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Yiiksek Dansiteli Lipoprotein-Kolesterol Tayininde Dekstran
Siilfat-Magnezyum ve Fosfotungstat-Magnezyum Presipitasyon
Tekniklerinin Incelenmesi

Melahat Dirican’, Emre Sarand6l”, Engin Ulukaya™, Asuman Tokullugil

OZET. Normal saglikl kisilerden (n=50) elde edilen serumlarda farkl: tekniklerle yiiksek dansiteli lipoprotein-
kolesterol (HDL-K) tayini yapildi: I- Dekstran siilfat-magnezyum (DS-Mg) presipitasyonu, enzimatik yintemle
kolesterol ~ dl¢iimii  (EDS), 2-DS-Mg presipitasyonu, kimyasal yintemle (Zak) kolesterol élciimii (ZDS), 3-
Fosfotungstat-Mg (FT-Mg) presipitasyonu, enzimatik yontemle kolesterol 6l¢iimii (EFT), 4-FT-Mg presipitasyonu,
kimyasal yontemle kolesterol élgiimii (ZFT).

Dirt degisik sekilde ol¢iilen HDL-K diizeylerinin birbirlerinden anlamh sekilde farkl olduklart ancak, aralarinda
anlaml diizeyde korelasyon gésterdikleri saptandi. En yiiksek korelasyon (r=0.705) EFT ile ZDS yéntemleri arasinda
bulundu. Calisma-igi degiskenlik katsayisi (% CV) EDS, ZDS, EFT ve ZFT igin normal havuzda sirasiyla 9.71, 5.23,
7.38, 3.69; viiksek havuzda 12.15, 15.36, 10.12 ve 6.20 idi. Giinler-arast % CV +4°C’de bekletilen serumiarda,
—20°C 'de bekletilenlere gére biraz daha diigiik bulundu.

Sonugta, HDL-K tayininde isabet derecesinin iyi olmamasindan presipitasyon igleminin sorumlu oldugu diigiiniildii.

Anahtar Kelimeler .Yiiksek dansiteli lipoprotein-kolesterol .lipoprotein presipitasyonu.

Evaluation of Dextran Sulphate-Magnesium and Phosphotungstate-Magnesium
Precipitation Techniques for High Density Lipoprotein-Cholesterol Determination

SUMMARY. High density lipaprotein-cholesterol (HDL-C) was determined in the sera of normal healty persons
(n=>50) with different techniques: I-Precipitation with dextran sulphate-magnesium (DS-Mg), enzymaticallycholesterol
determination (EDS), 2-Precipitation with DS-Mg, chemicaly (Zak) cholesterol determination (ZDS) 3- Precipitation
with phosphotugstate-Mg, enzymatically cholesterol determination (EFT), 4-Precipitation with FT-Mg, chemicaly
cholesterol determination (ZFT).

The HDL-C levels found by 4 different methods were significantly different from each other, on the other hand there
were significantly correlations among each other. The highest correlation (r=0.705) was found between EFT and ZDS
methods. Within-run coefficient of variation (% CV) in the normal serum pool for EDS, ZDS, EFT and ZFT were 9.71,
5.23, 7.38 3.96; and 12.15, 15.36, 10.12, 6.2 in the high serum pool, respectively. Between-day % CV was found
slightly lower in the sera kept at +4°C than the sera kept at —20°C.

Finally, we thought that the reason for precision not being satisfactory, is the precipitation step.
Key Words .High density lipoprotein-cholesterol .lipoprotein precipitation.

Koroner arter hastah@ (KAH) riskinin dogru olarak ~ plazma lipit ve lipoprotein (Lp)lerinin dogru ve
hesaplanabilmesi ve dislipidemi ayirici tanisi igin isabetli bir sekilde dlgtlmesi gerekir. Plazma yiiksek
dansiteli lipoprotein-kolesterol (HDL-K) dizeyi ile
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GA'daki "Centers for Disease Control and
Prevention" (CDC) tarafindan ultrasantriftjden
sonra 1.0068 kg/L infranatanda heparin-mangan
presipitasyonu gegici referans yontem olarak kabul
edilmistir. Fakat bu y6ntem ile bile Lp(a), HDL
fraksiyonundan tam ayrilamamaktadir ve tstelik bu
yontem ¢ok zahmetli, zaman alici ve pahali olmasi
nedeniyles rutin uygulama igin onerilmemektedir'?.

HDL'yi diger lipoproteinlerden ayirmak amaciyla en
yaygin kullanilan yéntemler goktirme yontemieridir.
Cokturme yontemleri iki degerlikli katyonlarin
varliginda farkli lipoproteinler ile polianyonlar ve
sulfatianmis polisakkaritlerin ~ etkilesimi temeline
dayanirlar®. Polianyoniar (fosfotungstat, deks-
transulfat) ve Mg™, apolipoprotein (Apo) B ve/veya
Apo E iceren Lp'leri, bu apoproteinlerdeki pozitif
yuklu lizin ve arginin birimleriyle iyonik etkilesime
girerek coktirurler’. Apo B igeren Lp'lerin [VLDL,
LDL, Lp(a)] ¢okturdlmesi amaciyla kullanilan mad-
deler, dekstran stifat-magnezyum (DS-Mg), he-
parin-mangan, fosfotungstat-Mg (FT-Mg) ve poli-
etilenglikol (PEG) dur*®. Goktirme islemini takiben
supernatandaki kolesterol, enzimatik veya kimyasal
yontemlerle élgilebilir.

HDL-K o&lgimindeki ¢oktirme islemi hataya en
fazla yol agabilen basamaktir®. Bu calismada iki
farkl presipitan (DS-Mg ve FT-Mg) kullanilarak
stpernatanlarda yine iki farkh yéntemle (enzimatik,
kimyasal) kolesterol élgimu yapildi. Boylece farkli
presipitanlarin ve farkli kolesterol 6lgim yén-
temlerinin sonuca etkisi arastirild.

Gere¢ ve Yontem

Calismada Uludag Universitesi Sadlik Uygulama ve
Arastirma Merkezi Merkez Laboratuvarina
basvuran rastgele 50 kisiden elde edilen kan
ornekleri kullanildi. Ornekler 10-12 saatlik achgi
takiben oturur pozisyonda 6n kol venasindan
Vacutainer tiplerine alindi. Serumlar ayrilarak her
ornekte total kolesterol (TK), trigliserit (TG) ve HDL-
K dlcami yapildi.

TK ve TG, enzimatik-spektrofotometrik yontemle

(TK: Biosystems COD: 11505, TG: Biosystems

COD: 11529 Ispanya) DAX 72 otoanalizdrinde
Glcildiler.

HDL-K olgimu igin 2 farkli presipitan kullanild:.
Daha sonra supernatanlarda hem enzimatik hem de
kimyasal yontemle kolesterol tayini yapildi.

1) DS-MgCl, ile presipitasyon”: 0.032 mM
dekstransulfat hazirlamak icin 16 gr DS-Na tuzu
(MA: 500.000, Pharmacia Fire chemicals, Lot. No:
2523, Isveg) 1 It distile suda cozald. '

1.5 mol/L MgCl,.6H,0 (Merck, Art 5832, Almanya)
ile DS deneyden énce 1:1 oraninda karistirilarak
presipitan olarak kullanildi.
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HDL-K olgiimii ig.inlli(ullamlén yontemler

3
Fosfotungstat-Mg
(FT-Mg) presipitasyonu

i
Dextran silfat-Mg
(DS-Mg) presipitasyonu

Enzimatik Kolesterol
Tayini (EDS)

Enzimatik Kolesterol
Tayini (EFT)

Kimyasal Yontemle Kimyasal Yontemle
(Zak) (Zak)
Kolesterol Tayini Kolesterol Tayini
(ZFT) (ZFT)

islem: 0.5 ml serum 50 pl presipitanla karistirild,
20 sn vortexle kanstirildi ve 30 dk oda sicaklifinda
bekletildi. Takiben 30 dk 1500 xg'de santrifdj edildi.

2) FT-MgCl, ile presipitasyon”: 8 ml 1M NaOH
(Merck, Art 6462) gozeltisine 4 gr fosfotungstik asit
(Merck, Art 582) eklendi, distile su ile 80 miye
tamamlandi. pH’si NaOH ile 6.15e ayarlanarak 100
ml'ye distiie su ile tamamlandi. MgCl, gozeltisi
olarak 40.6 gr MgCl,.6H,0/dl kullamiidi.

islem: 1 ml serum Gzerine 100 pl fosfotungstat ¢o-
zeltisi koyup vortexle kanstirildi, Gzerine 25 pl
MgCl, cozeltisi eklenerek kanstirildi. 30 dk oda
sicakhi§inda bekletildikten sonra 30 dk 1500xg'de
santriftj edildi.

Supernatanlarda kolesterol 6lgiima, enzimatik yon-
temle (CHOD-PAP) DAX 72 otoanalizériinde; kim-
yasal yontemle ise FeCl,-H,SO, reaksiyonu teme-
line dayanan Zak metoduna® gére yapildi ve di-
lusyon faktérleriyle carpilarak sonuglar elde edildi

Calismada kullanilan serumlarin artan kisimian
kanistinlarak gesitli serum havuzlar hazirlandi vé
bu havuzlarda "precision"” ¢aligmalari yapildi. Ayrica
bu havuzlar +4°C’'de ve -20°C’de bekletilerek bek-
leme ortaminin etkileri de arastinidi.

Veriler Epistat istatistik paket program kullaniiarak
“paired student-t testi" ve "Pearson korelasyon kat-
sayisi" hesaplanarak degerlendirildi.

Bulgular

Galismaya alinan 50 olgunun ortalama TK dizey!
217.6 + 53.3 mg/dl (X + SD), TG duzeyi ise 1465
+ 68.3 mg/dl olarak saptand:. Gesitii yontemlere
saptanan HDL-K diizeyleri ise Tablo: I'de verilmist'

Tablo: I- DS-Mg ve FT-Mg Presipitasyonu ile
enzimatik ve kimyasal yontemlerie
saptanan HDL-K degerleri

DS-Mg presipitasyonu FT-Mg Presipitasyony

HDL-K o%.
(mgrdi) | Enz. Kol. Okc. |Kim. Kol. Ok. | Enz. Kol. Olg. | kim. Kot

4128 + 938 |37.40 + 11.55| 44.88 + 1035|5022 2 12

Erlz. Kol. Olg.: Enzimatik Kolesterol Olgiima
Kim. Kol. Olg.: Kimyasal Kolesterol Olgami
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Cesitli tekniklerle dlglilen HDL-K degerleri birbiriyle
"paired student-t testi" ile karsilastirildi ve yapilan
tim karsilastirmalarda birbirlerinden istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli olduklan gérulda
(EDS-EFT<0.01, EDS-ZDS<0.05, digerleri < 0.001).

Tablo II'de ise 4 degisik sekilde oélgilen HDL-K
degerlerinin birbirleriyle korelasyonlari ve lineer
regresyon denklemleri verilmigtir. Cesitli tekniklerle
elde edilen HDL-K degerlerinin birbirleriyle anlamli
(p < 0.001) olarak korelasyon gosterdigi saptandi.

Tablo: II- Cesitli yontemlerle 6lgiilen HDL-K
degerlerinin birbiriyle korelasyonlari
ve regresyon denklemleri

Karsilagtirilan Korelasyon Anlamliik Regresyon
Yéntem Katsayisi Derecesi Denklemi
EDS - EFT 0.592 < 0.001 17.87 + 085 X
EDS - ZDS 0.515 < 0.001 11.18 + 0.63 X
EDS - ZFT 0.435 < 0.001 24.97 + 061 X
EFT - ZDS 0.705 < 0.001 209+078X
EFT - ZFT 0.689 < 0.001 1242 + 0.84 X
ZDS - ZFT 0.664 < 0.001 2298+ 072X

Calismada kullanilan serumlarin bir kismi normal
(TK: 200 mg/dl, TG: 140 mg/dl) ve yuksek (TK: 267
mg/dl, TG: 309 mg/dl) serum havuzlari hazirlamak
tizere birlestirildi. Bu havuzlarda "within-run
precision” ¢aligmalarn yapildi (Tablo: IIl).

Tablo: I1I- Normal ve yiiksek serum havuzlarinda
saptanan deney-i¢i (intra-assay) degiskenlik
katsayist (% CV) degerleri

Normal havuz (n=14) Yiksek havuz (n=14)

Yontem [ 5 SD % CV X sD | wcv

EDS 37.86 3.68 9.71 37.10 4.51 12.15
(33-46)° {30-46)

EFT | 4210 3.1 7.38 4371 443 10.12
(39-49) (40-54)

ZDS 36.00 1.89 5.23 41.29 6.34 15.36
(33-39) (37-61)

ZFT | 4879 1.81 3.69 44.40 276 6.20
(46-53) (42-49)

* Parantez icindeki sayilar en kiiglk ve en biyiik degerlerdir.

Hazirlanan serum havuzlari esit hacimlerde tiplere
bélunerek bir kismi +4°C’de, bir kismi da -20°C'de
bekletilerek her gun birer tanesi ¢alisildi ve glnler-
arasi degiskenlik saptandi (Tablo: IV ve V).

Tartisma
Presipitasyon yontemleri HDL-K tayininde ¢ok
yaygin olarak kullaniir. Bununla beraber bu

yéntemler ultrasantrifijle her zaman ayni sonucu
vermezler. Bunun gesitli nedenleri olabilir: Apo B
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Tablo: IV- +4°C’de bekletilen serum havuzlarinda
HDL-K diizeyinde saptanan giinler-arasi
(Between-day) degiskenlik

Normal havuz (n=10) Yiiksek havuz (n=10)

Yontem[ 3 SD | %cv X so | wov

EDS 41.00 537 13.10 36.60 4.88 13.33
(34-52)° (29-45)

EFT 48.10 6.30 13.09 40.90 7.06 17.26
(40-60) (35-54)

ZDS 38.20 6.48 16.95 33.90 4.36 9.47
(27-47) (29-41)

ZFT 46.00 8.19 17.80 40.50 5.80 14.31
(36-60) (32-50)

* Parantez icindeki sayilar en kiciik ve en blyik degerlerdir.

Tablo: V- -20°C’de bekletilen serum havuzlarinda
HDL-K diizeyinde saptanan giinler-arasi
(Between-day) degiskenlik

Normal havuz (n=10) Yiiksek havuz (n=10)

Yontem [ sb | wcv | X SD | %cv

EDS | 41.40 8.06 19.46 | 38.10 6.19 16.24
(28-54)° (29-48)

EFT | 52.50 5.85 1115 | 4060 5.39 13.27
(45-64) (35-54)

ZDS | 39.50 5.40 1367 | 36.20 527 16.27
(31-48) (28-43)

ZFT | 47.30 5.44 1149 | 4250 6.92 16.27
(41-56) (34-53)

* Parantez igindeki sayilar en kii¢ik ve en biylk degerlerdir.

iceren Lp'lerin (beta-Lp'ler) tam ¢oktiirtilememesi,
alfa-Lp’lerin bir kisminin da ¢oktirtlme olasiligi,
prebeta-Lp’lerde azalma olmasi veya d>1.063 Kg/L
fraksiyonunda apoB igeren Lp’lerin bulunmasi,
presipitanlarin  kolesterol oélgiiminde kullanilan
ayiraglarla etkilesmesi bu nedenler arasinda
sayilabilir’.

Dekstran silfat, apoE iceren HDL'yi de presipite
ederek heparin-Mn, PEG ve ultrasantriifije gore
daha dusik HDL-K degerlerinin saptanmasina yol
acar®'®. Na-tungstatin da heparin-Mn ve ultra-
santrifilje gére HDL-K'tin % 2-4 mg daha dusuk
bulunmasina yol agtigi bildirilmistir'®. Diger yandan
Mn'in da bir kisim HDL, fraksiyonunu g¢oktiirerek
total HDL-K'in daha disik bulunmasina sebep
oldugu saptanmistir'. Gérulduga gibi  cesitli
presipitanlarla saptanan HDL-K degerleri birbir-
lerinden farkli sonuclara neden olmaktadir.

Calismamizda da 4 degisik teknikle dlgtlen HDL-K
degerlerinin birbirlerinden anlaml olarak farkli
oldudu bulundu. Bununia birlikte DS presipitasyonu
sonrasi enzimatik ve kimyasal yéntemlerle élgilen
HDL-K degerleri birbirlerine en yakin bulunan
degerlerdi. Bunu, EDS ve EFT ile bulunan degerler
takip etti. FT presipitasyonunu takiben kimyasal

.



yontemle 6lcilen HDL-K degerleri diger yontem-
lerden oldukga farkh sonuglara neden oldu.

Yapilan korelasyon galismalari sonunda en iyi
korelasyon EFT ve ZDS arasinda (r=0.705), daha
sonra:ise EFT ile ZFT arasinda (r=0.689) saptand..
Grauholt ve arkadaglan DS-Mg ve FT-Mg presi-
pitasyonu kullanarak enzimatik yogntemle dlgllen
HDL-K degerlerinin oldukga iyi korelasyon (r=0.98)
gdsterdigini bildirmiglerdir'.

Serumla presipitaniarin kanstiriimasi 10:1 gibi (v/v)
yuksek oranda oldugunda ortamda degisik mik-
tarlarda delta-3,5 kolestadien olusur. Bu madde
enzimatik yéntemde karisiklik yaratmaz, ancak bir
kimyasal ydntem olan Liebermann-Burchard yén-
teminde 16 kez dghayilksekdeferler bulunmasina
yol agar*®. Calismamizda ©zellikle FT-Mg. ile
presipite edilen serumiarda HDL-Kdizeyienzimatik
yoriteme kiyasla kimyasal yontemle daha yiksek
bulundu. FeCl=H,80,'un kullanldigi Zak ysntemi
de ayni:mekanizmayla yilksek sonuglara yol agmis
olabilir. 'Kimyasdl ‘yoritemle kolesterol &lgtimu
yapilacaksa presipitan olarak dekstran silfat-CaCl,
énerilmektedir*. Diger yandan enzimatik kolesterol
dlcimiinde de gesitli presipitanlar interferanslara yol
acabilmektedir. Heparin-Mn ve DS-Mg’un enzimatik
kolesterol ayiraglariyla etkilestigi ve bu nedenle de
enzimatik kolesterol dlgiminde FT ve PEG presi-
pitasyonunun tercih ediimesi gerektigi bildi-
rilmistir®”.

Calisma ici % CV degerlerinin yiksek havuzda
normal havuza gore daha yiksek bulunmasi,
hiperlipidemik serumlarda HDL-K tayininin problemii
olmasini yansitmaktadir. Hiperlipidemik serumlar
icin en etkin presipitasyonun sirasiyla PEG > FT >
Heparin-Mn ile saglandigi bildirilmistir’.
Calismamizda da en disik % CV ZFT yontemiyle
elde edilmistir (normal havuz igin % 3.69, yuksek
havuz igin 6.20). Calismamizda elde edilen % CV
deferlerinin  bazi  arastirictlarin  saptadiklan
degerlerden yiksek oldugu gézlendi®. Bu yik-
seklikten HDL-K tayinindeki ilk basamak olan
presipitasyon basamagindakiislemlerin etkili oldugu
dusinilda. Cunkiu daha once yapilan ¢aligmada
(Yayina hazirlanmakta) hem enzimatik hem de kim-
yasal ydontemle kolesterol tayininde glnler-arasi %
CV degerlerinin bile 3.7'den daha dusik oldugu
saptanmisti. Diger yandan Tsai ve arkadaslarinin
FT-Mg presipitasyonu ile saptadikiarr % CV
degerinin (% 4.8) Zak yontemiyle saptadigimiz
degerlere oldukga yakin oldugu goruida'™.

Gunler-arasi % CV deerlerinin érnekler +4°C de
saklandiinda normal havuzda % 13-17, yiksek
havuzda % 9-17 arasinda oldudu gérildi (Tablo:
IV). Saklama igleminin -20°C de oldugu érneklerde
ise bu degerler biraz daha yuksekti (Tablo: V).
HDL-K élgiimi yapilacak érneklerin depolanmasinin

= A=
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etkilerine iliskin karigik bulgular bildiriimistir (artis,
azalis veya dedismeme seklinde)' . +4°C de 1 ay,
-20°C de 2 ay, -80°C de uzun slre 6rneklerin sak-
lanabilecedi 6nerilmektedir'?. Ancak +4°C de
serumlari bekletme sonrasi presipitasyon isleminin
tam yapilamamasi riski vardir'®. Daha disik
sicaklik derecelerinde de muhtemeleh partikil
agregasyonu sonucu presipitanlarla apoB igeren
Lp'lerin etkilesimi bozularak presipitasyonun etkin
sekilde yapiimasi engellenebilir. Bu nedenle
orneklerin saklanmasi gerekiyorsa presipitasyon
islemi taze serumda yapilip siipernataniarin -80°C
de saklanmasi dnerilmektedir’'’

Sonug

1-Farkh presipitaniaria farkh HDL-K sonuglan elde
edildiginden, tzellikle epidemiyolojik calismalarda

‘hangi presipitanm kullamildigima dikkat edilerek

kargilastirma yaptlimali ya da de@erler buna gore
yorumlanmalidir*®,

2- HDL-K degerleri igin laboratuvarlar-arasi degis-
kenlik katsayist % 9 ile 38 arasinda olabildiginden,

Ozellikle tedavi etkinliginin izlenmesinde ayn
laboratuvar  sonuglarinin  kullanilmasi  uygun
olacaktir.

3- Diyet veya ilag tedavileri HDL-K dizeyinde kugik
degisimler yarattigindan 5 mg/dl lik degisimi dlgmek
6nemlidir®. Bu nedenle HDL-K &lciim ydntemleri gok
isabetli olmak zorundadir. isabet derecesinin kéti
olmasi, kolesterol digimiinde kullanilan yéntemden
ziyade presipitasyon islemindeki hatalar sonucudur.

4- Orneklerin saklanmasi gerekiyorsa serum olarak
degil, stipernatan olarak saklanmalidir.

5- LDL-Kolesterol'in hesaplanmasi da (Friedwald
formuld ile) HDL-K duzeyinin dogru olgiimesini
gerektiren diger bir nedendir.

Uzm. Dr. Melahat DIRICAN
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya ABD

Tel.: (224) 442 82 00 / 21190
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