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ÖZET 

Lipoprotein metabolizmasının incelenmesinde, apolipoproteinlerin analitik 
poliakrilamid jel elektro{orezi giderek daha kullanışlı bir yaklaşım olmaktadır. Bu 
çalışmada, antiaterojenik etkisi nedeniyle dikkat çekici hale gelen E-apolipoprotein­
le rinin (yüksek dansiteli lipoproteinler "HDL", arasındaki) tanımlanması için basit 
bir yöntem önerilmektedir. 

SUMMARY 

A Simple Method for the ldentification of E-apolipoprotein Band 
on the Analytical Polyacıylamid Gel Electrophoresis 

Analytical polyacrylamid gel electrophoresis of apolipoproteins is becoming a 
useful approach in the investigation of lipoprotein metabolism. In this study, a 
simple method is proposed {or the identi{ication of E-apolipoprotein (among the 
high density lipoproteins, HDL) which is becoming more signi{icant because of its 
antiatherogenic e{{ect. 

Plazma lipoprotein düzeyleri ve lipoproteinlerin metabolizmalan, çok önemli 
bir olayla, arteriosklerozis ve onun klinik bir belirtisi olan koroner aterosklerozis ile 
çok yakından ilişkilidir. Yapılan epidemiyolojik çalışmalar yüksek dansiteli lipopro­
teinler (HDL) düzeyi ile koroner arter hastalı~ı arasında negatif bir korelasyon gös-
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termektedir1 
• Yüksek kolesterollü diet alınmasını t~kiben görülen VLDL (beta-çok 

düşük dansiteli lipoproteinler) yani elektroforetik olarak beta bandında yürüyen ko­
lesterol yüklü çok düşük dansiteli lipoproteinlerin mevcudiyeti ise koroner arter 
hastalığı ile pozitif korelasyon göstermektedir2

• 

Son onbeş senedir lipoproteinler üzerine biyokimyasal, biyofiziksel, farmako­
lo jik ve fizyolojik yönlerden hemen hemen sayısız çalışmalar yapılmıştır. Bu çalış­
malar içinde, apolipoproteinlerin veya kısaca apoproteinlerin metabolizması ve deği­
şik fizyopatolojik durumlarda katkılannın incelenmesi ise daha yeni bir çalışma sa­
hasıdır3. 

Nisbeten heterojen bir grup olan yüksek dansiteli lipoproteinler (HDL), "he­
parin-sepharose affinite kromatografisi" yöntemiyle apoprotein-E içeren HDL ve 
apoprotein-E içermeyen HDL diye ikiye aynlabilmektedirler3 

•
4

• Yağ ve koleste­
rolden zengin bir dieti takiben yüksek dansiteli Iipoproteinler (HDL) de bir değişim 
görülür. Apoprotein-E içermeyen tipik HDL (HDL2 ve HDL3 fraksiyonlan) azalır, 
apopi'otein-E'Ii HDL artar (HDL 1 veya HDLc)5

• Yapİlan deneysel çalışmalar sonu­
cunda apoprotein-E'Ii HDL veya HDLc 'nin, HDL'nin antiaterojenik etkisinden asıl 
sorumlu olan fraksiyon olduğu ortaya konmuştur6 

• 
7

• 

. Apoprotein-E, HDLc'nin üzerinde olduğu gibi aynı şekilde çok düşük dansite­
li lipoproteinlerin (VLDL) de üzerinde bulunur. Hatta oran olarak VLDL'de apopro­
tein-E oranı HDL 'den daha yüksektir. VLDL proteinlerinin % 5-lO'unu apoprotein­
E teşkil eder. Apoprotein-E, aminoasit içeriği olarak yüksek derecede arjinin ihtiva 
eder (Total amino asitlerinin % 18'u kadar). Protein % 70 heliks özelliği gösteren 
polimorfik bir yapıdadır8 • 

Bu çalışmada, lipoproteinlerin apoproteinlerini incelemek için kullanılan bir 
yöntem olan analitik poliakrilamid jel elektroforezinde3, jeller üzerinde apoprotein­
E'lerin dağılımını görüntüleyebilmek için bir araştırma yaptık. 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Numunelerin toplanması: 
Kontrol grubu olarak herhangi bir belirgin hastalığı olmayan 20-50 yaşlan ara­

sında her iki cinsten 30 gönüllü kullanıldı. Antikoagülan olarak lrnl kanda 1 mg ola­
cak şekilde disodyum EDTA kullanıldı. Kan alınmasını takiben 2 st içinde 1500 x 
g'de 30 dakikalık bir santifıij ile hücreler aynldı. Plazmalar taze olarak çalışıldı.' 

HDL'nin aynlması: 
2 ml plazmaya 0,2 ml heparin-MnCI 2 çözeltisi konup iyice kanştınldı (Neti­

cede sodyum-heparin 1.4 mg/ml, MnCI2 ise 0,092 M oldu). Numuneler 10 dakika 
oda sıcaklığında bekletilip sonra 1500xg'de 30 dakika santrifüj edildiler9

• Bulanık 
olanlar 0,45J.Im pore açıklığı olan Millipore fıltreden süzüldüler. 

Delipidasyon: 
HLD çözeltisinden 250J.II alınıp 0°C'daki 5 ml dietil etere konulup kanştınl­

dı. 4°C'da 30 dakika bekletildi. Santrifüj edildL 2 kez daha soğuk eterle yıkandı. 
Eter alınıp, çökelti 5 ml 3 /1 oranında ethanol/dietileter ile kanştınlıp 16st buzdola­
bında bırakıldı. Çö kelti son kez soğuk l!terle yıkandı1 0

• Eter kurotuldu ve protein-
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ler 5 ml 0,5 M NaCl'lü pH = 8,5 0,2 M Tris-HCl tamponu içinde çözüldüler. Koru­
yucu olarak PMSF (fenil metil sulfoni! fluorid) ve sodyum asid katılarak buzdolabın­
da saklandılar. 

Analitik poliakrilamid jel elektroforezi: 
Jellerin hazırlanmasında % ı o Akrilamid, % o,ı Bis, % o,ı4 amonyum persül­

fat (pH= 8,9) kullanıldı 1 1 
·• Proteinler jel başına 50 11g protein olarak 6M üre ve % 5 

sukroz olacak şekilde 200 111 içinde uygulandılar. Protein bandlan % 25 isopropil 
alkol, % ıo asetik asit, % 0,054 "Coomassie brilliant blue" ile tespit edilip boyan­
dılar. 

E-apoprotein bandlannın belirlenmesinde sırayla şu yöntemler denendi: 
I) Coomassie mavisi ile boyanmış jeller önce, a) 0,2 ıril % 40 NaOH, 0,2 ml 

% 40 üre ve 0,2 ml e than ol içinde % ı 'lik a-naphtol 'un ı o ml'ye suyla tamamlanma­
sıyla elde edilen çözeltiye sokulup yanın saat bekletildi. Sonra oda sıcaklığında 
kurutma kağıdı üzerinde kurutuldu; ve b) 7 ml su ve 3 ml "Nahypobromite" (ıoo 
ml % ıo NaOH içinde 0,9 ml Bromine) çözeltisine batınldı12 • 

II) Coomassie mavisi ile boyanmış jeller a) 0,5 N NaOH çözeltisi içindeki 
% 0,2'1ik a-naphtol çözeltisine atıldılar, 30 dakika sonra kurutma kağıdı üzerinde 
kurutulup, b) % 5'lik sulu sodyum "hypochlorite" çözeltisine atıldılar1 3

• 

III) Coomassie mavisi ile boyanmış jeller a) aseton içinde % O,ı 'lik a-naphtol 
çözeltisine batınldı. 30 dakika beklendi. Kurutma kağıdı üzerinde kurutuldu. Sonra 
b) 0,2 ml Bromine ile kanştıolan ıoo ml'lik ethanol içinde % 2'lik NaOH w/v çö­
zeltisine batınldılar1 4 

• 

BULGULAR 

HDL'lerin analitik poliakrilamid jel elektroforezine uygulandık tan sonraki ba­
zı bantlann görüntüsü Resim ı de göıülmektedir. 

3 

-
Resim: 1 

Coomassie mavisi ile boyanmış HDL apolipoprotein bandları (50 pg protein/jel) 
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Bu şekilde belirlenen protein bandiarı iç inde arjininden zengin E-apoproteini­
nin ne şekilde dağıldığını incelemek için denenen 3 yöntem sonucu bulgular Tablo 
1 de özetlendi. 

'Lıhlu: 1 
l' oliak rilamid Jdlt-ri Ourindc, t:-apopro tcin 11anllarıııın 

lklirleıımesi Için Ueneıwn \' iinl emlc rin Sonuç lan 

Yöntem I 

Yöntem II 

Yöntem III 

ll ULG ULAR 

Jellerde çok hafif, silik, pembe renkte 
boyanma gözlendi. 

Jellerd e hiç boyanma gözlenmedi. 

Jellerdeki bantlarda çok belirgin , par­
lak pembe renkte boyanma görüldü. 

Tablo I' den de görüldüğü gibi .E-apoprotein bantlannın jeller üzerinde belirlen­
mesi yönünden en çok III'cü yöntem başarılı oldu. 

TAR Tl ŞMA 

.E-apolipoproteini diğer apolipoprotein bantlanndan, Jjoliakrilamid jelleri üze­
rinde ayırtetmek veya protein bantlan içinde E-apolipoproteininin nasıl bir dağılım 
meydana getirdigini gösterme yönünde, literatürde bir çalışmaya rastlamadık. E­
apolipoproteinli HDL 'nin antiaterojenik n~teliği dolayısıyla, E-apoproteini üzerine 
yapılmış birçok araştırma mevcut olmakla beraber, bu araştırmalar da E-apoprote­
ini HDL veya VLDL'den saflaştırılmakta ve daha sonra E-apoproteini üzerinde çe­
ş itli çalışmalar yapılmaktadır3 

•
8

. 

E-apoproteinini poliakrilamid jeller üzerinde belirliyebilmek için onun en be­
lirgin ayırtedici özelliğinden yani arjininden zengin olmasından yararlandık8 . Ar­
jininin tayini için kullanılan Sakaguchi reaksiy-onu adı verilen bir reaksiyonda, ar­
jinin ve diğer guanidinler, alkali çözeltilerde o:-naphtol ve sodyum "hypochlorite" 
ile kırmızı bir renk oluştururlar. Sakaguchi reaksiyonu amino asitlerin tayininde 
kullanılan ninhidrin reaksiyonu kadar hassas olmamakla beraber, son derece özgül­
dür, çünkli bu tepkimeye arjinin dışında sadece proteinlerde nadiren rastlanan guani­
din türevleri katılır1 3

• Sakaguchi reaksiyonu veya modifikasyonlan , daha ziyade 
kağı t kromatografisinde arjinini göstermek veya fosfo arjinini tayin etmek için kul­
lanılmaktadır1 2 

• 
1 4

• Bizim bu yöntemlerden modifiye ettiğimiz III nolu yöntem 
apolipoproteinlerin poliakrilamid jel elektroforezinde E-apoprotein dağılımını gös­
termesi yönünden basit ve kullanışlı bir yöntemdir. 
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