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Vergleich einer kinetischen Nephelometrie mit einem
immunoradiometrischen Assay für die Bestimmung von
üpoprofein(a)
Comparison of a Kinetic Nephelometry with an Immunoradiometric Assay for the
Determination of Lipoprotein(a)

M. Bender1-2, W. Groß1

Zusammenfassung: Die Bestimmung von Lipopro-
tein(a) im Plasma mittels kinetischer Nephelometrie
(Beckman Instruments) wurde mit einem immunora-
diometrischen Assay (Mercodia) verglichen. Unter-
sucht wurden 182 Proben in frischem Zustand und 18
Proben, die für kurze Zeit bei -25 °C gelagert waren.
Die Meßergebnisse zeigen eine gute Übereinstimmung
der Mediän werte (147 mg/1 bzw. 160 mg/1) und eine
gute Korrelation bei den frischen und den eingefrore-
nen Proben (r = 0,971/rs= 0,985 bzw. r = 0,971). Die
Variationskoeffizienten der Nephelometrie entspre-
chen mit 4.2% in der Serie (Intraassay) und 5,5-6,5%
von Tag zu Tag (Interassay) den bisherigen Literatur-
werten. Entgegen der Empfehlung, nur frisches Pro-
benmaterial für die Nephelometrie einzusetzen, wurde
bei einer Probe mit einer hohen Lipoprotein(a) Kon-
zentration (960 mg/1) über 5 Wochen keine bedeuten-
de Abnahme der Meßwerte registriert. Um den Einfluß
der Triglyzeridkonzentration auf die Lp(a) Bestim-
mung zu untersuchen, wurden sechs Plasmaproben mit
Triglyzeridwerten > 5,75 mmol/1 ausgewählt und in
verschiedenen Verdünnungen mit Triglyzeridkonzen-
trationen zwischen 3,45-8,05 mmol/1 analysiert.
Während 4 Proben keinen Einfluß der Triglyzeridkon-
zentration zeigten, wurde bei 2 Proben ein geringer
Abfall der Lipoprotein(a) Meßwerte mit steigender
Triglyzeridkonzentration beobachtet.

Schlüsselwörter: Lipoprotein(a)/Analytik; Nephelo-
metrie und Turbidimetrie; Lipämie.

Summary: In this paper two methods are compared
for determining lipoprotein(a) plasma concentrations,
a rate nephelometry (Beckman Instr.) and an immuno-
radiometric asssay (Mercodia) for reference. 182 fresh
samples and 18 frozen samples (-25 °C) were ana-
lyzed. The results of these measurements showed that
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the median values (147 mg/1 and 160 mg/1) corre-
sponded to each other and the correlation coefficients
for the fresh and frozen samples were
r = 0.971/rs = 0.985 and r = 0.958 respectively. The co-
efficients of variation of the nephelometric method
were determined as 4.2% for intra- and 5.5-6.5% for
interassay conditions, in good agreement to literature
values. Although fresh samples are recommended for
the nephelometric measurement we found no consider-
able decrease in lipoprotein(a) values in a sample con-
taining 960 mg/1 Lp(a) on storage at 4 °C for up to
5 weeks. Triglyceride concentration affects the neph-
elometric measurements by increasing the turbidity of
the samples. We therefore examined the influence of
triglyceride concentration in 6 plasma samples with
triglyceride values > 5.75 mmol/1 and each in varying
triglyceride concentrations between 3.45-8.05 mmol/1.
Four samples showed no influence of the triglyceride
concentration and two samples showed a slight de-
crease in lipoprotein(a) values with increasing triglyc-
eride concentration.

Keywords: Lipoprotein(a)/analysis; Nephelometry
and Turbidimetry; Lipemia.

Lipoprotein(a) wurde in zahlreichen klinischen Stu-
dien der letzten Jahre als unabhängiger Risikofak-

tor für die Entstehung der Atherosklerose erkannt [1-
4], Die physiologische Funktion sowie die Pathobio-
chemie von Lp(a) sind allerdings noch weitgehend un-
geklärt [5]. Als cholesterinreiches Lipoprotein ist die
Struktur von Lp(a) den LDL sehr ähnlich. Allerdings
besitzt Lp(a) ein zusätzliches Apolipoprotein(a)
[Apo(a)], das kovalent über eine Disulfidbrücke an
Apo B gebunden ist. Apo(a) ist ein Glykoprotein mit
einem genetisch bedingten Größenpolymorphismus,
der zu 34 Isoformen mit Molekulargewichten von 350
bis 750 kDa führt [6J.

Für die Konzentrationsbestimmung von Lp(a) steht
eine Reihe immunologischer Verfahren wie Elektro-
immunoassay [4, 7], Enzymimmunoassay [8-11],
immunoradipmetrischer [12, 13J und lumineszenzmar-
kierter immunometrischer Assay [14] zur Verfügung,
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die sich im Hinblick auf Richtigkeit, Präzision und
Automatisierung zum Teil erheblich unterscheiden [9J.
Auf die methodischen Probleme bei der immunologi-
schen Bestimmung von Lp(a) wurde in einigen Arbei-
ten bereits hingewiesen 113, 15,16]. Über die Proben-
bchandlung und die Stabilität von Lp(a) liegen bisher
wenig übereinstimmende Arbeiten vor [17, 18].

Ziel dieser Untersuchungen war es, den seit einigen
Jahren in unserem Labor eingesetzten immunoradio-
metrischen Assay (Mercodia) [8, 9, 19] mit einer auto-
matisierten ncphelometrischcn Methode (Beckman) zu
vergleichen [20, 21]. Diese Methode beruht auf dem
Prinzip der kinetischen Nephelometrie; sie wurde bis-
her nur mit anderen nephelometrischen und turbidime-
trischen Methoden und einer Immundiffusionsmethode
verglichen [201.

Material und Methoden

Plasmen
Untersucht wurden 182 Plasmen nüchterner Patienten
beiderlei Geschlechts, die aus dem Untersuchungsgut
der klinisch-chemischen Routineanalytik entnommen
wurden. Die Blutproben wurden in EDTA-Röhrchen
frisch aufgearbeitet. Für die IRMA-Bestimmung
wurde ein Teil des gewonnenen Plasmas bei -25 °C
eingefroren und gelagert, während das restliche Plas-
ma für die Nephelometrie bei 4 °C gelagert wurde und
innerhalb von 5 Tagen analysiert wurde.

Kinetische Nephelometrie
Die Durchführung der Lp(a) Bestimmungen erfolgte
an einem Array Protein System (Beckman Instru-
ments, California, USA). Der Lp(a) Antikörper und
der Kalibrator wurden gemäß den Herstellerangaben
eingesetzt. Die Plasmaproben wurden zunächst mit
einem Detergenz im Verhältnis l :6 verdünnt und nach
5 min zentrifugiert (5 min bei 1000 g). Der Überstand
wurde für die Antigen-Antikörper-Reaktion eingesetzt.
Die entstehende Streulichtzunahme wurde vom Sy-
stem in ein Signal umgewandelt und der Kalibration
entsprechend in Konzentrationseinheiten umgerechnet.
Der Meßbereich für diese Methode umfaßt 20-1280
mg/1.

Für die kinetische Nephelometrie wird vom Herstel-
ler eine Triglyzeridkonzentration über 5,75 mmol/1 als
Störgröße angegeben. Um diese Grenze genauer zu
untersuchen, wurden sechs Plasmaproben mit hohen
Triglyzeridwerten (TG > 5,75 mmol/1) und hohen
Lp(a)-Werten ausgewählt und die TG-Konzentration
auf 3,45-5,75 mmol/1 bzw. 3,45-8,05 mmol/1 mit 0,9%
NaCl-Lösung eingestellt und für den Test eingesetzt.
Zwei der Plasmaproben (X507;X471) waren ca. 6 Mo-
nate bei -25 °C gelagert, die anderen waren bis zu 3
Wochen bei 4 °C gelagert.

Abkürzungen: Lp(a), üpoprotein(a); LDL, low density lipoprotein;
Apo B, Apolipoprotein B; ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay; IRMA, immunoradiometric assay.

Immunoradiometrischer Assay (IRMA)
Die immunoradiometrische Bestimmung von Lp(a) er-
folgte mit einem kommerziellen Assay (Mercodia Dia-
gnostics Aß, Uppsala, Schweden) nach Anleitung des
Herstellers. Im Testansatz sind zwei monoklonale An-
tikörper gegen Lp(a) im Überschuß vorhanden. Apo(a)
reagiert sowohl mit dem an Sepharosepartikel gebun-
denen monoklonalen Antikörper c!280 (capturing anti-
body) als auch mit dem I25I-markierten monoklonalen
Antikörper c!356 (tracer antibody). Nach einer Inku-
bationszeit von 60 min wurde der an Sepharosepartikel
gebundene Antigen-Antikörper-Komplex von freiem
Antikörper durch Zentrifugation abgetrennt, der Über-
stand dekantiert und die Radioaktivität im Sediment
mit einem -Counter ermittelt. Die Auswertung wurde
anhand einer Standardkurve vorgenommen. Der so in
der Einheit U/l ermittelte Wert wurde mit dem Faktor
7 multipliziert, um die Lp(a) Konzentration in mg/1 zu
erhalten. Der Meßbereich bei dieser Methode liegt
nach Herstellerangaben zwischen 1,4 mg/1 und 15 g/l.

Reproduzierbarkeitsprüfung
Zur Bestimmung der Präzision in der Serie wurde eine
Probe jeweils zwanzigfach mit beiden Methoden ana-
lysiert. Für die Bestimmung der Präzision von Tag zu
Tag wurden für den IRMA die im Assay enthaltenen
Kontrollproben „low" und „high" bei 20 Tests einge-
setzt. Für die nephelometrische Bestimmung wurden
zwei Plasmaproben an 20 verschiedenen Tagen ver-
wendet. Die Richtigkeit der Analysen wurde überprüft,
indem die IRMA-Kontrollprobe bzw. der Nephelome-
ter-Kalibrator mit der jeweils anderen Methode be-
stimmt und die Abweichung vom Zielwert berechnet
wurde.

Statistik
Da Lp(a) eine ausgeprägte linkssteile Verteilung auf-
weist (MittelwertrMedian > 1,5), wurde der Mediän
benutzt und die lineare Regression nach logarithmi-
scher Transformation durchgeführt (logarithmische
Normal Verteilung [25]). Für die Auswertung wurden
nicht-parametrische Statistikverfahren verwendet, und
die Korrelation wurde mit dem Spearmanschen Rang-
korrelationskoeffizienten (rs) ermittelt.

Ergebnisse

In den 182 untersuch* ten Plasmaproben aus der Routi-
neanalytik beträgt der Mediän der Lp(a)-Konzentratio-
nen mit dem IRMA 160 mg/1 und mit der nephelome-
trischen Bestimmung 147 mg/1. In Abbildung l sind
die Ergebnisse der beiden Methoden in logarithmi-
scher Skalierung gegeneinander aufgetragen. Die loga-
rithmische Transformation liefert die Geradenglei-
chung log (y) = l ,02 log (x) + 0,05. Der Korrelations-
koeffizient beträgt hierbei r = 0,971. Der Rang-
korrelationskoffizient nach Spearman errechnet sich
zu r$ = 0,985.
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Tabelle 1 Reproduzierbarkeit und Präzision der kinetischen Nephelometrie

Intraassay

Lp(a)-Mittelwert [mg/l]
Standardabweichung [mg/l] ,
Anzahl der Messungen (n)
VariationskpeffJzient [%]
Gesamt-VK [%]

. IRMA
- 90,4

' 3,2
20
3,5

. 12,5

und des IRMA im Vergleich

Interassay
Nephelometrie IRMA

91,7 .
3,8

20
4,2
7,3

139,9
17,6
20
12,5

383,4
44,4

. 20
11,6

Nephelometrie

470,7
26,0
20
5,5

740,4
48,4
20
6,5

Abbildung 1 Bestimmung von Lipo-
protein(a) mittels kinetischer Nephelq-
metrie und einem immunoradiometri-
schen Assay bei frischen Plasmapro-
ben (n = 182). Nach logarithmischer
Transformation besitzt die Regressi-
onsgerade folgende Gleichung: log (y)
= 1,06 log (x) + 1,5 und der Regressi-
onskoeffizient beträgt r = 0,971.

Q>
£

l

IRMA Lp(a) [mg/l]

Tabelle l zeigt die ermittelten Variationskoeffizien-
ten für beide Methdoden. Für den IRMA ergibt sich
ein Gesamtvariationskoeffizient von 12,5% (3,5%
Intra- und 12,0% Interassay) und für die Nephelome-
trie 7,3% (4,2% Intra- und 6,0% Interassay). Die
schlechte Reproduzierbarkeit bei den IRMA Bestim-
mungen resultiert also im-wesentlichen aus den Inter-
assay Abweichungen und ist vermutlich durch das auf-
wendige Probenhandling bedingt. Die gegenseitige
Bestimmung der Kontrollproben- bzw. der Kalibrator-
lösungen zeigt gravierende Abweichungen (Tabelle 2)

Tabelle 2 Richtigkeit der Analysenergebnisse bei
Referenzmaterialien (IRMA-Kontrollprobe und Array
Kalibrator)

Referenzmaterial [Sollwert] IRMA Nephelometrie
Array Kalibrator [740 mg/i] 1220 mg/l - ..
IRMA Kontrolle 1140.mg/l] - 36 mg/l
Abweichung [%] * .+ 65 . -74

von 65% bzw. 74% von den deklarierten Werten. Of-
fenbar ist die Kalibration der Lp(a) Bestimmungen
methodenabhängig, wie dies schon in anderen Arbei-
ten gefunden wurde [9, 22].

Parallel zu diesen Messungen wurden 18 Proben für
maximal 3 Wochen bei -25 °C gelagert, um den Einfluß
des Einfrierens bei kurzer Lagerungsdauer zu untersu-
chen. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 2 dar-
gestellt. Nach logarithmischer Transformation lautet
die Regressiongeradengleichung log (y) = 1,21 log (x)
- 0,67. Der Korrelationskoeffizient beträgt r = 0,971.

Für eine Plasmaprobe (Lp(a) Konzentration 980
mg/1) wurde die Stabilität über 5 Wochen bei einer La-
gerungstemperatur von 4 °C bestimmt (Abbildung 3).
Es zeigt sich eine gute Stabilität der Probe mit einem
minimalen Abfall der Konzentration.

Hohe Plasmatriglyzeridkonzentrationen verursachen
eine Trübung und stören so die nephelometrisehen Be-
stimmungen. Auch für die hier eingesetzte Lp(a)-Be-
stimmungsmethode wurde dieser Effekt beobachtet
[20]. Deshalb wurden 6 Proben untersucht, die hohe
Triglyzeridkonzentrationen (> 5/75 mmol/1) auf wiesen
und deren Lp(a)-Werte den Meßbereich (20-1280 mg/1)
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Abbildung 2 Bestimmung von Lipo-
protein(a) mittels kinetischer Nephelo-
metrie und einem immunoradiometri-
schen Assay (n = 18) bei eingefrore-
nen Plasmaproben. Nach logarithmi-
scher Transformation besitzt die Re-
gressionsgerade folgende Gleichung:
log (y) = 1,20 log (x) - 0,66 und der Re-
gressionskoeffizient beträgt r = 0,971.
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Abbildung 3 Stabilität einer Plasma-
probe mit einer hohen Üppprotein(a)
Konzentration über einen Zeitraum von
5 Wochen
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weitgehend abdeckten. Die Proben wurden in verschie-
denen Verdünnungen von 3,45-5,75 mmol/1 bzw. 3,45-
8,05 mmol/1 Triglyzeride untersucht. Die Ergebnisse in
Abbildung 4 zeigen bei vier Proben jeweils einen kon-
stanten Lp(a)-Wert über den gesamten Bereich der
Triglyceridkonzentrationen (3,45-8,05 mmol/1). Bei
zwei Proben sinkt, die ermittelte Lp(a)Konzentration
kontinuierlich mit steigender Triglyzeridkorizentration.
Zwei der Proben (X507, X471) waren etwa 6 Monate
bei -25 °C eingefroren und zeigen bei diesen Versuchen
kein auffälliges Stabilitätsverhalten.

Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Konzentrationsbestimmung
von Lp(a) mittels immunoradiometrischen Assay und
kinetischer Nephelometrie verglichen. Die IRMA-Me-
thode wurde hier als Referenz gewählt, da dieser Test
in unserem Labor bereits mit anderen Methoden ver-
glichen wurde [9]. Die Lp(a) Bestimmung mit der ki-
netischen Nephelometrie wurde 1994 von Beckman
Instruments für die Routineanalytik auf den Markt ge-
bracht. Während diese beiden Methoden bisher nicht
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Abbildung 4 Bestimmung von Lipo-
protein(a) in 6 Proben mit hohen Trigly-
ceridkonzentrationen (> 3,75 mmol/l).
Die Proben wurden auf Triglyceridwer-
te im Bereich von 3,75-5,75 mmol/l
bzw. 3,45-8,05 mrnol/l verdünnt und
anschließend die Lipoprotein(a) Kon-
zentrationen bestimmt.
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miteinander verglichen wurden, liegen Untersuchun-
gen mit anderen Tests vor [20].

Die Kortelationsberechnungen der hier untersuchten
kinetischen Nephelometrie mit* dem IRMA liefern
zufriedenstellende Ergebnisse (r = 0,971 und
rs = 0,985, n = 182), verglichen mit Literaturwerten über
Turbidimetrie (r = 0,949, n = 21), ELISA (r = 0,948,
n = 21) oder Immundiffusion (r = 0,959, n = 21) [20].

Die Ergebnisse für die tiefgefrorenen Proben bei
kurzer Lagerungsdauer sind besser als vergleichbare
Literaturwerte. Der Korrelationskoeffizient - hier
r = 0,971 - beträgt bei Rückgauer [20] bei den drei o.g.
Methoden r = 0,60; r = 0,62 und r = 0,82.

Die Arbeiten zur Stabilität von Lp(a) über einen
längeren Zeitraum ergaben bisher unterschiedliche Er-
gebnisse [18, 24]. Kronenberg et al. [18] untersuchten
den Einfluß des mehrfachen Eingefrierens und der
Langzeitlagerung bei tiefen Temperaturen bis zu 24
Monate. Dabei konnten sie feststellen, daß sich das
erstmalige Einfrieren ungünstig auf die Konzentra-
tionsbestimmung auswirkt und empfehlen für die Be-
stimmung innerhalb eines Monats die Lagerung bei
4 °C. Die durchschnittliche Reduktion für diesen Zeit-
raum betrug für Lp(a) 5%. Die hier ermittelten Ergeb-
nisse zur Probenstabilität bei 4 °C über einen Zeitraum
von 5 Wochen und für das Einfrieren bei -25 °C
decken sich mit den Resultaten von Kronenberg et al.,
die für Ihre Bestimmungen einen ELISA benutzten.
Craig et al. [24] hingegen fanden mit einem Immun-
diffusionstest und einem ELISA unterschiedliche Re-
duktionsraten bei allerdings stark unterschiedlichen
Mittelwerten für die frisch untersuchten Proben.

Hohe Triglyzeridkonzentrationen im Plasma beein-
flussen durch Trübung nephelometrische Bestimmun-
gen. Bei der hier eingesetzten kinetischen Nephelome-
trie wird zusätzlich zur herkömmlichen Nephelometrie

die Reaktionskinetik analysiert, um Störeinflüsse zu
minimieren. Der Einfluß der Triglyzeridkonzentration
(TG) wurde bei 6 Proben untersucht, wobei 3 Proben
von 3,45-8,05 mmol/l TG und 3 Proben von 3,45-
5,75 mmol/l TG eingesetzt wurden. Dabei konnte bei
4 Proben kein negativer Effekt beobachtet werden,
während zwei eine leichte Abnahme von Lp(a) bei
steigender Triglyzeridkonzentration zeigten. Die Lp(a)
Konzentrationen waren in einem Bereich von 100-900
mg/1 verteilt.

Die Standardisierung der Lp(a) Bestimmungen ist
bisher nicht gelungen. Auch bei den hier verwendenten
Kalibratoren bzw. Standardlösungen zeigten sich
große Abweichungen, die den methodenunabhängigen
Einsatz einschränken. Eine Lösung dieses Problems ist
wahrscheinlich nur durch einen häufig geforderten
kontrollierten Standard möglich, der zur Zeit zusam-
men mit einer Referenzmethode für Lp(a) entwickelt
wird [22, 23].

Zusammenfassend zeigen die hier durchgeführten
Lp(a)-Vergleichsmessungen mit einer immunoradio-
metrischen Methode und einer kinetischen Nephelo-
metrie eine sehr gute Übereinstimmung, sowohl bei
Plasmaproben, die bei 4 °C gelagert wurden, als auch
bei eingefrorenen Proben mit kurzer Lagerungsdauer.
Die Triglyzeridkonzentration als Störgröße mit einem
Grenzwert von 5,75 mmol/l konnte nicht bestätigt wer-
den; bei den hier untersuchten Konzentrationen von
3,45-8,05 mmol/l fanden sich keine Auswirkungen auf
die Lp(a)-Bestimmung.

Die Automatisierbarkeit und Schnelligkeit sind die
Vorteile der untersuchten kinetischen nephelometri-
schen Methode für die Konzentrationsbestimmung von
Lp(a). Die hier ermittelte Präzision und die gute Kor-
relation mit der immunoradiometrischen Methode un-
terstützen den Einsatz in der Routineanalytik.
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