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Zur Richtigkeit der HDL-Cholesterin- und HDL-Apolipoprotein A-I-Bestimmung
nach Phosphorwolframsäure/MgCl2-Präzipitation Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine
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Zusammenfassung: Das bei routinemäßiger HOLCholesterinbestimmung in der Praxis angewandte Fällungsverfahren
zur Abtrennung Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine mit Phosphorwolframsäure/MgCl2 erlaubt bei optimaler
Reagentienkonzentration eine vollständige Präzipitation der Apolipoprotein B-haltigen Lipoproteine bei nur geringer
Mitpräzipitation der HD L. Die Richtigkeit der Fällung wird in hypertriglyceridämischen Seren bis 4,0 mmol/1 nicht
beeinflußt. Auch bei stärkerer Hypertriglyceridämie wird in der Regel eine komplette Fällung Apolipoprotein B-haltiger
Lipoproteine sowie eine nahezu vollständige Wiederfindung der HOL beobachtet. Neben HDL-Cholesterin kann HDL-
Apolipoprotein A-I heute ohne großen Aufwand mit kinetischer Nephelometrie bestimmt werden. In Seren mit Tri-
glyceridgehalten > 4,56 mmol/1 sollte die Quantifizierung von HDL·A oli o rotein A-I nicht im Originalserum, sondern
im Überstand nach Präzipitation der Apolipoprotein B-haltigen Lipoproteine erfolgen.

Accuracy of HDL-cholesterol and HDL-apolipoprotein A-I determinations after phosphotungstate/MgO2-precipita-
tion ofapolipoprotein B-containing lipoproteins

Summary: With optimal concentrations of reagents a complete precipitation ofapolipoprotein B-containing lipo-
proteins and only a small coprecipitation of HDL can be achieved using the phosphotungstate/MgC!2 precipitation
method. The accuracy of the precipitation is not influenced by triglyceride concentrations < 4.0 mmol/1. Similarly,
in most hypertriglyceridaemic sera (> 4.0 mmol/1) 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/1) precipitation
of apolipoprotein B-containing lipoproteins must be carried out prior to the nephelometric determination ofapolipo-
protein A-I.

Einleitung B-haltiger Lipoproteine mit Polyanionen und divalenten
, 0 . j j «. · . n Kationen eingeführt. Diese Verfahren setzen voraus, daß

Im Rahmen des Screenings und der Therjpiekon rolle A n ß Lipoproteine vollständig aus-
von Lipidstoffwechselstonmgen kommt der Analytik der ^^ ohne daß die HDL mitpräzipitiert werden,
high density Lipoproteine (HDL) als Risikoindikator der £§ ̂ ^ ̂ ^ ̂ ^ ̂  prob,em> ob aus den Cho,e.
kardiovaskulären Erkrankungen eine zunehmende Bede* ^^^ ̂  Präzipitationsüberstand auf die HDL-111111 *;(mi· Y°*wttiing ! M*** ™d ™*ekehrt seschj°ssen werden kann und °b
mung der HDL-Komponenten (z. B. ,̂  ̂  ^ ^^ die Bestimmung von HDL-APolipopro-
HDL-Apolipoproteine) ist in der Regel die Isolierung der die ßestim yon HDL-Cholesterin ergänzt.
HDL durch Abtrennung Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine (very low density Lipoproteine (VLDL), low Zu diesen Fragen, insbesondere zum Problem der Rich-
density Lipoproteine (LDL), Lipoprotein (a) Lp (a)). tigkeit der HDL-Cholesterin- und HDL-Apolipoprotein
Referenzmethode der HDI^Isolierung ist die präparätive A-I-Bestimmung mittels Präzipitationsverfahren soll in
Darstellung der HDL durch Ultrazentrifugation. Dieses der vorliegenden Arbeit anhand eigener Ergebnisse
Verfahren ist zeitraubend, technisch aufwendig und von Stellung genommen werden. Die Möglichkeiten und
limitierender Kapazität. Als Routinemethode wurden Grenzen der analytischen Aussage dieser Bestimmungen
deswegen Verfahren zur Piäzipitation Apolipoprotein werden diskutiert.
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Methoden

Probenmaterial
Als Versuchsmaterial wurden Seren aus der Untersuchungsreihe
„Prospektive epidemiologische Studie bei Betriebsangehörigen
im Raum Westfalen zur Verbesserung der Frühdiagnostik der
koronaren Herzkrankheit" verwandt (2). Die Blutentnahme
erfolgte morgens nüchtern in einem speziell hierfür eingerich-
teten Omnibus. Das gewonnene Serum wurde bei + 4 °C aufbe-
wahrt und traf spätestens 3 Tage nach Blutentnahme in unserem
Laboratorium ein. Die Analytik erfolgte innerhalb 24 Stunden
nach Erhalt der Serumproben.

HDL-Cholesterin-Analytik
Die Präzipitation Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine mit
Phosphorwolframsäure/MgCh erfolgte mit dem Test „Boehringer
Mannheim44 (Test-Nr.: 400971);die Cholesterinbestimmung
erfolgte enzymatisch mit der Cholesterinoxidase/4-Aminophena-
zon-Phenol-Methode (Boehringer Mannheim) (Test Combination
CholesterinNr.: 187313).

HDL-Isolierung durch Ultrazentrifugation
Die Ultrazentrifugation wurde im 40.3 Rotor (Beckman Instru-
ments) durchgeführt. Je 5 ml der Serumproben wurden mit einer
0,15 mol/1 NaCl enthaltenden Lösung verdünnt und 24 Stunden
bei + 4 °C bei 39000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Die durch
„Schneiden44 der Röhrchen gewonnene Fraktion > 1,006 kg/l
wurde mit festem Kaliumbromid auf eine Dichte von 1,063 kg/l
eingestellt, mit einer Kaliumbromid-Lösung der Dichte 1,063 kg/l
überschichtet 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/l nach erschöp-
fender Dialyse gegen 0,15 mol/1 NaCl bei + 4 °C aufbewahrt.

Präparation selektiv im Apolipoproteinanteil ™ 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
[14CJ Formaldehyd (Amersham Buchler, 3300 Braunschweig,
spezifische Aktivität, 699,3 MBq/mmol) reduktiv 14C-methyliert.
Der Einbau der radioaktiv markierten Apolipoproteine in HDL
wurde wie folgt durchgeführt: l ml [14C] Apolipoprotein
(0,02-0,1 g/l) wurden mit 4 ml Serum versetzt, über Nacht bei
4 °C inkubiert und (14CJHDL durch Ultrazentrifugation im
Dichtebereich 1,063-1,21 kg/l isoliert (siehe oben). Das mit
[14CJ Apolipoprotein A-I rekonstituierte HDL wird im folgenden
als [14C]A-I-HDL, das mit (14C| Apolipoprotein A-II rekonsti-
tuierte HDL als (14C|A-II-HDLund das mit [14C] Apolipoprotein
HDL rekonstituierte HDL als (14C] HDL bezeichnet.

phosphatgepufferten Polyethylenglykol-Lösung (Beckman
ICS-System), 42 verdünnte Probe (100 Probe plus 10 ml
0,15 mol/1 NaCl) und 42 verdünnte Antikörperlösung (1:2
mit 0,15 mol/1 NaCl). Das Zeitintervall zwischen Antigen-
und darauffolgender Antikörperzugabe betrug maximal 10
Sekunden, unmittelbar nach Antikörperzugabe wurde die
Reaktionsaüfzeichnung von Hand gestartet. Zur Kalibrierung
wurden mit 0,15 mol/1 NaCl-Lösung verdünnte Standard-
lösungen (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 Primärstandard kalibriert. Der Primärstandard wurde
durch Ultrazentrifugation in einem Dichtebereich von
1,063-1,21 kg/l isoliert, gegen 0,15 mol/1 NaCl dialysiert,
lyophilisiert und seine Zusammensetzung chemisch, gravi-
metrisch und mit verschiedenen immun chemischen Methoden
ermittelt (7). Die Standards enthielten 0,91 g/l (Charge 1001)
bzw. 1,31 g/l (Charge 74L) HDL-gebundenes Apolipoprotein
A-I.
Als weitere Bestimmung zur HDL-Apolipoprotein A-KJuanti-
fizierung wurde die radiale Immundiffusion durchgeführt
(Behring-Werke, Marburg, Charge-Nr.: 3658).

Ergebnisse

Richtigkeit und Präzision der Phosphorwolfram-
säurefällung

Die Richtigkeit der HDL-Cholestennbestimmung mittels
Präzipitationsverfahren kann in erster Linie durch Ko-
präzipitation von HDL und inkomplette Fällung Apo-
lipoprotein B-haltiger Lipoproteine beeinflußt werden.
Das Ausmaß der möglichen Mitpräzipitation der HDL
wurde durch nephelometrische Apolipoprotein A-I-
Bestimmung (siehe unten) sowie durch Zugabe von
Tracermengen markierter HDL ([14C]A-I HDL, [14C]-
A-Ii HDL, [14C]HDL) zu frischen Seren überprüft. Es
wurden 90 bis 100% der zugegebenen Radioaktivität im
Überstand nach Fällung mit Phosphorwolframsäure/Mg*
C12 wiedergefunden (Tab. 1). Apolipoprotein B-haltige
Lipoproteine werden praktisch vollständig präzipitiert:
im Fällungsüberstand nach Präzipitation mit Phosphor-
wolframsäure/MgCl2 war weder mit der SDS-Gelelektro-
phorese noch mit der kinetischen Nephelometrie Apolipo-
protein B nachweisbar (Nachweisgrenze für Apolipopro-
tein B mit der kinetischen Nephelometrie: < 2 mg/dl).

HDL'ApolipoproteinA-I-Quantifizierung
Zur Messung der Konzentration des an HDL gebundenen Apo-
lipoprotein A-I wurden Antikörper benutzt, die durch Immunisie-
rung von Kaninchen mit durch Ultrazentrifugation isolierter
HDL3 (Dichte 1,125-1,21 kg/l) gewonnen wurden (Behring-
Werke Marburg, Lot-Nr.: 103304 und 3404). Die Antikörper wa-
ren spezifisch in Bezug auf HDL-gebundenes Apolipoprptein
A-I und zeigten gegenüber freiem Apolipoprotein A-I keine
Immunreaktion. Bei der Immunpräzipitation nach Ouchterlony
bestand kein Unterschied zwischen den durch Immunisierung
gegen HDL-Apolipoprotein und den durch Immunisierung
gegen Apolipoprotein A-I gewonnenen Antikörpern, wenn
isoliertes HDL (d = 1,063-1,21 kg/l) als Antigen benutzt
wurde. Die nephelometrischen Analysen wurden mit dem Beck-
man-Immuno-Chemical-System (kinetische Nephelometrie,
Quarz-Iodid-Lampe, Vorwärtsstreuung, Lichtsammlung im
Winkel von 70 °, Manual-Mode-Karte M 33 (Spezifizierung
der Zeitkonstanten und der Verstärkerstufe)) durchgeführt:
in Spezialküvetten mit Rührer wurden pipettiert: 600 einer

Tab. 1. Radioaktivitätswiederfindung im Serumüberstand nach
Fällung mit Phosphorwolframsäure/MgQ2-
Zugabe von Tracermengen [14C]A-I-HDL, [14C)A4I-HDL
oder [14C]HDLzu frischen Seren.

Radioaktivität im Überstand nach Fällung
mit Phorphorwolframsäure/MgCli
(% der zugefügten Radioaktivität)

[1AC]A-I-HD>L

[14CIA-II-HDL

(14C]HDL

95,9 ± 7,75
(n-5)
100,8 ±4,2
(n = 5)

94,4 ± 4,8
(n = 5) " .
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Die Regressionsanalyse der nach Fällung mit Phosphor-
wolframsäure/MgCl2 (y) und nach Ultrazentrifugation
(d = 1,063-1,21 kg/l) (x) ermittelten Meßdaten läßt
eine gute Korrelation erkennen (r = 0,96, y = l ,09
-0,148, n =120).

Die ermittelten Variationskoeffizienten des HDL·
Cholesterin (Phosphorwolframsäurefällung) für
die Präzision in der Serie zeigten eine deutliche Abhän-
gigkeit vom Triglyceridgehält der Proben. In Proben mit
Triglyceridgehalten von > 1,60 mrnol/1 war die Präzision
deutlich schlechter (VK 2,3%) als in Proben mit Tri-
glyceridgehalten von < 1,60 mmol/1 (VK 1,15%). Nach
unseren Beobachtungen mit lyophilisierten Kontrollseren
(Precilip 662) kommt es bei täglicher Auflösung des
lyophilisierten Materials und anschließender Fällung
mit Phosphorwolfrarnsäure/MgCl2 zu Variationskoeffi-
zienten (von Tag zu Tag), die weitaus höher sind (8%)
als bei Verwendung der gleichen, jedoch über längere
Zeit gelöst aufbewahrten Materialien (4%).

Nach Präzipitation Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine (low density Lipoproteine, very low density
Lipoproteine, Lipoprotein (a)) mit Phosphorwolfram-
säure/MgC!2 und anschließender enzymatischer Chole-
sterinbestimmung (Cholesterinoxidase/4-Amino
zon-Phenol) fanden wir bei normolipämischen Versuchs-
personen eine HDL-Cholesterinkonzentration von
1,17 ± 0,33 mmol/1 (n = 942) bei Männern und von
1,40 ± 0,37 mmol/1 (n = 653) bei Frauen (Mittelwert
± Standardabweichung).

Empfindlichkeit der HDL-Cholesterinbestim-
mung
Bei Verdünnung des Präzipitationsüberstandes nach
Fällung mit Phosphorwolframsäure/MgCl2 mit 0,15 mol/1
NaCl-Lösung fanden wir mit der Cholesterinoxidase/
4-Aminophenazon-Phenol-Methode eine untere Nachweis-
grenze für die Cholesterinbestimmung im HOL von
0,052 mmol/1. Die Richtigkeit der HDL-Cholesterinbe-
stimmung bei sehr niedrigen HDL-Cholesterinkonzen-
trationen wurde mittels Lineäritätsprüfung mit Serum

von Patienten mit Analphalipoproteinämie (Morbus
Tangier) getestet (Tab. 2); nach diesen Ergebnissen
liefert die Phosphorwolframsäure/MgCl2-FälIung und
anschließende enzymatische Cholesterinbestimmung
auch bei niedrigen HDL-Konzentrationen hinreichend
genaue Werte.

HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentrat ion im
Überstand nach Fällung mit Phosphorwolfram-
säure/MgC!2

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 - 0,012). Bei
Gegenüberstellung der mit kinetischer Nephelometrie
bestimmten HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentrationen
des Überstandes nach Präzipitation mit Phosphorwolf-
ramsäure/MgC!2 mit den mit derselben Methode gemes-
senen HDI^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. l .)· Die abweichenden
Wertepaare beziehen sich ausschließlich auf Seren mit
Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/1. Die Berechnung der
Korrelation und Regression unter Weglassen der in
Seren mit Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/1 ermit-
telten Daten ergab einen Korrelationskoeffizienten von
r = 0,959 sowie eine gute Übereinstimmung der im Ori-
ginalserum und im Apolipoprotein B-freien Überstand
gemessenen Daten (y = 0,935 + 0,058). Bezüglich der
im Originalserum und im Präzipitationsüberstand der
Proben mit Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/1 gemes-
senen HDL·Apolipoprotein A-I-Werte ermittelten wir
einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,722 sowie
die Regressionsgeradengleichung y = 0,710 + 0,387.
Bei Gegenüberstellung der HDL·Cholesterinkonzent a-
tioneri mit den durch kinetische Nephelometrie im
Fällungsüberstand ermittelten HDL-Apolipoprotein
A-I-Konzentrationen fällt eine erhebliche Streuung der
Meßpunkte auf (Abb. 2) (r = 0,799, y = 1,180 - 0,461).

Tab. 2. Linearität der HDL-Cholesterinbestimmung. Verdünnung eines aus Normalseren gemischten Poolserums mit dem Serum eines
Patienten mit Analphalipoproteinämie (Morbus Tangier) vor Fällung mit Phosphorwolframsäure/MgCl2.

Verdünnung eines Poolserums
(HDL-Cholesterin 1,308 mmol/1)
mit der Patientenprobe
(HDL-Cholesterin 0,036 mmol/1)

Unverdünnt
1:1,25
1:1,67
1:2,5
1:5,0
1:10
1:20

Patientenprobe

HDI^Cholesterin

gemessener Wert
(mmol/1)

1,308
1,059
Oi795
0,528
0,259
0,145
0,083

0,036

aufgrund der
Verdünnung
berechneter Wert
(mmol/1)

—1,054
0,800
0,544
0,290
0,163
0,101

Abweichung
(mmol/I)

+ 0,005
- 0,005
-0,016
- 0,031
-0,018
-0,018

(%)

+ 0,5
- 0,6
- 2,9
- 10,7
- 11,9
- 17,8
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Störeinflüsse auf die Phosphorwolf ram sau re-
fällung
Die Möglichkeit, HDL-Apolipoprotein A-I mit kine-
tischer Nephelometrie zu messen, erlaubt Störeinflüsse
auf die Wiederfindung von HDL nach Präzipitation Apo-
lipoprotein B-haltiger Lipoproteine zu charakterisieren.
Andererseits kann eine inkomplette Fällung von Apo-
lipoprotein B-haltigen Lipoproteinen durch Quantifizie-
rung von Apolipoprotein B überprüft werden.

Einfluß des Triglyceridgehaltes der Proben
Die Fällung mit Phosphorwolframsäure/MgCl2 wurde
nicht durch Triglyceridkonzentrationen bis 4,0 mmol/1
beeinflußt. Wir fanden in der d < 1,21 kg/1-Fraktion
des Fällungsüberstandes nach Phosphorwolframsäure/
MgCl2-Fällung von Proben mit Triglyceridgehalten von
0,57 bis 4,0 mmol/1 mit kinetischer Nephelometrie
kein Apolipoprotein B (Nachweisgrenze: < 2 mg/dl).
Ebenso war in der SDS-Gelelektrophorese der d < 1,21
kg/1-Fraktion des Fällungsüberstandes kein Apolipo-
protein B nachweisbar. Auch für eine mögliche Mit-
präzipitation von HDL bei Fällung lipämischer Seren
mit Phosphorwolframsäure/MgCl2 ergaben sich keinerlei
Hinweise. Nach Zugabe von Tracermengen [14C]HDL
oder [14C] A-I-HDL zu Serumproben mit Triglycerid-
gehalten von 0,57 bis 4,0 mmol/1 wurden unabhängig
vom Triglyceridgehalt 90 bis 100% der Radioaktivität
im Fällungsüberstand wiedergefunden.

Einfluß des Alters der Proben
Eine 6-9tägige Lagerung von Serumproben bei H- 4 °C
beeinflußte die Wiederfindung von HDL nach Präzipita-
tion Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine nicht. Es
wurden aus gealterten Serumpröben annähernd die
gleichen ^ A-I-Konzentrationen
wie aus frischen Seren ermittelt (r = 0,95, y = 0,99
+ 0,55, n = 41).

Einfluß der Reagentienkonzentrqtionen
Der Einfluß der Reagentienkonzenttationen auf die Mit-
präzipitation von HDL würde durch Zugabe von Tracer-
mengen [14C]HDLzu frischen Seren überprüft. Bereits
geringe Konzentrationsänderungen beider Fällungs-
reagentien verursachten eine deutliche Erhöhung der
Mitpräzipitation von [14C]HDL (Abb. 3).

Einfluß des pfrWertes der Reagentien
Bei Mischling des Phösphorwolframsäure- und MgCV
Reagenz in den zur Fällung nötigen 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 HC1 oder NaQH ergab keinen meßbaren Einfluß auf
die HDL-Apolipoprotein A-I-Konzentration.

0,871,74 3,48 6,96
Phosphorwolframsäure (g/l]

2\74315 87 174
MgCl2 lmmol/1)

Abb. 3. Kopräzipitation von |14C)HDL in Abhängigkeit von der
Reagenz-Zusammensetzung:
a) MgCl? 43,5 mmol/l, Phosphorwolframsäure-Konzentra-

tion variiert;
b) Phosphorwolframsäure 3,48 g/l, MgCl2-Konzentration

variiert.
I14C]HDL wurde in Tracermengen Normalserum vor der
Fällung zugegeben. Pfeile: Normalkonzentration der Rea-
gentien (17).

Diskussion

Routinemethode zur HDL-Cholesterinbestimmung ist
die selektive Fällung Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine mit Polyanionen oder sulfatierten Polyanionen
in Kombination mit divalenten Kationen, mit Deter-
gentien oder mit neutralen Polymeren. Das Fällungs-
prinzip besteht in der Bildung unlöslicher Komplexe
(8, 9). Hierbei bestimmen Art und Konzentration der
Fällungsreagentien, pH, lonenstärke und Protein-
zusammensetzung der Probe die Selektivität und Voll-
ständigkeit der Fällung.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist das mit optimaler
Reagentienkonzentration durchgeführte Präzipitations-
verfahren mit Phosphorwolframsäure/MgCl2 spezifisch
(vollständige Präzipitation Apolipoprotein B-haltiger
Lipoproteine, nur geringe Mitpräzipitation von HDL-
Apolipoprotein A-I). In Verbindung mit der enzymati-
schen Cholesterinbestimmung (Cholesterinoxidase/
4-Aminophenazon-Phenol-Methode) ergibt das Präzipita-
tionsverfahren ausreichend richtige HDL-Cholesterin-
analysen. Die Richtigkeit der HDL-Cholesterinbestim-
mung wird in hypertriglyceridämischen Seren bis
4,0 mmol/1 nicht beeinflußt. Auch bei stärkerer Hyper-
triglyceridämie wird in der Regel eine komplette Fällung
Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine sowie eine na-
hezu vollständige Wiederfindung der HDL beobachtet.
Die HDL sind keine einheitliche Substanz, sondern ein,
heterogenes Gemisch von Makromolekülen, die sich
durch Partikelgröße, chemische Zusammensetzung und
physiko-chemische Eigenschaften unterscheiden.
Durch unterschiedliche Techniken, wie präparative
Ultrazentrifugation, Dichtegradientenzentrifugation
oder lonenaustauscherchromatographie lassen sich
verschiedene Subpopulationen der HDL isolieren
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(10—13), die ein unterschiedliches Apolipoprotein A-I/
Apolipoprotein A-II-Verhältnis (14) bzw. ein unter-
schiedliches Verhältnis von Cholesterin/Apolipoprotein
A-I plus Apolipoprotein A-II aufweisen (15). Diese
Heterogenität der HOL erklärt, daß bei der in unseren
Untersuchungen durchgeführten 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 Ergänzung ist deswegen die gleichzeitige
Konzentrationsbestimmung weiterer HDL-Komponenten,
wie die der HDL-Apolipoproteine. Bisher vorliegende
Ergebnisse deuten daraufhin, daß die Analytik von
HDL-Cholesterin und HDL-Apolipoproteinen durchaus
keine identischen Aussagen liefert (16). Während z. B.
eine eindeutige negative Beziehung zwischen dem HDL-
Cholesterin und dem Schweregrad der häufigsten Risiko-
faktoren Hypertriglyceridämie, Übergewicht und Hyper-
tonie besteht, ist diese Beziehung zum Apolipoprotein
A-I nicht nachweisbar. Andererseits sind bei Rauchern
sowohl HDL-Cholesterin als auch Apolipoprotein A-I im
Vergleich zur Norm erniedrigt.

Die zur Apolipoprotein-Quantifizierung mittels kine-
tischer Nephelometrie eingesetzten Antikörper waren
spezifisch in Bezug auf HDL-gebundenes Apolipoprotein
A-I und zeigten gegenüber freiem Apolipoprotein A-I
keine Immunreaktion (unveröffentlicht). Wir bezeich-
nen die gemessenen Daten als HDL-Apolipoprotein A-I.
Vergleicht man die Werte, die mittels kinetischer Ne-
phelometrie für HDL-Apolipoprotein A-I aus Original-
serum und aus dem Phosphorwolframsäure/MgCl2-Über-
stand gewonnen wurden, findet man letztere im Mittel

um 5% niedriger. Die Ursache hierfür ist nicht bekannt.
Einerseits wäre ein hemmender Einfluß des nach Präzipi-
tation im Überstand verbleibenden Fällungsreagenzes
auf die nephelometrisch beobachtete Reaktion zu disku-
tieren, andererseits ist eine mögliche Kopräzipitation
von HOL bzw. Apolipoprotein A-I in Beträcht zu ziehen.
Neben der falsch negativen Bestimmung aus dem Fällungs-
überstand ist alternativ an eine falsch positive nephelo-
metrische Bestimmung aus dem Originalserum zu den-
ken. Experimentell konnte letztere Möglichkeit durch
Befunde gestützt werden. In Seren, in denen die trL·
glyceridreichen Lipoproteine künstlich angereichert wur-
den, nahmen mit zunehmendem Triglyceridgehalt die
HDL-Apolipoprotein A-I-Werte deutlich zu (unveröf-
fentlicht). Für diese Annahme spricht ebenfalls, daß
Seren mit Triglyceridgehalten > 4,56 mmol/1 fast immer
größere Abweichungen (10-60%) zwischen den im
Origüialserum und im Phosphorwolframsäure/MgCl2-
Fällungsüberstand gemessenen HDL-Apolipoprotein
A-I-Paten aufweisen. Entfernt man die triglyceridreichen
Lipoproteine mittels Ultrazentrifugätion aus diesen
Seren, so erhält man bei anschließender kinetischer
nephelometrischer Messung HDL-Apolipoprotein A-I-
Werte, die sehr nahe bei den nach Fällung erhaltenen
liegen (unveröffentlicht). Aus den vorliegenden Ergeb-
nissen ist zu folgern, daß in hypertriglyceridämischen
Seren HDL-Apolipoprotein A-I nephelometrisch nur
nach vorheriger Fällung Apolipoprotein B-haltiger Lipo-
proteine bestimmt werden sollte.

Die vorliegende Arbeit wurde mit Mitteln der Fritz-Thyssen-
Stiftung und des Bundesministeriums für Forschung und Tech-
nologie unterstützt. An der Organisation der epidemiologischen
Studien ist das Institut für Arterioskleroseforschung an der Uni-
versität Münster beteiligt.
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