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‹nsan ve Baz› Evcil Hayvan Türlerinin Serum β + Pre- β
Lipoproteinlerinin Dekstran Sülfat/MnCl2 ve

Sodyum Fosfotungstat/MgCl2 Presipitasyon Metotlar› ile
Karfl›laflt›rmal› ‹zolasyonlar›*
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Özet: Lipoproteinler, çeflitli dokular aras›nda depolanma ve kullan›m için çeflitli lipidleri nakleden suda-çözünür komplekslerdir.
Lipoproteinlerin koroner arter hastal›¤› riski ve çeflitli tip dislipoproteinemiler ile olan ba¤lant›s› lipoprotein fraksiyonlar›n›n miktar
tayinini gerekli k›lmaktad›r. Çal›flma, insan ve çeflitli hayvan serumlar›ndaki β+pre-β lipoproteinleri presipite etmek için gerekli
presipitasyon ay›raçlar›n›n (dekstran sülfat/MnCl2, sodyum fosfotungstat/MgCl2) konsantrasyonlar›n› karfl›laflt›rmak üzere
gerçeklefltirildi. Bu amaçla, ilk olarak insan serum lipoproteinleri ve daha sonra çeflitli hayvan türlerinin serum β+pre-β lipoproteinleri
farkl› metotlar kullan›larak presipite edildi. Presipite edilen lipoproteinler agaroz jel elektroforez ile identifiye edildi. ‹nsan serumu
için kullan›lan konsantrasyonda dekstran sülfat/MnCl2’ün tüm hayvan türlerinin serum β+pre-β lipoproteinlerini tam olarak presipite
etti¤i belirlendi. Sodyum fosfotungstat/MgCl2 presipitasyon metodu ile, keçi ve koyun serum β+pre-β lipoproteinleri insan serumu
için gerekli olandan 2 kat daha fazla sodyum fosfotungstat/MgCl2 ile presipite edildi. Di¤er hayvan türlerinde ise, ayn›
konsantrasyondaki sodyum fosfotungstat/MgCl2 ile presipite edildi. Serum β+pre-β lipoproteinlerin presipitasyonu için kullan›lan
polianyon/divalent katyonlar›n konsantrasyonlar›n›n insan ve çeflitli hayvan türleri aras›nda farkl›l›k gösterdi¤i ve türler aras›ndaki
mevcut farkl›l›klar›n, muhtemelen lipoproteinlerin türler aras›ndaki lipit kompozisyonlar› ve yüzey yük yo¤unluklar›ndaki
de¤iflikliklerden kaynakland›¤› sonucuna var›ld›.

Anahtar Sözcükler: Lipoprotein izolasyonu, presipitasyon, polianyon, divalent katyon, serum 

Comparative Isolation of Serum β + pre- β Lipoproteins of Human and Various Domestic
Animal Species by Dextran Sulfate/MnCl2 and Sodium Phosphotungstate/MgCl2

Precipitation Methods

Abstract: Lipoproteins are water-soluble complexes through which various 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
necessitate the quantification of the individual lipoprotein classes. The study was undertaken to compare the concentrations of
precipitation reagents (dextran sulfate/MnCl2, sodium phosphotungstate/MgCl2) necessary in order to precipitate β+pre-β
lipoproteins in human and various animal sera. To this end, the serum β+pre-β lipoproteins of human and various animal species
were precipitated using various methods. The lipoproteins precipitated were separated and identified by agarose gel electrophoresis.
Dextran sulfate/MnCl2 at the concentration used for human serum resulted in complete precipitation of β+pre-β lipoprotein of sera
from all animal species. In the sodium phosphotungstate/MgCl2 precipitation method, β+pre-β lipoproteins of goat and sheep were
precipitated by two times more sodium phosphotungstate/MgCl2 than that required for human serum β+pre-β lipoproteins. Also in
other animal species β+pre-β lipoproteins were precipitated by the same sodium phosphotungstate/MgCl2 concentration. It was
concluded that the concentrations of polyanion/divalent cation used for the precipitations of serum β+pre-β lipoproteins differ
between human and several animal species. The existing differences might be attributed to the variations in charge densities of
lipoproteins’ surfaces as well as to dissimilarities in lipid compositions of the lipoproteins between species.
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Girifl

Plazma lipoproteinleri, spesifik proteinler
(apolipoproteinler) ve lipidler (kolesterol, kolesteril
esterleri, fosfolipidler ve triaçilgliseroller) içeren suda
çözünür komplekslerdir (1-3). Boyut, kimyasal
kompozisyon ve dansite farkl›l›klar› lipoproteinlerin
separasyonlar›n› mümkün k›lmaktad›r (4). Plazma
lipoproteinleri elektroforetik mobilitelerine göre,
flilomikronlar (orjinde kal›r), pre-β (VLDL: Çok Düflük
Dansiteli Lipoproteinler), β (LDL: Düflük Dansiteli
Lipoproteinler) ve α (HDL: Yüksek Dansiteli
Lipoproteinler) lipoproteinler olarak s›n›fland›r›lmak-
tad›rlar (2). 

Lipoproteinlerin, insanda koroner arter hastal›¤› riski
ve çeflitli dislipoproteinemiler ile ayr›ca hem insanda hem
de hayvanlarda lipit metabolizmas›n›n de¤iflik hastal›klar›
ile (ketozis, hepatik lipidozis, pankreatitis, diabetes
mellitus v.b.) olan ba¤lant›s› farkl› lipoprotein s›n›flar›n›n
miktar tayinlerini ve kompozisyonel analizlerini gerekli
k›lmaktad›r. Bu analizler, bu tür lipit ba¤lant›l›
hastal›klar›n teflhisinde büyük öneme sahiptir (5,6).
Lipoprotein s›n›flar›n›n bu amaçlarla izolasyonu için çeflitli
metotlar gelifltirilmifltir. Lipoproteinler;
ultrasantrifügasyon, polianyon/divalent katyonlar ile
presipitasyon, elektroforezis, kolon kromatografisi veya
immunolojik teknikler ile serum ya da plazmadan izole
edilebilmektedirler (5). En s›k kullan›lan lipoprotein
separasyon tekniklerinden biri de presipitasyon
yöntemidir. Presipitasyon yöntemi, kolayl›¤›, k›sa sürede
tamamlanabilmesi ve ucuzlu¤u sebebiyle s›kça
kullan›lmaktad›r. Lipoproteinlerin, heparin, dekstran
sülfat ve sodyum fosfotungstat gibi polianyonlar ve nötral
polimerler ile moleküler kompleksler meydana
getirebilme özelliklerinden yararlan›larak lipoproteinlerin
serumdan presipitasyon yolu ile izolasyonlar›
sa¤lanmaktad›r (7). Günümüzde HDL-kolesterol analizi
için s›k kullan›lan metotlardan biri polianyon/divalent
katyonlar ile apo B içeren lipoproteinlerin (β+pre-β)
presipitasyonudur. Presipitasyon sonras› süpernatantda
HDL-kolesterolünün enzimatik analizi yap›lmaktad›r.

‹nsan plazmas›ndan lipoproteinlerin izolasyonlar› için
gelifltirilen tekniklerin, lipoprotein s›n›flar›n›n
konsantrasyon ve kompozisyonlar›n›n türler aras›nda
farkl›l›klar göstermesi nedeniyle her tür için geçerli
olmayabilece¤i ileri sürülmektedir (8,9). Hayvanlarda
lipoproteinler konusunda yap›lan ço¤u çal›flmalarda insan

lipoproteinlerini izole etmek için gelifltirilen teknikler
kullan›lmaktad›r (10). Türler aras›nda karfl›laflt›rmaya
yönelik yeterli say›da araflt›rmaya rastlan›lmamaktad›r.

Bu amaçla, insan serum β+pre-β lipoproteinlerinin
izolasyonlar› için kullan›lan deksran sülfat/MnCl2 ve
sodyum fosfotungstat/MgCl2 presipitasyon yöntemleri
ayn› amaçla baz› hayvan türlerinin serumuna uyguland›.
Presipite edilen lipoprotein fraksiyonlar› agaroz jel
elektroforez ile identifiye edildi. ‹nsan ve hayvan serum
β+pre-β lipoproteinlerinin izolasyonlar› için gerekli
polianyon/divalent katyon konsantrasyonlar›
karfl›laflt›r›ld›. 

Materyal ve Metot

Kedi ve köpek hariç tüm türlerde kan vena
jugularis’den al›nd›. Kedi kan› eter anestezisi alt›nda
kalpten al›n›rken, köpek kan› vena radialis (vena
cephalica)’den al›nd›. Kan örnekleri yaklafl›k 30 dakika
p›ht›laflmaya b›rak›ld›. Takiben, 2500 rpm’de 15 dakika
oda ›s›s›nda santrifüj edilerek serumlar ayr›ld› ve ayn› gün
içinde analizleri yap›ld›. 

Dekstran Sülfat/MgCl2.6H2O ile serum β+pre-β
lipoproteinlerinin presipitasyonu Burstein ve ark. (11)’n›n
metoduna göre gerçeklefltirildi. Presipitatlar 0,25 ml 0,5
M sodyum sitrat ve 1 ml 0,15 M NaCl’de çözüldü.
Çözülen presipitat 1 gece +4 °C’de NaCl/azid (8,77g
NaCl, 0,13 g sodyum azid, 0,372 g Na2EDTA 1 litreye
tamamland› pH 7,3’e ayarland›) çözeltisine karfl› diyaliz
yap›ld›. Bu flekilde sodyum sitrat ve Mn+2 çözünen
presipitatdan uzaklaflt›r›ld› (8).

Fosfotungstik asit/MgCl2 ile serum β+pre-β
lipoproteinlerinin presipitasyonu amac›yla Warnick ve
Albers (12)’in metodu uyguland›. Presipitatlar, 1 ml 240
mM Na2CO3 ve 150 mM NaCl kar›fl›m›nda çözüldü (13).

Her iki presipitasyon metodu insan serumuna
uygulanarak, en etkin flekilde β+pre-β lipoproteinleri
çöktürenler elektroforetik olarak tespit edildi. Daha sonra
ayn› metotlar s›ras›yla, s›¤›r, koyun, keçi, kedi, köpek, at,
tavuk serumlar›na uyguland›. Bu uygulama s›ras›nda insan
serum lipoproteinleri için geçerli olan ifllemdeki ay›raç
konsantrasyonu esas al›nd›. Orijinal ifllemdeki ay›raç
konsantrasyonu x1 kabul edildi ve x0,5, x1, x2, x3
konsantrasyonlarda ay›raç ilave edildi. Ayr›lan
presipitatlar ve süpernatantlar agaroz jel elektroforeze
tabi tutuldu. 
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Lipoproteinlerin agaroz jel elektroforezi Hoefer jel
elektroforez ünitesi (Hoefer SE 250 Hoefer Scientific
Instruments, ABD) kullan›larak gerçeklefltirildi. Konsantre
olan 75 ml’lik stok tampon (0,06M tris, 0,01M barbital,
0,05M sodyum barbital, 0,0015M sodyum azid)
1000ml’ye distile su ile tamamland› (pH 8,6) ve elektrot
tamponu olarak kullan›ld› (14). 

%0,8’lik 1,5 mm kal›nl›¤›ndaki 2 jel için 0,2 g agaroz
25 ml barbital tamponda kaynat›larak eritildi ve 45-50
°C’ye kadar so¤utuldu. Ayn› ›s›ya getirilen jel döküm
ünitesine bir enjektör yard›m›yla dökülerek 1,5 mm’lik
taraklar yerlefltirildi. + 4 °C’de 2 saat bekletildi. 15
mA/jel’de (sabit amper) yaklafl›k 36 V’da 1 saat 30 dakika
elektroforez ifllemi sürdürüldü. ‹nsan serumundan
kuyucuklara direkt olarak 9 µL ve di¤er hayvan türlerinin
serumlar›ndan 15 µL ilave edildi.

Presipitatlar ve süpernatantlar ise kuyucuklara
yerlefltirilmeden önce örnek tamponuyla (16 ml barbital
tampon (pH 8,6), 5 ml gliserol, 0,1 ml %1 brom fenol
blue 50 ml’ ye distile su ile tamamland›.) muamele edildi.

100 µL presipitat ve 200 µL süpernatant için 50 µL
örnek tampon çözeltisi ilave edildi. Kuyucuklara insan
serum lipoprotein presipitatlar›ndan 15µL,
süpernatantlar›ndan 20 µL, di¤er hayvan türlerinin serum
lipoprotein presipitat ve süpernatantlar›ndan 40 µL ilave
edildi. Her jelin ilk kuyucu¤una insan serumu referans
olarak uyguland›.

Elektroforez sonras› jeller, etanol/asetik asit/su 60:
10: 30 (v/v) kar›fl›m›nda 10 dakika fikze edildi. Fikzasyon
sonras› 30 dakika 60 °C’de kurutuldu. Kuruyan jeller Fat
Red 7B boyas›nda boyand› (15,16). Jeller distile
su/metanol (4: 1, v/v) kar›fl›m›nda 1 gece bekletildi (17)
ve foto¤raflar› çekildi.

Bulgular

‹nsan ve çeflitli hayvan türlerinin dekstran sülfat/MnCl2
ve sodyum fosfotungstat/MgCl2 yöntemleri ile presipite
edilen serum β+pre-β lipoproteinlere (presipitat) ve
presipite olmayan lipoproteinlere (süpernatant) ait agaroz
jel elektroforegramlar› fiekil 1-22’de görülmektedir.
Ayr›ca hem presipitat ve hem de süpernatantda agaroz jel
elektroforez ile analizler sonucunda jel üzerinde tespit
edilen lipoproteinler +, tespit edilemeyenler ise – fleklinde
göz ile de¤erlendirilerek oluflturulan veriler Tablo 1 ve
2’de belirtildi. Ayr›ca Tablo 3’de insan ve di¤er hayvan

türlerinde en etkin presipitasyonu sa¤layan ay›raç
konsantrasyonlar› sunuldu.

Dekstran Sülfat/MnCl2 Presipitasyon Yöntemi ile
Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin ‹zolasyonlar›: ‹nsan
ve di¤er hayvan türlerinin serum β+pre-β lipoproteinleri
x1 konsantrasyondaki dekstran sülfat/MnCl2 ile
(0,028mM DS/0,047M MnCl2) tam olarak presipite
edildi. Ay›rac›n x0,5 konsantrasyonunda (0,0145mM
DS/0,024M MnCl2) presipitatda az belirgin bir β+pre-β
band› gözlenirken, süpernatantda henüz presipite
olmam›fl β+pre-β lipoproteinlerin varl›¤› belirlendi. Artan
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fiekil 1. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
‹nsan serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1,2: ‹nsan serumu 3: DS presipitat (x0.5) 4: DS presipitat
(x1) 5: DS presipitat (x2) 6: DS presipitat (x3) 7: DS
süpernatant (x0.5) 8: DS süpernatant (x1) 9: DS
süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)
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fiekil 2. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
S›¤›r serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1,2: ‹nsan serumu 3,4: S›¤›r serumu 5: DS presipitat (x1)
6: DS presipitat (x2) 7: DS presipitat (x3) 8: DS süpernatant
(x1) 9: DS süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)



ay›raç konsantrasyonu ile birlikte presipitatda β+pre-β
lipoproteinlerin bantlar›n›n yan›nda α lipoprotein bantlar›
da görülmektedir (fiekil 1-8). Ay›rac›n x3
konsantrasyonunun (0,077mM DS/1,28M MnCl2)
kullan›ld›¤› tüm örneklerin presipitatlar›nda α
lipoproteinler tespit edildi. Artan ay›raç konsantrasyonlar›
ile birlikte presipitatlarda artan α bant yo¤unlu¤una
karfl›n süpernatantlarda bu band›n yo¤unlu¤u
azalmaktad›r. ‹nsan serum örneklerinde β ve pre-β
lipoproteinler ayr› bantlar halinde gözlenebilirken, hayvan
türlerinde bu ay›r›m gerçekleflmedi. 

Sodyum Fosfotungstat/MgCl2 Presipitasyon
Yöntemi ile Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin
‹zolasyonlar›: Koyun ve keçi haricinde insan ve di¤er
hayvan türlerinin serum β+pre-β lipoproteinleri x1
konsantrasyondaki sodyum fosfotungstat/MgCl2
(1,15mM NaphT/0,04M MgCl2 ) ile tam olarak presipite
edildi. Bu örneklerde α lipoprotein kontaminasyonu
gözlenmedi. Artan ay›raç konsantrasyonu ile birlikte (x3)
presipitatlarda α lipoproteinler belirlendi. Koyun ve keçi
serum β+pre-β lipoproteinlerinin, x1 ay›raç
konsantrasyonu kullan›ld›¤›nda çok az bir k›sm› presipite
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fiekil 3. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
Koyun serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›       
1: ‹nsan serumu 2: Koyun serumu 3: DS presipitat (x0.5)
4: DS presipitat (x1) 5: DS presipitat (x2) 6: DS presipitat
(x3) 7: DS süpernatant (x0.5) 8: DS süpernatant (x1) 9: DS
süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)
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fiekil 4. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
Keçi serum β+pre-β ve a Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›         
1: ‹nsan serumu 2: Keçi serumu 3: DS  presipitat (x0.5)
4: DS presipitat (x1) 5: DS presipitat (x2) 6: DS presipitat
(x3) 7: DS süpernatant (x0.5) 8: DS süpernatant (x1) 9: DS
süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)
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fiekil 5. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
Kedi serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1: ‹nsan  serumu 2: Kedi  serumu 3: DS  presipitat (x0.5)
4: DS presipitat (x1) 5: DS presipitat (x2) 6: DS presipitat
(x3) 7: DS süpernatant (x0.5) 8: DS süpernatant (x1) 9: DS
süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)
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fiekil 6. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
Köpek serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›            
1: ‹nsan serumu 2: Köpek serumu 3: DS presipitat (x0.5)
4: DS presipitat (x1) 5: DS presipitat (x2) 6: DS presipitat
(x3) 7: DS süpernatant (x0.5) 8: DS süpernatant (x1) 9: DS
süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)



oldu ve agaroz jel elektroforegramda bantlar az belirgin
olarak görüldü. Ay›raç x2 konsantrasyonda (1,97 mM
NaphT/0,071M MgCl2) kullan›ld›¤›nda elektroforegramda
β+pre-β band› koyulafl›rken, α lipoproteinlerin
kopresipitasyonu gözlenmemektedir. Ay›rac›n x3
konsantrasyonunda (2,58mM NaphT/0,093M MgCl2) ise
β+pre-β lipoproteinler ile birlikte presipite olan α
lipoprotein bantlar› belirgindir. Koyun ve keçide α
lipoprotein kopresipitasyonu olmaks›z›n β+pre-β
lipoproteinlerin tam olarak presipitasyonunu sa¤layan
sodyum fosfotungstat/MgCl2 konsantrasyonu x2 olarak

belirlendi. Artan ay›raç konsantrasyonuna ba¤l› olarak
süpernatantda da α lipoproteinlerin yo¤unlu¤unda azalma
belirlendi. β ve pre-β lipoprotein bantlar›n›n tam
rezolüsyonu insan haricindeki türlerde gözlenemedi (fiekil
9-22).

Tart›flma 

Dekstran sülfat/MnCl2 ve sodyum fosfotungstat/MgCl2
presipitasyon metotlar› ile baz› hayvan türlerinin serum
β+pre-β lipoproteinlerinin tam olarak presipitasyonu için
gerekli ay›raç konsantrasyonlar›, insanda kullan›lan ay›raç
konsantrasyonuyla karfl›laflt›r›larak tespit edildi. Bu
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fiekil 7. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
At serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›             
1: ‹nsan serumu 2: At serumu 3: DS presipitat (x0.5) 4: DS
presipitat (x1) 5: DS  presipitat  (x2)  6: DS presipitat (x3)
7: DS süpernatant (x0.5) 8: DS süpernatant (x1) 9: DS
süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)
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fiekil 8. Dekstran Sülfat (DS) Presipitasyon Metodu ile ‹zole Edilen
Tavuk serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›           
1: ‹nsan serumu 2: Tavuk serumu 3: DS presipitat (x0.5)
4: DS presipitat (x1) 5: DS presipitat (x2) 6: DS presipitat
(x3) 7: DS süpernatant (x0.5) 8: DS süpernatant (x1) 9: DS
süpernatant (x2) 10: DS süpernatant (x3)
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fiekil 9. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen ‹nsan Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin Agaroz
Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2,3: NaphT presipitat (x1) 4,5: NaphT
presipitat (x2) 6,7: NaphT presipitat (x3)
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fiekil 10. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen ‹nsan Serum α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1,2: ‹nsan serumu 3,4: NaphT süpernatant (x1) 5,6: NaphT
süpernatant (x2) 7,8: NaphT süpernatant (x3) 9,10: ‹nsan
serumu



do¤rultuda, dekstran sülfat/MnCl2 presipitasyon
metodunda insandaki ay›raç konsantrasyonu (x1)
incelenen hayvan türleri için de geçerli olurken, sodyum
fosfotungstat/MgCl2 presipitasyon metodunda koyun ve
keçi haricinde, di¤er hayvan türlerinde insandaki ay›raç
konsantrasyonu (x1) β+pre-β lipoproteinlerinin tam bir
presipitasyonunu sa¤lad›. Ayn› amaçla, koyun ve keçide
insan serumu için kullan›lan fosfotungstat/MgCl2
konsantrasyonunun iki kat›n›n bu lipoprotein
fraksiyonlar›n› tam olarak presipite etti¤i belirlendi. 

Dekstran sülfat (DS) her glikoz molekülüne ba¤l› 3
sülfat grubuyla yaklafl›k %17 kükürt içeren heparin

benzeri bir polisakkarittir. DS, heparinin sentetik bir
analo¤udur ve lipoprotein presipitasyonunda y›llard›r
oldukça fazla kullan›lan heparin/MnCl2 presipitasyon
metodu ile iyi bir korelasyon sergiledi¤i bildirilmektedir.
DS’›n molekül a¤›rl›¤› 4000-500.000 aras›nda
de¤iflmektedir. Ayn› zamanda bir polianyon olan DS
üzerindeki negatif yüklü gruplar›n, lipoproteinlerin
apolipoproteinleri üzerindeki pozitif yüklü gruplarla
etkileflime girdi¤i ve divalent metal iyonlar›n›n (Mn+2 vb.)
da lipoproteinlerdeki negatif yüklü gruplarla (fosfolipidler
gibi) birleflerek suda çözünmez kompleks oluflumunu
kolaylaflt›rd›¤› ileri sürülmektedir (18). 
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fiekil 11. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen S›¤›r Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin Agaroz
Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: S›¤›r serumu 3,4: NaphT presipitat (x1)
5,6: NaphT presipitat (x2) 7,8: NaphT presipitat (x3)
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fiekil 12. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen S›¤›r Serum α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: S›¤›r serumu 3,4: NaphT süpernatant
(x1) 5,6: NaphT süpernatant (x2) 7,8: NaphT süpernatant
(x2)
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fiekil 13. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Koyun Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin
Agaroz Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Koyun serumu 3,4: NaphT presipitat
(x1) 5,6: NaphT presipitat (x2) 7,8: NaphT presipitat (x3)
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fiekil 14. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Koyun Serum α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Koyun serumu 3,4: NaphT süpernatant
(x1) 5,6: NaphT süpernatant (x2) 7,8: NaphT süpernatant
(x2)



‹nsan serum lipoproteinlerinin separasyonu için
1970’de Burstein ve ark. (11) molekül a¤›rl›¤› 15.000 DS
ve MnCl2 ile presipitasyon ifllemini tan›mlam›fllard›r. Bu
ay›raçlar›n düflük konsantrasyonlar›n›n, apo B içeren
serum lipoproteinlerini presipite etti¤ini belirlemifllerdir
ve bunun hem daha yüksek hem de daha düflük molekül
a¤›rl›kl› DS’a göre daha elveriflli oldu¤una karar
vermifllerdir. Oysa, Warnick ve ark. (18) molekül a¤›rl›¤›
15.000 olan DS/MgCl2 ile LDL/VLDL’in tam olarak
presipitasyonunu sa¤layamam›fllard›r. Mevcut çal›flmada
da, Burstein ve ark.’n›n metodu kullan›ld› ve benzer
flekilde apo B içeren serum lipoproteinleri tam olarak
presipite edildi. 

Hayvan serum β+pre-β lipoporteinlerinin
separasyonunda da dekstran sülfat ile presipitasyon
metotlar› kullan›ld›. S›¤›r serum β+pre-β lipoproteinleri
Herdt ve ark. (19) taraf›ndan %10 DS ve 1 M CaCl2 ile
presipite edildi. Fakat kullan›lan ifllemde DS’›n moleküler
a¤›rl›¤› belirtilmedi¤inden tam bir konsantrasyon
karfl›laflt›r›lmas› yap›lamad›. Ayn› flekilde Özp›nar ve ark.
(20)’da %10 DS (MA 5000) ve 1 M CaCl2 (0,042 mM DS/
0,011M CaCl2) ile s›¤›r serum β+pre-β lipoproteinlerini
presipite etmifllerdir. Mevcut çal›flmadakinin (0.028 mM
DS) 1,5 kat› DS konsantrasyonuna (0.042 mM DS)
karfl›l›k polianyon olarak 0.047 M MnCl2 yerine ~1/4
oran›nda CaCl2 (0.011 M) kullan›lm›flt›r. DS’›n artan
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fiekil 15. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Keçi Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin Agaroz
Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Keçi serumu 3,4: NaphT presipitat (x1)
5,6: NaphT presipitat (x2) 7,8: NaphT presipitat (x3)
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fiekil 16. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Keçi Serum α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Keçi serumu 3,4: NaphT süpernatant
(x1) 5,6: NaphT üpernatant (x2) 7,8: NaphT süpernatant
(x2)
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fiekil 17. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Kedi Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin Agaroz
Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Kedi serumu 3,4: NaphT presipitat (x1)
5,6: NaphT presipitat (x2) 7,8: NaphT presipitat (x3)
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fiekil 18. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Kedi Serum α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Kedi serumu 3,4: NaphT süpernatant
(x1) 5,6: NaphT süpernatant (x2) 7,8: NaphT süpernatant
(x2)



konsantrasyonu düflük molekül a¤›rl›kl› olmas›na
ba¤lanabilir. Çünkü, daha büyük molekül a¤›rl›kl› DS
lipoproteinleri presipite etmeye daha fazla e¤ilimlidir
(18). Köpek serum β+pre-β lipoproteinleri %5
Dextrarine (200mg dekstran sülfat içeren 2 ml ampül) ve
%11 CaCl2 ile (21) ve %2DS (MA 50.000), 1M MgCl2
presipitasyon metotlar› ile presipite edilerek HDL
kolesterol de¤erlerine bak›lm›flt›r (22). Köpek serum
lipoproteinleri için kulllan›lan 2 metotda da DS
preparatlar› ve polianyonlar farkl› olduklar›ndan
konsantrasyonlar›n karfl›laflt›r›lmas› yap›lamad›. Sjoblom

ve Eklund (23) insan serumunda HDL2 kolesterolünün
ölçümü amac›yla DS (500.000)/MgCl2 presipitasyon
metodunu rat plazmas› için uyarlam›fllard›r. Bu amaçla,
serum VLDL, LDL ve HDL1 lipoprotein fraksiyonlar›
DS/MgCl2 ile çöktürülüp süpernatantda kalan HDL2
kolesterolü ölçülmüfltür. ‹nsan ve rat plazmas›nda VLDL,
LDL ve HDL1 lipoprotein fraksiyonlar›n› çöktürmek için
gerekli DS/MgCl2 konsantrasyonlar› karfl›laflt›r›lm›fl ve
ayn› lipoprotein fraksiyonlar›n›n çöktürülmesi için ratlarda
insan plazmas› için kullan›landan daha fazla
konsantrasyonda MgCl2 kullan›lmas› gerekti¤ini tespit
etmifllerdir. Mevcut farkl›l›¤›, her iki türün lipoprotein
kompozisyonundaki farkl›l›¤a ba¤lam›fllard›r.

‹nsan ve Baz› Evcil Hayvan Türlerinin Serum β + Pre- β Lipoproteinlerinin  Dekstran Sülfat/MnCl2 ve Sodyum Fosfotungstat/MgCl2 Presipitasyon
Metotlar› ile Karfl›laflt›rmal› ‹zolasyonlar›

736

β
pre β

α

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

fiekil 19. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Köpek Serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin
Agaroz Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Köpek serumu 3: NaphT presipitat
(x0.5)  4: NaphT presipitat (x1)  5: NaphT presipitat (x2)
6:  NaphT presipitat  (x3)   7: NaphT  süpernatant  (x0.5)
8: NaphT süpernatant (x1) 9: NaphT süpernatant (x2) 10:
NahT süpernatant (x3)
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fiekil 20. Sodyum Fosfotungstat ( NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen At Serum β+pre-β ve α Lipoproteinlerinin
Agaroz Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: At serumu  3: NaphT presipitat (x0.5)
4: NaphT presipitat (x1) 5: NaphT presipitat (x2)  6: NaphT
presipitat (x3) 7: NaphT süpernatant (x0.5) 8: NaphT
süpernatant (x1) 9: NaphT süpernatant (x2) 10: NahT
süpernatant (x3)
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fiekil 21. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Tavuk Serum β+pre-β Lipoproteinlerinin
Agaroz Jel Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Tavuk serumu 3,4: NaphT presipitat
(x1) 5,6: NaphT presipitat (x2) 7,8: NaphT presipitat (x3)
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fiekil 22. Sodyum Fosfotungstat (NaphT) Presipitasyon Metodu ile
‹zole Edilen Tavuk Serum α Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegram›
1: ‹nsan serumu 2: Tavuk serumu 3,4: NaphT süpernatant
(x1) 5,6: NaphT süpernatant (x2) 7,8: NaphT süpernatant
(x2)
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Tablo 1. DS/MnCl2 ve NahT/MgCl2 Presipitasyon Yöntemleri ile ‹zole Edilen ‹nsan, S›¤›r, Koyun ve Keçi Serum Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegramlar›ndaki Bant Yo¤unluklar›n›n Gözle De¤erlendirilmesi 

DEKSTRAN SÜLFAT/MnCl2 SODYUM  FOSFOTUNGSTAT/MgCl2

PRES‹P‹TAT SÜPERNATANT PRES‹P‹TAT SÜPERNATANT

β+pre-β α β+pre-β α β+pre-β α β+pre-β α

x0.5 + - + +         

‹nsan x1 + - - + x1 + - - +

x2 + + (?) - + x2 + - - +

x3 + + - + x3 + + - +

x1 + - - + x1 + - +(?) +

S›¤›r x2 + + - + x2 + + - +

x3 + + - + x3 + + - +

x0.5 - - + +

Koyun x1 + - - + x1 + (?) - +(?) +

x2 + + - + x2 + - - +

x3 + + - + x3 + + - +

x0.5 + - + +

Keçi   x1 + - - + x1 + - +(?) +

x2 + - - + x2 + - - +

x3 + + - + x3 + + - +

Tablo 2. DS/MnCl2 ve NahT/MgCl2 Presipitasyon Yöntemleri ile ‹zole Edilen Kedi, Köpek, At ve Tavuk Serum Lipoproteinlerinin Agaroz Jel
Elektroforegramlar›ndaki Bant Yo¤unluklar›n›n Gözle De¤erlendirilmesi

DEKSTRAN SÜLFAT/MnCl2 SODYUM  FOSFOTUNGSTAT/MgCl2

PRES‹P‹TAT SÜPERNATANT PRES‹P‹TAT SÜPERNATANT

β+pre-β α β+pre-β α β+pre-β α β+pre-β α

x0.5 - - + (?) +

Kedi x1 + - - + x1 + - - +

x2 + + - + x2 + + - +

x3 + + - + x3 + + - +

x0.5 + - + + x0.5 + - - +

Köpek x1 + - - + x1 + - - + 

x2 + + - + x2 + + - + 

x3 + + - + x3 + + - +

x0.5 - - +(?) + x0.5 + - +(?) +

At        x1 + - - + x1 + - - +

x2 + - - + x2 + +(?) - +

x3 + + - + x3 + + - +

x0.5 + - + +

Tavuk x1 + - - + x1 + - - +

x2 + + - + x2 + + - +

x3 + + - + x3 + + - +



Günümüzde, HDL kolesterol analizi için Avrupa’da çok
s›kça kullan›lan metot fosfotungstik asit (PhT)/MgCl2 ile
apo B içeren lipoproteinlerin presipitasyonudur (24).
PhT’›n heparin gibi nisbi yüksek molekül a¤›rl›¤› ve
negatif yükü sebebiyle lipoproteinlerle kompleks teflkil
etti¤i ileri sürülmüfl, fakat sülfatlanm›fl polisakkaritlerden
farkl› olarak serumun iyonik gücünün artt›r›lmas›yla bu
kompleksin bozulmad›¤› bildirilmifltir (7). Presipitasyon
sonras› süpernatant’da HDL-kolesterolün enzimatik
analizi yap›lm›flt›r. PhT / MgCl2, HDL’i çok az miktarda
kopresipite etti¤i ve triaçilgliserol düzeyi yüksek
serumlarda apo B içeren lipoproteinlerin tam bir
presipitasyonunu sa¤lad›¤› ortaya konulmufltur (24). 

‹nsanlarda genifl çapl› kullan›lmas›na ra¤men,
NaphT/MgCl2 ile presipitasyon ifllemi hayvan türlerinde
genellikle ultrasantrifüj ile kombine olarak kullan›lm›flt›r.
Köpek serum β+pre-β lipoproteinleri
ultrasantrifügasyon/NaphT/MgCl2 presipitasyon metodu
ile izole edilmifltir (22,25-27). Kedi serum
lipoproteinlerinin de ultrasantrifüj ile flilomikron ve
VLDL’leri uzaklaflt›r›ld›ktan sonra fosfotungstat/Mg++ ile
LDL’leri presipite edilmifltir (28). Domuz serumundan
elde edilen farkl› lipoprotein fraksiyonlar› preparatif
ultrasantrifüj ile saflaflt›rmay› takiben fosfotungstat
presipitasyonu ile izole edilmifltir (29). Ancak bu
çal›flmalarda flilomikronlar ve/veya VLDL
ultrasantrifügasyonla serumdan uzaklaflt›r›l›p daha sonra
polianyonlarla LDL presipite edildi¤inden kullan›lan ay›raç

konsantrasyonunu mevcut çal›flman›nki ile karfl›laflt›rmak
mümkün olmam›flt›r. Yap›lan çal›flmada, insan ve di¤er
hayvan türlerinin serum β+pre-β lipoproteinleri
NaphT/MgCl2 (pH 7,4) (12) ile presipite edildi. Koyun ve
keçi’de insandakinin 2 kat› ay›raç konsantrasyonu tam bir
presipitasyon sa¤larken, di¤erlerinde, insandaki ay›raç
konsantrasyonuyla presipitasyon gerçeklefltirildi. Bu
farkl›l›¤›n nedeni olarak, insan ve çeflitli hayvan türlerinin
serum lipoproteinlerinin yüzde da¤›l›m› aras›ndaki farklar
ve lipoprotein partiküllerinin yüzey yüklerinin
yo¤unlu¤undaki farkl›l›klar ileri sürülebilir. Serum
lipoproteinlerinin yüzde da¤›l›mlar›na bak›ld›¤›nda,
β+pre-β lipoprotein oran›n›n insanda ~%70 iken koyun
ve keçide ~%22 civar›nda oldu¤u görülür (30). Buna
göre, insan serumundaki β+pre-β lipoproteinlerin
çöktürülmesi için gerekli NaphT/MgCl2
konsantrasyonunun koyun ve keçiden daha fazla olmas›
gerekirdi. Oysa, böyle bir durum söz konusu de¤ildir. Bu
β+pre-β lipoproteinlerin yüzey yüklerindeki farkl›l›klar
ay›raç konsantrasyonundaki farkl›l›klar›n aç›klanmas›nda
daha muhtemel gözükmektedir. Ayr›ca lipoprotein-
polianyon komplekslerinin teflkilinde lipit/protein oran›n›n
önemli bir faktör oldu¤u tespit edilmifltir (31). Buradan
hareketle, türler aras›nda lipoproteinlerin lipit/protein
oranlar›ndaki farkl›l›klar da rol oynayabilir. Güldür ve ‹leri
(32) taraf›ndan yap›lan benzer bir çal›flmada, kullan›lan
PhT/MgCl2 (pH 2,5) metodunda, keçi serumunda β+pre-
β’y› çöktürmek için insan serumu için gerekli olan
miktardan en az 3 kat fazla ay›raç gerekli oldu¤u
bildirilmifltir. Bu farkl›l›¤›n da, muhtemelen, insan ve keçi
lipoproteinlerinin farkl› konsantrasyon ve/veya
kompozisyonda fleker gruplar› içermesiyle
aç›klanabilece¤i, fakat bu konuda yap›lacak daha ileri
çal›flmalara ihtiyaç duyuldu¤u öne sürülmüfltür. Oysa
mevcut çal›flmada, koyun ve keçi lipoproteinleri x2 ay›raç
konsantrasyonunda presipite oldu¤u belirlendi. Bu
farkl›l›k söz konusu araflt›rmada PhT (pH 2,5)
metodunun kullan›lmas›na ve presipitatlar›n pH’s›n›n
presipitasyon sonras› pH 7-8’e ayarlanmas›na ba¤l›
olabilece¤i gibi, presipite edilen lipoproteinlerin agaroz jel
yerine sellüloz asetat elektroforez ile separe edilmesine de
ba¤l› olabilir. 

Sonuç olarak, insanlarda serum β+pre-β
lipoproteinlerinin presipitasyonu için kullan›lan
NaphT/MgCl2 konsantrasyonunun, koyun ve keçilerde
ayn› amaçla iki kat›n›n kullan›lmas› gerekti¤i ortaya
ç›km›flt›r. Gerekli DS/MnCl2 konsantrasyonlar› bak›m›ndan
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Tablo 3. ‹nsan ve Çeflitli Hayvan Türlerinde Serum β+pre-β
Lipoproteinlerini Tam Olarak Presipite Etmek ‹çin Gerekli
‹deal Ay›raç Konsantrasyonlar›a

DEKSTRAN SODYUM  FOSFOTUNGSTAT 
SÜLFAT (DS) (NaphT)

‹NSAN x1 x1

SI⁄IR x1 x1

KOYUN x1 x2

KEÇ‹ x1 x2

KED‹ x1 x1

KÖPEK x1 x1

AT x1 x1

TAVUK x1 x1

a: Ay›raç konsantrasyonlar› insan serum β+pre-β lipoproteinlerin
presipitasyonu için kullan›lan konsantrasyonlar esas al›narak di¤er
konsantrasyonlar bunun katlar› fleklinde ifade edilmifltir.



insan ve hayvan türleri aras›nda bir farkl›l›k tespit
edilememifltir. Ayn› amaçla, yayg›n olarak kullan›lan
heparin/MnCl2 ve polietilen glikolün gerekli

konsantrasyonlar›n›n türler aras›nda farkl›l›k gösterip
göstermedi¤i bu konudaki benzer araflt›rmalarla
ayd›nlanabilecektir.
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