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Vergleichende quantitative Bestimmungen
von Lp(a) -Lipoprotein im Humanserum
mit zwei verschiedenen Techniken

Raketenimmunelektrophorese RIE und Zonen-lmmunelektrophorese-Assay ZIA

1. Berger und G. Ohlenschliger

2Zusammentassung.:
Quanmatlve Lp(a)-Bestil gen im H um wurden mit zwei hie "Iu:hen I horetisch

iken — de{R k i lektroph (RIE) und dem Zonen-1, phorese-Assay {Z/A) durchg
fiihrt. Ein Vergleich der Ergebnisse beider Methoden zeigte im Bereich von 6— 80 mg/dl eine gute Ubereinstimmung
(r = 09919).

Lp(a)-Konzentrationen unter 6 mg/d!/ kénnen mit der Raketen- Technik nicht mehr quantitativ nachge w/esen werden,

da nach Laurell (12) Prazipitath6hen kdrzer als 5 mm nicht mehr prop

! zur K des A sind.

von 1—6mg/dl noch gut und reproduzierbar nachgewiesen

Bei dem ZIA d: ko Lp(a)-Ke
werden.

Schlisselwérter:

Lp(a)-Lipoproteinbesti — Rak
Summary:

Quantitative de of Lp(a)-lipop
i /e h js and zone ir

ktroph —Z /, lektroph Assay

had been performed by two different techniques — rocket

js assay. A significant correlation was found between data of

these two methods in a range of 6— 80mg/dl

Quantitative determinations of Lp(a) below 6 mg/d/ could not be carried out by the rocket method, since precipitation

peaks below 5mm are no longer prop / to the of the anugen (12).

Using ZIA, Lp(a)-concentrations of 1—6mg/d| can be d ined in a q it ly reproducible manner.

Keywords:

Lp(a)-lipoprotein de — Rocket ir le ph is — Zone i le ph js assay
Einleitung Elne erhohle Lp(a)- Konzemvauon wird nach Kostner (10) als
E—— Risikofaktor fiir die E
Lp(a) mit emem Molekulargew:cht von 5,4 x 10° Dalton ist eines Myokardmfarktes angesehen,

b At : Lipid.: . "
ein Li dessen Die mittlere Serumkonzentration betragt 10—20mg/d! (9).

setzung mit der LDL (low density lipoprotein)-Fraktion nahe-
zu identisch ist (8).

Die Hauptproteink von Lp(a) ist Apolip in B.
Lp(a) jedoch enthilt zustzlich ein spezifisches Lp(a)-
Antigen. Zwischen der Lp(a)- und ApoB-Konzentration im
Humanserum besteht keine Korrelation (2).

Bei kardio-vaskulédren Erkrankungen kdnnen Lp(a)-Werte bis
zu 250 mg/dl gefunden werden (9). Eine Lp(a)-Konzentra-
tion iber 30 mg/d! bedeutet bereits ein Risiko fiir die Entste-
hung eines Myokardinfarktes (10).

Mit einfachen immunchemischen Techniken wie der radialen
lmmundiﬂusion RID war es zundchst méglich, das Lp(a)

Seit man erkannt hat, daB hen der Lp(a)-K iv 2u besti (1). Da aber die Lp(a)-Konzentra-
und dem Auft GefaBerkrank ein Zusam- non |n den meisten Humanseren geringer ist als die untere
menhang besteht (2,3,6,7) g das Lp(a) hmend dieser Methode, ist sie fur eine exakte
an Bedeutung. q itative Lp(a)-B g nicht g
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Eine findlichere q i Nachwei de wurde
von Albers (2) mit dem Radioil ickelt. Mit
dieser Methode kann das Lp(a) auch in Seren nachgewiesen

den, die bei der B g mit der radi I diffu-
sion als negativ gelten.

Besonders geeignet fir die Quantifizierung von Lp(a) ist die
zuerst von Laurell (11) beschriebene Raketenimmunelektro-
phorese (4, 10) und der von Vesterberg (15) entwickelte
Zonen-| ph Assay (5).

Die Rak i h wird in einem Agarosegel,
das ein monospezifisches Lp(a)-Antiserum in gleichméRiger
Vertellung enthalt, durchgefihrt. Das Lp(a)-Antigen wird in

ocher, die man entl. einer Gelsei appli-
zient. Wahrend der Elektrophorese treffen diese Antigene mit
den prechenden Antiko lekilen, die aufgrund ihrer
minimalen Engenladung im Gel nlch( wandern, zusammen und
bilden | prazipi in Forrn von Raketen.
Die Hohe dieser Prazipit ist prop | zur K ntration
des Antigens, wenn dieses in einem definierten Volumen
aufgetragen wird.

Bei dem ZIA den Glaskapillarrohrchen (innerer Durch-
messer 2mm) — in einer speziellen Elektrophoresekammer
vertikal angeordnet — mit Lp(a)-antiserumhaltigen Agarose-
gel gefiilit. Wahrend der Elektrophorese wandern die Lp(a)-
Antigene in das Gel und bilden, wenn sie auf dle gegen sie

9. Entfarbelésungen
a) Entfarbelésung A (fir RIE)
450 m| Athanol abs.
100 ml Eisessig
450 ml Aqua bidest.
b) Entfarbelosung B (fur ZIA)
25mli Athanol oder Methanol
8ml Eisessig
67 ml Aqua bidest.

10. Glasplatten 1 mm stark, 70 x 70 mm

11. Gel Bond-Film 70 x 70 mm
Polyesterfolie mit beidseif pezialbehandelter Oberfla-
che

12. Filterpapier
a) Filterpapier 2043b Mgl. (Schleicher & Schiill) als
Kontaktbriicke zwischen Ge! und Puffer bei der RIE
b) Filterpapier 70 x 70 mm, 1,8 mm stark

13. Gewebeband 19 mm breit ~
14. 5mi-Spritze (Luer-Loc) mit Kaniile
15. Mikroauf te oder Partigen-Di:

firdie RIE

Methodische Durchfiihrung

spezifischen Lp(a)-Antikorper treffen, | p . Der
‘Abstand zwischen der Geloberfliche und der Front der
Immunprazipitate ist proportional zur aufgetragenen Protein-
menge.

«

Reagenzien und Material

1. Elektrophoresepuffer,
1.2mS
Tris 0,108 mol/|
Tricine 0,041 mol/!
in Aqua bidest.

2. Probenpuffer fir ZIA
Bromphenolblau 0,005% (w/v)
Saccharose 10% (w/v)
in Elektrophorese-Puffer

3. LE-Agarose (Marine Colloids)
4. Polyethylenglykol MG = 6000

5. Referenzstandard Lp(a) (Immuno Diagnostika GmbH,
Heidelberg)

pH-Wert = 8,6, Leitfahigkeit:

6. Anti-Human-Lp(a) vom Schaf, Becker-Titer 6,2 mg/ml

(Immuno Diagnostika GmbH, Heidelberg)
7. Natriumchlorid 0,9% (w/v) in Aqua bidest.

8. Farbelésungen
a) Farbeldsung A (fir RIE) (16)
Coomassie Brilliant Blue R- 250 0,5% (w/v) in Entférbe-
l6sung A
b) Farbelésung B (fiir ZIA) modifiziert nach Weeke (15)
Coomassie Brilliant Blue R-250, 0,2% (w/v) in Entférbe-
16sung B
bei Serva Blau R-250 wird nur etwa 70% der Farbstoff-
menge verwendet

Rak ; ok h
F { P

Herstellen der Gelplatten: 1%ige Agarose in Elektrophorese-
puffer (w/v) wird in kochendem Wasserbad geldst und auf
55°C abgekiihit. 7ml Agaroselésung werden mit 87,5ul
Lp(a)-Antiserum (Endkonzentration 1,25%) gemischt und
auf die 70 x 70 mm groBen Glasplatten gegossen. Man laRtdie
Gele 10 min erstarren. Um eine gute mechanische Stabilitat zu
erhalten, gibt man die fertigen Gelplatten fiir ein paar Stunden
in eine feuchte Kammer. Die Auftragestellen fiir das Serum
werden mit einer Stanzkaniile (Durchmesser 2,5mm) in
Abstidnden von 5 mm ausgestanzt und mit einer Wasserstrahl-
pumpe abgesaugt. Um storende Randeffekte zu vermeiden,
sollte der Abstand des ersten und letzten Loches 10 mm vom
Rand betragen.

Probenauftrag und Elektrophorese: Je 5l der Standardver-
diinnungen und des unverdiinnten Serums werden mit einer
Mikro-Auftragepipette oder mit einem Partigen-Dispenser in
die Auftragestellen pipettiert. Um eine unerwiinschte Vordif-
fusion zu“vermeiden, soliten die Proben erst aufgetragen
werden, wenn die Gelplatten bereits auf der Kihiplatte der
Elektrophoresekammer liegen und der Kontakt zum Puffer mit
den Fi i It ist. Aus diesem Grund ist
auch ein schnelles,Auftragen der Proben erforderlich. Wenn
méglich, sollte das Stromversorgungsgerat wahrend des Pro-
benauftrags auf etwa 80— 100 Volt eingestelit werden. Nach
der Probenapplikation stellt man auf dem Gel eine Feldstarke
von 1=2 Volt/cm ein. Dlese Feldstarke entspricht je nach
Wid: d des puff 1 Fil viers einer G

leistung des Stmmversorgungsgerates von 100—150 Volt
konstanter Spannung. Nach ca. 14 Std. (iiber Nacht) haben
sich die Prizipitate ausgebildet. /

Waschen, Trocknen, Farben und Entfiarben: Nach beendeter
Elektrophorese werden die nicht prazupmenen Proteine ca. 24
Std. mit physiologischer Koch hen und
anschlieBend noch einige Stunden in destillietem Wasser
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gespﬁk. Zum Trocknen die Gelpl mit

Fil deckt und bei R
iiber Nacht oder mit einem Fohn getrocknet. Nach dem
Trocknen werden die Gele 15min in der Farbelésung A
angefarbt Danach wird der ubetschussuge Farbstoff in der
Entfarbelésung A Meh Wechseln der
Entfarbeldsung ist erforderhch

Auswertung: Die quantitative Auswertung der .Prézipitat-
hohen (Abb. 1) erfolgt iiber eine Standardkurve.

Zonen-Immunelektrophorese-Assay

Der ZIA wurde in einer speziellen Elektrophoresekammer, der
Quantiphor (DESAGA GmbH, Heidelberg), durchgefiihrt. Ein
Rohrchensa\z mit 20 vertikal eng nebeneinander und parallel
laskapillarroh (innerer Durchmesser
2mm), die an beiden Enden durch eine Silikondichtung
miteinander verbunden sind und in einer Fiilleiste stecken,
werden in eine innere obere und eine dufere untere Puffer-
kammer eingesetzt.

angec

1% (w/v) Agarose in Elektrophoresepuffer wird mit Polyethy-
lenglykol 2% (w/v) durch Kochen gelést und auf 56°C
abgekdihit. Durch Polymere wie Polyethylenglykol wird die
Immunprazipi b t (13). Zu 5ml dieser Aga-
roseldsung werden SOul Antl Lp(a) pipettiert und gut ge-
mischt. Bei nied| ion kann die Antikar-
permenge verringert werden

Die Antiserum-haitige Agarose wird mit einer 5ml Luer-Loc-
Spritze aufgezogen und mit Hilfe einer speziellen Vorrichtung
von unten gleichzeitig in alle 20 Kapillaren bis zu einer mit
einer Fillmarke markierten. Hohe (ca. 3cm unterhalb der
obeven Offnung) gefulh Um eme gute Haftung des Geles an
der R zu , ist es wi , daB die
Rohrchen sehr sauber sind. Als Spilmittel wird elne 0,1%ige
Tween 80-Losung empfohlen. Scharfe Mittel wie Sauren oder
Alkohol sind fir die Reinigung nicht geeignet. Der R6hrchen-
satz wird anschlieBend griindlich mit destillietem Wasser
gespiilt.

Nach 30min ist die Agarose in den Kapillaren erstarrt. Der
Rohrch wird, hdem man das Klebeband von der
Filkeiste entfernt hat, in die mit Puffer gefiilite Elektrophorese-
kammer gesetzt. Durch Einspritzen von Puffer werden die
Luftblasen vorsichtig aus den Rohrchen entfernt.

Seren und Standard werden mit Probenpuffer verdiinnt und

mit einer Mikro-Auftragepipette unter die Pufferlosung auf die

Gele gebracht. Um zu erreichen, daB die Pufferldsungen direkt

iiber der Geloberfliche verbleiben, wird ihre Dichte durch

Hmzufugen von Saccharose erhoht Das |m Probenpuffer
das Pipetti

Die Elektrophorese wird bei einer konstanten Spannung von

vo2003 4 5 6,9 8 ¥oalow

Abb. 1: Ouant/tat/ve Besr/mmung von Lp(a) im Humanserum
mit der Rak h (R/E)

Anfr Ile

1-4: g
5—11: Serumprob di
Anti-Human-Lp(a): 87,5 u!/7 ml Agarose
Elektrophorese: 1,5 Volt/cm, 14 Std. (iber Nacht)

A1ift /

40 Volt durchgefihrt. Auf d seiner negati Ladung

wandert das Lp(a)-Anugen wahlend der Elektrophorese -

durch das antit Gel in R Anodel wobei es

zu einer spezifischen | hen dem ent- Abb 2: Ouanmatrve Bestimmung von Lp(a) mit dem Zonen-
sprechenden Antigen und Antikérper kommt. Dne Bedil ph :"n‘): ({IA)

gen werden so gewihit, da die Antiko fi d Auft llen 1—4: r 9

ihrer minimalen Eigenladung im Gel nicht wandern, Nach ca. A llen 5—-20: St P Verdinnung 1:10, Pro-
16 Std. (iiber Nacht) haben sich die Prazipi b / 244l

Je hoher die Proteinkonzentration in der Probe ist, desto
Ianger wird die Zone der Immunprazipitate.

Anti-Human-Lp(a): 40 ul/5m! Agarose
Elektrophorese: 40 Volt, 4mA, 16 Std.
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Nach Ablauf der Elektvophorese werden die Gelstabchen mit
e-nev P aus dem Rohrchensatz
und parallel inander auf der GelBond-
Folie — hydvophule Sene nach oben — angeordnet. Mit omam
Spatel oder Glasstab die Gele
Enthalten die Proben geniigend Lp(a), so kann man die
Immunprazipitate bereits im schrag einfallenden Licht erken-
nen.

der Entfarbeldsung ist erforderlich. Die q itative A

tung der Gele (Abb. 2) erfolgt iber eme Eichkurve. Sind d:e
Prazipitate kirzer als 2mm, sollten due Proben wemger
verdiinnt oder groBere P ]

Da sowoh! bei der RIE als auch bei dem ZIA eine Anzahi
Fak wie Antig und Antikorperk ionen, Feld-
starke (Volt/cm) und elektrophoretische Mobilitat, pH-Wert
und lonenstarke des Puffers die Prazipitathhe bzw. -lange

Zur itati A 9 den die Prazipi durch beeinfl; (14) ist es erf h, bei jedem Elektrophore-
Anférben visualisiert, Zu d Zweck den sie dch selauf dardverdii mitzufiihren.

getracknet. Um die Zeit des Trock zu verki d

die auf der Folie liegenden Gele auf eine Glasplatte gelegt und

mit trockenem Filterpapier bedeckt. Mit einem genau definier-

ten PreBgewicht wird der grote Teil des Wassers herausge- Diskussion

preBt. Nach wenigen Minuten sind die Gele weitgehend von

Flussigkeit und geld P Bei der quantitativen Bestlrnmung von Lp(a) mll der RIE

befreit und kénnen mit

einem Fohn vollstandi

AnschlieBend werden die Gele ca. 2 Std. in physiologischer
Kochsalzlésung und ca. 1 Std. in destilliertem Wasser gewa-
schen. Legt man keinen Wert auf einen vollstindig entfarbten
Hinterg Wasch )

verlauft die Eichkurve im K
40 mg/d| linear (Abb. 3). Die Seren wurden im Verhaltnis 1 .2
verdiinnt, wenn Prazipitathohen >30mm ger}essen wurden.

.Peaks” <5mm konnten nicht mehr quantitativ ausgewertet

, kann der gang auch ich ver-
kirzt warden

Nach dem Trocknen werden die Gele in der Farbelosung B
15min angefavbt Danach wird der uberschussnge Farbstoff in

den, da nach Laurell (12) so kleine Praznpltathohen sich

nicht mehr proportional zur Proteil

Mit dem ZIA dagegen konnen Lp(a)-Konzentrationen im
Bereich von 1 —5mg/dl noch gut und reproduzierbar nachge-

der Entfarbelc B g hen. Meh ges Wechsell wiesen den (Abb.4).
mm dist. ZIA
20 4
mm dist. RIE 18 1
J 16 -
50 14
12 A
40 -
10
30 A
g4 -
20 6
4 4 M
10
2
T T T T T gl T T T T T T
10 20 30 40 50 | 1 2 3 4 5 6
Lp(a) mg/di ' Lp(a) mg/di /
Abb. 3: dardkurve fir die q jtative B von Abb. 4: fkurve fir die q jtati i von
Lp(a) mit der Rak i lek h (RIE). Korrela- Lp(a) mit dem Zi / lektroph Assay (ZIA).

B

tionskoeffizient r = 0,9998

Korrelationskoeffizient r = 0,9997
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Der Vi beider i k ischer Method

zeigt im Bereich von 6 —80 mg/d! Lp(a) eine gute Korrelation
(Abb. 5).

Bei der RIE kann es je nach Gro&e der Auftragestellen zu

ichméRigen F in den Qi hi
ten senkrecht zur Stromrichtung an der Pmbenauftragestelle
und vondortin Rich zur Anode k
bei der RIE kontinuierlich eine seitliche Diffusion der Proteine
statt, so daR besonders bei kurzen Prizipitathéhen eine
quantitative Bestimmung oft nicht sehr genau und reprodu-
zierbar ist. Diese seitliche Diffusion ist zwar bei groBen
Molekiilen mit einem Molekulargewicht iiber 100000 Dalton
wie dem Lp(a)-Antigen mini Es bei optimal
Antigen-Antikorper-Verhaltnis | kte | azipi
tate gebildet, wobei es oftmals sch ist, die Spitze eines
Lrockets” genau zu definieren.

Bei der ZIA dagegen ﬁndet keine seitliche Ausbreitung von
Proteinen statt. Die Feldsta ilung ist durch den gesam-
ten Querschnitt der Gelrhrchen homogen. Die Antigenmen-
gekorreliert direktzur Lénge der Praznpnate. Das bedeutet elna
lineare Eichkurve iiber einen g
als bei der RIE.

Bei dem ZIA ko 5Rere Prob

— bis 100p!

findet -

70

RIE

50

30

Lp(a) mg/di

20 7. y= 00571 +1,0012x
. r=0,9919
10

— T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
Lp(a) mg/di  ZIA

Abb.5: V ich der q itati B von Lp(a)
mt! del Rak i lek h (RIE) und dem Zonen-

Probe — als bei der RIE pipetti den. D.

V] keiten beim Pipetti kleiner Volumina — beson-
ders von Losungen unterschiedlicher Viskositat — vermieden.
Ein weiterer Vorteil des ZIA ist der geringere Verbrauch an
Agarose, Puffer und Antikorper je Probe.

Trotz elmger Vorteile des ZIA gegenubev der RIE liegt die
h bei der von Lp(a)
nicht lich i Lp(a)-K unter
001 mg/dl konnen auch mit dem ZIA nicht mehr genau
heinlich ist hier die Molekii
von Bedeutung. Bei sehr groBen molekularen Antigenen, wie
2.B. dem Lp(a), mit einer geringen Elgenladung und relativ
vielen ifischen Epit lekiil fihrt
die Prazipitation mit den spezmschen Armkorpem vom blva-
lenten IgG-Typ zu einer sehr p sterisch
Vemetzung. Dies und auch der Vernetzungsgrad des Geles als
Trennmedium sind Faktoren, die die Sensitivitat der M

h Assay (ZIA)
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AbschlieBend kann gesagt den, daB beide i lektro-
phoretischen Methoden fiir die-quantitative Besummung von
Lp(a) auch im Routinelabor geeig sind. Welch h

der Vorzug gegeben wird, hangt auch davon ab, welche
MeBgenauigkeit erwartet wird, da eine g

Dr. med. G. Ohlenschlager

Facharzt fiir Innere Krankheiten
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Labor far angewamlle Btocmmm

Lp(a)-Bestimmung im Bereich unter Smgldl mch( immer
erforderlich ist. .
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