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Zur Richtigkeit der HDL-Cholesterin- und HDL-Apolipoprotein A-l-Bestimmung
nach Phosphorwolframsiure/MgCl,-Prézipitation Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine
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(Eingegangen am 1. September/2. Dezember 1980)

Zusammenfassung: Das bei routinemifiger HDL-Cholesterinbestimmung in der Praxis angewandte Fillungsverfahren
zur Abtrennung Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine mit Phosphorwolframsaure/MgCl, erlaubt bei optimaler
Reagentienkonzentration eine vollstindige Prizipitation der Apolipoprotein B-haltigen Lipoproteine bei nur geringer
Mitprizipitation der HDL. Die Richtigkeit der Fillung wird in hypertriglyceridimischen Seren bis 4,0 mmol/l nicht
beeinflufdt. Auch bei stirkerer Hypertriglyceriddmie wird in der Regel eine komplette Fillung Apolipoprotein B-haltiger
Lipoproteine sowie eine nahezu vollstindige Wiederfindung der HDL beobachtet. Neben HDL-Cholesterin kann HDL-
Apolipoprotein A-I heute ohne grofien Aufwand mit kinetischer Nephelometrie bestimmt werden. In Seren mit Tri-
glyceridgehalten > 4,56 mmol/1 sollte die Quantifizierung von HDL-Apolipoprotein A-I nicht im Originalserum, sondern
im Uberstand nach Prizipitation der Apolipoprotein B-haltigen Lipoproteine erfolgen.

Accuracy of HDL-cholesterol and HDL-apolipoprotein A-I determinations after phosphotungstate/MgCl,-precipita-

tion of apolipoprotein B-containing lipoproteins

Summary: With optimal concentrations of reagents a complete precipitation of apolipoprotein B-containing lipo-
proteins and only a small coprecipitation of HDL can be achieved using the phosphotungstate/MgCl, precipitation
method. The accuracy of the precipitation is not influenced by triglyceride concentrations < 4.0 mmol/l. Similarly,
in most hypertriglyceridaemic sera (> 4.0 mmol/l) a complete precipitation of apolipoprotein B-containing lipo-
proteins and a complete recovery of HDL can be observed. In addition to the HDL cholesterol determination, apo-
lipoprotein A-I was determined by kinetic nephelometry. In hypertriglyceridaemic sera (> 4.56 mmol/l) precipitation
of apolipoprotein B-containing lipoproteins must be carried out prior to the nephelometric determination of apolipo-

protein A-L.

Einleitung

Im Rahmen des Screenings und der Therapiekontrolle
von Lipidstoffwechselstérungen kommt der Analytik der
high density Lipoproteine (HDL) als Risikoindikator der
kardiovaskuliren Erkrankungen eine zunehmende Bedeu-
tung zu (1-3). Voraussetzung zur analytischen Bestim-
mung der HDL-Komponenten (z. B. HDL-Cholesterin,
HDL-Apolipoproteine) ist in der Regel die Isolierung der
HDL durch Abtrennung Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine (very low density Lipoproteine (VLDL), low
density Lipoproteine (LDL), Lipoprotein (a) Lp-(a))-
Referenzmethode der HDL-Isolierung ist die priparative
Darstellung der HDL durch Ultrazentrifugation. Dieses
Verfahren ist zeitraubend, technisch aufwendig und von
limitierender Kapazitit. Als Routineméthode wurden
deswegen Verfahren zur Prizipitation Apolipoprotein

B-haltiger Lipoproteine mit Polyanionen und divalenten
Kationen eingefiihrt. Diese Verfahren setzen voraus, daf
Apolipoprotein B-haltige Lipoproteine vollstandig aus-
gefillt werden, ohne dafl die HDL mitprizipitiert werden.
Es besteht dariiber hinaus das Problem, ob aus den Chole-
sterinwerten im Prizipitationsiiberstand auf die HDL-
Masse und umgekehrt geschlossen werden kann und ob
bzw. inwieweit die Bestimmung von HDL-Apolipopro-
teinen die Bestimmung von HDL-Cholesterin ergénzt.

Zu diesen Fragen, insbesondere zum Problem der Rich-
tigkeit der HDL-Cholesterin- und HDL-Apolipoprotein
A-I-Bestimmung mittels Prazipitationsverfahren soll in
der vorliegenden Arbeit anhand eigener Ergebnisse
Stellung genommen werden. Die Méglichkeiten und
Grenzen der analytischen Aussage dieser Bestimmungen
werden diskutiert.

0340-076X/81/0019-0273$02.00
© by Walter de Gruyter & Co. - Berlin - New York




274 Assmann, Schricwer and Funke: Zur Richtigkeit der HDL-Cholesterin- und HDL-Apolipoprotein A-I-Bestimmung

Methoden phosphatgepufferten Polyethylenglykol-Losung (Beckman
ICS-System), 42 ul verdiinnte Probe (100 1 Probe plus 10 ml

Probenmaterial 0,15 mol/1 NaCl) und 42 ul verdiinnte Antikdrperldsung (1:2

Als Versuchsmaterial wurden Seren aus der Untersuchungsreihe
.,Prospektive epidemiologische Studie bei Betriebsangehdrigen
im Raum Westfalen zur Verbesserung der Friilhdiagnostik der
koronaren Herzkrankheit* verwandt (2). Die Blutentnahme
erfolgte morgens niichtern in einem speziell hierfiir eingerich-
teten Omnibus. Das gewonnene Serum wurde bei + 4 °C aufbe-
wahrt und traf spitestens 3 Tage nach Blutentnahme in unserem
Laboratorium ein. Die Analytik erfolgte innerhalb 24 Stunden
nach Erhalt der Serumproben.

HDL-Cholesterin-Analytik

Die Prizipitation Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine mit
Phosphorwolframsiure/MgCl, erfolgte mit dem Test ,,Boehringer
Mannheim* (Test-Nr.: 400971); die Cholesterinbestimmung
erfolgte enzymatisch mit der Cholesterinoxidase/4-Aminophena-
zon-Phenol-Methode (Boehringer Mannheim) (Test Combination
Cholesterin Nr.: 187313).

HDL-Isolierung durch Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation wurde im 40.3 Rotor (Beckman Instru-
ments) durchgefiihrt. Je 5 ml der Serumproben wurden mit einer
0,15 mol/l NaCl enthaltenden Lésung verdiinnt und 24 Stunden
bei + 4 °C bei 39000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Die durch
»3chneiden** der R6hrchen gewonnene Fraktion > 1,006 kg/1
wurde mit festem Kaliumbromid auf eine Dichte von 1,063 kg/1
eingestellt, mit einer Kaliumbromid-L6sung der Dichte 1,063 kg/1
iiberschichtet und 24 Stunden bei 39000 Umdrehungen/min zen-
trifugiert. Die hierbei gewonnene Fraktion > 1,063 kg/l wurde
mit festem Kaliumbromid auf eine Dichte von 1,21 kg/l einge-
stellt, 48 Stunden bei 39000 Umdrehungen/min zentrifugiert
und die HDL enthaltende Fraktion 1,063—1,21 kg/1 nach erschop-
fender Dialyse gegen 0,15 mol/l NaCl bei + 4 °C aufbewahrt.

Priiparation selektiv im Apolipoproteinanteil 14 C-markierter HDL
Isoliertes Apolipoprotein A-I, Apolipoprotein A-II (4) bzw. mit
Chloroform-Methanol (2 + 1) delipidierte HDL (= Apolipoprotein
HDL) (5) wurden nach der Methode von Krempler et al. (6) mit
(14C)Formaldehyd (Amersham Buchler, 3300 Braunschweig,
spezifische Aktivitit, 699,3 MBq/mmol) reduktiv '4C-methyliert.
Der Einbau der radioaktiv markierten Apolipoproteine in HDL
wurde wie folgt durchgefiihrt: 1 ml (14C] Apolipoprotein
(0,02—-0,1 g/1) wurden mit 4 ml Serum versetzt, iiber Nacht bei

4 °C inkubiert und {*#C]HDL durch Ultrazentrifugation im
Dichtebereich 1,063—1,21 kg/1 isoliert (siche oben). Das mit
(14C) Apolipoprotein A-I rekonstituierte HDL wird im folgenden
als [14C] A-I-HDL, das mit (14C] Apolipoprotein A-II rekonsti-
tuierte HDL als [*#C| A-II-HDL und das mit [14C] Apolipoprotein
HDL rekonstituierte HDL als {4CJHDL bezeichnet.

HDL-Apolipoprotein A-I-Quantifizierung

Zur Messung der Konzentration des an HDL gebundenen Apo-
lipoprotein A-I wurden Antikdrper benutzt, die durch Immunisie-
rung von Kaninchen mit durch Ultrazentrifugation isolierter
HDLj (Dichte 1,125-1,21 kg/l) gewonnen wurden (Behring-
Werke Marburg, Lot-Nr.: 103304 und 3404). Die Antikorper wa-
ren spezifisch in Bezug auf HDL-gebundenes Apolipoprotein

A-T und zeigten gegeniiber freiem Apolipoprotein A-I keine
Immunreaktion. Bei der Immunprizipitation nach Ouchterlony
bestand kein Unterschied zwischen den durch Immunisierung
gegen HDL-Apolipoprotein und den durch Immunisierung

gegen Apolipoprotein A-l1 gewonnenen Antikérpern, wenn
isoliertes HDL (d = 1,063—1,21 kg/1) als Antigen benutzt

wurde. Die nephelometrischen Analysen wurden mit dem Beck-
man-Immuno-Chemical-System (kinetische Nephelometrie,
Quarz-lodid-Lampe, Vorwirtsstreuung, Lichtsammlung im
Winkel von 70 °, Manual-Mode-Karte M 33 (Spezifizierung

der Zeitkonstanten und der Verstirkerstufe)) durchgefiihrt:

in Spezialkiivetten mit Riihrer wurden pipettiert: 600 ul einer

mit 0,15 mol/l NaCl). Das Zeitintervall zwischen Antigen-
und darauffolgender Antikérperzugabe betrug maximal 10
Sekunden, unmittelbar nach Antikérperzugabe wurde die
Reaktionsaufzeichnung von Hand gestartet. Zur Kalibrierung
wurden mit 0,15 mol/l NaCl-Lésung verdiinnte Standard-
I6sungen (1:30 bis 1:960) eingesetzt (Behring Werke Marburg,
Lot-Nr.: 1001 und 74L). Die angegebenen Standards waren
mit radialer Immundiffusion oder Laser-Nephelometrie auf
einen Primérstandard kalibriert. Der Primérstandard wurde
durch Ultrazentrifugation in einem Dichtebereich von
1,063—1,21 kg/1 isoliert, gegen 0,15 mol/l NaCl dialysiert,
lyophilisiert und seine Zusammensetzung chemisch, gravi-
metrisch und mit verschiedenen immunchemischen Methoden
ermittelt (7). Die Standards enthielten 0,91 g/1 (Charge 1001)
bzw. 1,31 g/l (Charge 74L) HDL-gebundenes Apolipoprotein
A-l ' .

Als weitere Bestimmung zur HDL-Apolipoprotein A-I:Quanti-
fizierung wurde die radiale Immundiffusion durchgefiihrt
(Behring-Werke, Marburg, Charge-Nr.: 3658).

Ergebnisse

Richtigkeit und Prédzision der Phosphorwolfram-
sdurefillung

Die Richtigkeit der HDL-Cholesterinbestimmung mittels
Prizipitationsverfahren kann in erster Linie durch Ko-
prézipitation von HDL und inkomiplette Fillung Apo-
lipoprotein B-haltiger Lipoproteine beeinflufit werden.
Das Ausmaf} der moglichen Mitprizipitation der HDL
wurde durch nephelometrische Apolipoprotein A-I-
Bestimmung (siehe unten) sowie durch Zugabe von
Tracermengen markierter HDL ([*#C]A-I HDL, [1*C}
A-II HDL, [**C]HDL) zu frischen Seren iiberpriift. Es
wurden 90 bis 100% der zugegebenen Radioaktivitit im
Uberstand nach Fillung mit Phosphorwolframsiure/Mg-
Cl, wiedergefunden (Tab. 1). Apolipoprotein B-haltige
Lipoproteine werden praktisch vollstindig prizipitiert:
im Fillungsiiberstand nach Prazipitation mit Phosphor-
wolframsiure/MgCl, war weder mit der SDS-Gelelektro-
phorese noch mit der kinetischen Nephelometrie Apolipo-
protein B nachweisbar (Nachweisgrenze fiir Apolipopro-
tein B mit der kinetischen Nephelometrie: < 2 mg/dl).

Tab. 1. Radioaktivititswiederfindung im Serumiiberstand nach
Fillung mit Phosphorwolframsiure/MgCl,.
Zugabe von Tracermengen {!4C]A-I-HDL, {14 C)A-II-HDL
oder [14CJHDL zu frischen Seren.

Radioaktivitit im Uberstand nach Fillung
mit Phorphorwolframsiure/MgCl,
(% der zugefiigten Radioaktivitit)

(“C]A-]-HDL 95,9+7,75
(n=35)

{*4C]A-II-HDL 100,8 + 4,2
n=5)

(*4CjHDL 94,4+ 4,8 )
(n=5) :
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Die Regressionsanalyse der nach Fillung mit Phosphor-
wolframsédure/MgCl, (y) und nach Ultrazentrifugation
(d =1,063—1,21 kg/l) (x) ermittelten MefRdaten lift
eine gute Korrelation erkennen (r = 0,96, y = 1,09 x

— 0,148, n = 120).

Die ermittelten Variationskoeffizienten des HDL-
Cholesterin (Phosphorwolframsiurefillung) fiir

die Prizision in der Serie zeigten eine deutliche Abhin-
gigkeit vom Triglyceridgehalt der Proben. In Proben mit
Triglyceridgehalten von > 1,60 mmol/l war die Prizision
deutlich schlechter (VK 2,3%) als in Proben mit Tri-
glyceridgehalten von < 1,60 mmol/l (VK 1,15%). Nach
unseren Beobachtungen mit lyophilisierten Kontrollseren
(Precilip 662) kommt es bei tiglicher Auflésung des
lyophilisierten Materials und anschliefender Fillung

mit Phosphorwolframsédure/MgCl, zu Variationskoeffi-
zienten (von Tag zu Tag), die weitaus hoher sind (8%)
als bei Verwendung der gleichen, jedoch iiber lingere
Zeit gelost aufbewahrten Materialien (4%).

Nach Prizipitation Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine (low density Lipoproteine, very low density
Lipoproteine, Lipoprotein (a)) mit Phosphorwolfram-
siure/MgCl, und anschlieBender enzymatischer Chole-
sterinbestimmung (Cholesterinoxidase/4-Aminophena-
zon-Phenol) fanden wir bei normolipamischen Versuchs-
personen eine HDL-Cholesterinkonzentration von

1,17 £ 0,33 mmol/l (n = 942) bei Mannem und von
1,40 £ 0,37 mmol/l (n = 653) bei Frauen (Mittelwert

+ Standardabweichung).

Empfindlichkeit der HDL-Cholesterinbestim-
mung

Bei Verdiinnung des Prizipitationsiiberstandes nach
Fillung mit Phosphorwolframsiure/MgCl, mit 0,15 mol/l
NaCl-Lésung fanden wir mit der Cholesterinoxidase/
4-Aminophenazon-Phenol-Methode eine untere Nachweis-
grenze fiir die Cholesterinbestimmung im HDL von

0,052 mmol/l. Die Richtigkeit der HDL-Cholesterinbe-
stimmung bei sehr niedrigen HDL-Cholesterinkonzen-
trationen wurde mittels Linearititspriifung mit Serum

von Patienten mit Analphalipoproteinimie (Morbus
Tangier) getestet (Tab. 2); nach diesen Ergebnissen
liefert die Phosphorwolframsiure/MgCl,-Fillung und
anschlieflende enzymatische Cholesterinbestimmung
auch bei niedrigen HDL-Konzentrationen hinreichend
genaue Werte.

HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentration im
Uberstand nach Fillung mit Phosphorwolfram-
sdure/MgCl,

Die mit kinetischer Nephelometrie in Nativseren gemes-
senen HDL Apolipoprotein A-I-Werte sind gut mit den
Daten vergleichbar, die durch radiale Immundiffusion
ermittelt wurden (r=0,968;y = 1,22 x — 0,012). Bei
Gegeniiberstellung der mit kinetischer Nephelometrie
bestimmten HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentrationen
des Uberstandes nach Prizipitation mit Phosphorwolf-
ramsiure/MgCl, mit den mit derselben Methode gemes-
senen HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentrationen in den
jeweiligen Ursprungsseren weichen einige Punkte in der
Darstellung der Wertepaare erheblich von der Masse

der dargestellten Punkte ab (Abb. 1.). Die abweichenden
Wertepaare beziehen sich ausschliefilich auf Seren mit
Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/l. Die Berechnung der
Korrelation und Regression unter Weglassen der in
Seren mit Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/l ermit-
telten Daten ergab einen Korrelationskoeffizienten von
r = 0,959 sowie eine gute Ubereinstimmung der im Ori-
ginalserum und im Apolipoprotein B-freien Uberstand
gemessenen Daten (y = 0,935 x + 0,058). Beziiglich der
im Originalserum und im Prézipitationsiiberstand der
Proben mit Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/l gemes-
senen HDL-Apolipoprotein A-I-Werte ermittelten wir
einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,722 sowie

die Regressionsgeradengleichung y = 0,710 x + 0,387.
Bei Gegeniiberstellung der HDL-Cholesterinkonzéntra-
tionen mit den durch kinetische Nephelometrie im
Fillungsiiberstand ermittelten HDL-Apolipoprotein
A-I-Konzentrationen fillt eine erhebliche Streuung der
Mefpunkte auf (Abb. 2) (r= 0,799,y = 1,180 x — 0,461).

Tab. 2. Linearitit der HDL-Cholesterinbestimmung. Verdiinnung eines aus Normalseren gemischten ?oolserums mit dem Serum eincs
Patienten mit Analphalipoproteinimie (Morbus Tangier) vor Fillung mit Phosphorwolframsiure/MgCl,.

HDL-Cholesterin .

Verdiinnung eines Poolserums aufgrund der Abweichung
(HDL-Cholesterin 1,308 mmol/1) Verdiinnung (mmol/l) %)
mit der Patientenprobe gemessener Wert berechneter Wert
(HDL-Cholesterin 0,036 mmol/l) (mmol/1) (mmol/l)

nverdiinnt 1,308 -
?:1,25 1,059 1,054 + 0,005 + 0,5
1:1,67 0,795 0,800 - 0,005 - 0,6
1:2,5 0,528 0,544 - 0,016 - 29
1:5,0 0,259 0,290 - 0,031 -10,7
1:10 0,145. 0,163 - 0,018 - 11,9
1:20 0,083 0,101 -0,018 -17,8
Patientenprobe 0,036
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Storeinfliisse auf die Phosphorwolframsdure-
fillung

Die Moglichkeit, HDL-Apolipoprotein A-I mit kine-
tischer Nephelometrie zu messen, erlaubt Storeinfliisse
auf die Wiederfindung von HDL nach Prazipitation Apo-
lipoprotein B-haltiger Lipoproteine zu charakterisieren.
Andererseits kann eine inkomplette Fillung von Apo-
lipoprotein B-haltigen Lipoproteinen durch Quantifizie-
rung von Apolipoprotein B iiberpriift werden.

Einflugl des Triglyceridgehaltes der Proben

Die Fillung mit Phosphorwolframsiure/MgCl, wurde
nicht durch Triglyceridkonzentrationen bis 4,0 mmol/l
beeinfluft. Wir fanden in der d < 1,21 kg/I-Fraktion
des Fillungsiiberstandes nach Phosphorwolframsaure/
MgCl, -Fillung von Proben mit Triglyceridgehalten von
0,57 bis 4,0 mmol/l mit kinetischer Nephelometrie
kein Apolipoprotein B (Nachweisgrenze: < 2 mg/dl).
Ebenso war in der SDS-Gelelektrophorese der d < 1,21
kg/1-Fraktion des Fallungsiiberstandes kein Apolipo-
protein B nachweisbar. Auch fiir eine mogliche Mit-
prizipitation von HDL bei Fillung lipdmischer Seren
mit Phosphorwolframsiure/MgCl, ergaben sich keinerlei
Hinweise. Nach Zugabe von Tracermengen [4C]HDL
oder [**C]A-I-HDL zu Serumproben mit Triglycerid-
gehalten von 0,57 bis 4,0 mmol/l wurden unabhingig
vom Triglyceridgehalt 90 bis 100% der Radioaktivitat
im Fillungsiiberstand wiedergefunden.

Einflup des Alters der Proben

Eine 6—9tigige Lagerung von Serumproben bei + 4 °C
beeinflufite die Wiederfindung von HDL nach Prizipita-
tion Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine nicht. Es
wurden aus gealterten Serumproben annidhemd die
gleichen HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentrationen

wie aus frischen Seren ermittelt (r=0,95,y = 0,99 x

+ 0,55, n = 41).

Einflup der Reagentienkonzentrationen

Der Einfluf der Reagentienkonzentrationen auf die Mit-
prizipitation von HDL wurde durch Zugabe von Tracer-
mengen [**C]HDL zu frischen Seren iiberpriift. Bereits
geringe Konzentrationsdnderungen beider Fillungs-
reagentien verursachten eine deutliche Erhohung der
Mitprizipitation von [**C]HDL (Abb. 3).

Einflufl des pH-Wertes der Reagentien

Bei Mischung des Phosphorwolframsdure- und MgCl,-
Reagenz in den zur Fallung nétigen Endkonzentrationen
resultierte ein pH-Wert von pH 6.6. Eine Variation die-
ses Wertes zwischen pH 6,0 bis pH 7,0 durch Zugabe
von HCl oder NaOH ergab keinen mefibaren Einfluf auf
die HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentration.
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Abb. 3. Koprizipitation von [!4CJHDL in Abhingigkeit von der
Reagenz-Zusammensetzung:

a) MgCl, 43,5 mmol/l, Phosphorwolframsiure-Konzentra-
tion variiert;

b) Phosphorwolframsaure 3,48 g/1, MgCl,-Konzentration
variiert.

l”ClHDL wurde in Tracermengen Normalserum vor der
Fillung zugegeben. Pfeile: Normalkonzentration der Rea-
gentien (17).

Diskussion

Routinemethode zur HDL-Cholesterinbestimmung ist
die selektive Fillung Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine mit Polyanionen oder sulfatierten Polyanionen
in Kombination mit divalenten Kationen, mit Deter-
gentien oder mit neutralen Polymeren. Das Fillungs-
prinzip besteht in der Bildung unldslicher Komplexe
(8, 9). Hierbei bestimmen Art und Konzentration der
Fillungsreagentien, pH, Ionenstirke und Protein-
zusammensetzung der Probe die Selektivitit und Voll-
stindigkeit der Fillung.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist das mit optimaler
Reagentienkonzentration durchgefithrte Prazipitations-
verfahren mit Phosphorwolframsiure/MgCl, spezifisch
(vollstiandige Prizipitation Apolipoprotein B-haltiger
Lipoproteine, nur geringe Mitprézipitation von HDL-
Apolipoprotein A-I). In Verbindung mit der enzymati-
schen Cholesterinbestimmung (Cholesterinoxidase/
4-Aminophenazon-Phenol-Methode) ergibt das Prézipita-
tionsverfahren ausreichend richtige HDL-Cholesterin-
analysen. Die Richtigkeit der HDL-Cholesterinbestim-
mung wird in hypertriglyceriddmischen Seren bis

4,0 mmol/l nicht beeinfluit. Auch bei stirkerer Hyper-
triglyceridamie wird in der Regel eine komplette Fillung
Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine sowie eine na-
hezu vollstindige Wiederfindung der HDL beobachtet.

Die HDL sind keine einheitliche Substanz, sondern ein_
heterogenes Gemisch von Makromolekiilen, die sich
durch Partikelgrofe, chemische Zusammensetzung und
physiko-chemische Eigenschaften unterscheiden.
Durch unterschiedliche Techniken, wie préparative
Ultrazentrifugation, Dichtegradientenzentrifugation
oder Ionenaustauscherchromatographie lassen sich
verschiedene Subpopulationen der HDL isolieren
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(10—13), die ein unterschiedliches Apolipoprotein A-I/
Apolipoprotein A-II-Verhiltnis (14) bzw. ein unter-
schiedliches Verhiltnis von Cholesterin/Apolipoprotein
A-l plus Apolipoprotein A-II aufweisen (15). Diese
Heterogenitit der HDL erklirt, da} bei der in unseren
Untersuchungen durchgefiihrten Korrelationsanalyse von
HDL-Cholesterin und HDL-Apolipoprotein A-I nur ein
relativ geringer Korrelationskoeffizient von r = 0,799
resultiert.

Es kann vom HDL-Cholesterinwert nicht ohne weiteres
auf die HDL-Masse (und umgekehrt) geschlossen werden.
Eine wertvolle Ergiinzung ist deswegen die gleichzeitige
Konzentrationsbestimmung weiterer HDL-Komponenten,
wie die der HDL-Apolipoproteine. Bisher vorliegende
Ergebnisse deuten darauf hin, daf} die Anal'ytif( von
HDL-Cholesterin und HDL-Apolipoproteinen durchaus
keine identischen Aussagen liefert (16). Wahrend z. B.
eine eindeutige negative Beziehung zwischen dem HDL-
Cholesterin und dem Schweregrad der hdufigsten Risiko-
faktoren Hypertriglyceriddmie, Ubergewicht und Hyper-
tonie besteht, ist diese Beziehung zum Apolipoprotein
A-I nicht nachweisbar. Andererseits sind bei Rauchem
sowohl HDL-Cholesterin als auch Apolipoprotein A-Iim
Vergleich zur Norm erniedrigt.

Die zur Apolipoprotein-Quantifizierung mittels kine-
tischer Nephelometrie eingesetzten Antikd1per waren
spezifisch in Bezug auf HDL-gebundenes Apolipoprotein
A-I und zeigten gegeniiber freiem Apolipoprotein A-I
keine Immunreaktion (unverdffentlicht). Wir bezeich-
nen die gemessenen Daten als HDL-Apolipoprotein A-L.
Vergleicht man die Werte, die mittels kinetischer Ne-
phelometrie fiir HDL-Apolipoprotein A-I aus Original-
serum und aus dem Phosphorwolframsiure/MgCl, -Uber-
stand gewonnen wurden, findet man letztere im Mittel

Literatur

—

. Assmann, G. (1979), Internist 20, 559-564.
2. Assmann, G., Schriewer, H., Schulte, H. & Oberwittler, W.
(1980), Internist 21, 202—-212.
3..Assmann, G. & Schriewer, H. (1980), Miinchener Med. Wschr.
122,449-452.
4. Lux, S. E. & John, K. M. (1972), Biochim. Biophys. Acta
278,266-270.
S. Lux, S. E., Levy, R. L., Gotto, A. M. & Fredrickson, D. S.
(1972), J. Clin. Invest. 51, 2505-2519.
6. Krempler, K., Kostner, G., Bolzano, K. & Sandhofer, F.
(1978), Atherosclerosis 30, 57—65.
7. Becker, W., Schifer, W. & Ziegenbein, W. (1980), Labora-
toriumsblitter 30, 56— 65.
8. Cornwell, D. G. & Kruger, F. A. (1961), J. Lipid. Res. 2,
110-134.
9. Burstein, M., Scholnick, H. R. & Morfin, R. (1970), J. Lipid.
Res. 11, 583-595.
10. Mahley, R. W. (1978), Alterations in plasma lipoproteins in-
duced by cholesterol feeding in animals including man. In:

um 5% niedriger. Die Utsache hierfiir ist nicht bekannt.
Einerseits wire ein hemmender Einflu} des nach Prizipi-
tation im Uberstand verbleibenden Fillungsreagenzes
auf die nephelometrisch beobachtete Reaktion zu disku-
tieren, andererseits ist eine mogliche Koprizipitation
von HDL bzw. Apolipoprotein A-I in Betracht zu ziehen.
Neben der falsch negativen Bestimmung aus dem Fillungs-
iiberstand ist alternativ an eine falsch positive nephelo-
metrische Bestimmung aus dem Originalserum zu den-
ken. Experimentell konnte letztere Moglichkeit durch
Befunde gestiitzt werden. In Seren, in denen die tri-
glyceridreichen Lipoproteine kiinstlich angereichert wur-
den, nahmen mit zunehmendem Triglyceridgehalt die
HDL-Apolipoprotein A-I-Werte deutlich zu (unverdf-
fentlicht). Fiir diese Annahme spricht ebenfalls, daf
Seren mit Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/l fast immer
grofere Abweichungen (10—60%) zwischen den im
Originalserum und im Phosphorwolframsiure/MgCl, -
Fillungsiiberstand gemessenen HDL-Apolipoprotein
A-I-Daten aufweisen. Entfernt man die triglyceridreichen
Lipoproteine mittels Ultrazentrifugation aus diesen
Seren, so erhilt man bei anschlieBender kinetischer
nephelometrischer Messung HDL-Apolipoprotein A-I-
Werte, die sehr nahe bei den nach Fillung erhaltenen
liegen (unverdffentlicht). Aus den vorliegenden Ergeb-
nissen ist zu folgern, daf in hypertriglyceriddmischen
Seren HDL-Apolipoprotein A-I nephelomeétrisch nur
nach vorheriger Fillung Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine bestimmt werden sollte.

Die vorliegende Arbeit wurde mit Mitteln der Fritz-Thyssen-
Stiftung und des Bundesministeriums fir Forschung und Tech-
nologie unterstiitzt. An der Organisation der epidemiologischen
Studien ist das Institut fiir Arterioskleroseforschung an der Uni-
versitit Miinster beteiligt.

Disturbances in lipid and lipoprotein metabolism (Dietschy,
J. M., Gotto, A. M. J1. & Ontko, J. A., eds.), American Phy-
siological Society, Bethesda (Maryland) pp 181-197.

11. Anderson, D. W., Nichols, A. V., Forte, T. M. & Lindgren,
F. T. (1977), Biochim. Biophys. Acta 493, S5—68.

12. Patsch, J. R., Sailer, S., Kostner, G., Sandhofer, F., Holasek,
A. & Braunsteiner, H. (1974), J. Lipid. Res. 15, 356—366.

13. Rubenstein, B. (1979), Athérosclerosis 33, 415—423.

14. Kostner, G. M., Patsch, I. R., Sailer, S., Braunsteiner, H.

& Holasek, A. (1974), Eur. J. Biochem. 15, 611—-621.

15. Cheung, M. C. & Albers, J. J. (1979), J. Lipid. Res. 20,
300-307.

16. Assmann, G., Oberwittler, W., Schulte, H., Schriewer, H.,
Funke, H., Epping, P. H. & Hauss, W. H. (1980), Intemnist
21, 446—459. A

17. Assmann, G. & Schriewer, H. (1981), J. Clin. Chem. Clin.
Biochem. 19, 1-6.

. Prof. Dr. G. Assmann
Zentrallaboratorium
d. Med. Einrichtungen d.
Westf. Wilhelms-Universitit
Westring 3 ..
D-4400 Miinster

J. Clin. Chem. Clin; Biochem. / Vol. 19, 1981 / No. §



