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CAPITULO I: INTRODUCCION

e Introduccién
e El rol del transporte de lipidos
y su implicancia en enfermedades cardiovasculares
e Transporte reverso de colesterol
e Distintas conformaciones de las HDL
HDL- esféricas
Pre-B-1 HDL
Pre-B-2- HDL Discoidales
e Aspectos fisiopatologicos en el transporte de colesterol
e Proteina mayoritaria en las HDL: Apolipoproteina A-I
e Interaccion de apoA-1y de complejos
lipoproteicos de apoA-1 con membranas lipidicas.
e Conformacion de la apoA-1 en complejos discoidales

e Laregion central de la apoA-I

CAPITULO II:

e Hipotesis central y objetivos generales del trabajo

CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

e 1- Obtencidn de distintas formas de Apo A-I
= 1.1- Purificacion de apoA-I de plasma
= 1.2- Obtencion de péptido central de apoA-I
= 1.3- Obtencion de apoA-I con secuencia nativa (Wild type) 6

mutada mediante expresion a partir de cultivos bacterianos.
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Técnicas de biologia molecular

Tratamiento de bacterias para hacerlas competentes
Transformacion

Construccion de los mutantes de apoA-1

Expresion y purificacion

Eliminacion de la secuencia de fusion mediante corte con

enzima proteolitica

e 2- Técnicas electroforéticas
= 2.1- Geles de agarosa

= 2.2- Geles de poliacrilamida

e 3- Determinacion de concentracion de proteina

e 4- Técnicas espectroscopicas

= 4.1- Resonancia Electronica Paramagnética (EPR)
- Efecto de movilidad en los espectros de EPR
- Marcadores de spin
- Parametro de orden
- Método experimental utilizado

= 4.2- Fluorescencia
- Anisotropia de fluorescencia
- Transferencia de energia

- Quenching o apagado de fluorescencia

CAPITULO IV: RESULTADOS

o Parte A
- Rol e independencia funcional de las hélices Y centrales
de apo A-I en la interaccion con membranas.
Estudios con un péptido sintético

- Afinidad de A-1 77-120 por membranas fosfolipidicas.
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- Marcacion por reactivos fotoactivables

- Cambios estructurales de Al 77-120 en la interaccion con membranas:
estudios de estructura secundaria por dicroismo circular

- Estudios de estructura oligomérica usando agentes entrecruzantes
(crosslinkers)

- Capacidad de Al 77-120 para formar complejos lipoproteicos

- Independencia funcional de Al 77-120. Catalisis de la transferencia
de colesterol o su analogo dehidroergosterol entre vesiculas
fosfolipidicas

- Transferencia de dehidroergosterol entre vesiculas

- Transferencia de 3H-colesterol desde vesiculas
de carga negativa a vesiculas neutras

- Conclusiones parciales

Parte B

- Estudios de Resonancia de Electrénica Paramagnética

- Influencia de la unién de apoA-1 y Al 77-120 a vesiculas
fosfolipidicas sobre la movilidad de los lipidos de la membrana

- Mediciones del ordenamiento de los lipidos en complejos
lipoproteicos de apoA-I con DMPC generados por la

micelizacion de vesiculas en la transicion de fase

Parte C

- Estudios con mutantes de apoA-1 con un Unico residuo de
triptofano (Trp)

- Mutagénesis sitio-dirigida para la obtencion de las mutantes de
apoA-I de Trp Unico

- Expresion, purificacion y clivaje de las proteinas de fusion
de los mutantes anteriores

- Expresién y purificacion

- Corte con enzima proteolitica

1- Caracterizacion de las mutantes obtenidas

1.a) Dicroismo circular
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1.b) Capacidad de las proteinas mutantes con unico Trp para
microsolubilizar vesiculas de DMPC y generar complejos
lipoproteicos

2- Estudios por espectroscopia de fluorescencia

2.a) Estudios de fluorescencia en el estado librede lipidos.
Evidencias de que las hélices Y centrales participan en la
oligomerizacion de apoA-I
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2.b) Conformacidn de la region central de apoA-1 en el estado

unido a membranas

2.c) Topologia de insercion en la membrana de las hélices Y centrales.

Mediciones de extinciénde la fluorescencia de Trp por
extinguidores (quenchers) paramagneticos localizados a diferente
profundidad en la bicapa lipidica

2.d) Configuracion de apoA-I en complejos lipoproteicos
discoidales. Evidencias de que la configuracion es dependiente
del método de reconstitucion

CAPITULO V: DISCUSION

1. Obtencion y caracterizacion de las mutantes
2. Conformacion de la region central en la proteina libre de
lipidos (lipid-free)
3. Interaccion de la lipid-free con membranas
a) Analisis estructural
b) Anélisis funcional de la region central
4. Particulas discoidales de HDL

5. Conclusién General
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