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1. ON SOZ

Insanlarda lipoproteinlerin  koroner arter hastaligi riski ve gesitli
dislipoproteinemiler ile olan baglantilar1 nedeniyle, lipoprotein fraksiyonlarinin ve lipit |
kompozisyonlarmin tayinleri Snem arz etmektedir. En sk kullamlan lipoprotein
separasyon yontemlerinden biri de presipitasyon yontemidir. Bu amagla heparin,
fosfotungstik asit ve dekstran siilfat gibi polianyonlar divalent katyonlarla beraber ve
ayrica polietilen glikol gibi nétral polimerler kullanilmaktadir (37).

Presipitasyon metotlariin kisa siirede uygulanmasi ve basit olmasmdan dolay:
daha ¢cok HDL kolesterol 8lgiimiinde kullanilmaktadir. Polianyon presipitasyon metodu
plazmadan sadece apo B igeren lipoproteinleri [B (LDL) ve pre-B (VLDL) ] presipite
etmek i¢in kullamlmaktadir. HDL siipernatantta kalir ve siipernatantin kolesterol igerigi
total HDL konsantrasyonunun belirlenmesine olanak tanir (63).

Hayvan tiirlerinde de gesitli dislipoproteinemialar bildirilmistir. Sifirlarda goriilen
karaciger yaglanmasi ( hepatic lipidosis) ( 61, 34 ), anaplazmosis (14 ), theleria (96) ve
ketozis ( 29, 35 ) gibi hastaliklarda lipoprotein profilinde degisiklikler gézlenmigtir.
Parangimal karaciger hastaliklarinda ve tikanma sariliginda lipit metabolizmasindaki
bozukluklardan bahsedilmistir ( 40,75 ). Atlarda kolik ve gimen hastalifinda (62) ve
laminitis’de (70) serum lipit ve lipoprotein konsantrasyonlarmdaki degisimler
bildirilmistir. Karnivorlarda pankreatitis, diabetes mellitus, renal hastaliKlar,
hipotiroidizm, kolestazis ve laishmania gibi paraziter enfestasyonlarda da
hiperlipidemialar tespit edilmistir ( 7, 9,11, 66, 71,72 ).

Polianyon presipitasyon tekniklerinin insan serum lipit dislipoproteinemilerinin
tespitinde  yaygmn  olarak  kullamlmasina ragmen, hayvan serum lipit
dislipoproteinemilerinin belirlenmesinde aym metotlarmn kullamlmadan &nce adapte
edilmesi gerektigi bilinmektedir (11). Fakat insan serum lipoproteinlerinin
separasyonunda kullamlan presipitasyon metotlarinin hayvanlara adapte edilmesine
dair ¢ok az ¢aligma mevcuttur (37).

Mevcut ¢alismada insanlar i¢in en sik kullamlan beparin, dekstran siilfat, sodyum
fosfotungstat, polietilen glikol presipitasyon metotlari, sigir, koyun, kegi, kedi, kdpek, at
ve tavuk gibi cesitli hayvan tiirlerinin serum B + pre-B lipoproteinlerinin presipitasyonu
icin adapte edildi. Presipitasyonun etkinlifine presipitat ve siipernatantlardaki
lipoproteinler agaroz jel elektroforez ile tespit edilerek karar verildi. Son olarak da f§ +
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pre-f lipoproteinlerin tam olarak presipite oldufu presipitatlarin apolipoprotein
kompozisyonu SDS-PAGE ile gésterildi.

Hayvan tiirleri i¢in simdiye kadar rastlanilmayan karsilagtrmali  bir
presipitasyon/elektroforez separasyon ydntemi uygulanarak ve tiirler arasinda en etkin
presipitasyon aywa¢ konsantrasyonu belirlenerek insan ve hayvan serum
lipoproteinlerinin kargilagtirmali bir separasyonu yapildi.

Kullanilan presipitasyon/elektroforez separasyon ydntemi ultrasantrifiigasyona gére
daha az ekipman ve uzmanlik gerektirmektedir. Ayrica bu separasyon ydntemi
ultrasantrifligasyona gore daha ucuz, nisbeten daha kolay ve rutin laboratuvarlara
kolayca adapte edilebilir bir ySntemdir. Bu nedenle presipitasyon/elektroforez
separasyon yOntemi, veteriner hekimliginde hayvan serumundaki g¢esitli lipoprotein
smiflarmin  izolasyonunda ve lipit kompozisyonlarmin ortaya konulmasinda,
hayvanlarda bildirilen lipit metabolizmasinda bozukluklara yol agan hastaliklarin teshis
ve prognozunun takibinde kullamilabilir. Insanlar igin kullanilan HDL kolesterol 5lgiim
metotlarmmm direkt olarak hayvan serumlarina uygulanmasinin dogruluk derecesi
tartimalidir. Ciinkii yapilan ¢aligmada, insan serum lipoproteinlerini presipite etmek
i¢in yeterli olan ayra¢ miktarlarinin hayvan lipoproteinleri igin aymi derecede etkili
olmadig: tespit edildi. Boylece hayvanlarda yapilan HDL kolesterol 6l¢iimlerinin apo B
iceren lipoproteinlerin ( B ve pre-f ) tam bir presipitasyonu saglandiktan sonra
yapilmasi gerektiginin ortaya konulmasmnin da gelecekte yapilacak c¢aligmalara isik
tutmast muhtemeldir.

Daha ileri ve detayli galigmalarla hayvan tiirlerinde HDL kolesteroliinii belirlemek
i¢in presipitasyon yontemleri otomatize edilebilir ve kliniklerde kullanilmaya adapte
edilebilir. Giiniimiizde otoanalizatorlerde yapilan direkt HDL kolesterol Olcim ydntemi
(enzimatik olarak) kitleri ¢ok pahalidir ve yine insan serumlan igin dizayn edilmistir.
Baz: presipitasyon metotlarmm da en az direkt HDL kolesterol dlgiimii kadar iyi
sonuglar verdigi bildirilmigtir ( 27).

Mevcut ¢aligma, insanlarda kullamlan presipitasyon metotlarimn hayvan serum
lipoproteinlerine adaptasyonunun saglanmasi agisindan 6nemlidir. Daha ileride hayvan
serum lipoproteinlerinin yapisinin, kompozisyonunun ve presipitasyon ayraglari ile
etkilesimlerinin daha detayli olarak ortaya konulmasina katkida bulunabilecektir.
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2.GIRis

2.1. LIPOPROTEINLER VE METABOLIiZMALARI

2.1.1. Lipoproteinlerin Genel Yapilan

Plazma lipoproteinleri, spesifik proteinler (apolipoproteinler) ve lipidler (kolesterol,
kolesteril esterleri, fosfolipidler ve triagilgliseroller) iceren suda ¢6ziiniir
komplekslerdir. Lipoproteinler, akiioz ortamda ¢6ziiniir hale gelmek i¢in kolesteril
esterleri ve triagilgliserollerden kurulu hidrofobik ¢ekirdek ile bunu gevreleyen
proteinler, fosfolipidler ve kolesterolden ibaret kismen hidrofilik kabuktan olusan bir
yapiya sahiptirler.

Lipoproteinlerin protein kismi, apolipoprotein veya apoprotein olarak bilinir.
Apolipoproteinlerin bazilari, integral apolipoproteinler olup lipoprotein partikiilii igine
gbémiilii vazivettedirler. Digerleri ise periferde olup bir lipoproteinden dierine
transfer edilebilirler ( Sekil 1) ( 48,60, 74).

2.1.2.Lipoproteinlerin Siniflandirnimasi

Boyut, kimyasal kompozisyon ve dansitedeki farkliliklar lipoproteinleri ayirmay:
miimkiin kilmaktadr (13).

Plazma lipoproteinlerinin ¢ok yaygin olarak kabul edilen smiflandiriimasi
ultrasantrifiigasyon ile yapilamdir. Flotasyon 6zelliklerine gore lipoproteinler
silomikronlar, ¢ok diislik dansiteli lipoproteinler (Very Low Density Lipoprotein:
VLDL ), orta dansiteli lipoproteinler ( Intermediate Density Lipoprotein : IDL ) diigiik
dansiteli lipoproteinler ( Low Density Lipoprotein: LDL), yiiksek dansiteli
lipoproteinler ( High Density Lipoprotein: HDL ) olarak simflandirilmaktadir.

Plazma lipoproteinleri degisik destek ortamlarinda elektroforetik olarak o,  veya y
globulinler ile g&¢ etmelerine gore, pre-f (VLDL), B (LDL) ve a (HDL) lipoproteinler
olarak siniflandirilabilirler. Silomikronlar orjinde kalir ( 60).

2.1.3. Apolipoproteinler ve Metabolik Rolleri

Her bir lipoproteinde bir yada daha fazla apolipoprotein bulunur. ABC
adlandiriimasina gdre, HDL’in temel apolipoproteini A ile gosterilir. LDL’in ana
apolipoproteini aym zamanda VLDL ve silomikronlarda da bulunan apolipoprotein

Lo YTHSEKDGRETIM KURUL.
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B’dir. Bununla beraber, silomikronlarin apo B ( B-48 )’si LDL veya VLDL’in apo B
(B-100)’sinden daha kiigiiktiir. B-48 bagirsaklarda ve B-100 karacigerde sentezlenir.

Perjf erik apoprotein
{ Ornegin, Apo-C)
Serhest

Kolesterol
Fosf ohpld e08000e,

\\\\\\\ \\' if'?///;/. h \, Triagilgliserol

AT

’ﬁ; }j \\r\ Kolesterol
Esteni
{__ — Polar olmayan lipidlerden

Polar lipid tabakas: olusan ¢ekirdek

Integral g
Apopretein
{ Omegin, Apo-B ) \

Sekil 1. Lipoprotein partikiiliiniin genel yapis1 (3)

Apo B-100, 4536 amino asit igeren, bilinen en uzun polipeptid zinciridir. Apo B-48
( B-100’iin %48’i kadar biiyiikliiktedir) apo B-100 gibi aynit mRNA’dan olusur. Apo
B-48, 2152 amino asit igerir ve prematiire translasyonal bir stop kodon igeren



mRNA’dan sentezlenir. Apo B mRNA’ sindaki prematiire stop kodon, 6666
niikleotidde sitozin ( C ) bazmni urasil ( U ) baziyla degistirir. Apo B-100"deki glutamin
amino asidini kodlayan kodon CAA’y1r UAA’ya doniistiiriir. Stop kodon, genomik
DNA’da mevcut degildir ve tek bir genden 2 proteinin biyosentezine yol agan
mekanizmayla RNA diizevinde baglatilir (13). Apolipoprotein CI, CII ve CIII,
lipoproteinler arasinda serbestge transfer olabilen daha ufak polipeptidlerdir. Apo B’nin
yaklagik %5°1 karbohidrat olup, mannoz, galaktoz, fukoz, glukoz, glukozamin ve sialik
asidi igerir. Boylelikle bazi lipoproteinler ( Apo E, C ve B ) aym zamanda
glikoproteinlerdir. Plazma lipoproteinlerinde bundan bagka birkag apolipoprotein daha
bulunmustur. Bunlardan bir tanesi VLDL ve HDL'den izole edilen arginin’den zengin
apolipoprotein E olup %10 kadar arginin igerir ve bu normal kigilerin total VLDL
apolipoproteinlerinin %5-10"unu olusturursa da, tip III hiperlipoproteinemiali hastalarin
genis B-VLDL’lerinde ¢cok miktarda bulunur.

Apolipoproteinlerin baslica metabolik fonksiyonlar: :

1) Enzim kofaktoriidiirler. Ornegin; C-II, lipoprotein lipazin (LPL); A-l, lesitin
kolestero] agiltransferaz’in ( LCAT ) kofaktoriidiir.

2) Lipid transfer proteinleri olarak rol oynayabilirler. Ornegin HDL deki apo D
[ kolesteril ester transfer proteini (CETP)] HDL’in kolesteril esterlerinin silomikron ve
LDL tarafindan alinip karacigere tasinmasinda rol oynar.

3) Dokularda, lipoprotein reseptorleri ile karsihikh etkilesim igin ligandlar olarak
gorev alirlar. Omegin, LDL reseptorii i¢in apo B-100, apo E ; remnant reseptdrleri i¢in
apo E ve HDL reseptorii i¢in apo A-I ( 60). Baslica apolipoproteinler, sentez yerleri ve
bulundukliari lipoprotein partikiilleri tablo 1 de, lipoprotein smiflarimin kompozisyonlari,
dansite araliklar1 ve elektroforetik mobiliteleri ise tablo 2’de 6zetlenmigtir.

2.1.4. Hayvan Lipoproteinleri

2.1.4.1. Ruminant Lipoproteinleri

Ruminant lipoproteinleri hakkinda mevcut bilgiler ¢ok azdir. Leat ve Northrop (54),
Koyun, kegi ve geyiklerde temel lipoprotein siifinn HDL oldugunu ( totalin %80)
tespit ettiler.Geyik serumunun analitik ulirasantrifugal analizinde kiiclik miktarda
VLDL’in mevcudiyeti ve LDL’in (66mg/100ml) 3 kat1 daha fazla miktarda HDL’in
( 207 mg/100ml) varhig: da bildirilmigtir (19). Vitic ve ark.’larmin (84) 1993°de baz1
evcil hayvanlarin serum lipit ve lipoproteinlerine dair ¢aligmasinda koyun, keci ve sigir
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lipoproteinlerinin lipit kompozisyonlar1 ve kagit elektroforezi ile dagilimlan
degerlendirilmigtir. Her 3 tiirde de HDL (o) fraksiyonunun dominant oldugu
bildirilmistir ( 84).

Bununla birlikte sigirlarda predominant lipit tagiyan molekiillerin ( HDL ) yapisi iyi
bilinmektedir. Sigir serumunun ultrasantrifugal ¢ahsmalarinda, insanlardan tamamen
farkli olan HDL’in flotasyon Ozellikleri tespit edilmistir. d<1.21g/ml’lik total
lipoproteinlerin yaklasik %80’ini ( agirlik olarak) olugturan bu makromolekiiller 1.063-
1.125 g/ml dansite arahginda bulunmaktadir. Bu nedenle insandaki HDL2 olarak
gosterilen fraksiyona esdegerdir. HDL3 (d<1.063g/ml) de az miktarlarda mevcuttur.
Sigir HDLi elektroforezde tek bir bant olarak goriiliir. Sedimentasyon ¢aligmalariyla
sigir HDL inin ortalama molekiiler agirhgmm insan HDL2’sine ¢ok benzer olarak
376.000 Da oldugu hesaplanmistur.

Sigir HDL’inin kimyasal kompozisyonu olduk¢a degiskendir. Ozellikle protein
(%28.4-43.5), fosfolipid (%18.6-40.8) ve triagilgliserol ( %0.1-19.9) oranlarinda bu
degiskenlik s6z konusudur. Sadece kolesteril ester igerigi kismi olarak sabittir ( %25.4-
31.1). Sigrr serumundaki 1.063 g/ml’den daha az dansiteli lipoproteinler yapi ve
dagilimda olduk¢a komplekstir. Stead ve ark. (79) presipitasyon, ultrasantrifiigasyon ve
elektroforetik  prosediirleri VLDL fraksiyonlarmmi ( d>1.019-1.06) separe etmede
kullanmiglardir. IDL igeren ve sadece kiigiik bir fraksiyonu temsil eden VLDL, diger
memelilerdeki gibi triagilgliserolden zengindir; fakat ilaveten fazlaca bir fosfolipid
icerigi sergiler. Diger yandan VLDL kolesterol esterinden fakirdir. Sifir LDLI1 alt
fraksiyonu 6zeilikle fosfolipidden zengindir ( %41.2) ve bu nedenle benzer dansite
araligindaki insan fraksiyonuna tam olarak benzemez ( LDL1; d 1.030-1.040 g/ml).
Bununla birlikte, insan ve sigir LDL’leri benzer protein ve kolesteril ester igerigine
sahiptir. Stead ve Welch (79) tarafindan karekterize edilen LDL2, daha az fosfolipid
orantyla LDL1’den farklidir. LDL2’nin protein igerigi d 1.060-1.21 g/mi’lik HDL
fraksiyonuna esittir. LDL2 fraksiyonunun apo B i¢eren bir lipoprotein mi, yoksa 1.04-
1.06 g/ml dansite arahinda izole edilen HDL1’e mi kargiik geldigi heniiz
a¢iklanamamugtir.

Sigrr VLDL, LDL, LDL1, LDL2 ve HDL’inin lipit esterlerinin yag asidi
kompozisyonu, ruminant sindirim fizyolojisinin az ¢ok bir yansimasidir. Bu nedenle,
LDL1, LDL2 ve HDL’in kolesteril esterlerinin digindaki siir lipitleri, muhtemelen
rumende olusan hidrojenizasyondan &tiirii insandakinden farkhi olarak doymus yag
asitlerinden zengindir. LDL1, LDL2 ve HDL fraksiyonlari linoleat ile 18:2 ve 18:3 yag
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asitlerini igerirler. Ilaveten fitanik asit, LDL1, LDL2 ve HDL’in triagilgliserol ve
fosfolipidlerinde mevcuttur (19).
S13ir lipoprotein smiflarimin kompozisyonlari tablo 3’de 6zetlenmistir (19).

2.1.4.2. Kopek Lipoproteinleri

Képek lipoproteinleri, VLDL, LDL,HDL1 ve HDL2 olmak iizere 4 temel smifa
ayrilmaktadir. Bunlardan VLDL, LDL ve HDL2 insandaki lipoprotein fraksiyonlarina
benzer bulunmustur. <1.006 g/ml dansiteli fraksiyon ( kopek VLDL’i) 26-90 nm
¢apinda triagilgliserolden zengin partikiiller igerir. Bu fraksiyonun elektroforezde pre-f
mobiliteye sahip oldufu belirlenmigtir. Bununla birlikte, VLDL koépek serumunda
nadiren goriiliir. Genellikle B lipoproteinlerle go¢ eder ve B band iginde saklidir. Bazi
laboratuvarlar aslinda a2 bandi olan bir pre-B bandi bildirmektedirler. Bu hatanin
sebebi insan serum lipoprotein elektroforezinin sadece tek bir o bandiyla
sonu¢lanmasidir. Oysa kopek serumu, o2 ve al diye 2 alfa band1 sergilemektedir
(11, 72).

Insan serumu, elektroforezde B, pre-p ve o bandlanm icermektedir ve P
lipoproteinler daha fazladir. Kopek serumunda ise genellikle B, a2 ve al bantlan
belirlenmistir ve a lipoproteinlerin distiinliigii s6z konusudur. KSpeklerde o2 smnifi insan
LDL’indeki kolesterole yakin kolesterol igerir. al lipoproteinler saglikli kdpeklerde
kolesteroliin gogunu icerir ve onun temel tastyicisidir. Insan tiirlerinde LDL.  bu gorevi
iistlenmektedir. ol lipoproteinler kolesterolden zenginlestikge o2 lipoproteinlere
doniisiirler. Bu nedenle ol lipoproteinlerin kolesterolce zenginlifi a2 artiglarryla
sonuglanmaktadir Kopek serum lipoproteinlerinin lipit kompozisyonu tablo 4'de
sunulmugtur ( 19).

2.1.4.3. Kedi lipoproteinleri

Kedi lipoproteinleri dansite gradient ultrasantrifigasyon yontemiyle 4 farkli smifa
ayrilmustrr : VLDL + IDL, LDL, HDL2, ve HDL3. Insan plazmasina benzer olarak
agaroz jel elektroforezde 3 yaygm smuf goriilmektedir. Bununla birlikte, insanlardan
farklt olarak kedilerde LDL den 5-6 kat daha fazla HDL mevcuttur. 1.019 ¢/ml
dansitede izole edilen VLDL + IDL fraksiyonunun kedi VLDL’i oldugu agaroz jelde
pre-p mobiliteye sahip olmasiyla desteklenmigtir. Bu partikiil insan VLDL’inkinden
daha fazla triagilgliserol igerir. 1.019-1.063 g/ml dansite arahifinda, insan LDL’ine
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benzer partikiiller bulunmugtur. Bu lipoproteinlerin insan LDL’inden daha ¢ok negatif
yiikle yiiklii ve ve biraz daha kiigiik olmasina ragmen, agaroz jelde B pozisyonda gog
ettigi goézlenmistir. 1.063-1.21 g/ml’lik hidratize dansiteye sahip kedi HDL
fraksiyonlari, insan HDL fraksiyonlar: gibi benzer boyut ve elektroforetik mobiliteye
sahiptirler. Bu nedenle elektroforezde insan ve kedi terminolojilerinin uyusdugu ve
insan laboratuvarlarindan elde edilen sonuglarin direkt olarak kedi lipoproteinlerine de
uygulanabilecegi ileri stirlilmiigtiir (11). Kedilerdeki LDL diizeyleri kdpeklerden daha
fazladir. VLDL diisiik konsantrasyonlarda mevcuttur ve kopeklerde oldugu gibi HDL
predominanttir (46).

2.1.4.4. At Lipoproteinleri

At, koyun, kegi ve 6kiiz gibi otgullarin plazmasinda predominant kolesterol tasiyan
lipoprotein HDL"dir. Aksine insanlarda plazma kolesteroliiniin %70’den fazlas1 LDL ile
sirkiile olur. Farkliliklarin sebebi kesin olarak belli degildir. Fakat bu tiirlerde kolesterol
ester transfer proteinin (CETP’nin) yoklugu énemsenecek bir durumdur. Bu eksiklik at
ve insanlardaki lipoprotein patofizyolojisinin ayribiklarmi gozlemlemeye Onciiliik
edebilir (76).

Genellikle at serumunda elektroforezde f, pre-B ve o bantlant tespit
edilebilmektedir. o lipoproteinlerin digerlerine oranla fazla miktarda oldugu
gozlenmistir (12).

At lipoproteinlerinin bir diger elektroforetik siuflandirmaya gore; silomikronlar
( sadece otlayan atlarda ), B lipoprotein ve 3o lipoprotein fraksiyonlarim igerdigi
belirlenmistir. o« lipoprotein fraksiyonlarmin 2’si alb globulinlerle go¢ ederken, digeri
a2b globulinlerle gd¢ etmektedir. 2 alb lipoprotein fraksiyonu, yavas ve hizh diye
isimlendirilmektedir. Hizli band, yavas bandin anodal bdlgesinde bir ¢ikint1 vererek go¢
etmektedir.

Atlarin lipoprotein kompozisyonlar1 yazarlar tarafindan az ¢ok farkhiliklarla
tanimlanmistir. Bazi aragtiricilar VLDL’in olmadigm bildirirken, bazilari normal
atlarda silomikronlar: belirlemislerdir (8).

Atlar total lipitlerinin %76 gibi bilyiik bir oramm HDL fraksiyonunda tagidiklary
icin ¢ofu hayvanlara biiyilkk oranda benzerlik gdstermektedirler. Diger yandan
insanlarda HDL fraksiyonu lipitlerin sadece %35’ini tagir (8). At lipoproteinlerinin lipit
kompozisyonlar: tablo 5°de sunulmustur.
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2.1.4.5. Tavuk Lipoproteinleri

Analitik ultrasantrifiigasyon metodu ile yumurtlayan tavuklarin serumundan VLDL
ve HDL olarak 2 lipoprotein sinifi izole edilmistir. Horoz ve piliglerde, VLDL’in LPL
tarafindan kan dolasimindan g¢abucak uzaklastirlmasindan dolayr bu lipoprotein
fraksiyonu muhtemelen mevcut degildir. Yumurtlamanin baglamasiyla VLDL’deki
yogun arti§ artan Ostrojen diizeyleriyle iligkili olarak karacigerdeki sentezin atmasinin
sonucudur (41). Ergin tek ibikli beyaz Leghorn tavuklar ve horozlarda plazma
lipoproteinlerinin dagilimi g¢alisilmistr. VLDL ve HDL’in diizeyleri horozlar ve
yurnurtlamayan tavuklarda oldukg¢a benzer bulunmustur (VLDL horozda 54 mg/100ml,
yumurtlamayan tavukta 71 mg/100ml ve HDL, horozda 370 mg/100ml, yumurtlamayan
tavukta 361 mg/100ml’dir.). Tersine yumurtlayan tavuklarda VLDL artmakta HDL ise
azalmaktadir (swrasiyla, 1401 ve 151 mg/ml). LDL Kkonsantrasyonu ise daha az
degismektedir. LDL, yumurtlayan ve yumurtlamayan kanatlilarda benzer oranlarda
mevcuttur ( swasiyla, 152 ve 183 mg/100ml) ve horozda daha distiktiir. Ergin
horozlarda VLDL’in mevcut olmadig: bildirilmistir (19) (Tablo 6).

Ergin olmayan tavuklarin diisik VLDL diizeylerinin yumurta retiminin
baslamasiyla 1000-2000 mg/ml serum diizeyine ulastigt dogrulanmustir (19). Benzer
VLDL diizeylerine yiiksek oranda 6strojen ( drnegin dietilstilbestrol) verilen tavuklarda
da rastlanilmugtir. Yumurtlayan tavuklarin VLDL’i kiiglik partikiillerden ibarettir.
Ortalama 340 A capinda, yiiksek flotasyon oranma sahiplerdir. Bdylesine anormal bir
dagihim sadece yumurtlayan tavuklardaki VLDL’de goriilmez, bu durum LDL i¢in de
gegcerlidir. Bu nedenle, kanathlardaki diigiik dansiteli lipoproteinler ekseriyetle yliksek
flotasyon oranina sahiplerdir. Bu nedenle memelilerin ve insanlarm LDL’inden ziyade
IDL olarak tanimlanabilirler.

‘ Siiliin, drdek, tavuk, kaz ve hindi serumlarinin agaroz jel elektroforezlerinden elde
edilen semikantitatif bilgilere gére; geng ve ergin erkek kanathilarda ve yumurtlamayan
disilerde HDL dominantken, orta diizeyli LDL ile az miktarlarda VLDL ( hatta eser
miktarda) tespit edilmistir. Yumurtlayan disilerde ise yiiksek konsantrasyonlarda VLDL
(>1000mg/100ml serum) ile LDL miktarna yakmn yada benzer diizeylerde oldukga
azalan HDL belirlenmistir. Yumurta sarisindan izole edilen VLDL serumdan izole
edilen VLDL e identiktir. Ultrasantrifugal ¢alismalar géstermistir ki tavuk serumundaki
VLDL yaklasik Sf40’lik flotasyon oranma, LDL Sf 13’liik bir orana sahiptir (19).

Agoroz jel elektroforez esnasinda, HDL’in albiiminin sonunda, VLDL’in orjinden
az bir uzaklikta ve LDL’in , VLDL’den hafif¢e ilerde go¢ ettigi g6sterilmistir. Serum
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VLDL’i, yumurta saris1 VLDL’i ve serum LDL’deki apolipoproteinlerin amino asit
kompozisyonu benzer bulunmustur (41).

Kanathlardaki temel lipoprotein smiflarina ilaveten bir lipofosfoprotein kompleksi
yumurtlayan digilerde mevcuttur. Bu kompleks tavuk plazmasindan izole edilmistir ve
vitellogenin olarak adlandirilmaktadir. Fosvitin ve lipovitellin olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bu fraksiyon da P lipoproteinlerin ( LDL) degisken porsiyonlarini
icermektedir. %15-20 lipid igerdigi igin hidratize dansitesi 1.21g/ml’nin
tizerindedir.1.006 g/ml’den daha az dansiteli tiim tavuk lipoproteinleri cinsiyet ve
yumurtlama durumuna baghi olmaksizin triagilgliserolden zengindirler. Tim kus
tiirlerinin HDL’i %43,9-64 arasinda yiiksek protein igerigiyle ve LDL’den daha diisiik
lipid oraniyla karekterizedir (19) ( Tablo 6).

Topluca hayvan tlirlerinin ultrasantrifugal olarak izole edilen lipoprotein
traksiyonlarmin serumdaki oranlari tablo 7°de gésterilmistir. Insandan farkli olarak
belirtilen evcil hayvan tlirlerinde HDL fraksiyonu en biiyiik kismu  teskil
etmektedir.Oysa insanda en fazla bulunan fraksiyon LDL’dir. Insan ve diger hayvan
tiirlerinin serum lipit konsantrasyonlarina bakildiginda (47) gerek total kolesterol
gerekse triagilgliserol konsantrasyonlarinm hayvan tiirlerinde insana gore oldukga diisiik
oldugu goriilmektedir (Tablo 8).

Elektroforetik olarak insan ve diger hayvan tiirlerindeki serum lipoproteinlerinin

dagilimlarmin dansitometrik gériiniimleri ise sekil 2 ve sekil 3°de verilmigtir.
2.1.5.Lipoproteinlerin Metabolizmalar

2.1.5.1. Ekzojen Lipidlerden Kaynaklanan Lipoproteinler

Ekzojen lipidlerden kdken alan, sindirim kanalinda sekillenen baslica lipoprotein
partikiilleri, diger lipoproteinlere gore daha biiyiik, hafif (d<0.95) ve triagilgliserolden
zengin olan silomikronlar’dir. Sadece bagirsagi direne eden lenf sisteminde olugan
silus icinde bulunurlar. Bunlar besinlerle alinan lipitlerin tlimiiniin ¢esitli dokulara
kullanim ve depolama amaciyla taginmasindan sorumludurlar.

Silomikronlar enterositler tarafindan sentezlenirler. Apolipoprotein B, graniilld
endoplazmik retikulumdaki ribozomlarda sentez edilerek, triagilgliserollerin temel
sentez yeri olan diiz endoplazmik retikulumda sentezlenmis olan silomikronlara katilwr.
Golgi aygitinda lipoproteinlere karbohidrat artiklar1 eklenir. Silomikronlar salgilayici

vakuoliin hiicre zan ile birlesmesi yoluyla ( tersine pinositoz) bagwsak hiicrelerinden
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salinirlar. Silomikronlar bagirsak hiicreleri arasindaki bosluklari gecerek sonunda
bagirsag1 direne eden lenfatik sisteme ve buradan da sirkiilasyona salgilanirlar.
Silomikronlar baglica apo B-48, apo E ve apoCI-CIII’ii igerirler. Silomikronlar, heparan
stilfat zincirleri vasitasiyla kapillar duvarlarina bagli olan ve doku enerji metabolizmas:
icin gerekli olan serbest yag asitleri ve monoagilgliserollerin salintmini katalize eden
lipoprotein lipaz ( LPL ) enzimi aracihfiyla daha kiigiik silomikron remnantlara
( silomikron artiklari) doniigiirler. Bu esnada triagilgliserollerinin %90°1m ve HDL’e
nakledilmek tizere apo A ve C’lerini kaybederler; ancak apo E ve B-48 remnant
partikiiliinde kalir. Meydana gelen silomikron remnantlar ana silomikronun ¢ap olarak
yaklagik yanisidir ve yiizde bilegimi, triagilgliserol kaybi nedeniyle kolesterol ve
kolesteril esterleri yoniinden nisbi olarak daha zengindirler. Apo B-48 ve apo E igerirler.
Silomikron remnantlar1 apo E’yi baglayan karacigerdeki selliiler bir reseptsr
vasitasiyla [apo E remnant reseptorii veva LDL reseptorii veya LDL-receptor-related
protein ( LRP)] alinirlar. Normalde, silomikronlar yemekten 8 saat sonra dolagimdan
uzaklastinlirlar ( 13, 22, 35 60, 74).

2.1.5.2. Endojen Lipidlerden Kaynaklanan Lipoproteinler

Yemekten sonra, silomikron artiklari karaciger tarafindan aliur. VLDL,
karacigerde endojen lipidlerden liretilir.

Silomikronlarin bagirsak hiicresi tarafindan olusturulma mekanizmasi ile VLDL’in
karaciger parankim hiicreleri tarafindan olusturulmasi arasinda bir ¢ok benzerlik vardir.
Farkh olarak VLDL, karaciger parankim hiicreleri tarafindan Disse bosluguna ve
buradan da endotel araliktan karaciger siniizoidlerine salgilanur.

Silomikronlarin ve VLDL’in boyutu, partikiil halindeki lipidin hidrolize olmadan
kapillerlerin endotel hiicrelerinden gecemeyisleri, besinlerle alinan yagin dolagima
portal sistem aracilifiyla degil de lenfatikler ( ductus thoracicus ) yolu ile girme
nedenidir. VLDL’ler de biiyiik fakat silomikronlardan daha kiictik, triagilgliserollerden
zengin, hafif partikiillerdir ve kan dolagiminda LPL araciligiyla yikimlandiktan sonra
cesitli dokulara enerji veya depolanmak amaciyla gonderilirler. VLDL ler baglica apo E,
apo B-100 ve apoCI-CII’ti igerirler. Metabolizmas: silomikronlara ¢ok benzer.
VLDL’in triagilgliserolleri LPL tarafindan yikimlandiginda intermedier dansiteli
lipoproteinleri ( IDL’leri yada VLDL remnantlar1 ) meydana getirirler. VLDL, IDL’nin
prekiirsérii ve IDL ise LDL’in prekiirsoriidiir. Her LDL partikiili bir VLDL
partikiilinden koken alr. IDL’ler triagilgliserol ve kolesterolin esit miktarlarm:
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icerirler. IDL’in metabolizmas1 2 farkli sekilde cereyan edebilir: 1) IDL’ler karaciger
tarafindan dogrudan apo B-100, E (LDL reseptor olarak da isimlendirilen) reseptorii ile
alinir. Sonug olarak, IDL’ler ¢abucak sirkiilasyondan uzaklagtirilirlar. Tiim VLDL’ler
ve IDL’ler normalde yaklagik 4 saat iginde sirkiilasyondan uzaklagtmilirlar. 2) IDL,
kolesterolden zengin ve sadece apo B igeren diigilk dansiteli lipoproteinleri (low
density lipoprotein: LDL) sekillendirir. Bunlar LDL reseptérii tarafindan sirkiilasyondan
¢ok yavas bir sekilde uzaklagtirilirlar (13, 35, 60,74).

Diger 2 lipoprotein karacigerde sentezlenir. Bunlar lipoprotein (a) ( Lp[a] ) ve
HDL’dir. Lp(a), apo (a) olarak isimlendirilen olduk¢a fazla heterojen glikozile bir
apolipoproteine disiilfid bagiyla bagh bir LDL molekiiliinden ibarettir. Apo (a), seker
artiklarimin  sayisma bagl olarak 280.000-800.000 Dalton arasinda bir molekiiler
agirhiga sahiptir. Sonug olarak, Lp (a)’nin birgok izoformu mevcuttur. Cekirdek proteini
yaklagik 235.000 Daltondur. Bu yapisiyla dogal trombolitik ajan olan plazminojene
benzer (13).

HDL, hem karaciger hem de bagirsakta sentezlenir ve salgilanir. Ancak bagirsak
kokenli olgunlagmamis HDL ( nascent HDL) apolipoprotein C veya E igermeyip sadece
apolipoprotein A igerir. Bdylece apo C ve E karacigerde sentezlenip intestinal HDL
plazmaya girdiginde buna aktarilir. HDL’in 6nemli bir islevi, silomikronlar ve VLDL
metabolizmasinda gerekli olan apolipoprotein C ve E igin bir depo gérevi gérmesidir
( 61). HDL 3 alt siufa ayrilir : HDL1, HDL2 ve HDL3. HDL2 ve HDL3 temel HDL
popiilasyonlaridir. HDL2, HDL3’den ~ %50 daha biyiiktiir. Bundan dolayr HDL2
HDI.3’den 3-4 kat daha fazla kolesteril ester ve triagilgliserol molekiilii i¢erir ( 30 ).

Olgunlagmamig HDL, apolipoprotein ve serbest kolesterol igeren disk seklinde ¢ift
tabakali fosfolipidden olusur. Lesitin : kolesterol agiltransferaz (LCAT) ve LCAT
aktivatorii apolipoprotein A-I diske baglanir. LCAT, yiizey fosfolipidi ve serbest
kolesterolii, kolesteril esteri ve lizolesitine doéniistiiriir. Polar olmayan kolesteril esteri
hidrofobik i¢ boliime gegerken lizolesitin plazma albiiminine aktarilir. Reaksiyon polar
olmayan bir ¢ekirdek olugturarak devam eder. Polar lipidler ve apolipoproteinler ile
kapli bir yiizey filmi olugturarak kiiresel HDL olusur. Esterlesmis kolesterol, HDL’den
diisiik dansiteli lipoproteinlere, drnegin silomikronlar, VLDL ve LDL’e, HDL’in diger
bir protein bileseni olan kolesteril ester transfer proteini ( CETP: apo D) ile aktarilir.
Boylece kolesteril ester transfer proteini, HDL’in kolesteril esterinin, gilomikron, IDL
veya LDL araciligiyla alinip karaciere taginmasma olanak saglar. Boylece LCAT

sistemi, esterlesmemis kolesteroliin fazlasiun lipoproteinler ve dokulardan
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uzaklastirlmasinda gereklidir. Kolesteril esterini kaybeden HDL3’de olugan
konsantrasyon gradienti sonucu dokulardan ve diger lipoproteinlerden kolesterolii alarak
karacigere kolesterol tagidigi disiiniilen HDL2’yi olugturur. Kiiciik ve yofun olan
HDL3’iin aksine HDL2 daha biiyiikk ve az yogundur (60). Kisaca HDL3 ve HDL2’nin
birbirlerine ddniislimiine bakilacak olursa;

HDL3, fosfolipid, serbest kolesterol ve Apo C’yi LPL aracilifiyla hiicrelerden alir
ve ara dansiteli HDL2'ye doniisiir. Ara dansiteli HDL2, serbest kolesterol ve
fosfolipid’in LCAT aracilifiyla kolesterol esteri ve lizolesitine déniigmesiyle HDL2’ye
doniisiir. Kolesteril esterinden zengin HDL2, CETP aracilifiyla kolesteril esterini
triagilgliserolden zengin VLDL’e verir ve karsihfinda triagilgliserolii alarak
triagilgliserolden zengin HDL.2’ye déniisiir. Bu d6niigtim sirasinda HDL2 nin boyutu ve
dansitesi azalmaz, aksine gegici bir artis olugur. Basta hepatik lipaz ( HL) olmak iizere
LPL tarafindan da transfer edilen triagilgliserollerin hidrolizi HDL2’nin boyut ve
dansitesinde azaligla sonuglanir. Apolipoproteinlerin uzaklastiriimasiyla miiteakip
fosfolipolizis, triagilgliserol hidrolizi ve triagilgliserollerle kolesteril esterlerinin yer
degistirmesi HDL2 nin tam olarak HDL3’e doniigiimiiyle sonuglanir ( 30 ). Bu nedenle
HDL doku kolesteroliiniin karacigere tagsindig: ters kolesterol transportunda énemli bir

rol oynar. HDL konsantrasyonlar: koroner ateroskleroz insidansi ile ters iligkilidir (60).

2.1.6. Tavuk Lipoproteinlerinin Metabolizmasi

Kuslardaki lipidin metabolizmasi insanlardan 2 ydnden farkhlik gosterir. Itk olarak,
memelilerde lenfatik sistem aracihiiyla silomikronlar olarak taginan ekzojen lipidler
kus tiirlerinde, biiyllk VLDL yada portomikronlar olarak portal sistem aracilifiyla
kana taginirlar. Kuslar ve ¢ogu memeliler arasindaki ikincil temel fark, karaciferin
kuslarda lipogenezisin temel bélgesi olmasidir. Oysa lipid biyosentezi memelilerde hem
karacifer hem de adipoz dokuda olmaktadir. Bu faktérlere ilaveten, kuslarda yumurta
saris1 lipidinin prekiirsorleri olarak belli serum lipoproteinleri kullaniimaktadrr. Bu da
aktif yumurta olusumunun periyotlar1 esnasinda serum lipoprotein profilinin
aragtiriimasina neden olmustur (19).

Piliglerde fonksiyonel lenfatik bir sistemin bulunmayigindan dolayr enterositlerde
sentezlenen ve memelilerdeki silomikronlarm karsiigs olan VLDL partikiillerinin
sirkiilasyona portal sistem yoluyla dahil olduklar1 tespit edilmigtir. Bu lipoprotein
partikiillerine ilk olarak “ portomikronlar” isminin Bensadoun ve  Rothfield
tarafindan verildigi bildirilmigtir (1). Tavuklardaki ve dier hayvanlardaki kan



22

lipoproteinlerinin kalitatif ve kantitatif yonleri iistiine bilgiler Chapman (19) tarafindan
1980 yilinda derlenmigtir. Yumurtlamayan tavuklarda ve yavru horozlarda diger
tirlerdekilerin karsiliklar: olan immiinolojik olarak 3 farkli lipoprotein identifiye
edilmigtir. Bunlar VLDL, LDL ve HDL lipoproteinleridir ve sirasiyla ortalama 60, 120
ve 360 mg/100ml plazma konsantrasyonunda bulunurlar. Yumurtlamanin
baslangicinda, VLDL  konsantrasyonlar: 1400mg / 100ml plazma seviyesine
yikselirken, HDL yaklagik olarak yariya iner. Yumurtlayan tavuklarin plazmas:
vitellogin olarak isimlendirilen ve fosfitin ile lipovitellin kisimlarindan olugmus bir
lipofosfoprotein icermektedir. Bu lipofosfoprotein ve VLDL yumurta sansi lipidlerinin
prekdirsoriidiirler.

Yumurtlayan tavugun plazmasindaki VLDL’nin yiiksek konsantrasyonlari,
yumurtlamanin  baglangicnda olusan hormonal degisikliklere cevap olarak
karacigerdeki artan sentezin bir sonucudur. Onceki galigmalarda bu degisikliklerin
tamamen Ostrojenlerin etkilerinden dolayr olmadiinin gésterilmesine ragmen, yavru
horazlarda yapilan son ¢ahsmalar lipit metabolizmas: iizerine 6strojen uygulamasinin,
yumurtlamanm baslangicinda olan tavuklardakine benzer etkiler iiretti3ini g6stermigtir
(D).

Plazma lipoproteinlerinin lipit komponentleri i{izerine yapilan galigmalar, yavru
horozlar, yumurtlamayan ve yumurtlayan tavuklarda VLDL, LDL ve HDL’deki biiyiik
lipit siniflarinin oranlarmin benzer oldugunu gdéstermigtir. Yumurtlayan tavuklardaki
ovaryum foliikiilleri ve plazmanin lipid komponentleri iistiine yapilan daha detayli
calismalar, lipid kompozisyon ve yapisinda benzerlikleri ortaya koymustur. Her bir
Omekteki lipitlerin yaklasik %67’sinin triacilgliserol, %30’unun fosfolipid’den ve
%3’iiniin de kiigiik lipit siniflarindan ibaret oldugu belirlenmigstir. Bu bilgiler, plazma
lipoproteinlerinin yumurta folikiillerde pargalanmamis olarak depolandift gériisiinii
desteklemistir. Elektron mikroskobuna dayali ilk ¢ahigmalar, pargalanmamg
lipoproteinlerin gelisen ovuma pinositozisle girdigini ileri stirmiistiir (1).

Lipoproteinlerdeki  triagilgliserollerin ~ hidrolizi, = ekstrahepatik = dokulara
triagilgliserol yag asitlerinin transferinde esansiyel bir basamaktir. Meme ve adipoz
dokudaki g¢ahsmalar, triagilgliserol alimmi ve LPL aktivitesi arasinda iyi bir
korelasyonun mevcut oldufunu ve enzimin aktivasyonunun fonksiyonel bdlgesinin
kapiller endotellerinin luminal yiizeyinde oldugunu gostermistir. Tavuk adipoz doku
LPL’1 igin LPL’in yiiksek spesifiteli inhibitSrleri olarak fonksiyon géren antikorlari
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kullanarak LPL’mn dokulara plazma triagilgliserol yag asitlerinin transferi i¢in zorunlu
oldugunu belirlemiglerdir (1).

Gelisen ovaryum oositine kandan triagilgliserol yag asitlerinin transferinin
lipoprotein lipaz (LPL) aracilifiyla oldugu gosterilmigtir. Triagilgliserol transferi
kuslarda LPL antikorlarimin enjeksiyonu ile bloke edilmigtir. Bu bulgu lipidin gelismig
oosit i¢ine plazma liporpoteinlerinden transfer edilme mekanizmasmmn diger dokular
tarafindan lipidin alinimi ile aym oldugunu gostermektedir (1).
icerir. Yumurta sarist komponentlerinin ¢ogu strojenin kontroli altinda karacigerde
sentezlenen plazma prekiirsorlerinden kéken alr. Tavuklarda, temel yumurta sarisi
prekiirsdrleri lipoproteinlerdir. VLDL ve vitellogenin (VTG)’in, plazma diizeyleri,
dstrojen verilen horozlarda ve yumurtlayan tavuklarda olduk¢a artar. VLDL’in temel
protein komponenti apo B, hem transkripsiyonal ve hem de translasyonal diizeylerde
Ostrojenle giiclii bir sekilde indiiklenir.

Plazmadan yumurta saris1 prekiirsérlerinin (VLDL ve VTG) oositlerin biiylimesiyle
spesifik ve etkili almmi, reseptor-baglantili endositozis aracihifiyla olusur. Oositlerde
bulunan anahtar molekiil 95kDa biiyiikliigiinde bir reseptordiir ve her iki lipoproteinin
allmindan sorumludur ( 82).

2.2. LIPOPROTEINLERIN SEPARASYON TEKNIKLERI
Lipoproteinler;  ultrasantrifiigasyon,  presipitasyon, elektroforezis, kolon

kromatografisi veya immunolojik prosedirler ile serum ya da plazmadan izole
edilebilirler ( 63) (tablo 9).

2.2.1. Presipitasyon Teknigi ve Klinik Onemi

En sik kullamlan lipoprotein separasyon tekniklerinden biri de presipitasyon
yontemidir. Presipitasyon yOntemi, kolaylifn ve az zaman almasi nedeni ile
ultrasantrifiijle separasyon metoduna tercih edilmektedir.

Lipoproteinlerin glikozaminoglikanlar ( GAG ), sodyum fosfotungstat ve notral
polimerler ile molekiller kompleksler meydana getirdikleri bilinmektedir (23). Bu
dzelliklerden istifade edilerek, lipoproteinlerin serumdan presipitasyonla separasyonlar:
saglanmugtir.

insanlarda  ozellikle atherosklerozis ve  koroner arter  hastahfinda
hiperlipoproteinemia’nin nemi bilinmektedir. Hiperlipoproteinemia; diabetes mellitus,
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akut pankreatitis, hipotroidizm, enfeksiyonlar, gut ve bazi Iipidozlarl iceren diger
hastaliklarin da 6nemli bir komponentidir. Bu agidan lipoproteinlerin separasyonu ve
miktar tayini insan hekimliginde lipit baglantili hastaliklarin teshisinde biiyiik 6neme
sahiptir.

Kolesterol 6l¢timii i¢in HDL, genellikle polianyon ve divalent katyonlar ile (or;
heparin-mangan, dekstran siilfat-magnezyum) apo B iceren liporoteinlerin selektif
presipitasyonuyla separe edilir ( 63, 86 ). HDL siipernatantda kalir ve siipernatantin
kolesterol igerigi total HDL konsantrasyonunun &l¢timiinde kullanilir. HDL kolesterolii
6lgiildiikten sonra asagidaki Friedewald (33 ) esitligine gére VLDL ve LDL kolesterolii
hesaplanir (42) :

[ LDL kolesterol ] = [ total kolesterol ] — [ HDL kolesterol ] - [ triagilgliserol ]

5

2.2.2. Polianyon- Lipoprotein Etkilesimi

Belirli sartlar altinda, diisiik dansiteli lipoproteinler nétral pH'da siilfatlanmig
polisakkaritlerle serumdan presipite edilirler. Suda ¢6ziinmeyen komplekslerin olusumu
siilfatlanmis amilopektin yada dekstran siilfat gibi yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklere
ve heparin gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesiklere ilave edilen divalent katyonlar ile
gerceklesmektedir (16).

Siilfatlanmig polisakkaritler ve plazma lipoproteinleri arasindaki ¢6ziinmez
komplekslerin sekillenmesinin 1955 yilinda tespit edildigi bildirilmigtir. Bu
komplekslerin nétral pH’da, organik solventlerin varlifinda olusdugu ve iyonik gii¢
yada kompleks olusumu i¢in zorunlu gibi goriinen belli metal iyonlarimi uzaklastiran
selasyon ajanlarinin ilavesiyle yada iyonik giiciin artigiyla kolayca ¢oziilebildigi ortaya
konulmustur (15, 16, 23, 45).

Heparin

Bir takim polisakkarit zincirlerinin yaygin bir protein gekirdege baglandig: klasik
bir proteoglikandir (PG). Bununla birlikte, heparin mast hiicrelerin graniillerinde
depolanir ve bu nedenle intraselliiler olarak olusur. Heparin, medikal 6nemi olan, baz1
yapisal ve fonksiyonel &zelliklere sahiptir. Tekrarlayan disakkarit {initesi olarak
glukozamin (GIcN) ve bir iironik asit ( UA ) igerir. Glukoz artiklarrun amino
gruplarinin ¢ogu N-siilfat’lidir. Fakat bir kag1 asetiledir. GlcN, Cs’da bir siilfat esteri de
tasir. Uronik asit artiklarmin yaklasik %90°1 Iduronik asit’dir ( IJUA); sadece %10’u
glukuronik asit’dir (GlcUA). Heparin proteoglikaninin protein molekiilii tektir. Serin ve



26

glisin artiklarindan ibarettir (49,56). Heparin ticari olarak sigir akciger yada domuz
intestinal mukozasindan elde edilir. Molekiiler agirligi 6000-30.000 Da arasmndadir.
Heparin agagidaki monosakkaritlerin tekrarlanmast ile olugur (56) :

Tekrarlayan Monosakkarit {Initeleri

A B
Co0
0
~0 ( OH 0
OH CH,OR' R:-50y yaia
p-D-GLUA ;0 -COCH3
{ Glukuronik asit) OH 0 —
R': -Hyada
0 \ HNR -803
00"
e Q p-D-GLN
¢ Glukozamin )
OR
u."L- Idqu-
( Iduronik asit )

Dekstran Siilfat

Dekstran siilfat (DS) her glukoz molekiiliine bagli 3 stilfat grubuyla yaklasik %17
kiikiirt (S) iceren heparin benzeri bir polisakkarittir. Heparinin sentetik analogudur ve
heparin-Mn™ ile iyi bir korelasyon sergiler. Molekiiler agirlig1 4000-500.000 arasinda
degisir. Onceki arastirmalar lipoprotein presipitasyonunun DS’1in molekiiler agirhigmin
bir fonksiyonu oldugunu gostermektedir. Daha biiyiik DS molekiilii, lipoproteinleri
presipite etmeye daha fazla egilimlidir (87).

Siilfatlanmus polisakkaritler ile lipoproteinlerin iligkisini etkileyen faktorler
arasinda lipoproteinin tiirii ve polisakkaridin niteligi kadar pH, iyonik gii¢ ve metal
iyonlarinn tiiriinii de saymak miimkiindiir (16).

pH ve Iyonik giic: Siilfatlanmis polisakkaritler, izoelektrik noktalarinm asit
kisminda birgok proteinle etkilesirler. Diger yandan fibrinojen, alblimin ve baz
lipoproteinler de izoelektrik noktalarmin alkali bolgesinde molekiiler kompleksler
olustururlar. Fibrinojen- siilfatlanmig polisakkarit kompleks olusumunu elimine etmek
icin lipoproteinlerin arastirilmasnda serum tercih edilmektedir. Siilfatlanmig
polisakkaritler plazmadan B lipoproteinleri segici olarak presipite ederler. Albiimin,
lipoproteinlerin preipitasyon metotlar: ile izolasyonlarinda presipitasyona engel teskil

etmeksizin siilfatlanmig polisakkaritlerle ¢oziiniir kompleksler olusturur.
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Presipitasyon proteinin izoelektrik noktasina ve pH'sma bagh olarak gekillenir.
zoelektrik nokta pH’st 5.7 olan Sf 0-10 ya da B lipoprotein fraksiyonu alkali
soliisyonlarda heparinle ¢6ziiniir bir kompleks olusturur ve izoelektrik noktasinin
altinda ya da o noktada ¢dziinmez bir kompleks olusturur. Bu pH’da bir ¢ok protein
presipite oldugundan reaksiyon sartlar1 nétral — alkali pH smirmda lipoproteinlerin
segici olarak presipitasyonu igin ayarlanmaktadir. Bu da spesifik metal iyonlarmm
ilavesiyle ya da alkali pH’da lipoproteinleri presipite eden siilfatlanms polisakkaritlerin
kullaniimastyla saglanmaktadir.

Baz: lipoprotein-siilfatlanmus polisakkarit iligkilerinin spesifitesi iyonik gliclin bir
fonksiyonudur. Bu nedenle heparin ve CaCl, serumdaki silomikronlar: ¢oktiiriir, fakat
iyonik gii¢ azaltilmaksizim B lipoproteinler presipite olmaz. Diger serum proteinleri,
diisiik iyonik giigte, protein-siilfalanmis polisakkarit-metal iyon kompleksleriyle birlikte
presipite  olabilecegi igin iyonik glicin  kontroli lipoproteinlerin  segici
presipitasyonunda  Onemlidir. Coziinmez lipoprotein siilfatlanmis polisakkarit
kompleksleri yiiksek iyonik giiclii soliisyonlarda ¢oziiniirler.

Metal iyonlar: Coziinmez lipoprotein-siilfatianmis polisakkarit komplekslerinin
olusumu ortama metal iyonlarmm ilavesine baglidir. Heparin ve diisiik molekiiler
agirlikli dekstran siilfatin her ikisi de pH 5.7°de lipoproteinlerle ¢dziiniir kompleksler
olustururlar. Coziinmez kompleksler spesifik metal iyonlarinm ilavesiyle pH 6.5-8.5
sinirinda  sekillenir. Lipoprotein-siilfatlanmmug polisakkarit-metal iyon kompleksleri
yaklasik pH’9 da ¢6ziiniir hale gelir. Metal iyonlar1, pH ve iyonik giictin hepsi kompleks
olusumunun spesifitesine yardim eder.

Metal iyonlar1 2 grup i¢inde ele alnir:

a) Toprak Alkaliler ( Mg ™, Ca *?, Sr*? ve Ba™ ) : Bu metaller karboksil ve
siilfat gruplariyla iligkiye girerler.

b) Gecis elementleri ( Mn*?, Co™® ve Ni*?) : Proteinin imidazol ve. amino
gruplar1 gibi nitrojen iceren baglarla kompleksler olusturmaya meyillidirler. Metal
iyonlarmimn proteinlerle kompleks olusturdugu ve molekiliin pozitif yiikiine katkida
bulundugu farzedilebilir. Bu nedenle stilfatlannms polisakkaritlerle ¢oziinmez
komplekslerin sekillenmesinde bu iyonlarin etkisi hidrojen iyonlarinm etkisine az ¢ok
analogdur.

Metal iyonlarmn ilavesinin baz1 siilfalanmis polisakkaritlerle B lipoproteinlerin
presipitasyonu igin gerekli olmasina ragmen, onlarin varh@: baz1 aragtincilar tarafindan
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zorunlu goriilmemektedir (16). Metal iyonlar1 ilave edilmeksizin bazi sﬁlfaﬂannns
polisakkaritlerle de serum lipoproteinlerinin presipite edilebilecegi bildirilmigtir. Ciinki

serumda zaten mevcut olan Ca®

un yeterli oldugu diigliniilmiistiir. Suda ¢dzlinmeyen
lipoprotein-siilfatlanmig polisakkarit-metal iyon kompleksleri, sitrat yada okzalat gibi
selasyon yapan ajanlarin ilavesiyle kolayca ¢ziilebilir. C6ziinme, iyonik giiciin artisiyla
ve Ba™ yada protamin tuzlar ile siilfatlanmis polisakkaridin sellektif olarak presipite
olmasiyla gerceklesir (16).

Siilfatlanmis Polisakkaridin Yapisi: Polimerizasyonun derecesinin ve siilfat
iceriginin kompleks formasyonunu etkileyen 2 biiyiik faktdr oldugu tespit edilmigtir.
Siilfatlanmig polisakkaritler natif olanlara gore lipoproteinlerle daha gii¢lii kompleksler
olusturur. Siilfat gruplarn az olan polisakkaritlerin de artan konsantrasyonlan
presipitasyonu arttirdabilir (16).

Polisakkaridin kimyasal kompozisyonunun molekiiler kompleksin yapismt
etkiledigi ileri stiriilmistir. Karboksil gruplari igeren siilfatlanmig polisakkaritler.
sadece geri doniisiimsiiz-¢oziiniir kompleksler sekillendirirler. Molekiiler kompleks, N-
asetil ve N-siilfatil heksozamin artiklarini igeren siilfatlanmis  polisakkaritlerin
mevcudiyetinde geri doniistimlii-¢6ziiniir tipdendir (16).

Dekstran siilfat ve heparin gibi siilfatlanmis polisakkaritlerle lipoproteinlerin
iligkisi hem ¢Oziinlir hem de ¢oziinmez komplekslerin  sekillenmesivle
sonuglanabilmektedir. Lipoproteinlerin ve siilfatlanmis polisakkaritlerin iligkilerinin
sonucu olusan molekiiler komplekslerin 3 ayr1 grup olarak disiiniilmesi miimkiindiir:

a) Coziinmez kompleksler

b) Geri- doniistimlii ¢oziiniir kompleksler

¢) Geri-doniisiimstiz ¢6ziintir kompleksler

Burstein (16), siilfatlanmig polisakkaritler ve metal iyonlaniyla diisitk dansiteli
lipoproteinlerin  presipitasyonunun ~ serumun  iyonik giciinlin  azaltiimasiyla
kolaylagtirilacagin: ve arttirilarak inhibe edilecefini gdstermigtir. Ayni durum yiiksek
dansiteli lipoproteinler i¢in de gegerlidir. NaCl’iin ilavesiyle serum iyonik giiclindeki
artis presipitasyonu inhibe etmektedir. Bu inhibisyon hem polianyon hem de divalent
katyon konsantrasyonlarimi arttirarak belli bir dereceye kadar agilabilir. Stilfatlanmis
polisakkaritler ve belli plazma lipoproteinleri arasindaki ¢oziinmez kompleksler.
organik solventlerin varhginda ve nétral pH’da meydana gelir ve iyonik gii¢ artiglariyla
yada kompleks olusumu igin gerekli olan belli metal iyonlarim uzaklagtiran gelasyon



29

ajanlarinin ilavesi ile kolayca ¢6ziinebilir. Plazma lipoproteinlerinin saflagtirilmas: ve
izolasyonu i¢in presipitasyon metotlari, bu duruma dayandirilarak geligtirilmistir ( 16).

Lipoprotein-Polianyon/Divalent Katyon fligkisinin Prensibi:

Polianyonlarin divalent katyonlarla birlikte lipoproteinleri presipite etmesinin
spesifik mekanizmast kesin olarak kanitlanmamistir. Bununla birlikte ﬁpoproteinlerin
protein kisimlar1 {izerindeki pozitif yiiklii guruplar ve polianyonlar istiindeki negatif
yiiklii guruplar arasindaki iligki muhtemelen 6nemlidir. Divalent metal iyonlari, suda
¢6ziinmeyen komplekslerin olusumunu kolaylagtirmak i¢in lipoproteinler iistiine negatif
olarak yiikli gruplarla ( fosfolipidler gibi) etkilesir. Daha biiyiik, lipidden zengin
lipoproteinler, (VLDL, LDL) proteinden zengin HDL gibi daha kiigiik olandan ¢ok daha
kolay ¢6ziinmeyen kompleksler olusturur. LDL ve polianyonlar arasindaki iliskinin 2
sekilde oldugu One siiriiliir : a) Coziiniir kompleksler olusturmak igin polianyonlardaki
asidik gruplar ve apolipoproteinlerdeki bazik amino gruplar: arasindaki bag olusumu, b)
Polianyondaki asidik gruplarla divalent katyonlarin birlesmesi ve LDL’in fosfolipid
oranina bagl olarak ¢bziinmez komplekslerin olusumu i¢in c¢apraz baglantilarin
olusumu. C6ziinmez kompleksler, diisiik hizh santrifligasyonla ¢oktiiriilebilirler (56).

Ayrica, LDL ve Glikozaminoglikan (GAG)’lar arasindaki iliski, GAG’m negatif
yiiklii siilfat ve karboksil gruplar: ile LDL’deki en nemli protein olan apo B-100"deki
lizin ve arginin gibi bazik amino asit artiklar1 arasmndaki iyonik giiclerle
aciklanmaktadir. LDL’deki diger bir protein igerigi de apo E’dir. Apo E de hem LDL
reseptdriine hem de heparine baglanmaktadir. Heparinin yapisinda bulunan siilfat ve
karboksil gruplari, apo E peptidindeki lizin ve arginin artiklari arasinda gili¢lii bir
elektrostatik ve hidrojen bagi kurmaktadir. Heparin gibi LDL reseptérii de fazlaca asidik
bir molekiildiir. Bundan dolay1 GAG’a benzer. LDL reseptérii tizerindeki aspartik ve
glutamik asit gibi amino asitlerin karboksil gruplarmin heparindeki yada kondroitin-6
siilfattaki siilfat gruplarmna benzer sekilde apo B ve E’deki bazik artiklarla ( lizin,
arginin) ivonik iligkiler olugturdugu kabul edilmektedir (45, 56 ).

Ozet olarak, divalent katyonlarm varhginda siilfatlanmig polisakkaritler nétral
pH’da tiim lipoprotein siuflarim ( silomikron, VLDL, LDL ve HDL) presipite
edebilmektedir. Bu presipitasyon anyon ve katyonlarin yapisina, ayrag
konsantrasyonuna ve iyonik giice baglidir. Silomikron ve VLDL ile ¢dziinmez bir
kompleksin olusumu ( lipoprotein-polianyon-katyon) LDL’den daha kolay ve LDL ile
kompleks sekillenmesi de HDL’e gore daha kolaydir (16). Protein/lipid oram1 HDL’den
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silomikronlara dogru azalw. Bu oran diigtlili zaman ¢6ziinmez kompleks daha kolay
sekillenir. Anyon ve katyonlarm belirli konsantrasyonlarmmn tiim lipoproteinleri
presipite etmesine ragmen, gerekli miktarlar aym degildir ( silomikron < VLDL < LDL
< HDL). Bu sebepten dolay: siilfatlanmig polisakkarit konsantrasyonlarmi basamak
basamak arttirarak serum lipoproteinlerinin farkli smiflarm izole etmek miimkiindir.
Iyonik giiclin degismesi ile silomikronlarin, VLDL ve LDL’in aymrici presipitasyonu
yapilabilir ( 16).

Sodyum Fosfotungstat

Diisitk dansiteli ve yiiksek dansiteli lipoproteinlerin fosfotungstik asidin sodyum
tuzuyla (NaphT) da presipite edildigi bildirilmigtir ( 4,15, 16, 18, 37, 88). NaphT
heparin gibi nisbi yiiksek molekiiler agmrlig1 ve negatif yiikii sebebiyle lipoproteinterle
kompleks teskil eder ( Fosfotungstik asit : 24WO;. 2H3P0,4.48H,0 su degiskendir.).
Na-fosfotungstat / Mg ile LDL’in presipitasyonu, siilfatlanmis polisakkaritlerden farkls
olarak serumun iyonik giiciiniin arttiriimasiyla inhibe edilemez (23). Tersine Burstein ve
ark. (15) Na-fosfotungstat ve NaCl'iin yiiksek konsantrasyonlarinda tiim diigiik dansiteli
lipoproteinlerin divalent katyonlar ilave edilmeksizin notral pH’da presipite edildigini

gostermiglerdir.

Polietilen Glikol

Lipoproteinlerin presipitasyonunda dekstran ve polietilen glikol ( 43, 50, 59, 83,
97) gibi nbtral polimerler de kullamlmaktadir. Polietilen glikol [H ( OCH,CH; ), OH]
ticari olarak farkli molekiiler aguliklara sahip ( 190-20.000 M.W ) nétral bir
polimerdir. Nétral polimer ile kompleks olusumunun hidrojen baglar: ile meydana
geldigi ileri stiriilmiistiir (16). Yiikstiz, suda ¢dziinen polimerler tarafindan protein
presipitasyonunun yeni bir tipi tammlanmugtir. Buna gére, polietilen glikol , polimerin
konsantrasyonuna bagh olarak proteinleri presipite etmektedir. Bazi yiiksiiz suda
¢Oziiniir polimerler, ( polietilen glikol, molekiiler agirligi 500, 4000, 6000, 20.000 ve
10% ; polipropilenglikol molekiiler agirlig1 400, 500 ve polivinilprolidon ) insan serum
proteinlerini ve lipoproteinlerini presipite eder. Polimerle protein arasindaki iligki; pH,
iyonik gii¢, protein konsantrasyonu ve mevcut iyonun tipleri gibi bir ¢ok degiskenle
kontrol edilir. Polimerin ortalama molekiiler agirhii ve konsantrasyonu da protein
presipitasyonunu etkiler. Bu gartlar altinda , parametreler kontrol edildiginde proteinin

molekiil agrlig bitytidiikkge, daha kiigiik polimer konsantrasyonunun presipitasyon igin
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gerekli oldugu gorillir. Polimerin molekiiler agulgi biiylidikkge, proteinin
presipitasyonu i¢in gerekli konsantrasyonu da kiigiilmektedir (83).

2.3. AMAC

Hiperlipidemia ile iligkili metabolik bozukluklarin aragtlmasi, plazma
lipoproteinlerinde hem kalitatif hem kantitatif degisikliklerin tanimlanmasini gerektirir.
Kalitatif degisiklikler genellikle elektroforetik mobilitedeki degisikliklere gore
degerlendirilmektedir; fakat ultrasantrifiigasyon ve presipitasyon tekniklerinin
kullanimiyla lipoprotein siniflarinin  6zellikle lipid kompozisyonlarinin kantitatif analizi
kolaylasmustir ( 6).

Koroner arter hastalif i¢in bir risk faktorii olarak HDL kolesteroliiniin 6l¢timii son
yillarda olduk¢a 6nemli olmustur (21). HDL kolesterol 6l¢lim metotlar:, klasik
ultrasantriflij prosediirleriyle karsilagtirilarak kismen dogrulanmistir. Ultrasantrifligasyon
tekniklerinin referans olarak kullanilmasina ragmen, pahali olusu, ekipman ve beceri
gerektirmesi ayrica uzun zaman almasi rutin labotaruvarlar i¢in uygun degildir (87).
Bununla birlikte, ultrasantrifiigasyon ile 1.063-1.210 g/ml’lik dansite aralifinda izole
edilen HDL’de baz1 problemler mevcuttur :

a) HDL bu dansite arahgmnda diger lipoproteinlerle kontaminedir. b)
Lipoproteinlerin yeniden eldesi genellikle %90°’dan daha azdir. ¢) Yiiksek tuz
konsantrasyonlarimin kullanimi lipoproteinlerin 6zelliklerini degistirir. Bunun igin
ultrasantrifligasyon yada herhangi bir diger metot referans prosediir olarak kullanilmaya
uygun degildir (93).

HDL homojen bir lipoprotein degildir. Daha ziyade, tiim lipoprotein siniflarinin en
heterojen olanidir. Genellikle HDL2 ve HDL3 gibi en az 2 alt sinifa sahip oldugu kabul
edilmektedir. Aslinda, ulirasantrifiigasyon dansite gradienti ile ayrilan HDL 12 alt
fraksiyona ayrilir. Bu heterojenite degigik HDL kolesterol metotlar: arasindaki ayriligin
nedenini tegkil etmektedir (93). HDL’in rutin izolasyonu igin polianyonlar ya da
divalent katyonlarla kombine siilfatlanmis polianyonlar ile ( deterjanlar yada nétral
polimerler ) apolipoprotein B igeren lipoproteinlerin segici presipitasyon metotlar: tercih
edilmektedir. HDL, presipitasyon sonrasi siipernatantta kalan kolesterol olarak &l¢iilir
(21, 25).

Ultrasantrifigasyon metoduyla kargilastirildifinda presipitasyon metotlart daima
aym sonucu vermezler. Bunun baglica sebepleri : Apo B igeren lipoproteinlerin tam

olarak presipite olmamasi, o lipoproteinlerin kopresipitasyonu, d>1.063 g/ml
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fraksiyonda apo B igeren lipoproteinlerin varhify ve presipitasyon aywraglarinin ayrica
ultrasantrifigasyon prosediiriinde kullanilan KBr’tin kolesterol dl¢limiinde engel tegkil
etmesidir (25).

Cogu klinik laboratuvarda HDL kolesterolii, VLDL ve LDL’in heparin, dekstran
stilfat, sodyum fosfotungstat yada polietilen glikol ile presipite edilmesine dayali
metotlarla Slglilmektedir. Bu presipitasyon metotlar1 ultrasantrifiigasyon metotlariyla
uyumludur (65). Buna ragmen hangi metodun gergek HDL kolesterol degerini verecegi
sorusu hala bilinmemektedir (93).

Insan plazmasmdan lipoproteinlerin separasyonu igin gelistirilen teknikler her bir
lipoprotein siifinm fiziksel ve kimyasal 6zellikleri arasindaki farkhliklar ylizinden
diger tiirler i¢in gegerli olmayabilir. Ornegin, belli sartlar altinda LDL ile kopresipite
olabilen, LDL’e benzer bir dansiteye sahip HDL’in apolipoprotein E'den zengin bir alt
fraksiyonunun  kanin  plazmasindaki varhgi LDL ve HDL  kolesterol
konsantrasyonlarinin ~ 6lglimii  icin  kullanulan metodolojilerin  bazisini gegersiz
kilabilmektedir (6). Hayvanlarda lipoprotein fraksiyonlar1 {istiine yapilan ¢ogu
cahgmalarda insan lipoprotein fraksiyonlariyla karsilagtiriima yapilmistir. Bunun igin
insan lipoproteinlerini separe etmek igin dizayn edilen metotlar kullamlarak hayvan
lipoproteinleri separe edilmistir ( 69).

Hayvan tiirlerinin serumlarinin ¢ogu insandan daha diisiik total lipoprotein, B
lipoprotein ve kolesterol konsantrasyonuna sahiptir. Buna ragmen ¢ogu hayvanda
insandaki gibi 3 temel serum lipoprotein fraksiyonu gézlenmektedir. Bunlar; LDL,
VLDL ve HDL dir ( 84).

Heparin, dekstran siilfat, sodyum fosfotungstat ve polietilen glikol izolasyon
prosediirlerinin farkli mekanizmalarla tiim kompleks lipoproteinleri presipite ettigi insan
lipoproteinleri i¢in kamtlanmistir. Fakat hayvan tiirlerine bu izolasvon prosediirlerinin
uygulamgina dair siurh bilgi meveuttur (11, 72).

Mevcut ¢aligmada insan lipoproteinleri i¢in gelistirilen presipitasyon metotlarinin
hayvan lipoproteinlerine uyarlanmasi ve presipitasyon i¢in kullanilan ayirag
konsantrasyonlar: ve optimum sartlar tespit edilerek lipoprotein ayirimi igin en uygun
presipitasyon ySntemlerinin belirlenmesi amaglanmgtir.

Veteriner hekimliginde teshis ve tedavinin 6nem arzettigi, ekonomik kayiplara yol
acan bir takim hastaliklar karacifer harabiyeti ile son bulmaktadwr. Karaciger
hastaliklar1 diger hastaliklarin seyrini ve prognozunu olumsuz sekilde etkilemektedir.
Karaciger fonksiyon bozuklugu neticesinde birgok kan parametresi degisiklige ugrar.
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Plazma lipoproteinlerinin de baglica sentez yeri karacigerdir. Anormal serum lipit
kompozisyonlarinin, anormal karaciger fonksiyonuyla iligkili olmast sebebiyle karaciger
hastahklarinin plazma lipoproteinlerinde degisiklie yol agabilecegi diigtiniilmektedir
(75). Aym1 zamanda karaciger hastalifi sonucu olusan anormal lipoproteinler, yapi,
kompozisyon ve konsantrasyondaki g6ze carpan degisikliklerden dolay: selliiler
fonksiyonda Onemli etkilere sahip olabilir. Plazma lipit konsantrasyonu yada
kompozisyonundaki basit degisiklikler, lipoprotein metabolizmasinda veya
lipoproteinlerin elektroforetik kompozisyonlarinda kompleks degisiklikler meydana
getirir. Bu degisikliklerin analizi karacifer hastaliklarmn degerlendirilmesinde ve
prognostik bir amag i¢in kullanilmasinda yegane yoldur ( 40).

Bu anlamda uygulama kolayhfina sahip olan presipitasyon metodu ile
lipoproteinlerin separasyonu, hayvan tiirlerinde lipit metabolizmasinin degisik
hastaliklarim belirlemede ve smiflandirmada kullanilabilir. Omegin; ketozisli sigirlarin
serum lipoproteinlerinde bazi ciddi degisimler gézlenmistir ( 29, 35 ). Karacigerde hasar
olusturan hepatik lipidosis, tikanma sarili§1, parangimal karaciger hastahginda da lipit
metabolizmasinda belirgin degisiklikler gézlenmistir ( 34, 40, 61, 75 ). Kolik ve ¢imen
hastabikli atlarda total lipidlerde bir artisa paralel olarak, hipertriagilgliserolemi ve
hiperkolesterolemi goriilmektedir (62). Deneysel olarak olusturulan karaciger hastalikli
ponilerde serum lipit ve lipoprotein konsantrasyonlarindaki degisimler bildirilmistir
(10). Aghga, sismanhga, strese, gebelik ve laktasyona bagh olarak da ponilerde
hiperlipidemia goriilmektedir (90). Atlarda gorillen laminitis’in podolojik bir
problemden =ziyade sistemik bir sendrom oldugu ve lipit metabolizmasindaki
bozukluklarla iliskili olabilecegi de bildirilmigtir (70). Lipid metabolizmasinin primer
ve sckunder bozukluklar: kopeklerde ve kedilerde tammlanmistir. Kopeklerde, yemek
sonras1 hiperlipidemialar, pankreatitis, diabetes mellitus, renal hastalik, hipotiroidizm,
kolestazis ve ¢ok yiiksek yagh dietlerle iligkili olabilir (6, 7, 9, 11, 28, 71, 72).
Kedilerde bunlara hipersilomikronemia da eklenebilir ( 46).

Bahsedilen bu evcil hayvan dislipoproteinemialarinin, ilgili hastaliklarin teghisinde
ve prognozlarinm takibinde polianyon presipitasyon yontemlerinin serum lipid
kompozisyonlarinin tespitinde Snemli faydalar saglayacagi digliniilmektedir. Ayrica
insanlarda HDL kolesterol 6l¢timii kardiyovaskiiler hastaliklar ve atherosklerozis igin
degerliyken hayvan tlirlerinde de birtakim lipit metabolizmasi bozukluklarinin
teshisinde degerlendirilebilir.



34

3.MATERYALVE METOT

3.1.MATERYAL

3.1.1. Kan Orneklerinin Alnmas

Koyun, ke¢i, sigir kam Elazig ELET Kesimhanesi’ne gelen hayvanlardan, tavuk
serumu Koytiir Kesimhanesi’nden, kedi, kopek ve at kam ise Firat Universitesi Hayvan
Hastanesi Dahiliye ve Cerrahi Kliniklerine gelen hayvanlardan temin edildi.

Kedi ve kopek hari¢ tiim tiirlerde kan vena jugularis’den alindi. Kedi kam eter
anestezisi altinda kalpten alinirken, képek kam vena radialis ( vena cephalica )’den
alindi.

Kan Ornekleri yaklagik 30 dak. pihtilagmaya birakildi. Takiben, 2500 rpm de 15

dak. oda 1s1sinda santrifiij edilerek serumlar ayrildi ve ayni giin i¢inde analizleri yapild.

3.1.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler
Kullanulan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Merck(Almanya) ve
Sigma (A.B.D) firmalarindan temin edildi.

3.1.2.1. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agaroz, fat red 7B (Sudan Red 7B ) Sigma’dan, metanol, etanol %95, asetik
asit Merck’den, tris - barbital tamponu pH.8.6 Sebia firmasindan ( Fransa ) elde
edildi.

3.1.2.2. Lipoprotein Presipitasyonunda Kullamlan Kimyasal Maddeler

Fosfotungstik asit, dekstran siilfat (M.W.500.000), dekstran siilfat ( M.W.15.000).
polietilen glikol (M.W 8000), polietilen glikol (M.W. 15.000 - 20.000), disodyum
EDTA, dializ torbalar1 (250-94) Sigma firmasindan, MnCL.4H,0, NaCl, sodyum azid
(NaN3), NaOH, MgCL.6H,O Merck firmasmdan ve heparin ( Liquemine 25.000
TU/5mL) Roche firmasindan temin edildi.

3.1.2.3. SDS-PAG Elektroforezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Lauril siilfat (SDS), akrilamid, N, N’- metilen bisakrilamid, glisin, trizma base.
sodyum bromfenol blue, 2- merkaptoetanol, coomassie blue R-250 ( brillant blue R).
N,N,N’,N’- tetra metil etilen diamin (TEMED), amonyum persulfate, protein
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standartlar1 : diisiik molekiiler agirhikli (M.W 6500-66.000 ), yiiksek molekiiler agirhikli
(M.W  36.000-205.000) Sigma firmasmdan, metanol, asetik asit Merck firmasindan

saglandi.

3.1.3. Kullanilan Teghizatlar

Laboratuvar santrifiijii ( Hettich D72), Hoefer jel elektroforez tinitesi ( Hoefer SE
250 sistemi, Hoefer Scientific Instruments, A.B.D.) : 1-Mighty Small IT 7cm Vertical
Slab Gel tnitesi SE 250, 2- Mighty Small jel dokiim bSlmesi SE 245, 3- Cam ve
aliminyum levha depolama ve yikama iinitesi SE 100, 4-Giig iinitesi (500 Volt) PS
500XT, 5~ Jel kurutucu SE 1200, manyetik karistirict ( Ikamag Rec-G), vorteks mikser
( Vibrofix VF1 Electronic, VF1).

3.2.METOT

3.2.1. Lipoprotein Presipitasyon Metotlari

Genel Prensip: Polianyonlarin, divalent katyonlarla lipoprotein presipitasyonunun
spesifik mekanizmalar1 henliz kesin olarak kanitlanmamustir. Bununla birlikte
muhtemelen, lipoproteinlerin apolipoproteinleri {istiindeki pozitif yiiklii guruplar ile
polianyonlar {istiindeki negatif yiikli guruplar arasindaki etkilesim 6nemlidir. Divalent
metal iyonlari, suda c¢oziinmeyen komplekslerin olusumunu kolaylastrmak igin
lipoproteinler iistiindeki negatif olarak yiiklii gruplarla ( fosfolipidler gibi) etkilesim
gosterir ( 87 ). LDL tizerindeki yiizey yiikleri; lizin, arginin, aspartik asit, glutamik asit,
histidin ile fosfatidil serin, heksozaminler, serbest yag asitleri ve sialik asitlerin polar

gruplar1 tarafindan olusturulur (3).

3.2.1.1. Heparin / MnC[4H;0 (46mmol/l) ile Serum [ + pre-B
Lipoproteinlerinin Presipitasyonu

Ayiraclarin Hazirlanist

1 M MnCl, 4H,0 : 9.8955 g MnChL.4H,0 bir miktar distile suda ¢oziilerek 50
ml’ye tamamlandi. 4 °C de 3 ay stabildir.

Heparin Soliisyonu (4000 U/mL) : 0.8 ml liquemine (25.000IU/5ml) 0.2 mL %0.9
NaCl ile sulandirilarak hazirlandi. Bu soliisyon 4 °C de bir hafta stabildir.

Z.C. YOKSEKGCRETIM KURULY
BOKOMANTASYON
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Lipoprotein Presipitasyonu

4ml serum konik tabanli santrifiij tiipiine pipetlendi, agz1 kapatildi ve 4 °C de 30
dak. bekletildi. 200 pL heparin soliisyonu ilave edildi ve vorteks mikserde yaklagik 1
dak. kanstirildi. 200 pL MnCl, ilave edildi ve tekrar vorteks mikserde iyice karigtirildi.
Tiipiin agz1 kapatilip 4 °C de 30 dak. bekletildi. 4500 rpm de 1.5 saat santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirild1 ve tiim apo B igeren lipoproteinleri presipite etmek i¢in bir
gece buzdolabinda bekletildi. Ertesi sabah 4500 rpm de 45 dak. santrifiij edildi ve
siipernatant uzaklastirildi (63). 1 ml %0.9’luk NaCl ile presipitat dikkatlice yikand1 ve
bir kurutma kagidiyla NaCl uzaklastirildi. Presipitatlar 0.25 ml 0.5 M sodyum sitrat ve 1
ml 0.15 M NaCl’de ¢6ziildii. NaCl’e ilaveten sodyum sitratin eklenmesi muhtemelen
iyonik giicli arttirmakta ve daha iyi ¢oziniirligii saglamaktadir. Coziilen presipitat 1
gece +4°C"de NaCl/azid ( 8.77g NaCl, 0.13 g sodyum nitrit, 0.372 g Na,EDTA 1 litreye
tamamlandi pH7.3’e ayarlandi) soliisyonuna kars: diyaliz yapildi. Boylelikle sodyum
sitrat ve Mn"? ¢Sziinen presipitatdan uzaklastmldi ( 6 ).

3.2.1.2.Dekstran Siilfat / MgCl..6H:0 Ile Serum B + pre-f Lipoproteinlerinin
Presipitasyonu

Ayiraclarnin Hazirlamsi

% 10 Dekstran Sulfat ( M.W. 15.000. dekstralip 15) : 0.5 g dekstran siilfat yaklagik
3 ml 0.15 M NaCl i¢inde eritilerek aym soliisyonla 5 mL"ye tamamlandi.

1 M MnCl>,.4H>0

Lipoproteinlerin Presipitasyonu

4ml seruma %10 dekstran siilfattan 20 pL ilave edildi. Ivice kanstirildi 1M
MnCl,.4H,0 dan 200 pL ilave edildi ve karigtirildi. 4500 rpm de 45 dak. santrifiij edildi
(15). Presipitatlar heparin/MnCl, metodundaki gibi hazirlandi (15).
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3.2.1.3. Fosfotungstik asit / MgCl; Ile Serum B + pre-B Lipoproteinlerinin
Presipitasyonu

Ayiraglarin Hazirlanis:

Na-Fosfotungstat Ayract ( %4 _) :Yaklagik 50 ml deiyonize suda 4 g fosfotungstik
asit ¢ozillerek, 16 ml 1 M NaOH ilave edildi. 1 M HCl ile pH’s1 7.4’¢ ayarlandi ve
100 m!’ye deiyonize su ile tamamland.

MgCl,.6H-0 (2M)

Kombine ayirag: 20ml MgCl, ile 80 ml Na-fosfotungstat ( 1 kistm MgCl, / 4 kisim
Na-fosfotungstat ) kargtirilarak 100 ml’lik kombine ayira¢ hazirlandi. +4 °C de
saklandi.

Lipoprotein Presipitasyonu

200 pL. kombine ayirag 2 ml seruma ilave edildi ve karistirildi.5 dak.oda 1sisinda
bekletildi ve 4500 rpm’de 36 dak. santrifiij edildi (88). Presipitat ve siipernatantlar
aynldi Presipitatlar, 240 mM Na,COj; ve 150 mM NaCl kansiminin 1mi’sinde ¢oziildii
(18).

3.2.1.4.Polietilen Glikol (8000) ile Serum B + pre- B Lipoproteinlerinin
Presipitasyonu

Ayiracin hazirlanmasi
Polietilen Glikol ( PEG) 8000 (%13) : 13 g PEG 8000 yaklasik 50 ml distile suda
¢oziilerek 100 mi’ye tamamlandi.

Lipoproteinlerin Presipitasyonu

2ml seruma 2 ml ayira¢ eklendi.15 dak. beklendi. 4500 rpm de 25 dak. santrifijj
edildi. Presipitat ve siipernatantlar ayrildi.Presipitatlar presipitasyon ayiractyla yikand:
ve 1 ml %0.9 NaCl i¢inde ¢6ziildii (20 ).

Tiim presipitasyon metotlar insan serumuna uygulanarak, en etkin gekilde p + pre-
B lipoproteinlerini ¢oktiirenler elektroforetik olarak tespit edildi ve bu metotlar
uygulandi. Daha sonra aynmi metotlar sirasiyla, sigir, koyun, kegi, kedi, kopek, at, tavuk

serumlarma uygulandi. Bu uygulama sirasinda insan serum lipoproteinleri igin gegerli
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olan prosediirdeki aywra¢ konsantrasyonu baz alindi. Orijinal prosediirdeki ayirag
konsantrasyonu x1 kabul edildi ve x0.5, x1, x2, x3 konsantrasyonlarda ayira¢ ilave
edildi. Ayrilan presipitatlar ve siipernatantlar agaroz jel elektroforeze tabi tutuldu.

3.2.2. Agaroz Jel Elektroforez Metodu

Prensip

Deniz yosunundan ekstrakte edilen agaroz linear bir polimerdir. Temel yapisi

asagidaki gibidir:
HO CH,OH O
0 0]
O/
~— 0 HO
)
D-galaktoz 3,6-anhidrdz L-galaktoz

Agaroz jeller, berrak. transparan bir soliisvon elde edilinceye kadar arzu edilen
tamponda agarozun eritilmesiyle hazirlanir. Eriyen soliisvon kahba dokiilic ve
katilagmas1 saglanir. Agaroz konsantrasyonuyla orantili bir yogunlukta matriks
sekillenir. Elektriksel bir alan jele uygulandiginda, negatif yiiklii proteinler anoda dogru
go¢ eder. Migrasyonun hiz1 su parametrelere baghdir:

1-Molekiiler Biiyiiklik: Daha biiyilkk molekiiller, daha biiylik sfirtiinme etkisi
yiziinden ¢ok daha vavas gi¢ ederler.

2-Agaroz konsantrasvonu: Agaroz Kkonsantrasyonu arttikga azalan g6zenek
bovutuna bagh olarak migrasyon yavaglar.

3-Uygulanan Voltaj: Agaroz jellerde separasyon araligi voltaj arttiginda azalir.
Yani bantlar birbirine daha yakin g¢ eder.

4-Isi: Genelde agaroz jeller oda 1sisinda elektroforez yapilir. Bununla birlikte %0.5
den daha az agaroz igeren jeller ve diisiik erime 1sth agaroz jeller olduk¢a dayaniksiz
oldugundan 4 °C de elektroforez islemi uygulanir.

5-Elektroforetik Tamponun Kompozisyonu: Elektroforetik mobilite, elektroforez
tamponunun kompozisyonu ve iyonik giice baglidir. Iyonlarin yoklugunda elektriksel
iletim minimaldir ve molekiiller ¢ok yavas g6¢ eder. Buffer yliksek iyonik giice sahipse,
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elektriksel iletim ¢ok etkilidir ve Snemli Slglide 1s1 olugur. Bu durumda jel erir ve
protein denatiire olur.

Elektroforez tamponlari genellikle konsantre soliisyonlar olarak yapilir ve oda
1sinda depolanur.

Agaroz jeller kirilgandir ve hidrokolloidlerdir. Zayif hidrojen ve hidrofobik
baglarin formasyonuyla bir arada tutulurlar. Bu sebepten dolay1 agaroz jeller 6zel itina
gerektirmektedir ( 64, 73). Agaroz jel elektroforez geleneksel olarak horizantal
tinitelerde uygulanir. Fakat vertikal diizenekte yapian agaroz jel elektroforezde diiz
bantlar goriiliir ve ilerlemesi kismen daha az zaman alir.

Agaroz jel elektroforezi Hoefer SE 250 vertikal jel elektroforez iinitesinde yapildi
Geleneksel olarak horizantal vapilan agaroz jel elektroforezi bu sistem ile vertikal
olarak uygulandi ve metot buna gore modifiye edildi. Agaroz jel elektroforeziyle,
presipitasyon prosediirleri neticesinde f + pre-p lipoproteinlerin ne derece ¢oktiiriildiigi

ve separe edildigi tespit edildi.

Jel dokiim Unitesinin Hazirlamisi
Ayni anda 2 jel hazirlamava miisait jel dokiim tnitesi 2 buzlu cam ( 10 x 8 cm)
arasma her iki kisa kenar bovunca 1.5 mm kalinhiinda plastik seritler ( spacers)

yerlestirerek: hazirlandi. Unite vaklagik 30 dak. 45-30 °C lik etiivde bekletildi.

Jelin hazirlanisi
Barbital Tampon pH 8.6 (75ml stok): Konsantre 75 ml’lik stok tampon 1000ml’ye
distile su ile tamamlandi. Sulandirdmig tampon 15-30 °C’de 2 ay saklanabilir.

Tamponun bilegimi:
Tris :0.06 M
Barbital :001 M

Sodyum Barbital : 0.05 M
Sodyum Azid :0.0015M

%0.8°lik, 1.5mm kahnligindaki 2 jel i¢in 0.2gr agaroz 25 ml barbital tampona ilave
edildi ve kaynatilarak agaroz eritildi. Eritilen agaroz 45-50 °C deki etiive konuldu ve
10-15 dakika bekletildi. Bir enjektor yardimiyla 45-50 °C ye sogutulmus agaroz

soliisyonu ayn1 istya getirilmis 2 buzlu cam levha arasmna doékiildii ve 10 digli 1.5 mm
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kalinhifinda taraklar yerlestirildi. Agaroz soliisyonunun jel haline gelmesi iéin enaz 2
saat + 4 °C de bekletildi.

Elektroforezin Uygulanmasi

Jel olusumundan sonra dikkatlice taraklar ¢ikarildi, bdylece numunelerin
konulacagi 10 kuvucuk sekillendirildi ve jel elektroforez iinitesine yerlestirildi. Alt ve
iist elektroforez tanklari barbital tampon (pH 8.6) ile dolduruldu.

15 mA/jel de ( sabit amperaj ) yaklagik 36 V’da 1 saat 30 dak. elektroforez islemi

stirdiirtildii.

Orneklerin Hazirlanmas: ve Uygulanmasi
Insan serumundan kuyucuklara direkt olarak 9ul. ve diger hayvan tiirlerinin
serumlarindan 15 uL ilave edildi.

Presipitatlar ve siipernatantlar ise kuyucuklara yerlestirilmeden Once Ornek

tamponuyla asagidaki gibi hazirland: :

Ornek Tamponu :

16 ml barbital tampon (pH 8.6)

5 ml gliserol

0.1 ml %1 brom fenol blue

50 ml ye distile su ile tamamland:.

100 plL presipitat ve 200 pL stipernatant igin 50 ul. 6rnek tampon soliisyonu ilave
edildi.

Kuyucuklara insan serum lipoprotein  presipitatlarmdan  15pLl  ve
siipernatantlarindan 20 pL, diger hayvan tiirlerinin serum lipoprotein presipitat ve
siipernatantlarindan 40 pl. kuyucuklara ilave edildi. Her jelin ilk kuyucuguna insan

serumu referans olarak uygulandi.
Boyama ve Fazla Boyadan Arindirma Islemleri
Boyama: Elektroforez sonrasi jeller, etanol / asetik asit / su 60:10:30 (v/v)

karisiminda 10 dak. fikze edildi. Fikzasyon sonrasi 30 dak. 60 °C de kurutuldu. Kuruyan
jeller Fat Red 7B boyasinda boyandi:



41

Fat Red 7 B Stok
0.03375 g ( 5.literatiir modifiye edildi. ) Fat Red 7B 100 ml absolut metanol iginde
manyetik karistiricida en az 6 saat kangtirildi. Bir gece bekletildi. Boya maksimum 2 ay

oda 1s1sinda dayaniklidir ( 5).

Fat Red 7B Calisma Boyasi

Kullanmadan hemen 6nce hazirlanir.30 ml boya 6.6 ml distile su ile karistirildi ve
jeller bunun iginde bir gece bekletildi ( 64 ).

Faza Boyadan Arindirma: Boyama sonrasi jeller fazla boyadan arindirildi. Bu
amagla distile su / metanol ( 4 : 1, v/v ) kansimi kullanildi. Distile su / metanol
karigiminda jeller 1 giin bekletilebilir ve bu karigunda vaklagik 1 hafta saklanabilir.
Jellerin kurutulmasindan ziyade bu sekilde saklanip fotogratflanmas: uygun goriildii.

3.2.3 Protein Tayini

SDS-PAGE ile B + pre-B lipoproteinlerin apoprotein kompozisyonlari
belirlenmeden 6nce presipitatlarin (§ + pre-p lipoproteinlerin) protein miktarlar: tespit
edildi ve buna gore her jel kuvucuguna ~30pg protein ilave edildi.

Lipoproteinlerin protein miktar1 Lowry ( 58 ) vOontemine gére dlgiildii.

Prensip
Alkali bakir tartarat ayiraci peptid baglari ile kompleks yapar.
Bakir + Protein ¢ —————2 Bakir-Protein
Her 7 veya 8 amirio asit artig1 1 atom bakir baglar. Fenol ayiraci, bakir ile muamele
edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu renk 650 nm’de okunur.
Protein konsantrasyonu ile olusan renk arasinda viiksek konsantrasyonlar igin

lineer bir iliski olmadigindan 6rnekler sulandirilarak Slgiimler yapilde

Ayiraglar

1-Alkali Bakir Aywract : 10 g Na,COs3 , 0.1 g potasyum tartarat ve 0.05 g bakir
siilfat, 0.5 N NaOH i¢inde ¢6zildii ve 100 ml’ye tamamlandi.Bu ¢6zelti oda 1sisinda 30
giin dayamkhdr.
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2-Fenol Aywaci: 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3.75 ml alindi, distile su

ile 67.5 ml’ye tamamlandi.Bu ¢dzelti 6rnek sayisina gére ¢aliyma aninda giinliik olarak
hazirlanir.

3-Protein Standarty : 50 pg Sigir serum albumin (BSA) / ml

4-Okuma smirlarina getirilmis ( sulandirilmig) 6rnek

Deneyin Yapilisi

Kor Standart
Ornek
Alkali Bakir Ayiraci (ml) 1.0 1.0

1.0
Protein Standart: (ml) - 1.0 -
Ornek (ml) - .

1.0
Distiie su (ml) 1.0 - -

Tipler iyice karistirildi ve 10 dak. oda 1sisinda bekletildi.

Fenol Ayiraci (ml) 4.0 4.0
4.0

Tiipler vorteks mikserde ivice karistirild: ve 5 dak. 55 °C’de bekletildi. Inkiibasyon
sonrasi musluk suyu altinda sogutuldu. Daha sonra 650 nm’de standart ve drneklerin

absorbansi kor’e kars1 okundu.

Hesaplama

g protein / ml = ( 6rnek Abs. / Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu

3.2.4. Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

Discontinuous SDS-PAGE, Laemli (53) metodu Hoefer SE 250 sistemine
uyarlanarak gergeklestirildi. Agaroz jel elektroforez ile tespit edilen en ideal B + pre-f
presipitasyonun gergeklestigi (B + pre-f lipoproteinlerin ¢oktiigli, HDL’in hig¢



43

kopresipite olmadig1) numuneler SDS-PAGE analizine tabi tutuldu. Boylece agaroz jel
elektroforezi ile separe edilen P + pre- P lipoproteinlerin apolipoprotein

kompozisyonlarmn belirlenmesi amaglandi.

Prensip

Poliakrilamid jel, akrilamid monomerinin, serbest fonksiyonel gruplariyla
reaksiyona giren N,N’-metilen bisakrilamid gibi bifonksiyonel bilegikler araciligiyla
kargilikh baglanarak polimerize olmastyla sekillenir.

Akrilamidin polimerizasyonu, amonyum persiilfat ilavesiyle baglatilir. N, N, N°, N’
tetrametiletilendiamin (TEMED)’in ilavesiyle polimerizasyon olusumu hizlandirilir.
Amonyum persiilfat - TEMED sisteminde TEMED perstilfattan serbest radikallerin
olusumunu katalize eder ve olusan serbest radikalleri polimerizasyonu baglatmaya
yoneltir. TEMED yada amonyum persiilfat konsantrasyonundaki artislar
polimerizasyonu arttirir. Oksijen polimerizasyonu inhibe ettigi i¢in jeller ddkiilmeden
Once degaze edilir.

Poliakrilamid jellerdeki gozenek ( por ) boyutu total akrilamid konsantrasyonuna
baghdir ( %3.5-20 ).Diisiik akrilamid konsantrasyonu biiylik porlu, yiiksek akrilamid
konsantrasyonu kiiciik porlu jelleri olusturur.Porlasma poimerizasyon zincirinin
uzunlugu ve karsihkli baglanmanin derecesiyle belirlenir. Karsilikli baglanmanin bir

molil akrilamidin 29 monomerini igerir ( sekilda,4b ).

CH, = CH CH, =CH
c=0 c-o
;THZ I‘ITH
Akrilamid EH;
NH
<:: 0
CH, = CH

N,N’-metilen bisakrilamid

Sekil 4a . Akrilamid ve N, N’ — metilen bisakrilamid’in kimyasal yapis1
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Poliakrilamid Jel

Sekil 4b . Poliakrilamid jelin kimyasal yapis1

Discontinuous sistemlerin avantaji, diliie protein Orneklerinin kismen biiyiik
hacimlerinin jellere uygulanabilir olmas1 ve 6rnek igeriklerinin iyi rezoliisyonunun
saglanmasidir.

Poliakrilamid jellerde ¢ok yaygin olarak kullanilan ¢dziicii ajan iyonik bir deterjan
olan sodyum dodesil siilfat (SDS)’dir. Protein karigimi, SDS ve 2-merkaptoetanol
varhigmda isttildiginda proteinlerin distilfid baglar kirilarak denatiire edilirler.Bu sartlar
altinda, birgok polipeptid agirhigmna gére SDS’i baglar (Proteinin her gramu 1.4gr SDS
baglar.) Indirgeyici ajanlarin varhgmda proteinlere SDS’in baglanmasinm 2 dnemi
vardrr: Iki proteinin natif yiikiiniin tamamen yok olmasidir. Boylelikle yiik/kiitle orani
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tiim proteinler igin sabitlenir. Ikinci olarak, negatif yiiklii SDS molekiilleri arasmda
elektrostatik geri itme, hem intramolekiiler hem de intermolekiiler tiim non-kovalent
protein-protein iligkilerini bozar. Bylelikle SDS’in proteine sabit bir yiik/kiitle oranina
sahip degismez bir yap1 kazandirdifi farzedilebilir. Bdylece SDS-polipeptid
komplekslerin ylik dansiteleri ayn1 olur ve polipeptid boyutuna gére poliakrilamid jelde
gb¢ ederler.

Proteinler, kiigiik porlu rezolving jelde elektroforezde separe olmadan dnce biiyiik
porlu stacking jel boyunca gé¢ swrasinda depolanir ve sikistirilirlar. Stacking jelde
stoklanmug proteinler, rezolving jeldeki molekiiler elek etkisine bagh olarak, i¢ ylik ve

boyutlarina gére separe edilirler (39, 64).
Soliisyonlarin Hazirlams:

Akrilamid Stok Soliisyonu (%30)
14.6 g akrilamid ve 0.4 g N,N’- metilen bisakrilamid 50 mil ye distile su ile
tamamlandi. Siizge¢ kagidivia siiziildii. Koyu renkli sisede +4 °C de 2 hafta

dayaniklidir.

Resolving Jel Tamponu ( 1.5 M Tris-HCI, pH8.8)
18.15 g tris 60 ml suda eritildi ve 1 N HCI ile pH’si 8.8’e ayarlandi. 100 ml’ye

tamamlandi.+4 °C’de muhataza edildi.

Stacking Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH®6.8)
6.1 g tris 75 ml distile suda eritildi, distile su ile 250 ml ye tamamlandi.pH 8.8’

avarlandi.

Tris-Glisin Elektrod Buffer
1.515 gtris, 7.2 g glisin ve 0.25 g sodyum dodesil siilfat ( SDS ) distile suyla 500
ml ye tamamland: (pH 8.3 ).

Ornek Tamponu

20 ml Distile su, 5 ml tris-HCl, pH6.8 ( Stacking jel tamponu), 4 ml gliserol, 8 mi
%10 SDS, 2 ml 2-B-merkaptoetanol,1 ml % 0.05 bromfeno!l blue karigtirildi. Koyu
renkli sisede oda 1sisinda yaklasik 3 ay muhafaza edilir.
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%10 (w/v) SDS

10 g SDS distile suda hafif¢e karigtirilarak ¢6ziildii ve 100 ml’ye tamamlandi.

%10 (w/v) Amonyum Persiilfat ( APS )

0.5g amonyum persiilfat bir miktar distile suda ¢ozilerek 5 ml’ye tamamlandi.

Kullanilmadan hemen 8nce taze olarak hazirlanmalidir.
Jel kompozisyonlar1 asagidaki sekildedir :

Resolving Jel (%7.5) Resolving Jel ( %12)

4.85ml distile su 3.35 ml distile su
2.5miTris/HCI, pH8.8 2.5 ml Tris/HCI, pHS8.8
100uL %10 SDS 100uL. %10 SDS

2.5 ml Akrilamid stok 4 m] Akrilamid stok

Stacking Jel ( %4 )

6.04 ml distile su
2.5 ml Tris-HCI pH6.8
100pL %10 SDS
1.3 ml Akrilamid stok

Degaze edilir,
35ul %10 APS 35ul %10 APS
S5ul. TEMED S5ul. TEMED

35uL %10 APS
10uL TEMED

ilave edilir.

Boya Soliisyonu:

Coomassie Blue R-250 A 0.125g
Metanol 200 ml
Asetik asit 35ml

Distile su ile 500 ml ye tamamlandi ve siiziildii. Jeller bu boya soliisyonunda en az

4 saat bekletildi.

Fazla Boyadan Arindirma Soliisyonu:
Metanol 400 ml
Asetik Asit 70 ml

Distile su ile 1000 ml’ye tamamland:. Jeller bu soliisyon iginde 1 saat bekletildi ve

daha sonra jeller %5 lik asetik asit i¢inde muhafaza edildi.
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Elektroforezin Yapihsi

Cam ve aliiminyum plaka, (10 x 8 cm ) 1mm kalmh@indaki plastik seritler (spacers)
plakalarin her iki kisa kenari boyunca yerlestirilerek sandwig teskil edecek sekilde
biraraya getirildi. [lk once resolving jel 10 mP’lik bir enjektdr yardmmyla cam ve
aliiminyum plaka arasina hava kabarcigi kalmadan dolduruldu. Doldurma iglemine st
kenara 3 cm kalincaya kadar devam edildi. Jelin dokiilmesini takiben 1 ml’lik bir
enjektdr yardimiyla jel ylizeyi iizerinde distile suyla ince bir tabaka olusturuldu.
Boylelikle diiz bir polimerizasyon hattt meydana getirildi. En az 1 saat polimerizasyon
icin bekletildikten sonra su stizge¢ kagidi ile alind1 ve stacking jel bazirlamp hava
kabarcig: kalmaksizin yine bir enjektdr yardimiyla dokiildi.Hemen ardindan 1 mm
kalinligindaki taraklar verlestirildi ve polimerizasyon i¢in en az 2 saat bekletildi. Siire
sonunda taraklar ¢ikarildi ve numunelerin tatbik edilecekleri 10 kuyucuk 3 kez,
polimerizasyon artiklarimi uzaklastrmak amaciyla tris-glisin elektrot tamponu ile
yikandi. Yikama sonrasi kuyucuklar tampon ile dolduruldu ve numuneler kuyucuklara
tatbik edildi.

Diigik ve viksek molekiiler agirlikli proteinlerin tek bir konsantrasyondaki jel
lizerinde tespit edilme zorlugu sebebiyle segilen presipitatlar ( B + pre-p ) hem %7.5
hem de %12’lik jellerde elektroforeze tabi tutuldu. Diisiik konsantrasyonlu jel ( %7.5)
yiksek molekiiler agirlikli apolipoproteinlerin, yiiksek konsantrasyonlu jel (%12) ise
diisiik molekiiler agirhkh apolipoproteinlerin belirlenmesi amaciyla kullamild:. %7.5
jellerde ytiksek molekiiler agirlikli protein standartlari, %12 jellerde diisiik molekiiler
agirlikl protein standartlar: kullamldi.

Presipitatlarin Hazirlanis

Agaroz jel elektroforez sonrasi en ivi B + pre-f ¢Oktirmeyi saglayan
konsantrasyondaki 20 °C de dondurulmus olan presipitatlar kullamiidi.

Oncelikle her kuyucuga ne kadar protein ilave edilecegini tespit etmek amaciyla
Lowry yontemiyle (58) protein tayini yapildi. Uygulanan presipitat miktar1 protein
tayini yapildiktan sonra belirlendi.Kuyucuklara miimkiin oldufunca esit miktarda
protein konulmasi amaciyla hayvan tiirlerine gére konulan presipitat hacmi degisti.

Iigili presipitatlar &mmek tamponu ile uygun diliisyonu saglayacak sekilde
sulandirild: ve 2-3 dak. kaynayan suda bekletildi. Her 4 lipoprotein presipitasyon

prosediirii i¢in, insan ve 7 hayvan tiirii i¢in agaroz jel elektroforezle tespit edilen en
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etkili B + pre-B ¢oktiirmeyi saflayan konsantrasyonlardaki presipitatlar, diigik ve
yiiksek molekiiler agirhikhi protein standartlar1 kuyucuklara ilave edildi.

Diisiik ve Yiiksek Molekiiler Agirhkh Standartlarin Hazirlanisi

I¢erigi : Her vial 100puL deiyonize su ile sulandirildiktan sonra, yaklasik 2-3.5 mg
protein/ml, 62 mM tris (pH 8.0), ImM EDTA, %3 siikroz, %0.5 dithiothreitol ve
%0.005 bromfenol blue icerir (Tablo 10 ).

Hazrlamg: : Standart 10ul’lik porsiyonlara bsliindii ve esit hacimde (10pL) 6rnek
tamponu ilave edildi, -20 °C’de depoland1. Elektroforez 6ncesi drneklerle beraber 2-3
dak. kaynayan suda bekletildi.

Uygulanmgi :Omek kuyucuklarina 7.5-10uL ilave edildi. 20mA/jel sabit akiminda
yaklagik 75 dakika elektroforez yapildi. Elektroforez sonrasi jeller Coomassie Blue R-
250 boya soliisyonunda boyandi. Fazla boyadan arindirild1 ve fotograflari ¢ekildi.

Tablo 10. Protein Standartlarindaki Molekiiler Agirlik Dagilimlart

PROTEINLER Molekiiler Yiiksek Diigiik
Agirhk Mol.Agr. Mol.Agr.

MIYOZIN 205.000 X
B-GALAKTOZIDAZ 116.000 X
FOSFORILAZ b 97.000 X
FRUKTOZ-6-FOSFAT 84.000 X
KINAZ |
ALBUMIN 66.000 X X
GLUTAMAT 55.000 X
DEHIDROGENAZ
OVALBUMIN 45.000 X X
GLISERALDEHID-3- 36.000 X X
FOSFAT
DEHIDROGENAZ
KARBONIK 29.000 X
ANHIDRAZ
TRIPSINOJEN 24.000 X
TRIPSIN INHIBITOR 20.000 X
a-LAKTALBUMIN 14.200 X
APROTININ 6.500 X
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4. BULGULAR

4.1. DENEMELER

Insan ve gesitli hayvan tiirlerinin serum lipoproteinlerinin farkh presipitasyon
metotlar1 ile separasyonlarina gegmeden Once geleneksel olarak horizantal yapilan
agaroz jel elektroforezi laboratuvarimizda mevcut olan vertikal slab jel sisteme
uyarlandi. Presipitasyon sonrasi separasyonun ne derece etkin oldugu agaroz jel
elektroforezi ile tespit edilecefi i¢in, agaroz jel elektroforez c¢aligmanmn ilerleyen
basamaklar1 i¢in temel teskil etmektedir. Bu amagla, elektroforezde optimum bir
separasyonun elde edilebilmesi igin, jel konsantrasyonu ve kalinligi, jele uygulanan

akim ve elektroforez siiresinin tespiti amaciyla ¢esitli denemeler yapildi.

4.1.1. Vertikal Slab Jel Diizeneginin Agaroz jel Elektroforez i¢in Adaptasyonu

Agaroz jel elektroforezde ilk Kkarsilagilan zorluk jelin vertikal diizenege
yerlestirilmesinde yasandi. SE 250 vertikal slab jel diizenegi (Hoefer Scientific
Instruments) orijinal olarak 1 diiz cam ve 1 buzlu cam geklinde dizayn edilmisdi.
Agaroz jelin akigkan olmas: ve diiz cam yiizeye tutunamamas yiizlinden bdyle bir
diizenek tasarlanmusti. Belirtilen diizenege sicak agaroz soliisyonu dokildi ve
donduruldu. Fakat jele yerlestirilen taraklarin ¢ikarilmasi esnasmda ¢ok kirilgan olan
jelin kuyucuklarinda yer yer kirilmalar sekillendi ve elektroforez esnasinda iist tampon
tankindan alta dogru, jel ile cam plaka arasinda 6nemli Glgiide bir sizma problemi
yasand1. Kuyucuklardaki kirilmaya baglh sizma haricinde jelin tiimiine dagilan bir sizma
s6z konusuydu. Bu da iist tampon seviyesinin azalmasiyla anlasildi. Sizma probleminin
agaroz jelin diiz cam yiizeyé yeterince siki tutunamamasindan kaynaklandigi
disiiniilerek diizenegin 1 diiz 1 buzlu cam yerine 2 buzlu camdan olugturulmasina karar
verildi. Bu sekilde dékiilen jellerde yine bazi kuyucuklarda kirilma gbzlense de genel
sizdirma problemi halledildi. Fakat sistemin orijinal ince camlarinda, jel dokiimii
esnasinda 45-50 °C ye kadar isitilmasi, aym 1sidak1' jelin dokiimii ve sogutulmasi
sirasinda, 6zellikle soguk kis giinlerinde catlaklar olugtu. Orijinal camlar diizenege
uygun daha kalm buzlu camlar ile degistirilerek diizenek ile ilgili mevcut problemler
ortadan kaldirildw
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4.1.2 Optimum Agaroz Jel Elektroforez Sartlarinin Belirlenmesi

Insan serum lipoproteinlerinin elektroforetik olarak keskin ve iyi separe olmus
bantlar halinde ayrilmasi i¢in jel konsantrasyonu ve elektriksel akim iizerinde denemeler
yapildi. Mevcut literatlirlerde horizantal agaroz jel elektroforezde diizenegin yatay ve
jelin kalin olmasindan dolayr uvgulanan akim da fazlaydi. Mevcut vertikal slab jel
sistemde jelin kalinlig1 en fazla 1.5 mm oldugu igin, deneme yanilma ySntemiyle en
diizgiin bantlar1 verecek akim belirlendi. Elektroforez siiresi de akima ve goge gore
ayarlandi.

1.5 mm kalmhigindaki jele 12, 15, 20, 25 mA akim (sabit amperaj) uygulandi.
Elektroforez siiresi bantlarin migrasyon oranlari takip edilerek 1 saat ile 2 saat
arasindaki stirclerde denendi. Cesitli kombinasyonlardan sonra 15 mA / jel sabit
amperajda ~ 40V da 1 saat 30 dak. elektroforez tyi bir separasyon sagladu.

1- %0.5-%]1 arasindaki jel konsantrasyonlari denendi. %0.5 lik jel ¢ok kirilgan
oldugundan %0.6, %0.7, %08. %0.9 ve % 1 lik jellerde insan serum ve plazmasimin
separasyonu yapildi ( Sekil 5, 6.7, 8, 9).

2-Numune kuyucuklarina ilave edilecek serum miktarinin da separasyonu etkiledigi
gozlemlendi. Insan serumundan kuyucuklara 5 pL ilave edildi. Bantlarin daha fazla
belirgin olmasi amaciyla miktar 9 pul.’ye ¢ikarildr

Yapilan tiim adaptasyon c¢alismalarindan sonra, % 0.8°lik, 1.5 mm kalinhgindaki
jelde 15 mA de 1saat 30 dak. siireyle tris-barbital pH 8.6 tampon ile en iyi elektroforetik
separasyon gergeklestirildi (Sekill0). insan serumunun separasyonu icin adapte edilen
agaroz jel elektroforez sartlarinda, presipitasyon prosediirii Oncesi sirasiyla tiim
hayvan tlirlerinin ( sigir, koyun, keci, kedi, kopek, at, tavuk) serum lipoproteinlerinin
separasyonlar1 da gerceklestirildi ( Sekil 16, 22, 28, 34, 40, 45, 50).

4.1.3.Serum ( + pre-f Lipoproteinlerinin Presipitasyonia Separasyon
Denemeleri
Serum lipoproteinlerinin  polianyon-divalent katyon presipitasyonu ile
separasyonlarinda seruma artan konsantrasyonlarda polianyon-divalent katyon
ayrraglarinin (x0.5, x1, x2, x3) eklenmesi sonucunda siipernatantta o lipoproteinlerin
konsantrasyonlarinin giderek azalmasma karsilik presipitatda f§ + pre-p bandina ilaveten
o lipoprotein fraksiyonu agaroz jel elektroforez ile tespit edilemedi. Bunun yerine tek

bir lipoprotein bandi gozlemlendi. Boylelikle presipitatda § + pre-B ve a lipoproteinler
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ile polianyon-divalent katyonlarm bir kompleks teskil ettigi, presipitatn ¢6zlinmesi
sirasinda bu kompleksin yeterince ¢dziinmedigi, bu nedenle elektroforetik separasyonda
lipoprotein fraksiyonlarmin tek bir bant geklinde goriildiigli, lipoproteinlerin jele
giremeyip orjinde biriktigi ve ok az ilerledigi belirlendi. Bu nedenle polianyon-divalent
katyon kompleksinin dissosiasyonunu saglamak igin heparin ve dekstran siilfat
presipitasyon metodunda presipitatlarin ¢6ziinmesinde orijinal metotda (63) kullamlan
%0.9 NaCl yerine, sodyum sitrat ve %0.9 NaCl (6) kullamlarak muhtemelen iyonik
giiciin arttirilmasiyla lipoprotein-polianyon/divalent katyon kompleksinin dissosiasyonu
sagland1. Sodyum fosfotungstat metodunda bu kompleksin ayrigimi ig¢in  sodyum
karbonat ve %0.9 NaCl (18), polietilen glikol metodunda ise sadece %0.9 NaCl
kullanildi. PEG metodu ile elde edilen presipitatlarin dissosiasyonunda diger metotlarda
oldugu kadar basarilli olunamadi. Presipitasyon metotlarmnda, presipitatlardaki

dissosiasyon probleminin halledilmesinden sonraki ¢aligmalarin fotograflar: sunuldu.

4.2.SERUM LiPOPROTEINLERININ PRESIiPITASYON METOTLARIYLA
SEPARASYONLARININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ SONUCLARI

4.2.1.Heparin/MnCl,  Presipitasyonu ile  Serum  Lipoproteinlerinin

Separasyonlar

Heparin/MnCl, ile, insan serum B + pre- B lipoproteinlerinin separasyonu i¢in
metotda belirtilen ayiraglarin konsantrasyonlar: sirasiyla x0.5, x1, x2, x3 kat arttirild1.

Bu prosediir insan ve diger hayvan tiirleri i¢in aynen uygulandi.

4.2.1.1. Insan Lipoproteinleri

x0.5, x1, x2, x3 konsantrasyonlarinda eklenen heparin/MnCl, ayiraci sonrasi elde
edilen presipitatlar ve siipernatantlarin elektroforetik analizleri yapildi. x0.5, x1, x2, x3
presipitatlarm elektroforetik analizinde presipite olan lipoprotein konsantrasyonunda
artan aywrag konsantrasyonuyla birlikte az belirgin bir artis gdzlendi. B / pre- § aymmi
normal serumda bariz iken presipitatda bu ayinm yapilamadi. Siipernatantlarin
elektroforetik analizinde ise x0.5 konsantrasyonda o lipoproteinden bagka B + pre- B
band1 da goriildii. x1, x2, x3 siipernatantlarda ise sadece sirasiyla azalan yogunlukta bir
o, band: belirlendi. Buna gére halihazirda mevcut literatirde (63) belirtilen
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miktarlarda (x1) heparin/MnCl, ayiraci, insan serum P + pre- B lipoproteinlerinin
presipitasyonu igin yeterli bulundu ( $ekil 11).

4.2.1.2. Sigir Lipoproteinleri

Insanlarda uygulanan heparin/MnCl, prosediiriiniin aymsi sigir serumu icin de
uygulandi. x0.5 presipitat’da ne B + pre-B, ne de o bandi mevcut degilken, x1°de ¢ok
az, x3’de ise B + pre- B ve o bandi goriilmektedir.Insan serumuna ilave edilen ayiracin 2
katmnmn ilavesi (x2) sigir serum B + pre- P lipoproteinlerinin presipitasyonu i¢in yeterli
oldugu goriilmektedir. B/pre- B aywrimi hem serumda hem de presipitatda yapilamadh.
Stipernatantlarda artan heparin/MnCl, ayirag konsantrasyonuna bagh olarak gittikce
azalan o band1 gozlendi ( Sekil 17).

4.2.1.3. Koyun Lipoproteinleri

Koyun serum lipoproteinlerinin x0.5 presipitasyonunda, § + pre-B lipoproteinler
¢okmezken, slipernatantda hem a., hem de B + pre-p bandi goriilmektedir. x1 de az bir
B + pre-p bandi mevcutken, x2 ve x3 de giderek artan bir B + pre-B band1 goze
carpmaktadir.Siipernatantlarda ise x2 ve x3’ln siipernatanti arasinda pek bir fark
goriillememesine ragmen x1 konsantrasyonun yeterli oldugu tespit edildi. B / pre-B

ayirimi hem serumda hem de presipitat’da miimkiin olmadi ( Sekil 23 ).

4.2.1.4. Keci Lipoproteinleri

Koyunda oldugu gibi x0.5’de B + pre-B ¢6kmezken, x1 den x3’e dogru aratan bir
+ pre-B bandi goriilmektedir. Siipernatantlarda x1°deki presipitasyonun § + pre-p’yi
¢Oktiirmede yeterli oldugu sonucuna varildi. Ke¢i’de de B + pre-B ayinmmu yapilamada.
(Sekil 29).

4.2.1.5. Kedi Lipoproteinleri

Sekil 35’de kedi serumunda silomikronlar numune aplikasyon noktalarinda
goriilmektedir. x0.5 presipitatta herhangi bir bant goriilmedi. x1 ve x2 ayrag
konsantrasyonunda 8 + pre-p yaklasik ayni oranda presipite olurken, x3 presipitatda o
bandinin da mevcut oldugu belirlendi. Siipernatantlarda x0.5’de hem B + pre-p hem de
o band1 mevcutken, x1 den x3’e dogru sadece giderek azalan o bandi gériilmektedir.
Buna gére x1 presipitasyonun kedi serum lipoproteinlerini presipite ettigi tespit edildi.
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4.2.1.6. Kopek Lipoproteinleri

Sekil 41°de x0.5 konsantrasyonda ayirag eklenen serum presipitatlarinda x1,x2 ve
x3’e gbre az da olsa B + pre-p lipoproteinler goriilmektedir. x1, x2 ve x3 presipitatlarda
cok belirgin bir fark goriilememesine ragmen silipernatantlarda o bandin x0.5’den x3’¢
dogru azaldig: tespit edildi. x1 konsantrasyonda presipitatlarda sadece B + pre-B
lipoproteinleri goriiliirken, siipernatatntiarda sadece a lipoproteinler tespit edildi. x1

konsantrasyonu kdpek B + pre-B lipoproteinlerinin presipitasyonu i¢in yeterli bulundu.

4.2.1.7. At Lipoproteinleri

x0.5 presipitatin elektroforetograminda ¢ok az da olsa bir § + pre-p bant
mevcutken, x1, x2, x3 presipitatlardaki B + pre-B bandin yogunlugu hafif bir artig
gosterdi. Stipernatantlarda x0.5’den x3’e dogru a bandimin yoZunlugu azaldi x1
konsantrasyonda presipitatda sadece p + pre-f bandi belirlenirken, siipernatantda yogun
bir o band1 gozlendi. x1 konsantrasyon at serum B + pre-p lipoproteinlerinin

presipitasyonu i¢in yeterli bulundu (Sekil 46).

4.2.1.8. Tavuk Lipoproteinleri

Sekil 51°de goriildiigi gibi x0.5, x1, x2 ve x3 presipitatlarin elektroforetogramiari
arasinda yogunluk agisindan belirgin bir fark goériilmedi. Siipernatantlarda giderek
azalan o band: tespit edildi. x0.57in siipernatantinda bile § + pre-p bandi mevcut
degildi. Tavukta x0.5 konsantrasyondaki heparin ayiraci dahi serum f + pre-p

lipoproteinleri ¢oktiirmede yeterli bulundu.

4.2.2. Dekstran Siilfat / MnCl, Presipitasyonu ile Serum Lipoproteinlerinin

Separasyonu

4.2.2.1. Insan Lipoproteinleri

Insan serumunun dekstran siilfat/MnCl, ile yapilan presipitasyonunda artan ayirag
konsantrasyonuna bagh olarak presipitatda P + pre-f bandin yogunlugunun gittikce
arttig1 gozlendi ( sekil 12 ). Buna karsin siipernatantda o lipoprotein konsantrasyonu
azaldi. x0.5 konsantrasyondaki presipitatda sadece B + pre-p mevcutken, siipernatantda
o. bandma ilave olarak belirgin bir B + pre-p band1 goriilmektedir. Bu da x0.5
konsantrasyondaki aywacin B + pre-B lipoproteinlerin tam olarak presipitasyonunu
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saglayamadigim gostermektedir. x2 ve x3 presipitatlarda ¢ok az da olsa bir o bandinin
mevcudiyeti, kullanilan ySntem ile insan  + pre-§ lipoproteinlerin presipitasyonunun
tam olarak saglandifi1 dogrulanmaktadir. Heparinden farkh olarak presipitatlarda 8 ve
pre-f bant’da tam olmasa da bir ayirmm gozlendi.

4.2.2.2. Sigir Lipoproteinleri

Sigir dekstran siilfat/MnCl, ile yapilan presipitasyonda agaroz jelde x1, x2, x3
konsantrasyondaki presipitat ve siipernatantlar analiz edildi. x1 konsantrasyonda sadece
B + pre-p band1 mevcut iken, x2 ve x3 presipitatlarin elektroforetogramlarinda f + pre-f
bandmna ilave olarak o bandi da goriildii. Siipernatantlarda ise buna bagh olarak o
bandinda azalma gozlendi. Boylelikle insanlarda etkili olan ayira¢ konsantrasyonunun
(x1) sigir serum P + pre-p lipoproteinlerini tam olarak presipite etmede etkili
oldugu belirlendi ( Sekil 18).

4.2.2.3. Koyun Lipoproteinleri

x0.5 konsantrasyondaki presipitatda 3 +. pre-B bandi mevcut degilken,
siipernatantta § + pre-B ve a lipoproteinler goriildi. x1, x2, x3 konsantrasvondaki
presipitatlarin elektroforetik analizlerinde B + pre-f lipoprotein bantlarinm yogunlugu
az da olsa artarken, siipernatantlarda sirasiyla o bandimin konsantrasyonunda azalma
tespit edildi. x1 konsantrasyonun koyun serum 3 + pre-f lipoproteinlerini tam olarak

presipite ettigi tespit edildi (Sekil 24).

4.2.2.4. Ke¢i Lipoproteinleri

Ke¢i serumunda dekstran siilfat/MnCl, ile yapilan presipitasyonda x0.5
konsantrasyondaki presipitatda silik bir B + pre-§ bandi mevcutken. aym
konsantrasyondaki siipernatantda B + pre-B ve a bandlari belirlendi. x1 ve x2
presipitatlarda yogun boyanan § + pre-f bandlar: gériiliirken, ayn1 konsantrasyondaki
presipitatlarda o band: da goriildii. Buna gére kegi f§ + pre-f lipoproteinlerinin tam
presipitasyonunun x1 konsantrasyon ile saglandig: belirlendi ( Sekil 30).

4.2.2.5. Kedi lipoproteinleri
x0.5 presipitatda B + pre-f band1 mevcut degilken, siipernatantta § + pre-f ve o
bandinin her ikisi de bulundu. x2 ve x3 presipitatlarda o lipoproteinler de goriiliirken
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siipernatantlarda giderek azalan o bandmmin varh§i, x2 ve x3 presipitatlara o
lipoproteinlerin de dahil oldugunu géstermektedir. Kedi’de de dekstran siilfat/MnCl, ile
presipitasyonda insanlar i¢in elverigli konsantrasyonun (x1) B + pre-f lipoproteinler icin
etkili bir presipitasyon sagladig1 gézlemlendi ($ekil 36).

4.2.2.6. Kopek Lipoproteinleri

Kopeklerde dekstran siilfat ile yapilan presipitasyonda, heparin ile oldugu gibi x0.5
konsantrasyonda 3 + pre-B lipoproteinleri tespit edildi. Aymi konsantrasvonun
siipernatantina bakildiginda yaygmm ve koyu boyanan bir o bandi goriildi. x2
presipitatda ¢ok az belirgin ve x3 presipitatda ise belirgin bir o bandi géze carpti
Siipernatantlarda azalan a bandi1 da bunu dogruladi. Buna gore kdpeklerde de insanlarda
kullanilan ayirag konsantrasyonunun ( x1 ) elverisli oldugu goriildii (Sekil 42).

4.2.2.7. At lipoproteinleri

Sekil 47°de gorildigi tizere x0.5 konsantrasyondaki presipitatda § + pre-§ bandi
bulunmazken siipernatantda yaygin halde  + pre-p ve o« bandi goériildi. x1 ve x2
presipitatlarin elektroforetogramlarinda x2 konsantrasyonda ¢ok az olmak {izere x3
presipitatda § + pre-B bandina ilave olarak a bandi da tespit edildi. Siipernatantlara
bakildiginda, x1 den x3’e dogru o bandinda gézle goriiliir bir azalis gbzlendi. Atlarda
da insan ve diger tiirlerde oldugu gibi x1 presipitasyonun B + pre-B lipoproteinieri o

lipoproteinler ile kontaminasyonsuz bir sekilde presipite ettigi belirlendi.

4.2.2.8. Tavuk Lipoproteinleri

Sekil 52°de x0.5 presipitatda her ne kadar B + pre-p band1 mevcutsa da x1°e gore
daha az yogun oldugu goriildii. X2 presipitatda ¢ok az, x3’de ise olduk¢a belirgin bir o
bandi go6zlendi. x0.5°in siipernatantinda  + pre-B bandm bulunmamas: ve o bandinin
mevcut olmasmna ragmen, x1 presipitatdaki § + pre-p bandin daha yogun olmas1 ve
siipernatantda B + pre-f bandinin bulunmamasi nedeniyle, x1 konsantrasyonun etkili
bir B + pre-f presipitasyonu sagladid: belirlendi.
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4.23. Sodyum Fosfotungstat / MgCh Presipitasyonu ile Serum

Lipoproteinlerinin Separasyonu

4.2.3.1. Insan Lipoproteinleri

x1, x2. x3 konsantrasyonlarinda aywra¢ kullamlarak yapilan insan serum f§ + pre-f
lipoproteinlerinin presipitasyonunda, presipitatlarin elektroforetogramlarmda x1 ve x2
konsantrasvonlardaki presipitatlarda yalnizca  + pre-B bantlari gbzlemlenirken, x3
presipitatda B + pre-f bandi haricinde a lipoprotein band: da goriildii. Stipernatantlarn
elektroforetik analizinde x1°den x3’e dogru azalan yogunlukta bir o band: tespit edildi.
Ilgili metotdaki ayiracin sadece B + pre-p lipoproteinleri ¢oktiirdiigti dogruland1 ( Sekil
13, 14).

4.2.3.2. Sigir Lipoproteinleri

x1, x2. x3 presipitatlarin elektroforetogramlarinda; x1’de ¢ok az belirgin bir p +
pre-B bandi varken, x2 ve x3’de ¢ok yogun bir § + pre-B bandi yaninda a band: da
tespit edildi. Siipernatantlara bakildiginda da presipitatlardaki goriiniimi destekleyecek
sekilde x1'den x3’e dogru giderek azalan bir « band1 gérilda ( Sekil 19, 20 ).
Boylelikle sigir serum B — pre-B lipoproteinlerinin x1 aywra¢ konsantrasyonunda

tamamen presipite edildigine karar verildi

4.2.3.3. Koyun Lipoproteinleri

Koyun f + opre-p lipoproteinlerinin x1, x2, x3 konsantrasyonlarda
presipitasyonunda, x1’de ¢ok az belirgin bir § + pre-p band goriildii. x3’de B + pre-p
bandindan bagka o bandi da tespit edildi. x2 konsantrasyon, o lipoproteinleri
¢oktiirmeksizin maksimum vogunlukta 8 + pre-p lipoproteinleri ¢oktiirmesi sebebiyle
en etkili konsantrasyon olarak segildi ( Sekil 25, 26 ).

4.2.3.4. Keci Lipoproteinleri

x1 presipitatda silik bir § + pre-f band: varken. x2’de bu bant daha fazla, x3°de ise
B + pre-p bandina ilaveten o bandi da gbze carpti Siipernatantlara bakildiginda x1°den
x3’e dogru giderek azalan yogunlukta o bandi goriildii. Ke¢i serum B + pre-B
lipoproteinlerin tam presipitasyonunda x2 konsantrasyonun daha etkili oldugu tespit
edildi ( Sekil 31, 32).
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4.2.3.5. Kedi Lipoproteinleri

x1, x2, x3 presipitatlarinda giderek artan yogunlukta B + pre-B bandi goriildii. x2
ve x3’de buna ilaveten giderek artan o band: da tespit edildi. Kedi serumunda fazlaca
bulunan gilomikronlar numune aplikasyon noktalarinda gézlendi. Muhtemelen bu
nedenle bantlar keskin degildi ve arkalarinda iz birakarak g¢ ettiler. Siipernatantlarda

artan ayirag konsantrasyonuna bagh olarak azalan « bandi da x1 presipitasyonun kediler
icin etkili oldugunu dogrulad: (Sekil 37, 38 ).

4.2.3.6. Kopek Lipoproteinleri

Kopekte, x0.5, x1, x2, x3 aywra¢ konsantrasyonlarinda presipitasyon denendi;
presipitat ve siipernatantlar aym jelde gosterildi ( Sekil 43 ). x0.5 presipitatda da az
miktarda f + pre-P lipoproteinleri goriildii. X2 ve x3 presipitatlarda o bandi da tespit
edildi. Buna gére x1 konsantrasyon kopek lipoproteinlerini o lipoproteinler ile
kontaminasyonsuz sekilde presipite etti. Stipernatantlarda o bandinin azaldig: hatta x2

ve x3 de tamamen kayboldugu goriildii.

4.2.3.7. At Lipoproteinleri

x0.5, x1, x2, x3 presipitatlarinda x0.5’den x2’ye dogru artan yogunlukta § + pre-f
band1 dikkat cekti. x3’de ise, B + pre-f ile birlikte bir  bandinin varlig1 da gériildii.
Siipernatantiarda x0.5’den x3’e dogru « bandinda bir azalma mevcuttu; fakat bu azalma
sadece x3’°de daha belirgindi. At § + pre-B lipoproteinleri bu elektroforetik analize gére
x1’de tamamen presipite oldu (Sekil 48).

4.2.3.8. Tavuk Lipoproteinleri

x1 ayira¢ konsantrasyonunda presipitatda sadece B + pre-p bandi mevcutken x2 ve
x3 konsantrasyonlarinda buna ilaveten artan yogunlukta o bantlar1 da gorildii.
Siipernatantlarda artan aywra¢ konsantrasyonu ile birlikte azalan o bant yogunlugu bu

sonucu dogruladi. Bu sonuca gore x1 presipitasyonun etkili oldugu belirlendi ( Sekil
53,54).
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4.2.4. Polietilen Glikol Presipitasyonu ile Serum Lipoproteinlerinin

Separasyonu

4.2.4.1. Insan Lipoproteinleri

x0.5 konsantrasyonda presipitatda silik bir § + pre-B bandi mevcutken,
slipernatantta  + pre-p ve o bantlan1 belirgin bir sekilde goériildii. Artan ayirag
konsantrasyonuna ragmen x3 presipitatlarda o lipoproteinler tespit edilemedi. Insanda
polietilen glikol ile yapilan presipitasyonda B ve pre-f aymrumu ¢ok net goriildii. Buna
gore kullanilan polietilen presipitasyon metodu insan serum [ + pre-f lipoproteinlerini

tam olarak presipite etmede elverigli bulundu ( Sekil 15 ).

4.2.4.2. Sigir Lipoproteinleri

x0.5. x1, x2, x3 konsantrasyonda presipitasyon denendi. x0.5°de  + pre-p band:
mevcut degilken, x1, x2, x3 presipitatlarin elektroforetogramlari1 arasinda § + pre-p
vogunlugu bakimindan pek bir fark goriilemedi, fakat ayira¢ konsantrasyonundaki artisa
ve siipernatantdaki o lipoprotein yogunlugundaki azalisa ragmen, presipitatlarda o
bandinin gd¢ bdlgesinde bir o bandi gozlenemedi. insanda oldugu gibi sigirda da x1

konsantrasyon presipitasyon igin elverigli bulundu (Sekil 21).

4.2.4.3. Koyun Lipoproteinleri

x0.5 presipitatda B + pre-B bandi mevcutken, siipernatantta sadece yogun o bandi
belirlendi. x1, x2 ve x3 presipitatlar arasinda § + pre-f band yogunlugu bakimindan
fark gorillemedi. Siipernatantlarda giderek azalan bir o bandi tespit edildi. Oysa bu
azaligin karsihginda presipitatlarda bir o bant gorilemedi. Koyun igcin de x1
konsantrasyonun etkili presipitasyonu sagladigi kabul edildi ( Sekil 27).

4.2.4.4. Kegi Lipoproteinleri

x0.5°de silik bir B + pre-B bandi varken, x1, x2, x3 presipitasyonlarm
clektroforetogramlarinda B + pre-p  bandi gittikge yogunlasdi. Siipernatantlarda
x0.5’den x3’e¢ dogru azalan o bandi goriildi. Oysa bu azahgin kargihfinda
presipitatlarda bir o bant tespit edilemedi. Aymi gekilde x1 konsantrasyonun etkili
presipitasyon sagladig: belirlendi ( Sekil 33 ).
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4.2.4.5. Kedi Lipoproteinleri

x0.5’de tespit edilen B + pre-p lipoprotein yogunlugu x3’e'dogru artig gosterdi.
Stipernatantlarda da x0.5’den x3’e dogru azalan o band goriildii. Oysa bu azalisin
karsiliginda presipitatlarda bir o bant tespit edilemedi. Bu kompozisyona gére x1

presipitasyon tercih edildi ( Sekil 39 ).

4.2.4.6. Kopek Lipoproteinleri

x0.5 presipitatda silik bir § + pre-p bant gézlendi. x1, x2, x3 arasinda [ + pre-p bant
yogunlugu agisindan fark gézlenmediginden x1 tercih edildi. Siipernatantlarda x0.5, x1,
x2, x3’e¢ dogru giderek azalan bir o bandi mevcutken presipitatlarda o bandi
gozlenemedi ( Sekil 44 ).

4.2.4.7. At Lipoproteinleri

x0.5 presipitatda digerleri kadar belirgin olmayan bir B + pre-p band: tespit edildi.
x1, x2, x3 presipitatlarda gozle farkedilmeyen ve avni gibi goriinen 8 + pre-B bandi
g6zlendi. Stipernatantlarda da o bandinin vogunlugu x0.5’den x3°¢ dogru azaldi
Siipernatantda o bandinin azaligina karsin presipitatda o bandi tespit edilemedi. x!

ayira¢ konsantrasyonun f3 + pre-f3 lipoproteinleri presipite ettigi kabul edildi ( Sekil 49 ).

4.2.4.8. Tavuk Lipoproteinleri

x0.5 ve x3 presipitasyon arasinda yogunluk agisindan belirgin bir fark goriilemedi.
Siipernatantda o bantlarin yogunlugu x0.5’den x3’e dogru azaldi, fakat bu azalmanin
karsiliginda presipitatda o bant tespit edilemedi. Presipitasyonda en etkin konsantrasyon
x0.5 olarak belirlendi ( Sekil 55).

Mevcut presipitasyon prosediirleri ile presipitasvon sonrasi agaroz jel elektroforezi
ile separe edilen tiim tiirlere ait serum $ + pre-f ve « lipoproteinlerin jel Gizerindeki bant
yogunluklar1 gézle degerlendirilerek en az yogundan (+) en ¢ok yoguna ( + + +) dogru
derecelendirildi (Tablo 11-18 ). Ayrica tablo 19°da insan ve diger hayvan tiirlerinde en
etkin presipitasyonu saglayan ayirag konsantrasyonlar: gosterildi.
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4.3. PRESIPITASYON AYIRACLARIYLA PRESIPITE EDILEN INSAN
VE CESITLI HAYVAN TUORLERINE AIT SERUM B + preB
APOLIPOPROTEINLERININ SDS - PAGE ANALIZLERI

Kullanilan presipitasyon ayiraglari ( heparin/MnCl, , dekstran siilfat/MnCl, ,
sodyum fosfotungstat/MgCl, ve polietilen glikol ) ile presipite olan insan ve gesitli
hayvan tiirlerine ait serum f + pre-f lipoproteinlerinin daha iyi karekterizasyonu igin
apolipoprotein kompozisyonu SDS-PAGE analiziyle ortaya konuldu. Bu amagla,
agaroz jel elektroforez analizleri 1siginda B + pre-B lipoproteinlerin tam olarak
presipitasyonunu  saglayan ( o lipoproteinleri hi¢ ¢Oktirmeyen ) ayirag
konsantrasyonlarinm  kullamldif1 presipitatlar segildi. f + pre-B lipoproteinlerinin
bilinen apolipoprotein kompozisyonu mevcut verilerle kargilagtirildi.

Tim tiirlerde bitlin presipitasyon yontemleri ile presipite edilen B + pre-B
lipoproteinlerde 45 KDa protein standartinin biraz tist bolgesinde ( yaklasik 46KDa)
apo A-IV tespit edildi. Ancak tavuk f + pre-B lipoproteinlerinde apo A-IV polietilen
glikol( PEG) ve Dekstran siilfat ( DS ) presipitasyon metotlarinda tespit edilemedi.
sodyum fosfotungstat ( NaphT) ve heparin presipitasyon metotlar ile az da olsa apo A-
IV bandi belirlendi. Apo A-I biitiin presipitasyon ydntemleri ile tum tirlerin
serumundan presipite edilen B + pre-f lipoproteinlerde SDS-PAGE analizinde 24 KDa
protein standart1 ile aym bélgede belirlendi. PEG presipitasyon y6ntemi ile apo B-48
tavuk ve at hari¢ tiim tlirlerde yaklasik 205 KDa protein standartiyla ayni bdlgede
goriildi. DS presipitasyon yonteminde yalmzca at ve kdpekde apoB-48 birbirine vakin
¢ift band halinde goriildii.Heparin presipitasyonda apo B-48 sadece at ve kedi serum § +
pre-B lipoproteinlerinde tespit edilirken, NaphT presipitasyon yonteminde koyun hari¢
diger hayvan tiirlerinin serumunda gok az belirgin olarak 205 KDa protein standartiyla
ayni migrasyon bolgesinde tespit edildi Apo B-100 sadece NaphT presipitasyon
yontemi ile insan serum P + pre-B lipoproteinlerinde numune aplikasyon noktasinda
tespit edildi. Apo E ve C uygulanan presipitasyon yOntemleri ile izole edilen tim
tiirlerin serum B + pre-B lipoproteinlerinin hig birinde belirlenemedi ( Sekil 56-63).
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1 2 3 4 5 6 8 9 10
Sekil 5. insan Serum Lipoproteinlerinin %0.6°hk Agaroz Jel Elektroforetogrami
1,2,3,4,5 : insan serumu 6,8,9,10 : Koyun serumu

12 3 45 6 7 8 910

Sekil 6 . Insan Serum Lipoproteinlerinin %0.7°lik Agaroz Jel Elektroforetogrami
1,2,3,4,5 : insan serumu 6,7,8,9,10 : Koyun serumu

12 3 45 6 7 8 9 10

Sekil 7 . insan Serum Lipoproteinlerinin %0.8’lik Agaroz Jel Elektroforetogrami:
1,2,3,4,5 : insan serumu 6,7,8,9,10 : Koyun serumu



VAl

12 3 4 5 6 7 8 910
Sekil 8. Insan Serum Lipoproteinlerinin % 0.9’luk Agaroz Jel Elektroforetogrami
1,2,3,4 : Insan serumu  5,6,7,8 : Insan plazmasi1 9,10 : Keci plazmasi

12 3 4 5 6 7 8 910

Sekil 9. Insan Serum Lipoproteinlerinin %1’lik Agaroz Jel Elektroforetogrami
1,2,3,4 : Insan serumu  5,6,7,8 : Insan plazmas: 9,10 : Keci plazmas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sekil 10. insan Serum Lipoporoteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram: ( % 0.8 )
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1 2 3 4 5 6 7 8 910

Sekil 11. Heparin Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Insan Serum B + pre-B
ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

AN & W

pre (3\_—_—

: Insan serumu 7: Heparin siipernatant (x0.5)
: Heparin presipitat (x0.5) 8 : Heparin slipernatant (x1)

: Heparin presipitat (x1) 9 : Heparin siipernatant (x2)

: Heparin presipitat (x2) 10 : Heparin siipernatant (x3)

: Heparin presipitat ( x3)

Py, e
S e

oL ——

1 2 34 56 7 8 910

Sekil 12 . Dekstran Silfat (DS) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Insan
Serum B + pre-B ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1,2 : Insan serumu 7 : DS siipernatant (x0.5)
3 : DS presipitat (x0.5) 8 : DS siipernatant (x1)
4 : DS presipitat (x1) 9 : DS siipernatant (x2)
5 : DS presipitat (x2) " 10 : DS siipernatant (x3)

6 : DS presipitat (x3)



Sekil 13. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Insan Serum p + pre-p Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 4,5 : NaphT presipitasyon (x2)
2,3 : NaphT presipitasyon (x1) 6,7 : NaphT presipitasyon (x3)

" Sekil 14 . Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen
Insan Serum o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1,2 : insan serumu | 5,6 : NaphT siipernatant (x2) 9,10: Insan serumu
3,4 : NaphT siipernatant (x1) 7,8 : NaphT siipernatant (x3)




1 23 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 15. Polietilen Glikol (PEG ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Insan
Serum B + pre-f ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1,2 : insan serumu 7 : PEG siipernatant (x0.5)
3 : PEG presipitat (x0.5) 8 : PEG siipernatant (x1)
4 : PEG presipitat (x1) 9 : PEG siipernatant (x2)
5 : PEG presipitat (x2) 10 : PEG siipernatant (x3)

6 : PEG presipitat (x3)

12 3 6456 78 910

Sekil 16 . Siir Serum Lipoproteinlerinin Agaroz jel Elektroforetogram




S
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1 2 3 4 5 6 7

8 9 10

Sekil 17. Heparin Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Sigir Serum  + pre-p
ve a. Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3 : Heparin presipitat (x0.5) 7 : Heparin siipernatant (x0.5)

2 : Siir serumu 4 : Heparin presipitat (x1) 8 : Heparin siipernatant (x1)
5 : Heparin presipitat (x2) 9 : Heparin slipernatant (x2)
6 : Heparin presipitat (x3) 10 : Heparin siipernatant (x3)

12 3 4 56 7 8 910

Sekil 18. Dekstran Siilfat (DS ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Siir
Serum B + pre-B ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1,2 : insan serumu 5 : DS presipitat (x1) 8 : DS siipernatant (x1)
3,4 : Sifir serumu 6 : DS presipitat (x2) 9 : DS siipernatant (x2)
7 : DS presipitat (x3) 10 : DS siipernatant (x3)



7%

12 3 4 5 6 7 8

Sekil 19. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Sigir Serum P + pre-§ Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3,4 : NaphT presipitat (x1) 7,8 : NaphT presipitat (x3)
2 : Siir serumu 5,6 : NaphT presipitat (x2)

oo s 7T e < o e T
B e AT e g

12 3 4 5 6 7 8

Sekil 20. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen
Sigir Serum « Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1:insan serumu 3,4 : NaphT siipernatant (x1) 7,8 : NaphT siipernatant (x3)
2 : Sigair serumu 5,6 : NaphT siipernatant (x2)
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MR,

1 23 4 56 78 910

Sekil 21. Polietilen Glikol (PEG) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Sifir
Serum B + pre-B ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3 : PEG presipitat (x0.5) 7 : PEG siipernatant (x0.5)

2 : Sigir serumu 4 : PEG presipitat (x1) 8 : PEG siipernatant (x1)
5 : PEG presipitat (x2) 9 : PEG siipernatant (x2)
6 : PEG presipitat (x3) 10 : PEG siipernatant (x3)

1 2 3 4 5 6 7 8 910

Sekil 22 . Koyun Serum Lipoproteinlerinin Agaroz jel Elektroforetogrami

1 : insan serumu



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10.
Sekil 23 . Heparin Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Koyun Serum B + pre-p
ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1:Insan serumu 3 : Heparin presipitat (x0.5) 7 : Heparin siipernatant (x0.5)

2 : Koyun serumu 4 : Heparin presipitat (x1) 8 : Heparin siipernatant (x1)
S : Heparin presipitat (x2) 9 : Heparin siipernatant (x2)
6 : Heparin presipitat (x3) 10 : Heparin slipernatant (x3)

12 34 5 6 7 8 910

Sekil 24 . Dekstran siilfat (DS ) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Koyun
Serum P + pre-p ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1: Insan serumu 3 : DS presipitat (x0.5) 7 : DS siipernatant (x0.5)
2 : Koyun serumu 4 : DS presipitat (x1) 8 : DS siipernatant (x1)
5 : DS presipitat (x2) 9 : DS siipernatant (x2)
. 6: DS presipitat (x3) 10 : DS siipernatant (x3)
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Sekil 25.Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen
Koyun Serum B + pre-§ Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: Insan serum 3,4 : NaphT presipitat (x1) 7,8 : NaphT presipitat (x3)
2 : Koyun serum 5,6 : NaphT presipitat (x2)

Sekil 26. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Koyun Serum a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1:insan serumu 34: NaphT siipernatant (x1) 7,8 : NaphT siipernatant (x3)
2 : Koyun serumu 5,6 : NaphT siipernatant (x2)
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Sekil 27. Polietilen Glikol (PEG ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Koyun
Serum f§ + pre-B ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: Insan serumu 3 : PEG presipitat (x0.5) 7 : PEG siipernatant (x0.5)
2 : Koyun serumu 4 : PEG presipitat (x1) 8 : PEG siipernatant (x1)
5 : PEG presipitat (x2) 9 : PEG siipernatant (x2)
6 : PEG presipitat (x3) 10 : PEG siipernatant (x3)

1 2 3 4 56 7 89 10

Sekil 28. Keci Serum Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1: insan serumu
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Sekil 29. Heparin Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Keci Serum B+ pre-p
ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3 : Heparin presipitat (x0.5) 7 : Heparin siipernatant (x0.5)
4 : Heparin presipitat (x1) 8 : Heparin siipernatant (x1)
5 : Heparin presipitat (x2) 9 : Heparin siipernatant (x2)

2 : Kegi serumu
6 : Heparin presipitat (x3) 10 : Heparin siipernatant (x3)

A

1 2 3 4 5 6 7 8 910

Sekil 30. Dekstran Siilfat ( DS ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Keci Serum
B + pre-B ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1:insan serumu 3 : DS presipitat (x0.5) 7 : DS siipernatant (x0.5)
2 :Kegiserumu  4: DS presipitat (x1) 8 : DS siipernatant (x1)
5 : DS presipitat x2 9 : DS siipernatant x2

6 : DS presipitat x3 10 : DS siipernatant x3
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Sekil 31. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Keci Serum f + pre- B Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: Insan serumu 3,4 : NaphT presipitat (x1) 7,8 : NaphT presipitat (x3)
2 : Kegi serumu 5,6 : NaphT presipitat (x2)

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 32. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Keg¢i Serum « Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1: insan serumu 3,4 : NaphT siipernatant (x1) 7,8 : NaphT siipernatant (x3)
2:Kegiserumu 5,6 : NaphT siipernatant (x2)
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Sekil 33. Polietilen Glikol (PEG) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Keci
Serum B + pre-§ ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

b

: Insan serumu

: PEG presipitat (x0.5) 7 : PEG siipernatant (x0.5)
2 : Keg¢i serumu

: PEG presipitat (x1) 8 : PEG siipernatant (x1)
PEG presipitat (x2) 9 : PEG siipernatant (x2)
PEG presipitat (x3) 10 : PEG siipernatant (x3)

3
4
5
6

1 2 3 4 5 6 78 9 10

Sekil 34, Kedi Seram Lipoproteinlerinin Agaroz Jel ,Elektmforetogmml
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Sekil 35 . Heparin Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Kedi Serum B + pre-p ve
a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: Insan serumu 3 : Heparin presipitat (x0.5) 7 : Heparin siipernatant (x0.5)
2 : Kedi serumu 4 : Heparin presipitat (x1) 8 : Heparin siipernatant (x1)
S : Heparin presipitat (x2) 9 : Heparin siipernatant (x2)
6 : Heparin presipitat (x3) 10 : Heparin siipernatant (x3)

12 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 36. Dekstran Siilfat ( DS ) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Kedi Serum
B + pre-p ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1:Insan serumu 3 :DS presipitat (x0.5) 7 : DS siipernatant (x0.5)
2: Kediserumu 4 : DS presipitat (x1) 8 : DS siipernatant (x1)

5 : DS presipitat (x2) 9 : DS siipernatant (x2)

6 : DS presipitat (x3) 10 : DS siipernatant (x3)
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Sekil 37 . Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Kedi Serum B + pre- B Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3,4 : NaphT presipitat (x1) 7,8 : NaphT presipitat (x3)
2 : Kedi serumu 5,6 : NaphT presipitat (x2)

Sekil 38. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen
Kedi Serum a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1:Insan serumu 3,4 : NaphT siipernatant (x1) 7,8 : NaphT siipernatant (x3)
2 : Kediserumu 5,6 : NaphT siipernatant (x2)
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Sekil 39. Polietilen Glikol (PEG) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Kedi
Serum B + pre-B ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: Insan serumu 3 : PEG presipitat (x0.5) 7 : PEG siipernatant (x0.5)

2 : Kedi serumu 4 : PEG presipitat (x1) 8 : PEG siipernatant (x1)
5 : PEG presipitat (x2) 9 : PEG siipernatant (x2)
6 : PEG presipitat (x3) 10 : PEG siipernatant (x3)

12 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 40. Képek Serum Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram
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Sekil 41, Heparin Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Kopek Serum p + pre-p
ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1:Iinsan serumu 3 : Heparin presipitat (x0.5) 7 : Heparin siipernatant (x0.5)
2 : Kdpek serumu 4 : Heparin presipitat (x1) 8 : Heparin siipernatant (x1)
5 : Heparin presipitat (x2) 9 : Heparin siipernatant (x2)
6 : Heparin presipitat (x3) 10 : Heparin siipernatant (x3)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 42, Dekstran Siilfat | ( DS ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Kdpek
Serum § + pre-p ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1: insan serumu 3 : DS presipitat (x0.5) 7 : DS siipernatant (x0.5)

2 : Kopek serumu 4 : DS presipitat (x1) 8 : DS siipernatant (x1)
5 : DS presipitat (x2) 9 : DS siipernatant (x2)
6 : DS presipitat (x3) 10 : DS siipernatant (x3)



88

12 3 4 5 6 7 8 910

Sekil 43. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Képek Serum B + pre-f ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1:Insan serumu 3 : NaphT presipitat (x0.5) 7 : NaphT siipernatant (x0.5)

2 : Kopek serumu 4 : NaphT presipitat (x1) 8 : NaphT siipernatant (x1)
5 : NaphT presipitat (x2) 9 : NaphT siipernatant (x2)
6 : NaphT presipitat (x3) 10 : NaphT siipernatant (x3)

} e ) 'E"\" TR

1 2 34 5 6 7 8 910

Sekil 44. Polietilen Glikol (PEG ) Presipitasyon Metodu- ile izole Edilen Kopek
Serum B + pre-p ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1:insan serumu 3 :PEG presipitat (x0.5) -7 : PEG siipernatant (x0.5)
2§ Kdpek serumu 4 : PEG presipitat (x1) 8 : PEG siipernatant (x1)

5 : PEG presipitat (x2) 9 : PEG siipernatant (x2)

6 : PEG presipitat (x3) 10 : PEG siipernatant (x3)
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Sekil 45. At Serum Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu

1 2 3 45 6 7 8 910

Sekil 46. Heparin Presipitasyon Metodu ile izole Edilen At Serum B + pre-§
ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram:

1: insan seruma 3 : Heparin presipitat (x0.5) 7 : Heparin sipernatant (x0.5)
2 : At serumu 4 : Heparin presipitat (x1) 8 : Heparin siipernatant (x1)

5 : Heparin presipitat (x2) 9 : Heparin siipernatant (x2)

6 : Heparin presipitat (x3) 10 : Heparin siipernatant (x3)
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Sekil 47. Dekstran Siilfat (DS ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen At Serum
f§ + pre-B ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1:Insan serumu 3 : DS presipitat (x0.5) 7 : DS siipernatant (x0.5)
2 : At serumu 4 : DS presipitat (x1) 8 : DS siipernatant (x1)

5 : DS presipitat x2 9 : DS siipernatant (x2)

6 : DS presipitat x3 10 : DS siipernatant (x3)

Sekil 48. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen At
Serum P + pre-p ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1:insan serumu 3 : NaphT presipitat (x0.5) 7 : NaphT siipernatant (x0.5)
2 : At serumu 4 : NaphT presipitat (x1) 8 : NaphT siipernatant (x1)
5 : NaphT presipitat (x2) 9 : NaphT siipernatant (x2)
6 : NaphT presipitat (x3) 10 : NaphT siipernatant (x3)
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Sekil 49. Polietilen Glikol (PEG ) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen At Serum
B + pre-p ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram

1: insan serumu 3 : PEG presipitat (x0.5) 7 : PEG siipernatant (x0.5)

2 : At serumu 4 : PEG presipitat (x1) 8 : PEG siipernatant (x1)
5 : PEG presipitat (x2) 9 : PEG siipernatant (x2)
6 : PEG presipitat (x3) 10 : PEG siipernatant (x3)

v

Sekil 50. Tavuk Serum Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogram



Sékii 51. Heparin Presipitasyon Metodu ile izole Edilen Tavuk Serum B + pre-B
ve o, Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: Tavuk serumu 2 : Heparin presipitat (x0.5) 6 : Heparin siipernatant (x0.5)
3 : Heparin presipitat (x1) 7 : Heparin siipernatant (x1)
4 : Heparin presipitat (x2) 8 : Heparin siipernatant (x2)
5 : Heparin presipitat (x3) 9 : Heparin siipernatant (x3)

12 3 45 6 7 8 9 10

Sekil 52.Dekstran Siilfat ( DS) Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Tavuk Serum
B+ pre-f ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3 : DS presipitat (x0.5) 7 : DS siipernatant (x0.5)

2 : Tavuk seramu 4 : DS presipitat (x1) 8 : DS siipernatant (x1)
5 : DS presipitat (x2) 9 : DS sfipernatant (x2)
6 : DS presipitat (x3) 10 : DS siipernatant (x3)
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Sekil 53. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Tavuk Serum B + pre-p Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3,4 : NaphT presipitat (x1) 7,8 : NaphT presipitat (x3)
2: Tavuk serumu 5,6 : NaphT presipitat (x2)

tr 2 3 4 5 6 7 8§

Sekil 54. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile izole Edilen
Tavuk Serum o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: Insan serumn 3,4 : NaphT siipernatant (x1) 7,8 : NaphT siipernatant (x3)
2 : Tavuk serumu 5,6 : NaphT siipernatant (x2)
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Sekil 55.Polietilen Glikol ( PEG ) Presipitasyon Metodu ile izolé Edilen Tavuk
Serum § + pre-f ve o Lipoproteinlerinin Agaroz Jel Elektroforetogrami

1: insan serumu 3 : PEG presipitat (x0.5) 7 : PEG siipernatant (x0.5)

2 : Tavuk serumu 4 : PEG presipitat (x1) 8 : PEG siipernatant (x1)
5: PEG presipitat (x2) 9 : PEG siipernatant (x2)
6 : PEG presipitat (x3) 10 : PEG siipernatant (x3)
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Sekil 56. insan ve Diger Hayvan Tiirlerinin Heparin Presipitasyon Metodu ile
Izole Edilen Serum B + pre-B Apolipoproteinlerinin SDS - PAGE ( %7.5)

Elektroforetogramlan

1: Standart (yiiksek M.W.) 4 :Koyun Heparin (x1) 7: Kopek Heparin x1
2 : Insan Heparin (x1) 5: Keci Heparin (x1)  8: At Heparin x1
3 : Siir Heparin (x 2) 6 : Kedi Heparin (x1)  9: Tavuk Heparin x0.5

' 2345 67 839

Sekil 57 .Insan ve Diger Hayvan Tiirlerinin Heparin Presipitasyon Metodu ile

Izole Edilen Serum P + pre-B Apolipoproteinlerinin
Elektroforetogramlan

1: Standart ( Diisik M.W.) 4: Koyun Heparin (x1) 7:
2: insan Heparin (x1) 5: Keci Heparin (x1) 8:
3: Sigir Heparin (x 2) 6: Kedi Heparin (x1) 9:

SDS - PAGE (%12)

Kdpek Heparin (x1)
At Heparin (x1)
Tavuk Heparin (x0.5)
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Sekil 58. insan ve Dier Hayvan Tiirlerinin Dekstran Siilfat (DS) Presipitasyon

Metodu ile izole Edilen Serum f + pre-B Apolipoproteinlerinin SDS-PAGE (%7.5)
Elektroforetogramlar

1: Standart ( yiiksek M.W.) 4: Koyun DS (x1) 7: Kopek DS (x1)

2: insan DS (x1) 5: Kegi DS (x1) 8: At DS (x1)
3: Sigir Heparin (x 1) 6: Kedi DS (x1) 9: Tavuk DS (x1)
KDa

12 3 4 5 6 7 89

Sekil 59. insan ve Diger Hayvan Tiirlerinin Dekstran Siilfat (DS) Presipitasyon
Metodu ile izole Edilen Serum B + pre-p Apolipoproteinlerinin SDS-PAGE (%12)
Elektroforetogramlar:

1: Standart ( Diigitk M.W.) 4: Koyun DS (x1) 7: Kdpek DS (x1)
2: insan DS (x1) 5: Kegi DS (x1) 8: AtDS (x1)
3: Sigir Heparin (x 1) 6: Kedi DS (x1) 9: Tavuk DS (x1)
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Sekil 60. insan ve Diger Hayvan Tiirlerinin Sodyum Fosfotungstat ( NaphT)
Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Serum  + pre-B Apolipoproteinlerinin SDS-
PAGE ( %7.5) Elektroforetogramlari

1: Standart ( yiiksek M.W.) 4: Koyun NaphT (x2) 7: Kopek NaphT (x1)
2: Insan NaphT (x1) 5: Ke¢i NaphT (x2) 8: At NaphT (x1)
3: Sigir NaphT (x 1) 6: Kedi NaphT (x1) 9: Tavuk NaphT (x1)

KDa

12 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 61. Insan ve Diger Hayvan Tiirlerinin Sodyum Fosfotungstat ( NaphT)
Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Serum B + pre-B Apolipoproteinlerinin
SDS-PAGE ( %12 )Elektroforetogramlan

1: Standart ( Diisiik M.W.) 4: Koyun NaphT (x2) 7: Kopek NaphT (x1)
2: Insan NaphT (x1) 5: Kegi NaphT (x2) 8: At NaphT( x1)
3: Sigir NaphT (x 1) 6: Kedi NaphT (x1) 9: Tavuk NaphT (x1)
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Sekil 62. Insan ve Diger Hayvan Tiirlerinin Polietilen Glikol ( PEG )
Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Serum B + pre-B Apolipoproteinlerinin
SDS - PAGE (%7.5) Elektroforetogramlari

1: Standart ( yiiksek M.W.) 4: Koyun PEG (x1) 7: Kopek PEG (x1)
2: Insan PEG (x1) S: Keci PEG (x1) 8: At PEG (x0.5)
3: Sigir PEG (x 1) 6: Kedi PEG (x1) 9: Tavuk PEG (x0.5)

12 3 456 7 89

Sekil 63. Insan ve Diger Hayvan Tiirlerinin Polietilen Glikol ( PEG )
Presipitasyon Metodu ile Izole Edilen Serum B + pre-B Apolipoproteinlerinin
SDS - PAGE ( %12 ) Elektroforetogramlari

1: Standart ( Dilgitk M.W.) 4: Koyun PEG (x1) 7: Kdpek PEG (x1)
2: insan PEG (x1) 5: Kegi PEG (x1) 8: At PEG (x1)
3: Sigir PEG (x 1) 6: Kedi PEG (x1) 9: Tavuk PEG (x0.5)
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S.TARTISMA VE SONUC

Mecut ¢aligma, insan serum Hpoprofeinlerinin halihazirda kullanilan metotlara gore
agaroz jel elektroforezinde separe edilmesiyle bagladi. Agaroz jelde serum lipoprotein
elektroforezinin sonuglarinin kagit elektroforezinden uistiin oldugu bildirilmistir. Bu
iistiinliik, B fraksiyondan pre-p fraksiyonunun iyi bir ayirimindan ve transparan
jellerin elde edilmesinden ileri gelmektedir. Pre-B lipoproteinlerin azalan agaroz
konsantrasyonuna bagli olarak orjinden daba ileri gog ettigi ve /pre-B aywrimimn
daha iyi oldugu ileri siiriilmiistiir (67). Yapilan denemelerde de bu agik¢a goriildii.
Artan jel konsantrasyonuna bagh olarak B/pre-p bantlar1 birbirine ¢ok yakinlagdi3: batta
ayirim yapilamadig1 gozlendi ( Sekil 8, 9). Ayrica ¢ok diisiik konsantrasyonlu jellerin de
kirilgan olmasindan dolay1 %0.8’1ik jeller tercih edildi ve iyi bir separasyon sadlandi
( Sekil 10).

Tampon sollisyonunun molaritesinin de migrasyonu ve lipoprotein bantlari
arasindaki separasyonun derecesini etkiledigi kantlanmistir (67). 0.1, 0.075 ve 0.05 M
barbital tamponlar kullamldigmmda 0.05 M’k tampon ile daha iy1 bant rezoliisyonunun
saglandigi gériilmistiir (67). Yapilan ¢alisma da bunu dogruladi. pH da agaroz jel
elektroforezde etkili bir faktordiir. Genellikle pH 8.6 tamponlar kulanilmistir. pH 7.0 de
elektroforez ile HDL2 ve VLDL’in diger plazma lipoproteinlerinden daha iyi separe
edildigi ileri siirtilmiigtiir ( 31 ). Fakat. mevcut ¢calismada pH 8.6'da 1yi bir separasyonun
saglandig1 gézlendi.

Buna ragmen bazen aym: sartlar altinda P/pre-B aywrimi tam olarak yapilamadi.
Karsilastigimiz bu problem Contois (21) tarafindan da distindiirtictt bulunmustur.A¢ ve
tok serumlar ile plazma iizerinde ¢alisilmig, yar1 tok serumlarda daha iyi bir rezoliisyon
gézlenmistir. Bu da a¢ serumlarda artan serbest yag asitlerine bagli olarak polaritenin
degismesine baglanabilir. ETDA’l plazmadaki separasyon seruma gore daha zayif
bulunmustur (Sekil 8, 9). Buna ragmen, B/pre-B rezoliisyonunun bazen degisken
olmasinin sebepleri arastirilmaya agiktir.

Hayvanlarda lipit transport sistemlerinin bilinmesi atherojenik besinlerle beslenen
insanlarda lipit ve lipoprotein metabolizmas: igin deneysel modeller olarak hayvan
tirlerinin  kullamimini  saglamaktadr. insan beslenmesinde hayvan orjinli besin
maddelerinin artan onemi yiiziinden hayvanlarin beslenmesine dair ve onlann lipit
absorpsiyon ve transportunun gekillerine dair arastimalara yonelinmigtir. Bu amagla
normal beslenme sartlar1 altinda mevcut tiirlerin bir kisminda temel lipoproteinlerin ve
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apolipoproteinlerin kalitatif ve kantitatif Gzelliklerine iliskin bilgi ¢ok azdmr ( 19 ).
Aym: sekilde mevcut presipitasyon metotlariyla gesitli hayvan lipoprotein
separasyonlarimin biitiin olarak kargilagtrmali sekilde ele alindir bir ¢aligmaya
rastlamlmamigtir,

At, plazma lipoproteinleri tanimlanan ve incelenen ilk memeli hayvandir. 1929°da
at plazmasinda sirkiile olan lipit protein komplekslerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
tanimlamustir (19). Bazi primatlar digindaki hayvanlarda da insanlardaki gibi kolesterol
ve atherosklerozise predispozisyon arasinda aym iligki gézlenmistir. $igmanlik, anoreksi
ve ataksiye bagli olarak atlarda hipertrigliseridemia tammlanmistir (76). Atlar HDL
fraksiyonlarinda total lipidlerin %76’st gibi biiyiik bir porsiyonunu tagidiklart i¢in ¢ogu
hayvan tiirlerine benzerlik gosterir. Diger yandan insanlarda HDL, total lipitlerin sadece
%35’ini tasir. Atlarin lipoprotein kompozisyonlar1 yazarlar tarafindan az ¢ok
farkliliklarla tamimlanmigsa da agaroz jel elektroforez ile o ve [ mobiliteli 2 temel
lipoprotein bandi igerdigi bildirilmigtir ( 8 ).

Deneysel olarak a¢ birakilan normal ponilerde hipertrigliseridemia ve daha az
olarak hiperkolesterolemia gdzlenmistir.A¢ ponilerde goriilen hiperlipoproteinemia
insan tiirlerinde ¢ok yaygin gorillen form olan tip IV hiperlipoproteinemia’ya
benzetilebilir.

Subakut ve kronik ¢ayir tetanisi ve kolik hastalif1 olan atlarda serum total lipit ve
lipoprotein fraksiyonlar: ¢ahigilmigtir. Normal atlarda olmayan pre-B lipoprotein
fraksiyonunun tiim hasta gruplarda arttif1 goriilmiistiir. a2b lipoproteinin orani da kolik
ve ¢imen hastahfmda oldukg¢a ylikselmistir. Tanimlanan degisikliklerin atlardaki yag
metabolizmas: bozukluklari, besin alimunin azalmasi, kortizol ve katekolamin salinimi
ve insiilin direncini igine alan faktorler yiiziinden oldugu diistintilmektedir.

Serum lipoproteinlerinin artan diizeyleri yag metabolizmasi bozukluklarina isaret
eder. Hiperlipoproteinemia at, mink ve tavsan gibi tiirlerde aghk sonucunda
olugmaktadir (8).

Deneysel olarak indiiklenen karacifer hastalikli ponilerde serum lipid ve
lipoprotein konsantrasyonlarindaki degisimler bildirilmistic. Hepatoselliiller hasar
CCly’iin sliimciil olmayan dozunun verilmesiyle olusturulmustur. Bir diger grupta safra
kanali ligatiire edilerek tikanma sarihifi meydana getirilmistir. Elektroforetik ve
ultrasantrifugal metotlarla, tikanma sarili1 olusturulan ponilerde VLDL ve LDL
kolesteroliinde artis ve HDL kolesteroliinde azalig tespit edilmistir (10). Lipoprotein
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dagilimindaki benzer degigiklikler tikanma sarilikli ve ketozisli kdpeklerde, ratlarda ve
insanlarda da gozlenmistir (10). ‘

Atlarda goriilen hiperlipemik durumlar diger hastaliklar ya da durumlara bagl
olarak da goriiliir. Lipit metabolizmasindaki bozukluklar ilk olarak gastrointestinal
bozukluklarin bir varyetesi olarak hasta ponilerde 1969’da bildirilmistir. Laktasyon
sonundaki ve ilk laktasyondaki kisraklarda hiperlipemi riski artmaktadir.Besin alimim
depresse eden sekunder parazit enfestasyonu, gebelik, laktasyon, beslenme yetersizligi,
transport yada diger stres ve koma durumlarmnda da hiperlipemi goriilmektedir.
Lipoprotein profilindeki ilk degisiklikler VLDL miktarinin artigina bagli olarak agaroz
jel elektroforezde artan bir pre-f bant. olarak goriilmektedir ( 89,90).

Mevcut galigmada, at serum liporoteinlerinin agaroz jel elektroforezinde B ve o
bantlar1 gdzlendi. Pre-B lipoprotein tespit edilemedi. Bir gecelik agliktan sonra kan
alinan ponilerde VLDL’in mevcut olmadig1 bildirilmigtir ( 8, 62 ). Kan drnekleri de
sabah erken saatlerde aksamdan beri yem yememis atlardan alindifi i¢in pre-8
lipoproteinin bulunmayisi bu konudaki mevcut literatiirlerle uyumludur. Ayrica
silomikronlar da belirlenemedi. Buna ragmen Bauer (12) agaroz jel elektroforezde pre-
B liporoteinlerin varhgindan da s6z etmis, aglik ve lipoprotein metabolizmasinda
bozukluk yaratan durumlarda ise bu bandn artti3im1 bildirmistir. Literatiirler arasindaki
bu farklilik beslenme sartlarina ve aglik siiresine bagli olabilir.

Ruminant lipoproteinleri {izerine smwl ¢alisma mevcuttur. Koyun, kegi
lipoproteinlerine dair ¢aligmalar son yillarda ortaya ¢ikmugstir. Koyun ve kegilerde
HDL’in temel lipoprotein ( Toplamin %80’1) sinifin1 olugturdugu tespit edilmistir. Sigir
lipoproteinleri i¢in de ayni durum s6z konusudur (19). Sigirda total serum lipidlerinin
%1’den azinin VLDL fraksiyonunda , ~% 26’smin LDL fraksiyonunda ve geriye kalan
~%73’liikk kisminin HDL fraksiyoninda oldugu bildirilmistir ( 92).

Ketozis’li ve siit yagi depresse edilmis sigirlarda serum lipoproteinlerinde ciddi
degisiklikler g6zlenmistir (29). Karaciferinde yaygm fasciolasis lezyonlar: goriilen ve
belirgin olarak ikterik bir koyunda p ve pre-B pozisyonlarda tek bir bandin bulundugu,
ayrica a lipoproteinlerin normale ve diger lipoproteinlere gore diisiik konsantrasyonda
oldugu tespit edilmistir (36). Malarial enfeksiyonlarda hipertrigliseridemia olustugu da
bildirilmistir (96). Anaplazma marginale enfeksiyonunda da sifilarda o, sonra B
lipoprotein  fraksiyonunda azalig tespit edilmigtir. Elektroforezde serum
lipoproteinlerinde normale gore boya yogunlugundaki azahs sifirlarda total serum
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lipidinde azaliga paralel oldugu ileri siiriilmiistiir. Enfekte sigrlarda 6nce o, sonra B
fraksiyonun azaldig1 bildirilmistir (14).

Sigir serum lipoproteinin elektroforetik goriiniimii ortaya konulmustur. Kagit
elektroforezinin kullamildign Onceki ¢aligmalarin bir kisminda sadece bir B bandi
gozlemlenirken, bir kisminda da hem B hem de « bant gézlemlendigi bildirilmigtir ( 14).
Selliiloz asetat kullamildiinda ise kiigiik bir pre-f bandimin varlifindan bahsedilmistir
(14). Guldiir ve ark ( 36, 37 ) selliiloz asetat elektroforezinde sigr, koyun ve kegi'de B,
pre-B ve a lipoproteinleri tespit etmislerdir.

Mevcut ¢ahiymada sifir, koyun ve keci serum lipoproteinlerinin agaroz jel
elektroforezinde B ve a band1 gozlendi. At’da oldugu gibi pre- band: belirlenemedi.
Mevcut bulgular Ferreri ve ark.(32) tarafindan dogrulanmustir. Sigir serumundan izole
edilen lipoproteinler agaroz jel kolonlara uygulanmis ve molekiller boyuta gére
ayrilmugtir. Kolondan %11°lik pik I, %6’ lik pik IT ve %83’liikk pik III olmak tizere ti¢ pik
¢ikmustir. Pik I’in VLDL’e, pik II'nin LDL’e ve pik III’tin HDL e karsilik geldigini
belirlemislerdir. Bununla birlikte VLDL (pik [) ve LDL (pik II) lipoproteinlerin agaroz
jel {stiinde yaklasik aym pozisyonda gé¢ ettigini oysa insanda VLDL ve LDL’in 2
farkli bant (pre-f ve B) olarak separe oldugunu géstermislerdir. Bu sonug da agaroz jel
elektroforezde sigir serumunun insanda gorilen 3 bandin aksine nigin 2 bant
sergiledigini agiklamaktadir.

Insan serumu lipoproteinlerinin elektroforezle belirgin bir sekilde separe edilmesine
ragmen, Ferreri (32) kagit, agaroz ve poliakrilamid gel elektroforezde (PAGE) sigir
serum lipoproteinlerinin iyi bir separasyonunun elde edilemedigini ileri stirmiistiir. Rat
gibi diger hayvan tiirlerinin de serum lipoproteinlerinin elektroforezde yeterli
rezoliisyon saglamadif: belirtilmistir. Zayif rezoliisyondan dolayi da insandakinin
aksine VLDL ve LDL ( pre-p ve § ) aywrimmin miimkiin olmadigma ve agaroz jel
filtrasyonun elektroforeze gore daha zahmetli olmasina ragmen sigir lipoprotein
profilini bagarili bir gekilde sunmanin en iyi yolu olduguna dikkat ¢ekilmistir.

Caliymamizda da gerek at gerekse sifir, koyun ve ke¢i’nin serum liporoteinlerinin
agaroz jel elektroforez ile separasyonunda insanla karsilastirildiginda, yaklagik 2 kat
daha fazla serumun jele aplike edilmesine ragmen, lipoproteinler daha az boya alan silik
bantlar halinde gézlendi. Az da olsa mevcut olan pre-B bandi gdsterilemedi. Bu da
yukarda belirtildigi gibi zayif rezoliisyona bagh olabilecegi gibi, Chapman’'m (19)
belirttigi {izere siir serumundaki 1.063 g/ml’den daha az dansiteli lipoproteinlerin yap1



103

ve dagilimmin olduk¢a kompleks ( heterojen) olmasma bagh olabilir. VLDL’in
( IDL’yi de igeren ve ¢ok kiigiik bir fraksiyonu oluéturan) diger memelilerde oldugu gibi
triagilgliserolden zengin oldugu, fakat ilaveten fosfolipit bakimindan da zengin oldugu
bildirilmistir. Diger yandan VLDL’in kolesteril esterinden fakir olmasindan dolay: rat
VLDL’ini andirdii belirtilmistir. Sifr LDL1’inin 6zellikle fosfolipit’den zengin
(%41) ve bu nedenle benzer dansite araligindaki insan fraksiyonuna tam olarak
benzedigi bildirilmigtir. Bununla beraber insan ve sigir LDL’leri benzer protein ve
kolesteril ester icerifine sahiptirr Rat HDLY'i ve sigr LDL’inin kimyasal
kompozisyonunun kargilastiriimast aralarinda géze carpan bir benzerlii ortaya
koymaktadir. Sigir VLDL, LDL1, LDL2 ve HDL’inin lipit esterlerinin yag asidi
kompozisyonu ruminantlarin sindirim fizyolojisinin bir yansimasidir. Bu nedenle, sigir
LDL1, LDL2 ve HDL’inin kolesteril esterleri digindaki lipitlerinin muhtemelen
rumende olusan hidrojenizasyon nedeniyle insandakine gére daha doymus lipidlerden
meydana geldigi bildirilmigtir (19).

Sigrr diisiik dansiteli lipoproteinlerinin yapisal 6zelliklerinin insana gore daha farkli
ve kompleks oldugu bir gergek fakat bununla ilgili daha detayli ¢aligmalar
gerekmektedir. Daha ileri diizeydeki ¢aligmalarla sifir serum lipoproteinlerinin daha
etkili separasyonlari saglanabilir.

At, siir, koyun ve kegi’de B/pre-p ayiriminin yapilamamasi diginda fat red 7 B ile
insana gére daha az boyanmasi mevcut hayvanlarin total lipoprotein, f lipoprotein ve
kolesterol konsantrasyonunun insandan oldukga diisik olmasina baglanabilir (84).
Hayvan tiirlerinin serum lipid konsantrasyonlari insandaki ile karsilagtirildiginda,
tablo8’de de goriildiiii lizere insan total kolesterol ve triagilgliserol konsantrasyonunun
ruminantlardan ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da bant yogunlugunun
azhigini agiklamaktadir.

Karnivorlar’da ( kedi ve kopek) lipoprotein konsantrasyonunun belirlenmesine dair
bilgilerin ¢ogu serum lipit analizlerine dayaldir. HDL kopeklerde temel lipoprotein
smifidir (~%65) ve genellikie insandakinden fazladir. VLDL (g¢ok az) konsantrasyonlart
diisiiktiir. Kedilerde LDL diizeyi ( ~ %28 ) kdpege gore daha fazladir ( kopekde ~%20)
ve HDL baskindir ve VLDL yok denecek kadar azdir (19, 46). Kanin LDL’inin insana
gore daha yiiksek triagilgliserol ve daha diigiik kolesterol igerifine sahip oldugu
bildirilmistir ( 46).

Kedilerde diabetes mellitus, hipotiroidizm, renal hastaliklar yada ilaglarla olusan
bozukluklara bagh olarak plazma lipoproteinlerinde degisimler meydana geldigi ileri
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siriilmiigtiir. Ayrica kedilerde kalitsal hipersilomikronemia bildirilmigtir. LPL
aktivitesinin azaldig1, ilaveten silomikronlarin arttii, lipemia retinalis, periferal
ndropatiler, granulomlar ve xanthoma goriilebilecegi ifade edilmigtir. Bu durum serum
total kolesteroliindeki ve triagilgliseroliindeki artiglarla dikkat ¢ekmektedir. Agaroz jel
elektroforezde LDL kolesteroliiniin artmasiyla baglantili olarak B bandinda artis
gOriildiigii belirlenmistir.Bu gbriiniim insanlardaki familial tip IT hiperlipoproteinemiaya
benzerlik gostermektedir (11).

Aciklanamayan sebeplerden dolayr bazi kedilerde yogun silomikronemia’ya
rastlanmugtir. Fakat klinik belirti gostermedikleri belirtilmigtir. 4 °C’de bir gece
bekleyen plazmanm yiizeyinde kalin bir krema tabakasi olusur. Cogu kedide VLDL’in
hafif bir artigina bagh olarak bulanik bir infranatant mevcuttur. A¢ plazma drneklerinin
elektroforetik gériiniimiinde orjinde artan bir silomikron bandi pre-f pozisyonda gok
belirgin bir VLDL bandi ve o pozisyonda azalan bir HDL bandinin goriildigi ileri
stirtilmistiir (46).

Kedi lipoproteinlerinin agaroz jel elektroforezinde benzer bulgular bulundu. Kedi
serum lipoproteinleri agaroz jel elektroforezde B ve o olmak iizere 2 band sergiledi.
Fakat bir kedinin serum lipoproteinlerinin ayni sartiar altinda elektroforetik analizinde,
insana gore daha az yoZunlukta bir pre-P band tespit edildi.

4 kediden ayr1 zamanlarda eter anestezisi altinda alinan serumlarin hepsi de stit
manzarali yani triagilgliserolden zengindi ( hipersilomikronemia ? ). Bu sebepten dolay1
kedi lipoproteinlerinin agaroz jel elektroforezinde orjinde boyali bir band olarak
silomikronlar g6ze ¢arpmaktadir. Kediler sokak kedileri olduklarindan, beslenme
sartlar1 ve saghk durumlar1 kontrol altinda degildi. Bu nedenle kedilerde sik¢a goriilen
primer hipersilomikronemia’nm mevcut oldugu vada kan alimindan kisa siire Once
beslendikleri diisiiniilebilir. Mevcut ¢aligmada tok durumda [ / pre-f ayriminin insanda
cok 1iyi yapilamadig1 gozlendi. Kedilerde oldugu belirlenen pre-B bandinn
goriilmeyisinin sebebi olarak bu durum diistiniilebilir.

Kopekler spontan atherosklerozisin gelisimine direnglidirler.Buna ragmen, kdpekler
insan atherosklerotik ¢alismalar i¢in bir model olarak kullamlir.Deneysel ¢ahsmalarn
¢ogu tiir, yas, cinsiyet ve beslenme durumunun belirlenmedigi hayvanlar {izerinde
uygulanmustir. Lipit diizeylerinin hayvanlarin yasiyla degistigi bilinmektedir. Deneysel
ve evcil kopekler arasinda farklilik vardir, fakat tiirlerin etkisi bilinmemektedir.
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Kopeklerin HDL diizeyi insanlardan yaklagik 3 kat fazlayken, LDL diizeyi de
insandakinin 1/3°4 kadardir (92).

Hiperlipidemi (kolesterol ve triagilgliserol konsantrasyonlarmm artmasr)
kopeklerde tanimlanmugtir. Bu genellikle plazma lipoproteinlerinin metabolizmasindaki
kalitsal bir defektten ileri gelen primer hiperlipidemia yada sistemik bir hastahiga bagh
olarak sekunder hiperlipidemia’dir. Primer hiperlipidemi kopeklerde nadirdir. Cok
yaygin goriilen sekunder hiperlipidemia, hipotiroidizm, hiperadrenokortisizm, diabetes
mellitus, nefrotik sendrom ve obstruktif sariliga bagl: olarak olusur.

Diabetik kdpeklerin lipoprotein elektroforezinde yogun boyanan bir § bandi (artan
LDL’e parelel olarak) ve o bandi ( artan HDL’e bagli olarak) bilidirilmistir. Ayrica
VLDL konsantrasyonunda da artig belirlenmigtir. Hipotiroidizmli kdpeklerde LDL ve
HDL kolesteroliinde artis gﬁrﬁhnﬁétﬁr. Bu kolesterol artigmna bagli olarakl.006
g/ml’den daha az dansiteli fakat elektroforezde B pozisyonda go¢ eden B-VLDL olarak
isimlendirilen bir lipoproteinin varligma dikkat ¢ekilmistir. Hiperadrenokortisizm’li
kopeklerde de plazma kolesterol ve LDL kolesterol konsantrasyonu artmustir (7).

Normal kopek serum lipoprotein elektroforezinde [ band LDL’i ve « band
HDL2"yi temsil eder. a bolgede cok vavas goéc eden bir band HDL1’dir. Deneysel
olarak normal kopeklerin 1/3’iinde goriilmeyen, fakat VLLDL olabilen HDL’den daha
yavas go¢ eden bir pre-B bandi da bildirilmistir (46).

Ké6pek serum lipoproteinlerinin yapilan agaroz jel elektroforezinde de literatiirde
(46) ifade edilenle paralel olarak 4 farkli kdpekten ahnan serumlarin elektroforezinde
sadece 1 kdpekde B, pre-p ve o bandi gézlendi. Digerlerinde sadece B ve o band: tespit
edildi. Kopeklerden kan alinirken yas, cinsiyet ve tiir ayriligi gbz oniine alimmadi. Ama
dzellikle kamin a¢ karnina ahnmasina dikkat edildi.

Evcil hayvanlar arasinda lipoproteinlerin farklilagmalarina dair kargilagtirmalt
bilgiler mevcuttur. Plazma lipoproteinleri klasik olarak hidratize dansitelerine gére ve
elektroforetik mobilitelerine gére ( agaroz jel elektroforez ) karekterize edilmektedir.
Insan plazma lipoproteinlerinin izolasyonu igin elektroforetik sartlarin kedi at ve
muhtemelen si3ir plazmas: igin elverisli oldugu goriilmiigtiir. Onceki ¢aligmalar kopek
ve insan lipoproteinlerinin benzer dansiteye sahip olduklarindan dolayr insan
lipoproteinleri igin geligtirilen metodolojilerin kopekler i¢in de kullamlacagim 6ne
siirmektedir (92), fakat daha sonra kopeklere direkt olarak uygulanabilir oldufunun
belirsizliginden bahsedilmistir. Kopeklerin serum lipidlerinin ve lipoproteinlerin
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dagiimlar: insandan farkhdir. Kedi’de de farkhliklarin mevcut oldugu bildirilmigtir
(1.

Kanatli hayvanlarin lipoprotein dagilimlarina dair onemli olgiide veri mevcuttur.
Kanatlh  lipoproteinlerine olan bu ilginin nedeni de hiperlipideminin,
hiperkolesterolemiamin ve lipoprotein (VLDL) sentezinin molekiiler mekanizmasimn
caligiimasinda hayvan modeli olarak kanathlarin kullamimalariyla agiklanabilir.

Analitikal ultrasantrifigasyon metodu ile yumurtlayan tavuklarin serumundan
VLDL ve HDL olarak 2 lipoprotein simifi izole edilmistir. Horozlarda ve piliglerde
VLDL, muhtemelen LPL tarafindan kan dolagimindan gabucak uzaklastirildigindan
dolay:r mevcut degildir. Yumurtlamanin baslamasiyla VLDL’deki yogun artig artan
Ostrojen diizeyleriyle iliskili olarak karaciferde sentezin artmasmin sonucudur,
Yumurtlayan tavuklarda VLDL artmakta, HDL ise azalmaktadir ( 41).

Calismada, Broiler tiirii besi tavuklarimin serum lipoproteinlerine bakildiginda 2
lipoprotein band1 goriildii. Tavuk serum lipoproteinlerinin agaroz jeldeki mobilitelerinin
insan ve diger hayvan tiirlerinden ¢ok farkli oldugu dikkat ¢ekdi. Bu da kuslardaki lipit
transport sisteminin memelilerden farkli olmasina baghdir. Memelilerde, ekzogen yag
lenf araciligivla silomikronlarda tasimr. Oysa tavuklarda silomikronlar sekillenmez ve
ekzojen vag portal ven araciligiyla VLDL de ( bityikk VLDL yada portomikronlar)
tastur ( 41).

Tavuk serum HDL.’inin %0.5°lik agaroz jelde albiimini izleyen sonda gé¢ ettigi,
VLDL’in orjinden hemen sonra kisa bir mesafede go¢ ettigi ve LDL in daha ilerde
yeraldig1 bildirilmistir (41). Immature tavuk yada horoz serumunda az yada hi¢ VLDL
bulunmadid ileri siiriilmiigtiir. Yumurta {iretiminin baglamasiyla VLDL’deki yogun
artigm ise Ostrojenin artan diizeyleriyle iliskili olarak karaciger tarafindan sentezdeki
artisn  bir sonucu oldufu One siiriilmiistir. Bu nedenle serumda VLDL’in
akiimiilasyonunun yumurta sarist iiretimi i¢in gerekli VLDL deposu olarak hizmet
ettiginden bahsedilmistir ( 41).

Mevcut bilgilerin 113inda agaroz jel elektroforez ile separe edilen 2 bantdan birinin
goc yerine gore pre-p (VLDL) ve digerinin de o (HDL) oldugu belirlendi. Fakat J
(LDL) fraksiyonu tespit edilemedi.

Yumurtaci Leghorn tavukiarda VLDL konsantrasyon artigina bagh olarak diisiik de
olsa bir LDL’in varhg: yapilan diger ¢ahismalarda tespit edilmigtir (1, 19, 41). Oysa
mevcut ¢aliymada 6 haftalik Broiler piliglerin serumlar1 kullamildi. Bu durumda azalan
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VLDL konsantrasvonuna bagh olarak VLDL’den koken alan LDL konsantrasyonunun
da azaldig1 diisiinilebilir. Bu nedenle elektroforezde B bandi tespit edilememis olabilir.

Insan ve cesitli hayvan tiirlerinin normal lipoprotein dagilimlar1 agaroz jel
elektroforez ile ortaya konulduktan sonra, heparin/MnCl,, dekstran siilfayMnCl,,
sodyum fosfotungstat /MgCl, ve polietilen glikol ile serum B + pre-B lipoproteinlerin
presipitasyon metotlar: insan ve diger hayvan tiirlerine uygulandi. Mevcut presipitasyon
metotlar1 insan lipoproteinleri i¢in tasarlandig1 i¢in hayvan tiirlerine uygularken insanda
kullanilan metotlardaki ayira¢ konsantrasyonu referans alinarak kargilastirma yapudu

Insanda tiim presipitasyon metotlarinda da ilgili literatiirlerin 15131nda bagarili
olarak f3 + pre-f lipoproteinlerin separasyonu saglandi.

Heparin-MnCl, ile presipitasyon, apolipoprotein B iceren lipoproteinleri (f +
pre-f ) plazmadan uzaklagtrmak ig¢in uzun siiredir kullamilmaktadir (78). Lipit
Arastirma Klinik Programu tarafindan tavsiye edilen presipitasyon metodu Heparin-
MnCl,’iin kullaruldig1 metotdur (80).

Heparin-Mn™ ile LDL ve VLDL’in presipitasyonunda bir takim problemlerin
ortaya ciktigi One siiriilmiigtiir. Clinkii tiim heparin preperatlar1 aymi etkive sahip
degildir ve bu nedenle heparin’in farkli bir tiretimi kullamldiginda VLDL® in tam
olmayan presipitasyonunun meydana geleceginin g6z ardi edilmemesi gerektigi
bildirilmigtir. Bundan baska heparinin presipitasyon kabiliyetinin, heparinin miktar1 ve
biyolojik kaynag: degistiinde her bir yeni liretimin apoB igeren lipoproteinlerin
maksimum presipitasyonunu temin etmek i¢in standardize edilmesi gerektigi de ileri
stirtitmtistiir (57).

Bu presipitasvon metodunun en yaygin kullanim amaci HDL koiesterol 6l¢imiidiir.
Bu amagla serum f§ + pre- § lipoproteinleri heparin ile ¢Oktiiriilerek stipernatantda
kalan HDL kolesterolii enzimatik yollarla tespit edilir (21). Buna karsin lipemik
serumdan apo B igeren liporoteinlerin nakli igin heparin/Mn*?* metodunun etkinliginin
diisiik oldugu bildirilmistir (25). 46 mmolVL Mn" i serum &rnekleri igin yeterli
olmasina ragmen, 92 mmol/L’lik Mn"? konsantrasyonunun plazma ve lipemik serumlar
icin elverigli oldugu ileri siiriilmiigtiir ( 85). Ciinkii EDTA’l1 plazmada EDTA ile Mn*?
divalent katyonu selat olusturdugundan heparin-Mn"> metodunda 2 kat daha fazla Mn"
gerektirmektedir. Serum orneklerinde 92 mmoVL konsantrasyonunun kullammimn
HDL’in bir miktar kopresipitasyonuna sebep oldugu, 46 mmoll. Mn"
konsantrasyonunda ise bu kopresipitasyonun daha az oldugu bildirilmistir (26).
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Mevcut literatiirlerin 1;13inda materyal olarak plazma yerine serum tercih
edildiginden 46 mmol/L. MnCl, konsantrasyonu, 92 mmol/L. MnCl,’e tercih edildi. 1
gece 4 °C’de bekletilen siipernatantlarda bulaniklilk olustu. Fakat bu bulanikhigin
kismen tam olarak presipite olmayan f + pre-Bf’dan ileri geldigi disiiniilmektedir.
Ciinkii 1 gece 4 °C’de bekleme sonrast yapilan 2. bir santrifiij neticesinde ¢ok az
presipitat olustu. Berrak siipernantantin tekrar 1 gece 4 °C’de bekletilmesiyle
bulanuklifin  olugmas: manganez oksit olusumundan ileri geldigi gdriigiini
desteklemektedir (85).

Insan serum B + pre-B lipoproteinlerinin heparin ile ¢oktiiriilmesi Liquemine ticari
preparatiyla etkili bir sekilde gergeklestirildi. Presipitasyon sonrasi f§ ve pre-p
lipoproteinlerin mobilitelerinin degigsmesi, heparin/MnCl, ile bu lipoproteinlerin
kompleks teskil ettigini gostermektedir. Ayni sekilde artan ayira¢ konsantrasyonlarinda
( x2, x3) o lipoproteinlerin de  + pre-p fraksivonuna dahil oldugu goriilmektedir.
Clnkii siipernatantlarda azalan o bandina karsilik, presipitatlarda ayn1 bir o band:
mevcut degildir. Fakat bunun yaninda presipitatlardaki § + pre-8 bandinn yogunlugu
artmakta, bu da kompleks olusumunu dogrulamaktadir.

Koyun, keg¢i, kedi, kopek ve at serum lipoproteinlerinin heparic/MnCl.
presipitasyonu i¢in insandaki ayirag konsantrasyonunun aynisi § + pre-B lipoproteinleri
presipite etmede yeterliyken sigirda x2 konsantrasyon tam bir presipitasyon saglad.
Koyun, keci, kopek ve at’in presipitasyon sonrasi elektroforetogramlar1 birbirine
benzemektedir. Artan aywa¢ konsantrasyonuna bagli olarak presipite olan «
lipoproteinler, B + pre-p band: ile birlikte presipite olarak tek bir band scklinde
goriilmektedir. Sigir ve kedi’de ise artan aywa¢ konsantrasyonuna bagh olarak  + pre-f3
lipoproteinlerle birlikte presipite olan a lipoproteinler ayri bir bant halinde gé¢
etmektedir. Bu farkhihgm nedeni olarak, insan ve gesitli hayvan tiirlerinin serum
lipoproteinlerinin yiizde dagilimi arasindaki farklarbve lipoprotein partikiillerinin yiizey
yiiklerinin yogunlugundaki farkhiliklar gosterilebilir. Insan ve gesitli hayvan tiirlerinin
serum lipoproteinlerinin yiizde dagilimlarina bakildiginda, p + pre-p lipoprotein
oraninin insanda ~%70 iken sigirda ~%44, koyun ve kegide ~%22 civarmndadir. Buna
gore insan serumundaki B + pre-p lipoproteinlerin ¢oktirlilmesi i¢in gerekli
heparin/MnCl, konsantrasyonunun sigir, koyun ve keciden daha fazla olmas: gerekirdi.
Oysa boyle bir durum séz konusu degildir. p + pre-p lipoproteinlerin yiizey
yiiklerindeki farkliliklar ayira¢ konsantrasyonundaki farkliliklarin agiklanmasinda daha
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muhtemel goziikmektedir. Ayrica serumun pH’s1 ve iyonik giigdeki degisiklikler bu
farklilikta rol alabilir.

Tavuk lipoproteinlerinin heparin/MnCl, ile presipitasyonunda insandan farkh
olarak kullanilan aywra¢ konsantrasyonunun ( x1) yarisunm ( x0.5) B + pre-B
lipoproteinleri presipite etmek i¢in yeteri oldugu gorildii. Artan ayirag
konsantrasyonuna bagh olarak (x2, x3) presipitatlarda silik de olsa o bandi ayr1 bir band
halinde gé¢ etti. Dikkat ¢ekici bir 6zellik gittikge artan aywrag konsantrasyonuna bagh
olarak B + pre-f bant yogunlugunda bir artigin gériilememesidir. Bu da x0.5 ayirag
konsantrasyonunun tiim B + pre-p lipoproteinleri presipite etmede yeterli oldugunu
gostermektedir. Tavuk pre-p lipoproteinleri insan ve diger hayvan tiirlerinin 8 + pre-p
migrasyon bolgesinin daha gerisinde ( katoda yakin) yer almaktadw. Bu farkh
migrasyonun yiik farkliliklarina ve kullanilan ayira¢ konsantrasyonlarindaki farkliliklara
bagli olmasi muhtemeldir.

Yukarida bahsedilen hayvan tiirlerinin heparin/MnCl; ile serum lipoproteinlerinin
separasyonuna dair bilgiye rastlamlmadigi icin karsilagtrma yapma imkam
olmamaktadir.

Dekstran siilfat ( DS ) heparin’in sentetik bir analogudur ve heparin-Mn" ile iyi bir
korelasyon sergilemektedir. Onceki aragtiricilar lipoprotein presipitasyonunun DS’1in
molekiiler boyutunun bir fonksiyonu oldugunu gozlemlediler. Daha biiyitk DS
molekiiliiniin, lipoproteinleri presipite etmeye daha fazla egilimli oldugu belirtilerek,
500.000 g/mmol DS preperatlart kullarularak elde edilen HDL kolesterolil. heparin-
Mn'? ve ultrasantrifiigasyon metodlariyla karsilastirarak hesaplanmistir. Benzer sartlar
altinda lipoprotein seperasyonu i¢in kullamlan bir diger standart DS preperatinin
(M.A.15.000) LDL/VLDL’i tamamen presipite etmedigi bildirilmigtir (87). Degisik
molekiiler agirlikh DS preperatlarinin kargilagtirilmasmdan sonra, ya labaratuvarda
sentezlenen yada ticari kaynaklardan elde edilen Mg* ile kullamlan 50.000 daltonluk
DS’m, heparin ve Mn™ ile elde edilene yakn separasyonlar sagladig: ileri stirtilmiistiir.
Katyon olarak Mg'? secilmistir. Ciinkii Mg un enzimatik kolesterol Slgiimlerini
engellemedigi kanitlanmugtr. Lipoprotein presipitasyonunda Mg?’a benzeyen Ca®
kullanilmamgtir. Clinkii, hipertrigliseridemik ornekleri separe etmede daha az etkili
oldugu disiiniilmiigtiir (87).

Molekiiler agirhigi 50.000 DS ve Mg™ ile presipitasyon metodunun, yukarida
tanimlandig1 gibi heparin-Mn*? prosediiriiyle yliksek oranda iliskili sonuglar verdigi
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bildirilmigtir. DS prosediiriiniin, HDL’1 presipite etmeden VLDL ve LDL’i heparin-
Mn"? metodundan daha iyi separe ettigi de bildirilmigtir (87).

Ozet olarak genellikle daha biyik DS ve Mg™un daha yiksek -
konsantrasyonlarinin daha ¢ok lipoproteini presipite ettigi; tersine, molekiiler agrhg:
15.000 olan DS’in, tiim konsantrasyonlarinin daha az lipoprotein presipite ettigi ileri
stirlilmiistiir (87).

1970’de Burstein ve ark. ( 15 ) molekiiler agirhgr 15.000 DS ve MnCl, ile
presipitasyonla lipoproteinleri separe etmek i¢in bir prosediir tanimlamiglardir. Bu
ayrraglarm diisiik konsantrasyonlarinm, apo B igeren lipoproteinleri serumdan presipite
ettigini belirlemiglerdir. 15.000 molekiiler agirhikli DS, lipoproteinlerin presipitasyonu
icin Burstein ve ark. ( 15 ) tarafindan genis ¢aph kullanilmistir ve bunun hem daha
yiiksek hem de daha diigiik molekiiler agirhikli DS’a gore daha elverisli olduguna karar
verilmistir.

Diger bir calismada, yiiksek molekiiler agirlikli DS’1n ayira¢ konsantrasyonlarinin
kritik oldugu ve viiksek DS ve Ca* konsantrasyonlarmda HDL’in biiyitk bir kismunin
presipitasyonunun gerceklestigi bildirilmistir. Oysa diisiik molekiiler agirlikh DS’in
VLDL ve LDLi selektif olarak presipite ettigi ileri stiriilmiistiir (95).

Ayrica kan pihtilasma faktorlerinin DS / Mg™ metodunun dogrulugunu
etkileyebildigi, DS ile kan pihtilagsma faktorlerinin iligkisinin DS konsantrasyonunu
azaltabilecegi belirtilmistir (26).

HDL kolesterol Slciimii i¢in karsilagtrmali bir metot olarak DS 50.000/Mg™
metodunun  kullarulmas: tam bir gegerlilik kazanmamustir. Dogruluk, lipemik
serumlardaki presipitasyon kapasitesi, serum plazma farkliliklari ve kolesterol
dl¢limiinde presipitasyon aymwaglarmin engeli gibi noktalarm belirsizligi yliziinden bu
sonuca varilmistir. Bu metodun daha nemli bir dezavantaji sadece bir iretici firma
tarafindan tiretilmesidir (26).

DS ile lipoproteinlerin separasyonunun gok basit bir prosediir oldugu belirtiimigtir.
Bununla birlikte bu metodun birtakim komplikasyonlara sahip oldugundan s6z
edilmistir : 1-Gergek bir saf B-lipoprotein fraksiyonu elde etmenin miimkiin olmadig,
2- Presipitatin, tamamen o lipoproteinlerden yoksun oldugunun goriilmesine ragmen,
albiimin bolgesinde hala kiigiik bir proteinin varhg: belirlenmistir. Lipoproteinin protein
oram ¢alisilacaksa DS ile presipite edilen lipoproteinin daha ileri diizeyde saflagtimaya
maruz birakmasi 6nerilmigtir (26).
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Yukarida da belirtildigi Gzere DS ile presipitasyon metotlart {izerine yapilan
caligmalar tezat sonuglar icermektedir ve daha birgok ¢ahismayi gerektirmektedir.
Mevcut ¢ahymada M.A 500.000 (%2) ve M.A.15.000 (%10) olan 2 DS preperati da
denendi. Hem presipitasyon sonras: elektroforetik separasyonunun iyi olmamasi, hem
de HDL kolesteroliiniin (15mg/dl) ¢ok diigiik olmas1 nedeniyle M.A. 500.000 olan
DS’m elverisli bir presipitasyon saglamadigina karar verildi. M.A 15.000 olan DS ile
ilgili literatiirleri destekler nitelikte iyi bir separasyon elde edildi ve HDL kolesterol
degerleri de (49mg/dl) normal smirlarda tespit edildi. Bunun disinda M.A.50.000 olan
DS preperatt kullamlmadigindan presipitasyon etkinligi bakimindan bir kiyaslama
yapilamadi. Fakat yliksek molekiiler agirhikli DS preparatindan ziyade diisiik molekiiler
agrlikhi preparatm daha etkili bir presipitasyon sagladigi ileri siiriilebilir. Katyon olarak
Burstein ve ark.(15) belirttigi gibi Mn"™ kullanilmustr. Her ne kadar Mn* bazi
enzimatik kolesterol §l¢tim yontemleri ile etkilesim gosteriyorsa da diger katyonlara
gore (Mg™ ve Ca™) daha aktif oldugu bildirilmistir (56).

Agaroz jel elektroforetogramlar: agisindan insan serum § + pre-p lipoproteinlerinin,
DS (15.000) ile presipitasyonunun heparin/MnCl,’e gore daha iyi oldugu belirlendi.
Ciinkd DS ile presipitasyonda B + pre-B lipoproteinler artan ayira¢ konsnatrasyonuna
bagli olarak daha fazla presipite oldu. Heparin/MnCl, metodunda B + pre-§
lipoproteinler daha diffiiz bant meydana getirirken, DS’da tam olarak ayrilmasa da §
ve pre-f aymmmi ( Xx0.5) ve diffiiz de olsa bir a bandi gormek miimkiindiir ( x2,
x3 konsantrasyonda ). Fakat heparinde oldugu gibi artan ayirag miktarma bagh olarak
lipoproteinlerin polaritesinin ve go¢ 6zelliklerinin degistigi, x0.5 konsantrasyonda daha
belirgin olarak B ve pre-f band ayirmmimin olmasma kargn x1, x2, x3 aywag
konsantrasyonlarinda tek bir bant olmasindan anlagilmaktadir.

DS ile presipitasyonda sirasiyla, sigir, koyun, keci, kedi, kdpek, at ve tavuk serum
B + pre-B lipoproteinleri insan i¢in kullamilan ayira¢ konsantrasyonunda (x1) presipite
oldu. Ayrica f§ + pre-p ve a lipoprotein ayirim yapildL

Nihayetinde DS ile presipitasyonda insan ve diger hayvan tiirlerinde aym aywag
konsantrasyonu (x1) tam bir presipitasyon sagladig: i¢in modifikasyona gerek kalmadan
hayvan tiirleri i¢in kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

DS/MnC}; ile presipitasyon sonuglarinin, agaroz jel elektroforezdeki separasyon
etkinliginin karsilagtirtimasinin miimkiin oldugu verilere rastlanilmamastir.
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Apo B-100 iceren lipoproteinler (LDL ve VLDL) proteoglikanlara (PG) yada
glikozaminoglikanlara (GAG) baglandift zaman bu molekiillerin hareketinin
engellendigi kanitlanmigtir.Heparin bir GAG ve dekstran siilfat’da heparin analogu
oldugu icin LDL ve VLDL ile olugturduklar1 kompleksleri bozmanin olduk¢a zor
oldugu bildirilmistir. Serbest PG’larin yada GAG’larin g¢ok negatif yiiklii molekiiller
oldugu icin jelde cabuk hareket ettikleri ve ileri dogru gittikleri bildirilmistir. LDL-PG
yada LDL-GAG iliskilerinin elektrostatik etkilegiminin genellikle diigik tuz
konsantrasyonlarinda daha giiclii baglanmaya sebep oldugu ileri stirtilmtigtiir. Olusan
komplekslerin elektroforetik gé¢ boyunca bir bant olarak devam ettigi ve kompleksin
dissosiasyonunun oldukca zor oldugu da belirtilmigtir (17). Ileri siirlilen bu goriisleri
dogrular nitelikte, insan ve dier hayvan tiirlerinin serum B + pre-f lipoproteinlerinin
heparin ve DS ile presipitasyonu neticesinde elde edilen presipitatlarin
dissosiasyonunda  zorluklarla karsilagildi. Lipoprotein-polianyon-divalent katyon
arasindaki kompleksi bozmak, B ve pre-P lipoproteinleri elektroforetik olarak daha tyi
separe etmek amaciyla yiiksek tuz konsantrasvonlar: ; 3M NaCl ( 68 ), NaCl + MnCl,
(55) NaCl + sodyum sitrat (6) kullamldi. Sodyum sitrat ve NaCl ile presipitatlar
kismen de olsa digerlerine gére daha iyi ¢6zildi. Cdziinen presipitatin NaCl, Sodyum
azid ve Na,EDTA karigimina kargi bir gece dializ edilmesiyle sodyum sitrat, Mn™ m
presipitatdan uzaklagtirilmast ile lipoprotein-polianyon-divalent katyon kompleksinin
tam olmasa da bozuldugu elektroforetik separasyon ile ortaya konulmustur. Heparin-
polianyon kompleksinin DS’a gore daha zor bozuldugu elektroforetik separasyonda
tespit edildi.

[laveten elektroforez esnasinda komplekslerin dissosiasyonu olugtugu takdirde
serbest kalan PG’larm ve GAG’larm, serbest PG yada GAG’lardan daha yavas go¢
ettikleri de bildirilmistir (17). Heparin ve dekstran siilfat presipitatlarinin agaroz jelde
ilerlemesi sirasmda albiimine baglh olarak giden serbest yag asitlerinin niinde go¢ eden
boya almayan bir izin varhg1 belirlenmistir. Bunun da serbest kalan heparin ve dekstran
stilfattan ileri geldigi diisliniilmektedir.

Giiniimiizde HDL kolesterol analizi igin Avrupa’da ¢ok sik¢a kullamlan metot
fosfotungstik asit ( PhT ) / MgCl, ile apo B igeren lipoproteinlerin presipitasyonudur.
Presipitasyon sonrasi siipernatant’da HDL-kolesteroliin enzimatik analizi yapilir. PhT /
MgCl,, HDL’i ¢ok az miktarda kopresipite eder. Hipertrigliseridemik serumlarda apo
B iceren lipoproteinlerin tam bir presipitasyonu i¢in de kullanilabilmektedir. Bununla

birlikte bu metodun bir dezavantaji, drnegin presipitasyon ayiracina olan oramnin (10/1)
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uygun olmamasidir. Diger dezavantaj, PhT / MgCl, igeren ayira¢ karigiminin stabil
olmamasidir. Ciinkii uzun siiren depolanma sonrasi izopolitugstik asit sekillendigi
bildirilmigtir (4) Diger yandan Lopes-Virella (57) tarafindan PhT-Mg™® metodunun
pratik 2 avantajmm bulundugu belirtilmistir. Bunlar : 1) Sodyum fosfotungstatin
soliisyonlarinin gok stabil olmasi, 2) Uretilen sonuglarn alt1 ay kadar aym soliisyonu
kullanarak elde edilebilmesidir.

Sodyum fosfotungstat (NaphT) ve Mg, VLDL ve LDL’in selektif
presipitasyonunda heparin-Mn"?’a bir alternatif olarak kullanilmaktadir.

Heparin-Mn™ da kullamlan presipitasyon prosediirlerinin tersine NaphT-Mg"
prosediirii enzimatik kolesterol ayiraglarmin varhifinda pseudocholesterol ( yalanci
kolesterol) bulanukhig: tiretmedigi, NaphT ve MgCl,'iin enzim reaksiyonlarini inhibe
etmedigi ve de degistirmedigi tespit edilmigtir (77).

Yapilan ¢alismada. insan serum B + pre-f lipoproteinleri NaphT / MgCl, (pH 7.4)
( 88 ) ile phT / MgCh (pH 2.5) ( 37 ) ’dan daha ivi presipite edildi. pH 2.5 olan
prosediir ile elde edilen HDL kolesterolit 13mg/dl iken, pH 7.4’lin siipernatant HDL
kolesterolii 35 mg/dl olarak tespit edildi. Hem presipitatlarin elektroforetik olarak daha
iyi g6¢ etmesi hem de HDL kolesteroliiniin dogru deger vermesinden dolayi pH 7.4 olan
prosediirle yapilan presipitasyon tercih edildi. Bu bulgu da NaphT i pH’sinin LDL ve
VLDL’in tamamen presipite olmas: i¢in 7.6 dan daha diisiik olmasi gerektiginin ileri
stiriildiigii literatiirle (57 ) uyum igindedir .

Artan ayira¢ konsantrasyonuna bagh olarak B + pre-B bandiyla birlikte presipite
olan « lipoproteinler ayri bir band halinde go¢ etmektedir.

Sigir ve diger hayvan tiirlerinin serum B + pre-p liporoteinlerinin NaphT ile
presipitasyonu da insandaki ayira¢ konsantrasyonunda (x1) gerceklestii ve artan ayirac
konsantrasyonuna bagh olarak o lipoproteinlerin 3 + pre-p lipoproteinlerden ayri, fakat
biraz diffiiz olarak gog¢ ettigi gozlendi.

Koyun ve kegi lipoproteinleri de NaphT ile presipite edildi ve birbirinin ayni
elektroforetik sonuglar sergilediler. Her 2 tiirde de B + pre-B lipoproteinleri ¢oktiirmek
i¢in insandaki ayirag konsantrasyonunun 2 kati ( x2) tam bir presipitasyon sagladi.

Giildiir ve ark. ( 37 ) tarafindan insan B + pre-f lipoproteinlerinin ¢oktiiriilmesi
i¢in kullanilan metotda 6ngdriildiigii lizere 0.56 pmol /25 pmol PhT / MgCl, yeterli iken
keci serumunda § + pre-f’y1 ¢6ktiirmek i¢in insan serumu igin gerekli olan miktardan
en az 3 kat fazla aymra¢ gerekli olduBu bildirilmistir. Kegi lipoproteinleri
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kullamlmigsada gerek sigir gerek koyun lipoprotein kompozisyonu kegininkine
benzedigi i¢in s6z konusu farkliliklarin sigir ve koyun i¢in de diigiiniilebilecegi ileri
stiriilmiistiir. Bu farkhlik PhT (pH 2.5) metodunun kullanilmasina ve presipitatlarin
pH’sinin presipitasyon sonrasi pH 7-8’e ayarlanmasina bagh olabilecegi gibi, presipite
edilen lipoproteinlerin selliiloz asetat elektroforez ile separe edilmesine de bagl: olabilir.
Kegi lipoproteinlerinden yola ¢ikilarak yapilan genellemeye koyun dahil olurken. sigir
lipoproteinleri i¢in ayni genelleme mevcut ¢gahigmada yapilamadi.

Gildir ve ark. (37) tarafindan yapilan ayni ¢aligmada ke¢i serumunda B ve pre-B
lipoproteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in gerekli PhT / MgCl, miktarmin insan serumunda ayni
ama¢ i¢in gerekenden yaklagik 3 kat daha fazla olmasinin nedeni olarak hayvan
serumunda insan serumundakinin aksine viiksek dansiteli (o ) lipoproteinlerin
konsantasyonlarmin diisiik dansiteli lipoproteinlerden ([ ve pre-p ) daha ¢ok olmasinin
gdsteriimesinin zor oldugu ileri siiriilmistiir. Cinkd aksi takdirde ke¢i serumunda 8 ve
pre-B lipoproteinleri ¢oktiirmek i¢in gerekli PhT / MgCl, miktarinin insan serumunda
ayni amagla kullanulan miktardan daha az olmas: gerektigi bildirilmistir. S6z konusu
farklihig1 insan ve keg¢i serumundaki total lipid farklilig: ile agiklamak da pek miimkiin
gozitkmemistir. Ciinkdi PHT / MgCl, presipitasyon metodunun lipemik serumlarda dahi
(10.26 pmol/L triagilgliserol konsantrasyonuna kadar) § ve pre-p lipoproteinleri tam
olarak ¢oktiirdiigli bildirilmigtir.

Rat silomikronlar1 ile yapilan bir ¢alismada, silomikronlarmm heparine
baglandigi, oysa noyraminidaz ile muamele edilerek sialik asitleri ( ndyraminik
asit) uzaklastirilmig silomikronlarin heparine baglanmadigt bildirilmistir. Bundan,
lipoproteinlerin ( apolipoprotein ) karbohidrat gruplarinin polianyonlara baglanmada rol
oynayabilecekleri anlagiimaktadir. Buradan hareketle, insan ve ke¢i apolipoprotein-B
iceren lipoproteinlerinin farkli konsantrasyonlardaki PhT / MgCl, ile presipite
edilebilmesi muhtemelen insan ve keg¢i lipoproteinlerinin farkli konsantrasyon ve/veya
kompozisyonda seker gruplann igermeleriyle agiklayabilecegi, ancak bu konuda
yapilacak daha ileri galigmalara ihtiyag duyuldugu 6ne siirlilmiigtiir.

Bu goriise ilaveten lipoprotein-NaphT / MgCl, kompleksinin olusumuna dair su
goriis de mevcuttur : divalent katyonlarn ( Mg*™?) LDL-fosfolipidleri ve polianyon
arasinda bir koprii olugturdugu bildirilmigtir. NaphT ve MgCl,’lin serum yada plazmaya
ilave edilmeden once karstirildiginda VLDL ve LDL fraksiyonlarinin tam olmayan
presipitasyonunun sekillendigi tespit edilmistir. NaphT ve MgCly'’in ilave edilme
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sirasimn ise VLDL ve LDL’in presipitasyonunu etkilemedigi belirlenmistir. Onceden
kanstirilan polianyon ve divalent katyonun LDL fosfolipidleriyle reaksiyon vermevecek
stabil bir matriks oluspumuna yol agtifindan bahsedilmigtir. Boylesi matrikslerin
formasyonunun, lipoproteinlerle interaksiyon igin polianyonlarin konsantrasyonunu ve
elverigli divalent katyonlari azalttifn bulunmustur. LDL’in protein kisminin
¢oziinmeyen komplekslerin formasyonu igin esansiyel olmadifi da bildirilmigtir.
Cozinmez LDL-divalent katyon-polianyon komplekslerin LDL’deki fosfolipit
araciifivla olustugu ileri siirtilmiistir. Muhtemelen, polianyonlarin ve divalent
katyonlarin benzer bir mekanizmayla VLDL ve HDL ile etkilesim gosterdigi de ileri
stirlilmiistiir (57).

NaphT / MgCL ( pH 7.4 ) ile presipitasyonda koyun ve kegi lipoproteinlerinin
presipitasyonu hari¢ insanda kullanilan prosediirdeki ayira¢ konsnatrasyonunun ( x1)
diger hayvan tiirleri i¢in de yeterli oldugu tespit edilmigtir.

PhT ve Mg kombinasyonunun degisken sonuglar verdigi de bildirilmigtir. PhT /
MgCl, presipitasyonu ile lipoprotein separasyonunun ayira¢ konsantrasyonlarina ve
istya daha duyarli oldugu, bu nedenle heparin-Mn' ve DS-Mg* prosediirleri ile elde
edilenden daha az dogru sonu¢ verdigi de ileri siirlilmiistiir (87). Bunun yaninda
uygulamanin kolay olmasi, fazla islem gerektirmemesi bu metodu elverigli kilmaktadir.
Ayrica son yillarda presipitasyon basamagi kullanilmadan direkt HDL kolesterol
Olctimii yvapiimaktadir. Fakat ayirag fiyatlarmm ¢ok pahali olmasindan dolay: alternatif
olarak ve en az direkt HDL kolesterol metodu kadar iyi sonuglar veren NaphT/MgCl,
metodu tavsiye edilmektedir (27).

Polietilen glikol ( PEG ) bir polimerdir ve suyun yapisint dnemli dlglide bozar.
Suya baglanma kabiliyeti yiiksektir. Akiioz fazin polaritesini azaltir ve nisbeten yitkksek
bir ozmotik basing olusturur. Polietilen glikol, protein, lipozom ve eritrosit
yiizeylerinden hari¢ tutulur. Su yapisindaki bu etkileri ve partikiil ylizeylerindeki
oncelikli hidrasyonun sonucunda makromolekiiller 6zellikle lipozomlar, viriisler ve
lipoproteinler gibi daha bilyiik partikiiller bir araya toplanirlar. Yiizeylerin bu 6ncelikli
hidrasyonu muhtemelen 2 mekanizma tarafindan olusturulur : 1) PEG ve su
molekiillerinin ¢ok farkli biiyiiklitkklerde olmasi nedeniyle PEG molekiiliinlin sterik
olarak bu partikiillere dahil edilmemesi, 2) Su ve PEG molekiiliiniin yiizeyindeki polar
gruplarla etkilegim i¢in yarigmasi. PEG’iin LDL yiizeyi ile etkilesime girmek i¢in zayif
bir egilim gostermesi, LDL partikiillerinin yakmlagmasmna ve bu arada ¢ekim
kuvvetlerinin ortaya gikmasina yol agar. PEG’{in ozmotik basinci arttirmasi partikiillerin
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bir araya gelmesini kolaylasgtirir. Bu sekilde serumdan farkh lipoprotein siniflari
presipite edilir. Yitksek konsantrasyonlu LDL disiik konsantrasyonda PEG ve kiigiik
partikiilli HDL daha yiiksek konsantrasyonda PEG ile presipite edilir. Ancak PEG ile
lipoprotein presipitasyonunun mekanizmast hentiz tam olarak agiklanamamugtir (2).

Son konsantrasyonu 100 g /L ( pH 10 ) PEG metodu kullanildiginda pH10’un
lipoprotein presipitasyonunu inhibe ettigi ve dnceki metodlarla karsilagtirildiginda daha
yliksek ayirag konsantrasyonlarini gerektirdigi bildirilmistir (88). PEG 6000 %3, %6,
%9 ve %12’lik konsantrasyonlarda da presipitasyonda kullamlmugtir (83). %12’lik
PEG’deki HDL kolesterol degeri diger prosediirlerde tanimlanan HDL kolesterol
konsantrasyonlariyla uyumlu bulunmustur. PEG %12’nin kullamm LDL+VLDL’in
presipitasyonunda tavsiye edilmigtir. %13°lik (w/v) PEG ile tek bir presipitasyonun
total HDL’in belirlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir. %13°liik PEG soliisyonunun,
daha kii¢iik ve daha az hidrofobik apoE den zengin HDL’i, HDL’i ve apo E den fakir
HDL'’i slipernatantta birakarak VLDL ve LDL’i presipite ettigi ileri siirtilmiistiir (20).
Diger yandan DS, NaphT ve heparin gibi polianyonlar: igeren ticari ayiraglarin apoB
iceren lipoproteinlerle birlikte apoE’den zengin HDL’i de presipite ettikleri
bildirilmistir. Bu nedenle, gergek total HDL kolesterol konsantrasyonunun en iyi %13’
lik PEG ile belirlenebilecegi 6ne siirtilmiigtiir (20).

Mevcut ¢aligmada da , %12.6’lik ( M.A 20.000) PEG’den ziyade % 13’liik ( MLA
8000) PEG tercih edilmistir. ( Ilgili literatiirlerde PEG 6000 olarak gecen PEG yeni
iretimde PEG 8000 olarak gegmektedir) Ciinkii diigiik molekiiler agirlikhi PEG, viiksek
molekiiler agwhkhh olandan daha iyi bir presipitasyon saglamustir. Digiik
konsantrasyonlu PEG’tin daha yiiksek LDL konsantrasyonlarmi presipite ettiginin
bildirilmesine ragmen, diisik molekiiler afirlikli yada yiiksek molekiiler agirhkh
PEG’iin presipitasyon etkinligi agisindan bir kargilagtirmaya rastlanmimamustir.

PEG %8-15 lik konsantrasyonlarmin denendifi ve agaroz jelde presipitat ve
siipernatantlarin elekroforez yapildig1 bir cahismada (20); presipitatta %8’den itibaren o
bandi goériilmezken, siipernatantta %8 ve %9 da f§ bandi gorilmis, ilerleyen
konsantrasyonlarda  bandina rastlamlmamustir. Bu da yapilan ¢alismada %13’lik
konsantrasyonunun segilmesinde etkili olmustur.

1976 da, Viikari ve ark (83) LDL ve VLDL ig¢in bir presipitasyon ayiraci olarak
PEG 6000 igeren bir separasyon metodunu 6ne siirmiiglerdir. Bununla birlikte, bu
metodun bagkalari tarafindan kullanilmasinda birbirini tutmayan sonuglar ortaya
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cikmustir. Bu sebepten dolayi, Izzo ve ark. (44) tarafindan yapilan arastrmada
presipitasyon. aywracmmn konsantrasyonu, ortamin pH’si, presipitasyon ve
santrifiigasyon 1sis1 ile siiresi ve PEG 6000 ile presipitasyon sonrasi HDL
kolesteroliiniin Sl¢timiinde kullanilan farkh partiler halinde {iretilen PEG ¢aligilmugtir.
Hem PEG konsantrasyonunun hem de presipitasyon ortaminin pH’sinin kritik faktérler
oldugu, fakat presipitasyon ve santrifligasyon 1sisi ile zamanin ve PEG’iin farkl
liretimlerinin 6nemli olmadig1 bulunmustur. PEG 100g/L. (pH10) ile tekrarlanabilen
sonuglar elde edilebildigini, ultrasantrifiigasyonla yada heparin-Mn*? presipitasyon ile
separasyonla elde edilene tam olarak kargilik geldigini tamimlamiglardir (44).

PEG’in kullammum reddeden ¢alisma da mevcuttur (87). Ciinkii Viikari (83)
metodu’'nun  LDL’in presipitasyonu igin gerekli olandan ¢ok az yiksek
konsantrasvonlardaki PFG’iin HDL’i ve diger plazma proteinlerini kolayca presipite
edecegi ifade edilmigtir. Bunun i¢in drneklerde lipoproteinlerin ve diger proteinlerin
konsantrasvonu diisiik oludugunda PEG metodunun daha az spesifik olabilicegi ileri
stiriilmiistiir. Bu ¢alismada vukaridaki ifadeyi dogrulayacak tarzda sonuglar bulundu.
Presipite adilen B + pre-B lipoproteinlerin SDS-PAGE elektroforezinde diger
presipitasyon yontemlerine gore daha fazla proteininin mevcudiyeti tespit edildi. Bu da
PEG’iin lipoproteinlerle beraber diger plazma proteinlerini de presipite ettigi gériisiint
desteklemektedir.

Viikari'nin ( 83 ) 1976 da 6nerdigi ve miiteakiben diger arastiricilar tarafindan
modifiye edilen PEG 6000 prosediirityle LDL ve VLDL’ in presipitasyonu sonrasi
HDL kolesteroliiniin degerlendirilmesi polianyonlar ve divalent katyonlar: igeren
metotlarla karsilastirildiginda biiyiik 6lgiide elverigli bulunmugtur. Warnick ve ark.
( 88) bu metodun ultrasantrifiigasyonla yada heparin-Mn*? ile, heparin-Ca™ ile yada
fosfotungstat-Mg* ile presipitasyondan daha diisiik degerler verdigini bildirmiglerdir.
Bununla birlikte onlar da Viikari tarafindan ilk olarak dnerilen PEG konsantrasyonunu
kullanmuslardir. PEG 100g / L (pH 10)’da B lipoproteinlerin tam bir presipitasyonuna
erisilmesinin muhtemel oldugu belirtilmigtir. PEG 100g/L pH10’un ultrasantrifiigasyon
ve heparin-Mn" (46 mmol/L) metodu ile uyumlu oldugu ileri siiriilmistiir. Heparin-
Mn*? (92mmoVL) metoduyla elde edilen degerlerin PEG metoduna gore daha diisiik
oldugu bildirilmistir. PEG metodunun heparin-Mn*? metodundan {istiinlikleri ise s6yle
srralanmugstir: 1) Farkh PEG iiretimleri farkli sonuglar vermez. 2) Santrifligasyon 1sis1
sonuglar1 etkilemez. 3) Berrak siipernatantlar elde edilebilir (hatta eger serumun
triagilgliserol igerigi ¢ok yiiksekse dahi ) ve daha ileri derecede islemler gerektirmeden
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kullamlabilir. HDL kolesterolii ultrasantrifiigasyonla elde edilene kargiik gelen bir
deger vermistir.

Mevcut ¢alismada PEG 100g/L (pH10) (88) metodu da denendi ve %13 PEG (20)
presipitasyon metodunun daha elverigli olduguna karar verildi. Elektroforetik olarak
%13’liik PEG daha iyi bir separasyon sagladi Fakat HDL kolesterol degerleri
agisindan Snemli bir fark goriilemedi (sirasiyla 40mg/dl ve 35mg/dl).

PEG presipitasyon diger presipitasyon metotlarina bir alternatiftir. Metot ¢abuk ve
basittir: santrifiigasyon siiresi ve 1sisindan etkilenmez. PEG’in daha disik
konsantrasyonlar1 kullamldiginda mevcut farklibiklanin asagidaki faktorlerdeki
degisimlere bagh oldugu ileri siiriilmiigtiir: 1)Soliisyon pH’s1 2) Plazma proteinlerinin
konsantrasyonu 3) PEG 6000’in orjini ve 4) Kullanilan sistem : Kagit elektroforezi
kullanildiginda lipoproteinlerin kiigiik miktarlarint belirlemek igin yeterince duyarh
olmamaktadir (83).

PEG soliisyonunun viskozitesi PEG 'iin HDL kolesterol analizi i¢in kullanilmasin
zorlastirmaktadir ( 26).

PEG 6000 metodu kargilagtirma amaciyla elverigli bir metot olarak ortaya ¢ikmugtir.
Ciinki, a) Ultrasantrifligasyon/heparin presipitasyon metoduyla mitkkemmel uyumludur.
b) Dansite-gradient ultrasantrifiigasyonla iyi uyumludur. ¢) Lipemik orneklerde etkili
presipitasyon saglar (27).

Optimize fosfotungstat ve PEG metodunun HDL kolesterol analizi igin en iyi
metotlar oldugu belirtilmigtir (25). PEG metodunda PEG’tin kaynafimn, serumun
tazeliginin ve pH’nin dogrulugunun az da olsa etkili oldugu kanitlanmustir. Diger
presipitasyon metotlarinin da serumun tazeligi yada karigimm pH’siyla etkilendigi ileri
stiriilmiistiir. PEG metoduyla EDTA’h plazmalarda bilinmeyen sebeplerden dolay:
hafifce diisiik degerler elde edildigi de buna eklenmistir (25).

Yapilan ¢aligmada insan serum f§ + pre- B lipoproteinleri PEG ile presipite edildi.
Presipite olan B ve pre- B lipoproteinlerinin ayr:1 bantlar halinde gé¢ ettigi goriildii. Bu
goriiniim hi¢ bir presipitasyon metodunda elde edilemedi. Presipitasyon sonrasi
dahi B ve pre- § aywrmmmmn yapilabilmesi PEG’in lipoproteinlerin ylik
dagilimlarim ( polaritesini) bozmadigimi gostermektedir. Lipoproteinlerin mobilitesi de
presipitasyona bagli olarak ¢ok az degisti (anoda dogru). Artan ayra¢ konsantrasyonuna
bagh olarak B + pre- B lipoproteinlerin yogunlugunda bir deZisim olmadig: gibi a
lipoproteinler de goriilmedi. Siipernatantlarda artan ayira¢ konsantrasyonuna paralel
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olarak azalan bir a lipoprotein bandinin goriilmesine ragmen bu aldaticidir. Ciinkii PEG
prosediiriinde (%13) ilave edilen ayira¢ 6rnek oram 1/1 (v/v) dir. Ayirag konsantrasyonu
arttirildiginda (x2, x3) 2/1, 3/1 seklinde ilave edilen ayra¢ miktar: arttirildi. Boylece
slipernatantlar giderek diliie oldu. Artan ayirag miktarna bagh olarak hacmin de artmasi
etkili bir konsantrasyon artisi saglamadi. Her ne kadar tavuk hari¢ (tavukta x0.5
konsantrasyonda) kullanilan prosediirdeki miktarla (x1) etkili bir presipitasyon
saZlanmg goriinse de ileriye doniik daha iyi planlanmis ¢aligmalara gerek vardir.

Insan lipoproteinlerinin apolipoproteinleri genis 6l¢iide ¢alisilmigken, hayvanlara
ait ok az calisma mevcuttur.

Sigir HDL apolipoproteinleri ¢alisilmistir ve insandakine kargilik gelenden daha az
kompleks oldugu, oysa képegin HDL apolipoproteinlerine benzedigi bildirilmistir. Sigir
HDL’inde insan apo A-I'ine analog bir apolipoproteinin ( M.W. 27 KDa )
mevcudiyetinden bahsedilmigtir (19). Oysa sigwr diisik dansiteli lipoproteinlerinin
( LDL ve VLDL) yap1 ve dagiliminmn oldukg¢a kompleks oldugundan bahsedilmis ve
apolipoprotein kompozisyonuna dair kesin bir bilgiye rastlanilmamustir ( 19).

Fosfotungstat/MgCl, presipitasyonu sonrast SDS-PAGE ile insan ve kegi B + pre-B
ve o lipoproteinlerinin apolipoprotein kompozisyonu gosterilmistir. Insan B + pre-B
lipoprotein fraksiyonunda en biiyiik molekiiler agirlikl: apolipoproteinlerin apo B
oldugu, o fraksiyonda apo B’nin bulunmadig: bildirilmigstir. Kegi B + pre-p ve o
lipoprotein fraksiyonlarinda apoAl ve C’nin bulunmasina karsin insandakinin aksine
apo ALV ve E'nin belirgin olmadig: gosterilmigtir. Insandaki apo B’ye benzer
mobiliteye sahip bir protein bandinin kegi B + pre-p fraksiyonunda mevcut olmasina
karsin bu bant o fraksiyonda bulunmamugtir. Bu proteinler SDS-PAGE’de go¢ ettikleri
yer, diger bir deyisle molekiiler agirliklar: itibariyle her ne kadar insan apo B’sinin
kegideki karsilig: gibi anlagilirsa da, kegi serumundaki apo B’nin yap1 ve kompozisyonu
konusunda bir ¢aligmaya rastlanilmamis olmasi nedeniyle saghkh bir kargilastirma
yapmanin zor oldugu bildirilmistir (38).

Mevcut ¢ahsmada da NaphT/MgCl, presipitasyon yontemi ile B + pre-B
lipoproteinlerin kegi’deki apolipoprotein kompozisyonuna bakildifinda yukardaki
¢aligmay1 dogrular nitelikte silik de olsa bir apo B-48 band tespit edildi. Buna kargilik
isandakine g6re daha az yogun olmakla birlikte apo A-IV ve apo A-I band1 da goriildii.
Fakat apo E ve C tespit edilemedi.
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Normo ve hiperkolesterolemik kdpeklerin HDL fraksiyonlart %4 SDS- PAGE’e
uygulandig1 zaman, apolipoprotein B ile kontamine olmadigi gosterilmistir. Bu da
LDL’in infranatanttan tamamen presipite edildigini dogrulamigtir.Bununla birlikte,
normo ve hiperkolesterolemik kopeklerde LDL fraksiyonunun apolipoprotein A-I ile
kontaminasyonunun mevcut oldugu ileri siiriilmiigtir. HDL wve LDL’deki mevcut
apolipoprotein A-I’in dansitometrik 6lglimiinde, LDL fraksiyonundaki total
apolipoprotein A-I’in ortalama yiizdesinin normokolesterolemik kopeklerde %3.7 *
2.4, hiperkolesterolemik kdpeklerde %8.5 + 1 olarak ortaya konmustur ( 6).

Ultrasantrifiigasyon ve presipitasyon kombinasyonunun LDL ile kontamine
olmayan bir HDL fraksiyonunu elde etmede etkili oldugu tammlanmugtir. Bu
fraksiyonun  saflifi, izole edilen HDL fraksiyonun agaroz ve SDS-PAGE’e
uygulanmasiyla ortaya konulmustur. Boylelikle heparin-MnCl; presipitasyon ayiwracinin
kanin plazmasinin tiim LDL igerigini presipite ettifine isaret edilmigtir (6). LDL
fraksiyonunun o gd¢ eden lipoproteinlerle ( HDL) kontaminasyonu, bu lipoprotein
fraksiyonunun agaroz jel elektroforez kullanilarak gosterilmesiyle ispatlanmugtir.
Muhtemelen bu lipoproteinin elektroforetik mobilitesi iistiine maniplasyonun ve
depolamanin etkilerinden sonuglanan yapay bir durum oldugu ileri siiriilmiistir.
[laveten, apolipoprotein E’den zengin o lipoproteinlerin heparin-MnCl, ile presipite
oldugu da bildirilmistir. Bununla birlikte, total apolipoprotein Al’in sadece kiigiik bir
miktarinmn LDL fraksiyonunda bulundugu gozlenmistir. Kanin LDL fraksiyonundaki
mevecut apo Al’in plazma LDL’i ile iligkili olmadig1 i¢in, LDL’in HDL ile kontamine
olmasmin bir sonucu oldugu ileri stirtilmiistiir (6).

Yapilan ¢alismada, DS ile presipitasyonda kopek apo B-48’i ¢ift band halinde
goriiliirken, heparin ile presipitasyonda kedi'de ¢ift band halinde apoB-48
goriilmektedir. Képek ve kedi’de her iki presipitasyon yonteminde de apo E ve C’nin
mevcut olmadig tespit edildi. Kanin lipoproteinlerinde apo A-I ve apo A-IV tim
presipitasyon y6ntemlerinde goriildii. Kedi’de PEG metodu ile presipitasyonda apo A-
I’in daha fazla oldugu tespit edildi.

At HDL’inin digiik triagilgliserol ve yiiksek protein igerigiyle HDL2’den ziyade
daha kiigiik dansiteli HDL3’e boyut ve hidratize dansitede agisindan benzedigi ileri
siiriilmiistir. VLDL ve LDL’in esit yogunlukta 2 bant halinde apo B-100 igerdigi
bildirilmistir ( srasiyla 542.5 ve 492 kDa agrrliginda). VLDL’de apo B-48 bdlgesinde
3. bir band daha gozlenmistir. Apo B-100 bandinin insandaki blgede oldugu ve apoB-
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48 yakininda olan 3. bandin molekiiler agirhigmin 273.5 KDa oldugu tespit edilmistir.
Bu bandin da muhtemelen silomikron remnantlarta VLDL’in kontaminasyonunu temsil
ettigi bildirilmigtir. Bu nedenle, at karacigerinin, ratlardaki gibi, apo B’nin hem biiyiik
( apo B-100 ) hem de kii¢lik apo B-48 formlarm iiretti3i ve bu agidan multipl apo B
tiirlerini iceren (Apo B-100, B-95, B-48 gibi) rat’lara benzediginden bahsedilmistir (89).
At LDL’inde apo E benzeri proteinin (40 KDa molekiiler agirlikta) varligi bildirilmigtir
( 89,91). Apo C bolgesindeki (12.5 KDa) diisiik molekiiler agirliklt protein HDL’de
tespit edilmistir ve C II, C-II’e karsiik gelen 14.5 ve 12 KDa molekiiler
agrrliklarindaki bantlar yiiksek performansh likit kromatografisi ( HPLC) ile izole
edilen apo C, VLDL, LDL ve HDL’de identifiye edilmistir. Yine atlar da apo A-IV
oldugu tahmin edilen, 45 KDa’luk bir protein, d > 1.16 g /ml’lik fraksiyonda
tammmlanmigstir (91).

At LDL apolipoproteinlerinin SDS-PAGE elektroforezinin yapildig: bir diger
caligmada (71) yaklasik 250.000 Da’da g6¢ eden bir bandin ( apo B), 66.000 Da’da bir
albiimin bandinin varhig: ve 33.000 Da’da apo E’'nin varlig1 gosterilmistir.

Mevcut ¢calismada at’da yaklasik 205 KDa molekiil agirliginda ¢ift band halinde
go¢ eden (PEG presipitasyon metodu hari¢) apo B-48 tespit edildi. Apo A-I bandi tiim
presipitasyon yontemlerinde tespit edilirken, heparin/MnCl, metodunda yok denecek
kadar az oldugu goriildii. NaphT metodunda da apo A-I az iken, PEG’de daha fazla apo
A-I mevcut oldugu tespit edildi. Apo A-IV’in de en fazla PEG olmak iizere tiim
presipitasyon metotlarinda mevcut oldugu gésterildi.

Fiziksel ve immunolojik caligmalar tavuk proteinin insan apo B’sine karsihik
geldigine isaret etmistir. Kanatlilarda VLDL ve LDL apolipoproteinlerinin yaklagik
%90’ 1mum 21.500 molekiiler agirlikli bir polipeptidin olusturdufu belirlenmistir. Fakat
bazi arastiricilar da miiteakiben deterjan iceren tamponlarda jel filtrasyon
kromatografisi ve SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile tavuk VLDL ve LDL’inde
yiiksek molekiiler agwrhkli ( ¢6ziiniirligli zayif olan) temel apolipoproteinleri de
belirlemislerdir (19). Tavuk LDL’indeki protein iceriginin apo B benzeri yapisinin insan
ve kus lipoproteinlerinin immunolojik olarak ¢apraz-reaksiyonla belirlenmesinin
ardindan benzer bir reaksiyon tavuk ve insan VLDL’i arasinda da bulunmustur. insan
apo B’si i¢in bir antiserumun kullamilmasi, insan ve tavuk VLDL’leri ve LDL’leri
arasinda benzerligi ortaya koymustur. Sonug¢ olarak tavuk VLDL ve LDL’inin temel
apolipoproteininin insan apo B’sine analog bir protein oldugu kamtlanmistir. Buna

ragmen, kanath VLDL ve LDL’inin diisiik molekiiler agwrlikl apolipoproteinlerinin
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insanlardan farkh oldugu ileri siiriilmiistiir (19). Bagka bir immunolojik ¢aligmada insan
diisiikk dansiteli lipoproteinlerinin 10 farkhh memeli tiirtinde LDL ile ¢apraz-reaksiyona
girdigi, fakat tavuk liporoteinleriyle girmedigi bildirilmistir. Ultrasantrifugal olarak
izole edilen tavuk VLDL, LDL ve HDL apolipoproteinlerinin insan serumundan
hazirlanan fraksiyonlardan farkh N ve C terminal amino asitlere sahip oldugu
gosterilmisgtir. Bu gozlemler kus ve memeli lipoproteinlerinden elde edilen
apolipoproteinlerin sadece immunolojik olarak degil ayrica kimyasal olarak da identik
olmadigmna igaret etmektedir ( 41).

Disk jel elektroforez ile tavuk VLDL ve LDL apolipoproteinlerinin yaklagik
%901 9000 Da molekiller aZuwlikli bir polipeptidin olusturdugu ileri
stiriilmiistiir. VLDL apolipoproteininin tek bir disiilfit kopriisii ile birbirine baglanan bir
subiinit icerdigi ve bu subiinitenin molekiiler agirhigmn yaklagik 18.000 oldugu
bildirilmistir. Tavuk apo VLDL ve apo LDL’inde 40.000 Da molekiiler agilikta
polipeptidlerin kiigiik bir oran da disk jel elektroforezle gosterilmigtir ( 41).

Kanatli HDL’inin apolipoproteinleri nisbeten iyi bilinmektedir. Bunun i¢in kesin
olarak hem tavuk hem de hindi HDL’inin temel apolipoproteininin insan apo A-I’ine
homolog oldugu kanitlanmugstir (19). Bununla birlikte, tavuk HDL’inin heterojenitesinin
hala ¢6ziimlenemediginden de bahsedilmektedir. Clinkii protein formlarmnn iire,
guanidin, SDS, triton X-100 yada diger ¢ziicli ajanlarla tamamen ¢oziilemedigi
bildirilmigtir ( 41) .

SDS-PAGE’de tavuk apo A-I’inin yaklasik 28.000 Da molekiiler agiwrhga sahip
oldugu bulunmugstur. Bu da insandakine (28.000 Da) benzerdir (19). Memeli HDL
fraksiyonlarmin diger bir apoproteini apo A-II'nin yada onun yapisal bir homologunun
da tavuklarda varlig1 ortaya konulmugstur ( 82).

Ayrica tavuklarda apo VLDL-II diye adlandirilan diisiik molekiiler agirhikh bir
proteinden bahsedilmistir. Apo VLDL-II’nin Ozellikle &strojenle muamele edilmis
kuslarm HDL’lerinde biiyiik miktarlarda bulundugu bildirilmigtir. 14.000 ve 7000 Da
molekiiler agirhkli 2 band olarak SDS-PAGE’de goriilen VLDL-II proteininin 9000
molekiil agirlikli subiinitelerden olugan 18.000’lik bir protein oldugu ileri stiriilmiigtiir
(52).

Mevcut c¢aligmada, tavuk B + pre-B lipoproteinlerinin apolipoprotein
kompozisyonunda apo B, PEG hari¢ diger presipitasyon metotlarin da az da olsa tespit
edildi. Tiim presipitasyon metotlarinda apoA-I belirlendi. Heparin ve NaphT’da silik bir
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apo A-IV mevcut iken DS ve PEG’de apo A-IV bandi tespit edilemedi. Apo E ve C
belirlenemedi.

Genel olarak SDS-PAGE analizi degerlendirilecek olursa; insan ve mevcut hayvan
tirlerinde tiim presipitasyon metotlarinda ( tavuk’da DS ve PEG hari¢) mevcut olan
apo A-IV silomikronlarin apolipoproteinidir. Kan a¢ karnma ahndigindan mevecut apo
A-IV’in muhtemelen serumda serbest halde bulunan apo A-IV’den ileri geldigi
distintilebilir. Apo A-I silomikron ve HDL’de bulunur. Karaciger ve bagirsaklarda
sentezlenir. Mevcut ¢aligmada presipite edilen P + pre-PB lipoproteinleri analiz edildi.
Agaroz jel ile de presipitatdaki bu fraksiyonun mevcudiyeti dogruland1 ve sadece B +
pre-f fraksiyonunun presipite edildigi ( o lipoproteinlerin bulunmadigi) presipitatlar
alindi. Fakat bu presipitatlarin apolipoprotein kompozisyonlarina bakildiginda gériilen
apo A-I’in d>1.210 fraksiyonunda bulunan serbest apolipoproteinlerden kaynaklandigi
distiniilmektedir.

B + pre-f lipoprotein fraksiyonunda en fazla gérmeyi bekledigimiz apo B, C ve
E’dir. Apo E ve C integral apolipoproteinler degildir ve lipoproteinler arasinda serbestce
transfer edilebilirler. Cokme sirasinda muhtemelen siipernatantda gectigi disiiniilebilir.
Bunun anlagilmasi igin siipernatantda elektroforetik analizin yapilmasinin da olaya
yeterince agiklik getirmeyecegine karar verildi. Ciinki presipite olmayan diger serum
proteinleri de siipernatantda bulundugundan bu fraksiyonda apo E ve C’nin tespiti
olduk¢a zordur. Ancak apo B-48 ve apo B-100 integral apolipoproteinlerdir, yani
lipoprotein partikiilleri i¢inde gémiiliidiirler ve dier lipoprotein fraksiyonlarina transfer
edilemezler (13, 60 ). Her ne kadar PEG ve kismen de DS ile presipitasyon metodunda
apo B-48’ler goriilmekte ise de apo B-100 sadece insanda NaphT metodunda
goriilmektedir. Apo B-100 her lipoprotein fraksiyonunda 1 molekiill olarak
bulunmaktadir. Bu nedenle bu proteinin jel {izerinde tespiti i¢in daba yogun lipoprotein
presipitatlarmin hazirlanmasi gerekir. Bir diger ihtimal de apo B’lerin presipitasyon
srrasinda lipoprotein partikiilinde meydana gelen konformasyonel degisiklikler
neticesinde lipoprotein partikiilinden ayrilip slipernatanta gegme ihtimalidir. Diger
hayvan tiirlerinde serum apolipoprotein konsantrasyonlar1 bilinmediginden bir
karsilagtirma yapmak da zordur. Sonu¢ olarak, SDS-PAGE analiziyle ortaya konan
apolipoprotein kompozisyonu presipite olan p + pre-§ lipoproteinleri identifiye etmede
yeterli olmadig1 anlagiimaktadir. Ancak agaroz jel bu lipoproteinlerin presipitasyonunu
dogrulamaktadir.
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Degisik presipitasyon metotlariyla ve ultrasantrifligasyon metoduyla elde edilen
HDL kolesterol degerinin, eger turbid siipernatantlar ultrafiltre edilirse hem normal hem
de lipemik serumlar i¢in uyumlu sonuglar verdigi bildirilmistir. Buna ragmen enzimatik
kolesterol analizi kullamldiginda, fosfotungstat metodunun yada PEG metodunun tercih
edilmesini 6nermislerdir (25).

Test edilen modifiye presipitasyon metodlarmn tiimiiniin HDL kolesterol i¢in
benzer sonuglar verdigi ileri siirillen bir baska calismada (88) : Heparin-Mn*
(92mmoV/L) ve phT /Mg*? metodlariyla elde edilen sonuglarm DS/Mg"? prosediiriiyle
uyumlu oldugu, heparin-Mn*? (46mmoVl/L) ve 2 farkh PEG metodunun biraz daha
yiiksek HDL kolesterol sonuglar1 verdigi bildirilmigtir. Presipitasyon etkinligine gére
metodlar: PEG (pH10) > DS-Mn" > Heparin-Mn+2 (92mmol/L) = PEG 75g/L >
phT/Mg > Heparin-Mn? (46mmoV/L) (88) seklinde siralanmustir.

Sonu¢ olarak, hem agaroz jel elektroforezis hem de SDS-PAGE bir arada
degerlendirildiginde; NaphT/MgCl, ve DS/MnCl, presipitasyon prosediirieri ile § +
pre- B ve a lipoproteinlerinin separasyonlarinin diger presipitasyon prosediirlerine gore
daha iyi yapildig: tespit edildi. PEG metodunun da iyi bir presipitasyon saglamasina
ragmen, artan avirag Konsantrasyonlarina ragmen presipitatdaki o bandi tespit
edilemedi. Heparin/MnCl, metodunun sadece sir serum lipoproteinlerinin
separasyonunda daha etkin oldugu tespit edildi. Presipitasyon prosediirlerinin etkinligi
siipernatant HDL kolesterol 6lgiimiinlin  hassasiyetinden ziyade elektroforetik
separasyonlarina gére degerlendirildi. Oysa HDL kolesterol dl¢limil i¢in tablo 19’daki
aywra¢ konsantrasyonlar1 kullanilarak $ + pre-B lipoproteinler mevcut presipitasyon
metotlariyla presipite edilebilir. Fakat presipite olan serum f + pre-B lipoproteinlerinin
lipid kompozisyonlarinin ve elektroforetik &zelliklerinin belirlenmesinde, elektroforetik
olarak separasyonunda ve miktar tayininde kullamlmasinda yada izole edilmesinde
NaphT/MgCl, ve DS/MnCl, metotlar1 digerlerine gore daha elveriglidir. PEG ve
Heparin/MnCl, presipitasyon metotlarinda da ilave edilen aywraglar serum B + pre-p
lipoproteinlerini presipite etmekte fakat presipitatdaki lipoprotein/polianyon divalent
katyonun yeterli dissosiasyonu saglanamadigindan elektroforetik olarak iyi bir
separasyon saglanamadi.

Mecut arastirma ileriye doniik birgok ¢alijma gerektirmektedir. Basta PEG ve
Heparin/MnCl, metodu olmak i{izere diger presipitasyon prosediirlerinde daha etkili
presipitasyon ve elektroforetik separasyonun saglanmasit amaciyla modifikasyonlar
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yapumalidir. Daha detaylh olarak hayvan lipoproteinlerinin - apolipoprotein
kompozisyonlar1 degerlendirilerek her hayvan tirii i¢in belirli bir standart
olusturulabilir. Boylelikle hem presipitasyonla separasyonun etkinligi daha dogru
degerlendirilebilir hem de dislipoproteinemialarin belirlenmesinde yararlanilabilir.
Insanlarda kullanilan ayira¢ konsantrasyonlarimn her hayvan tiirii icin elverisli olmadig:
ve hatall sonuglar verdigi bilinmektedir. Bu nedenle hayvan tiirlerine gére nisbeten
degisen ve tablo 19°da belirtilen aywa¢ konsantrasyonlar: ile yapilan f§ + pre-B
lipoproteinlerin presipitasyonu sonucu hayvan lipoproteinleriyle ilgili analizlerin
yapilmasinda daha dogru sonuglar elde edilecektir. Ayrica daha hassas boyama
metotlarimin uygulanmas: ile lipoprotein bantlarinin konsantrasyon tespitleri bir scanner

vasitasiyla yapilabilir.
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6. OZET
Lipoproteinler, gesitli dokular arasinda depolanma ve kullanim i¢in yaglan ve

lipitleri nakleden suda-¢6ziiniir komplekslerdir.

Lipoproteinlerin koroner arter hastalig1 riski ve cesitli tip dislipoproteinemiler ile
olan baglantisi lipoprotein fraksiyonlarmin miktar tayinini gerekli kilmaktadir. B ve pre-
B lipoproteinlerin separasyonu igin en yaygin olarak kullamlan tekniklerden bir tanesi
presipitasyon teknigidir. Bununla beraber laboratuvarda kullanilan lipoprotein
separasyon tekniklerinden higbiri hayvan lipoproteinlerinde kullamm igin
gelistirilmemigtir. Bu lipoprotein separasyon prosediirlerinin mevcut hayvan tiirlerinin
plazmasma uygulanmadan once muhtemelen modifiye edilmesi gerektigi ileri
stirilmiistiir. Bunun igin, mevcut ¢aliyma, insan ve gesitli hayvan serumlarindaki B +
pre-B lipoproteinleri presipite etmek igin gerekli presipitasyon ayiraglarmm
(heparin/MnCl,, dekstran siilfat/MnCl,, sodyum fosfotungstat/MgCl, polietilen glikol)
konsantrasyonlarim karsilastirmak tizere gergeklestirildi.

Bu amagla, ilk olarak insan serum lipoproteinleri ve daha sonra gesitli hayvan
tiirlerinin serum lipoproteinleri (B + pre-B) farkh presipitasyon metotlar1 kullanilarak
presipite edildi. Presipite edilen lipoproteinler agaroz jel elektroforez ile separe edildi.
Insan serumu icin sik¢a kullanilan orijinal heparin/MnCl, presipitasyon metodu ile
uyumlu olarak 200 IU heparin/MnCl, ¢aliymada mevcut hayvan tiirlerinin serum p +
pre-B lipoproteinlerini tam olarak presipite etti Oysa, sifir serumu ayni lipoprotein
siiflarmin presipitasyonu igin insan serumunda kullarulandan yaklagik 2 kat fazla
heparin/MnCl, gerektirdi. Insan serumu igin kullamilan konsantrasyonda dekstran
siilfat/MnCL’tin ilavesi tiim hayvan tiitlerinin serum $ + pre-p lipoproteinlerini tam
olarak presipite etti. Sodyum fosfotungstat/MgCl, presipitasyon metodu ile, kegi ve
koyun serum P + pre-B lipoproteinleri insan serumu i¢in gerekli olandan 2 kat daha
fazla sodyum fosfotungstat/MgCl, ile presipite edildi. Diger hayvan tiirlerinin serum p +
pre-p lipoproteinleri insan lipoproteinlerinin separasyonu i¢in kullamlanla aym
konsantrasyondaki sodyum fosfotungstat/MgCl, ile presipite edildi. Insan serumunda
oldugu gibi, %13’liik polietilen glikol’iin ilavesi tavuk hari¢ diger tiim hayvanlarda § +
pre-p lipoproteinlerin tam olarak presipitasyonunu sagladi. Insandaki konsantrasyonla
karsilagtirtldiginda tavuk serum B + pre-B lipoproteinlerinin presipitasyonu  igin
polictilen glikoliin yar1 konsantrasyonu kullamldi Sodyum fosfotungstat/MgCl, ve
dekstran siilfat/MnCl, metotlar1 ile presipite edilen serum f + pre-p lipoproteinlerinin
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tam olarak dissosiasyonu saglandi ve bunu takiben agaroz jel elektroforez ile separe
edildi. Bununla birlikte, heparin/MnCl, metodu ile presipite edilen lipoproteinlerin tam
bir dissosiayonu ve elektroforetik separsyonu elde edilemedi. Tamamen presipite edilen
lipoproteinlerin (B + pre-p) apolipoprotein kompozisyonlar1 SDS-PAGE ile analiz
edildi.

Serum f + pre- lipoproteinlerin presipitasyonu i¢in kullamlan polianyon/divalent
katyonlarin ve notral polimerlerin konsantrasyonlarmin insan ve ¢esitli hayvan tiirleri
arasinda farklilik gosterdigi sonucuna varildi. Mevcut farkhibklar, lipoproteinlerin ttirler
arasindaki lipit kompozisyonlarindaki degisiklikler kadar lipoproteinlerin ylizey
yiiklerindeki varyasyonlara da atfedilebilir.
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7. SUMMARY

Lipoproteins are water-soluble complexes through wich fats and lipids are
transported between the various tissues for storage and utilization.

Association of lipoproteins with risk of coronary heart disease and various types of
dyslipoproteinemias necessitates the quantification of the individual lipoprotein classes.
One of the most commonly used techniques for the separation of § and pre-f
lipoproteins is the precipitation tecnique. However, none of the lipoprotein separation
techniques used in laboratories has been developed for use in animal lipoproteins. It was
suggested that lipoprotein separation preosedures might require modification
before they are applied to the plasma of a given animal species. Therefore, the
present study was undertaken to compare the concentrations of precipitation reagents
( heparin/MnCl,, dextran sulfate/MnCl,, sodyum fosfotungstat/ MgCl,, polyethylene
glycol) necessary in order to precipitate B + pre-p lipoproteins in human and various
animal sera.

To this end, firstly human serum lipoproteins and later the serum lipoproteins
(B + pre-B) of the various animal species were precipitated using various precipitation
methods. The lipoproteins precipitated were separated by agarose gel electrophoresis.
In accordance with the original heparin/MnCl, precipitation method being commonly
used for human serum, 200 IU heparin / 46pumol MnCl, yielded complete precipitation
of B + pre-P lipoproteins in sera from all the animal species investigated. Wheras bovin
serum required approx. 2 times more heparin/MnCl, for the precipitation of same
lipoportein classes than did human serum whereas chicken serum required half of the
reagent concentration. Addition of dextran sulfate/MnCl, at the concentration used for
human serum resulted in complete precipitation of  + pre-B lipoprotein of sera from all
animal species. In sodyum fosfotungstat/MgClL, precipitation method, B + pre-f
lipoproteins of goat and sheep were precipitated by two times more sodyum
fosfotungstat/MgCl, than that required for human serum p + pre-f lipoproteins. In other
animal species B + pre-B lipoproteins were precipitated by the same sodyum
fosfotungstat/MgCl, concentration as human lipoproteins. As with the human serum,
employment of 13% polyethylene glycol resulted in full precipitation of B + pre-f
lipoproteins of all the animal species except chicken. With the chicken serum half the

concentration of polyethylene glycol was used as compared to human serum.



129

The serum B + prep and o lipoproteins precipitated by sodyum
fosfotungstat/MgCl, and dextran sulfate/MnCl, methods were completely dissociated
and consequently separated by agarose gel electrophoresis. However, with the
heparin/MnCl, method complete dissociation and electrophoretical separation of the
lipoproteins precipitated was not achieved. Apolipoprotein compositions of the
lipoproteins ( B + pre- B ) fully precipitated were analyzed by SDS-PAGE.

It was concluded that the concentrations of polyanion/divalent cation and neutral
polymers used for the precipitations of serum B + pre-B lipoproteins differ between
human and several animal species. The existing differences might be attributed to the
variations in charge densities of lipoproteins’ surface as well as to dissimilarities in lipid

compositions of the lipoproteins between species.
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1971 yilinda Elaz1¢’in Keban ilgesinde dogmusum. Ilkogretim ve lise tahsilimi
Elazig’da tamamladim.1988 yilinda Elazig F.U. Veteriner Fakiiltesini kazandim.1993
yilinda Veteriner Fakiiltesinden 2.’likle mezun oldum. 1994 yiinda F.U. Saghk
Bilimleri Enstitiisiiniin agmis oldugu doktora programi kapsaminda Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dal'nda doktoraya basladim. Dog¢.Dr. Tayfun GULDUR

damigmanliinda doktora programimi tamamladim.
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10.TESEKKUR

Oncelikle en umutsuz ammda bana cesaret veren, maddi, manevi ve bilimse! hicbir
destegini esirgemeyen yeri gelip laboratuvarda benimle ¢alisgan damgman hocam
Dog¢.Dr. Tayfun GULDUR’e sonsuz tesekkiirlerimi bir borg bilirim. Daima zorluklarla
miicadele etmeyi, asla imkansiz bir sey olmadigimi 63reten, gercek anlamda bir bilim
adami olma yolunda beni tesvik eden degerli danigman hocama ne kadar layik bir
6grenci oldum bilemiyorum. Ama hocamin sunu bilmesini istiyorum : Bana vermek
istedigi herseyi yeterince yapamasam da gordiim ve ¢ok sansh oldugumu biliyorum.
Farkinda olmadan yapti§im hatalardan dolay: da kendilerinin affina sigmnirim.

Damigsman hocamin diginda, basta bir dénem damigmanhifimi istlenen manevi
destegini ve ilgisini hi¢cbir zaman esirgemeyen saygideger hocam Prof. Dr. Sema
TEMIZER OZAN’a olmak iizere kiirsiimiiziin diger degerli hocalari Dog. Dr. Necmi
OZDEMIR . Yrd.Dog¢.Dr. Mine DOGRUL ve Yrd.Do¢.Dr. Seval YILMAZ’a huzurlu
bir ¢ahgma ortamint ve gerekli laboratuvar imkanlarimi sagladiklari igin ayri ayri
tesekkiir ederim. Asistan arkadaslarim Sema YARALIOGLU, Mehtap OZCELIK.
Fulyva BENZER, Ozgir KAYNAR, Billent TASDEMIiR'e de gdsterdikleri
fedakarhiklardan ve yardimlarindan 6tiirit tesekkiir ederim. Kiirsitmiiziin sekreteri Yasar
PEKINCE ve ne zaman bagim sikigsa elinden gelen yardimi esirgemedigi igin ayrica
tesekkiir ederim. Aym sekilde kiirsimiiz ¢alisanlarindan Fatih KARA’ya da
yardimlarindan dolay: tesekkiir ederim.

Calismam boyunca gosterdikleri yardim ve kolayliklardan dolayr ELET ve
KOYTUR calisanlarina tesekkiir ederim. Ayrica F.U Hayvan Hastanesi’ndeki tiim
hocalarimiza ve asistanlara, Tip Biyokimya hocalarina ve calisanlarina gosterdikleri
yardimlardan otiirii tesekkiir ederim. Fotograf ¢ekimlerindeki fedakarliklardan &tiirii
tiim Foto Hayat ¢ahsanlarina tegekkiirlerimi sunarum.

Son olarak perde arkasmda goriinen ama manevi desteklerini ve ellerinden gelen
tiim yardimlar1 esirgemeyen aileme tesekkiir etmek istiyorum. Bagta annem olmak
lizere, her asamadaki yogun destek ve yardimlarindan dolay: kiz kardesime, erkek
kardesime, uzak da olsa manevi destegini hi¢ eksik etmeyen nisanlima tesekkiirlerimi
bir borg bilirim. Su anda aramizda olmayan rahmetlik babamin da bu giinleri gérmesini
cok isterdim. Ama ona da malum olduguna inamiyorum. Bu giinlere gelmemde emegi
gecen babama da gok tesekkiir ederim.Ruhu sad olsun.

Burada isimleri zikredilmeyen daha bir ¢ok insamin yardiminin gectigine

inanmyorum. Emegi gegen herkese tekrar sonsuz tegekkdirlerimi sunarim.
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