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ABSTRACT 

(i 

M o l e c u l a r  m o t i o n s  a n d .  c o n f o r m a t i o n ( s )  o f  l i p i d s  i n  h u m a n  

p l a s m a  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s ,  HDL2 ( d e n s i t y  = 1 . 0 6 3 - 1 . 1 2 5  

g / m L )  a n d  HDL3 ( d e n s i t y  = 1 . 1 2 5 - l r 3 1  g / r n L )  h a v e  b e e n  s t u d i e d  b y  

2 ~ -  a n d  3 1 ~  N M R .  ~ h & ' ' a c ~ l  c h a i n  o r g a n i z a t i o n  o f  l i p i d s  was. 

q u a n t i f i e d  b y  t h e  C - 2 ~  b o n d  o r d e r  p a r a m e t e r ,  SCD,  w h i c h  m e a s u r e s  

t h e d t i m e - a v e r a g e d  a n g u l a r  e x c u r s i o n s  o f  t h e  C - 2 ~  b o n d  a b o u t  t h e  

a x i s  o f  m o t i o n a l  a v e r a g i n g .  

S e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  were  . i n c o r p o r a t e d  

( - 5  m o l  %) i n t o  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  o f  HDL2 a n d  HDL3. A t  - 2 5 ' ~  

- 
t h e  a v e r a g e  o r d e r  pa rame te r ,  S C D ,  f o r  t h e  c h a i n  p o s i t i o n s  C2 - C6 

= 0 . 3 2  a n d  0.'38 f o r  HDL2 a n d  HDL3, r e s p e c t i v e l y .  F o r  c o m p a r i s o n ,  - 
- 

5  m o l  % s e l e c t i v e l y  d e u t e r a , t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n  s o n i c a t e d  u n i -  
.d 

l a m e l l a r  v e s i c l e s  c o m p o s e d  o f  p h o ~ p h a t i d y l c h o l i n ~ / s p h i n g o m y e l i n  
- - 

y i e l d e d  S C D  = 0 . 0 9 .  T h i s  v a l u e  i s  3 - 5  t i m e s  l o w e r  t h a n  in HDL 

- 
a n d  2 t i m e s  l o w e r  t h a n  p h o s p h o l i p i d  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s .  

P o s s i b l e  r e a s o n s  f o r  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  t h r e e  s y s t e m s  a r e  

d i s c u s s e d .  
- 

C h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  a l o n g  t h e  a c y l  

c h a i n  was  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  c o r e  o f  r e c o n s t i t u t e d  HDL. T h e  

L~ N M R  l i n e  w i d t h s  ( 4 3 0 - 3 5 0  Hz )  f o r t h e  C 2  - C6 d e u t e r o n s  a r e  

c o n s i s t e n t  w i t h  a n  a v e r a g e  e s t e r  c o n f o r m a t i o n  w h e r e i n  t h e  e s t e r  

a c y l  c h a i n  i s  e x t e n d e d .  U s i n g  a r a d i u s ,  R = 4 . 0  n m ,  o b t a i n e d  

f r o m  e l e c t r o n  m i c r o s c o ' p y ,  a l i n e  w i d t h  = 2 3 5 0  Hz f o r  a s t a t i c  

2  i a l l - t r a n s  C H 2 w a s  c a l c u l a t e d ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  c o n -  

7'  

i i i  



s i d e r a b l e  e s t e r  c h a i n  m o t i o n s  i n  t h e  HDL c o r e .  

I 

I 2~ l o n g i t u d - i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s  T1 (38.8 MHz; - 2 5 O C )  f o r  I 

I d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n  t h e  m o n o l a y e r - o f  HDL2 a n d  HDL3 a n d  , - I 
1 

t h e  c o r e - l o c a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  HDL were 
/ I - 

15 - + 2  m s  ( ~ ' 8 ~ )  a n d  1 7 0  - t 1 7  m s  ( c ~ H ~ ) .  h t  61..4 MHz a n d  2 5 O ~  

= 2 3  2 2  m s  f o r  [ 5 , 5 ~ 6 , 6 - ~ ~ ~ ] -  a n d  1 9 0  - t 1 9  m s  f o r  [ 1 6 , 1 6 y 1 6 - 2 ~ 3 ]  
Z 

p a l m i t i c  a c i d  i n  HDL3. T h e  f r e q u e n c y  d e p e n d e n c e  o f  T 1  S u g g e s t s  

t h e  p r e s e n c e  o f  s l o w  m o f i o n s  i n f l u e n c i n g  T1. E u r t h e r m o r e ,  HDL3 

t u m b l i n g  ( Tt -5 x  lo -*  s )  may  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  T I *  

T h e  l a t e r a l  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  p h o s p h o l i p i d s  i n  HDL2 

- 
w a s  ( 2 + 1 )  - x  10-*cm2 s - I  a t  25OC.  T h e  3 1 ~  r e s i d u a l  c h e m i c a l  

- z 

s h i f t  a n i s o t r o p y  (CSA) ,  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f i e l d  a n d  v i s c o s i t y  
- - 

d e p e n d e n c e  o f  3 l P  N M R  l i n k  w i d t h ,  was 6 9  ppm a n d  7 5  p p m ,  res-  
- 

p e c t i v e l y .  T h e s e  v a l u e s  a r e  l a r g e r  t h a n  t h e  CSA 4 5  p p m  i~ 
i .  

p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s ,  s u g g e s t i n g  c o n f o r m a t i o n a 1  a n d / o r  m o t i o n a l  

d i f f e r e n c e s  o f  t h e  h e a d  g r o u p  i n  t h e  t w o  s y s t e m s .  
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INTRODUCTION 
4 

P l a s m a  l i p o p r o t e i n s  a r e  l i p i d - p r o t e i n  c o m p l e x e s  w h i c h  a c t  a s  

v e h i c l e s  f o r  f a t  t r a n s p o r t  (1) .  U n d e r  f a s t i n g  c o n d i t i o n s  t h e s e  

c o m p l e x e s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  f o u r  t y p e s  o f  l i p o p r o t e i n s  o n  

t h e  b a s i s  o f  t h e i r  s i z e ,  h y d r a t e d  d e n s i t y ,  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  

a n d  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  ( T a b l e  I ) . '  C h y l o m i c r o n s  a n d  v e r y  

l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  (VLDL) a r e  t h e  l i p o p r o t e i n s  t h a t  c a r r y  

t r i g l y c e r i d e s  f r o m  s i t e s  o f  a b s o r p t i o n  a n d  s y n t h e s i s  t o  s i t e s  o f  

s t o r a g e  a n d  u t i l i z a t i o n .  Low d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  ( L D L ) ,  a  

d e g r a d a t i o n  p r o d u c t  o f  VLDL ( 2 ) ,  i s  t h e  m a j o r  c h o l e s t e r o l -  

c a r r y i n g  l i p o p r o t e i n  i n  h u m a n  p l a s m a .  T h u s ,  i t  i s  t h e  o n l y  k n o w n  

a t h e r o g e n i c  l i p o p r o t e i n .  T h e  b i o c h e m i c a l  p a t h w a y  o f  LDL u p t a k e  

by c e l l s  a n d  i t s  d e p o s i t i o n  o n  t h e  a r t e r i a l  w a l l  was e l u c i d a t e d  

b y  G o l d s t e i n  a n d  B r o w n .  T h e  r e a d e r  i n t e r e s t e d  i n  d e t a i l s  i s  

r e f e r r e d  t o  r e v i e w  a r t i c l e s  (3-5). ' 

I n  1 9 7 5 ,  M i l l e r  a n d  Mi l l e r  ( 6 )  s h o w e d  a n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  
C ., 

b e t w e e n  p l a s m a  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  (HDL) c o n c e n t r a t i o n s  a n d  . 

t h e  r i s k  o f  i s c h a e m i c  h e a r t  d i s e a s e .  I n  s p i t e  o f  m u c h  e f f o r t  

c a u s a l i t y  h a s  n o t  b e e n  s h o w n .  T h e r e  i s  g e n e r a l  a g r e e m e n t  t h a t  

HDL c o u l d  s e r v e  t w o  f u n c t i o n s  ( 7 ) .  F i r s t l y ,  i t  i s  i n v o l v e d  i n  

I t  r e ' v e r s e  c h o l e s t e r o l  t r a n s p o r t " ,  i . e .  t h e  t r a n s p o r t  o f  

c h o l e s t e r o l  f r o m  t h e  p e r i p h e r a l  t i s s u e s  t o  t h e  l i v e r ,  t h e  m a i n  

o r g a n  o f  c h o l e s t e r o l  u t i l i z a t i o n .  S e c o n d l y ,  i t  p l a y s  a c e n t r a l  

r o l e  i n  t h e  c a t a b o l i s m  o f  c h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL a n d  t h u s  i s  

i n v o l v e d  i n  f a t  t r a n s p o r t  ( 8 ) .  D u r i n g  t h e  c a t a b o l i s m  o f  t r i -  

g l y c e r i d e - r i c h  p r o t e i n s  HDL a c t s  a s  a n  a c c e p t o r  o f  a p o  A 



TABLE 1 

Protein and Lipid Composition of Ma-lor Lipoprotein Classes A 

l ~ r o t e i n  

'phospholipids 

l ~ h o l e s t e r o l  

lcholesteryl 
Esters 

l ~ r i ~ l y c e r i d e  

ensity 

adius (nm) 

HDL2 I LDL VLDL Chylomicron 

lweight percent composition. 

* ~ r o m  reference (24). 



p r o t e i n s  ( s e e  T a b l e  2 )  p h o s p h o l i p i d s  a n d  f r e e  c h o l e s t e r o l  ( 9 ) :  

I n  b o t h  o f  t h e  a b o v e  f , u n c t i o n s  a n  e n z y m e  L e c i t h i n :  C h o l e s t e r y l  

A c y l  T r a n s f e r a s e  (LCAT) i s  i n v o l v e d  ( 1 0 ) .  T h e  e x c h a n g e a b l e  c h o l -  

e s t e r o l  i n  HDL i s  e s t e r i f i e d  t o  c h o l e s t e r y l  e s t e r  b y  LCAT. T h u s ,  

HDL i s  a s i t e  o f  p l a s m a  c h o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a t i o n  ( 1 1 ) .  T h e  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  i s  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  o t h e r  l i p o p r o t e i n s ,  VLDL 

a n d  LDL, w h i c h  d e l i v e r s  i t  t o  c e l l s  ( 1 2 - 1 7 ) .  

I n  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  HDL i n  c h o l e s t e r o ~ l  

h o m e o s t a s i s ,  w e  h a v e  s t u d i e d  t h e  s - t r u c t u r e  a n d  d y n a m i c s  o f  

c h o l e s t e r y l  e s t e r s  a n d  p h o s p h o l i p i d s  i n  HDL b y  N M R  m e t h o d s .  

I S t r u c t u r e  o f  H i g h  D e n s i t y  L i p o p r o t e i n  
5 

11 H i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  i s  a q u a s i "  s p h e r i c a l  p a r t i c l e  

w i t h  a r a d i u s  o f  3 0 - 5 0  ( 1 8 - 2 3 ) .  T h e  p r o t e i n  p b r t  d f  H D L  
H 

( a p o p r o t e i n )  i s  e m b e d d e d  i n  t h e  m i c e l l a r  s t r u c t u r e  f o r m e d  b y  t h e  

p h o s p h o l i p i d s .  T h e  h y d r o p h o b i c  c o r e  o f  t h e  m i c e l l e  i s  f i l l e d  

w i t h  n e u t r a l  l i p i d s  s u c h  a s  t r i g 1 , y c e r i d e s  a n d  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  

( 2 4 ) ,  ( F i g u r e  1) .  

A .  A p o p r o t e i n  

T h e  m a j o r  p r o t e i n s  o f  H D L  a r e  a p o  A - I  a n d  a p o  A - I 1  ( s e e  

- 
T a b l e  2 ) .  A p o  A - I  i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  p e p t i d e  ( M . W .  2 8 , 0 0 0  

D a l t o n s )  h a v i n g  n e a r l y  t w i c e  t h e  n u m b e r  o f  m o l e c u l e s  a s  a p o  A - I 1  

p e r  HDL p a r t i c l e .  T h e  ' l a t t e r  p e p t i d e  i s  a d i m e r  w h o s e  m o l e c u l a r  

- 
w e i g h t  i s  17 ,000  D a l t o n s  ( 2 5 - 2 8 ) .  



F i g u r e  1. T h e  s t r u c t u r a l  m o d e l  o f  H D L  . T h e  s k e t c h  i s  h a l f  o f  
t h e  c r o s s - s e c t i o n  t h r o u g h  s p  e r i c a l  p a r t i c l e .  F i g u r e  
t a k e n  f r o m  r e f e r e n c e  ( 2 2 ) .  

a 

I .  P r o t e i n  $ *% 

2 .  P h o s p h o l q p i d  
3.  C h o l e s t e  JP 
4 .  C h o l e s t g  E s t q  
5 .  T r i g l y g g  

* "f' 



TABLE 2  

C h e m i c a l  C o m p o s i t i o n  o f  Human P l a s m a  L i p o p r o t e i n  

T a b l e  t a k e n  f r o m  r e f e r e n c e  2 0 .  

A p o p r o t e i n s  
C h y l o m i c r o n s  

P e r c e n t  C o m p o s i t i o n  o f  A p o p r o t e i n s  

VLDL LDL HDL2 HDL3 



T h e  H D L  a p o p r o t e i n s  a r e  b e l i e v e d  t o  b e  l o c a t e d  o n  t h e  s u r -  

f a c e  o f  HDL. S m a l l  a n g l e  x - r a y  s c a t t e r i n g  r e v e a l e d  a r a d i a l  

e l e c t r o n  d e n s i t y  s u g g e s t i n g  s u r f a c e  l o c a t i o n  o f  t h e  a p o p r o t e i n s  

( 2 9 , 3 0 ) .  T h e  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  r e v e a l e d  t h a t  

J m o r e  t h a n  9 0 %  o f  t h e  f r e e  a m i n o  g r o u p s  a r e  a c c e s s i b l e  t o  m o d -  

i f i c a t i o n  b y  s u c c i n i c  a n h y d r i d e  ( 3 1 ) :  P e p t i c  d i g e s t i o n  o f  HDL - 

a l s o  s u p p o r t s  t h e  - a b o v e  h y p o t h e s i s  ( 3 2 ) .  

I n  a n o t h e r  s t u d ' y  t h e  e n z y m e s  t r y p s i n  a n d  c h y m o t r y p s i n  were 
. - 

b o u n d  t o  a g a r o s e  g e l s .  T h e  b o u n d  e n z y m e s  w e r e - a l l o w e d  t o  d i g e s t  

w h o l e  HDL. I n  a l l  c a s e s  a p o  A - I 1  was  c l e a v e d  m o r e  r a p i d l y  t h a n  

Apo A - I .  T h i s  d i f f e r e n c e  i n  a p o  A - I  a n d  a p o  A-.II w a s  a l s o  s h o w n  

b y  t h e i m m u n o l o g i c a l r e a c t i v i t y ,  a s  o n l y  1 0 - 2 0 %  o f  a p o  A - I  i n  HDL 

r e a c t s  w i t h  i t s  s p e c i f i c  a n t i b o d y .  I n  c o n t r a s t ,  e s s e n t i a l l y  a l l  

o f  t h e  a p o  A - I 1  r e a c t e d  w i t h  a n t i - a p o  A - I 1  ( 3 3 ) .  When HDL p a r t -  - 
i c l e s  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  r a d i o i o d i n a t e d  a p o  A- 

I ,  t h e  r a d i a c t i v e  A - I  was  f o u n d - = t o  b i n d  t o  HDL a n d  d i s p l a c e  a p o  

A - I  t o  a m a x i m u m  o f  2 m o l  o f  a p o  A - I  p e r  m o l  o f  HDL. T h e  r e s t  

w a s  n o t  d i s p l a c e a b l e  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r g e  e x c e s s  o f  a p o  

A - I  i n  t h e  m e d i u m  ( 3 4 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  a r e  a t  l e a s t  

t w o  p o o l s  o f  a p o  A - I  o n  t h e  HDL p a r t i c l e .  T h e  c r o s s - l i n k i n g  

r e a c t i o n  o f  ~6-~3,16-phosphatidylcholine i n c o r p o r a t e d  i n  HDL i s  

4 0 %  g r e a t e r  w i t h  a p o  A - I  t h a n  a p o  A - 1 1 .  I t  was c o n c l u d e d  t h a t  

a p o  A - I  i s  b u r i e d  d e e p e r  i n  t h e  HDL p a r t i c l e  t h a n  a p o  A - I 1  ( 3 5 ) .  

T h e  b i f u n c t i o n a l  c r o s s - l i n k i n g  r e a g e n t  1,5-difluoro-2-4-diritro- 

. b e n z e n e ,  w a s  u s e d  t o  f i n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  o n  

H D L .  R e s u l t s  s h o w e d  a p o  A - I  a n d  a p o  A - I 1  t o  b e  c r o s s - l i n k e d .  

B u t  n o  c r o s s - l i n k i n g  was o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  same a p o p r o t e i n s .  



H e n c e  i t  was c o n c l u d e d  t h a t  a p o  A - I  a n d  a p o  A - I 1  a r e  a d j a c e n t  t o  

e a c h  o t h e r  a n d  n e i t h e r  A - I  n o r  A - I 1  s e l f - a s s o c i a t e s  ( 3 6 ,  3 7 ) .  

U p o n  h e a t i n g  t h e  HDL p a r t i c l e  a b o v e  6 0 • ‹ C  a b r o a d ,  d o u b l e -  

p e a k e d  e n d o t h e r m  i s  o b s e r v e d  b y  d i f f e r e n t i a l  s c a n n i n g  
. . 

c a l o r i m e t r y .  T h e  f i r s t  c o m p o n e n t  ( p e a k  . $ e m p e r a t u r e  = 7 1 • ‹ C )  

c o r r e s p o n d s  t o  a s e l e c t i v e  r e l e a s e  o f  a p o  A - I  f r o m  t h e  HDL 

p a r t i c l e .  T h e  s e c o n d  c o m p o n e n t  ( p e a k  t e m p e r a t u r e  = 9 0 o C )  

c o r r e s p o n d s  t o  a g e n e r a l  d i s r u p t i o n  o f  t h e  HDL p a r t i c l e  w i t h  

r e l e a s e  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r  a n d  a p o  A - 1 1 .  I t  was s u g g e s t e d  t h a t  

a p o  A - I  i s  l e s s  i m p o r t a n t  t h a n  a p o  A - I 1  i n  m a i n t a i n i n g  t h e  HDL 

a p o l a r  l i p i d s  i n  t h e  f o r m  o f  a  s t a b l e  m i c r o e m u l s i o n  (38).  

T h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  a p o p r o t e i n s  i n  HDL i s  n o t  k n o w n .  

B a s e d  u p o n  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e ,  S e g r e s t  -- e t  a l .  ( 3 9 ,  4 0 )  p r o p o s e d  

t h a t  t h e  a p o p r o t e i n s  f o r m  a n  a m p h i p a t h i c  h e l i c a l  s t r u c t u r e  s u c h  

t h a t  t h e  c h a r g e d  a m i n o  a c i d s  a r e  e x p o s e d  t o  t h e  p o l a r  ( w a . t e r )  

s u r f a c e  a n d  t h e  n o n  p o l a r  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  i n t e r a c t  w i t h  t h e  

a c y l  c h a i n s  o f  t h e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e .  T h e s e  h e l i c a l  s e g m e n t s  

a r e  o r i e n t e d  p a r a l l e l  t o  t h e  c u r v e d  s u r f a c e  o f  HDL. 

B .  P h o s p h o l i p i d s  

T h e  m a j o r  p o l a r  l i p i d s  ( p h o s p h a t i d y l c h o l i n e :  s p h i n g o m y e l i n ,  

4 : 1 ,  w t / w t )  a r e  b e l i e v e d  t o  b e  l o c a t e d  s u c h  t h a t  t h e i r  h e a d  

g r o u p s  a r e  e x p o s e d  t o  t h e  a q u e o u s  m e d i u m  - ( 4 1 ) .  A s  s t a t e d  

e a r l i e r ,  l o w  a n g l e  x - r a y  d i f f r a c t i o n  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  e l e c t r o n  



d e n s e  r e g i o n  o f  t h e  HDL p a r t i c l e  i s  l o c a t e d  i n  a 1 2 8  s h  

s u r f a c e  o f  t h e  p a r t i c l e  ( 2 9 , 3 0 ) .  S t u d i e s  w i t h  p a r  

q u e n c h i n g  r e a g e n t s  M ~ + ~ / E D T A  a n d  E U + ~  h a v e  s h o w n  t h a t  

85% o f  t h e  3 1 ~  N H R  s i g n a l  i s  a f f e c t e d  by t h e s e  r e a g e n t  

r 

M o r e  r e c e n t l y ,  HDL p a r t i c l e s  were e x p o s e d  t o  p  
-. P 

A2. T h e  e n z y m e  h y d r o l y s e d  a l l  o f  t h e  p h o s p h a t i d  l c h o l i n e  t o  
-3 i 

l y s o p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  ( 4 4 & +  T h e r e f o r e ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  

t h a t  m o s t  o f  t h e  p h o s p h o l i p i  g r o u p s  a r e  l o c a t e d  a t  t h e  

s u r f a c e  o f  HDL. 

T h e  a m p h i p a t h i c  h e l i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  a p o p r o t e i n  m o d e l  

( 3 9 , 4 0 )  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  z w i t t e r i o n i c  p h o s p ' h o l i p i d  h e a d  g r o u p s  

i n t e r a c t  w i t h  t h e  c h a r g e d  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s .  I f  t h i s  i n t e r -  

a c t i o n  w e r e  t o  o c c u r  t h e n  t h e  c o n f o r m a t i o n  a n d / o r  t h e  m o b i l i t y  o f  

t h e  h e a d  g r o u p s  a r e  e x p e c t e d  t o  b e  d i f f e r e n t  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  

a b s e n c e  o f  a p o p r o t e i n s .  B r e w e r  a n d  A s s m a n  ( 4 5 )  a n d  S t o f f e l  - e t  

a l e  ( 4 6 )  h a v e  d e t e r m i n e d  13c T l s  o f  t h e  q u a t e r n a r y  a m m o n i u m  - 
m e t h y l  g r o u p  o f  t h e  c h o l i n e  m o i e t y  i n  r e c o m b i n e d  HDL p a r t i c l e s  

a n d  p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s .  S i m i l a r  v a l u e s  o f  T I  w e r e  f o u n d  i n  
b o t h  s y s t e m s .  T h i s  w a s  t a k e n  a s  e v i d e n c e  t h a t  t h e  p r o t e i n  a n d  

t h e  p h o s p h o l i p i d  h e a d  g r o u p  d o  n o t  i n t e r a c t  i n  HDL. A n d r e w s  - e t  

a l .  ( 4 7 )  r e a c h e d  s i m i l a r  c o n c l u s i o n s  f o r  t h e  r e c o n s t i t u t e d  - 
p o r c i n e  a p o  A - I  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  c o m p l e x .  I n  t h e s e  s t u d i e s  

s i m i l a r  1~ T l s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  c h o l i n e  m o i e t y  p h o s p h a t i d y l -  

c h o l i n e  v e s i c l e s ,  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  Apo A - I  c o m p l e x ,  a n d  n a t i v e  

p o r c i n e  H D L .  



We b e l i e v e  t h e  a b o v e  i s  i n s u f f i c i e n t  e v i d e n c e  t o  r u l e  o u t  

a n y  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  h e a d  g r o u p  a n d  t h e  p r o t e i n  

b e c a u s e  T l  " m e a s u r e m e n t s  a r e  s e n s l ' t i v e  t o  f a s t  m o t i o n s ~  I n  a d d -  

i t i o n ,  t h e  a b o v e  a u t h o r s  e x a m i n e d  t h e  q u a t e r n a r y  m e t h y l  g r o u p  * 
w h i c h  i s  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e  t o  c h a n g e s  i n  m o t i o n .  L~ 

, T h e r e  h a s  b e e n  v e r y  l i t t l e  i n f o r m a t i o n  p r e s e n t e d  o n  t h e  a c y l  

c h a i n s  o f  p h o s p h o l i p i d s .  I H  N M R  o f  n a t i v e  HDL r e v e a l e d  n a r r o w  

l i n e  w i d t h s  f o r  t h e  m e t h y l e n e  s e g m e n t s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  a c y l  

c h a i n s  ( 4 8 ) .  H e n c e  i t  was s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c y l  c h a i n s  o f  

p h o s p h o l i p i d s  p o s s e s s  s i g n i f i c a n t  m o b i l i t y .  I n  c o n t r a s t ,  5- 

d o x y l s t e a r a t e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  HDL3 e x h i b i t e d  a -  n e a r l y  i m m o b i l -  

i z e d  e l e c t r o n  s p i n  r e s o n a n c e  s p e c t r u m  w i t h  S m o l  = 0.7. 

C .  C h o l e s t e r y l  E s t e r s  

C h o l e s t e r y l  e s t e r s  c o m p r i s e  a b o u t  1 5 %  o f  t h e  p a r t i c l e .  T h e  

m a j o r  f a t t y  a c i d s  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  a r e  l i n o l e i c  a c i d  ( 5 2 % ) ,  

o l e i c  a c i d  ( 1 9 % )  a n d  p a l m i t i c  a c i d  ( 1 1 % )  ( 4 9 ) .  

M o s t  m o d e l s  o f  H D L  s t r u c t u r e  ( F i g u r e  1 )  d o  n o t  a d d r e s s  t h e  

a r r a n g e m e n t  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r s .  I t  i s  g e n e r a l l y  a s s u m e d  t h a t  

t h e  e s t e r  e x i s t s  i n  t h e  c o r e  o f  HDL i n  a n  o i l - l i k e  f l u i d  w h i c h  i s  

s e p a r a t e  f r o m  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  ( 5 0 ) .  I t  i s  a l s o  p r o p o s e d  

t h a t  m u c h  o f  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  H D L  p a r t i c l e  d e p e n d s  u p o n  t h e  

h y d r o p h o b i c  b o u n d a r y  b e t w e e n  t h e  c o r e  a n d  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  

t h e  p h o s p h o l i p i d  m o n o l a y e r  ( 5 1 ,  5 2 ) .  T h e  m o d e l  o f  V e r d e r y  a n d  



N i c h o l s  ( 5 3 )  a d d r e s s e s  i t s e l f  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a r r a n g e m e n t  

o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  i n  H D Z Z  a n d  HDL3. HDL3 i s  a s m a l l e r  p a r t -  

i c l e  ( < 8 0  ?I d i a m e t e r )  a n d  t h e  e s t e r  a c y l  c h a i n  i s  f o l d e d  o v e r  t h e  

0 -  
s t e r o i d  n u c l e u s ,  w h e r e a s  i n  HDLz ( - 1 0 0 ~  d i a m e t e r )  t h e  e s t e r  a c ~ l  

c h a i n  e x t e n d e d .  B a s e d  o n  x - r a y  s c a t t e r i n g  L a g g n e r  a n d  M u l l e r  - 

( 5 4 )  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  a r e  e x t e n d e d  a n d  a r e  

a, 
a r r a n g e d  i n  a r a d i a l l y  s y m m e t r i c  m a n n e r  i n  HDL.. I n  a d d i t i o n ,  t h e  . 

I \  d e s t e r s  i n t e r d i g i t a t e  w i t h  t h e  a c y l  c h a i n s  o f  t h e  s u r f a c e  p h o s p h o -  

l i p i d s .  The  s i z e  d i f f e r e n c e s  i n  HDLZ and  HDL3 s i m p l y  r e f l e c t  t h e .  

e x t e n t  o f  i n t e r d i g i t a t i o n .  Our  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  
,. ./. 

l a t t e r  m o d e l  ( 5 8 )  ( s e e  S e c t i o n  D . I .  p p .  1 5 0 - 1 6 3 ) .  . - .  

S i n c e  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  HDL c h o l e s t e r y l  e s t e r s  c a n  b e  

r e a d i l y  e x c h a n g e d  i n t o  o t h e r  l i p o p r o t e i n s ,  s u c h  a s  VLDL a n d  LDL, 

i t  i s  h y p o t h e s i z e d  t h a t  s o m e  e s t e r  m u s t  b e  d i s s o l v e d  i n  t h e  

p h o s p h o l i p i d  m o n o l a y e r  s o  t h a t  i t  b e c o m e s  a v a i l a b l e  t o  t h e  p l a s m a  

e x c h a n g e  p r o t e i n .  C u s h l e y  a n d  c o - w o r k e r s  ( 5 5 - 5 8 )  h a v e  d e m o n -  

/ -- 
s t r a t e d  t h a t  c h o l e s t e r y l  e . t e r s  c a n  b e  d i s s o l v e d  i n  l a m e l l a r  

b i l a y e r s  u p  t o  5 m o l  %. -= T h e r e f o r e ,  by  a n a l o g y ,  i t  i s  p o s s i b l e  

7 s o m e  e s t e r  may b e  d i s s o l v e d  i n  t h e  m o n o l a y e r  o f  HDL, a l t h o u g h -  n o  
i-- 1 , 

-/ e v i d e n c e  h a s  y e t  b e e n  made a v a i l a b l e  t o  s u p p o r t  t h i s  c o n j e c t u r e .  

F l u o r e s c e n c e  d e p o l a r i z a t i o n ,  e x p e r i m e n t s  w i t h  o f -  p y r e n e  

e x c i m e r  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  l i p i d s  o f  HDL a_fe m o r e  v i s c o u s . t h a n  

t h e  l i p i d s  e x t r a c t e d  f r o m  HDL (59, 6 0 ) ,  a n d  *no t h e r m a l  t r a n s i t i o n  +: 
h a s  b e e n  d e t e c t e d  ( 5 9 ) .  Pt w a s  t h e r e f o r e  c o n c l u d e d  t h a t  a p o - *  

p r o t e i n s  may r e s t r i c t  t h e  m o b i l i t y  o f  s o m e  o f  t h e  HDL l i p i d s .  



T h i s  f ' i n d i n g  i s  s u p p o r t e d  b y  d i f f e r e n t i a l :  s c a n n i n g  c a l o r i m e t r y .  

T h e  a b s e n c e  o f  a n y  t r a n s i t i o n  b e t w e e n  O•‹C-600C i n  n a t i v e  H D L  i s  

i n  c o n t r a s t  t o  t h e  e x t r a c t e d  l i p i d s  f r o m  HDL w h i c h  s h o w  a r e v e r s -  

i b l e  l i q u i d  c r y s t a l l i n e  t r a n s i t i o n  20•‹C-40•‹C). . B a s e d  u p o n  t h e s e  

o b s e r v a t i o n s ,  T a l l  -- e t  a l .  ( 4 0 )  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  a b s e n c e  o f  a  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  p h a s e  t r a n s i t i o n  i n  i n t a c t  H D L  may i n d i c a t e  a n  
- 

i h t e r a c t i o n  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r  m o l e c u l e s  w i t h  t h e  p r o t e i n  p h o s -  

p h o l i p i d  s u r f a c e  t h a t  p r e v e n t s  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  o r g a n i z e d  

l i p i d  p h a s e .  

N M R  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  p o s s e s s  

s i g n i f i c a n t  m o b i l i t y .  H a m i l t o n  -- e t  a l .  ( 6 5 - 6 8 ) ,  u s i n g  13c N M R  

aC 
h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  c h ~ l e s t e r ~ ~ m o i e t y  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  

u n d e r g o e s  a n i s o t r o p i c  m o t i o n s  i n s i d e  t h e  HDL p a r t i c l e .  T h e  

m o t i o n  o f  t 6 e  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  i n  H D L  was  c o m p a r e d  t o  t r i -  

g l y c e r i d e / c h o l e s t e r y l  e s i e r s  m i x t u r e  ( 6 7 - 6 8 ) .  l 3 ~  N M R  s p e c t r a  

s i m i l a r  t o  n a t i v e  HDL w e r e  o b t a i n e d .  H e n c e ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  

t h a t  t h e  m o t i o n ( s )  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  i n  HDL w a s  d u e  t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  t r i g l y c e r i d e s  i n  HDL. We c h a l l e n g e  t h i s  e x p l a n a t i o n  

a s  w e  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  e s t e r  p r e s e n t  i n  r e c o n s t i t u t e d  H D L  h a s  

s i g n i f i c a n t  m o b i l i t y  e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t r i g l y c e r i d e s  ( s e e  
i 

S e c t i o n  D . I .  p-p. 1 5 0 - 1 6 3 ) .  

D .  C h o l e s t e r o l  

9 

T h e  u n e s t e r i f i e d  c h o l e s t e r o l  c o m p r i s e s  a b o u t  5% by w e i g h t  o f  

t h e  H D L  p a r t i c l e .  The  l o c a t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  i n  t h e  l i p o p r o t e i n  

i s  c o n t r o v e r s i a l  i s s u e .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  c h o l e s t e r o l  h a s  t w o  



l o c a t i o n s :  s u r f a c e  m o n o l a y e r  a n d  

l o c a t i o n  i s  c o n t r o v e r s i a l  b e c a u s e  

c h o l e s t e r o l  w o u l d  p r o b a b l y  p r e f e r  

T h e  a m o u n t  o f  c h o l e s t e r o l  i n  HDL 

t h e  c o r e  o f  HDL. T h e  l a t t e r  

t h e  p o l a r  h y d r o x y l  g r o u p  o f  

t o  b e  n e a r  t h e  a q u e o u s  p h a s e ,  

- 
c o r r e s p o n d s  30 m o l  % w i t h  

r e s p e c t  t o  p h o s p h o l i p i d s .  T h e r e f o r e ,  t h e  HDL m o n o l a y e r  c o u l d  

e a s i l y  a c c o m m o d a t e  a l l  o f  t h e  c h o l e s t e r o l .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  i n -  

c o r p o r a t e  a's m u c h  a s ' 5 0  m o b %  c h o l e s t e r o l  i n  p h o s p h o l i p i d  b i -  

l aye r s  (69) .   everth he less, c h o l e s t e r o l 5  h a s  f i n i t e  s o l u b i l i t y  i n  

t h e  c o r e  c o m p o n e n t s ,  i . e .  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  a n d  t r i g l y c e r i d e  

I 

E v i d e n c e  i n  f a v o u r  o f  t h e  c o r e  l o c a t i o n  o f  c h o l e s t e r o l '  c o m e s  

f r o m  13c N M R  s t u d i e s  ( 7 1 , 7 2 ) .  I n  n a t u r a l  a b u n d a n c e  13c N,MR 

s p e c t r a  o f  n a t i v e  HDL a t  350C,  t h e  C5 p o s i t i o n  o f  f r e e  a n d  e s t e r -  
I 

i f i e d  c h o l e s t e r o l  o c c u r  a t  141.2 ppm a n d  139.7 ppm r e s p e c t i v e l y .  

~ h c  r a t i o  o f  t h e  i n t e g r a t e d  i n $ n s i t y  o f  t h e  C 5  r e s o n a n c e  o f  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  t o  t h a t  o f  c h o l e s t e r o l  ( 5 : l )  w a s  f o u n d  t o  b e  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  t h e s e  s p e c i e s ~  

( 3 : l )  a s  d e t e r m i n e d  by c h e m i c a l  a n a l y s i s .  H e n c e  i t  w a s  c o n c l u d e d  

t h a - t  c h o l e s t e r o l  e x i s t s  i n  m o r e  t h a n  o n e  p o o l  i n  H D L .  

I n  a n o t h e r  s t u d \ y  c h o l e s t e r o l  s e l e c t i v e l y  e n r i c h e d  i n  13c a t  

t h e  C4 p o s i t i o n  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  r e c o n s t i t u t e d  H D L ,  b o t h  i n  

t h e  a b s e n c e  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  n e u t r a l  l i p i d s  ( 7 3 ,  7 4 ) .  H D L  

r e c o n s t i t u t e d  w i t h o u t  n e u t r a l  l i p i d s  y i e l d e d  a  s i n g l e  r e s o n a n c e  

a t  4 1 . 7  ppm f r o m  t h e  l a b e l l e d  c h o l e s t e r o l  a s  i n  t h e  c a s e  o f  e g g  

p h o s p h a t i d y 1 c h o 1 i n e / c h o 1 e s t e r o 1  v e s i c l e s .  H o w e v e r ,  i n  t h e  



p r e s e n c e  o f  n e u t r a l  l i p i d s  a n  a d d i t i o n a l  r e s o n a n c e  a t  4 2 . 2  ppm 

was a l s o  o b s e r v e d .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  40% o f  t h e  c h o l e s t e r o l  

i s  l o c a t e d  i n  t h e  c o r e  a n d  t h e  r e m a i n i n g  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  

s u r f a c e  m o n o l a y e r .  - 

R e c e n t l y , .  C o w b u r n  a n d  c o - w o r k e r s  (75) ,  u s i n g  2 - d i m e n s i o n a l  

1 3 ~ - 1 8  c o r r e l a t i o n  s p e c t r o s c o p ' g  s h o w e d  t h a t  a t  a r e s o l u t i o n  o f  

- 
0 . 5  p p m ,  n o n e  o f  t h e  HDL l i p i d s  e x h i b i t  p a r t i t i o n i n g  b e t w e e n  

d i f f e r e n t  s t r u c t u r a l  e n v i r o n m e n t s ,  i.e. b e t w e e n  t h e  s u r f a c e  a n d  

t h e  c o r e .  

F r o m  t h e  a b o v e  p a r a g r a p h s  i t  i s  c l e a r  t h a < t  t h e  d e t a i l s  o f  

l i p i d  d y n a m i c s  i n  HDL a r e  n o t  k n o w n .  T p e  a c y l  c h a i n s  o f  p h o s p h o -  

l i p i d s  a n d  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  a r e  i n a c c e s s i b l e  t o  I H  & 13c N M R  

s p e c t r o s c o p y  b e c a u s e  t h e  a c y l  c h a i n  r e s o n a n c e s  a r e  f o u n d  t o  

o v e r l a p .  I n  a d d i t i o n - ,  HDL h a s  c o m p l e x  c o m p o s i t i o n  w h i c h  m a k e s  i t  

d i f f i c u l t . t o  e x t r a c t  m e a n i n g f u l  r e s u l t s  f r o m  t h e  n a t i v e  s y s t e m s .  

We h a v e  o v e r c o m e  t h e s e  p r o b l e m s  i n  t h e  f o l l o w i n g  w a y s .  F i r s t l y ,  

we h a v e  e m p l o y e d  2~ N M R  w h i c h  i s  s u p e r i o r  t o  1 3 ~  a n d  1 H  N M R  

b e c a u s e  2~ N M R  r e l a x a t i o n  a f f e c t s  a r e  d o m i n a t e d  b y  q u a d r u p ' o l a r  

i n t e r a c t i o n  ( s e e  T h e o r y  s e c t i o n s ,  A & B pp .17-24) .  S e c o n d l y ,  w e  

u s e d  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  l i p i d s ,  h e n c e  t h e  a s s i g m e m n t  o f  p e a k s  

w a s  u n a m b i g u o u s .  T h i r d l y ,  i n  s t u d y i n g  c h o l e s t e r o l  e s t e r s  w e  

e m p l o y e d  r e c o n s t i t u t e d  HDL w h i c h  w a s  d e v o i d  o f  a n y  c h o l e s t e r o l  

a n d . , t r i g l y c e r i d e s .  F o u r t h l y ,  w e  s t u c i e d  p h o s p h o l i p i d  u n i l a m e l l a r  

v e s i c l e s  a s  m o d e l s  o f  t h e  HDL p h o s p h o l i p d  s u r f a c e  m o n o l a y e r .  



U n i l a m e l l a r  Ves ic les  

P h o s p h o l i p i d s  a r e  a m p h i p h i l i c  m o l e c u l e s  c o m p o s e d  o f  n o n -  

p o l a r  f a t t y  S a c i d s  e s t e r i f i e d  t o  t h e  p o l a r  h e a d  g r o u p  ( 7 6 ,  7 7 ) .  

T h e  m o s t  common p h o s p h o l i p i d  i s  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e .  U n d e r  a n -  

h y d r o u s  c o n d i t i o n s ,  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  e x h i b i t s  t h e r m o t r o p i c  

m e s o m o r p h i s m  w i t h  a n  i s o t r o p i c - m e l t  o f  a p p r o x i m a t e l y  2300C.  Upon 

t h e  a d d i t i o n  o f  water p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  h a s  a d d i t i o n a l  t r a n s -  

i t i o n s ,  e x i b i t i n g  l y o t r o p i c  m e s o m o r p h i s m  ( 7 7 - 8 0 ) .  T h e  s t r u c t u r e  

f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  water  i s  t h e  l a m e l l a r  p h a s e ,  c h a r a c t e r -  

i z e d  b y  t h e  o c c u r r e n c e  o f  d o m a i n s  o f  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s  

s e p a r a t e d  b y  w a t e r .  T h e  p o ' l a r  h e a d  g r o u p s  a r e  e x p o s e d  t o  t h e  

a q u e o u s  p h a s e ,  w h i l e  t h e  a c y l  c h a i n s  f o r m  t h e  i n n e r  p a r t  o f  t h e  

b i l a y e r .  When t h e  wa te r  c o n t e n t  i s  i n c r e a s e d  ( l i p i d :  water ,  1:1, 

w t / w t ) ,  c o n c e n t r i c  b i l a y e r s  o f  1 0 0 - 1 0 0 0  nm d i a m e t e r s  a r e  f o r m e d .  

T h e s e  s t r u c t u r e s  a r e  c a l l e d  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s .  An i m p o r t -  

a n t  f e a t u r e  o f  m a n y  p h o s p h o l i p i d s  i n  wat-er  i s  t h e  r e v e r s i b l e  
.. . 

t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t  g e l - l i q u i d  c r y s t a l l i n e  p h a s e ' t r a n s i t i o n .  

T h i s  t r a n s i t i o n  i s  m a r k e d l y  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  t y p e  o f  a c y l  

c h a i n .  F o r  e x a m p l e ,  f o r  d i s t e a r o y l  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  t h e  me l t -  

i n g  t r a n s i t i o n  o c c u r s  a t  58OC w h i l e  f o r  t h e  c o r r e s p o n d i n g  mono- 

u n s a t u r a t e d  c o m p o u n d  d i o l e y l  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  t h e  t r a n s i t i o n  

t e m p e r a t u r e  i s  - 2 0 • ‹ C .  T h e  a c y l  c h a i n s  a d o p t  n e a r l y  a l , . l - t r a n s  

p a r a l l e l  s t r u c t u r e s  i n  t h e  g e l  p h a s e  w h i l e  i n  t h e  l i q u i d - c r y s t a l -  

l i n e  p h a s e  t h e y  e x i s t  i n  a h i g h l y  d i s o r d e r e d  o r  f l u i d - l i k e  s t a t e  

( 7 7 ) .  T h e  d e g r e e  o f  a n i s o t r o p i c ' m o t i o n  i n  t h e  l i q u i d  c r y s t a l l i n e  

s t a t e  h a s  b e e n  s t u d i e d  b y  s e v e r a l  t e c h n i q u e s  ( 7 6 ,  81,  8 2 ,  9 0 ) .  

T h e  m o s t  r e l i a b l e  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  a c y l  c h a i n  d y n a m i c s  h a s  



b e e n  o b t a i n e d  b y  2~ N M R .  T h e s e  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  . t h a t  t h e  

/ 
a v e r a g e  a l i g n m e n t  o f  p h o s p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s  a b o v e  t h e  g e l -  

l i q u i d  c r y s t a l l i n e  t r a n s i t i o n  i s  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  b i l a y e r  

s u r f a c e  ( 9 5 , 9 9 ) ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  C2 s e g m e n t  o f  t h e  - s n - 2  

c h a i n  w h i c h  i s  p a r a l l e l  t o  t h e  b i l a y e r  s u r f a c e .  T h e  o r i e n t a t i o n -  

a 1  o r d e r  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s  e x h i b i t  a c h a r a c t e r i s t i c  

p r o f i l e  i n  t h e  l i q u i d  c r y s t a l l i n e  p h a s e .  T h e  r e g i o n  e n c o m p a s s i n g  

C2-C9 s e g m e n t s  p o s s e s s  a l m o s t  c o n s t a n t  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  (SCD 
- 

0 . 2 0 )  c a l l e d  t h e  " o r d e r i n g  p l a t e a u " .  T h e r e  i s  a p r o g r e s s i v e  

d e c r e a s e  i n  t h e  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  f r o m  C 1 0  o n w a r d s  t o  t h e  

t e r m i n a l  m e t h y l  w h e r e  a  m i n i m u m  i s  o b s e r v e d .  

U l t r a s o n i c  i r r a d i a t i o n  o f  m u l t i l a m e l l a r  d i s p e r s i o n s  r e s u l t s  

i n  s p h e r i c a l  s t r u c t u r e s  o f  < 5 0  nm ( 8 3 - 8 6 ) .  T h e s e  s t r u c t u r e s  a r e  

f o r m e d  b y  a  s i n g l e  c l o s e d  b i l a y e r  w h i c h  s e p a r a t e s  a n  i n n e r  

a q u e o u s  c o m p a r t m e n t  f r o m  b u l k  wa te r .  U n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a l s o  

u n d e r g o  a r e v e r s i b l e  g e l - l i q u i d  c r y s t a l i n e  p h a s e  t r a n s i t i o n .  B u t  

t h i s  t r a n s i t i o n  i s  b r o a d e r  a n d  o c c u r s  a t  a l o w e r  t e m p e r a t u r e  t h a n  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  ( 8 2 ) .  T h e r e  i s  m u c h  

c o n t r o v e r s y  r e g a r d i n g  w h e t h e r  f a t t y  a c y l  c h a i n  o r d e r  a n d  m o b i l i t y  

a r e  d i f f e r e n t  i n  t h e s e  h i g h l y  c u r v e d  v e s i c l e s  a s  c o m p a r e d  t o  

m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  ( 1 0 3 ,  8 2 ,  8 7 ,  88 ,  8 9 ) .  T h e  c o n t r o v e r s y  

s t e m s  f r o m  t h e  f a c t  t h a t  t h e  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  e x h i b i t  n e a r l y  

h i g h  r e s o l u t i o n  I H  N M R  s p e c t r a  w h e r e a s  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  

e x h i b i t  b r o a d  s p e c t r a .  C h a n  a n d  c o - w o r k e r s  ( 8 2 , 1 O O ) , c l a i m  t h a t  

N M R  l i n e s  o b s e r v e d  f o r  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a r e  l a r g e l y  d u e  t o  a n  

i n c r e a s e  i n  s t r u c t u r a l  d i s o r d e r .  B l o o m  -- e t  a l .  ( 1 0 3 )  a n d  S t o c k t o n  



e t  a l .  ( 1 0 6 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e  -- 
s p e c t r a  c a n  b e  e x p l a i n e d  l a r g e l y  b y  t h e  i s o t r o p i c  t u m b l i n g  a n d  

t h e  l a t e r a l  d i f f u s i o n  of  p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s  a r o u n d  t h e  c u r v e d  

- v e s i c l e s  ( 8 9 , 1 1 7 ) .  W e  h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  i n d e e d  t h e  2~ N M R  

s p e c t r a  o f  v e s i c l e s  c a n  b e  e x p l a i n e d  i n  l a r g e  p a r t  b y  t h e  a b o v e  

m e n t i o n e d  i s o t r c r p i c  m o t i o n s .  H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  s o m e  

s t r u c t u r a l  d i s o r d e r  m u s t  b e  i n v o k e d  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  2 ~  N M R  
- < 

l i n e  w i d t h s  ( s e e  S e c t i o n s  D. 11, V I ,  pp.167-175;  204-210) .  
'3 



THEORY 

D e u t e r i u m  NMR 

A .  I n t r o d u c t i o n  
b 

. . 
D e u t e r i u m  N M R  i s  a v a l u a b l e  t e c h n i q u e  c o m p a r e d  t o  o t h e r  

m a g n e t i c  r e s o n a n c e  m e t h o d s  w h e n  a p p l i e d  t o  b i o l o g i c a l  m e m b r a n e s .  

T h e  l o w  n a t u r a l  a b u n d a n c e  o f  a d e u t e r o n  ( 0 . 0 1 5 6 % )  t o g e t h e r  w i t h  
-, 

t h e  ease  o f  s e l e c t i v e  d e u t e r a t i o n  y i e l d s  r e s o n a n c e s  w h i c h  c a n  b e  

a s s i g n e d  u n a m b i g u o u s l y .  T h i s  may b e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c a r b o n - 1 3  

a n d  p r o t o n  N M R  o f  m e m b r a n e s  w h e r e  m a n y  r e s o n a n c e s  a r e  f o u c d  t o  

o v e r l a p .  S i n c e  t h e  v a n  d e r  W a a l s  r a d i i  o f  t h e  t w o  i s o t o p e s  a r e  

s i m i l a r ,  s e l e c t i v e  d e u t e r a t i o n  l e a v e s  t h e  m e m b r a n e  s t e r i c a l l y  

u n p e r t u r b e d .  O t h e r  m e t h o d s  s u c h  a s  e l e c t r o n  s p i n  r e s o n a n c e  a n d  

f l u o r p s c e n c e  s p e c t r o s c o p y  u t i l i z e  b u l k y - p r o b e s  w h i c h  may d i s t o r t  

' & t h e  m e m b r a n e  s t r u c t u r e  s u c h  t h a t  i n a c c u r a t e  i n f e r e n c e  m a y  b e  

d r a w n  ( 9 1 , 9 2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  d e u t e r i u m  N M R  r e l a x a t i o n  t imes  a r e  

d o m i n a t e d  by a s i n g l e  r e l a x a t i o n  m e c h a n i s m  ( q u a d r u p o l a r  i n t e r -  

a c t i o n ) ;  w h i c h  e n a b l e s  o n e  t o  i n t e r p r e t  2~ N M R  s p e c t r a  i n  a 

s t r a i g h t f o r w a r d  m a n n e r .  H o w e v e r ,  t h e  2~ N M R  t e c h n i q u e  h a s  a 
-. 

s e r i o u s  d i s a d v a n t a g e  i n  t h a t  l a r g e  a m o u n t s  ( m i l l i g r a m  q u a n t i t i e s )  

o f  t h e  s a m p l e  a r e  r e q u i r e d .  N e v e r t h e l e s s ,  2~ N M R  i s  a p o w e r f u l  

t e c h n i q u e  f o r  s t u d y i n g  m o l e c u l a r  m o t i o n  a n d  c o n f o r m a t i o n  i n  b i o -  

l o g i c a l  s y s t e m s  ( 9 3 - 9 8 ) .  k- 



B .  T h e  P o w d e r  P a t t e r n  

T h e  d e u t e r i u m  n u c l e u s  p o s s e s s e s  a s p i n  q u a n t u m  n u m b e r  I = 1. 

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  e x t e r n a l  m a g n e t i c  f i e l d  H o ,  t h e  m a g n e t i c  

e n e r g y  o f  i n t e r a c t i o n  r e s u l t s  i n  2 I + 1 e n e r g y  l e v e l s .  T h e  

m a g n e t i c  e n e r g y  l e v e l s  a r e  e q u a l l y  s p a c e d  ( s e e  F i g u r e  2 ) ,  a n d  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  a n y  q u a d r u p o l a r  e f f e c t s ,  t h e  a l l o w e d  t r a n s i t i o n s ,  

m = -1 ++ m = 0 a n d  m = 0 ++ m = + 1 ,  g i v e  r i s e  t o  a s i n g l e  N M R  

s i g n a l .  H o w e v e r ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  m a g n e t i c  m o m e n t ,  t h e -  2~ 

n u c l e u ' s  a l s o  p o s s e s s e s  a n  e l e c t r i c  q u a d r u p o l e  m o m e n t ,  Q. T h i s  i s  

d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  n u c l e a r  c h a r g e  d i s t r i b u t i o n  d e p a r t s  f r o m  

s p h e r i c a l  s y m m e t r y  a n d  may b e  v i e w e d  a s  a n  e l l i p s o i d  ( F i g u r e s  2  - 
a n d  3 ) .  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  e l e c t r i c  q u a d r u p o l e  w i t h  t h e  

e l e c t r i c  f i e l d  g r a d i e n t  a t  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  n u c l e u s  m o d i f i e s  

t h e  m a g n e t i c  e n e r g y  l e v e l s  a n d  r e m o v e s  t h e  d e g e n e r a c y . o f  t h e  t w o  

t r a n s i t i o n s .  T h e  e n e r g y  l e v e l s  m = + 1 a n d  m = - 1 a r e  r a i s e d  t o  

t h e  same e x t e n t ,  w h i l e  t h e  m = 0 l e v e l  i s  l o w e r e d  b y  a s i m i l a r  

a m o u n t .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  d e u t e r i u m  s i g n a l  s p l i t s  i n t o  t w o  

r e s o n a n c e s  c e n t e ~ e d  a b o u t  t h e  L a r m o u r  f r e q u e n c y ,  - v o  ,- ( s e e  F i g u r e  

2 )  

T h e  i n t e r a c t i o n  e n e r g y  d e p e n d s  o n  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  

q u a d r u p o l e  w i t &  r e s p e c t  t o  t h e  s y m m e t r y  a x i s  o f  t h e  l o c a l  e l e c -  

t r i c  f i e l d  g r a d i e n t .  T h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  l o c a l  f i e l d  g r a d i e n t  

a l o n g  X ,  Y ,  Z a x e s  i s  g i v e n  b y  V,,, V y y  a n d  . T h e  l a r g e s t  

c o m p o n e n t  o f  t h e  f i e l d  g r a d i e n t  i s  V,, = e q .  It i s  c o n v e n i e n t  t o  

d e f i n e  a n  a s y m m e t r y  p a r a m e t e r ,  q: 



8. 

F i g u r e  2 :  T h e  l e f t  h a n d  s i d e  o f  t h e  f i g u r e  c o n t a i n s  t h e  e n e r g y  
l e v e l s  f o r  a  s p i n  I = 1 s y s t e m  w i t h  a n d  w i t h o u t  q u a d -  
r u p o l a r  i n t e r a c t i o n s .  T h e  i n s e r t  d e s c r i b e s ,  
s c & m a t i c a l l y ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a  q u a d r u p o l a r  n u c l e u s  
o f  e l l i p s o i d a l  c h a r g e  d i s t r i b u t i o n  w i t h  a n  a r r a y  o f  
f o u r  p o i n t  c h a r g e s  f o r  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  s p i n  o r i e n t -  
a t i o n s .  F i g u r e  f r o m  r e f e r e n c e  93.  



magnetic qua drupole 

energy energy 



F o r  a C-D b o n d ,  w h e r e  t h e  e l e c t r i c  f i e l d  g r a d i e n t  i s  approx ima te :  

l y  a x i a l l y  s y m m e t r i c ,  t h e  r e s o n a n c e  f r e q u e n c i e s ,  ( V 1  a n d  V p )  f o r  

t h e  t w o  s i g n a l s  a r e  g i v e n  by  
- 

w h e r e  5 i s  t h e  m a g n e t o g y r i c  r a t i o  o f  t h e  d e u t e r o n ,  h  i s  P l a n c k ' s  

c o n s t a n t ,  e q  i s  t h e  v a l u e  o f  t h e  e l e c t r i c  f i e l d  g r a d i e n t  a l o n g  

t h e  C-D b o n d  a x i s  a n d  8 i s  t h e  a n g l e  b e t w e e n  t h e  a x i s  o f  

s y m m e t r y  o f  t h e  e l e c t r i c  f i e l d  g r a d i e n t  a n d  t h e  a p p l i e d  m a g n e t i c  

f i e l d .  T h e  f r e q u e n c y  s e p a r a t i o n ~ u ~ ( 0 )  = (V1 - v 2 )  o f  t h e  t w o  

s i g n a l s  h a s  a n  a n g u l a r  d e p e n d e n c e  g i v e d  by 

F o r  a  p o l y c r y s t a l l i n e  s a m p l e ,  w h e r e  t h e  C-D b o n d s  a r e  r a n d o m l y  

o r i e n t e d ,  t h e  a n g l e  Q h a s  a l l  p o s s i b l e  v a l u e s .  T h e  s u m m a t i o n  o f  

0 )  o v e r  a l l  a n g l e s  i n  a s p h e r e  y i e l d s  t h e  s o - c a l l e d  p o w d e r  

p a t t e r n  ( s e e  F i g u r e  3 ) .  T h e  p r o b a b i l i t y  maximum o c c u r s  when  9 = 

90 '  a n d  v a n i s h e s  a t  8 = 0' a n d  8 = 180' .  T h e  f r e q u e n c y  s e p a r -  



F i g u r e  3:  D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  a  s i n g l e  c r y s t a l  o r e e n t e d  a t  
v a r i o u s  a n g l e s  e w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  m a g n e t i c  f i e l d  
( l o w e r  t r a c i n g s ) .  The d i f f e r e n t  s h a d i n g s  r e f e r  t o  t h e  
t w o  d i f f e r e n t  t r a n s i t i o n s  m =-- 1  ct, m = 0 a n d  m 3 0- 
m = + 1 .  The  u p p e r  t r a c i n g  i s  t h e  p o w e r - p a t t e r n  o b -  
t a i n e d  f r o m  a  p o l y c r y s t a l l i n e  s a m p l e ,  F i g u r e  t a k e n  
from r e f e r e n c e  98. 





a t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  m a x i m a  ( 9 = 90•‹) i s  c a l l e d  t h e  q u a d -  

r u p o l a r  s p l i t t i n g ,  AVQ; h e n c e ,  : 

w h e r e  ( e 2 q ~ )  i s  c a l l e d  t h e  q u a d r u p o l a r  c o u p l i n g  c o n s t a n t .  
h  

C .  A n i s o t r o p i c  M o t i o n s  

F o r  a  C-D b o n d  o f  m e t h y l e n e  t y p e  p r e s e n t  . i n  a p o l y c r y s t a l -  
o9 

l i n e  s a m p l e  avQ h a s  t h e  v a l u e  o f  ' 1 2 6  k~z.' T h e  q u a d r u p o l a r  
4P - 

s p l i t t i n g s  o b s e r v e d  f o r  t h e  d e u t e r a t e d  a c y l  c h a i n s  o f  m u l t i -  

l a m e l l a r  d i s p e r s i o n s  o f  p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  

> 
p h a s e  a r e  <30 kHz s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  q u a d r u p o l a r  i n t e r a c t i o n  i s  

a v e r a g e d  o u t  by m o t i o n s .  T h e  a n i s o t r o p i c  m o t i o n s  r e s p o n s i b l e  f o r  

t h e  r e d u c t i o n  o f  AUQ a r e  t h e  f a s t  a n i s o t r o p i c  r o t a t i o n a l  

d i f f u s i o n  o f  t h e  a c y l  c h a i n s  a b o u t  t h e i r  l o n g  m o l e c u l a r  a x i s .  

T h e  p r e s e n c e  o f  c r o t a t i o n a l  d i f f u s i o n  a v e r a g e s  o u t  t h e  s t a t i c  

e l e c t r i c  f i e l d  g r a d i e n t  s u c h  t h a t  t h e  new e f f e c t i v e  f i e l d  g r a d -  t 

i e n t  i s  a x i a l l y  s y m m e t r i c  w i t h  r e s p e c t  t'o t h e  a x i s  o f  r o t a t i o n .  

I n  a d d i t i o n ,  A ~ Q  i s  f u r t h e r  r e d u c e d  by  t h e  f l u c t u a t i o n s  o f  t h e  

C-D b o n d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  d i r e c t o r  a x i s  o f  t h e  m e m b r a n e  b i - '  

l a y e r .  T h e  d i r e c t o r  i s  t h e  a x i s  a b o u t  w h i c h  t h e  m o l e c u l e s  

p e r f o r m  c y l i n d r i c a l l y  s y m m e t r i c  m o t i o n s .  T o  d e s c r i b e  t h e  

f l u c t u a t i o n s  o f  t h e  C-D b o n d  i n  t h e  X ,  Y ,  Z d i r e c t i o n ,  w e  

i n t r o d u c e  t h e  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  p a r a m e t e r ,  S. 



/- 
I t  

  he o r d e r S p a r a m e t e r s ,  S X X ,  S y y ,  a n d  S Z Z  m e a s u r e  t h e  a n g u l a r  

f l u c t u a t i o n s  o f  t h e  C-D bond  a b o u t  t h e  d i r e c t o r ,  w h e r e  t h e  Z a x i s  

, i s  d e f i n e d  a s  p a r a l l e l  t o  t h e  d i r e c t o r .  G i v e n  t h a t  S X X  + S y y  + ' 

0 

SZZ = 0; t w o  o r d e r  p a r a m e t e r s  a r e  n e e d e d  t o  d e s c r i b e  t h e  m o t i o n s  

- ,  o f  a s i n g l e  a e u t e r a t e d  m o l e c u l e .  H o w e v e r ,  f o r  a C-D b o n d . 7  

< 0 - 0 5 ,  h e n c e  S  = SZZ.  A l s o ,  t h e  d o m i n a n t  a x i s  o f  t h e  f i e l d  

g r a d i e n t  i s  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  C-D bond v e c t o r ,  t h e r e f o r e ,  SZZ = 

SCD. T h e  a n g u l a r  e x c u r s i o n s  o f  t h e  C-'D b o n d  a b o u t  t h e  d i r e c t o r  

i s  g i v e n  by t h e  c a r b o n - d e u t e r i u m  bond  o r d e r  p a r a m e t e r  SCD: 
i 

L - 

S c D  = 1 1 2  < 3 c 0 s 2 @  -I> 1 ( 7 1  

9' .- 
w h e r e  4 i s  t h e  a n g l e  b e t w e e n  t h e  C-D b o n d  a n d  t h e  d i r e c t o r  a x i s  

( F i g u r e  4 ) ,  a n d  t h e  a n g u l a r  b r a c k e t s  d e n o t e  a n  a v e r a . g e  o v e r  t h e  

r a n g e  o f  a n g l e s  t h a t  t h e  CyD b o n d  t r a v e r s e s  o n  t h e  t i m e s c a l e  o f  

t h e  :NMR e x p e r i m e n t .  H e n c e ,  t h e  q u a d r u p o l a r s p l i t t i n g  i n  e q u a t i o n  

S i s  m o d i f i e d  by  a  f a c t o r  S C D  
b 

The  u s e  ;f t h e  c a r b o n - d e u t e r i u m  bond o r d e r  p a r a m e t e r ,  SCD, 
, % t o  d e s c r i b e  t h e ' m e a n  o r i e n t a t i o n r o f  f l e x i b l e  m o l e c u l e s  c a n  b e  

. - much m o r e  i n v o l v e d .  An a s s y m p t i o n  made i n  o b t a i n i n g  e i u a t i o n  (8) 
+. 

i s  t h a t  t h e  ~ h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s  u n d e r g o  c y l i n d r i c a l l y  
- - ,  

c , .  
- , n  a b o u t  t h e  b i l a y e r  n o r m a l ,  i . e .  t h e  d i r e c t o r  a x i s  

4 



F i g u r e  4 :  I l l u s t r a t i o n s  o f  t h e  v e c t o r s  and a n g l e s  r e l e v a n t  t o  t h e  
l i p i d  c h a i n  m o t i o n s .  Ho i s  t h e  d i r - e c t i o n  o f  t h e  
a p p l i e d  m a g n e t i c  f i e l d .  The d i r e c t o r ,  d ,  i s  S o r m a l  t o  
t h e ,  b i l a y e r  s u r - f a c e .  The m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n  v e c t o r  
i s  t h e  C-D bond. F i g u r e  t a k e n  from r e f e r e n c e  100 .  



Di rec to r ,  d 

- - 

I '  
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7 

i s  p a r a l l e l  t o  t h e  b i l a y e r  n o r m a l .  S e e l i g  a n d  S e e l i g  ( 9 9 )  h a s  

shown  t h i s  t o  b e  t h e  case f o r  p h o s p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s ,  a t  l e a s t  

o n  t h e  d e u t e r i u m  N M R  . t i m e  scale .  S t u d i e s  w i t h  o r i e n t e d  b i l a y e r s  

h a v e  s h o r n .  t h a t  t h e  q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g  o f  a CS d e u t e r a t e d  
@ 

d i p a l m i t o y l  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  c o l l a p s e s  i f  t h e  b i l a y e r  i s  i n -  

c l i n e d  a t  t h e  m a g i c  a n g l e  ( 5 4 . 9 )  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  m a g n e t i c  

f i e l d .  H o w e v e r ,  i n  t h e  c a s e  o f  p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s  a n d  l i p o -  
/ 

: p r o t e i n s  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  d i r e c t o r  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  
1 i 

p a r t i c l e  s u r f  a c e  i s ' n o t  k n o w n .  T h e r e  i s ,  h o w e v e r ,  s u g g e s t i v e  
/ 

e v i d e n c e  t h a t  t h e  a x i s  o f  m o t i o n a l  a v e r a g i n g . i n  t h e  l a r g e  u n i -  

l a m e l l a r  v e s i c l e s  i s  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  b i l a y e r  n o r m a l  o n  t h e  , 

f l u o r e s c e n c e  t i m e  s c a l e  (101) .  F o r  p u r p o s e s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

w e  w i l l  a s s u m e  t h a t  t h e  d i r e c t o r  i s  p e r p e n d i c u l a r  t o  s u r f a c e  o f  

- v e s i c l e s  a n d  l i p o p r o t e i n s .  

T h e r e  a r e  s i t u a t i o n s  w h e r e  t h e  m o l e c u l e s  i n  l i q u i d  c r y s t a l -  

l i n e  s a m p l e s  r e - o r i e n t  s l o w l y  a b o u t  t h e  d i r e c t o r  ( 1 0 2 ) .  U n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  m o l e c u l a r  m o t i o n s  a r e  n o ' l o n g e r  

c y l i n d r i c a l l y  s y m m e t r i c  a n d  SCD h a s  c o n t r i b ' u t i o n s  f r o m  b o t h  c h a i n  

r e o r i e n t a t i o n  a n d  c h a i n  i s o m e r i z a t i o n  ( F i g .  4 ) ,  v i i :  

a n d  S o  = 1 / 2  < 3  C O S ~ ~  - I > ;  

Sgeom. = 1 / 2  < 3  C O S ~ Y  - I >  

w h e r e  S o  i s  t h e  m o l e c u l a r  o r d e r  p a r a m e t e r  f o r  t h e  i n s t a n t -  

2 8 



a n e o u s  c h a i n  o r i e n t a t i o n  a n d  Sgeom. i s  t h e  i n t r a m o l e c u l a r  c h a i n  

i s o m e r i z a t i o n  o r d e r  p a r a m e t e r .  T h e  a n g l e s u  a n d  T a re .  s h o w n  i n  

F i g u r e  4. 

D .  I s o t r o p i c  M o t i o n s  

-- 
I f  t h e  i s o t r o p i c  m o t i o n s  a r e  v e r y  m u c h  f a s t e r  t h a n  t h e  

q u a d r u p o l a r  c o u p l i n g  c o n s t a n t ,  i .e .  T c  < <  ( e Z q q / h ) - l  a v e r a g i n g  

o f  t h e  q u a d r u p o l a r  i n t e f a c t i o n  o c c u r s  a n d  t h e  " p o w d e r - p a t t e r n ' '  i s  

r e d u c e d  t o  a L o r e n t z i a n  l i n e s h a p e .  F o r  s u c h  l i n e s h a p e s  t h e  o r d e r  

p a r a m e t e r ,  S C D ,  c a n n o t  b e  m e a s u r e d  d i r e c t l y .  T h e  a b s o r p t i o n  

c u r v e  c a n  b e  a n a l y s e d  by t h e  m e t h o d  o f  m o m e n t s  t o  y i e l d  a n  o r d e r  

p a r a m e t e r .  

\ T h e  m o s t  i m p o r t a n t  m o m e n t  f o r  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  i t  h e  

s e c o n d  m o m e n t ,  M2 ( 1 0 3 - 1 0 5 ) .  

M 2  = 2 (w-w,) f (w) dw 

d i ( w )  d w 

w h e r e  w 0  i s  t h e  c e n t r a l  f r e q u e n c y  a n d  w i s  t h e  f r e q u e n c y  a w a y  

f r o m  t h e  c e n t r e  a n d  f ( w )  i s  t h e  N M R  l i n e s h a p e  f ~ n c t i o ~ .  I t  

s h o u l d  b e  n o t e d , t h a t  t h e  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  L o r e n t z i a n  l i n e s h a p e  

w o u l d  g i v e  a n  i n f i n i t e  v a l u e  f o r  t h e  s e c o n d  m o m e n t .  B u t  v e r y  f a r  

i n  t h e  w i n g s  w h e r e  t h e  a b s o r p t i o n  i s  t o o  w e a k  t h e  l i n e s h a p e  i s  

t r u n c a t e d ,  h e n c e ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  f o r  t h e  s e c o n d  moment  

a r e  f i n i t e .  T h e  s e c o n d  m o m e n t  f o r  a r i g i d  C - D  b o n d  i s  g i v e n  b y  

( 1 0 4 ) .  



P a r t i c l e  t u m b l i n g  i n  s o l u t i o n  a n d  l a t e r a l  d i f f u s i o n  o f  a 

m o l e c u l e  w i t h i n  t h e  v e s i c l e  b i l a y e r  o r  t h e  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e  

r e s u l t  i n  n a r r o w i n g  o f  t h e  2~ N M R  r e s o n a n c e .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  

a n y  o t h e r  m o t i o n s ,  t h e  w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t ,  W,'of t h e  L o r e n t z i a n  

l i n e  .is g i v e n  by ( 1 0 5 )  

w h e r e  T e  i s  t h e  e f f e c t i v e  c o r r e l a t i o n  t i m e  f o r  t h e  i s o t r o p i c  

m o t i o n s .  

A s  s t a t e d  e a r l i e r ,  p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s  u n d e r g o  f a s t  l o c a l  

a n i s o t r o p i c  m o t i o n s  ( c h a i n  i s o m e r i z a t i o n )  w h i c h  l e a d  t o  p a r t i a l  

a v e r a g i n g  o f  t h e  s t a t i c  q u a d r u p o l a r  c o u p l i n g  c o n s t a n t  by a  

f a c t o r ,  SCD. Hence  t h e  r i g i d  l a t t i c e  v a l u e  o f  M2 i s  r e d u c e d  t o  a 

r e s i d u a l  s e c o n d  m o m e n t ,  M2n, C o m b i n i n g  e q u a t i o n s  8 a n d  11 w e  

h a v e  

I f  t h e  l o c a l  m o t i o n s  a r e  v e r y  f a s t ,  i .e .  W 2  Z c  < < l ,  w h e r e  zc 
i s  t h e  c o r r e l a t i o n  t i m e  f o r  t h e  f a s t  m o t i o n s  t h e n  t h e  s p i n l a t t i c e  

r e l a x a t i o n  t i m e ,  T1 a n d  t h e  s p i n s p i n  r e l a x a t i o n  t i m e ,  T 2 ,  a r e  

e q u a l .  The  l i n e  w i d t h  m q t h e n  b e  e x p r e s s e d  a s  

I 



S u b s t i t u t i o n s  o f  e q u a t i o n  13 i n t a  1 4  y i e l d s  t h e  f o l l o w i n g  

e x p r e s s i o n  f o r  t h e  l i n e  w i d t h  ( 1 0 6 ) :  

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  o n l y  t w o  t y p e s  o f  m o t i o n s ,  i.e. i s o t r o p i c  

m o t i o n s  a n d  f a s t  l o c a l  m o t i o n s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  e x p l a i n  t h e  

o b s e r v e d  l i n e  w i d t h .  T h u s ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  o t h e r  s l o w  m o t i o n s  
- 

s u c h  a s  m o l e c u l a r  c h a i n  r e o r i e n t a t i o n  i s  n o t  c o n s i d e r e d  ( 1 0 0 ) .  

T h e  c o r r e l a t i o n  ' t imes ,  Te , ,  f o r  t h e  i s o t r o p i c  m o t i o n s  h a v e  

c o n t r i b u t i o n s  f r o m  t h e  a g g r e g a t e  t u m b l i n g  (rt ) a n d  t h e  l a t e r a l  

d i f f u s i o n  ( xD) o f  l i p i d  m o l e ~ c u l e s .  

T h e  term rt i s  g i v e n  by t h e  S t o k e s - E i n s t e i n  r e l a t i o n s h i p  

w h e r e  ZD i s  t h e  s o l v e n t  v i s c h s i t y ,  R i s  t h e  r a d i u s  o f  t h e  p a r t -  ,& 

i c l e ,  k i s  t h e  B o l t z m a n  c o n s t a n t  a n d  T i s  t h e  a b s o l u t e  

t e m p e r a t u r e .  



w h e r e  D i s  t h e  l a t e r a l  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  l i p i d  m o l e c u l e  2 n -  

t h e  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e  o r  t h e  p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e  b i l a y e r .  

T h e  l i n e  s h a p e  f o r  t h e  p h o s p h o l i p i d -  v e s i c l e s  a n d  o t h e r  

h e t e r o g e n e o u s  a g g r e g a t e s  i s  n o t  a  s i n g l e  L o r e n t z i a n  l i n e  b u t  a 

s u p e r p o s i t i o n  o f  L o r e n t z i a n  l i n e s .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  h e t e r o -  

g e n e i t y  i n  t h e  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  i n  t h e  s a m p l e .  

N e v e r t h e l e s s ,  by s t a t i s t i c a l l y  w e i g h t i n g  t h e  s i z e  d i s t r i b u t i o n ,  a 

l i n e  s h a p e  S ( V ) ,  c a n  b e  g e n e r a t e d  w h i c h  s i m u l a t e s  t h e  o b s e r v e d  

s p e c t r a  ( 1 0 7 ) .  

w h e r e  F i  i s  t h e  f r a c t i o n  o f  v e s i c l e s  i n  t h e  s i z e  c a t e g o r y  i a n d  

W i  s t h e  l i n e  , w i d t h  ( e q u a t i o n  1 4 ) .  f o r  t h e  i t h  s i z e .  T h e  term 
- 
Ri c o m p e n s a t e s  f o r  t h e  f a c t  t h a t  l a r g e r  v e s i c l e s  h a v e  g r e a t e r  

n u m b e r s  o f  p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s .  T h e  t e r m  A i s  a  s c a l i n g  

f a c t o r .  ~ ~ u a t i o n  17 i s  t h u s  a w e i g h t e d  l i n e  s h a p e  o f  n  s u p e r -  

i m p o s e d  L o r e n t z i a n  s i g n a l s  d u e  t o  d e u t e r o n s  i n  s m a l l  t o  l a r g e  

v e s i c l e  s i z e s .  F o r t u n a t e l y ,  f o r  t h e  1 i p o p r o t e i n s H D L  a n d  LDL t h e  

p a r t i c l e  s i z e  i s  h o m o g e n e o u s  e n o u g h  t o  y i e l d  a s i n g l e  2~ 

L o r e n t z i a n  l i n e  s h a p e .  



E .  S p i n  L a t t i c e  R e l a x a t i o n  

T h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g s  a n d  t h e  l i n e  

w i d t h s  g i v e s  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  t i m e  a v e r a g e d  o r i e n t a t i o n s  a n d  

t h e  a n g u l a r  f l u c t u a t i o n s  o f  t h ' e  s e g m e n t s  i n v o l v e d .  H o w e v e r ,  t h e  

r a t e  o f  s e g m e n t a l  m o t i o n s  i s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  m e a s u r e m e n t s  o f  

t h e  s p i n - l a t t i c e '  r e l a x a t i o n  t i m e ,  T1. 

Q u a l i t a t i v e l y ,  s p i n  l a t t i c e  r e l a x a t i o n  t ime  i s  a  m e a s u r e  o f  

t h e  e f f i c i e n c y  o f  a t t a i n i n g  t h e r m a l  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  s p i n  

a n d  i t s  s u r r o u n d i n g s  a f t e r  a p p l y i n g  a  r a d i o  f r e q u e n c y  p u l s e .  T h e  

m e c h a n i s m  w h e r e b y  t h e  s p i n s  a c h i e v e  t h e r m a l  e q u i l i b r i u m  i s  

s i m i l a r  t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  r e s o n a n c e  i n  a n  N M R  e x p e r i m e n t .  T h e  

d i f f e r e n c e  i s  t h a t  t h e  t r a n s i t i o n s  a r e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  

f l u c t u a t i n g  l o c a l  f  i e i d s  i n s t e a d -  o f  t h e  r a d i o  f r e q u e n c y  p u l s e  

u s e d  i n  a  N M R  e x p e r i m e n t .  1 F o r  d e u t e r i u m ,  r e l a x a t i o n  i s  t h e  

r e s u l t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  , t h e  n u c l e a r  q u a d r u p o l a r  m o m e n t s  w i t h  

i n h o m o g e n e o u s  e l e c t r i c  f i e l d  g r a d i e n t s  a t  t h e  s i t e  o f  n u c l e u s .  

T h e  g e n e r a l  e x p r e s s i o n  f o r  d e u t e r i u m  T1 i s  g i v e n  by ( 1 0 8 )  

2  w h e r e  ( e  q Q / h  ) 2  i s  a  m e a s u r e  o f  t h e  q u a d r u p o l a r  i n t e r a c t i o n  a n d  

J(W) i s  t h e  s p e c t r a l  d e n s i t y  f u n c t i o n  w h i c h  d e s c r i b e s  t h e  i n t e n s -  

i t y  o f  t h e  f i k l d  g r a d i e n t  a t  t h e  f r e q u e n c y  ( w ) .  F o r  s p i n  l a t t i c e  

r e l a x a t i o n  o n l y  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  L a r r h o r  f r e q u e n c y  (Wo) a n d  

t w i c e  t h e  L a r m o r  f r e q u e n c y  (2Wo) a r e  i m p o r t a n t .  



T h e  e x a c t  f o r m  o f  J ( W ) - i s  q u i t e  c o m p l i c a t e d  a n d  i s  d e p e n d e n t  

' u p o n  t h e  t y p e  o f  m o t i o n ( s )  i n v o l v e d .  F o r  a m o l e c u l a r  s e g m e n t  

u n d e r g o i n g  f a s t  i s o t r o p i c  m o t i o n ,  t h e  c o r r e l a t i o n  f u n c t i o n  i s  a 

s i n g l e  e x p o n e n t i a l ,  h e n c e  J(W) i s  g i v e n  b y :  

w h e r e  T, i s  t h e  c o r r e l a t i o n  t i m e  o f  t h e  m o t i o n .  

t r e m e  n a r r o w i n g  a p p r o x i m a t i o n  ( C/J:T: < < I )  m a y  b e  u s e d .  

E q u a t i o n  2 0  i s  t h e n  r e d u c e d  t o  

F o r  m a c r o m o l e c u l e s  o r  m o l e c u l a r  a g g r e g a t e s  s u c h  a s  HOL3, Tc 

c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  S t o k e s - E i n s t e i n  r e l a t i o n s h i p  e q u a t i o n  

( 1 7 ) .  T h e n ,  by  s u b s t i t u t i n g  e q u a t i o n  2 1  i n t o  2 0  a T1 c a n  b e  

c a l c u l a t e d .  T h e  f a i l u r e  o f  t h e  c a l c u l a t e d  -T1 t o  a c c o u n t  f o r  t h e  

o b s e r v e d  T1 i n d i c a t e ' s  a n i s o t r o p i c  a n d / o r  i n t e r n a l  m o t i o n ( s )  o f  

t h e  s e g m e n t s  w i t h i n  t h e  m a c r o m o l e c u l e .  

D e u t e r i u m  s p i n  l a t t i c e  r e l a x a t i o n  o f  a d e u t e r o n  o n  t h e  a c y l  

c h a i n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  i s  p r e d o m i n a n t l y  d u e  t o  m o l e c u l a r  

m o t i o n s  w h i c h  c a u s e  f l u c t u a t i o n s  i n  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  C-D 

b o n d  a x i s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  m a g n e t i c  f i e l d .  I n  t h e  l i q u i d  

c r y s t a l l i n e  p h a s e  t h e  C - D  b o n d  m o t i o n s  a r e  r e s t r i c t e d  i n  



a m p l i t u d e ' a n d  a r e  a x i a l l y  s y m m e t r i c  a b o u t  t h e  s y m m e t r y  a x i s ,  i .e . .  

t h e  b i l a y e r  n o r m a l .  T h u s ,  t h e  s p i n  l a t t i c e  r e l a x a t i o n e i s  e x p e c t e d  

t o  d e p e n d  u p o n  t h e  C-D b o n d  o r d e r i n g  a n d  t h e  a n g l e  (8') t h e  

b i l a y e r  n o r m a l  m a k e s  w i t h  t h e  s t a t i c  m a g n e t i c  f i e l d  v e c t o r .  

A s s u m i n g  f a s t  i s o t r o p i c  m o t i o n  w i t h  a s i n g l e  c o r r e l a t i o n  t i m e ,  

t h e  T 1  t h e n  i s  g i v e n  b y  ( 1 0 9 )  

- 

E ~ p e r i m e n ~ s  w i t h  p e r d e u t e r o  -A d i p a l m i t o y l  p h o s p h i l i d y l c h o l i n e  s h o w  

n o  a n g u l a r  d e p e n d e n c e  o f  T1 i n  t h e  f l u i d  p h a s e  ( 1 0 9 ) .  T h i s  h a s  

b e e n  e x p l a i n e d  by t h e  f a c t  t h a t  l a t e r a l  d i f f u s i o n  o f  p h o s p h o l i p i d  

m o l e c u l e  l e a d s  t o  a n  a v e r a g i n g  o f  t h e  ( 3 c o s 2 e ' - 1 / 2 )  term a n d  t h e  

e q u a t i o n  2 3  b e c o m e s  

- L 

A s i m i l a r  e x p r e s s i o n  i s  o b t a i n e d  f o ;  v e s i c l e s  o r  l i p o p r o t e i n s  

w h e r e  t h e  o r i e n t a t i o n a l  a v e r a g i n g  o c c u r s  v i a  t h e  t u m b l i n g  o f  t h e  

p a r t i c l e s .  

T h e  s p i n  l a t t i c e  r e l a x a t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s  i s  a l s o  

f o u n d  t o  h a v e  f r e q u e n c y  d e p e n d e n c e  w h i c h  s u g g e s t s  t h e  p r e s e n c e  o f  

s l o w  m o t i o n s  ( 1 1 1 ) .  T h e  r e l a x a t i o n  r a t e  i s  t h e n  g i v e a  by 



T h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  m o d e l s  p r o p o s e d  t o  e x p l a i n  t h e  o r i g i n d o f  

t h e  s l o w  m o t i o n s  ( loo1  111, 2 ) .  B a s e d  u p o n  t h e  t e m p e r a t u r e  a n d  
- 

f r e q u e n c y  d e p e n d e n c e  o f  p r o t o n  a n d  C-13 r e l a x a t i o n  r a t e ,  P e t e r s e n  

a n d  C h a n  ( 1 0 0 )  s u g g e s t  t h a t  t h e  s p i n - l a t t i c e  r e l a x a t i o n  r a t e  c a n  

b e  e x p l a i n e d  b y  t w o  d i f f e r e n t  c o r r e l a t i o n  t i m e s ,  T l l  a n d  Tl . 
Tl l  i s  a p p r o x i m a t e l y  1 0 - 9  t o  2 x 10-10s a n d  rL>10-7s s o  t h a t  

w O 2  cl12<<1 a n d  w O 2  zL2>>1. T h e  e x p r e s s i o n  f o r  t h e  r e l a x a t i o n  

r a t e  i s  g i v e n  by 

w h e r e  t h e  f i r s t  term o n  t h e  r i g h t  h a n d  s i d e  o f  t h e  e q u a t i o n  2 6  

f o l l o w s  a t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  a n d  t h e  s e c o n d  term a c c o u n t s  f o r  

t h e  f r e q u e n c y  d e p e n d e n c e .  T h e  s l o w  m o t i o n s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  by 

rL, w h i c h  r e f l e c t s  t h e  r i g i d  r o d - t y p e  c h a i n  r e o r i e n t a t i o n s  

a b o u t  t h e  d i r e c t o r .  , 

B r o w n  ( 1 1 1 )  h a s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  p h o s p h ' o l i p i d  a y l  c h a i n s  t 
a r e  v e r y  f l e x i b l e .  T h u s ,  c e r t a i n  s e g m e n t s  o f  t h e  h y d r o c a r b o n  

c h a i n s  c o u l d  h a v e  c o o p e r a t i v e  m o t i o n s  w h i c h  w o u l d  l e a d  t o  a 

d i s t r i b u t i o n  o f  c o r r e l a t i o n  t i m e s .  T h i s  i s  i n  c o n s t a n t  t o  t h e  

P e t e r s e n  a n d  C h a n  m o d e l  w h e r e  a ' - s i n g l e  c o r r e l a t i o n  t ime i s  u s e d  

t o  c h a r a c t e r i z e  " r i g i d  body"  m o t i o n s  o f  t h e  e n t i r e  p h o s p h o l i p i d  . 
m o l e c u l e .  T h e  o r i g i n s  o f  t h e  f a s t  m o t i o n s  a r e  s i m i l a r  i n  b o t h  

i 



m o d e l s ,  i.e. W2 2 , 2 < < 1  b u t  t h e  c o r r e l a t i o n  t i m e  f o r  t h e  f a s t  

. .- 
m o t i o n s  i s  q l O - l l s  i n  ~ r o w n ' s  mode l .  T h e  c o r r e l a t i o n  t i m e ( ~ )  o f  

t h e  c o l l e c t i v e  s l o w  m o t i o n s  i n  t h e  Brown m o d e l  a r e  a p p r o x i m ' a t e l y  
- 

T h e  Brown m o d e l  o f  a c o n t i n u o u s  d i s t r i b u t i o n  o f  c o r r e l a t i o n  

t imes  p r e d i c t s  t h e  r e l a x a t i o n  r a t e  t o  h a v e  W o  d e p e n d e n c e .  T ~ - ~  

' i s  g i v e n  by 

S u c h  a n  e x p r e s s i o n  h a s  a l s o  b e e n  p r o p o s e d  by J e f f r e y  e t  a l .  (113) 

t o  e x p l a i n  t h e  T 1  b e h a v i o u r  o f  l a m e l l a r  p o t a s s i u m  p a l m i t a t e  

b i l a y e r s .  

T h e  t e r m  "A" i s  t h e  e x p r e s s i o n  c o r r e s p o n d i n g  t o  l o c a l  

m o t i o n s ,  e .g .  t r a n s - g a u c h e  i s o m e r i z a t i o n  a n d  t h e  "B" t e rm  d e s -  

c r i b e s  t h e  c o l l e c t i v e  s l o w  m o t i o n s .  

B l o o m  a n d  S m i t h  ( 110) h a v e  a r g u e d  a g a i n s t  t h e  " c o l l e c t i v e  

m o t i o n "  m o d e l .  T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  p r o t e i n s  i n t o  t h e  p h . o s p h o -  

l i p i d  b i l a y e r s  i s  e x p e c t e d  t o  d i s r u p t  t h e  " c o l l e c t i v e  m o t i o n s " ,  

h e n c e ,  T1, o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s .  I n  c o n t r a s t ,  s i m i l a r  

Tits a r e  o b s e r v e d  f o r  t h e  a c y l  c h a i n s  o f  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s  
. , 

b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  t h e  p r o t e i n s .  I n s t e a d ,  Bloom 

a n d  S m i t h  ( 1 1 0 )  f a v o u r  t h e  " d e f e c t  d i f f u s i o n "  m o d e l  o f  K immich  e t  

a l .  ( 1 1 2 ) ,  w h i c h  a l s o  p r e d i c t s  T1 d w1I2 b e h a v i o u r .  T h i s  m o d e l  



ass-umes th-at a defect is introduced in the all trans acyl chain 

by the trans-gauche isomerization. Such a defect diffuses along 
I 

the phospholipid acyl chain. Furthermore, in analo/g&vith the w 
trans-gauche isomerization, "defect diffusionw, is also not 

expected to be influenced b y  lipid-protein interactions. 



11. 3 1 ~  - NMR 

3 1 ~  N M R  i s  a e o T i v e n i e n t  t o o l  f o r  t h e  i n ~ e s t i g a t ~ i o n  o f  p h o s -  
P 

p h o l i p i d  h e a d  g r o u p s  i n  m e m b r a n e s  a s  i t  i s  t h e  o n l ~  n a t u r a l l y  

o c c u r r i n g  i s o t o p e  o f  p h o s p h o r u s . '  S i n c e  n o  s p i n * l a b e l l i n g  is 

F r e q u i r e d  i t  i s  a c o m p l e t e l y  n o n - p e r t u r b i n g  p r o b e .  T h e  p h o s p h ~ r ' & s  

n u c l e u s  h a s  a s p i n  q u a n t u m  n u m b e ' r ,  '-I = 1 / 2 ,  a n d  a r e l a t i v e  

s e n s i t i v i t y  o f  0 . 0 6  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  a p z o t o n  ( 1 1 4 ,  115, 1 1 6 ) .  

T h e  3 1 ~  N M R  o f  m e m b r a n e s  a r e  d o m i n a t e d  by c h e m i c a l  

s h i f t  a n i s o t r o p y  . d i p o l a r  b r o a d e n i n g ,  T h e  d i p o l a r  

e f f e c t s  a r e  d u e ' t o  t h e  n e i g h b o u r i n g  p r o t o n s  w h i c h  c a n  b e  r e m o v e d  

b y  p r o t o n  n o i s e - d e c o u p l i n g .  C h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  a r i s e s  
/ " 

f r o m  t h e  f a c t  t h a t  e l e c t r o n e g a t i v e  o x y g e n s  s h i e l d  t h e  p h o s p h o r u s  
L - 

n u c l e u s  f r o m  t h e  e x t e r n a l  m a g n e t i c  f i e l d .  F u r t h e r m o r e ,  t h i s  

s h i e l d i n g  i s  n o t  i s o t r o p i c  b u t  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  

t h e  m o l e c u l a r  a x i s "  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  m a g n e t i c  f i e l d .  F o r  a n ,  

a n h y d r o u s  p h o s p h o l i p i d  p o w d e r  t h e  s p e c t r u m  o f  F i g u r e  5a, i s  ob-  

t i n e d .  T h e  d i s c o n t i n u i t i e s  r e p r e s e n t  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  3 
c h e m i c a l  s h i e l d i n g  t e n s o r s ,  erll ,  0 2 2  a n d  d 3 3 .  T h e  p r i n c i p a l  

v a l u e s  o f  , d 2 2  a n d  d 3 3  f o r  t h e  c r y s t a l l i n e  p h o s p h o l i p i d  

- - 
may r a n g e  f r o m  - 1 0 0  ppm t o  + I 0 0  ppm ( 1 1 5 ) .  

. F o r  t h e  m o n o h y d r a t e  o f  d i p a l m i t o y l  p h o s p h a t i d y c h o l i n e  t h e  

p r i n c i p a l  v a l u e s  o f  t h e  CSA a r e  r e d u c e d  s Q g g e s t i n g  t h a t  t h e  , 

b i n d i n g  o f  o n e  w a t e r  m o l e c u l e  i n c r e a s e s  p h o s p h a t e  s y m m e t r y .  Upon , 

t h e  a d d i t i o n  o f  e x c e s s  w a t e r ,  t h e  3 1 P  s p e c t r u m  o f  



F i g u r e  5 A :  3 1 ~  N M R  ( 1 1 8  MHz) p r o t o n - d e c o u p l e d  s p e c t r u m  o f  
a n h y d r o u s  d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  p o w d e r  a t  ' 
150C. B o t h  5A a n d  5 B  f i g u r e s  t a k e n  f r o m  r e f e r e n c e ,  
( 1 1 5 P  

F i g u r e  5B: T h e  t h r e e  d i f f e r e n t  o r i e n t a t i o n s  o f  t h e  c h e m i c a b  
s h i e l d i n g  t e n s o r s  i n  t h e  m o l e c u l a r  f r a m e  o f  - t h e  
p h o s p h a t e .  O ( 1 )  a n d  O ( 2 )  a r e  t h e  e s t e r i f i e d  
o x y g e n s  b o n d e d  t o  t h e  h e a d  g r o u p  r e s i d u e  a n d  
g l y c e r o l  b a c k b o n e ' r e s p e c t i v e l y .  W h i l e  O ( 3 )  a n d  
O ( 4 )  a r e  t h e  n o n - e s t e r i f i e d  o x y g e n s .  



200 100 0 -100 -200 
CHEMICAL SHIFT ( pprn) 

V RELATIVE TO E X 1  H PO 3 1 



d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  c o l l a p s e s  f r o m  a n  a s y m m e t r i c  l i n e -  

s h a p e  t o  a n  a x i a l l y  s y m m e t r i c  o n e  a t  18.0C. T h i s  i s  n o t  b e c a u s e  

t h e  p r i n c i p a l .  v a l u e s  o f  t h e  C S A  a r e  c h a n g e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

w a t e r  a s  l o w e r i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  t o  - lO• ‹C  b r i n g s  b a c k  t h e  

a s y m m e t r i c  l i n e s h a p e  a s  i n  t h e  case  o f  t h e  monohydrab"ef-  I n s t e a d ,  

i t  i s  d u e  t o  t h e  m o l e c u l a r  m o t i o n s ,  i n  p a r t i c u l a r  t h e  r o t a t i o n a l  

d i f f u s i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s  a b o u t  t h e  b i l a y e r  n o r m a l ,  

i.e. t h e  d i r e c t o r  a x i s ,  w h i c h  p g r t i a l l y  a v e r a g e s  t h e  C S A .  

F o r  p l a n a r  o r i e n t e d  b i l a y e r s  a  s i n g l e  r e s o n a n c e  i s  o b s e r v e d .  
\ 

T h e  r e s o n a n c e  f r e q u e n c y ,  i s  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  a n g l e  ( p )  t h e  
2 

d i r e c t o r  a x i s  m a k e s  w i t h  t h e  a p p l i e d  m a g n e t i c  f i e l d .  T h e  

r e s o n a n c e  f r e q u e n c i e s  '11 a n d  d~ a r e  o b t a i n e d  w h e n  #3 = 0 0 '  a n d  

p = 9 0 • ‹  r e s p e c t i v e l y .  F i g u r e  6 a  c o n t a i n s  t h e  s p e c t r u m  o f  a 

r a n d o m l y  o r i e n t e d  r n u T t - i l a r n e l l a r  s a m p l e  ( p o w d e r  s p e c t r u m )  w h i c h  

c o n s i s t s  o f  a  s u p e r p o s i t i o n  o f  s p e c t r a  w i t h ' a l l  o r i e n t a t i o n s  06 
-v 

t h e  b i l a y e r .  

A u s e f u l  p a r a m e t e r  f o r  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  p o w d e r  p a t t e r n  i s  

t h e  r e s i d u a l  c h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y ,  A 6  , g i v e n  by 

I 

F o r  a f l u i d  b i l a y e r ,  A ( g  i s  o f  t h e  o r d e r  o f  4 0 - 5 0  ppm. T h e  

q u a n t i t a t i v e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  ~d a n d  t h e  s t a t i c  C S A  v a l u e  



Figure 6 :  Proton-decoupled 3 1 ~  N M R  spectra ( 3 6 . 4  MHz and 300C) of 
polymorphic phases available t o  liquid crystalline 
phospholipids from reference ( I16 ). 

Bilayer: egg phosphatidycholine 

Hexagonal (Hi1) s o y a  b e a n  p h o s p h a t i d y l  - 
ethanolamine. 

Isotropic Motions: a m i x t u r e  o f  85 m o l  % s o y a  - 
bean phosphatidyl-ethanolamine 
and 15 mol % egg phosphatidyl- 
choline. 

- 
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w h e r e  S 1 1  i s  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r  o f  t h e  a x i s  c o n n e c t i n g  t h e  

e s t e r i f i e d  o x y g e n s  ( t  a x i s  i n  F i g .  5 b )  o f  t h . e  p h o s p h a t e  g r o u p  

a n d  ~ 3 3  r e f e r s  t o  t h e  c o n n e c t i n g  a x i s  o f  t h e  n o n - e s t e r i f i e d  

o x y g e n s  ( Y  a x i s  i n  F i g .  5 b ) .  

h d  i s  a m e a s u r e  o f  t h e  o r i e n t a t i o n  a n d  t h e  a v e r a g e  

f l u c t u a t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t e  s e g m e n t .  I t  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  

q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g s  i n  2~ N M R .  U n f o r t u n a t e l y ,  ~ d i s  d e t e r -  

m i n e d  by t w o  i n d e p e n d e n t  o r d e r  p a r a m e t e r s  w h i c h  c o m p l i c a t e s  t h e  

a n a l y s i s  o f  t h e  3 1 ~  N M R  s p e c t r a .  

I n  t h e  n o r m a l  a n d  i n v e r t e d  h e x a g o n a l  p h a s e s ,  t h e  r o t a t i o n  

o f  t h e  l o n g  c y l i n d e r s  a n d / o r  l a t e r a l  d i f f u s i o n  o f  t h e  p h o s -  
- 

p h o l i p i d  m o l e c u l e s  p r o v i d e  a n  a d d i t i o n a l  a v e r a g i n g  m e c h a n i s m  f o r  

t h e  c h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  o f  t h e  p h o s p h a t e  m o i e t y .  I n  t h e  

c a s e  o f  r a n d o m  d i s t r i b u t i o n  o f  c y l i n d e r s ,  a  p r o t o n  n o i s e  d e -  
- 

c o u p l e d  3 1 ~  N M R  ( F i g . 6 b )  i s  o b t a i n e d ,  w h o s e  r e s i d u a l  c h e m i c a l  

s h i f t  a n i s o t r o p y  i s  - 1 /2  t h a t  o f  l a m e l l a r  p h a s e  s p e c t r u m .  

t 

T h e  f a s ' t  i s o t r o p i c  t u m b l i n g  m o t i o n s  o f  u n i l a m e l l a r  

v e s i c l e s  a n d  t h e '  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e s  a v e r a g e s  o u t  t h e  r e s i d u a l  

c h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  i n  a  f a s h i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  2~ N M R  

4 5  



( s e e  a b o v e ) .  A s i n g l e  L o r e n t z i a n  l i n e  i s  o b s e r v e d  h a v i n g  w i d t h  

a t  h a l f  h e i g h t ,  A l ? 1 / 2 9  o f  - 

w h e r e  e i s  d e f i n e d  a s  i n  e q u a t i o n  16.  C i s  a c o n s t a n t  w h i c h  

r e f l e c t s  l i n e  w i d t h  c o n t r i b u t i o n s  t h a t  a r e  i n d e p e n d e n t  o f  

p a r t i c l e  t u m b l i n g  s u c h  a s  v e r y  f a s t  l o c a l  m o t i o n s  a n d  m a g n e t i c  

f i e l d  i n h o m o g e n e i t i e s ,  a n d  M 2  i s  t h e  r e s i d u a l  s e c o n d  m o m e n t  o f  

t h e  3 1 ~  N M R  p o w d e r  p a t t e r n  ( 1 1 7 , 1 1 8 ) .  

I t  c a n  b e  s h o w n  t h a t  t h e  3 1 ~  N M R  l i n e  w i d t h  f o r  v e s i c l e s ,  a s  w ' e l l  

a s  l i p o p r o t e i n s ,  v a r i e s  a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y .  
< 

F r o m  s u c h  m e a s u r e m e n t s ,  t h e  v a l u e  o f  M 2  a n d  h e n c e  AU' c a n  b e  
- 

m 
Ir. 

o b t a i n e d  e v e n  f o r  p a r t i c l e s  w h e r e  t h e  i s o t r o p i c  m o t i o n  a v e r a g e s  

o u t  t h e  a x i a l l y  s y m m e t r i c  p o w l e y  p a t t e r n .  



EXPERIMENTAL PROCEDURES 

E g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  was e x t r a 5 t e d  f r o m  f r e s h  h e n  e g g  
- 

y o l k s  ( 1 2 1 )  a n d  p u r i f i e d  o n  a s i l i c a  g e l  c o l u m n  ( 1 2 2 ) .  T h e ,  

p u r i f i e d  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  w a s  d i s s o l v e d  a t  k n o w n  c o n c e n -  

t r a t i o n  i n  c h l o r o f o r m  a n d  s t o r e d  a t  -20•‹C u n t i l  u s e d .  

C h o l e s t e r y l  e s t e r s  were  p r e p a r e d  f r o m  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

f a t t y  a c i d s  a n d  c h o l e s t e r o l  - b y  t h e  m e t h o d  o f  G r o v e r  a n d  C u s h l e y  

( 1 2 0 ) .  

[ l - 1 4 c ]  p a l m i t i c  a c i d  h a s  p u r c h a s e d  f r o m  N e w  E n g l a n d  

N u c l e a r ,  B o s t o n ,  Mass. G l y c e r o l  a n d  c h o l e s t e r o l  w e r e  o b t a i n e d  

f r o m  F i s h e r  S c i e n t i f i c  Co. C h o l e s t e r o l  was r e c r y s t a l l i z e d  f r o m  

b e n z e n e  b e f o r e  b e i n g  u s e d .  D e u t e r i u m  d e p l e t e d  w a t e r ,  c h o l e s t e r y l  

o l e a t e ,  b o v i n e  b r a i n  s p h i n g o m y e l i n  a n d  e g g  a l b u m i n  were p u r c h a s e d  

f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  Co. ( 5 ,  5, 6 ,  6-*H4] p a l m i t i c  a c i d  a n d  [ l l ,  

1 ,  1 2 ,  ~ z - ~ H ~ ]  p a l m i t i c  a c i d  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  M e r c k ,  S h a r p  

a n d  D o h m e ,  C a n a d a  L t d .  a n d  [ 1 6 ,  1 6 ,  1 6 - 2 ~ ~ 1  p a l m i t i c  a c i d  was  

o b t a i n e d  f r o m  S e r d e r y  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ,  L o n d o n ,  O n t a r i o .  \ 

( 4 ,  4 - 2 ~ 2 ]  p a l m i t i c  a c i d  a n d  [ 7 ,  7 - 2 ~ 2 ]  s t e a r i c  a c i d  w e r e  g e n -  

e r o u s  g i f t s  f r o m  D r .  A.  P. T u l l o c h ,  P r a i r i e  R e g i o n a l  L a b o r a t o r y ,  

S a s k a t o o n ,  S a s k a t c h e w a n .  [ 2 ~ 2  1 p a l m i t i c  a c i d  a n d  s e l e c t i v e l y  

d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d s  w e r e  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  

D r .  H .  G o r r i s s e n .  

F r e s h  h u m a n  b l o o d  ( l e s s  t h a n  t h r e e  d a y s  o l d )  was  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  C a n a d i a n  R e d  C r o s s ,  V a n c o u v e r  B r a n c h .  HDL2 a n d  HDL3 



were i s o l a t e d  i n  t h e  d e n s i t y  r a n g e  o f  1.063-1.125 g / m l  a n d  1.125- 

1 . 2 1  g / m l  r e s p e c t i v e l y  a s  d e s c r i b e d  p ~ e v i - o u s l g  b y  H a v e 1  -- e t  a l .  

( 1 2 3 ) .  T h e  p u r i t y  o f  HDL w a s  c h e c k e d  by i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s s  

u s i n g  O u c h t e r l o n y  c e l l s  ( 163). 
* 

T h e  l i p i d s  f r o m  HDL3 we-re r e m o v e d  f r o m  HDL3 w i t h  CHC13: 

C H ~ O H  ( 2 : 2  V/V) t o  y i e l d  t h e  a p o p r o t e i n s .  T h e  a p o p r o t e i n s  were 
2 

f u r t h e r  w a s h e d  ( 3 - 5  t i m e s )  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  t o  r e m o v e  a n y  

r e s i d u a l  l i p i d s  ( 1 2 5 ) .  T h e  o r g a n i c  s o l v e n t s  were r e m o v e d  u n d e r  

v a c u u m  t o  a  y i e l d  s o l i d  w h i t e  p o w d e r  ( a p o p r o t e i n s )  w h i c h  was 

s t o r e d  a t  -200C. T h e  t o t a l  l i p i d s  f r o m  t h e  a b o v e  f r a c t i o n s  were 

. p o o l e d  a n d  d r i e d  t o  r e m o v e  a n y  w a t e r .  T h e  d r i e d  l i p i d  w a s  

d i s s o l v e d  i n  CHC13: C H 3 0 H  ( 1 : 4  V/V) a n d  s t o r e d  a t  -20• ‹C  u n d e ~  a 

l a y e r  o f  n i t r o g e n .  

P r e p a r a t i o n  o f  R e c o n s t i t u t e d  HDL 

L i p i d s ,  e g g  y o l k  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  c h o l e s t e r y l  o l e a t e  a n d  

t h e  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  t h e  r a t i o  o f  3 : l : l  

( w t / w t )  w e r e  c o d i s s o l v e d  i n  c h l o g a o r m .  T h e  s o l v e n t  was t h e n  

r e m o v e d  by e v a p o r a t i o n  u n d e r  a  s t  %, am o f  n i t r o g e n  a n d  s u b s e q u e n t  

o v e - r n i g h t  p u m p i n g  u n d e r  h i g h  v a c u u m .  T h e  d r i e d  l i p i d  was i n -  

c u b a t e d  a t  48OC f o r  1 0  m i n u t e s  i n  N a H C 0 3 / ~ a 2 C 0 3  b u f f e r  pH 8.6 o f  

, d e n s i t y  = 1 .063  g / m l .  T h e  b u f f e r  w a s  m a d e  i n  d e u t e r i u m  d e p l e t e d  

w a t e r .  I t s  d e n s i t y  was a d j u s t e d  w i t h  a N a C l / K B r  i n  d e u t e r i u m  

d e p l e t e d  water  s t o c k  s o l u t i o n .  T h e  l i p i d  d i s p e r s i o n  was s h a k e n  

p e r i o d i c a l l y  on  a v o r t e x  m i x e r .  



D r y  a p o p r o t e i n  w a s  a d d e d  t o  t h e  ' l i p i d  d i s p e r s i o n s  ( 1 : l ;  

p r o t e i n : t o t a l  l i p i d )  a n d  a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  a t  4 8 O C  f o r '  a n  
- 

a d d i t i o n a l  1 0  m i n u t e s  o r  u n t i l  a l l  o f  t h e  s o l i d  p r o t e i n  p a r t -  

i c l e s  a p p e a r e d  t o  h a v e  d i s s o l v e d .  T h e  c l o u d y  m i x t u r e  w a s  s o n -  

i c a t e d  f o r  f i v e  o n e  m i n u t e  p u l s e s  i n  a j a c k e t e d  v e s s e l  u s i n g  a 

B i o s o n i c  I11 p r o b e  s o n i c a ' t o r .  T h e  t e m p e r a t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  a t  

a p p r o x i m a t e l y  4 0 - 4 8 0 C  b y  a l l o w i n g  t h e  s a m p l e  t o  c o o l  t o  - 4 0 0 ~  

a f t e r  e a c h  o n e  m i n u t e  p u l s e .  T h e  r e c o m b . i n e d  p a r t i c l e s  were  -,- 

i s o l a t e d  i n  t h e  d e n s i t y  r a n g e  o f  1.063-1.21 g / m l  ( H i r z  a n d  S c a n u ,  

1 2 6 ) .  

I1 I n c o r p o r a t i o n  o f  P a l m i t i c  A c i d  i n t o  N a t i v e  HDL 

T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  l i p o p r o t e i n  s o l u t i o n s  were i n c r e a s e d  

t o  l e v e l s  s u i t a b l e  f o r  N M R  e x p e r i m e n t s  u s i n g  A m i c o n  u l t r a -  

f i l t r a t i o n  m e m b r a n e  c o n e s  ( C F 2 5 )  o r  by M i l l i p o r e  i m m e r s i b l e  CX-30 
L 

m e m b r a n e  u n i t s .  E x c h a n g e s  w i t h  d e u t e r i u m  d e p l e t e d  w a t e r  

( t y p i c a l l y  5 )  w e r e  p e r f o r m e d  t o  r e d u c e  t h e  r e s i d u a l  2~~~ s i g n a l .  

F a t t y  a c i d  w a s  i n c o r p o r a t e d  by i n c u b a t i n g  l i p o p r o t e i n  s o l u t i o n s  

w i t h  a  t h i n  f i l m  o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  ( - 2 -  

3 m g ,  r e p r e s e n t i n g  a n  e x c e s s  o f  5 m o l  % )  a n d  a  t r a c e  o f  [ l - 1 4 c ]  

p a l m i t i c  a c i d  i n  a  r o u n d  b o t t o m  f l a s k .  T h e  s o l u t i o n  was g e n t l y  

a g i t a t e d  b y  h a n d  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  i n c u b a t i o n ,  w h i c h  w a s  u p  t o  

- 
1 h o u r  f o r  5 m o l  % i n t e r c a l a t i o n .  T h e  d e g r e e  o f  i n c o r p o r a t i o n  

x a s  m o n i t o r e d c b y  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  o f  a l a q u o t s  r e -  - 
/ 

moved f r o m  t h e  s a m p l e .  , , 



S e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d -  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  w a s  i n c o r p o r a t e d  

i n t o  n a t i v e  H.DL2 by m i l d  s o n i c a t i o n .  HDL2 s o l u t i o n  was c o n c e n -  

t r a t e d  u s i n g  M i l l i p o r e  CX-30 m e m b r a n e  u n i t q .  R e s i d u a l  2~~~ was 

e x c h a n g e d  w i t h  d e u t e r i u m  d e p l e t e d  'wa te r .  S o l i d  d e u t e r a t e d  

p h o s p h o l i p i d  (5 m o l  % w i t h  r e s p e c t  t o  p h o s p h o l i p i d )  w a s  a d d e d  t o  

t h e  HDL2 s o l u t i o n .  T h e  s a m p l e  was s o n i c a t e d  a t  4 2 0 C  f o r  t h r e e  
J 

o n e  m i n u t e  p e r i o d s .  

I11 P r e p a r a t i o n  o f  M u l t i l a m e l l a r  L i p o s o m e s  a n d ,  U n i l a m e l l a r  
Vesic les  

L i p i d s  were  m i x e d  i n  s a m p l e  t u b e s  a n d  c o - d i s s o l v e d  i n  

/ 
c h l o r o f o r m .  T h e  s o l v e n t  was r e m o v e d  b y ,  e v a p o r a t i o n  u n d e r  a 

s t r e a m  o f  n i t r o g e n  a n d  s u b s e q u e n t  o v e r n i g h t  p u m p i n g  u n d e r  h i g h  

v a c u u m .  

M u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  were p r e p a r e d  b y  a d d i n g  a n  e q u a l  

w e i g h t  o f  d e u t e r i u m  d e p l e t e d  water  a n d  s h a k i n g  v i g o r o u s l y  w i t h  

v o r t e x  m i x e r  a t  a  t e m p e r a t u r e  a b o v e  t h e  g e l  t o  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  

p h a s e  t r a n s i t i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  u n t i l  t h e  s a m p l e  a p p e a r e d  

h o m o g e n e o u s .  

U n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  d e u t e r i u m  

' d e p l e t e d  water t o  t h e  m u l t i l a m e l l a r  d i s p e r s i o n s  a n d  s o n i c a t i n g  
- 

t h e  r e s u l t a n t  m i x t u r e  f o r  15  min .  i n  a B i o s o n i c s  I11 p r o b e - t y p e  

s o n i c a t o r  a t  a  t e m p e r a t u r e  a b o v e  t h e  g e l  t o  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  

p h a s e  t r a n s i t i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d .  T h e  v e s i c l e s  were c e n t r i -  

f u g e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  o n e - h a l f  h o u r ,  o n  a  s m a l l  l a b o r a t o r y  



c e n t r i f u g e ,  i n  o r d e r  t o  e l i m i n a t e  t i t a n i u m  f r a g m e n t s  a n d  u n d i s -  

p e r s e d  l i p i d s .  T h e  v e s i c l e s  were  u s e d  i m m e d i a t e l y  f o r  t h e  

e x p e r i m e n t s .  

I V  A n a l y t i c a l  M e t h o d s  

P u r i t y  o f  p h o s p h o l i p i d s  a n d  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  was c h e c k e d  

b y  m e a n s  o f  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  o n  S i l i c a  d e l  G p l a t e s  

( M a c h r e y - N a g e l  a n d  Co. ,  D u r e n ,  West G e r m a n y ) ,  e l u t i n g  w i t h  

c h l o r o f o r m / m e t h a n o l / w a t e r  ( 6 5 : 2 5 : 4  V / V )  f o r  p h o s p h o l i p i d s  a n d  

c h l o r o f o r m  f o r  c h o l e s t e r y l  . e s t e r s .  T h e  e s t e r s ,  c h o l e s t e r y l  p a l m -  

i t a t e  a n d  c h o l e s t e r y l  o l e a t e  were  a l s o  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e i r  
/- - 

'i- 

s o l i d  t o  i s o t r o p i c  l i q u i d  m e l t i n @  p o i n t s .  

T h e  a m o u n t  o f  p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e s  was 

q u a n t i f i e d  by p h o s p h o r u s  d e t e r m i n a t i o n  (127) ,  w h i l e  c h o l e s t e r y l  

e s t e r s  w e r e  d e t e r m i n e d  e i t h e r  by  t h e  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  o f  R u d e 1  

a n d  ' l o r i s  ( 1 2 8 )  o r  b y  2 ~ - N M R .  T h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  p r e s e n t  i n  

t h e  H D L  s o l u t i o n  w a s  q u a n t i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  

' -- e t  a l .  ( 1 2 9 )  u s i n g  e g g  a l b u m i n  a s  a  s t a n d a r d .  V i s c o s i t y  w a s  

a e a s u r e d  u s i n g  a n  O s t w a l d  v i s c o m e t e r .  

T h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  f a t t y  a c i d  w a s  c o n f i r m e d  b y  g e l -  

e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  o n  S e p h a r o s e  4B w i t h  [ I - 1 4 c ]  p a l m i t i c  

a c i d .  T y p i c a l l y ,  a n  a l i q u o t  o f  t h e  l a b e l l e d  s o l u t i o n  was a p p l i e d  

t o  S e p h a r o s e  4 B  c o l u m n  ( 2 . 6  x 100  c m )  a n d  e l u t i o n  p e r f o r m e d  a t  

4 O C ,  u s i n g  a  s o l 1 1 t i o n  c o m p o s e d  o f  0 . 1 5  H s o d i u m  c h l o r i d e  p l u s  



0 . 0 2 %  s o d i u m  a z i d e  pH 7.6. T h e  v o i d  v o l u m e  ( 1 4 1  mL) w a s  d e t e r -  

m i n e d  u s i n g  B l u e  D e x t r a n  ( P h a r m a c i a ) ;  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

e q u a l s  2.0 x l o 6  d a l t o n s .  T o t a l  c o l u m n  v o l u m e  ( 4 7 8  m l s )  w a s  

m e a s u r e d  f r o m  t h e  b e d  h e i g h t  u n d e r  a c o n s t a n t  h e a d  o f  p r e s s u r e .  

T h e  v e s i c l e s  were  m o n i t o r e d  b y  f o l l o w i n g  O.D. a t  3 0 0  nm a n d  t h e  

l i p o p r o t e i n s  were  m o n i t o r e d  a t  O.D. 2 8 0  nm. T h e  r a d i o a c t i v i t y  

was d e t e r m i n e d  u s i n g  a B e c k m a n  LS-8060 s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  w i t h  

l i q u i f l u o r  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l .  

T h e  s c i n t i l l a t i o n  c o c b t a i l  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  6 0  g 

- 
o f  n a p h t h a l e n e  t o  600 m l  o f  d i o x a n e .  A f t e r  d i s s o l u t i o n ,  42 m l  

o f  l i q u i f l u o r ,  2 0  m l  o f  e t h y l e n e  g l y c o l  a n d  1 0 0  m l  o f ' m e t h a n o l  

were  a d d e d .  T h e .  f i n a l  v o l u m e  was a d j u s t e d  t o  1 l i t r e  w i t h  

a d d i t i o n a l  d i o x a n e .  

a. 3, 



N e g a t i v e  S t a i n i n g  E l e c t r o n  M i c r o s c o p y  

T h e  s i z e  o f  v e s i c l e s  a n d  l i p o p r o t e i n s  was d e t e r m i n e d  by t h e  

n e g a t i v e  s t a i n i n g  m e t h o d * .  

C o p p e r  g r i d s  ( 2 0 0 - 4 0 0  m$sh)  w e r e  p l a c e d  i n  a 1 0 0  m l  b e a k e r  

c o n t a i n i n g  a d e t e r g e n t  s o l u t i o n  i n  d o u b l y  d i s t i l l e d  water .  T h e  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  t h e  g r i d s  was s o n i c a t e d  i n  a b a t h - t y p e '  

s o n i c a t o r  ( C o l e - P a r m e r  S o n o g e n  A u t o m a t i c  C l e a n e r )  f o r  a p p r o x -  
4 

i m a t e l y  o n e - h a l f  h o u r .  T h e  d e t e r g e n t  s o l u t i o n  w a s  d e c a n t e d  a n d  

r e p l a c e d  w i t h  d o u b l p  d i s t i l l e d  w a t e r .  G r i d s  were s o n i c a t e d  f o r  

1 - 2  m i n .  p r i o r  t o  r e m o v i n g  t h e  w a t e r .  T h i s  p r o c e d u r e  w a s  

r e p e a t e d  a p p r o x i m a t e l y  t h i r t y  t i m e s  t o  y i e l d  v e r y  c l e a n  g r i d s .  

* ~ e ~ a t i v e  s t a i n i n g  i s  a m e t h o d  o f  c h o i c e  f o r  v i s u ' a l i o i n g  s u b -  
c e l l u l a r  p a r t i c l e s  a s  i t  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  r e v e a l  s u b u n i t  
s t r u c t u r e  o f  m a c r o m o l e c u l e s .  I t  i s  s u p e r i o r  t o  t h i n - s e c t i o n i n g  
a s  i t  a v o i d s  a r t i f a c t s  p r o d u c e d  b y  f i x i n g  a n d  e m b e d d i n g  p r o -  
c e d u r e s .  F o r t e  a n d  N i c h o l s  (18)  a t t e m p t e d  t o  s e c t i o n  p e l l e t e o d  
h u m a n  L D L ,  b u t  b e c a u s e  o f  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  s e c t i o n  ( - 6 0 0 ~ )  
a n d  t h e  g r a n u l a r i t y  o f  t h e  o s m i u m  p a r t i c l e s ,  t h e i r  r e s u l t s  were 
u n i n t e r p r e t a b l e .  N e g a t i v e  s t a i n i n g  i s  a l s o  s u p e r i o r  t o  s h a d o w  
c a s t i n g  a s  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  s h a d o w i n g  m e t a l  o n  s m a l l  p a r t i c l e s  

. ( e .g .  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a n d  l i p o p r o t e i n s )  m a k e s  s i z e  d e t e r m i n -  
a t i o n  i n a c c u r a t e .  F r e e z e - f r a c t u r e  i s  a l s o  a p r o b l e m ,  b e c a u s e  o f  
t h e  i n a b i l i t y  o f  l o c a t i n g  t h e  f r a c t u r e  p l a n e  o f  t h e  l i p o p r o t e i n  
p a r t i c l e s .  H y d r o d y n a m i c  t e c h n i q u e s ,  e . g .  s e d i m e n t a t i o n ,  a r e  
i n a p p r o p r i a t e  b e c a u s e  t h e y  y i e l d  a  m e a n  s i z e  o f  t h e  p - a r t i c l e s ,  
w h e r e a s  t h e  n e g a t i v e  s t a i n i n g  m e t h o d  y i e l d s  t h e  d i s t r i b u ' t i o n  o f  
s i z e s  i n  t h e  s a m p l e .  I n  a d d i t i o n ,  n e g a t i v e  s t a i n i n g  t e c h n i q u e  i s  
q u i t e  s i m p l e .  E s s e n t i a l l y  a l l  t h a t  i s  i n v o l v e d  i s  t o  m i x  a 
s u s p e n s i o n  o f  t h e  s a m p l e  w i t h  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  t h e  s t a i n  
a n d  t h e n  a p p l y  t h e  s o l u t i o n  o n t o  a  f o r m v a r - c a r b o n  c o a t e d  g r i d  
w h i c h  i s  l e f t  t o  a i r  d r y .  T h e  s t a i n  s u r r o u n d s  t h e L  p a r t i c l e s  o n  
t h e  s u p p o r t  f i l m  a s  a  r e s u l t  o f  s u r f a c e  t e n s i o n  i n t e r a c t i o n .  T h e  
i z n a g e  p r o d u c e d  b y  t h e  n e g a t i v e l y  s t a i n e d  p a r t i c l e s  a p p e a r s  a s  
l i g h t  a r e a s  s u r r o u n d e d  b y  a  d a r k  b a c k g r o u n d .  



F i n a l l y ,  t h e  g r i d s  were  r i n s e d  w i t h  r e a g e n t  g r a d e  a c e t o n e .  T h e  

b e a k e r  c o n t a i n i n g  t h e  g r i d s  was l e f t  i q v e r t e d  o n  a Whatman  f i l t e r  

p a p e r  o v e r n i g h t .  T h e  d r i e d  g r i d s  were s t o r e d  u n d e r  d e s s i c a t i o n  

u n t i l  u s e .  

F o r m v a r  was d i s s o l v e d  i n  r e a g e n t  g r a d e  c h l o r o f o r m  ( B D H  

C h e m i c a l s )  t o  y i e l d  a 2 %  w t / w t  s o l u t i o n .  G l a s s  s l i d e s  were 

c o a t e d  w i t h  F o r m v a r  b y  l o w e r i n g  t h e  s l i d e  i n t o  t h e  F o r m v a r -  

c h l o r o f o r m  s o l u t i o n .  T h e  s l i d e  was t h e n  c a r e f u l l y  r a i s e d  o u t  o f  

t h e  s o l u t i o n  t o  a v o i d  a n y  r i p p l e s  a n d  h e l d  a b o v e  t h e  s o l u t i o n  f o r  

a p p r o x i m a t e l y  t h i r t y  s e c o n d s .  Ca re  %was  t a k e n  t o  e x e c u t e  t h i s  

s t e p  s o  t h a t  s l i d e s  w i t h  a , u n i f o r m  t h i c k n e s s  o f  f o r m v a r  c o a t i n g  

c a n  b e  o b t a i n e d .  T h e  c o a t e d  s l i d e s  were a i r - d r i e d  f o r  a p p r o x -  

i m a t e l y  3-5 m i n u t e s .  

T h e  c l e a n  g r i d s  were p l a c e d  ( d u l l  s i d e  u p )  o n  a f i l t e r  p a p e r  

i m m e r s e d  i n  a t r o u g h  o f  d o u b l y  d i s t i l l e d  water. T h e  t h i n  f i l m  o f  

F o r m v a r  was f l o a t e d  o f f  t h e  s l i d e  o n t o  t h e  s u r f a c e  o f  w a t e r  b y  

g e n t l y  i m m e r s i n g  t h e  F o r m v a r  c o a t e d  s l i d e  i n t o  t h e  t r o u g h .  T h e  

w a t e r  was r e m o v e d  f r o m  t h e  t r o u g h  i n  s u c h  a  way t h a t  t h e  F o r m v a r  

f i l m  r e s t s  o n  t h e  g r i d s .  T h e  F o r m v a r - c o a t e d  g r i d s  were l e ' f t  t o  

a i r  d r y  i n  a  P e t r i - d i s h .  

T h e  d r i e d  F o r m v a r - c o a t e d  g r i d s  were  c a r b o n  c o a t e d  u s i n g  a 

V a r i a n  N R C  3115 v a c u u m  e v a p o r a t o r .  C a r b o n  w a s  s h a d o w e d  u s i n g  

t a p e r e d  o n e - e i g h t h  i n c h  c a r b o n  r o d s .  T h i s  p r o c e d u r e  d e p o s i t e d  
0' 

<I00 A t h i n  f i l m  o f  c a r b o n  o n t o  t h e  g r i d s .  



7 
. T h e  v e s i c l e  o r  l i p o p r o t e i n  s a m p l e  was d i l u t e d  t o  a p p r o x -  

i m a t e l y  300 u g / m l .  E q u a l  v o l u m e s  o f  t h e  d i l u t e d  s a m p l e  a n d  2 %  

( w t / w t )  a m m o n i u m  m o l y b d a t e  pH 8.0 were m i x e d .  T h e  s o l u t i o n  was 

a p p l i e d  o n  t o  t h e  f o r m v a r - c a r b o n  c o a t e d  g r i d s .  T h e  e x c e s s  s a m p l e  

was r e m o v e d  f r o m  t h e  g r i d  b y  t o u c h i n g  t h e  l i q u i d  w i t h  a p i e c e  o f  

f i l t e r  p a p e r .  T h e  g r i d s  w e r e  t h e n  a i r  d r i e d ,  u s u a l l y  2 - 3  h o u r s  
N 

a n d  e x a m i n e d  u n d e r  a P h i l i p s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  o p e r a t i n g  a t  8 0  

V I  D e u t e r i u m  N M R  

D e u t e r i u m  N M R  o f  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a n d  l i p o p r o t e i n s  were . 
o b t a i n e d  o n  a N a l o r a c  5.9T ( 3 8 . 8  MHz) s u p e r c o n d u c t i n g  m a g n e t  a n d  

7 

h o m e - b u i l t  s p e c t r o m e t e r .  C o l l e c t i o n  a n d  F o u r i e r  t r a n s f d r m a t i o n  

o f  t h e  f r e e  i n d u c t i o n  d e c a y s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a N i c o l e t  BNC-12 

c o m p u t e r .  A l l  e x p e r i m e n t s  were p e r f o r m e d  a t  t e m p e r a t u r e s  b e t w e e n  

15 -40• ‹C  a s  i n d i c a t e d  t h r o u g h o u t  t h e  t e x t ,  t h e  t e m p e r a t u r e  b e i n g  

c o n t r o l l e d  b y  , m e a n s  o f  a g a s - f l o w  s y s t e m .  L o n g i t u d i n a l  r e l a x -  

a t i o n  t i m e s  ( T I )  w e r e  m e a s u r e d  by t h e  i n v e r s i o n - r e c o v e r y  m e t h o d  

[ 1 8 0 • ‹ - c - 9 0 0 ~  s a m p l e  a n d  a d d ,  Z R l N  w h e r e  7 i s  t h e  d e l a y  
/ 

b e t w e e n  t h e  t w o  p u l s e s  o f  t h e  s e q u e n c e  a n d  ' C R  i s  t h e  d e l a y  

b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  ( T R  > 5  T i  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  r e t u r n  t o  

e q u i l i b r i u m )  a n d  Y i s  t h e  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s .  

F o r  m , u l t i l a r n e l l a r  l i p o s o m e s ,  a N i c o l e t  E x p l q r e r  IIIA d i g i t a l  



-- 
o s c i l l o s c o p e  w a s  u s e d  t o  a c q u i r e  t h e  N M R  s i g n a l s ,  w h i c h  w e r e  

s u b s e q u e n t l y  t r a n s f e r r e d  t o  a  N I C  B N C - 1 2 ' c o m p u t e r  w h e r e  F o u r i e r  

t r a n s f o r m s  were  o b t a i n e d .  I n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  s p e c t r a l  d i s -  

t o r t i o n s  d u e  t o  t h e  r e c e i v e r  r e c o v e r y  t i m e ,  a q u a d r u p o l a r  e c h o  
"9 

p u l s e  s e q u e n c e  ( a / 2 1  0o  - x1 - " 2 2 1 0 ~  - Z R ) ,  w a s  u s e d  ( 1 6 1 ) .  

I n  a l l  c a s e s  t h e  t i m e  d e l a y  T1 b e t w e e n  p u l s e s  was 7 5  u s ,  t h e  

Tr/2 p u l s e  l e n g t h  w a s  8 ~s a n d  t h e  s e q u e n c e  o f  p u l s e s  was 

- r e p e a t e d  a f t e r  a t i m e  ZR g i v e n  i n  t h e  t e x t .  A p h a s e - a l t e . r n a t i n g  

p u l s e  s e q u e n c e  was u s e d  i n  o r d e r  t o  c a n c e l  c o h e r e n t  r e c e i v e r  a n d  

p u l s e  n o i s e .  S p e c t r a  were  s y m m e t r i z e d  b y  z e r o i n g  t h e  " o u t  o f  

p h a s e "  c h a n n e l  a n d  f o l d i n g  o v e r ,  r e s u l t i n g  i n  a n  i n c r e a s e d  s i g n a l  

t o  n o i s e  r a t i o  o f  fi, - 

- 

, 
? 

Q u a n t i f i c a t i o n  o f  D e u t e r a t e d  C h o l e s t e r y l  P a l m i t a t e  i n  R e c o n -  
s t i t u t e d  HDL ,-= 

T h e  a m o u n t  o f  d e u t e r a t e d  c h o ~ l e s t e r y r 3 ' p a 1 m i , t - a t e  p r e s e n t  i n  
_' 

r e c o n s t i t u t e d  HDL w a s  d e t e r m i n e d  by r e c o r d i n g  a  2 ~ - ~ ~ ~  s p e c t r u m  

9 .  

f o r  r e c o n s t i t u t e d  HDL c o n t a , i n i n g  c h o l e s t e y y l  [ 1 6 , 1 6 ,  1 6 - ~ 8 3 ]  +p-alm- 
- 

1 

2 i t a t e  i n  w h i c h  a c a p i l l a r y  t u b e  c o n t a i n i n g  3 A L  o f  C H C ~ ~ : ~  H C l 3  

( 9 : l  v / v )  w a s  i n s e r t e d  c o a x i a l l y  i n t o  t h e  s a m p l e  , t u b e .  

S u f f i c i e n t  t i m e  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  r e l a x a t i o n  ( > 5  T ~ )  was l e f t  

b e t w e e n  s n c c e s s i v e  r . f .  p u l s e s  d u r i n g  d a t a  a c q u i s i t i o n .  
4 

C o r a p a r i % o n  o f  t h e  i n t e g r a t e d  i n t e n s i t y  o f s ' t h e  C ~ H C ~ ~  a n d  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  s i g n a l s ,  s e p a r a t e d  By 2 6 0  Hz, e n a b l e d  q u a n t -  

i t a t i o n  o f  t h e  e s t e r .  



V I I  . 3 1 ~  N M R  

P h o s p h o r u s - 3 1  N M R  s p e c t r a  were  a c q u i r e d  a t  4 0 . 5  MHz o n  a  

V a r i a n  XL-100-15 s p e c t r o m e t e r ,  o p e r a t i n g  i n  t h e  F o u r i e r  t r a n s f o r m  

mode  a n d  i n t e r f a c e d  t o  a NIC 1 0 8 0  c o m p u t e r .  M a g n e t  f i e l d  s t a b i l -  

i z a t i o n  was b y  m e a n s  o f  a n  e x t e r n a l  1 9 ~  f i e l d - f r e q u e n c y  l o c k .  

F r e e  i n d u c t i o n  d e c a y s  were r e c o r d e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I H  n o i s e -  

d e c o u p l i n g  h a v i n g  a 1 kHz b a n d w i d t h .  I n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  s a m p l e  

h e a t i n g  d u e  t o  t h e  r . f .  f i e l d  ( 1 0  w )  u s e d  f o r  d e c o u p l i n g ,  e i t h e r  

t h e  d e c o u p l e r  was g a t e d  o n  o n l y  d u r i n g  a c q u i s i t i o n  o f  t h e  f r e e  

i n d u c t i o n  d e c a y  o r ,  w h e n  d e c o u p l i n g  was a p p l i e d  c o n t i n u o u s l y ,  

s a m p l e  c o o l i n g  b y  a  g a s  f l o w  s y s t e m  was e m p l o y e d .  T h e  t e m p -  

e r a t u r e  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  2 5 0 C .  C h e m i c a l  " 

s h i f t s  w e r e  m e a s u r e d  w i t h  r e s p e c t  t o  a n  e x t e r n a l  H 3 P 0 4  ( 8 5 % )  

s a m p l e .  

4sa, 
3 1 ~  N M R  o f  l i p o p r o t e i n s >  w e r e  a l s o  a c q u i r e d  a t  1 0 2 . 2  MHz, 

u s i n g  a  5.9 T e s l a  s u p e r c o n d u c t i n g  N a l o r a c  m a g n e t  a n d  h o m e - b u i l t  

s p e c t r o m e t e r .  , C o l l e c t i o n  a n d  F o u r i e r  t r a n s f o r m a t i o n  w e r e  p e r -  

f o r m e d  o n  a  N i c o l e t  BNC-12 c o m p u t e r .  T h e  s p e c t r a  were o b t a i n e d  

w i t h o u t  a n y  d e c o u p l i n g .  A p h a s e - a l t e r n a t i n g  p u l s e  s e q u e n c e  w a s  

u s e d  i n  a l l  e x p e r i m e n t s  i n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  b a s e l i n e  a b e r r a t i o n s .  



RESULTS 

I S e l e c t i v e l y  D e u t e r a t e d  C h o l e s t e r y l  P a l m i t a t e  i n  R e c o n -  
s t i t u t e d  HDL. 

M o d e l  HDL p a r t i c l e s  were p r e p a r e d  by s o n i c a t i o n  o f  a m i x t u r e  

c o n t a i n i n g  a p o p r o t e i n s  f r o m  HDL3, c h o l e s t e r y l  o l e a t e ,  d e u t e r a t e d  

c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  a n d  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  ( 5 0 : 5 0  w / w  o f  

t o t a l  l i p i d s :  a p o p r o t e i n s )  i n  a q u e o u s  b u f f e r .  T h e  s o n i c a t e d  

m i x t u r e  w a s  t h e n  s u b j e c t  t o  u l r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  

r e c o n s t i t u t e d  p a r t i c l e s  were  i s o l a t e d  i n  t h e  d e n s i t y  r a n g e  o f  

1 . 0 6 3 - 1 . 2 1  g/mL ( H i r z  a n d  S c a n u ,  1 2 6 ) .  

T h e  r e c o n s t i t u t e d  HDL w a s  c h a r a c t e r i z e d  b y  c h e m i c a l  
-C 

a n a l y s i s ,  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a n d  3 1 ~  N M R  t o  e s t a b l i s h  t h e  v a l i d -  

i t y  o f  t h e  r e c o n s t i t u t e d  HDL a s  a m o d e l  o f  t h e  n a t i v e  '%DL 

p a r t i c l e s .  T a b l e  I11 s h o w s  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n ' o f  t h e  

r e c o n s t i t u t e d  p a r t i c l e s .  T h i s  i s  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  t o  t h e  

p r o t e i n ,  p h o s p h o l i p i d ,  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  f o u n d  i n  n a t i v e  HDL's 

( T a b l e  I).  F i g u r e  7 a  s h o w s  t h e  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  t h e  r e c o n -  

s t i t u t e d  HDL p a r t i c l e s  o b t a i n e d  by t h e  n e g a t i v e  s t a i n i n g  m e t h o d .  

-- F o r  c o m p a r i s o n ,  w e  h a v e  a l s o  o b t a i n e d  a n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  
ef 

n a t i v e  HDL3 ( F i g u r e  8 ) .  T h e  HDL p a r t i c l e s  i n  b o t h  m i c r o g r a p h s  
3 

a p p e a r  q u i t e  h o m o g e n e o u s ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  F o r t e  -- e t  a l .  ( 1 7 ) .  " 

T h e  mean  d i a m e t e r  o f  t h e  r e c o n s t i t u t e d  HDL i s  g i v e n  i n  T a b l e  I11 

w h i c h  c o m p a r e s  v e r y  w e l l  w i t h  t h e  v a l u e  o f  7.7 nm o b t a i n e d  f o r  



TABLE I11 P h y s i c a l  p a r a m e t e r s  o f  HDL r e c o n s t i t u t e d  u s i n g  
H D L ~  a p o p r o t e i n s ,  e g g  p h o s - p h a t i d y l c h o l i n e ,  c h o l -  
e s t e r y l  o l e a t e ,  a n d  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  
p a l m i t a t e .  

~ ~ o m ~ o s i t i o n  ( u t  % )  

D e n s i t y  ( g / m L )  

Mean  ~ i a m e t e r ( a )  ( n m )  

- 

P r o t e i n  
P h o s p h o l i p i d s  
C h o l e s t e r y l  e s t e r ' s  

1 . 0 6 3 - 1 . 2 1  

7.8 ( + 1 . 2 ( b ) )  - 

( a )  A p p r o x i m a t e l y  2 0 0  p a r t i c l e s  were m e a s u r e d .  

C h o l e s t e r y l  o l e a t e / c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  ( w t / w t )  

( b )  Number  i n  t h e  p a r e n t h e s e s  r e p r e s e n t  s t a n d a r d  d e v i a t i o n .  

2 : l  
1 



F i g . 7 ~  Electron micrograph of reconst i tuted HDL . Magni - 

f i cation 19 5,100 t imes. 



Fig. 8 Electron micrograph of native HDL3. Magnification 

363, 200 t imes.  



P h o s p h o r o u s  -31 N M R  s p e c t r a  o f  n a t i v e  HDL3 a s  w e l l  a s  r e c o n -  

s t i t u t e d  HDL p r e p a r e d  w i t h  t h e  t o t a l  HDL3 l i p i d s  a n d  e g g  p h o s -  

p h o t i d y l c h o l i n e ,  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  7b.  T h e  

3 1 ~  N M R  o f  n a t i v e  HDL ( F i g u r e  7 b )  i n  p r a c t i c a l l y  i d e n t i c a l  t o  

t h a t  p u b l i s h e d  p r e v i o u s l y ,  G l o n e k  et al., ( 1 3 0 ) ;  a n d  H e n d e r s o n  - e t  

a l .  ( 4 5 ) .  I t  c o n s i s t s  o f  a s t r o n g  r e s o n a n c e  ( -0 .6  ppm u p f i e l d )  - 
h a v i n g  a  w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t ,  b v 1 / 2  = 6 Hz ' w h i c h  i s  d u e  t o  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  H D L ~  p a r t i c l e s  p l u s  a w e a k e r  r e s o n a n c e ,  
- 

s h i f t e d  d o w n f i e l d  0.1 ppm d u e  t o  s p h i n g o m y e l i n .  T h e  3 1 ~  N M R  o f  

r e c o n s t i t u t e d  HDL u s i n g  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e / c h o l e s t e r y l  

o l e a t e / c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  h a s  a  s i n g l e  r e s o n a n c e  s h i f t e d  

+0.6 ppm u p f i e l d  d u e  t o  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e .  I t s  l i n e  w i d t h  i s  

--- 
5 + 1  - Hz ( F i g u r e  7 b ) .  HDL r e c o n s t i t u t e d  w i t h  t o t a l  HDL3 l i p i d s  

u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  t h a t  u s i n g  e g g  p h o s p h a t i d y l -  

c h o l i n e / c h o l e s t e r y l  o l e a t e / c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  y i e l d s  v i r t u a l l y  

i n d i s t i n g u i s h a b l e  s p e c t r u m  t o  t h a t  o f  n a t i v e  HDL3 ( F i g u r e  7 b )  

w i t h  b u l l 2  = 6 HZ.  

T h e  * H - N M R  s p e c t r u m  o f  r e c o n s t i t u t e d  HDL c o n t a i n i n g  

c h o l e s t e r y l  [ 2 u 3 1 ]  p a l m i t a t e ,  i . e .  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  c o m -  

p l e t e l y  d e u t e r a t e d  a l o n g  t h e  a c y l  c h a i n ,  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  9. 

T h i s  s p e c t r u m  c o n s i s t s  o f  a  r e s o n a n c e  w i t h  r a t h e r  b r o a d  " s k i r t s "  

e x t e n d i n g  up  t o  a p p r o x i m a t e l y  - +1 kHz f r o m  t h e  c e n t r e  f r e q u e n c y ,  
I - 

i l u s  a  s h a r p  r e s o n a n c e ,  s h i f t e d  d o w n f i e l d  3.7 ppm w h i c h  a r i s e s  
* 

f r o m  r e s i d u a l  d e u t e r i u m  i n  w a t e r .  T h e  2 ~ - N M R  a b s o r p t i o n  o f  

c h o l e s t e r y l  [ ~ H ~ I ]  p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  UDL i s  o b v i o u s l y  
\ 

n o t  a s i n g l e  L o r e n t z i a n  l i n e  b u t  i s  r a t h e r  a  s u p e r p o s i t i o n  o f  

L o r e n t z i a n  l i n e  b u t  i s  r a t h e r  a  s u p e r p o s i t i o n  o f  L o r e n t z i a n  l i n e s  



F i g u r e  7 b :  3 1 ~  N M R  s p e c t r a :  a :  n a t i v e  HDL3, b :  H D L  r e c o n -  
s t i t u t e d  u s i n g  e g g  phosphatidylcholine/cholesteryl 

'i o l e a t e / c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e ,  c: HDL r e c o n s t i t u t e d  

r u s i n g  t o t a l  H D L  l i p i d s .  S p e c t r a  p a r a m e t e r s :  
\ s w e e p  w i d t h  = 2 , 3 0 0  H z ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 

1 . 0 2 4 ;  p u l s e  l e n g t h  = 1 0  ,us ( 6 0 • ‹  f l i p  a n g l e ) ;  
d e l a y  b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 2  4 ;  s i z e  o f  
d a t a  s e t  = 2 0 4 8  z e r o  f i l l e d  t o  4  0 9 6 ;  l i n e  b r o a d -  
e n i n g  = 1 Hz. 

'7 





F i g u r e  9 :  28 N M R  o f  c h o l e s t e r y l  [ ~ H ~ ~ I  p a l m i t a t e  in r e c o n -  
s t i t u t e d  HDL. S p e c t r a  p a r a m e t e r s :  s w e e p  w i d t h  = 
5,.0,00. Hz; n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 34,400; p u l s e  
l e n g t h  = 18 ,AS ( 7 1 2  p u l s e ) ;  d e l a y  b e t w e e n  s u b -  
s e q u e n t ,  p u l s e s  = s ;  s i z e  o f  d a t a  s e t  = 8 K-; 
l i n e  b r o a d e n i n g  = 1.5 Hz. 





o f  d i f f e r e n t  k i d t h s  ( s e e  b e l p w ) .  . - T h e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  

s y s t e m : ,  t h a t  c a n  b e  g a t h e r e d  f r o m  s u c h  a n  a b s o r p t i o n  i s  v e r y  
I 

.% 

L 

l i m i t e d , ;  h e n c e ;  w e  h a v e  o b t a i n e d  Z H - N M R  s p e c l t r a  o f  - c h o l e ' s t e r y l  
I, 

p a l & i t d t e ,  s e ' ~ e c t i v e 1 ~ :  d e u t e r a t e d -  a t  d " i f f  e r e n t  p o s i t i o n s  a l o n g  - . 
r, 

' .  t h e  a c y l  ; h a i n ?  \ n  r e c o n s t ' i t u t e d  HDL. 

- ,  L 

F i g u r e  10 h e p i c t s  2 ~ - N M R  s p e c t r a ' o f  ' r e c o n s t i t u t e d  HDL c o n -  
. - 

t a i n i n g  s e i & t i v e l >  d e u t e f a t e d  c h o l e s t e r p l . ,  p a l m ' i t a t e .  A s i n g l e  

L o r e n t z i a n  l i G e  g i v e s  a s a t i s f a c t o r y  - .  f i t  t o  e a c h  0.f t h e s e  s p e c t r a  
' 

w h ' i c h ,  . i n  a d d i t i ' ? n  t o . t h e  a b s o r p t i o n  d u e  t o .  d e u t e r a t e d  c h o l l  

e s . t e r y 1  p a l m i t a c e  c o n t a i n s  a n l a f r o w  l i n e v f r o m  r e s i d u a l -  d e u t e r i u m  
. .. 

i n '  water .  C o n t r o l  e x p e r i m e n t s  r e v e a l @ d  t h a t  t.he l i n e  i n t e n s i t y  
-.  l il 

~i 

a n d  l . i h e  w i d t - h  o f  t h e  2 ~ - ~ ~ ~  s p e c t r a  o f  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  
nr 

p a l m i - t a - t e  i n  r . e ; o n s t i , t u ' t e d  H D L  a r e  u n c h a n g e d  o v e r  t h e  t i m e s p a n  o f  
z, 1 

t h e  N M R  r u n s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n p t r u c t u r e  
- e' 

o f  t h e  s a m p l e  o c c u r s  o v e r  t h e . l e n g t h  o f  t - h e  e x p e r i m e n t s  ' ( u p  t o  
' *  

T h e  r e p r o d u c i b i l i t y  of r e c o n s t i t u t i o n  m e t h o d  was c h e c k e d  bj, 

p r e p a r i n g  r e c - o n s t i t u t e t l ' . ~ ~ ~  s a m p l e  c o n s i s t i n g  o f  c h o l e s t e r y l  - 
) 

[ 1 6 , 1 6 , 1 6 - 2 8 3 ]  p a l m i t a t e  t h r e e  t i m e s .  I n  a l l  c a s e s ,  i d e n t i c a l  '. 
l i n e  w i d t h ,  nu1/2 =' 9 H Z  ( T a b l e .  I V )  w e r e  o b s e r . v e d .  . 0 

T a b l e  I V  d e s c r i b . e s  t h e  2~ N M R  l i n e  w i d t h ,  A V 1 / ~ ,  p r o f i l e  

v e r s u s  c h a i n  p s s i t i o n  o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m -  

i t a t e  i n  reconstituted H D L .  T h e  v a l u e  o f  A U  I / 2  i n  

r e c o n s ' t i t u t e d  H D L  'is a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  f o r  d e u t e r o n s  c h a i n  

p o s i t i o n  C 2  - C6 t h e n  d e c r e a s e s  s h a r p l y  a t  C11 a n d  C12 b e f o r e  



F i g u r e  1 0 : -  2H N M ~  s p e c t r a  o f  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e ,  s e l e c t -  
i v e l y  d e u t e r a t e d  a l o n g  t h e  a c y l  c h a i n ,  i n  r e c o n -  
s t i t u t e d  HDL. A :  [ 2 - 2 H 2 ] ;  b :  . [ ,$-2H ] 
[ 5 , 5 , 6 , 6 - 2 ~ ~ 1 ;  d :  [ 1 1 , 1 1 , 1 2 , 1 - 2 - 2 ~ ~ 1 ;  e: [ la-&? 

J S p e c t r a  p a r a m e t e r s :  s w e e p  w i d t h  = 5 , 0 0 0  Hz ( a , c ) ,  
1 0  0 0 0  Hz ( b ) ,  2  5 0 0  Hz ( d ) ,  1 000 Hz ( e ) ;  p u l s e  

4 l e n g t h  = 18 ,us (- TT/2 p u l s e ) ;  n u m b e r  a c q u i s i t i o n s  
= 3 0 0  0 0 0  ( a ) ,  1 0 0  0 0 0  ( b , c ) ,  5 0  0 0 0  ( d ) ,  5 7 0 0  
( e ) ;  s i z e  o f  d a t a  s e t  = 1 K ( a , c ) ,  1 K z e r o  f i l l e d  

' t o  2  K ( b ) ,  2 K ( d , e ) ;  d e l a y  b e t w e e n  s u b s e q u e n t  
p u l s e s  = 0.1  s ( b , c ) ,  0 .2  s ( d ) ,  1 s ( e ) .  F o r  t h e  
s p e c t r u m  i n  ( a ) ,  a T - Z  - T / 2  p u l s e  s e q u e n c e  w i t h .  

T = 0 . 1 1  s was u s e d  i n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  t h e  
d e u t e r i u m  i n . w a p e r  w i t h  t h e  p e a k  f r o m  c h o l e ~ t e r y ~ l  
[ 2 - 2 ~ 2 ]  p a l m i t a t e .  In t h i s  - case  t h e  d e l a y  - b e t w e e n  
s u b s e q u e n t  p u l s e s  was 0 .1  s. L i n e  b r o a d e n i n g  = 
2 0  Hz ( a , . c ) ,  30 Hz ( b ) ,  1 0  Hz ( d ) ,  1 . 5  HZ ( e ) .  

r . , - ' 
' . '  b 

- 





r e a c h i n g  a minimum a t  C16. 

L o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s ,  T I ,  m e a s u r e d  f o r  

d e u t e r a t e d  c h o l e i t e r y l  p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  HDL a r e  l i s t e d  

i n  T a b l e  IV.. T h e y  were  o 6 t a i n e d  b y  a l e a s t  s q u a r e s  f i t  o f  t h e  

. d a t a .  D u e  t o  t h e  l o w  a m p l i t u d e  o f  t h e  m e t h y l e n e  s i g n a l s  f o r  t h e  - 
e s t e r ,  n e c e s s i t a t i n g  l o n g  p e r i o d s  o f  d a t a  c o l l e c t i o n ,  t h e  T I  

v a l u e s  a r e  s u b j e c t  t o  a  r e l a t i v e l y  l a r g e  u n c e r t a i n t y  o f  - +30%. On 

t h e  o t h e r  h a n d ,  f o r  t h e  n a r r o w  c h o l e s t e r y l  [ 1 6 , 1 6 , 1 6 - 2 ~ ~ 1  p a l m -  

i t a t e  r e s o n a n c e ,  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  T i  v a l u e  i s  - +log- 
-I 



TABLE I V  2~ N M R  l i n e  w i d t h s  a t  h a l f  h e i g h t ,  A V 1 / 2 ,  a n d  
l o n  i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s ,  B , a t  38.8 MHz f o r  
c h o  e s t e r y l  p a l m i t a t e ,  s e l e c t i v e l y  e u t e r a t e d  a l o n g  t h e  
a c y l  c h a i n ,  i n  r e c o n s t i t u t e d  HDL, a t  a p p x o x i m a t e l y  
25OC. 

( a )  U n c e r t a i n t y  i n  t h e s e  v a l u e s  i s  a p p r o x i m a t e l y  - + l o % .  

P o s i t i o n  

( b )  U n c e r t a i n t y  i n  t h e s e  v a l u e s  i s  a p p r o x i r n a t e l y i + 3 0 % ,  - e x c e p t  
f o r  p o s i t i o n  1 6  w h e r e  i t  i s  a p p r o x i m a t e l y  - + l o % .  

n v 1 / 2 ( a ) i n  H Z   in ms . 
I 
I 

4 3 0  
3 4 0  - 
350 

1 1 , 1 2  1 110 
1 6  I 9 

1 4  
1 2  
1 7  
1 4  

1 5 5  



I1 S e l e c t i v e l y  D e u t e r a t e d  P a l m i t i c  A c i d  i n  N a t i v e  HDL3. 

S e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  h a s  b e e n  i n c o r p o r a t e d  

- 
( u p  t o  5 m o l e  X w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  d h o s p h o l i p i d )  i n t o  n a t i v e  

HDL3 b y  i n c u b a t i o h  o f  HDL3 s o l u t i o n  o n  s o l i d  f a t t y  a c i d .  T h e  m o l  

% i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  d e u t e r a t e d  f a t t y  a c i d  was m o n i t o r e d  w i t h  

' t h : e  t r a c e  a m o u n - t  o f  [ l - 1 4 ~ 1  p a l m i t i c  a c i d .  T h e  a c t u a l  i n c o r p -  

o r a t i o n  o f  t h e  p a l m i t i c  a c i d  i n t o  HDL3 W a s  d e ' m o n s t r a t e d  w i t h  t h e  

u s e  o f  g e l - e x c h r s i o n  c h r o m a t o g r a p h y .  I n  F i g u r e  11 w e  s h o w  t h e  

r e s u l t s  o f  g e 1 , p e r m e a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  a t  4Oc o f  H D L ~  w h i c h  h a d  

b e e n  i n c u b a t e d  w i t h  [ 5 , 5 , 6 , 6 - 2 ~ 4 ]  p a l m i t i c W a c i d  c o n t a i n i n g  a 

b t r a c e  a m o u n t  o f  [ l - I 4 c ]  p a l m i t i c  a c i d .  T h e  s o l i d  l i n e  i s  t h e  

p r o t e i n  a s  m o n i t o r e d  by U V  s p e c t r o s c o p y  ( o p t i c a l  d e n s i t y  a t  2 8 0  

n m ) .  T h e  d a s h e d  l i n e  i s  t h e  c a r b o n  - 1 4  c o u n t s  ( 8 5 %  o f  t h e  t o t a l  

a p p l i e d )  w h ' i c h  a r e  c o i n c i d e n t  w i t h  t h e  HDL3 p r o t e i n s .  T h i s  

s u g g e s t s  s t r o n g l y  t h a t  t h e  p a l m i t i c  a c i d  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

H D L 3  p a r t i c l e s .  T h e  s m a l l  p e a k  t o  t h e  r i g h t  o f  t h e  HDL3 p e a k  i n  
- - 

F i g u r e  11 c o n - t a i n s  4 . 5 %  ( o p t i c a l  d e n s i t y )  a n d  6 %  ( r a d i o -  

a c  i v i t y )  o f  t h e  t o t a l  e l u t e d  i n t e n s i t y .  P a r t  o f  t h e  s m a l l  p e a k  eL/ 
\ i n t e n s i t y  i s  n o  d o u b t  d u e  t o  " t a i l i n g 1 '  o f  HDL3 c o m p o n e n t  p l u s  

p o s s i b l e  c o n t a m i n a t i o n  d u e  t o  s e r u m  a l b u m i n .  H o w e v e r ,  a s s u m i n g  

a 5 1  o f  t h i s  p e a k  i s  dnue  Z o  a l b u m i n ,  a n y  f a t t y  a c i d  b o u n d  t o  s o  

s a a l l  a n  a m o u n t  o f  t h i s  p r o t e i n  w i l l  c o n t r i b u t e  n e g l i g i b l y  t o  t h e  

NXR s i g n a l .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e  f a t t y  a c i d  i s  l o c a t e d  i n  t h e  

s u r f a c e  m o n o l a y e r  o f  t h e  1 i p o p r o t e i n . p a r t i c l e  o n  t h e  b a s i s  o f  i t s  

a m p h i p h i l i c  n a t u r e .  E a r l i e r  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  a s c o r b a t e  r e d u c -  

t i o n  o f  t h e  E S R  s p i n  l a b e l  1 2 -  d o x y l s t e a r i c  a c i d  ( 1 3 1  ) a n d  

e n e r g y  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t s  w i t h  f l u o r e s c e n t  f a t t y  a c i d s  



- 
i g u r e  11: E l u t i o n  r o f i l e  o f  HDL3 c o n t a i n i n g  5 m o l ,  % 1 [ 5 , 5 , 6 , 6 -  ~ 4 ]  p a l m i t i c  a c i d  i n  S e p h a r o s e  4 B  a t  

4 0 C .  E l u t i o n  s o l v e n t  was 0 . 1 5  M s o d i u m  c h l o r i d e  - 
p l u s  0.02% s o d i u m  o x i d e  a n d  f r a c t i o n s  were 5.2 mL 
e a c h  (. . U V  a b s o r b a n c e  o f  HDL3 a p o p r o t e i n  
a t  2 8 0  nm (x--x) & 1 - 1 4 ~ ] . m m i t i c  a c i d  5 6 ,  4 1 0  
cpm).  Th a r r o w  i n d i c a t e s '  t h e  t o t a l  v o l u m e .  P 



ABSORBANCE AT 280nm (a 

["C] -PALMITIC ACID (cpm x 1 . 7 9 ~ 1  0-4/ml) (x---- ) 



( 1 3 2 , 1 3 3 )  s u p p o r t  t h i s  c o n c l u s i o n .  

D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  

L o r e n t z i a n  l i n e s  p r o v i d e  a g o o d  f i t  t o  a l l  o f  t h e s e  s p e c t r a .  I t  

i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  w i d t h s  a t  h a l f  h e i g h t  t A u 1 / 2  o f  t h e  2 ~  

r e s o n a n c e s  i n  F i g u r e  1 5  d e p e n d  o n  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  d e u t e r -  
0 

a t i o n .  T h e  l i n e  w i d t h s ,  nW'h a r e  s h o w n  i n  . T a b l e  V .  C l e a r l y ,  
..' 

t h e  1 4 n e  w i d t h s  a r e  h i g h e s t  a n d  n e a r l y  c o n s t a n t  b e t w e e n  C2 a n d  ~6 
c' 

o f  t h e  a c y l  c h a i n ,  t h e n  d e c r e a s e  p r o g r e s s i v e l y  u n t i l  r e a c h i n g  a 

m i n i m u m  v a l u e  a t  C16. S u c h  a b e h a v i o u r  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  
/ 

o b s e r v e d  f o r  d e u i e r a t e d  f a t a y  a c i d s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  p h o s -  

p h o l i p i d  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  ( 1 0 6 ) .  
el 

L o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s ,  T I *  a t  38*8  M H z  

T ~ ' S  a r e  s h o r t  ( ( 1 8  m s )  f o r  a l l  t h e  C ~ H ~  s e g m e n t - s , ,  w h i l e  a t  t h e  

t e r m i n a l  c 2 H 3  s e g m e n t  a much  l o n g e r  T 1  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 7 0  m s  i s  
c- 

, m e a s u r e d .  ~ n  a d d i t i o n ,  T I ' S  were  m e a s u r e d  a t  6 1 . 4  MHz f o r  

[ 5 , 5 , 6 , 6 - 2 ~ 4 ] -  a n d  [ 1 6 , 1 6 ,  1 6 - 2 ~ 3 ]  p a l m i t i c  a c i d s  i n  H D L 3 .  T h e  II 

r e s u l t s  o f  t h e  h i g h  f i e l d  r e l a x a t i o n  m e a s u r e m e n t s  a r e  i n c l u d e d  i n  

T a b l e  V I .  

I n  o r d e r  t o  i n t e r p r e t  t h e  2~ N M R  l i n e  w i d t h s  o f  d e u t e r a t e d  

p r o b e s  i n c o r p o r a t s d  i n t o  s m a l l  s t r u c - t u r e s  s u c h  a s  l i p o p r o t e i n s  

a n d  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a k n o w l e d g e  o f  t h e  s i z e  o f  t h e s e  

s t r u c t u r e s  i s  n e c e s s a r y  ( 1 0 5 ) .  T h e r e f o r e ,  w e  h a v e  e m p l o y e d  e l e c -  

t r o n  m i c r o s c o p y  ( n e g a t i v e  s t a i n i n g  m e t h o d )  t o  d e t e r m i n e  t h e  s i z e  



F i g u r e  1 2 :  D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  f o r  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  
p a l m i t i c  a c i d s  i n  H D L ~ .  T h e  p o s i t i o n  o f  t h e  
d e u t e r i u m  s u b s t i t u t i o n  i s  g i v e n  t o  t h e  l e f t  o f  
e a c h  s p e c t r u m .  T h e  p l o t t ' e d  w i d t h  o f  t h e  t o p  t h r e e ,  
s p e c t r a  i s  t h e  same; S p e c t r a l  p a r a m e t e r s :  2 , 2 - t -  
s w e e p  w i d t h  = 5  k H z ;  p l o t  w i d t h  = 4  k H z ;  p u l s e  

- w i d t h  = 1 9  p s  ( 9 0 • ‹  f l i p  a n g l e ) ;  n u m b e r  o f  
a c q u i s i t i o n s a  = 4  x  lo5;  d a t a  p o i n t s  = 1 , 0 2 4 ;  d e l a y  
b e f o r e  a c q u i s i t i o n  = 5 0  p s ;  l i n e  b r o a d e n i n g  (LB) 
= 30 Hz.  A ( 1 8 0 • ‹ - 2  -90• ‹ -T) ,  s e q u e n c e  was u s e d  
w i t h  Z = 110 m s  a n d  T = 2 1 0  m s  i n  o r d e r  t o  m i n i -  
m i z e  i n t e r f e r e n c e  d u e  r e s i d u a l  ~ H O H .  T h e  F I D  was 
l e f t  s h i f t e d  o n e  d a t a  p o i n t  t o  r e m o v e  s p e c t r a l  
a b b e r a t i o n s  d u e  t o  p u l s e  b r e a k t h r o u g h .  4,4-$/same 
a s  2 , 2 -  e x c e p t  LB = 2 0  Hz. 5 , 5 , 6 , 6 - :  same a s  2 , 2 -  
e x c e p t  L B  = 2 0  Hz. 1 1 , 1 1 , 1 2 , 1 2 - :  same a s  2 , 2 -  
e x c e p t  s w e e p  w i d t h  = 2 . 5 .  k H z ;  p l o t  w i d t h  = 2  k H z ;  
n u m b e r  of  a c q u i s i t i o n s  = 1 x  1 0 5 ;  2 = 1 2 0  m s ;  T  = 
3 2 0  m s ;  LB = 8.0 Hz. 1 6 , 1 6 ; 1 6 - :  same a s  2 , 2 -  
e x c e p t  s w e e p  w i d t h  = 5 0 0  H z ;  p l o t t e d  w i d t h  = 2 0 0  
H z ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 8 x 1 0 3 ;  T = 2 . 2 0  s ;  
LB = 0.5 Hz.  





Chain Position flu,/2 (Wa 

auncertainty in the line widths AU1/2 is approximately +log* 



TABLE VI: Longitudinal relaxation times, T I ,  for selectively 
d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a ~ i d  i n  HDL3 a f  38.8 MHz a n d  
61.4 MHz (Temperature 25-270C). 

Chain .~osition'. 

3 8 . 8  MHz 
\ 

(a) Uncertainty in T 1  is approximately - +-lo%.  



r 

d i s t r i b u t i o n  o f  HDL3 c o n t a i n i n g '  f a t t y  a c i x d  p r o b e s .  An ' " e x a m p l e .  i s .  

s h o w n  i n  F i g u r e  1 3  w h i c h  i s  t h e  e l e c t r o n ; ~ ' r n i c r o s c o p e  . p h o t ' o g r a p h  o•’ 

HDL3 p a r t i c l e s  c o n t a i n + n g  [ 5 ,  5 , 6 , 6 - 2 ~ 4 . ]  " p a l m i t i c  a c i d ,  P r o m  . . - a, 

e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  H 9 L 3  c o n t a i n i n g  = [ 1 6 , 1 6 , 1 6 1 2 ~ 3 ]  ~ a l m i t i c  . 
I . -  . 

a c i d ,  a n d  HDL3 c o n t a i n i n g  [ 5 , 5 , 6 , . 6 - 2 ~ 4 ]  p a l m i t i c  a c i d , ' c m e a n  d i a -  -. - - " -  

m e t e r  o f  7.4 .+ - 1.2 nm and--  7 .5  2 1 . 4  nm,  r e s p e c t i v e ~ > ; ,  -were  

i I .  

h e n c e  i n c o . r p o r a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  d o e s  n b t  a p p r e c i a b l y  c h a n g e  o f  , . ' . 

. - . I . 

t h e  HDL p a r t i c l e .  I n  e a c h  case ,  a p p r o x i m a t e l y  . 2 0 0  p a r t i . c l e $  were .  - 
. B O  

c o u n t e d  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  p r e v i o u s l y , - .  
s t \  

e e 

- 
p u b l i s h e d  w o r k  ( 1 7 , 1 8 ) .  0 

31p NPfR s p e c t r a  o f  HDL3 c o n t a i n i n g  p a l m i t i c s a c i d  a r e  i n d i s - s  
:% . - 

C s i g n i f i c a n t  c h a  g e  i n  e i t h e r  s i z e ,  n o r  h e a d  g r o u p  c o n f o r m a t i o n  7e 

- ?) 

o c c u r s  u p o n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  5 m o l  % p a l m i t i c  a c i d  i n t o  
? i.̂  4 

' 9  tt 
, 

n a t i v e  HDL,  4 

111 S e l e c t i v e l y  D e u t e r a t e d  P a l m i t i c  A c i d  i n  N a t i v e  HDL2 
" 

a 
- 

F i g u r e  1 4  d e p i c t s  2 ~  N M R  s p e c t r a  o f  5 m o t  % s e l e c t i v e l y  
\ " 

3 d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2. I n  a d d -  

i t i o n ' t o  t h e  s i g n a l  f r o m  t h e  d e u t e r a t e d ,  p a l m i t i c  a c i d ,  t h e  

s p e c t r a  s o m e t i m e s  c o n t a i n  a  n a r r o w  r e s o n a n c e  (-135 Hz d o w n f i e l d )  . 
d u e  t o  t h e  r e s i d u a l  d e u t e r i u m  i n  w a t e r .  S i n g l e  . L o r e n t z i a n s  

iy 

p r o v i d e  g o o d  f i i s  t o  t h e  s p e c t r a .  T h e  l i n e  w i d t h s  o b t a i n e d  f;om 

t h e s e  s p e c _ . t r a  a r e .  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  V I I .  I t  i s  a p p a r e n t  t h a ' t  

t h e  w i d t h s  a t  h a l f  h e i g h t  a r e  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  p o s i t i o n  o f  



Fig. 13 Electron micrograph of native HDL3 containing 

5,5,6,6- [ 2 ~ 4 1  palmitic ac id . Magnification 

190,700 t imes .  



F i g u r e  1 4 :  2~ N M R  s p e c t r a  o f  n a t i v e  HDL? c o n t a i n i n g  - 5 m o l  I . 
s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m l t i c  a c i d  a t  a m b i e n t  
t e m p e r a t u r e s  ( 2 0 - 2 5 0 C ) .  T h e  p o s i t i o n  o f  d e u t e r -  
a t i o n  i s  g i v e n  t o  t h e  l e f t  o f  e a c h  s p e c t r a .  T h e  
r e s o n a n c e  s h i f t e d  * a p p r o x  m a t e l y  135 Hz d o w n f  i e l d  
f r o m  t h e  m a i n  p e a k s  i s  d u  t o  r e s i d u a l  d e u t e r i u m  a, i n  w a t e r .  S p e c t r a l  p a r a m e t e r s :  2 , 2  p o s i t i o n ;  
s w e e p  w i d t h  = 5 , 0 0 0  H Z ;  d a t a  s i z e  = 2 0 4 8  p o i n t s  
d e l a y  b e f o r e  d a t a  a c q u i s i t i o n  = 5 0  ,qs; d e l a y  
b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 2 0 5  m s ;  n u m b e r  o f  
a c q u i s i t i o n s  = 1 . 9 5  x 1 0 5 ;  l i n e  b r o a d e n i n g  = 3 0  
Hz. A 1 8 0 0  - Z - 9 0 0  p u l s e  s e q u e n c e  w i t h  p u l s e  
l e n g t h  = 1 8  ,us ( f o r  9 0 0  f l i p  a n g l e  a n d  Z = 
0 . 1 2  s was. u s e d  t o  m i n i m i z e  r e s i d u a l  d e u t e r i u m  i n  
w a t e r .  4 , 4  p o s i t i o n  s a m e  a s  2 , 2  e x c e p t  N A  = 1 . 8 0  
x 1 0 5 ;  5 , 5 , 6 , 6  p o s i t i o n ;  same a s  2 , 2  e x c e p t -  d a t a  
s i z e  1 K z e r o  f i l l e d  t o  4 K ;  n u m b e r  o f  
a c q u i s i t i o n s  = 2.0 x 1 0 5 ;  l i n e  b r o a d e n i n g  = 4 0  Hz; 
d e l a y  b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u S s e s  = 0 . 1 0  s ;  t h e  T 
i n  1800-T-900 p u l s e  s e q u e n c e  w a s  0 .1  s. T h e  F I D  
was l e f t '  s h i f t e d  1 p o i n t  t o  r e d u c e  t h e  s p e c t r a l  
a b b e r a t i o n s .  l , ,  1 2 2  p o s i t i o n ;  s w e e p  w i d t h  = 
2 5 0 0  Hz; d e l a y  b e f o r e  a c q u i s i t i o n  = 2 5 0  s ;  d e l a y  
b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 0 . 4 1  s ;  n u m b e r  o f  
a c q u i s i t i o n  = 8.0 x l o 4 ;  l i n e  * b r o a d e n i n g  = 2 5  Hz. 
A 1 8 0 0 -  2 - 9 0 0  p u l s e  s e q u e n c e  w i t h  p u l s e  l e n g t h  = 
1 6  AS ( 9 0 0  f l i p  a n g l e )  a n d  2 = 0 . 1 5  s was u s e d ;  
1 6 , 1 6 , 1 6  p o s i t i o n ;  t h e  s p e c t r a  was o b t a i n e d  w i t h  a 
o n e  p u l s e  e x p e r i m e n t ;  p u l s e  l e n g t h  = 18 s f o r  9 0 • ‹  
f l i p  a n g l e ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 1 .0  x l o 4 ;  
d e l a y  b e f o r e  d a t a  a c q u i s i t i o n  = 2 5 0  AS;  d e l a y  
b e t w e e n  p u l s e s  = 1.02 s; d a t a  s i z e  2  K z e r o  f i l l e d  
t o  4 K ;  l i n e  b r o a d e n i n g  = 1.0 Hz. 





TABLE VII: 2~ l o n g i t u d i n a l  
f o r  s e l e c t i v e l y  
(20-25OC) .  

r e 1 a x " a t i o n  k i m e s  a n d  l i n e  w i d t h s  
d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n  HDL2 

U n c e r t a i n t y  i n  t h e s e  v a l u e s  i s  2 2 0 %  e x c e p t  f o r  t h e  16  
p . o s i t i o n ,  w h e r e  i t  i s  a p p r o x i m a t e l y  - + l o % .  

" C h a i n  P o s i t i o n  

2- 
4- 

5 ( 6 ) -  
l l ( 1 2 ) -  

16- 

t 0 I 

U n c e r t a i n t y  i n  t h e s e  v a l u e s  i s  a p p r o x i m a t e l y  - + l o % .  

.I T1 ( m d a )  

15 
13 
1 5  

dU1/2 

3 4 0  
4 0 5  

I 
3 9 5  

2 1  1 2 4 0  
1 9 4  -0 7 



s e l e c t i v e  d e u t e r a t i o n .  A c o n s t a n t  p l a t e a u  i s  o b s e r v e d  f r o m  C2 - 

~ 6  w h i c h  p r o g r e s s i v e l y  d e c r e a s e s  u n t i l  r e a c h i n g  a min imum v a l u e  

a t  t h e  t e r m i n a l  m e t h y l .  

T h e  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s ,  T1, o f  s e l e c t i v e l y  

i n  T a b l e  V I I .  T h e s e  r e l a x a t i o n  t i m e s  a r e  s h o r t  ((21 m s )  f o r  a l l  

o f  t h e  c2H2 s e g m e n t s  s t u d i e d ,  w h i l e  a t  t h e  t e r m i n a l  C ~ H ~  s e g m e n t  

a m u c h  l o n g e r  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 9 4  m s  i s  o b t a i n e d .  D u e  ;o t h e  

l o w  a m p l i t u d e  o f  t h e  b r o a d  m e t h y l e n e  s i g n a l s ,  n e c e s s i t a t i n g  l o n g  

p e r i o d s  o f  d a t a  c o l l e c t i o n ,  t h e  T I  i a l u e s  a r e  s u b j e c t  t o  a 

r e l a t i v e l y  l a r g e  u n c e r t a i n t y  o f  - +20%. On t h e  o t h e r  h a n d ,  f o r  t h e  

n a r r o w  t e r m i n a l  m e t h y I ,  t h e  u n c e r t a i n t y  o f  t h e  ,TI v a l u e  i s  o n l y  

+ L O % .  C o n t r o l  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  n a t i v e  HDL2 was n o t  - 
a s  s t a b l e  a s  n a t i v e  HDL3 a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e s  (25OC-27OC). I n  

s o m e  c a s e s ,  t h e r e  w a s  a l o s s  o f  s i g n a l  i n t e n s i t y  o v e r  t h e  t i m e -  

s p a n  o f  t h e  N M R  e x p e r i m e n t  ( - 3 6  h o u r s ) .  V i s u a l  i n s p e c t i o n  o f  t h e  

s a m p l e  r e v e a l e d  w h i t e  f l o c c u l e n t  p r e c i p i t a t e .  T h e  r e a s o n ( s )  , f o r  

t h i s  a r e  n o t  k n o w n .  H o w e v e r ,  i t  was f o u n d  t h a t  s p i n n i n g  o f  t h e  

HDL2 s a m p l e  d u r i n g  t h e  N M R  r u n  f a c i l i t a t e d  t h e  p r e c i p i t a t i o n .  

I n  o r d e r  t o  i n t e r p r e t  t h e  2~ N M R  a s  w i t h  t h e  HDL3 p a r t i c l e s ,  

- i t  i s  e s s e n t i a l  t o  k n o w  t h e  p a r t i c l e  s i z e  o f  HDL2. We h a v e  

a t t e m p t e d  t o  know t h e  p a r t i c l e  s i z e  o f  HDL2, We h a v e  a t t e m p t e d  

s e v e r a l  t i m e s  t o  s i z e  t h e  HDL2 p a r t i c l e s  by  n e g a t i v e  s t a i n i n g  

m e t h o d  b u t  w e r e  u n s u c c e s s f u l .  T h e  i m a g e s  s h o w e d  t h e  HDL2 

p a r t i c l e s  

p a r t i c l e s ,  

t o  b e  s e v e r e l y  a g g r e g a t e d .  I n  o r d e r  t o  d i s p e r s e  t h e  
1 

t h e  f o l l o w i n g  c o n d i t i o n s  w e r e  e m p l o y e d :  ( a )  t h e  pH 



o f  t h e  HDL2 s o l u t i o n  was v a r i e d  f r o m  pH 4  0 t o  pH 1 2 . 0 ,  ( b )  HDL2 3 
s o l u t i o n  was m i l - d l y . s o n i c a t e d ,  ( c )  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a l t  i n  

HDL2 s o l u t i o n  w a s  v a r i e d  f r o m  0.15 M NaCl  a n d  2.0 M NaC1. I n  a l l  
J* 

g a s e s  g o o d  s p r e a d i n g  o f  t h e  s t a i n  was n o t  o b s e r v e d . '  We h a v e  a l s o  
: 1 

u s e d  2 %  s o d i u m  p h o s p h o t u n g s t a t e  pH 7.0  i n s t e a d  o f  2 %  a m m o n i u m  

m o l y b d a t e  pH 8.0. E v e n  u n d e r  t h i s  c o n d i t i o n ,  i n d i v i d u a l  

p a r t i c l e s  i m b e d d e d  i n  t h e  s t a i n  s u c h  a s  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  HDL3 

a n d  p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s  ( s e e  b e l o w )  were  n e v e r  o b s e r v e d .  
x- 

A t t e m p t s  t o  s i z e  HDL2 by t h e  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  m e t h o d  were 

a l s o  u n s u c c e s s f u l  a s  n o n - G a u s s i a n  S c h l i e r e n  p a t t e r n s  . w i t h  b r o a d  
, L* 

w i n g s  were o b s e r v e d .  T h i s  i s  e x p e c t e d  s i n c e  t h e r e  a x e  t w o  m o l e -  
,- - 

c u l a r  w e i g h t  s p e c i e s  h a v i n g  s i m i l a r  s i z e  b u t  d i f f e r e n t  p r o t e i n  

c o n t e n t  p e r  p a r t i c l e  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  d e n s i t y  r ' a n g e  o f  1 . 0 6 3 -  

1 . 1 2 5  g/mL ( 1 3 4 ) .  We h a v e  t h e r e f o r e  u s e d  t h e  l i t e r a t u r e  v a l u e  o f  

€3 
l O O A  a s  t h e  d i a m e t e r  o f  n a t i v e  HDL2 p a r t i c l e  i n  o u r  c a l c u l a t i o n .  

S i n c e  3 1 ~  N M R  i s  s e n s i t i v e  t o  b o t h t h e  s i z e  o f  t h e  p a r t i c l e s  

i n  s o l u t i o n  a n d  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  h e a d  g r o u p ,  

i t  was e m p l o y e d  t o  m o n i t o r  t h e  c h a n g e s  i n d u c e d  i n  t h e  HDL2 s t r u c -  

t u r e  by  t h e  a d d e d  f a . t t y  a c i d .  F i g u r e  15  s h o w s  t h e  1~ d e c o u p l e d  
- 

s p e c t r u m  o f  n a t i v e  HDL2 c o n t a i n i n g  4 m o l  % [ 2 ~ 3 1 ]  p a l m i t i c  a c i d .  

T h e  s p e c t r u m  o b t a i n e d  i s  s i m i l a r  t o  t h e  p r b v i o u s l y  p u b l i s h e d  

s p e c t r a  o f  n a t i v e  HDL2 (162). , T h e  s p e c t r u m  s h o w s  a s t r o n g  

r e s o n a n c e  a t  -0.8+1 - ppm d u e  t o  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  w h i l e  t h e  

d o w n f i e l d  r e s o n a n c e  a t  -0 .221  ppm i s  a s s i g n e d - ' t o  s p h i n g o m y e l i n .  

T h e  l i n e  w i d t h s  o f  b o t h  t h e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  s p h i n g o m y e l i n  

r e s o n a n c e s  a r e  i d e n t i c a l  6 + 1  - Hz a n d  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  n a t i v e  



Figure 15: 1~ decoupled  3 l p  N M R  s p e c t r a  of  n a t i v e  H D L ~  con- 
ta in ing"  , 4  mol % [ 2 ~ 3 1 ]  p a l m i t i c  a c i d .  S p e c t r a l  -.. parameters :  sweep w i d t h  = 2 kHz; data  size = 2 K 
zero f i l l e d  t o  4 E; l i n e  broadening = 1 Hz; number 
of  a c q u i s i t i o n  = 1 0 2 4 .  Chemical  s h i f t s  a r e  w i t h  

1 

r e s p e c t  t o  an e x t e r n a l  A PO4 (85%) r e f e r e n c e .  
Resonance frequency = 40.5 d ~ z .  





HDL2 w i t h o u t ' f a t t y  a c i d .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  n e i t h e r  t h e  s i z e  o f  

t h e  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e  n o r  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  

h e a d  g r o u p  a r e  a p p r e c i a b l y  a l t e r e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  f a t t y  a c i d .  

T h e  a s s o c i a t i o n  o f  d e u t e r a t e d  p a l m i ' t i c  a c i d  w i t h  HDL2 was 

e s t a b l i s h e d  b y  ~ e p h a r o s e  4B  g e l  p e r m e a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y .  I n  
-. 

F i g u r e  1 6  w e  s h o w  t h e  r e s u l t s  o f  g e l  e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  a t  

4 O C  o f  HDL2 w h i c h  h a d  b e e n  i n c u b a t e d  w i t h  [ 2 ~ 3 1 ]  p a l m i t i c  a c i d  

c o n t a i n i n g  a  t r a c e  a m o u n t  o f  1-[14c]  p a l m i t i c  a c i d .  T h e  HDL2 

s o l u t i o n  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  S e p h a r o s e  4B c o l u m n  w i t h  a s o l u t i o n  

o f  0.15 M NaCl p l u s  0.02% s o d i u m  a z i d e  pH 7.6. A p p r o x i m a t e l y  78% 

o f  t h e  c a r b o n  -14 c o u n t s i n  t h e  o r i g i n a l  s o l u t i o n  we re  e l u t e d  a n d  

a l l  a r e  f o u n d  c o i n c i d e n t  w i t h  t h e  O.D. 2 8 0  nm p e a k  a s  m o n i t o r e d  

b y  U V  s p e c t r o s c o p y .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  m a i n  p e a k  d u e  t o  HDL2, 

t h e  f i g u r e  a l s o  c o n t a i n s  a smal le r  p e a k  c l o s e  t o  t h e  t o t a l  v o l u m e  

o f  t h e  c o l u m n .  I t  c o m p r i s e s  l e s s  t h a n  4% o f  t h e  m a i n  p e a k s .  T h e  

o r i g i n  o f  t h e  s m a l l  p e a k  i s  n o t  k n o w n .  I t  c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  
F 

d i s p l a c e d  a p o p r o t e i n  f r o m  HDL2. B u t  m o r e  p r o b a b l y  i t  may be 

c o n t a m i n a t i o n  d u e  t o  s e r u m  a l b u m i n .  S u c h  a p e a k  i s  a l s o  o b s e r v e d  
B 

i n  HDL3 s a m p l e  ( s e e  a b o v e ) .  

We a s s u m e  t h a t  t h e  f a t t y  a c i d  i s  l o c a t e d  i n  t h e  s u r f a c e  

m o n o l a  e r  o f  HDL2 o n  t h e  b a s i s  o f  i t s  a m p h i p h i l i c  n a t u r e .  J 
E a r l i e r  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  a s c o r b a t e  r e d u c t i o n  o f  t h e  ESR s p i n  

l a b e l  1 2 - d o x y l s t e a r i c  a c i d  ( 1 3 5 )  a n d  e n e r g y  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t s  

w i t h  f l u o r e s c e n t  f a t t y  a c i d s  ( 1 3 6 , 1 3 7 )  s u p p o r t  t h i s  c o n c l u s i o n .  



- 
F i g u r e  16 :  E l u t i o n  p r o f i 1 e ; o f  H D L 2  c o n t a i n i n g  4 

p a l m i t i c  a c i d  ' o n  S e p h a r o s e  4 B  c o l u  
E l u t i o n  s o l v e n t  w a s  0.15 M NaCl p l u s  0.02% s o d i u m ,  
a z i d e ;  @-+ a o r b a n c e  o f  H D L  a ~ o ~ r o t e i n s  a t  - 4 280 nm, (04) , ) - [ ~ 4 C l  p a l m i t i c  a c i i .  The  v o l u m e  o f  
e a c h  f a c t i o n  was 8.0 m l .  T h e  a r r o w  i n d i c a t e s  t h e  . '  

t o t a l  v o l u m e  o f  t h e  c o l u m n .  



[1 ~J-~AUIIITIC ACID (Cpm x 1 d) (M) 

ABSORBANCE AT 280 mm (0--0) 



+ _  

We h a v e  s t u d i e d  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n  

u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s ,  U n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  were made  f r a m  e g g  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e / s p h i n g o m y e l i n / s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  
3 

a c i d  8 0 / 1 4 / 6  m o l  % i n  d e u t e r i u m  d e p l e t e d  water .  T h e  m i x e d  

s p h i n g o m y e l i n / e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  s y s t e m  was c h o s e n  s i n c ' e  
.- - 

t h i s  i s  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d s  f o u n d  i n  t h e  o u t e r  
'rB ' 

mono1 ,aye r  o f  HDL ( 4 7 ,  130 ) .  .~ .& 

j .,< 
3 .  +. '. 

I 

D e h t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  s e l e c t i v e l y  \ d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  
'*a 

5 
a c i d s  i n  p i l a m e l l a r  v e s i c l e 2  a r e  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  17.  S i n g l e  

L o r e n t z i a n ~  d o  n o t  p r o v i d e  a n  e x c e l l e n t  t i t - t o  t h e  s p e c t r a - b b -  

t a i n e d  f o r  t h e  [ 2 , 2 - 2 ~ ~ ] ,  [ 4 , 4 - 2 ~ 2 ] - ,  a n d  [ 5 , 5 , 6 6 - 2 ~ 4 ]  a c i d s .  

I n s t e a d ,  t h e  s p e c t r a  a p p e a r s  t o  b e  a s u p e r - p o s i t i o n  o f  L o r e n t z i a n  

f=- l i n e s  w l t h  " b r o a d  s k i r t s "  a p p r o x i m a t e l y  - + 2  kHz w i d e .  W h e r e a s ,  a 

s i n g l e  L o r e n t z i a n  d o e s  p r o v i d e  a s a t i s f a c t o r y  f i t  t o  t h e  s p e c t r a  

o b t a i n e d  f o r  [ 1 1 , 1 1 , 1 2 , 1 2 - ~ ~ ~ ] -  a n d  [ 1 6 , 1 6 , 1 6 - ~ ~ ~ ]  a c i d s .  I t  i s  

a p p a r e n t  t h a t  t h e  w i d t h s  a t  h a l f - h e i g h t ,  AU1/2 ,  o f  t h e  Z H  N M R  

r e s o n a n c e s  i n  F i g u r e  1 7  d e p e n d  u p o n  t h e  p o s i t i o n  o f  s e l e c t i v e  

d e u t e r a t i o n , .  t h e  v a l u e s  m e a s u r e d  a r e  s h o w n '  i n  T a b l e  VIII. 

S t r i c t l y  s p e a k i n g ,  i t  i s  n o t  c o r r e c t  t o  u s e  . a s  a  P a r a -  

m e t e r  o f  t h e  r e s o n a n c e  c u r v e  w h i c h  c a n n o t  b e  d e s c r i b e d  b y  a 

s i n g l e  L o r e n t z i a n .  We h a v e  m e a s u r e d  t h e  l i n e  w i d t h s  f o r  

q u a l i t a t i v e  p u r p ' o s e s  o n l y .  

A s  v e s i c l e s  a r e  h e t e r o g e n e o u s  w i t h  r e s p e c t  t o  s i z e ,  i t  i s  

i m p e r a t i v e  t h a t  t h e i r  s i z e  d i s t r i b u t i o n  b e  d e t e r m i n e d .  We h a v e  
-. 

>'+ 
" 



F i g u r e  1 7 :  D e a t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  (-5 m o l  I )  s e l e c t i v e - 1 y  
d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  i n  1 5 %  w#v e g g  p h o s p h a -  
t i d y l c h + o l i n e / b 6 v i n e  b r a i n  s p h i n g o m y e l i n  ( 8 4 :  l5$ 
w / w  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  i n  d e u t e r i u m  a e p l e t e d  

F e r .  T h g - - p o s i t i o n  o f  d e u t e r i u m  s u b s t i t u t i q h  i s  
, . g i v e n  t o  t h e  left pf eaek s m c h u m .  -•˜qm&tral- - 

p a r a m e t e r :  2 ,2- :  s v ' e e p  w i d t h . =  50,000 Hz; pklse  
w i d t h  = 8 ,us (90" f l i p  a n g l e ) ;  n u m b e r  o f  
a c q u i s i t i o n s =  5 0 , 0 0 0 ;  d a t g  s i z e  = 8 1 9 2 ;  d e l a y  
b e f o r e  a c q u i s i t L o n  = 10 d e l a y  b e t w e e n  s u b -  
s e q u e n t  p u l s e s  = 2 9 0  m s ;  l i n e  , b r o a d e n i n g  ='-20 Hz. 
4 , 4 - :  same a s  2 , 2 - .  5 , 5 , 6 , 6 - :  s d m e  a s  2,2- 
e x c e p t  n u m b e r  o f  a c q u 5 s i t i o n s  = * . 3 0 , 0 0 0 .  
1 1 , 1 1 , 1 2 , 1 2 - :  same a s  2 ,2- .  1 6 , 1 6 , 1 6 - :  s w e e p  
w i d t h  = 1 - k ~ z ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s :  5 , 0 0 0 ;  d a t a  
s i z e  = 2048 ;  d e l a y  b e f o r e  d a t a  a c q u i s i t i o n  = 

' 5 0 i ~ s ;  d e l a y  b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 500 m s ;  
lin'e b r o a d e n i n g  = 1.0 Hz. 2 





BLE VIII: 28 N M R  l i n e  w i d t h s ,  AU1 2, of -5 m o l  x s e l e c t i v e -  
- _ v e s i c l e s  a t  250C. 

il l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t  c a c i d  i n  u n i l a m e l l a r  

2 

f 

C h a i n  Position L i n e  Width (HZ)' 

l ~ h e  u n c e r t a i n t y  i n  t h e s e  v a l u e s  i s  +lo%.  - 



7 

e l e c t r o q  m i c r o g r a p h s  o f  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  u s i n g  t h e  n e g a t i v e  

s t a i n i n g  m e t h o d .  An e x a m p l e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  18, w h i c h  i s  t h e  

m i c r o g r a p h  o f  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  [ 1 1 , 1 1 , 1 2 , 1 2 - 2 8 4 1  
-. . 

p a l m i t i c  a c i d .  T h e  p h o t o g r a p h  s h o w s  a m a j o r i t y  ( > 9 0 % j a ~ 6 P  t h e  

v e s i c l e s  a r e  a p p r o x i m a t e l y  s p h e r i c a l ,  a l t h o u g h  o t h e r  s h a p e s  ( f l a t  

d i s c s )  a r e  a l s o  i n  t h e  m i c r o g r a p h .  

0 0 

V e s i c l e s  h a v i n g  d i a m e t e r s  < 2 0 0  A t o  > 6 0 0  A were  f o u n d  i n  t h e  

s a m p l e s  p r e p a r e d  i n  t h i s  s t u d y .  T h e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  

v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  [ 2 , 2 - 2 ~ 2 ] -  a n d  [ I I ,  1 1 , 1 2 , 1 2 - ~ 8 ~ ]  p a l m i t i c  

a c i d  were  d e t e r m i n e d  s e p a r a t - e l y .  A p p r o x i m a t e l y  7 5 %  o f  t h e  

v e s i c l e s  i n  t h e  s a m p l e  c o n t a i n i n g  [ 2 , 2 - 2 ~ 2 ]  p a l m i t i c  a c i d  a n d  80% 

o f  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  [ 1 1 , 1 1 , 1 2 ,  1 2 - 2 ~ 4 ]  p a l m i t i c  a c i d  were  i n  
0 0 

t h e  s i z e  r a n g e  2 1 5  A - 3 4 5  A .  We h a v e  p o o l e d  t h e  r e s u l t s  f r o m  

t h e  t w o  s a m p l e s  t o  r e f l e c t  t h e  s i z e  h e t e r o g e n e i t y  i n  a l l  o f  t h e  

s a m p l e s  i n  o u r  s t u d y .  V e s i c l e  d i a m e t e r s  were d i v i d e . d  i n t o  s i x  

0 

s i z e  c a t e g o r i e s > e a c h  f r a c t i o n  h a v i n g  4 0  A r a n g e  ( F i g u r e  1 9 ) .  

An i m p o r t a n t  q u e s t i o n  w h i c h  m u s t  b e  a n s w e r e d  i s  w h e t h e r  

p a l m i t i c  a c i d  a c t u a l l y  i n c o r p o r a t e s  i n t o  t h e  u n i l a m e l l a r  

v e s i c l e s .  I n  F i g u r e  2 0  w e  s h o w  t h e  r e s u l t s  o f  g e l  p e r m e a t i o n  

c h r o r n a t r o g ; a p h y  a t  4 ' ~  o f  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  [ 5 , 5 , 6 , 6 - 2 ~ 4 ]  p a l m -  

i t i c  a c i d  a n d  a t r a c e  a m o u n t  o f  [ 1 - 1 4 ~ ] , ~ a l m i t i c  i d .  A l l  o f  t h e  
- 

r a d i o a c t i v i t y  (92.5% o f  t h e  i n i t i a l  c o u n t s )  was e l u t e d  c o i n c i d e n t  

w i t h  t h e  O D  3 0 0  nm p e a k s .  No o t h e r  r a d i o c t i v i t y  p e a k w a s  

s u b s e q u e n t l y  e l u t e d ,  i n d i c a t i n g  t h e  a b s e n c e  o f  s m a l l e r  s t r u c t u r e s .  



Fig. 18 Electron micrograph of egg phosphatidylcholine I sphingo- 

myelin vesicles containing 11,111121 12 - 1 2 ~ 4 1  palrnitic 

acid. Magnification 170,700 ti rnes. 



-\ 

Figure 17: Histogram of unilamellar 
vesicle  s izes containing select ively  
deutera ted  palmitic acid.  

Diameter range Tn A 

* 
Tota l  of 1346 vesic les  were  
measured. 



F i g u r e  20:  E l u t i o n  p r o f i l e  o f  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  c o n -  
t a i n i n g  5 m o l  % 5 , 5 , 6 , 6 - 1 ~ 8 ~ ]  p a l m i t i c  a c i d  o n  

- 
- S e p h a r o s e  4B a t  40C. E l u t i o n  s o l v e n t  w a s  0.15 M 

* N a C 1  p l u s  0 . 0 2 %  s o d i u m  a z i d e ;  C-.) is  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  3 0 0  nm, ( 0 )  1 C ]  j a l m i t i c  
a c i d .  T h e  v o l u m e  o f  e a c h  f r ' a c t i o n  i s  5xmLs .  
The c o l u m n  d i m e n s i o n s  a r e  g i v e n  i n  t h e  Materials  
a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  



..-I.-. OPTICAL DENSITY AT 300 nm I 

- [ W I  - PALMITIC ACID (cpm x 1.25 x 1 ~ ' ~ / r n l )  



V P h o s p h o l i p i d  i n  N a t i v e  HDL2 

- C 
We h a v e  i n c o r p o r a t e d  5 m o l e  % o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d -  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n t o  n a t i v e  HDL2 p a r t i c l e s  by  m i l d  s o n i c a t i o n  

a t  4 0 0 C .  F i g u r e  2 1  s h o w s  a n  u n d e ; o u p l e d  p h o s p h o r u s  -31 N M R  o f  

HDL2 c o n t a i n i n g  P C - d 3  a s  w e l l  a s  t h a t  o f  n a t i v e  HDL2* I t  c o n -  

s i s t s  o f  a s t r o n g  r e s o n a n c e  d u e  t o  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  a - 
- 

w e a k e r  r e s o n a n c e  s h i f t e d  6 9  Hz d o w n f i e l d  d u e  t o  s p h i n g o m y e l i n .  

T h e  w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t ,  A - 1 1 2  = 3 2  - + 3 Hz f o r  n a t i v e  HDL2 

c o m p a r e s  w i t h  A V 1 / 2  = 31 - + 3 Hz i n  t h e  c a s e  o f  H D L ~ / P C - ~ ~ *  

T h u s ,  it; a p p e a r s  t h a t  t h e  s i z e  o f  HDL2 p a r t i c l e  i s  n o t  " 

- 
s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  w i t h  a d d i t i o n  o f  5 m o l e  % p h o s p h a t i d y l -  

c h o l i n e .  

To  d i s c o u n t  t h e  p o s s i b l e  e x i s t e n c e  o f  u n i l a m e l l a r  p h o s p h o -  

a d j u s t e d  t o  1 . 0 6  g m / m l .  T h e  s a m p l e  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  6  h o u r s .  

T h e  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  h a v e  a  h y d r a t e d  d e n s i t y  = 1 . 0 2  g m / m l  
,J 

c o m p a r e d  w i t h  l o 0 9  g a l a 1  f o r  HDL2,  T a b l e  I ( 8 5 , 8 6 ) .  T h e r e f o r e ,  

v e s i c l e s  a r e  e x p e c t e d  t o  f l o a t  t o  t h e  t o p  o f  t h e  t u b e ,  a n d  HDL2 t o  

t h e  b o t t o m .  T h e  s p e c t r a  o b t a i n e d  f o r  t h e  b o t t o m  h a l f  o f  t h e  

- 
s a m p l e  c o n t a i n i n g  4 , 4 . P C - d 2  i n  HDL2 h a d  9 4 2  o f  t h e  o r i g i n a l  

s i g n a l  i n t e n s i t y .  T h e  l i n e  w i d t h  a t  h a l f - h e i g h t  a t  2 5 0 C  - + l o C ,  

b u l l 2  = 3 1 0  Hz c o m p a r e d  w i t h  t h e  o r i g i n a l  u n s p u n  s a m p l e  w h o s e  

A v  1 1 2  = 3 2 0  Hz a t  2 5 0 C  + l o C .  H e n c e  w e  c o n c l u d e  t h a t  a p p r o x -  - 

i m a t e l y  9 4 %  o f  ( h e  a d d e d  p h o s p h o l i p i d  i s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  



F i g u r e  2 1 :  An ( u n d e c o u p l e d )  I P  N M R  - ( 1 0 2 . 2  MHz) s p e c t r a  o f  - 
n a t i v e  HDL a n d  o f  HDL2 c o n t a i n i n g  5 m o l  % 1 6 -  
[ 2 H 3 ]  p h o s p  i a t i d y l c h o l i n e .  

S p e c t r a l  p a r a m e t e r s :  p u l s e  l e n g t h  = 1 6  ps  ( - 6 0 0  
f l i p  a n g l e ) ;  d a t a  s i z e  = 2 0 4 8  p o i n t s ;  d e l a y  

. b e f o r e  a c q u i s i t i o n  = 2 5 0  p s ;  d e l a y  b e t w e e n  
s u b s e q u e n t  ptfises = 1.51 s ;  s w e e p  w i d t h  = 2 0 0 0  Hz; 
l n e  b , S o a d e n i n g  = 2.0 Hz ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 

I 
3 5 , 3 2 9 :  ( n a t i v e  HDL2) a n d  7 , 1 4 0  (HDL2 + p c - d 3 ) *  





F i g u r e s  2 2 a - c  d e p i c t  2 ~  N M R  s p e c t r a  o f  s e 1 e c t i ; e l y  

d e u t e r a t e d  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  HDL2 a s  a f u n c t i o n  o f  t e m p -  

e r a t u r e .  I n  a d d i t i o n  t o  a b s o r p t i o n  t o  t h e  d e u t e r a B e d  

p ~ o s p ~ o ~ i p i ~  i n  H D L ~ ,  t h e  s p e c t r a  a l s o  c o n t a i n  s i g n a l  d u e  t o  

r e s i d u a l  d e u t e r i u m  i n  water .  T h i s  i s  m i n i m i z e d  f o r  t h e  p o s i t i o n s  

[ 2 , 2 ] ;  [ 4 , 4 ] ;  [ 7 , 7 ] ;  a n d  [ 1 1 , 1 1 , 1 2 , 1 2 ]  b y  a n  i n v e r s i o n  r e c o v e r y  

m e t h o d  w h e n  a p p r o p r i a t e  v a l u e s  f o r  T a r e  u s e d  t o  o b t a i n  t h e  

Moo v a l u e  ( s e e  s p e c t r a l  p a r a m e t e r s ) .  H o w e v e r ,  f o r  t h e  1 6 , 1 6 , 1 6  

p o s i t i o n ,  ~ H O H  a b s o r p t i o n  i s  p r o n o u n c e d .  

A s i n g l e  L o r e n t z i a n  g i v e s  a s a t i s f a c t o r y  f i t  t o  e a c h  o f  

\ t h e s e  s p e c t r a .  C o n t r o l  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  i n t e n s i t y  

'-"4 o f  t h e  s i g n a l  a n d  t h e  l i n e  w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t  f o r  t h e  H D L ~ / P C  

s a m p l e  r e m a i n s  u n c h a n g e d  o v e r  t h e  t i m e  s p a n  o f  t h e  N M R  r u n  ( u p  t o  

3 6  h o u r s ) .  H e n c e  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  s t r u c t u r e  o f  t h e  

s a m p l e  o c c u r  o v e r  t h e  l e n g t h  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  

T h e  l i n e  w i d t h s  f o r  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p h o s p h a t i d y l -  

c h o l i n e  i n  HDL2 a s  a  f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  a r e  p r e s e n t e d  i n  

T a b l e  I X .  T h e  v a l u e s  4 7 0 - 4 2 0  Hz o f  l i n e  w i d t h s ,  b v 1 / 2 ,  a r e  

a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  f o r  C4 t o  C 7  p o s i t i o n s ,  t h e n  d e c r e a s e  

s h a r p l y  a t  C 1 1  a n d  C 1 2  b e f o r e  r e a c h i n g  a m i n i m u m  a t  C 1 6 .  T h e  

l i n e  w i d t h s  f o r  t h e  [ 2 ,  2-2HJ p o s i t i o n  o f  t h e  - s n - 2  c h a i n  o f  p h o s -  

p h a t i d y l c h o l i n e  i n  H D L ~  a r e  n o t i c e a b l y  h i g h e r  a t  a l l  t e m p e r a t u r e s  

t h a n  [ 4 , 4 - ' H 2 ]  a n d  [ 7 , 7 2 ~ 2 ]  p o s i t i o n .  T h i s  c o n t r a s t s  w i t h  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  s a m e  p r o b e  i n  e g g - p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

m u L t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  a n d  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  ( s e e  S e c t i o n '  

R . V I I 1 ,  p p . 1 4 2 - 1 4 9 ) .  



F i g u r e  2 2 a :  D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  
p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  n a t i v e  H D L Z a a s  a fSunct ion 
o f  t e m p e r a t u r e .  T h e  d e u t e r a t e d  p o s ~ t i o n '  i s  g i v e n  
a t  t h e  t o p  o f  t h e  p a g e  a n d  t h e  t e m p e r a t u r e  a t  
w h i c h  s p e c t r a  were t a k e n  i s  i n  t h e  c e n t r e  o f  t h e  
P a g e *  

S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  f o r  2 , 2 - :  s w e e p  w i d t h  = 
5 0 0 0  Hz  a ( 1 8 0 0  -T - 9 0 0 - T )  p u l s e  s e q u e n c e  was 
u s e d  t o  o b t a i n  t h e s e  s p e c t r a .  2 = 0 . 1 0  s ( 1 5 0 C ) ;  
T =  0 . 1 2 5  ( 2 5 0 ) ;  = 0 . 1 6  s ( 4 0 0 C ) .  T = 0.1 s 

( 1 5 0 C  a n d  2 5 0 C ) ;  T  = 0 . 1 6  s ( 4 0 0 C ) ;  d a t a  s i z e  = 
1 0 2 4 ;  d e l a y  b e f o r e  a c q u i s i t i o n  = 50  ,us ;  l i n e  
b r o a d e n i n g  = 3 0  Hz ( 1 5 0 C  a n d  2 5 0 C ) ;  l i n e  b r o a d e n -  

w i n g  = 2 5  Hz ( 4 0 0 C ) ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 1 . 1 2  
x 1 0 5  ( 1 5 o C ) ;  7 . 5  x 1 0 4  ( 2 5 o C ) ;  7 . 9 2  x 1 0 4  ( 4 0 o C ) .  
A l l  s p e c t r a  were  l e f t  s h i f t e d  1 p o i n t  t o  r e d u c e  
t h e  b a s e l i n e  a b b e r a t i o n s ;  p u l s e  l e n g t h  = 6 . 5  ,us 
( 9 0 0  f l i p  a n g l e ) .  S p e c t r a  p a r a m e t e r s  f o r  4 , 4 - :  
same a s  2 , 2 -  e x c e p ' t  'C = 0 . 1 1  s ;  a n d  T  = 0.1 s f o r  
a l l  t e m p e r a t u r e s ;  l i n e  b r o a d e n i n g  = 2 0  Hz ( 1 5 0 C  
a n d  2 5 0  ) a n d  2 5  HZ ( 4 0 0 C ) ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  'f = 1 . 2  x 105  ( 1 5 0 C  a n d  2 5 0 C )  a n d  6 . 0  x  1 0 4  ( 4 0 0 C ) .  
T h e  s p e c t r a  f o r  1 5 0 C  w a s  l e f t  s h i f t e d  2  p o i n t s .  





F i g u r e  2 2 b :  D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  s e l e c t i v e l y  d e u t c i r a t e d  
p h o s p h a t i d y l c h o I i n e  i n  n a t i v e  HDL2 a s  a  funct ion 
o f  t e m p e r a t u r e .  T h e  d e u t e r a t e d  p o s i t i o n  i s  g i v e n  
a t  t h e  t o p  o f  t h e  p a g e  a n d  t h e  t e m p e r a t u r e  a t  
w h i c h  s p e c t r a  w e r e  t a k e n  i s  i n  t h e  c e n t r e  o f  t h e  
p a g e .  S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  f o r  7,7- same a s  2 , 2 -  
i n  F i g u r e  a a e x c e p t  Z = 0 t 1 1  s a n d  T = 0 .1  s f o r  
a l l  t h r e e ,  -$ e m p e r a t u r e s ;  n d m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 
1 . 2  x 105 ( 1 5 0 C ) ;  8 .4  x 1 0 4  ( 2 5 0 C ) ;  l i n e  b r o a d e n -  
i n g  = 20  Hz ( 1 5 0 C  a n d  2 5 0 C ) ;  2 5  Hz ( 4 0 0 C ) ,  

S p e c t r a  p a r a m e t e r s  11,12:' same a s  2 ,2 -  i n  F i g u r e  
a a s e x c e p t  Z = 0 . 1 2  s ( 1 5 & ~ ,  2 5 o C ) ;  0 . 2 0  s ( 4 0 o C ) ;  
T  = 0 . 2  s f r a l l  t h r e e  t " e m p e r a t u r e s ;  n u m b e n o f  
a c q u i s i t i o n % =  6.9 x 1 0 4  ( 1 5 0 C ) ;  8 . 0  x 1 0 4  ( 2 5 0 C ) ;  
4 .5  x  1 0 4  ( 4 0 0 C ) ;  l i n e  b r o a d e n i n g  = 15 Hz ( 1 5 0 C ) ;  
1 0  Hz , ( 2 5 0 C  a n d  4,0oC), 





F i g u r e  2 2 c :  D e l i t e r i u m  N M R  s ~ e c t r a  o f  1 6 , 1 6 , 1 6 - [ 2 ~ ~ 1  ~ h o s ~ h a -  
t i d y l c h o l i n e  ( 5 m o l  X )  i n  n a t i v e  H D L Z  a s  a 
f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e *  T h e  s p e c t r a  e x h i b i t  t w o  
r e s o n a n c e s ,  t h e  m e t h y l  - [ Z H  s i g n a l  a n d  2HOH .. 
r e s o d n c e  s h i f t e d  1 5 0  Hz down 3$ i e l d  ( t o  t h e  l e f t )  
d u e  t o  r e s i d u a l  d e u t e r i u m  i n  w a t e r ,  S p e c t r a 1  
p a r a m e t e r s :  s w e e p  w i d t h  = 2 0 0 0  Hz; p u l s e  l e n g t h  
1 9  ,us ( 9 0 0  f l i p  a n g l e ) ; - - n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 
3 0 1 0 ;  d e l a y  b e f o r e  a c q u i s i t i o n  = 1 5 0  ,as; d e l a y  
b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 1.0 s (150C a n d  250C);  
1 . 2  s (4OOC) , l i n e  b r o a d e n i n g  = 1.0 Hz, d a t a  s i z e  = 
2 0 4 8 .  





TABLE IX 2 ~  N M R  l i n e  w i d t h s  ( A U 1 / 2 )  o f  a p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  
s e l e c t i v e l y  l a b e l l e d  a t  t h e  s n - 2  c h a i n  i n c o r p o r a t e d  
i n t o  n a t i v e  H D L ~  a s  a f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e .  

( a )  U n c e ~ t a i n t y  i n  t h e  l i n e  w i d t h  m e a s u r e m e n t s  i n  a p p r o x i m a t e l y  
+ l o % .  - 

s_i 

C h a i n  P o s i t i o n  
I 

2- 
4- 
7- 

1 1 , 1 2 -  
16- 

L i n e  W i d t h  ( H Z ) ~ )  

15OC 

4 7 0  
4 2 0  
4 2 0  
2 9 0  

18 

25OC 

4 0 0  
330 
330 
1 9 5  

1 2  

40OC 

3 3 0  
2 6 0  
2 6 0  

9 0  
9  



L o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o ~  t i m e s ,  T I ,  w e r e  m e a s u r e d  b y  

i n v e r s i o n - r e c o v e r y  m e t h o d  ( V o l d  et &, 1 5 9 ) .  F i g u r e s  2 3 a - e  a r e  

p l o t s  o f  I n  ( M m  - M z  ) v s  Z f o r  v a r i o u s  p o s i t i o n s  a s  a 

f u n c t i o n  . o f  t e m p e r a t u r e .  M *  i s  t h e  m a g n e t i z a t i o n  i n  t h e  Z 
- 

d i r e c t i o n  o b t a i n e d  w h e n  Z > 5 T1  w h e r e  2 i s  t i m e  i n  s e c o n d  

a f t e r  1800 p u l s e .  T h e  s t r a i g h t  l i n e s  d r a w n  a r e  t h e  l e a s t  s q u a r e s  

f i t  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  p o i n t s .  I n  t h i s  a n a l y s i s  t h e  l a s t  p o i n t ,  
" - 

i . e .  t h e  h i g h e s t  Z v a l u e  was i g n o r e d  a s  i t  i s  s u b j e c t  t o  l a r g e  

e r r o r .  T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  a l l  o f  t h e  f i t s  were  

g r e a t e r  t h a n -  0 .95 , .  D u e  t o  l o w  a m p l i t u d e  o f  t h e  s i g n a l  o f  

m e t h y l e n e s ,  C2,  C4 a n d  C7 a t  1 5 0 C ,  t h e  i n t e n s i t y  m e a s u r e m e n t s  h a d  

a n  u n c e r t a i n t y  o f  - + 2 0 % ,  w h e r e a s  f o r  t h e  s p e c t r a  o b t a i n e d  f o r  C 1 1  

a n d  C 1 2  m e t h y l e n e s  a n d  m e t h y l , ,  t h e  e r r o r  i n  i n t e n s i t y  m e a s u r e -  

m e n t s  w a s  r e d u c e d  t o  - + 10%. 

T h e  s p i n - l a t t i c e  r e l a x a t i o n  t i m e s ,  T I ,  a r e  p r e s e n t e d  i n  

~ ~ b l ~  X. ~ h ~  T~ v a l u e s  a r e  a p p r o x i m a t e l y .  c o n s t a n t  f o r  C 1 - C 1 2  

t h a t  t h e  ~1 r e m a i n  e s s e n t i a l l y  u n c h a n g ' e d  o v e r  t h e  t e m p e r a t u r e  

i n t e r v a l  o f  2 5 o C  ( 1 5 o C - 4 0 o C )  f o r  C 2 - C 1 2 .  T h i s  c o n t r a s t s  w i t h  

d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  b i l a y e r s  w h e r e  T i  i n c r e a s e s  50-  

l o o % ,  f o r  t h e  C2-C12 p o s i t i o n s  w h e n  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  i n c r e a s e d  

f r o m  500C-80•‹C ( B r o w n  e t  a l . ,  1 5 2 ) .  



F i g u r e  2 3 a :  D e u t e r i u m  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e ( s )  m e a s u r e -  
m e n t s  o f  [ 2 , 2 - 2 ~ 2 ]  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n c o r p -  
o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 a s  a f u n c t i o n  o f  
t e m p e r a t u r e .  T h e  s p i n  l a t t i c e  r e l a x a t i o n  t i m e s  
were m e a s u r e d  by i n v e r s i o n  r e c o v e r y  m e t h o d ,  (1800- 

T - 9 0 0 )  w h e r e  't i s  i n  s e c o n d s .  T h e  f i g u r e  i s  a  
p l o t  o f  ln(M, - M z  ) v s .  Z . Moo i s  t h e  mag-  
n e t i z a t i o n  a f t e r  w a i t i n g  2. , f o l l o w i n g  a  1 8 0 0  
p u l s e .  A s  t h e r e  i s  l a r g e  e r r o r ,  +20%, i n  t h e  p e a k  
h e i g h t  m e a s u r e m e n t s ,  i n t e g r a t e d  a r e a s  were u s e d  t o  " 

c a l c u l a t e  t h e  m a g n e t i z a t i o n .  

S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  same a s  i n  2 , 2 -  o f  F i g u r e  2 2 a  
e x c e p t  'C w a s  v a r i e d  f r o m  0 . 0 0 1  s t o  0 . 0 2 2 5  
( 1 5 o C ) :  0 . 0 0 1  s t o  0 . 0 2 5  s ( 2 5 o C ) ;  0 . 0 2  s t o  0 . 0 3  
s ( 4 0 0 C ) .  N u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 3 . 3  x 1 0  B 
( 1 5 0 C ) ;  2 .5  x  1 0 4  ( 2 5 0 C ) ;  7 .2  x  1 0 3  ( 4 0 0 C ) .  h 
i s  w h e n r =  0 . 1  s ( 1 5 0 C ) ;  0 . 1  s ( 2 5 0 C ) ;  O . f 6  s 
(40OC) .  - P 



in seconds 
114 



F i g u r e  2 3 b :  b e u t e r i u r n  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e ( s )  m e a s u r e -  
m e n t s  o f  [ 4 , 4 - 2 ~ 2 ] -  p h o s p h a t i d y l - c h o l i n e  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 a s  a f u n c t i o n  o f  
t e m p e r a t u r e -  T i ' s  we re  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
t h e  l e g e n d  o f  F i g u r e  22a .  S p e c t r a l  p a r a m e t e r s ' w e r e  
t h e  same as i n  2 ,2 -  o f  F i g u r e  2 2 a  l e g e n d  e x c e p t  C 
w a s  v a r i e d  f r o m  0 . 0 0 1  t o  0 . 0 2 2  4 , f o r  a l l  t h r e g  
t e m p e r a t u r e s .  Number o f  a c q u i s i t i o n s  = 4.0 x 1 0 4  
( 1 5 0 C  a n d  2 5 0 C ) ;  2 .0  x 1 0 4  ( 4 0 0 C ) .  M e  i s  w h e n  
7 = 0 . 1 1  A f o r  a l l  t e m p e r a t u r e s .  



1 OOC 

T in seconds 



F i g u r e  2 3 c :  D e u t e r i u m  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e ( s )  m e a s u r e -  
m e n t s  o f  [ 7 , 7 - 2 ~ 2 ] -  p h o s p h a t i d y l - c h o l i n e  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 a s  a  f u n c t i o n  o f  
t e m p e r a t u r e *  T i ' s  were m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
t h e  l e g e n d  o f  F i g u r e  23a .  S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  were 
t h e  same as  i n  2 ,2 -  o f  F i g u r e  2 2 a  l e g e n d  e x c e p t  T 
w a s  v a r i e d  f r o m  0 . 0 0 1  t o  0 . 0 2 5  & f o r  a l l  t h r e e  
t e m p e r a t u r e s .  N u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 3.5 x  
1 0 4  ( 1 5 O C ) ;  2.1 x 1 0 4  ( 2 5 O C ) ;  1.0 x 1 0 4  (40OC) .  
M fl i s  w h e n  T = 0.11 cd, f o r  a l l  t h r e e  t e m p -  . 
e r a t u r e s .  



'tT in seconds 



F i g u r e  23d :  D e u t e r i u m  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e , ( s )  m e a s u r e -  
m e n t s  o f  [ 1 1 ~ 1 1 , 1 2 , 1 2 - ~ ~ ~ ] -  p h o s p h a t i d y l c h o l i n &  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 a s  a f u n c t i o n  o f  
t e m p e r a t u r e *  TI'S were m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
t h e  l e g e n d  o f  F i g u r e  23a.  S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  were 
t h e  same as i n  2 ,2 -  of F i g u r e  2 2 a  l e g e n d  e x c e p t  7~ 
w a s  v a r i e d  f r o m  0 . 0 0 1  t o  0.035-a- ( 1 5 0 C  a n d  2 5 0 C ) ;  
0 . 0 0 2  t o  0 . 0 5 5  A ( 4 0 0 C ) .  N u m b e r  o f  a c q u i s -  
i t i o n s  = 1 . 5  x  1 0 4  ( 1 5 0 C ) ;  2 .0  x  1 0 4  ( 2 5 0 C ) ;  1.5 
x 1 0 4  (4O.oC).  M, i s  w h e n  T = 0 . 1 2  c0/ ( 1 5 o C  
a n d  2 S o C ) ;  0 . 2 0  b ( 4 0 0 C ) .  



Z in seconds 



i g u r e  2 3 e :  D e u t e r i u m  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e ( s )  m e a s u r e -  
m e n t s  o f  [ 1 6 , 1 6 , 1 6 - ' ~ ~ - ] -  p h o s p h a t i d y l - c h o l i n e  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 as  a f u n c t i o n  o f  
t e m p e r a t u r e *  were  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
t h e  l e g e n d  o f  F i g u r e  2 3 a .  M a g n e t i z a t i o n  (M,wr 
Mt ) w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  p e a k  h e i g h t  m e a s u r e -  
m e n t s .  S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  s w e e p  w i d t h  = 2 , 0 0 0  Hz 
d a t a  s i z e  = 2 0 4 8 ;  p u l s e  l e n g t h  = 3 8 ~ s  ( 1 8 0 0  f l i p  , 

a n g l e ) ;  d e l a y  a f t e r  t h e  9 0 0  p u l s e  = 1.0 ( 1 5 o C  
a n d  2 5 0 C ) ;  1 .2  ( 4 0 0 C ) .  L i n e  b r o a d e n i n g  = 2  Hz;  
n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 1 5 0 0  f o r  a l l  t h r e e  t e m p -  
e r a t u r e s .  Z w a s  v a r i e d  f r o m  0.1 a/ t o  0 . 3 5 ~ ~  
f o r  a l l  t h r e e  t e m p e r a t u r e s .  M, i s  w h e n  Z ~ 1 . 0  

( 1 5 0 C  a n d  2 5 0 C ) ;  1 .2  ( 4 0 0 C ) .  



in seconds 



TABLE X 2 8  1 , o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s  T I ' S  a p h o s -  
p h a t i d y l c h o l i n e  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  a t  t h e  s n - 2  
c h a i n  i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 a s  a  f u n c t i o n  o f  
t e m p e r a t u r e .  

( a )  U n c e r t a i n t y  f o r  t h e  p o s i t i o n s  2 - ,  4 - ,  7-  i s  a p p r o x i m a t e l y  
' ( .+20%)  - a n d  f o r  t h e  16 -  p o s i t i o n  i t  i s  a p p r o x i m a t e l y  ( + l o % ) .  - 

C h a i n  P o s i t i o n  + 15OC 



V I  T h e  v a r i a t i o n  o f  3 1 ~  N M R  l i n e  w i t h  o f  HDL2 c o n t a i n i n g  16-  
[ 2 ~ 3 ]  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

F i g u r e  2 4  s h o w s  t h e  u n d e c o u p l e d  31* N M R - s p e c t r a  o f  n a t i v e  
-5 - 

HDL2 c o n t a i n i n g  5 m o l  % 1 6 ,  1 6 ,  16 - [ 2 ~ 3 - ]  - p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y .  O n l y  r e p r e s e n t a t i v e  

s p e c t r a  a r e  s h o w n  i n  t h i s  f i g u r e .  T h e  s p e c t r a  c o n t a i n  t w o  

r e s o n a n c e s ,  a n  i n t e n s e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  p e a k  a n d  a w e a k e r  

- 
r e s o n a n c e  69 Hz d o w n f i e l d  d u e  t o  s p h i n g o m y e l i n .  A l t h o u g h  b o t h  

o f  t h e  r e s o n a n c e s  h a v e  t h e  same l i n e  w i d t h s  o n l y  t h o s e  o f  p h o s -  

.i p h a t i d y l c h o l i n e  p e a k  a r e  m e a s u r e d  a s  t h e  s p h i n g o m  e l i n  p e a k  

b e c o m e s  l e s s  d i s c e r n i b l e  a t  h i g h e r  g l y c e r o l  c o n c e  r a t i o n .  A t  

h i g h  v i s c o s i t i e s ,  t h e  l i n e  w i d t h s  a r e  m e a V s u r e d  b y  d r a w i n g  a 

p e r p e n d i c u l a r  a t  t h e  c e n t r e  o f  t h e  p h o s p h a t i d y c h o l i n e  p e a k  a n d  

d o u b l i n g  t h e  h a l f  w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t  ( s e e  F i g u r e  2 4 ) .  T h e  l i n e  

w i d t h s  m e a s u r e d  i n  t h i s  m a n n e r  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  X I .  F o r  

c o n v e n i e n c e  t h e  l i n e  w i d t h s  a r e  p l o t t e d  a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  

s o l v e n t  v i s c o s i t y  i n  F i g u r e  25. A s m o o t h  c u r v e  i s  d r a w n  t h r o u g h  

t h e  p o i n t s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  - + l o %  a c c u r a c y  i n  t h e  

l i n e  w i d t h  m e a s u r e m e n t s .  

F r o m  t h e  T a b l e  X I  a n d  F i g u r e  25  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  l i n e  

w i d t h  o f  t h e  p h o s p h o r u s  r e s o n a n c e s  i n  HDL2 i n c r e a s e s  w i t h  

i n c r e a s i n g  v i s c o s i t y .  H o w e v e r ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  

i n c r e a s e  i n  t h e  l i n e  w i d t h  i s  n o t  l i n e a r  b u t  i n s t e a d  g r a d u a l l y  

l e v e l s  o f f .  I n  f a c t ,  t h e  l i n e  w i d t h s  f o r  7 = 29.0  c p  a n d  d = 

34.5 c p  a r e  v i r t u a l l y  i d e n t i c a l  w i t h i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  



% 
F i g u r e  2 4 :  3 1 ~  N M R  s p e c t r a  o f  n a t i v e  HDL2 a p p r o x -  

i m a t e l y  5 m o l  X [ 1 6 9 1 6 ,  1 6 - ' ~ ~ ]  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  
a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y .  O n l y  
r e p r e s e n t a t i v e  s p e c t r a  a r e  s h o w n  i n  t h i s  f i g u r e .  
T h e  p e r p e n d i c u l a r  d o t t e d  l i n e  i s  d r a w n  t h r o u g h  t h e  
c e n t r e  o f  t h e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  r e s o n a n c e  (see ' 

t e x t ) .  

S p e c t r a  p a r a m e t e r s :  r e s o n a n c e  f r e q u e n c y  1 0 2 . 2  
MHz; s w e e p  w i d t h  = 2 0 0 0  H z ;  d a t a  s i z e  = 2 0 4 8  
p o i n t s ; d e l a y  b e f o r e  a c q u i s i t i o n  = 2 5 0  p s ;  d e l a y  
b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 1.51 s; p u l s e  l e n g t h  
= 1 6  ,us ( f o r  a  6 0 0  f l i p  a n g l e ) ;  n u m b e r  o f  a c q u i s -  
i t i o n s  = 3 4 3 2  ( 3 1  = 3.8 c p ) ;  5 0 2 4  ( Y =  1 1 . 7  c p ) ;  
6 8 4 5  (7 = 3 4 . 5  c p ) ;  l i n e  b r o a d e n i n g  = 3.0  Hz ( Y  
= 3.8 c p ) ;  5 . 0  Hz ( = 1 1 . 7  c p ) ;  8 . 0  Hz ( ? =  
3 4 . 5  c p ) .  





TABLE XI T h e  3 1 ~  N M R  l i n e  w i d t h  o f  - n a t i v e  HDL2 c o n t a i n i n g  - 5  
m o l e  % [16~16,16-~fi~] p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a s  a f u n c t i o n  
o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y .  

( a )  U n c e r t a i n t y  i n  t h e  l i n e  w i d t h  m e a s u r e m e n t s  i s  a p p r o x i m a t e l y  
+lo%. 

9 

t 

S o l v e n t  
V i s c o s i t y  
( C P )  

0.89 
3 .8  
5 
11.7 
1 8 . 4  
29 
34.5 

L i n e  W i d t h  
( I i z ) ( a )  

2 7 
42 
44  
6 8  
80 

102 
110 



Fig2S: The variation of 3 ' ~  linewidth ,of .HDL, 

as a function of solvent viscosity 

6 12 18 24 30 

Viscosity in Centipoise 



I n  o r d e r  t o  a n a l y z e  t h e  l i n e  w i d t h  v a r i a t i o n  a s  a f u n c t i o n  

o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y  r e s u l t s  u s i n g  e q u a t i o n  30 ,  p . 4 6 ,  t h e  

v a l u e  o f  t h e  c o n s t a n t  "C" i s  r e q u i r e d .  C  i s  u s u a l l y  t a k e n  a s  t h e  

n a t u r a l  l i n e  w i d t h  o f  t h e  p h o s p h o - l i p i d  i n  c h l o r o f o r m ,  w h i c h  i s  

t h e  i s . o t r o p i c  v a l u e .  F i g u r e  2 6  s h o w s \ a n  u n d e c o u p l e d  3 l ~  N M R  

s p e c t r u m  o f  e g g  p h o s p h a t i d y c h o l i n e  iL c h l o r o f o r m / m e t h a n o l  

( 2 : l  v / v )  i n  2  m M  EDTA. T h e  s a m p l e  was p r e p a r e d  f r o m  s o n i c a t e d  

v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  2 m M  EDTA, w h i c h  w e r e  f r e e z e  d r i e d  a n d  

d i s s o l v e d  i n  c h l o r o f o r m / m e t h a n o l .  T h e  s p e c t r u m  i s  a q u i n t u p l e t  

o f  1 : 4 : 6 : 4 : 1  d u e  t o  p h o s p h o r u s  c o u p l i n g  t o  t h e  n e a r b y  m e t h y l e n e s .  

T h e  c o u p l i n g  c o n s t a n t ,  J- 6  Hz ( 1 1 7 ) .  T h e  i s o t r o p i c  l i n e  w i d t h s  

o f  p h o s p h o r u s  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  was o b t a i n e d  ( 1 5  H z )  

f r o m  t h i s  s p e c t r u m  a s  t h e  l i n e  w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t .  

T h u s  u s i n g  e q u a t i o n  1 6 ,  p . 3 1 ,  a n d  t h e  a b o v e  r e s u l t s ,  t h e  

v a l u e  o f  M S  c a n  b e  a p p r o x i m a t e d  p r o v i d e d  r e  i n  e q u a t i o n  1 6  i s  

a l s o  k n o w n .  I n  3 1 ~  N M R  t h e  v a l u e  o f ' P I 2  c a n  a l s o  b e  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  l i n e  w i d t h  m e a s u r e m e n t s  a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  r e s o n a n c e  

f r e q u e n c y  ( s e e  p a g e s  4 4 - 4 6 ) .  We h a v e  o b t a i n e d  t h e  u n d e c ~ ~ u p l e d  

3 1 ~  N N R  o f  H D L 2  a t  t h r e e  d i f f e r e n c e  r e s o n a n c e  f r e q u e n c i e s .  T h e  

. r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  XII. 



Figure 26:  he U n d e c o u p l e d  3 1 ~  N M R  S p e c t r u m  o f  E g g  
Phosphatidylcholine in Chloroform/Methanol. 





0 

TABLE XI1 U n d e c o u p l e d  3 1 ~  , N M R  l i n e  w i d t h  o f  n a t i v e  HDL2 a s  a 
f u n c t i o n  o f  r e s o n a n c e  f r e q u e n c y .  

( a ) '  U n c e r t a i n t y  i n  t h e  l i n e  w i d t h  i s  a p p r o x i m a t e l y  + l o % .  - 

a 

L i n e  w i d t h  
( b u l l 2  i n  H Z ) ( ~ ) +  

F r e q u e n c y  
(MHz I 



VII Y i s c o s i t y  d e p e n d e n c e  o f  2 ~  N M R  l i n e  w i d t h  o f  m e t h y l  
d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d  i n  n a t i v e  HDL2 

- 
F i g u r e  2 7  s h o w s  t h e  2 H  N M R  s p e c t r s f  5 m o l  X 

[ 1 6 , 1 6 , 1 6 , - 2 ~ 3 ]  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a . t i v e  HDL2 

a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y .  T h e  l i n e  w i d t h  o f  6.5 Hz 

o b s e r v e d  f o r  q = 0.89 ( 0 %  g l y c e r o l )  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h a t  o f  

[ ; 6 , 1 6 , 1 6 - 2 H 3 1  p a l m i t i c  a c i d  i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 ( 1 6 2 ) -  

F i g u r e  2 7  c o n t a i n s  o n l y  t h e  r e p r e s e n t a t i v e  2 ~  N M R  s p e c t r a  o f  

[ 1 6 , 1 6 , 1 6 - 2 ~ 3 ]  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  HDL2 a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  

s o l v e n t  v i s c o s i t y .    he t w o  r e s o n a n c e s  d u e  t o  n a t u r a l  a b u n d a n c e  
-. 

d e u t e r i u m  i n  g l y c e r o l ,  1 1 7  .Hz a n d  1 8 4  H z ,  d o w n f i e l d  t o  t h e  

m e t h y l  r e s o n a n c e  a r e  n o t  s h o w n  f o r  t h e  s a k e  o f  b r e v i t y .  T h e  l i n e  

w i d t h s  a s  a  f u n c t i o n  o f  s o l v e n t  v i s c o s i t y  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  

VIII. F o r  c o n v e n i e n c e  t h e  l i n e  w i d t h s  a r e  p l o t t e d  a s  a f u n c t i o n  

o f  v i s c o s i t y  i n  F i g u r e  2 8 .  A s m o o t h  c u r v e  i s  d r a w n  t h r o u g h  t h e  

p o i n t s .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  - + 1 0 %  a c c u r a c y  i n  t h e  l i n e  
-- 

w i d t h  m e a s u r e m e n t s .  

F r o m  T a b l e  VIII a n d  F i g u r e  2 8 ,  i t  i s  r e a d i l y  a p p a r e n t  t h a t  

t h e  l i n e  w i d t h  o f  t h e  m e t h y l  r e s o n a n c e 4 n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  

v i s c o s i t y .  H o w e v e r ,  i t  i s  n o t e w o r t h y  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  

l i n e  w i d t h  i s  n o t  l i n e a r  b u t  i n s t e a d  g r a d u a l l y  l e q e l s  o f f .  I n  
- 

- p a r t i c u l a r ,  t h e  l i n e  w i d t h s  f o r r  = 2 7 ;  2 9 ;  3 2  a r e  v i r t u a l l y  

i d e n t i c a l  w i t h i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  



F i g u r e  2 7 :  2~ N M R  l i n e  w i d t h s  o f  [ l 6 , 1 6 , ; 6 * - 2 ~ ~ ] -  p h o s -  
p h a t i d y l C h o l i n e  i n  n a t i v e  HDL2 a s  a f u n c t i o n  o f  
s o l v e n t  v i s c o s i t y  (y). O n l y  r e p r e s e n t a t i v e  
s p e c t r a  a r e  s h o w n  i n  t h i s  Z i g u r e .  
S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  f o r  %:= .0.89 a r e :  m s e  
l e n g t h  = 1 2  u s  ( 6 0 0  f l i p  a n g l e ) ; - - s w e e p  w i d t h  = 
1 0 0 0  Hz; d a t a  s i z e  = 2 0 4 8  p o i n t s ;  d e l a y  b e t w e e n  
p u l s e s  = 1 .12  s ;  d e l a y  b e f o r e  d a t a a c q u i s i t i o n  = 
2 5 0  p s ;  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 4 3 7 3 ;  l i n e  b r o a d -  
e n i n g  = 0.5  Hz. 
S p e c t r a l  p a r a m e t e r s  f o r  = 5 .0  c p  we re  t h e  s a m e  
a s  = 0 . 8 9  e x c e p t  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 
3 0 , 0 0 0 ;  d e l a y  b e t w e e n  p u l s e s  = 1.22 s ;  l i n e  b r o a d -  
e n i n g =  2  Hz. 
S p e c t r a l  p a ~ a m e t e r s  f o r  7 = 29.0 c p  were t h e  same 
a s  = 0 . 8 9  e x c p e t  n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  = 
2 5 , 0 0 0 ;  d e l a y  b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 1 . 2 2  s ;  
l i n e  b r o a d e n i n g  = 2.0 Hz. - 





TABLE XI11 2~ N M R  l i n e  w i d t h  o f  [ 1 6 , 1 6 , 1 6 - 2 ~ 3 ] -  p h o s p h o t i d y l -  , 

c h o l i n e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 a s  a  
f u n c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y .  

S o l v e n t  V i s c o s i t y  1 L i n e  

( a )  L i n e  w i d t h  m e a s  r e m e n t s , h a d  a p p r o x i m a t e l y  + 1 0 %  u n c e r t a i n t y .  P - 



FipvThe variation of 'H linewidth of phosphatidyl- 

choline-D3 in HDL, with solvent viscosity 

Viscosity in Centipoise 



_J 
VIII S e l e c t i v e l y  D e u t e r a t e d  P h o s p h o l i p S d s  i n  U n i l a m e l l a r  Ves ic les  

J 

A l t h o u g h  f a t t y  a c i d s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  r e l i a b l e  p r o b e s  o f  

t h e  p h o s p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s  i f  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s ,  t h e  

p o s s i b i l i t y  s t i l l  r e m a i n s  w h e t h ~ e r  t h e y  a d e q u a t e l y  r e f l e c t  t h e  

/J 
a c y l  c h a i n  o r d e r i n g  i n  t h e  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s .  T h e  f a t t y  a c i d s  

a r e  a l s o  k n o w n  t o  c a u s e  v e s i c l e  f u s i o n  ( 1 3 5 ) .  T h i s  i s  a s e r i o u s  

p r o b l e m  a s  t h e r e '  m a y  b e  t i m e  d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  t h e  v e s i c l e  
ia 

'3 
. 

d i a m e t e r s  i n  o u r  s t u d y .  We d i d . n o t  o b s  r v e  t h i s  p h e n o m e n o n ,  a s  

b o t h  t h e  s i g n a l  i n t e n s i t y  a n d  t h e  l i n e  w i d t h s  r e m a i n e d  u n c h a n g e d  

o v e r  t h e  p e r i o d  o f  3 6  h o u r s .  N e v e r t h e l e s s h o  a l l e v i a t e  s u c h  

p r o b l e m s ,  w e  h a v e  e x a m i n e d  t h e  a c y l  c h a i n  o r d e r  i n  u n i l a m e l l a r  

v e s i c l e s  a s i n g  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d s .  

,. 
F o r  t h e  i n i t i a l  p a r t  o f  t h e  p r e g e n ~  w o r k  w e  d e t e r m i n e d  u s i n g  . 

L~ N M R ,  t h e  a c y l  c h a i n  o r d e r  i n  e g g  p h o s p h a t t d y l c h o l i n e  m u l t i -  

l a m e l l a r  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  ( - 5  m o l % )  a s a t u r a t e d  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t ' e d  a l o n g  t h e  s n - 2  a c y l  

- 
c h a i n .  F i g u r e  2 9  c o n t a i n s  2~ N M R  s p e c t r a  o f  s u c h  l i p o s o m e s  5 0 %  

w / v  i n  d e u t e r i u m  d e p l e t , e d  w a t e r  a t  2 5 0 C .  T h e  2 ~  q u a d r u p o l a r  

s p l i t t i n g s  o b t a i n e d  f r o m  e a c h  s p e c t r a  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  X I V .  

T h e  t w o  d e u t e r o n s  a t  t h e  2 - p o s i t i o n  o f  t h e  s n - 2  c h a i n  a r e  

i n e q u i v a l e n t ,  h e n c e  t w o  q u a d r u p o l a r  s p l i t i n g s  a r e  o b s e r v e d  ( 1 3 7 ) .  

T h e s e  r e s u l t s ,  l i s t e d  i n  T a b l e  X I V ,  a r e  i n  s u b s t a n t i a l  a g r e e m e n t  

w i t h  t h o s e  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  d i p a l m i t o y l  p h o s p h a t i d y l -  

c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  ( 9 6 , 1 0 6 ) .  



. O  

TABLE XIV: 
- 

2~ q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g s  5 m o l  % s e l e c t i v e l y  
d e u t e r a t e d  p b s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  e g g  p h o s p h a -  
t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s .  

C h a i n  P o s i t i o n  P Q u a d r u p o l a r  S p l i t t i n g s  
i n  kHz 



- 
F i g u r e  2 9 :  D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  5 m o l  % s e l e c t i v e l y  

d e u t e r a t e d  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a l o n g  t h e  s n - 2  
c h a i n  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  
l i p o s o m e s  i n  d e u t e r i u m  d e p l e t e d  wa te r .  S p e c t r a l  
p a r a m e t e r s :  2 , 2 - :  s w e e p  w i d t h  2 0 0  kHz; d a t a  s e t  

% = 4  K ;  n u m b e r  o f  a c q u s i t i o n s  ( N A )  = 2.2 x  105 ;  
l i n e  b r o a d e n i n g  ( L B )  = 2 0 0  Hz. 4,4-: same a s  2 , 2 -  
e x c e p t  N A  = 1 . 0  x  l o 5 ;  L B  = 3 0 0  Hz. 7,7-: same  a s  
2 , 2  - e x c e p t  N A  = 2 . 0  x l o 5 ;  L B  = 1 0 0  Hz. 
1 1 , 1 1 , 1 2 , 1 2 - :  same a s  2 , 2 -  e x c e p t  N A  = 1.0 x  105;  
L B  = 5 0  H Z ;  2 = 2 6 0  m s .  1 6 , 1 6 , 1 6 - :  same a s  2 , 2 -  
e x c e p t  N A  = 1 . 5 6 3  x  104.; L B  = 1 0  Hz; T R  = 1 . 2 1  
s .  T h e  n u m b e r  t o  t h e  l e f t  o f  e a c h  s p e c t r u m  
i n d i c a t e s  t h e  p o s i t i o n  o f  d e u t e r i u m  s u b s t i t u t i o n  
o f  t h e  s n - 2  p a l m i t o y l  c h a i n  o f  d e u t e r a t e d  
p h o s p h o t i d y l c h o l i n e .  





s i n c e  t h e  p u r p o s e  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  t o  c o m p a r e  t h e  

o r g a n i z a t i o n a l  o r d e r  i n  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  o b t a i n e d  f r o m  

s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  a n d  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  
- 

p h o s p h o l i p i d s ,  t h e  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  5 m o l  % d e u t e r a t e d  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  were d i l u t e d  t o  3 mLs w i t h  d e u t e r i u m  d e p l e t e d  

w a t e r  a n d  s u b s e q u e n t l y  s o n i c a t e d  ( s e e  M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s ) .  T h e  
- 

d e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  7 %  w / v  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a t  2 5 0 C  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  30. T h e  s p e c t r a  

f o r  t h e  2 - ,  4 -  a n d  7 -  p o s i t i o n s  d o  n o t  p r o v i d e  a n  e x c e l l e n t  f i t  
e 

t o  a s i n g l e  L o r e n t z i a n  l i n e .  W h e r e a s ,  t h e  2~ N M R  s p e c t r a  f o r  t h e  

1 1 , 1 2  a n d  1 6 -  p o s i t i o n s  d o  s h o w  a  g o o d  f i t  t o  a s i n g l e  L o r e n t z i a n  

l i n e .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  

s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  i n  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s .  

We h a v e  o b t a i n e d  a s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  v e s i c l e s  b y  t h e  

n e g a t i v e  s t a i n i n g  m e t h o d .  T w o  s e p a < r a t e  s a m p l e s  o f  v e s i c l e s  

c o n t a i n i n g  [ 1 1 , 1 1 , 1 2 ; 1 2 - 2 ~ 4 ] ,  [ 1 6 , 1 6 , 1 6 - 2 ~ 3 ]  - p h o s p h a t i d ~ l c h o l i n e  

were e x a m i n e d .  T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  t w o  s a m p l e s  were p o o l e d  t o  

r e f l e c t  t h e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  p r e s e n t  i n  a l l  o f  t h e  s a m p l e s  

s t u d i e d .  S i z e s  w r e  c a t e g o r i z e d  i n t o  s i x  f r a c t i o n s , w i t h  e a c h  
0 

c a t e g o r y  h a v i n g  t h e  s i z e  r a n g e  o f  4 0  A .  T h e  r e s u l t s  o f  s u c h  a n  

a n a l y s i s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  31. 



F i g u r e  30: D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 m o l  % 
p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  a l o n g  
t h e  s n - 2  c h a i n  p o s i t i o n  i n  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  o f  - 

7 %  w / v  e g g  p h o s p h a t i - d y l c ' h o l i n e  i n  d e u t e r i u m  
d e p l e t e d  w a t e r .  T h e  p o s i t i o n  o f  s e l e c t i v e  d e u t e r -  
a t i o n  i s  i n d i c a t e d  t o  t h e  l e f t  o f  e a c h  s p e c t r u m .  
S p e c t r a l  p a r a m e t e r s :  2 ,2 - :  s w e e p  w i d t h  = 5 0  kHz;  
d a t a  s e t  = 4  K ;  d e l a y  b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 
2 4 1  a s ;  d e l a y  b e f o r e  d a t a  a c q u i s i t i o n  = 10  , u s ;  
n u m b e r  o f  a c q u i s i t i o n s  ( N A )  = 2 . 5  x  105 ;  l i n e  
b r o a d e n i n g  ( L B )  = 2 5  Hz.  4 , 4 - :  s a m e  a s  2 , 2 -  
e x c e p t  N A  = 2.0  x  l o 5 ;  7 , 7 - :  same a s  2 , 2 -  e x c e p t  
N A  = 1.5 x l o 5 .  1 1 , 1 , 1 2 , 1 2 - :  same a s  2 ,Z-  e x c e p t  

N A  = 5 . 0  x  l o 4  d e l a y  b e t w e e n  s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 
2 9 1  m s ;  L B  = 1 0  H ;  1 6 , 1 6 , 1 6 - :  same a s  2 , 2 -  e x c e p t  
s w e e p  w i d t h  = 2 kHz; N A  = 5.0 x 103; d e l a y  b e t w e e , n  
s u b s e q u e n t  p u l s e s  = 1 . 2 2  s ;  d e l a y  b e f o r e  d a t a  
a c q u i s i t i o n  = 50 AS; LB = 1.0 Hz. 



I \ H 1 kHz 



Figure 31: Histogram of Unilamellar Vesicle Sizes Containing 
~ e l e c t i i e l ~  ~ e u t e r a t e d "  Phospholipid. 



Figure 31: Histogram of uni lamellar 
ves ic le  s izes contain ing se lec t ive ly  

deuterated F phosphol ip id 

Diameter range in A 

* 
To ta l  of 975 vesic les were 
measured. 



DISCUSSION r 

I M o l e c u l a r  D y n a m i c s  o f  C h o l e s t e r y l  P a l m . i t a t e  i n  t h e  
R e c o n s t i t u t e d  HDL 

S e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  h a s  b e e n  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  r e c o n s t i t u t e d  HDL p a r t i c l e s  c o m p o s e d  o f  a p o -  

p r o t e i n s ,  e g g  p h o s p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  c h o l e s t e r y l  o l e a t e .  

T h e  m o l e c u l a r  m o t i o n  o f  c h o l e s t e - r y l  p a l m i t a t e  i n  t h e  c o r e  o f  

r e c o n s t i t u t e d  HDL w a s  s t u d i e d  by 2 ~  N M R .  T h e  r e c o n s t i t u t e d  HDL 

w a s  e m p l o y e d  a s  a m o d e l  o f  n a t i v e  HDL s i n c e  i t s  c h e m i c a l  c o m p o s -  
0 

i t i o n  c a n  b e  c o n t r o l l e d  u s i n g  a r t i f i c i a l  l i p i d s .  I n  a d d i t i o n  t o  

c h o l e s t e r y l  e s t e r s ,  t h e  c o r e  o f  n a t i v e  HDL a l s o  c o n t a i n s  t r i -  

g l y c e r i d e s  a n d  c h o l e s t e r o l  w h i c h  may  i n f l u e n c e  t h e  d y n a m i c s  o f  
* 

c h o l e s t e r y l  e s t e r s .  - 
I 

R e c o n s t i t u t i o n  o f  HDL w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  e s t a b l i s h e d  

p r o c e d u r e  o f  H i r z  a n d  S c a n u  ( 1 2 6 ) .  T h i s  m e t h o d  d 'oes  n o t  a l t e r  

r h e  c i r c u l a r  d i c h r o i c  p r o p e r t i e s  o f  HDL a p o p r o t e i n s  ( 1 2 6 ) .  T h e  

h a l f  t i m e  o f  c h o l e s t e r o l  e f f l u x  f r o m  r a t  h e p a t o m a  c e l l s  i s  i d e n t -  

i c a l  t o  n a t i v e  HDL i n d i c a t i n g  t h e  s u r f a c e  p r o p e r t i e s  o f  

r e c o n s t i t u t e d  HDL a r e  s i m i l a r  t o  n a t i v e  HDL ( 7 4 ) .  I n  a d d i t i o n ,  

t h e  h i g h  r e s o l u t i o n  13c N M R  s p e c t r u m  o f  r e c o n s t i t u t e d  HDL i s  

e s s e n t i a l l y  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  n a t i v e  HDL ( 7 3 ) .  

4% We h a v e  a l s o  c h a r a c t e r i z e d  t h e  r e c o . n s t i t u t e d  HDL p a r t i c l e s  
1 

u s i n g  e i e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  3 1 ?  N M R  s p e c t r o s c o p y  a n d  c h e m i c a l  

a n a l y s i s .  T a b l e  I11 s h o w s  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  



r e c o n s t i t u t e d  HDL w h i c h  c a n  b e  c o m p a r e d  w i t h  n a t i v e  HDL ( T a b l e  

I ) .  A l t h o u g h  a v e r y  s i m i l a r  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  t o  n a t i v e  HDL 

i s  f o u n d  i n  t h e  r e c o n s t i t u t e d  HDL p a r t i c l e ,  t h e  p r o t e i n / p h o s -  

p h o l i p i d  r a t i o  i s  s l i g h t l y  l o w e r  i n  r e . c o n s t i t u t e d  p a r t i c l e s  

( 1 . 2 1 )  t h a n  i n  n a t i v e  HDL2 (1.39). Tfie d i a m e t e r  o f  r e c o n s t i t u t e d  

HDL i s  7 . 8  nm f 1 . 2  nm i s  s i m i l a r  t o  n a t i v e  HDL. B u t  t h e  r a n g e  

o f  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  r e c o n s t i t u t e d  HDL i s  g r e a t e r  

f r o m  6 . 0  nm t o  1 2  nm.  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  n a t i v e  HDL s u b -  

c l a s s e s  HDLZ a n d  HDL3 a r e  m o r e  h o m o g e n e o u s  t h a n  t h e  r e c o n s t i t u t e d  

p a r t i c l e s  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  T h e  r e c o n s t i t u t e d  p a r t i c l e s  

p r o b a b l y  r e p r e s e n t  t h e  e n t i r e  s p e c t r u m  o f  HDL p r e s e n t  i n  h u m a n  

p l a s m a ,  i = e .  b o t h  HDL2 a n d  HDL3. I n  a d d i t i o n ,  3 1 ~  N M R  l i n e  

w i d t h s  o f  n a t i v e  HDL3 a n d  o f  HDL r e c o n s t i t u t e d  u s i n g  e i t h e r  t o t a l  

l i p i d s  o r  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  ( c h o l e s t e r y l  o l e a t e / c h o l e s t e r y l  

p a l m i t a t e  a r e  i d e n t i c a l  w i t h i n  e x p e r i m e n t a l  e r r o r  ( F i g .  7 6 )  

(130) :  T h i s  i n d i c a t e s  a  s i m i l a r  p a r t i c l e  s i z e  i n  t h e  t h r e e  

s y s t e m s  a n d  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  n o  a p p r e c i a b l e  d i f f e r e n c e  

i n  p h o s p h o l i p i d  h e a d  g r o u p  c o n f o r m a t i o n  ( 1 4 0 ) .  T h u s ,  o n  t h e  
\ 

b a s i s  o f  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  3 1 ~  N M R  a n d  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n ,  w e  

b e l i e v e  t h a t  t h e s e  p a r t i c l e s  a r e  g o o d  m o d e l s  o f  n a t i v e  HDL. 

2~ N M R  l i n e  w i d t h s  o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  

p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  H D L  ( T a b l e  I V )  m a y  b e  c o m p a r e d  w i t h  

t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m . i t a t e  i n  e g g  

/I' 
p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s .  T h e  l i n e  w i d t h s  ob-  

t a i n e d  f o r  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  t h e  r e c o n s t i t u t e d  

H D L  p a r t i c l e s  a r e  v e r y  m u c h  l a r g e r  ( T a b l e  I V )  t h a n  t h o s e  f o r  t h e  

e q u i v a l e n t  p o s i t i o n  o f  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  d e i t e r a t i o n  i n  u n i -  



l a m e l l a r  v e s i c l e s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  t e r m i i a l  m e t h y l  

( 5 9 , 6 0 )  T h e  m e a n  d i a m e t e r  o f  r e c o n s t i t u t e d  HDL ( 7 . 8  n m )  i s  

a p p r o x i m a t e l y  1 / 4  t h a t  o f  e g g  p h o s p h a t i d y c h o l i n e  v e s i c l e s  (30 

n m ) ;  h e n c e ,  s m a l l e r  l i n e  w i d t h s  w o u i d  b e  e x p e c t e d  i n  r e c o n -  

s t i t u t e d  HDL. T h e r e f o r e ,  t h e  l a r g e r  l i n e  w i d t h s  i n  r e c o n s t i t u t e d  

H D L  s u g g e s t  t h a t  e s t e r  m o t i o n  i s  c o n s i d e r a b l y  m o r e  r e s t r i c t e d  i n  

t h e  l i p o p r o t e i n  t h a n  i n  v e s i c l e s .  

- I n s i g h t  i n t o  t h e  d y n a m i c  b e h a v i o u r  o f  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  

p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  HDL c a n  b e  o b t a i n e d  b y  c a l c u l a t i n g  a 

t h e o r e t i c a l  2~ N M R  l i n e w i d t h  f o r  a n  e s t e r  c h a i n  u n d e r g o i n g  g i v e n  

m o t i o n s .  T h e  s i m p l e s t  c a s e  i s  t h a t  o f  a s t a t i c  a l l - t r a n s  c h a i n  - --- 
,- > -- 

e m b e d d e d  i n  a l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e  s u c h  t h a t  p a r t i c l e  t u m b l i n g  i s  

t h e  o n l y  m o t i o n  r e s p o n s i b l e  f o r  l i n e  n a r r o w i n g .  A 2 ~  N M R  l i n e  

w i d t h ,  A V 1 1 2 ,  c a n  b e  c a l c u l a t e d  u s i n g  e q u a t i o n  1 2 .  A s s u m i n g  a 
-, 

s p h e r i c a l  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e ,  - T e  i n  e q u a t i o n  1 2  i s  e s t i m a t e d  

f r o m  t h e  S t o k e s - E i n s t e i n  f o r m u l a  ( e q u a t i o n  1 7 ) .  F o r  a r e c o n -  

- 
s t i t u t e d  H D L  p a r t i c l e ,  w i t h  = 0.89 c P ,  k? 4 0 A 0  a n d  T = 298OK 

we o b t a i n  x e  5.9 x 1 0 - ~ s ;  h e n c e ,  a l i n e  w i d t h ,  b v 1 / 2  = 2350 Hz 

i s  e s t i m a t e d  f o r  a r i g i d  c 2 H 2  s e g m e n t .  F o r  a d e u t e r i u m  a t t a c h e d  

t o  a t e r m i n a l  m e t h y l  g r o u p ,  i t  i s  a l s o  n e c e s s a r y  t o  i n c l u d e  t h e  

e f f e c t  o f  f a s t  r o t a t i o n  a b o u t  t h e  C-C  b o n d  j o i n i n g  i t  w i t h  t h e  

a d j a c e n t  C H 2  g r o u p  ( 1 4 1 ) ,  a n d  t h e n  we c a l c u l a t e  A 3  1 / 2  = 260 

H z .  C l e a r l y ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  f i n e  w i d t h s  ( T a b l e  IV) f o r  

d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r g l  p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  HDL a r e  m u c h  

s z a l l e r  t h a n  t h e s e  p r e d i c t e d  v a l u e s .  T h e r e f o r e ,  w e  c o n c l u d e  t h a t  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  c h a i n  has  s i z n i f i c a n t  m o t i o n  i n s i d e  t h e  l i p o -  



p r o t e i n  p a r t i c l e .  
0 

O u r  a b s e r v a t i o n s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o f  H a m i l t o n  a n d  
'1 

C o r d e z  ( 6 8 )  w h o  o b t a i n e d  1 3 ~  N M R  d a t a  o f  n a t i v e  HDL. T h e s e  
- .  

a u t h o r s  d e s c r i b e d  t h e  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  i n  t e r m s  o f  b e i n g  m o r e  
J 

" l i q u i d  l i k e "  t h a n  " s o l i d  l i k e "  - a r a t h e r  g e n e r a l  d e s c r i p t i o n .  

I n  t h e  c a s e  o f  n a t i v e  HDL, w h i c h  c o n t a i n s  t r i g l y c e r i d e s ,  i t  h a s  

b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d y n a m i c  b e h a v i o u r  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  

i s  s i m i l a r  t o  t h a t  i n  a  t r i g l y c e r i d e / c h o l e s t e r y l  e s t e r  m i x t u r e  

( 6 7 ) .  H o w e v e r ,  o n  t h e  b a s i s  o f  o u r  d a t a ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  
1 

p r e s e n c e  o f  t r i g l y c e r i d e s  i s  n o t  n e c e s s a r y  f o r  t h e  e s t e r  c h a i n s  

t o  u n d e r g o  s i g n i f i c a n t  m o i i o n .  F o r  n a t i v e  H D L  t h e  p r e s e n c e  o f  

t r i g l y c e r i d e s  a n d  c h o l e s t e r o l  c e r t a i n l y  c o u l d  i n f l u e n c e  t h e  

\ r 
d y n a m i c s  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r  a c y l  c h a i n s .  ,' 

T h e  p h y s i c a l  s t a t e  o f  a c h o l e s t e r y l  o l e a t e / c h o l e s t e r y l  p a l m -  

i t a t e  m i x t u r e  i s  s o l i d  a t  a ' p p r o x i m a t e l y  2 5 0 C .  T h e  t a c t  t h a t  

t h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  m o t i o n  w h e n  i n  r e c o n s t i t u t e d  HDL s u g g e s t s  
I 

t h a t  t h e  b u l k  p h a s e  p a c k i n g  p r o p e r t i e b f  t h e  e s t e r  a r e  a l t e r e d  , 

d u e  t o  t h e  s m a l l  s i z e  o f  t h e  HDL c o r e  s u c k  t h a t  c h a i n s  b e c o m e  

1 m o r e  m o b i l e .  C h o l e s t e r y l  e s t e r  c h a i n  m o b i l i t y  may a l s o  b e  d u e  t o  

t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  e s t e r  c h a i n s  i n  t h e  c o r e  w i t h  t h e  p h o s -  
r 

p h o l i p i d  a n d / o r  p r o t e i n  c o m p o n e n t s  o f  t h e  o u t e r  m o n o l a y e r .  h? 
p r e s e n t ,  i t  i s  n o t ,  p o s s i b l e  t o  r u l e  o u t  e i - t h e r  o r  b o t h  o f  t h e s e  

% 
h y p o t h e s e s .  H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  n a t i v e  H D L  d o e s  n o t  

s h o w  a n y  t h e r m a l  transitions b e t w e e n  O• ‹C-60• ‹C ,  w h e r e a s  i t s  

e x t r a c t e d  l i p i d s  d o  s h o w c  a  p h a s e  t r a n s i t i o n  b e t w e e n  2 0 • ‹ C - 4 0 • ‹ C  

( 4 6 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  i f  a l t e r e d  c h a i n  p a c k i n g  i n  HDL w a s  t h e  



s o l e  m e c h a n i s m  l e a d i n g  t o  c h a i n  m o b i l i t y ,  t h e n  t h e r e  s h o u l d  b e  
1 

' s o m e  e v i d e n c e  o f  a p h a s e  t r b n s i t i d n  b e t w e e n  O O C - ~ O O ~  e v e n  t h o u g h  
- 

i t  may b e  b roa -d  a n d  d e p r e s s e d .  

> 

f- 

T h e  t w o  m o s t  p o p u l a ~  m o d e l s  f o r  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  

c h o l e s t e r y l  e s t e r s  i n  HDL p a r t i c l e s  ( F i g .  3 2 )  a r e  t h e  " h o r s e s h o e "  

( S t r u c t u r e  I )  ( E d e l s t e i n  e t  a l . ,  2 2 )  a n d  t h e  e x t e n d e d  f o r m  -T 

A. 

( S t r u c t u r e  11) ( L a g g n e r  a n d  M u l l e r ,  5 8 ) .  T r e a t i n g  t h e  m o t i o n s  

u n d e r g o n e  by t h e  e s t e r  a c y l  c h a i n  i n  t h e  l i p o p r o t e i n  as  s y m m e t r i c  
d 

a b o u t  t h e  l a b e l l e d  a x i s  ( F i g .  3 2 ) ,  t h e  q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g ,  

aVq, i s  m o d i f i e d  b y  a  f a c t o r  1 / 2  <3c0s2e - I > ,  w h e r e  8 i s  t h e  

a n g l e  b e t w e e n  t h e  s y m m e t r y  a x i s  f o r ' t h e  m o l e c u l a r  m o t i o n  a n d  t h e  

C - 2 ~  b o n d ,  a n d  t h e  a n g u l a r  b r a c k e t s  r e p r e s e n t  t h e  t i m e  a v e r a g e  y 
b 

o v e r  a l l  c o n f o r m a t i o n s  o • ’  t h e  m o l e c u l e  ( 9 5 ) .  H e n c e  i f  

c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  a d o p t e d  a h o r s e s h o e  c o n f o r m a t i o n  i n  r e c o n -  

s t i t u t e d  I+DL, a d r a m a t i c  v a r i a t i o n  f  t h e  2~ N M R  l i n e  w i d t h  v e r s u s  . 

c h a i n  p o s i t i o n  i n  t h e  h i g h l y  c u r v e d  r e g i o n  o f  t h e  a c y l  c h a i n  

w o u l d  b e  e x p e c t e d  a s  a c o n s e q u e n c e  o f  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  a v e r a g e  

v a l u e  o f  8 .  I n  p h o s p h o l i p i d  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  d e u t e r a t e d  
'l,' 

c h o l e s t e r y l  e s t e r ,  a l o c a l  m i n i m u m  o f  q u a d r u p o l a ' r  s p l i t t i n g  i s  

1 i n d e e d  o b s e r v e d  a t  C4-C5  o f  t h e  e s t e r  c h a i n  ( 1 4 2 ) .  A v a r i a t i o n  
. . 

o f  t h i s 0 f o r m  i s  c l e a r l y  n o t  t h e  c a s e  f o r  t h e  l i n e  w i d t h  o f  

d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  H D L .  On t h e  

o t h e r  h a n d ,  i f  t h e  e s t e r  c h a i n  were  e x t e n d e d ,  t h e  v a r i a t i o n  o f  

t h e  l i n e  w i d t h  v e r s u s  c h a i n  p o s i t i o n .  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t o  

r e s e m b l e  t h e  p r o f i l e  o f  q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g s  f o r  t h e  - s n a l  c h a i n  

' F 
i n  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s ,  w h i c h . i s  k n o w n  t o  a d o p t  a n  e x t e n d e d  



F i g u r e  3 2 :  P r o p o s e d  c o n f o r m a t i o n  f o r  c h o l e s t e r y l  e s t e r  i n  
H D L .  I ,  h o r s e s h o e  c o n f o r m a t i o n ;  11, e x t e n d e d  
c o n f o r m a t i o n ,  t h e  d a s h e d  l i n e s  r e p r e s e n t  t h e  
a s s u m e d  a x i s  o f  s y m m e t - r y  f o r  t h e  m o l e c u l a r  
m o t i o n s .  





c o n f o r m a t i o n  ( 1 4 3 ) .  T h i s  i s  i n  f a c t  o b s e r v e d  f o r  d e u t e r a t e d  

c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  H D L  ( T a b l e  I V ) .  I n  t h e  

p r e s e n t  c a s e ,  w e  o b s e r v e  a  r e g i o n  o f  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  l i n e  

w i d t h s ,  w h i c h  e n c o m p a s s e s  d e u t e r o n s  o n  C2-C6, w h i l e  f u r t h e r  d o w n  

t h e  c h a i n  t h e  l i n e  w i d t h s  d e c r e a s e  u n t i l  r e a c h i n g  a m i n i m u m  a t  

I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  h a s  f i n i t e  

s o l u b i l i t y  ( u p  t o  5  m o l  2 )  i n  p h o s p h o l i p i d  m o d e l  m e m b r a n e s  ( 5 9 -  

6 2 ) .  T h e r e f o r e ,  w e  e x p e c t  a s m a l l  a m o u n t  o f  e s t e r  t o  b e  a s s o c -  

i a t e d  w i t h  t h e  p h o s p h o l i p i d  m o n o l a y e r  o f  r e c o n s t i t u t e d  H D L .  T h e  - 
s i g n a l  f r o m  t h e  m o n o l a y e r  e s t e r  w i l l  - b e  m a s k e d  b y  t h e  c o r e -  

'', 

l o c a t e d  e s t e r .  T h u s  t h e  " e x t e n d e d "  f o r m  p r o b a b l y  r e f e r s  s o l e l y  

t o  t h e  e s t e r  i n  t h e  c o r e ,  a s  t h e  e s t e r  i n  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  

w o u l d  p r o b a b l y  b e  i n  t h e  h o r s e s h o e  c o n f o r m a t i o n .  

'i A % t h e  c o r e  l o c a t e d  e s t e r  o u r  o b s e r v a t i o n s  q r e  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  e x t e n d e d  c o n f o r m a t i o n  ( S t r u c t u r e  11) p r o p o s e d  p r e v i o u s l j  

b y  L a g g n e r  a n d  M u l l e r  ( 5 8 ) .  T h e s e  a u t H o r s  a l s o  p r o p o s e d  t h a t  t h e  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  m o l e c u l e s  w e r e  r a d i a l l y  d i s t r i b u t e d  w i t h i n  t h e  

H D L  p a r t i c l e s .  A s s u m i n g  s u c h  a n  o r d e r e d  d i s t r i b u t i o n  o f  
k 

c h o \ e s t e r y l  p a l m i t a t e c  i n  t h e  l i p o p r o t e i n ,  t h e  c a r b o n - d e u t e r i u m -  

a 
o r d e r  p a r a m e t e r  IsCD( c a n  b e  c a l c u l a t e d  u s i n g  e q u a t i o n  15. Add- 

i t i o n a l  a s s u m p t i o n s  m a d e  a r e  t h e  p r e s e n c e  o f  a  r a d i a l  d i r e c t o r ,  

a n d  T e  i s  d u e  p r e d o m i n a n t l y  t o  t h e  i s o t r o p i c  t u m b l i n g  o f  t h e  

l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e .  T h e  a b s o l u t e  v a l u e s  o f  t h e  o r d e r  p a r a -  

m e t e r ,  I s / ,  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  o b s e r v e d  2~ N M R  l i n e  w i d t h s ,  a r e  



' s h o w n  i n  F i g .  33. F o r  c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s ,  w e  h a v e  a l s o  i n -  

c l u d e d  t h e  v a l u e s  f o r  t h e  =-1 c h a i n  o f  1 - p a l m i t o y l - 2 - o l e y l  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s q m e s .  W h i l e  t h e  s h a p e s  o f  

b o t h  o r d e r  p a r a m e t e r  p r o f i l e s  a r e  q u i t e  s i m i l a r ,  t h e  v a l u e s  o f  

Is1 f o r  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  a r e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  e q u i v -  

a l e n t  p o s i t i o n s  o f  1 - p a l m i t o y l - 2 - o l e o y l  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e .  

T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  a n g u l a r  e x c u r s i o n s  u n d e r g o n e  by  t h e  e s t e r  

t h a i n s  i n  l i p o p r o t e i n  a r e  m o r e  r e s t r i c t e d  t h a n  t h o s e  o f  t h e  a c y l  

c h a i n s  i n  m u l t i l a m e l l a r  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s .  T h e  h i g h e s t  o r d e r  - 

p a r a m e t e r  ( I s [ - 0 . 3 8 )  f o r  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i s  o b s e r v e d  a t  C2 

o f  t h 6  a c y l  c h a i n ,  w h i c h  p r o b a b l y  r e f l e c t s  t h e  m o t i o n a l  r e s t r i c -  

t i o n s  i m p o s e d  by t h e  r i g i d  c h o l e s t e r y l  m o i e k y .  H o w e v e r ,  t h e  f a c t  

t h a t  a l l  o f  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r s  a r e  l e s s  t h a n  t h e  v . a l u e  o f  0.5 

e x p e c t e d  f o r  a c h a i n  u n d e r g o i n g  o n l y  r a p i d  r o t a t i o n  a b o u t  i t s  
I\ 

l o n g  a x i s  h u g g e s t s  t h a t  s i g n i f i c a n t  a n g u l a r  f l u c t u a t i o n s  d o  
J 

', I 
o c c u r .  T h e s e  f l u c t u a t i o n s  b e c o m e  o f  l a r g e r  a m p l i t u d e  a p p r o a c h i n g  

t h e  t e r m i n a l  m e t h y l  g r o u p ,  a s  e v i d e n c e d  b y  t h e  p r o g r e s s i v e  d e -  
* 

c r e a s e  o f  Is1 a l o n g  t h e  c h a i n .  

T h e  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s ,  T I ,  f o r  t h e  a c y l  c h a i n  o f  
- !F 

d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i.n r e c o n s t i t u t e d  H D L  a r e  
- 

r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  a t  1 5  m s  f o r  d l t h e  C ~ H ~  s e g m e n t s  s t u d i e d ,  

w h i l e  T 1  f o r  t h e  t e r m i n a l  C ~ H ~  g r o u p  i s  m u c h  l a r g e r  a t  a p p r o x -  

i m a t e l y  1 5 0  a s .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  t h e  f a s t  m o l e c u l a r  m o t i o n s  

r e s p o n s i b l e  f o r  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  h a v e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  
C 

s a m e  r a t e  f o r  t h e  c2H2 s e g m e n t s  b u t  a r e  s i g n i f i c a n t l y  s l o w e r  t h a n  

t h o s e  o f  t h e  c2f13 g r o u p .  S u c h  a  b e h a v i o u r  h a s  b e e n . e n c o u n t e r e d  

p r e v i o u s l y  f o r  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  p h o s p h o l i p i d  



F i g u r e  3 3 :  P l o t  o f  o r d e r  p a r a m e t e r  v e r s u s  a c y l  c h a i n  p o s -  
i t i o n .  P l o t  o f  t h e  a b s o l u t e  v a l u e  f o r  t h e  C-2H 
o r d e r  p a r a m e t e r  ( 1 s t )  v e r s u s  c h a i n  p o s i t i o n  f o r  
s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  
t h e  r e c o n s t i t u t e d  HDL a t  a p p r o x i m a ' t e l y  2 5 O C  
( ) ,  a n d  f o r  t h e  E-1 c h a i n  of-  1- p a l m i t o y l  + 
p 2  g l e o y l  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a t  a p p r o x i m a t e l y  
27OC C ( A -  A J, S e e l i g  a n d  S e e l i g  ( 1 4 3 ) .  

- 



I " " " " " " " '  

CHAIN POSITION 



i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  _ t i m e s  o f  c h o l e s t e r y l  p a  m i t a t e  i n  

r e c o n s t i t u t e d  H D L  i s ,  u n f o r t u n a t e l y ,  d i f f i c u l t  d u e  t t h e  s m a l l  b 
v e s i c l e s  ( 5 9 , 6 0 9  A q u a n t i t a t i v e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  

s i z e  o f  t h e s e  p a r t i c l e s .  F o r  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  i n c  

- 
p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s ,  p a r t i c l e  t u m b l i n g  ( r e  

t h e  l o n g -  

s l o w  t o  a p p r e c i a b l y  i n f l u e n c e  T I ,  a n d  f a s t  s e g m e n t  1 m o t i o n s  k 
a p p e a r  t o  d o m i n a t e  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  ( 6 0 ) .  T h i s  may n o t  b e  I 

I t h e  c a s e  f o r  m u c h  s m a l l e r  l i p o p r o t e i n  p i a r t i c l e s  
I 

i 
( x e  = 5 . 9  X ~ O - ~ S ) ,  s o  t h a t  a n  e x t r e m e  n a r r o w i n g  c o n d g t i o n  d o e s  

n o t  a p p l y .  , 



I1 M o l e c u l a r  M o t i o n s  o f  P h o s p h o l i p i d  S u r f a c e  M o n o l a y e r  o f  
N a t i v e  HDL a s  I n f e r r e d  f r o m  S e l e c t i v e l y  D e u t e r a t e d  P a l m i t i c  
A c i d ,  

oB 

- 
S m a l l  a m o u n t s  ( < 5  m o l  %) o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m L t i c  - 

- 

a c i d s  h a v e  b e e n  i n c o r p o r a t e d  i n t o  n a t i v e  HDL2 a n d  HDL3, T h e  
P .. 

i n t i m a t e  a s s o c i a t i o n  o f  p a l m i t i c  a c i d  a n d  'HDL was c o n f i r m e d  b y  

S e p h a r o s e  4B g e l  e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( F i g u r e s  1 6  a n d  1 1 ) .  

T h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  o f  HDL3 a n d  3 1 ~  N M R  o f  HDL3 a n d  

HDL2 i n d i c a t e  t h a t  t h e  a d d e d  f a t t y  a c i d  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  s t r u c -  

t u r e  o f  n a t i v e  HDL. T h e  m e a n  d i a m e t e r  o f  7 . 5  k 1.4 nm f o r  HDL3 
- 

c o n t a i n i n g  5 r n o l  % [ 5 , 5 , 6 , 6 - 2 ~ 4 ]  p a l m i t i c  a c i d  i s  s i m i l a r  t o  
U 

n a t i v e  HDL3 w h o s e  m e a n  d i a m e t e r  was 7 . 7  k' 1 . 2  nm i n  s u b s t a n t i a l  

a g r e e m e n t  w i t h  l i t e r a t u r e  v a l u e  ( T a b l e  - I)  ( 1 8 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  

mean  d i a m e t e r  o b t a i n e d  f r o m  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  i s  i n  g o o d  a g r e e -  

m e n t  w i t h .  t h e  v g l u e  o f  7 . 8  + 0 . 3  nm d e t e r m i n e d  b y  s e d i m e n t a t i o n  

t ( 1 3 4 ) .  I n  t h e  c a s e  o f  HDLz w e  h a v e  u s e d  t h e  v a l u e  o f  10.0 - 

1.0 nm f o r  t h e  h y d r o d y n a m i c  m e a n .  d i a m e t e r  a s  d e t e r m i n e d  f r o m  

-"\ 

g r a d i e n t  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s s  a n d  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  b y  

A n d e r s o n  -- e t  a l .  ( 1 3 4 ) .  

F a t t y  a c i d s  i n c o r p o r a E e d  a t  l o w  l e v e l s  ( < 5  rnol  %) a r e  k n o w n  

t o  b e  r e l i a b l e  p r o b e s  o f  t h e  d y n a m i c  b e h a v i o r  o f  p l i o s p h o l i p i d  

a c ' y l  c h a i n s  i n  m o d e l  m e m b r a n e s  ( 1 4 4 )  a n d  e r y t h r o c y t e  g h o s t  m e m -  

b r a n e s  ( 1 4 5 ) .  M o r e o v e r  i n  a r e c e n t  c o m p r e h e n s i v e  s t u d y ,  P a u l s  e t  

a l .  ( 1 4 4 )  f o u n d  t h a t  t h e  c a r b o n - d e u t e r i u m  o r d e r  p a r a m e t e r s  o f  a s  

m u c h  a s  2 0  m o l  % o f  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n c o r p o r a t e d  i n t o  

d i p a l m a t o y l p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  were w i t h -  

i n  10% o f  t h o s e  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  i t s e l f .  



T a b l e s  V a n d  X s h o w  t h a t 3 t h e  l i n e  w i d t h s  o f  s e l e c t i v e l y  

d e u t e r a t e d  f a t t y  a c i d s  i n  HDL's a r e  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  p o s i t i o n  o f  

s e l e c t i v e  d e u t e r a t i o n  a n d  t h e  t y p e  o f  l i . p o p r o t e i n 1 .  T h e  v a 1 u e . s  - 

f o r  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n  HDL2 a r e  s o m e w h a t  l a r g e r  t h a n  t h e  

e q u i v a l e n t  p o s i t i o n s  o f  d e u t e r a t i o n  o f  p a l m i t i c  a c i d  i n  HDL3. 
8 

T h i s  m i g h t  b e  e x p e c t e d  a s  HDLz i s  a l a r g e r  p a r t i c l e  t h a n  HDL3- 

T h e  v a r i a t i o n  o f  l i n e  w i d t h  w i t h  t h e  p o s i t i o n  o f .  d e u t e r a t i o n  o f  

p a l m i t i c  a c i d  i n  b o t h  l i p o p r o t e i n s  s u g g e s t s  t h e  a c y l  c h a i n s  o f  

t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  p o s s e s s  a n i s o t r o p i c  m o t i o n s .  T h e  d e g r e e  o f  

a n i s o t r o p y  f o r  a  c a r b o n - d e u t e r i u m  b o n d  o n  t h e  p a l m i t i c  a c i d  c a n  - 

b e  c a l c u l a t e d  b y  u s i n g  e q u a t i o n s  ( 1 5  a n d l 6 ) .  We w i l l  a s s u m e  t h e  

a n i s o t r o p i c  m o t i o n s  o f  p a l m i t i c  a c i d  i n t e r c a l a t e d  i n t o  t h e  s u r -  

f a c . e  m o n o l a y e r  o f  HDLs a r e  a x i a l l y  s y m m e t r i c  a b o u t  a r a d i a l  

d i r e c t o r .  

I n  o r d e r  t o  c a l c u l a t e  t h e  s e g m e n t a l  o r d e r  S C D  f o r  d e u t e r a t e d  
C 

p a l m i t i c  a c i d ,  a k n o w l e d g e - o f  t h e  e f f e c t i v e  c o r r e l a t i o n  t ime, '  T e  

i n  e q u a t i o n  1 6 ,  f o r  t h e  i s o t r o p i c  m o t i o n s  i s  r e q u i r e d  ( 1 0 3 ) .  By 

u s e  o f  o u r  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  HDL3 r a d i u s  ( 3 . 7 5  + 0.7 n m ) ,  

t h e  v i s c o s i t y  r =  0 . 8 9  4~ o f  p u r e  w a t e r  a n d  T = 2 9 8 O K ,  w e  o b t a i n  

f h e  c o r r e l a t i o n  t i m e  f o r  p a r t i c l e  t u m b l i n g  T t  = 4.8 x 1oT8s .  

T h e  v a l u e  o f  T t  f o r  HDLZ u s i n g  a r a d i u s  o f  5 . 0  2 0 .5  n m ,  yl = 

0 .89  c P ,  T = 298OK i s  1.13 x 1 0 - ~ s .  T h e  s e c o n d  c o n t r i b u t i o n  t o  

r e  i s  d u e  t o  l a t e r a l  d i f f u s i o n  o f  a  p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e  a r o u n d  
P 

t h e  h i g h l y  c u r v e d  l i p o p r o t e i n  s u r f a c e .  We h a v e  d e t e r m i n e d  t h e  

d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  a n u m b e r  o f  l i p i d s  i n  b o t h  HDL2 a n d  



v e s i c l e s  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  C u l l i s  (117) .  U s i n g  2$- a n d  3 1 P  N M R  

s p e c t r o s c o p y  w e  f i n d  t h e  v a l u e  o f  D = ( 2 . 0  2 1 . 0 )  x 1 0 - 8  c m 2  S-1 

f o r  p h o s p h o l i p i d  i n  H D L ~  ( s e e  b e l o w ) .  T h i s  a p p r o x i m a t e s  t h e  

v a l u e  o f  D = (2.5 2 0.4)  x 1 0 - 8  cm2 5-1 m e a s u r e d  f o r  p h o s p h o l i p i d  

' d i f f u s i o n  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  v e s i c l e s  a t  2 5 0 C ,  b u t  i s  
I 

4 

l o w e r  t h a n  t h e  v a l u e  o f  D = ( 7 2 1 )  x c m 2  s - ~  f o r  [ 2 ~ 3 1 ~  

p a l m i t i c  a c i d  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c l i o l i n e  v e s i c l e s  ( W a s s a l l ,  S.R., 

G o r r i s s e n ,  H . ,  a n d  C u s h l e y ,  R . J . ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  U s i n g  D 

= ( 2 2 1 )  x  cm2 5 - l ,  w e  o b t a i n  ' r e  = 4.8 x 1 0 ~ ~ s  f o r  HDL3 a n d  

r e  = 1 . 0 6  x lo- '  f o r  HDL2. F r o m  t h e  2~ Nm l i n e  w i d t h s  i n  

5 
T a b l e s  V a n d  X t h e  a b s o l u t e  v a l u e s  o f  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r s  ' ~ S C D ~  

f o r  t h e  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  i n  HDLs were d e t e r -  

' m i n e d  b y  m e a n s  o f  e q u a t i o n  1 5 .  T h e  v a l u e s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  

x v .  

F o r  c o m p a r i s o n  w e  h a v e  a l s o  s h o w n  t h e  S C D  v a l u e s  o f  select- 

$ v e l y  d e u t e r a t e d  s t e a r i c  a c i d s  i n  e g g  p h o s p h o s p h a t i d y c h o l i n e  

m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  (106) .  

I n  HDL2', , t h e  v a l u e s  o f  S C D  a r e  0 . 2 9 - 3 0  f o r  d e u t e r o n s  o n  t h e  

C 2 - C 6  p o s i t i o n s  a n d  0 .23 f o r  t h e  11, 1 2  p o s i t i o n s . ,  T h e s e  v a l u e s  
/ 

a r e  s o m e w h a t  l o w e r  t h a n  f o r  ' t h e  c o r r e s p o n d i n g  p o s i t i o n s  i n  HDL3. 

T h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r s  b e t w e e n  HDL2 a n d  HDL3 h a s  

a l s o  b e e n  o b s e r v e d  f r o m  t h e  ESR m e a s u r e m e n t  u s i n g  5f d o x y l -  
s t e a r a t e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  HDLs. M o r e  i m p o r t a n t l y ,  t h e  a c y l  

c h a i n s  i n  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  o f  b o t h  HDLs a r e  c o n s i d e r a b l y  

n o r e  o r d e r e d  t h a n  t h o s e  o f  t h e  m u l t i l a m e l l a r  



TABLE X V :  T h e  o r d e r  p a r a m e t e r  1 sCD 1 f o r  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  - 
f a t t y  a c i d s  i n  'HDL a n d  H D L 3 ' ( p a l m i t i c  a c i d s  a t  2 5 -  
270C)  a n d  e g g  p h o s p  5 a t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  l i p o -  

. s o m e s  ( s t e a r i c  a c i d s  a t  30•‹C). 1 

Q 

l ~ a s e d  u p o n  r e  = 1 . 0 6  x 10-7  s 

' H D L ~  

2 ~ a s e d  u p o n  Te  = 4 . 8  x' 10-8 s 

3 ~ r o m  S t o c k t o n  & ( 1 0 6 )  

2 ~ ~ ~ 3  
- 

C h a i n  P o s i t i o n  - 
P a l m i t i c  A c i d  S t e a r i c  A c i d  

~ u l t i l a r n e l l a r 3  
L i p o s o m e s  



0 

S i n c e  b o t h  HDLZ -t: s m a l l  d i a m e t e r s  ( < 1 0 0 A ) ,  t h i s  

l e a d s  t o  a h i g h  d e g r e e  o f  c u r v a t u r  f o r  t h e  p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  . 62 
s u r f a c e  m o n o l a y e r .  I t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  t h e  h i g h  c u r v a t u r e  i n  

t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  may a f f e c t  t h e  a c y l  c h a i n  p a c k i n g  w h i c h  m a y  
f 

c o n t r i b u t e  t o  t h e  o b s e r v e d  l i n e  w , i d t h .  T h e r e f o r e ,  w e  h a v e  

s t u d i e d  p h o s p h o l i p i d  d i s p e r s i o n s ,  i .e. u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  w h o s e  

s u r f a c e  i s  a l s o  c u r v e - d  a s  m o d e l s  o f  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  o f  

HDLs. 

A s  s t a t e d  i n  t h e  r e s u l t s  s e c t i o n ,  t h e  2~ N M R  l i n e s h a p e s  

( F i g u r e  1 7 )  f o r  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  i n  t h e  

u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  c o m p o s e d  o f  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o -  

l i n e / s p h i n g o m y e l i n  a r e  a s u p e r p o s i t i o n  o f  L o r e n t z i a n  l i n e s  o f  

v a r y i n g  w i d t h s  p r o d u c e d  b y  v e s i c l e s  h a v i n g  a d i s t r i b u t i o n  o f  

s i z e s .  T h e r e f o r e ,  s i m p l e  l i n e  w i d t h  m e a s u r e m e n t  c a n n o t  b e  u s e d  

t o  o b t a i n  a n  o r d e r  p a r a m e t e r  a s  i n  t h e  case  o f  HDL. ~ n s c e a d ~ t h e  

h e t e r o g e n e i t y  o f  v e s i c l e  s i z e s  m u s t  b e  c a t e g o r i z e d  by  b i n n i n g  t h e  

d i s t r i b u t i o n  s i n c e  e a c h  f r a c t i o n  ( b i n )  i n  t h e  s a m p l e  w i l l  r e s u z t  

i n  a L o r e n t z i a n  l i n e  o f  d i f f e r e n t  w i d t h .  S m a l l  s i z e s  w i l l  c o n -  

t r i b u t e  t o  t h e  c e n t r e  o f  t h e  2~ s p e c t r u m  a n d  t h e  l a r g e r  s i z e s  

w i l l  b e  r e f l e c t e d  i n  t h e  w i n g s  o f  t h e  r e s o n a n c e .  We h a v e  f r a c -  

t i o n a t e d  t h e  v e s i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  i n t o  s i x  s i z e  c a t e g o r i e s  

( F i g u r e  1 9 ) .  U s i n g  e q u a t i o n  1 9 ,  a t h e o r e t i c a l  2~ N M R  l i n e  s h a p e  

w a s  c a l c u l a t e d  b y  t a k i n g  a s u p e r p o s i t i o n  o f  s p e c t r a l  l i n e s ,  

s t a t i s t i c a l l y  w e i g h t e d  i n  i n t e n s i t y  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o p o r t i o n  

o f  v e s i c l e s  i n  e a c h  s i z e  c a t e g o r y .  S p e c t r a l  s i m u l a t i o n s  were  

c o a T u t e d  f o r  sCD f r o n  0 . 0 1  t o  0 . 2 0  i n  0 .01 s t e p s .  T h e  c r i t i c a l  



4 

t e s t  f o r  a s i m u l a t i o n  b a s e d  u p o n  s u m m i n g  a s e r i e s  o f  L o r e  a t z i a n  

l i n e s h a p e s  o f  d i f f e r e n t  w i d t h s ' a t  h a l f  e i g h t  ik t o  b e  f o u n d  i n  Q 
t h e  f a i t h f u l n e s s  o f  t h e  f i t  i a  t h e  w i n g s ,  ' i . e .   fa^ f r o m  t h e  

C e n t r a l  f r e q u e n c y .  F i g u r e  3 4  s h o w j s  t h e  b e s t  f i t  s i m u l a t i o n  o f  . 
. 

1 2 , 2 - ~ ~ ~ ]  p a l m i t i c  a c i d  i n  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e  s p e c t r a .  T h e  

o r d e r  ~ a r a m e t e r  lsCDl = ' 0 . 0 8  a f a i t h f u l  r e p r o d u c t i o h  o f  

t h e  o b s e r v e d  s p e c t r a ,  w h e r e a s  t h e  v a l u e  o f  lsCDl " 0.20  i s  c l e a r -  

l y  m u c h  t o o  b r o a d .  T h e  b e s t  s i m u l a t i o n s o f  t h e  o t h e r  

o f  d e u t e r a t i o n  A r e  s h o w n  b y  d o t t e d  l i n e s  i n  F i g u r e  35. F o r  

, [ 1 6 , 1 6 , 1 6 - 2 ~ 3 ]  ~ a l m i t i c  a c i d  s i m u l a t i o n s  w e r e  c o m p u t e 4  f o r  SCD c 
f r o m  0 . 0 1  t o  0 . 0 2  i n  0 . 0 0 1  s t e p s .  T h e  o r d e r  p a r a m e t e r s  o b E a i n e d  

4 
f r o m  t h e  q i m u l a t i o n s  a r e  p l o t t e d  i n  F i g u r e  3 6 .  A s  t h e  p u r p o s e  o f  . 

t h e  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e  s t u d y  was  t o  c o m p a r e  a n d  c o n t r a s t  t h e  
L- \ 

a c y l  c h a i n  w i t h  t h o s e  o f  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  o f  H D L ,  
\ = 

w e  h a v e  a l s o  p l o t t e d    the'^^^^ v a l u e d  i n  F i g u r e  3 6 -  

A s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  3 6 ,  t h e  s h a p e  o f  t h e  o r d e r  p a r a -  

m e g e r  p r o f i l e s  o f  p a l m i t i c  a c i d  i n  HDLs a n d  e g g  p h o s p h a t i d y l -  

c h o l i n e / s p h i n g o m y e ' l i n  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a r e  g e r y  s i m i l a r .  

T h e r e  i s  a n  " o r d e r  p l a t e a u "  ok  a . l m o s t  c o n s t a n t  SCD f o r  t h e  f i r s t  
( 

f e w  c a r b o n s m  i n  t h e  c h a i n  f o l l o w e d  b y  a p r o g r e s s i v e  ' d e c r e a s e  

- 
t o q a r d s  t h e  t e r m i n a l  m e t h y l  g r o u p .  T h e  lsCDI v a l u e s  f o r  d e u t e r -  

a t e d  p a l i n i t i c  a c i d  i n  l i p o p r o t e i n  o u t e r  m o n o l a y e r  a r e  

li 
c o n i i d e r a b l y  h i g h e r  ( - 3 - 5  t i m e s )  i n  t h e  p l a t e a u  r e g i o n  t h a n  t h e  

i 

e q : ~ i v a l e n t  c h a i n  p o s i t i o n  i n  t h e  v e s i c l e i  b i l a y e r .  



F i g u r e  34: D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r u m  ( s o l i d  l i n e s )  o f  k p p r o x -  
i m a t e l y  5  m o l  % [ 2 , 2 - 2  p a l m ' i t i c  a c i d  i n  
u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  o f  ISw[V, e g g  p h o s p h a t i d y l -  
c h o l i n e / b e e f  b r a i n  s p h i n g o m y e l i n  ( 8 5 : 1 5  W / W )  i n  
d e u t e r i u m  d e p l e t e d  w a t e r .  T h e  d o t t e d  l i n e  i s  a 
s i m u l a t i o n  o b t a i n e d  f r d m  e q u a t i o n  19 u s i n g  IsCD( = 
0 . 0 8  a n d  0 . 2 0 .  





F i g u r e  35: 
- 

D e u t e r i u m  N M R  s p e c t r a  ( s o l i d  l i n e s )  o f  5 m o l  % 
s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  i n  u n i -  
l a m e l l a r  v e s i c l e s  o f  15% W / V  e g g  p h o s p h a t i d y l :  
c h o l i n e ' / b e e f  b r a i n  s p h i n g o m y e l i n  ( 8 5 : 1 5  W / W )  i n  
d e u t e r i u m - d e p l e t e d  water .  P o s i t i o n  o f  s e l e c t i v e  
d e u t e r a t i o n  i s  i n d i c a t e d  t o  t h e  l e f t  o f  e a c h  spec- 
t r u m .  T h e  d o t t e d  l i n e s  a r e  t h e  b e s t  f i t  
s u p e r p o s i t i o n  o f  L o r e n t z i a n  n n e s  s i m u l a t i n g  t h e  
s p e c t r u m  by u s i n g  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r  ]sCDl i n d i -  
c a t e d .  



1.2 kHz - 

1.2 kHz - 

11,11,12,12- 1.2 kHz - 

ScD 0.07----- 

-1' '----, 

1.2 kHz - 



F i g u r e  3 6 :  P l o t  o f  t h e  a b s o l u t e  v a l u e  o f  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r  
IsCDI v s .  a c y l  c h a i n  p o s i t i o n  f o r  s e l e c t i v e l y  
d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n c o r p o r a t e d  i n t o  HDL3 
( )  a n d  i n t o  e g g  phosphatidylcholine/sphingo- - 
m y e l i n  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  (B r) a t  25-270C. 
T h e  SCD v a l u e s  f o r  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  s t e a r i c  
a c i d s  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  
l i p o s o m e s  a t  30•‹C ( A  A ) ,  S t o c k t o n  e t  a l .  ( 1 0 6 ) ,  -- 
a r e  a l s o  i n c l u d e d .  



I 1 I I I I I 

2 4 
I 

6 8 10 12 14 16 

CARBON NUMBER 



A p o s s i b l e  r e a s o n  f o r  t h e  h i g h e r  o r d e r  o f  t h e  s u r f a c e  rnono- 

l a y e r  i n  HDL's may  b e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  c h o l e s t e r o l .  I n  a 

c o m p r e h e n s i v e  s t u d y ,  S t o c k t o n  a n d  S m i t h  ( 1 4 6 )  f o u n d  t h a t  t h e  

m o l e c u l a r  o r d e r  o f  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  l i p o -  

s o m e s  i n  l i q u i d  c r y s t a l l i n e  p h a s e  i n c r e a s e d  l i n e a r l y  w i t h  t h e  

a d d i t i o n  o f  c h o l e s t e r o l . ,  A t  a p p r o x i m a t e l y  33 m o l  % c h o l e s t e r o l ,  

t h e  a c y l  c h a i n  m o l e c u l a r  o r d e r  f o r  t h e  p o s i t i o n s  2-11 i n c r e a s e d  

a p p r o x i m a t e l y  1.7 t i m e s .  U s i n g  t h e  c o m p o s i t ' i o n  o f  n a t i v e  HDLs, 

we h a v e  f o u n d  t h a t  i f  a l l  o f  t h e  c h o l e s t e r o l  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  s u r f a c e  r n o n o l a y e r s ,  t h e n  m o l  % c h o l e s t e r o l  w i t h  r e s p e c t  t o  

t h e  p h o s p h o l i p i d  i n  t h e  m o n o l a y e r  a r e  23 .1  a n d  26.4 f o r  HDLZ a n d  

H D L ~ ,  r e s p e c t i v e l y .  U s i n g  F i g u r e  11 i n  S m i t h  e t  a l .  ( 9 2 ) ,  w e  
* 

-- 
e x p e c t  a n  i n c r e a s e  i n  I S ~ ~ ~  o f  1.33 t i m e s  f o r  HDL2 a n d  1 .47 t i m e s  

f o r  HDL3. T h i s  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d  a n  u p p e r  l i m i t  s i n c e  t h e r e  
- 

i s  s o m e  e v i d e n c e  t h a t  4 0 %  o f  t h e  HDL c h o l e s t e r o l  m a y  b e  i n  t h e  

c o r e  ( 7 4 ) .  T h e r e f o r e  w e  c o n c l u d e  t h a t  h i g h e r  a c y l  c h a i n  o r d e r  i n  

t h e  m o n o l a y e r  o f  HDL i s  n o t  d u e  s o l e l y  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  c h o l -  

e s t e r o l  i n  t h e  m o n o l a y e r .  
i 

I t  may b e  a r g u e d  t h a t  f a t t y  a c i d  i n  HDL2 a n d  HDL3 e x h i b i t s  a  

h i g h e r  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  i n  f h e  

o u t e r  l a y e r .  U s i n g  t h e  n u m b e r  o f  p r o t e i n  a n d  p h o s p h o l i p i d  

m o l e c u l e s  p e r  p a r t i c l e  r e p o r t e d  by V e r d e r y  a n d  ~ i c h o l l s  ( l ' t 7  ) w e  

o b t a i n  a  m o l a r  r a t i o  o f  p h o s p h o l i p i d / p r o t e i n  o f  1 4 / 1  f o r  HDL3 a n d  

2 6 / 1  f o r  HDL2. A t  s u c h  a  l o w  p h o s p h o l i p i d / p r o t e i n  r a t i o  a  s u b -  

s t a n t i a l  e f f e c t  o f  t h e  p r o t e i n  o n  t h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  

p h o s p h o l i p i d  c h a i n s  m i g h t  b e  e x p e c t e d .  H o w e v e r ,  2~ N M R  s t u d i e s  
. 



4) 

o f  p r o t e i n / p h o s p h o l i p i d  m o d e l  m e m b r a n e s  ( 1 4 8 , 1 4 9 )  i n d i c a t e  t h a t ,  I 

a t  l e a s t  o n  t h e  2H N M R  t i m e s c a l e ,  t h e r e  i s  n o  a p p r e c i a b l e  a c y l  

c h a i n  o r d e r i n g  e f f e c t  d u e  t o  t h e  p r o t e i n s .  I 

L a g g n e r  a n d  M u l l e r  ( 5 8 )  h a v e  p r o p o s e d  a m o d e l  f o r  t h e  

s t r u c t u r e  o f  HDL i n  w h i c h  c h o l e s t e r y l  e s t e r s ,  t r i g l y c e r i d e s  a n d  

p e r h a p s  s o m e  c h o l e s t e r o l  o c c u p y  t h e  c o r e  o f  HDL p a r t i c l e  a n d  a r e  

a r r a n g e d  i n  a  r a d i a l l y  s y m m e t r i c  p a t t e r n .  S u c h  a n  a r r a n g e m e n t  
P 

w o u l d  r e s u l t  i n  t h e  i n t e r d i g i t a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  a c y l  

c h a i n s ,  l o c a t e d  i n  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r ,  w i t h  t h e  e s t e r  a n d  

t r i g l y c e r i d e  a c y l c h a i n s  a s  w e l l  a s  w i t h  t h e  r i g i d  c h o l e s t e r y l  

m o l i t y  o f  t h e  c h o l e s t e r y l  e s t e r s .  T h i s  i n t e r d i g i t a t i o n  a n d  t h e  

r e s u l t i n g  s p a t i a l  r e s t r i c t i o n s  w i t h i n  t h e  o u t e r  m o n o l a y e r  c o u l d  

c o n c e i v a b l y  r e s u l t  i n  h i g h e r  o r d e r  p a r a m e t e r s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  

c h a i n s ,  h e n c e  a l s o  f a t t y  a c i d  p r o b e s ,  i n  HDL. 
d 

I t  i s  a l s o  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  a c y l  c h a i n  o r d e r  

o b s e r v e d  f o r  t h e  p h o s p h a t i d y c h o l i n e / s p h i n g o m y e l i n  v e s i c l e s  i s  a t  

l e a s t  t w o  t i m e s  l o w e r  t h a n  e g g  p h o s p h a t i d y c h o l i n e  m u l t i l a m e l ~ a r  

l i p o s o m e s .  I t  may  b e  a r g u e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  1 5 %  s p h i n g o -  

i; 
m y e l i n  r e s u l t s  i n  t h e  l o w e r i n g  o f  t h e  a c y l  c h a i n  o r d e r  i n  t h e  

- 
u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s .  H o w e v e r ,  t h e  2~ N M R  s p e c t r u m  o f  5 m o l  % 

[ 5 ,  5 ,  6 ,  6 -  2 ~ 4 ]  p a l m i t i c  a c i d  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

v e s i c l e s  y i e l d e d  nu112 = 5 2 0  Hz w h i c h  a p p r o x i m a t e s  t h e  l i n e  

w i d t h  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s p h i n g o m y e l i n  ( T a b l e  V I I I ) .  
9 

T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  2~ N M R  a n d  I H  N M R  s t u d i e s  o f  

u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s ,  w h e r e  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  a c y l  c h a i n s  

o f  b o t h  v e s i c l e s  a n d  m u l t i l a r n e l l a r  l i p o s o m e s  h a v e  t h e  s a m e  o r d e r  



T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  w i t h  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  

a c i d s  c a n  b e  c o m p a r e d  d i r e c t l y  w i t h  t h e  p i o n e e r i n g  w o r k  o f  

S t o c k t o n  -- e t  a l .  ( 1 0 6 )  who s t u d i e d  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  s t e a r i c  
I ', 

a c i d s  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  u n i l a m e l l a r ,  v e s i c l e s .  T h e  l i n e  

w i d t h s  o b t a i n e d  by t h o s e  a u t h o r s  were 1 . 2  - 1.3 kHz f o r  p o s i t i o n s  

s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y .  We d o  n o t  k n o w  t h e  

b a s i s  f o r  t h i s  d i s c r e p a n c y .  H o w e v e r ,  a s  c a n  b e  s e e n  f r o m  

e q u a t i o n s  1 6  a n d  1 7 ,  t h e  v a l u e  o f  t h e  l i n e  w i d t h  o b t a i n e d  d e p e n d s  

u p o n  t h e  s i z e  o f  v e s i c l e s ;  h e n c e ,  S t o c k t o n  e t  a l .  ( 1 0 6 )  m a y  -- 
h a v e  l a r g e r  v e s i c  i n  t h e i r  p r e p a r a t i o n  t h a n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  

I n  c a l c u l a t i n g  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r ,  S C D ,  t h o s e  a u t h o r s  a s s u m e d  

h o m o g e n e o u s  ( w i t h  r e s p e c t  t o  s i z e )  v e s i c l e s  w i t h  a d i a m e t e r  = 

2 0 . 0  nm.  I n  c o n t r a s t ,  w e  h a v e  m e a s u r e d  t h e  s i z e  o f  u n i l a m e l l a r  

v e s i c l e s  b y  n e g a t i v e  s t a i n i n g  e l e T t r o n  m i c r o s c o p y .  We f o u n d  

v e s i c l e s  t o  b e  v e r y  h e t e r o g e n e o u s  h a v i n g  d i a m e t e r s  <25.0 nm t o  

6 0 . 0  n m ,  w i t h  a m e a n  d i a m e t e r  o f  a b o u t  3 0 . 0  n m ,  F i g u r e s  18 a n d  
b 

19. T h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  v e s i c l e  s i z e s  h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  b y  

B l o o m  -- e t  a l .  ( 1 0 3 ) .  We h a v e  c o n s i d e r e d  t h i s  h e t e r o g e n e i t y  i n  o u r  
P- 

l i n e w i d t h  a n a l y s i s  ( s e e  a b o v e ) .  % 

An o b j e c t i o n  t o  o u r  m e t h o d  o f  s i z e  m e a s u r e m e n t  ( i . e .  

n e g a t i v e  s t a i n i n g )  i s  t h a t  d u r i n g  t h e  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  ( d r y i n g )  

v e s i c l e s  t e n d  t o  c o l l a p s e  o n  t h e  g r i d  t o  p r o d u c e  f l a t t e n e d  

s t r u c t u r e s .  T h e r e f o r e ,  t h e  m e a s u r e d  s i z e  i s  a r t i f i c i a l l y  h i g h e r .  



I f  t h i s  w e r e  t h e  c a s e ,  w e  s h o u l d  e x p e c t  t o  see  a r a n d o m  d i s t r - i b -  

u t i o n  o f  o n  e d g e  a n d  o n  f a c e  v i e w s  o f  t h e  f l a t t e n e d  s t r u c t u r e s  i n  

t h e  m i c r o g r a p h s .  We d o  n o t  o b s e r v e  t h i s  ( s e e  F i g u r e  18) a n d ,  i n  

f a c t ,  m o s t  o f  t h e  s t r u c t u r e s  e x h i b i t  c i r c u l a r  d i m e n s i o n s .  Assum-  

i n g  a l l  o f  t h e  s t r u c t u r e s  a r e  f l a t t e n e d  d i s c s  w e  h a v e  c a l c u l a t Q  
.\ 

t h e  d e c r e a s e  i n  d i a m e t e r  o n  t r a n s f o r m i n g  a  d i s c  t o  a s p h e r i c a l '  

v e s i c l e .  A d i s c  o f  8.0 nm t h i c k n e s s  a n d  d i a m e t e r  r a n g i n g  f r o m  
I 

2 0 . 0  nm t o  50 .0  nm c o r r e s p o n d s  t o  a d e c r e a s e  i n  d i a m e t e r  f r o m  5 -  

13%. U s i n g  t h e s e  v a l u e s  f o r  t h e  d i a m e t e r ,  t h e  v a l u e  o f  S C D  i s  

o n l y  0 . 0 2  h i g h - e r .  



111 S e l e c t i v e l y  D e u t e r a t e d  P h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  N a t i v e  HDL2 

A S - s t a t e d  e a r l i e r ,  d e u t e r a t e d  f a t t y  a c i d s  y i e l d  a r e l i a b l e  

m e a s u f e m e n t  o f  1 s C D  1 f o r  t h e  HDL p h o s p h o l i p i d s .  N e v e r t h e l e s s ,  

t h e  p r e s e n c e  o f  f a t t y  a c i d  i n t r o d u c e s  a n e t  n e g a t i v e  c h a r g e  t o  
- 

t h e  HDL p a r t i c l e .  H e n c e  t h e  v a l u e  o f  l sCDl o b t a i n e d  f o r  t h e  

u p p e r  p o s i t i o n  o f  t h e  a c y l  c h a i n  m a y  b &  i n a c c u r  

t h e r e f o r e ,  i n c o r p o r a t e d  ( ( 5  m o l  %) a p h o s p h a t i d y l  

i v e l y  d e u t e r a t e d  a l o n g  t h e  - s n - 2  a c y l  c h a i n  i n  

p a r t i c l e  b y  m i l d  s o n i c a t i o n .  T h i s  t e c h n i q u e  i e l d d  u n -  

p e r t u r b e d  l i p o p r o t e i n  p a l r t i c l e  a s  s h o w n  by  3 1 ~  ( s e e  R e s u l t s ,  

S e c t i o n  R.V.). 

T h e  2~ N M R  l i n e  w i d t h s  o b t a i n e d  f o r  t h e  v a r i o u s  p o s i t i o n s  o f  

d e u t e r a t i o n  a s  a f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  a r e  s h o w n  i n  T a , b l e  I X .  

A s  i n  t h e  c a s e  o f  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  f a t t y  a c i d  ( S e c t i  as 
D I I ) ,  w e  h a v e  c a l c u l a t e d  t h e  c a r b o n j ( d e u t e r i u m  o r d e r  p a r a m e t e r  

-ri 

I s C D \  u s i n g  e q u a t i o n s  1 5  a n d  1 6 .  We h a v e  u s e d  t h e  l i t e r a t u r e  
0 

v a l u e  o f  HDL2 r a d i u s  = 50A ( 1 3 8 ) .  T h e  lsCDl c a l c u l a t e d  f o r  t h e  

v a r i o u s  p o s i t i o n s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  X V I .  

A t  150C t h e r e  i s  a p l a t e a u  r e g i o n  o f  t h e  p o s i t i o n s  C2-c7  o f  

n e a r l y  c o n s t a n t  IsCDI. T h e  o r d e r  p a r a m e t e r  d e c r e a s e s  a t  C 1 1 ,  C12 

b e f o r e  r e a c h i n g  a m i n i m u m  a t  t h e  c2H3 s e g m e n t ,  T h e s e  r e s u l t s  a r e  

i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  s e l e c t i v e l y  

d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n  HDL2. ~t 2 5 0 C  t h e  IsCDI p r o f i l e  o f  

s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d  r e m a i n s  t h e  same a t  15OC 

e x c e p t  t h a t  t h e  v a l u e  f o r  t h e  [ 2 ,  2- 2 ~ 2 ]  p o s i t i o n  i s  i n c r e a s e d  



T A B L E  X V I :  T h e  t e m p e r a t u r e  d e  c e  o f  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r *  
~ S C D ~  o f  p h o s p h a t i  n e  s e l e c t i v e l y  d e u t e r -  
a t e d  a l o n g  t h e  - s n - 2  c h a i n  i n c o r p o r a t e d  (-5 m o l  %) 
i n t o  n a t i v e  HDL2-  

I C h a i n  ~ o s i t i o n '  I 



a n d  t h e  [ l l ,  11, 1 2 ,  1 2  - 2 ~ ~ 1  p o s i t i o n  i s  d e c r e a s e d .  A s  t h e  

t e m p e r a t u r e  i s  r a i s e d  t o  40,oC t h e r - e  i s  a f u r t h e r  i n c r e a s ' e  i n  - 
o r d e r  a t  [ 2 ,  2  - 2 ~ 2 ]  p o s i t i o n  a n d  a d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  SCD f o r  

t h e  [ 1 1 ,  11, 1 2 ,  1 2 ,  - 2 ~ 4 ]  p o s i t i o n .  

By a n a l o g y  t o  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  w h e r e  t h e  2  p o s i t i o n  

o f  t h e  - sn- ,2  c h a i n  h a s  s m a l l e r  q u a d r u p o l a r  s p l - i t t i n g s  t h a n  t h e  " .  
\ 

r e s t  o f  t h e  p l a t e a u  r e g i o n ,  w e  e x p e c t  a  s m a l l e r  l i n e  w i d t h  f o r  

t . h e  2  p o s i t i o n  o f  t h e  - s n - 2  c h a i n  l a b e l l e d  p h o s p h o l i p t d  i n  HDL2 

(96) .  I n  f a c t  a  h i g h e r  v a l u e  o f  t h e  l i n e  w i d t h  a n d  c o n s e q u e n t l y  
-5 

t h e  lsCDl i s  o b s e r v e d ,  c o m p a r e d  t o  t h e  r e m a i n i n g  p o s i t i o n  o f  t h e  

p l a t e a u  r e g i o n ,  a t  a l l  t e m p e r a t u r e s  s t u d i e d .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a B 

/ 

4 i n c r e a s e  i n  IsCD.[ f o r  t + e  u p p e r  p b s i t i o n s  o f  t h e  s e l e c t i v e l y  

d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s  i n  HDL2 w i t h  t e m p e r a t u r e  i s  

i n  c o n t r a s t  t o  a u n i f o r m  d e c r e a s e  i n  l sCDl  o b s e r v e d  f o r  t h e -  

d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d  i n  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  (96) .  On t h e  

b a s i s  o f  t h e ,  a b o v e  o b s e r v a t i o n ,  w e  b e l i e v e  t h a t  e i t h e r  t h e  

c o n f o r m a t i o n  o r  t h e  o r d e r i n g  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  i s  d i f f e r e n t  i n  j 

H D L 2  a s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p h o s p h o l i p i d s  i n  m u l t i l a m e l l a r  l i p o -  
L 

s o m e s .  We f a v o u r  t h e  c o n f o r m a t i o n  h y p o t h e s i s  b e c a u s e  s u c h  a 

, h y p o t h e s i s  i s  a l s o  p u t  f o r t h  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  l a r g e  3 1 ~  c h e m -  - . '  
i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  m e a s u r e d  f o r  HDL2 ( s e e  S e c t i o n  D.V, ~ ~ 0 1 8 7 -  

204) .  We s u g g e s t  t h a t  t h e  p h o s p h o l i p i d  h e a d g r o u p  i s  e x t e n d e d  i n  

H D L ?  i . e .  t h e  0-P-0  p l a n e  i s  p a r a l l e l  t o  t h e  m o n o l a y e r  s u r f a c e .  
e .  

- 
T h e  i n c r e a s e  i n  o ~ d e r  p a r a m e t g r  f o r  t h e  u p p e r  r e g i o n  o f  t h e  . Y 

E 

' K y d r o c a r b o n  c h a i n  o b t a i n e d  a s  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  i n c r e a s e d  i s  



a l s o  o b s e r v e d  i n  p o t a s s i u m  p a l m i t a t e  b i l a y e r s  (151).  T h i s  i s  

e x p l a i n e d  by t h e  f a c t  t h a t  t h e  p o l a r  g r o u p  o f  t h e  s o a p  m o l e c u l a r  

i s  a n c h o r e d  a t  t h e  l i p i d / w a t e r  i n t e r f a c e .  A t  l o w e r  t e m p e r a t u r e  
- \ 

i n  t h e  L, p h a s e ,  t h e  m o l e c u l a r  a x i s  i s  n o t  s t r i c t l y  p a r a l l e l  t o  

t h e  b i l a y e r  n o r m a l .  B u t  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s ,  t h e  a r e a  p e r  p o l a r  

h e a d  g r o u p  i s  l a r g e r ,  a n d  t h e  m o l e c u l a r  a x i s  b e c o m e s  e s s e n t i a l l y  

p a r a l l e l  t o  t h e  b i l a y e r  n o r m a l .  T h u s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a p p a r e n t  

o r d e r  P a r a m e t e r ,  IsCD 1 ,  i s  o b s e r v e d .  S u c h  a h y p o t h e s i s  a may a l s o  
T 

e x p l a i n  t h e  o r d e r  p a r a m e t e r  i n c r e a s e  w i t h  t e m p e r a t u r e  o b s e r v e d  

f o r  t h e  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d  i n  HDLZ m o n o l a y e r .  

A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  f o r  a n  i n c r e a s e  i n  IsCD! o b s e r v e d  w i t h  

i n c r e a s e  i n  t e m p e r a t u r e  f o r  t h e  u p p e r  r e g i o n  o f  t h e  a c y l  c h a i n s  

i s  " l i q u i d - p r o t e i n "  i n t e r a c t i o n .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  s u c h  a n  

i n t e r a c t i o n  h a s  n o t  b e e n  o b s e r v e d  o n  t h e  2~ N M R  t i m e s c a l e  f o r  

f l u i d  l i p i d s  ( 1 4 8 - 1 4 9 ) .  We c o n s i d e r  t h i s  p o s s i b i l i t y  b e c a u s e  t h e  

T' 
HDL a p o p r o t e i n s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t h a n  t h o s e  p r o t e i n s  

s t u d i e d  preciously. T h e  H D L  a p o p r o t e i n s  a r e  s u r f a c e  p r o t e i n s ,  

i . e .  t h e y  d o  n o t  t r a v e r s e  t h e ,  HDL p a r t i c l e  ( 4 1 ) .  T h e s e  a p o -  
, 

p r o t e i n s  a r e  a r r a n g e d  i n  a n  a m p h i p a t h i c  h e l i x  w h i c h  o r i e n t s  

p a r a l l e l  t o  t h e .  c u r v a t u r e  o f  t h e  HDL s u r f a c e  ( 4 2 ) .  I t  h a s  b e e n  

p r o p o s e d  t m t  t h e  i o n i c  ( p o l a r  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s )  may i n t e r a c t  

w i t h  t h e  z w i t t e r i o n i c  p ' h o s p h a t e  h e a d g r o u p  o f  HDL p h o s p h o l i p i d s .  

I t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t ,  a s  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  r a i s e d  t h e  p r o t e i n  

o c c u p i e s  a g r e a t e r  s u r f a c e  a r ea  o n  t h e  HDLZ p a r t i c l e  a n d  t h r o u g h  

e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  r e s t r i c t s  t h e  m o t i o n s  o f  t h e  h e a d g r o u p ;  

h e n c e  a n  i n c r e a s e  i n  I sCD!  f o r  t h e  u p p e r  p o r t i o n  o f  t h e  p h o s -  

p h o l i p i d s  i s  o b s e r v e d .  



T h e  d i s o r d e r i n g  e f f e c t  i n  t h e  C 1 1 ,  C 1 2  r e g i o n  o f  t h e  p h o s -  

p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s  m a y  b e  i n t e r p r e t e d  a s  f o l l o w s .  A t  h i g h e r  

t e m p e r a t u r e s  t h e  a r e a  p e r  p o l a r  h e a d g r o u p  I s  l a r g e r  c a u s i n g  a n  

i n c r e a s e  i n  t h e  l a t e r a l  p r e s s u r e  w i t h i n  t h e  HDL2 m o n o l a ~ e r *  T h e  

a n c h o r i n g  o f  t h e  p o l a r  h e a d g r o u p  m a i n t a i n s  t h e  h i g h e r  o r d e r  i n  

t h e  u p p e r  r e g i o n  a t  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s .  T h e  i n c r e a s e  i n  a r e a  
-. 

f o r  t h e  a c y l  c h a i n s  r e d u c e s  t h e  o r d e r  f o r  t h e  l o w e r  r e g i o n  o f  t h e  

a c y l  c h a i n s .  

I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t o  a r g u e  t h a t  i n c r e a s e  i n  d i s o r d e r  a t  

h i g h e r  t e m p e r a t u r e  o b s e r v e d  f o r  t h e  C 1 1 ,  C12 r e g i o n  i s  d u e  t o  t h e  

i n t e r c a l a t i o n  o f  t h e  c o r e  c o n s t i t u e n t s  i n t o  t h e  m o n o l a y e r .  Upon 

h e a t i n g ,  t h e  c o r e  c o n s t i t u e n t s  ( c h o l e s t e r y l  e s t e r s )  b e c o m e  d i s -  

o r d e r e d ;  h e n c e  t h e i r  o r d e r i n g  e f f e c t  o n  t h e  p h o s p h o l i p i d  a c y l  

c h a i n s  w o u l d  b,e r e d u c e d .  T h i s  e f f e c t  b e i n g  g r e a t e s t  a t  t h e  C l l ,  

C 1 2  p o s i t i o n  may  r e f l e c t  t h e  e x t e n t  o f  i n t e r d i g i t a t i o n  o f  t h e  
,' 

c o r e  c o m p o n e n t s .  

I t  i s  c l e a r  f r o m  t h e  a b o v e  c o m m e n t s  t h a t  t h e  t e m p e r a t u r e  

d e p e n d e n c e  o f  ~ S C D ~  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d  a t  p r e s e n t .  F u r t h e r  

r e s e a r c h  i s  r e q u i r e d  t o  c l a r i f y  t h i s  i m p o r t a n t  p o i n t .  



I V  L o n g i t u d i n a l  R e l a x a t i o n  T i m e s  

T h e  2~ N M R  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s  m e a s u r e d  f o r  
- 

s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  i n  HDL2 a n d  HDL3 ( T a b l e s  

V I I  a n d  V I )  a n d  f o r  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d  ( T a b l e  X )  

e x h i b i t  a p r o f i l e  i n  w h i c h  t h e  r e l a x a t i o n  r a t e  1 / ~ i  i s  a p p r o x -  
- 

i m a t e l y  c o n s t a n t  a t  70  ~ 2 0 5 - 1  f o r  p o s i t i o n s  2 - 1 1 , 1 2  a n d  f a l l s  

- 
o f f  t o  5 5-1 a t  t h e  1 6  p o s i t i o n .  T h e  s h a p e  o f  t h i s  p r o f i l e ,  

w i t h  i t s  p l a t e a u  r e g i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  v a l u e s  f o r  t h e  

u p p e r  p o r t i o n  o f  t h e  a c y l  c h a i n ,  i s  q u a l i t  a i v e l y  s i m i l a r  t o  t h a t  Q, 

o b s e r v e d  f o r  l i q u i d  c r y s t a l l i n e  d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

m e m b r a n e s  (152) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  r a t e s  i n  HDL'S a r e ,  

a p a r t  f r o m  t h e  t e r m i n a l  m e t h y l ,  a f a c t o  > 2  X g r e a t e r  t h a n  i n  

t h e  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s .  A l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e  i n  r e s o n a n t  

f r e q u e n c y  90 o f  t h e  t w o  s e t s  o f  m e a s u r e m e n t s  (38 .8  v s .  54.4 MHz) 

may b e  a  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r ,  t h e  h i g h e r  l o n g i t u d i n a l  

r e l a x a t i o n  r a t e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  m o l e c u l a r  m o t i o n ( s )  r e s p o n s i b l e  

a r e  s l o w e r  i n  t h e  l i p o p r o t e i n  m o n o l a y e r  t h a n  i n  t h e  m o d e l  m e m -  

b r a n e  a n d / o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d i t i o n a l  m o t i o n ( s )  i n  t h e  c a s e  o f  

H D L ~ .  13c N M R  r e l a x a t i o n  t i m e s  f o r  HDL t h a t  a r e  s h o r t e r  t h a n  f o r  

l i p o s o m e s  p r e p a r e d  f r o m  HDL l i p i d s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  

( 4 8 , 4 9 ) .  

No d e f i n i t i v e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  s p i n  l a t t i c e  r e l a x a t i o n  i n  

l i p i d  b i l a y e r s  h a s  b e e n  p r e s e n t e d .  A n a l y s i s  s o l e l y  i n  terms o f  a  

f a s t  c o r r e l a t i o n  t i m e  r e p r e s e n t i n g  s e g m e n t a l  m o t i o n s  i s  i n -  

a d e q u a t e ,  s i n c e ,  i n  p a r t i c u l a r ,  a d e p e n d e n c e  o f  r e s o n a n c e  

f r e q u e n c y  i s  o b s e r v e d  o f  t h e  f o r m  



w h e r e  A a n d  B a r e  c o n s t a n t s .  S l o w  c o l l e c t i v e  o r d e r  f l u c t u a t i o n s  . 

d e s c r i b e d  b y  a  d i s t r i b u t i o n  o f  c o r r e l a t i o n  t i m e s  ( 1 1 1 )  a n d  

d i f f u s i o n  o f  d e f e c t s  ( e . g .  k i n k s )  u p  a n d  d o w n  t h e  a c y l  c h a i n s  

( 1 1 2 )  a r e  t h e  r e l a x a t i o n  m e c h a n i s m s  t h a t  h a v e  b e e n  p r o p o s e d .  

T a b l e  V I  i l l u s t r a t e s  t h a t  t h e  T l t s  m e a s u r e d  a t  25OC f o r  

[ 5 , 5 , 6 , 6 - 2 ~ 4 ]  p a l m i t i c  a n d  [ 1 6 , 1 6 , 1 6 - ~ 8 ~ ]  p a l m i t i c  a c i d ;  i n  HDL3 = ' 

- 
i n c r e a s e  by 4 5  a n d  1 7 %  r e s p e c t i v e l y  b e t w e e n  38.8 a n d  6 1 . 4  MHz. 

1 3 ~  N M R  r e l a x a t i o n  t i m e s  w h i c h  i n c r e a s e  w i t h  r e s o n a n t  f r e q u e n c y  

h a v e  s i m i l a r l y  b e e n  r e p o r t e d  f o r  H D L  ( 5 3 ) .  T h e  t r e n d  i s  t h u s  

q u a l i t a t i v e . 1 ~  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  b e h a v i o u r  s e e n  i n  l i q u i d  

c r y s t a l l i n e  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s .  On t h e  b a s i s  o f  t h e  c u r r e n t  

2 8  N M R  d a t a ,  o b t a i n e d  a t  o n l y '  t w o  r e s o n a n t  f r e q u e n c i e s ,  i t  i s  n o t  

p o s s i b l e  t o  d e c i d e  u p o n  t h e  e x a c t  n a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l a r  m o t i o n s  

d e t e r m i n i n g  the  r e l a x a t i o n  i n  t h e  l i p o p r o t e i n  m o n o l a y e r .  T h e  

-L s i t u a t i . o n  i n  H D L ? ~  i s  f u r t h e r  c o m p l i c a t e d  by t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

- 
p a r t i c l e  t u m b l i n g  ( T t  1 0 - ~ s )  i s  i t s e l f  f a s t  e n o u g h  t o  i n f l u e n c e  

t h e  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e  ( 1 5 3 ) .  

T a b l e  x s h o w s  t h e  ~1 b e h a v i o u r  o f  d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d  i n  

HDL2 a s  a  f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e .  A s  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  i n -  

c r e a s e d  f r o m  15OC t o  400C t h e  T I ' S  r e m a i n  e s s e n t i a l l y  u n c h a n g e d  

f o r  t h e  C 2  - C 1 1 , 1 2  p o s i t i o n s ;  h o w e v e r ,  t h e  t e r m i n a l  m e t h y l  T1 i s  

i n c r e a s e d  f r o m  - 1 5 0  m s  t o  2.40 m s .  T h e  i n v a r i a n c e  o f  T i  W i t h  



I 

t e n i ' p e r a t u r e  f o r  t h e  u p p e r  p o s i t i o n s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  behav -  

i o u r  o f  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s . i n  t h e  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  p h a s e  

( 1 5 2 ) .  T h e  e x a c t  n a t u r e  o f  t h e  m o t i o n s  i n  H D L  i s  n o t  known .  

H o w e v e r ,  i t  c o u l d  b e  t h a t  t h e  a c y l  c h a i n s  o f  t h e  H D L  s u r f a c e  

m o n o l a y e r  a r e  l e s s  f l e x i b l e  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p o s i t i o n s '  o f  

t h e  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s .  



V D i f f u s i o n  o f  P h o s p h o l i p i d s  i n  HDL2 

B o t h  t h e  s p h i n g o m y e l i n  a n d  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  r e s o n a n c e s  o f  

HDL2 h a d  s i m i l a r  3 1 ~  N M R  l i n e w i d t h s  ( 6 2 1  Hz a t  4 0  MHz a n d  2 9 2 3  Hz 

a t  102 .2  MHz) s u g g e s t i n g  t h e s e  l i p i d s  a r e .  h o m o g e n e o u s l y  m i x e d  i n  

HDL. We h a v e  m e a s u r e d  t h e  l a t e r a l  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f .  

' s u r f a c e  ~ h o s ~ h o l i ~ i d s  i n  HDL2 b y  t h e  m e t h o d  o f  C u l l i s  ( 1 1 7 ) .  I n  . 

t h i s  t e c h n i q u e  t h e  r o t a t i o n a l  c o r r e l a t i o n  t i m e  o f  HDL, TT , h e n c e  .'r 

t h e  l i n e w i d t h  o f  HDL2 p h o s p h o l i p i d  r e s o n a n c e s  i s  v a r i e d  a s  a ?J,- 

f u n c t i o n  o f  t h e  m e d i u m  v i s c ~ s i t y  ( s e e  S e c t i o n  D . 1 1 ,  p p . 4 5 - 4 6 ) .  : , 

a l i q u o t s  o f  g l y c e r o l  t o  t h e  s a m p l e .  

T h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y  c a n  b e  a l t e r e d  s i g n i f i c a n t l y  b y  a d d i n g  

T h e  l i n e w i d t h ,  A v 1 / 2 ,  i s  g i v e n  b y  e q u a t i o n  30 w h i c h  

e x p r e s s e d  a s  f o l l o w s :  

c a n  b e  

A p l o t  o f  ( A U ~ / ~ - C ) - ~  v s  ? - l  g i v e s  a s t r a i g h t  l i n e  f o r  w h i c h  t h e  

r a t i o  o f  i n t e r c e p t / s l o p e  i s  g i v e n  b y  

I n t e r c e p t  = 8 TT D R  
S l o p e  k T  

T h u s ,  m a k i n g  n o  a s s u m p t i o n s  f o r  t h e  v a l u e  o f  s e c o n d  m o m e n t ,  M 2 ,  D 

c a n  b e  o b t a i n e d  p r o v i d e d  R i s  known .  



r 
F r o m  t h e  2 ~  N M R  a n d  3 1 ~  N M R  l i n e w i d t h  v a r i a t i o n  a s  a f u n -  

c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t y  ( T a b l e s  X I  a n d  XIII3 w e  h a v e  

o b t a i n e d  p l o t s  o f  ( A V ~ / ~ - C ) - ~  v s  Y( -I. B o t h  3 1 ~  N M R  ( F i g u r e  3 7 )  

a n d  2 ~  N M R  ( F i g u r e  3 8 )  d a t a  g i v e  a g o o d  f i t  t o  a  s t r a i g h t  l i n e .  

T h e  s o l i d  l i n e  i s  t h e  l e a s t  s q u a r e s  f i t  t o  t h e  d a t a ,  w i t h  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  = 0.9956 a n d  0 .9907  3 l p  N M R  d a t a  ( F i g u r e  
C 

3 7 )  a n d  2 ~  N M R  d a t a  ( F i g u r e  3 8 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  d o t t e d  l i n e s  

i n  F i g u r e s  3 7  a n d  38 a r e  d r a w n  t h r o u g h  e x t r e m e s  o f  t h e  e r r o r  

l i m i t s t  U s i n g  a r a d i u s  o f  5.0 nm f o r  HDL2, w e  o b t a i n  D = ( 2 2 1 )  x  

1 0 - 8  cm2 s-l f o r  3 1 ~  N M R  d a t a  ( - 2 5 0 ~ )  D = (1.621) x c m 2  s-I 

f o r  2~ N M R  d a t a  ( - 2 5 O c ) .  T h e s e  v a l u e s  p r o x i m a t e  t h o s e  o b t a i n e d  

f o r  p u r e  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s  ( 1 1 7 ) .  

E m p l o y i n g  t h e  e q u a t i o n s  1 5 ,  1 6  a n d  3 0  a n d  D = 2.0 x 10-8  cm2 

s - I ,  a  t h e o r e t i c a l  v a r i a t i o n .  o f  l i n e w i d t h s  c a n  b e  g e n e r a t e d  f o r  

t h e  s o l v e n t  v i s c o s i t i e s  e m p l o y e d .  S u c h  p r e d i c t e d  l i n e w i d t h s  a r e  

p l o t t e d  ( s o l i d  l i n e s )  o n  F i g u r e s  2 5 ,  2 8 .  C l o s e  a g r e e m e n t  i s  

f o u n d  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a r t h o s e  p r e d i c t e d  b y  

e q u a t i o n  30 .  

I n  c a l c u l a t i n g  t h e  t h e o r e t i c a l  c u r v e  w e  h a v e  u s e d  t h e  v a l u e  

o f  t h e  s e c o n d  moment  o b t a i n e d  f r o m  t h e  g r a p h  f o r  b o t h  t h e  2 ~  a n d  

3 1 ~  d a t a  ( F i g u r e s  2 8  a n d  2 5 ) .  U s i n g  S C D  = 0 . 0 2  w e  c a l c u l a t e  t h e  

r e s i d u a l  s e c o n d  moment  M2h t o  b e  2.0420.5 x  l o 7  s - ~  w h i c h  i s  i n  
* 

s u b s t a n t i a l  a g r e e m e n t  w i t h  the v a l u e  o f  2.14 x 1 0 7  5 - 2  o b t a i n e d  



F i g u r e  37:  P l o t  o f  ( ~ v 1 / 2 - ~ ) - 1  v s .  q-1 o b t a i n e d  f r o m  3 1 P  N M R  
( u n d e c o u p l e d  a t  1 0 2 . 2  M Hz) l i n e  w i d t h s  o f  n a t i v e  
HDL2 c o n t a i n i n g  1 6 - [ 2 ~ ~ ]  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a s  a 
f u n c t i o n  o f  g l y c e r o l  c o n c e n t r a t i o n .  

7 





F i g u r e  38: P l o t  o f  ( ~ ~ 1 / 2 - ~ ) - 1  v s .  Y(-1 o b t a i n e d  f r o m  H N M R  
l i n e  w i d t h s  m e t h y l  d e u t e r a t e d  p h o s p h a t i d y  2 h o l i n e  
i n  H D L ~  a s  a  f u n c t i o n  of  g l y c e r o l  c o n c e n t r a t i o n .  





T h e - r v a p  o f  t h e  r e s i d u a l  c h e m i c a l . s h i % f t  a n i s o t r o p y  o b t a i n e d  
v-- 

f r o m  t h e  3 l ~  N M R  d a t a  ( F i g u r e  3 7 )  o f  %DL?= 7 5 2 1 0  ppm i s  c o n -  

s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  A@-. 4 0  ppm f o r  p h e s p h o l i p ~ b i l a y e r s .  

I n  o r d e r  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  d i s c r e p g p c y  w e  h a v e  v a r i e d  t h e  

l a t e r a l  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  . t h e  r a d i u s  o f  t h e  p a r t i c l e .  

A s s u m i n g  ~ d =  4 0  ppm a n d  R = 5 .0  nm,  w& h a v e  o b t a i n e d  t h e o -  
I 

r e t i c a l  c u r v e s  f o r  D = 0 ,  D = + 5  x 10-9,   an$$,^ = 2.5 x 10-8,  w h i c h  
+ +? & 

C 

a r e  p l o t t e d  o n  F i g u r e  39.  I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  n o n e  o f  t h e  v a l u e s  

o f  l a t e r a l  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  " ' f i t  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a .  I n  

F i g u r e  4 0  t h e  v a l u e  o f  R was v a r i e d  f r o m  6.0 t o  8.0 nm, w i t h  A @  

= 4 0  ppm a n d  D = 2  x  1 0 - 8  c m 2  s-1. A s a t i s f a c t o r y  f i t  t o  t h e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  'is o b s e r v e d  w h e n  R = 7.0 nm. T h i s  v a l u e  o f  R 

f o r  HDL2 i s  c o n s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  r e p o r t e d  i n r ' t h e  l i t e r a t u r e  

( 1 3 4 )  h a v e  m e a s u r e d  t h e  r a d f u s  o f  p a r t -  

i c l e s  f r o m  t h e  d e n s i t y  r a n g e  = 1 . 0 6 3  - 1 . 1 2 5  g  m ~ - l ,  w h i c h  i s  

s i m i l a r  t o  t h e  p r e p a r a f i o n  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  U s i n g  n e g a t i v e  

s t a i n i n g  e l e c t r o n  m i s c r o s c o p y ,  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  a n d  g r a d -  7 .  

i e n t  g e l  e l e c t r o p h o r o s i s  t h e  v a l u e s  o f  d i a m e t e r  o b t a i n e d  were 

11.0 2 0 . 5  nm,  1 0 . 0  2 0 . 5  nm,  r e s p e c t i v e l y .  T h e r e f o r e  i t  i s  u n -  

l i k e l y  t h a t  w e  h a v e  u n d e r e s t i m a t e d  t h e  s i z e  o f  H D L 2  t o  s u c h  a 

l a r g e  e x t e n t .  T h e  l a r g e  v a l u e  o f  a d o b t a i n e d  f o r  HDL2 may 

i n d i c a t e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  h e a d g r o u p  c o n f o r m a t i o n  a n d / o r  m o t i o n  

b e t w e n  H D L ~  a n d  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s .  T h e  v a l u e  o f  t h e  3 1 ~  

r e s i d u a l  c h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  i s  k n o w n  t o  d e p e n d  u p o n  t h e  

m o t i o n s  o f  t h e  h e a d g r o u p s  i n  p h o s p h o l i p i d  b i l a y ' e r s  ( 1 1 5 ) .  F o r  

d i p a l m i t o y l  p h o s p h a t i d y l  c h o l i n e  b i l a y e r s  A d  d e c r e a s e s  f r o m  

- - 
69 ppm i n  t h e  g e l  p h a s e  a t  - 1 0 0 C  t o  4 5  ppm i n  t h e  l i q u i d  



F i g u r e  39:  P l o t  o f  31  N M R  L i n e  W i d t h  o f  HDLl a s  a F u n c t i o n  o f  
S o l v e n t  V i s c o s i t y .  T h e  D o t t e d  L i n e s  a r e  Ca l -  

" c u l a t e d  F i t s  w i t h  t h e  D i f f e r e n t  L a t e r a l  D i f f u s i o n  
- C o e f f i c i e n t ,  -3, a n d  u s i n g  Ab = 4 0  ppm a n d '  R a d i u s  

= 50.01. 



The variation of 3 ' ~  linewidth of HDL, 

.as a function of solvent viscosity 

6 12 18 24 30 

Viscosity in Centipoise 



~ i ~ u r e  40:  P l o t  o f  3 1 ~ ~ ~ ~  L i n e  W i d t h  o f  HDL a s  a F u n c t i o n  o f  
S o l v e n t  V i s c o s i t y .  T h e  ~ o t t e ?  L i n e s  a r e  Cal- 
c u l a t e d  F i t s  w i t h  D i f f e r e n t  R a d i i  a n d  u s i n g  A C  = 
40 p p m  a n d  D = 2.0 x 10-8 cm2 5-1. 

f 



The variation of 3 ' ~  linewidth of HDL, 

as a function of solvent viscosity 

-- 

6 12 18 24 30 
Viscosity in Centipoise 



crystalline phase a t .  480C (115). This decrease in A @  i s  

attributed to the onset of rapid rotation about the C(2)-C(3) 

axis of the glycerol backbone and wobbling of the headgroup 

coupled with the conformational transitions. The large value of 

~ 0 .  observed for HDL2 cannot solely be due to the absence of the 

above mentioned motions as the H D L 2  phospholipids are well above 

the gel-liquid crystalline phase transition at 250C. This i s  

borne out by the fact that the lateral difusion coefficient, D = 

2 x c m 2  s-I at-250C which is similar in.value (117, 89) to 

the pure phospholipid bilayers in the liquid crystralline state. 

The headgroup conformation of egg phosphatidylcholine bi- 

layers have been e x a m i n e d  by neutron diffraction and of 
7' 

d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y l - c h o l i n e  bilayer by 3 1 ~  N M R  (114.154). 

The H 2 0 / ~ 2 0  differential neutron diffraction results are consis- 

tent with the choline group being in the plane of the bilayer. 

The 3 1 ~  result of the d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y l - c h o l i n e  in the 

liquid-crystalline phase, with AO -45 ppm is consistent with 

the 0-P-0 plane of the headgroup being oriented 50•‹.with respect 

to the bilayer plane (154). Griffin -- et al. (154) have also 

calculated ~d for d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  bilayer in both 

the gel and liquid crystalline phase with the 0 -P -0  plane 

parallel to the bilayer plane. The extended conformation of the 

- 
headgroup yields spectra whose breadth is 80 ppm in the liquid 

crystalline phase. This value is coincident with the value of 

A(3J = 7 5 2  10 'ppm obtained for H D L 2 -  



S i n c e  t h e  r e s i d u a l  c h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  o f  HDL2 is 

c o n s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  t h a t  o f  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s ,  t h e  p o s s -  

i b i l i t y  t h a t  g l y c e r o l  a l t e r e d  t h e  HDL2 s t r u c t u r e  w a s  c o n s i d e r e d .  

T h e  e f f e c t  - o f  g l y c e r o l  o n  t h e  3 1 ~  N M R  o f  p h o s p h o l i p i d  m u l t i -  

l a m e l l a r  l i p o s o m e s  h a s  b e e n  s t u d i e d  by  C u l l i s  ( 1 1 7 ) ,  who o b s e r v e d  

n o  c h a n g e  i n  t h e  r e s i d u a l  c h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  e v e n  a t  8 5 %  

g l y c e r o l  c o n c e n t r a t i o n .  G l y c e r o l  a l s o  h a s  n o  e f f e c t  o n  t h e  

d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y c h o l i n e  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  i n  t h e  

l i q u i d  c r y s t a l l i n e  p h a s e  a s  s h o w n  h y  X - r a y  d i f f r a c t i o n  (155) .  \ 

H o w e v e r ,  g l y c e r o l  c a u s e s  e x t e n s i v e  i n t e r d i g i t a t i o n  o f  t h e  a c y l  

c h a i n  b e l o w  t h e  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  ., p h a s e .  F o l l o w i n g  t h e s e  o b -  

s e r v a t i o n s  w e  b e l i e v e  t h a t  g l y c e r o l  p r o b a b l y  h a s  v e r y  l i t t l e  

d i r e c t  a f f e c t  o n  t h e  p h o s p h o l i p i d  h e a d g r o u p  i n  HDL2,  b u t  c o u l d  

a f f e c t  t h e  HDL2 a p o p r o t e i n  s t r u c t u r e  a n d  t h e r e b y  c a u s e  c h a n g e s  i n  

t h e  p h o s p h a t e  g r o u p  c o n f o r m a t i o n .  

C o n t r o l  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  c h e c k  t h e  i n d i r e c t  

e f f e c t  o f  g l y c e r o l  o n  t h e  HDL2 s t r u c t u r e -  F i r s t l y ,  a n  r] = 2 6  CP 

s a m p l e  was  d i l u t e d  t o  "(I = 1 9  c p .  T h e  3 1 ~  N M R  l i n e w i d t h  o f  t h e  

d i l u t e d  s a m p l e  w a s  8 4  H z ,  w h i c h  i s  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  t o  t h a t  

o b t a i n e d  f r o m  F i g u r e  25 .  S e c o n d l y ,  e x h a u s t i v e  d i a l y s i s  o f  t h e  'Y? 

= 1 9  c p  s o l u t i o n  y i e l d e d  a l i n e w i t l t h  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  

n a t i v e  HDL2. To a l l e v i a t e  t h e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  g l y c e r o l ,  

we h a v e  a t t e m p t e d  t o  m e a s u r e  t h e  3 1 ~  r e s i d u a l  c h e m i c a l  s h i f t  

a n i s o t r o p y  by e x a m i n i n g  HDL2 i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  p e r t u r b a n a s .  

By s u b s t i t u t i n g  e q u a t i o n  ( 3 1 )  i n t o  e q u a t i o n  ( 3 0 )  we o b t a i n  



w h e r e  vo i s  t h e  r e s o n a n c e  f r e q u e n c y .  T h u s ,  a p l o t  o f  (AU1/2 -c) 

vs. vo2 y i e l d s  a s t r a i g h t  l i n e  f r o m  w h i c h  t h e - v a l u e  o f  d d c a n  

/c. 

b e  o b t a i n e d . p r o v i d e d  L e  i s  k n o w n .  We h a v e  m e a s u r e d  t h e  

u n d e c o u p l e d  3 1 p  N M R  l i n e w i d t h  o f  HDL2 a t  t h r e e  d i f f e r e n t  f r e -  

q u e n c i e s  ( T a b l e  X I I ) .  U s i n g  r e  = 1 . 0 6  x  1 0 - 7  - s a n d  t h e  s l o p e  

f r o m  t h e  g r a p h  i n  F i g u r e  4 1  w e  c a l c u l a t e  A&= 69 p p m .  T h i s .  i s  

i n  s u b s t a n t i a l  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  AD' = 7 5  f- 1 0  ppm o b t a i n e d  

f r o m  t h e  v i s c o s i t y  e x p e r i m e n t .  H o w e v e r ,  a s  t h e  l i n e w i d t h  

m e a s u r e m e n t s  h a v e  l a r g e  ( + l o % )  u n c e r t a i n t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e i n  

a n d  t h e  f a c t  t h a t  w e  h a v e  o n l y  t h r e e  p o i n t s  d e s c r i b i n g  a s t r a i g h t  

l i n e ,  t h e  ~6' o b t a i n e d  f r o m  t h e  f i e l d  d e p e n d e n c e  i s  p r o b a b l y  n o t  

v e r y  a c c u r a t e .  T h u s ,  f u r t h e r  r e s e a r c h  i s  r e q u i r e d  t o  e s t a b l i s h  
- 

t h e  o r i g i n  o f  t h e  a p p a r e n t l y  l a r g e  v a l u e  o f  ad i n  HDL2. 



Figure 41: P l o t  o f  ( A ~ / ~ - C )  vs. 7 J O 2  o f  3 1 p  N M R  
(undecoupled) line widths of native H D L 2  obtained 
at different resonance frequencies. 





V I  T h e  A c y l  C h a i n  O r i e n t a t i o n a l  O r d e r  o f  D e u t e r a t e d  P h o s p h o -  
l i p i d s  i n  M e m b r a n e s  1 

I 
e 

t 

P r e v i o u s l y ,  f r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  s e l e c t i v e l y  

d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d ,  it was c o n c l u d e d  t h a t  t h e  o r i e n t a t i o n a l  

o r d e r  i n  u n i l a r q e d l l a r  v e s i c l e s  i s  a t  l e a s t  t w o  t i m e s  l o w e r  t h a n  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  l i p o s o m e s  ( S e c t i o n  D . 1 1 ,  p p .  163-178) .  A l -  

t h o u g h  f a t t y  a c i d s  r e f l e c t  t h e  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  o f  

p h o s p h o l i p i d s  i n  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  a d e q u a t e l y ,  t h e  p o s s -  

i b i l i t y  r e m a i n s  t h a t  t h e y  m a y  a l t e r  t h e  u n i l a m e l l a r  b i l a y e r  

s t r u c t u r e .  F o r  e x a m p l e ,  f a t t y  a c i d s  a r e  k n o w n  t o  i n d u c e  v e s i c l e  

f u s i o n  ( 1 3 5 ) .  T h e r e f o r e ,  w e  h a v e  e x a m i n e d  t h e  a c y l  c h a i n  o r d e r  

u s i n g  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d s .  

Q U n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  o f  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  c o n t a i n i n g  

( < 5  m o l  ) - s n - 2  c h a i n  l a b e l l e d  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  d e r i v e d  f r o m  

e g g  l y s o l e c i t h i n  a n 4  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  w e r e  

p r e p a r e d  by s o n i c a t i o n .  T h e  2 ~  N M R  s p e c t r a  o f  s u c h  v e s i c l e s  a r e  

s h o w n  i n  F i g u r e  3 0 .  

F a s t  i s o t r o p i c  t u m b l i n g  o f  t h e  v e s i c l e  a n d  t h e  l a t e r a l  

d i f f u s i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  a v e r a g e s  t h e  q u a d r u p o l a r  i n t e r -  

a c t i o n  s u c h  t h a t  t h e  q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g  d i s a p p e a r s .  H e n c e ,  

t h e  s p e c t r a  h a v e  t o  b e  a n a l y s e d  u s i n g  e q u a t i o n  1 9  t o  o b t a i n  SCD-  

H e r e ,  i n  o b t a i n i n g  1sCDI we h a v e  i g n o r e d  t h e  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  

l i n e  w i d t h  r e s u l t i n g  f r o m  l o c a l  s e g m e n t a l  m o t i o n  ( i . e .  t h e  1/ TI  

t e r m  i n  e q u a t i o n s  1 5  a n d  1 9 )  a n d  a n y  o t h e r  s l o w  m o t i o n s .  T h e r e -  

f o r e ,  w e  r e p o r t  o n l y  a n  u p p e r  l i m i t  o f  SCD. 



r a d i u s  o f  p a r t i c l e  a n d  t h e  v a l u e  o f  t h e  l a t e r a l  d i f f u s i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s .  T h e  r a d i u s  o f  t h e  

p a r t i c l e  was o b t a i n e d  d i r e c t l y  f r o m  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  

n e g a t i v e l y  s t a i n e d  v e s i c l e s .  We h a v e  m e a s u r e d  t h e  p h o s p h o l i p i d  

d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  a t +  250C i n  e g g  p h o s p h a t i d y c h o l i n e  v e s i c l e s  

b y  t h e  m e t h o d  o f  C u l l i s  ( 1 1 7 )  a n d  f o u n d  D = ( 2 . 5  + 0.5) x  p-8 
C 

c m 2  5-1- f 

U n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  h a v e  a n  a d d i t i o n a l  p r o b l e m  i n  t h a t  t h e y  

a r e  h e t e r o g e n e o u s  w i t h  r e s p e c t  t o  s i z e .  H e n c e  a s u p v p o s i t i o n  o f  

L o r e n t z i a n  l i n e s  inq o b s e r v e d .  We h a v e  m e a s u r e d  t h e i r  s i z e  d i s -  

t r i b u t i o n ,  s h o w n  i i g u r e  31. E m p l o y i n g  e q u a t i o n  1 9  w e  h a v e  

s i m u l a t e d  t h e  s p e c t r  r e  4 2 )  i n  e x a c t l y  t h e  same m a n n e r  a s  

d e s c r i b e d  i n  t h e  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m -  

i t i c  a c i d s  ( s e e  pp .167-168) .  T h e  o r d e r  p a r a m e t e r s  w h i c h  e x h i b i t  

b e s t  v i s u a l  f i t s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 2  a n d  T a b l e  X V I I .  

-- 

F o r  c o m p a r i s o n  we h a v e  e x a m i n e d  t h e  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  o f  
"- 

m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  m a d e  f r o m  t h e  same l i p i d  m i x t u r e  a s  

u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s .  T h e  q u a d r u p o l a r  s p l i t t i n g s  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  v a r i o u s  p o s i t i o n s  o f  s e l e c t i v e  d e u t e r a t i o n  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  

t a i n e d  f o r  t h e  2  p o s i t i o n  o f  t h e  -- s n - 2  c h a i n  a r e  d u e  t o  

i n e q u i v a l e n c e  o f  t h e  t w o  d e u t e r o n s  ( 1 3 7 ) .  T h e  v a l u e  o f  I S ~ ~ ~  = 

0 . 2 2  f o r  ( C 4 )  a n d  0 . 2 3  f o r  ( C 7 )  p o s i t i o n  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  ' o f  



Figure 42: Deuterium N M R  spectra (solid lines) of approx- 
imately 5 mol % sn-2 chain labelled phosphatidyl- 
choline in unilayellar vesicles of - 7 %  W/V egg 
phosphatidylcholine in deuterium depleted water. 
The position of selective deuteration is indicated 
to the left of each spectrum. The dotted lines are 

a 

the best fit superposition of Lorentzian lines 
using the order parameter indicated. 
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TABLE X V I I :  O r d e r  P a r a m e t e r  ~ S C D ~  f o r  sn -2  c h a i n  l a b e l l e d  
p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  
u n i l a r n e l l a r  v e s i c l e s  and r n u l t i l a r n e l l a r  l i p o s o m e s  
a t  250C. 

L 
Deuter ium p o s i t i o n  
on - sn-2 a c y l  c h a i n  

2- 
4- 
7-  

11, ( 1 2 ) -  
16- 

~ S C D ~  

V e s i c l e s  

0.09 
0 .09 
0.09 
0 . 0 6  
0.01 5 

Liposomes 

, % .  

0.09,  0.14 
0.22 
0 .23  
0 .18,  0.16 
0.02 



/ 

t 
t h e  " o r d e r  p a r a m e t e r  p l a t e a u q w h i c h  e x t e n d s  t o  C 1 0  a s  s h o w n  i n  

Q 

o t h e r  m u l t i l a m e l l a r  d i s p e r s i o n  ( 1 0 6 , 9 6 ) .  T h e  o r d e r  p a r a m e t e r  ' 

d e c r e a s e s  a t  0.18 a n d  d{l6 a t  C l l ,  ~ 1 2 $ b e f o r e  , r e a c h i n g  a m i n i m u m  
P 

o f  0 . 0 2  a t  c2f13. T h e s e  r e s u l t s  a r e  q u i t e  s i m i l a r  t b  t h o s e  o b -  

t a i n e d  f r o m  d i p a l m i t o y l p h o s p h a t i d y c h o l i n e ~ m u l t i l a m e l ~ a r  b i l a y e r s  
>t 

J 

( 1 4 3 ) .  

B a s e d  u p o n  a n  i n s p e c t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  i n  T a b l e  X V I I  w e  a r e  

l e d  t o  c o n c l u d e  t h a t  a c y l  c h a i n  o r d e r  i n  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  i s  

a p p r o x i m a t e l y  o n e - h a l f  o f  t h a t  f o u n d  i n  ; u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s .  

T h e s e  r e s u l t s  o f  d e u t e r a t e d  p h o s p h o l i p i d s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  ( 1 0 7 ) .  . 

T h e  d i f f e r e n c e s  i n  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  o f  m u l t i l a m e l l a r  b i -  

l a y e r s  a n d  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a r e  a l s o  s e e n  i n  t h e  g e l  t o  

l i q u i d - c r y s t a l l i n e  p h a s e  t r a n s i t i o n  (82 ) .  M u l t i l a m e l l a r  d i p a l m -  

i t o y l  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  l i p o s o m e s  u n d e r g o  a h i g h l y  c o o p e r a t i v e  

( n e a r l y  i s o t h e r m a l )  g e l  t o  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  p h a s e  t r a n s i t i o n  a t  
- 

41.2OC. I n  c o n t r a s t ,  s m a l l  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  mahe f r o m  t h e  

same l i p i d  h a v e  b r o a d  g e l  t o  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  p h a s q  t r a n s i t i o n  

a t  a b o u t  3 6 . 9 0 C .  T h e  e n t h a l p y  a s s o c i a t e d  w i t h  u n i l a m e l l a r  

v e s i c l e  p h a s e  . t r a n s i t i o n  i s  a p p r o x i m a t e l y  50% o f  t h a t  o f  m u l t i -  

l a m e l l a r  l i p o s o m e s .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p h o s p h o l i p i d p a c y l  

c h a i n  i n  h i g h l y  c u r v e d  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  h a v e  d i f f e r e n t  p a c k -  

i n g  c o m p a r e d  t o  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  p a c k i n g  i n  a n  e s s e n t i a l l y  

p l a n a r  b i l a y e r  o f  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s .  O u r  Z H  N M R  r e s u l t s  

s h o w  t h e s e  d i f f e r e n c e s  q u a n t i t a t i v e l y  i n  a c y l  c h a i n  p a c k i n g  i n  

,' y 3 



t w o  s y s t e m s .  
<' 

T h e  l o w e r  v a l u e s  o f  t h e  c a r b o n - d e u t e r i u m  o r d e r  p a r a m e t e r  i n  
v 

v e s i c l e s  may q c c o u n t  f o r  s e v e r a l  i n t e r e s t i n g  o b s e r v a t i o n s  i n  t h e  

l i t e r a t u r e :  i n s u l i n  b i n d s  t o  s m a l l  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  o f  e g g  

IB 
p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  b u t  n o t  t o  c o r r e s p o n d i n g  m u l t i l a m e l l a r  

\ 
0 

l i p o s o m e s  (156); '  p r o t e i n  c a n  t r a n s f e r  f r o m  e r y t h r o c y t e  m e m b r a n e s  
7 

i n t o  s m a l l  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  b u t  d o  n o t  t r a n s f e r  i n t o  m u l t i -  

l a m e l l a r  l i p o s o m e s  ,(158); a n d  p h o s p h o l i p i d  e x c h a n g e  g r o t e i n s  

u t i l i z e  s m a l l  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a s  e f f e c t i v e  s u b s t r a t e s  b u t  

a r e  n o t  a c t i v e  w i t h  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  (157) .  



CONCLUSIONS 

Human p l a s m a  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  a r e  s p h e r i c a l  C c r o -  

e m u l s i o n s  c o n s i s t i n g  o f  a n  a p o l a r  ( c h a l e s t e r y l  e s t e r s  a n d  

t r i g l y c e r i d e s )  c o r e  s u r r o u n d e d  b y  a n  o u t e r  p h o s p h o l i p i d  m o n o -  

l a y e r .  S u r f a c e  b o u n d  a p o p r o t e i n s  s t a b i l i z e  t h e  m i c r o e m u l s i o n s .  

I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  w e  h a v e  s t u d i e d  t h e  m o l e c u l a r  

m o t i o n s  a n d  c o n f o r m a t i o n ( s )  o f  l i p i d s  i n  HDLZ ( d e n s i t y  = 1 . 0 6 3  - 

1 . 1 2 5  g / m L )  a n d  HDL3 ( d e n s i t y  = 1 . 1 2 5 - 1 . 2 1  g / m L )  b y  2~ a n d  3 1 ~  

N M R .  T h e  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y ,  g e l  e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  w e t  c h e m i s t r y .  

F o r  c o m p a r i s o n ,  t h e  m o d e l  m e m b r a n e s ,  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s ,  

h a v i n g  a  p h o s p h o l i p i d  c o m p o s i t i o n  s i m i l a r  t o  HDL w e r e  , a l s o  
b 

s t u d i e d  by 2H'NMR. 

H i g h  D e n s i t y  L i p o p r o t e i n s  
.. 

R e c o n s t i t u t e d  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  w a s  p r e p a r e d  by s o n i -  

c a t i o n  a n d  p r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i g a t i o n  o f  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  

t h e  a ~ o ~ r o t e i n s  o f  HDL3, e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  c h o l e s t e r y l  " 

o l e a t e  a n d  a c y l  c h a i n  d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  a q u e o u s  

b u f f e r .  T h e  r e s u l t i n g  s t r u c t u r e s  h a v e  a  s i z e  a n d  c h e m i c a l  com- 

p o s i t i o n  v e r y  s i m i l a r  t o  n a t i v e  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  ( T a b l e  

111). T h e  2H N M R  l i n e  w i d t h s  f o r  t h e  d e u t e r o n s  o n  t h e  c h a i n  

p o s i t i o n s  C2 - C6 v a r i e d  f r o m  3 5 0 - 4 3 0  Hz ( T a b l e  I V ) .  S u c h  a 

v a r i a t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  a n  a v e r a g e  e s t e r  c o n f o r m a t i o n  w h e r e -  

i n  w h i c h  t h e  e s t e r  a c y l  c h a i n  i s  e x t e n d e d .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  i n  



c o n t r a s t  t o  t h e  HDL m o d e l s , p r o p o s e d  o n  t h e  b a s i s  o f  c o m p o s i t i o n a l  

a n a l y s i s  (22) ,  b u t  a g r e e s  w i t h  t h e  m o d e l  p r o p o s e d  o n  t h e  b a s i s  o f  

l o w - a n g l e  x - r a y  d i f f r a c t i o n  (58). 

F u r t h e r m o r e ,  a t h e o r e t i c a l  l i n e  w i d t h  was c a l c u l a t e d  f o r  t h e  

d e u t e r a t e d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  r e c o n s t i t u t e d  HDL. U s i n g  a 

r a d i u s  = 4.0 nm, a l i n e  w i d t h  o f  2350 Hz i s  e x p e c t e d  f o r  a n  a l l -  

t r a n s  c2H2  s e g m e n t  o f  s o l i d  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  i n  t h e  c o r e  o f  

r e c o n s t i t u t e d  HDL. T h u s ,  t h e  n a r r o w  l i n e  w i d t h s  o b s e r v e d  ( T a b l e  

I V )  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c h o l e s t e r y l  p a l m i t a t e  a c y l  c h a i n s  h a v e  

c o n s i d e r a b l e  a n i s o t r o p i c  m o t i o n s  w h e n  i n  t h e  c o r e  o f  r e c o n -  

"&%i:tuted - HDL. 

A p o s s i b l e  r e a s o n  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n i s o t r o p i c  m o t i o n  i s  

t h a t  t h e  s m a l l  s i z e  o f  t h e  c o r e  may p r e v e n t  t h e  e s t e r  f r o m  p a c k -  
f 

i n g  a s  i t  d o e s  i n  t h e  b u l k  p h a s e ,  t h e r e f o r e ,  l e a d i n g  t o  c h a i n  

m o b i l i t y .  A n o t h e r  e x p l a n a t i o n  may b e  t h a t  t h e  e s t e r  a c y l  c h a i n s  
- 

i n t e r d i g i t a t e  i n t o  t h e  s u r f a c e  o f  m o n o l a y e r  a n d  t h e  e s t e r  c h a i n s  

a r e  i n f l u e n c e d  by  s u r f a c e  c o m p o n e n t s ,  i . e .  t h e  p h o s p h o l i p i d s  o r  

a p o p r o t e i n s .  W h a t e v e r  may b e  t h e  e x p l a n a t i o n ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  

t h a t  t h e  c h o l e s t e r y l  e s t e r  c h a i n s  h a v e  m o b i l i t ' y  e v e n  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  t r i g l y c e r i d e s .  H a m i l t o n  a n d  C o r d e s  (68)  h a v e  p r o p o s e d  

t h a t  t h e  m o t i o n s  o f  t h e  c h o l e s t e r y l  m o i e t y  a r e  d u e  p r i m a r i l y  ' t o .  

t h e  t r i g l y c e r i d e s  i n  HDL. 

T h e  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  S C ~ ,  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  s u r f a c e  



- 
5 m o l  X s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  i n t o  n a t i v e  HDL. 

c h a i n  p o s i t i o n s  C2-C6 = 0.29 a n d  0.38 f o r  HDL2 a n d  HDL3, r e s p e c t -  

i v e l y  ( T a b l e  X V ) .  T h e s e  v a l u e s  may b e  c o m p a r e d  t o  t h e  e q u i v a l e n t  

p o s i t i o n s  o n  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  s t e a r i c  a c i d  i n  e g g  p h o s p h a -  

t i d y l c h o l i n e  m u l t i l a m e s l l a r  d i s p e r s i o n s  w h e r e  S C D  = 0 . 2 1  ( 1 0 6 ) .  

T h e  h i g h e r  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  i n  HDL may b e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  

o f  c h o l e s t e r o l  i n  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r ,  l i p i d - p r o t e i n  i n t e r -  

a c t i o n s ,  p a r t i a l  i /- t e r d i g i t a t i o n  o f  t h e  c o r e  c o m p o n e n t s  i n t o  t h e  

s u r f a c e  m o n o l a y e r  a n d / o r  h i g h  c u r v a t u r e  o f h t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r .  

T h e s e  p o s s i b i l i t i e s  a r e  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  D . 1 1 ,  pp. 163-178 .  
-. 

- - -  

We h a v e  a l s o  i n c o r p o r a t e d  s - 2  c h a i n  d e u t e r a t e d  p h o s p h a -  

t i d y l c h o l i n e  i n t o  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  o f  HDL2. T h e  l i n e  w i d t h s  

w e r e  4 3 0 - 3 6 0  Hz f o r  t h e  d e u t e r o n s  o n  c h a i n  p o s i t i o n s  C2-C7 a t  

15 O C  ( T a h l e  I X ) .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  
0- 

o f  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  ( s e e  a b o v e ) .  B u t  t h e  C-D o r d e r  

p a r a m e t e r  f o r  t h e  p o s i t i o n s  were  h i g h e r  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  
i 

p o s i t i o n s  i n  t h e  " p l a t e a u  r e g i o n "  ( T a b l e  XVI) .  T h i s  i s  i n  c o n -  

t r a s t  t o  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  2  p o s i t i o n s  o f  - s n - 2  o f  

p h o s p h o l i p i d s  i n  m u l t i l a m e l l a r  d i s p e r s i o n s  (96) .  We s u g g e s t  t h a t  

t h e  C2 s e g m e n t  o f  t h e  - s n - 2  c h a i n  o f  HDL p h o s p h o l i p i d s  h a s  d i f f e r -  

e n t  c o n f o r m a t i o n  t h a n  i n  m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s .  P o s s i b l e  

r e a s o n s  f o r  t h e  a b o v e  d i f f e r e n c e  a r e  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  D . 1 1 1 ,  

T h e  l a t e r a l  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t ,  D ,  o f  p h o s p h o l i p i d s  i n  



- HDL2 was a l s o  d e t e r m i n e d  b y  s h e  m e t h o d  o f  C u l l i s  (117  ) u s i n g  2~ 
- 

A a n d  3 l p  N M R .  A v a l u e  o f  D = ( 2 2 1 )  x c m  s-I  a t  25OC was  
- - 

o b t a i n e d  u s i n g  b o t h  2~ a n d  3 1 ~  N M R .  T h i s  v a l u e  i n d i c a t e s  t h a t  

p h ~ s p ~ o l i p i d s  i n  t h e  HDL s u r f a c e  a r e  i n  t h e  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  

p h a s e .  

T h e  3 1 ~  r e s i d u a l  c h e m i c a l  s h i f t  a n i s o t r o p y  (CSA) c a l c u l a t e d  

f r o m  t h e , v i s c o s i t y  d e p e n d e n c e  o f  3 1 ~  N M R  l i n e  w i d t h  o f  HDL2 W a s  
- - 

7 5  p p m ,  w h e r e a s ,  CSA o f  4 5  ppm i s  o b s e r v e d  i n  p h o s p h o l i p i d  

b i l a y e r s  ( 1 1 5 ) .  I n  a n o t h e r  e x p e r i m e n t ,  HDL2 31p  N M R  l i n e  w i d t h  

w a s  o b t a i n e d  a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  L a r m o r  f r e q u e n c y .  A CSA 

- 
69 ppm was  c a l c u l . a t e d .  T h e  a p p a r e n t l y  h i g h e r  v a l u e  o f  t h e  

r e s i d u a l  c h e m i c a l  s h i f t  a n i s t r o p y  f o r  HDL2 c o m p a r e d  t o  a b i l a y e r  

may  r e f l e c t  c o n f o r m a t i o n a l  a n d / o r  m o t i o n a l  d i f f e r e n c e s  o f  t h e  

h e a d  g r o u p  i n  t h e  t w o  s y s t e m s .  G r i f f i n  e t  a l .  ( 1 5 4 )  h a v e  c a l -  -- 
- 

c u l a t e d  a CSA 80 ppm f o r  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r i  w h e r e  t h e  0-P-0 

p l a n e  i s  p a r a l l e l  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  b i l a y e r  p l a n e .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  p h o s p h o l i p i d  h e a d  g r o u p  i n  HDL h a s  a n  e x t e n d e d  

c o n f o r m a t i o n .  

L~ N M R  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n  t i m e s  were m e a s u r e d  f o r  t h e  

s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d s  i n  HDL2 a n d  HDL3 ( T a b l e s  V I  

a n d  V I I I )  a r e  a p p r o x i m a t e l y  1 5  m s  f o r  C ~ H ~  a n d  1 7 0  m s  c 2 ~ 3 .  

T h e s e  v a l u e s  a r e  s h o r t e r  t h a n  t h o s e  f o u n d  i n  p h o s p h o l i p i d  b i -  

l a y e r s  ( 1 5 2 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  m o l e c u l a - r  m o t i o n > s  a r e  m o r e  

e f f e c t i v e  i n  t h e  l i p o p r o t e i n  m o n o l a y e r  t h a n  i n  t h e  m o d e l  mem- 

- 
b r a n e .  I n  HDL, t h e  p a r t i c l e  t u m b l i n g  ( Tt 1 0 - ' s ) .  may  i t s e l f  

i n f l u e n c e  t h e  l o n g i t u d i n a l  r e l a x a t i o n .  



\ 

T h e  T i t s  f o r  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p h o s p h o t i d y l c h o l i n e  i n  

HDL2 were a l s o  m e a s u r e d  a s  a f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e .  T h e  T i t s  

f o r  c2H2 s e g m e n t s  f r o m  C2-C11 ,12  was t h e  same w i t h i n  e x p e r i m e n t a l  

e r r o r .  T h i s  r e s u l t  c o n t r a s t s  w i t h  t h e  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  

b e h a v i o u r  o f  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s  i n  t h e  l i q u i d  c r y s t a l l i n e  

p h a s e .  

T h e  T l t s  f o r  5 , 5 , 6 , 6 - [ ' ~ ~ ]  p a l m i t i c  a n d  1 6 , 1 6 , 1 6 - [ 2 ~ 3 ]  p a l m -  
- 

i t i c  a c i d  i n  HDL3 i n c r e a s e  b y  4 5  a n d  1 7 %  r e s p e c t i v e l y  b e t w e e n  

38.8 a n d  6 1 . 4  MHz. T h e  f r e q u e n c y  d e p e n d e n c e  o f  T1 m a y  i n d i c a t e  

t h e  p r e s e n c e  o f  s l o w  m o t i o n s  o f  t h e  f o r m  s h o w n  i n  b i l a y e r s  

( 1 1 1 , 1 1 2 ) .  C l e a r l y ,  m u c h  r e s e a r c h  i s  r e q u i r e d  t o  e x p l a i n  t h e  

d i f f e r e n c e s  i n  HDL a n d  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s .  

U n i l a m e l l a r  V e s i c l e s  

T h e  h i g h e r  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  o b s e r v e d  f o r  p h o s p h o l i p i d s  i n  

HDL t h a n  f o r  m u l t i l a m e l l a r  d i s p e r s i o n s  m a y  b e  d u e  t o  t h e  h i g h  

c u r v a t u r e  o f  t h e  HDL s u r f a c e d .  T h e r e f o r e ,  w e  h a v e  s t u d i e d  u n i -  

l a m e l l a r  v e s i c l e s  c o m p o s e d  o f  e g g  p h o s p h a t i d y l -  

choline/sphingomyelin/selectively d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  d h o s e  

s u r f a c e  i s  a l s o  h i g h l y  c u r v e d .  T h e  a v e r a g e  o r d e r ,  S C D ,  f o r  t h e  

I t  p l a t e a u  r e g i o n "  was 0.09.  T h i s  v a l u e  i s  a p p r o x i m a t e l y  3-5 t imes  

l o w e r  t h a n  t h a t  f o u n d  i n  HDL. F u r t h e r m o r e ,  t h e  S C D  = 0 . 0 9  f o r  

t h e  h i g h l y  c u r v e d  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  i s  a t  l e a s t  t w o  t i m e s  

l o w e r  t h a n  t h a t  f o u n d  i n  m u c h  l e s s  c u r v , e d  m u l t i l a m e l l a r  l i p o -  



s o m e s .  F o r  c o m p a r i s o n  w i t h  s e l e c t i v e l y  d e u t e r a t e d  p a l m i t i c  a c i d  

i n  b i l a y e r s ,  w e  h a v e  i n c o r p o r a t e d  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  s e l e c t i v e -  

l y  d e u t e r a t e d  a l o n g  t h e  - s n - 2  c h a i n  i n  e g g  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

m u l t i l a m e l l a r  l i p o s o m e s  a n d  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s .  I n  t h e  case  o f  

m u l t i l a m e l l a r  l i p o s ' o m e s ,  t h e  v a l u e  o f  SCD was 0.09, 0.014 (C2) ,  

0.22 (C4)  a n d  0.23 (C7).  T h e s e  v a l u e s  o f  SCD a r e  s i g n i f i c a n t l y  
* - -  

d i f f e r e n t ,  C C D  = 0.07 (C2) ,  0.-09 (C4) a n d  0.09 (C7) f r o m  t h o s e  

o b t a i n e d  f o r  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s .  We t h e r e f o r e  c o n c l u d e  t h a t  

t h e  a c y l  c h a i n  o r i e n t a t i o n a l  o r d e r  o f  h i g h l y  c u r v e d  u n i l a m e l l a r  

v e s i c l e s  i s  a t  l e a s t  t w o  t i m e s  l o w e r  t h a n  i n  m u l t i l a m e l l a r  l i p o -  

s o m e s .  

T h i s  s i g n i f i c a n t  f i n d i n g  may  h a v e  i m p o r t a n t  c o n s e q u e n c e s .  

F i r s t l y ,  c a r e  m u s t  b e  e x e r t e d  i n  e x t r a p o l a t i n g  t h e  r e s u l t s  o b -  

t a i n e d  f r o m  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  t o  t h e  p l a n a r  r e g i o n s  o f  t h e  

-t? . 
b i o l o g i c a l  m e m b r a n e s .  S e c o n d l y ,  u n i l a m e l l a r  v e s i c l e s  a r e  e x c e l -  

,' , 

l e n t  m o d e l s  f o r  t h e  h i g h l y  c u r v e d  r e g i o n s  o f  b i o l o g i c a l  

m e m b r a n e s .  T h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h  u r v e d  +3 
r e g i o n s  s u c h  a s  c r i s t a e  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  m a y  b e  i n  p a r t  d u e  t o  

t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  a c y l  c h a i n s .  R e c e n t l y ,  M a d d e n  

e t  a l .  (160) h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  c o u p l i n g  r a t i o  o f  t h e  c y t o c h r o m e  -- 
c o x i d a s e  r e c o n s t i t u t e d  s y s t e m  i n c r e a s e s  a s  t h e  s i z e  o f  t h e  

v e s i c l e s  i s  d e c r e a s e d .  
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