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RESUMEN

Resumen

La apolipoproteina A-I (apoA-I) es la proteina mayoritaria de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), a las que se les atribuyen propiedades antiaterogénicas por su papel en el transporte
reverso del exceso de colesterol desde los tejidos periféricos hacia el higado para su catabolismo y
eliminacion.

En los ensayos realizados que se describen a lo largo de este trabajo, diferentes mutantes de
cisteina de apoA-I fueron disefiadas, purificadas y marcadas en conjunto con otras previamente
empleadas en el laboratorio. La sonda fluorescente pireno se introdujo en posiciones
correspondientes a las caras hidrofobicas e hidrofilicas de las hélices H4, H5 y H10. Se caracterizo la
estabilidad estructural y funcional de estas variantes mutantes marcadas para validar los modelos
para este estudio. Explotando las propiedades multiparamétricas de la sonda pireno la relevancia de
las hélices H5 y H10 en eventos de auto-asociacion de apoA-I en solucion se evidencid, resaltando su
participacion en regiones de contacto durante ciertos pasos de oligomerizacion. Estos eventos fueron
luego evaluados mediante el desarrollo de distintos modelos de asociacion de equilibrio tGnico y
multiple, donde més de un evento fue observado, destacdndose la formacion temprana de dimeros
que seria la unidad minima y funcional con capacidad de generar HDL discoidales (dHDL). La
relevancia de estas posiciones fue también estudiada en entornos lipidicos donde no tuvieron gran
utilidad; con la excepcion de complejos de HDL generadas in vitro, en particular con una mutante de

la hélice HS, como asi también en HDL generadas in vivo por macréfagos THP-1.

En conclusion, el arreglo temprano de ciertas estructuras oligoméricas en solucion puede
influir en el desarrollo de estructuras més complejas como son las dHDL. Mas estudios son
necesarios para poder comprender mejor las funciones estructurales que cumplen apoA-I en sus
distintas formas oligoméricas, que podrian tener importantes aplicaciones en areas diversas como

medicina y la industria biotecnologica.
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ABSTRACT

Abstract

Apolipoprotein A-I (apoA-I) is the main protein of high-density lipoproteins (HDL), to which
antiatherogenic properties are attributed through its role in the reverse transport of cholesterol excess

from peripheral tissues to the liver for catabolism and disposal.

In experiments described throughout this work, different cysteine mutant variants of apoA-I
were designed, purified and labelled together with others previously employed in the laboratory. The
fluorescent probe pyrene was introduced at positions corresponding to the hydrophilic and
hydrophobic faces on helices H4, H5 and H10. Structural and functional stability of these labelled
mutant variants were characterized to validate the models for this study. Exploiting the
multiparametric properties of pyrene, the relevance of different helices H5 and HI10 in
self-association events of apoA-I in solution were evidenced, highlighting their participation in
contact regions during certain oligomerization steps. These events were evaluated through the
development of different association models for a unique o multiple events, where more than one
equilibrium was observed, emphasizing the early formation of dimers which would serve as the
minimal functional unit with the capacity to form discoidal HDLs (dHDLs). The relevance of these
positions were also studied in lipid environments where they did not have great utility; with the
exception of HDL complexes generated in vitro, particularly in the case of one mutant of helix HS, as

well as in HDL generated in vivo by THP-1 macrophages.

In conclusion, early arrangements of certain oligomeric structures in solution can influence
the development of more complex structures, such as dHDL. More studies are necessary to better
understand the structural functions that apoA-I perform in its supramolecular structures, but these
could have important applications in multiples areas, such as medicine and the biotechnological

industry.
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INTRODUCCION

1.1 Enfermedades cardiovasculares

La enfermedad cardiovascular (CVD, por sus siglas en inglés) es el término utilizado para
referirse al conjunto de enfermedades que afectan al corazon y los vasos sanguineos. Esta es la
principal causa de muerte a nivel mundial (Figura 1.1 A). En el afio 2017 se estimo6 ~ 17,8 millones
de muertes, lo cual representd el 32 % de las muertes registradas ese mismo afio [1]. Las CVD
afectan en mayor medida a paises de bajos y medios ingresos (Figura 1.1 B), donde mas del 80 % de
las defunciones se localizan en estos paises. Se observd también que el porcentaje de muertes varia
con la edad, siendo de 64 % para personas > 70 afios, ~ 30 % de entre 50 y 69 afios y el resto para
personas entre 15 y 49 anos, (las muertes para menores de 14 afios se consideraron despreciables).

Finalmente, en nuestro pais, se reportaron valores similares, con alrededor de 10000 muertes al afio.

A B

Cardiovascular diseas s | 1770 million
Cancers 9.56 million
Respiratory diseases N 2.5 milion
Lower respiratory infections I - 56 ion

Dementia —— 2 5
Digestive diseases N 2 2
Neonatal disorders S 178 millicn

Diarrheal diseases [ C
Diabetes NN 1
Liver diseases N 1
Road injuries [ 1
Kidney disease [N 1

Tuberculosis

Nutritional deficiencies I
Protein-energy malnutrition |
Maternal disorders §
Alcohol use disorders J 18
Drug use disorders | 16

Poisonings |

Heat (hot and cold exposure) |
Terrorism

Natural disasters | 9 60294

No data 0 100 150 200 300 400 500 600 800

0 2milion 6 million 10 million 14 million

Figura 1.1: Defunciones por CVD y distribucion demografica. Censo mundial realizado en el afio
2017. A) Numero de muertes por causa. B) Numero anual de muertes por CVD cada 100000
habitantes. Figuras adaptadas del reporte Global Burden of Disease de la revista médica The Lancet
2017 [1] de la fuente https://ourworldindata.org/causes-of-death.

Las CVD pueden ser clasificadas de forma sencilla y practica segun la localizacion anatomica
de las arterias afectadas en: enfermedad coronaria (CHD), enfermedad vascular periférica y
enfermedad cerebrovascular (Tabla 1.1). El principal detonante (existen otros factores) que lleva al

desarrollo de estas enfermedades es la acumulacion anormal de lipidos en las paredes vasculares de
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las arterias. Esta condicidn lleva al desarrollo de la aterosclerosis, ampliamente estudiada por sus

implicancias, que se desarrollard en detalle en la siguiente seccion.

Tabla 1.1: Clasificacion de las enfermedades cardiovasculares

Tipo principales de CVD Enfermedad

e Angina cronica (arterias cardiacas parcialmente obstruidas)
e Insuficiencia cardiaca (bombeo deficiente de sangre rica en oxigeno al
cuerpo)
Enfermedad coronaria e Cardiopatia coronaria (estrechamiento de los vasos sanguineos que
suministran sangre y oxigeno al corazon)
e Infarto agudo de miocardio (necrosis miocardica por obstruccion de flujo
sanguineo que puede llevar a la muerte del paciente)

e Hipertension (presion arterial alta)
e Insuficiencia renal (los rifiones pierden la capacidad de filtrar los desechos
Enfermedad vascular periférica de la sangre)
e C(Claudicacion en extremidades (dolor causado debido a un reducido flujo
sanguineo)

e Apoplejia (pérdida de la circulacion sanguinea al cerebro)

e Embolia cerebral (tipo de infarto cerebral)

e Infarto cerebrovascular o derrame cerebral (necrosis cerebral que puede
llevar a la muerte del paciente)

Enfermedad cerebrovascular

La clasificacion se llevo a cabo en funcion de la localizacion de las arterias afectadas.

1.2 Aterosclerosis

La aterosclerosis es un estado de inflamacion cronica caracterizado por la formacion de
placas aterogénicas, depositos semisélidos que resultan de la acumulacion de macrofagos ricos en
colesterol en el espacio de la intima (capa interior de la pared arterial), que sin ser tratada lleva a
desarrollar un mayor riesgo de CHD [2,3]. La aterosclerosis inicia como pequeias lesiones
vasculares, comunmente encontradas en individuos jovenes, que con la edad pueden desaparecer o
transformarse en placas aterogénicas, esta ultima la mas frecuente [3]. Estas placas se componen
principalmente de lipidos neutros como el éster de colesterol (CE), restos celulares apoptdticos,
tejido conectivo y células del sistema inmune/inflamatorio incluyendo macrofagos y células T [2,3].
El desarrollo de estas placas y su posterior desprendimiento es la principal causa de los sintomas

observados en pacientes. Este proceso es complejo, pero puede ser dividido en cuatro etapas: 1)
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iniciacion de la lesion, 2) infiltracion monocitica y diferenciacion, 3) progresion de la lesion y 4)

ruptura de placa. Brevemente, estas son descritas a continuacion.

1) Iniciacion de la lesion:

La iniciacion de la lesiéon en el espacio de la intima se cree que ocurre en sitios de
perturbacion endotelial tales como 1) lesion en el vaso y 2) flujo sanguineo turbulento. Ambos
procesos llevan a una posterior infiltraciéon de lipoproteinas, en especial las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) [4,5]. Aunque existe controversia en si la inflamacion precede a la lesion, esta claro
que existe una relacién entre ambos procesos. Por otro lado, ya que la velocidad de infiltraciéon esta
directamente relacionada con la concentracion plasmatica de LDL ricas en CE (LDL-CE), su
concentracion es un indicador mas del desarrollo de la aterosclerosis [5]. Cuando la infiltracion de
LDL-CE tiene lugar, un proceso inflamatorio comienza y estas lipoproteinas pueden ser oxidadas y
modificadas [6]. Este proceso resulta en la liberacion de fosfolipidos oxidados y lisofosfolipidos en
el espacio de la intima. Estos lipidos bioactivos estimulan la expresion de moléculas adhesivas,
proteinas quimiotacticas y citoquinas en cé€lulas endoteliales adyacentes facilitando la posterior

adhesion celular de monocitos del torrente sanguineo [7].

2) Infiltracion monocitica y diferenciacion:

Los monocitos circulantes se adhieren al endotelio lesionado via receptores de adhesion
molecular y proteinas quimiotacticas, y rapidamente ingresan al espacio de la intima [8]. En este
lugar las citoquinas presentes promueven: 1) la diferenciacion de monocitos en macrofagos, 2) la
expresion de receptores scavenger (SR) y 3) la internalizacion de LDL modificadas [9,10]. Luego el
CE de las LDL-CE es internalizado a través de receptores SR por macrofagos, cuya expresion se ve
incrementada por LDL oxidadas [11] un tipo de LDL modificada. Ademas, en placas aterogénicas ya

establecidas se ha observado que el receptor SR-BI, un miembro de la familia SR clase B tipo |
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comunmente encontrado en adipocitos, es abundante. Como resultado, los macréfagos del espacio de
la intima acumulan cantidades anormales de colesterol libre (FC) y CE. Finalmente, estos se
transforman en células espumosas (o foam cells) que son los constituyentes principales de las

denominadas estrias de grasa (o fatty streaks).

3) Progresion de la lesion:

El entorno inflamatorio generado por las fatty streaks de formacion temprana activan
células T, produciendo ain mads citoquinas pro- y anti-inflamatorias, que potencian aun mas la
aterosclerosis [12,13]. La transicion de una estria a una placa depende de un ciclo inflamatorio
continuo de activacion de células T y de macrofagos. Este ciclo continuo termina produciendo: 1)
una migracion de células del musculo liso, 2) una formacioén adicional de foam cells y 3) la
produccion de una matriz extracelular de proteinas que forman una céapsula fibrosa sobre la placa
protruyendo al lumen de la arteria. De esta manera, estas condiciones llevan al desarrollo de una

placa madura con un ntcleo de lipidos insolubles y restos celulares apoptoticos.

4) Ruptura de la placa:

Aunque el desarrollo de una placa aterosclerotica madura por si misma puede traer
complicaciones a la salud como por ejemplo la hipertension, su ruptura puede causar la muerte a
través del infarto agudo de miocardio. Estos procesos inician con una cascada de sefializacion cuando
el material trombotico, material que da origen al trombo, debajo de la placa fibrosa se pone en
contacto con la sangre. Luego la adhesion plaquetaria y la formacion del trombo eventualmente
ocluye el flujo sanguineo. Placas avanzadas pueden desarrollar a través de un nimero de pequenas
rupturas y eventos tromboéticos una estrechez de la pared arterial previa a una mayor ruptura.
Ademas, se ha observado que la estabilidad de una lesion aterosclerdtica depende de la integridad de

la capsula. De este modo, lesiones con una delgada capsula o un nucleo necroético grande son
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particularmente susceptibles a una ruptura. La shoulder region donde los extremos de la capsula se
unen con la pared arterial es un sitio frecuente de ruptura y una acumulacion de foam cells son
encontradas comunmente en esta area. La secrecion de metaloproteasas por foam cells cercanas a la
shoulder region puede resultar en una degradacion de la cépsula fibrosa y llevar a una ruptura de

placa, que en el peor de los casos puede causar la muerte.

1.2.1 Causas que llevan al desarrollo de la aterosclerosis

El desarrollo de la aterosclerosis puede ser atribuida al incremento anormal en sangre de los
niveles de CE y triacilgliceroles (TG), afeccion conocida en su conjunto como hiperlipidemia. A su
vez, estas pueden dividirse en: hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, estos actuando como
marcadores de riesgo para CVD basados en estudios epidemiologicos. El incremento en estos lipidos
puede provenir de dos fuentes: 1) desordenes alimenticios, que cuadra en el marco del denominado
sindrome  metabolico, por ejemplo: mala alimentacion, obesidad, sedentarismo,
diabetes mellitus tipo 2, efc.; y 2) alteraciones genéticas en aquellos mecanismos que regulan los
niveles de CE y TG. Ejemplos de estos ultimos son: deficiencia en Lecitina-colesterol aciltransferasa

(LCAT), enfermedad de Tangier, efc.

Existen factores adicionales asociados con el desarrollo de la aterosclerosis, como por
ejemplo: la hiperglucemia y la glicacién de productos (asociada a la diabetes tipo II), en los cuales el
riesgo de CVD asociado es cuatro veces mayor [2]. Asimismo, la disrupcion del sistema inmune por
agentes infecciosos y una hiperhomocisteinemia (presencia de un aminoacido derivado de la cisteina

en sangre) también se asocian con un alto riesgo a sufrir CVD [14].

Estudios epidemioldgicos apuntan a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) como el
principal componente que ofrece proteccion contra la aterosclerosis y las CHD [15]. Su nivel

plasmatico esta inversamente relacionado con el riesgo de presentar aterosclerosis y las CHD. Este
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actuando como marcador negativo de riesgo aterogénico. Los mecanismos propuestos para su rol

protector son los siguientes:

o Las HDL son transportadores de vitaminas antioxidantes (tales como el a-tocofenol o la
Vitamina E), que ayudan a proteger las células de los efectos perjudiciales de las especies reactivas

de oxigeno [16,17].

. Las HDL viajan asociadas con enzimas, tales como la paraoxonasa-1 y el factor activador de
plaquetas acilhidrolasa, que juegan un rol importante en la remociéon de lipidos oxidados en

lipoproteinas, principalmente en LDL [18-20].

o Las HDL también desencadenan eventos de sefializacion que llevan a diversas respuestas
celulares. Las mas estudiadas son la activacion de la sintasa endotelial de 6xido nitrico y la
proteccion de las paredes vasculares contra la apoptosis. Este ultimo proceso ha sido asociado como

fuerte proteccion contra la aterosclerosis [21-23].

. Las HDL estan implicadas en el transporte reverso de lipidos oxidados, derivados de células y

lipoproteinas hacia el higado para su catabolismo y eliminacion [24].

. Finalmente, el mayor efecto protector de las HDL, y el méas estudiado, es el atribuido al
transporte reverso del colesterol (RCT). Hasta la fecha la via del RCT contintia siendo uno de los
principales mecanismos por el cual las HDL confieren su rol cardioprotectivo. Debido a que este
mecanismo reduce los niveles de colesterol, el incremento de las HDL ha sido el principal blanco de
estrategias terapéuticas. Esfuerzos en los Ultimos afos han apuntado a entender los mecanismos

fisiologicos y moleculares por el cual las HDL protegen contra la aterosclerosis.
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1.3 Transporte reverso del colesterol

El RCT es un proceso que involucra varias etapas y concluye con la remocion neta del exceso
de colesterol de los tejidos periféricos, estos ultimos adquiridos de la dieta mediante lipoproteinas de
densidad intermedia, baja y muy baja (IDL, LDL y VLDL, respectivamente). Su destino final es el
higado via el transporte mediado principalmente por las HDL. En definitiva, este proceso es de gran
relevancia ya que el tejido periférico no puede catabolizar un exceso de colesterol y su acumulacion
puede llevar al desarrollo de multiples enfermedades, en particular la aterosclerosis, como se ha

mencionado [3].

La apolipoproteina A-I (apoA-I) es la proteina mayoritaria de las HDL y cumple una funciéon
vital (estructural y funcional) en el RCT. Esta provee flexibilidad estructural a las HDL
permitiéndoles adquirir multiples conformaciones necesarias para su funcion. Entre estas se
encuentran las siguientes: apoA-I libre de lipidos (lipid-free apoA-I), apoA-I pobre en lipidos
(lipid-poor apoA-I), HDL discoidales (dHDL) y HDL esféricas (sHDL). A estas dos tltimas también
se las conoce como pref-HDL y a-HDL, de acuerdo con su clasificacion en base a su movilidad en
geles electroforéticos. Finalmente, apoA-I actiia como receptor estructural para diversas enzimas o
ligando de receptores celulares, tales como el transportador dependiente de adenosin trifosfato (ATP)
sub-familia A miembro 1 (ABCA1), LCAT, CETP, VLDL/IDL/LDL, SR-BI y la lipasa hepatica,
entre otras [3,15] (ver detalles mas adelante). A causa de todas estas conformaciones que puede
adquirir apoA-I, esta proteina ha sido objeto de estudio para lograr comprender las bases moleculares

del rol protector del RCT.

El RCT es un proceso que puede ser dividido en cuatro etapas: 1) eflujo del colesterol de las
células periféricas; 2) maduracion de las dHDL cargadas con colesterol a sHDL; 3) remodelado y
transporte de las sHDL al higado; y 4) excrecion del colesterol y regeneracion de las dHDL y apoA-I

libre o pobremente asociada a lipidos (Figura 1.2).



INTRODUCCION

PLTP
v ApoA-I pobre en lipidos e
' ' e e Higado
dHDL sHDL; sHDL,
= -0 O
Macréfago e £ 2

—F| | 4Bca1
-

- )
°Je
s 8
FC + acidos biliares
@ ApoA-I librede lipidos ’
@ ApoA-I pobre en lipidos LDL m\)&“ W

Intestino

Heces #——— | é
Figura 1.2: Ciclo del RCT. El ciclo del RCT se muestra en forma simplificada con sus componentes
mas relevantes: apoA-I en sus diferentes estados, receptores y proteinas plasmaticas. ApoA-I se
representa como un circulo rojo en sus distintas asociaciones (libre, asociada con lipidos, dHDL,
sHDL; y sHDL,). ApoA-I, apolipoproteina A-I; CE, éster de colesterol; CETP, proteina
transportadora de éster de colesterol; FC, colesterol libre; HDL, lipoproteina de alta densidad;
LCAT, lecitina colesterol aciltransferasa; LDL-R, receptor de LDL; SR-BI, receptor scavenger de

clase B tipo I; TG, triacilgliceroles; ABCA1 y ABCG1, transportadores dependientes de ATP
sub-familias A y B miembros 1, respectivamente.

1) Eflujo de colesterol:

El primer paso del RCT implica la sintesis de aceptores lipoprotéicos (dHDL) que son los
encargados de aceptar el FC proveniente de membranas celulares de tejidos con abundancia en este
lipido. Este proceso inicia con la sintesis de apoA-I en su forma libre de lipidos, principalmente en el
higado, y continia luego con su liberacion al torrente sanguineo, permitiendo asi a esta proteina
viajar hacia los tejidos periféricos y formar dHDL. La sintesis de esta lipoproteina se lleva a cabo por
el receptor ABCAI, mutado en la enfermedad de Tangier [25], localizado en la membrana
plasmatica de varios tejidos tales como el higado y el intestino, y en macrofagos, principalmente en
este ultimo. Este receptor se activa por una interaccion directa entre apoA-1 y ABCAI1 [26], que

origina una cascada de sefializaciéon mediada por proteinas quinasas, tales como PKA [27], PKC
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[28,29] y JAK2 [30]. Esta activacion origina una acumulacién localizada de receptores ABCA1 en
forma de clusters en la membrana plasmatica que luego desencadena una acumulacién de
fosfolipidos y FC, debido a la actividad flipasa o translocasa de ABCAI1, proceso que es impulsado
por la hidrélisis de ATP [31]. Finalmente, esta acumulacion de lipidos causa una compresion de las
moléculas de fosfolipidos en la cara externa de la membrana plasmatica, generando asi cambios de
curvatura que actan como sustratos ideales para la microsolubilizacion por apoA-I y en

consecuencia la sintesis de novo de dHDL [32].

Una vez formadas las dHDL, estas adquieren FC de las membranas plasmaticas de los tejidos
periféricos con abundancia de este lipido. Esta adquisicion se lleva a cabo por medio de receptores de
membrana tales como el transportador dependiente de ATP sub-familia G miembro 1 (ABCG1) y
SR-BI, generando asi dHDL ricas en FC (dHDL-FC). Ademas, variaciones en la composicion
lipidica en las curvaturas de membrana puede causar heterogeneidad en la generacion de dHDL-FC,
en términos del contenido de FC. De esta manera, se generan las dHDL-FC, que son los sustratos
ideales para formar las sHDL-CE. Cabe recalcar que la activacion de los transportadores ABCA1 y
ABCGI1 (entre otros) se lleva a cabo en forma simultanea y la sintesis de dHDL-FC termina siendo

un proceso complejo.

2) Maduracion de las dHDL:

La segunda etapa del RCT involucra un primer paso de maduracion de las dHDL-FC desde su
forma discoidal hacia una forma esférica (sSHDL-CE). Este proceso inicia con una asociacion directa
entre la enzima plasmatica LCAT [33] y la dHDL-FC, esta ultima proveniente de la sintesis de novo
(etapa 1) o de procesos de remodelado (accidon por la PLTP, ver etapa 3 mas adelante). La enzima
LCAT es sintetizada en el higado y liberada al torrente sanguineo y modula la transferencia del 4cido
graso de la posicion sn-2 de la fosfatidilcolina hacia el FC, generando asi el lipido neutro CE y

lisofosfatidilcolina [33]. De esta manera, la enzima LCAT lleva a cabo la esterificacion del FC a CE
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en la dHDL que da lugar a un movimiento del CE de la superficie hacia su interior, generando asi el
nucleo maduro e hidrofobico caracteristico de las sHDL. Este proceso de esterificacion y conversion
de dHDL — sHDL tiene lugar en dos etapas generando distintos grados de esterificacion. Primero, se
generan sHDL de diametros entre 7,6 y 8,4 nm, clasificadas como sHDL; (HDL pequenas, que a su
vez se diferencian en HDLs;,, HDLs, y HDLs,, de diametros decrecientes: 8,4, 8 y 7,6 nm,
respectivamente [34]). Luego las sHDL;3 se convierten en sHDL, (clasificadas en HDL,, y HDL;
con didmetros de 9,2 y 10,6 nm, respectivamente) con un nucleo mayor de CE y por lo tanto de
menor densidad, donde estas ultimas son aquellas especies con mayor capacidad de transportar su
CE. De esta manera, la actividad de la proteina LCAT sobre las dHDL-FC producen sHDL que

viajan al higado para eliminar el CE que transportan.

3) Remodelacion en sHDL:

Las sHDL generadas en un paso previo de activacion por LCAT sufren varios procesos de
remodelacion que las preparan, en términos de estabilidad, para su transporte al higado o permiten
que estas actien como fuente de CE para otras lipoproteinas [3]. Las dos principales proteinas
involucradas en estos procesos son las proteinas transportadoras de CE y fosfolipidos (CETP y
PLTP, respectivamente). Por un lado, la CETP intercambia en forma bidireccional TG y CE entre
HDL, y HDL3, mecanismo denominado transferencia homotipica [35]. Ademas, por un mecanismo
adicional denominado transferencia heterotipica se intercambian TG por CE entre HDL y
VLDL/IDL/LDL, donde esta actividad proporciona el TG encontrado en las sHDL [36]. En estos dos
tipos de transferencias, ambos procesos son dependientes del gradiente de concentracion de estos
ligandos. Por otro lado, la PLTP proporciona los fosfolipidos necesarios para estabilizar las sHDL
por medio de un mecanismo de intercambio de fosfolipidos entre HDL, y HDLs;. Este proceso
regenera dHDL que reinicia la segunda etapa de maduracion de las dHDL. Finalmente, se ha

encontrado en menor medida que la lipasa hepatica y la lipasa endotelial participan en estos procesos
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de remodelado. Estas lipasas se encuentran asociadas al endotelio vascular y juegan un rol
importante en la remodelacion de las HDL por hidrélisis de los fosfolipidos en sub-fracciones de
HDL. Es asi que estos procesos de remodelacion preparan las sHDL para el Gltimo paso del RCT,

que es la captacion del colesterol por el higado.

4) Remocion de colesterol por el higado:

Esta ultima etapa del RCT consiste en la captacion del CE de las sHDL por células hepaticas.
Este proceso se ha denominado captacion selectiva, ya que se distingue de la observada en
lipoproteinas conteniendo la apolipoproteina B y receptores de LDL (LDL-R), donde en este proceso
el complejo LDL y su receptor son degradadas por lisosomas durante su internalizacion en
hepatocitos. El mecanismo por el cual se lleva a cabo la internalizacién de CE por HDL involucra al
receptor de membrana hepatico SR-BI. Finalmente, en este proceso se recicla apoA-I en su forma

pobre en lipidos que viaja por el torrente sanguineo y puede nuevamente comenzar el ciclo del RCT.

1.4 Proteina mayoritaria de las HDL: apolipoproteina A-I

1.4.1 ApoA-I monomérica

El gen que codifica la forma madura de la apoA-I humana (APOA1) se encuentra en un
segmento de acido desoxirribonucleico (DNA) dentro del cromosoma 11q23-q24 organizado en
cuatro exones y tres intrones. ApoA-I es un polipéptido de 243 aminoécidos de ~ 28 kDa que carece
de glicosilaciones y puentes disulfuros. Esta es sintetizada principalmente por hepatocitos y
enterocitos como respuesta a determinadas sefiales fisiologicas. ApoA-I se sintetiza como
pre-pro-proteina, donde el exon 3 codifica los primeros 43 aminoécidos, mientras que la region

remanente es codificada por el exén 4 (residuos 44-243) [37]. La forma madura se obtiene por dos

13



INTRODUCCION

clivajes, la primera previa a la secrecion y la segunda por accion de dos proteasas: la

procollagen-C-proteinase enhancer-2 y la bone morphogenetic protein-1 (Figura 1.3).

Exonl Exon2 Exon 3 Exon4

DNA — - I

Intron1 Intron2 Intron3

mRNA ——
Pre-pro-apoA-1 I 267 aminodcidos
Pro-apoA-1 | 249 aminoacidos
ApoA-I B 243 aminoacidos
Figura 1.3: Estructura primaria de apoA-I. Organizacion de exones e intrones dentro del gen de

apoA-I (nombre del gen, APOA1) en la region 11g23-q24 del cromosoma 11 [37]. En rojo se
muestran los componentes nucleotidicos (rojo oscuro, exones 3 y 4) y en verde los polipeptidicos.

En solucién acuosa la forma libre de lipidos de apoA-I adquiere principalmente dos tipos de
estructura secundaria: a-hélice-anfipatica y random-coil [38,39], aunque algunos autores proponen
también una corta region desde los aminoacidos 209 a 219 con estructura hoja-f3 [38]. Esta tltima

conteniendo un promedio de estructura a-hélice alrededor de 52 + 6 % [40].

La obtencion de un modelo de apoA-I por los métodos convencionales, tales como
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear, no ha sido posible debido a la naturaleza
dindmica de apoA-I. Esta fluctia entre multiples conformaciones y sus distintos estados de
asociaciéon (ver Secciéon 1.4.2). Unicamente existen modelos de baja resolucién obtenidos por
técnicas de entrecruzamiento quimico y espectroscopia de masas (XL-MS), y modelos
computacionales (predicciones) por homologia y dindmica molecular (MD) [41-44]. A pesar de estas
dificultades se ha llegado a un modelo consenso, propuesto por Melchior et al. 2017 [40], para la
forma monomérica libre de lipidos. Este modelo fue resuelto utilizando una combinacion de diversas
técnicas tales como dispersion de rayos X a bajos angulos (SAXS), intercambio hidrégeno-deuterio

(HDX), restricciones en distancias moleculares a partir de experimentos por XL-MS, propios del
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autor y de aquellos publicados en bibliografia, y datos cristalograficos (Figura 1.4). En este modelo,
apoA-l se organiza como una proteina globular con dimensiones de ~80-40-32 A’ y con una
composicion estructural de 50 %/50 % de a-hélice/random coil. Se distinguen tres a-hélices
principales: H1 (residuos 8-35), H5 (81-115) y H6 (148-179); y tres a-hélices cortas que se intercalan
entre las principales: H2 (37-45), H3 (54-64) y H4 (68-78). El resto de la estructura se compone de
random-coil con dos regiones principales que abarcan los residuos 116-147 y 180-243. Finalmente,
sobre la base de experimentos por dicroismo circular y el analisis secuencial (ver seccidon mas
adelante), la secuencia y estructura de apoA-I se ha organizado en tres regiones [45]: 1) la region
N-terminal (residuos 1-57), que constituye una estructura poco definida y que es escencial para
mantener la conformacion nativa de apoA-I; 2) la region central (residuos 60-183), que se compone
de a-hélices anfipaticas importantes para la activacion de LCAT y la unién a lipidos; y 3) la region
C-terminal (residuos 187-243), que es altamente hidrofobica y que se ha propuesto que es el sitio de
union a membranas fosfolipidicas. Esta ultima nomenclatura serd la utilizada para referirse a los

distintos segmentos de apoA-I en solucién acuosa.
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~80-40-32 A3

1 50
DEPPQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEGSALGKQLNLKLLDNW

100
51D5VT5TF5KLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPY

101 150
LDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRD

151 200
Ct RARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHL

7
201 243
f'/ 7 STLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ

Figura 1.4: Modelo de apoA-I. Se representa el modelo molecular consenso para la forma libre de
lipidos de apoA-I propuesto por Melchior et al. 2017 [40]. A) Representacion tridimensional con
dimensiones de 80-40-32 A°. B) Composicion estructural a lo largo de su secuencia. En color rojo se
representan las hélices H1 (residuos 8-35), H5 (81-115) y H6 (148-179); en color azul las hélices H2
(37-45), H3 (54-64) y H4 (68-78); y en color cian las regiones con estructura ramdon coil. Con
esferas se resaltan los extremos N-terminal (Nt, color gris) y C-terminal (Ct, color negro).

1.4.2 ApoA-I oligomérica

ApoA-I en su forma libre de lipidos tiende a auto-asociarse en forma reversible en solucion
acuosa a concentraciones por encima de 0,1 mg/ml [46,47]. Esta auto-asociacion es acompafiada por
una ganancia de alrededor de ~ 10 %, en estructura secundaria tipo a-hélice, como se registra por
dicroismo circular a 1 mg/ml [48]. Se supone que la forma monomérica es igual a la oligomérica.
Podemos inferir esta relacion a partir del disefio experimental en la obtencion del primer modelo de
apoA-I reportado por Silva et al. 2005 [41]. La estrategia en estos experimentos fue modelar por
homologia el monémero de apoA-I a partir de restricciones de distancia entre residuos obtenidas a
partir de XL-MS en muestras de apoA-I. Como los autores reportan, fue un requisito fundamental
trabajar con concentraciones de 1 mg/ml para obtener la masa suficiente de apoA-I previa a los
experimentos por XL-MS. De esta forma, se deduce que la forma monomérica comparte semejanza

con las unidades de apoA-I en su forma oligomérica.
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El estudio de estos eventos de asociacion fue abordado por primera vez por Vitello et al. 1976
por técnicas de ultracentrifugacion analitica en el equilibrio (AUC) [47]. Sus resultados sugirieron la
existencia de equilibrios multiples entre los estados mondmero, dimero, tetrdmero y octdmero, para
un modelo de asociacion discreta, donde la asociacion es de la forma: 2A 2 Aj; 4A 2 Ay y 8A 2 Ag
(donde “A” hace referencia a una unidad de apoA-I) [47,49—51]. Aunque recientes ensayos llevados
a cabo por técnicas de fluorescencia [52], calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) [53],
espectroscopia de dispersion de luz cuasielastica [46] y dispersion dinamica de luz (DLS) [54] han
propuesto equilibrios de asociacion alternativos. La siguiente tabla resume estos modelos y sus

principales caracteristicas (Tabla 1.2).

Tabla 1.2: Modelos de asociacion propuestos para apoA-I libre de lipidos

Modelo de asociacion Esquema de asociacion Técnica
Discreta [47,50] 2A2 A, s A2 A, ; BA 2 Ag AUC
Asociacion de dimeros [46] 2A2 A, 2 Ag QLS
Indefinida por adicién de dimeros [52] ~ 2A 2 A, 2 A, 2 Ay 2 Aq Anisotropia de fluorescencia y
homoquenching

Indefinida por adicion de mondmeros [52—
54]

Representacion de los modelos de asociacién mas relevantes descritos en apoA-I. Se asigna a cada modelo un nombre que se mantendra a lo largo de
esta Tesis Doctoral. AUC, ultracentrifugacion analitica; QLS, espectroscopia de dispersion de luz cuasielastica; ITC, calorimetria de titulacion
isotérmica; y DLS, dispersion dindmica de luz.

Las interacciones entre sub-unidades en un oligdbmero es de naturaleza hidrofobica y
electrostatica a temperatura fisiologica (~37 °C) [50,55]. Se observa un incremento en la
auto-asociacion de apoA-I cuando se reduce la polaridad del medio desde un buffer fosfato hacia un
buffer propanol-fosfato, y por un incremento en la fuerza idnica del medio (fuerza idnica final 0,51).
Asimismo, estas interacciones, y por consiguiente el fendmeno de auto-asociacion, dependen de la
temperatura, observandose un maximo de auto-asociacion a 21 °C (AHasociacion ~ 0 kcal-mol'l) en

ausencia de interacciones electrostaticas [54].

Como se menciond previamente, la auto-asociacion es un proceso que involucra distintos

eventos de asociacion, donde estudiar y comprender cada etapa es un proceso complejo. Diferentes
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investigadores abordaron este problema evaluando la auto-asociacion en etapas. La primera de estas
corresponde al primer evento de asociacion (la formacion del dimero), y la segunda engloba todos
los eventos de asociacion restantes. Esta aproximacion arrojo diferentes interpretaciones: por un
lado, Donovanetal 1987[46] con un modelo de asociacion de la  forma
monoémero 2 dimero 2 octdmero registraron la formacion de un dimero de alta afinidad
(AGgim = —39 kcal'-mol™") que es seguido por asociaciones sucesivas de dimeros con baja energia
(AGoligo = —7,4 kcal-mol'l); y por el contrario, Schonfeld et al. 2016 [53] con un modelo de
asociacion M3 reportaron una formacion inicial de dimeros entropicamente desfavorable, que
constituye un paso de nucleacion de baja energia libre (AGgim = —4,4 kcal-mol™ a 22 °C). En este
ultimo, una vez que se forma el dimero, este actuaria como soporte para la asociacion sucesiva de
mondmeros, donde el proceso de crecimiento tiene una mayor afinidad (AGoiigo = —7,4 kcal-mol™).
De esta manera, estas observaciones resaltan la importancia del primer evento de asociacion que es

clave en el fenomeno de auto-asociacion de apoA-I.

Se conocen dos regiones que parecen estar involucradas en los eventos de asociacion en
apoA-I. Por un lado, la primera de estas corresponde a la region C-terminal, donde su ausencia en la
mutante apoA-I A190-243 reduce, aunque no de forma completa, su capacidad de formar oligdmeros
como se registra por experimentos de entrecruzamiento quimico seguido de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico (XL-SDS-PAGE) [56]. Esto sugiere que la auto-asociacion
de apoA-I estaria mediada en gran medida por la regiéon C-terminal. Esta hipotesis es respaldada por
un estudio reciente con una mutante quimera entre la apolipoforina III (apoLp-III) de insecto y la
region C-terminal de apoA-I humana (quimera apoLp-IlI-apoA-I A1-178). Con esta quimera se
observo oligomerizacion por XL-SDS-PAGE que estaba ausente en la proteina apoLp-III [57].
Ademas, se observo un resultado similar con mutantes de sustitucion de residuos acidos y basicos
por neutros en apoA-I (posiciones: lisinas 195, 206, 208, 226, 238 y 238; y glutdmicos 234 y 235).

Estas sustituciones disminuyen la formacion de oligdmeros, como se registra por XL seguido de
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exclusion molecular [58]. Por otro lado, el resto de la secuencia, que incluyen la region N-terminal y
central de apoA-I, posee la capacidad de mostrar auto-asociacion en forma independiente de la
region C-terminal. Esto fue evidente con la mutante apoA-I A185-243 que registra la formacion de
dimeros por exclusion molecular [59]. Ademas, esta asociacion depende de la polaridad del medio,
registrado por experimentos de asociacion en medios de distinta polaridad y XL-SDS-PAGE a
diferentes concentraciones de proteina [55]. Es asi que la auto-asociacion de apoA-I no depende de

una Unica region, existiendo distintas formas en la cual apoA-I puede formar oligémeros.

Con respecto a las regiones que mantienen una proximidad durante la auto-asociacion de
apoA-I, que podrian ser relevantes a nivel funcional, se conoce muy poco. Unicamente se ha
obtenido informacion de estas regiones, de forma indirecta, estudiando apoA-I a concentraciones que
permiten la formacion de especies oligoméricas [38,39,41,60]. La Tabla 1.3 organiza y resume estos
resultados. En general, se puede inferir que la auto-asociacion de apoA-I promueve la estabilizacion
por asociacion de segmentos de proteina que corresponden a las regiones N- y C-terminal. En base a
estas observaciones, se han propuesto distintos modelos de asociacion para la especie dimérica (la
mas sencilla de resolver) donde la asociaciéon se llevaria a cabo a través de contactos
intermoleculares entre regiones C-terminal [61]. Por otra parte, se han obtenido distintos modelos
tridimensionales del dimero de apoA-I en ausencia de la region C-terminal. El primero de estos fue
propuesto por Mei et al. 2011 [59] y el segundo por Melchior et al. 2016 [62], en ambos modelos la

region reconstruida corresponde a los residuos 1-184.

19



INTRODUCCION

Tabla 1.3: Residuos y regiones involucradas en la auto-asociacion de apoA-I

Autor Regiones involucradas Metodologias y condiciones
L163 (hd); A176 (hd); G217 (hd); P209 SD-SL-EPR; 5 y 0,5 mg/ml;
Oda et al. 2003 [38] (hd); K226C (hd.) 20-22 °C; buffer PBS
. Nt-Nt; Nt-K77; Nt-K238; K208-K208; XL-MS; 1 mg/ml;
Silva et al. 2005 [41] K208-K238; K226-K238-K238. buffer PBS (pH 7.8)
) ) ) SD-SL-EPR; 2,8 mg/ml;

Lagerstedt et al. 2007 [39] G26 (hd); L44 (hd); L65 (hd); S167 (hd) 20-22 °C: buffer PBS (pH 7.8)
Chetty et al. 2009 [60] (212-222); (233-243) HDX-MS; 1,2 mg/ml

Anisotropia de fluorescencia y

. . . homoquenching

Prieto et al. 2011 [52] W@92; W@104; W@108 <0,1 mg/ml

buffer PBS

La tabla representa los residuos y las regiones aminoacidicas que mantienen contactos entre si durante la formacion de oligdmeros. También se
especifican las técnicas y las condiciones experimentales utilizadas. SD-SL-EPR, espectroscopia de resonancia paramagnética electronica spin
sitio-dirigida; XL-MS, espectroscopia de masas de entrecruzamiento quimico, HDX-MS, espectroscopia de masas de intercambio
hidrogeno-deuterio; hd, homodimero; PBS, buffer fosfato-salino; y Nt, N-terminal.

1.4.3 Union de apoA-I a membranas lipidicas

Ademds de asociarse para formar oligdmeros, apoA-I interacciona con membranas
fosfolipidicas en una etapa previa a la formacion de dHDL. En esta seccion se describe el mecanismo

por el cual apoA-I interacciona con lipidos y los cambios estructurales que esta sufre en el proceso.

Estudios con mutantes de eliminacion progresiva de segmentos de proteina de apoA-I
(mutantes utilizadas: apoA-I A1-43, A44-65, A44-126, A123-166, A190-243 y A223-243) han
demostrado que la region C-terminal es esencial en la interaccion con membranas fosfolipidicas, y
que el resto de su estructura sufre cambios conformacionales durante este proceso [63]. Es asi que
Saito et al. 2003 [59] propusieron un modelo de interaccion con membranas que se desarrolla en dos
etapas (Figura 1.5). Primero, apoA-I se asocia a una superficie fosfolipidica a través de su region
C-terminal (region que fluctua entre dos tipos de estructura secundaria: a-hélices y random coil, en
particular los residuos 220-238 [38]), donde esta asociacion es acompafiada de un aumento del
contenido a-helicoidal en esta region [63]. Luego el resto de la proteina, compuesta principalmente
por un ramillete de o-hélices, sufre una apertura que convierte sus interacciones hidrofobicas
hélice-hélice en interacciones hélice-lipidos. Este modelo de dos etapas es consistente con

mediciones calorimétricas de la unién de apoA-I [64] y péptidos modelos [65] a vesiculas
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fosfolipidicas, que indican que la unién a membrana es acompafiada por una liberacion de calor
(AH < 0). Estas caracteristicas, en la asociacion de apoA-I a membranas fosfolipidicas, apoyan la
idea general de que la fuerza impulsora en la asociacion viene dada por la ganancia en estructura
secundaria, en particular estructura o-hélice [38]. Por otra parte, estudios en el laboratorio del
Dr. Horacio Garda han mostrado una insercion en membrana de un ramillete de cuatro hélices
provenientes de un dimero de apoA-I (residuos 77-120), en un arreglo que corresponde a una de las
distintas configuraciones observadas en modelos in vitro de dHDL (configuracién LL5/2, ver detalle

mas adelante) [52].

N-terminal
N
+ * A
C
I C-terminal
Estructura de Etapa inicial de union a lipidos a
ramillete través del dominio C-terminal

Reorganizacion conformacional con
apertura del ramillete N-terminal

Figura 1.5: Mecanismo de union a lipidos de apoA-I. Modelo de asociacion a membranas
fosfolipidicas propuesto por Saito et al. 2003 [63]. Figura adaptada de Saito et al. 2003 [59].

1.4.4 ApoA-I en HDL discoidales

1.4.4.1 Estructura secundaria

Una de las funciones estructurales mas importantes de apoA-I es su capacidad de formar
dHDL, un complejo fosfolipidos-proteina que tiene la habilidad de almacenar colesterol. Se cree que
este proceso tiene lugar en la superficie de las membranas plasmaticas, donde apoA-I aprovecha

ciertas irregularidades en la hemicapa externa para formar estas estructuras [66,67].
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Experimentalmente, se han logrado reproducir estas particulas por medio de distintas técnicas,
obteniéndose estructuras andlogas o equivalentes denominadas HDL reconstituidas (rHDL). Esto ha
ayudado a entender su estructura y los fundamentos que llevan a la formacion de dHDL in vivo como
sus funciones claves. La primera observacion estructural en estas particulas fue el incremento
significativo en estructura a-hélice, lo que supone que la formacién de estas estructuras es
termodindmicamente favorable. A su vez, estos complejos son reproducibles en distintos tamafos
para dos moléculas de apoA-I, las mas estudiadas de 7,8 nm y 9,6 nm, manifestando asi su alta
flexibilidad conformacional. A partir del andlisis de la distribucién de residuos polares y no polares
alrededor del eje en las hélices anfipaticas que puede adquirir apoA-I en rHDL, estas han sido
clasificadas en tres clases diferentes: hélices tipo A, Y y G* [68]. Las hélices de clase A son el
principal motivo de union a lipidos en apoA-I, como también en otras apolipoproteinas tales como la
apolipoproteina A-IV y la apolipoproteina E. Esta clase de hélice se caracteriza por la localizacion de
residuos basicos (con carga positiva) cerca de la interfase hidrofobica/hidrofilica y residuos acidos
(con carga negativa) agrupados en la cara polar (Figura 1.6 A). Las hélices de clase Y se
caracterizan por la agrupacion de residuos basicos en la cara polar, con un patrén en forma de letra Y
[69] (Figura 1.6 B). Por ultimo, las hélices clase G* han sido descritas como un arreglo al azar de
residuos basicos y acidos en la cara polar (Figura 1.6 C). Cabe recalcar que estas dos tltimas clases
de hélices (Y y G*), identificadas en otras apolipoproteinas, tienen una reducida afinidad a lipidos en

comparacion con las hélices de clase A.
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A Cara no polar B

/

Residuos con
carga positiva
(basicos)

v\ Residuos con

carga negativa

Clase A (cidos) ClaseY Clase G*

Figura 1.6: Diferentes clases de a-hélices descritas en apoA-I-dHDL. La figura representa los
distintos tipos de a-hélices de apoA-I en rHDL [68]. Se describen tres clases de a-hélices: A, Y y G*,
en funcion de la distribucion de residuos cargados en la cara hidrofilica. Codigo de color: residuos
con carga positiva (rojo), residuos con carga negativa (azul) y residuos hidrofoébicos (verde).

Tomando como base las observaciones mencionadas, Segrest et al. 1974 [70,71] propusieron
una organizacion en estructura secundaria, que luego fue validada por técnicas experimentales
(Figura 1.7). Esta inicia con una primera region (residuos 1-43), denominada G, codificada por el
exon 3 del gen APOAI, que incluye una a-hélice clase G*, pero que se ha encontrado que adquiere
una estructura mas bien globular. Luego esta es seguida de una segunda region de 10 a-hélices
anfipaticas repetidas en tandem, de 22 u 11 residuos cada una, codificadas por el ex6on 4 del gen
APOAL. Cada una de estas hélices estan organizadas y separadas de la siguiente manera: H1 [44-65],
H2 [66-87], H3 [88-98], H4 [99-120], H5[121-142], H6 [143-164], H7 [165-187], H8 [188-208],
H9 [209-219] y H10 [220-243]. Para concluir, esta organizacion sera utilizada a lo largo de esta
Tesis para referirnos a determinados segmentos de proteina de apoA-I en solucién o asociadas con

lipidos (en membrana o en rHDL).

Figura 1.7: Estructura secundaria de apoA- en dHDL propuesta por
Segrest et al. 1974 [70,71]. Los residuos 1-43 corresponden a la region G, mientras que los residuos
44-243 a 10 o-hélices anfipaticas de clase A e Y (H3 y H9, hélices de 11 aminoacidos y el resto de
hélices de 22 aminoacidos).
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1.4.4.2 Estructura terciaria

Las HDL poseen una vida media muy corta en plasma debido a que son excelentes sustratos
de la LCAT [72] siendo dificil aislarlas y por lo tanto estudiarlas. En consecuencia, el conocimiento
disponible acerca de estas estructuras proviene unicamente de estudios en rHDL. Estas exhiben
muchas de las caracteristicas tipicas de las dHDL nativas, tales como activacion de LCAT [73],
transferencia de lipidos [74] y la unién a receptores [75]. A pesar de tener un método confiable de
adquisicion de dHDL, la caracterizacion estructural ha proporcionado resultados divergentes, no
existiendo un tnico modelo. A continuacion, se describen algunos de los modelos estructurales mas
importantes en rHDL que aportan informacion para comprender la relacion estructura-funcion en

estas.

1) Modelo rigido:

La estructura de las rHDL fue inicialmente caracterizada entre los afios 1986 y 1989 como
una estructura en forma de disco (de ahi proviene el nombre de HDL discoidales), con dimensiones
de ~9,6/4,7 nm (diametro/espesor), con dos moléculas de apoA-I, y conteniendo entre 150 y 200
moléculas de fosfolipidos de 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) [76,77]. Mas tarde,
Borhani et al. 1997 [78] lograron cristalizar una forma truncada de apoA-I (residuos 44-243),
revelando una estructura de cinturéon que propusieron seria la adoptada en dHDL. Finalmente,
Segrest et al. 1999 [79] propusieron un modelo rigido consenso para esta estructura que se denomind

modelo de doble cinturdn (double-belt model) (Figura 1.8).

En el modelo de rHDL propuesto por Segrest et al., dos moléculas de apoA-I, en un arreglo
de 11/3 residuos por vuelta de estructura a-hélice, se organizan en una conformacién de tipo cinturén
que encapsulan una porcidon de bicapa lipidica en una orientacion antiparalela en la cual ambas
hélices HS, una de cada molécula, se encuentran enfrentadas en una conformacién que se denomind

registro de hélice LL5/5 [79]. Este registro fue establecido a partir de la grafica de las a-hélices
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H2-H9 de una molécula de apoA-I en rHDL en un diagrama de hélices, donde la grafica resultante
revela dos interfases que se denominaron /left (L) y right (R) dependiendo de hacia donde estas se
agrupan, hacia la izquierda o hacia la derecha del grafico, respectivamente. Considerando esto
ultimo, el modelo de rHDL propuesto por Segrest podria existir en dos arreglos (o configuraciones)
distintos dependiendo de como estas regiones se apilan una con respecto a otra: left to left (LL) o
right to right (RR), observandose que el arreglo LL, en una configuraciéon LL5/5 (configuracion
simétrica), proporciona una mayor cantidad de puentes salinos y por lo tanto es la mas estable en
términos energéticos para la region 44-241 de apoA-I del modelo propuesto por Segrest et. al..
Luego estudios por XL apoyaron este modelo, donde se observo el arreglo LL5/5 [80,81].
Finalmente, aunque una orientacion LL parece ser la conformacion preferencial de apoA-I en rHDL,
estudios recientes no descartan otros arreglos, donde se ha observado que con una mutante de
eliminacion de la region central en apoA-I (residuos ausentes: 1-54 y 121-142) revel6 un arreglo RR

[82].

Figura 1.8: Modelo rigido de rHDL. Se representa un modelo estructural de rHDL propuesto por
Segrest et al. 1999 [79]. A) Modelo en ausencia de lipidos, donde se aprecian los puentes salinos
inter-hélices entre moléculas de apoA-I para una configuraciéon LL5/5 (la configuracion mas estable).
Las hélices son numeradas de 1 a 10, representando a los residuos con carga positiva y negativa en
rojo y azul, respectivamente. B) Modelo en presencia de lipidos para la misma configuracion
alrededor del borde de un parche de 8,5 nm de didmetro de una bicapa POPC simulada por MD en la
fase cristalina liquida. Las representaciones carecen de las regiones 1-43 y 241-243, no predichas en
estructura a-hélices. Figura adaptada de Segrest et al. 1999 [79].
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2) Modelos flexibles:

A pesar de que el modelo rigido propuesto por Segrest et al. es util para entender algunos
aspectos de su funcion, estudios posteriores revelaron cierto grado de flexibilidad en algunas de sus
regiones, las cuales tendrian una funcion clave. A continuacion, se describen algunas modificaciones
que extienden el modelo de doble cinturén, proponiendo una mayor flexibilidad. La discrepancia en
estos modelos no quiere decir que algunos de estos no sean validos, sino que las condiciones y
técnicas utilizadas para obtenerlos podrian estar registrando un estado conformacional estabilizado

energéticamente por las condiciones del ensayo.

o Looped-belt model (Figura 1.9 A) es un modelo de particulas de rtHDL de 9,4 nm con
1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) propuesto a partir de estudios por resonancia
paramagnética de electrones (EPR) y transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET). Este
es un modelo de doble cinturén con un registro de hélice LL5/5 antiparalela, aunque con una region
(residuos 134-145) que actiia como lazo (loop) y protruye del disco, y que ha sido propuesto como
un sitio potencial para la activacion de LCAT e interaccion con membranas fosfolipidicas, como por
membranas celulares [83].

o Belt-buckle model (Figura 1.9 B) es un modelo de rHDL obtenido para dos didmetros
distintos de 8 y 9,6 nm con POPC obtenidos por XL-MS. Este modelo no mostrd regiones que
sobresalen de la estructura, pero se diferencia de la forma clédsica por mostrar un pliegue en la region
que comprende los residuos 1-44 [84]. Ademas, hay que resaltar que, en este modelo, la
configuracion es distinta entre ambos didmetros de rHDL, siendo de LL5/5 y LL5/2 para los
diametros de 9,6 y 8 nm, respectivamente.

. Solar-flared model (Figura 1.9 C) es un modelo de particulas de rHDL de 9,6 nm con POPC
y FC formulado a partir de experimentos de intercambio de hidrogeno-deuterio y MS (HDX-MS),
con caracteristicas similares al looped belt model [85], aunque con un loop entre los residuos

159-180.
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o Flip-helical model es un modelo de particulas rHDL de 10 nm con POPC obtenido por
experimentos de intercambio de hidrégeno y MS (HX-MS). Este modelo fue obtenido con una
extension casi completa de estructura secundaria, a excepcion de los residuos 6 y 7. Este presenta
rasgos estructurales similares a los descritos previamente, pero con una region entre los residuos
125-158 que fluctua (flip) entre una estructura helicoidal y una menos ordenada [86].

Por otra parte, estudios por MD con un modelo rigido de rtHDL (apoA-I 44-243, el principal
scaffold) como punto de partida mostraron fluctuaciones alrededor de sus moléculas de apoA-I
similares a los reportados previamente por técnicas experimentales [87—-90]. Los resultados de estas
simulaciones a diversos tiempos y con diferentes métodos: 1 (all atoms), 4,2 (all atoms), 200 (all
atoms) y 400 ns (coarse grained), se caracterizaron por alejarse de la forma plana del modelo de
rHDL propuesto por Segrest et al., apoyando de esta forma la idea general de flexibilidad en la

estructura de rHDL.

A

Figura 1.9: Modelos flexibles de rHDL. Se representan distintos modelos de doble cinturon para
rHDL. A) Looped belt model, modelo de 9,6 nm de DOPC. B) Belt-buckle model. Modelo de 9,6 nm
POPC. C) Solar flared model, modelo de 9,6 nm POPC/FC. Figuras adaptadas de Martin et al. 2006
[83], Bhat et al. 2007 [84] y Chetty et al. 2013 [86], respectivamente.

Conociendo que las rHDL presentan regiones fluctuantes en su estructura, previamente

describidas, se han propuesto diferentes funciones para estas, tales como las siguientes:

. Actuar como sitios de anclaje que permitan la interaccion con membranas bioldgicas.

Corsico et al. 2000 [91] observaron que la region que comprende los residuos 87-123 (hélices
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involucradas H3-H4) en rHDL se une a membranas fosfolipidicas con el lipido marcado
3-(trifluorometil)-3-(m-[ 1251]iodofenil)diazirina (125I-TID-PC), un lipido foto-inducible.

o Ser un sitio de union para la LCAT. Esta region comprende las hélices HS y H6 en rHDL de
configuracion LL5/5, segiin el modelo molecular del complejo LCAT-rHDL obtenido por una
combinacion de técnicas de microscopia de tincidon negativa, XL-MS y HDX-MS [92].

. Finalmente, estas fluctuaciones pueden actuar como un potencial mecanismo de perturbacion
de puentes salinos intermoleculares permitiendo asi cambios de registro helicoidal. Esto ultimo se
observd en experimentos por MD, donde pequefios cambios en la estructura de partida en tHDL de
configuracion LL5/5 resulta en diferencias estructurales de alineamiento entre sus moléculas de

apoA-I durante el curso de una simulacién [87].

Todas estas observaciones demuestran la idea general de flexibilidad del componente

proteico de las rHDL, aun asi, el componente lipidico también muestra un grado de flexibilidad.
3) Modelos muy flexibles:

Los modelos descritos previamente apoyan la idea de que las tHDL adquieren forma de
discos y que la funcion de éstas recae en la flexibilidad de apoA-I. Estudios recientes han propuesto
que no solo esta podria mostrar cierto grado de flexibilidad, sino que la estructura membranosa
también puede fluctuar entre distintas conformaciones, agregando asi versatilidad a las estructuras y,

posiblemente, funciones de las rHDL.

. El primer modelo descrito es el denominado Double Super Helix o winding-shaped
(Figura 1.10 A) para particulas de rHDL de 9,6 nm con POPC y FC. Este modelo, determinado a
partir de resultados de dispersion de neutrones a bajos angulos (SANS), es presentado como un
modelo alternativo al double belt [93]. Este se organiza en forma de elipsoide con dos moléculas de
apoA-I en un registro de hélice LL5/5 que encapsulan una micela de fosfolipidos. La evaluacion de

este modelo por MD reporté que durante los tiempos de simulacién su estructura helicoidal se
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aproxima a la forma discoidal. De esta manera, este resultado respalda la idea general de flexibilidad
conformacional que venimos manteniendo y se propone a esta estructura como intermediaria durante
la biogénesis de las rHDL [94,95].

o Otro modelo flexible es el conocido como saddle-shaped. Este modelo se observd por
primera vez por Miyasaki et al. 2009 [96] para la forma completa de apoA-I en rHDL de 7,8 nm con
POPC. En estos experimentos se evalud el grado de empaquetamiento de los fosfolipidos en la
porcion lipidica de las rHDL en dos regiones distintas: grupos polares y cadenas aciladas, con los
fosfolipidos fluorescentes rodamina- y pirenil-fosfolipido, respectivamente (Figura 1.10 B). Este
nuevo modelo fue luego registrado en un estudio por MD. En este estudio, partiendo de un modelo
de doble cinturéon de rHDL con FC, se evalud el efecto que tiene la incorporacion progresiva de
fosfolipidos en su estructura, donde se observéd que se alcanza una conversion de la forma de disco
hacia la saddle-shaped [97]. Finalmente, estas observaciones fueron luego apoyadas por

experimentos con péptidos modelos de apoA-1[98].

Resumiendo, la interconversion de las dHDL entre sus multiples conformaciones con
distintos grados de flexibilidad podria ser funcién del contenido lipidico sobre la bicapa de
fosfolipidos que protegen del solvente. En estas conformaciones, las interacciones por puente salino
entre las moléculas de apoA-I, como la localizacion y la cantidad de pares de residuos de prolina
podrian jugar un papel importante, permitiendo asi cambios de registro de hélice y en consecuencia

la funcion de las dHDL.
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Figura 1.10: Modelos muy flexibles para rHDL. A) Modelo de double-superhelix (o
winding-shaped). B) Modelo saddle-shaped. Figuras adaptadas de Wuetal 2006[93] vy
Miyasaki et al. 2009 [96], respectivamente.

1.4.5 ApoA-I en HDL esféricas

La estructura de las sHDL fue inicialmente caracterizada por Gangani et al. 2008 [99]. Esta
se logré a partir de estudios en sHDL reconstituida in vitro a partir de la incubacion de rHDL con
LCAT y LDL, evaluando esta estructura por XL-MS. Esta particula fue generada en dos tamanos
distintos de 7,6 y 9,2nm, con dos y tres moléculas de apoA-I, respectivamente. Por esta
metodologia, se evidencid un patron de entrecruzamiento quimico similar al observado en tHDL
generada en las mismas condiciones. A partir de estos resultados Gangani et al. propusieron distintos
modelos para representar esta estructura siendo el mas interesante el modelo de trébol (¢refoil) para
tres moléculas de apoA-I en una configuracion cercana a la 5/5/5 en sHDL reconstituidas in vitro
(Figura 1.11). Luego Wu et al 2011 [100] obtuvieron resultados equivalentes por SANS, mientras
que Gursky et al. 2013 [101] terminaron apoyando el modelo trefoil a partir de la evaluacion de la
estructura cristalina del fragmento apoA-I A185-243. Estos modelos, igual de equivalentes,
evidencian la heterogeneidad de apoA-I de estabilizar diferentes posibles arreglos macromoleculares,
donde probablemente la configuracion de las moléculas de apoA-I participantes pueda ser un factor

relevante.
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Figura 1.11: Potenciales disposiciones moleculares de tres moléculas de apoA-I en particulas de
HDL esféricas. A) Modelo clasico de doble cinturon LL5/5 propuesto para rHDL, donde se
muestran dos moléculas de apoA-I en rojo y verde, respectivamente. Las esferas de color representan
los primeros 44 aminoacidos de cada molécula. B) 1° modelo de sHDL, donde dos moléculas de
apoA-I se encuentran dispuestas de manera antiparalela mas una tercera en azul, formando un arreglo
de triple cinturén con cada molécula en una orientacion antiparalela con su vecina. C) 2° modelo de
sHDL que muestra dos moléculas de apoA-I dispuestas en una configuraciéon de doble cinturén con
una tercera dispuesta en una horquilla. D) 3° modelo de sHDL que enfrenta cada molécula de apoA-I
con sus dos vecinos en un arreglo en forma de trébol que evidencia dos regiones: en la primera los
extremos N-terminal de cada una se enfrentan, y en la segunda las hélices HS de cada molécula se
encuentran enfrentadas en una orientacion cercana a la 5/5/5. Figura adaptada de
Gangani et al. 2008 [99].

1.5 Propiedades espectrales del pireno

El pireno es un hidrocarburo aromatico policiclico, de bajo peso molecular y de naturaleza
hidrofobica, constituido por cuatro anillos aromaticos de benceno fusionados (Figura 1.12 A). Ha
sido utilizado, junto con sus derivados, como sonda fluorescente en multiples aplicaciones. Aqui se
resumen algunos de sus multiples usos basados en las propiedades intrinsecas de fluorescencia de

variantes del pireno:

e Estimacion de la concentracion molar critica en sistemas de micelas [102—104].
e Estimacion de distancias moleculares por FRET [105,106].

e Sensor de iones bivalentes [107].

e Sensor de moléculas de oxigeno [108—113].

e Sensor del pH en sistemas biologicos [114,115].
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Cuando la sonda pireno es disuelta en solucion, su espectro de emision de fluorescencia
muestra una estructura fina caracterizada por la presencia de cinco bandas de emision designadas
como I, II, III, IV y V, con picos bien definidos a 375, 379, 385, 390 y 395 nm, respectivamente,
segun la nomenclatura de Kalyanasundaram et al. 1977 [116]. Estas pueden ser mas o menos
evidentes, unas con respecto a otras, dependiendo de la polaridad del medio donde se encuentran
(Figura 1.12 B). Ademas, bajo determinadas condiciones se pueden observar bandas adicionales a
longitudes mayores a 400 nm, que pueden ser designadas con nimeros decimales, como por ejemplo
la banda de emision centrada a 420 nm (y que en esta Tesis se denomind banda 6). En el caso de
pirenos sustituidos con grupos anionicos, esta banda cambia su intensidad en funcion del pH [117-
119]. De aqui en mas, al conjunto de todas estas bandas las designaremos como emision de
mondmero del pireno. Sumada a la emision del mondémero, puede observarse también la emision de
dimeros excitados o excimeros, la cual se caracteriza por una emision amplia centrada a ~ 460 nm
(Figura 1.12 B). Esta banda solo tiene lugar cuando dos moléculas de pirenos se encuentran lo

suficientemente cerca uno con respecto al otro (< 10 A) y con la orientacion correcta [120].
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Figura 1.12: Propiedades fluorescentes de la sonda pireno. A) Representacion molecular del
pireno molecular. B) Representacion del espectro de emision de fluorescencia, donde se aprecia la
estructura final del mondmero (bandas I, II, III, IV y V) y la emision del excimero del pireno,
respectivamente.
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Estas bandas de emision de la estructura fina pertenecen a distintos estados vibro-rotacionales
del pireno, cuya intensidad de fluorescencia cambia dependiendo de las condiciones de su entorno,
que favorecerd en mayor o menor medida a un estado con respecto al restante. Estas propiedades,
junto con la formacion de excimeros, pueden ser aprovechadas para poder obtener informacion
relacionada a la estructura y funcién en proteinas marcadas. Esta seccion esta dedicada a introducir

aspectos fotofisicos de estas propiedades, tanto en solucién como unida a proteinas.

1.5.1 P-value

Como se mencion6 anteriormente, la estructura fina del espectro de emision del mondémero de
pireno muestra sensibilidad a cambios de polaridad del solvente [116,121,122], proponiéndose la
relacion entre las bandas I y III, centradas a 375 nm y 385 nm, respectivamente, como parametro
para monitorear cambios en el microentorno de la sonda. Esta relacion se conoce como P-value [120]
y se ha utilizado para establecer escalas de polaridad en una amplia gama de solventes [116,123]
desde organicos a acuosos, siendo el pireno a su vez capaz de distinguir entre solventes proticos y

aproticos.

La naturaleza de esta sensibilidad al solvente se ha atribuido a interacciones del tipo
(dipolo)-(dipolo-inducido) entre el solvente y modos vibro-rotacionales del pireno, respectivamente
[124]. Esta observacion surge de estudios de correlacion entre constantes de velocidad de transicion
radiactiva (Radiactive transition rate constant, constante proporcional a la intensidad de emision de
fluorescencia del estado vibro-rotacional) con valores de P-value calculados en solventes de distinta
polaridad. La evaluacién se realizé comparando la transicion S;"° — S¢"™ (banda I, 375 nm) con la
transicion S;"" — Sy"™", que corresponde a todas aquellas otras emisiones del pireno (bandas II-V).
Esta comparacion mostré que la primera de estas transiciones es la que muestra mayor correlacion.
Dicho de otra manera, la interaccion entre el modo vibro-rotacional que corresponde a la banda I con

solventes polares favorece la estabilidad de dicho estado, y por lo tanto permite una mayor emision
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de fluorescencia. Al contrario, cuando este estado se encuentra con solventes de menor polaridad su
intensidad de fluorescencia disminuye. Resumiendo, la polarizabilidad del solvente afecta en
preferencia al estado vibro-rotacional de la banda I, aunque se desconoce cudl es el efecto real sobre
el resto de las bandas, en particular la banda III. Con esta explicacion se logra entender el origen de
la sensibilidad del P-value al solvente, que a su vez, permite comprender la distinta sensibilidad del

pireno frente a solventes proticos y aproticos, presentados por Dong et al. 1982 [123].

Esta propiedad de sensibilidad al entorno del espectro del pireno puede ser utilizada para la
caracterizacion estructural en proteinas, registrando tanto el grado de polaridad en distintas
posiciones como en respuesta a tratamientos especificos. Esto incluye cambios conformacionales o
interacciones con otros componentes biologicos, como membranas, ligandos, drogas u otras
proteinas. Cabe destacar que el P-value reporta cambios en el microentorno de la sonda, pero no
reporta necesariamente la participacion directa de los residuos marcados o sus vecinos en la
interaccion evidenciada. Asi, una proteina marcada con pireno puede interaccionar por una de sus
caras, y esta interaccion podria inducir un cambio conformacional en otra region, donde se ubica la

sonda pireno, siendo esta la causa del cambio de sefial observable.

1.5.2 Excimero de pireno

Otra propiedad del pireno de gran utilidad para la caracterizacion de biomoléculas, es la
capacidad de formacion de excimeros (dimeros excitados). Los excimeros son asociados moleculares
que so6lo existen en el estado electronico excitado y son detectables en espectros de emision de
fluorescencia. En comparacion al espectro de emision de fluorescencia del mondmero, su emision se
caracteriza por estar desplazada hacia el rojo, en una banda no—estructurada y amplia, ya que su
emision abarca un rango aproximado entre 425 y 550 nm, centrada aproximadamente a 460 nm
[125]. El excimero se forma si una molécula de pireno en un estado electronico excitado interacciona

con un vecino préximo en un estado electronico basal. Esta formacion se lleva a cabo gracias a que el
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pireno posee tiempos de vida media (t;,) relativamente muy largos, > 200 ns, permitiendo la
formacion de excimeros [125]. La condicién de proximidad entre moléculas de pireno para que
ocurra la formacion de excimeros suele ser de < 10 A, aunque también se han reportado distancias de
hasta 20 A [126,127]. Ademas, esta condicién no es la inica que debe satisfacerse para que dicho
fenomeno ocurra. Nuevas exigencias surgen de las propiedades de excitacion en solventes buenos o
clasicos (orgénicos) y en solventes acuosos (pireno anclado a proteinas) [125]. La interaccidon entre
pirenos en el estado fundamental puede facilitar o inhibir la formacion de excimeros, dependiendo de
la capacidad de estos para acomodarse entre si, pudiendo existir dos escenarios posibles
(Figura 1.13). En el primero, dos moléculas de pireno en una configuracion precisa (apilados) lleva
a la formacion de un excimero. En el segundo, estas moléculas en un estado electronico excitado,
llevan a la formacion de un complejo no fluorescente que se encuentra desactivado (o quencheado)
estaticamente. Un ejemplo sencillo de esta situacion es el observado en el
N-(1-Pirenil)maleimida-Ditiotreitol (NPM-DTT) [125]. Cuando los anillos de succinimida del grupo
maleimida, en un dimero de pireno de NPM-DTT, se encuentran intactos no se observa el excimero,
pero cuando estos se encuentran abiertos por tratamiento alcalino, se observa el excimero. La
explicacion a esta situacion es que en ambos escenarios las moléculas de pireno se encontraban a una
distancia Optima para la formacion del excimero, pero no en la orientacién adecuada que se logra
solo sin las restricciones estéricas de los anillos de succinimida. De esta manera, en solucion acuosa,
la posibilidad de dos moléculas de pirenos proximos de formar un excimero o un complejo no
fluorescente parece estar determinado, no s6lo por la distancia entre las mismas, sino también por sus

microentornos y una orientacion favorable, idealmente con un pireno apilado sobre otro [125].
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Figura 1.13: Fotofisica del pireno. Vias de emision de fluorescencia del pireno. A) Emision de
fluorescencia de una unidad de pireno. B) Emision cuando dos moléculas de pireno se encuentran
proximas, pero con una orientacion desfavorable para la formacion de excimeros. C) Emision de
excimeros cuando la orientacion es Optima. Estos tres fendmenos contribuyen a la emision total
registrada experimentalmente. M: unidad de pireno; M* y (MM)* estados excitados; y hv, hvyy y hvg
energia del foton de excitacion, emision del mondmero y del excimero, respectivamente.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivos generales

El objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral consistio en analizar la relevancia
de determinadas hélices en apoA-I, en particular H4, H5 y H10 (siguiendo la nomenclatura derivada
de la estructura de apoA—I de doble cinturon en rHDL), en sus distintos estados conformacionales:
libre en solucion, formando oligdbmeros, en asociacion con lipidos y en complejos macromoleculares
tales como las rHDL, tanto generadas in vitro como in vivo. De esta manera, se espera encontrar
relaciones entre estas distintas conformaciones y comprender mejor la biogénesis que lleva a la
generacion de HDL, principales aceptores del colesterol periférico para su catabolismo y
eliminacion. El fin altimo de los estudios propuestos es mejorar nuestro entendimiento del rol
fisiopatologico de la proteina apoA—I y de los mecanismos moleculares que intervienen en el

transporte reverso del colesterol y la enfermedad ateroesclerdtica.

1.6.2 Objetivos especificos

. Generar distintas variantes mutantes de apoA-I en las hélices de interés.

. Purificar y marcar estas proteinas con la sonda fluorescente pireno.

o Evaluar la estabilidad y funcionalidad de estas proteinas marcadas.

o Estudiar la auto-asociacion de apoA-I libre de lipidos marcada con pireno en soluciones

acuosas con modelos de asociacidn a través de modelos matematicos.
o Analizar la participacion de las hélices estudiadas en la interaccion de apoA—I con

membranas biologicas y complejos de HDL generados in vitro e in vivo.
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RESULTADOS

2.1 Construccion de variantes mutantes de apoA-I

2.1.1 Objetivos

En el transcurso de la Tesis Doctoral de la Dra. Luz A. Cuellar 2012 [128] se generaron en
apoA-I mutantes de sustitucion Unica de residuos de lisinas (Lys, K) por cisteinas (Cys, C): K107C,
K133C y K226C, en las caras hidrofilicas de las hélices H4 (residuos 99-120), H5 (residuos 121-142)
y H10 (residuos 220-243), segun la nomenclatura propuesta por Segrest et al. 1974 en tHDL [70,71].
Estas posiciones fueron seleccionadas en base a la cercania entre estos residuos en modelos de
configuraciones LL5/5 'y LL5/2. Estos modelos fueron inicialmente propuestos por
Silva et al. 2005 [81] a partir de resultados de XL-MS. A su vez, estas mutantes permitieron en el
laboratorio del Dr. Horacio Garda distinguir estos arreglos en rHDL reconstituidas in vitro por dos
metodologias: didlisis con colato y microsolubilizacion directa. Estos resultados fueron publicados
por Cuellar et al. 2014 [129], donde las posiciones 107 y 133 fueron utiles en distinguir por FRET
los arreglos LL5/2 (o LL4/4) y LLS5/S, respectivamente. La primera configuracion fue observada en
rHDL reconstituidas por microsolubilizacion y la segunda por didlisis con colato. En ambas
metodologias la posicion 226 actué como control negativo no registrando proximidad consigo misma
en rHDL. En esta Tesis Doctoral se complementaron estas variantes con sus contrapartes en las caras
hidrofobicas: F104C (Phe, F), L137C (Leu, L) y F225C, seleccionadas a partir del diagrama de
hélices en las hélices H4, HS y H10 (Figura 2.1). Ademas, se generd la mutante +244C de tnica Cys
localizada fuera de la secuencia de apoA-I en la posicion 244. Esta actuaria como control negativo en
algunos de los experimentos realizados. De esta manera, el primer objetivo planteado fue la
obtencion de estas 4 mutantes para luego purificarlas y utilizarlas en experimentos biofisicos y en

células en cultivo.
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Figura 2.1: Posiciones seleccionadas en apoA-I. A) Modelo de la forma libres de lipidos de apoA-I
propuesto por Melchior et al. 2017 [40]. B) Modelo de la forma wunida a lipidos por
Segrest et al. 1974 [70,71]. En cada modelo la estructura secundaria a-hélice se representa en forma
de barril con las caras hidrofilica e hidrofobica en azul y rojo, respectivamente. Ademas, en la figura
se resaltan con un recuadro en rojo las mutantes disefiadas en esta Tesis Doctoral (posiciones 104,
137, 225 y 244).

2.1.2 Generacion de variantes mutantes

En base a las sustituciones escogidas para generar las mutantes F104C, L137C y F225C se
construyeron los primers necesarios utilizando el software online Oligo Calc:
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html. Los oligonucledtidos generados son aquellos
presentados en la Figura 2.2 A. La secuencia molde fue el DNA codificante (cDNA) de la forma
humana de apoA-I con la mutaciéon E2D (que denominaremos apoA-I WT), que permite el clivaje
quimico en esta posicion, insertada en el vector pET30a(+) (ver siguiente seccioén). Se escogid la
metodologia en la que se basa el kit QuikChange™ site-directed mutagenesis (Stratagene) para
generar las sustituciones de pares de bases (Figura 2.2 B), una estrategia sencilla que se basa en la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). De esta manera, se lograron introducir

mutaciones de una y tres bases en la secuencia de cDNA de apoA-1 WT. Posteriormente, la mutante
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+244C fue sintetizada por la empresa Biomatik (EEUU), cuya region codificante fue modificada para

optimizar el uso de codones en Escherichia coli (E. coli) y luego clonada en el vector pET30a(+).

A

Mutante Primers directo
F104C 5' CC TAC CTG GAC GAC TGC CAG AAG AAG TGG CA 3
L137C 5" G AAG CTG CAC GAG TGT CAA GAG AAG CTG A3’
F225C 5" CTG GAG AGCTIGC AAG GTIC AGC 37
B
Etapal Etapa2 Etapa3 Etapa4
Preparacion plasmidica Ciclos de temperatura Digestion Transformacion

0

Prime
rimers Hebras de plasmido

conteniendo la mutaciéon

DNA sin mutar /) Primer con la DNA con mutacion
(plasmido) ,;’ﬁ' mutacion (plasmido)

Figura 2.2: Obtencion de variantes mutantes de Cys en apoA-I. La figura muestra la metodologia
utilizada en esta Tesis Doctoral en la generacion de variantes mutantes. A) Secuencia de los primers
utilizados, donde los codones que codifican los aminoacidos a Cys se encuentran resaltados. B)
Metodologia utilizada, QuikChange site-directed mutagenesis. Esta se divide en cuatro etapas: 1)
Obtencion y preparacion del DNA plasmidico por miniprep; 2) PCR con los primers disefiados; 3)
digestion con Dpnl para eliminar el DNA molde; y 4) transformacioén en cepas de clonado para
posterior extraccion de DNA plasmidico y secuenciacion.

En la Figura 2.3, y a modo de ejemplo, se observan los productos de PCR obtenidos para las
mutantes F104C, L137C y F225C. Luego estas se trataron con Dpnl, y el producto de digestion se
introdujo (transformacion por shock térmico) en la cepa de clonado E. coli IM109, previamente
permeabilizadas por la técnica de generacion de células competentes. En un estriado en placa con
LB-Agar (Luria Bertani-Agar), se seleccionaron aquellas colonias con resistencia a Kanamicina
(Kan). De las colonias resistentes, se obtuvo el DNA plasmidico por minipreb y se enviaron a un
servicio de secuenciacion (Macrogen, Korea del Sur) para corroborar la introduccion correcta de las

mutaciones buscadas.
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<+— Producto de PCR

<+— Primers libres

Figura 2.3: PCR de solapamiento. Gel de agarosa al 4 %, donde se muestra el producto de PCR y
los primers libre sin reaccionar en la obtencion de variantes mutantes de apoA-I luego de la reaccion
de PCR. Calle 1: marcador de peso molecular; calle 2: apoA-I WT; calle 3: F104C; calle 4: L137C;
calle 5: no aplicable; y calle 6: F225C.

2.1.3 Conclusion

En conclusion, logramos obtener mutantes puntuales de Cys en apoA-I que complementan las
ya disponibles en el laboratorio. Estas mutantes serdn utilizadas en experimentos biofisicos, donde se

buscard caracterizar la relevancia de estas posiciones.

44



RESULTADOS

2.2 Expresion, purificacion y marcacion de variantes mutantes de

apoA-I

2.2.1 Objetivos

A partir de las mutantes previamente disefiadas en el laboratorio (mutantes K107C, K133C y
K226C), y las complementarias generadas en esta Tesis (mutantes F104C, L137C, F225C y +244C),
el siguiente objetivo fue la obtencién de estas proteinas con un grado de pureza y rendimiento
requerido para los experimentos que se describen en esta Tesis. Una vez obtenidas, las variantes de

apoA—I deben ser marcadas eficientemente con la sonda fluorescente N-maleimida pireno.

2.2.2 Obtencion de cepas de expresion

Una vez confirmada la secuencia de todas las mutantes, los plasmidos que las contienen se
transformaron en la cepa de expresion E. coli BL21 (DE3), que tiene incorporado en su genoma el
gen de la T7-RNA pol bajo el promotor inducible del Operén Lac (Figura 2.4). Luego se
seleccionaron colonias aisladas y uniformes resistentes a Kan y se evaluo6 su capacidad de expresion
con un ensayo en microescala. Todas las colonias seleccionadas mostraron un rendimiento de
expresion equiparable, por lo que se eligié una para la expresion de cada mutante y se guardaron en

stocks de glicerol a -70°C.
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pET30a-ApoA-I

Lacl

Figura 2.4: pET30a-ApoA-I. Representacion de los elementos mas importantes que posee el vector
de expresion pET30 con el inserto de apoA-I.

2.2.3 Expresion y purificacion

La expresion y purificacion de proteinas recombinantes se llevd a cabo como esta descripto
en materiales y métodos (ver Seccion 4.1.3). El proceso completo se encuentra resumido en la
Figura 2.5. Brevemente, luego de un primer paso de extraccion y clarificacion, la purificacion se
lleva a cabo en tres etapas de cromatografia, las dos primeras por afinidad a metales pesados (IMAC)

y la ultima por intercambio anidnico.
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Cultivo y Purificacion por Corte con acido  Purificacién por Purificacion
expresion afinidad formico afinidad por intercambio
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Figura 2.5: Protocolo de purificacion de apoA-I. Protocolo utilizado para purificar variantes
mutantes de Cys de apoA-I. Orden de calles en geles SDS-PAGE: calle 1: muestra de cultivo sin
inducir con IPTG; calle 2: muestra de cultivo con induccion con IPTG; calle 4: elucion con 100 mM
Imidazol; calle 6: elucion con 5 mM Imidazol; calle 8: después de la purificacion por intercambio
io6nico; y calles: 3, 5 y 7: marcador de peso molecular (MK) en kDa.

Inicialmente, bacterias BL21 (DE3) en stock glicerol a -70 °C, conteniendo el plasmido
pET30a-ApoA-I, fueron cultivadas en medio LB con Kan e inducidas con
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Luego estas se centrifugaron y se obtuvo un pellet
resultante. Posteriormente, el pellet fue disuelto y sonicado en presencia de cloruro de guanidinio
(GdHCI) y B-mercaptoetanol (BME) (en nuestro caso con mutantes de Cys). Finalmente, se

eliminaron los restos celulares por ultracentrifugacion y se obtuvo un sobrenadante clarificado.

El sobrenadante fue cargado en una columna de IMAC. Se eluyeron las impurezas y nuestra
proteina de interés con 35mM y 100 mM de imidazol en un buffer de equilibrio (EQB)
suplementado con GdHCI y BME a pH 7,4 (25 mM NaHPO4, 500 mM NaCl, 3M GdHCI y
10 mM BME), respectivamente. Luego estas fracciones fueron sometidas a un tratamiento en
condiciones 4cidas y de temperatura, incubando 5 hs a 55 °C al 45 % de acido férmico en presencia

de 3 M GdHClI, para cortar en forma quimica el enlace peptidico Asp>Pro’. De esta manera, se
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separ6 el His-Tag N-terminal de la forma madura de apoA-I y se obtuvieron proteinas recombinantes
que carecen de sus dos primeros residuos, lo cual no afecta su estructura ni su funciéon segin
Prieto et al. 2012 [130]. La Figura 2.6 muestra este sitio propuesto por Ryan et al. 2003 [131] para
la forma apoA-I WT. Cabe destacar que este método de protedlisis con acido formico no fomenta

modificaciones sobre la proteina purificada, particularmente formilaciones segin Ryan et al. 2003.

Sitio labil a la hidrolisis acida
DDPPQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEGSALGKQLNLKLLDNWDSVTSTFSKLRE
QLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLR

AELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGG
ARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ

Figura 2.6: Secuencia de apoA-I WT. En azul se representa la secuencia completa de apoA-1 WT, y
en rojo el enlace peptidico sensible a la hidrélisis quimica en condiciones acidas.

La separacion del His-Tag cortado y nuestra proteina de interés se llevaron a cabo por un
segundo paso de separacion por IMAC. En esta etapa, nuestra proteina de interés eluye
principalmente como fraccion débilmente retenida por la matriz con 5 mM Imidazol. El His-Tag
cortado y la proteina sin cortar se eluyen con 100 mM Imidazol. De esta manera, logramos obtener

nuestra proteina sin el His-Tag.

Finalmente, se agregd un paso de purificaciéon por intercambio i6nico que nos permitio
mejorar la pureza y evitar proteinas contaminantes con Cys que generen sefiales aberrantes de
formacion de excimeros (ver Seccion 2.2.4). Brevemente, las proteinas fueron dializadas
exhaustivamente para eliminar las sales del medio, y disueltas en buffer Tris 30 mM + Urea 4 M
pH 8. Luego estas se inyectaron en una columna de separacion por intercambio anidonico (MonoQ).
La modalidad de separacion fue por gradiente con un buffer de siembra A de Tris 30 mM +
Urea 4 M pH 8 y un buffer de elucion B conteniendo 1 M NaCl, con un gradiente entre 10 y 35 %.

Del perfil de elucion obtenido se seleccionaron aquellas fracciones que conservaron una gran
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cantidad de proteina y una alta pureza. Estas se concentraron y se almacenaron en GdHCI a -20 °C
para su posterior utilizacion. La Figura 2.7 muestra un SDS-PAGE de todas nuestras proteinas

purificadas y marcadas con la sonda fluorescente pireno.
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Figura 2.7: SDS-PAGE 16 % de variantes de apoA-I-Pireno purificadas. Se representa en un gel
SDS-PAGE, tefiido con coomassie blue, el grado de pureza de variantes mutantes de apoA-I
purificadas marcadas con pireno. Calle 1: marcador de peso molecular (MK) en kDa; calle 2:
apoA-1 WT; calle 3: K107C; calle 4: K133C; calle 5: K226C; calle 6: F104C; calle 7: L137C; calle
8: F225C; y calle 9: + 244C.

En conclusion, se lograron obtener nuestras proteinas de interés purificadas. Se obtuvo un
grado de pureza de >96 % con un rendimiento de 7,5-10 mg/L de cultivo, no observandose
citotoxicidad por lipopolisacéarido en cultivos celulares. El rendimiento y la pureza entre mutantes de
Cys y apoA-I WT fueron similares, a excepcion de K226C, donde fue evidente la formacion de
dimeros de Cys irreversibles por oxidacion durante la purificacion y que no se reducen por
tratamiento con BME. En este caso particular, la separacion de este dimero fue realizada por
exclusion molecular (Superdex 75), después de haber realizado la marcacion con la sonda
fluorescente pireno, obteniéndose un rendimiento de purificacion inferior al resto de las variantes

mutantes de apoA-I.
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2.2.4 Marcacion de proteinas

Mutantes de Cys de apoA-I fueron marcadas con la sonda fluorescente
N-(1-Pirenil)maleimida (NPM), segin se describe en materiales y métodos (Seccion 4.1.5).
Brevemente, proteinas disueltas en buffer PBSDG, 25 mM NaHPO,, 150 mM NaCl, 7 mM EDTA,
30 % Dimetilsulfoxido (DMSO) y 3 M GdHCI a pH 6,5, fueron incubadas durante 1 hs con un
exceso de Tris(2-carboxietil)fosfina clorhidrato (TECP) (1:10, apoA-I:TCEP). Luego estas se
incubaron a 25°C con un exceso de sonda NPM (1:5, apoA-I:NPM), anadiendo ésta en tres
agregados de 1 hs cada una (3 hs de incubacion total). Finalmente, se detuvo la reaccion agregando
un exceso de Glutation (1:10, NPM:Glutation). Para estimar la reaccion inespecifica en las

condiciones planteadas se incluy6 apoA-I WT como control.

La separacion del exceso de sonda libre de proteina marcada se llevd a cabo por exclusion
molecular por columna G-25 en forma isocratica en buffer fosfato-salino (PBS, 25 mM NaHPO, y
150 mM NaCl) suplementado con 4 M Urea a pH 6,5. Se seleccionaron aquellas fracciones que
mostraron sefial de absorbancia en proteina (Azgonm) y en sonda NPM (Assznm). Estas se
concentraron y se almacenaron en 3 M GdHCI a -20 °C hasta su utilizacion en experimentos
posteriores. Previo a congelarlas, el grado de marcacion se calculd6 como cociente entre la
concentracion de NPM y de apoA-I. La primera se calculd por absorbancia a 343 nm y la segunda
por el método del acido bicinconinico (BCA). De esta manera, se obtuvieron grados de marcacion,

en promedio por encima del 70 %, que nos permitio6 trabajar en experimentos biofisicos planificados.
p p q p ] p P

Para corroborar sefiales aberrantes de formacion de excimeros se adquirieron espectros de
emision de fluorescencia excitando a 345 nm en condiciones desnaturalizantes (Figura 2.8). De esta
manera, se logra obtener espectros puros de sefial de pireno, en ausencia de estructura nativa, que
validara los cambios espectrales en sus distintos agregados macromoleculares con mutantes de Cys

de apoA-I marcadas con pireno.
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ApoA-I-NPM

0,024 1
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Figura 2.8: Fluorescencia de pireno en muestras de apoA-I. Se muestran espectros de emision de
fluorescencia de apoA-I WT y K133C en 3 M GdHCI que fueron sometidas a un tratamiento para
marcarlas con la sonda NPM. Para comparar los espectros estos fueron relativizados por su
fluorescencia total. Se evaluaron dos condiciones: 1) protocolo normal, que no incluye la
purificacion por intercambio anidnico; y 2) paso adicional de purificacion por intercambio anidnico.
En la figura también se muestra la reduccion del grado de marcacion inespecifico de ~20 a ~ 6 %,
con apoA-I WT, y 90 % con K133C, ademas de una reduccion de la sefial aberrante de formacion de
excimero alrededor de 460 nm con estas muestras de proteinas marcadas.

2.2.5 Conclusion

En conclusion, logramos obtener las mutantes de interés marcadas con la sonda pireno con un
grado de pureza deseable para los experimentos biofisicos que se desarrollaran a continuacion. Estas
proteinas estan libres de sefiales aberrantes de formacion de excimero que permitirdn asociar los
cambios espectrales de la fluorescencia del pireno a procesos de asociacion o cambios del

microentorno alrededor de las posiciones seleccionadas.
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2.3 Controles estructurales de variantes mutantes de apoA-I

2.3.1 Objetivos

Una vez purificadas y marcadas nuestras proteinas de interés, el siguiente paso es la
caracterizacion de éstas para conocer si mantienen la forma estructural y funcional de la forma
apoA-I WT. Esta caracterizacion es llevada a cabo por: 1) un método in silico, que evalua la
sensibilidad a la mutacion en las posiciones seleccionadas; 2) por fluorescencia intrinseca de residuos
de triptéfano (Trp, W), que proporciona informacion estructural en relacion al grado de exposicion
de estos residuos al solvente; 3) por un método in silico, sobre modelos de rHDL para evaluar la
sensibilidad a la mutacion en las posiciones seleccionadas; y 4) por evaluacion de la capacidad de
formar rHDL in vitro, por dos metodologias distintas, estas ultimas consideradas como control
funcional. De esta manera, una vez evaluada la funcionalidad de nuestras variantes mutantes

podemos asignar una correcta interpretacion a los resultados que luego obtendremos.

2.3.2 Estimacion de la estabilidad de plegamiento in silico de apoA-I libre lipidos

Una vez generadas las variantes mutantes de apoA-I, quisimos conocer si estas eran estables
en solucion. Para resolver este problema, en una primera aproximacion, llevamos a cabo una
evaluacion in silico de la estabilidad de plegamiento de estas variantes. Para realizar esto, se utilizo
el software FoldX [132] (http:// foldx.embl.de/) y el modelo de apoA-I monomérica propuesto por
Melchior et al. 2017 [40] (https://homepages.uc.edu/~davidswm/structures.html). Esta metodologia
es de facil uso, disponible online y tiene una confianza de 0,81 de correlacion sobre un conjunto de
1000 proteinas distintas [133]. La evaluacion se llevo a cabo en las posiciones que corresponden a las
seleccionadas para el desarrollo de esta Tesis (posiciones 104, 107, 133, 137, 225 y 226), a

excepcion de 244, que no existe en la forma completa de apoA-1. De esta manera, se espera conocer
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si las posiciones seleccionadas, como sitios de union a una sonda fluorescente, son sensibles a la

mutacion y a la unién de la sonda fluorescente pireno.

La estrategia in silico consistio de los siguientes pasos: 1) minimizar la estructura
proporcionada por Melchior et al. 2017 [40] en formato pdb; 2) generar las variantes de sustitucion
en las posiciones de esta Tesis con los 20 aminoacidos naturales a partir de librerias de rotdmeros; y
3) estimar el efecto que tienen estas sustituciones sobre la estabilidad de plegamiento como la
diferencia en energia libre de Gibbs entre la variante mutante y la apoA-1 WT (AAG®\yewt). Luego
de haber calculado estas diferencias de energia, nos enfocamos, inicialmente, en el efecto que tienen
las 20 sustituciones naturales sobre las posiciones seleccionadas (posiciones 104, 107, 133, 137, 225
y 226), en particular la sustitucion por Prolina (Pro, P). Consideramos esta ultima sustitucion como
un control negativo del impacto sobre el plegamiento, en especial en aquellas regiones con estructura
secundaria definida como lo son las a-hélices (residuos de apoA-I en a-hélices: 104 y 107; y residuos
en random coil: 133, 137, 225 y 226). De las sustituciones evaluadas, por un lado, nos concentramos
en el efecto que tiene la sustitucion por Cys, ya que esta es la utilizada en esta Tesis; y por otra parte,
revisamos el efecto que tienen las sustituciones por tirosina (Try, Y), Trp y fenilalanina (Phe, F),
aminoacidos que consideramos que serian equivalentes en términos de aromaticidad a la unién
covalente de la sonda aromatica pireno. La Tabla 2.1 muestra estos resultados para las sustituciones
en las posiciones 104, 107, 133, 137, 225 y 226 por los 20 aminoacidos naturales. De esta forma, se
espera evaluar la importancia que tienen estas posiciones en la estabilidad global de la proteina, la
estabilidad de las mutantes de Cys generadas, y el efecto que podrian acarrear la marcacion con la

sonda pireno.

La Tabla 2.1 muestra que, en general, la posicion 104 fue la mas vulnerable a la sustitucion,
clasificada como desestabilizante y altamente desestabilizante para la mayoria de las sustituciones
realizadas, siguiendo la escala propuesta por Studer et al 2014 [134]. Cabe aclarar que las

sustituciones con el mismo aminoacido de origen pueden generar valores en AAG®\.wr diferentes a
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cero, por ejemplo, la sustitucion “K107—K” proporciona un valor -0,1 kcal-mol™. Esta discrepancia
se debe a que en ambas estructuras (la de origen y la generada por sustituciéon con el mismo
aminoacido) se encuentran con diferentes orientaciones en sus rotameros en el aminodcido a evaluar,
y por lo tanto tienen distintos valores de energia. Con respecto a la sustitucion por Cys, las
posiciones mas comprometidas fueron 104, 107 y 226 siendo la primera altamente desestabilizante y
las ultimas dos ligeramente desestabilizantes. En las posiciones 133, 137 y 225 el efecto fue neutro
(la sustitucion no tiene efecto en la estabilidad de plegamiento), a pesar de que en las primeras dos
posiciones (133 y 137) la sustitucidon por Pro no afect6 la estabilidad de plegamiento. Por otro lado,
las sustituciones por los aminoacidos aromaticos Tyr, Trp y Phe muestran que unicamente la
posicion 104 es altamente desestabilizante. Cabe recalcar que se esperaba que la estabilidad se
restableciera por la incorporacion de un aminoacido aromatico (Trp o Phe). Posiblemente, esto puede
explicarse por la relevancia de esta posicion en la participacion de un cluster aromatico entre los
residuos F33, F104 y W108, que mantiene la estabilidad de la conformacidn nativa de apoA-1 [62].
Para finalizar, las posiciones 107, 133 y 137 fueron neutrales, mientras que las posiciones 225 y 226
fueron en general estabilizantes. En conclusion, todas las posiciones evaluadas son poco sensibles a

la sustitucion aminoacidica, a excepcion de la posicion 104.
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Tabla 2.1: Sensibilidad a la sustitucion en la forma libre de lipidos de apoA-I

Arg Lys His Asp Glu
PosicionResiduo R K H D E N Q C P G A L \% 1 Y W

Gly Ala Leu Val Ile Tyr Trp Phe
F
0

104 F

107 K 03 -01 04 05 03 0 02 08 03 -04 05 -02 0,1 02 -03
133° K (06 0 04 - -01 01 o5 N5 e -06- 0,4 - 07 03 01 -04 -02
137 L 02 0 -01 -01 02 05 -01 04 0,6 02 -0, 04 0 0 -01
225° F

0,7 0,3 04 0,8 0.8 -0,6
226* K 01 -06 -01 04--02-

La sensibilidad a la sustitucwn fue calculada como la d1ferenc1a en energia libre en kcal mol entre la forma mutante y apoA-1 WT (AAG®yue-wr). Para
el analisis se utilizo el modelo propuesto por Melchior et al. 2017 [40]. La minimizacion, reparacion y estimacion del AAG®muewr se realizé con el
software FoldX. La estabilidad es reportada como el promedio para 5 repeticiones con desviaciones estandar menores a 0,01. Se seleccionaron las
posiciones de estas Tesis Doctoral y los aminoacidos a sustituir de interés son resaltados en amarillo: Cys (C), Tyr (Y), Trp (W) y Phe (F). Al mismo
tiempo, los 20 aminodacidos a sustituir son resaltados con color dependiendo de la naturaleza polar de estos: con carga positiva (rojo), con carga
negativa (azul), polares (marrdn claro), no polares (verde) y aromaticos (violeta). (*) Residuos que no forman parte de estructura a-hélice. Para conocer
el efecto de la sustitucion se utiliza la escala de color Rojo-Blanco-Azul para los valores de AAG®wye.wt propuesta por Studer et al. 2014 [134]:

Highly stabilizing, AAG®yutwr < -1,84, Azul
Stabilizing, -1,84 < AAG®pmuewr < -0,92,
Slightly stabilizing, -0,92 < AAG®mut-wr < -0,46,

Neutral, -0,46 < AAG°yyewr < +0,46,  Blanco

Slightly destabilizing, +0,46 < AAG°puewr < 10,92,

Destazilising, +0,92 < AAG®yut-wr < +1,84,
Highly destabilizing, AAG mue-wr > 11,84, IEEIT)

En resumen, esta primera caracterizacion in silico fue util para estimar la estabilidad de
plegamiento de variantes mutantes generadas para este trabajo de Tesis Doctoral. En estos estudios la
posicion 104 fue la més comprometida tanto para la mutacion F104C como para sus equivalentes
marcadas con la sonda fluorescente pireno (mutantes F104Y y F104W). Las posiciones restantes,
107, 133, 137, 225 y 226, no mostraron cambios de energias en AAG \.wr significativos luego de
las sustituciones realizadas, indicando que estas posiciones en general no son sensibles a la
sustitucion. Esto concuerda con la localizacién de estos residuos en la estructura secundaria de
apoA-I, donde en las posiciones 133, 137, 225 y 226 se asigndé una estructura ramdon coil, a

excepcion de 107 que se encuentra formando parte de una a-hélice (Figura 2.1).
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2.3.3 Estabilidad proteica en solucion

En la seccion anterior evaluamos por un método in silico el efecto que tienen las sustituciones
seleccionadas en esta Tesis sobre la estabilidad de plegamiento de apoA-I. Para comparar aquellos
resultados, en esta seccion evaluamos la estabilidad de plegamiento in vitro por una técnica de
fluorescencia. La fluorescencia intrinseca de residuos de Trp en proteinas es una herramienta no
invasiva en la caracterizacion estructural de proteinas en solucion. Esta metodologia se sustenta en la
sensibilidad al entorno del Trp. Es decir, cambios en su espectro de emision de fluorescencia refleja
cambios de entorno que pueden interpretarse como cambios conformacionales. Con respecto a
apoA-I, esta posee cuatro residuos de Trp en las posiciones 8, 50, 72 y 108. Esta propiedad se evalu6
con el método de titulacion con el desnaturalizante GAHCI. Se utilizaron las variantes no marcadas
F104C, K107C, K133C, L137C y F225C, a excepcion de las variantes K226C y +244C que no se
encontraban disponibles durante los experimentos. De esta manera, se espera determinar cuales de

las variantes generadas en esta Tesis son apropiadas para realizar experimentos biofisicos.

La concentracion de proteina para realizar los experimentos fue de 0,1 mg/ml (3,5 uM) en
buffer PBS pH 7,4 a 25 °C y la titulacion se realiz6 agregando volumenes crecientes de solucion
stock de 6 M GdHCI hasta una concentracion final de 3 M GdHCIl. Sobre cada muestra, se
adquirieron espectros de emision de fluorescencia del Trp por excitacion a 295 nm y recogiendo la
emision entre 310 y 560 nm. Luego los cambios espectrales del Trp fueron evaluados por la
localizacion de su centro de masa (CM) como integral entre 310 y 370 nm. Se escogid este rango de
integracion con el objetivo de contrastar estos datos con los obtenidos con proteinas marcadas con
pireno, donde la banda de emision del Trp y el pireno se superponen. La Figura 2.9 muestra estas
titulaciones obtenidas, donde se puede observar un equilibrio entre las dos especies, Native-Unfolded
(N-U). La Tabla 2.2 resume los parametros termodinamicos calculados luego del ajuste de nuestros
datos un modelo N-U. En esta tabla se muestran la longitud de onda de maxima emision (WMF), la

concentracion de GdHCI necesaria para alcanzar el 50 % de proteina desnaturalizada (D)), la
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energia libre de desnaturalizacion en condiciones estandar (AG°p9, 25 °C y 1 atm, buffer PBS a

pH 7,4) y la cooperatividad del proceso de desnaturalizacion (m).

Comparando los parametros calculados entre las variantes mutantes y apoA-I WT, se observo
que la variante F104C fue la que presentd los valores mas bajos en Dy, y AG®gy0 de 0,76 Mganci ¥
1,9 keal-mol™, respectivamente. Ademas, esta variante muestra un incremento de aproximadamente
de 2 nm en su WMF en ausencia de GdHCI. Estos resultados indican que, salvo con la variante
F104C, el resto mostraron un comportamiento equivalente a la apoA-I WT, siendo F104C

termodinamicamente la menos estable.

Curvas de desnaturalizacion con GAHCI

344 1
33 4
342 4
a1 4 oWt
E ) ®F104C
=340 1 ®K107C
S| ®K133C
L137C
338 - ®r225C

337

336 + 4 4 4 } } |
0 0.5 1 1.5 2 2,5 3
GdHCI (M)

Figura 2.9: Curvas de desnaturalizacion con GdHCI. Cédigo de color: apoA-I WT (negro),
F104C (violeta), K107C (azul), K133C (verde), L137C (amarillo) y F225C (rojo).
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Tabla 2.2: Parametros termodinamicos en variantes mutantes de apoA-I

Mutante WMF/nm D/ Mganci AG°j0/keal- mol™! m/keal- mol™ M¢aucr™
WT 336,93 £ 0,04 0,89+ 0,03 3,1+£0,2 3,5+0,3
F104C 338,8+0,1 0,76 £ 0,03 1,9+0,1 2,56+ 0,03
K107C 336,9+0,1 0,84+ 0,03 2,4+0,1 2,8+0,2
K133C 336,4+0,2 0,90 + 0,02 3,3+0,1 3,7+£0,2
L137C 337,7+0,4 0,930 £+ 0,003 2,3+0,2 2,5+0,2
F225C 337,2+0,1 0,84 + 0,05 2,602 3,1+£0,1

Los datos se representan como el promedio + error estandar por triplicado, a excepcion de L137C que fue por duplicado. WMF, longitud de onda
maxima de fluorescencia. Dy, concentracion de GAHCI] necesaria para alcanzar el 50 % de proteina desnaturalizada. AG®4y, estabilidad
termodindmica en buffer PBS a pH 7,4. m, cooperatividad del proceso de desnaturalizacion, relacionada con la forma sigmoide de la curva. En el
analisis se obvio la mutante K226C, ya que esta variante forma dimeros irreversibles durante la purificacion y por lo tanto el analisis no es aplicable.

Para determinar la estabilidad de las variantes mutantes de apoA-I marcadas con la sonda
fluorescente pireno, se siguid el mismo proceso descrito previamente. La Tabla 2.3 resume los
parametros termodinamicos obtenidos del andlisis de estas variantes marcadas, donde se agrego el
grado de marcacion de estas. De la evaluacion comparativa de estos parametros, nuevamente, se
pudo observar que, salvo con la mutante F104C, el resto mostraron un comportamiento equivalente,
siendo F104C termodindmicamente la menos estable. Cabe recalcar que la incorporacion de la sonda
fluorescente en la posicion F104 no restaura la estabilidad, indicando la relevancia de esta posicion

en el cluster aromatico que estabiliza la estructura nativa de apoA-I [62].

Tabla 2.3: Parametros termodinamicos en variantes mutantes de apoA-I-Pireno

Mutante n(l;:lf‘c‘:’c]‘i‘; WMF/nm Diy/Mcana AGpag/keal mol™ m/keal- mol™ Mg
WT (n.a.) 336,93+0,04 0,89 +0,03 3,1+0,2 35403
WT-NPM <6% 336,8+0,1 0,896 + 0,004 3,28+ 0,03 3,67+ 0,02
F104C-NPM  >70% 3442403 0,72 + 0,02 1,74 £ 0,02 2,52+ 0,05
K107C-NPM >80 % 337,440, 0,83 +0,02 2,60+ 0,01 3,16+ 0,08
KI133C-NPM  >90 % 336,74 0,6 0,90 + 0,03 3,25+0,03 3,70 + 0,08
LI37C-NPM  >87% 337,0£0,1 0,88 + 0,03 2,57+0,01 3,04 0,1
F225C-NPM ~ >85% 337,1 £0,4 0,84 + 0,02 2,77+0,07 3,32+ 0,02
K226C-NPM >80 % 338,5+0,1 0,99 + 0,01 2,48 % 0,06 2,52+ 0,06

Los datos se representan como el promedio + error estandar por triplicado. WMF, longitud de onda maxima de fluorescencia. Dy, concentracion de
GdHCI necesaria para alcanzar el 50 % de proteina desnaturalizada. AGy;y, estabilidad termodinamica en buffer PBS a pH 7,4. m, cooperatividad del
proceso de desnaturalizacion, relacionada con la forma sigmoide de la curva. En la tabla también se muestran el grado de marcacion de las mutantes
utilizadas y de la marcacion inespecifica en apoA-I WT. (n.a.), no aplicable.

En resumen, podemos concluir, que salvo con la mutante F104C, la mutacién y la

introduccion la sonda aromatica pireno no altera la estabilidad conformacional en las posiciones 107,
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133, 226, 137 y 225 en apoA-I. Ademas, los resultados in silico son equivalentes, indicando la
solidez del modelo de apoA-I propuesto por Melchior et al. 2017 [40] en apoyar nuestros datos

experimentales.

2.3.4 Estabilidad in silico de apoA-I unida a lipidos

De la misma forma que se evalud in silico la sensibilidad a la mutacion en la forma libre de
lipidos en apoA-I, se utilizo el mismo método para la forma unida a lipidos en modelos de rHDL. Se
utiliz6 el software FoldX junto con dos estructuras de rHDL, en configuraciones LL5/5 y LL5/2
(residuos en cada molécula de apoA-I: 33-243), que fueron generadas por la Lic. Soledad Lynn como
parte de sus trabajos realizados en relacién con su beca doctoral. Estas estructuras corresponden a
dimeros de apoA-I en un modelo de doble cinturdn, en el cual se obvié la presencia de sus lipidos, ya
que estos no son interpretados por el software FoldX. Las posiciones seleccionadas fueron: 104, 107,
133, 137, 225 y 226, a excepcion de 244 que no existe en estas estructuras. De este analisis se espera
obtener una idea general de la relevancia de las posiciones utilizadas en esta Tesis en rHDL, que

luego seran contrastadas in vitro (ver Secciones 2.3.5 y 2.3.6).

El esquema de analisis fue igual al desarrollado en la Seccion 2.3.2, donde se obvid la
estabilizacion energética de estas estructuras, ya que estas provienen de simulaciones por MD. De
esta manera, evitamos cambios conformacionales en la orientacion de las cadenas laterales de los
residuos aminoacidicos, que ahora se encuentran en un entorno acuoso (entorno simulado por
FoldX). Ademas, la estabilidad de plegamiento presentado como AAG®\.wr se estimo sobre el
complejo de rHDL, donde las sustituciones a evaluar se realizaron al mismo tiempo sobre las dos
moléculas de apoA-I. Los resultados de este analisis son mostrados en la Tabla 2.4, donde se

presenta el efecto de la sustitucion por los aminoacidos Cys, Pro, Tyr, Trp y Phe.
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La Tabla 2.4 muestra que en ambas configuraciones (LL5/5 y LL5/2) la sustituciéon por Pro
en las posiciones evaluadas es semejante, a excepcion de 107 y 133, donde no puede asignar un
efecto desestabilizante ya que la sustitucion por Pro no genera ningun efecto. Cabe recalcar que en
estas configuraciones todas las posiciones a evaluar se encuentran formando parte de a-hélices,
excepto las posiciones 133 y 137 en una de las dos moléculas de apoA-I en tHDL de configuracion
LL5/5. La sustitucion por residuos de Cys fue equivalente en ambas configuraciones, asignandose un
efecto en general desestabilizante en las posiciones 104, 137 y 225. Por otro lado, la sustitucion por
residuos aromaticos, que como mencionamos en la Seccién 2.3.2 consideramos una aproximacion a
la unién de la sonda aromatica pireno, es neutral o estabilizante en la mayoria de las posiciones, a
excepcion de 104 con Tyr en tHDL LL5/5 y 137 con sus aminoéacidos aromaticos (Tyr, Trp y Phe) en
rHDL LL5/2. Cabe recalcar que de la misma forma que se explicé en la Seccion 2.3.2, este analisis
muestra valores diferentes a cero para la sustitucion “F104—F”, debido a una orientacion distinta en

sus cadenas laterales (mutante y apoA-I WT).

Tabla 2.4: Sensibilidad a la sustitucion en LL5/5 y LL5/2 (dHDL)

LL5/5 | LL5/2
Posicion Residuo C | Y W F C P Y \\4 F
104 F 0,8 0,7 0,2 0,1 0,6 0,1
107 K 03 | 05
133* K -0,5
137* L 0,6 -0,6
225 F -0,4
226 K

La sensibilidad a la mutacion fue calculada como la diferencia en energia libre en kcal-mol ™ entre la forma mutante y apoA-1 WT (AAG®wye-wr). Para
el analisis se utilizaron los modelos propuestos por Lynn et al.. Se seleccionaron las posiciones de esta Tesis y los aminoacidos a sustituir de interés:
Cys (C), Pro (P), Tyr (Y), Trp (W) y Phe (F). (*) Residuos que no forman parte de estructura o-hélice en una de las dos moléculas de apoA-I en rtHDL
LL5/5 (en LL5/2 todos sus residuos, en ambas moléculas de apoA-I, forman parte de a-hélices). Para conocer el efecto de la sustitucion se utilizo la
escala de color Rojo-Blanco-Azul para los valores de AAG®wu-wr propuesta por Studer et al. 2014 [134]:

Highly stabilizing, AAG puewr <-1,84, Azul
Stabilizing, -1,84 < AAG®muewr <-0,92,
Slightly stabilizing, -0,92 < AAG®ymut-wr < -0,46,

Neutral, -0,46 < AAG®y\yewr < 0,46, Blanco

Slightly destabilizing, 10,46 < AAG®muewr < 10,92,

Destazilising, +0,92 < AAG®yuewr < +1,84,
Highly destabilizing, AAGyuewr > +1,84, LT

En resumen, hemos presentado aqui un andlisis in silico de la sensibilidad a la sustitucion en

las posiciones seleccionadas en esta Tesis (posiciones 104, 107, 133, 137, 225 y 226). En general,
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podemos concluir que la posicion 137 en rHDL LL5/2 es la tinica sensible a la sustituciéon por un
equivalente hidrofobico similar al pireno. Estos resultados serviran como guia a la hora de evaluar la

capacidad de estas mutantes marcadas con pireno de formar rHDL in vitro.

2.3.5 Reconstitucion de particulas de HDL por dialisis con colato

Previamente, evaluamos in silico la sensibilidad a la sustitucion en modelos de rHDL. Para
evaluar estos resultados con rHDL generadas in vitro, generamos estas por un método de
reconstitucion con las variantes mutantes de apoA-I marcadas con pireno generadas en esta Tesis. La
reconstitucion de rHDL es una herramienta util y ampliamente utilizada en la caracterizacion
estructural y bioldgica de mutantes de apoA-I. Estas rHDL se generaron con el fosfolipido POPC por
ser un lipido natural encontrado en membranas biologicas. La metodologia utilizada en esta seccion
fue la de dialisis con colato, una técnica que produce rHDL de configuracion preferencial LL5/5
segin Cuellar et al. 2014 [129]. Se utilizaron las variantes marcadas F104C, K107C, K133C,
L137C, F225C y K226C, a excepcion de la variante +244C que no se encontraba disponible durante
los experimentos. De esta manera, se espera determinar cudles de las variantes generadas son

funcionales a través de la formacion de estas particulas de rHDL.

La obtencion de particulas de tHDL por didlisis con colato se encuentra descrita en materiales
y métodos (ver Seccion 4.2.2.1). Brevemente, esta consiste de una primera etapa de produccion de
micelas de POPC/colato del tamafio de la particula a generar. El tamafio de estas micelas puede ser
regulado a través la relacion entre POPC y colato en la mezcla inicial. Luego, la incubacion de estas
micelas con apoA-I, a una concentraciéon de 5 uM, y la posterior remocion del colato del medio por
dialisis terminan generando las particulas de rHDL del tamafio de interés. Los tamafos escogidos
fueron de 7,8 y 9,6 nm, siguiendo las relaciones de 35:1:80 y 95:1:150 entre POPC, apoA-I y colato,

respectivamente. Finalmente, una vez generadas estas particulas, el tamano fue evaluado por
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electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no  desnaturalizantes

(NATIVE-PAGE) 8-25 % mas tincion con plata (Figura 2.10).

La Figura 2.10 muestra estos resultados, donde se observd que tnicamente la mutante F104C
muestra un comportamiento distinto a la apoA-I WT. Esta es ineficiente en lograr formar rHDL del
diametro de interés, formando complejos de mayor tamafo. El resto de las variantes mutantes forma

particulas que son equiparables a la observada con apoA-1 WT.
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Figura 2.10: Reconstitucion de rHDL por dialisis con colato, NATIVO-PAGE 8-25 %. Las
rHDL se generaron siguiendo el método por didlisis con colato para mezclas de distinta relacion de
POPC:apoA-I:colato. A) Relacion (95:1:150) y B) (35:1:80), respectivamente, con las variantes
marcadas F104C, K107C, K133C, L137C, F225C y K226C. Con cada relacién se representa el
tamafio molecular esperado de 9,6 y 7,8 nm, respectivamente. En cada gel el orden de calles es el
siguiente: calle 1: marcador de peso molecular (MK) en kDa; calle 2: mutante de
rHDL-apoA-I-NPM; y calle: rHDL-apoA-I WT. La concentracion de proteina utilizada fue de 5 uM
y el gel fue tefiido por tincion con plata. No se numerd los geles restantes.
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En resumen, los resultados presentados in silico en la seccioén anterior apoyan los resultados
en esta seccion, a excepcion de la variante F104C. Esta mostr6 una incapacidad de formar particulas
del tamano deseado, indicando posiblemente que la posicion 104, ademas de ser relevante en apoA-I

libre de lipidos, lo es en rHDL.

2.3.6 Reconstitucion de particulas de HDL por microsolubilizacion directa

Siguiendo el mismo razonamiento presentado en la seccion anterior, se generaron particulas
de rHDL por la técnica de microsolubilizacion directa a la temperatura de transicion de fase del
lipido 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) a 24 °C. Este método es mas exhaustivo en
determinar la capacidad funcional de mutantes de apoA-I, ya que da lugar a la interaccion directa
entre apoA-I y los lipidos a reconstituir, sin necesidad de facilitar ésta utilizando un detergente. La
desventaja de este método es que utiliza el lipido DMPC, no cominmente encontrado en membranas
biologicas. Esta técnica genera particulas de configuracion preferencial LL5/2 seglin
Cuellar et al. 2014 [129]. Se utilizaron las variantes marcadas F104C, K107C, K133C, L137C y
F225C, a excepcion de K226C y +244C que no se encontraban disponibles durante los experimentos.
De esta manera, se espera determinar cuales de las variantes generadas son funcionales a través de la
formacion de estas particulas de rHDL, que en conjunto con los resultados de caracterizacion
presentada en secciones previas nos indicara cuales de las variantes mutantes seran utiles en

experimentos biofisicos.

La reconstitucion por microsolubilizacion directa consistid de una incubacion de la variante
mutante marcada con pireno a evaluar (mutantes F104C, K107C, K133C, L137C y F225C) a una
concentracion de 5 uM con vesiculas multilamelares (MLV) de DMPC en una relacion de 1:80
(apoA-I:DMPC) durante 12 hs a 24 °C, generando asi particulas de rHDL, tipicamente de 9,6 nm de
diametro. Se escogid Unicamente esta relacion, ya que una relacion inferior de 1:35 (apoA-1:DMPC)

genera un rendimiento bajo en la produccion de tHDL que dificulta la correcta interpretacion de la
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capacidad de formacion de rHDL (Figura 2.11 B). Ademas, la fraccion de proteina que no forma
estas particulas (apoA-I libre), contribuye en sefial de fluorescencia del pireno a los cambios
espectrales de esta sonda en las posiciones evaluadas (ver Seccion 2.7.3). Finalmente, una vez
generadas estas particulas, el tamafio de estas fue evaluado por NATIVE-PAGE 8-25 % mas tincion

con plata (Figura 2.11).

La Figura 2.11 A muestra estos resultados, donde nuevamente F104C no fue capaz de formar
el tamano correcto de rtHDL cuando se compara con apoA-I WT, observandose un tamafo superior
al esperado. El resto de las variantes mutantes marcadas con pireno: K107C, K133C, L137C y
F225C, mostraron un comportamiento similar al observado con apoA-I WT, indicando que estas

serian funcionales.
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Figura 2.11: Reconstitucion de rHDL por microsolubilizacion directa, NATIVE-PAGE 8-25 %.
Las rHDL se generaron siguiendo el método estdndar por microsolubilizacion directa a la
temperatura de transicion de fase del lipido DMPC para una mezcla de apoA-I:DMPC. A)
Reconstitucion a una relacion de 1:80 con las variantes marcadas F104C, K107C, K133C, L137C y
F225C. B) Ejemplo de reconstitucion con una relacion de 1:35 con la variante marcada K133C,
donde se observa un bajo rendimiento en la produccion de rHDL. Con cada relacion se representa el
tamafio molecular esperado de 9,6 y 7,8 nm, respectivamente. En cada gel, el orden de calles es el
siguiente: calle 1: marcador de peso molecular (MK) en kDa; calle2: mutante de
rHDL-apoA-I-NPM; y calle 3: rHDL-apoA-I WT. La concentracién de proteina utilizada fue de
5 uM y el gel fue tefiido por tincidon con plata. No se numero los geles restantes.

En resumen, nuevamente observamos que la variante F104C es la que se comporta de forma
diferente a la apoA-I WT. Por otro lado, L137C forma correctamente rHDL a diferencia de lo
observado en rHDL de configuracion LL5/2 in silico. El resto de las variantes (mutantes K107C,
K133C, L137C y F225C) mostraron formacion de rHDL comparable a apoA-I WT lo que indicaria

que serian funcionales.
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2.3.7 Conclusion

En conclusion, en esta seccién se ha evaluado la estabilidad de las distintas variantes
mutantes de apoA-I marcadas con pireno in silico e in vitro, tanto de la forma libre de lipidos como
asociada a ellos en rHDL. La Tabla 2.5 resume estos controles, donde en su mayoria las variantes
mutantes se comportaron de forma similar a la apoA-I WT y son ideales para la realizacion de
experimentos biofisicos, a excepcion de la variante F104C que fue la mas comprometida. La variante
+244C, a pesar de no haberla participado en la caracterizacion estructural y funcional, la utilizaremos
ya que la Cys agregada no participa de la estructura terciaria y nos servird como control negativo en
algunos de los experimentos a realizar. Finalmente, con la variante K226C, aunque no tengamos el
dato de su capacidad de microsolubilizacion directa creemos que los controles realizados son

suficientes para utilizarla en experimentos biofisicos.

Tabla 2.5: Parametros termodinamicos en variantes mutantes de apoA-I

ApoA-I | ApoA-I-NPM | rHDL-NPM
Muante  podX  DyyMema  FoldX  Dyp/Meanc FolaX be MS
LL5/5 LL5/2 9,6 nm 7,8 nm 9,6 nm

WT (na)  0,89+0,03 (n.a) 0,896 + 0,004 (n.a.) (n.a.) Si Si Si

Flo4C [E o0.76+003 [JEE 0.72+002 0,25 -0,25 No No No

K107C 0,8 0,84 +0,03 0,15 0,83+ 0,02 -0,4 Si Si Si

K133C 0° 090+0,02  -0,15° 0,90 + 0,03 -0,85 -0,55 Si Si Si

L137C  0,4°  0,930+0,003 0 0,88 + 0,03 -0,7 Si Si Si

F225C 0,4 0,84 + 0,05 0,3 0,84 + 0,02 -0,5 -0,25 Si Si Si
K226C 0,7 (n.d.) 0,6 0,99 + 0,01 Si Si (n.d.)
+244C (n.a.) (n.d.) (n.a.) (n.d.) (n.a) (n.a) (n.d.) (n.d.) (n.d.)

La tabla resume la caracterizacion de las variantes mutantes de Cys evaluadas en esta Tesis Doctoral. Donde corresponda los datos se representan como
el promedio + error estdndar. FoldX hace referencia al AAGC®wuewr, estimado en kecal'mol’. La escala de color es la propuesta por
Studer et al. 2014 [134]. En el caso de apoA-I-NPM libre de lipidos y en rHDL-NPM con FoldX, se reporta el efecto de la sustitucion con un
equivalente hidrofébico como el promedio entre la sustitucion entre Tyr y Trp (no se incluyo la sustitucion por Phe, ya que con algunas de las mutantes
generadas se sustituy6 este residuo). Dy, concentracion de GdHCI necesaria para alcanzar el 50 % de proteina desnaturalizada. DC, diélisis con colato.
MS, microsolubilizacion directa. Se asignd con un “Si” si la mutante marcada forma rHDL de forma equivalente a apoA-I WT, en caso contrario se
asigna un “No”. (*) La reconstitucion con DC y MS se realizé con apoA-I WT sin marcar. (°) No podemos asignar fielmente un valor de sensibilidad a
la sustitucion ya que en estos casos (apoA-I libre de lipidos y en rHDL) las sustituciones con Pro no fueron desestabilizantes. (n.a.), no aplicable. (n.d),
no determinado.
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2.4 Oligomerizacion de apoA-I estudiada con mutantes de cisteina

marcadas con pireno

2.4.1 Objetivos

Como se explicd en la introduccion, apoA-I muestra propiedades de auto-asociacion en
solucion acuosa formando distintas especies oligoméricas. Este proceso ha sido por primera vez
descrito desde 1976 por Vitello et al. [47] y ha continuado estudiandose desde entonces, aunque su

principal rol fisiologico no ha sido resuelto atn.

A partir de un simple calculo, la concentracién plasmatica de apoA-I libre de lipidos puede
ser estimada en alrededor de 0,15 mg/ml (5 uM), en funcién de la concentracion total de apoA-I en
plasma (1,5 mg/ml) y el porcentaje que estd asociada a HDL (90-95 %), y por lo tanto solo entre el 5
y 10 % se encuentra en su forma libre de lipidos [135-137]. Esta concentracion no parece ofrecer
margen para la amplia formacion de oligdmeros, si se considera su funcion plasmatica, pero podria
ser importante a nivel de la superficie en membranas biologicas, donde la formacion de dHDL
necesita la participacion de al menos dos moléculas de apoA-I. Por otro lado, se ha observado que la
disfuncioén de apoA-I, a través de modificaciones aminoacidicas [138,139], lleva a la formacion de
agregados amiloides, pudiendo considerarse este fendmeno como una extension de los eventos de
asociacion. Estas observaciones sugieren que la auto-asociacion de apoA-I, en particular las distintas
especies oligoméricas que se forman, puede cumplir una funciéon importante en el rol protector de
apoA-I contra la aterosclerosis. De esta manera, se estudid la auto-asociacion de apoA-I en solucion
con mutantes de Cys marcadas con pireno en posiciones determinantes que son encontradas en

rHDL.
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2.4.2 Oligomerizacion estudiada con mutantes de cisteina de apoA-I

Se registraron los espectros de emision de fluorescencia de las mutantes de Cys de apoA-I
marcados con la sonda pireno (mutantes F104C, K107C, K133C, L137C, F225C, K226C y +244C)
como funcion de la concentracion total de proteina. Estas posiciones son esquematizadas para la
forma libre de lipidos y en dHDL en la Figura 2.12 A. Estos espectros fueron recogidos en muestras
individuales a distinta concentracion en buffer PBS a pH 7,4 a temperatura ambiente (25 °C).
Previamente, las muestras fueron equilibradas durante 2 hs para obtener muestras en el equilibrio a la
concentracion de medida. El tiempo necesario para lograr el equilibrio después de la preparacion fue
suficiente segun lo registrado por Zehender et al. 2012 [54]. En una primera etapa de screening, se
trabajo entre 0 y 50 uM de concentracion de proteina, que deberia cubrir la formacion desde
monoémeros a octameros [54]. La Figura 2.12 B muestra estos resultados para las mutantes
mencionadas, donde los espectros a distintas concentraciones fueron relativizados a 376 nm (méaximo
de intensidad de emision de fluorescencia del pico 1), pudiéndose apreciar de esta forma los cambios

en la formacién de excimero y P-value en las mutantes estudiadas.
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Figura 2.12: Espectros de emision de fluorescencia en mutantes apoA-I marcados con pireno.
A) Modelos de estructura secundaria de apoA-I para la forma libre y en asociacion con lipidos
(rHDL), respectivamente. En ambos modelos se muestran las posiciones seleccionadas en el estudio,
donde se evaluaron los cambios espectrales del pireno. B) Espectros de emision de fluorescencia.
Los espectros se obtuvieron excitando a 345 nm recogiendo la fluorescencia entre 350 y 650 nm a
diferentes concentraciones de apoA-I (color en gradiente). Para mayor claridad, los espectros se
relativizan a 376 nm (pl). Los picos mas relevantes se sefialan con flechas: 376 nm (pl), 384 nm
(pIII), 395 nm (pIV) y excimero (pE). Los espectros para las distintas variantes se muestran en color:
F104C (violeta), K107C (azul), K133C (verde), L137C (amarillo), F225C (rojo), K226C (naranja) y
+244C (negro).

De este primer resultado se pudo observar que habia algunas variantes que reportaban
cambios espectrales significativos en la fluorescencia del pireno, en especial en la formacion de
excimeros con las mutantes K133C, F225C y K226C (Figura 2.12 B). Para cuantificar estos
cambios, se graficaron las relaciones Excimero/Mondémero (E/M) y P-value, cociente entre los
maximos de emision de fluorescencia pE/pM (460/395 nm) y pl/pIll (376/384 nm), respectivamente

(Figuras 2.13 A y B). Para simplificar el andlisis se obvio la mutante F104C, ya que la misma no se
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comporta en forma equivalente a apoA-I WT segiin los controles estructurales y funcionales

realizados previamente.
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Figura 2.13: Cuantificacion de los cambios espectrales en mutantes de apoA-I marcadas con
pireno. A) y B) Cambios en la relacion Excimero/Monoémero (E/M) y P-value en funcion de la
concentracion total de proteina. Para mayor claridad, las curvas de P-value se relativizan al valor
reportado a la concentracion mas baja de proteina (~ 0,2 uM). Codigo de color: K107C (azul),
K133C (verde), L137C (amarillo), F225C (rojo), K226C (naranja) y +244C (negro).

2.4.3 Conclusion

En conclusion, estos resultados reportan la formacion de excimeros en las posiciones 133,
225 y 226 como funcion de la concentracion total de proteina, indicando que estas posiciones
participan en regiones de contacto durante eventos de auto-asociacion en apoA-I. A su vez, estos
eventos, en las posiciones mencionadas y en la posiciéon 107, estdn acompafniados de cambios de
polaridad alrededor de la sonda que son indicativos de un menor grado de exposicion al solvente
acuoso durante la asociacion (entornos hidrofobicos). Estas observaciones concuerdan con uno de los
modelos de dimeros de apoA-I, obtenido por cristalografia de rayos X para la forma truncada de
apoA-I [59]. La siguiente figura (Figura 2.14) muestra este modelo resaltando las posiciones

estudiadas, donde la posicion K133 muestra cercania con su par, a una distancia de 13 A entre sus
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carbonos a, a diferencia de las posiciones K107 y L137 que se encuentran lejanas especialmente. Por
otro lado, las posiciones F225 y K226, en particular la variante K226C, localizadas en la region
C-terminal de apoA-I, han sido reportadas en mostrar proximidad a concentraciones > 0,1 mg/ml
(> 3,5 uM) [140]. A pesar de la bondad del modelo, de las observaciones obtenidas hasta aqui y lo
reportado bibliograficamente, no existe un modelo o modelos que respalden todas las observaciones
experimentales. Con esto en mente, el siguiente apartado trata de resolver este problema a partir del

analisis de los resultados obtenidos en funcién de la concentracion de apoA-I.

Dimero de apoA-I

N—CB-c

Figura 2.14: Modelo de dimero de apoA-I en ausencia de lipidos. El modelo es el propuesto por
Mei et al. 2011 [59] obtenido por cristalografia de rayos X para la forma truncada de
apoA-1 A185-243 en ausencia de lipidos. La estructura se encuentra disponible en la
Protein Data Bank con el codigo 3R2P para el ensamble biologico (dimero). En linea de puntos se
presenta la distancia entre los residuos K133-K133. Codigo de color: unidad 1 (cian), unidad 2 (gris),
K107 (azul), K133 (verde) y L137 (amarillo).
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2.5 Desarrollo de modelos matematicos de oligomerizacion y analisis

de mutantes de apoA-I marcadas con pireno

2.5.1 Objetivos

Previamente, logramos evidenciar la auto-asociacion en apoA-I con mutantes de Cys
marcadas con pireno. Con el objetivo de aprovechar las propiedades multiparamétricas que ofrece
esta sonda: proximidad y sensibilidad a la polaridad del entorno, estas fueron estimadas en forma
independiente para luego ser analizadas en base a modelos de asociacion. Partimos de la suposicion
de que cada mutante podria censar un evento de oligomerizaciéon Unico, pero potencialmente
diferente de acuerdo con la posicion de la sonda. Como primera aproximacioén elegimos tomar
modelos de equilibrio Unico y analizar el ajuste a los datos experimentales obtenidos. Esta primera
aproximacion nos permitird caracterizar en forma sencilla los equilibrios de asociacion observados

en apoA-L.

2.5.2 Analisis con modelos de asociacion de equilibrio unico

Para analizar en detalle los cambios en las propiedades espectrales de la sonda pireno,
relacionados a eventos de auto-asociacion de mutantes de Cys de apoA-I marcadas, se desarrollaron
modelos de asociacion de equilibrio Gnico de la forma mondmero 2 dimero (2A 2 A2). Estos
modelos nos permiten obtener pardmetros de interés que caracterizan los eventos de asociacion
observados, el mas importante fue la constante de asociacion (K, ). De esta manera, se realizaron dos
estimaciones independientes basadas en modelos que evaltan la relacion E/M (pE/pIV: 460/395 nm)
o P-value (pl/plll; 396/384 nm) en funcion de la concentracion de apoA-I (Ecuaciones 18 y 25 en

Materiales y Métodos).
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El modelo E/M considera el grado de marcacion en las mutantes utilizadas, el cual es un valor
determinado experimentalmente para cada lote de proteina marcada; y un factor que denominamos
eficiencia de formacion de excimero (h2) que contempla la disminucién en la emision de excimero
por configuraciones sub-Optimas entre moléculas de pireno proximas (Seccion 1.5.2, ver en la
Introduccion), considerando que contribuyen parte del tiempo como mondémeros y parte como
excimeros. Por su parte, el modelo P-value fue desarrollado considerando una transicion entre dos
estados con P-value diferentes. En ambos modelos se considerd el bleedthrough entre las ventanas
espectrales empleadas y un ajuste con reduccion progresiva del peso del error para concentraciones
por debajo de 1 pM para de esta manera compensar por la reduccion en la relacion sefial/ruido de los
espectros. Los valores de K, se estimaron a partir de los espectros corregidos y relativizados por su
fluorescencia total, ajustando la relacion E/M o las sefiales de P—value para las variantes de apoA-I

que mostraron cambios significativos (Figura 2.15).

La Figura 2.15 muestra, a modo de ejemplo, el ajuste de los modelos a las sefiales E/M y
P-value para la variante K133C; mientras que la Tabla 2.6 resume los valores de K5 obtenidos con
todas las variantes que mostraron cambios espectrales de pireno. Aunque no se observaron
diferencias significativas entre modelos (E/M y P-value en cada variante, P > 0,05, Student’s t-test),
si se reportaron valores diferentes de K, entre variantes a partir de cambios en P-value, lo que sugirio
al menos dos equilibrios entre 0,017 y 0,19 uMgim UM mon (P < 0,001 por ANOVA-test y P < 0,05
por Student’s t-test + Bonferroni’s post-hoc test). Por otro lado, el K promedio obtenido a partir del
modelo E/M entre las posiciones evaluadas fue de alrededor de 0,3 pMim' UM mon (P > 0,05 por

ANOVA-test).
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Figura 2.15: Auto-asociacion de apoA-I. Modelos de asociacion de equilibrio Unico siguiendo la
relacion E/M o P-value (con seis y diez pardmetros, respectivamente). A) Ajuste a datos obtenidos
para mutantes que mostraron formacion de excimeros (mutantes K133C, F225C y K226C); o B)
cambios en P-value (mutantes K133C, F225C, K226C y K107C).

Tabla 2.6: Estimacion de las constantes de auto-asociacion en apoA-I a partir de espectros

corregidos
E/M P-value

Mutante %) > > 3

KA/ uMdim' HM mon R KA/ uMdim' HM mon R
K107C (n.a.) (n.a.) 0,017 +0,005*° > 0,891
K133C 0,2+0,2 >0.992 0,04 +£0,01°? > 0,952
F225C 0,4+£0,2 >0.998 0,19 £0,03 b >(,983
K226C 0,31 +0,02 >0.996 0,1+0,1% b > 0,952

Los valores de K (UMgm M7 mon) son reportados como promedios + errores estindar entre preparaciones
independientes de proteinas (purificacion y marcacion): K107C (4), K133C (3), F225C (3) y K226C (2). También se
informa el R* minimo para cada mutante. Las diferencias estadisticas se representan con letras diferentes (a, b). Todas
las significancias se informan con P <0,05. Para K107C (mostrado en cursiva), uno de los valores de K, y su R’
estimado se situd fuera del rango de concentraciones empleado en el analisis (1/K, > 90 uM). (n.a.), no aplicable.

En conclusion, a partir del andlisis con modelos de asociacion se logrd caracterizar mas de un
evento de asociacion en apoA-I, lo que en principio es coherente con la idea de multiples equilibrios.
Por asociacion estos equilibrios son indistinguibles, indicando que las posiciones relacionadas a las

hélices H5 y H10, participan en eventos de asociacion tempranos en apoA-I. Sin embargo, los errores
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asociados a los valores de Ka, en particular los que reporta el modelo E/M, son muy grandes, por lo
que parece dificil poder identificar diferencias significativas. A continuacion, se evalua la utilidad de
aprovechar toda la informacion de los espectros de pireno para aislar las sefiales de interés y asi

mejorar la precision de los modelos.

2.5.3 Deconvolucion de espectros de emision de fluorescencia del pireno

Para mejorar la estimacion en los valores de K,, calculados en la seccion anterior,
propusimos un método de deconvolucion espectral para aislar la sefial especifica de cada pico de
emision del pireno previamente al ajuste de los modelos E/M y P-value. La deconvolucién se logro
ajustando cada espectro a una combinacién de distribuciones tipo Gaussianas y tipo Log, de acuerdo
con el numero y la amplitud de los picos observados en las variantes de apoA-I marcadas con pireno.
El mejor resultado fue logrado ajustando la sefial a una suma de tres (3) distribuciones tipo
Gaussiana y una (1) Log para K107C (Figura 2.16 A); mientras que se tuvo que considerar una
segunda distribucion tipo Log para las variantes que mostraron emision de excimero
(Figura 2.16 B). La Figura 2.16 también muestra como la deconvolucion de los espectros modifico
la relacion E/M (Figura 2.16 C) y el P-value (Figura 2.16 D) para la variante K133C respecto a los
datos que solo fueron corregidos por background y Raman. Cabe destacar que el método pierde
precision a concentraciones por debajo de 1 uM, que es compensado por un ajuste ponderado por el

error por debajo de aquella concentracion.

De esta manera, empleamos espectros corregidos y deconvolucionados para ajustar los
modelos de auto-asociacion de apoA-I de equilibrio Unico, de forma anéloga a la seccidén anterior,
pero evitando el bleedthrough. Los valores de K, fueron recalculados para todas las variantes de
apoA-I (Tabla 2.7). En general, este procedimiento dio como resultado ajustes buenos, como los de
la seccion anterior, pero con la ventaja de que se requieren menos parametros. Asimismo, se observo

una dispersion menor de los parametros aproximados. La comparacion de K, obtenidas para los
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diferentes mutantes mostr6é de nuevo las mismas diferencias significativas obtenidas anteriormente,
pero con errores considerablemente menores, particularmente en el caso del K reportado con el
modelo E/M (Tabla 2.7). La variante K226C no mostré diferencia notable cuando se compar6 con
las otras variantes. Ademas, una diferencia significativa entre los valores de K, obtenidos de la
relacion E/M y P-value es evidente para K133C (P < 0,05 por Student’s t-test), lo que sugiere que
esta variante marcada con pireno por si sola puede diferenciar dos procesos de equilibrio diferentes al
monitorear diferentes ventanas espectrales del pireno. A esto se le suma la diferencia obtenida con la

variante F225C entre datos sin deconvolucionar y deconvolucionados (P < 0,05 por Student s t-test).
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Figura 2.16: Deconvolucion de espectros de pireno y ajuste a modelos de asociacion de
equilibrio unico. A) y B) Ejemplos de deconvolucion para espectros de emision de pireno para una
combinacion de cuatro (mutante K107C) y cinco (mutante K133C) distribuciones tipo Gaussiana y
Log, respectivamente. En cada espectro, los componentes se muestran en diferentes colores: pl
(rojo), plII (azul), pIV (verde), b6 (negro), bExcimero (violeta), espectro reconstruido (gris), espectro
experimental (linea negra discontinua). Para mayor claridad, los espectros se relativizaron a la
emision de pl. C) y D) Titulaciones representativas para la variante K133C que muestra los mismos
datos de E/M y P-value calculados para los espectros corregidos (circulos blancos) y corregidos mas
deconvolucionados (circulos negros). E) y F) Ajustes representativos con los modelos E/M y
P-value, a partir de espectros corregidos y deconvolucionados con la variante K133C.
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Tabla 2.7: Estimacion de las constantes de auto-asociacion en apoA-I a partir de espectros
corregidos y deconvolucionados

Mutante E/M P-value
KA/ uMdim' HM-zmon R2 KA/ uMdim' HM-zmon R2
K107C (n.a.) (n.a.) 0,014 + 0,003 * > (0,866
K133C 0,09 +0,02 " > 0,997 0,021 + 0,006 " > 0,948
F225C 0,16 + 0,08 > 0,998 0,12 +0,02 >* > 0,965
K226C 0,27 + 0,09 > 0,975 0,07 0,04 >° > 0,962

Los valores de K, (UMgm tM7mon) son reportados como promedios + errores estindar entre preparaciones
independientes de proteinas (purificacion y marcacion): K107C (4), K133C (3), F225C (3) y K226C (2). También se
informa el R* minimo para cada mutante. Las diferencias estadisticas se representan con letras diferentes (a, b).
Ademas, (*) indica diferencias significativas entre los valores de K, estimados con modelos E/M y de P-value,
mientras que (#) indica diferencias significativas entre los valores de K, estimados a partir de los espectros corregido y
corregido y deconvolucionado. Todas las significancias se informan con P < 0,05. (n.a.), no aplicable.

En resumen, se han empleado mutantes Cys de apoA-I marcados con la sonda fluorescente
pireno para analizar sus mecanismos de auto-asociacion, relacionando posiciones o regiones
especificas con la formacion de oligdbmeros. Como se menciond, las posiciones 107, 133 y 226 se
tomaron como punto de partida sobre la base de resultados anteriores con rHDL y estudios por FRET
realizados por Cuellar et al. 2014 [129], donde las posiciones 107 y 133 eran ttiles para distinguir
dos conformaciones diferentes de dimeros de apoA-I en rtHDL, mientras que la posicion 226 actuaba
como control negativo. En esta seccion nosotros reportamos valores de Kj
(Ka, 0,014-0,27 uMgim uM'zmon) para eventos de auto-asociacion que estan en su mayoria de acuerdo
con los publicados previamente usando otras técnicas (Ka, 0,13-0,76 uM™', ITC, AUC y DLS [53].
Ademas, hemos observado un equilibrio con una afinidad menor en un orden de magnitud
(Ka, 0,014 ptMgim' KM 10n). Sin embargo, no podemos descartar completamente que los valores de
K, informados no se vean afectados por interacciones adicionales hidrofébicas y de apilamiento ©
establecidas por la sonda fluorescente. No obstante, dado que las mutantes L137C y +244C no
muestran cambios espectrales significativos, la marcacidon con pireno no parece ser suficiente para

promover interacciones aberrantes.
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2.5.4 Conclusion

En conclusion, segun el andlisis en los valores de K, presentados en esta seccion, hemos
podido distinguir dos equilibrios diferentes en el proceso de auto-asociacion de apoA-I. El primer
evento de alta afinidad se observd por la formaciéon de excimeros debido al contacto entre las hélices
H10 (Ka, 0,27 £ 0,09 uMgim' uM'zmon), mientras que el segundo evento de menor afinidad fue
representado por los cambios en P-value alrededor de las hélices H4 y HS
(Ka, 0,014 £ 0,003 y 0,021 + 0,006 uMgim- uM'zmon, respectivamente). Ademads, hemos estimado otras
constantes de equilibrio intermedias entre los eventos de alta y baja afinidades que podrian estar
representando un potencial tercero, pero su discriminacidon no alcanzé la confianza estadistica. La
identificacion de al menos dos de estos eventos de asociacion diferentes nos permitié predecir la
distribucion de especies utilizando un modelo de asociacién secuencial que combina los resultados
para todas las variantes de apoA-I probadas. Este modelo fue seleccionado porque mantiene los
supuestos iniciales empleados para la estimacion de los valores de K,, en los que dos especies
idénticas dimerizan para formar una sola particula. Estas distribuciones de especies son presentadas
en la Figura 2.17 junto con las concentraciones de apoA-I libre de lipidos y la total esperada en
plasma, 5 y 50 uM, respectivamente. Es asi que podemos observar que el 50 % de apoA-I a 5 uM en
plasma se encuentra en forma dimérica, mientras que a 50 uM todas las especies estan presentes. De
esta manera, como conclusion tentativa al rol fisiologico de apoA-I, podemos decir que esta ejerce su
funcion normal (reconstitucion de dHDL) en forma dimérica mientras que, en determinadas
situaciones patoldgicas, que llevan al desplazamiento de apoA-I asociada a HDL hacia su forma

libre, la forma funcional de apoA-I son sus distintas especies oligoméricas (tetramero y octamero).
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Figura 2.17: Distribucion de especies de apoA-I. La distribucion entre especies de oligomeros, en
funcién de la concentracion de apoA-I, se calculd en base a las K presentadas en la Tabla 2.7. A) y
B) representan estas distribuciones calculadas usando dos y tres equilibrios, respectivamente. Se
distinguieron estos equilibrios basados en el andlisis de ANOVA (P<0,01) mas la prueba
Tukey-Kramer post-hoc test (P <0,1). Se asignaron dos equilibrios en A), descartando el equilibrio
intermedio no diferenciado completamente, pero incluido en B). En ambos casos, se empled un
modelo de auto-asociacion secuencial (descrito en cada grafico). Cédigo de color: monomero (A,
rojo), dimero (A2, azul), tetrdmero (A4, verde) y octdmero (A8, negro). Como referencias, se
incluyeron las concentraciones normales aproximadas de apoA-I libre de lipidos (5 uM, linea gris
discontinua) y la total (50 uM, linea gris discontinua) en plasma.
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2.6 Analisis con modelos de asociacion multiple

2.6.1 Objetivos

Como se ha mencionado en la introduccion, la naturaleza dindmica de apoA-I en solucion es
compleja. La proteina tiende a auto-asociarse en solucion acuosa formando multiples estructuras
oligoméricas, donde estas podrian influir en procesos de interaccion con membranas y formaciéon de
particulas de HDL. En el apartado anterior, se logré caracterizar este fendémeno asociando los
cambios espectrales de variantes de apoA-I marcadas con pireno a modelos de asociacion de
equilibrio Unico; pero también se observd que habia discrepancias entre distintas sefiales, como por
ejemplo las K4 estimadas con K133C-NPM a partir de las sefiales de E/M y P—value; lo que sugiere
que la sonda podria reportar méas de un evento de asociacion. De esta manera, y conociendo que la
auto-asociacion involucra mas de un equilibrio, decidimos abordar este fenomeno con modelos de
equilibrios multiples. Realizando una busqueda bibliografica, encontramos que diferentes autores ya
habian propuesto diferentes esquemas de auto-asociacion, cada uno sustentado por su propia
metodologia (Tabla 1.2, ver en la Introduccion). La Figura 2.18 muestra los modelos mas
representativos, incluido el propuesto en nuestro laboratorio: un modelo de asociacion que se
caracteriza por la asociacion progresiva de distintas especies oligoméricas. De esta manera, en este
apartado, nos proponemos como objetivo analizar la validez de estos modelos y tratar de ganar mas
informacion con respecto a los diferentes eventos de asociacion de apoA-I en solucion acuosa en

base a las caracteristicas multiparamétricas de la sonda pireno.
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Figura 2.18: Esquemas de auto-asociacion propuestos en apoA-I. M1, asociacion secuencial
progresiva para 4 especies y 3 K. M2, asociacion discreta para 4 especies y 3 K, con equilibrios
independientes [47]. M3, asociacion indefinida por adicion de mondémeros para 8 especies y 1 Ka
(este modelos es una variante del propuesto por Zehender et al. 2012 [53], donde en el primer
equilibrio se agregaba un factor de nucleacién a en la forma a-Ka1). M4, asociacion indefinida por
adicion de dimeros para 5 especies y 2 K (este modelo también es una variante del propuesto por
Prieto et al. 2011 [52] para una unica Ka). Todos estos esquemas presentan equilibrios relacionados,
a excepcion de M2 donde sus equilibrios son independientes. Las K4 se encuentran resaltadas en rojo
y An refiere a la especie oligomérica con n sub-unidades.

2.6.2 Modelos de asociacion multiple

En esta seccion se pretende mostrar el procedimiento utilizado en el analisis de nuestros
resultados de emision de fluorescencia del pireno con modelos de asociacion multiple. Para empezar,
se mostrara como se llevo a cabo la adquisicion y el procesamiento de los espectros de emision de
fluorescencia del pireno. Después, como se desarrollaron los distintos modelos de asociacion

multiple presentados en la Figura 2.18. Luego como se llevd a cabo el ajuste entre los datos
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experimentales y los modelos desarrollados. Y por ultimo, cudl fue el procedimiento para seleccionar
el o los mejores modelos que describen nuestros datos experimentales de auto-asociacion de apoA-I.
Finalmente, este proceso sera luego aplicado con las variantes marcadas que mostraron cambios en el
espectro del pireno. De esta manera, esperamos obtener parametros que describan los eventos de

auto-asociacion de apoA-I, en especial los valores de Kx que describen estos equilibrios.

Se utilizaron las variantes mutantes de Cys que en conjunto mostraron cambios en la
formacion de excimero y P-value (mutantes K133C y F225C, a excepcion de K226C que no se
encontraba disponible durante la realizacion de los experimentos) y las que solo mostraron cambios
en P-value (mutante K107C). Para empezar, las condiciones de adquisicion de datos fueron iguales a
las presentadas en la Seccion 2.4: proteina disuelta en buffer PBS a pH 7,4 previamente equilibrada
durante 2 hs a 25 °C. Se duplico la cantidad de observaciones en el disefio experimental midiendo
entre 25 y 30 muestras con un factor de dilucion de alrededor del 20 % entre cada muestra. Se
midieron espectros de emision de fluorescencia excitando a 345 nm y recogiendo la emision entre
350 y 650 nm. Luego estos espectros fueron corregidos por la fluorescencia del buffer y por el efecto
de filtro interno. Finalmente, estos fueron relativizados por su fluorescencia total, para asi apreciar
los cambios espectrales, y luego deconvolucionados con cinco componentes en el caso de que haya
formacion de excimero (mutantes K133C y F225C), o cuatro (mutante K107C) en el caso de su
ausencia. De esta manera, seleccionamos los maximos de emision de fluorescencia de los
componentes deconvolucionados (pl, plll, pIV y pE), pero tomandolas como sefales independientes,
en lugar de considerar la relacion entre dos de ellas. Estas sefiales son las utilizadas para realizar los

ajustes a los modelos de asociacion desarrollados.

Como se detallo en la Figura 2.18, existen diferentes esquemas de asociacion multiple que
denominamos: M1, secuencial progresiva; M2, discreta; M3, indefinida por adicion de monomeros; y
M4, indefinida por adicion de dimeros. Teniendo en cuenta cada uno de estos esquemas, hemos

desarrollado modelos matematicos de asociacion para cada ventana de emision, cuatro modelos (pl,
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plIL, pIV y pE) en el caso de que haya formacion de excimero (mutantes K133C y F225C), o dos
modelos (pI y pllIl) en el caso de su ausencia (mutante K107C). Estos modelos se desarrollaron
obviando el bleedthrough entre las ventanas examinadas, en base a los resultados presentados en la
Seccién 2.5.3. Cabe destacar que con esta aproximacion se reduce el nimero total de parametros en

los modelos.

Por otro lado, para tener en cuenta el alcance real de nuestros modelos en el sistema estudiado
(mutantes de Cys de apoA-I marcadas con pireno), se partié del modelo més complejo (que incluia el
mayor numero de equilibrios y especies, desde mondmero hasta octamero). Luego cada uno de ellos
fue sucesivamente simplificado progresivamente para generar “sub—modelos” limitando el niumero
de especies involucradas y su capacidad de formar excimeros. Esencialmente, se consideré que una
vez se forma el excimero, este no se desarma cuando se forma la especie siguiente (en particular en
M1, M3 y M4). Por el contrario, en el caso particular del modelo M3, se obviaron estas
simplificaciones para n < 8, donde n representa las sub-unidades en un oligémero. Esto fue asi para
reducir el nimero de modelos a evaluar con M3. Ademads, cabe recalcar que se trabajo con una
variante de este modelo (M3), en el cual obviamos la incorporacioén del factor de nucleacion a, ya
que éste toma valores “reales” en un rango que depende del sub-modelo evaluado, de esta forma,
aumentado significativamente los tiempos de célculo y la confianza en los valores de los pardmetros
determinados. Finalmente, estos modelos son mostrados en la Tabla 2.8. En total se desarrollaron 24
y 13 modelos para cuatro y dos ventanas, respectivamente, donde la complejidad de estos se vio
reflejada en el nimero total de sus pardmetros, variando entre 10 y 40 en el primer caso, y entre 5 y
17 para el segundo. Cada uno de estos modelos se caracteriza por presentar los siguientes
parametros: constantes de asociacion definidas para cada equilibrio (Kaq, donde q refiere al
equilibrio de asociacidon evaluado); eficiencias de formacion de excimero para cada oligobmero con n
sub-unidades (hn); fluorescencias especificas de los picos I y III para cada especie An (YpIAn y

YpllIAn); y fluorescencias especificas de los picos IV y E, que denominamos YmAn y YeAn,
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respectivamente. Para ver el desarrollo paso a paso de cada uno de estos modelos, la Seccion 4.3.3
muestra este desarrollo en forma completa para M1 que fue desarrollado con el software

Wolfram Mathematica 11.3.

Tabla 2.8: Modelos de asociacion multiple

Modelos de asociacion

Esquema de asociacion

Nomenclatura pL, plIl, pIV y pE Nomenclatura ply plll

A2A2A2A M1 A8E3 22

A2A,2A2A M1 A8E2 20 M1 A8 11
A2A,2A2A M1 AS8El 18

A2A2A, M1 A4E2 16

A2A)2A, M1 AA4E1 14 MI_A4 8
A2A, M1 A2El1 10 M1 A2 5
A2A; A2AL A2Ag M2 AR8E3 22

A2A,; A2A A2Ag M2 A8E2 20 M2 A8 11
A2A,; A2A,; A2Aq M2 AR8El 18

A2A,; A2A, M2 A4E2 16

A2A,; A2A, M2 AA4El1 14 M2_Ad 8
A2A, M2 A2El 10 M2 A2 5
A2(A)2A M3 _A8E7 40 M3 A8 17
A2(A)2A, M3_AT7E6 35 M3_A7 15
A2(A)2A M3_AG6ES5 30 M3_A6 13
A2(A)2A; M3 _AS5E4 25 M3_AS5 11
A2(A)2A, M3 _AA4E3 20 M3 A4 9
A2A,2A, M3 A3E2 15 M3_A3 7
A=A, M3 A2El 10 M3 A2 5
A2A2A2A2A; M4 ARE4 26

A2A)2A2A2A M4 A8E3 24

A2A,2A2A2A M4 A8E2 22 M4_A8 12
A2A,2A2A2A M4 A8El 20

A2A2A2A M4 A6E3 21

A2A,2A2A M4 A6E2 19 M4 A6 10
A2A,2A2A M4 AG6E1 17

A2A,2A, M4 A4E2 16

A2A,2A, M4 A4E1 14 (= 8
A2A, M4 A2E1 10 M4 A2 5

En la tabla se representa el nimero total de parametros para cuatro modelos de asociacion multiple. Los modelos son desarrollados para cuatro y dos
ventanas de emision de fluorescencia. Cada sub-modelo se encuentra descrito con un codigo, M(a) A(b)E(c) si hay formacion de excimero, o
M(a) A(D) si este no se forma. En cada caso, (a) representa el modelo de asociacion, (b) la especie oligomérica de mayor tamaiio, y (c) el nimero de
especies que forman excimeros. Los modelos de asociacion utilizados son: 1, secuencial progresiva; 2, discreta; 3, por adicién indefinida de
monodmeros; y 4, por adicion indefinida de dimeros. En cada esquema se resalta en verde aquellas especies (An) que pueden formar excimeros y en gris
aquellos modelos redundantes (es decir que ya se encuentras descritos).

Los ajustes se llevaron a cabo de tal manera de que proporcionen valores coherentes en los
parametros de interés y que no requieran mucho tiempo de analisis. Se empled un ajuste conjunto
entre las cuatro ventanas de emision y sus correspondientes modelos, donde las discrepancias se

evaluaron en forma conjunta. Ademas, se ponderaron las distintas intensidades de fluorescencia en
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cada ventana a un valor tnico y se disminuy6 en forma lineal el peso del error a concentraciones por
debajo de 1 uM para compensar por la falta de sensibilidad en estas muestras mas diluidas.
Asimismo, para reducir el tiempo de andlisis y obtener valores reales de estos, acotamos los valores
que pueden tomar cada parametro y asignamos una determinada tendencia a cada uno de ellos. Estas
toman en cuenta la forma de los equilibrios y como se relacionan entre si, tales como el nimero de
especies, la cantidad de K, definidas y la relacion entre sus equilibrios. Todas estas restricciones y el
ajuste fueron realizados con el software Wolfram Mathematica 11.3. La Tabla 2.9 sintetiza estas

restricciones y tendencias, y son brevemente explicadas a continuacion:

1) Los valores de K para mas de un equilibrio disminuyen en forma progresiva. Por ejemplo,
para el modelo M1 estas disminuyen de la forma: K 1> K2 y K2 > K3. Esta tendencia fue
aplicada en aquellos modelos con asociacion progresiva tales como M1 y M4, a excepcion de M3
que solo presenta una Unica K. Cabe aclarar que estas tendencias también se aplicaron en el modelo
M2, que presenta equilibrios independientes y por lo tanto disminuyen en base a la definicion de sus
K, y de los valores en uM reportados por Vitello et al. 1976 [47].

2) Los valores de eficiencia de formacion de excimero (hn) aumentan en forma progresiva, en
base a que un excimero preformado se estabiliza en un oligdmero de mayor tamafio. Por ejemplo,
para M1 las restricciones son de la forma: h8 > h4 y h4 > h2. Estas restricciones se aplicaron en
aquellos modelos que presentan asociacion progresiva tales como M1, M3 y M4, a excepcion M2
que presenta equilibrios independientes y por lo tanto posee hn no relacionados.

3) Las fluorescencias especificas en pl y plll (YpIAn y YpIIIAn) evolucionan acorde a los
cambios de polaridad observados por P-value. Estas tendencias fueron agregadas considerando una
disminucion progresiva de la polaridad del microentorno alrededor de la sonda fluorescente, que es
observable de los datos experimentales. Es necesario aclarar que no se consider6 agregar tendencias
(incremento o disminucidn) a estos pardmetros en forma individual, ya que no tenemos informacién

suficiente para decidir como estos evolucionan con los cambios de polaridad, en particular el plII.
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Aun asi, estas tendencias fueron evaluadas durante el ajuste, evitando aquellos modelos que
presentan cambios repentinos o con tendencias poco claras en sus valores.

4) Las fluorescencias especificas del pIV y pE (YmAn y YeAn) incrementan progresivamente
en base al efecto que tiene el entorno sobre el rendimiento cuantico del pireno. Cabe aclarar que la
fluorescencia total evoluciona linealmente con la concentracion total de proteina (Figura 4.1, ver en

Materiales y Métodos) y por lo tanto los cambios en las YmAn y YeAn son sutiles, aunque

consideradas.
Tabla 2.9: Restricciones en los parametros
p Ml M2 M3 M4
K, K >K,2,K2>K3 K> K2, K,2>K,3 (na,) K 1>K,2
i=(2,3} i=(3,4,5,6,7,8} (-1 i=(4,6,8) hGi—2) (—2)+h2-2
. , i- i-2)-(-2)+h2-
hn Z h(2!) > h(206D) (n.a) Z h(i) = h(i— 1) —— Z h(i) > :
i=2. i=3 ! i=4 :
YpIAn YpiAZ ~_ YpiA
i={1,2,3} . . i={1,2,3} . . i={2,3,4,5,6,7,8} =
i YpIA(zl) . YpIA(Z(l—l)) i YplA(zl) . YplA(z(l—l)) i YpIAGD) N YpIAG — 1) isss) YpllIA2 ~ YplIIA
YplllAn £, ypIIA(2) = YpIA(2G-D) £, YpIIA(2Y) =~ YplA(20-D) Z YpIIIA(i) = YpIIIA(i — 1) YpIA(i) - YpIAGi — 2)
= = L, YpllIAG) ~ YpllIAG - 2)
i={1,2,3} i=(1,2,3} i=(2,3,4,5,6,7,8} ) (468}YmA2 > YmA
i={4,6,
YmAn 3 yma(2) 2 vmA(20D) ) yma(2) = YmA(20-0) > YmAQ) = YmAG - 1) S (i = YmaGi- 2
i=1 i=1 i=2
i=4
i=(2,3} i=(2,3} i=(3,4,56,7,8} i:;4,6,8}
YeAn Z YeA(21) > YeA(20-D) Z YeA(2') > YeA(20-D) Z YeA(i) = YeA(i — 1) Z YeA(i) = YeA(i — 2)
i=2 i=2 i= i=4

La tabla muestra el comportamiento asignado a los parametros que describen cada modelo de asociacion. En cada caso, la sumatoria es definida para el
maximo estado de oligomerizacion (octdmero). Con cada parametro se da por explicito que la especie monomérica posee una unidad. (n.a.), no
aplicable. p, pardametro a evaluar.

Una vez finalizado el ajuste de nuestros modelos a datos de senal de fluorescencia, se
evaluaron un conjunto de criterios que permiten seleccionar el o los mejores modelos que apoyan
nuestras observaciones experimentales. Cada uno de estos criterios evalua de una forma diferente y
son utilizados en el siguiente orden: bondad del ajuste — criterios de informacién — inspeccion

manual.

1) Bondad del ajuste
. Suma total de residuos (SSE). Este criterio evalua la calidad de un ajuste a un modelo,

calculado las diferencias entre los datos experimentales y los obtenidos por el modelo.
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o R? y R*Ajustado. Estos criterios se basan en el SSE, aunque evaluando en forma absoluta la
suma total de residuos. Ademas, en este ultimo se toma en cuenta el nimero de datos experimentales
(N) y los parametros del modelo (p).

2) Criterios de informacion

. Los criterios de informaciéon evaliian la capacidad predictiva de un modelo, penalizando la
bondad de un ajuste (usualmente como el logaritmo del valor maximo de la funcion de verosimilitud,
ver Seccion 4.4.2.2) con el numero total de parametros (p). Modelos con una buena capacidad
predictiva, entre un conjunto de modelos, presentan valores minimos en este criterio.

o Criterio de informacién de Akaike (AIC). Este criterio es el mas ampliamente utilizado.
Usualmente, los valores de AIC se presentan como la diferencia con respecto al AIC minimo entre
un conjunto de modelos de distinta complejidad, AAIC = AIC-AICyp.

. AIC corregido (AICc). Este criterio se basa en el AIC, aunque, adicionalmente, considera el
numero total de datos experimentales (N).

. Criterio de informacion bayesiano (BIC). Al igual que el AICc, este criterio penaliza por la
cantidad de datos experimentales (N) aunque de una forma distinta. E1 AICc penaliza en la forma
(2-p*+2-p)/(N-p-1), mientras que el BIC con el p-In(N).

. Como se desconoce qué magnitud de estos criterios constituye una diferencia significativa,
Burnham y Anderson et al. 2001 [141] propusieron la siguiente regla para valores de AAIC: <2,
relacion sustancial; entre 4 y 7, relacion considerablemente menor; y > 10, esencialmente ninguna
relacion. Este criterio es también aplicable con AICc si se cumple que N > p + 2.

3) Inspeccion manual

o Evaluacion visual de los ajustes. El ajuste a cada modelo debe ser coherente a los datos

experimentales a lo largo de la titulacion en sus cuatro ventanas de emision.
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o Evaluacion de la distribucion de residuos. Se espera una distribucion de residuos sin
tendencias en el rango de concentraciones de proteina evaluado. Ademas, en paralelo se determina el
tipo de distribucion por Pearson's chi-squared test.

. Evaluacién del comportamiento de los parametros. En cada ajuste se definieron valores
limites que pueden tomar cada parametro teniendo en cuenta los datos de fluorescencia y de
concentracion de proteina, y de las tendencias asignadas a cada parametro (Tabla 2.9). Se espera que

estos no alcancen sus valores limite y que muestren una evolucion gradual sin cambios repentinos.

Resumiendo, acabamos de presentar la metodologia desarrollada para analizar nuestros datos
experimentales. A continuacidén, a modo de ejemplo y para facilitar su evaluacion, se mostrara este
analisis con la variante mutante K133C marcada con pireno y con un modelo M1 y sus seis
sub—modelos de distinta complejidad. La Figura 2.19 muestra un ejemplo de un ajuste con la
variante K133C-NPM. En la Tabla 2.10 se resume los criterios de seleccion evaluados, donde los
modelos M1 _A8E3, M1 A8E2 y M1 A4E2 presentaron valores minimos en sus residuos totales
(SSE), que fue ademas acompafiado de una distribucion uniforme de estos (Figura 2.20). Por otro
lado, en estos graficos se pudo observar también que los modelos con una tnica especie formando
excimero (M1_AS8El, M1 _A4El1 y M1 A2El) muestran una ligera tendencia no deseada en la
distribucion de sus residuos a concentraciones altas de proteina, indicando que los excimeros podrian
tener lugar con al menos dos especies. Finalmente, si evaluamos los criterios de informacion (AIC,
AlCc y BIC), sobre estos sub-modelos con valores minimos en SSE, se observa que el mejor
sub-modelo es el M1 A4E2 (dos equilibrios, tres especies y dos formando excimeros), ya que el
aumento de complejidad de este para incluir un equilibrio y una especia mas no es compensado por

una reduccion significativa de los residuos del ajuste.
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Figura 2.19: Ajuste a un modelo de asociacion multiple, M1_A8E3. A) Espectros de emision de
fluorescencia con K133C-NPM, donde estos fueron relativizados por el pico I (376 nm). B) Ajuste
con el modelo M1 A8E3. Los valores de emision de fluorescencia provienen de espectros
relativizados por sus intensidades totales, y multiplicados por 1000. Para una mayor precision en los
ajustes ver Figura A.1 en el Anexo. Codigo de color: pl (rojo), plll (azul), pIV (verde) y pE
(violeta).

Tabla 2.10: Seleccion de modelos con K133C-NPM, M1

Distribucion Comportamiento

Modelo* Esquema®  Parametros®  SSE® AAICY  AAICe®  ABICY . e . f
de residuos de parametros

MI1_A8E2 A2A2A.2A 20 7 12 18
Ml MI1_ABEl A2A2A:2A 18

M1 _A4E2 A2A.2A. 16 11,83

M1 _A4E1 A2A2As 14 14,65 33 31 27

La tabla describe el analisis con la variante K133C-NPM y un modelo de asociacion secuencial progresiva (M1). Se muestran los resultados para un set
de datos experimentales de 25 espectros. (*) Modelo y esquema de asociacién. (°) Numero total de parametros en cada sub-modelo. (°) Bondad del
ajuste evaluado a través de la suma total de residuos (SSE-1000). En los sub-modelos evaluados el R* y el R?Ajustado reportaron valores similares de
alrededor de 0,99 (datos no mostrados en la tabla). (%) Criterios de informacion AIC, AICc y BIC expresados como diferencias respecto a su valor
minimo. (°) Confianza en la distribucion de residuos a lo largo de la titulacion registrada en sus cuatro ventanas (Figura 2.20). (‘) Confianza en los
valores de los parametros obtenidos (fluorescencias especificas). En todos los modelos se cumple N > p + 2, donde N indica el niimero de datos
experimentales (4 veces los espectros adquiridos, en nuestro caso 100) y p el niimero de parametros, condicion requerida para utilizar el AICc. Para
seguir el analisis se utiliza un gradiente de color entre rojo y verde: verde: valor esperado, y rojo: valor inesperado.
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Figura 2.20: Distribucion de residuos para M1. Se representan los residuos (diferencias entre el
modelo y los datos experimentales) en funcion de la concentracion total de proteina para cuatro

ventanas de emision: pl, pIll, pIV y pE. M1 AS8E3, (azul), M1 _A8E2 (rojo), M1 _AS8EIl (verde),
M1 _A4E2 (violeta), M1 A4E1 (azul claro) y M1 A2EI (naranja).

Como se menciond, también tuvimos en cuenta el cumplimiento de las restricciones
impuestas durante el ajuste en cada uno de nuestros parametros. La tendencia en los valores de
YpIAn, YpIIIAn, YmAn y YeAn con los sub-modelos M1 son esperados en nuestro sistema, a
excepcion de M1 A8E1 (Figura A.2, ver en el Anexo). Ademas, con los valores de Ka, que son
presentados en la Tabla 2.11 por triplicado, no se logré determinar con precision el valor de K del
primer evento de asociacién, pero si del segundo con un valor de 0,05+ 0,01 pM pM2gim para
M1 _A4E2. Es probable que el primer evento suceda por debajo de la cota inferior de concentracion,

mientras que con el segundo podemos estar seguros que se da dentro del rango de concentraciones
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evaluado. De esta manera, para un modelo M1, con la variante K133C marcada con pireno, el mejor

sub-modelo es M1 A4E2.

Tabla 2.11: Constantes de asociacion calculadas con K133C-NPM, M1

Modelo Esquema Kal/pMain pM *non  Ka2/pMier pM i Ka3/tMoee pM e

MI_ASE3 A2A2AR2AS 5+3 0,14 +0,05° 0,09 +0,08°

M1 _AS8E2 A2A2A2Ag 5+3° 5+3% 0,11 +0,02
i MI_ASEl A2A2AR2AS 843 8+3% 0,24 + 0,05

M1 _A4E2 A2A2A, 5+3 0,05 + 0,01 (n.a.)

MI_A4El A2A2A, 8§+3 0,09 + 0,01 (n.a.)

M1 _A2El1 A2A, 0,047 £ 0,003 (n.a.) (n.a.)

Los valores de K4 son presentados como su promedio =+ error estandar por triplicado. En cursiva se resaltan aquellos valores de K, que en al menos una
de sus repeticiones iguala la cota superior que actlia como restriccion (inversa del valor minimo de concentracion). En rojo se resaltan aquellos
sub-modelos que en al menos una de sus repeticiones no muestran un comportamiento esperado en sus fluorescencias especificas, o una distribucion de
residuos uniforme. En azul se resalta el sub-modelo que mejor reproduce los datos experimentales. (*) y (°) Con estos valores de Kj, en al menos una de
sus repeticiones, no se cumplen las restricciones K1 > K,2 y/o K 2 > K,3, respectivamente (se obtiene una igualdad entre sus valores). (n.a.), no
aplicable.

El mismo procedimiento desarrollado con M1 fue aplicado con todos los modelos de
asociacion multiple previamente descritos (Tabla 2.12). Primero, se pudo apreciar que M1 sigue
siendo el mejor modelo en reproducir nuestros datos de fluorescencia. Luego M2 presentd buenos
resultados, pero fall6 en estimar fielmente sus valores de Ka (Tabla A.1, ver en el Anexo). Cabe
destacar que a pesar de que este modelo proporciona buenos resultados en sus criterios de
informacion, en particular M2 A4E2, no creemos que este sea el que describa la auto-asociacion de
apoA-I, por presentar equilibrios independientes. Por otro lado, M3 también reprodujo fielmente los
datos experimentales, aunque con mas parametros, lo que se refleja en sus criterios de informacion,
ademds de presentar tendencias no deseadas en sus fluorescencias especificas. Cabe recalcar que,
inicialmente, este modelo de asociacion (M3) fue contrastado con M2 por Vittelo et al. 1976 [47],
donde reportaron que no era el ideal en reproducir datos de AUC con apoA-I de suero humano. Por
ultimo, M4 también reprodujo nuestros datos de fluorescencia hasta M4 A4E2, que en términos del
numero de parametros es igual al M1. Con estos resultados, el mejor sub-modelo es M1 _A4E2 y el

segundo mejor corresponderia a M4 A6E3.
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Tabla 2.12: Seleccion de modelos con K133C-NPM

Distribucion Comportamiento

Modelo * Esquema* Parametros” SSE°® AAIC?  AAICe!  ABICY - e ] f
de residuos de parametros

9 16 25

12 18 Acepuble  Acepable

51

MI_ASE3  A2A.2A2A
MI_ASE2  AZAR2ARAs
MI_ASEl  A2A2ARA

49

ML M A4E2  AzA2A
M1 A4El  A2A2A,
MI_ A2El  AzA, [0 1488 23 19 g
M2 ASE3  AZA.; A2As; AZA;
M2 ASE2  AZAy; A2As AZA
vy MZASEL  AZA; ARAL ARA

M2 A4E2  AZA:; AZA,
M2 A4El  A2Ay; AZA,
M2 A2E1  A2A,
M3 _ASE7  AZ(A)2As
M3 _ATE6  AZ(A)2A;
M3 A6E5  A2(A,)2Ac
M3 M3 ASE4  A2(A))2As
M3 A4E3  A2(A)2A,
M3 A3E2  A2A.2A;
M3 A2El  A2A,

M4 A8E4 A2A2A2A2As 26
M4 _A8E3  A2A2A2A2Ag 24
M4 ASE2  A2A2A2A2Ag 22
M4 AS8El A2A2As2As2Aq 20
M4 M4 A6E3  A2A2As2A¢ 21
M4 A6E2  A2A2A.2A¢ 19
M4 A6El A2A2As2A¢ 17
M4 _A4E2  A2A.2A. 16
M4 A4E1  A2A2A 14 14,65 33 31

M4 _A2El _A2A, 10| 1488 23 19

La tabla describe el analisis con la variante K133C-NPM y cuatro modelos de asociacion multiple. Se muestran los resultados para un set de datos
experimentales de 25 espectros. (*) Modelo y esquema de asociacion. (°) Numero total de pardmetros para cada sub-modelo. (°) Bondad de ajuste
evaluada a través de la suma total de residuos (SSE-1000). Los criterios R? y R?Ajustado reportaron valores similares alrededor de 0,99 (datos no
mostrados en la tabla). (%) Criterios de informacién AIC, AICc y BIC expresados como diferencias respecto a su valor minimo. () Confianza en la
distribucion de residuos a lo largo de la titulacion registrada en sus cuatro ventanas. () Confianza en los parametros obtenidos, donde se asigna (n.a.),
no aplicable, cuando no hay un ajuste adecuado. En todos los modelos se cumple N > p + 2, donde N indica el nimero de datos experimentales (4 veces
los espectros adquiridos, en nuestro caso 100) y p el nimero de parametros, condicion requerida para utilizar AICc. Para seguir el analisis se utiliza un
gradiente de color entre rojo y verde, verde: valor esperado y rojo: valor inesperado.

Para concluir con esta seccidon, el mismo procedimiento de analisis con K133C-NPM fue
aplicado con las variantes K107C y F225C, teniendo una representante de cada hélice: H4 (K107C),
H5 (K133C) y HI10 (F225C). La Tabla 2.13 muestra estos resultados con los valores de Kx
obtenidos y las distribuciones de especies correspondientes (Figura 2.21), donde las conclusiones

mas relevantes de este analisis fueron:

1) El mejor sub-modelo en representar los datos experimentales con K133C-NPM correspondio
a un modelo de asociacion secuencial progresiva M1 _A4E2. Con respecto a la variante F225C-NPM,
siguiendo los criterios de informacion los mejores sub-modelos fueron M1 _A8E3, M1 A8E2 y

M2 AS8E3 (Tabla A.2, ver en el Anexo), aunque estos no presentaron valores coherentes en sus
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valores de K. (Tabla A.3, ver en el Anexo), que indican que solo dos equilibrios estan siendo
registrados. Es asi que elegimos los segundos mejores sub-modelos para dos equilibrios que
corresponden a M1 _A4E2 y M2 A4E2, siendo el primero en representar con un menor error
estandar los equilibrios observados con la variante F225C-NPM. Finalmente, con la variante
K107C-NPM el mejor sub-modelo fue M1 A2 con un segundo mejor M3 _A3. Debido a que con las
variantes mutantes K133C y F225C descartamos el modelo M3, escogimos el modelo M1 A2 como

aquel que describe la auto-asociacion con K107C-NPM (Tabla A.4 y Tabla A.5, ver en el Anexo).

2) En las posiciones 133 y 225 se observaron asociaciones tempranas por debajo de 5 puM,
probablemente dimeros. Cabe destacar que con la variante K133C se reporté una K, que no se logro
determinar con precision indicando que su valor verdadero tendria lugar por debajo de Ia
concentracion minima de apoA-I evaluada que coincide con la temprana sefial de excimero

observada con esta variante.

3) Finalmente, la Tabla 2.13 y la Figura 2.21 muestran que con el sub-modelo M1 A4E2 la
variante K133C-NPM reporté una K,1 mayor que la observada con F225C-NPM, indicando que la
asociacion por la posicion 133 ocurre antes que por 225. Aun asi, no podemos determinar con
precision si esta asociacion tiene lugar en forma conjunta o independiente. Seria interesante evaluar
si la incorporaciéon de la sonda fluorescente en la posicion 133 (una posicion hidrofilica) alter6 los
equilibrios de asociaciébn en esta variante, lo que podria explicar estos valores altos en la

determinacion del Kx1.
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Tabla 2.13: Constantes de asociacion calculadas para un modelo de equilibrios multiples

Hélice Posicion Modelo Esquema K\ 1/uM gin' pM'zmon K\2/nMo uM'zdim K\3/ nM g p,M‘ztet
H4 107 M1 _A2 A2A, 0,010£0,001 (n.a.) (n.a.)
H5 133 M1 _A4E2 A2A2A, 5+3 0,05+ 0,01 (n.a.)
H10 225 M1 _A4E2 A2A2A, 0,15+0,03 0,04 + 0,02 (n.a.)

Los valores de K4 son presentados como promedios =+ errores estandar entre preparaciones independientes de proteinas (purificacion y marcacion):
K107C (3), K133C (3) y F225C (3). Estos valores son obtenidos para un modelo de asociacion secuencial progresiva (M1). En cursiva se resaltan
aquellos valores de K, que, en al menos una de sus repeticiones, iguala la cota superior que actiia como restriccion (inversa del valor minimo o maximo

de concentracion). (n.a.), no aplicable.
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Figura 2.21: Distribucion de especies. Distribucion de especies calculadas en base a los valores de
K, presentados en la Tabla 2.13. Codigo de color: mondémero (A, rojo), dimero (A2, azul) y
tetramero (A4, verde). Como referencias, se incluyeron las concentraciones aproximadas de apoA-I
libre de lipidos y total en plasma (5 y 50 uM, lineas discontinuas en gris). Cada distribucion de
especie se representa con dos lineas en base al error estandar, a excepcion del valor de K, con
K107C-NPM vy del primer equilibrio con K133C-NPM, donde no se pudieron determinar con
precision sus valores de Kx en cada uno. En cada grafico se muestra el esquema de asociacion de
cada sub-modelo, donde las especies coloreadas en verde indican que se encuentran formando

excimeros.
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En resumen, en esta seccion logramos desarrollar un método para analizar la auto-asociacion
de apoA-I, aprovechando las propiedades multiparamétricas de la sonda fluorescente pireno. Se
desarrollaron y analizaron distintos modelos de asociaciéon multiple, logrando seleccionar lo que
suponemos seria el mejor esquema que describe la auto-asociacion de apoA-I (esquema MI,
A2 A, 2As2 Ag) y obtener valores de Ko que describen los equilibrios observados con las
variantes mutantes de apoA-I marcadas con pireno (K107C, K133C y F225C). En funcién de estos
valores de Kj,, hemos propuesto una distribucion de especies que es la esperada para la
auto-asociacion de apoA-I en solucion (Figura 2.22). Se agruparon los valores de Ka, presentados en
la Tabla 2.13, en un primer equilibrio dirigido por auto-asociacion en las hélices HS y H10 con
valores de 5+ 3 y 0,15 + 0,03 uMgim UM non; un segundo equilibrio con la participacion de las
mismas hélices de 0,05+ 0,01 y 0,04 £0,02 uMy uM’zdim; y un tercero con la hélice H4 de
0,010 = 0,001 pWMgin uM'zmon, en esta ultima, el equilibrio se registra por cambios de polaridad. En
esta distribucion, apoA-I existe predominantemente en forma de dimero a 5 uM, mientras que a
50 uM las especies dominantes son el dimero y el tetrdmero en conjunto. Esta temprana asociacion,
en particular con la hélice HS sugiere que la especie funcional en plasma es la forma dimérica de
apoA-I. Cabe recalcar que nuestros resultados no pueden discernir si el dimero se forma por
asociacion conjunta de las hélices H5 y H10, o en forma independiente una de la otra. La siguiente
seccion tratara de resolver este problema a través de una aproximacion in silico que complementaran

los resultados presentados en esta seccion.
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Auto-asociacion de apoA-I
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Figura 2.22: Auto-asociacion de apoA-I. Distribucion de especies esperada en apoA-I. Codigo de
color: monémero (A, rojo), dimero (A2, azul), tetramero (A4, verde) y octdmero (A8, negro). Como
referencias, se incluyeron las concentraciones aproximadas de apoA-I libre de lipidos y total en
plasma (5 y 50 uM, lineas discontinuas en gris). Los valores de K, para obtener la distribucion de
especies fueron: (Kal, 2,6 uMaim' PM mon), (Ka2, 0,045 uMier tM 2gim) y (K3, 0,010 pMoer pM ).
En la figura se agrega el esquema de asociacion M1, A 2 A, 2 A4 2 Az, donde se resaltan la
participacion de las hélices H4 (azul), H5 (verde) y H10 (rojo) en auto-asociacion, a excepcion de
H4.

2.6.3 Prediccion de oligomeros por métodos computacionales

En la seccion anterior surgi6 el problema de determinar si la auto-asociacion por H5 o H10
tienen lugar en forma conjunta o independiente. En esta seccion tratamos de resolver este problema a
través de la obtencion de modelos moleculares de las especies oligoméricas (dimero, tetramero y
octamero), con el objetivo de obtener informacion adicional y complementaria acerca de la
disposicion espacial de unidades moleculares de apoA-I en estos oligdmeros. Estos modelos son
generados por docking molecular utilizando distintos servidores online disponibles, esperando
obtener asi modelos de estas especies que apoyen los resultados presentados en las anteriores

secciones.

Para generar estos modelos, se utilizo la estructura consenso propuesta por

Melchior et al. 2017 [40] para el mondémero de apoA-I. Luego, utilizando diferentes servidores
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online: PatchDock y SymmDock [142], GRAMM-X [143], pyDock [144], SwarmDock [145],
FroDock [146], HawkDock [147] y HDOCK [148], se simul6 el docking entre dos unidades de
mondmero para generar el dimero. La evaluacion del docking, y en consecuencia del modelo de
dimero, fue llevada a cabo calculando las distancias moleculares entre los carbonos a de los residuos
de las posiciones utilizadas en esta Tesis, a excepcion de 244 (en la mutante +244C), donde se utiliz6
la posicion 243 en forma equivalente. Prestamos atencion a las posiciones 133, 225 y 226 que
deberian ser cercanas y, adicionalmente, la orientacion entre sus dos mondémeros, que seria relevante
ya que las rHDL se sintetizan como un dimero de apoA-I y con una orientacion antiparalela entre sus
unidades (Tabla 2.14). Una vez seleccionado el mejor método de docking, los modelos del tetrdmero
y octamero fueron generados a partir del dimero considerando una asociacion secuencial progresiva
(M1). Finalmente, la evaluaciéon de estos ultimos modelos se realizo calculando las distancias
minimas entre los residuos seleccionados en esta Tesis, observando la ganancia en proximidad

cuando se forman oligbmeros de mayor tamafio (Tabla 2.15).

Tabla 2.14: Distancias calculadas en dimeros obtenidos por docking molecular

Posicion *  PatchDock SymmDock " GRAMM-X pyDock SwarmDock FroDock HawkDock HDOCK

104 33 33 25 40 35 41 52 58
107 39 35 24 41 35 43 51 54
a7 38 39 42 35 25 -
137 84 41 52 51 49 30
46 45 60 41 74 82
46 38 60 34 68 76
243 34 51 23 60 NN s 66
Configuracion de terljn(i)na da Paralela Paralela  Antiparalela Antiparalela Antiparalela Antiparalela Antiparalela

La tabla representa las distancias moleculares en angstrom (A) entre carbonos a de las posiciones 104, 107, 133, 137,
225, 226 y 243, para dimeros de apoA-I obtenidos por docking molecular. El modelo de monémero fue el propuesto por
Melchior et al. 2017 [40] para la forma completa libre de lipidos. Se utiliza una escala de grises para distinguir tres
rangos de distancias moleculares: <20 A (gris oscuro), entre 21 y 30 A (gris claro) y > 31 A sin color. Con cada modelo
se determin6 en forma visual si la orientacién entre sus unidades corresponde a una orientacion paralela o antiparalela;
en caso de no poder determinarse, no se asignd ninguna orientacion. (*) En color verde se resaltan aquellas posiciones
que mostraron formacion de excimero y por lo tanto proximidad entre sus residuos. (°) El servidor SymmDock realiza el
docking molecular encontrando el mejor modelo por simétrica.

La Tabla 2.14 muestra estos resultados, donde el modelo mas atractivo es el obtenido

utilizando el servidor HDOCK, con una distancia intermolecular de 19 A entre los carbonos a de la
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posicion 133 que apoya nuestros resultados de asociacion con la variante mutante K133C-NPM (a su
vez, las posiciones 225, 226 y 243 no reportaron proximidad). Ademas, este modelo presenta una
orientacién antiparalela entre sus mondémeros, que como se menciond podria ser relevante para
mantener la configuraciéon LL5/5 en rHDL. Es asi que, utilizando este inico modelo de dimero, se
construyeron los modelos del tetrdmero y octimero de apoA-I. La Tabla 2.15 muestra las distancias
minimas entre los residuos seleccionados, donde con el modelo de tetramero no se observaron
distancias menores a 20 A entre las posiciones que reportan formacién excimeros en la hélice H10
(posiciones 225 y 226), pero si una ganancia significativa en proximidad (ganancia de 43 y 36 A,
respectivamente), que podria sugerir un acercamiento intermolecular entre estas posiciones en
solucion acuosa (y permitir la formacion de excimeros). Finalmente, estas ganancias en proximidad
se observaron en el modelo del octdmero, pero por formacion del tetramero. Ademads este modelo
muestra regiones pobremente asociadas lo que sugirié que no era representativo de la estructura
oligomérica (modelo no considerado). En conclusion, en base al andlisis de proximidad entre
posiciones aminoacidicas, los modelos del dimero y tetramero de apoA-I podrian apoyar nuestras
observaciones experimentales presentadas en la seccion previa, indicando una asociacioén

intermolecular a través de la posicion 133 en un dimero y luego por 225 y 226 en un tetramero.

Tabla 2.15: Distancias minimas predichas en oligdmeros

Posicion ® Dimero Tetramero " Octimero”
104 58 39 (19) 45 (13)
107 54 42(12) 5103)

33 (-14) 54 (-35)

137 31 (-16) 57 (-42)
82 39 (43) 41 (41)

76 40 (36) 45 (31)

243 66 44 (22) 56 (10)

La tabla representa las distancias moleculares en angstrom (A) entre carbonos o de las posiciones 104, 107, 133, 137,
225, 226 y 243, para el modelo de dimero y las distancias minimas en los modelos del tetrdmero y octamero de apoA-I
obtenidos por docking molecular. Cada uno de los modelos fue generado utilizado el servidor HDOCK considerando una
asociacion secuencial (M1). Se asigna una escala de color para distinguir las distancias moleculares: < 20 A (gris oscuro)
y > 21 A sin color. (*) En color verde se resaltan aquellas posiciones que mostraron formacion de excimero y por lo tanto
proximidad entre estas posiciones. (°) En los modelos del tetrimero y octimero se representan entre paréntesis las
ganancias en proximidad con respecto al dimero (un valor positivo indica un acercamiento y uno negativo un
alejamiento).

99



RESULTADOS

2.6.4 Conclusion

En conclusion, a través del desarrollo y empleo de un anélisis con modelos de asociacion
multiple aprovechando las propiedades multiparamétricas de la sonda pireno, hemos podido describir
distintos eventos de asociacion en apoA-I. En general, el mejor esquema de asociacion que describe
nuestros datos corresponde a una asociacion secuencial progresiva (M1). Con este esquema pudimos
distinguir tres equilibrios de asociacion distintos con las mutantes K107C, K133C y F225C, donde
las dos ultimas describen los primeros equilibrios (A 2 A, 2 Ay4), mientras que K107C el ultimo
(A4 2 Ag). Luego para poder discernir qué asociacion se lleva a cabo en primer lugar (por K133 o
F225), obtuvimos modelos moleculares de las distintas especies oligoméricas por docking molecular
y asi complementar nuestros resultados. Estos modelos sugieren una asociacion por la posicion 133
en un dimero y probablemente por 225 y 226 en un tetrdmero. La Figura 2.23 resume estas
observaciones, donde ademas proponemos que el dimero es posiblemente la especie funcional y
predominante a concentraciones fisiologicas de apoA-I (dimeros en configuracion antiparalela entre
sus hélices H5). Con estos resultados, y en particular los modelos moleculares obtenidos, mas
estudios son necesarios para validar estas estructuras, como por ejemplo dindmica molecular. Los
modelos de inicio, y posterior al docking, deben ser estabilizados energéticamente, segun los estudios
realizados por Zhang etal. 2015 [44], de esta manera permitiéndonos evaluar cambios de
conformacion que permitan mejorar las orientaciones y proximidades entre los residuos evaluados en
esta Tesis y los observados de forma indirecta por otras metodologias (Tabla 1.3, ver en la
Introduccion). Ademads, seria crucial reproducir nuestros resultados de asociacion en las hélices HS y
H10 por otras técnicas. Actualmente, se ha mostrado que la variante mutante AW (mutante de apoA-I
sobre el cual se reemplazaron todos sus residuos de Trp por Phe) permite poder aislar las distintas
especies oligoméricas. La generacion de mutantes de Cys (en particular K133C y F225C y K226C

y/u otras) y marcacion con pireno sobre esta variante mutante AW permitiria aislar cada una de sus

100



RESULTADOS

especies oligoméricas y medir la florescencia de excimero en cada una de ellas, de esta manera,

determinado efectivamente las asociaciones observadas en esta seccion.

Dimero Tetramero

Auto-asociacion de apoA-I

i i
H4

H5 HS H5
08 HI0 H10 HI0 Monémero

Dimero

P AR A A, A

0.6

Tetramero

Octamero

— — = 5y50uM

Fraccion de masa (u.a.)

0 20 40 60 80 100
ApoA-1 (uM)

[-ApoA-I,unjdadl [0 ApoA-Lunidad2 @ 107 @ 133 @ 225 J

Figura 2.23: Auto-asociacion de apoA-I. Se muestra la distribucién de especies esperada en
apoA-I. Codigo de color: mondmero (A, rojo), dimero (A2, azul), tetramero (A4, verde), octamero
(A8, negro) y los modelos moleculares obtenidos por docking molecular para el dimero y tetramero
de apoA-I. En este ultimo, se resaltan con color las posiciones mas relevantes: 107, 133 y 225, y con
un recuadro de puntos se ubican las posiciones potenciales en mostrar proximidad que dan origen a
la fluorescencia de excimero en mutantes de apoA-I marcadas con pireno. Codigo de color: unidad 1
(cian), unidad 2 (gris), 107 (azul), 133 (verde) y 225 (rojo).
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2.7 Interaccion con membranas biologicas

2.7.1 Objetivos

En las secciones anteriores se abordo el estudio de apoA-I en solucidn, prestando atencion a
sus multiples eventos de auto-asociacion. Pero, como se ha resaltado en la introduccion, apoA-I
también se asocia con lipidos para formar estructuras macromoleculares conocidas como HDL. Con
el objetivo de conocer cudl es la relevancia de las posiciones estudiadas en esta Tesis se utilizaron las
variantes de Cys de apoA-I marcadas con pireno en estudios de interaccidon y asociacion con lipidos.

Los procesos para evaluar fueron los siguientes:

1) Asociacion con modelos de membranas. Como se ha explicado, apoA-I se asocia con
membranas lipidicas por un mecanismo de dos etapas (Figura 1.5, ver en la Introduccion). Ademas,
se conoce experimentalmente que apoA-I dimeriza en membrana [149], y que genera dHDL cuya
composicion es de al menos 2 unidades moleculares de apoA-I. De esta manera, decidimos evaluar si
las posiciones seleccionadas en esta Tesis (localizadas en las hélices H4, H5 y H10) pueden
evidenciar dichos eventos de asociacion.

2) Arreglos en rHDL generadas in vitro. Como se detallé en la Seccion 2.1, las posiciones
seleccionadas en esta Tesis fueron escogidas en base a su capacidad de distinguir distintos arreglos
de hélices en rHDL reconstituidas con variantes de apoA-I marcadas con sondas fluorescentes. En
experimentos previos se demostrd que la configuracion LL5/5 (registrada con la variante
K133C-Alexa) es predominante por reconstitucion por didlisis con colato, mientras que la LL5/2
(registrada con la variante K107C-Alexa) lo es por microsolubilizacion directa. En la Figura 2.24, se
representan estos modelos generados por MD por la Lic. Soledad Lynn como parte de los trabajos en
relacién a su Tesis Doctoral. De esta manera, nos propusimos evaluar si nuestros resultados con

mutantes de apoA-I marcadas con pireno son apoyados por estos modelos.
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A LL5/5 B LL5/2

Figura 2.24: Modelos de rHDL LL5/5 y LL5/2. A) registro LL5/5. B) registro LL5/2. Cddigo de
color: unidad 1 (cian), unidad 2 (gris), posiciéon 104 (violeta), posicion 107 (azul), posicion 133
(verde), posicion 137 (amarillo), posicidon 225 (rojo) y posicion 226 (naranja). Con un recuadro en
linea de puntos se resaltan las posiciones que se encuentran potencialmente proximas en estas dos
configuraciones.

3) Arreglos en dHDL generadas “in vivo”. Debido a que varias de las mutantes de Cys de
apoA-I fueron estructural y funcionalmente equivalentes a la proteina salvaje (apoA-1 WT),
decidimos evaluar la capacidad de cada una de estas de formar dHDL “in vivo ”, utilizando modelos
de macrofagos de la linea celular THP-1. Estos ensayos nos proporcionaran informacion sobre la
relacion entre las configuraciones de rtHDL que observamos in vitro con las que ocurren en un

entorno celular, de esta manera validando las rHDL como modelo de dHDL.

2.7.2 Interaccion con membrana SUV

En la Seccion 2.4 se estudid la auto-asociacion de apoA-I en solucion acuosa, donde se
observo una auto-asociacion de las hélices H5 y H10. Por otro lado, como estd descrito en la
introduccion (ver Seccion 1.4.3) se conoce que apoA-I se auto-asocia en las hélices H4 y HS5 en
rHDL de configuracion LL5/5 y LL5/2 (o LL4/4). Teniendo en cuenta estas dos observaciones en
distintos estados de asociacion (en solucion y en membrana), nos propusimos como primer objetivo

en esta seccion conocer si existe una relacion entre estos dos procesos, en particular en las hélices
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H4, H5 y H10, a través de las propiedades de emision de fluorescencia de mutantes de Cys de apoA-I
marcadas con pireno. Como primera aproximacion en este estudio, se utilizaron vesiculas
unilamelares pequefias (SUV) como modelo de membrana de didmetro ~ 50 nm, obtenidas por
sonicacion, segun el protocolo de obtencion de estas vesiculas (ver Seccién 4.1.10), compuesta de
POPC, un fosfolipido natural encontrado en membranas bioldgicas. Este modelo es ampliamente
utilizado en el estudio de este sistema (apoA-I en asociacion con membranas), donde la curvatura de
estas vesiculas influye en las propiedades de union de apoA-I [150], observandose una mayor union
a vesiculas de 20 nm cuando se compara con vesiculas de 200 nm de didmetro, respectivamente. Se
utilizaron las variantes K107C, K133C, L137C, F225C y K226C, a excepcion de F104C y +244C,
donde la primera no se comport6 en forma equivalente a la apoA-I WT en solucion, y la segunda no
se encontraba disponible durante los ensayos realizados. De esta manera, se espera que los cambios
en las propiedades fluorescentes del pireno nos permitan registrar eventos de asociacion con
membranas a través de la formacioén de excimeros en las posiciones seleccionadas que corresponden

a las hélices H4, HS y H10.

Los experimentos se llevaron a cabo con proteinas previamente dializadas y equilibradas,
para eliminar las sales del medio y desarmar los oligdmeros preexistentes. Se utilizO una
concentracion de proteina de 0,025 mg/ml (0,9 uM) en buffer PBS a pH 7,4 [151]. Como primera
aproximacion, los ensayos se realizaron por titulacion de apoA-I-NPM en cubeta de cuarzo a 25 °C,
agregando alicuotas de solucion stock de SUV de POPC. Entre cada agregado se esperd entre 10 y
15 min para que el sistema alcanzard al equilibrio, y luego se midieron espectros de emision de
fluorescencia excitando a 345 nm y recogiendo la emision entre 350 y 560 nm. Luego estos espectros
fueron corregidos por el scatering de las vesiculas SUV en ausencia de proteina (Figura 2.25 A).
Finalmente, utilizando la metodologia de deconvolucion espectral, presentada en la Seccion 2.5.3, se
obtuvieron el P-value y la relacion E/M, ajustando cada espectro, de cada mutante, a una

combinacion de 6 distribuciones (pl, plll, pIV, p6, p7 y pE, este ultimo como senal residual a
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460 nm) (Figura 2.25 B). Cabe aclarar que esta cantidad de distribuciones fue utilizada para asignar

una sefial minima a la emision de fluorescencia del excimero y asi poder calcular la relacion E/M.

La Figura 2.25 A muestra estos espectros, obtenidos para un set de titulaciones con
concentraciones crecientes de POPC. Se observa un incremento en la fluorescencia total del pireno
en todas las variantes mutantes que podrian estar asociadas a una interaccion entre apoA-I y las
vesiculas SUV. Por otro lado, estos espectros no muestran cambios significativos en proximidad
entre las posiciones seleccionadas a través de la formacion de excimeros, pero si disminuciones en
polaridad registradas por la sefial de P-value, en algunas de las mutantes evaluadas, en particular en
la posicion 137 (Figura 2.25 B). Estos cambios en el incremento del rendimiento cuantico del pireno
y de polaridad por P-value pueden asociarce a una interaccion con la membrana fosfolipidica de
POPC seguido de un desplegamiento de la proteina tal como se explica en el modelo de dos etapas
propuesto por Saito et al. 2003 [59], o de un cambio de conformaciéon del dimero coordinada a la
interaccion con la membrana. Por otro lado, si nos enfocamos en la sefial de excimeros, observamos
que, en las condiciones trabajadas, K133C presentd una relacion E/M mayor que en el resto de las

mutantes, existiendo esta mutante probablemente en su forma dimérica en solucion (Figura 2.25 A).
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Figura 2.25: ApoA-I vs SUV. Fluorescencia en mutantes de apoA-I marcadas con pireno en
interaccion con SUV. A) Espectros de emision de fluorescencia para las distintas mutantes. Para
apreciar los cambios, los espectros se relativizan por su intensidad total. Las intensidades mas
relevantes se encuentran resaltadas con flechas: 375 nm (pl), 385 nm (plll), 395 nm (pIV) y
excimero (pE). B) P-value relativo al valor de P-value a concentracion cero de POPC, y relacion E/M
a partir de espectros deconvolucionados con 6 distribuciones (pl, plIlI, pIV, p6, p7 y pE, este ultimo
como sefal residual a 460 nm, para de esta manera calcular la relacion E/M). Coédigo de color:
K107C (azul), K133C (verde), L137C (amarillo), F225C (rojo) y K226C (naranja).

En conclusion, los resultados previamente descritos mostraron que apoA-I interacciona con
membranas lipidicas posiblemente sufriendo cambios conformacionales durante el proceso. Aunque
las posiciones seleccionadas en el estudio no reportaron eventos de auto-asociacidon, lo que nos
estaria sugiriendo que los registros LL5/5 y LL5/2 no se forman por asociacion en membranas, al

menos por interaccion directa entre las posiciones seleccionadas marcadas con la sonda pireno. Por
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otro lado, pareciera que el dimero con K133C-NPM observado a la concentracion del experimento

no se disocia cuando esta se asocia con membranas fosfolipidicas.

2.7.3 Reconstitucion de rHDL con mutantes de apoA-I marcadas con pireno

El proceso de asociaciéon de apoA-I con membranas fosfolipidicas es el paso previo que
necesita apoA-I para formar particulas de dHDL. Se conoce relativamente poco acerca de si los
procesos de asociacion en solucidon y en membrana determinan la o las configuraciones observadas
en tHDL. Es asi que en esta seccidbn nos propusimos evaluar si las hélices H4, H5 y HI10,
previamente estudiadas en solucion y en asociacion con membranas lipidicas, reportan asociacion a
través de las propiedades de emision de fluorescencia en mutantes de Cys de apoA-I marcadas con
pireno. Se conoce que la generacion espontanea de rHDL por asociacion con membranas
fosfolipidicas es muy lenta, de esta manera, es necesario facilitar este proceso por diferentes
metodologias. En esta seccion se eligieron dos: la reconstitucion por dialisis con colato y la
microsolubilizacion directa a la temperatura de transicion de fase del lipido DMPC (24°C). La
primera genera, preferentemente, particulas de configuracion LL5/5, mientras que la segunda de
configuracion LL5/2, segun Cuellar et al. 2014 [129] con las variantes K107C (H4), K133C (HS) y
K226C (H10), donde la ultima actué como control negativo. En esta seccion, se utilizaron las
variantes generadas por Cuellar et al. 2014 y las generadas en el presente trabajo de Tesis Doctoral, a
excepcion de +244C que no se encontraba disponible durante los experimentos. La variante K107C
seria util en reportar la configuracion LL5/2; las variantes K133C y L137C reportarian la
configuracion LL5/5; y las variantes F225C y K226C actuarian como controles negativos, no
observandose proximidad entre estos residuos por formacion de excimeros. De esta manera, con
estas mutantes, se espera distinguir entre las configuraciones LL5/5 y LL5/2 a través de la formacion
de excimeros, lo que indicaria una proximidad < 10 A entre las posiciones seleccionadas en el

estudio, y la capacidad de utilizar estas mutantes en experimentos “in vivo” con células en cultivo.
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Se evaluaron los cambios espectrales de la sonda fluorescente pireno con las variantes
K107C, K133C, L137C, F225C y K226C, en rHDL reconstituidas por dialisis con colato y
microsolubilizacion directa. Las rHDL fueron generadas como se describe en detalle en las
Secciones 2.3.5 y 2.3.6. Luego se midieron espectros de fluorescencia excitando a 345 nm y
recogiendo la emision entre 360 y 560 nm en buffer TBS (30 mM Tris y 150 mM NaCl a pH 7,4) a
25°C. Luego estos espectros fueron corregidos por la emision del buffer y normalizados por su
fluorescencia total, para de esta manera apreciar los cambios en la estructura de fluorescencia del
pireno, en especial la emision de excimero. La Figura 2.26 A muestra estos resultados para las
particulas de rHDL de tamafos 7,8 y 9,6 nm generadas por didlisis con colato y de 9,6 nm generada
por microsolubilizacion directa, en este ultimo no se incluy6 la variante K226C por que no se
encontraba disponible durante los ensayos. Los cambios relativos de los espectros fueron
comparados con las mismas variantes en solucion y en GdHCI. Luego haciendo uso de la
metodologia de deconvolucién espectral, puesta a punto en este trabajo de Tesis Doctoral y
presentado en la Seccion 2.5.3, obtuvimos el P-value y la relacion E/M (Figura 2.26 B), ajustando
cada espectro de cada mutante a una suma de 6 distribuciones (pl, pIlIL, pIV, p6, p7 y pE, este ultimo
como sefial residual a 460 nm). Cabe aclarar que esta cantidad de distribuciones fue utilizada para
asignar una sefial minima a la emision de fluorescencia del excimero y asi poder calcular la relacion
E/M. Finalmente, para complementar nuestras observaciones, se compararon nuestros resultados con

los modelos de rHDL propuestos por la Lic. Soledad Lynn (Figura 2.24).

Los resultados de fluorescencia del pireno en rHDL por dialisis con colato y
microsolubilizacion directa muestran una ausencia de formacion de excimero en la hélice H10 con
las variantes F225C y K226C, que es coherente con el disefio de controles negativos. En los modelos
de rHDL, la distancia (entre carbonos o) entre estas posiciones es de 30 y 33 A en LL5/5; y 35 y

40 A en LL5/2, de esta manera, estos modelos apoyan los datos de fluorescencia en la hélice H10.
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Con respecto a la hélice H4 con la variante K107C, no se observé formacion de excimero con
las dos metodologias de reconstitucion, en particular por microsolubilizaciéon directa, donde se
esperaba proximidad entre las posiciones 107 de cada molécula en un dimero (en rtHDL LL/5/2 la

distancia es de 21 A). Por otro lado, este resultado apoya el modelo LL5/5 con una distancia de 61 A.

En cuanto a la hélice HS, la variante L137C, tampoco reportd formacion de excimero, que es
también apoyado con los modelos LL5/5 y LL5/2, con valores de 21 y de 78 A, respectivamente.
Aunque, con la variante K133C, observamos una reducida formacién de excimero en rHDL, donde
no se observa una diferencia sustancial entre las distintas metodologias de reconstitucion y con

apoA-I en buffer, aunque esta sefial desaparece cuando la comparamos con proteina en GAHCI.
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Figura 2.26: rHDL generadas in vitro. Espectros de emision de fluorescencia en rHDL
reconstituidas con mutantes de apoA-I marcadas con pireno. A) rHDL de ~7,8 y 9,6 nm
reconstituidas por didlisis con colato (DC) y de ~ 9,6 nm por microsolubilizaciéon directa (MS). Con
cada mutante, para comparar los cambios relativos en la sefial de P-value y la relacion E/M, se
agreg6 un espectro adquirido en buffer PBS (~ 5 uM) y en buffer PBS + 3 M GdHCI (muestras a
100°C durante 5 min para desarmar los oligbmeros presentes). Los espectros fueron relativizados por
su fluorescencia total para apreciar los cambios relativos en sus espectros. B) P-value y relacion E/M
a partir de espectros deconvolucionados con una suma de 6 distribuciones (pl, plll, pIV, p6, p7 y pE,
este ultimo como sefial residual a 460 nm, para de esta manera calcular la relacion E/M). Cédigo de
color: K107C (azul), K133C (verde), L137C (amarillo), F225C (rojo) y K226C (naranja).
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En conclusion, nuestros resultados con la mutante K133C sugieren, aunque en una proporcion
baja, que las rHDL producidas en el laboratorio adquieren una configuracion LL5/5. No obstante, las
sefales bajas de fluorescencia de excimero en esta configuracion, ampliamente estudiada y detallada
en bibliografia, (ver Seccion 1.4.4.2) y la incapacidad de registrar la configuracion LL5/2 con la
variante K107C nos hace pensar que la sonda fluorescente pireno, localizada en estas posiciones
hidrofilicas, podrian estar ocultandose del medio acuoso hacia entornos mas hidrofobicos y, de esta
manera, explicar la reducida sefial de excimero de pireno en ambas. Por otro lado, con respecto al
método de reconstitucion, se ha observado en bibliografia que ambas configuraciones (LL5/5 y
LL5/2) son producidas en conjunto por dialisis con colato segun Cooke et al. 2018 [152], y que la
LL5/5 es predominate con respecto a la LL5/2. De esta manera, podemos establecer que estas dos
configuraciones se encuentran en un equilibrio LL5/5 2 LL5/2 (que requiere menos de 4 hs a 37 °C
para que se equilibren los mondémeros de apoA-I entre tHDL segun Handa et al. 2015 [153]),
ademas del equilibrio que se observa entre apoA-I libre de lipidos y asociada a rHDL,
apoA-I 2 rHDL [154]. Estas observaciones nos hacen pensar que quizé exista un recambio rdpido
entre estas dos configuraciones, que podrian estar equilibrando las rHDL hacia una configuracion
LL5/5 en lugar de una LL5/2. De esta manera, proponemos como perspectiva realizar cinéticas de
microsolubilizacion directa siguiendo la emision de fluorescencia del pireno entre 395 y 460 nm a
tiempos cortos, entre 10 y 30 min (donde se lleva a cabo la totalidad del mencionado). Es asi que
podriamos revelar si la configuracion LL5/2 se produce por microsolubilizacion directa con la
variante K107C. A pesar de estas limitantes en las mutantes utilizadas, se decidid evaluar la

capacidad de estas de ser reconstituidas por células en cultivo.
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2.7.4 Reconstitucion de dHDL en entornos celulares

En la seccion anterior estudiamos las rHDL reconstituidas in vitro con variantes mutantes de
apoA-I marcadas con pireno. Estos procesos de reconstitucion simulan lo que sucede in vivo en la
superficie de las membranas biologicas, donde apoA-I se asocia a segmentos de alta curvatura
generados por accion de ABCAI, segun lo reportado por Vedhachalam et al. 2017 [150]. En esta
seccion retomamos el estudio de rHDL, pero reconstituidas “in vivo” por células en cultivo de
macrofagos. Estos experimentos tienen como objetivo complementar nuestros resultados obtenidos
in vitro y de aquellos reportados por Cuellar et al. 2014 [129] con las variantes K107C, K133C y
K226C [129]. Se utilizaron células en monocapa provenientes de una linea celular monocitica
THP-1, que cuando se diferencian “in vivo” reproducen muchas de las caracteristicas de las células
macrofagicas. El tratamiento se realizd en forma preliminar en ausencia de bromo adenosin
monofosfato ciclico (Br-cAMP), un derivado permeable del cAMP comunmente utilizado en este
tipo de ensayos, que activa las vias de sefalizacion por PKA y que favorece la microsolubilizacion
por apoA-I. Como aproximacion preliminar, para evaluar la respuesta del sistema, se utilizaron
unicamente las variantes K107C y K133C. De esta manera, se espera determinar cudl de las dos
configuraciones LL5/2 o LL5/5 (o ambas) en dHDL es la que se ve favorecida en su produccion
“in vivo ™.

El tratamiento consistid en una incubacion durante 24 hs a 37 °C con las variantes K107C,
K133C y apoA-I WT, esta tltima actuando como control de sintesis de dHDL. La concentracion de
proteina para realizar el tratamiento fue de 20 pg/ml (0,7 uM), conforme lo reportado por
Bielicki et al. 1999 [155]. Luego, con cada variante, el medio fue colectado, concentrado y
fraccionado por cromatografia de exclusion molecular (Superdex 200). Después, a cada fraccion se le
midio el espectro de emision de fluorescencia del pireno excitando a 345 nm y recogiendo la emision
entre 350 y 650 nm. La Figura 2.27 A muestra el perfil de elucion obtenido, donde se siguid la

ubicacion de cada proteina marcada calculando su emision total de fluorescencia. Ademas, se graficod
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la sefial de emision de excimero como fluorescencia a 460 nm (espectros normalizados por su
florescencia total) tUnicamente de aquellas fracciones con emisidon caracteristica de pireno

(Figuras 2.27 By C).

En la Figura 2.27 A se observa que la elusion de las proteinas marcadas ocurre entre las
fracciones de 9 y 16,5 ml. En estas, la elusion maxima tiene lugar con la fraccion de 15 ml, donde no
se observa fluorescencia a 460 nm con las variantes K107C y K133C. Por otro lado, una elusion
secundaria, en menor abundancia de sefial de pireno, ocurre previa al pico de elucion maxima. Es
aqui donde se registra una emision de fluorescencia a 460 nm diferente entre las variantes K107C y
K133C, observandose una sefial entre 450 y 500 nm que suponemos corresponde al excimero en esta
ultima. Si realizamos una comparacion entre nuestros perfiles de elusion con aquellos que siguen una
marca radiactiva en apoA-I y en los fosfolipidos, observamos que estos son equivalentes [156—158].
En ese sentido, podemos suponer que la elucién secundaria entre las fracciones 10 y 12,5
corresponde a dHDL reconstituidas “in vivo”. De esta manera, nuestro resultado preliminar muestra
que las fracciones previas a la elusion méaxima corresponden particulas de dHDL generadas por

interaccion con THP-1, en una configuracion LL5/5, en lugar de una LL5/2.
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Figura 2.27: dHDL generadas “in vivo”. Espectros de emision de fluorescencia del perfil de
separacion de dHDL reconstituidas “in vivo” conteniendo apoA-I-NPM. A) Perfil cromatografico
seguido por fluorescencia total del pireno y a 460 nm relativa a la fluorescencia total (pE). En esta
ultima, solo se muestra el valor de pE de aquellos espectros con fluorescencia tipica de pireno y no
de otras especies con fluorescencia distinta. B) Espectros de emision de fluorescencia del tratamiento
con apoA-I WT. C) y D) Espectros de emision fluorescencia de las fracciones obtenidas entre 9 y
16,5 ml con las mutantes K107C y K133C marcadas con pireno, respectivamente. Los espectros de
fluorescencia fueron relativizados por su fluorescencia total. Codigo de color: apoA-I WT (gris),
K107C (azul) y K133C (verde).

En conclusion, con nuestro sistema de estudio de células en cultivo (THP-1) con apoA-I
marcadas con pireno (K107C y K133C), logramos observar en forma preliminar lo que suponemos
reconstitucion de dHDL en una configuracion LL5/5. A pesar de estos resultados, habria que seguir
realizando més experimentos para corroborar nuestras observaciones. La presencia de colorantes y
componentes fluorescentes en la muestra dificultan seguir la elucion de nuestras proteinas de interés
y la correcta interpretacion de nuestros resultados por emision de fluorescencia. Esto podria

resolverse utilizando medios de cultivo que no presenten estos componentes. Por otro lado, la
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poblacion de particulas de dHDL también podria incrementarse realizando incubaciones con proteina
marcada en células en cultivo previamente estimuladas con Br-cAMP, anilogo de cAMP que
promueve la remocion del colesterol. También, la inclusion de la variante +244C determinaria
fielmente la ausencia de la sefial de excimero. Ademads, quizas sea necesario el disefio de nuevas
variantes mutantes que permitan registrar el arreglo LL5/2 in vitro y luego “in vivo”. Finalmente, si
realizamos western-blot sobre estas particulas en NATIVE-PAGE 4-25 % seguido de microscopia de
transmision electronica, estos resultados nos proporcionarian una confirmacién del tamafio de estas y
si efectivamente son dHDL. De esta manera, todos estos resultados nos permitiran finalmente

caracterizar la o las configuraciones de apoA-I en rHDL producidas “in vivo”.

2.7.5 Conclusion

En conclusion, los resultados presentados a lo largo de esta seccion, en base a los
experimentos de interaccion con membranas fosfolipidicas y la reconstitucién in vitro de rtHDL como
“in vivo”” de dHDL, nos han proporcionado informacion con respecto a las posibles configuraciones
que podria adquirir apoA-I en rHDL/dHDL. Primero, las hélices estudiadas (H4, H5 y H10), no
parecen reportar una auto-asociacion con membranas modelos de SUV, en las posiciones evaluadas.
Segundo, observamos una auto-asociacion con lipidos en rHDL y dHDL, donde la configuracion
LL5/5 parece ser la predominante. Por Gltimo, no hay informacion suficiente que nos indique que
exista una reconstitucion preferencial hacia una configuracion LL5/5 o LL5/2 por didlisis con colato
y microsolubilizacién directa. Creemos que estas discrepancias, en particular a la sefial de
fluorescencia de excimero en rHDL, podrian ser explicadas por arreglos sub-Optimos entre las
posiciones con residuos marcados con pireno, que son distintas cuando apoA-I se encuentra en
solucion y en asociacion con lipidos. Ademas, el equilibrio rapido entre las distintas configuraciones
(LL5/5 y LL5/2) luego de generar las particulas de rHDL, pueden estar equilibrando nuestras

muestras hacia una configuracion LL5/5 en lugar de una LL5/2. En resumen, estos primeros
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resultados, sumado a lo reportado en soluciéon acuosa, nos lleva a plantear que un dimero con HS
auto-asociada es posiblemente la especie funcional de apoA-I que permite los arreglos LL5/5

observados en rtHDL y dHDL.
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En este trabajo se han empleado mutantes de Cys de apoA-I marcados con la sonda
fluorescente pireno para analizar eventos de asociacion, interaccidn con membranas y asociaciones
con lipidos en rHDL. En esencia, gracias a las propiedades multiparamétricas de la sonda y su
sensibilidad al entorno, cada mutante reporta cambios conformacionales de la proteina de acuerdo a
la localizacion de la sonda y relacionandolo a regiones especificas, en particular las hélices H4, H5 y
H10, segliin la nomenclatura en rHDL. Las posiciones 107, 133 y 226 se eligieron como punto de
partida sobre la base de resultados anteriores [129]. Las posiciones 107 y 133 fueron utiles en
distinguir dos configuraciones de dimeros de apoA-I en rHDL, donde la posicion 226 actudé como
control negativo. Para complementar estas posiciones, se disefiaron tres nuevos mutantes en las
mismas hélices, pero en sus caras hidrofobicas (posiciones 104, 137 y 225). Y como las mutantes de
la hélice H10 también reportaban cambios significativos de asociacion en solucidon se incluyd una
mutante extra, a modo de control negativo, a la que se le agreg6 una Cys C-terminal. De esta manera,
la unién de la sonda fluorescente multiparamétrica pireno en estas posiciones nos permitio evaluar
cambios de polaridad en su microentorno y la proximidad entre hélices en funcion de diferentes
eventos y tipos de asociacion, ya sea entre equilibrios de oligomerizacion, en la interaccion con

membranas fosfolipidicas o en lipoproteinas discoidales.

La estabilidad del plegamiento y la reconstitucion de particulas de rHDL se utilizaron como
controles estructurales y funcionales para evaluar el efecto de las mutaciones y de la marcacion con
pireno en estas variantes de apoA-I. Estos resultados demostraron que todas las mutantes se
comportaron de forma similar a la apoA-I WT, excepto por F104C, que se excluy6 de los estudios

posteriores.

Nuestras variantes de Cys de apoA-I marcadas con pireno se utilizaron para estudiar la
auto-asociacion de apoA-I en solucion. Estos primeros resultados nos permitieron registrar eventos
de asociacion de mondmeros de apoA-I, en un rango de concentraciones que habitualmente inducen

la formacion de distintas especies oligoméricas conforme lo reportado por Vitello et al. 1976 [47] y
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Zehender et al. 2012 [54]. Estos eventos de asociacion fueron registrados con las variantes K133C,
F225C y K226C indicando que estas posiciones estarian involucradas en regiones de contacto
durante la oligomerizacion de apoA-I. Es asi que nuestro sistema de estudio (apoA-I marcada con la
sonda fluorescente pinero) nos permitié evaluar de manera sencilla un sistema complejo, como lo es

la auto-asociacion de apoA-I.

Como se menciond, nuestros resultados mostraron una auto-asociacién con las variantes
F225C y K226C marcadas con pireno. Estos residuos se ubican en la region C-terminal y en la hélice
H10 de apoA-I, conforme las nomenclaturas en solucion acuosa (residuos 187-243) y en rHDL
(residuos 220-243), respectivamente. La region C-terminal ha sido reportada, en forma directa e
indirecta, de participar en las interacciones entre mondémeros de apoA—I en solucidén acuosa. Por un
lado, distintos autores observaron una auto-asociacién en esta region: Silva et al. 2005 [41]
registraron entrecruzamientos quimicos entre las Lys (K226/K238)-K238; Chetty et al. 2009 [60]
observaron reduccion en el intercambio H-D en los fragmentos 212-222 y 233-243; y, finalmente,
Oda et al. 2003 [38] y Lagerstedt et al. 2012 [140] observaron un acoplamiento dipolar con la
mutante de K226C en estudios de EPR. Por otro lado, Fuentes et al. 2018 [58] observaron una
reduccion de la auto-asociacion de apoA-I cuando se eliminan las cargas de los residuos que
componen la region C-terminal con mutantes de sustitucion de residuos K/E—G (residuos K206,
K208, K238, K239, E234 y E235). Finalmente, Horn et al. 2017 [57] reportaron que cuando se
transfiere la region 179-243 de apoA-I hacia apoLp-III, una apolipoproteina que no oligomeriza, la
proteina quimera resultante muestra el mismo patron de oligobmeros observado en apoA-I. Por lo
tanto, en base estas observaciones, presentadas por diferentes autores y nuestros resultados, podemos
plantear que la regiéon C-terminal participa y modula los eventos auto-asociacion de apoA-I en
solucion acuosa con un patrén de asociacion que es independiente de la presencia del resto de la

proteina.
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Retomando el resultado de auto-asociacion con la variante K133C marcada con pireno, esta
se ubica en la region central (residuos 60-183) y en la hélice HS (residuos 121-142) de apoA-I, segun
las nomenclaturas en solucién y en rHDL, respectivamente. Esta proximidad entre hélices HS se ve
apoyado por el modelo de dimero de apoA-I propuesto por Mei et al. 2011 [59], que se registrd por
difraccion de rayos X en una mutante de eliminacion de la region C-terminal de apoA-I
(apoA-1 A185-243). En este modelo, las hélices H5 se encuentran proéximas entre si con una distancia
de 13 A entre las posiciones 133 de cada monémero. Al mismo tiempo, esta mutante ha mostrado
conservar su capacidad de asociacion con un patréon que unicamente llega hasta el dimero, indicando
que apoA-I conserva una capacidad remanente de asociacidon que contrasta con la auto-asociacion
completa inducida por la region C-terminal [59]. Alin mas, si nos enfocamos en las rHDL, donde esta
bien documentado que estas estructuras estan formadas por dos o mas moléculas de apoA-I,
encontramos que en el modelo de rHDL LL5/5, las hélices H5 se encuentran proximas entre si,
conforme lo reportado por Cooke et al. 2018 [152] con la variante K133C por oxidacion y luego
SDS-PAGE. Cabe recalcar que esta configuracion es la necesaria para activar la LCAT y convertit el
FC — CE. Esta relacion evidente entre la auto-asociacion y la configuracion en rHDL a través de
posibles contactos entre las hélices H5 no es casual. Y es asi que nosotros proponemos que uno de
los posibles roles de la auto-asociacion de apoA-I en solucion es determinar esta orientacion (ademas
de otras), facilitando asi la formacion de la configuracion LL5/5 observada en dimeros de apoA-I en

rHDL.

Con las mutantes de apoA-I que mostraron una sensibilidad considerable a los cambios
espectrales del pireno, inicialmente, caracterizamos la auto-asociacion de apoA-I a partir de la
obtencion de constantes de asociacion (K,) para modelos de equilibrio Unico, cuyos valores
(Ka, 0,014-0,27 uMgim' tM2mon) Se encuentran en el rango de aquellos publicados previamente
usando otras técnicas (K4, 0,13-0,76 uM™), tales como ITC, AUC y DLS [53]. Nuestros valores de

K, de equilibrio unico nos permitieron caracterizar numéricamente los eventos de asociacion
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observados en apoA-I y discernir que al menos dos equilibrios estan siendo observados en nuestros
experimentos. El primer evento, de alta afinidad a través de la formacion de excimeros a través del
contacto entre las hélices H10 (K4, 0,27 = 0,09 uMgim' uM'Zmon), mientras que el segundo evento de
menor afinidad representado por cambios en los valores de P-value alrededor de las hélices H4 y HS

(Ka, 0,014 + 0,003 pMgim UM Zmon y 0,021 £ 0,006 tMaim' WM 2 mon, respectivamente).

La existencia de equilibrios multiples que coexisten en el rango de concentracion fisioldgica
en apoA—I y la posibilidad de la mutante K133C marcada con pireno para censar al menos dos de
esos equilibrios nos llevd a proponer una estrategia de analisis mas compleja en base a modelos con
mas de un equilibrio y un nimero alternativo de especies con capacidad de formar excimeros. Se
esperaba que estos representen mejor la naturaleza de auto-asociacion en apoA-I. Es asi que pudimos
resolver mds de un evento de asociacion por ubicacion de la sonda fluorescente en las hélices HS y
H10. Ademas, entre los 4 esquemas de asociacion analizados, el modelo de asociacion secuencial
progresiva (A 2 A2 2 A4 2 Ag) emerge como aquel que mejor reproduce nuestros datos
experimentales de auto-asociacion de apoA-I. Por otro lado, nuestros valores de K,, presentados en
la Tabla 3.1 en conjunto con aquellos publicados por otras metodologias, muestran una asociacion
temprana (valor promedio de Kal, 2.6 tMgim KM mon), que presumimos corresponde a la especie
dimérica, por debajo de la concentracion de 0,1 mg/ml (3,5 uM). Estos valores de Ka, junto con la
presencia de una sefal residual de excimero a concentraciones bajas de proteina, sugieren que la
especie dimérica, con una auto-asociacion en la hélice HS, es la primera especie en formarse a
concentraciones fisiologicas de apoA-I. Al mismo tiempo, a concentraciones totales de proteina libre
(50 uM), las especies del dimero y tetramero serian las predominantes. De esta manera, en base a
nuestros resultados, propusimos distintos modelos tridimensionales generados por docking molecular
que apoyan nuestras observaciones e indican que la forma activa y unidad funcional en el plasma

podria corresponder a dimeros de apoA-I por asociacion entre sus hélices HS.
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Tabla 3.1: Constantes de asociacion reportadas en apoA-I

Autor Modelo ApoA-1I Rango de concentracion Metodologia  K,1 (uM™") K,2 (uM>) K,3 M)

Vitello et al. 1976 [47] M2 Suero humano 30 uM (20 °C) AUC 0,03 3x10° 2x10”

Formisano et al. 1978 [50] M2 Suero humano 3,6-39,6 uM (21 °C) AUC 0,01 4x1073 8x10°¢
M2 Fluorescencia de 4 (n-a) (n.a)

Prieto et al. 2011 [52]* M3 Recombinante 0,4-3,6 uM (25 °C) 4 T 3 (n.a.) (n.a.)
M4° P 3 (n.a) (n.a.)

Zehender et al. 2012 [54] M3° Recombinante 1,6-160 uM (21 °C) ITC 0,6 (0,003)°  (na.) (n.a.)

Schénfeld et al. 2016 [53] M3° Recombinante 93,7 uM scan de DLS 03(0,003)°  (n.a) (n.a.)

temperatura

Tarraga et al. 2021 [159]  PAWIbHO o o ombinante 0,1-100uM (25°C) ~ Tlworescenciade 5506144 (4 (n.a)
Ginico pireno

Tarraga et al. 2021 Tesis M1 Recombinante 0,1-100 uM (25 °C) Fluore_scenma de 2.6° 0,045¢ 0.010°

Doctoral pireno

La tabla muestra los distintos valores de K, reportados en apoA-I para distintos modelos de asociaciéon multiple. En cada caso se muestra el origen de la
proteina (suero o recombinante), el rango de concentracion, la temperatura del experimento y la metodologia utilizada. Los valores de K, son
presentados con notacion decimal para el primer equilibrio y con cientifica para los equilibrios restantes en M2.(*) Los valores de K, presentados por
Prieto et al. 2011 [52] son un promedio de dos consideraciones: separacion equidistante de residuos de Trp en oligdbmeros y eficacia de homoquenching
y homotransferencia independiente del tamafio del oligdmero.(®) El modelo M4 es una variante con una K, propuesta por Prieto et al. 2011 a diferencia
del utilizado en esta Tesis Doctoral.(°) Este modelo M3 se diferencia del desarrollado en esta Tesis Doctoral por un factor de nucleacion o adimensional
que afecta al primer equilibrio en la forma a-Kx1 y es presentado junto con su valor de K41 entre paréntesis.(®) Los valores de Kx se muestran como
promedios para cada evento de asociacién expresados como PMgim’ EM mons tMier BM i ¥ 1Moo kM2 en funcion de los resultados presentados en
las Tabla 2.7 y Tabla 2.13. M1, modelo de asociacion secuencial progresiva; M2, modelo de asociacion discreta; M3, modelo de asociacion indefinida
por adiciéon de mondmeros; M4, modelo de asociacion indefinida por adicion de dimeros; AUC, ultracentrifugacion analitica; ITC, calorimetria de
titulacion isotérmica; DLS, dispersion dinamica de luz; y (n.a.), no aplicable.

Luego de haber estudiado la auto-asociacion de apoA-I en ausencia de lipidos, nos
propusimos como siguiente objetivo evaluar si eventos de asociacion similares son observados en
asociacion con membranas fosfolipidicas. La hipotesis de estos experimentos se fundamentaba en la
relacion, previamente establecida, entre la configuracion de apoA-I en solucion y en tHDL, donde el
paso intermedio entre estos dos procesos corresponde una asociacion entre unidades de apoA-I en
membrana fosfolipidicas. Se esperaba evaluar un arreglo LL5/5, en base a los resultados
experimentales presentados en esta Tesis Doctoral, o un arreglo LL5/2 como parte de resultados
previos del laboratorio del Dr. Horacio Garda. En estos tltimos, inicialmente,
Toledo et al. 2004 [149] reportaron que tanto apoA-I como el péptido Al 77-120 se encuentran en
formas oligoméricas en el estado de union a lipidos; y luego Prieto et al. 2011 [52], con las mutantes
de unico Trp en la region central de apoA-I (mutantes @93, @104 y @108) y en asociacidon con
vesiculas fosfolipidicas compuestas de distintos lipidos paramagnéticos (tempo-PC, 5-doxil-PC,
10-doxil-PC y 14-doxil-PC; PC, fosfocolina), observaron una auto-asociacion en las posiciones 93,
104 y 108. Esto indicaria una insercion del par de hélices H3-H4 de dimeros de apoA-I, que podria

preestablecer en asociacion con membrana una configuracion LL5/2 en rHDL. Desafortunadamente,

123



DISCUSION Y CONCLUSIONES

nuestros resultados preliminares de asociacidon con membranas lipidicas no parecen indicar una
auto-asociacion que preestablezca configuraciones LL5/5 o LL5/2 previa a la formacién de rHDL.
Creemos que estas observaciones, en particular en la configuracion LL5/5, podrian deberse a
orientaciones y acoplamientos sub-0ptimos entre los residuos marcados con pireno y por cambios en
la orientacion entre las hélices cuando estas se asocian con membranas fosfolipidicas. Es asi que
futuros experimentos podrian llevarse a cabo para evaluar nuestra hipétesis tales como evaluacion de
proximidad entre residuos de Cys por entrecruzamiento quimico; realizacion de experimentos
similares con derivados de la sonda NPM con grupos acilo de distinta longitud, de esta manera,
evitando asi problemas de orientacion entre las moléculas de pireno y aumentando la eficiencia de
formacion excimeros; y aunque mas dificil, podriamos utilizar otras variantes mutantes de Cys tales

como E205 y K206 que son encontradas en registrar la configuracion LL5/2 [152].

Para finalizar con nuestros resultados, evaluamos la capacidad de nuestras variantes mutantes
de Cys marcadas con pireno de censar las configuraciones LL5/5 y LL5/2 inicialmente reportadas
por Silvaetal 2005[81] y luego en el laboratorio del Dr.Horacio Garda por
Cuellar et al. 2014 [129]. Nuestros resultados preliminares respaldan un arreglo LL5/5, aunque no
observamos grandes incrementos de fluorescencia de excimero, posiblemente debido a un
acoplamiento sub-Optimo entre pirenos. Por otro lado, lamentablemente la mutante K107C no
demostrd un arreglo LL5/2 en rHDL reconstituidas por microsolubilizacion directa. A pesar de estas
limitantes, pudimos observar dimerizacion a través de la hélice H5 en lo que suponemos son rHDL
generadas por células, validando nuestros resultados con modelos in vitro y respaldando la hipotesis
general de que la especie funcional en solucioén corresponde a un dimero con un arreglo H5/HS. Por
lo tanto, en base a nuestras observaciones, y conociendo actualmente la dindmica de las tHDL
debemos realizar mas experimentos para determinar cuales son las condiciones que desplazan el
equilibrio LL5/5 2 LL5/2 hacia la configuracion LL5/2 y en qué etapa del proceso de biogénesis de

rHDL esta configuracion se genera.
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En conclusion, basandonos en los resultados presentados en esta Tesis Doctoral hemos
propuesto que la auto-asociaciéon de apoA-I es un proceso que facilita la formacion de rHDL
(Figura 3.1). En este modelo, un dimero en una orientacidon antiparalela seria la minima especie
funcional que tendria la capacidad de formar estructuras de dHDL cuya concentracion sera regulada
por las necesidades fisioldgicas. Esta especie puede ser encontrada en condiciones fisioldgicas,
donde la concentracion plasmatica de apoA-I libre de lipidos se puede estimar aproximadamente en
0,15 mg/ml (5 pM). Al mismo tiempo, esta fraccion, que en principio resulta minima para inducir la
formacion de grandes especies oligoméricas, puede ser incrementada en determinadas condiciones
patologicas, como por ejemplo por el desplazamiento de apoA-I por la proteina sérica Amiloide-A
[160], asi como también puede ser relevante en el espacio de la arteria subendotelial donde apoA-I

ejerce su principal funcion antiaterogénica al remover el colesterol de las células [48].
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Monomero Dimero Tetramero

I ApoA-IL unidad 1 [ ApoA-I, unidad 2

dHDL dHDL Q0 @ 133 @ 225
LL5/2 LL5/5

Figura 3.1: Modelo de generacion de dHDL. Se representan distintos estados oligoméricos
obtenidos por docking molecular para el dimero y tetramero de apoA-I y las dos configuraciones
tipicas de rHDL (LL5/5 y LL5/2). Con linea de puntos se muestran aquellas posiciones que
mostrarian proximidad durante la auto-asociacion. Codigo de color: unidad 1 (cian), unidad 2 (rojo),
107 (azul), 133 (verde) y 225 (rojo). Con signos de interrogacion se resaltan aquellos equilibrios no
resueltos en esta Tesis Doctoral.

En esta Tesis, se ha abordado el estudio de la relevancia de las hélices H4, H5 y H10 en sus
distintos estados de asociacion. Nuestros resultados sugieren que existe una relacion entre estos
distintos eventos, pero mas experimentos deben de llevarse a cabo para complementar nuestros
resultados en solucion acuosa. Nuestras observaciones deben de ser evaluadas con otras
metodologias tales como por oxidacién o entrecruzamiento quimico con reactivos sensibles a los
residuos de Cys en las mutantes utilizadas. Los modelos de asociacion preliminares propuestos para
las especies dimérica y tetramérica deben de ser re-analizados por MD como paso previo y posterior
al docking molecular con tiempos de simulaciébn que permitan evaluar nuestras observaciones

experimentes y de aquellas reportadas en bibliografia (XL-MS, EPR, efc.). Al mismo tiempo, estas
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estructuras oligoméricas pueden ser dilucidadas por entrecruzamiento quimico sobre residuos de
lisina en una mutante de ausencia total de residuos de Trp, donde se ha observado que esta variante
muestra una formacion de oligdmeros que permite aislarlos y caracterizarlos individualmente [48].
También seria interesante evaluar si son diferentes las asociaciones en ausencia y presencia de la
region C-terminal. De esta manera, estos estudios podrian esclarecer como se lleva a cabo la
asociacion en las especies dimérica y tetramérica, y finalmente poder determinar cuéles son las

estructuras oligoméricas de apoA-1.

Por otro lado, en base a nuestros resultados de asociacion con membranas fosfolipidicas, seria
interesante evaluar in vitro la hipotesis de interconversion entre las distintas configuraciones de
rHDL (LL5/5 y LL5/2), a través de la realizacion de cinéticas de microsolubilizacion directa de
vesiculas a la temperatura de transicion de fase del lipido DMPC con nuestras mutantes marcadas
con pireno u otras tales como E205 y K206. La realizacion de estos experimentos deberia
proporcionarnos una mayor probabilidad de observar la configuracion LL5/2 evitando asi la
reduccion en la sefial de excimero por el rapido intercambio de apoA-I entre su forma libre y en
asociacion con rHDL, y el intercambio de apoA-I entre rHDL. También, la evaluacién de la
capacidad de reconstitucion con mutantes de Cys de configuracion restringida en solucion nos
indicaria cudl de las dos configuraciones posee mayor capacidad de formar rHDL. Estos
experimentos in vitro pueden desarrollarse en presencia de vesiculas de distinta carga superficial
total y en presencia de colesterol, pudiendo variar nuestros resultados. Por otro lado, nos hace falta
evaluar la reconstitucion de rHDL in vivo en presencia de diferentes tratamientos tales como la
estimulacion de las células en cultivo con cAMP y la preincubacion de estas con colesterol. De esta
manera, estos resultados podrian apoyar nuestras observaciones sobre la funcion de la rtHDL, del cual
disponemos actualmente, y determinar cual es la funcion de las rHDL en el rol contra la

aterosclerosis.
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Como conclusion general de este trabajo de Tesis Doctoral se destaca el uso de la sonda
fluorescente multiparamétrica pireno en evaluar la auto-asociacion de apoA-I en solucion, un sistema
complejo y multicomponente, como también asociaciones en sistemas macromoleculares con lipidos.
Esta es una herramienta dindmica que puede ser utilizada en un amplio rango de concentraciones con
minima distorsion de los equilibrios, a diferencia de otras técnicas basadas en separaciones como
AUC o SEC. Ademas de estas ventajas metodoldgicas, nuestros estudios muestran una clara relacion
entre la oligomerizacion y la biogénesis de HDL en particular con la configuracion LL5/5. Estudios
posteriores sobre esta relacion pueden abrir paso al desarrollo de técnicas protectoras contra la

acumulacion de colesterol en las paredes vasculares y asi reducir el riesgo contra la aterosclerosis.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Protocolos generales

4.1.1 Obtencion de células competentes

La obtencion de células competentes es un paso esencial cuando se quiere incorporar vectores
dentro de una cepa de E. coli. A continuacidn, se describe el protocolo de generacion de bacterias
competentes utilizado en JM109, una cepa de clonado, y en BL21 (DE3), una cepa de expresion,
siendo el proposito individual en ambas, la amplificacion del DNA plasmidico y expresion de

proteinas recombinantes, respectivamente.

Se estria en LB-Agar, con su respectivo antibidtico cuando sea necesario, la cepa bacteriana
de interés y se deja incubar toda la noche en estufa a 37 °C. Al dia siguiente se inoculan en 5 ml de
medio de cultivo liquido de crecimiento super optimo (SOB, 2 % triptona, 0.5 % extracto levadura,
10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl, y 10 mM MgSOy) tres (3) colonias y se vuelve a incubar
toda la noche en agitacion a 37 °C. Luego se toma 1 ml del cultivo y se diluye en 250 ml de medio
SOB, dejando nuevamente incubar en agitacion hasta alcanzar una DOg nm de 0,6. Una vez que el
cultivo llega a la densidad Optica deseada, se deja reposar en hielo durante 15 min y se centrifuga el
cultivo durante otros 15 min adicionales a 5000 rpm en una centrifuga refrigerada a 4 °C. Luego se
resuspende el pellet en buffer de transformacion (TB, 10 mM HEPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl y
55 mM MnCl,), y se vuelve a incubar 10 min finales en hielo para luego centrifugar el medio y
obtener un pellet final. Por altimo, este pellet se resuspende en 10 ml de buffer TB y se agrega
cantidad suficiente de DMSO (100 %) hasta alcanzar 7 % de concentracion final. Finalmente, la

mezcla resultante se alicuota en tubos eppendorf de 500 pl y se almacena a -70 °C.
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4.1.2 Transformacion de bacterias competentes

La transformacion es un método que permite la incorporacion de material genético en una
célula huésped, en nuestro caso en bacterias competentes de E. coli. Las bacterias utilizadas en este
trabajo fueron JM109 y BL21 (DE3), la primera una cepa de clonado y la segunda una cepa de
expresion. El protocolo consiste en introducir material genético en células de interés sin perder la
viabilidad de estas (en este protocolo por shock térmico), para luego dejar que se recuperen por

incubacion a 37 °C en un medio solido rico en nutrientes.

Bacterias competentes previamente descongeladas son alicuotadas en volumenes de 100 pul y
luego mezcladas con 3 o 1 ul de producto de PCR o de minipreb, respectivamente. La mezcla se deja
reposar en hielo durante 20-30 min e inmediatamente se deja incubar a 42 °C en un bafio de agua
durante exactamente 1 min. Luego se incuba durante 3 min adicionales en hielo y se agrega 300 ul
de medio de cultivo SOB con represion de catabolito (SOC, 2 % triptona, 0,5 % extracto de levadura,
0,36 % glucosa, 10 mM NaCl y 2,5 mM KCI). Después la mezcla se deja recuperar durante 30 min a
37 °C, y por ultimo se estria en placas de LB-Agar con el antibidtico apropiado y se deja incubar
toda la noche a 37 °C. Finalmente, se seleccionan aquellas colonias aisladas con un tamafo

uniforme, que seran aquellas que incorporaron el pldsmido durante la transformacion.

4.1.3 Expresion y purificacion de mutantes de cisteinas de apoA-I

La purificaciéon de una proteina es una etapa esencial en la adquisicion de resultados
confiables en experimentos biofisicos. Esencialmente, se recurre a una serie de pasos que van
enriqueciendo nuestra proteina de interés progresivamente manteniendo la integridad quimica y
estructural de esta, siendo necesaria una forma de monitorear el rendimiento y la pureza a lo largo
del protocolo de purificacion. En la purificacion de proteinas conteniendo residuos de Cys hay que

tomar precauciones adicionales que permitan mantener la integridad quimica de estos como también

132



MATERIALES Y METODOS

evitar enriquecimientos en proteinas ricas en estos residuos. El protocolo de purificacion utilizado es

el propuesto por Ryan et al. 2003 [131] y Prieto et al 2012 [130] con ligeras modificaciones.

La purificacion de mutantes puntuales de Cys se llevo a cabo de la siguiente forma. Se
cultivan bacterias en 10-20 ml de LB con Kan 50 pg/ml con E. coli. BL21 (DE3) transformadas con
el plasmido pET30a-ApoA-I durante toda la noche en agitacion a 37 °C. A la mafiana siguiente el
cultivo se reparte en 8 erlenmeyers de 500 ml cada uno, diluyendo el cultivo inicial de 1 ml a 250 ml
en medio fresco, y se incuba de nuevo a 37 °C hasta alcanzar una DOgyonm entre 0,6 y 1. En esta
etapa, la expresion de proteinas es inducida mediante el agregado de IPTG a una concentracion final
de 0,4 mM. Las bacterias se incuban durante 3 hs adicionales con agitacion a 37 °C y se cosechan
por centrifugacion a 5000 rpm durante 30 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada (Avanti JE). En

esta etapa los pellets bacterianos pueden ser conservados a -20°C para su posterior procesamiento.

El pellet bacteriano se resuspende en buffer de lisis EQB + 6 M GdHC] y 10 mM BME a
pH 7.4 y se lisan las bacterias en un sonicador de punta en un bafio de hielo-agua. El sobrenadante es
separado de los restos de pared celular junto con bacterias no lisadas por ultracentrifugacion a
12000 rpm durante 30 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada (Avanti JE). Luego este sobrenadante
se diluye con igual volumen de buffer EQB sin GdHCI + 10 mM BME y 10 mM Imidazol a pH 7,4,
donde la muestra final queda disuelta en buffer EQB + 3 M GdHCl y 10 mM BME, que

denominamos buffer EGB suplementado con 5 mM Imidazol a pH 7,4.

El extracto de proteinas solubles del paso anterior se siembra en una columna cromatografica
por IMAC [161], previamente equilibrada con buffer EGB + 5 mM Imidazol a pH 7,4, se eliminan
las impurezas retenidas eluyendo con buffer EGB més 5 mM y 35 mM de Imidazol, respectivamente,
y se eluye nuestra proteina de interés como un pico importante con 100 mM de Imidazol. La pureza
relativa de esta ultima fraccion es analizada en un gel de SDS-PAGE 14 % antes de seguir con los

siguientes pasos de purificacion.
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El siguiente paso de purificacion tiene el proposito de separar quimicamente el His-Tag
N-terminal de apoA-I. La proteina purificada en buffer EGB se lleva a 6 M GdHCI] pH 7,4 y se
diluye con volumen suficiente de una solucion de acido férmico al 98-100 % para llevar la muestra al
45 % de 4cido y se incuba a 55 °C durante 5 hs en agitacion [162]. Luego la muestra se dializa
exhaustivamente durante 24-48 hs a 4 °C en buffer EQB +10 mM BME con cantidad suficiente de
NaOH para llevar el pH de la solucion a un pH final de 7,4. Finalmente, la solucion resultante en

buffer EGB a pH 7,4 se almacena a -20°C para su posterior paso de purificacion.

La proteina del paso anterior se somete por segunda vez a un paso de purificaciéon por IMAC,
pero con el objetivo de separar el His-Tag de nuestra proteina de interés. Esta se siembra en una
columna IMAC, previamente equilibrada con buffer EGB a pH 7,4, y se conservan Unicamente
aquellas fracciones que son débilmente retenidas y eluidas con 5 mM Imidazol (por la cantidad que
histidinas que tiene apoA-I, esta posee una ligera afinidad por el Niquel). Estas fracciones luego se
juntan y se concentran en un dispositivo concentrador (Millipore) con punto de corte de 10 kDa, para

luego poder seguir la pureza relativa de esta fraccion por SDS-PAGE 16 %.

La proteina purificada del paso anterior es sujeta a un ultimo paso de purificacion por
cromatografia de intercambio anionico. Nuestra solucion de proteina se dializa exhaustivamente en
buffer 30 mM Tris con 10 mM BME a pH 8, luego se resuspende en 4 M Urea, y finalmente se filtra
con punto de corte 0,22 um previa a la siembra en una columna de intercambio anidnico (MonoQ).
Se eluye con un gradiente de NaCl entre 10 y 35 % partiendo de una solucion madre de 1 M,
colectando fracciones de 5 ml a un flujo de aproximadamente 1-1,5 ml/min. La pureza relativa de
cada una de estas fracciones se analiza por SDS-PAGE 16 %, se juntan todas aquellas con un buen
grado de pureza y se concentran en dispositivos concentradores con punto de corte de 10 kDa
(Millipore). Por ultimo, se almacena nuestra proteina purificada en buffer PBS + 3 M GdHCI y

10 mM BME a pH 7,4, habiéndose eliminado la Urea por dialisis, y se conserva la misma a -20°C.
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En cada paso de purificacion se monitorea y cuantifica la concentracion total de proteinas por
absorbancia a 280 nm (Ajgonm) en presencia de 3 M GdHCI, utilizando un coeficiente de extincion
molar (€280 nm) de 37930 y 32430 cm™-M™, para el His-Tag ApoA-1 y apoA-I, respectivamente, que
se estiman en base a la composicion de residuos aromaticos con capacidad de absorbancia (residuos

Try, Trp y Phe) y en ausencia de estructura terciaria [130] (https://web.expasy.org/protparam/).

4.1.4 Expresion y purificacion de apoA-I WT

La purificacion de apoA-I WT recombinante siguid un protocolo similar al empleado en
variantes mutantes de Cys, pero con algunas modificaciones. Las etapas de purificacion que
involucran cromatografia de afinidad por Niquel se llevan a cabo en 1 M GdHCI y se eluyen las
impurezas y nuestra proteina de interés con 70 y 100 mM Imidazol, respectivamente. Al mismo

tiempo, todos los pasos de purificacion se llevan a cabo en ausencia de BME.

4.1.5 Marcacion de proteinas

La union covalente de moléculas fluorescentes a residuos de Cys, localizados en sitios
especificos, ha sido y sigue siendo una herramienta util para el estudio conformacional en proteinas.
La especificidad de la reaccion se logra aprovechando la quimica de distintos grupos funcionales
como el grupo maleimida o iodoacetamida, que son reactivos a grupos tiols, pudiéndose mejorar la
especificidad variando las condiciones de pH, el grado de accesibilidad a los residuos de Cys (con
agentes desnaturalizantes como el GdHCI) y eliminado del medio todas aquellas especies con menor

reactividad (grupos amino).

En nuestro caso, hicimos uso de la quimica especifica entre el grupo tiol de residuos de Cys y
el grupo maleimida del NPM. La reaccion se lleva a cabo en condiciones desnaturalizantes

(3 M GdHC(I), libres de grupos aminos (por ejemplo Tris) a pH 6,5 para evitar reacciones secundarias
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no deseadas [163,164]. Como control, la reaccion se lleva a cabo en paralelo con apoA-1 WT, para

evaluar el grado de marcacion inespecifica en esta tltima.

Proteinas previamente almacenadas en buffer PBS + 3 M GdHCl y 10 mM BME se dializan
exhaustivamente en buffer PBS + 7 mM EDTA a pH 6,5 toda la noche. Luego estas se diluyen con
igual volumen del mismo buffer suplementado con 6 M GdHCI a pH 6,5. Luego se cuantifica la

concentracion total por Ajgynm, utilizando un exgp nm de 32430 em M

La marcacion se lleva a cabo de la siguiente manera. Primero, sobre una solucién de proteina
se agrega un exceso de TCEP en una relacion 10:1 (TCEP:apoA-I) y se incuba durante 1 hs a 25 °C
en agitacion. Luego se agrega un volumen suficiente de DMSO al 100 % a la mezcla para llevar la
misma a un 30 % final de DMSO. Después se afiade un exceso de NPM (disuelto en DMSO) en una
relacion 5:1 (NPM:apoA-I) fraccionados en tres agregados, incubando cada uno durante 1 hs a 25 °C
y reponiendo el TCEP en exceso en el segundo y ultimo agregado. Finalmente, se bloquea el exceso
de NPM con un agregado final de glutation reducido en exceso en una relacion 10:1 (glutation:NPM)

y se incuba 1 hs adicional a 25 °C durante.

La muestra con proteina marcada luego es separada del exceso de sonda sin marcar. Primero,
la solucion resultante del paso previo de marcacion se concentra a un volumen final de 1-2 ml,
utilizando dispositivos de concentracion de punto de corte de 10 kDa (Millipore). Luego se siembra
en una columna de desalado Sephadex G-25 de 10 ml de capacidad y se eluye en forma isocratica
con una fase movil (PBS + 4 M Urea y 10 mM BME a pH 6,5) colectando entre 15 y 20 fracciones
de 1 ml cada una, a un flujo por gravedad. Después se monitorea la concentracion total de proteina
de apoA-I y NPM en cada fraccion por Asgonm ¥ Aszaznm, Utilizando los coeficientes de extincion
molar de 32430 cm™-M™ y 36000 cm™-M™'. Adicionalmente, en aquellas fracciones donde se registra
absorbancia de proteina, se toman pequenas alicuotas y se evalua la presencia de Cys libres por
reaccién con 5,5'-Ditiobis(Acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) midiendo la absorbancia a 412 nm

(A412nm). Luego, se seleccionan aquellas fracciones que conservan la mayor concentracion de
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proteina y se dializan para eliminar la Urea. Adicionalmente, posterior a la didlisis, se estima el grado
de marcacion por cuantificacion del NPM y apoA-I como se describe en la seccion siguiente.
Finalmente, la solucion resultante se almacena en buffer PBS + 3 M GdHCI a pH 7,4 y se concentra
a una concentracion total de proteina de alrededor de 100-150 pM, almacenandose a -20°C hasta su

uso en experimentos biofisicos.

4.1.6 Cuantificacion del grado de marcacion

Conocer el grado de marcacion en proteinas marcadas es esencial ya que influye en la propia
sefal de fluorescencia que estamos investigando, y que como se desarrollard mas adelante, este es un
parametro mas en el desarrollo de modelos matematicos de oligomerizacion para el analisis de

mutantes de apoA-I marcadas con pireno.

El grado de marcacion se calcula sobre la muestra final dializada previa a los experimentos
biofisicos, como cociente entre la concentraciéon total de NPM y proteina, respectivamente,

expresadas en uM (Ecuacion 1).

_ Concentracion de NPM (uM)
Concentracion de proteina (uM) )

g

La concentracion total de proteina se calcula en buffer PBS a pH 7,4 por BCA, utilizando un
patron de apoA-I WT purificada de concentracion calculada por Azgonm €n 3 M GdHCI y utilizando
un exs0nm de 32430 cm™ M. La concentracion total de NPM se obtiene diluyendo la muestra en
buffer PBS + 3M GdHClI a pH 7,4, midiendo su Ass3nm y utilizando un essnm de
36000 cm™ M [164]. En ambos casos (apoA-I y NPM), y en todas las mediciones realizadas, se
utiliza Lambert Beer (A; =e1-[C], donde A, es la absorbancia, 1 el paso Optico en cm, e; el
coeficiente de extincion molar y [C] la concentracion de proteina a estimar) y se realizan medidas

entre 0 y 1 (unidades arbitrarias) por triplicado promediando los resultados.
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4.1.7 Ensayo de proteinas con acido bicinconinico (BCA)

El ensayo de proteinas con d4cido  bicinconinico  (Sal  disédica  del
acido 2,2'-Biquinoline-4,4'-dicarboxylico, BCA), es una variante del método de Lowry [165], y se
utiliza en la cuantificacion total de proteinas en una muestra. Cuenta con la ventaja de ser sensible a
concentraciones bajas de proteinas, tolerar sustancias interferentes, ya sean agentes reductores o
detergentes, y de ser una técnica independiente de modificaciones quimicas que puedan sufrir los

residuos en una proteina, en particular la union covalente de sondas fluorescentes.

Con este método colorimétrico, en una primera etapa el Cu™, que se mantiene en solucion en
medio alcalino gracias a un complejo con tartrato, se reduce en presencia de péptidos y da la clasica
reaccion de Biuret al complejarse con péptidos con una coloracion azul-violaceo. En la segunda
etapa, el complejo es rapidamente desplazado por dos moléculas del BCA formando un nuevo

complejo muy estable y de color violaceo mas intenso, mejorando asi el limite de deteccion.

El protocolo para microplacas consiste en colocar en cada pocillo el volumen adecuado de
muestra y se lleva a 150 pl con solucion fisioldgica. Ademas, se colocan 150 ul de las diluciones del
patron estandar (en nuestro caso apoA-I1 WT). Luego se agregan 150 ul de la solucion de trabajo, que
consiste en la mezcla de 25 partes de la Solucion A (4 % tartrato de Na™ y K, 3 % Na,CO; en
0,2 N NaOH); 24 partes de la Solucion B (0.5% BCA) y 1 parte de la Solucion C
(4 % CuS0O4.5H,0). La microplaca se agita y se incuba 2 hs a 37 °C. Finalmente, se mide la
intensidad del color por absorbancia a 562 nm. Se traza la curva patrdn, y a partir de ella se interpola

la concentracion de proteina en las muestras, corrigiendo por la dilucion efectuada en cada caso.

4.1.8 Sistema de gel desnaturalizante (SDS-PAGE)

Para monitorear la purificacion y el tamafo molecular de las proteina obtenidas se utiliza el

sistema de geles desnaturalizantes discontinuos desarrollado por Laemmli et al. 1970 [166]. Este

138



MATERIALES Y METODOS

consiste de dos composiciones de geles, la primera parte, superior (Stacking), sirve para apilar
(concentrar) las proteinas en un frente, mientras que la segunda parte, inferior (Resolving), permite
resolver la mezcla de proteinas por tamafio molecular. La composicion de los geles se logra
mezclando acrilamida, bis-acrilamida y SDS en un buffer Tris-Glicina. Las muestras se
desnaturalizan por calor a 100 °C y se siembran junto con un buffer muestra para seguir el frente de
corrida. Finalmente, los geles son tefiidos con solucion colorante Coomassie Blue, durante 5-6 hs en

agitacion y se decolora con solucion de metanol/acido acético/agua.

4.1.9 Preparacion de vesiculas unilamelares grandes (LUYV)

Las wvesiculas LUV se preparan por extrusion segun la técnica descrita por
Prieto et al. 2012 [52]. Brevemente, lipidos puros disueltos en CHCI; se mezclan en un balén de
cuello esmerilado, se secan bajo una corriente de N, formando un film delgado sobre el baloén de
vidrio. Luego este se seca por vacio durante 3 hs en oscuridad en un liofilizador para eliminar trazas
de CHCIl; que hayan quedado presentes. Después el film resultante se resuspende en buffer TBS +
0,01 % EDTA y 0,01 % NaN; a pH 7,4 (buffer TBSE) libre de fosfatos por agitacion durante 1 hs a
37 °C, obteniéndose MLV. Luego las LUV se obtienen extruyendo 11 veces la suspension de
fosfolipidos empleando un filtro de policarbonato de 100 nm de poro en un extrusor Liposofast
(Avestin, Canada). Finalmente, la solucion de LUV se colecta en un vial de vidrio y se almacena a

4°C para su posterior cuantificacion por foésforo inorganico.

4.1.10Preparacion de vesiculas unilamelares pequefias (SUV)

Las vesiculas SUV se preparan de acuerdo al protocolo presente en los trabajos de
Huang et al. 1974 [167] y Storch et al. 1986 [168]. Brevemente, lipidos puros disueltos en CHCl; se

mezclan en un balén de cuello esmerilado, se secan bajo una corriente de N, formando un film.

139



MATERIALES Y METODOS

Luego se secan durante 12 hs en oscuridad por vacio en un liofilizador para eliminar trazas de
CHCIs. Después se resuspenden en buffer TBSE libre de fosfatos por agitacion durante 1 hs a 37 °C,
obteniéndose MLV. Luego la mezcla de fosfolipidos se sonica bajo N, en un bafio de agua-hielo
durante 45 min hasta clarificar la suspension. Las vesiculas de interés son obtenidas por
ultracentrifugacion a 35000 G durante 30 min descartando el precipitado y conservando el
sobrenadante donde se encuentran las vesiculas SUV. Finalmente, la solucién de SUV se colecta en
un vial de vidrio y se almacena a 4°C en una atmosfera de N, para su posterior cuantificaciéon por

fosforo inorganico.

4.1.11Cuantificacion de fosforo inorganico

La cuantificacion de membranas fosfolipidicas artificiales se realiza por el ensayo de
cuantificacion de fosforo inorganico, segun la técnica de Ames et al. 1960 [169]. Se prepara una
curva estdndar empleando una solucion de 1 mM NaH,PO,4. Las muestras se preparan en tubos
limpios (libre detergente y de otras fuentes de fosforo) tomando alicuotas de entre 5 y 15 ul por
duplicado, al igual que las muestras para la curva estandar y el blanco. Se agregan 30 ul de una
solucion de 10 % Mg(NO;) en etanol y se carboniza a la flama. Luego se agregan 400 ul de
0,5 N HCI, se agita bien en vortex y los tubos se incuban por 30 min en bafio de agua a 100 °C.
Después se agrega a cada tubo 930 pl de una solucion 1:6 (vol/vol) de acido ascorbico (10 %
peso/vol): acido molibdico, se agita vigorosamente y se incuban nuevamente las muestras durante
1 hs a 37 °C. Finalmente, se mide la absorbancia de las muestras a 820 nm en un espectrofotometro y

se calcula la concentracion de los fosfolipidos interpolando su valor desde la curva patron.
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4.1.12Tratamiento con células THP-1

Aproximadamente una concentracion de 700000/ml de células THP-1 fueron sembradas en
frascos de cultivo celular e incubadas por 24 hs con 8 ml de medio de cultivo RPMI suplementado
con penicilina/estreptomicina (100 unidades/ml) y con 10 % de suero fetal bovino en una atmoésfera
controlada de 5 % de CO,. Asimismo, en dicho medio de cultivo se adiciono ésteres de forbol a una
concentracion de 200 nM para permitir la transformacion de monocitos en macrofagos que forman
una monocapa de células en la superficie del frasco de cultivo. Luego el medio fue removido, se
lavaron las monocapas celulares con buffer PBS a pH 7,4 y se realizd el tratamiento con medio de
cultivo RPMI sin suero con solucién de proteinas de las variantes mutantes de Cys marcadas con
pireno K107C y K133C, y con el control apoA-I WT, cada una a una concentracion final de
20 pg/ml durante 24 hs. Finalmente, el medio fue colectado y almacenado en presencia de

10 % sacarosa a -70 °C.

Para evaluar la formacion de las particulas de dHDL, el medio de cultivo es descongelado a
temperatura ambiente, concentrado a 1-1,5 ml utilizando dispositivos concentradores de 10 kDa
(Millipore) y finalmente fraccionado por exclusion molecular (Superdex 200) para, de esta manera,
separar apoA-I libre de aquellas reconstituidas con lipidos por células (dHDL). Luego, sobre cada
una de estas fracciones, se adquieren espectros de emision de fluorescencia excitando a 345 nm y
recogiendo la emision entre 350 y 650 nm, midiendo cada 0,5 nm por triplicado y promediando los

espectros.
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4.2 Protocolos experimentales

4.2.1 Control de integridad estructural

La obtencion, purificacion y marcacion con sondas fluorescentes de variantes mutantes de
proteinas deben ser evaluadas con distintas técnicas experimentales que permitan controlar la
integridad estructural y/o conformacional de estas. Para tal fin, hacemos uso de la fluorescencia
intrinseca de residuos de Trp en apoA-I. Esta posee 4 Trp a lo largo de su secuencia en las posiciones

8,50, 72 y 108, cuya longitud de onda maxima es sensible al grado de exposicion al solvente.

Para comprobar que las variantes mutantes se pliegan correctamente se midieron espectros de
emision de fluorescencia del Trp en apoA-I (disuelta en buffer PBS a pH 7,4 a una concentracion de
0,1 mg/ml) a concentraciones crecientes de GdHCI, un desnaturalizante, entre 0 y 3 M. Los espectros
fueron registrados en un espectrofotometro SLM4800 actualizado por Olis (ISS Inc., Champaign,
IL). Las condiciones generales que se utilizaron fueron: longitud de onda de excitacion 295 nm,
rango de emision entre 300 y 560 nm y tiempo de integracion de 0,25 seg por cada nandmetro
recogido. Cada espectro de emision es analizado por localizaciéon de su CM (centro de masa) y
posterior ajuste de estos datos (pares de concentracion de GdHCl y CM) a un modelo matematico
para poder asi estimar sus parametros fisicoquimicos que reportan la estabilidad de estas proteinas en

solucion.

4.2.1.1 Estimacion del centro de masa

A continuacion, se describe el método utilizado para caracterizar los cambios espectrales de

la emision de Trp bajo la influencia de agentes desnaturalizantes, en este caso el GAHCI.

El método utilizado fue a partir del célculo del CM. Este se calcula haciendo uso de la

siguiente ecuacion (Ecuacién 2):
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Yomar g 1(2)
M — ‘min

I ST 2
Ty 16) ®

donde I() representa la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda determinada (A), mientras
que Amax Y Amin corresponden al rango en longitudes de onda en la adquisicion de espectros de

fluorescencia.

La ecuacion permite calcular el CM de un espectro, expresada como longitud de onda, sobre
el cual se distribuye en forma equitativa la fluorescencia en ambas direcciones del espectro. De esta
manera, este parametro puede proporcionar una medida de los corrimientos espectrales que sufre un

espectro bajo determinadas condiciones, en nuestro caso la presencia de GAHCI.

4.2.1.2 Desnaturalizacion con GdHCI

En este apartado se describe el modelo utilizado para evaluar los cambios espectrales de la
emision de fluorescencia del Trp en presencia de GAHCI. El modelo utilizado es valido bajo las
siguientes dos suposiciones: 1), equilibrio tnico entre dos especies: N-U; y 2), reversibilidad del

equilibrio. El modelo utilizado es el siguiente [170] (Ecuacién 3).

-m-[D]
(CMNHZO +CMUH20) _e-AG?no (ﬁ)

(M) 3
1+e RT

CM [D] =

donde CMnn20 Y CMuyna2o son los valores de CM para las especies N y U, respectivamente; m, es la
cooperatividad del proceso; R y T, la constante de los gases y la temperatura del experimento;

AGOHZO, la estabilidad de la proteina en condiciones estandar; y [D], la concentracion de GAHCI.
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El ajuste de los datos experimentales al modelo propuesto proporciona la energia libre del
equilibrio en condiciones estandar (AGON_U), parametro termodinamico que caracteriza la estabilidad

de proteinas en solucion.

4.2.2 Reconstitucion de rHDL conteniendo apoA-I

La reconstitucion de lipoproteinas conteniendo apoA-I, consiste en la generacion, en forma
controlada, de rHDL. Esta herramienta es utilizada como criterio de actividad biologica y de
caracterizacion estructural en variantes mutantes de apoA-I. Existen dos metodologias para generar
rHDL: reconstitucion por didlisis con colato y por microsolubilizacién directa en la temperatura de

transicion de fase del lipido de interés [129].

4.2.2.1 Reconstitucion por dialisis con colato

A continuacion, se describe la metodologia utilizada para generar in vitro particulas de rHDL
por el método de didlisis con colato. Brevemente, el fundamento de la técnica consiste en los

siguientes pasos:

1) Preparacion de MLV o LUV del fosfolipido de interés. El procedimiento es igual al

desarrollado en la obtencion de vesiculas LUV (Seccion 4.1.9).

2) Generacion de micelas del tamano de las rHDL de interés. Estas se logran por combinacion
del fosfolipido de interés con colato de sodio en la proporcion adecuada. Relaciones en moles de
(fosfolipido:apoA-I:colato), de (35:1:80) y (95:1:150) generan poblaciones de tHDL de didmetro

aproximado de 7,8 nm y 9,6 nm, respectivamente.

3) Incubacion de las micelas generadas con apoA-I. En esta etapa se generan los complejos de

rHDL. Luego se elimina el colato para obtener las rHDL libres del detergente.
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De esta manera, se puede generar rHDL con el fosfolipido de interés y de un tamafio
determinado que queda definido por la relacion entre los tres componentes de la mezcla: fosfolipido,

proteina y colato de sodio.

El protocolo utilizado para generar rHDL inicia con la preparaciéon de MLV en buffer TBSE a
pH 7,4 descrito en la seccion de obtencion de LUV (Seccién 4.1.9). Opcionalmente, se puede
extrusar la solucion de LUV en un extrusor Liposofast (Avestin, Canada) con filtros de 100 nm de
diametro. Una vez obtenidas MLV (o LUV), se prepara una mezcla entre estas y una solucion de
colato de sodio disuelta en buffer TBSE a pH 7,4 segin la proporcion que se necesite. Luego la
mezcla se deja reposar en hielo durante 1 hs. En esta etapa tenemos micelas del fosfolipido de interés
con colato de sodio. Finalmente, la proteina previamente dializada en buffer TBSE se mezcla con la
solucién de micelas, se deja incubar sin agitacion en hielo durante 30 min adicionales y luego la
mezcla resultante se dializa en buffer TBSE toda la noche, para asi eliminar el colato de sodio. En
este paso final se logra obtener una solucion de particulas de rHDL del tamafio de interés. Para
corroborar el tamafio promedio y la polidispersidad de las rHDL generadas, estas se corren en geles

de poliacrilamida en gradiente 8-25 % en condiciones nativas (sin SDS ni BME).

4.2.2.2 Reconstitucion por microsolubilizacion directa

A continuacion, se describe la metodologia utilizada para generar particulas de rtHDL por el
método de microsolubilizacion directa en la temperatura de transicion de fase del lipido de interés, en
nuestro caso DMPC. Este método solo se puede llevar a cabo con fosfolipidos que posean una
temperatura de transicion de fase conocida y manejable en el laboratorio, en esta situacion el DMPC
es ideal ya que el mismo posee una temperatura de transicion de fase de 24 °C. Brevemente, el

fundamento de la técnica consiste en los siguientes pasos:

1) Preparacion de MLV (o LUV) del fosfolipido de interés. Aunque con LUV se mejora la

polidispersidad de las rHDL resultantes y los tiempos de solubilizacion son menores.
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2) Incubacion a la temperatura de transicion de fase. Los lipidos a esta temperatura generan
imperfecciones en su estructura donde apoA-I puede estabilizar estas, de esta manera, formando
rHDL. Se puede trabajar en dos relaciones de fosfolipido:apoA-I: (35:1) - 7,8 nm o

(80:1) — 9,6 nm, aunque la primera es poco eficiente.

El protocolo para la preparacion de estas particulas es equivalente al protocolo de generacion
de particulas por dialisis con colato. Se preparan MLV (o LUV) del fosfolipido de interés, en este
caso de DMPC, de la misma forma en que se describid en el apartado anterior, y se incuba con
cantidad suficiente de proteina, segin la relacion deseada durante 24 hs a 24 °C. Por ultimo, el
tamafio y polidispersidad de estas particulas se corrobora por gel en gradiente 8-25 % en condiciones

nativas.
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4.2.3 Obtencion de espectros de emision de pireno

A continuacion, se describen las condiciones utilizadas para registrar los espectros de emision
de fluorescencia en los experimentos de oligomerizacion de mutantes de apoA-I marcadas con
pireno. En primer lugar, se dializa solucioén de proteina (previamente concentrada), en buffer PBS a
pH 7,4 durante toda la noche. Al dia siguiente, la solucion es centrifugada a 10000 rpm durante
10 min y el sobrenadante es trasvasado a otro tubo limpio. Las concentraciones de proteina y de
pireno son determinadas por BCA y A3z nm, respectivamente, determinandose el grado de marcacion
de la muestra. Luego se preparan distintas diluciones de la misma a distintas concentraciones totales
de proteina, dejando incubar durante al menos 2 hs a 25 °C. Finalmente, se adquieren espectros de
emision de fluorescencia del pireno desde la muestra mas diluida a la mas concentrada (en este
orden), incluyendo el buffer PBS. Esta adquisicion se realiza en un espectrofluorometro SLM4800
actualizado por Olis (ISS Inc., Champaign, IL). Las condiciones generales de adquisicion fueron:
longitud de onda de excitacion a 345 nm, rango de emision colectado entre 350 y 650 nm cada un
nandmetro, ventanas de excitacion y emision de 4/4, y un tiempo de integracion de 0,25 seg por cada
longitud de onda recogida. Se registran tres (3) espectros a cada concentracion y se promedian.
Ademas, sobre las mismas muestras se registran los espectros de absorbancias (espectrofotometro
Agilent 8453 UV visible), en aquellas con valores entre 0,1 y 1 unidades arbitrarias, extrapolando asi

la absorbancia de las muestras restantes.
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4.2.3.1 Correccion de espectros de pireno

Para eliminar la contribucion de fluorescencia del buffer, por efecto Raman del solvente, y la
disminucion de la intensidad total de fluorescencia por filtro interno, los espectros de emision de

fluorescencia se corrigen de la siguiente manera:

1) Estos se corrigen por efecto Raman mediante la diferencia de cada espectro medido por la del
buffer en ausencia de proteina, medido en las mismas condiciones.
2) La correccion por filtro interno se logra haciendo uso de los espectros de absorbancia

medidos en cada muestra. La correccion se realiza siguiendo la Ecuacion 4:

(A(xexi)'P01+A(xemi)'POZ))
Fc(emi) = FS(emi) 10 2 (C))
donde Fegemi) €s fluorescencia corregida; Fsgemiy 1a fluorescencia sin corregir; Agexiy 1a absorbancia a
(hemi) g ( ) g (Aexi)
la longitud de onda de excitacion; Apemi) 1a absorbancia a la longitud de onda de emision; pol el
g (remi) g p
paso optico de excitacion sobre la muestra; y po2 el paso optico de absorcion sobre la muestra. Estos
dos ultimos fueron de 0,2 y 1 cm, respectivamente. Un ejemplo de esta correccion se muestra en la
y P Jemp

Figura 4.1.

K133C-NPM
2,4x10°

" —e— Sin correccion
1,6x10 4 o -
o- Con correccion

Intensidad total (u.a.)

0 20 40 60 80 100 120
ApoA-1I (uM)

Figura 4.1: Efecto de filtro interno sobre apoA-I marcada con pireno. A modo de ejemplo se
muestra una correccion con la mutante K133C.
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4.2.3.2 Deconvolucion de espectros

Las propiedades fluorescentes de la sonda pireno son utiles para registrar cambios de
polaridad y proximidad en proteinas marcadas. Sin embargo, extraer fielmente dicha informacion de
estos espectros multicomponentes para propodsitos cuantitativos fue y sigue siendo un desafio,
especialmente la informacion referida a los cambios de polaridad registrados por P-value. Aqui
proponemos un método de deconvolucién espectral para espectros de emision de fluorescencia de la
sonda pireno unida en proteinas, en entornos acuosos, con presencia de ambos fendémenos: cambios

de P-value y formacion de excimero (ver Seccion 2.5.3).

Los espectros de emision de fluorescencia para este analisis deben ser previamente corregidos
y normalizados por sus intensidades totales de fluorescencia. El analisis por deconvolucion se enfoca
en cuatro intensidades o ventanas de emision: 376 nm (pl), 384 nm (plll), 395 nm (pIV o pM), y
460 nm (pE), que en nuestras condiciones de medida fueron las cominmente visibles, evaluando la
presencia de otras bandas de emision que pueden o no estar presentes dependiendo de las
condiciones de medida, por ejemplo: la polaridad del microentorno alrededor del pireno y la

sensibilidad del equipo.

El método de deconvolucion radica fundamentalmente de una descomposicion de espectros
en la suma individual de sus componentes, descritos matematicamente mediante distintos tipos de
distribuciones. La eleccion de la cantidad total y del tipo de distribucion son cruciales ya que estas
dependen del tipo de sonda fluorescente, el entorno alrededor de esta, sea acuoso u orgénico, y las
condiciones experimentales en las cuales se llevo a cabo la adquisicion de estos espectros. Existen
dos distribuciones comunmente utilizadas para describir la sefial de emision de fluorescencia en

proteinas: distribuciones Gaussianas y de tipo Log:
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1) La distribucion Gaussiana es definida por tres pardmetros: p (media), ¢ (varianza) y Amp
(amplitud) siendo su caracteristica mas importante la de ser simétrica, distribuyendo la sefal de

fluorescencia equitativamente alrededor del méximo de emision (Ecuacion 5) [171].

. {52)

mp 20 )]
IA)=5—"¢

)= o

2) La distribucién Log ha sido propuesta como la funcion que describe apropiadamente la forma

de espectros de emision de fluorescencia en moléculas complejas (Ecuacién 6) [171,172]. Esta es
definida por cuatro (4) parametros: p (media), a (asimetria), Amp (amplitud) y A0 (punto de inicio),
teniendo esta la particularidad de ser asimétrica distribuyendo la sefial de fluorescencia

preferencialmente hacia un lado o el otro del méximo de emision de fluorescencia.

2

Ln(2) In ﬁ
1) = @) | \sn (6)
Amp-e , A>20
0 , A<M

La cantidad de distribuciones elegidas se realiza teniendo en cuenta la cantidad total de
bandas observables en nuestros espectros de emision, que depende de las condiciones de adquisicion
de espectros, eligiéndose una cantidad de cinco (5), cuando hay emision del excimero y cuatro (4)
cuando esta no se presenta. Es asi que cada espectro de emision de fluorescencia se ajustdé a un
conjunto de cinco (5) distribuciones, tres (3) distribuciones Gaussianas y dos (2) tipo Log, en caso de
que haya formacion de excimero, en caso contrario se utilizan solamente una. En la Figura 4.2 se
muestra a modo de ejemplo un espectro de emision de fluorescencia para una mutante de Cys
marcada con pireno, que tiene la capacidad de formar excimeros, donde se puede apreciar el

resultado final de la deconvolucion espectral.
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(=

L2 1 K133C-NPM
— pI
— pllI
0.8 v
—_ b6
—— bExcimero

Espectro reconstruido
- = Espectro experimental

Sl

F].lmrescencia relativa (u.a.)
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Figura 4.2: Deconvolucion espectral. Ejemplo de una deconvolucion espectral para 5 componentes
con K133C-NPM. En cada espectro, los componentes se muestran en diferentes colores: pl (rojo),
plll (azul), pIV (verde), b6 (negro), bExcimero (violeta), espectro reconstruido (gris), espectro
experimental (linea negra discontinua).
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4.3 Desarrollo de modelos matematicos de asociacion de apoA-I

4.3.1 Equilibrio unico para cambios en la relacion E/M

El proceso de asociacion en apoA-I puede representarse con el siguiente equilibrio

(Ecuacion 7):

A+A2A2 Ky,=+— @)

donde se puede definir una constante de asociacion (Kj).

A partir de un espectro tipico de emision de fluorescencia del pireno, la fluorescencia a cada
longitud de onda puede representarse como la suma de sus contribuciones, pura y bleedthrough. Si
aplicamos esta definicion a las fluorescencias del mondémero (Fm) y excimero (Fd) de pireno,

podemos definir las siguientes ecuaciones generales (Ecuaciones 8 y 9):

Fm = Ym-[A]+Y d-[A2] ®)

Fd = Y'm-[A]+Yd-[A2] )

donde [A] y [A2] son las concentraciones de las especies monoméricas y diméricas; Ym, Yd, Y'm y
Y’d son las fluorescencias especificas del monomero y del dimero en sus formas pura y

bleedthrough (Y y Y’), respectivamente.

Ya que estamos trabajando con una proteina marcada con una sonda fluorescente, se
consider6 el grado de marcacion (g), para de esta manera estimar la ocupacion de mondmeros
marcados dentro de distintas especies oligoméricas de acuerdo con su distribucion aleatoria. Para un

equilibrio 2A 2 A2, estas distribuciones son representadas en las Ecuaciones 10 y 11:
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[A] = g'[A]+(1-g) [A] (10)

[A2] = g?-[A2]+2-¢-(1-g) [A2]+(1-g)*-[A2] (11)

donde los ultimos componentes, en cada una, no son capaces de emitir fluorescencia y por lo tanto
fueron omitidos en el desarrollo. Por otro lado, la fraccion 2-g-(1-g)-[A2] solo puede emitir como

monomero.

Utilizando estas definiciones en las Ecuaciones 8 y 9, y considerando que la fluorescencia

del mondmero no cambia durante la asociacion, se obtuvieron las Ecuaciones 12 y 13:

Fm = Ym-(g'[A])+Y d (g [A2])+Ym-(2-g(1-g)-[A2]) (12)

Fd =Y 'm-(g-[AD)+Yd-(g*- [A2])+Y 'm-(2-g-(1-g)" [A2]) (13)

Ademas, teniendo en cuenta aquellos factores que pueden afectar la formacion del excimero,
se pueden englobar estos en un parametro que denominamos eficiencia de la formacion de excimero
h2, que toma valores entre 0 y 1, aplicable solo a la especie g*-[A2]. Considerando este parametro, la

fluorescencia de esta especie se puede presentar de la siguiente forma (Ecuaciones 14 y 15):

Fd(g*-[A2]) = h2-Yd- (g*-[A2])+(1-h2)- (2 Y "'m)-(g*-[A2]) (14)

Fd(g*[A2]) = h2-Y"d-(g*-[A2])+(1-h2)-(2- Ym)- (g*-[A2]) (15)

donde los parametros Ym y Y 'm son expresados como fluorescencia por unidad de pireno y Yd y

Y'd por unidad de excimero (dimero).
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De esta manera, si realizamos la relacion de fluorescencia entre todas las especies que emiten
como excimero y monomero (Ecuaciones 12y 13), y considerando las Ecuaciones 14 y 15,

obtenemos la Ecuacion 16:

Fd _ h2-Yd (g [A2])+(1-h2)-(2-Y'm)-(g* [A2])+Y m-(2-g-(1-) [A2D+Y m- (g-[A])
Fm  h2-Y'd (g2 [A2])+(1-h2)(2-Ym)-(g?- [A2)D+Ym- (2-g- (1-g)- [A2])+Ym-(g-[A])

(16)

Finalmente, cuando la Ecuacién 16 se combina con la solucion positiva de las ecuaciones de
balance de masa ([At] = [A]+2:[A2]) y la definicién de la constante de asociacion (Ecuacion 7), y
simplificando esta, obtenemos un ecuacion general (Ecuacion 17), que es funciéon de la

concentracion total de proteina ([At]):

g-h2- (-1-4- [At]-K\+/1+8 [A(] -KA) -(Yd-2-Y'm)-8-[At]-K,-Y m
g-hz-(-1-4- [At]-K\+/1+8 [A(] -KA)-(Y'd-Z-Ym)-S- [At]-K,-Ym

rd At +cl

—_ = c

(At (17
donde ¢l es una constante que contiene todas aquellas discrepancias en las aproximaciones que se

hicieron.

Suponiendo que el bleedthrough del excimero (Y'd) es despreciable (por la forma de los
picos IV y E), podemos simplificar este tltimo modelo al eliminar esta contribucion. De esta manera,

el modelo final para espectros sin deconvolucionar queda de la siguiente forma (Ecuacion 18):

g-h2- (-1-4- [At]-K\+/1+8 [Af] -KA) -(Yd-2-Y'm)-8-[At]-K,-Y'm
g-h2- (-1-4- [At]-K\+/1+8 [Af] -KA) -(-2-Ym)-8-[At]-K,-Ym

Fd
Fm ([At]) = +cl (18)

Por otro lado, cuando se trabaja con espectros deconvolucionados, se elimina el componente

Y ‘'m, restando un parametro mas al modelo.
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4.3.2 Equilibrio unico para cambios en P-value

El desarrollo de un modelo para cambios en P-value sigui6 el mismo procedimiento que el

desarrollado en la seccidn anterior.

Las intensidades de fluorescencia maximas de los picos [ y III (FpI y FplII) se representan

como una suma de contribuciones puras y bleedthrough (Ecuaciones 19 y 20):

Fpl = YpIA-[A]+YpIA2-[A2]+YpIII'A-[A]+YpIII'A2-[A2] 19)

FplII = YpIIIA-[A]+YpIIIA2:[A2]+YpI'A-[A]+YpI'A2-[A2] 20)

donde no se tuvo en cuenta la formacion del excimero de pireno. Los parametros YpIA, YpIIIA,
YpIA2, YpIIIA2 y YpI'A, YpIII'A, YpI'A2, Y'pIII’A2 son las sefiales de fluorescencia

especificas (Y) y sus interferencias (Y’), respectivamente.

Considerando una distribucion aleatoria entre la proteina marcada y no marcada

(Ecuaciones 10 y 11), obtenemos las Ecuaciones 21 y 22:

FpI = YpIA-(g- [AD+(2- YpIA2)-(g*-[A2])+YpIA2-(2-g-(1-g) - [A2])+
(21)
Y pIIA- (g [A])+(2-YpIII'A2) (g2 [A2])+YpIIL'A2-(2-g-(1-g)- [A2])
FpIII = YpIIIA- (g-[A])+(2- YpIIIA2)- (g2 [A2])+YpIIIA2- (2-g- (1-g)- [A2])+

(22)
Y'pIA-(g:[AD+(2-YpI'A2)-(g* [A2])+YpI'A2-(2-g(1-g)[A2])

donde también la fluorescencia del mondmero en especies diméricas con dos moléculas de pireno la

expresamos por unidad.

Realizando la relacion entre las sefiales de los picos I y III, segin la definicion de P-value,

obtenemos la Ecuacion 23:
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Fpl/FpIII = (YpIA-(g-[A])+(2-YPIA2)- (g2 [A2])+YpIA2-(2-g-(1-g)- [A2])+
Y pIA- (g [A])+(2- YPIIT'A2)-(g2- [A2])+YpIII'A2-(2-g-(1-g)- [A2]))/ @3)
(YpIIA-(g-[AD+(2- YPITIA2)-(22-[A2])+YpIIIA2-(2-g-(1-g)- [A2])+

Y pIA- (g [AD+(2 YpI'A2)- (g2 [A2])+YpI'A2-(2-g-(1-g) [A2]) )

Si simplificamos esta ecuacion, obtenemos una forma reducida de esta que no depende del
grado de marcacion g (Ecuacién 24):
(YpIA+YpIII'A)-[A]+(YpIA2+YpIII'A2)-2:[A2]

P-value =
Ve S (N pITTA+YpI'A)-[A]+(YpIIIA2+YpI ' A2)-2-[A2] 24)

Como describimos previamente, al combinar la solucién positiva del sistema de dos
ecuaciones planteado en la seccion anterior (balance de masas y definicion de K,), obtenemos la

Ecuacion 25, que utilizamos como modelo para ajustar los cambios en P-value.

-1+ +8 . +8- .
(vpia+yplirA)- (VIS TAD K |y n o iyvprirazy-2: | L (a-[age L YIS [AD Ky
4Ky 8 Ky K,

-1+/1+8°[At]*K, 1+8°[At]*K,
(YPIHA"'YPI'A)'($>+(YpIIIA2+YpI'A2)'2'<%'(4'[At]+1%-—[ ] A)
A A

P-value([At]) =

Ky

§+c2 (25)

donde ¢2 es una constante que contiene todas aquellas discrepancias en las aproximaciones
realizadas. Cabe recalcar que se llega al mismo modelo si consideramos una formacion de excimero,
a través de un h2 y fluorescencias especificas bleedthrough Y'd en los picos I y III despreciables,
que es el caso nuestro a partir de la separacion de los picos pl y plIlI de la fluorescencia de excimero.
Finalmente, si se trabaja con espectros corregidos y deconvolucionados el bleedthrough en la

Ecuacion 25 se elimina (parametros, YpI'A, YpIII'A, YpI'A2 y YpIII'A).
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4.3.3 Equilibrios multiples para cambios en la relacion E/M y P-value, modelo

M1

Los lineamientos generales del desarrollo de modelos de asociacion multiple son equivalentes
a los planteados en la seccidon previa. A continuacion, se muestra el desarrollo para un modelo de
asociacion secuencial progresiva (M), desarrollado con el software Wolfram Mathematica 11.3.,
que es equivalente a otros modelos de asociacion, a través del cual se pretende llegar a una expresion
matematica que reproduzca el comportamiento de las distintas sefales de fluorescencia del pireno:
pL, pIII, pIV (mondémero) y pE (excimero) en funcién de la concentracion total de proteina ([At]). El

modelo desarrollado para analizar estas sefiales se fundamenta en las siguientes suposiciones:

1) Los equilibrios de asociacion se pueden representar con las siguientes reacciones:

A+A2A2 A2 +A2 2 A4 A4+ A4 2 A8

en las cuales A, A2, A4 y A8 corresponden a las distintas especies oligoméricas (monoémero, dimero,
tetrdmero y octamero) y, por lo tanto, las constantes de asociacion (K,) se pueden definir de la

siguiente forma (Ecuaciones 26, 27 y 28):

[A2]

Al= W (26)
[A4]

A= (AZ]’ (27)
[A8]

A3= W (28)

donde [A], [A2], [A4] y [A8] son las concentraciones de las distintas especies.
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2) Conociendo que la suma total de especies es un valor conocido, se plantea una ecuacion

adicional que representa la conservacion de masas (Ecuacion 29).

[At] = [A]+2:[A2]+4-[A4]+8-[A8] (29)

en la cual [At] es la concentracion total de proteina.

3) Ya que los ensayos se realizan con proteina marcada con una sonda fluorescente, y sabiendo
que el grado de marcacion alcanzado es inferior al 100 %, la marca fluorescente estard distribuida

entre distintas sub-especies de la siguiente forma (Ecuaciones 30, 31, 32 y 33):

[A] = (g [AD+((1-g)-[Al) 30)
[A2] = (g*-[A2])+(2 g (1-) [A2D)+((1-g)*-[A2]) 31)
(Ad] = (g [A4])+(4-g> (1-g) [Ad])+ (6°g% (1-g) [Ad]) + (42 (1-2) - [A4]) + ((1-) “1A4)) 32)

[A8] = (g°-[A8])+(8-g-(1-g) [A8])+(28-g°- (1-g)*- [A8])+(56-g% (1-g)’ - [A8])+(70-g*- (1-g)*- [A8] )+

(33)
(56-g°-(1-g)™ [A8])+(28-g>-(1-)°-|A8] )+(8--(1-) - |A8])+((1 - )"+ |A8])
donde g es el grado de marcacion tomando valores entre 0 y 1.
4) Ya que solo podemos medir sub-especies con capacidad de emitir fluorescencia, los términos

correspondientes a aquellas que no lo hacen se descartan ya que al asignarles una fluorescencia

especifica nula estas desaparecerian. A saber:

158



MATERIALES Y METODOS

(1-g)-A]

(1-g)*[A2]

(1-g)*-[A4]

(1-g)%-[A8]

De esta manera, podemos definir las concentraciones de las distintas especies marcadas
([Alm, [A2]m, [A4]M, Y [A8]M) como una suma de fracciones (fAny(j)) en funcion del nimero de
moléculas de pireno en cada sub-especie (j) y del nimero de sub-unidades (n) en cada oligobmero

(Ecuaciones 34, 35,36 y 37):
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[Alm= ) fAMG)-[A]=(g[AD (34)
j=1
=2
[A2]y = ) fA2y(j)-[A2] = (g*-[A2])+(2-g-(1-g)-[A2]) (35)
j=1
=4
[Ad]y = Z fA4y () [A4] = (g*-[A4])+(4-g*- (1-g) - [A4])+(6-g* (1-g)* - [A4])+(4-g- (1-)*-[A4]) (36)
i=1
=8
[A8]y = Z A8y (j)-[A8] = (g*-[A8])+(8-g"-(1-g)- [A8])+(28-g%- (1-g)?- [A8])+(56-g°- (1-g)* - [A8])+
i=1
37

(70-g*-(1-g)*- [A8])+(56-g*- (1-g)"- [A8])+(28-g*- (1-)*- [A8])+(8-g* (1-g)"- [A8])

donde [A]m, [A2]m, [A4]m Y [A8]Mm corresponden a las concentraciones de proteinas marcadas de

cada especie.

Si agrupamos las Ecuaciones 34, 35,36 y 37 en una Unica ecuacion general, obtenemos la
Ecuacion 38 en funcion del numero de sub-unidades totales (n) y de aquellas marcadas con pireno
(j) en un oligbmero, respectivamente. En esta ecuacion, n toma valores discretos de 1, 2, 4 y 8,

mientras que j valores consecutivos entre 1 y n.

J=n n=8

[Atly = D" > fAny()-[An] (38)

j=1 n=1

La Tabla 4.1 ordena todas estas fracciones (fAny(j)) en funcidon de n y j, y su capacidad de

formar dimeros, excimeros en nuestro caso, para n > 2:
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Tabla 4.1: Distribucion fAny(j) parany j

8

Se representan las fracciones de especies oligoméricas en funcion de n y j (sub-unidades totales en un determinado oligomero y aquellas marcadas
con una sonda, en nuestro caso pireno). El modelo utilizado corresponde a un modelo de asociacion secuencial progresiva (M1). En azul se
representan aquellas fracciones que emiten como mondémero mientras que en verde aquellas que pueden emitir en forma de monémero y dimero
dependiendo de su valor de fluorescencia de formacion de excimero (hn, ver mas adelante).

5) La senal de fluorescencia a cada longitud de onda se puede representar como una suma de
contribuciones de cada especie presente en la muestra. De este modo, cada ventana del espectro
puede considerarse como una suma de contribuciones de sefiales puras (provenientes de los picos de

emision centrados a dicha longitud de onda) y de sefiales de bleedthrough (de los picos cercanos).

En particular, nos interesan cuatro (4) rangos de longitudes de onda correspondientes a los
picos pl, pIll, pIV (mondémero) y pE (excimero) del pireno, donde para simplificar se obvio el
bleedthrough del pIV en pl y plll, y viceversa. Para facilitar la visualizacion, las distintas

contribuciones a la fluorescencia total registrada se agruparon de la siguiente manera:
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n=8 n=8 J=n n=8
Fpl = (Z YplAn-fAny, (j=1)- [An]> + (Z YpIII'An-fAny (j=1) [An]) + (Z Z(del'An(i))-(fAnM(i)) . [An]) 39)
n=1 n=1

2 n=2

=2 n=2

n=8 n=8 J=n n=8
FplllI = <Z YpIIIAn'fAnM(j=1)-[An]> + (Z YpI'An-fAny, (j=1)- [An]) + (Z Z(dem "An(§))-(fAny () [An]) (40)
n=1 n=1

n=8 J=n n=8

Fm = (Z YmAn-fAny (j=1)- [An]> + (Z Z(Yd’An(j)) -(fAny())- [An]) @1
n=1 =2 n=2
n=8 j=n n=8

Fe = (Z Ym’An-fAny (j=1)- [An]) + (Z (YdAn())- (fAny())- [An]) 42)
n=1 =2 n=2

donde Fpl, FpIIlI, Fm y Fe son las fluorescencias totales registrables en los picos pl, pIIL, pIV y pE,
respetivamente. YpIAn, YpIlIAn, YmAn, YdAn(j) y YpllI'An, YdpI'An(j), Ypl'An,
YdpIII'An(j), Yd'An(j) Ym An son las fluorescencias especificas para cada pico de emision del
pireno, evaluado en n y j, diferenciando la sefal pura del mismo (Y) y del bleedthrough de los picos

cercanos (Y "), para la serie de sub-especies existentes.

En las expresiones Fpl, FpIIl, pM y pE, la primera sumatoria corresponde a todas aquellas
sub-especies con una Unica unidad de pireno y por lo tanto emiten s6lo como monémero (Tabla 4.1,
celdas en color azul). En Fpl, FpllIl, la segunda sumatoria corresponde a las mismas sub-especies,
pero considerando el bleedthrough de emision de los picos cercanos (pl o plll). Finalmente, en Fpl,
Fplll, pM y pE, la ultima sumatoria corresponde a todas aquellas sub-especies que poseen dos o
mas unidades de pireno y no se conoce con qué fluorescencia emiten, como mondmero o excimero
de pireno (Tabla 4.1, celdas en color verde). Esta fue diferenciada del resto con la letra d, que hace
referencia a dimero. Como su fluorescencia depende de la eficiencia de formacion de excimeros, esta

depende de varios factores.
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6) Si suponemos una eficiencia de formacién de excimero global (hn) para cada especie que
participa de los equilibrios de oligomerizacion (fluorescencias Yd en cada ventana de emision,
Ecuaciones 39, 40, 41 y 42) los términos YdpI'An(j), YdpIII'An(j), Yd'An(j) y YdAn(j) se

desarrollan en funcién de j y n en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2: Distribucion de fluorescencia considerando hny j

YAn(j) An Distribucion de fluorescencia

A2 2 h2:Yepl'A2+(1-h2) (2 YpIA2)+(1-h2) (2- YplII'A2)
2 h4-Yepl' A4+(1-h4)-(2- YpIA4)+(1-hd) (2- YpIII'A4)
Ad 3 hd-Yepl' Ad+(1-hd)- (2- YpIA4)+YpIA4-+(1-hd)- (2- YpIII' Ad)+YpIIl' Ad
A D42 Yepl'Adt(1-h4) (4 YpIAd)H(1-hd)-(4- YpIII'Ad)
2 h8-Yepl' A8+(1-h8)-(2- YpIA8)+(1-h8)- (2- YpIII'A8)
3 h8- Yepl' A8+(1-h8)- (2- YPIA8)+YpIAS+(1-h8)- (2- YpIII'A8)+YpIII'A8
4 h8-2-YepI' A8+(1-h8)- (4- YpIA8)+(1-h8)-(4- YpIII'A8)
A8 5 h8-2- Yepl' A8+(1-h8)-(4- YPIA8)+YpIAS+(1-h8)- (4- YpIII' A8)+YplIII'AS
6
7
8
2

9

YdpI“An(j)

h8-3-Yepl' A8+(1-h8)- (6 YpIA8)+(1-h8)-(6- YpIII'A8)
h8-3-Yepl' A8+(1-h8): (6- YPIAS)+YPIAS+(1-h8)- (6 YpIII'A8)+YpIIl'A8
h8-4-Yepl' A8+(1-h8)-(8- YPIA8)+(1-h8)- (8- YpIII'A8)
A2 2 h2:Yeplll'A2H(1-h2) (2- YpIIIA2)+(1-h2)-(2: YpI'A2)
2 hd-Yeplll" Ad+(1-h4)- (2- YpIIIA4)+(1-h4)- (2- YpI'Ad)
Ad 3 h4-YepIIl'Ad+(1-hd)- (2- YpIIA4)+YpIIIAd-+(1-hd)-(2- YpI'Ad)+Ypl' A4
oA a2 Yeplll AdH(1-hd)-(4- YpIIA4)+(1-hd) (4-Ypl'Ad)
h8-Yeplll’A8-+(1-h8)- (2- YpIIIA8)+(1-h8)- (2- YpI'A8)
h8- YeplIl'A8+(1-h8)- (2- YpIIIAS}+YpIIIAS+(1-h8)-(2- YpI'A8)+Ypl'A8
h8-2-Yeplll' A8+(1-h8)- (4- YpILIA8)+(1-h8)-(4- YpI'A8)

YdpIII'An(j)

2
3
4
5
6 h8-3-Yeplll' A8+(1-h8)- (6- YpILIA8)+(1-h8)-(6- YpI'A8)
7
8
2

A8 h8-2- YepIIl'A8+(1-h8)- (4- YpIIIAS)+YpIIIAS+(1-h8)- (4- YpI'A8)+YpI'A8
h8-3-YepIIl'AS+(1-h8)- (6- YPIIIAS)+YpIIIAS+(1-h8)- (6- YpI'A8)+YpI'A8
h8-4- YeplIl'A8+(1-h8)- (8- YpIIIA8)+(1-h8)-(8- YpI'A8)

A2 h2-Ye A2+(1-h2)-(2- YmA2)

2 hd-Ye Ad+(1-hd)-(2- YmA4)
A4 3 h4-Ye' Ad+(1-h4) (2- YmA4)+YmA4

A _ha2YeAdH(LhAy (4 YmAY)

2 h8-Ye’ A8+(1-h8)-(2- YmAS)

3 h8-Ye A8+(1-h8)-(2- YmAS)+YmAS

4 h8-2-Ye A8+(1-h8)-(4- YmAS)

5 h8-2-Ye AS+(1-h8) (4 YmAB)+YmAS

6 h8-3-Ye A8+(1-h8)-(6- YmAS)

7

8

2

Yd'An(j)
A8

h8-3-Ye A8+(1-h8)-(6: YmAS)+YmAS
h8-4-Ye A8+(1-h8) (8- YmAR)
A2 myYeu(m)eymA)
2 hd-YeA4+(1-hd)-(2-Ym'Ad)
A4 3 h4-YeA4+(1-h4)-(2-Ym'A4)+Ym’ A4
e A DADYeAdHIMY @ YMAY
h8-YeA8+(1-h8)-(2: Ym'AR)
h8-YeA8+(1-h8) (2:Ym A8)+Ym A8
h8-2- YeA8+(1-h8)(4- Ym’A8)
h8-2-YeA8+(1-h8) (4 Ym'A8)+Ym A8
h8-3-YeA8+(1-h8)(6- Ym'A8)
h8-3-YeA8+(1-h8) (6:Ym'A8)+Ym A8
8 h8-4- YeA8+(1-h8) (8- Ym'A8)
Contribuciones en fluorescencia para distintas especies oligoméricas con distintas cantidades de unidades marcadas j, para un modelo de asociacion
secuencial progresiva (M1). Para una mejor comprension, se plantean en cada especie sus contribuciones para espectros sin deconvolucionar y
considerando que en las ventanas I y III hay contribucion de excimeros. En rojo se resaltan aquellas contribuciones que son despreciables, en este caso
las contribuciones del excimero en las ventanas I, IIl y IV (mondémero).

YdAn(j)

A8

~N N bW

donde se expresaron las fluorescencias especificas, YplAn, YpIIIAn, YpI'An, YpIII'An, YmAn y
Ym’An, por unidad de pireno, mientras que las fluorescencias Yepl’An, YepIII’An, YeAn y Ye An
se expresaron por unidad de excimero (dos pireno). Cabe recalcar que, con fin de reducir el nimero

de parametros, definimos las eficiencias de formacion de excimero (hn) como funcién de n y no de j.
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Es decir, el valor que toma hn es un promedio de los valores hnj para las distintas sub-especies con

distintas unidades marcadas.

7) Si consideramos que la contribucion del excimero, por la forma de su espectro y a partir de
resultados de deconvolucion espectral, es despreciable en las ventanas pl, plll y pIV, los términos
resaltados en rojo en la Tabla 4.2 pueden ser omitidos, y las expresiones para las fluorescencias en

las 4 ventanas espectrales de interés quedarian expresadas de la siguiente manera:

n=8 n=8
Fpl = (z YpIAn'fAnM(i=1)-[An]) + <Z Yplll 'An~fAnM(i=1)~[An]> +
n=1 n=1
“43)

‘j(impar)=n p=8

i(par)=n n=g
< Z Z(i'(l-hn) -(YpIAn+YpIII'An))- (fAny (§))- [An]> + (

((G-1): (1-hn)- (YpIAn+YpIII'An)+YpIA4+YpIII'Ad) - (fAny () [An]>
j(par)=2 n=2

j(impar)=3 n=2

n=8 n=8
FplII = <Z YpIIAn-fAny(j=1)- [An]) + <z YpI'An-fAny(j=1)- [An]) +
n=1 n=1
(44)

j(par)=n p=g j(impar)=n p=8
< Z Z(i'(l-hn)~(YpllIAn+YpI'An))'(fAnM(j))'[Aﬂ])+< Z Z((j-l)-(1-|m)-(YpmAn+Ypl'An)+YpmA4+Ypl'A4)~(fAnM(i))~[An]>

j(par)=2 n=2 j(impar)=3 n=2

n=8 ‘j(par)=n p=g
Fm = (Z YmAn-fAny(j=1)- [An]) + < Z Z(j(l-hn) ‘YmAn)- (fAnm(i))‘[A"1> +
n=1 j(par)=2 n=2

45)

Jmparyn n-g
< Z Z((i-l)'(l-hn)~YmAn+YmAn)'(fAnM(i))'[An]>

j(impar)=3 n=2

J(par)=2 n=2

n=8 i(pary=n n=8
Fe= (Z Ym'An-fAnM(i=1)-[An]) + ( Z Z((i/Z)~hn~YeAn+j . (1-hn)-Ym'An)-(fAnM(i))-|An|> +
n=1

(46)

j(impar)=n n=g
( Z(((j-l)/l)-hn-YeAnHj-l)-(l-hn)-Ym'An+Ym'An)-(fAnM(i))-[An]>
j(impar)=3 n=2

donde la contribucion en fluorescencia de aquellas sub-especies con dos unidades marcadas se

expresan con dos sumatorias, la primera para j par y la segunda para j impar.
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8) Ya que se decidimos trabajar con espectros de fluorescencia normalizados por su
fluorescencia total, dividimos las Ecuaciones 43, 44, 45 y 46 por su fluorescencia total, en nuestro
caso calculada como integral entre 350 y 650 nm. Esta fluorescencia indica proporcionalidad con la

concentracion total de proteina, por lo que puede expresarse de la siguiente manera:

Ft =Yi:[At] 47)

donde Yi es un parametro propio de cada mutante de apoA-I que depende del grado de marcacion y
que se estima a partir de los espectros corregidos en funcién de la concentracion total de proteina.
Asi, las ecuaciones para la fluorescencia normalizada quedan de la siguiente forma

(Ecuaciones 48, 49, 50 y 51):
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n=8
(Z YpIAn-fAny (j=1)- [An]) +

n=1

n=8
(Z YpIII'An-fAny (j=1)- [An]) +
FNpl = (j(par>=n T / YilAtl  (48)

Z(j-(l-hn)-(YplAn+Yplll'An))-(fAnM(i))-[An]) +
j(par)=2 n=2

iimpar)=n g
z Z((j-1)~ (1-hn)-(YpIAn+YpIII'An)+YpIA4+YpIIl'Ad)- (fAny () - [An]
j(@impar)=3 n=2

n=8
(Z YpIlIAn-fAny, (j=1)- [An]> +

n=1
n=8
(ZYpI'An-fAnM(i=1)~[An]>+
FNplII = Gamn s / Yi-[At]  (49)
( Z Z(j(l-hn)-(YpIIIAn+YpI'An))‘(fAnM(i))‘[An])+
j(par)=2 n=2
j(impar)=n n-g
( z z (G-1)-(1-hn)- (YpIIIAn+YpI'An)+YpIIIA4+YpI'A4)- (fAny (§))- [An])

j(impar)=3 n=2

n=8
(Z Ym~fAnM(j=1)~[An]) +

n=1

i(par)=n n=g
FNm = ( z Z(j-(l-hn)-YmAn)-(fAnM(j))'[An]>+ / Yi-[At] (50)

j(par)=2 n=2

j@impar)=3 n=2

iimpar)=n =g
( z z((j-l)-(l-hn)-YmAn+YmAn)-(fAnM(j))-[An])

n=8
(Z Ym’An-fAny (j=1)- [An]) +

n=1

j(par)=n =g
FNe = ( z Z((j/Z)-hn-YeAnﬂ-(l-hn)'Ym'An)'(fAnM(j))' [An]) + / Yi-[Af] (51)

j(par)=2 n=2

i(impar)=n n-g
( Z Z(((j-l)/Z)-hn~YeAn+(j-1)~(l-hn)~Ym'An+Ym'An)~(fAnM(j))~[An])
j(impar)=3 n=2
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Finalmente, para relacionar nuestras fluorescencias con la concentracion total de proteina
[At], se resuelve el sistema de ecuaciones planteado en las Ecuaciones 26,27,28 y29, y se
combinan las soluciones obtenidas, para de esta manera obtener el siguiente set de ecuaciones, que
por su complejidad son expresadas en forma simplificada y en una unica ecuacion (Ecuacion 52). En
esta, se agrega una constante C al modelo en pE para corregir aquellas discrepancias en las
simplificaciones hechas y lograr ajustar los datos experimentales a concentraciones minimas de
proteina. Cabe recalcar que Yi es un pardmetro conocido que depende de g y que se estima en cada

batch de proteina marcada (valor de pendiente entre la fluorescencia total vs [At], Figura 4.1)

r j_n n={15 2’ 45 8} 1
E E f([At], Kal, Ka2, KA3, Yi, YpIAn, YpIII'An, hn)
j=1 b=dn=1

j=n n={1, 2, 4, 8}
Z Z f([At], Ka1, K42, KA3, Yi, YpIIIAn, YpIl'An, hn)
j=1 &=dn=1

~{1,2,4,8) ( (52)

j=n n
Z Z f([At], Kx1, KA2, KA3, Yi, YmAn, YpIII'An, hn)
j=1 =dn=1

Fp([At]) = §

j_n ll={1, 25 45 8}
\ E E f([At], Kx1, K42, K,3, Yi, Ym An, YeAn, hn, C)J
j=1 &mdn=1

Ademas, si se procura utilizar espectros deconvolucionados, que es nuestro caso, los

siguientes parametros se eliminan: YpIII’An, YpI’An e Ym An, obteniéndose la Ecuacion 53.
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Modelo de asociacion secuencial progresiva (M1)

( ~=n —n={1,2,4,8} \
Z Z f([At], Kal, KA2, KA3, Yi, YpIAn, hn)
j=1 =1

j=n n={1,2,4, 8}
Z Z f([AL], Kal, Kx2, Kx3, Yi, YpIIIAn, hn)
Fp([Af) =4 1= > (53)

j=n n={1,2,4,8}
Z Z f([AL], Kal, Kx2, Kx3, Yi, YmAn, hn)
j=1 &=dn=1

j=n n={1,2,4,8}
Lz Z ([A€], Kal, Ki2, K43, Yi, YeAn, hn, C)
j=1 &mmd =1

4.3.4 Equilibrios multiples para cambios en la relacion E/M y P-value, modelos

M2, M3 y M4

En el apartado anterior se logrdo obtener una expresidn matematica para un modelo de
asociacion multiple de cuatro especies (A, A2, A4 y A8), y tres constantes de asociacion (Kal, K2y
K3). Este no es el tnico modelo que ha sido utilizado para describir los eventos de asociacion de
apoA-I en soluciéon. La Tabla 4.3 muestra tres modelos adicionales mds el propuesto en este
laboratorio. Estos modelos se diferencian entre si por el nimero de especies participantes, por la
cantidad de constantes de asociacion (Ka) que presentan y por la conectividad entre los equilibrios.
El desarrollo de estos modelos sigue los mismos lineamientos generales del modelo planteado en la

seccion anterior y son presentadas en las Ecuaciones 54, 55 y 56.
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Tabla 4.3: Modelos de equilibrios multiples

Modelo Equilibrios An hn Constantes de asociacion K,
Asociacion secuencial 2A 2 A2 K\l =[A2)[A]
: 2A2 2 A4 A A2, A4y A8  h2,hdyh8  K,2=[A4[/[A2]
progresiva (M1) _ 2
IA4 2 AS K3 = [A8]/[A4]
Asociacion discreta 2A 2 A2 K1 =[A2)[A]’
4A 2 Ad A A2, A4y A8  h2,hdyh8  K,2=[A4J[A]*
8A 2 A8 K\3 = [A8]/[A]
ﬁ
A e Ai KAl = [A2]/[AT
A2TAEAS KA1 =[A3)/([A2] [A])
Asociacion indefinida A3 + A 2 A4 A A2 A3 Ad h2, h3, h4, K1 =[A4)/([A3]-[A])
por adicion de Ad+A 2 A5 AS’ A6’ A7, A’8 h5,h6,h7y  Ks1=[A5]/([A4]-[A])
mondmeros (M3) ? AS+A A6 A0 ALY h& K,1 =[A6]/([A5]'[A)])
KA1 =[A7])/([A6] [A])
ﬁ
AbTASAT .1 = [AS]/([AT]-[A])
AT+ A 2 A8
o . 2A2 A2 KA1 =[A2]/[AT
Aosrozzzigﬁ gfeﬁmda 2A2 2 A4 A, A2, A4, A6y  h2.h4, h6y  K.2=[A4][A2]
p, Ad+A22 A6 A8 h8 K,2 =[A6]/([A4] [A2)])
dimeros (M4) K2 = [AST(TA6]-TA2

Se representan los elementos mas importantes a tener en cuenta durante el desarrollo de modelos de asociacion multiple. An representa la especie
oligomérica con n sub-unidades. Para especies con n > 2 se consideran sus eficiencias de formacion de excimero hn. A pesar de que para un
modelo M3 existe una unica constante de asociacion, la denominamos como Ka1. (*) El modelo M3 utilizado es una variante del propuesto por
Zehender et al. 2012 [54], donde la K41 del primer equilibrio fue definida como K1 = a-[A2]/[A]? (o definido como un factor de nucleacion).
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Fp([At]) = 5

Modelo de asociacion discreta (M2)

( j=n n={1, 2, 4, 8} \
Z Z f([A], Kal, Kx2, K»3, Yi, YpIAn, hn)
= ~—n={1, 2,4, 8}
Z Z f([At], Kal, Ka2, K43, Yi, YpIIIAn, hn)

J=n n_{la 2, 4s 8}
Z Z f([At], Kxl, K2, K3, Yi, YmAn, hn)

Fp([At]) = 4

J=n _{la 23 4a 8}
\Z Z f([At], Kal, Ka2, K3, Yi, YeAn, hn, C)J
j=1 &mmd =1

Modelo de asociacion indefinida por adicion de monomeros (M3)

r j=n ll={1, 2,3,4,5,6,7, 8} \
Z Z f([At], KA1, Yi, YpIAn, hn)
j=1 &=dn=1

j=n n={1,2,3,4,5,6,7,8}
z z f([At], KA1, Yi, YpITIAn, hn)
i=1

n=1

j=n n={1’ 2’ 3’ 4’ 5’ 6’ 7’ 8}
z z f([At], KA1, Yi, YmAn, hn)
j=1 é=in=1

Fp([At]) = |

j=n n={1’ 2’ 3’ 4’ 57 69 77 8}
Z Z f([At], Kx1, Yi, YeAn, hn, C)
\lmdj=1 Lmdp=1 J

Modelo de asociacion indefinida por adicion de dimeros (M4)

( j=n n={1,2,4, 6, 8} \
Z Z f([At], KA1, Kx2, Yi, YpIAn, hn)
j=1 L=in=1

j=n n=({1,2, 4, 6, 8}
z z f([A€], Kal, K+2, Yi, YpITIAn, hn)

j=n n={1,2,4,6, 8}
Z Z f([At], KA1, Kx2, Yi, YmAn, hn)
j=

j=n n={1, 2, 4, 6, 8}
\ E f([At], Kal, K2, Yi, YeAn, hn, C)J
j=1 n=1

(34)

(35)

(36)

171



MATERIALES Y METODOS

4.4 Analisis de datos

4.4.1 Analisis estadisticos

Los resultados a lo largo de esta Tesis fueron presentados como promedio + error estdndar
(SD/\/m), donde SD es la desviacion estdndar y n el nimero de repeticiones. Se utilizd un
analisis por ANOVA-test para evaluar la significancia entre multiples medias previa a la
comparacion de a pares. Se empled el Student’s t-test para analizar diferencias significativas entre
dos medias (pares) de distintos modelos, por ejemplo, valores de K, entre E/M y P-value o entre
espectros corregidos y deconvolucionados (Secciones 2.5.2 y 2.5.3). Para comparaciones multiples
(mayor a dos y menor a cuatro) se utilizd el Student’st-test con correccidbn por
Bonferroni’s pos-doc test. En esta, la significancia utilizada se calcula como Oggpferroni= @/, donde
n es el namero de comparaciones, de esta manera, disminuyendo la probabilidad de cometer falsos
positivos durante cada comparacion. Finalmente, para comparar todos los datos (siete

comparaciones, Tabla 2.7) se utilizo Tukey-Kramer post-hoc test.

4.4.2 Criterios de seleccion de modelos

En este apartado se detallan los criterios de seleccion utilizados para seleccionar el mejor
modelo (o los mejores) que describe mejor nuestros datos experimentales cuando se realizan
comparaciones entre modelos de distinta complejidad (Seccion 2.6). Estos criterios se calculan con el

software Wolfram Mathematica 11.3, para mas informacion ver el siguiente link.

(https://reference.wolfram.com/language/tutorial/StatisticalModel Analysis.html).
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4.4.2.1 Criterios predictivos

Estos criterios evaluan la bondad de un ajuste. A continuacidn, se muestran tres de ellos.

SSE, R y RzAjustadoz
i=N
SSE = Z(xi-ii)z (57)
i=1
SSR i=N i=N
2 _ — S =)\2 — <\2
= — SSR —Z(xi-x) SST = ) (x-X) (58)
SST i=1 i=1
N
R*Ajustado = 1- (N—p) -(1-R?) (59)

donde x;, es el valor observado, X;, el valor estimado por el modelo; y X, el error total. Al mismo
tiempo, SSR indica la suma de cuadrados del modelo; SSE, la suma de cuadrados de los errores (o
residuos); y SST, la suma de cuadrados totales. En todos los casos, las estimaciones se realizan para
un conjunto N de datos experimentales, donde p indica el nimero de pardmetros del modelo

utilizado.

Pearson Chi-Squared test:

Para evaluar la dispersion de los residuos luego de un ajuste se hace uso del
Pearson Chi-Squared test [173]. Basicamente, este test consiste en determinar estadisticamente si la
distribucion de residuos obtenida luego de un ajuste sigue una distribucion determinada, en nuestro
caso una distribucidon normal, asociando, si fuera el caso, esta dispersion Unicamente a un error en la

adquisicion de datos. El test se desarrolla de la siguiente manera:
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Deseamos testear si es razonable pensar que nuestra dispersion de residuos F, fue generada

por una variable con distribucion F0, con distribucion normal estandar distribuida alrededor del cero:
Se plantean dos hipotesis:

HO0 = FeF0 Hipotesis nula

Ha =F¢&F0 Hipotesis alternativa

Esencialmente, el test consiste en aceptar o rechazar la hipotesis nula, midiendo las
discrepancias entre los datos observados y lo que se espera de ellos bajo HO. Esta diferencia es
reflejada en un estadistico Tn, ademés de tener en cuenta el nimero de medidas experimentales
(grados de libertad N-1) y la significancia a. En nuestro caso se plantean dos escenarios:

Si Tn> XZN_l,a, rechazar HO. (XZN_LQ, valor critico de tabla)
SiTn < XZN_L(,, no rechazar HO. (XZN_M, valor critico de tabla)

Si no se rechaza Ha (se acepta H0), los elementos de la muestra fueron generados por una
distribucion normal estandar, y en consecuencia los errores surgen de la adquisicion de medidas. En
el caso contrario, no fueron generados por dicha distribucion, el modelo no ajusta correctamente
nuestros datos. Cabe recalcar que este método se utilizo en forma complementaria, primero
realizando una inspeccion visual de los residuos y luego evaluando con el test, donde en la mayoria

de los casos la inspeccion visual fue suficiente para evaluar la dispersion de los residuos.

4.4.2.2 Criterios basados en la informacion estadistica

Los indicadores con criterio de informacion estadistica abordan el compromiso entre la
complejidad y la capacidad predictiva de un modelo. Cuanto mas complejo sea un modelo peor sera
su capacidad para predecir en un abanico amplio de situaciones. En caso contrario, un modelo con

pocos parametros no podria predecir en su totalidad la complejidad de un sistema. De esta manera,
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un modelo con los componentes de mayor importancia es el ideal para predecir el comportamiento de

un sistema sin perder informacion.

Para encontrar el mejor modelo k entre un conjunto de modelos, necesitamos un indicador
capaz de medir su capacidad explicativa que penalice por su complejidad. Esto es lo que hacen los

indicadores con criterio de informacion que se resumen con la Ecuacién 60:

xICy = bondad de un ajuste, -complejidad, (60)

donde xIC indica el criterio de informacion para un modelo k entre un conjunto de modelos.

4.4.2.2.1 Criterio de informacion de Akaike (AIC)

El AIC fue introducido por Akaike et al. 1971 [174]. Este es un criterio simple y objetivo para

la seleccion de modelos, definido para el k-ésimo modelo de la siguiente forma (Ecuacion 61):
AIC, =-2-Ln(L)+2p (61)

donde L es el valor maximo de la funcién de verosimilitud aplicada en todos los parametros de un
modelo k, que actia como criterio de bondad del ajuste. Por otro lado, p indica el niumero de
parametros libres que penaliza por la complejidad del modelo. De esta manera, el mejor modelo,
entre un conjunto de modelos, es el que minimiza el AIC. Esta estimacion es relativa y depende del
numero de observaciones. Por lo tanto, un valor individual de AIC no es interpretable por si solo, y
los valores AIC solo tienen sentido cuando se realizan comparaciones entre modelos para un mismo

set de datos experimentales.

A modo de poder comparar y clasificar que tan verosimil es un modelo determinado con

respecto a un conjunto de modelos, haciendo uso del mismo conjunto de datos experimentales, se
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utiliza el AAIC, propuesto por Burnham 'y Anderson et al. 2001 [141], definido de la siguiente forma

para el k-ésimo modelo dentro de un conjunto de modelos (Ecuacién 62):
AAICKky = AIC-AIC in (62)

Como se desconoce qué magnitud de AAIC constituye una diferencia considerable y
significativa, Burnham y Anderson propusieron también la siguiente regla, en valores de AAIC: 1)
< 2, relacidn sustancial, 2) 4-7, relacion considerablemente menor, y 3) > 10, esencialmente ninguna

relacion

4.4.2.2.2 Criterio de informacion de Akaike corregido (AICc)

Cuando el tamafio de la muestra es finito o la diferencia entre el numero de datos
experimentales y de parametros es proxima, Suguiora et al. 1978 [175] propusieron la siguiente
correccion al AIC como el criterio de informacion de Akaike corregido (AICc), definido para el
k-ésimo modelo de la siguiente forma (Ecuacion 63):

2. .
AICc¢, = AIC,+——— (63)
donde p y N indican el numero de pardmetros en el modelo y de datos experimentales,
respectivamente. Es recomendable que para cada modelo se cumpla que N> p + 2, el nimero de
elementos del experimento debe ser siempre mayor que el nimero de parametros del modelo que

describe los datos. Es asi que cuando el cociente N/p es suficientemente grande, ambos valores (AIC

y AICc) son muy similares.
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4.4.2.2.3 Criterio de informacion Bayesiano (BIC)

El BIC, propuesto por Schwarz et al. 1978 [176], al igual que el propuesto por Akaike es un
criterio que pondera la verosimilitud de un modelo con el numero de parametro que compone este,
agregando ademds un componente de penalizacidon con respecto al tamano de la muestra (N), en

forma de Ln(N). La estructura del modelo es la siguiente (Ecuacion 64):

BIC, = -2-Ln(L)+p-Ln(N) (64)

donde p es el nimero de parametros en el modelo, L es el valor maximo de la funcién de
verosimilitud aplicada en todos los parametros del modelo y N el tamafio de la muestra. De la misma
forma que con AIC, valores bajos de BIC son indicativos de buenos modelos entre un conjunto de

modelos.
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Figura A.1: Ajuste a un modelo de asociacion miltiple. Datos experimentales fueron ajustados a
un modelo M1_AS8E3. A) y B), escala linear y logaritmica.
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ANEXO

Tabla A.1: Constantes de asociacion calculadas con K133C-NPM

Modelo Esquema K\1/pM g kM K2 K,3"
M1_ASE3 A2A2AR2A, 5+3 0,14+ 0,05° 0,09 + 0,08°
M1 ASE2 ACARAR2 A, 5+3° 5+3° 0,11+ 0,02
M1 MI1_AS8El1 A2A2ARLA 8§+3* 8§+3* 0,24 £+ 0,05
M1_A4E2 A2A2A, 5+3 0,05+ 0,01 (n.a.)
M1 A4El A2AR2A, 8§43 0,09 + 0,01 (n.a.)
M1 A2El A2A, 0,047 + 0,003 (n.a.) (n.a.)
M2 AS8E3 A2A,; A2AL; A2A; 6+2 3+2 0,04 £ 0,05
M2 ASE2 A2A;; A2A; A2Ag 742 6+2 02+0,1
My M2 ASELS A2Ay; ARA,; A2Ag 3+1° 24200 0,5+04%"
M2 A4E2 A2A,; A2A, 543 242 (n.a.)
M2 A4El A2A,; A2A, 8+3 6+3 (n.a.)
M2 A2E1 A2A, 0,047 £+ 0,003 (n.a.) (n.a.)
M3 ABE7 A2(A)2A 0,5+0,1 (n.a.) (n.a.)
M3 _A7E6 A2(A)2A; 0,42 £ 0,06 (n.a.) (n.a.)
M3 A6E5 A2(An2A6 0,38 £ 0,06 (n.a.) (n.a.)
M3 M3 A5E4 A2(An)2As 0,27 £0,03 (n.a.) (n.a.)
M3 A4E3 A2(A)2A, 0,23 £0,03 (n.a.) (n.a.)
M3 A3E2 A2A2A; 0,09 + 0,02 (n.a.) (n.a.)
M3 A2El A2A, 0,047 £ 0,003 (n.a.) (n.a.)
M4 A8E4 A2ARARARAS 5+3 0,100 + 0,004 (n.a.)
M4 ASE3 A2A2AL2AR A 8+3 0,37 + 0,05 (n.a.)
M4 ASE2 NI 8+3 0,81+ 0,06 (n.a.)
M4 ASEl ARARPARARAS 8+3 1,01 £ 0,06 (n.a.)
Mg M4 AGE3 A2 A2AR2A, 5+3 0,08 + 0,03 (n.a.)
M4 A6E2 AB2ARA A, §+3 0,17+ 0,01 (n.a.)
M4 A6E1 AC2AR2ARA, §+3 0,43 + 0,03 (n.a.)
M4 A4E2 A2A2A, 5+3 0,05+ 0,01 (n.a.)
M4 A4E1 A2ACA, 8+3 0,09+ 0,01 (n.a.)
M4 A2El ACA, 0,047 £ 0,003 (n.a.) (n.a.)

Los valores de K, son presentados como su promedio + error estandar por triplicado. En cursiva se resaltan aquellos valores de K4 que en al menos una
de sus repeticiones iguala la cota superior que acta como restriccion (inversa del valor minimo de concentracion. En rojo se resaltan aquellos
sub-modelos que en al menos una de sus repeticiones no muestran un comportamiento esperado en sus fluorescencias especificas, o una distribucion de
residuos uniforme. En azul se resalta el sub-modelo que mejor reproduce los datos experimentales. (*) y (°) Con estos valores de Ky, en al menos una de
sus repeticiones, no se cumplen las restricciones Kal > K2 y/o Ka2 > KA3, respectivamente (se obtiene una igualdad entre sus valores). (°) Con este
sub-modelo no se logra ajustes coherentes de los datos experimentales. (") Unidades de K, expresadas en funcién de su definicién (ver Tabla 4.3).
(n.a.), no aplicable.
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Tabla A.2: Seleccion de modelos con F225C-NPM

Distribucion Comportamiento

Modelo * Esquema * Parametros® SSE ¢ AAICY AAICc! ABIC! . e . N
de residuos de parametros
MI1_A8E3 A2A,2A,2As 22
M1 _ASE2 A2A2A2Az 20
M1 M1 _ASEl A2A2As2As 18
MI1_A4E2 A2A2A,
M1 _A4E1 A2A2A,
M1 A2E1 AsA,
M2 ABE3 A2A,; A2As; A2Ag
M2 ASE2  AZAy; AZAs; A2Ag
Mo MZASEL  AZA; ARAL AA
M2 _A4E2  A2A; Ac2A.
M2 A4E1 A2A; A2A,
M2 A2E1  A2A,
M3 ASE7  A2(A,)2A:
M3 _ATE6  A2(A)2A;
M3 _A6E5 A2(A))2A¢
M3 M3 ASE4  As(A)2As
M3 _A4E3  AZ(A)R2A,
M3 A3E2  A2A2A;
M3 A2El AzA, g o164 130 123 101
M4 _A8E4 A2A2A2A2A
M4 _ASE3  A2A2A2A2As
M4 ASE2  A2A,2As2A2As
M4_ASEl  AZARARARA; (n.a.)
M4 M4 _A6E3  A2A,2As2A 21 18,26 59 60 62
M4 AGE2  A2A2A2A 19 17,53 49 48 46
M4 AGEl Az2A2A2A, | No aceptable (n.a.)
M4 A4E2  A2A2A.
M4 A4E1  A2A2A,
M4 A2E1  A2A,

La tabla describe el analisis con la variante F225C-NPM y cuatro modelos de asociacion multiple. Se muestran los resultados para un set de datos
experimentales de 31 espectros. (*) Modelo y esquema de asociacion. (°) Numero total de parametros para cada sub-modelo. (°) Bondad del ajuste
evaluada a través de la suma total de residuos (SSE-1000). Los criterios R* y R*Ajustado reportaron valores similares alrededor de 0,99 (datos no
mostrados en la tabla). (%) Criterios de informacién AIC, AICc y BIC expresados como diferencias respecto a su valor minimo. (%) Confianza en la
distribucion de residuos a lo largo de la titulacion registrada en sus cuatro ventanas. () Confianza en los parametros obtenidos, donde se asigna (n.a.),
no aplicable cuando no hay un ajuste adecuado. En todos los modelos se cumple N > p + 2, donde N indica el nimero de datos experimentales (4 veces
los espectros adquiridos, en nuestro caso 124) y p el nimero de parametros, condicion requerida para utilizar el AICc. Para seguir el analisis se utiliza
un gradiente de color entre rojo y verde, verde: valor esperado y rojo: valor inesperado.
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Tabla A.3: Constantes de asociacion calculadas con F225C-NPM

Modelo Esquema Ka1/pMgim BM 0 K2 K\3
M1 _AS8E3 A2A2A2A 1+1° 1+1° 0,05+ 0,03
M1 _AS8E2 A2A2A2Ag 1,9+0,7° 1,9+0,7° 0,06 + 0,02
Ml M1 _AS8El A2A2A2A 4,916 £0,009° 492+001° 0,45+ 0,09
MI1_A4E2 A2A2A, 0,15+ 0,03 0,04 £ 0,02 (n.a.)
M1 _A4El A2A2A, 1,6 £0,8° 03+0,1° (n.a.)
M1 A2El AsA, 0,10+ 0,01 (n.a.) (n.a.)
M2 AB8E3 A2A; A2AL; A2A 0,9+0,8" 0,8+0,7° 0,003 = 0,002
M2 ABE2 A2A); A2A,; A2A 23+£05" 2,0+03" 0,015+ 0,008
M2 M2 A8El A2A); A2AL A2A 0,37+0,01° 0,37 +0,01° 0,14 + 0,04
M2 A4E2 A2A,; A2A, 0,15+0,03 0,001 £ 0,001 (n.a.)
M2 A4El A2A;; A2A, 1,6 £0,8 0,8+0,6 (n.a.)
M2 A2E1 A2A, 0,10+ 0,01 (n.a.) (n.a.)
M3 ABE7 A2(A)2Ag 1,0+ 0,4 (n.a.) (n.a.)
M3 _A7E6 A2(A)2A, 0,9+0,2 (n.a.) (n.a.)
M3 _A6ES A2(A)2A, 0,6 £0,3 (n.a.) (n.a.)
M3 M3 ASE4 A=(A)2As5 0,6 +0,3 (n.a.) (n.a.)
M3 A4E3 A2(A)2A, 0,4+0,2 (n.a.) (n.a.)
M3 A3E2 A2A2A; 0,13+ 0,02 (n.a.) (n.a.)
M3 A2E1 A2A, 0,10+ 0,01 (n.a.) (n.a.)
M4 A8E4 A2A2A2A2A 242 0,3+0,2 (n.a.)
M4 AS8E3 A2A2A2ARAg 4,92+001 0,47 £ 0,04 (n.a.)
M4 A8E2 A2ARARARA 4,916 £ 0,009 1,0+0,1 (n.a.)
M4 AS8El A2A2ARARA; 4,86 £ 0,06 1,5+£0,2 (n.a.)
M4 M4 A6E3 A2A2A2A 0,14 £ 0,03 0,08 + 0,05 (n.a.)
M4 A6E2 A2A2A,2A 4,915+ 0,009 0,46 = 0,09 (n.a.)
M4 A6El A2A2AR2A, 4,916 £ 0,009 0,7+0,1 (n.a.)
M4 A4E2 A2A,2A, 0,15+ 0,03 0,04 £ 0,02 (n.a.)
M4 A4El A2A2A, 1,6 £0,8 0,3+0,1 (n.a.)
M4 A2E1 A2A, 0,10+ 0,01 (n.a.) (n.a.)

Los valores de K, son presentados como su promedio + error estandar por triplicado. En cursiva se resaltan aquellos valores de K4 que en al menos una
de sus repeticiones iguala la cota superior que actia como restriccion (inversa del valor minimo de concentracion). En rojo se resaltan aquellos
sub-modelos que en al menos una de sus repeticiones no muestran un comportamiento esperado en sus fluorescencias especificas, o una distribucion de
residuos uniforme. En azul se resalta el sub-modelo que mejor reproduce los datos experimentales. (*) Con estos valores de Ka, en al menos una de sus
repeticiones, no se cumple la restriccion K1 > K52 (se obtiene una igualdad entre sus valores). (") Unidades de K, expresadas en funcién de su
definicion (ver Tabla 4.3). (n.a.), no aplicable.
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Tabla A.4: Seleccion de modelos con K107C-NPM

Distribucién Comportamiento

Modelo? Esquema* Parametros SSE ¢ AAIC! AAICc! ABIC . e . r
de residuos de parametros
Ml1_AS8 A2ARARCAg 9,96
M1 Ml1_A4 A2A2A, 9,98
M1 A2 A2A,
M2 A8  A2A;; A2A4 A2As
M2 M2 A4 A2A; A=A,
M2 A2 AeA, 5 1044 0 0 O _____Aceptable ___ Aceptable
M3 A8  AZ(An)As
M3 A7 A2(A)2A
M3 A6 A2(A)2As
M3 M3 A5  A2(A)2As
M3 A4 A2(An2As
M3 A3 A2A2A;
M3 A2 A=A,
M4 A8  A2A2A2A2A
M4 M4 A6 A2A2AL2A 10 9,99 9 13 19
M4 A4 A2ARA, 8 9.98 4 6 10 Aceptable  Aceptable
M4 A2 AeA, 5 104 0 0 0 Accptable  Accptable

La tabla describe el analisis con la variante K107C-NPM y cuatro modelos de asociacion multiple. Se muestran los resultados para un set de datos
experimentales de 30 espectros. (*) Modelo y esquema de asociacién. (*) Nimero total de parametros para cada sub-modelo. (°) Bondad del ajuste
evaluada a través de la suma total de residuos (SSE-1000). Los criterios R? y R?Ajustado reportaron valores similares alrededor de 0,99 (datos no
mostrados en la tabla). (%) Criterios de informacién AIC, AICc y BIC expresados como diferencias respecto a su valor minimo. (°) Confianza en la
distribucion de residuos a lo largo de la titulacién registrada en sus cuatro ventanas. () Confianza en los parametros obtenidos, donde se asigna (n.a.),
no aplicable cuando no hay un ajuste adecuado. En todos los modelos se cumple N > p + 2, donde N indica el nimero de datos experimentales (2 veces
los espectros adquiridos, en nuestro caso 60) y p el numero de parametros, condicion requerida para utilizar el AICc. Para seguir el analisis se utiliza un
gradiente de color entre rojo y verde, verde: valor esperado y rojo: valor inesperado.
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Tabla A.5: Constantes de asociacion calculadas con K107C-NPM

Modelo Esquema K\1/uM g kM K2 K3

M1 A8 A2 A2AL2AS 0,1+0,1° 0,1+0,1%° 0,02 +0,01>°
M1 M1_A4 A2A2A, 3+2 0,03 0,02 (n.a.)
M1 A2 A2A, 0,010 + 0,001 (n.a.) (n.a.)

M2 A8 A2Ay; A2AL A2Ag 52+0,9 12+0,6 0,002 = 0,001
M2 M2 A4 A2Ay A2A, 4+2 0,5+0,4 (n.a.)
M2 A2 A2A, 0,010 + 0,001 (n.a.) (n.a.)
M3 A8 A2(Ay)2As 0,1+0,1 (n.a.) (n.a.)
M3 A7 A2(An)24A, 0,1+0,1 (n.a.) (n.a.)
M3_A6 A2(Ay2A¢ 0,13 £0,06 (n.a.) (n.a.)
M3 M3 A5 A2(An)2As 0,20 +0,07 (n.a.) (n.a.)
M3_A4 A2(A)2A, 0,12 £0,02 (n.a.) (n.a.)
M3 A3 A2A,2A; 0,07 + 0,05 (n.a.) (n.a.)
M3 A2 A2A, 0,010 + 0,001 (n.a.) (n.a.)
M4 A8 A2 A2AR AR A, 4+2 02+0,1 (n.a.)
Ma M4_A6 A2A2AR2A 2+2 0,06 £ 0,03 (n.a.)
M4 A4 A2A2A, 3+£2 0,03 0,02 (n.a.)
M4 A2 A2A, 0,010 + 0,001 (n.a.) (n.a.)

Los valores de K, son presentados como su promedio + error estandar por triplicado. En cursiva se resaltan aquellos valores de K, que en al menos una
de sus repeticiones iguala la cota superior que actiia como restriccion (inversa del valor minimo o maximo de concentracion). En rojo se resaltan
aquellos sub-modelos que en al menos una de sus repeticiones no muestran un comportamiento esperado en sus fluorescencias especificas, o una
distribucion de residuos uniforme. En azul se resalta el sub-modelo que mejor reproduce los datos experimentales. (") Unidades de K, expresadas en
funcion de su definicion (ver Tabla 4.3). (*) y (°) Con estos valores de Kj, en al menos una de sus repeticiones, no se cumplen las restricciones

Ka1 > K,2 y/o Ks2 > K3, respectivamente (se obtiene una igualdad entre sus valores). (n.a.), no aplicable.
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