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Scparation of Human and Various Animal Lipoproteins by Vertical Agarose Gel Electrophoresis

Summary

Lipoprotein electrophoresis is in common use in the clinical laboratory to aid the classification of the diffcrent
forms of dyslipoproteinemias. In lipoprotein electrophoresis, the various support media such as paper, agarosc,
starch, polyacrylamide and cellulose acetate are utilized. Today, the majority of the electrophoresis is pcrformgd
on ready made gels purchased from commercial companies, and for the most part, the most popular lipoprotein
clectrophoresis support medium at this time is agarose gel. The agarose system scparates the pre-f lipoprotein
fraction from the P lipoprotein with better resolution than other electrophoretic systems. Agarosc gel
electrophoresis has been described historically horizantal. In this study, firstly, horizantal electrophoresis system
was adapted to vertical system, and secondly serum lipoprotein patterns [HDL (ct), LDL (B) and VLDL (pre-f) |
were determined in the normal cattle, sheep, goat, cat, dog, horse and chicken using the vertical agarose gel
electrophoresis and compared with that in humans. In the vertical agarose gel electrophoresis of the human
lipoproteins, the three classes of lipoproteins (B, pre-p and o lipoproteins) were detected. Agarose gel
electrophoresis of the lipoproteins showed two major serum lipoprotein fractions in the animals studied, except
the chicken, as B (+ pre-B) and a lipoproteins. In the animals, both pre-B and f lipoproteins migrated on agarose
to approximately the same position. But in a dog, B, pre-p and o bands on electrophoresis were seen. In the
agarose gel electrophoresis of the chicken serum, pre-B lipoprotein migrated only a short distance from the origin
and o lipoprotein at the trailing edge of albumin. In the chickens (Broiler ) B lipoprotein could not be
determined. It was concluded that the vertical agarose gel electrophoresis might be used as a reference method in
the evaluation of dyslipoproteinemias of human and various domestic animals.
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Ozet

Lipoprotein clektroforezi gesitli dislipoproteinemi’lerin simflandiriimasi amaciyla klinik laboratuvarlarda sikga
kullanilmaktadir. Lipoprotein elektroforezinde, kagit, agaroz, nigasta, poliakrilamid ve seliiloz asetat gibi geyith
destek ortamlari kullanilmaktadir. Giiniimiizde uygulanan elektroforezin biiyiik bir kismu ticari sirkctlerden satin
alinan hazir jellerde yapilmakta ve genellikle en yaygin olarak kullamlan elektroforez destek materyalini agaroz
jel teskil etmektedir. Agaroz jel sistemi, B lipoproteinlerden pre-3 lipoproteinleri diger clektroforetik
sistemlerden daha iyi aywrabilmektedir. Agaroz jel elektroforezi geleneksel olarak yatay (horizantal)
yapilmaktadir. Bu galigmada, ilk olarak yatay sistem dikey (vertikal) sisteme uyarlandi. Daha sonra serum
lipoprotein kompozisyonu (HDL (), LDL (B) and VLDL (pre-B)] normal sigir, koyun, kegi, kedi, kopek, at ve
tavukta dikey agaroz jel elektroforcz kullamlarak belirlendi ve insandaki ile kargilagunldi. Insan
lipoproteinlerinin vertikal agaroz jel elektroforezinde, lipoproteinlerin ¢ simifi (B, pre-B ve a lipoproteinler)
belirlendi. Tavuk hari¢, ¢alisilan hayvanlarda lipoproteinlerin agaroz jel clektroforezi B (+ pre-p) ve «
lipoproteinler olmak iizere iki temel serum lipoprotein fraksiyonu gosterdi. Bu hayvanlarda, hem B hem de pre-§
lipoproteinler agaroz jelde yaklagtk aymi pozisyonda gog ctti. Fakat bir kopekte P, pre-f ve o bantlan
elektroforezde gozlendi. Tavuk serum lipoproteinlerinin agaroz jel elektroforezinde, pre-f, orijinden biraz
uzaklikta ve « lipoprotein albiiminin sonunda gog etti. Tavuklarda (Broiler) {8 lipoprotein belirlenemedi. Sonug

¢’ Bu aragtirma FUNAF tarafindan desteklenmistir.
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olarak, vertikal agaroz jel elekiroforezin, insan  ve gesitli - cveil hayvanlanin dis“POProtcinCm-l
deferlendirilmesinde referans bir metot olarak kullantlabileceg kamsina varldi. 'c“nin
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Giriy

Suda ¢dziinmeyen yaglarin plazmada taginmalar
lipoprotein - olarak isimlendirilen  suda  ¢oziiniir
makromolcekiillerin -+ sekillenmesi ile miimkiin
olmaktadir.  Lipoproteinler, — spesifik — proteinler
(apolipoproteinler) ve lipidler (kolesterol, kolesteril
esterleri, fosfolipidler ve triagilgliseroller) ile yer yer
proteine bagh bazi karbonhidratlardan ibarettir (19).

Boyut, Kimyasal kompozisyon ve dansitedeki
farkhhklar  lipoproteinleri  ayirmayr  miimkiin
Kilmaktadir ~ (13).  Elcktroforetik  olarak  insan

lipoproteinleri 4 temel simfa aynhr. Cok biiyiik
partikiiller olan silomikronlar elektroforezde orijinde
kahr ve normal insanlarda tok karnina alinan serum
ya da plazmada gorilir. VLDL pre-B, LDL § ve
HDL a pozisyonda gdg eder (16). Lipoproteinler,
ultrasantrifiigasyon,  presipitasyon, elektroforez,

kolon kromatografisi ve immunolojik prosediirler

gibi tekniklerle serum yada plazmadan izole edilirler
9).

Lipoproteinlerin,  insanlarda  koroner  arter
hastahir riski ve ¢cesitli dislipoproteinemiler ile
ayrica hem insanlarda hem de hayvanlarda lipid
mctabolizmasinin  degisik hastaliklar: ile (ketozis,
hepatik lipidozis, pankreatitis, diabetes mellitus v.b.)
olan baglantisi farkh lipoprotein simiflarinin miktar
tayinlerini ve kompozisyonel analizlerini gerekli
kilmaktadir. Bu analizler, bu tir lipid baglantih
hastaliklann teshisinde biiylik 6neme sahiptir (9,15).
Lipoprotein siniflarinin bu amagla izolasyonu igin
gelistirilen ve sik kullamlan metotlardan biri de
elektroforezdir.  Lipoproteinlerin  elektroforezinde,
kagit, agaroz, nigasla, poliakrilamid ve selliiloz asctat
gibi gesitli destek ortamlart kullanilmaktadir. Bu
destek ortamlardan en gok kullamilan ve kullanimi
kolay olan agaroz jeldir (16). Agaroz jel elektroforezi
ile diger clektroforctik sistemlerden daha iyi bir
rezoliisyon  saglanarak  pre-f  lipoprotein, f3
lipoproteinden daha iyi ayirt cdilir.

Vertikal SDS-PAGE sistemi protein analizlerinde
bir ¢ok laboratuvarda sikga yer almakta ve bununla
ilgili teghizat yaygin olarak bulunmaktadir, Agaroz
jel  elektroforezi,  lipoprotein  ayimmi  igin
kullanilmakta ve gelencksel gekilde horizantal olarak
uygulanmaktadir. Vertikal SDS-PAGE sisteminde
aym zamanda agaroz jel elektroforezin yapilmasi ile
tek  bir dizenckte iki farkli  clektroforezin
gergeklestirilmesi amaglandi.
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fnsan kani antecubital vena’dan, keq
harig tiim tiirlerde (koyun, kegi, sigir, at v
vena jugularis’den alindi. Kedi kan; gte
alunda kalpten ahnirken, képck kan; v
(vena cephalica)’den alindi. Kan 6rnck|
30 dak. pihtilagmaya birakildi. Takiben,
15 dak. oda 1sisinda santrifiij ediler
aynldi ve aynt giin iginde elektrofore
gergeklestirildi,

I ve kg ek
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I anestezjg;
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' Llpoprolemlenfl agaroz Jel elektroforezj Hoefer
jel clektroforez iinitesi (Hoefer SE 250 Hoefer
Scientific  Instruments, ~ AB.D.)  kullanlarak
gergeklestirildi. Aym anda 2 jel hazirlamaya miisait
jel dokim iinitesi ~ 2Zmm kalinliginda 2 buzly cam
(10 x 8 cm) ile hazirland1. Unite yaklagik 30 dak, 45.
50 °C lik etiivde bekletildi. Konsantre 75 ml'lik stok
tampon (0.06 M tris, 0.01 M barbital, 0.05M sodyum
barbital, 0.0015M sodyum azid) 1000ml’ye distile su
ile tamamlandi. Bu tampon jel hazirlamada ve
elektrot tamponu olarak kullamldi (20). %0.8'li,
1.5mm kalinligindaki 2 jel i¢in 0.2g agaroz 25 ml
barbital tamponda kaynatilarak eritildi. FEritilen
agaroz  45-50 °C’ye sopgutularak bir enjektor
yardimiyla jel dokiim {initesine dékiildii ve 10 disli
1.5 mm kalinhginda taraklar yerlegtirildi. Agaroz
g6zeltisinin jel haline gelmesi igin 2 saat + 4 °C de
bekletildi. Insan serumundan kuyucuklara direkt
olarak 9uL ve diger hayvan tiirlerinin serumlarindan
15 pL ilave edildi. Jeller15 mA/jel de (sabit amper) ~
36 V'da | saat 30 dak. elektroforez islemine tabj
tutuldu. Elektroforez sonras jeller, etanol / asetik asit
/ su 60:10:30 (v/v) kangiminda 10 dak. fikze edildi
Fikzasyon sonrast 30 dak. 60 °C de kurutuldu.
Kuruyan jeller Fat Red 7B ile boyandi (2.17)
Boyama sonrast jellcr distile su / metanol (4: 1, viv)
karigtmu kullanilarak fazla boyadan arindinld (12)-
Jeller bu karisimda sakland. ve fotografland1.

Bulgular |
jc
Geleneksel olarak horizantal yapilan agaro? Ju

clektroforezi vertikal slab jel sisteme uyarland:. de
amagla, elcktroforczde optimum bir aymm ©
edilebilmesi igin, jel konsantrasyonu ve
uygulanan alkim ve elektroforez Sur
amaciyla gesitli dencmeler yapild.

kalinhgt jele
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| Horizantal Jel Elekiroforezin % -
: G,«lcnt‘“d Jel  Elekiroforez  Sistemine prog: L P S ——
e ital ;1' Bu amagla. Hoefer SE 250 Vertikal o—
b’ gﬁnceinin jel dokiim iinitcsinde kullanilan
g Jel ¢ lmﬂ; kahnh@indaki birt diiz, digeri buzly
(108 'Em:akﬂ yerine, (10x8 cm) 2mm kalinh@indaki
caﬂ"L_‘“ cam plaka kullanildi. Bdylece 1sitilmig |
ki buz }‘“n skigkan olmast ve diiz cam yiizeye
“gm‘z-f;ni J kadar iyi tutunamamasi nedeniyle,
1l.akﬂfomz islemi esnasinda st tampon tankindan
dmmk\ doiru jel ile cam plaka arasindan tampon
al lf“ ‘mblgl“i ortadan kaldinildr. Ayrica sicak jel "LR A B
;if;:ng ve sogutulmasi swrasinda cam plakalarin
\

i 4o onlendi. Sekil 2. Insan Serum Lipoproteinlerinin %0.7'lik Agaroz

) ) Jel Elektroforetogrami
| vertikal Slab Jel Elektroforez ile Lipoprotein ‘i
‘m;‘m‘l:m - u}’%u]?r}a‘] akl.m o, | Pagamz 1,2,3,4,5 : insan serumu 6,7,8,9.10 : Koyun serumu
‘k'nnsmmg)-onlan deg|§tlrllerek lipoprotein  bant
qolisyonlannin. €n 1yl oldugu sartlar belirlendi.
Daha ince jellerin gok kinlgan olmasi sebebiyle 1.5
_ gmkanligindaki jeller kullamld. 0. =
) - iR s E 2 .
{. 1.5 mm kahnhgindaki jellere 12, 15, 20 ve 25 O Mo W ) S 8 A A
mA akim uygulandi. Elektroforez siiresi, bantlarn
giclert 1akip edilerek 1 1le 2 saat arasindaki siirelerde
denendi. 15 mA/jel sabit amper modunda (~ 40 V) 1
saat 30 dak. sireyle uygulanan elektroforez isleminin
ivi bir aynm sagladigy gozlendi.
3. Jel  hazirlanmasinda %0.5-1 agaroz
konsantrasyonlan denendi. %0.5°lik jel ¢ok kinlgan
olduzundan elektroforez islemleri sadece %0.6,
%07, %08, %0.9 ve %1 'lik jellere uyguland: (Sekil L T
1234.5). insan serumundan jel tizerindeki numune .
wpaklanna 9 pl, cesitli hayvan  serum Sekil 3 . Insan Serum Lipoproteinlerinin %0.8°lik Agaroz
lipoproteinlerinin aymnmu igin ise 15 pl ilave edildi. Jel Elekiroforetogram
- y . 1,2,3,4,5 : Insan serumu 6,7.8,9,10 : Koyun serumu
Serum  lipoprotein  fraksiyonlarinin ayirimi
gerceklestinldi.
- : . 3 o e ae
Preg\__ ® o B3 oo m«,,,yﬁf_ prog: 'm- - o
o ;
|2 3 4 Sijib iR 0 LI & TR
Sekil 1. insan Serum Lipoproteinlerinin %0.6’lik Agaroz Sekil 4. Insan Serum Ligoproteinlorinin % 0.9°luliAgaros
Jel Elekuroforetogram Jel Elektroforctogram ,
12345 - insan serumu 6,8,9,10 ; Koyun serumu 1,2.3,4 - Insan serumu 68 - Inmnpemas

9,10 : Kegi plazmas
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T2 3 4 56 7 8 9 10
Sckil S. Insan Serum Lipoproteinlerinin %1°ik Agaroz Jel
Elektroforetogrami 1,2,3,4 : Insan serumu
5,6,7.8 : Insan plazmas 9,10 : Kegi plazmasi

e

o—

$ckil 6. insan Serum Lipoporoteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforetogram ( % 0.8 )

Yapilan tim adaptasyon ¢alismalart sonunda,
%0.8’lik, 1.5 mm kalinligindaki jelde 15 mA de 1saat
30 dak. siireyle tris-barbital pH 8.6 tampon ile en iyi
clektroforetik separasyonun elde edildigi tespit edildi
(Sekil 6). Insan serum lipoproteinlerinin ayirimi igin
adapte edilen agaroz jel elektroforez sartlarinda,
sirastyla tiim hayvan tirlerinin (sigr, koyun, kegi,
kedi, kopek, at, tavuk) serum lipoproteinlerinin
ayinmlan da gergeklestirildi ($ekil 7,8,9,10,11,12,13).

Sekil 7. Sigir Serum Lipoproteinlerinin Agaroz jel
Elcktroforetogrami
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Sckil 8. Koyun Serum Lipoproteinlerinin Agaroz jy
Elektroforetogrami 1 : nsan serumy
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Sekil 9. Kegi Serum Lipoproteinlerinin  Agaroz Jel
Elektroforetogram 1 : Insan sciumu

silcmikrong 7
o

Sekil 10. Kedi Serum Lipoproteinlerinin Aparoz Jel
Elektroforetogrami
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Sekil 11. Képek Serum Lipoproteinlerinin AgaroZ Jel

Elektroforetogrami
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Sekil 12, At Secrum Lipoproteinlerinin - Agaroz Jel

Elektroforctogram 1: insan serumu

pref__" -
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Sekil 13, Tavuk Serum Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforetogram

Tartisma

Agaroz jel elektroforez ile pre-p lipoproteinlerin
azalan agaroz konsantrasyonuna bajzl olarak orjinden
daha ileri gog cttigi ve B/pre-B ayirmimin daha iyi
oldugu ileri siriilmiigtir (18). Yapilan denemelerde
de bu agik¢a goriildii. Artan jel konsantrasyonuna
bagl olarak B/pre-B  bantlarmin  birbirine gok
yakinlagugi hatta ayinm yapilamadigr gbzlendi (Sckil
4, 5). Aynica ¢ok diigiik konsantrasyonlu jellerin de
kirilgan olmasindan dolayr %0.8'lik jeller tercih
edildi ve iyi bir scparasyon saglandi (Sckil 6). Buna
ragmen bazen ayni sartlar altinda insan serum Blpre-
B ayimi tam olarak yapilamadi. Kargilagtigmiz bu
problem Contois (7) tarafindan da diigiindiiricii
bulunmugtur. Ag ve tok serumlar ile EDTAls plazma
tzerinde galigilmi, yan tok serumlarda daha iyl bir
rezoliisyon gozlenmigtir. Bu da aglikta artan serbest
yag asidi konsantrasyonuna bagh olarak lipoprotein
polaritesinin  degismesine baglanabili. EDTA’l)
plazmadaki ayinm seruma gore daha zayif
bulunmustur (Sekil 4,5). Buna ragmen, f/pre-f
rezoliisyonunun bazen degisken olmasinin scbepleri
arastinlmaya agikur, Sigir serum liporotcinlerini
Ferreri  ve  Gleockler (8) poliakrilamid ~ jel

F.0. Saghk Bil. Dergisi 2002, 16(2)

clekroforezi  (PAGE), ince tubaka agaroz  jel
elekiroforezi ve kagit clektroforezi ile ayima tabi
tutmuslardir. Agaroz jel clektroforezde silomikronlar:
tespit edememiglerdir. Insan serum lipoprotcinleri
agaroz ve PAGE ile 3 bant (B, pre-p ve @)
sergilerken, sigir serum lipoproteinleri PAGE, kagit
clektroforez ve agaroz jel elekiroforez ile B ve u
olarak 2 bant halinde ayirt edilmistir, Ayrica insan
serum lipoproteinlerinin - elektroforez ile iyi  bir
sekilde ayirt cdilmesine ragmen, sigir serumunda
kullantlan elektroforez yéntemleriyle iyi bir ayirm
saglanamadigi vurgulanmisur, Bu da SIEIr serum
lipoproteinlerinin zayif rezoliisyonuna baglannustir,
Aym sekilde 1989°da Naqui ve ark. (17) koyun
lipoproteinlerini agaroz jel elektroforez ilc ayirt
ctmigler ve «, B olarak 2 bant belirlemiglerdir.
Meveut galismada da yukardaki caligmalar ile ayni
paralelde sigir, koyun ve kegi lipoproteinlerinin
agaroz jel elektroforez ile ayirimlarinda B ve o olmak
lizere 2 bant tespit edildi. Fakat. Vitic ve Stevanoic
(21) sigir, koyun ve kegi lipoproteinlerinin kagit ve
agaroz jel elektroforezinde pre-B, B ve o olarak
insandaki gibi 3 fraksiyon tespit etmislerdir.Yine
ayni gahgmada, sigir ve kegilerde insanlardaki 4]
lipoprotein fraksiyonuna karsilik gelen lipoprotein
bandinn ¢ok az oldugu hatta bulunmadigi ileri
strtilmiistir. Caligmalar arasindaki bu farkhihgin
nedeni olarak, ruminant lipoproteinlerinde meveut
pre-B ve B bantlarinin agaroz Jel elcktroforezde aym
yere go¢ ctmesine bagl olarak hassas bir ayinmm
suglanamamast (8) ve pre- lipoproteinlerin serum
konsantrasyonunun  diisiik  olmas) gosterilebilir.
Meveut ¢alismada, at serum liporoteinlerinin agaroz
jel elektroforezinde B ve o bantlan gdzlendi. Pre-p
lipoprotein ve silomikronlar tespit edilemedi. Bir
geeelik aghktan sonra kan alnan  midillilerde
VLDL'in meveut olmadig (4,14) ve sadece otlayan
atlarda  silomikronlarin varhgr bildicilmistir (14).
Meveut farkhilik beslenme sartlan ve aghik sircsine
bagh olabilecegi gib i VLDL ve LDL fraksiyonunun
birlikte B bolgesine go¢ cimesine de baglanabilir.
Bauer  (5) kedi lipoproteinlerinin  agaroz jel
elektroforezinde 3 bant (B, pre-f ve o) tespit clmistir.
Bir baska caligmada (11} normal  kedilerin
elekuroforetik separasyonunda insandan daha diisiik
konsantrasyonda a ve f lipoprotein igerdigi Lespit
edilmigtir. 4 kediden ayn zamanlarda cter anestezisi
alinda alnan serumlarin hepsi de siit manzaral
idi;yani triagilgliserolden zengindi. Bu sebeplen
dolayr  kedi  lipoproteinlerinin agaroz  jel
clektroforezinde orijinde boyali bir band olarak
silomikronlar gbze carpmaktadir. Kediler sokak
kedileri olduklarindan, beslenme sartlan ve saglik
durumlart  kontrol altinda degildi. Bu nedenle
kedilerin kan alimindan kisa siire dnce beslendikleri
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gUSUnﬁICbilir..Mcvcut ¢aligmada tok durumda P/pre-
ayiriminin insanda ¢ok iyi yapilamadiy gozlendi.

K"qullerde. _©ldugu  belirlenen  pre-B bandmm
EOm meyisinin - sebebi  olarak  da bu  durum
ustniilebilir. Normal képek serum lipoprotein

't:;:;l‘\t.rloforeundenﬁ band LDL'i ve o band HDL2'yi
HDE ‘Cf_ler. @ bdlgede ¢ok yavas g6¢ eden bir band
l/3‘ﬁ:1ddlr. i Peneysel olarak normal kdpeklerin

de gorlilmeyen, fakat HDL den daha yavay go¢
et_:!en bir pre-B bandi da bildirilmistir (11). Bauer (5)
képeklerde VLDL'in ancak konsantre edildiginde
agaroz Jel elektroforezde pre-B mobiliteye sahip
oldugunu tespit etmistir.  Aksi taktirde VLDL'in
sadece nadiren tipik serum Smeklerinde goriildiigl
ve sikhkla B bant iginde sakh olarak B
lipoproteinlerle g0¢ ettigi bildirilmistir. Barrie ve ark
(3) da Bauer (5) gibi agaroz jel elektroforezde f§ ve o
bandll tespit etmisler, pre-f bandini sadece konsantre
fraksiyonlarda gozlemlemislerdir. Bunun yaminda
normal  képek  lipoproteinlerinin agaroz  jel
cl"ektroforezde B, pre-B, 02 ve @l band: sergiledigi
yoniinde c¢aligmalar da mevcuttur (6,19,22). Kopek
serum  lipoproteinlerinin  yapilan  agaroz  jel
clektroforezinde, Barrie ve ark.(3)in bildirdigi ile
paralel olarak 4 farkli képekten alinan serumlarin
elektroforezinde sadece 1 kopekte B, pre-B ve o
bandi gozlendi. Digerlerinde sadece B ve o bandi
tespit edildi. Calismada, Broiler tiri besi
tavuklarinin serum lipoproteinlerine bakildiginda 2
lipoprotein ~ bandi  gfriildi.  Tavuk  serum
lipoproteinlerinin agaroz jeldeki mobilitelerinin insan
ve diger hayvan tirlerinden ¢ok farkli oldugu
belirlendi. Bu da kuglardaki lipid transport sisteminin
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memelilerden farkl olmasima baghdir. Memelilerde,
ckzojen vai lenl aracthgiyla silomikronlarda Lasimr,
Oys;; tavuklarda  silomikronlar — sckillenmez  ve
ckzojen yap portal ven aracithgiyla biiyiik VLDL
yada portomikronlar gcklinde tagimre (10). Tavuk
serum HDL'inin %0.5'lik agaroz jelde albimini
izleyen sonda, VLDL'in orijinden hemen sonra kisa
bir mesafede g ctlign ve LDLin daha ilerde yer
aldifn bildirilmistir. Meveut bilgilerin isiginda agaroz
jel clektroforez ile separe cdilen 2 banttan birinin gog
yerine gore pre-f3 (VLDL) ve digerinin de o (HDL)
oldugu belirlendi. Fakat [ (LDL) fraksiyonu tespit
edilemedi. Yumurtact Leghorn tavuklarda VLDL
konsantrasyon artigina bagh olarak diisik de olsa bir
LDL’in varhg yapilan diger ¢ahgmalarda da tespit
edilmigtir (1,6). Oysa meveut galismada 6 haftalik
Broiler piliglerin serumlart kullamldi. Bu durumda
azalan VLDL konsantrasyonuna bagh olarak
VLDL'den koken alan LDL konsantrasyonunun da
azalmasi beklenir.
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