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Introduccioén

Las HDL discoidales (dHDL) son intermediarios importantes en el transporte reverso de
colesterol. Por la dificultad de aislarlas, todo el conocimiento sobre su estructura se obtuvo
en dHDL reconstituidas artificialmente. El método de reconstitucion mas usado es la dialisis
de micelas mixtas con detergentes, pero también pueden generarse espontaneamente por la
reaccion con vesiculas fosfolipidicas en la temperatura de transicion de fase (Tt), un
procedimiento que puede ser similar al que ocurre in vivo. Diferentes evidencias soportan el
modelo del "doble cinturén", en el que cada una de las dos moléculas de apoAl en
orientacion antiparalela rodean a una bicapa lipidica discoidal. En el caso de dHDL obtenidas
por dialisis con colato, estudios con reactivos entrecruzantes de lisinas detectan la presencia
de al menos dos configuraciones (ver Fig 1). En la forma predominante (configuracion 5/5)
las hélices 5 de cada mondmero quedan enfrentadas entre si. En una forma minoritaria
(configuracion 5/2), la hélice 5 de una molécula de apoAl se enfrenta a la hélice 2 de la
segunda molécula. Sin embargo, resultados previos de nuestro laboratorio usando
entrecruzamiento de lisinas y espectrometria de masa (Prieto ED, Tesis doctoral) indicaron
que la configuracion depende del método de reconstitucion. Ademas, estimaciones de la
eficiencia de homotransferencia de energia entre residuos triptofano (Trp) en dHDL
reconstituidas por ambos métodos con mutantes de unico Trp (W@104 y W@108) sugieren
que la configuracion 5/2 seria predominante en estas dHDL. Ya que sélo la configuracion 5/2
explica algunas propiedades de las dHDL como su interaccion con membranas, es muy
importante la confirmacién de estos datos.

Objetivos

Para obtener informacion detallada sobre la configuracién de apoAl en dHDL generadas
espontaneamente (y con la meta futura de disponer de un método que permita estudios
configuracionales en dHDL generadas por células), hemos construido tres mutantes de
cisteina (K107C, K133C y K226C), las que fueron marcadas con Alexa-Fluor 488. Las
distancias intermoleculares entre los residuos marcados fueron estimadas en dHDL
generadas espontaneamente por la reaccion con vesiculas de DMPC a 24°C de la eficiencia
de homotransferencia de energia.

Materiales y métodos

Construcion y marcacion de mutantes: Las mutantes se obtuvieron por mutagénesis sitio
dirigida y purificaron por cromatografia de afinidad por Ni luego de su expresion en bacterias.
Estas se marcaron con Alexa Fluor-488 C5-maleimida. Del espectro de absorcidén, se
determind una estequiometria de marcado de 1:1 + 10%. El mismo tratamiento en apoAl
salvaje indicé que el marcado inespecifico fue < 5%.

Caracterizacion de las mutantes: Las mutantes (marcadas y no marcadas) se caracterizaron
en cuanto a su correcto plegamiento por la emision de triptofano (Trp) y curvas de
denaturalizacién con guanidina-HCI; y en cuanto a su habilidad para micelizar vesiculas de
DMPC en la Tt.

Preparacion de dHDL: Vesiculas multilamelares de DMPC se incubaron a 24 °C con las
proteinas en una relacion molar de 40/1. Luego de 8 horas, ciclos de temperatura por encima
y debajo de Tt se usaron para homogeneizar el tamafio de las dHDL, el que fue estimado en
10 nm por PAGGE.

Aplicacion de homotransferencia de energia para la estimacion de distancias
intermoleculares: Se prepararon dHDL conteniendo diferentes proporciones de la mutante
marcada y apoAl salvaje. Graficos de la anisotropia de fluorescencia del Alexa 488 (r) en
funcién de la fraccion molar de proteina marcada (fm) permitieron obtener la anisotropia en
ausencia (r1) y presencia (r2) de homotransferencia de energia de acuerdo con:. r =r1 - (r1-
r2) fM. Estos valores se usaron para calcular las distancias intermoleculares promedio entre
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los correspondientes residuos marcados por las siguientes expresiones aproximadas dadas
por Zou y col. (Biophys J 2007 92-L27). La posible influencia de la depolarizacién por la
movilidad rotacional también se consider6é de acuerdo con Runnels and Scarlatta (Biophys J
1995 69-1569).

Resultados

Ni las mutaciones ni la marcacion afectan el correcto plegado ni la habilidad de generar
dHDL por la reaccion con vesiculas de DMPC. En las dHDL, la anisotropia disminuyé
linealmente con la fraccion molar de proteina marcada, lo que permitio estimar r1 y r2. La
distancia intermolecular promedio entre los residuos 133 fue estimada entre 2,5y 2,8 nm con
un error estandard menor al 10%, mientras que para las correspondientes a las posiciones
107 y 226 se estimd un limite maximo de 1,5 nm.

Conclusiones

En las dHDL generadas espontaneamente por reaccion con vesiculas de DMPC, las
distancias intermoleculares entre los residuos homdlogos 107 y 1333 son totalmente
compatibles con la configuraciéon "doble cinturon 5/2". Los resultados con la proteina
marcada en posicion 226, sin embargo, son mas compatibles con la configuraciéon 5/5.
Independientemente de la organizacion del extremo C, la corta distancia intermolecular del
residuo 107 indica que los pares de hélices 3-4 se encuentran enfrentados en estas dHDL.
Esto permitiria la formacién de un ramillete intermolecular entre estos pares de hélices que
puede explicar sus propiedades de insercion en la membrana.



