir en reportes

distintos de abundancias proteicas, segun el software usado.

PD MQ

[Identiﬁcacién } [ Identiﬁcacién}

re N\

[ Normalizacidén } { Normalizacion }

i N\

[ Analisis estadistico} { Analisis estadistico}

Set-PD DATOS Set-MQ
ROBUSTOS

Esquema 4.3. Proceso de robustecimiento para proteinas diferencialmente expresadas a partir
del tratamiento con proteinas recombinantes. El esquema resume los pasos llevados a cabo para generar
los reportes de proteinas diferencialmente expresadas con significancia estadistica y coincidentes para el software
PD y MQ. La identificacion de todas las proteinas presentes en cada tratamiento se llevo a cabo mediante PD y
MQ que a su vez permitio la cuantificacion del area bajo la curva de cada espectro asociado a cada proteina.
Posteriormente las areas relativas se normalizaron y compararon estadisticamente mediante t-test de dos muestras.
Los resultados repostados en base a la identificacion llevada a cabo para cada software se contrastaron y solo las
proteinas diferencialmente expresadas, estadisticamente significativas coincidentes para ambos softwares se
utilizaron para los pasos posteriores del estudio

106



Las proteinas identificadas por ambos softwares pueden visualizarse en la Tabla 4.6.
“Lista de proteinas y areas relativas identificadas por PD” entrando al siguiente enlace:
https://bit.1y/363Czj3; y la Tabla 4.7. “Lista de proteinas y areas relativas identificadas
por MQ” entrando al siguiente enlace: https://bit.ly/3j4SLnl. En las tablas se detallan
algunos parametros de utilidad, referenciados en la seccion ( 4.5.1. Puesta a punto para
la identificacion de proteinas de extractos totales de macrofagos humanos THP-1
utilizando tecnologia Orbitrap: la identidad de cada proteina identificada mediante el
Accession para Uniprot (éstos corresponden a la base de datos 2016, por lo que podrian
haber sufrido modificaciones en su denominacidon actual); en Descripcition que
corresponde al nombre de la proteina; el Coverge que corresponde al peso molecular en
kDa sin considerar PTMs, el valor de drea normalizado de cada proteina en cada muestra
y el Coverage Sequest HT (%) que presenta una medida de confianza calculada
sumando los scores de los péptidos identificados individualmente, mayores valores
representan identificaciones mas fiables (el nombre se debe al motor de bisqueda que

utiliza el software).

4.5.3. Analisis comparativo por t-test sobre los niveles de
expresion diferenciales de proteinas en células tratadas con

Wty K107del

Una vez confeccionadas las listas del apartado anterior se determinaron los niveles
diferenciales de expresion en cualquiera de los tres tratamientos comparandolos entre
si (Wt vs. Ctrol; K107del vs. Ctrol; Wt vs. K107del). Para ello se cotejaron las
abundancias relativas de cada proteina mediante el t-test de 2 muestras que analiza los
valores de abundancia como el promedio de los triplicados, y el valor p para cada
comparacion (sobre los valores de area de una proteina puntual entre los dos
tratamientos comparados). La estadistica se realizd procesando los datos en el software
Perseus como se detallo en la seccion 3.5.3. (este software permite el anélisis estadistico
de datos 6micos y consecuente confeccion de graficos, en una interfaz sencilla). En

primer lugar, los datos de abundancia se transformaron matematicamente aplicando el
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Logy, para reducir el rango de dispersion numérica. Luego datos provenientes de los
triplicados de cada tratamiento ensayado se agrupan en grupos: Ctrol, Wt y K107del.
Este proceso permitio el analisis comparativo de los tratamientos mediante el analisis
estadistico de los grupos al contrastar los resultados de dos tratamientos
simultdneamente. Estos analisis se muestran en los graficos de tipo volcan, que permiten
un acceso visual rapido a los valores diferenciales de expresion proteica que sean
estadisticamente significativos sobre el par de tratamientos comparados (Ctrol/Wt;
Ctrol/K107del o Wt/K107del). En la figura 4.28. se muestran los graficos volcan
generados para cada par comparativo mencionado, utilizando los resultados de
identificacion proteica obtenidos independientemente por PD o MQ. Cabe recordar que
en los cuadrantes superiores derecho e izquierdo agrupan las proteinas que como
minimo doblen (o reduzcan en dos veces) su valor de area medio respecto al tratamiento
con la que se la compare, considerando niveles de significancia estadistica de p<0,05.
La confeccion de los graficos volcan y el proceso de andlisis estadistico se describe en
mayor detalle en la seccion 3.5.3. De las proteinas reportadas en los cuadrantes
superiores derecho e izquierdo en los graficos de tipo volcan se extrajeron los valores
promediados de area ya transformados (Log2) con su respectivo desvio estdndar y se
utilizaron para construir la figura 4.29. donde se pueden visualizar las proteinas
diferencialmente expresadas para cualquiera de los tres tratamientos, agrupadas en sets
de datos para PD y MQ. Los nombres de las proteinas junto con su descripcion y su
codigo de identificacion (accession) de Uniprot se detallan en la tabla mostrada abajo.
En base a la identificacion de las proteinas diferenciales para cada par de tratamientos
comparados se continu6 con el proceso de robustecimiento de datos. Este paso constd
en aumentar el nivel de confianza de las proteinas expresadas diferencialmente para
seleccionar unicamente las mejores candidatas. Para ello se contrastaron las proteinas
reportadas tanto del set PD como del set MQ para cada par comparativo dado (Ctol/Wt;
Ctol/K107del; Wt/K107del) y se seleccionaron unicamente las proteinas diferenciales
coincidentes para PD y MQ. Es decir, se seleccionaron Unicamente las proteinas
diferenciales que en ambos softwares cumpliesen con los canones estadisticos. En la
figura 4.30. se detallan todas las proteinas robustas reportadas considerando los tres

pares comparativos posibles y sus niveles de expresion determinados en cada software.
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Figura 4.28. Graficos volcan utilizados para visualizar las proteinas diferencialmente expresadas para
cada tratamiento. Los graficos se confeccionaron comparando los valores p obtenidos mediante t-test en
funcién de la diferencia en abundancia de cada proteina. Las curvas dentro de cada grafico delimitan los
cuadrantes donde las diferencias en abundancia de las proteinas son significativas (superior derecho e
izquierdo) y las proteinas se resaltan en rojo con su codigo de identificacion para Uniprot. Los graficos A),
C) y E) muestran las abundancias comparadas para los pares Wt/Ctrol; K107del/Ctrol y K107del/Wt
respectivamente; a partir del set de datos obtenidos por PD. B), D) y F) muestran las abundancias comparadas
para los pares Wt/Ctrol; K107del/Ctrol y K107del/Wt respectivamente; a partir del set de datos obtenidos
por MQ. Los diagramas de Venn representan el nimero de proteinas diferenciales halladas para cada set de
datos y aquellas comunes a ambos.
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de datos MQ.

Desambiguacion de nombres para proteinas diferenciales. El cuadro muestra el Accession, nombre del
gen y nombre recomendado de las proteinas reportadas en la Figura 4.29. junto a un resumen del rol conocido
para cada proteina. (Datos recopilados de https://www.uniprot.org/).

Gen Accession
ABHD14B QI6IU4

AK1 P00568
ATP13A1 QYHD20

Nombre recomendado
Protein ABHD14B

Adenylate kinase isoenzyme 1

Manganese-transporting ATPase 13A1

Rol simplificado

Posible activadora de la transcripcion
Sintesis de ADP a partir de ATP y AMP

Transporte de manganeso al RE
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ATPSF1C

BIN2
CD44
CPSF5

DBN1
DNAJC7
EHD1
EIF6
FABP4
G3BP1

GSTM3

H2AC18
HEBP1
HMOX1

HUWEI1

ICAM1
ITB7

LONP1

MT-CO2
MVP

MX1

MYO18A

NCF2

PDAP1
PSMD7

PYGL

RAGP1
RPL9

RSU1

RUXGL

S10AB

SFXN1
SOD1

SUN2

TMEM109
TMEM33

TOMM70

P36542

QYUBWS5
P16070
BY9EMD6

Q16643
Q99615

QYHAMO
P56537
P15090
Q13283

P21266

QGFI13
QYNRV9
P09601

Q72627

P05362
U6D7Q6

P36776

P00403
Q14764

P20591
Q92614
P19878

Q13442
P51665

P06737

P46060
P32969

Q15404
ASMWD9
P31949

QYHI9B4
P00441

QYUH99

QYBVC6
P57088

094826

*Uniprot (actualizado 2020)

ATP synthase subunit gamma,
mitochondrial
Bridging integrator 2

CD44 antigen

Cleavage and polyadenylation specificity
factor subunit 5
Drebrin

Dnal homolog subfamily C member 7
EH domain-containing protein 1
Eukaryotic translation initiation factor 6
Fatty acid-binding protein, adipocyte
Ras GTPase-activating protein-binding
protein 1

Glutathione S-transferase Mu 3

Histone H2A type 2-A

Heme-binding protein 1

Heme oxygenase 1
E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1

Intercellular adhesion molecule 1

Integrin beta-7
Lon protease homolog, mitochondrial

Cytochrome ¢ oxidase subunit 2

Major vault protein

Interferon-induced GTP-binding protein
Mx1
Unconventional myosin-XVIlIa

Neutrophil cytosol factor 2

28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 7
Glycogen phosphorylase, liver form

Ran GTPase-activating protein 1

60S ribosomal protein L9

Ras suppressor protein 1

Putative small nuclear ribonucleoprotein G-
like protein 15

Protein S100-A11

Sideroflexin-1

Superoxide dismutase [Cu-Zn]
SUN domain-containing protein 2

Transmembrane protein 109

Transmembrane protein 33

Mitochondrial import receptor subunit
TOM70

Sintesis de ATP

Promueve la movilidad y la migracion celular
Receptor de la superficie celular (Célula-Célula)

activadora de la escision del extremo 3 'del pre-mRNA

Organizadora del citoesqueleto de actina

Actua como co-chaperona

Controla la reorganizacion / tubulacion de la membrana
Se une a la subunidad ribosémica 60S

Proteina transportadora de lipidos en adipocitos

Helicasa dependiente de ATP y magnesio

Conjugacion de glutation reducido a electrofilos
hidréfobos
Componente central del nucleosoma

Puede unirse a porfirinogénicos libres

Escinde el anillo hem en el puente de alfa metano para
formar biliverdina

Ligasa que media la ubiquitinacion y la degradacion
proteasomal

Ligando para la proteina de adhesion leucocitaria

Putativa: Actividad de receptor en sefializacon
Serin proteasa dependiente de ATP

Componente de la citocromo ¢ oxidasa

Requerido para la estructura de la boveda (vault)

GTPasa similar a dinamina inducida por interferéon con
actividad antiviral

Putativa: vincula las membranas de Golgi con el
citoesqueleto

activacion de la NADPH oxidasa latente (necesaria para
la produccion de superoxido)

Mejora el crecimiento celular

Componente del proteasoma 26S

Enzima alostérica en el metabolismo de los
carbohidratos
Activadora de GTPasa

Putativa: Union al RNA

Putativa: juega un papel en la via de transduccion de la
sefial Ras
Asociada con snRNP U1, U2, U4 / U6 y U5

Facilita la diferenciacion y cornificacion de
queratinocitos
Media el transporte de serina a las mitocondrias

Destruye radicales libres producidos dentro de las
células

Involucrada en la conexion entre la lamina nuclear y el
citoesqueleto

Putativa: media la respuesta celular al dafio del ADN

Reguladora de la red del reticulo endoplasmico tubular
(RE)

Receptor que acelera la importacion de todas las
proteinas precursoras mitocondriales
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Figura 4.30. Niveles de expresion de proteinas robustas diferencialmente expresadas en

macrofagos THP-1 tratados con Wt y K107del. Los graficos muestran las areas bajo las curvas,
determinadas segun se indica por PD o MQ para las proteinas robustas. Las areas reportadas por ambos softwares
se transformaron aplicandole el Log, para reducir la dispersion del rango numérico. Las barras representan el

promedio de tres experimentos diferentes + el desvié estandar. Los asteriscos muestran las diferencias
significativas analizadas por t-test con p<0,05.

4.5.4. Estudio de proteinas “ausentes/presentes” no consideradas

en el analisis t-test de dos muestras

Como se menciond, el andlisis estadistico t-test de dos muestras permite la comparacion
de las abundancias relativas de las proteinas comparando sus valores de area. Por la
naturaleza de este andlisis, son requeridos los valores numéricos de area mayores a cero
para al menos dos de tres triplicados ya que se contrastan los valores promedio de un
triplicado y el valor p. Por lo tanto, este tipo de andlisis no considera pares comparativos
donde no haya un valor numérico de area como promedio en uno de los tratamientos
comparados. Es decir, no se consideran en el analisis valores de 4rea no detectables por
el espectrometro de masas. Si bien, este fendmeno podria pensarse como un artefacto
técnico/metodologico, la altisima sensibilidad del espectrometro (Q-Exative) permite
deducir que la no deteccion de una proteina se corresponde con niveles debajo de su
umbral de deteccion. Consecuentemente, la intensidad (abundancia) de proteinas por
debajo del nivel de deteccion del equipo pueden considerarse como “proteinas ausentes”
a los fines practicos. Al analizar pormenorizadamente las tablas 4.6. y 4.7. varias

proteinas detectadas en algun tratamiento no presentan valores numéricos de area en

112



alguna/s réplica/s. La ausencia de area en una réplica no indica la ausencia de esa
proteina, si es posible hallarla en alguna de las réplicas restantes. Sin embargo, si en un
tratamiento dado ninguno de los triplicados presenta al menos un valor de area, es valido
considerar “ausente” a dicha proteina en esa condicion experimental. Con este criterio
se realizo el estudio de “ausencia/presencia” de proteinas a partir de las tablas 4.6. y
4.7. que quedaron fuera del andlisis estadistico t-test. Asi, una proteina se considerd
“ausente” para un tratamiento si no presentd valor numérico en ninguno de sus
triplicados y “presente” en otro tratamiento, si presentd valor numérico en todos sus
triplicados. Manualmente se analizaron todas las combinaciones posibles y los
resultados obtenidos por el anélisis de los sets PD y MQ se condensaron mediante el
proceso de robustecimiento antes descripto. Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 4.31. donde se visualizan aquellas proteinas presentes en los tratamientos con
proteinas recombinantes. No se evidenciaron proteinas ausentes comparando con el
Ctrol a partir del tratamiento con Wt y K107del. Es importante aclarar que si bien la
ausencia de valor numérico impide el andlisis estadistico por t-test, este analisis manual

contempla directamente los triplicados, confiriendo validez estadistica, pero sin valor

p.
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Figura 4.31. Niveles de expresion de proteinas robustas “ausentes/presentes” en macréfagos THP-
1 tratada partir de los tratamientos con Wt y K107del. Los graficos muestran las areas bajo las
curvas, determinadas segtin se indica por PD o MQ para las proteinas robustas. Las areas reportadas por
ambos softwares se transformaron aplicdndole el Log, para reducir la dispersion del rango numérico.
Las barras representan el promedio de tres experimentos diferentes + el desvio estandar. Los tratamientos
control no presentaron valores de area detectables en ninguno de los softwares utilizados para la
identificacion y cuantificacion proteica.

4.5.5. Resumen simplificado de los reportes
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Tanto los tratamientos con Wt y K107del sobre macrofagos THP-1 indujeron la
sobreexpresion de las proteinas: CD44 antigen (CD44 o HCAM), Homeobox protein
EMXI (Mx1), EH domain-containing protein 1 (EHD1), Intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM1), Heme oxigenase 1 (HO-1), apoliporptein A-I (apoA-I),
sequestosome-1 (SQSTM1/p62), Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), Ribosome
biogenesis regulatory protein homolog (RRS1). Puede observase que tanto en el
estudio de niveles diferenciales de expresion como en el estudio de ausencia/presencia
de proteinas, s6lo se observan como proteinas robustas aquellas que aumentaron sus
niveles de expresion respecto al tratamiento control cuando el tratamiento fue con Wt o
K107del. Sin embargo, entre los tratamientos con Wt y K107del no se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas en estas proteinas robustas. Por lo tanto,
analizando unicamente los niveles de expresion de proteinas robustas no puede
determinarse un efecto diferencial en la respuesta celular a la incubacion con K107del

respecto a la Wt.

4.5.6. Validacion metodologica de los resultados: precision de la
tecnologia Orbitrap

Como se aprecia en la figura 4.31. una de las proteinas detectadas para muestras tratadas
con proteinas recombinantes fue la misma apoA-I. Es posible deducir que se trata de la
proteina agregada exdgenamente, debido a que los niveles de expresion de apoA-I en
macrofagos son  basales (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000118137-
APOA 1/celltype); pero mas importante atin, porque no se detecta apoA-I en ninguno de

los tratamientos control.

Como estrategia de control de la precision metodoldgica, se aprovechd la ausencia de
la lisina 107 esperable para la “apoA-I"” detectada en las muestras tratadas con K107del
junto al patron de digestion triptica realizada durante el procesamiento de las muestras
(previo al analisis LC-MS). Cabe recordar que la tripsina hidroliza los enlaces
peptidicos en la posicidon carboxilica de cualquier arginina (R) o lisina (K). Con estos

datos y considerando la secuencia de las Wt y la K107del se analiz6 exhaustivamente
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entre los péptidos reportados como “apoA-I” por PD, hasta hallar aquellos que pudieran

evidenciar la ausencia de la lisina 107.
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Tanto las muestras tripsinizadas provenientes del tratamiento Wt como del tratamiento

K107del pueden contener el péptido KVOPYLDDFQK ubicado en las posiciones 94-

104 para la Wt (96-106 en la apoA-I nativa). Sin embargo, el péptido

plasmatica) s6lo podria encontrarse en digestiones tripticas de la Wt pero no de la

K107del.

Como se observa mediante la abundancia neta de los péptidos identificados como
apoaA-I (ver cuadro 4.1.) los datos provenientes del PD, indican que apoA-I fue
identificada en cada triplicado provenientes de células tratadas con Wt o K107del. Entre
los péptidos identificados como apoA-I asignados con el nivel de confianza High se
hallaron aquellos mencionados entre las posiciones 96-118 cuyas intensidades
normalizadas se indican en el cuadro. Estos resultados sugieren la evidencia de la
delecion de la lisina 107 para las muestras tratadas con K107del ya que solo se hallo el
KVOPYLDDFQK (que podria considerarse como péptido control) se encuentra en
todos los triplicados Wt y K107del.
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Cuadro 4.1. En el cuadro se indican las abundancias para los péptidos indicados, reportados por PD

Abundancia neta de los peptidos indicados por muestra (unidades arbitrarias)
Ctrol ‘Wt K107del
Secuencia peptidica 1 2 3 1 2 3 1 2 3
VQPYLDDFQK ND ND ND 2,4E+09 2,0E+09 7,7E+08 1,5E+09 9,1E+08 2,6E+09
KWQEEMELYRQK ND ND ND 2,7E+07 1,0E+08 ND ND ND ND

*ND: No Detectable

4.5.7. Validacion bioquimica de los hallazgos realizados por

Orbitrap

Como se describi6 anteriormente la confeccion del listado de las proteinas identificadas
y robustas se realizo con el fin de minimizar la probabilidad reportes falsos. Con esta
lista de proteinas reducida se procedi6 a validar bioquimicamente los hallazgos
mediante el analisis por Western blot. Para ello se realizd una nueva tanda de
experimentos, con nuevos lotes de proteina (provenientes de nuevas purificaciones),
nuevos lotes de insumos celulares y otro lote de células frescas (utilizando crioviales
con células recién descongeladas). Los experimentos se llevaron a cabo, bajo las
mismas condiciones: incubando los macrofagos con Wt y K107del durante 12 h a
30ug/ml final de proteinas recombinantes. El extracto proteico se obtuvo mediante
extraccion con RIPA separando los restos celulares de las proteinas en el sobrenadante
por centrifugacion a 20.000 r.p.m. durante 20" (no se continud con los pasos respectivos
a la preparacion de muestras para el andlisis LC-MS). Los sobrenadantes se alicuotaron

y congelaron inmediatamente a -80°C.

Para el analisis por Wstern blot, las cantidades de proteina total a sembrar por calle se
ajustaron conforme a la adecuada visualizacion de las bandas, siempre dentro del rango
de 8 a 40ug de proteina total por calle. En todos los casos la proteina total de las
muestras a sembrar se cuantifico mediante el kit micro-BCA y se utiliz6 a la B-actina
para normalizar las intensidades de las bandas y como control de carga. Para ajustar las
concentraciones de anticuerpo primario se realizd un ensayo Dot blot (no mostrado)

antes del andlisis por Western blot, y en todos los casos las diluciones de anticuerpos

116



primarios fueron de 1:100; 1:200 o 1:500. Los resultados mostrados en la figura 4.32.
validaron los hallazgos reportados anteriormente mediante el analisis orbitrap.
Desafortunadamente el anticuerpo anti-IFIT-1 no se encuentra disponible
comercialmente, lo que imposibilitd su validacion via Western blot. Por su parte al
deducir que el reporte de apoA-I consta de aquella agregada en los experimentos no se

considerd necesaria su validacion.
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Figura 4.32. Validacion mediante Western blot de los niveles de expresion de
proteinas robustas en macrofagos THP-1 a partir del tratamiento con Wt y K107del.
Las imagenes muestran el resultado del analisis por western blot de las proteinas
mencionadas utilizando anticuerpos primarios en diluciones que variaron de 1:100 a 1:500.
Los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa se utilizaron en diluciones de
1:10000 o 1:5000. Las imagenes se digitalizaron utilizando el equipo Chemidoc variando
los tiempos de exposicion acorde a la visualizacion de las bandas. Como se puede observar,
todas las proteinas analizadas confirmaron los resultados obtenidos mediante Orbitrap.

4.5.8. Seleccion de proteinas target para su estudio en el contexto

aterosclerotico

Una vez validadas todas las proteinas robustas se procedio a realizar una revision
bibliografica de cada una de ellas utilizando motores de busqueda para literatura
cientifica y diversas bases de datos. Como se grafica en la figura 4.33., no se hace
evidente un vinculo directo y lineal que permita asignar un posible rol metabolico
relacionado a la sobreexpresion de todas estas proteinas como conjunto. Sin embargo,
de la biisqueda bibliografica se destaca el nodo HO-1, p62, MMP-9. Como se representa
en la figura 4.33.B)., estas tres proteinas se encuentran vinculadas por el factor Nrf2,
(discutido mas adelante en la seccion 5.6.). Por fuera del nodo, en particular la proteina
polifuncional p62 se presenta como un posible target para el tratamiento de la

aterosclerosis, lo que pondera su importancia para la medicina traslacional. Estos
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hechos motivaron que la investigacion contintie en torno a la busqueda del vinculo

mecanistico entre apoA-I y la sobreexpresion de p62 observada [77].
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Figura 4.33. Relacion entre las proteinas robustas utilizando redes de interaccion proteina-
proteina. Las figuras muestran los resultados del estudio de interaccion proteina-proteina utilizando
la base de datos String. Las proteinas representadas por su codigo de letras sobre esferas se conectan
entre si mediante lineas de colores segun se indica en el grafico. La figura A) muestra todas las
proteinas robustas analizadas en String https://string-
db.org/cgi/network?taskld=bqqzmOPkEJ Ir&sessionld=I2PpeCOnQ5dr. La imagen B) muestra el
nodo p62 (SQSTMI1); HO-1 (HMOXI1); MMP9 y el factor Nrf2 (NFE2L2) https:/string-
db.org/cgi/network?taskld=bN90UnenezHs&sessionld=bDxkCrrgGoLA.

4.5.9. Criterio de seleccion de inhibidores para el estudio de la
dependencia en la sobreexpresion de p62 y la via Nrf2, a

partir del tratamiento con Wty K107del.

En este apartado se buscd comprobar si la sobreexpresion de p62 a partir del tratamiento
con proteinas recombinantes fue dependiente a la via Nrf2-Keap1 (detallada en 1.8.2.
Introduccion); planteando como estrategia el uso de inhibidores de esta via. Para ello se
realizd una aproximacion general utilizando diferentes inhibidores cuyos puntos de
inhibicidn accionen en diferentes niveles de la via. Este criterio se plante6 para probar

las eficiencias de los inhibidores y a la vez evaluar a qué nivel podria actuar la apoA-I
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generando la sobreexpresion de p62 (si la via Nrf2 estuviese implicada). Estos

inhibidores se resumen en el cuadro 4.2.

Cuadro 4.2. Clasificacion y mecanismos de accién de inhibidores de la via Nrf2-Keapl.

Sustancia

Clasificacion

Concentracion
inhibitoria

[Efecto comprobado en
THP-1

Efectos
contradictorios
reportados

Mecanismo de accion

lAcido ascorbico

Vitamina

ImM

Si

disminuye la traslocacion 3
micleo de Nrf2

lAcido transretindico

Derivado de vitamina

1uM

Si

disminuye la traslocacion 3
micleo de Nrf2; disminuye
lla union de Nrf? al ADN

disminuye la expresion de

[Resveratrol Polifencl >150pM Si Nrf2
. aumenta la degradacion de
[Luteolina Flavonoide 1-20uM si mRNA de Nrf2

Se llevaron a cabo entonces los experimentos de coincubacion con Wty K107del y los
diferentes inhibidores junto con un inductor de la via Nrf2 (ATO) a modo de control
positivo, como se muestra en la figura 4.34. El resultado muestra que algunas de las
sustancias presentaron efectos inhibitorios, activadores o nulos sobre la expresion de
p62 comparado al tratamiento con proteinas Unicamente. Sin embargo, el ATRA
(siendo el mejor candidato por haberse testeado previamente en macrofagos THP-1
[61]) mostrd una disminucion de los niveles de p62 visible a simple vista, comparado
con las células tratadas sin el inhibidor. También se puede observar en la figura que
todos los tratamientos llevados a cabo con Wt o KI107del aumentaron
significativamente los niveles de expresion de p62, al igual que el tratamiento con el

inductor de Nrf2: ATO.

Resulta llamativo observar que, si bien el tratamiento con K107del aument6 los niveles
de expresion de p62 de manera significativa respecto al control, estos niveles no
descendieron en presencia de los inhibidores de Nrf2; al contrario de lo observado para
la Wt. Para este experimento se calcularon las densidades Opticas y se normalizaron a
B-actina para su andlisis estadistico. Como se puede observar en la figura 4.34.B) esos
resultados se comprueban estadisticamente. En la figura se muestra unicamente los

resultados de los tratamientos con proteinas, el activador ATO y los cotratamientos
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proteicos con ATRA unicamente ya que el resto de los inhibidores ensayados no

presentaron efecto inhibitorio significativo.
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Figura 4.34. Niveles de expresion de p62 luego del tratamiento con diversos inhibidores de la via
Nrf2-Keapl en macréfagos THP-1 tratados con Wty K107del. La imagen A) muestra los resultados del
analisis por Western blot luego de separar las proteinas mediante SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10%,
sembrado 10pug de proteina total por calle. Las células se incubaron durante 12 horas con los tratamientos
indicados siendo el control: incubaciones con RPMI (ss); ATO: tridoxido de arsénico (activador de Nrf2); ATRA:
acido transretinoico; RSV: resveratrol; Lut: luteolina; AA: acido ascorbico. El grafico B) muestra los niveles
porcentuales de p62 en macrofagos THP-1 luego del tratamiento con Wty K107del unicamente o con el inhibidor
ATRA. Las barras muestran el promedio de tres experimentos distintos + el desvio estandar. Los asteriscos *
representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) evaluadas por t-test para las condiciones
indicadas.
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4.5.10. Determinacion de la acumulacion de p62 por el

tratamiento proteico, de manera dependiente de la via Nrf2

En base a los resultados del apartado anterior, se continudé con el estudio llevando a
cabo un set de nuevos experimentos variando los lotes de proteinas y los reactivos
celulares para constatar el resultado. Asi, luego de realizar cuatro experimentos distintos
sumando once réplicas totales de los tratamientos para el caso de la Wt y Wt+ATRA y
tres experimentos con siete réplicas para el caso de la K107del y K107del+ATRA, se
promediaron todos los datos normalizados a -actina, para su analisis estadistico. Estos
datos se utilizaron para construir el grafico de la figura 4.35. Como se puede observar
los niveles de p62 aumentan significativamente al incubar las células con la Wt, pero
en presencia del inhibidor ATRA estos descienden significativamente (p>0,05) entre un
20 a47%. En el caso de la incubacion con K107del, el nivel de p62 aumenta de manera
significativa respecto al tratamiento control sin proteinas y de manera similar a la
incubacion con la Wt, sin embargo, en el tratamiento con K107del, estos niveles no

descendieron en presencia del ATRA como si ocurri6 en el caso de la Wt.

1.2=

A)

Figura 4.35. Confirmacion de niveles de
expresion de p62 en macroéfagos THP-1 tratados
con Wty K107del y ATRA.
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En la imagen se muestra los niveles porcentuales
de p62 provenientes de cuatro experimentos y once
réplicas para la Wt y de tres experimentos y siete
replicas para la K107del. En A) las barras
representan el promedio de las replicas
T T T T mencionadas para cada caso =+ el desvio estandar y
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.;5“" & e & por t-test con valores p<0,05. La imagen B)
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la figura 4.34. la trazabilidad de los resultados.
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5. DISCUSION

5.1. Consideracion general

Para abordar la discusion de los resultados obtenidos es importante tener en
consideracion el objetivo general planteado en esta tesis. A lo largo de este trabajo se
intentd responder qué mecanismo/s subyace/n a la fisiopatologia manifestada en los
portadores de la mutante de delecion K107del.

Todos los experimentos realizados se plantearon para comprobar si la “K107del exhibe
diferencias respecto a la Wt” en tres niveles posibles:

1) A nivel funcional utilizando modelos de interaccion proteina /lipidos.

2) A nivel estructural utilizando experimentos de entrecruzamiento.

3) A nivel de la funcién y/o respuesta celular de macréfagos THP-1.

5.2. Influencia de la delecion de la lisina 107 en la

funcionalidad de apoA-I

Biofisica Funcional

Experimento Concentracion Lipidos ensayados Par comparativo (Presentd ;Cuaales?
proteica diferencias?

Pérdida decontenido en = Suboligomérica POPC; POPC:Col (4:1) WK 107del No

LUVs

Pérdida de contenido en Oligomérica POPC; POPC:Col (4:1) WK 107del No

LUVs

Interaccion con Suboligomérica POPC; POPC:Col (4:1) WK 107del No

monocapas

Micelizacion de MLVs Suboligomérica DMPC WK 107del No

Micelizacion de MLVs Suboligomérica DMPC Wit+BSYK107del+BS? Si Mayor capacidad de
micelizacidn por
K107del+B §°

Particulas por Suboligomérica DMPC WK 107del No

micelizacion - PAGE

Particulas por Suboligomérica DMPC Wt+BS K 107del+B §° No

micelizacion - PAGE

Particulas por Suboligomérica DMPC WK 107del No

micelizacion - TEM

Particulas por Suboligomérica DMPC Wt+BSYK107del+BS® Si Diferencia en la forma

micelizacion - TEM delas particulas
Wi+BS*+DMPC

Particulas asistidas por Suboligomérica DMPC:Colato WK 107del No

colato - PAGE

Particulas asistidas por Suboligomérica DMPC:Colato Wt+BS K 107del+B &* No

colato - PAGE

Interaccion con nLDL Oligomérica LDL nativas WK 107del No

Ensayo de binding con Oligomérica LDL nativas WK 107del No

nlLDL

Ensayos en plasma total Oligomérica Fraccion plasmatica WK 107del No

completa

Cuadro 5.1. Resultados de los experimentos de biofisica funcional resumidos.
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Para comenzar a discutir este apartado, en el cuadro 5.1. se resumen los resultados
obtenidos esquematicamente acorde a la consideracion general antedicha. Como puede
observarse; utilizando diversos modelos no se lograron evidenciar diferencias
funcionales para K107del y la Wt al caracterizarlas en su condicion nativa y libre de
lipidos. Este resultado se refleja tanto en modelos biofisicos puros (sistemas lipidicos
simples) como en ensayos con lipoproteinas plasmaticas, demostrando que la mutacion
no afecta la interaccion con sistemas lipidicos simples, asi como tampoco con mezclas
complejas de lipidos y proteinas accesorias (lipoproteinas plasmaticas). Curiosamente,
la concentracidn proteica parece no tener efectos sobre la eficiencia en la induccion de
perdida de contenido de LUV y/o en la interaccion con nLDL. Esta idea parece coincidir
con los trabajos de Massey 1981 y Jayaraman 2011 quienes sostienen que la lipidacion
de apoA-I solo ocurre mediante el estado monomérico de la misma; es decir que los
monomeros son los principales encargados de interaccionar con lipidos. Como se
muestra esquematica y simplificadamente en la ecuacion 1, puede considerarse al
equilibrio de autoasociacion de apoA-I como un fendmeno dindmico y elastico. De
manera tal que, aunque los monomeros libres de lipidos pasen a formar parte del
complejo [proteina-lipido], la concentracion monomérica libre de lipidos podria
permanecer constante por el principio de Le Chartelier; hallando un reservorio de

monomeros en los estados oligoméricos.

Oligomero Monémero Complejo lipoprotéico

[ApoA-I]" NAPOA-I ———— [ApoA-I/Lipidos]

Lipidos

Ecuaciéon 1. Formacion de lipoproteinas mediante monémeros de apoA-lI. La ecuacion
simplifica la hipotesis del “mondémero funcional” propuesta por Massey et al. 1981. Tomada y
modificada Massey ef al. 1981 doi: 10.1016/0006-291x(81)91768-x.

Esta hipdtesis podria parecer invalida al revisar los resultados de la interaccion con
DMPC de los oligdmeros entrecruzados, ya que ambas variantes son capaces de formar
algun tipo de particula lipoproteica en cualquiera de sus estados oligoméricos. Este

resultado es novedoso y muestra que tanto mondémeros, dimeros, trimeros y tetrdmeros
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de apoA-I son capaces de formar complejos con lipidos. A raiz de la evaluacion de la
fluorescencia intrinseca, se puede suponer que estos complejos conservan la
conformacidon monomérica ya que no presentan corrimientos espectrales. Esta
afirmacion requiere ensayos mas detallados ya que los cuatro triptéfanos de apoA-I se
encuentran en la region N-terminal (W8; W 50; W72; W108) y no necesariamente dan
informacion certera sobre la region C-ter. Otro dato sumamente llamativo es que todos
los oligdmeros forman particulas de igual tamafio que los monomeros al interactuar con
DMPC (figura 4.22.). Al analizar los corrimientos espectrales en los oligomeros de
ambas variantes libres de lipidos, tampoco se observan corrimientos entre los
oligomeros de cada variante. Estas observaciones permiten imaginar a los oligdmeros
como “aglomeraciones” de monoémeros interaccionando entre si, pero sin modificar su
estructura monomérica. Es decir, que los oligdmeros per sé parecieran no poseer una
estructura o funcion diferenciada a la apoA-I monomérica. Sin embargo, cabe recordar
que en todos los casos se analizaron los oligdmeros entrecruzados lo que restringe las
posibilidades de reacomodamiento por parte de las proteinas en un complejo lipidado.
Continuando entonces con la hipotesis del “mondmero funcional”, alteraciones
estructurales o funcionales producidas en la apoA-I monomeérica a causa de la delecion
de la lisina 107 podrian observarse con mayor claridad al analizar exclusivamente los
monomeros.

Se sabe que la K107del presenta un corrimiento al rojo de ~2-3 nm, junto con un mayor
acceso del bis-ANS a las regiones hidrofébicas de la proteina. Estos reportes permiten
suponer que 1) la K107del presenta una mayor flexibilidad conformacional (como
sostienen los autores [31]); o 2) que al menos algun triptofano se encuentra mas
expuesto al entorno acuoso como es el caso del W108. Al estudiar la funcion de
K107del comparativamente a la Wt (ambas en su estado monomérico), se evidencia que
las alteraciones estructurales mencionadas no acarrean un efecto evidente en la
funcionalidad de ambas variantes. Esto puede deberse justamente a la gran flexibilidad
conformacional intrinseca de apoA-I. Ya que alteraciones estructurales pequeiias en la
proteina libre de lipidos pueden ser compensadas cuando la proteina se reacomoda o
“rearregla” en su estado lipidado (por ejemplo, al formar los cinturones ecuatoriales de

las rHDL). Este efecto podria disimular alteraciones estructurales “leves” a nivel
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terciario. Inclusive se sabe que alteraciones mayores; por ejemplo, la sustitucion de los
4 triptofanos por fenilalaninas, no acarrean consecuencias en la capacidad de
micelizacion del DMPC como reportaron Jayaraman et al. 2011.

Para estudiar la posible capacidad de rearreglo por parte de las variantes al interactuar
con lipidos, se decidio bloquear su flexibilidad conformacional intrinseca entrecruzando
directamente los monomeros de cada variante. Este proceso permite obtener una
“instantanea” de la estructura terciaria monomérica. Como se puede apreciar en los
ensayos de micelizacion del DMPC (seccion 4.2.4. de Resultados), los mondmeros de
Wt entrecruzados sufren mayores alteraciones funcionales comparativamente a la
K107del. Mediante estos ensayos no puede definirse si estas alteraciones son debidas a
que la K107del tiene una lisina menos para que el BS® reaccione (es decir una
explicacion independiente a la estructura). Sin embargo, podria considerarse que el
hallazgo de alteraciones en la forma tridimensional de las lipoproteinas obtenidas con
Wt+BS3/DMPC mediante TEM vincula la restriccion estructural a la pérdida de su
funcion, como se observa en la figura 4.12. Como se mencion6 y de acuerdo con la
hipotesis de una mayor flexibilidad conformacional por parte de la K107del, la menor
afectacion funcional para K107del+BS?® comparativamente a la Wt+ BS® podria
explicarse por: 1) alteraciones en su equilibrio plegado & desplegado (a nivel
secundario o terciario), hallandose mas tiempo desplegada que la Wt; o 2) cambios
permanentes en su estructura terciaria. Lamentablemente ninguna de estas posibilidades
puede descartarse al evaluar la fluorescencia intrinseca de las variantes libre de lipidos
o lipidadas ya que el corrimiento neto de ~2 nm observado en la K107del se mantiene
en las rHDL. Mediante el estudio de la fluorescencia intrinseca utilizando estas
metodologias tampoco se puede confirmar si los cuatro triptéfanos o sélo el W108
presentan una mayor exposicion al solvente en la K107del libre de lipidos o lipidada.
Como se puede adelantar, basandose en los andlisis funcionales realizados a lo largo de
esta tesis; la explicacion de la fisiopatologia observada para K107del pareciera
encontrar su fundamento en otras dos causas posibles: alteraciones estructurales o bien

en su funcionalidad/respuesta celular.
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5.3. Influencia de la delecion de la lisina 107 en la

estructura terciaria

Para realizar un resumen de resultados, en este apartado se puede observar en el cuadro
5.2. A diferencia de los experimentos realizados para analizar la funcionalidad de Wty
K107del, la mayoria de los analisis estructurales mostraron que estas variantes
presentan diferencias estructurales entre si. Es evidente entonces, que posiblemente la
fisiopatologia presentada por los portadores de K107del ha de encontrar su explicacion

-o parte de ella- en motivos estructurales.

Biofisica Estructural

Experimento Condicion Presento diferencias? ¢ Cuales?
Equilibrio de multimeros - PAGE Nativa No
Entrecruzamiento monomérico - Entrecruzadas No
PAGE
Entrecruzamiento oligomeros - Entrecruzadas Si Menor capacidad de
PAGE oligomerizacién para K107del
Abundancia de multimeros Entrecruzadas Si Menor capacidad de
entrecruzados - FPLC oligomerizacion para K107del
Fluorescencia intrinseca en Nativa Si Corrimiento al rojo de ~2 nm
monomeros libres de lipidos para K107del (1er reporte
Ramella et al. 2012)
Fluorescencia intrinseca en Entrecruzadas Si Corrimiento al rojo de ~2 nm
monomeros libres de lipidos para K107del
Fluorescencia intrinseca en Entrecruzadas Si Corrimiento al rojo de ~2 nm
oligomeros libres de lipidos para K107del
Fluorescencia intrinseca en Entrecruzadas Si Corrimiento al rojo promedio
oligomeros + DMPC de ~2 nm para K107del
Dominios interactuantes en estado Entrecruzadas Si Nodos y xlinks diferenciales
monomerico entre Wty K107del

Cuadro 5.2. Resultados de los experimentos de biofisica estructural resumidos.

Se observd que K107del presenta una capacidad considerablemente menor para la
formacién de oligbmeros como reflejan las abundancias porcentuales calculadas
mediante FPLC en el apartado 4.3.3. de Resultados. Sin embargo y llamativamente,
cuando las variantes no se encuentran entrecruzadas quimicamente este efecto parece
disminuir o al menos no resulta tan notorio al ser analizado mediante PAGE (figura
4.17.). Estos resultados parecen indicar que la K107del posiblemente manifieste su
comportamiento alterado al sinergizar con otro tipo de modificaciones post

traduccionales como oxidaciones, entrecruzamiento, clivaje enzimatico, etc. Esta
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hipotesis recientemente propuesta (Diaz y Gisonno ef al. 2020), parece coincidir con la
bibliografia disponible ya que los efectos funcionales reportados para la K107del junto
a sus consecuencias fisiologicas son contradictorias en numerosos estudios. Por
ejemplo, Nofer et al. 1995, reportaron que solo los portadores masculinos de K107del
presentaron niveles bajos de HDL. ;Podria este efecto vincularse a los habitos? Los
factores exdgenos como ser tabaquismo, dieta, etc. afectan la calidad y cantidad de las
HDL. Por otra parte, en el caso de los reportes clinicos algunas observaciones
contrapuestas podrian explicarse debido a que los analisis se realizaron siempre sobre
sujetos heterocigotas para apoA-1¥107del,

Mas alla de la expresion fenotipica de la variante, no hay un acuerdo sobre las
consecuencias fisiopatologicas de la mutacion. Si bien el hallazgo de la portacion de

apoA_IKl 07del

en pacientes se produce al diagnosticar patologias como aterosclerosis
severa, amiloidosis o dislipemias (generalmente niveles bajos de C-HDL), Utermann
1982, Rall 1984, Moriyama 1996, Amarzguioui 1998 y Ljunggren 2013 discutieron el
hecho de no poder encontrar una relacion “directa” y “predecible” entre la portacion de
la variante y la clinica manifestada en los pacientes. Sin embargo, a pesar de que las

[K107del ho son claras,

consecuencias fisiologicas observadas en los portadores de APOA-
las alteraciones estructurales parecen ser un hecho confirmado. Ya en 1984 Rall
hipotetizo sobre las posibles consecuencias estructurales de la delecion de la lisinal07
al disrumpir el registro alfa helicoidal de la proteina. Por otra parte, la menor capacidad
de oligomerizacion observada para K107del en esta tesis es consecuencia directa de la
delecion de la K107, ya sea por la ausencia del grupo -NH> en la posicion 107 o bien
por la disrupcion alfa helicoidal causada por ausencia de un aminoécido. En este sentido
Gorskova ef al. 2014 utilizando una mutante de sustitucion K107A sugirieron que la
ausencia del grupo -NH; en la posicion 107 no altera per sé al plegamiento de la apoA-
I. Sin embargo, los resultados del andlisis de dominios interactuantes por
entrecruzamiento presentados en esta tesis muestran que la K107del presenta una
estructura terciara distinta o alterada respecto a la Wt. Posiblemente esta alteracion se
vincule directamente con la capacidad de oligomerizacion notablemente reducida para

la K107del. Por su parte Ramella ef al. reportaron una mayor laxitud estructural en

presencia de guanidina por parte de K107del respecto a la Wt. Concordantemente con
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esta hipdtesis, en este trabajo se descubrio que el entrecruzamiento entre las K77-K88
disminuye un 67% en la K107del cuando se compara con el mismo péptido
entrecruzado en la Wt. Este hallazgo adquiere valor al observar el modelo consensuado
de apoA-I donde las H4 y H5 que se encuentran yuxtapuestas, estarian distantes una de
la otra en el caso de la K107del, vinculado una estructura mas laxa. Al observar los
“nodos” de entrecruzamientos (crosslinkings) diferenciales compuestos por una misma
lisina interactuando con otras, se puede llegar a conclusiones similares. Ciertas lisinas
parecen de utilidad como reporteras de la estructura terciaria: por ejemplo, la K118 se
encuentra interactuando con las K107 y K226 mayoritariamente en la Wt; mientras que
en la mutante se encuentra interactuando mayoritariamente con las K12, K106, K182 y
K226, como se ilustra en la figura 5.1. Lo mismo ocurre al evaluar el nodo N-ter, que
solo en la K107del se encontré mayoritariamente unido a las K40, K133, K140 y K182.
Estos resultados muestran que K107del presenta un patron de entrecruzamiento
diferencial a la Wt apoyando la idea de una mayor flexibilidad conformacional o de una
estructura terciaria diferente a la Wt. Cabe considerar que, en algunos casos las mismas
lisinas entrecruzadas son reportadas como diferenciales tanto para Wt como para la
K107del; esto puede deberse a patrones de fragmentacion diferenciales por la
tripsinizaciéon como se observa en la tabla 4.4. para los xlinks 1); 9); 10); 24); 25);
formados entre el N-ter y la K12. A su vez pueden ocurrir PTM diferenciales que
generan valores de m/z distintos, como es el caso de eventuales oxidaciones que
aumentan el valor de MH en 15.999 kDa, como se observa en la tabla 4.4. para los
xlinks 5) y 6). En cualquiera de las dos situaciones mencionadas, la delecion de la K107
es responsable de esas diferencias y resta determinar de qué manera estas alteraciones
son consecuencia de la delecion de la lisina. En su conjunto, estos datos sugieren que la
lisina 107 es clave para mantener la estructura terciaria de la apoA-I monomérica libre

de lipidos.
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Figura 5.1. Lisinas interactuantes para Wty K107del dentro del nodo “K118”. En la figura
se muestran las lisinas interactuantes que forman parte del nodo K118 sobre el modelo
consensuado de apoA-I. Ambas proteinas se modelaron mediante Swissprot y con el plugin
Modeller 9.24. en el software Chimera 1.14. utilizando la secuencia recombinante de Wt y
K107del (sin la lisina 107). No se obtuvieron diferencias significativas en los modelos
obtenidos tanto por Swissprot como por Modeller La imagen se construyd utilizando el
modelado obtenido de Swissprot graficado en PyMol, donde la lisina 118 se muestra en rojo
para ambas variantes, en verde: las lisinas 107 y 226 para la Wt, y las lisinas 12, 106, 182 y 226
para la K107del. La linea discontinua amarilla indica las distancias en A, sefialadas en la
imagen.

5.4. Influencia de la delecion de la lisina 107 en la
funcion/respuesta celular

Los resultados que se discutiran aqui presentan la ventaja de haberse obtenido con las
técnicas mas modernas y de altisima precision, respetando estrictos canones
estadisticos. Sin embargo, como desventaja se debe decir que s6lo fueron comprobados
en una Unica linea celular; lo que limita los alcances de estos hallazgos. Por otra parte,
es importante recordar que se utilizaron proteinas recombinantes en lugar de sus
variantes plasmaticas purificadas. Si bien tanto en los experimentos celulares como en
los biofisicos se utilizaron proteinas de alta pureza (>95%), es importante mencionar
que la misma se calculd por densitometria sobre imdgenes de los geles de

poliacrilamida; dejando de lado asi, cualquier contaminante no proteico. En el mismo
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sentido se puede pensar los efectos reportados por apoA-I fisiologica sobre estudios in

vitro, puede acarrear contaminantes plasmaticos que podrian alterar los resultados.

5.5. Coincidencias y discrepancias en respuesta

celular frente a Wty K107del

Resulta esperable que tanto Wt como K107del generen la sobreexpresion de las mismas
proteinas robustas. Esta observacion es afin con la hipdtesis de que K107del no acarrea
per sé consecuencias funcionales como se demostrd en sistemas biofisicos mediante
analisis in vitro con lipoproteinas plasmaticas y se consolida en andlisis celulares con
macrofagos THP-1. Finalmente, los andlisis por Western blot confirman estos
hallazgos, asi la lista de 9° proteinas que las células sobreexpresan a partir del
tratamiento con Wt y K107del surgen como candidatas a una mayor exploracion en su
rol metabodlico frente al tratamiento con estas apolipoproteinas. Posiblemente, no todas
ellas respondan necesariamente a esta logica, para discernir las respuestas inespecificas
se dispone de apoA-IV recombinante (generosamente donada por el laboratorio del Dr.
W. Sean Davidson) con el fin de repetir los ensayos al menos a nivel del Western blot
en busca de respuestas inespecificas utilizando una proteina intercambiable, también
recombinante. Lamentablemente por razones de tiempo, no se logrd realizar estos

estudios hasta el momento.

Dado que estudiar todas las proteinas en profundidad es inviable econdmica y
temporalmente, se utilizo un criterio de seleccion relativamente arbitrario, pero valido:
Sobre las proteinas identificadas solo aquellas con vinculos reportados previamente con
el metabolismo lipidico serian las proteinas target. Se dio asi con los hallazgos de la
aparente activacion de la via Nrf2 por parte de apoA-I (resultados que se discutirdn mas
adelante). Sin embargo, por el andlisis estadistico de los niveles de expresion mediante
PD y MQ se obtuvo valiosa informacion, ya que en el caso puntal del analisis por PD

se hallaron proteinas diferencialmente expresadas en el tratamiento con ambas

*cabe recordar que apoA-I proviene de los tratamientos y no de una sobreexpresion.
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variantes. Nuevamente al momento de seleccion de proteinas se dejaron de lado las
aquellas proteinas que no cumplieron con el criterio de “robustecimiento”. De todas
maneras, se decidié analizar SUN2 ya que es una de las proteinas que mayor diferencia
estadistica presento entre Wt y K107del, y concordantemente, los niveles de expresion
detectados por Western blot fueron coincidentes a los informados por el PD como se
muestra en la figura 5.2. Esto da cuenta de la importancia que representa continuar estos
analisis a futuro, posiblemente teniendo en cuenta también aquellas proteinas no

robustas.

Ctrol vs. K107del
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p-Actina

PD Figura 5.2. Niveles de expresion de SUN2

determinados por PD y validado por Western
blot. Las imagenes muestran los niveles de
expresion de SUN2, una de las proteinas reportadas
con niveles diferenciales de expresion entre Wt y
K107del por PD. Estos resultados se validaron por
Western blot confirmando los hallazgos obtenidos

24 B K107del mediante LC-MS Orbitrap.

Por otra parte, las proteinas CD44, Mx1, EHD-1, ICAM-1, HO-1, p62, IFIT-1, MMP-
9 y RRSI no estan vinculadas entre si por una Unica via metabodlica, ni pueden
establecerse relaciones entre ellas facilmente. Estas proteinas no tienen roles
preponderantes en el metabolismo lipidico, ni puede explicarse el vinculo con la
incubacion con apoA-I, por el momento. Sin embargo, como ya se menciono, p62 fue
seleccionada por formar parte de un nodo con MMP-9 y HO-1. A su vez, p62 se reportd
en trabajos recientes como proteina target para el tratamiento contra la aterosclerosis,

haciéndola sumamente interesante en el marco de estos resultados [77].

5.6. Posible implicancia fisiologica de las proteinas

robustas y relevancia del nodo p62, MMP-9, HO-1
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Para analizar la importancia del nodo vinculado al rol fisiologico de apoA-I como
proteina antiaterogénica, se reviséd la bibliografia en vistas del posible vinculo entre
estas proteinas y la condicion patoldgica. Para ello se decidio investigar reportes previos
de modelos in vivo respecto a la sobreexpresion o el knock out de dichas proteinas.
Tipicamente se utiliza como modelo de aterosclerosis in vivo, a ratones mutantes apoE"
/- alimentados con dietas ricas en colesterol (1.25%) y grasas (21%) [78]; ya que como
es sabido, los ratones no desarrollan placa ateromatosa per sé. Solo ratones knockeados
para apoE, son capaces de formar placa ateromatosa alimentados con esta dieta.
Interesantemente se encontrd que algunos grupos estudiaron estas proteinas en el
contexto de ratones apoE™". Asi, Sergin e al. 2016 comprobaron que para ratones doble
mutantes apoE”" y p62”" la placa aterosclerotica en la aorta aumenta significativamente
su tamafio y complejidad atribuyendo este resultado a la deficiencia de p62, otorgandole
un rol ateroprotector a esta proteina [ 79]. En el mismo sentido Yet et al. 2003 reportaron
resultados similares para ratones doble mutantes APOE”" y HO-1"~ concluyendo que la
deficiencia de HO-1 genera un aumento significativo en el tamafio y complejidad de la
placa ateromatosa desarrollada en estos ratones [80]. En conjunto con estos resultados
Wu et al. 2011 revisaron el rol de HO-1 en la enfermedad cardiovascular -entre ellas la
aterosclerosis-, concluyendo que esta enzima posee un potente rol antiinflamatorio y
antioxidante, planteando asi su potencial como target terapéutico para el tratamiento de
la aterosclerosis [81]. En concordancia con estos reportes, la interpretacién del nodo
p62 reportado en esta tesis se profundiza al analizar los reportes de Johnson et al. 2005
[82]. En estos estudios trabajando nuevamente con ratones doble mutantes apoE™" y
MMP-97 los autores determinan que el desarrollo de placa ateromatosa aumenta en
tamafio y se vuelve mds compleja, a consecuencia de la ausencia de la MMP-9

9", La misma

comparativamente con aquella desarrollada por ratones APOE"- MMP-
observacion realizaron sobre otra metaloproteinasa de matriz (MMP) la MMP-3. La
relevancia de las MMP viene dada por la capacidad de desestabilizacion de la placa por
ruptura de las lesiones aterosclerdticas, pudiendo repercutir en trombosis. En cambio,
para el caso de las MMP-3 y MMP-9 los autores atribuyen roles ateroprotector

proponiendo que estas proteinasas limitan el crecimiento de la placa. Lamentablemente

en la literatura también se encuentran reportes contradictorios a los mencionados. Por
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ejemplo, Zhou et al. 2016; demostraron que al incubar macrofagos THP-1 con altos
niveles de oxLDL aumenta los niveles de p62 al bloquearse la autofagia, acarreando
como consecuencia el aumento en la expresion de MMP-9. Liang y Guan 2017
estudiaron los resultados controversiales sobre p62 y su rol dual en el desarrollo
aterosclerotico, concluyendo que se trata de una proteina blanco interesante para el
desarrollo de tratamientos direccionados a regular la actividad de p62 en el futuro

[771[83].

En su conjunto, los niveles de expresion de proteinas no son parametro suficiente para
comprender si éstos son causa o consecuencia de una condicidon patologica. Sin
embargo, cabe mencionar que no se trabajo con un modelo de macrofagos
ateroscleroticos (foam cells) sino, que se decidid estudiar el sistema basal (macrofagos
THP-1 sin encontrarse “precargados” con lipidos). Asi, la sobreexpresion de proteinas
a partir del tratamiento con apoA-I podria considerarse como un mecanismo protector
que es propio de la proteina ante el eventual proceso aterosclerdtico. También, la
concentracion utilizada en los experimentos celulares es similar a las plasmatica, por lo
que la sobreexpresion de las proteinas reportadas podria considerarse dentro del marco
fisiologico. De todas formas, cabe mencionar que no es conocida la concentracion
sublocalizada de apoA-I en el entorno microscopico de la tunica intima, donde tiene
lugar la nucleacion aterosclerotica. Estas razones llevan a preguntarse si los efectos
observados en este trabajo de tesis pueden o no extrapolarse adecuadamente a la

condicidn patoldgica.

5.7. Acumulacion de p62 de manera dependiente a la
via Nrf2, a partir del tratamiento con Wt pero no

con K107del.

Con basamento en los resultados obtenidos con coincubaciones de las variantes
recombinantes con ATRA, es posible concluir que existe una dependencia de los niveles

de p62 expresados y la inhibicidon de la via Nrf2. Estos resultados son contundentes
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considerando que los niveles fueron determinados a partir de cuatro experimentos
independientes utilizando un total de once réplicas experimentales. En el mismo
sentido, con tres experimentos y siete replicas se puede determinar que, en cambio
K107del acumula p62, pero de manera independiente a Nrf2. Por otra parte, p62 puede
pensarse como una encrucijada de senalizacion ya que es confluencia y punto de partida
de diferentes vias como Nrf2, TRAF6, aPKC, mTORCI, etc. Esta realidad hace dificil
determinar en qué grado la acumulacion de p62 es generada via Nrf2 exclusivamente;
sin embargo, al inhibir esta via se constatd que en incubaciones con la Wt los niveles
de p62 decrecen entre un 20-40%. Aunque podria parecer controvertido que Wt y
K107del tengan capacidad de acumular p62 de manera dependiente o independiente a
Nrf2 respectivamente; un ensayo preliminar utilizando el modelo Wt y oxWt arrojé
resultados similares, como se muestra en la figura 5.3. discusion. Estas observaciones
consolidan la hipotesis de que la Wt tinicamente es capaz de activar la via Nrf2 y que si
la proteina se encuentra dafiada (oxidacion) o alterada (delecion de K107), la activacion
de la via puede fallar. Al momento no se encontraron reportes previos que vinculen a
esta via Nrf2-Keapl con la apoA-I. Por ese motivo se llevaron a cabo controles con
apoA-I plasmatica y no presentaron aumentos en los niveles de p62. Con estas
consideraciones se presentan dos posibilidades: o bien los resultados presentados de los
estudios celulares pueden ser artefactos propios del modelo utilizado (proteinas
recombinantes); o bien se requieren un mayor numero controles para determinar la
veracidad de los reportes. Particularmente se puede optar por la segunda opcidn ya que
solamente se utilizo un Unico lote de apoA-I plasmatica realizando una tnica replica de
un unico experimento como control. Y, cabe aclarar que la apoA-I plasmatica puede
llevar consigo contaminantes proteicos, lipidicos o de otra indole que repercutan en
efectos “beneficiosos” para este control. Sin embargo, como se menciond al principio,
el mismo criterio aplica a la Wt y K107del ya que podrian arrastrar contaminantes no
proteicos. Para resolver esta disyuntiva, resta repetir estos ensayos utilizando apoA-IV
recombinante y apoA-I plasmatica como controles. Fuera de toda controversia, al
menos con el modelo recombinante los resultados son s6lidos ya que se demostraron

utilizando distintos lotes de proteinas, purificados mediante diferentes métodos y por
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diferentes operarios. A la vez se ensayaron diferentes tiempos 4, 12 y 20hs y

concentraciones de 1 y 30 pg/ml, obteniendo resultados repetitivos.

?v
K?ﬁ% Figura 5.3. Niveles de expresion de p62 luego de

4o incubar los macrofagos THP-1 con oxWt. Las

or  oF imagenes muestran los niveles de expresion de p62 de un

p62 unico experimento luego de realizar tratar los macrofagos
et por 12 horas con oxWt 30 mg/ml y oxWt 30 mg/ml +

B-Acting [ s ATRA 2 uM. En este experimento preliminar no se

parecian diferencias en los niveles de expresion de p62
entre los tratamientos.

Cada sistema de inhibicion requiere una puesta a punto, independientemente a que
existen dosis de inhibicion reportadas, dado que la mayoria de ellos pueden actuar como
activadores o inhibidores y en la bibliografia presentan resultados contradictorios, por
motivos de pragmatismo se utiliz6 el inhibidor que funciond mejor, pero a la vez con

reportes previos en la misma linea celular [61].
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. CONCLUSIONES PARCIALES

1) La delecion de la lisina 107 en apoA-I no genera alteraciones funcionales en su
interaccion con lipidos puros o lipoproteinas plasmaticas (al menos in vitro).

2) La delecion de K107del en apoA-I provoca alteraciones estructurales a nivel
estructural terciario presentando patrones de entrecruzamiento de lisinas
diferenciales a la Wt.

3) Las alteraciones estructurales terciarias asociadas a la deleciéon de K107 en
apoA-I alteran su equilibrio de autoasociacion; haciéndola menos propensa a
oligomerizar.

4) Wt y K107del tienen la capacidad de inducir la sobreexpresion de al menos 9
proteinas: CD44, Mx1, EHD-1, ICAM-1, HO-1, p62, IFIT-1, MMP-9 y RRS1
en macrofagos THP-1.

5) Wt acumula la proteina multifuncional p62 de manera dependiente a la via Nrf2.

En cambio, K107del acumula p62, de manera independiente a la via Nrf2.

6.2. CONCLUSION GENERAL:

K107del no presenta per sé alteraciones funcionales en sus propiedades biofisicas, en
cambio presenta una estructura terciaria alterada respecto a la Wt, que podria explicar
parte de sus efectos fisiopatologicos en los portadores heterocigotas de esta mutante de
delecion. Por otra parte, la delecion de la lisina 107 modifica el equilibrio de
autoasociacion de la proteina haciéndola mas propensa a encontraste en su estado
monomérico. En tanto los efectos en células humanas, K107del podria presentar una
respuesta celular alterada respecto a la Wt en macrofagos THP-1. Frente al tratamiento
con Wt y K107del los macréfagos sobreexpresan proteinas de manera equivalente en
ambos tratamientos, sin embargo, solo Wt acumula la proteina p62 de manera

dependiente a la via Nrf2-Keapl.
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Por lo tanto, la mutante de delecién apoA- puede explicar sus efectos patoldgicos

por sus alteraciones estructurales, y en la respuesta celular.

6.3. PERSPECTIVAS

La primera perspectiva insoslayable es la continuacion de los experimentos celulares
para confirmar mediante los controles discutidos la activacion diferencial por parte de
la Wt y la K107del de la via Nrf2-Keapl. Una vez finalizadas las validaciones
pertinentes restara seguir indagando en el vinculo entre esta via y la funcion de apoA-I,
ya que hasta el momento no se habia reportado una relacion entre ellas. Este nuevo set
experimental involucrara una bisqueda exhaustiva del mecanismo de activacion de la
via por parte de la apoA-I para comprender su funcién normal y de qué manera la
afectacion de la misma podria corresponder a una situacion patoldgica. Como se
propuso en esta tesis, un recorrido clasico experimental podria ser mediante el uso de
diversos inhibidores y analizando, por ejemplo, la presencia de Nrf2 en ntcleo o
citoplasma. Simultdneamente no puede ser descuidado el andlisis de las proteinas
descubiertas en esta tesis como sobreexpresadas a partir del tratamiento con apoA-I.
Tanto aquellas que conforman el nodo p62: HO-1 y MMP-9, como el resto de las
proteinas robustas. Es importante considerar que no haber hallado en la bibliografia un
vinculo directo entre estas proteinas y el metabolismo lipidico no implica
necesariamente que no lo haya. A modo de oximoron planteando una perspectiva en
retrospectiva cabe considerar el analisis comparativo entre variantes de apoA-I de
interés médico mediante espectrometria de masas Orbitrap proponiendo el uso de
controles conformados por apoA-I plasmatica para minimizar los posibles resultados

enganosos.

Desde mi perspectiva, considero que la evaluacion de la K107del en su interaccion con
lipidos se encuentra relativamente resuelta. No considero necesario continuar
estudiando la interaccidn lipidica de la K107del; al menos con los modelos lipidicos
clasicos ya que como se discutio, puede que no haya ninguna alteracion significativa en

su capacidad para interaccionar con lipidos modelo y/o lipoproteinas humanas. Sin
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embargo, resulta apasionante el descubrimiento de las alteraciones estructurales
ocasionadas por la delecion de un tnico aminodcido. Esto implica tanto la estructura
terciaria alterada de la K107del como su capacidad disminuida para oligomerizar como
fue detectada con BS®. En este momento los resultados de LC-MS provenientes de
entrecruzamiento de todos los estados oligoméricos de Wt y K107del se encuentran
bajo analisis. Debido a la complejidad y caudal del estudio, lamentablemente no se pudo
contar con estos resultados para ser incorporados en esta tesis. Sin embargo, se espera
que los resultados de dicho andlisis permitiran resolver al menos en parte la importancia
de la estructura terciaria en la capacidad de oligomerizacion. Este tipo de experimentos
puede enriquecerse utilizando diversos agentes entrecruzantes para validar los

resultados obtenidos o bien para reanalizar estos hallazgos.

En este sentido, es importante concretar diversos experimentos para determinar las
perspectivas funcionales de los estadios oligoméricos tanto de la Wt como de la
K107del para sistemas bioldgicos y/o modelos biofisicos. Por ejemplo, incubando los
diferentes oligdmeros entrecruzados con lipoproteinas plasmaticas o células. Este tipo
de estudios no puede dejar de realizarse, considerando que la propension

IK107del

amiloidogénica de apoA- es una de sus caracteristicas patoldgicas.

Desde una perspectiva hibrida entre estructura/funcion, no puede dejar de pensarse en
el andlisis mediante cryo-EM de rHDL construidas con ambas variantes nativas y

entrecruzadas.

Es de mi particular interés -casi un asunto personal con la K107del- poder construir una
hipotesis global que permita asociar los hallazgos estructurales de esta variante

iniciados en esta tesis y su aparente patogenicidad en seres humanos.
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