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LIPOPROTEINLERININ HEPARIN/MnCI; PRESIPITASYON METODU ILE
KARSILASTIRMALI iZOLASYONLARI

Tiilay ILERI' Tayfun GULDUR?

'Akdeniz Universitesi Burdur Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal Burdur - TURKIYE
*Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Malatya — TURKIYE

Gelis Tarihi: 25.06.2002

Comparative Isolation of Serum B + Pre-B Lipoproteins of Human and Various Domestic Animal Species By
Heparin/MnCl, Precipitation Method

Summary

Lipoproteins are water-soluble complexes through which 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 necessitate the quantification of the individual lipoprotein classes. One of the most
commonly used techniques for the separation of  and pre-p lipoproteins is the precipitation technique.
However, none of the lipoprotein separation techniques used in laboratories has been developed for use in animal
lipoproteins, 1t was suggested that lipoprotein separation preocedures might require modification before they are
applicd to the plasma of a given animal species. Therefore, the present study was undertaken to compare the
concentrations of heparin/MnCl, necessary in order to precipitate § + pre-B lipoproteins of human and various
animal sera. The lipoproteins precipitated were separated and identified by agarose gel electrophoresis. In
accordance with the original heparin/MnCl, precipitation method being commonly used for human serum, 200
1U heparin / 46pumol MnCl; yielded complete precipitation of  + pre-P lipoproteins in sera from all the animal
species investigated except bovine and chicken. Bovine serum required approx. 2 times more heparin/MnCl, for
the precipitation of these lipoprotein classes whercas chicken serum required half of the reagent concentration as
compared to human serum. However, complete dissociation and electrophoretic separation of the precipitated
lipoproteins by the heparin/MnCly method were not achieved. 1t was concluded therefore that the concentrations
of polyanion/divalent cation used for the precipitations of serum {3 + pre-f lipoproteins differ between human
and several animal species. The existing differences might be auributed to the variations in charge densities of
lipoproteins’ surface as well as to dissimilarities in lipid compositions of the lipoproteins among species.
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Ozet

Lipoproteinler, ¢esitli dokular arasinda depolanma ve kullanim igin yaglan ve lipitleri nakleden suda-¢oziiniir
komplekslerdir. Lipoproteinlerin koroner arter hastaligi riski ve gesitli tip dislipoproteinemiler ile olan baglantisi
lipoprotein fraksiyonlarimin miktar tayinini gerekli kilmaktadir. § ve pre-B lipoproteinlerin izolasyonu igin en
yaygmn olarak kullamilan tekniklerden bir tanesi presipitasyon tcknigidir.Bununla beraber laboratuvarda
kullantlan lipoprotein aywm tekniklerinden higbiri hayvan lipoproteinlerinde kullanim igin geligtirilmemistir. Bu
lipoprotein aywrim  yéntemlerinin meveut hayvan tiirlerinin plazmasina uygulanmadan &nce muhtemelen
modifiye edilmesi gerektigi ileri stiriilmiigtir. Bu nedenle mevceut ¢aligma, insan ve ¢esitli hayvan serumlanndaki
B + pre-B lipoproteinleri ¢oktirmek igin gerekli heparin/MnCl; konsantrasyonlarini karsilagtirmak  iizere
gergeklestirildi. Bu amagla, ilk olarak insan serum lipoproteinleri ve daha sonra gesitli hayvan tiirlerinin serum f
+ pre-f lipoproteinleri heparin / MnCl, presipitasyon metodu kullamilarak ¢ékuinildii. Céktirilen lipoproteinler
agaroz jel elektroforez ile tammlandi. Insan scrumu igin sik¢a kullamilan orijinal heparin/MnCl, ¢oktiirme
metodu ile uyumlu olarak 200 U heparin/MnCl; ¢aligmada meveut hayvan tirlerinin (sigir ve tavuk harig) serum
[ + pre-f lipoproteinlerini tam olarak ¢oktiirdii, Oysa, sifir serumu aym lipoprotein siniflannin ¢éktinilmesi i¢in
insan serumunda kullanilandan yaklasik 2 kat fazla hepari/MnCl, gerektirirken tavuk serumu insandakinin

* Bu ¢ahisma doktora tezinin bir bdlimiinden dzet olup, FONAF (Proje No: 262) tarafindan desteklenmistir.
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yaris1 konsantrasyonu gerektirdi. Bununla birlikte, heparin/MnCl; metodu ile presipite

bir dissosiayonu ve elektroforetik separasyonu clde edilemedi. Bu nedenle, serum 4
presipitasyonu igin kullamilan polianyon/divalent katyon konsantrasyonlarinin insan ve gesitli
arasinda farkhlik gésterdigi sonucuna vanldi. Tirler arasindaki meveut f

tirler arasindaki lipit kompozisyonlanndaki

kaynaklanmaktadir,

edilen lipoproteinlerin tam

B + pre-p lipoproteinlerin
hayvan tiirleri

arkliliklar, muhtemelen lipoproteinlerin

yiizey viik yogunluklarindaki varyasyonlardan

Anahtar Kelimeler: Lipoprotein separasyonu, presipitasyon, agaroz jel clektroforez

Girig

Plazma lipoproteinler, spesifik  proteinler
(apolipoproteinler) ve lipidler (kolesterol, kolesteril
esterleri, fosfolipidler ve triagilgliseroller) iceren
suda ¢Oziiniir komplekslerdir (1,3,4). Boyut,
kimyasal kompozisyon ve dansitedeki farklihiklar
lipoproteinlerin ayimmlarimi mimkiin kilmaktadir (6).
Plazma lipoproteinleri elektroforetik mobilitelerine
gore; Silomikronlar (orijinde kalir), pre-f (VLDL :
Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinler), f (LDL: Distik
Dansiteli Lipoproteinler) ve o (HDL: Yiiksek
Dansiteli  Lipoproteinler)  lipoproteinler — olarak
smiflandimlmaktadirlar (3). Lipoproteinlerin, insanlarda
koroner  arter  hastalifn  riski  ve  ¢esitli
dislipoproteinemiler ile aynca hem insanlarda hem de

hayvanlarda  lipit  metabolizmasinin  degisik
hastaliklan ile  (ketozis, hepatik lipidozis,

pankreatitis, diabetes mellitus, vb) olan baglantsi
farkli lipoprotein simflannin miktar tayinlerini ve
kompozisyonel analizlerini gerekli kilmaktadir. Bu
analizler, bu tir lipit baglantili hastaliklann
teshisinde biiyitk 6éneme sahiptir (7,10). Lipoprotein
smiflarinn  bu amaclarla izolasyonu igin gesitli
metotlar geligtirilmigtir. Lipoproteinler;
ultrasantrifiigasyon, polianyon / divalent katyonlar ve
notral polimerler ile presipitasyon, elektroforezis,
kolon kromatografisi veya immunolojik prosediirlerle
serum ya da plazmadan izole edilebilmektedirler (7).
En stk kullamlan  lipoprotein  separasyon
tekniklerinden biri de presipitasyon yontemidir.
Presipitasyon yontemi, kolayhg, kisa siirede
tamamlanabilmesi ve ucuzlugu sebebiyle sik¢a
kullanilmaktadir. Lipoproteinlerin, heparin, dekstran
siilfat ve sodyum fosfotungstat gibi polianyonlar ve
nétral polimerler ile molekiiler kompleksler meydana
getircbilme dzelliklerinden yararlamlarak
lipoproteinlerin  serumdan presipitasyon yolu ile
izolasyonlar saglanmigtir (11). Ginimizde HDL-
kolesterol analizi i¢in sik kullamlan metotlardan biri
polianyon / divalent katyonlar ile apo B igeren
lipoproteinlerin (B+pre-B) presipitasyonudur.
Presipitasyon  sonrasi stipernatantda ~ HDL-
kolesteroliiniin enzimatik analizi yapiimaktadur. Insan
plazmasindan lipoproteinlerin izolasyonu igin gelistirilen
tekniklerin, lipoprotcin siniflanimin konsantrasyon ve
kompozisyonlarinin  tirler arasinda  farkliliklar
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gostermesi  nedeniyle  her  tir igin gegerli
olmayabilecegi ileri stiriilmiigtiir (14.15_).
Hayvanlarda lipoproteinler konusunda yapilan gogu
¢aligmalarda insan lipoproteinlerini izole etmek igin
gelistirilen  tcknikler kullantlmistir ~ (16). Tirler
arasinda  kargilastirmaya  yonelik  yeterli sayida
arastirmaya rastlanilmamistir.  Bu amagla, insan
serum P + pre-B lipoproteinlerinin izolasyonlar1 igin
kullanilan heparin / MnCl, presipitasyon yontemi
aynt amacla bazi hayvan tiirlerinin serumuna
uygulandi.  Coktiiriilen lipoprotein  fraksiyonlar
agaroz jel elektroforez ile tammlandi Insan ve
hayvan serum B + pre-f lipoproteinlerinin
izolasyonlar i¢in gerekli heparin/MnCl,
konsantrasyonlar kargilastinldi.

Materyal ve Metot

Heparin/MnCl, Presipitasyon: Heparin/MnCl,

4H,0 ile serum P+pre-B  lipoproteinlerinin
presipitasyonu  Naito  (22) metoduna  gére
gergeklestirildi. Presipitatlar 0,25 ml 0,5 M sodyum
sittat ve 1 ml 0,15 M NaCl'de ¢oziildi. Céziilen
presipitat 1 gece +4°C’de NaCl/azid (8,77g NaCl,
0,13 g sodyum azid, 0,372 g Na,EDTA /L, pH 7,3 )
soliisyonuna kargi diyaliz edildi. Bu sekilde sodyum
sitrat ve Mn*? ¢6ziinen presipitatdan uzaklastinldi (4).

Kullanilan presipitasyon metodu insan serumuna
uygulanarak, cn etkin sekilde B+pre-B lipoproteinleri
¢oktiiren konsantrasyon elektroforetik olarak tespit
edildi. Daha sonra ayni metotlar sirasiyla, s181r
koyun, kegi, kedi, képek, at, tavuk serumlarma’
x{ygulund'l. Bu uygulama sirasinda insan serum
lipoproteinleri igin gegerli olan prosediirdeki ayirag
konsantrasyonu baz alindi. Orijinal prosediirdeki
ayirag konsuntrasyonu x1 kabul edildj ve x0,5, x1
x2, x3 konsuntrasyonlarda ayirag ilave edild;. Ay;'alar{
presipittlur - ve  siipernatantlar  agaroz  jel
elektroforeze tabi wtuldu. - :

Agurz_f: Jel  Elektroforezis: Lipoproteinlerin
aguroz Jel elektroforezi Hoefer jel elektroforez
initesinde  (Hoefer SE 250 Hoefer Scientific
Instruments, ABD) tris-barbital tamponu (pH 8,6)
kullanilarak  gergeklestirildi (24). %0,8'lik 1.5 n‘un
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kahnh@indaki jeller igin 15 mA/jel de (sabit amperaj)
yaklagik 36 V’da 1 saat 30 dak. elektroforez islemi
uygulandi. Kuyucuklara insan scrumundan dirckt
olarak 9 pL ve diger hayvan tiirlerinin scrumlarindan
I5 plL ilave edildi. Presipitatlar ve siipernatantlar ise
kuyucuklara yerlegtirilmeden énce drmck tamponuyla
(16 ml 0,75mM barbital tampon (pH 8,6), 5 ml
gliserol, 0,1 ml %1 brom fenol blue/SOmL ile)
muamele edildi. 100 uL presipitat ve 200 pL
supernatant i¢in 50 pL rnek tampon soliisyonu ilave
edildi.  Kuyucuklara insan  serum lipoprotein
presipitatlarindan 15pL, siipernatantlarindan 20 pL,
diger hayvan tiirlerinin serum lipoprotein presipitat
ve siipematantlarindan 40 pL ilave edildi. Her jelin
ik kuyucuguna insan serumu referans olarak
uygulandi. Elektroforez sonrasi jeller, etanol / asetik
asit / su 60:10:30 (v/v) kansiminda 10 dak. tespit
edildi. Tespit sonrasi 30 dak. 60 °C de kurutuldu.
Kuruyan jeller Fat Red 7B boyasinda boyandi (3,23).
Jeller distile su/metanol ( 4:1, v/v) karisiminda | gece
bekletildi (18) ve fotograflan ¢ekildi.

Bulgular

insan ve gesitli hayvan tiirlerinin heparin/MnCl,
muamelesi  ile  ¢oktirilen  serum  B+pre-f
lipoproteinlere  (presipitat) ve  ¢oktiiriilmemis
lipoproteinlere  (siipernatant)  ait  agaroz  jel
elektroforetogramlan  Sekil 1-8’de goriilmektedir.
Aynca hem presipitat ve hem de siipernatanun
agaroz jel elektroforezi sonucunda jel iizerinde tespit
edilen lipoproteinler +, tespit edilemeyenler ise —
scklinde goz ile degerlendirilerck olusturulan veriler
Tablo 1’de belirtilmistir.

Heparin/MnCl, Presipitasyon Yéntemi ile Serum
B+pre-B Lipoproteinlerinin fzolasyonlari: Sigir ve
tavuk haricinde, insan ve diger hayvan tirlerinin
serum f3 + pre-f3 lipoproteinleri x1 konsantrasyondaki
heparin/MnCl; (200 1U heparin/ 46mmol/L MnCl,)
ile tam olarak ¢oktirildi. Bu numunelerde artan
ayirag konsantrasyonuna bajl olarak
siipernatantlarda azalan o bant yogunlugunu dogrular
nitelikte presipitatlarda giderck artan ayri bir o bandi
tespit edilemedi. Sigir serum B+pre-B lipoproteinleri
x1 konsantrasyonda ¢ok az presipite olurken, x3’de
(600 1U heparin/110mmol/LL. MnCly) ise B+pre-f3
bandina cslik eden bir o bandinin varligy tespit edildi.
Boylelikle x2 aywra¢ konsantrasyonunun (400 1U
heparin/84 mmol/L MnCly) sifir serum (3+pre-f3
lipoproteinlerinin - ¢oktiirmek igin yeterli oldugu
ooriildii. Tavuk serumunda x0.5, xl, x2 ve x3
presipitatlarin clektroforetogramlari arasinda
yodunluk agisindan belirgin bir fark gérilmemesine
ragmen siipernatantlarda giderck azalan o bandi
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tespit edildi. x0.5%in slipernatantinda bile B+pre-B
bandt mmevcut olmadigindan tavuk serum B+pre-B
lipoproteinlerini ¢oktiirmek igin x0.5
konsantrasyonun (100 TU heparin/23 mmol/L MnCl,)
yeterli oldugu sonucuna vanldi. B+pre-f lipoprotein
bantlarmin  tam rezollisyonu insan haricindeki
tiirlerde belirlenemedi. Sigir harig, artan ayirag
konsantrasyonuna bagh olarak ¢dken P+pre-f3
lipoproteinlerle birlikte o lipoproteinlerin kopresipite
oldugu gozlendi. Sigirda ise artan ayirag
konsantrasyonuna paralel olarak x3 presipitatlarda
B+pre-P lipoproteinlerle birlikte presipite olan ©
lipoproteinler ayr1 bir bant halinde gériildii.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 1. Heparin (H) presipitasyon metodu ile izole edilen

insan serum f+pre-B ve o lipoproteinlerinin agaroz jel
elektroforetogrami

1,2: insan serumu 3: H presipitat (x0.5) 4: H presipitat (x1)
5: H presipitat (x2) 6: H presipitat (x3) 7: H siipernatant
(x0.5) 8: I stipernatant (x1) 9: H siipernatant (x2) 10: H
stipernatant (x3)

oy

me:
e

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 2. Heparin (H) presipitasyon metodu ile izole edilen
sifir serum P+pre-B ve o lipoproteinlerinin agaroz jel
clektroforctogranu

I: Insan serumu 2: Sigir serumu 3: H presipitat (x0.5)4: H
presipitat (x1) 5: H presipitat (x2) 6: H presipitat (x3) 7: H
stipernatant (x0.5) 8: H stipernatant (x1) 9: H siipernatant
(x2) 10: 1 siipernatant (x3)
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Sekil 3. Heparin (H) presipitasyon metodu ile izole edilen $ekil 4. Heparin (H) presipitasyon mefodu_il'e izole cdnlf:‘xll
koyun serum B+pre-f ve a lipoproteinlerinin agaroz jel kegi serum Bepre-f ve o lipoproteinlerinin agaroz ¢
clektroforetogrami elektroforciogram
I: Insan serumu 2: Koyun serumu 3: H presipitat (x0.5) 4: I+ Insan serumu 2:Kegi serumu3:H presipitat (X(}J)-.‘:H
H presipitat (x1) 3:H presipitat (x2) 6: H presipitat (x3) 7:H presipitat (x1) 5:H presipitat (x2) 6: H pms:pua{(x:) 7:H
siipernatant (x0.5) 8:H siipernatant (x1) 9: H slipernatant stipernatant (x0.5) 8: H siipematant (x1) 9: H slipernatant
(x2) 10: H siipernatant (x3) (x2) 10: H siipernatant (x3)

Tablol. Heparin/MnCl, presipitasyon yéntemleri ile izole edilen cesitli hayvan serum lipoproteinlerinin agaroz jel

clektroforetogramlanndaki bant yogunluklannin g8z ile degerlendirilmesi

Heparin/ Mn¢Cl,

Presipitat Siipernatant Presipitat Siipernatant
B+pre-p o 3+pre- « B+pre-f Q B+pre-B o
x0.5 + - + + x0.5 - - -2 +
§ x1* + - - + 3 xX1¥ + : - +
LS ox2 + - - + ¥ x2 + - - +
x3 + - - + X3 + + - +
x0.5 - - -? + x0.3 + - + o
i _ 2 1%
553 x1 + - + é‘ x1 + : . N
v x2* + - - + g X2 + R N .
x3 + + - + X3 + R _ o
x0.5 - - + + x0.5 - - + +
(=] s
3 xI¥ + - -? + - XxI¥® + - .
& < +
N x2 + - - + X2 + - _ "
x3 + - - + X3 + - . +
x0.5 - - + + . x0.5% + B = +
‘B o1e
g x1 + = - + g x1 + . . N
M x2 + - - + = X2 + - . N
x3 + - - + x3 + - - N
*: Insan ve gesitli hayvan tirlerinde serum B+pre-B lipoproteinlerini tam olarak coktirmek igin gerckl ideal av
konsantrasyonlar 5 ayirag
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Sekil 5. Heparin (H) presipitasyon metodu ile izole edilen
kedi serum B+pre-B ve o lipoproteinlerinin agaroz jel
clektroforetogrami .
1: Insan ¢ :rumu 2: Kedi serumu 3: H presipitat (x0.5) 4: H
presipitat (x1) 5: H presipitat (x2) 6: H presipitat (x3) 7: H
siipernatant (x0.5) 8: H siipernatant (x1) 9: H stipernatant
(x2) 10: H siipernatant (x3)

B_
preg —
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1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

Sekil 6. Heparin (H) presipitasyon metodu ile izole edilen
kopek serum B+pre-f ve o. lipoproteinlerinin agaroz jel
clektroforetogrami

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

B— =
2 = X
oa— L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 7. Heparin (H) presipitasyon metodu ile izole edilen
at serum [+pre-B ve o lipoproteinlerinin agaroz jel
elektroforetogrami

1; Insan serumu 2: At serumu 3: H presipitat (x0.5) 4: H
presipitat (x1) 5: H presipitat (x2) 6: H presipitat (x3) 7: H
siipernatant (x0.5) 8: H siipernatant (x1) 9: H siipernatant
(x2) 10: H stipernatant (x3)

I |
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Sckil 8. Heparin (H) presipitasyon metodu ile izole edilen
tavuk scrum f+pre-f ve o lipoproteinlerinin agaroz jel
elektroforetogrami

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

Tartisma

Heparin, bir takim polisakkarit zincirlerinin
yaygin bir protein gekirdege baglandigi klasik bir
proteoglikandir. Heparin ticari olarak sigir akciger ya
da domuz intestinal mukozasindan elde edilir.
Molekiiler agirhigi  6000-30.000 Da arasindadir.
Glukuronik asit, iduronik asit ve glukozamin
monosakkaritlerinin tekrarlanmas: ile olusur (19).
Ayni zamanda bir polianyon olan heparin iizerindeki
negatif yukli gruplarn, lipoproteinlerin
apolipoproteinleri tizerindeki pozitif yiiklii gruplarla
etkilesime girdigi ve divalent metal iyonlannin (Mn*?
vb) da lipoproteinlerdeki negatif yiikli gruplarla
(fosfolipidler  gibi) birleserek suda g¢oziinmez
kompleks olusumunu  kolaylagtirdig bildirilmistir
(28). Heparin/MnCl, presipitasyon metodu insanlarda
yaygin  olarak HDL  kolesterol  §lglimiinde
kullanilmaktadir.  Bu  amagla  serum B+pre-f
lipoproteinleri heparin ile ¢oktiiriilerek siipernatantta
kalan  HDL  kolesterolii  tespit  edilmektedir
(2,8,12,13,20,21,27). Buna karsin lipemik serumdan
apo B igeren lipoproteinlerin  nakli igin
heparin/MnCl, metodunun etkinliginin diisiik oldugu
bildirilmistic  (12). 46 mmol/L Mn**’nin serum
omekleri igin yeterli olmasina ragmen, plazma ve
lipemik scrumlar igin 92 mmol/L Mn**nin elverigli
oldugu ileri siirilmiigtiic (27). Bunun sebebi EDTA
igeren plazmada EDTA ile Mn™ divalent katyonu
sclat olusturdugundan heparin-Mn*? metodunda 2 kat
daha fazla Mn gerckmesidir. Serum &rneklerinin
¢oktiirilmesinde 92 mmol/L Mn*? kullaniminin
HDL’in bir miktar kopresipitasyonuna sebep oldugu,
46 mmol/L. Mn*? ile bu kopresipitasyonun daha az
oldugu bildirilmigtir (13). Lopes-Virella ve ark (20)
heparin-Mn*?>  ile  P+pre-B lipoproteinlerin
presipitasyonunda  heparinin - miktarinin - biyolojik
kaynagmm ve her bir yeni tretiminin ayni etkiye
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sahip olmadifini ve maksimum presipitasyon igin
standardize edilmesi gerektigini ileri stirmislerdir.

Mevcut ¢aligmada Naito (22)’nun metoduna gore
46 mmol/L heparin/MnCl, ile serum P+pre-j
lipoproteinleri ~ ¢oktiiriildii ~ ve  presipitasyonun
ctkinligi agaroz jel elektroforez ile gosterildi.
Elektroforetik goriinimde presipitasyon sonrasi
B+pre-B lipoproteinlerin - mobilitelerinin - degistigi
gozlendi. Bu da heparin/MnCl, ile bu lipoproteinlerin
kompleks teskil ettigini gdstermektedir. Aym sekilde
artan aywrag  konsantrasyonunda (x2, x3) o
lipoproteinlerin de B+pre-B fraksiyonuna dahil
oldugu gorilmektedir. Ciinkii siipernatantlarda azalan
o bandina karsihk, presipitatlardaki B+pre-f
bandinin yogunlugu artmakta, bu da kompleks
olusumunu dogrulamaktadir.

Hayvan serum [ pre-f lipoproteinlerinin
separasyonlarinda da heparin/MnCl, presipitasyon
metodu kullanilmistir. At, midilli, laktasyondaki ve
laktasyon sonu si§irlarda serum lipoprotein dagilinu
preperatif ultrasantrifiigasyon ve heparin/MnCl, (46
mmol/L) ¢oktiimme teknigiyle gergeklestirilmistir
(25). Watson ve ark (29) eseck plazma pre-8
lipoproteinlerini (VLDL) ultrasantrifiij ile
uzaklastinldiktan sonra 90 mmol/L heparin/MnCl, ile
B lipoproteinleri ¢oktiirmiiglerdir. Barrie ve ark. (4,5)
EDTA’lI kopek plazmasinda ultrasantrifiigasyon/
heparin-Mn*? (92 mmol/L) presipitasyon metodunu
uygulayarak apo B igeren lipoproteinleri presipite
etmislerdir. Bu calismalarda silomikronlar ve/veya
VLDL ultrasantrifiij ile serumdan uzaklagtnlip daha
coktiriildiiiinde

sonra  polianyonlarla ~LDL
kullanilan  aywrag  konsantrasyonunu  mevcut
calismaninki  ile karsilagirmak ~ ¢ok  dogru

olmayacaktir. Buna ragmen yaptlan galismalarda
plazmada 92mmol/L, serumda ise 46 mmol/L
heparin-MnCl;’in  kullamlmasi, mevcut ¢aligmada
insan ve diger hayvan tiirleri igin kullanilan
konsantrasyonla uyum igindedir. Cesitli laboratuar
hayvanlan, vahsi hayvanlar ve sigir, koyun, kegi, at
ve domuz gibi evcil hayvanlarin serum 3
lipoproteinleri 46 mmol/L Mn*? ve yaklasik 1.3
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