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AGAROZ GELEKTROFOREZISSEL NYERT LIPOPROTEIN-FRAKCIOK
SZABAD ZSIRSAV- ES TRIGLICERID-TARTALMANAK
KIMUTATASA NILUSKEK-SZULFAT ELOFESTESSEL

Médy 3.

Az agartz gélben végzett lipoproteinZelektroforézises frakciék els-
festésének modszerét szudan-feketével Klein és Cooper (7) 1970-ben ismer-
tette. Az azéta eltelt évtized alatt sok uj ismeret gyiilt éssze mind a lipo-
proteinek szerkezetére és Osszetételére (Pownall 8, Sailer 9, Tanford 11),
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mind pedig kértani szerepére (Havel 4, Keys 6, Sodhi 10, Wieland 12) vo-
natkozolag. Az egyes lipoprotein-frakcidk lipidtartalma és patologiai sze-
repe kozotti Osszefliggések vizsgalata azonban mindmaig csak bonyolult
fiziko-kémiai, vagy biolégiai eljarasok segitségével lehetséges. Az agaroz
gélben elektroforézissel kiilonvalasztott lipoproteinek festésére eddig hasz-
nalt lipoidfestékek (szudan-fekete, olaj-voros stb.) semmilyen szelektivitast
nem mutatnak, valamennyi lipidfajtat egyforman megfestik. A wvizben ol-
dédo niluskék-szulfattal viszont a trigliceridek élénk pirds, a szabad zsir-
savak pedig vilagoskék szinGre fest6dnek. A niluskék-szulfatnak ezt a
szelektivitdsat a klinikai laberatoriumban eddig csak székletvizsgalatok
alkalmaval, a zsiremésztés megitélésére hasznaltak (Bdlint 2). A niluskék-
szulfattal el6festett lipoproteinek agaroz gélben végzett elektroforézises
frakcionalasa alkalmaval kiderult. hogy ez a festékanyag a lipoproteinek-
ben is szelektive festi a szabad zsirsavakat és a neutralis zsirokat. Ennek
alapjan jol felhasznalhaté ezek elhelyezkedésének és aranyanak vizsgala-
tara a lipoid-elektroforézis folyaman.

Az eljaras kidolgozasat az a megfigyelés sugalmazta, hogy silyos és
kiterjedt gyulladasokkal jaré betegségekben (sepsis, vasculitisek, pneumo-
nitis) szenvedé betegek szérumfehérjéinek gél-elektroforézises frakciona-
lasa alkalmaval a startpontrol éles hatari, fehér vonalszeri frakcio(k) in-
dul(nak) el és halad(nak) gyorsan az, anodd felé, olyannyira, hogy 20—30
perc mulva mar ki is fut(nak) a gelbél. Kidertlt, hogy ez a gyorsan van-
dorld frakeidé vizben, ecetsavban és’arlegtobb szerves oldoszerben igen jol
oldédik. Nem adja sem /a-fehérjékre  (peptidekre), sem a szénhidratokra
jellemz6 reakcidkat, calciumsoékkal wiszont oldhatatlan csapadékot képez.
a Duncombe-féle (3,5) kolorimetrias modszerrel szabad zsirsavként meny-
nyiségileg is meghatarozhatd. /Agar gelben, agardz gélben végzett elektro-
forézis alkalmaval a szappanok /[is—hasonld /modon viselkednek. Kézen-
fekvd volt tehat az a feltevés,”hogy ‘elektromos erétérben a vérsavé sza-
bad zsirsavjai levalnak az ‘Gket lazan' kot fehérjé(k) feliiletérol és a puf-
feroldat Na-ionjaival oldhato-szappanokat-képezve, gyorsan vandorolnak
az anod felé. Kifutva a gélbél. a pufferedénybe jutnak, ahol mennyiségiik
pontosan meghatirozhato és a napi frakcionalasok szamdanak novekedé-
sével parhuzamosan ndé. Ha a gélelektroforézis folyaman a gyorsan van-
dorlé szabad zsirsavak utjaba ,csapdat“ allitunk azaltal, hogy Ca-, vagy
Cu-sokkal hozzuk ossze Oket, a taladlkozas helyén a zsirsavak oldhatatlan
Ca-, vagy Cu-szappanok formajaban kicsapodnak és helyben maradnak.
A keletkezett csapadék szabad szemmel is j6] megfigyelhetd.

Anyag és modszer

1. Pufferoldat: Aronson és Gronwall (1) szerint 60,5 g'l TRIS-t (0.5
M). 6,0 g1 EDTA-t (0,021 M) és 4,6 g1 borsavat (0,075 M) 1.000 ml vizben
oldunk. Harom napi allas utan sziirjik. A pufferoldat pH-ja = 8,9.

2.1 g % agaroz oldat, a fenti pufferoldatban.

3. Niluskék-szulfat torzsoldat: 2 g niluskék-szulfathoz 1 csepp tomény
NaCl-oldatot cseppentiink, majd deszt. vizzel 10 ml-re toltjik fel. Hasz-
nalat el6tt a térzsoldatot pufferoldattal 1:10 aranyban higitjuk.

4. M 50 Cu (NQ,), oldat. Hasznalat el6tt megolvasztott agaroz géllel
egyenl6 aranyban (v/v) 6sszekeverjik.
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Mosott és zsirtalanitott targylemezekre 3—3 ml megolvasztott agaroz
oldatot pipettizunk. A gél megszilardulasa utdn a lemezek mindkét végé-
t6l 2—2 cm-nyire egy-egy 1 mm széles arkot vagunk. Az anod fel6li arok-
ba réznitrat és agaroz keverékét pipettazzuk, a katod felblibe (start-vonal)
a niluskék-szulfattal eléfestett savot. A lipoproteinek eldfestése céljabol
3 csepp vérsavohoz 1 csepp 1:10 higitasa niluskék-szulfat oldatot és 4
csepp 40° C-ra lehGtott agardéz oldatot tesziink. A start-arkot ebbdl az
elegybol toltjiik meg, Pasteur pipetta segitségével. A lemezeket ezutan az
elektroforézises kamraba helyezziik. A frakcionilas 120 V fesziiltség és
lemezenként 10 mA aramerdsség mellett 3 !/,—4 6ran at tart. A frakcio-
nalas befejeztével jol lathato a szabad zsirsavak és a neutrdlis zsirok fes-
tédése a lipoprotein-frakciokon beliil. Osszehasonlitas végett célszerd a
niluskék-szulfattal eléfestett lemezekkel parhuzamosan a megfelelé savd
szudén-feketével el6festett (6) parjat is frakcionalni. Az 1. dbra a szudan-
feketével, illetve niluskék-szulfattal eléfestett lipoproteinogramot (1.2).
egy 1 g %-~os szappanoldat (3), illetve vérsavé és szappanoldat kiilénbozd
keverékének (4,5) niluskék-szulfattal elofestett lipidogramjat tinteti fel.

A vérsavo lipoproteinjeinek niluskék-szulfattal valé el6festésével aga-
roz gélben végzett elektroforézises frakcionalasa alkalmaval eddig a ko-
vetkezoket sikeriilt megallapitani:

1. A vérsavé szabad zsirsavjai 'pufferolt koézegben mint szappanok
vannak jelen, igy elektroforézis soran gyorsan kivandorolnak a koézegbél.
A gyorsan vandorlo zsirsavak” az anod oldaldn vagott ,,csapdaba“ csep-
pentett Ca-, vagy Cu-sdkkal /oldhatatlan szappanok formajaban kicsapha-
16k, niluskék-szulfattal megfestheték:

2. Niluskék-szulfattal “elofestett lipidogramokbol egyértelmien kitd-
nik, hogy zsirsavakat nemesak az albuminok/ hanem lipoproteinek (elsé-
sorban a HDL és LDL) is tartalmaznak:A szabad zsirsavak megoszlasa az
egyes frakciok ko6zo6tt kiilonosen-‘gyulladdsos /(vasculitises) allapotokban
véltozik.

3. Erés gyulladassal (vasculitis)jaré korképekben jelentdés mértékben
megnoévekszik a vérsavé szabad zsirsavtartalma, olyannyira, hogy sulyos
esetekben a gyorsan vandorlé Na-szappanok szabad szemmel is megfigyel-
hetdk a gélben. Egyre fontosabba valik tehat a szoveti gyulladasok és a
cellularis lipolizis 6sszefiiggéseinek az alapos vizsgalata.

4. A trigliceridek elsésorban a béta-lipoproteinekben (LDL) és a pre-
bétaban (VLDL) mutathatdék ki, de kiilénb6z6 dyslipidaemidk esetén az
alfa-1-frakecioban (HDL) is megjelennek. A varakozas ellenére. az eddig
vizsgalt tébb. mint szaz II. b. tipusui dyslipidaemias eset egyikében sem
tartalmaztak a pre-béta lipoproteinek (VLDL) a béta-lipoproteineknél tobb
trigliceridet. A trigliceridként fest6dd frakcié a béta (pre-béta. alfa-1)
frakcion beliil annal jéval keskenyebb, élesen elhatarolt csik formajaban
jelentkezik.

5. A niluskék-szulfat vizes (pufferes) oldata agaréz gélben erésen ka-
todikusan vandorol. Emiatt egyrészt jol megfesti az ellentétes iranyban
va'ndorlo (és a .:csapdaban“ oldhatatlan szappanok formajaban kicsapédo)
zs§rsavakat. masreészt pl. a béta-lipoproteinek (LDL) fokozott neutralis
7_51rt§rtalma 'esetén csbkkenti e frakcié vandorlasi sebességét. Emiatt a
szudan-feketével eléfestett béta-lipoproteinekhez képest a niluskék-szul-
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fattal élénk pirosra fest6d6 azonos frakcio az elektroforézis soran hatrabb
marad.

6. A vérsavohoz adott Na-szappanok, vagy detergensek (dodecyl-szul-
fat) mar igen kis mennyiségben is jellegzetesen megvaltoztatjdk (megnéo-
velik) mind a lipoproteinek mobilitasit, mind pedig a zsirsavak és tri-
gliceridek eloszlasat az egyes frakciokon belil. Ez a jelenség egyrészt a
lipidek emulgedlasaval, masrészt az apoproteinek denaturalidsaval magya-
razhaté.

7. A szudan-feketével és niluskék-szulfattal el6festett lipoprotein-
frakcionalas nemcsak a dyslipidaemiak jobb vizsgalatira, hanem a gyul-
ladasok (micro-vasculitisek, atherosclerosis) és a szabad zsirsavak meny-
nyiségi valtozasaival jaré szoveti lipolizis kapcsolatainak a tovabbi tiszta-
zaséra is lehetdséget teremt.
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E. Médy

PRE-STAINING OF LIPOPROTEIN FRACTIONS IN AGAROSE GEL WITH
NILE SULPHATE AND REVEALING FATTY ACIDS AND TRIGLYCERIDES
IN LIPOPROTEINS

During the electrophoretic fractionation of lipoproteins in agarose gel buffered
with TRIS(EDTA) boric acid, ph=28.9, after prestaining the serumn with Nile sulphate,
the triglyceride content and that of the free fatty acids of lipoproteins are stained
selectively. Due to the action of the electric field, the fatty acids carried by
albumins (and by lipoproteins) become detached and they migrate rapidly towards
the anode, leaving the gel in some minutes. By making a ,trap* at the anodic end
of the plates, in which agarose gel, containing calcium chloride, or copper nitrate,
is pipetted, the fatty acids reaching the trap are precipitated in the form of insoluble
soaps, and they remain there. This method is recommended both in the more
accurate evaluation of dyslipidaemia cases and in the relationschip between the
increase of free fatty acids in the plasma and the lipolytic processes within the
inflammatory syndromes (vasculitis, microvasculitis).
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KIMUTATASA

- =T . i —
‘_. _;‘: ¥,
l - 7 S

1. dbra: Szudan-feketével (1) és niluskék-szulfattal elsfestett szérum (2),
szappanoldat (3), valamint szappanoldattal 1 :6 (4) és 1 :3 aridnyban ke-
vert vérsavo (5) lipidogramja agaréz gélben, TRSI EDTA ' bérsav puffer-
oldatban. A lemezek andd felé esd végén vagott ,csapdaban® a zsirsavak
oldhatatlan Cu-szappanok formdjaban kicsapodtak.



D. NICOLESCU: URETROTOMIA OPTICA ANTEROGRADA
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