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Analitik Poliakrilamid Jel Elektroforezinde
E- Apolipoprotein Bandlarinin Belirlenmesi
Igin Basit Bir Yontem

Yavuz TAGA*

OZET

Lipoprotein metabolizmasinin incelenmesinde, apolipoproteinlerin analitik
poliakrilamid jel elektroforezi giderek daha kullanigh bir yaklasim olmaktadir. Bu
¢aligsmada, antiaterojenik etkisi nedeniyle dikkat ¢ekici hale gelen E-apolipoprotein-
lerinin (yiiksek dansiteli lipoproteinler ""HDL "', arasindaki) tanimlanmas: i¢in basit
bir yéntem énerilmektedir.

SUMMARY

A Simple Method for the Identification of E-apolipoprotein Band
on the Analytical Polyacrylamid 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 for the identification of E-apolipoprotein (among the
high density lipoproteins, HDL) which is becoming more significant because of its

antiatherogenic effect.

Plazma lipoprotein diizeyleri ve lipoproteinlerin metabolizmalan, ¢ok 6nemli
bir olayla, arteriosklerozis ve onun klinik bir belirtisi olan koroner aterosklerozis ile
¢ok yakindan iligkilidir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar yiiksek dansiteli lipopro-
teinler (HDL) diizeyi ile koroner arter hastalifi arasinda negatif bir korelasyon gés-
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termektedir' . Yiiksek kolesterollii diet ainmasimi takiben goriilen VLDL (beta-cok
diisiik dansiteli lipoproteinler) yani elektroforetik olarak beta bandinda yiiriiyen ko-
lesterol yiiklii cok diisiik dansiteli lipoproteinlerin meveudiyeti ise koroner arter
hastalig ile pozitif korelasyon gostermektedir?.

Son onbes senedir lipoproteinler iizerine biyokimyasal, biyofiziksel, farmako-
lojik ve fizyolojik yonlerden hemen hemen sayisiz ¢aligmalar yapilmistir. Bu calis-
malar icinde, apolipoproteinlerin veya kisaca apoproteinlerin metabolizmas: ve degi-
sik fizyopatolojik durumlarda katkilannin incelenmesi ise daha yeni bir ¢calisma sa-
hasidir’.

Nisbeten heterojen bir grup olan yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL), "he-
parin-sepharose affinite kromatografisi'' yontemiyle apoprotein-E iceren HDL ve
apoprotein-E icermeyen HDL diye ikiye aynlabilmektedirler’+*. Yag ve koleste-
rolden zengin bir dieti takiben yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) de bir degisim
goniliir. Apoprotein-E icermeyen tipik HDL (HDL, ve HDL; fraksiyonlan) azahr,
apoprotein-E'li HDL artar (HDL, veya HDL.)®. Yapilan deneysel calismalar sonu-
cunda apoprotein-E'li HDL veya HDL¢'nin, HDL 'nin antiaterojenik etkisinden asil
sorumlu olan fraksiyon oldugu ortaya konmustur®-?.

Apoprotein-E, HDL'nin iizerinde oldugu gibi aym sekilde ¢ok diigiik dansite-
li lipoproteinlerin (VLDL) de lizerinde bulunur. Hatta oran olarak VLDL'de apopro-
tein-E orami HDL'den daha yiiksektir. VLDL proteinlerinin % 5-10'unu apoprotein-
E teskil eder. Apoprotein-E, amino asit i¢erigi olarak yiiksek derecede arjinin ihtiva
eder (Total amino asitlerinin % 10'u kadar). Protein % 70 heliks ozelligi gosteren
polimorfik bir yapidadir®.

Bu calismada, lipoproteinlerin apoproteinlerini incelemek icin kullanilan bir
yontem olan analitik poliakrilamid jel elektroforezinde?, jeller iizerinde apoprotein-
E'lerin dagilimini gorintiileyebilmek i¢in bir arastirma yaptik.

GEREC ve YONTEM

Numunelerin toplanmasi:

Kontrol grubu olarak herhangi bir belirgin hastalifi olmayan 20-50 yaslan ara-
sinda her iki cinsten 30 goniillii kullanildi. Antikoagiilan olarak 1ml kanda 1 mg ola-
cak sekilde disodyum EDTA kullanildi. Kan alinmasimi takiben 2 st icinde 1500 x
g'de 30 dakikalik bir santifiij ile hiicreler ayrildi. Plazmalar taze olarak c¢ahsildi. *

HDL'nin ayrilmasi:

2 ml plazmaya 0,2 ml heparin-MnCl, ¢ozeltisi konup iyice kanstimld: (Neti-
cede sodyum-heparin 1.4 mg/ml, MnCl, ise 0,092 M oldu). Numuneler 10 dakika
oda sicakhiginda bekletilip sonra 1500xg'de 30 dakika santrifiij edildiler®. Bulanik
olanlar 0,45um pore agikhgi olan Millipore filtreden siiziildiiler.

Delipidasyon:

HLD ¢ozeltisinden 250ul ahnip 0°C'daki 5 ml dietil etere konulup kangtinl-
di. 4°C'da 30 dakika bekletildi. Santrifiij edildi. 2 kez daha soguk eterle yikandi.
Eter almip, ¢6kelti 5 ml 3/1 oraninda ethanol/dietileter ile kanstinlip 16st buzdola-
binda birakildi. Cékelti son kez soguk eterle yikandi' °. Eter kurutuldu ve protein-
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ler 5 ml 0,5 M NaCI'li pH = 8,5 0,2 M Tris-HCI tamponu icinde ¢oziildiiler. Koru-
yucu olarak PMSF (fenil metil sulfonil fluorid) ve sodyum asid katilarak buzdolabin-
da saklandilar.

Analitik poliakrilamid jel elektroforezi:

Jellerin hazirlanmasinda % 10 Akrilamid, % 0,1 Bis, % 0,14 amonyum persiil-
fat (pH = 8,9) kullamldi' '. Proteinler jel basina 50 ug protein olarak 6 Miire ve % 5
sukroz olacak gekilde 200 ul iginde uygulandilar. Protein bandlan % 25 isopropil
alkol, % 10 asetik asit, % 0,054 "Coomassie brilliant blue" ile tespit edilip boyan-
dilar.

E-apoprotein bandlanmn belirlenmesinde sirayla su yontemler denendi:

I) Coomassie mavisi ile boyanmig jeller 6nce, a) 0,2 ml % 40 NaOH, 0,2 ml
% 40 iire ve 0,2 ml ethanol i¢inde % 1'lik a-naphtol'un 10 ml'ye suyla tamamlanma-
siyla elde edilen ¢ozeltiye sokulup yarim saat bekletildi. Sonra oda sicaklifinda
kurutma kagid iizerinde kurutuldu; ve b) 7 ml su ve 3 ml ""Nahypobromite" (100
ml % 10 NaOH icinde 0,9 ml Bromine) ¢ozeltisine batinldi’ 2.

II) Coomassie mavisi ile boyanmig jeller a) 0,5 N NaOH c¢ozeltisi icindeki
% 0,2'lik a-naphtol ¢ozeltisine atildilar, 30 dakika sonra kurutma kagidi iizerinde
kurutulup, b) % 5'lik sulu sodyum "hypochlorite" ¢dzeltisine atildilar' .

IIT) Coomassie mavisi ile boyanmig jeller a) aseton icinde % 0,1'lik a-naphtol
cozeltisine batinldi. 30 dakika beklendi. Kurutma kagid iizerinde kurutuldu. Sonra
b) 0,2 ml Bromine ile kangtinlan 100 ml'lik ethanol i¢inde % 2'lik NaOH w/v ¢o-

zeltisine batinldilar'*.

BULGULAR

HDL'lerin analitik poliakrilamid jel elektroforezine uygulandiktan sonraki ba-
z1 bantlarin goriintiisii Resim 1 de goriilmektedir.

e

Resim: 1
Coomassie mavisi ile boyanmis HDL apolipoprotein bandlari (50 pg protein/jel)
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Bu sekilde belirlenen protein bandlan iginde arjininden zengin E-apoproteini-
nin ne sekilde dagildigim incelemek icin denenen 3 yéntem sonucu bulgular Tablo
[ de dzetlendi.

Tablo: 1
Poliakrilamid Jelleri Uzerinde, E-apoprotein Bantlannin
Belirlenmesi i¢in Denenen Y ontemlerin Sonuglan

BULGULAR
Yéntem I Jellerde ("0!{. haﬁf: silik, pembe renkte
boyanma gozlendi.
Yontem 11 Jellerde hi¢c boyanma gozlenmedi.
Yéntem III Jellerdeki bantlarda ¢ok belirgin, par-

lak pembe renkte boyanma goriildii.

Tablo I'den de goriildiigii gibi E-apoprotein bantlarinin jeller iizerinde belirlen-
mesi yoniinden en ¢ok III'cii yontem basarili oldu.

TARTISMA

E-apolipoproteini diger apolipoprotein bantlanindan, poliakrilamid jelleri tize-
rinde ayirtetmek veya protein bantlan i¢inde E-apolipoproteininin nasil bir dagihm
meydana getirdigini gosterme yoniinde, literatiirde bir caliymaya rastlamadik. E-
apolipoproteinli HDL'nin antiaterojenik niteligi dolayisiyla, E-apoproteini iizerine
yapilnus bir¢ok arastirma mevcut olmakla beraber, bu arastirmalar da E-apoprote-
ini HDL veya VLDL'den saflastinlmakta ve daha sonra E-apoproteini lizerinde ce-
sitli calismalar yapilmaktadir®-%,

E-apoproteinini poliakrilamid jeller lizerinde belirliyebilmek icin onun en be-
lirgin ayirtedici ozelliginden yani arjininden zengin olmasindan yararlandik®. Ar-
jininin tayini i¢in kullanillan Sakaguchi reaksiyonu adi verilen bir reaksiyonda, ar-
jinin ve diger guanidinler, alkali ¢o6zeltilerde a-naphtol ve sodyum 'hypochlorite”
ile kirmizi bir renk olustururlar. Sakaguchi reaksiyonu amino asitlerin tayininde
kullanilan ninhidrin reaksiyonu kadar hassas olmamakla beraber, son derece ozgil-
diir, ¢iinkii bu tepkimeye arjinin disinda sadece proteinlerde nadiren rastlanan guani-
din tiirevleri katiir'®. Sakaguchi reaksiyonu veya modifikasyonlan, daha ziyade
kagit kromatografisinde arjinini gostermek veya fosfo arjinini tayin etmek i¢in kul-
laniimaktadir' 2+ ' %, Bizim bu yontemlerden modifiye ettigimiz III nolu yontem
apolipoproteinlerin poliakrilamid jel elektroforezinde E-apoprotein dagilimim gos-
termesi yoniinden basit ve kullamish bir yontemdir.
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