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Premessa 

Le lipoproteine sono complessi macromolecolari di lipidi e proteine, la cui 
principale funzione è trasportare i lipidi. Le lipoproteine ad alta densità (HDL), le 
più piccole e più dense, sono coinvolte nel trasporto inverso del colesterolo ed 
esercitano attività antiaterogena [1]. Il principale componente proteico delle HDL è 
l'apolipoproteina A-I (apoA-I) [2]. Sono state risolte le strutture cristallografiche per 
l'apoA-I [3, 4] e l'apoA-II [5] senza lipidi, ma è ben noto che queste proteine 
amfipatiche sono strutturate e svolgono la loro attività solo in un ambiente lipidico 
[6]. Per la struttura terziaria della apoA-I legata ai lipidi sono stati proposti due 
modelli teorici alternativi basati su a-eliche amfipatiche. Nel modello a picket-fence 
[7], le eliche corrono anti-parallele le une rispetto alle altre con interazioni proteina-
proteina intramolecolari e parallele alle catene aciliche dei lipidi; nel modello a belt 
(o rail-fence [8]), le eliche corrono perpendicolari ai fosfolipidi con interazioni 
proteina-proteina intermolecolari. E' stato anche proposto un modello ad hairpin [9] 
, con la maggior parte delle eliche perpendicolari alle catene aciliche dei fosfolipidi 
e con una disposizione casuale testa-coda e testa-testa per le due molecole di apoA-I. 
Durante gli ultimi anni, il modello più accreditato è stato il belt, ma un recente 
lavoro di Culot et al. [10], nel quale una HDL sintetica (s-HDL) è stata direttamente 
osservata tramite microscopia scanning tunneling, meglio si accorda con un 
arrangiamento a picket-fence per l'apoA-I e per le altre apolipoproteine. Sono state 
condotte dinamiche molecolari (MD) di 700 ps su complessi discoidali formati da L-
a-palmitoiloleilfosfatidilcolina (POPC) e un peptide sintetico formato da 18 
aminoacidi in a-elica con una distribuzione di carica simile alle apolipoproteine in 
un arrangiamento picket-fence [11]. 
L'apolipoproteina A-IMilano (apoA-IM), il primo mutante descritto della apoA-I [12], 
differisce dalla proteina wild-type per la singola sostituzione aminoacidica R173C, 
che permette la formazione di omodimeri (apoA-IM-apoA-IM) e di eterodimeri con 
l'apolipoproteina A-II (apoA-II) (apoA-IM-apoA-II) [13]. I portatori della mutazione, 
tutti eterozigoti, mostrano livelli plasmatici di colesterolo-HDL molto bassi ed una 
modesta ipertrigliceridemia [14], ma non differiscono nell'entità dello spessore della 
media-intima delle carotidi rispetto ai loro parenti che vivono nel medesimo 
ambiente e che hanno livelli di HDL normali [15]. Queste osservazioni suggeriscono 
un peculiare effetto protettivo per l'apoA-IM. L'apolipoproteina mutata che è stata 
selezionata nella sua forma omodimerica come farmaco per il trattamento delle 
malattie cardiovascolari ateromasiche è ora in fase di sviluppo clinico [16]. 
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L'omodimero apoA-IM-apoA-IM ha sia una potente capacità di rimuovere colesterolo 
[17] sia particolari proprietà cinetiche, con un tempo di permanenza in circolo 
superiore agli otto giorni dopo una singola somministrazione parenterale [18]. 
 

Materiali e metodi 

Proteolisi in vitro 
HDL3 umane sono state separate dal plasma di volontari sani a digiuno mediante 
ultracentrifugazione su gradiente di KBr. HDL3 contenenti apoA-IM sono state 
purificate dal plasma dei portatori. HDL3 controllo e apoA-IM (0.1 mg/mL) sono 
state addizionate con tripsina 1:50 W/W e incubate a 37°C. A vari intervalli di 
tempo, sono state prelevate delle aliquote a cui si è aggiunto SDS alla 
concentrazione finale del 4%. I campioni sono stati bolliti per 2 minuti per bloccare 
la reazione. I prodotti della digestione sono stati analizzati mediante SDS-PAGE su 
gel con un gradiente di acrilammide dal 10 al 16%, in un sistema di tamponi 
discontinuo Tris/HCl//Tris/tricina [19]. 
 
Discroismo circolare 
Mediante ultracentrifugazioni successive sono state isolate dal plasma dei portatori 
delle HDL (d = 1.063 - 1.21 g/mL). Dopo delipidizzazione, le apolipoproteine delle 
HDL sono state solubilizzate in 0.1 M Tris-HCl, 0.04% EDTA, 0.01% NaN3, pH 
7.4, contenente 6 M GndHCl e passate su colonna di Sephacryl S-300 HR (2.6 x 300 
cm) (Pharmacia Biotech Inc.) equilibrata con 0.1 M Tris-HCl, 0.04% EDTA, 0.01% 
NaN3, pH 7.4, contenente 4 M GndHCl. Frazioni contenenti apoA-IM-apoA-II sono 
state concentrate e ripassate sulla medesima colonna. La purezza (>95%) della 
preparazione di apoA-IM-apoA-II è stata confermata per SDS-PAGE usando la 
colorazione con Coomassie. Aliquote di apoA-IM-apoA-II sono state conservate a -
80 °C liofilizzate. Prima dell'uso, apoA-IM-apoA-II è stato disciolto in un tampone 
fosfato 20 mM, pH 7.4, contenente 6 M GndHCl e dializzato contro tampone fosfato 
20 mM, pH 7.4. s-HDL contenenti apoAIM-apoA-II e POPC sono state preparate con 
la tecnica della dialisi del colato (rapporto in peso iniziale di 2.5:1) [20]. Gli spettri 
di dicroismo circolare (CD) sono stati registrati con uno spettropolarimetro Jasco 
J500A alla temperatura costante di 25 °C. L'ellitticità media molare per residuo (q) è 
stata espressa in gradi x cm2/dmol , e calcolata come: q = qobs x 115/10 x l x c, dove 
qobs è l'ellitticità osservata in gradi, 115 è il peso molare medio per residuo, l è il 
cammino ottico in cm e c la concentrazione di proteina in g/mL. Il contenuto in a-
elica è stato calcolato tramite il metodo di Chang et al. [21]. 
 
Costruzione e simulazione in silico di una s-HDL 
ApoA-IM è stata ottenuta introducendo la mutazione R173C nelle catene A e B della 
apoA-I wild-type (codice PDB: 1AV1 [4]) con il modulo Biopolymer della suite 
InsightII (Accelrys, San Diego, CA, USA). Quindi una molecola di apoA-IM (catene 
A e B) è stata dockata con l'apoA-II (codice PDB: 1L6L [5]) catene J e T usando 
ZDOCK [22]; per ogni coppia di catene A-J, A-T e B-J sono state generate cento 



RESEARCH ACTIVITIES ON HIGH PERFORMANCE COMPUTING CLUSTERS AT CILEA – 2006 

 �

 
72 

soluzioni. Sono state accettate solo le soluzioni che presentavano una distanza zolfo-
zolfo tra la C173 della apoA-IM e la C6 della apoA-II inferiore a 12 Å; i complessi 
risultanti sono stati sottoposti a minimizzazione energetica (EM) usando MOE 
(Chemical Computing Group, Quebec, Canada), con il campo di forze CHARMM22 
[23] e con un valore per la costante dielettrica distanza-dipendente e pari a 4r, fino a 
un gradiente pari a 0.001 kcal/mol Å. Per ogni coppia i complessi con più bassa 
energia sono stati sottoposti ad una MD di 5 ns a 300K. La distanza tra l'ossigeno 
del backbone del residuo i e l'azoto del backbone del residuo i+4 è stata vincolata tra 
un minimo di 2.7 Å e un massimo di 3.0 Å [24]. Solo il complesso A-J si è 
dimostrato stabile durante la dinamica. 
Sono state quindi dockate due molecole di eterodimero apoA-IM-apoA-II con 
ZDOCK [22]; tra le cento soluzioni generate solo le due che avevano una 
disposizione spaziale compatibile con un core centrale di POPC sono state 
sottoposte a EM. La struttura con la più bassa energia è stata quindi usata per 
costruire una s-HDL, la cui preparazione necessita di un bilayer fosfolipidico 
equilibrato. E' stato generato un bilayer di 64 x 64 molecole di POPC a partire da 
quello 32 x 32 disponibile sul sito http://moose.bio.ucalgary.ca , quindi ne è stata 
minimizzata l'energia. Il bilayer è poi stato solvatato con acqua in un box 16 x 16 x 
16 nm3 e ri-minimizzato, infine ne è stata simulata la dinamica per 2 ns. Il bilayer 
così ottenuto è stato posto all'interno della molecola (apoA-IM-apoA-II)2 impiegando 
uno script; le molecole di POPC rimaste fuori dal buco formato dal dimero sono 
state rimosse a mano usando InsightII con l'aiuto degli occhiali stereoscopici. 
La s-HDL risultante è stata inserita in un box cubico 15 x 15 x 15 nm3 e solvatata 
con acqua SPC; il sistema è stato neutralizzato con 20 ioni Na+, minimizzato e 
simulato in due step: 1) 500 ps di position-restrained MD con una forza isotropa 
(1000 kJ/mol nm2 ) applicata a tutti gli atomi della proteina in modo da permettere 
sia la fuoriuscita dell'acqua dal bilayer lipidico sia il rilassamento del solvente; 2) 15 
ns di MD. Per l'analisi della traiettoria si è scartato il primo nanosecondo, quindi si 
sono analizzati 14 ns. E' stato usato il software GROMACS 3.2.1 con il campo di 
forze GROMOS96 modicato secondo Berger et al. [25] per implementare 
correttamente le proprietà dei lipidi. Tutte le simulazioni sono state condotte a 300 K 
e ad 1 bar con una costante di accoppiamento per la temperatura di 0.1 ps e di 1.0 ps 
per la pressione, in entrambi i casi applicando l'algoritmo di accoppiamento debole 
di Berendsen; il timestep è stato posto a 0.001 ps. Per il trattamento sia delle 
interazioni di Coulomb sia per quelle di van der Waals è stato usato un twin-range 
cut-off di 1.0/1.7 nm con la ricerca degli atomi vicini aggiornata ogni 10 step. La 
MD è stata calcolata in 6 job di un mese ciascuno usando otto processori del cluster 
Avogadro Linux supercomputer del Consorzio Interuniversitario Lombardo per 
l’Elaborazione Automatica (CILEA http://www.supercomputing.it ). 
 

Risultati e discussione 

HDL3 ottenute sia da soggetti controllo sia da portatori della mutazione Milano sono 
state digerite con tripsina in un esperimento di time-course: l'apoA-II risulta essere 
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molto resistente alla tripsina in entrambi i campioni testati. Nelle HDL3 contenenti 
apoA-IM la suscettibilità al taglio proteolitico cresce nell'ordine: apoA-I < apoA-IM-
apoA-II < apoA-IM-apoA-IM. La maggiore disponibilità di siti di taglio nelle forme 
omo- ed etero-dimeriche della apoA-IM rispetto alla apoA-I wild-type suggerisce che 
esistano sostanziali differenze strutturali tra le due proteine, in contrasto con l'idea 
che l'apoA-I e l'apoA-IM nelle HDL abbiano entrambe la medesima struttura a belt 
[2]. 

Fig.1 Pattern della proteolisi in tripsina per HDL3 contenenti apoA-IM (a) e controllo (b). 
 
L'analisi della traiettoria della MD della s-HDL mostra come un'iniziale 
stabilizzazione geometrica si attui nelle prime fasi della simulazione: lo spostamento 
del backbone rispetto alla posizione iniziale misurato come root mean square 
deviation (RMSD) sui carboni a si attenua dopo 4 ns e raggiunge un plateau dopo 8 
ns. Il raggio di girazione diminuisce fino ad un valore minimo stabile di 4.2 nm 
dopo 8 ns, misura pienamente in accordo con i valori riportati in letteratura [26]. Il 
numero di interazioni tra le catene proteiche (legami idrogeno) aumenta di circa il 
10% durante i primi 100 ps di simulazione, ma poi fluttua solamente; il numero di 
ponti salini non varia nel tempo. Al contrario il numero di legami idrogeno tra 
proteina e lipidi continua a crescere, mostrando un incremento del 25% dopo 15 ns 
rispetto all'inizio della MD. Anche le energie dell'interazione proteina-proteina non 
variano in modo statisticamente signicativo. Invece le energie di interazione 



RESEARCH ACTIVITIES ON HIGH PERFORMANCE COMPUTING CLUSTERS AT CILEA – 2006 

 �

 
74 

proteina-lipidi diminuiscono fino a raggiungere un plateau a circa 7 ns per la 
componente Coulombiana a breve distanza e a circa 9 ns per l'energia di Lennard-
Jones. Questi dati suggeriscono che l'aumento del numero di interazioni tra le 
apolipoproteine e i POPC agisca come forza trainante per la riorganizzazione 
strutturale della s-HDL durante la simulazione. Il numero di aminoacidi in struttura 
secondaria diminuisce gradualmente di circa un 8%, equalmente distribuito nelle 4 
catene proteiche e raggiunge plateau a circa 12 ns. Possiamo concludere che le 
catene polipeptidiche sono sostanzialmente meno strutturate nella s-HDL contenente 
(apoA-IM-apoA-II)2 rispetto alle strutture cristallografiche di partenza. 

 
Fig.2 (a) Numero di residui in struttura secondaria; (b) raggio di girazione; (c) RMSD; (d) 
RMSF. 
Fig.3 (a) Numero di legami idrogeno proteina-proteina; (b) numero di legami idrogeno 
proteina-lipide; (c) 
energie di interazione Coulombiane short-range proteina-lipide; (d) energie di interazione di 
Lennard-Jones 
proteina-lipide. 
 
Uno spettro CD di una s-HDL, ricostituita con apoA-IM-apoA-II purificato dal 
plasma e POPC, misura a 222 nm un'ellitticità molare media per residuo di -24.70 
mgradi, corrispondenti ad un contenuto di elica del 74%. Il calcolo della struttura 
secondaria con DSSP [27] sull'ultimo frame della MD minimizzato riconosce 391 
aminoacidi in a-elica, 9 in 3-elica e 13 in 5-elica, per un contenuto di elica totale 
pari al 75%; quindi l'accordo tra il dato sperimentale e quello computazionale è 
pressoché perfetto. 
 



RESEARCH ACTIVITIES ON HIGH PERFORMANCE COMPUTING CLUSTERS AT CILEA – 2006 

 �

 
75 

Fig.4 .Spettro CD per apoA-IM-apoA-II purificato dal plasma. 
 
Il grafico della root mean square fluctuation (RMSF) mostra due picchi di 
fluttuazione in corrispondenza dei C-terminali delle catene delle apoA-IM. La 
diminuzione del numero di residui strutturati e l'aumento della flessibilità della 
proteina dimostrato dalla MD concorda perfettamente con il dato della suscettibilità 
alla proteolisi. E' interessante osservare che il maggior numero di siti di taglio siano 
localizzati nelle zone con alta RMSF; inoltre l'apoA-IM presenta molte altre zone ad 
alta RMSF, fatto che può spiegare la suscettibilità alla proteolisi di questo mutante 
nella sua forma etero-dimerica. Dai dati di dinamica molecolare e dinamica 
essenziale si osserva nel tempo che i C-terminali delle apoA-IM si avvicinano al core 
lipidico e la struttura in toto diventa più compatta. Si nota, inoltre, che la proteina 
aumenta la sua deformazione out-of-plane, deviando marcatamente dalla 
conformazione planare a belt. Si riconoscono 4 punti di snodo e tutti sono nei pressi 
di residui di prolina. 
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Fig.5 (a) Porcupine plot, scostamento dei carboni a proiettato lungo il primo autovettore 
calcolato da Dynamite 
[41] ; (b) struttura della proteina iso-orientata prima della MD rappresentata come ribbon. 
 
Nella costruzione della s-HDL la maggioranza delle molecole di POPC sono state 
aggiunte automaticamente da uno script, però il numero e la posizione dei fosfolipidi 
sono stati poi rifiniti a mano. La s-HDL così ottenuta contiene 112 molecole di 
POPC; il rapporto fosfolipidi:apoA-IM (56:1) che ne risulta è molto simile al valore 
sperimentale (61:1) osservato per una s-HDL contenente la forma troncata di apoA-I 
lunga 200 residui [28]. Durante la simulazione nessun fosfolipide si stacca dalla s-
HDL e i cambiamenti nel tempo delle energie lipide-lipide e proteina-lipide 
confermano un riarrangiamento favorevole verso una particella più stabile. 
In conclusione la stabilità durante la MD della struttura generata in silico, la 
correlazione tra i parametri calcolati e quelli misurati, la conformità delle 
caratteristiche sperimentali con le proprietà simulate sono a supporto della bontà del 
modello di (apoA-IM-apoA-II)2 proposto. 
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