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1. Einleitung 

 

Atherosklerotische Gefäßveränderungen und deren Folgen – periphere Verschlusskrankheit, 

Schlaganfall , Herzinfarkt und plötzli cher Herztod – gehören zu den häufigsten Krankheits- 

und Todesursachen in den Industrienationen der westli chen Welt [1]. In den USA verursa-

chen kardiovaskuläre Erkrankungen ca. 950000 Todesfälle pro Jahr, dies entspricht 41,5 % 

aller Todesfälle [2].  

 

In einer Vielzahl von prospektiven Langzeituntersuchungen konnte ein statistischer Zusam-

menhang zwischen der Manifestation atherosklerotischer Erkrankungen und dem Auftreten 

bestimmter Risikofaktoren eindeutig gesichert werden. Zu den unabhängigen Risikofaktoren 

der Atherosklerose zählen heute Hyper- und Dyslipoproteinämien, Rauchen, Hypertonie, 

Diabetes mellit us, Lebensalter, Geschlecht, positi ve Familienanamnese, Nikotinabusus, Adi-

positas und mangelnde körperli che Aktivität [3-7]. Abbildung 1 zeigt Ergebnisse der      

PROCAM – Studie zur Prävalenz von Risikofaktoren in Gruppen mit und ohne koronare 

Ereignisse [8, 9]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: PROCAM (Münster Heart Study): Prävalenz von Risikofaktoren in Gruppen 

mit und ohne koronare Ereignisse. 

 

Zur Ätiologie der Atherosklerose wurde eine Reihe an Hypothesen formuliert, die die her-

ausragende Bedeutung einzelner Risikofaktoren bzw. -konstellationen betonen. Zum Bei-

spiel die Lipidhypothese besagt, dass eine Dyslipoproteinämie (Cholesterin-, LDL-, VLDL-, 

Lipoprotein (a) -Erhöhung, HDL-Erniedrigung) zentral für den Atheroskleroseprozess ist. 

Die „ Response to injury“ – Theorie beruht darauf, dass der Atherosklerose eine primäre En-

dothelverletzung vorausgeht. Potentiell atherogene Faktoren, z.B. Infektionen, modifizierte 
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Lipoproteine, blutdruckvermittelte mechanische Schäden oder auch veränderte Immunität 

könnten den Schaden hervorrufen. Im zweiten Schritt kommt es zu einer Lipidakkummulati-

on und zu einem zunehmenden Gefäßverschluss [10]. Übereinstimmend für alle Hypothesen 

ist jedoch die Feststellung, dass die Lipoproteine die Hauptakteure im atherosklerotischen 

Geschehen sind. 

 

Lipoproteine sind komplex zusammengesetzte Gebilde, die für den Transport von Phospho-

lipiden, Triglyceriden, Cholesterin und dessen Ester verantwortli ch sind. Ein anderer Be-

standteil der Lipoproteine – die Apolipoproteine – sind nicht nur für die Löslichkeit und 

Strukturstabilit ät der Lipoproteine, sondern auch für deren Schicksal in der Zirkulation ver-

antwortli ch. Apolipoproteine üben eine Vielfalt an Funktionen aus (Tabelle A, Anhang): 

einerseits sind sie Kofaktoren vieler enzymatischen Reaktionen, andererseits vermitteln sie 

die Bindung der Lipoproteine an die Zell rezeptoren (Tabelle B, Anhang). Die physiko-

chemischen Eigenschaften der Lipoproteine wie Dichte, Größe und Ladung wurden als 

Grundlage für die konventionelle Klassifizierung der Lipoproteine in VLDL, LDL und HDL 

bzw. in α-, β- und prä-β- Lipoproteine verwendet (Tabelle C, Anhang).  

 

Eine Großzahl an epidemiologischen Interventionsstudien sowie Befunde aus der Grundla-

genforschung konnten Aufschluss über das atherogene bzw. anti-atherogene Potential der 

einzelnen Lipoproteinklassen geben. Angiographisch kontrolli erte Studien (MAAS [11], 

REGRESS [12], LCAS [13], Post-CABG [14]), Primär- (WOSCOP [15], AF-

CAPS/TexCAPS [16]) und Sekundärpräventionsstudien (4S [17], LIPID [18], CARE [19]) 

konnten zeigen, dass eine Senkung des LDL-Cholesterins, der Triglyceride und die Steige-

rung des HDL-Cholesterins zur Reduktion der Progressionsrate (Einengung der Blutgefäße) 

bzw. zur Reduktion der koronaren Endpunkte führt (Tabelle D, Anhang).  

 

Während die atherogene Rolle von LDL und die anti-atherogenen Eigenschaften von HDL 

unumstritten sind, wurde die Beteili gung der triglyceridreichen Lipoproteine in der Athero-

genese angezweifelt. Denn der positi ve Zusammenhang zwischen Triglyceriden und kardio-

vaskulären Ereignissen verlor an Bedeutung, wenn in multi variaten Analysen gleichzeitig für 

das erniedrigte HDL-Cholesterin bzw. das erhöhte Gesamt-Cholesterin kontrolli ert wurde. 

Gegenwärtig sind Beweise für die atherogenen Eigenschaften der triglyceridreichen 

Lipoproteine nicht nur in den Tierversuchen, sondern auch in epidemiologischen Studien 

erbracht worden. Es konnte gezeigt werden, dass triglyceridreiche Lipoproteine 
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• die Lipid-Akkumulation von peritonealen Makrophagen fördern [20], 

• die Blut-Plättchen-Aggregation stimulieren [21] und zur Abnahme der fibrinolytischen 

Aktivität beisteuern [22, 23], 

• die Endothel-abhängige Vasodilatation beeinträchtigen [24], 

• in atherosklerotischen Läsionen vorhanden sind [25], 

• im Tiermodell ein besserer Parameter zur Abschätzung der Atherosklerose-Entwicklung 

sind als der konventionell angewandte Parameter – das LDL-Cholesterin [26], 

• bei ApoC-III- transgenen Mäusen einen signifikanten Beitrag zur Entwicklung der Athe-

rosklerose leisten [27], 

• einen unabhängigen Risiko-Faktor für kardiovaskuläre Erkrankungen darstellen           

[28-31, 32] (Tabelle E, Anhang). 

 

Die relative Atherogenität der triglyceridreichen Lipoproteine ist durch ihre metabolischen 

und funktionellen Eigenschaften sowie durch ihre ausgeprägte strukturelle Heterogenität zu 

erklären. Die konventionelle Einteilung der triglyceridreichen Lipoproteinen in VLDL und 

IDL ist zwar allgemein anerkannt und benutzt, spiegelt jedoch nur eine Eigenschaft der Li-

poproteine - ihre Dichte - wider. Für das Schicksal der Lipoproteine in der Zirkulation ist 

jedoch nicht die Dichte des Partikels, sondern dessen Apolipoproteinzusammensetzung und 

Größe verantwortli ch. Unter normalen Bedingungen werden die triglyceridreichen Lipopro-

teine hydrolysiert und von den Zellen aufgenommen. In den Zellen werden die in den Li-

poproteinen transportierten Triglyceride zur Energiegewinnung oder das Cholesterin z.B. für 

die Hormon- bzw. Membransynthese verwendet. Die Aufnahme der Lipoproteine erfolgt 

hauptsächlich über Zell rezeptoren, denen Apolipoproteine als Liganden dienen (Tabelle A 

und B, Anhang). Ist die Aufnahme der Lipoproteine aufgrund ihrer Apolipoproteinzusam-

mensetzung oder durch einen Zell rezeptordefekt gestört, sind Lipoprotein-

Konzentrationserhöhungen zu beobachten. Ob die Lipoproteine in der Zirkulation verbleiben 

oder die Gefäßwand durchdringen, um von Makrophagen aufgenommen zu werden und 

hiermit ihren Beitrag zur Entstehung von atherosklerotischen Plaques zu leisten, hängt von 

mehreren Faktoren ab. Einer davon ist die Lipoprotein-Größe. Nur Lipoproteine, die kleiner 

als 75 nm sind, können die intakte Endothelwand passieren [33]. Große triglyceridreiche 

Lipoproteine, wie Chylomikronen und VLDL, können nur nach einer Endothelzell -Läsion in 

die Arterienwand eindringen.  Diese Lipoproteine werden abhängig von der Apolipoprotein-

zusammensetzung zu Remnants oder zu LDL hydrolysiert und werden entweder von den 

Zellen der Leber bzw. der Peripherie oder auch von den Makrophagen im subendothelialen 
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Raum metabolisiert. Demzufolge ist nicht nur die Lipid-, sondern auch die Apolipoprotein-

zusammensetzung und die Größe der Lipoproteine für das Verständnis der  atheroskleroti-

schen Vorgänge sowie der Ursachen verschiedener Hyperlipoproteinämien entscheidend.  

 

Aus diesem Grund wurde von Alaupovic et al. [34] in den siebziger Jahren eine alternative 

Klassifikation für die Lipoproteine vorgeschlagen – das Lipoproteinfamilien-Konzept. Dem-

nach wurden die Lipoproteine in ApoA-I- und ApoB-haltige Familien eingeteilt . Die ApoA-

I-Gruppe wurde in LpA-I und LpA-I:A-II unterteilt , die ApoB-haltigen Lipoproteine in LpB, 

LpB:C, LpB:E, LpB:C:E und LpA-II :B:C:D:E. Alle Lipoproteinfamilien setzen sich aus 

heterogenen Partikeln zusammen, die sich in Größe, Dichte sowie dem Lipid/Protein-

Verhältnis unterscheiden, deren Apolipoproteinkomposition dagegen homogen ist [35]. 

Während VLDL und IDL hauptsächlich aus LpB:C, LpB:E, LpB:C:E und LpA-II :B:C:D:E 

und LDL aus LpB bestehen, setzen sich HDL aus LpA-I und LpA-I:A-II zusammen.  

 

In einer kleinen Zahl an Studien, die den Zusammenhang zwischen der Entwicklung von 

kardiovaskulären Erkrankungen und den triglyceridreichen Lipoproteinsubfraktionen unter-

sucht haben, konnte gezeigt werden, dass 

bei Patienten mit erhöhten LpB:C- und LpB:C:E-Spiegeln ein Fortschreiten der 

atherosklerotischen Läsionen zu verzeichnen war, obwohl die LpB-Konzentration (entspricht 

der LDL-Konzentration) gesenkt worden war [35, 36], 

bei Überlebenden nach einem Myokardinfarkt im Vergleich zu Kontrollen höhere Konzent-

rationen an ApoC-III- haltigen LpB ermittelt werden konnten [37]. 

Bezüglich der Rolle der triglyceridreichen Lipoproteine in der Atherogenese stehen diese 

Ergebnisse im Einklang mit den Studien, die Gesamt-Triglyceride als Risiko-Faktor unter-

sucht haben, enthalten jedoch zusätzli che Informationen zur relativen Atherogenität der   

ApoB-haltigen Lipoproteine. 

 

Die kleine Zahl an durchgeführten Studien sowie die geringen Zahlen an untersuchten Pati-

enten können auf das Fehlen einer Referenzmethode zur Bestimmung von Lipoprotein-

subfraktionen zurückgeführt werden. Der Größen-Aspekt wurde in keiner der durchgeführ-

ten Studien einbezogen. Weiterhin sind nur wenige Untersuchungen durchgeführt, die nicht 

nur physiko-chemische Eigenschaften der einzelnen Lipoproteinsubfraktionen bei verschie-

denen Erkrankungen, sondern auch deren funktionelle Eigenschaften berücksichtigen. 
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2. Fragestellung 

 

In letzter Zeit wurden mehrere Beweise zur möglichen Atherogenität der ApoB-haltigen 

Lipoproteine erbracht. Welches der strukturell und funktionell heterogenen Lipoproteine das 

höchste atherogene Potential trägt, bleibt noch zu klären. Vor diesem Hintergrund sollten 

daher folgende Aspekte untersucht werden: 

1) Entwicklung und Optimierung eines immunologischen Verfahrens zur Trennung von 

Lipoproteinsubfraktionen, mit dem eine Isolierung von nahezu intakten Lipoproteinen be-

stimmter Größe mit einem definierten Apolipoproteinbesatz möglich ist. 

2) Charakterisierung der biochemischen und funktionellen Eigenschaften der aus humanem 

Serum isolierten Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E). 
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3. Material und Methoden   

 

3.1. Gewinnung von Serum und Plasma 

 

Die Blutentnahme erfolgte am nüchternen Probanden. Für die Serum- als auch für die Plas-

ma-Gewinnung wurden Vacutainer der Fa. Becton Dickinson, USA verwendet. Der Serum-

vacutainer enthält als Zusatz ein Gel, das die Trennung der zellulären Bestandteile des Blutes 

vom Serum ermöglicht, sowie einen Gerinnungsaktivator (Gel and Clot Activator). Der 

Plasmavacutainer hat K3-EDTA [0,85 mmol/l] als Zusatz. Durch EDTA-Komplexierung der 

Ca2+-Ionen im Plasma wurde die Gerinnung inhibiert. Die Proben wurden 10 Min bei     

3000 rpm und 10° C zentrifugiert (Heraeus, Labofuge 400 R, BRD). Das Serum bzw. das 

Plasma wurden sofort für die Isolierung der Lipoproteine eingesetzt. 

 

 

3.2. Konzentrationsbestimmung von L ipiden und Apolipoproteinen im Serum  

 

Cholesterin-, Triglycerid- und Apolipoprotein-Konzentrationen im nativen Serum sowie in 

den UZ- und Säulenfraktionen wurden photometrisch bzw. turbidimetrisch am Autoanalyzer 

(Hitachi 911/Boehringer Mannheim, BRD) bestimmt. Dafür wurden kommerzielle Tests der 

Fa. Roche, Schweiz verwendet. Die Konzentrationsbestimmungen von ApoC-III und ApoE 

wurden mittels einer in-house Methode durchgeführt.  

 

 

3.2.1. Ermitt lung von Tr iglycerid- und Cholesterinkonzentrationen  

 

Die Bestimmung der Triglyceridkonzentration (GPO/PAP-Methode) beinhaltet folgende 

Schritte: 

1) Triglyceride + 3H2O  :��*O\FHULQ�����5&22+ 

2) Glycerin + ATP  :��*O\FHULQ-3-phosphat + ADP 

3) Glycerin-3-phosphat + O2  :��'LK\GUR[\DFHWRQSKRVSKDW���+2O2 

4) H2O2 + 4-Aminophenazon + 4-Chlorphenol  :� � �-(p-Benzochinon-monoimino)-  

                                                                                   phenazon + 2 H2O + HCl 
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Diese Reaktionen wurden durch folgende Enzyme katalysiert: 1) Lipoproteinlipase, 2) Gly-

cerol-Kinase, 3) Glycerin-phosphat-oxidase und 4) Peroxidase. Die photometrische Bestim-

mung erfolgte bei 505/700 nm. 

 

Die Cholesterinbestimmung (CHOD-PAP-Methode) wurde nach dem gleichen Prinzip 

durchgeführt: 

1) Cholesterinester + H2O  :��&KROHVWHULQ���5&22+ 

2) Cholesterin + O2  :��∆4-Cholestenon + H2O2 

3) H2O2 + 4-Aminophenazon + Phenol  :���-(p-Benzochinon-monoimino)- 

 phenazon + 4 H2O 

 

Die erste Reaktion wurde von der Cholesterinesterase, die zweite Reaktion von der Choleste-

rinoxidase und die dritte Reaktion von der Peroxidase katalysiert. Die Änderung der Extink-

tion wurde bei 505/700 nm gemessen. 

 

Abhängig davon, ob die Bestimmung im Serum oder in Säulenfraktionen erfolgte, wurden 

unterschiedliche Probemengen für die Reaktion verwendet. Für die Konzentrationsbestim-

mung im Serum wurden nur 3 µl verwendet („ high“ -Methode), in den Säulenfraktionen -     

9 µl („ low“ -Methode). Dieser Mengenunterschied wurde wegen einer starken Verdünnung 

der Probe in den Säulenfraktionen notwendig. Vor jeder Analysenserie wurde eine 2-Punkt-

Kalibration mit einer anschließenden Bestimmung der Triglycerid- bzw. Cholesterinkonzent-

rationen in den Kontrollseren (Precinorm und Precipath der Fa. Roche, Schweiz) durchge-

führt. 

 

 

3.2.2. Ermitt lung von Apolipoproteinkonzentrationen  

 

Zur Bestimmung der ApoB-Konzentration wurde ein kommerzieller immunologischer Trü-

bungstest der Fa. Rolf Greiner Biochemica, BRD verwendet. Im ersten Reaktionsschritt wur-

de zu der Probe PEG- sowie Detergenzlösung zugesetzt. Im zweiten Schritt erfolgte die 

Zugabe von Anti-human ApoB-Antikörper (Ziege). Die durch Präzipitation entstandene 

Trübung wurde bei 340 nm gemessen. 
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Die Bestimmung der ApoE- und der ApoC-III- Konzentrationen erfolgte nach dem gleichen 

Prinzip wie die des ApoB. Im zweiten Reaktionsschritt wurden jedoch die Anti-human    

ApoE- bzw. ApoC-III- Antiseren (Ziege) zugegeben. Der Trübungsnachweis erfolgte eben-

falls bei 340 nm. Die Applikation für den HITACHI wurde jedoch in Vorversuchen festge-

legt [38]. 

 

Bei den Bestimmungen der Apolipoproteinkonzentrationen im Serum bzw. in den Säulen-

fraktionen wurden auch wie bei der Bestimmung der Cholesterin- und Triglyceridkonzentra-

tionen unterschiedliche Methoden angewandt: die „ high“ - und die „ low“ -Methode. Der 

Unterschied zwischen den beiden Methoden lag in der Konzentration der PEG-Lösung, de-

ren Menge sowie der Menge der zugefügten Antiseren und der Probe (Tabelle 1). Für die 

„ low“ -Methode wurde das Anti-C-III-  und Anti-E-Antiserum 1+3 verdünnt. 

 

„ high“  –Methode „ low“ -Methode  

Test PEG-

Konzentr . 

PEG-

Menge 

AK-

Menge 

Proben-

menge 

PEG-

Konzentr . 

PEG-

Menge 

AK-

Menge 

Proben-

menge 

ApoB 4,8 % 250 µl 50 µl 2 µl 4,8 % 200 µl 50 µl 25 µl 

ApoC-III  4,8 % 240 µl 25µl 5 µl 7,0 % 180 µl 25 µl 50 µl 

ApoE 4,8 % 250 µl 35 µl 5 µl 7,0 % 180 µl 37 µl 50 µl 

 

Tabelle 1: HITACHI-Applikationen für die Bestimmung von Apolipoproteinkonzentrationen mit der 

„ high“ - und „ low“ -Methode. 

 

Jede Analyseserie fing mit einer 6-Punkt-Kalibration der beiden Methoden mit NT-Standart 

(Dade Behring, BRD) an. Für die low-Methode wurde der Kalibrator 1+15 verdünnt. An-

schließend erfolgte die Bestimmung der Apolipoproteinkonzentrationen in den Kontrollse-

ren. Während das Kontrollserum (Apolipoprotein-Kontrollserum CHD, Dade Behring, BRD) 

für die „ high“ -Methode unverdünnt eingesetzt wurde, wurde für die „ low“ -Methode ein 

Verdünnung 1+9 angewandt.  

 

 

3.3. Ultrazentr ifugation 

 

Die Ultrazentrifugationsmethode wurde zur Isolierung von VLDL, LDL und HDL einge-

setzt. Diese Methode wurde sowohl für präparative als auch für analytische Zwecke ange-
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wandt. HDL wurden für die Herstellung der HDL-Säule verwendet und VLDL wurden im 

Rahmen der Immunpräzipitationsuntersuchungen isoliert und charakterisiert. Außerdem 

wurde die Ultrazentrifugation zum Entfernen der Lipide aus den Ziegen-Antiseren verwen-

det. Alle Ultrazentrifugationsschritte wurden mit der Ultrazentrifuge Beckman L7-55, USA 

durchgeführt. 

 

 

3.3.1. Isolierung von VLDL, LDL, HDL und LPDS (li poprotein deficient serum) 

 

Die präparative Trennung der VLDL und LDL von den HDL erfolgte durch Einstellung der 

Serumdichte mit KBr auf 1,06 g/ml. Nach der Ultrazentrifugation bei 45000 rpm für 24 h bei 

4° C wurde der Überstand abgenommen und mit NaCl-Lösung auf eine Dichte von        

1,019 g/ml gebracht. Nach einer zweiten Zentrifugation für 24 h bei 45000 rpm und 10° C 

wurden die VLDL (im Überstand) und die LDL (im Unterstand) voneinander getrennt. Die 

Konzentrierung der LDL erfolgte durch Einstellung der Dichte auf 1,06 g/ml (KBr-Zugabe) 

und Zentrifugation bei 45000 rpm für 24 h bei 10° C. Die LDL-Schicht wurde abgenommen 

und im Tris-Puffer (siehe 3.9) bei 4° C 24 h unter mehrmaligem Pufferwechsel (4-5 mal) 

dialysiert. 

 

Die HDL-Isolierung erfolgte aus dem Unterstand, der nach der Abtrennung von VLDL und 

LDL entstanden ist. Hierfür wurde die Dichte des Unterstandes mit KBr auf 1,21 g/ml einge-

stellt und 48 h bei 45000 rpm und 10° C zentrifugiert. Der Überstand (HDL) wurde abge-

nommen und für 48 h im Tris-Puffer dialysiert.  

 

Für die Isolierung des LPDS wurde der Unterstand der letzten Ultrazentrifugation mit KBr 

auf eine Dichte von 1,25 g/ml gebracht und 40 h bei 45000 rpm und 10° C zentrifugiert, um 

die restli chen HDL zu entfernen. Anschließend wurde der Überstand abgenommen und der 

Unterstand, der lipoproteinfrei war, über 48 h in Tris-Puffer dialysiert. Danach wurde das 

LPDS bei 37° C für 1 h im Wasserbad inaktiviert. Das denaturierte Protein wurde durch 

Zentrifugation bei 5000 rpm für 15 Min bei Raumtemperatur vom LPDS abgetrennt. Der 

Überstand wurde filt riert und für die Bestimmung der Protein-, Triglycerid-, Phospholipid- 

und Cholesterinkonzentrationen eingesetzt. 

Protein  =  4 g/dl 

TG    <  10 mg/dl 
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PL    <  15 mg/dl 

CH   <  10 mg/dl 

Beim Erreichen dieser Werte wurde das LPDS steril filt riert (Porengröße 0,8 µm, Milli pore, 

USA) und bei – 20° C eingefroren. 

 

 

3.3.2. Entfernen von L ipoproteinen aus den Ziegen-Antiseren 

 

Die vom Hersteller angebotenen Ziegen-Antiseren enthielten Lipoproteine, die sich für einen 

Teil der Untersuchungen als störend erwiesen. Aus diesem Grund wurden die Antiseren auf 

eine Dichte von 1,25 g/ml  mit KBr eingestellt und 24 h bei 30000 rpm, 10° C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und der lipoproteinfreie Unterstand wurde im Tris-Puffer 

24 h dialysiert. Während der Dialyse wurde die Pufferlösung 4-5 mal gewechselt. Der Erfolg 

der Aufreinigung wurde durch Messung der Triglycerid-, Cholesterin- und Apolipoprotein-

konzentrationen überprüft.  

 

 

3.4. Immunpräzipitation 

 

Die Immunpräzipitation setzte sich aus drei Schritten zusammen:  

1) Zugabe von Antiseren zu der Probe (Tabelle 2),  

2) Inkubation: 3 h, 4° C,  

3) Zentrifugation (Beckman Microfuge, USA) bei 15000 rpm, 15 Min.  

Nach der Zentrifugation wurde der Überstand aspiriert und für weitere Untersuchungen 

eingesetzt, z.B. für die Gelchromatographie oder Ultrazentrifugation. 

 

Ansatz Serum Anti-ApoC-III  

 

Anti-ApoE 

 

NaCl 

nativ 200 µl --- --- 900 µl 

Anti-C-III -Fällung 200 µl 800 µl --- 100 µl 

Anti-E-Fällung 200 µl --- 400 µl 500 µl 

Combi-Fällung 200 µl 600 µl 300 µl --- 

 

Tabelle 2: Pipettierschema der Immunpräzipitationsansätze. 
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3.4.1. Optimierung der Immunpräzipitation durch Zugabe von Immunpräzipitations-

verstärkern 

 

Durch Zugabe von Immunpräzipitationsverstärkern sollte die Präzipitationsrate beim mini-

malen Zusatz an Antiseren verbessert werden. Es wurden Immunpräzipitationsversuche mit 

Zugabe von PEG (Mr = 10000) [39] und Protein A durchgeführt. Die Tabelle 3 zeigt die 

Zusammensetzung der einzelnen Versuchsansätze.  

 

Versuch nativ Anti-C-III -Fällung Anti-E-Fällung Combi-Fällung 

 

NaCl 

 

50 µl Serum 

250 µl NaCl 

 

 

50 µl Serum 

100 µl Anti-C-III  

150 µl NaCl 

 

 

50 µl Serum 

50 µl Anti-E 

200 µl NaCl 

 

 

50 µl Serum 

100 µl Anti-C-III  

50 µl Anti-E 

100 µl NaCl 

 

PEG 

 

50 µl Serum 

230 µl NaCl 

20 µl 25% PEG-

Lösung 

 

 

50 µl Serum 

100 µl Anti-C-III  

130 µl NaCl 

20 µl 25% PEG-

Lösung 

 

50 µl Serum 

50 µl Anti-E 

180 µl NaCl 

20 µl 25% PEG-

Lösung 

 

50 µl Serum 

100 µl Anti-C-III  

50 µl Anti-E 

20 µl 25% PEG-

Lösung 

 

Protein A 

 

50 µl Serum 

150 µl NaCl 

100 µl Protein A 

 

50 µl Serum 

100 µl Anti-C-III  

50 µl NaCl 

100 µl Protein A 

 

50 µl Serum 

50 µl Anti-E 

100 µl NaCl 

100 µl Protein A 

 

50 µl Serum 

100 µl Anti-C-III  

50 µl Anti-E 

100 µl Protein A 

 

Tabelle 3: Pipettierschema zur Bestimmung der Präzipitationseff izienz. 

 

Im dritten Versuchsansatz wurde ein 20- bis 40facher Überschuss an Protein A immer erst 

nach dreistündiger Reaktionszeit zugegeben. Die Proben wurden eine Stunde geschwenkt 

und danach wie auch die anderen Ansätze bei 15000 rpm (Beckman Microfuge, USA)        

15 Min zentrifugiert. Anschließend wurde in den Überständen die Apolipoproteinkonzentra-

tion im niedrigen Messbereich („ low“ -Methode) ermittelt. 
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3.4.2. Isolierung der L ipoproteine mittels Immunpräzipitation und anschließender  

Ultrazentr ifugation 

 

Nach der Immunpräzipitation mit ApoC-III-  und ApoE-Antiserum allein, sowie nach Com-

bi-Fällung wurden 500 µl des Überstandes mit 100 µl 0,9%-NaCl-Lösung überschichtet und 

gewogen. Nach 18-stündiger Zentrifugation bei 4° C und 30000 rpm wurde die obere 

Schicht abgenommen (ca. 100 µl) und die Proben auf das Ausgangsgewicht mit 0,9%-NaCl-

Lösung gebracht. Der Unterstand enthielt nun lediglich LDL- und HDL-Fraktionen, in denen 

die Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen bestimmt wurden. Um die LDL zu entfer-

nen, wurde eine Fällung mit PWS-Fällungsreagenz (0,44 mmol/l PWS, 20 mmol/l MgCl2) 

vorgenommen [40, 41]. Hierfür wurden zu den 200 µl des Unterstandes 500 µl PWS-

Fällungsreagenz dazugegeben. Nach 15 Min Inkubation bei Raumtemperatur wurde der An-

satz bei 12000 rpm (Beckman Microfuge, USA) für 3 Min zentrifugiert. Anschließend wur-

den im Überstand (HDL-Fraktion) die Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen ermittelt.  

 

Die Lipide in VLDL wurden durch Subtraktion der Triglycerid- bzw. Cholesterinkonzentra-

tionen im nativen Serum und den Lipidkonzentrationen im Ultrazentrifugationsunterstand 

bei der Dichte von 1,006 g/ml ermittelt. Die Differenz der Lipidkonzentrationen im nativen 

Serum, VLDL und dem Überstand der PWS-Fällung (HDL) ergab die Triglycerid- bzw. 

Cholesterinkonzentrationen in LDL (z.B. TG LDL = TG Serum – TG VLDL – TG HDL). 

 

 

3.5. Gelfil trationschromatographie 

 

Mittels Gelfilt rationschromatographie wurden die Lipoproteine in VLDL-, LDL-, und HDL-

große Lipoproteine eingeteilt . Die Auftrennung erfolgte je nach Probemenge entweder mit 

einer FPLC-Anlage (fast performance liquid chromatography) oder mit einer 6B-Sepharose-

Säule (Trennbereich 10-4000 kDa). 

 

 

3.5.1. Trennung von L ipoproteinen mit FPLC 

 

Die FPLC-Anlage (Amersham Biosciences, UK) wurde für die Trennung von Probemengen 

bis zu 500 µl verwendet. Vor dem Auftragen der Probe wurde die Superose 6 HR-Säule  
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(Amersham Biosciences, UK) mit 2-3 Säulenvolumina bei einer Geschwindigkeit von       

0,4 ml/min mit Tris-Puffer gespült. Anschließend wurden 500 µl Probe auf die Säule aufge-

tragen und mit dem Tris-Puffer eluiert. Während des Laufes betrug die Flußrate 0,3 ml/min. 

Mit einem Fraktionssammler wurde die eluierte Probe in 30 Fraktionen je 400 µl gesammelt. 

In jeder Fraktion wurden die Triglycerid-, Cholesterin-, ApoB-, ApoC-III-  und ApoE-

Konzentrationen gemessen. 

 

 

3.5.2. Trennung von L ipoproteinen mit der 6B-Sepharose-Säule 

 

Für die Trennung von Probemengen bis zu 30 ml wurde eine 6B-Sepharose-Säule (60 mm x 

650 mm, Amersham Biosciences, UK) verwendet. Das Äquili brieren der Säule sowie die 

Eluierung der Probe erfolgte mit Tris-Puffer. Die Laufgeschwindigkeit betrug 0,8 ml/min.  

 

 

3.6. Immunabsorption 

 

Mit einer Immunabsorptionsmethode wurden die einzelnen Lipoproteinsubfraktionen - LpB, 

LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E isoliert. Während nach der Immunpräzipitation die Zu-

sammensetzung einzelner Lipoproteinsubfraktionen errechnet werden musste, erlaubte die 

Immunabsorption eine direkte Messung der Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen in 

den Lipoproteinsubspezies. Ein weiterer Vorteil der Immmunabsorption bestand in der Mög-

li chkeit, die Lipoproteinsubfraktionen präparativ zu trennen und für die Zellversuche einzu-

setzen.  

 

 

3.6.1. Herstellung einer HDL-Säule, Aufreinigung der Antikörper 

 

Für die Herstellung der Anti-C-III-  und Anti-E-Säulen wurden polyklonale Antikörper der 

Fa. Rolf Greiner Biochemica, BRD verwendet. Vor der Kopplung der Antikörper an die 

CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Amersham Biosciences, UK) wurden diese mittels einer 

HDL-Säule gereinigt.  
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Die HDL-Säule enthielt an die CNBr-aktivierte Sepharose 4B kovalent gebundene HDL, die 

mittels Ultrazentrifugation aus 250 ml Plasma eines gesunden Probanden gewonnen wurden. 

Für die Herstellung der HDL-Säule wurden 4,3 mg Protein pro ml aktivierter Sepharose ge-

koppelt (Vorschrift Amersham Biosciences, UK). Die Säule wurde nach dem „Sandwich“ -

Prinzip [42] gepackt: 132 ml Sephadex G-25 Medium, 113 ml HDL-Sepharose, 16 ml 

Sephadex G-25 Medium. Die oberste Schicht des Sephadex G-25 Medium schützte die 

Sepharose vor möglichen Verunreinigungen, die beim Auftragen der Probe entstehen kön-

nen. Die unterste Sephadex G-25 Medium Schicht diente zur Trennung des niedermolekula-

ren NaSCN, das für die Spaltung der Antigen-Antikörper-Bindung eingesetzt wurde. Für die 

Dissoziation des Antigens von der Säule wurde 5M NaSCN verwendet. Die Kombination 

der Immunaff initätssepharose mit dem Sephadex G-25 Medium gewährleistete einen kurzen 

Kontakt zwischen den NaSCN-Molekülen und dem Antigen, so dass mögliche Veränderun-

gen der Antigenstruktur durch die NaSCN-Lösung vermieden werden konnten. 

 

Der Anti-C-III- Antikörper wurde aus 200 ml ApoC-III- Antiserum gewonnen. Bevor die 

HDL-Säule mit dem Antiserum beladen wurde, wurde diese mit 5 M NaSCN gespült und 

mit Tris-Puffer äquili briert. Das Antiserum wurde in Portionen je 25 ml aufgetragen. Nach 

der Eluierung der nicht retinierten Fraktion wurde der Antikörper mit dem 5M NaSCN von 

der Säule eluiert. Alle Fraktionen wurden auf Eis gesammelt. Die retinierten Fraktionen 

wurden in Saccharose konzentriert, die nicht retinierten Fraktionen wurden wiederholt auf 

die  

HDL-Säule aufgetragen, um die restli chen Antikörper zu isolieren. Der isolierte Antikörper 

wurde bei 4° C gelagert. 

 

Für die Herstellung der Anti-E-Säule wurden 100 ml vom ApoE-Antiserum verwendet. 

Die Aktivität der isolierten Antikörper wurde mittels Doppeldiffusion nach Ouchterlony   

überprüft. 

 

Der aufgereinigte und in Saccharose konzentrierte Antikörper wurde im Kopplungspuffer 

(siehe 3.9) dialysiert und nach der Vorschrift (Amersham Biosciences, UK) an die CNBr-

aktivierte 4B Sepharose gekoppelt. Beide Säulen wurden nach dem Prinzip der HDL-Säule 

gepackt. Als Elutionsmittel wurde 3M bzw. 5M NaSCN verwendet.  
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Für die Anti-C-III- Säule wurde eine Bindungskapazität von 2 mg ApoC-III , für die Anti-E-

Säule von 0,4 mg ApoE ermittelt. Diese Werte wurden bei einer Durchflussgeschwindigkeit 

von 10 ml/h cm2 erreicht. 

 

 

3.6.2. Doppeldiffusion nach Ouchterlony 

 

Die Objektträger wurden mit maximal 3 ml 1,2 % Agarlösung beschichtet. In das erkaltete 

Agar wurden Löcher gestanzt, wobei das mittlere Loch einen Durchmesser von 5 mm und 

die um dieses Loch angeordneten Löcher einen Durchmesser von 2 mm aufwiesen. In das 

mittlere Loch wurde die antigenhaltige Lösung und in die äußeren Löcher jeweils alternie-

rend die Antikörperlösung aufgetragen. Zur Ausbildung der Präzipitationslinien wurden die 

Agarplatten in verschlossenen Plastikboxen für 48 h bei Raumtemperatur oder für 24 h bei 

37° C inkubiert. Um die nicht präzipitierten Proteine zu entfernen, wurden die Agarplatten 

24 h in 0,9% NaCl-Lösung inkubiert. Die NaCl-Lösung wurde 4-5 mal gewechselt. An-

schließend wurde mit H2Obidest angefeuchtetes Filterpapier auf die Gelfläche gelegt, und die 

Objektträger bei Raumtemperatur getrocknet. Die Präzipitationsbanden wurden mit Coomas-

sie-Lösung angefärbt (siehe 3.9). Anschließend wurden die Gele in der Entfärberlösung (sie-

he 3.9) inkubiert, bis deren Hintergrund hell erschien und die Präzipitationsbanden deutli ch 

zu erkennen waren. 

 

 

3.6.3. Isolierung von L ipoproteinsubfraktionen 

 

Die einzelnen Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E) wurden 

durch Kombination der beiden Immunaff initätssäulen – Anti-C-III-  und Anti-E-Säulen - iso-

liert. Abbildung 2 zeigt die Reihenfolge der durchgeführten Schritte.  
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Abbildung 2: Isolierung einzelner Lipoproteinsubfraktionen. 

 

Um für die Durchführung der Zellversuche ausreichende Mengen an Lipoproteinsubfraktio-

nen zu gewinnen, mussten in Abhängigkeit von den ApoC-III-  und ApoE-Konzentrationen 

Serummengen zwischen 20 und 30 ml verarbeitet werden. Um die Säulenkapazität nicht zu 

überschreiten, musste das Serum in Portionen auf die beiden Immunaff initätssäulen aufge-

tragen werden. Konzentrierung und Lagerung der Proben erfolgten  mit PEG (Mr = 350000) 

und/oder Saccharose bei 4° C.  

 

 

3.6.4. Durchsuchen von Probandenseren auf das Vorhandensein von LpB:C-III , LpB:E 

und LpB:C-III :E  

 

Zum Untersuchen der Probandenseren auf Vorhandensein von LpB:C-III , LpB:E und 

LpB:C-III :E wurden Anti-C-III-  bzw. Anti-E-Säulen verwendet. Abhängig von den ApoC-

III-  bzw. von den ApoE-Serumkonzentrationen wurden 150 bis 300 µl Serum für die Unter-

suchungen eingesetzt. Um festzustellen, ob im Serum LpB:C-III vorhanden ist, wurde in der 

nicht retinierten Fraktion der Anti-E-Säule, die LpB und LpB:C-III enthält, die ApoC-III-  

Konzentration bestimmt. Das Vorhandensein von LpB:E wurde nach Passage des Serums 

durch die Anti-C-III- Säule ermittelt. Dafür wurde in der nicht retinierten Fraktion, die aus 

LpB und LpB:E besteht, die ApoE-Konzentration bestimmt. In den retinierten Fraktionen 

beider Säulen wurde LpB:C-III :E nachgewiesen. 

 

 

 Anti-C-III -Säule 

Ret: LpB:E nRet: LpB:C-III  Ret: LpB:C-III :E 

 Anti-E-Säule 

nRet: LpB + LpB:E Ret: LpB:C-III + LpB:E:CIII  

nRet: LpB 

 Anti-E-Säule 
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3.7. Biochemische Charakterisierung der L ipoproteinsubpopulationen 

 

Die nach Größe und Apolipoproteinzusammensetzung isolierten Lipoproteine wurden bio-

chemisch charakterisiert. Dafür wurde die Lipid- und Apolipoproteinmolekülzahl jeder Sub-

spezies pro Lipoproteinpartikel ausgerechnet und das Laufverhalten in der Elektrophorese 

untersucht. Die Größenverteilung und die Form der Lipoproteine wurden zusätzli ch unter 

dem Elektronenmikroskop überprüft. 

 

 

3.7.1. Ermitt lung der Tr iglycerid-, Cholesterin- und Apolipoproteinmolekülzahl  

 

Die Ermittlung des Lipid- und Apolipoproteingehaltes pro Partikel wird nahegelegt durch 

den Umstand, dass die ApoB-haltigen Lipoproteine nur ein einzelnes ApoB-Molekül enthal-

ten. Aus diesem Grund sagt der Quotient der Triglycerid-, Cholesterin-, ApoC-III-  und    

ApoE-Konzentrationen (in mmol/l) pro ApoB (in mmol/l) aus, wie viele Lipid- und Apoli -

poproteinmoleküle von einem Partikel transportiert werden. 

 

Für die Bestimmung der Lipid- und Apolipoproteinmolekülzahl pro Lipoproteinpartikel in 

VLDL- bzw. LDL- großen Lipoproteinen wurde wie folgt vorgegangen: 

1) Umrechnung aller Konzentrationseinheiten im mmol/l. 

2) Errechnen der Flächen unter den Kurven nach dem FPLC-Lauf für VLDL- und LDL-

große Lipoproteine (AUC-TG, AUC-CH, AUC-ApoB, AUC-ApoC-III , AUC-ApoE). 

3) Bildung der Quotienten:  

    AUC-TG    AUC-CH    AUC-ApoC-III          AUC-ApoE 

    AUC-ApoB              AUC-ApoB                AUC-ApoB                        AUC-ApoB 

 

 

3.7.2. L ipidelektrophorese 

 

Für die elektrophoretische Trennung wurde das Paragon Lipoprotein Elektrophorese System 

(Beckman, USA) verwendet. Auf das fertige 0,5 % Agarose Gel wurden mittels einer Schab-

lone 3-5 µl Probe aufgetragen und 5 Min gewartet, um die Diffusion in das Gel zu ermögli -

chen. Wenn die Probe stark verdünnt war, wurde das Auftragen nach weiteren 5 Min wie-

derholt. Anschließend wurde die Schablone abgezogen und verworfen. Das Gel wurde auf 
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die Gelbrücke gebracht und in die Elektrophoresezelle gestellt . Die Elektrophoresezelle 

wurde vorher mit 90 ml B-2 Barbitalpuffer gefüllt . Die elektrophoretische Trennung wurde 

bei 100 V für 30 Min durchgeführt. Anschließend wurde das Gel in die Fixationslösung für  

5 Min gebracht. Danach wurde das Gel vollkommen getrocknet und durch die Entwicklersta-

tion geführt: 

1) Lipoprotein-Färbelösung   5 Min 

2) Entfärberlösung 1   3 x eintauchen 

3) Entfärberlösung 2  3 x eintauchen 

4) Entfärberlösung 3   5 Min 

(Die Zusammensetzung der oben erwähnten Lösungen ist unter 3.9 aufgeführt. Bei den Ent-

färbelösungen 1), 2) und 3) handelt es sich um die gleiche Lösung, die in drei Behälter ge-

füllt wurde.) 

 

Anschließend wurde das Gel mit deionisiertem Wasser gespült und getrocknet. Die Auswer-

tung erfolgte visuell .  

 

 

3.7.3. Elektronenmikroskopie 

 

Die Form, Größe und mögliche Aggregation der Lipoproteine konnte mittels negativ-

staining Elektronenmikroskopie untersucht werden [43]. Die Proben wurden im Ammoni-

um-Acetat-Puffer (siehe 3.9) 12 h dialysiert. Die Färbung der Lipoproteine erfolgte mit     

2% PWS. Die Proben und das Färbemittel wurden im Verhältnis 1:1 gemischt und davon 10 

µl auf die Kupfer-Schlitzblenden mit Formvar/Kohle-Film (Plano W. Plannet GmbH, BRD) 

aufgetragen. Die Proben wurden eine Minute auf Kupferplättchen inkubiert und anschlie-

ßend mit Filterpapier aufgesaugt. Nach 30 Min Trocknungszeit wurden die Proben unter das 

Elektronenmikroskop gebracht und bei einer konstanten Vergrößerung (x 57000) fotogra-

fiert. 

 

 

3.7.4. Isoelektr ische Fokussierung 

 

Die isoelektrische Fokussierung wurde für die Bestimmung des ApoE-Phenotyps eingesetzt. 

Im ersten Schritt wurde der zwischen den Platten eingesetzte Gelbondfilm (Amersham Bios-
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ciences, UK) mit einem Agarose-Gel beschichtet. Dafür wurden 30 ml der vorbereiteten  

Agarose (siehe 3.9) aufgekocht, auf 70° C abgekühlt und zu dem vorher abgewogenen Harn-

stoff (7,25 g)  zugegeben. Anschließend wurden die Ampholyte (siehe 3.9) zugegeben. Circa 

18 ml des Gemisches wurden in die vorgewärmte Platte gegossen, nach 20 Min konnte diese 

verwendet werden. Das Gel wurde mit Filterpapier geblottet und auf die mit etwas Petroleum 

betropfte Kühlplatte aufgelegt. An eine Seite des Gels wurde mit 0,5 M NaOH getränkte 

Elektrode  (Kathode) und die Maske aufgelegt, auf die andere Seite der Platte mit  0,5 M 

H3PO4 getränkte Elektrode (Anode). Von den vorbereiteten Proben wurden je 3,5 µl auf 45 

Positionen aufgetragen. Die Vorbereitung der Proben wurde wie folgt durchgeführt: 12 µl 

Serum-Puffer wurden mit 50 µl Serum gut gemischt und 30 Min bei Raumtemperatur inku-

biert. Die Elektrophoresespannung wurde bei 2000 V konstant gehalten, während die Leis-

tung für die ersten 30 Min auf 500 W, für die weiteren 30 Min auf 950 W und für die an-

schließenden 60 Min auf 1700 W eingestellt wurde. Nach dem Fokussieren wurde die Maske 

abgenommen, das Gel kurz geblottet und immunpräzipitiert. Hierfür wurde eine Probenauf-

tragsmaske aufgelegt und das Gel in die feuchte Kammer überführt. In jede Spur wurden 30 

µl vom Anti-E-Antiserum aufgetragen. Nach 30 Min Inkubation bei Raumtemperatur wurde 

die Maske abgenommen und das Gel über Nacht in 0,9 % NaCl-Lösung gewaschen. Dabei 

wurde die NaCl-Lösung 4-5 mal gewechselt. Anschließend wurde das Gel mit Coomassie 

Blau-Lösung angefärbt. Die unspezifische Färbung wurde mit der Entfärber-Lösung ausge-

waschen (siehe 3.9). 

 

 

3.8. Zellversuche 

 

Die Internalisationsstudien mit den Lipoproteinsubfraktionen [44] wurden an humanen 

Fibroblasten durchgeführt. Dafür wurden die Lipoproteine mit fluoreszierendem Farbstoff 

(DiI) markiert [45, 46] und für die Zellversuche eingesetzt. 

 

 

3.8.1. Zellkultur von humanen Fibroblasten 

 

Die Fibroblasten wurden aus einer Hautstanze isoliert. Das Wachstum der Zellkultur erfolgte 

in DMEM-Medium (Gibco BRL, USA) versetzt mit 10% FCS (Gibco BRL, USA), 1% 

Streptomycin/Penicilli n (Gibco BRL, USA) und 1% Glutamin (Gibco BRL, USA). Ein Me-
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diumwechsel erfolgte je nach Wachstum, nach 2 oder 3 Tagen. Wenn die Zellen nach 5 bis 6 

Tagen „ monolayer“ gebildet hatten, wurden diese im Verhältnis 1:2 mit Trypsin/EDTA 

(Gibco BRL, USA) „gesplittet“ . Dafür wurde in 25 mm2 Kulturflaschen (Greiner Bio-One, 

BRD) 2 ml und in 75 mm2 Kulturflaschen (Greiner Bio-One, BRD) 5 ml einer 

Trypsin/EDTA-Lösung gegeben. Nach 5-minütiger  Inkubation bei 37° C wurden die Fla-

schen unter dem Mikroskop angeschaut. Durch leichtes Klopfen wurden die an der Oberflä-

che noch haftenden Zellen abgelöst. Für den Waschvorgang wurden 7 ml (für 25 mm2 Kul-

turflaschen) bzw. 20 ml (für 75 mm2 Kulturflaschen) Medium in Probenröhrchen vorgelegt. 

Die Zellsuspension aus der Kulturflasche wurde dazugegeben. Nach einer Zentrifugation 

(Biofuge primo, Heraeus, BRD), 5 Min bei 1100 rpm, wurde das Pellet in 0,5–1 ml Medium 

resuspendiert und in 10 ml Medium in die 25 mm2 Kulturflasche bzw. in 25 ml Medium in 

die 75 mm2 Kulturflasche überführt. Durch leichtes Schwenken wurden die Zellen gleichmä-

ßig verteilt . Das Wachstum der Zellkultur erfolgte in einem CO2-Inkubator (Heraeus, BRD) 

bei 37° C und 5% CO2. Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt, um abgestorbene 

und nicht haftende Zellen abzutrennen. Für die Zellversuche wurden Zellen bis zur 20 Pas-

sage verwendet.  

 

 

3.8.2. Markierung der L ipoproteine mit DiI  

 

Die Lipoproteinlösung wurde auf eine Konzentration von 1,5 mg Protein/ml mit PBS, der 

0,1 g/l EDTA enthält, verdünnt. Pro ml verdünnter Lipoproteinlösung wurden 3 ml LPDS 

zugegeben und danach mit 1 µl 100 mM Ascorbinsäure pro ml Lösung versetzt. Die Probe 

wurde durch einen 0,8 µm-Filter (Milli pore, USA) filt riert. Danach wurden 18,7 µl DiI-

Lösung (Molecular Probes, USA) unter vorsichtigem Rühren pro ml Lipoproteinlösung zu-

gegeben. Anschließend wurde die Probe li chtgeschützt bei 37° C 8 bis 15 h inkubiert. Die 

Lipoproteine wurden erneut mittels Ultrazentrifugation isoliert. Dafür wurde die Dichte der 

Lösung mit KBr auf 1,21 mg/l eingestellt und 24 h bei 10° C und 35000 rpm zentrifugiert 

(Ultrazentrifuge Beckman L7-55, USA). Anschließend wurde die Probe über Nacht bei 4° C 

im DiI-Dialyse-Puffer (siehe 3.9) dialysiert. Die Pufferlösung wurde 4-5 mal gewechselt. 
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3.8.3. Internalisation der L ipoproteinsubfraktionen in humane Fibroblasten 

 

Die Internalisationsversuche wurden in 16 x 35 mm Petri-Schalen (Greiner Bio-One, BRD) 

durchgeführt. Die Zellzahl pro Schale betrug ca. 3,5 x 104. Vor dem Versuch wurden die 

Zellen 48 h im DMEM-Medium, das anstatt 10% FCS 10% LPDS, 1% Streptomy-

cin/Penicilli n und 1% Glutamin enthielt, inkubiert. Dadurch wurden die LDL-Rezeptoren der 

Fibroblasten hochreguliert. Anschließend wurde das alte Medium schnell abgesaugt und das 

neue Medium, das die markierten Lipoproteine enthält, zugegeben. Die markierten Lipopro-

teine wurden in Konzentrationen 1,25; 2,5; 5; 12,5; 25 und 50 nmol ApoB/ml eingesetzt. 

Jeder Konzentrationsansatz wurde in dreifacher Wiederholung angefertigt. Für den 

Internalisationsversuch wurden die Zellen 5 h bei 37° C inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen zwei mal mit PBS + 0,4% BSA und drei mal mit PBS gewaschen. Nach dem letzten 

Waschschritt wurde der Phosphatpuffer vollständig abgesaugt. Durch Zugabe von 1 ml 0,1 N 

NaOH + 1 g/l SDS wurden die Zellen von der Oberfläche der Petri-Schale abgelöst und ly-

siert. Zur Beschleunigung dieses Vorgangs wurden die Petri-Schalen 1 h bei 

Raumtemperatur geschüttelt. Anschließend wurde die Fluoreszenz bei einer 

Excitationswellenlänge von 520 nm und einer Emissionswellenlänge von 570 nm gemessen.  

 

 

3.9. Chemikalien und Puffer 

 

Doppeldiffusion nach Ouchterlony 
 
• Coomassie-Färbelösung  
 
 
 
 
• Entfärber 
 

 
 
1 g Serva-Blue R 
500 ml Ethanol 
70 ml Essigsäure 
auf 1 Liter H2Obidest 

 
500 ml Ethanol 
200 ml Essigsäure 
300 ml H2Obidest 
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Gelfilt rations- und Immunaff initätschromatographie 
 
• Tris-Puffer        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
• 3M bzw. 5M NaSCN 

 
 
25 mM Tris/HCl 
50 mM NaCl 
35 µM Penicilli n G 
1,5 µM Chloramphenicol 
0,75 µM Streptamycin-Sulfat 
40 µM Glutathion 
75 µM EDTA 
250 µM ε-Aminocapronsäure 
auf 1 Liter H2Obidest, pH 7,5 
 
3M bzw. 5M NaSCN, pH 7,5 
 

Lipidelektrophorese 
 
• B-2-Barbital-Puffer  
 
• Färbelösung 
 
 
 
• Fixationslösung 
 
 
 
• Entfärber 
 
 
Elektronenmikroskopie 
 
• Ammonium-Acetat-Puffer  
 
 
 
 
 
Isoelektrische Fokussierung 
 
• Agarose-Lösung 
 
 
 
 
• Ampholyte 
 
 
 
 
 
 

 
 
1% Barbital-Puffer, pH 8,6 
 
3 ml Paragonstammlösung 
165 ml Ethanol  
135 ml H2Obidest   
 
180 ml Ethanol 
30 ml Eisessig 
90 ml H2Obidest 

 

450 ml Ethanol 
550 ml H2Obidest 

 
 
 
0,125 M Ammoniumacetat 
2,6 mM Ammoniumcarbonat 
0,2 mM EDTA   
pH 7,4 
 
 
 
 
4,32 g Agarose IEF 
0,48 g Agarose EEO 
21,6 g Sorbitol 
auf 200 ml H2Obidest 

60 Min kochen  
  
1,0 ml Servalyte, pH 3-10 
0,6 ml Pharmalyte, pH 5-6 
0,6 ml Servalyte, pH 5-6 
1,0 ml Pharmalyte, pH 3-10 
60 mg Dithiotreitol (DTT) in 1,8 
ml H2Obidest lösen 
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• Präzipitatpuffer  
 
 
 
 
• Serum-Puffer 
 
 
Lipoproteinmarkierung 
 
• DiI-Dialyse-Puffer 
 
 
 
• DiI-Lösung 
 
• PBS (Sigma) 

0,154 g Dithiotreitol 
0,121 g Tris 10 mmol 
5 ml Tween 20 
auf 100 ml H2Obidest 

 
500 mg Harnstoff  
500 µl Präzipitatpuffer 
150 µl Tween 20 
 
 
5 mM Tris 
154 mM NaCl 
0,1 g/l EDTA, pH 7,4 
 
6 mg DiI/ml DMSO 
 
120 mmol/l NaCl 
2,7 mmol/l KCl 
10 mmol/l Phosphatpuffer, 
 pH 7,4 
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Immunpräzipitation 

 

Aufgrund der schnellen und einfachen Durchführbarkeit ist die Immunpräzipitation ein Ver-

fahren, mit dem auch größere Probandenserien untersucht werden können. Dabei wird das 

Probandenserum in drei Schritten mit einem spezifischen Antiserum gegen ein definiertes 

Apolipoprotein versetzt: 

1) Fällung der ApoC-III- haltigen Lipoproteine mit ApoC-III- Antiserum („Anti-C-III “ ) 

2) Fällung der ApoE-haltigen Lipoproteine mit ApoE-Antiserum („Anti-E“ ) 

3) Fällung der ApoC-III-  und ApoE-haltigen Lipoproteine mit Anti-C-III-  und Anti-E-

Antiseren („Combi-Fällung“ ). 

Nach Ablauf bestimmter Reaktionszeiten wird der Antigen-Antikörper-Komplex durch 

Zentrifugation abgetrennt. Hierdurch wird die Entfernung einer bestimmten Lipoproteinpo-

pulation aus dem nativen Serum erreicht. Die Kombination von spezifischen Antiseren er-

möglicht die Isolierung von Lipoproteinen mit definierter Apolipoproteinzusammensetzung. 

 

 

4.1.1. Methodenoptimierung 

 

Die Immunpräzipitationsmethode bedurfte aus mehreren Gründen einer Optimierung. Als 

erstes musste gewährleistet sein, dass die Antikörper (Ak) spezifisch sind und keine Kreuz-

reaktivität aufweisen. Dieses wurde mit der Ouchterlony Doppeldiffusionsmethode (siehe 

3.6.2) überprüft. Der zweite wichtige Aspekt der Optimierung betraf die Antikörpermengen, 

die für die vollständige Präzipitation des Antigens (Ag) zugegeben werden müssten. Einer-

seits durfte wegen der Vollständigkeit der Fällung nicht zu wenig von dem Antikörper zuge-

geben werden, anderseits durfte auch nicht zu viel, weil ein großer Überschuss an Antikör-

pern die maximale Quervernetzung  zwischen Antigen und Antikörper verhindern würde. 

Das optimale Präzipitationsergebnis wird am Äquivalenzpunkt erreicht. In Hinsicht auf die 

Wirtschaftli chkeit der Immunpräzipitationsmethode spielte die Optimierung der Antikör-

permengen auch eine wichtige Rolle. Spezifische Antikörper sind aufgrund ihrer aufwendi-

gen Produktion sehr kostenintensiv und können nach der Immunpräzipitation nicht wieder 

regeneriert werden. Aus diesem Grund wurde nach Möglichkeiten gesucht, eine vollständige 

Immunpräzipitation der gewünschten Lipoproteinpopulation mit möglichst kleinen Antikör-
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permengen zu erreichen. Dazu wurde zunächst mit einer Optimierung der Reaktionszeit,       

-temperatur und der Immunpräzipitationsverstärker begonnen. Im letzten Schritt wurden die 

zugegebenen Antikörpermengen gesteigert.  

 

 

4.1.1.1. Optimierung der Reaktionszeit und der Temperatur  

 

Die Versuche zur Optimierung der Reaktionszeit und der Temperatur wurden mit 3 nor-

motriglyceridämischen Probandenseren, 3 Probandenseren mit moderat erhöhten Triglyce-

ridkonzentrationen und 3 hypertriglyceridämischen Probandenproben durchgeführt (die 

Triglyceridkonzentrationen im Serum lagen zwischen 0,7 und 9 mmol/l). 

 

Für die Optimierung der Reaktionszeit wurden Zeitabstände zwischen 0,5 und 3 h in 0,5 h-

Schritten gewählt. Die jeweili gen Antiseren wurden im Verhältnis zum Serum 1+1 für    

Anti-E und 2+1 für Anti-C-III dazugegeben. Die Inkubation erfolgte in parallelen Ansätzen 

bei Raumtemperatur, bei 4° C und bei 37° C. Nach anschließender Zentrifugation wurde im    

Überstand die Konzentration des nicht gefällten Apolipoproteins ermittelt. Es stellte sich 

heraus, dass die beste Immunpräzipitationseff izienz nach drei Stunden erreicht wurde, unab-

hängig davon, ob die Proben bei Raumtemperatur oder bei 4° C inkubiert wurden. Die Eff i-

zienz der Fällung war mit 75-85% in allen drei Ansätzen (Anti-C-III- , Anti-E- und Combi-

Fällung) unzureichend. Identische Ergebnisse wurden auch in den Ansätzen erzielt, die bei 

37° C zwei Stunden inkubiert wurden. Da bei einer Inkubation bei 37° C nicht ausgeschlos-

sen werden kann, dass eine gesteigerte Lipolyse der triglyceridreichen Lipoproteine stattfin-

det, es sich aber zeigte, dass die Immunpräzipitation bei 4° C vergleichbar gut ist, wurden 

nachfolgende Optimierungsversuche bei 4° C und 3 Stunden Inkubationszeit durchgeführt.  

 

 

4.1.1.2. Ermitt lung des optimalen Immunpräzipitationsverstärkers 

 

Es wurden drei Immunpräzipitationsverstärker mit unterschiedlichen Wirkungsmechanismen 

untersucht: 

1) Phosphatanionen (PBS)  

2) Polyethylenglykol (PEG) 

3) Protein A (Prot. A). 
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  1)                 2)              3)             4) 

Phosphatanionen inhibieren zusammen mit Fluorid- und Sulfidanionen die Entfaltung von 

Makromolekülen („antichaotroper“ Effekt) und fördern die Bildung von Immunkomplexen. 

PEG hingegen führt durch das Entfernen der Hydrathülle von den agierenden Agenzien zur 

Antigen- und Antikörperkonzentrationserhöhung in der Mikroumgebung. Die Wirkungswei-

se des Protein A auf die Antigen-Antikörper-Reaktion beruht auf seiner Eigenschaft, die 

konstante Region der Immunoglobuline (Fc) zu binden. Es entstehen große Protein A-

Antigen-Antikörper-Komplexe, die besser präzipitieren als einfache Antigen-Antikörper-

Aggregate. 

 

Als erstes wurde an 5 Probandenseren überprüft, ob PBS anstelle von NaCl-Lösung zur bes-

seren Immunpräzipitation des jeweili gen Apolipoproteins führt (Abb. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3: Einfluss des Phosphatpuffers im Vergleich zu NaCl-Lösung auf die Immunpräzipitati-
onseff izienz. Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der 5 untersuchten Probandenseren 
aufgetragen. 1) nicht gefälltes ApoC-III (%) nach Anti-C-III ; 2) nicht gefälltes ApoC-III (%) nach 
Combi-Fällung; 3) nicht gefälltes ApoE (%) nach Immunpräzipitation mit Anti-E; 4) nicht gefälltes 
ApoE (%) nach Combi-Fällung. 
 

Aus dem Diagramm wird ersichtli ch, dass durch das Verwenden des Phosphatpuffers anstel-

le der NaCl-Lösung die Eff izienz der Fällung kaum beeinflusst wurde. Für die Immunpräzi-

pitation des ApoC-III in der Combi-Fällung ist eine Verschlechterung zu verzeichnen. Aus 

diesem Grund wurden weitere Untersuchungen mit Einsatz von NaCl-Lösung durchgeführt. 

 

Anschließend wurde an vier Probandenseren im parallelen Ansatz die Wirkung von 25% 

PEG und Protein A auf die Eff izienz der drei untersuchten Fällungen getestet. Die genaue 

Beschreibung der Versuchsansätze ist in 3.4.1 aufgeführt. Abbildung 4 zeigt die Mittelwerte 

und Standardabweichungen der vier untersuchten Probandenproben. 
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    1)              2)             3)              4) 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 4: Eff izienz der Immunpräzipitation bei Zugabe von 25% PEG, bzw. Protein A. 1) nicht 
gefälltes ApoC-III (%) nach Anti-C-III ; 2) nicht gefälltes ApoC-III (%) nach Combi-Fällung; 3) nicht 
gefälltes ApoE (%) nach Immunpräzipitation mit Anti-E; 4) nicht gefälltes ApoE (%) nach Combi-
Fällung. 
 

Wie aus dem Diagramm hervorgeht, wurde die Eff izienz der Fällungen durch Zugabe von 

PEG und Protein A verschlechtert. Infolgedessen wurden weitere Immunpräzipitationsversu-

che nur mit den jeweili gen Antiseren, NaCl-Lösung und dem Probandenserum durchgeführt.  

 

 

4.1.1.3. Optimierung der Antikörpermengen 

 

Im letzten Schritt der Optimierung wurde eine Steigerung der Antiserumkonzentration bis zu 

einer Eff izienz der Immunpräzipitation von mindestens 95% vorgenommen. Es stellte sich 

heraus, dass für hypertriglyceridämische Seren (mit Gesamttriglyceridkonzentrationen von 

über 6 mmol/l), deren ApoC-III- Konzentrationen zwischen 30 und 50 mg/dl lagen, ein 3 bis 

4facher Überschuss an Antiserum erforderli ch war, um das gesamte Apolipoprotein zu ent-

fernen. Demzufolge wurde für die Anti-C-III- Fällung ein Verhältnis Serum zu Antiserum 

von 1+4 und für die Anti-E-Fällung ein Verhältnis von 1+2 gewählt. 

 

 

4.1.2. Charakteristika von L ipoproteinsubfraktionen nach Immunpräzipitation 

 

Wie oben beschrieben, setzte sich die Immunpräzipitation aus drei Schritten zusammen: der 

Anti-C-III- , der Anti-E- und der Combi-Fällung. Im Überstand der ersten Fällung mit  

Anti-C-III verbleibt ein Gemisch aus LpB und LpB:E, im zweiten, nach Fällung mit Anti-E, 

ein Gemisch aus LpB und LpB:C-III und im Überstand der dritten Fällung mit beiden Anti-

seren, nur das LpB. Um die Eff izienz der Fällung ermitteln zu können und auch die Berech-

nungen für die Lipidwerte der einzelnen Lipoproteinsubklassen vornehmen zu können, müs-
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sen die Werte nach der jeweili gen Fällung mit den Werten im nativen Serum verglichen 

werden. Dafür wurde das native Serum mit NaCl-Lösung um den gleichen Faktor wie die 

Immunpräzipitationsansätze mit den Antiseren verdünnt. Zum Beispiel: für die Combi-

Fällung wurden 100 µl Serum, 300 µl Anti-C-III und 150 µl Anti-E angesetzt. Der Ansatz 

für das native Serum setzte sich dementsprechend aus 100 µl Serum und 450 µl NaCl-

Lösung zusammen. Je nach Fragestellung wurden die isolierten Lipoproteinsubfraktionen 

entweder nach Größe oder nach Dichte getrennt. Dazu wurden die Immunpräzipitations-

überstände im ersten Fall auf die FPLC-Säule aufgetragen, im zweiten Fall mittels der Ultra-

zentrifugation aufgetrennt. Anschließend erfolgte die Messung von Lipid- und Apolipopro-

tienkonzentrationen in den einzelnen Fraktionen der FPLC-Säule oder in den Dichte-

Fraktionen der UZ. Die Werte für die einzelnen Lipoproteinsubfraktionen LpB:C-III , LpB:E 

und LpB:C-III :E wurden rechnerisch ermittelt. 

 

 
4.1.2.1. L ipidzusammensetzung der L ipoproteinsubfraktionen nach Immunpräzipita-

tion und anschließender Ultrazentr ifugation  

 

Zur Charakterisierung der Zusammensetzung einzelner Lipoproteinsubfraktionen wurden 14 

Probandenseren untersucht. Anhand von Cholesterin- bzw. Triglyceridkonzentrationen 

erfolgte die Einteilung in vier Gruppen:  

1) normolipämische Probanden,  

2) Probanden mit stark erhöhten Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen (Typ IV nach 

Fredrickson),  

3) Probanden mit Hypercholesterinämie (Typ IIa nach Fredrickson),  

4) Probanden mit moderat erhöhten Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen (Typ IIb 

nach Fredrickson).  

 

In der Tabelle 4 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Lipid- und Apolipopro-

teinkonzentrationen in den einzelnen Gruppen aufgeführt.  
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Gruppe N TG 

mmol/l  

CH 

mmol/l  

ApoB 

g/l 

ApoC-III  

mg/dl 

ApoE 

mg/dl 

1 4 1,83 ± 1,01 5,42 ± 0,57 0,95 ±0,08 12,6 ± 1,5 4,3 ± 0,6 

2 3 7,68 ± 1,27 7,98 ± 1,68 1,75 ± 0,36 29,3 ± 1,4 8,2 ± 1,4 

3 3 1,94 ± 0,49 8,41 ± 0,86 1,52 ± 0,21 16,2 ± 3,9 7,9 ± 0,7 

4 4 3,53 ± 0,51 7,03 ± 0,47 1,5 ± 0,06 17,1 ± 2,1 6,3 ± 0,5 

 

Tabelle 4: Serum Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen in den untersuchten Probandengruppen.  
1) normolipämische Probanden; 2) Probanden mit erhöhten Triglycerid- und Cholesterinkonzentrati-
onen; 3) hypercholesterinämische Probanden; 4) Probanden mit moderat erhöhten Gesamttriglycerid- 
und Cholesterinkonzentrationen.  
 

Die Tabelle zeigt, dass die Probanden der Gruppe 2 nicht nur stark erhöhte Triglycerid- und 

Cholesterinkonzentrationen aufweisen, sondern auch erhöhte ApoC-III- , ApoB- und ApoE-

Spiegel haben. Die niedrigsten ApoC-III- Konzentrationen wurden bei normo- und hypercho-

lesterinämischen Probanden nachgewiesen. 

 

Die nach der Immunpräzipitation erhaltenen Lipoproteinsubfraktionen wurden mittels Ultra-

zentrifugation zusätzli ch nach Dichte getrennt. Die Lipidkonzentrationen in den Dichtefrak-

tionen VLDL und LDL wurden rechnerisch ermittelt (siehe 3.4.2). In Abbildung 5 sind die 

Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen in VLDL und LDL nach der jeweili gen Im-

munpräzipitation dargestellt . 
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Abbildung 5: Triglycerid- a), b) und Cholesterinkonzentrationen c), d) in VLDL a), c) bzw. LDL b), 
d) vor und nach der jeweili gen Fällung. (Die Triglyceridkonzentrationen in LDL (Abb. 5 b)) in den 
Probandengruppen 2) und 3) lagen nach der Anti-C-III - und der Combi-Immunpräzipitation unter der 
Nachweisgrenze.) 
 

Der Vergleich der Lipidwerte nach der jeweili gen Immunpräzipitation und anschließender 

Ultrazentrifugation in den Gruppen zeigt, dass die Senkung der Lipidkonzentration nach der 

ApoC-III-  und der Combi-Immunpräzipitation in allen vier Gruppen am stärksten war. Be-

sonders auffälli g ist die Reduktion der Triglyceride in den Gruppen 2 und 4 in VLDL. Die 

Fällung mit ApoE-Antiserum führte weder in VLDL noch in LDL in keiner der vier Gruppen 

zu einer nennenswerten Senkung der Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen.  

 

Bei einer genaueren Betrachtung der Immunpräzipitationsergebnisse fallen einige Unplausi-

bilit äten auf. Zum Beispiel: nach der Anti-C-III- , Anti-E- bzw. der Combi-Fällung ist in der 

Gruppe 3 keine erwartete Senkung der Cholesterinkonzentration in VLDL zu verzeichnen, es 

wird sogar eine höhere Cholesterinkonzentration als vor der Fällung gemessen. Der Ver-

gleich der Cholesterinwerte in LDL vor und nach der jeweili gen Fällung in der Gruppe 4 

zeigte das gleiche Ergebnis. Die möglichen Fehler, sowie die Versuche zu ihrer Beseitigung 

werden unter 4.1.3.1 und 4.1.3.2 ausführli ch behandelt. 

 

 

4.1.2.2. Relativer L ipidbeitrag der L ipoproteinsubfraktionen zu den Tr iglycerid- und  

              Cholesterinkonzentrationen in VLDL und LDL 

 

Die Lipidkonzentrationen in LpB:C-III , LpB:E sowie LpB:C-III :E in VLDL und LDL kön-

nen nicht direkt bestimmt werden, sondern müssen rechnerisch ermittelt werden. Die Be-

rechnung basiert auf dem Umstand, dass im Nativserum alle vier Lipoproteinsubfraktionen 

nebeneinander vorkommen, und dass durch die Immunpräzipitation jeweils eine oder mehre-
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re Partikelpopulationen alternativ entfernt werden. Durch die entsprechenden Subtraktionen 

können die Lipidkonzentrationen errechnet werden. Als Beispiel wird die Berechnung der 

Lipidwerte für LpB:C-III angeführt. Die Anti-E-Fällung führt zur Entfernung aller ApoE-

haltigen Lipoproteine, so dass im Überstand der Fällung nur LpB und LpB:C-III nachzuwei-

sen sind. Die Combi-Fällung dient zur Entfernung  der LpB:E, LpB:E:C-III und LpB:C-III , 

damit verbleibt im Überstand nur das reine LpB. Das LpB:C-III wird also als Differenz der 

Lipidkonzentrationen nach der Anti-E- und der Combi-Fällung ermittelt. Die Berechnung 

der Werte für LpB:E und LpB:E:C-III erfolgt analog nach den Formeln: 

 

LpB = Messung der Konzentrationen nach der Combi-Fällung 

LpB:E = Messwerte nach der Immunpräzipitation mit dem ApoC-III- Antiserum minus LpB 

LpB:E:C-III  = Messwerte im nativen Serum minus (LpB + LpB:C-III + LpB:E). 

 

In den Tabellen 5 und 6 werden die errechneten Anteile der Lipoproteinsubfraktionen zu den 

Gesamttriglycerid- und Cholesterinkonzentrationen der VLDL und LDL dargestellt .  

 

Tr iglyceridwerte, %  Cholesterinwerte, %  Gruppe Gesamt 

TG in 

VLDL, 

mmol/l 

LpB LpB:C-III  LpB:E LpB:E:C-III  

Gesamt 

CH in 

VLDL, 

mmol/l 

LpB LpB:C-III  LpB:E LpB:E:C-III  

1 

(n = 4) 

0,26 61,5 27 7,7 3,6 0,12 91,7 8,3 0 0 

2 

(n = 3) 

1,31 22 74 3,9 0,1 0,7 38,6 61,4 5,9 0 

3 

(n = 3) 

0,19 63 53 0 0 0,16 100 0 0 0 

4 

(n = 4) 

0,58 48 50,3 12,3 0 0,3 80 6,6 0 13,4 

 
Tabelle 5: Errechnete prozentuelle Verteilung der Triglyceride und des Cholesterins in den Lipopro-
teinsubfraktionen in VLDL. In einigen Gruppen (2, 3 und 4) errechnen sich Lipidanteile mit einer 
Summe > 100%. Darauf wird im Text genauer eingegangen. 
 

Der Vergleich der Zusammensetzung der VLDL zwischen den Gruppen zeigt, dass bei den 

normolipämischen Probanden der Hauptteil an Lipiden von LpB transportiert wird, während 

bei den hypertriglyceridämischen Probanden (Gruppe 2) LpB:C-III den größten Triglycerid-

anteil trägt. Bei den Probanden der Gruppe 3 und 4 wird der größte Teil des Cholesterins 
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vom LpB getragen, während die Triglyceride sich fast zu gleichen Teilen auf LpB und 

LpB:C-III verteilen. 

 

Tr iglyceridwerte, %  Cholesterinwerte, %  Gruppe Gesamt 

TG in 

LDL, 

mmol/l 

LpB LpB:C-III  LpB:E LpB:E:C-III  

Gesamt 

CH in 

LDL, 

mmol/l 

LpB LpB:C-III  LpB:E LpB:E:C-III  

1 

(n = 4) 

0,12 66,7 25 0 8,3 1,16 85,3 2,6 3,4 8,7 

2 

(n = 3) 

0,37 0 81 0 19 1,17 82,1 10,2 13,6 0 

3 

(n = 3) 

0,20 0 70 0 30 1,77 75 10,9 5,2 8,9 

4 

(n = 4) 

0,21 90,5 9,5 4,7 0 1,28 106 0 0 0 

 

Tabelle 6: Errechnete prozentuelle Verteilung der Triglyceride und des Cholesterins in den Lipopro-
teinsubfraktionen in LDL. Die Abweichungen der Summen der Lipidanteile von 100% werden im 
Text erläutert. 
 

Die Triglyceride in LDL werden bei den normolipämischen Probanden (Gruppe 1) und bei 

den Probanden mit moderat erhöhten Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen (Gruppe 

4) zum größten Teil von LpB getragen, während bei Probanden in den Gruppen 2 und 3 das   

LpB:C-III den größten Teil der Triglyceride in LDL transportiert. Der Hauptteil des Choles-

terins in LDL wird in allen vier Gruppen von LpB transportiert (Tab. 6). 

 

In den beiden Tabellen sind auffälli ge Ergebnisse zu verzeichnen: z.B. der Cholesterinanteil 

der LpB in LDL in Gruppe 4 von 106 %. Diese Unplausibilit ät kann dadurch erklärt werden, 

dass, wie im Kapitel 4.1.2.1 angemerkt worden ist, nach der jeweili gen Immunpräzipitation 

oft höhere Lipidkonzentrationen zu messen waren als im nativen Serum. Auf die möglichen 

Ursachen wird ausführli ch in der Diskussion (siehe 5.1.1) eingegangen. 
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4.1.2.3. Größenverteilung in L ipoproteinsubfraktionen nach Ultrazentr ifugation und  

               nachfolgender Immunpräzipitation 

 

Die nach den Immunpräzipitationen und den Ultrazentrifugationen erhaltenen Lipoprotein-

subfraktionen wurden nach der Größe mittels FPLC getrennt. Abbildung 6 zeigt am Beispiel 

eines normolipämischen Probandenserums die Größenverteilung in VLDL und im UZ-

Unterstand (LDL+ HDL). Das Serum wurde zuvor mit spezifischen Antiseren präzipitiert 

(siehe 3.4.2). 



  Ergebnisse 

 34 

b) f) 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Größenverteilung von Lipoproteinsubfraktionen nach Immunpräzipitation und nach-
folgender Ultrazentrifugation. a) Größenverteilung der Lipoproteine im nativen Serum. Der erste 
Peak (Fraktion 0-6) entspricht den VLDL-, der zweite (6-8) den IDL-, der dritte (8-16) den LDL- und 
der vierte (16-24) den HDL-großen Lipoproteinen. b)-e) VLDL: b) native VLDL, nachfolgende Im-
munpräzipitationen: c) Anti-C-III -, d) Anti-E-, e) Combi-Fällung; f)-i) native LDL + HDL (UZ-
Unterstand): nachfolgende Immunpräzipitationen: f) Anti-C-III -, g) Anti-E-, h) Combi-Fällung. 

VLDL LDL + HDL 
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Aus Abbildung 6 b) geht hervor, dass die VLDL hinsichtli ch der Größe eine heterogene 

Gruppe von Lipoproteinen darstellen. Es können zwei Größenpopulationen unterschieden 

werden: die VLDL- (Fraktionen 0-5) und die IDL-großen Lipoproteine (Fraktionen 5-10). 

Die beiden Größenpopulationen sind verschieden in der Zusammensetzung: die VLDL- gro-

ßen Lipoproteine bestehen aus ApoB- und cholesterinarmen, jedoch mit Triglyceriden ange-

reicherten Partikeln, während die IDL-großen Lipoproteine triglyceridärmer aber choleste-

rin- und ApoB-reicher sind. Das ApoE verteilt sich in beiden Größenpopulationen annähernd 

gleich. Die ApoC-III- Verteilung ist mit der Triglyceridverteilung im ersten Peak nahezu  

übereinstimmend. Diese Konstellation bleibt auch in den VLDL-Subpopulationen erhalten, 

die nach den jeweili gen Immunpräzipitationen isoliert wurden (Abb. 6 c)-e)). 

 

Übereinstimmend mit den errechneten Ergebnissen (Tab. 6) ist der Abbildung 6 e) auch zu 

entnehmen, dass in VLDL-großen Lipoproteinen ein Großteil an Triglyceriden, Cholesterin 

und ApoB in LpB transportiert wird. Diese Beobachtung konnte nur bei normolipämischen 

Probanden und Probanden mit moderat erhöhten Lipiden festgestellt werden.  

 

Im Unterstand der Ultrazentrifugation sind, wie zu erwarten, Lipoproteine nicht nur unter-

schiedlicher Dichte, sondern auch unterschiedlicher Größe nachzuweisen: LDL- und HDL-

große Lipoproteine. Die Abbildung 6 f)-h) zeigt, dass weder durch die Immunpräzipitation 

mit einem Antiserum noch durch die Combi-Fällung eine relevante Senkung der Lipid- und 

der Apolipoproteinkonzentrationen im LDL-Größenbereich erreicht wurde. Diese Beobach-

tung stimmt mit den errechneten Ergebnissen überein, die besagen, dass die Masse an den 

Lipiden in LDL bei normolipämischen Probanden und Probanden mit moderat erhöhten bzw. 

stark erhöhten Cholesterinwerten vom LpB transportiert werden.  

 

 

4.1.3. Unplausibili täten im Quantifizieren der L ipide und Apolipoproteine nach        

Immunpräzipitation 

 

Die Immunpräzipitation z.B. der ApoE-haltigen Lipoproteine mit dem ApoE-Antiserum soll -

te nicht nur zum Entfernen des ApoE führen, sondern auch zur Senkung anderer Bestandtei-

le, die mit dem ApoE in einem Lipoproteinpartikel assoziiert sind. Dazu gehören die Trigly-

ceride, Cholesterin und auch andere Apolipoproteine. 
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Wie oben beschrieben, führte die Bestimmung der Lipid- und Apolipoproteinkonzentratio-

nen im Überstand nach Immunpräzipitation mit dem jeweili gen Antiserum in einigen Fällen 

jedoch nicht zu niedrigeren bzw. höchstens gleichbleibenden Lipid- und Apolipoproteinwer-

ten. In anderen Worten: obwohl die Immunpräzipitation Lipoproteine entfernte, wurden im 

Immunpräzipitationsüberstand nicht niedrigere (ober bestenfalls gleichbleibende) Werte ge-

funden, sondern gelegentli ch sogar höhere.  

 
Abbildung 7: Vergleich der Lipid- bzw. Apolipoproteinkonzentrationen in den Lipoproteinen unter-
schiedlicher Größe vor und nach der Anti-C-III - bzw. Anti-E-Immunpräzipitation in einem Proban-
denserum mit Gesamttriglyceridkonzentration von 1,51 mmol/l: a) Verteilung der Triglyceride, b) 
des Cholesterins; c) des ApoB, d) des ApoC-III , e) des ApoE nach Größe in einzelnen Immunpräzipi-
tationsansätzen.  
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An 9 Probandenseren mit Gesamttriglyceridkonzentrationen zwischen 1,5 und 8 mmol/l 

konnte gezeigt werden, dass diese Unplausibilit äten auch dann auftreten, wenn die Über-

stände der Fällungen mittels FPLC nach Größe getrennt wurden (Abb. 7 und 8). Am häufigs-

ten wurde dieser Effekt in Probandenseren mit einer Gesamttriglyceridkonzentration             

< 4 mmol/l festgestellt . Abbildung 7 zeigt die Verteilung der Lipoproteine nach ihrer Größe 

vor und nach Immunpräzipitation mit den beiden Antiseren im Vergleich mit dem nativen 

Serum. Hier wurde als Beispiel ein Probandenserum mit einer Gesamttriglyceridkonzentrati-

on von 1,51 mmol/l verwendet. 

 

Der auffälli ge Anstieg der Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen nach der jeweili gen 

Immunpräzipitation im Vergleich zum nativen Serum ist am stärksten im VLDL-

Größenbereich. Im Größenbereich von LDL und HDL sind dagegen die Triglycerid- und 

Cholesterinkonzentrationen entweder unverändert geblieben oder erwartungsgemäß gesenkt 

worden. Die ApoC-III- Konzentration wurde nur im HDL-Bereich gesenkt, die ApoE-

Konzentration ist dagegen in allen Größenbereichen nach der Anti-C-III- Fällung höher als 

im nativen Serum. 

 

In den Probandenseren mit Gesamttriglyceridkonzentrationen > 4 mmol/l werden die Trigly-

cerid-, Cholesterin- und ApoE-Konzentrationen in VLDL-großen Lipoproteinen nach der 

Anti-C-III-  und Combi-Fällung stark gesenkt (Abb. 8). Die ApoB-Konzentration wird nur 

nach der Combi-Fällung im VLDL-Größenbereich reduziert, in LDL-großen Lipoproteinen 

bleibt sie dagegen unverändert. Die ApoC-III- Verteilung im nativen Serum und nach der 

Anti-E-Fällung im VLDL-Größenbereich ist genau wie bei den Probandenseren mit moderat 

erhöhten Lipidwerten unplausibel (Abb. 7 d) und 8 d)).  
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Abbildung 8: Vergleich der Lipid- bzw. Apolipoproteinkonzentrationen in den Lipoproteinen unter-
schiedlicher Größe vor und nach Anti-C-III -, Anti-E- und der Combi-Fällung in einem Probandense-
rum mit Gesamttriglyceridgehalt von 7,2 mmol/l . a) Verteilung der Triglyceride, b) des Cholesterins; 
c) des ApoB, d) des ApoC-III und e) des ApoE nach Größe in einzelnen Immunpräzipitationsansät-
zen.  
 

Abschließend ist anzumerken, dass durch die Fällung mit den jeweili gen Antiseren keine 

Veränderungen in der Größe der Lipoproteinsubfraktionen zu beobachten waren. Die mögli -

chen Ursachen der beschriebenen Unplausibilit äten werden in der Diskussion (siehe 5.1.1) 

detailli ert behandelt. Im Kern mussten artifizielle Hinzufügungen, Matrixprobleme oder Me-

thodenartefakte bedacht werden. 
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4.1.3.1. Methodenbezogene Untersuchungen zur Klärung der unplausiblen Immun-

präzipitationsergebnisse 

 

Die Tatsache, dass nach den Immunpräzipitationen die Konzentrationen an Triglyceriden, 

Cholesterin und Apolipoproteinen gelegentli ch nicht abfallen, sondern steigen, könnte me-

thodische Ursachen haben: 

 

1) Die Lipide werden der Probe mit dem Antiserum zusätzlich zugefügt; 

2) Die Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationsmessungen sind durch ungleiche Probenmat-

rices in dem nativen Serum und den Immunpräzipitationsansätzen gestört. 

 

Daher wurden die Antiseren auf Lipoproteingehalte untersucht, diese nach Möglichkeit ent-

fernt bzw. wurde für nicht entfernbare Anteile korrigiert. In weiteren Experimenten wurden 

Matrixeffekte untersucht. 

 

 

4.1.3.1.1. Korrektur der Immunpräzipitationsergebnisse für die L ipidkonzentrationen  

in den Antiseren 

 

Als erstes wurde versucht, die nach den Immunpräzipitationen ermittelten Lipid- und Apoli -

poproteinkonzentrationen für die in den Antiseren gemessenen und damit auch der Serum-

probe zugeführten Lipid- und Apolipoproteinwerte zu korrigieren. Durch diese Maßnahme 

wurden die unplausiblen Werte nach der jeweili gen Immunpräzipitation zwar reduziert, das 

Problem höherer bzw. gleichbleibender Lipid- und Apolipoproteinwerte blieb jedoch weiter-

hin bestehen. Tabelle 7 zeigt am Beispiel eines Probandenserums (Gesamtriglyceridkon-

zentration 3,1 mmo/l), wie die Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen in den Immunprä-

zipitationsansätzen vor und nach der Korrektur für die Lipidwerte in den jeweili gen Antise-

ren ausfallen. In beiden Antiseren wurden keine Apolipoproteine nachgewiesen, deshalb 

erübrigte sich eine Korrektur für die Apolipoproteine. 
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TG 

mmol/l  

CH 

mmol/l  

ApoB 

g/l 

ApoC-III 

mg/dl 

ApoE 

mg/dl 

Nativ  0,49 0,67 0,19 2,7 0,85 

n. korr. 0,52 0,83 0,20 0 0,85 Anti-C-III - 

Fällung korr. 0,39 0,74    

n. korr. 0,50 0,78 0,20 3 0 Anti-E- 

Fällung korr. 0,48 0,72    

n. korr. 0,48 0,82 0,21 0 0 Combi-

Fällung korr. 0,33 0,66    

 
Tabelle 7: Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen eines Probandenserums nach den drei Im-
munpräzipitationen („n. korr.“ : nicht korrigierte Messwerte in den Überständen; „korr.“ : Messwerte 
in den Überständen, die für die Lipidwerte in den beiden Antiseren korrigiert wurden.) Nach der 
jeweili gen Immunpräzipitation ansteigende Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen wurden fett 
gedruckt.  
 

Tabelle 7 zeigt, dass unabhängig davon, ob die Immunpräzipitation mit einem oder beiden 

Antiseren durchgeführt wurde, es zu keiner Reduktion des Cholesterins und der Apolipopro-

teine gekommen ist. Nur die Triglyceridkonzentration wurde nach der Combi-Fällung 

schwach (∼ 30 % ) gesenkt.  

 

Anschließend wurden die Antiserum-Lipoproteine mittels Ultrazentrifugation entfernt (siehe 

3.3.2) und danach für die Immunpräzipitationen eingesetzt. Durch den Ultrazentrifugati-

onsschritt wurde eine Konzentrierung der Antikörper und damit eine geringere Probenver-

dünnung im Immunpräzipitationsansatz erreicht. Im Endergebnis führte diese Maßnahme 

aber nicht zu einer befriedigenden Lösung des Problems unplausibel hoher Werte. 

 

 

4.1.3.1.2. Einfluss der Probenmatr ix auf die Bestimmung der L ipide und Apolipopro- 

teine nach der Immunpräzipitation  

 

Als nächstes wurde untersucht, ob die Probenmatrix eine Rolle bei der Bestimmung der Li-

pid- und Apolipoproteinkonzentrationen spielt. Dafür wurden 4 Probandenseren für die be-

schriebenen Immunpräzipitationsversuche verwendet. Anstelle von NaCl-Lösung wurde 

jedoch sowohl zum nativen Serum als auch zu den Immunpräzipitationsansätzen Ziegen-

Serum zugegeben. Hiermit sollte erreicht werden, dass die zu bestimmenden Größen in allen 

Versuchsansätzen im gleichen Mili eu vorliegen und nachgewiesen werden. Denn in den  
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oben beschriebenen Immunpräzipitationsansätzen wurde immer NaCl-Lösung als Verdün-

nungsmittel verwendet, so dass das native Serum z.B. 1+5,5 mit NaCl-Lösung verdünnt 

wurde, während bei der Combi-Fällung gar keine NaCl-Lösung zugegeben wurde. Der Aus-

tausch der NaCl-Lösung gegen Ziegen-Serum brachte jedoch keine Veränderung in den er-

haltenen Messwerten. Als Beispiel sind in der Abbildung 9 die Daten von einem der vier 

untersuchten Probandenseren dargestellt . Die hier ersichtli chen falsch hohen Messwerte vor 

allem für ApoB, Cholesterin und ApoE wurden auch in den übrigen Versuchsansätzen ge-

funden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abbildung 9: Vergleich der a) Triglycerid-, b) Cholesterin-, c) ApoB-, d) ApoC-III - und e) ApoE- 
Konzentrationen nach den jeweili gen Immunpräzipitationen bei Zugabe von NaCl-Lösung bzw. Zie-
gen-Serum. Im nativen Serum wurden folgende Werte bestimmt: Triglyceride: 3,09 mmol/l , Choles-
terin 4,47 mmol/l , ApoB 1,1 g/l, ApoC-III 16,4 mg/dl, ApoE 4,8 mg/dl. 
 

Die oben beschriebenen Unplausibilit äten konnten somit weder durch Korrektur für Lipide 

in den Antiseren noch durch Angleichung der Probenmatrices in den einzelnen Ansätzen 

behoben werden. 
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4.1.3.2. Biochemische Untersuchungen zur Klärung der unplausiblen Immunpräzipita-

tionsergebnisse 

 

Möglicherweise ist das Problem der höheren bzw. der gleichbleibenden Lipid- und Apoli -

poproteinwerten nach der Immunpräzipitation im Vergleich mit dem nativen Serum kein 

methodischbezogenes, sondern ein Problem, das zumindest teilweise durch die biochemi-

schen Qualitäten der Lipoproteinpartikel hervorgerufen wird. Diese Vermutung wird durch 

die Feststellung unterstützt, dass die unplausiblen Ergebnisse in Probandenseren mit niedri-

gen Gesamttriglyceridkonzentrationen häufiger und deutli cher zu beobachten waren, als in 

Probandenseren mit hohen Gesamttriglyceridwerten. Aus diesem Grund wurde untersucht, 

ob es Unterschiede einerseits in der Zusammensetzung und andererseits in der Größe der 

Lipoproteine in bezug auf deren Triglyceridgehalt gibt.  

 

 

4.1.3.2.1. Vergleich der L ipoproteinzusammensetzung bei Probanden mit unterschied-

li ch hohen Tr iglyceridkonzentrationen 

 

Da die meisten der oben beschriebenen (siehe 4.1.3) unplausiblen Ergebnisse im Bereich der 

triglyceridreichen Lipoproteinen zu verzeichnen waren, wurde die Zusammensetzung dieser 

Partikel betrachtet. Abbildung 10 zeigt die Zusammensetzung der VLDL-großen Lipoprotei-

ne bei Probanden mit normalen bis schwach erhöhten (Gruppe 1), moderat erhöhten (Gruppe 

2) und stark erhöhten (Gruppe 3) Gesamttriglyceridkonzentrationen. In der ersten Gruppe 

sind fünf Probanden mit Gesamttriglyceridwerten zwischen 1,2 und 3,4 mmol/l, in der zwei-

ten Gruppe vier Probanden mit Triglyceridkonzentrationen zwischen 5,4 und 6,7 mmol/l und 

in der dritten Gruppe vier Probanden mit Werten zwischen 8,2 und 14,4 mmol/l eingeschlos-

sen. Die Ermittlung der Molekülzahlen ist in 3.7.1 beschrieben. 
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Abbildung 10: TG-, CH-, ApoC-III - und ApoE- Molekülzahl pro Partikel in VLDL-großen Lipopro-
teinen: 1) in Probandenseren mit Gesamttriglyceriden von 2,6 mmol/l (n = 5); 2) in Probandenseren 
mit Gesamttriglyceriden von 6,1 mmol/l (n = 4); 3) in Probandenseren mit Gesamttriglyceriden von 
12,6 mmol/l (n = 4). Aufgetragen sind die Mittelwerte. 
 
Dem Diagramm ist zu entnehmen, dass die VLDL-großen Partikel in den drei Gruppen un-

terschiedlich zusammengesetzt sind. Ein VLDL-großes Lipoprotein eines hypertriglyceridä-

mischen Probanden (Gruppe 3) trägt pro ApoB-Molekül das Doppelte an Triglycerid- und 

Cholesterinmolekülen sowie das 4-fache an ApoC-III-  und ApoE-Molekülen im Vergleich 

zu Lipoproteinen aus Probandenseren mit schwach erhöhten Triglyceriden (Gruppe 1). 

 

Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass die erhöhten Gesamttriglyceridwerte 

von hypertriglyceridämischen Probanden nicht nur auf eine höhere Anzahl an triglyceridrei-

chen Partikeln zurückzuführen sind, sondern auch darauf, dass diese Partikel triglycerid-, 

cholesterin-, ApoC-III-  und ApoE-reicher sind als die Partikel in Probandenseren mit 

schwach oder moderat erhöhten Triglyceridkonzentrationen. Die Konsequenzen dieser quali -

tativen Unterschiede für die Immunpräzipitation werden unter 5.1.1 diskutiert. 

 

 

4.1.3.2.2. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der VLDL- und LDL-großen L i-

poproteine aus den normo- und hypertr iglyceridämischen Probandenseren  

 

Wie oben beschrieben, sind die Lipoproteine aus Serum eines hypertriglyceridämischen Pro-

banden anders zusammengesetzt als die Lipoproteine aus Probandenserum mit schwach er-

höhten Triglyceridkonzentrationen. Es stellte sich die Frage, ob die nach der Gelchroma-

tographie als „VLDL-große“ eingestuften Lipoproteine dieser zwei Probandengruppen be-

züglich ihrer Größe homogen sind. (Die in dieser Arbeit verwendeten Gelchromatographie-

Säulen ermöglichen eine gute Trennung zwischen VLDL-, LDL- und HDL-großen Lipopro-
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teinen, jedoch keine ausreichende Trennung zwischen Chylomikronen-, Chylomikronen-

Remnant-, VLDL- und VLDL-Remnant-großen Lipoproteinen). Zur Beantwortung dieser 

Frage wurden die mittels Gelchromatographie isolierten VLDL- und LDL-großen Lipopro-

teine aus einem hypertriglyceridämischen und einem normolipämischen Serum unter dem 

Elektronenmikroskop untersucht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von a) VLDL- und b) LDL- großen Lipopro-
teinen aus einem hypertriglyceridämischen Probandenserum (Gesamttriglyceride im Serum            
7,9 mmol/l ); c) VLDL- und d) LDL- große Lipoproteine aus Serum eines gesunden Probanden (Ge-
samttriglyceride im Serum 2,1 mmol/l ). Die Lipoproteine wurden mittels Gelchromatographie iso-
liert. Der Balken entspricht 1000 Å. 
 

Die Aufnahme 11 a) zeigt, dass die VLDL-großen Lipoproteine aus dem hypertriglyceridä-

mischen Probandenserum aus mehreren Größenpopulationen bestehen. Der Größenbereich 

reicht von 285 Å bis zu 4000 Å. Die VLDL-großen Lipoproteine eines gesunden Probanden 

(Abb. 11 c)) erscheinen zwar auch als eine heterogene Gruppe, die Größenunterschiede lie-

a) 

d) c) 

b) 

VLDL-große L ipoproteine LDL-große L ipoproteine 
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gen jedoch nur zwischen 210 Å und 570 Å. Die LDL-großen Lipoproteine (140-180 Å) in 

der Abbildung 11 b) und d) stellen sich in beiden Fällen in Bezug auf ihre Größe als eine 

annähernd homogene Gruppe dar. 

 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestätigen, dass die VLDL-großen Lipoproteine 

sowohl in hypertriglyceridämischen als auch in normotriglyceridämischen Seren sich hin-

sichtli ch ihrer Größe unterscheiden. Dieser Umstand korrespondiert mit der unterschiedli -

chen biochemischen Komposition.  

 

Ob die oben beschriebenen Ergebnisse nach Immunpräzipitation bei Probanden mit Trigly-

ceriden < 4 bzw. > 4 mmol/l auf die vorstehend geschilderten Unterschiede der Lipoproteine 

hinsichtli ch Größe und Zusammensetzung zurückgeführt werden können, wird in der Dis-

kussion unter 5.1.1 ausführli ch erläutert.  

 

 

4.2. Immunabsorption 

 

Die Immunabsorption eignet sich zur Isolierung größerer Mengen an Lipoproteinsubpopula-

tionen bestimmter Zusammensetzung. Diese Methode beruht, auch wie die Immunpräzipita-

tion, auf dem Prinzip der Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen. Der einzige Unterschied 

zwischen der Immunabsorption und Immunpräzipitation besteht in der Bindung der spezifi-

schen Antikörper an die immobile Phase (Sepharose). Bei der Passage des nativen Serums 

durch eine Säule mit dem Immunabsorber werden bestimmte Lipoproteinpartikel zurück-

gehalten, während andere Lipoproteine uneingeschränkt die Säule passieren.  

 

Für die Trennung der Lipoproteine in LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E wurden zwei 

Immunaff initätssäulen verwendet: die Anti-ApoC-III- Säule (Anti-C-III- Säule) und die Anti-

ApoE-Säule (Anti-E-Säule). Wie der Name besagt, sind an der Sepharose der Anti-C-III-

Säule Antikörper gegen das ApoC-III gekoppelt, an der Sepharose der Anti-E-Säule Anti-

körper gegen das ApoE. Beim Durchlaufen des nativen Serums durch die Anti-E-Säule wer-

den alle ApoE-haltigen Lipoproteine (LpB:E und LpB:C-III :E) an der Säule gebunden. Die 

Lipoproteine, die nicht von der Säule gebunden werden – die nicht retinierte Fraktion – ent-

halten demnach LpB und LpB:C-III . Die Trennung der LpB:E von LpB:C-III :E erfolgte 

durch das Auftragen der zuvor von der Anti-E-Säule erhaltenen retinierten Fraktion auf die       
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Anti-C-III- Säule. Die nicht retinierte Fraktion besteht nun ausschließlich aus LpB:E und die 

retinierte Fraktion aus LpB:C-III :E. Um LpB und LpB:C-III voneinander zu trennen, lässt 

man diese Lipoproteine durch die Anti-C-III- Säule passieren. Die nicht retinierte Fraktion 

enthält nun LpB und die retinierte Fraktion LpB:C-III . Zusammenfassend, durch die Kombi-

nation der beiden Immunaff initätssäulen – der Anti-C-III-  und der Anti-E-Säule – wird eine 

Trennung der LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E erreicht. 

 

 

4.2.1. Einfluss der Natr iumthiocyonatkonzentration auf die Wiederfindungsrate  

 

Bei der Passage des nativen Serums durch die Immunaff initätssäulen entstehen zwei Frakti-

onen: die nicht retinierte und die retinierte Fraktion. Alle Bestandteile des Serums, die nicht 

an die Antikörper der Säule binden, werden in der nicht retinierten Fraktion aufgefangen. 

Die von der Säule spezifisch gebundenen Lipoproteine müssen von der Immunmatrix abge-

löst werden. Die Auflösung der nichtkovalenten Bindung zwischen dem Antikörper und dem 

Apolipoprotein kann mittels einer Salzlösung hoher Ionenstärke erfolgen. Der Literatur kann 

entnommen werden, dass 80%-90% des gebundenen Apolipoproteins mit 3M NaSCN-

Lösung eluiert werden können [42, 47]. In dieser Arbeit konnten mit 3M NaSCN-Lösung ca. 

10%-30% des gebundenen Apolipoproteins von der Säule abgelöst werden. Der Rest an ge-

bundenen Lipoproteinen wurde mit einer hochmolaren NaSCN-Lösung (5M) von der Säule      

eluiert, wodurch sich die Wiederfindung auf 80%-90% verbesserte. Durch eine möglichst 

kurze Interaktion des Elutionsmittels mit den retinierten Lipoproteinen wurde versucht,   

eventuelle Alterationen der Lipoproteinstruktur durch das 5M NaSCN zu vermeiden.  

 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die retinierte Fraktion in nachfolgenden Untersuchungen 

in zwei Schritten von der Säule eluiert: zunächst mit 3M NaSCN und anschließend mit     

5M NaSCN. 
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4.2.2. Charakteristika von L ipoproteinsubfraktionen nach Immunabsorption und Elu-    

tion mit 3M bzw. 5M NaSCN          

 

Der Umstand, dass mit 3M NaSCN-Lösung nur ein Teil der Lipoproteine von den beiden 

Immunaff initätsäulen abgelöst werden kann, legt die Vermutung nahe, dass es entweder 

zwei Populationen unterschiedlich zusammengesetzter Lipoproteine gibt, oder dass es sich 

um ein methodisches Problem handelt. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die Lipopro-

teine, die mit Elutionsmitteln verschiedener Ionenstärke von den Immunaff initätssäulen  

eluiert wurden, sich in ihrer Größe, Zusammensetzung und ihrer elektrophoretischen Eigen-

schaften unterscheiden.  

 

 

4.2.2.1. Biochemische Charakteristika  

 

Zur Isolierung und Charakterisierung von Lipoproteinsubfraktionen wurden Probandenseren 

mit erhöhten Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen verwendet (Probanden mit Hyper-

lipoproteinämie Typ IIb nach Fredrickson). 

 

Es wurde untersucht, ob zwischen den Fraktionen, die mit 3M- bzw. 5M NaSCN-Lösung 

von den Immunaff initätssäulen isoliert wurden, Unterschiede in der Zusammensetzung und 

der Partikelgröße bestehen. Hierzu wurde zunächst LpB:C-III von anderen Lipoprotein-

subfraktionen getrennt. Bei der erneuten Passage des LpB:C-III durch die Anti-C-III- Säule 

wurde das Lipoprotein vollständig von der Säule zurückgehalten und erstmalig mit 3M-  

(Lp-3M) und anschließend mit 5M NaSCN-Lösung (Lp-5M) eluiert. 

 

Die Größenverteilung des Lipoproteins aus beiden Elutionen entspricht der Größenvertei-

lung von LpB:C-III , das aus nativem Serum isoliert wurde (Abb. 12). Dies legt nahe, dass 

Elution mit NaSCN-Lösungen unterschiedlich hoher Ionenstärke keinen Einfluss auf die 

Größe der eluierten Lipoproteinpartikel hat. Die biochemische Zusammensetzung der Parti-

kel aus den jeweili gen Elutionen ist allerdings unterschiedlich (Tab. 8). 
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LpB:C-III  TG/ApoB CH/ApoB ApoC-III /ApoB 

Lp-3M 84338 35809 25 

Lp-5M 100875 44938 150 

 

Tabelle 8: Partikelzusammensetzung von Lp-3M und Lp-5M, die vom LpB:C-III durch Eluieren mit 
3M und 5M NaSCN-Lösung isoliert worden sind. Es wurden nur die Fraktionen 3-9 berücksichtigt.  
 

Aus der Tabelle geht hervor, dass die Lp-5M ca. 16% triglycerid-, ca. 20% cholesterin- und 

ca. 80% ApoC-III- reicher als die Lp-3M sind. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Größenverteilung von a) LpB:C-III nach Abtrennung von LpB, LpB:C-III :E und 
LpB:E; b) LpB:C-III nach erneutem Auftragen auf die Anti-C-III -Säule und Elution mit 3M NaSCN 
(Lp-3M) bzw. c) mit 5M NaSCN (Lp-5M). Die Trennung erfolgte mittels FPLC-Säule. Alle Kon-
zentrationen sind in mmol/l angegeben.  
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Diese Daten legen nahe, dass die Verwendung von Elutionsmitteln unterschiedlicher       

Ionenstärke auch in Lipoproteinfraktionen, die eine relativ einfache Apolipoprotein-

zusammensetzung aufweisen, eine Trennung in weitere Subspezies erlaubt.  

 

 

4.2.2.2. Elektrophoretische Charakteristika 

 

Auch in der elektrophoretischen Mobilit ät der Lp-3M und Lp-5M, die aus dem LpB:C-III 

isoliert wurden, konnten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 13). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Elektrophoretische Mobilit ät von LpB:C-III , das mit 3M, bzw. 5M NaSCN-Lösung 
eluiert wurde. 1) natives Serum; 2) LpB:C-III ; 3) Lp-3M von LpB:C-III und 4) Lp-5M von      
LpB:C-III . 
 

Das isolierte LpB:C-III konnte zum größten Teil im VLDL-Größenbereich nachgewiesen 

werden (Abb. 12). Aus diesem Grund war LpB:C-III in der prä-β-Bande zu erwarten. Die 

Unterschiede in der Mobilit ät der Lp-3M  und Lp-5M sind auf verschiedenartige Zusammen-

setzung der Subfraktionen zurückzuführen. Das größere Protein/Lipid-Verhältnis in der Lp-

5M-Fraktion (Tab. 8) ist offensichtli ch die Ursache für eine Veränderung der Oberflächenla-

dung und der daraus resultierenden elektrophoretischen Mobilit ät von Lp-5M.  

 

4.3. Vergleich der Immunpräzipitation mit der Immunabsorption 

 

Die Immunpräzipitationsmethode sollte als ein schnelles analytisches Verfahren zum Unter-

suchen von Probandenseren auf Vorhandensein einzelner Lipoproteinsubfraktionen dienen. 
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Die präparative Auftrennung der LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:E:C-III für die Internali -

sationsstudien erfolgte jedoch mittels Immunaff initätschromatographie. Aus diesem Grund 

wurde überprüft, ob die beiden Verfahren übereinstimmende Ergebnisse liefern.  

Abbildung 14 zeigt die Verteilung der Lipoproteine nach Größe vor und nach Immunpräzipi-

tation mit dem jeweili gen Antiserum bzw. vor und nach der entsprechenden Immunaff ini-

tätssäule. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 14: Verteilung der Lipoproteinsubfraktionen nach Größe (FPLC) a) im nativen Serum; b) 
in der nicht retinierten, konzentrierten Fraktion nach der Anti-C-III -Säule; c) im Überstand nach der 
Anti-C-III -Fällung; d) in der nicht retinierten, konzentrierten Fraktion nach der Anti-E-Säule; e) im 
Überstand nach der Anti-E-Fällung. 
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Abbildung 14 zeigt erhebliche Unstimmigkeiten zwischen den beiden Methoden, die in 

Wiederholungsuntersuchungen bestätigt wurden. Nach der Immunpräzipitation mit Anti-   

C-III konnten in dem ersten Peak sowohl Triglyceride als auch Cholesterin und ApoE, je-

doch kein ApoC-III nachgewiesen werden. Es handelt sich somit um LpB:E. Die Immunprä-

zipitation mit Anti-E führte zur Entfernung aller ApoE-haltigen Lipoproteine und somit zur 

Isolation von LpB:C-III . Bei Trennung der Lipoproteine mittels Anti-C-III- Säule wurde im 

ersten Peak mit allen Lipiden sowohl ApoC-III-  als auch ApoE entfernt (Abb. 14 b)). Die 

Anti-E-Säule entfernte ebenfalls Lipide, ApoC-III-  und ApoE (Abb. 14 d)). In beiden Fällen 

wurden in dem VLDL-Größenbereich praktisch alle Lipoproteine entfernt. Dies legt den 

Schluss nahe, dass diese großen Partikel sowohl ApoC-III , als auch ApoE enthalten, also 

LpB:C-III :E sind. Hätte dieser erste Peak zusätzli ch LpB:C-III oder LpB:E enthalten, hätten 

diese als triglyzeridhaltiger Peak in den nicht retinierten Eluaten nach Passage der Anti-E- 

respektive der Anti-C-III- Säule erscheinen müssen.  

 

Somit wurde mit beiden Säulen LpB:C-III :E isoliert, das im zweiten Schritt des Experimen-

tes mit den Antiseren gegen ApoE respektive ApoC-III präzipitiert werden sollte. Hierdurch 

wurde überprüft, ob die Immunpräzipitation vollständig abläuft, oder ob zwar das jeweili ge 

Apolipoprotein, nicht aber das gesamte Lipoprotein präzipitiert wird. Im Falle einer unvoll -

ständigen Präzipitation müsste gefolgert werden, dass die Immmunpräzipitation artifizielle 

Restpartikel erzeugt, die dadurch entstehen, dass die Antikörper ihr jeweili ges Apolipopro-

tein aus dem Lipoprotein „herausreißen“ unter Bildung eines künstli chen Lipoproteins. In 

anderen Worten, bei einer vollständigen Fällung durch die Immunpräzipitation wäre zu er-

warten gewesen, dass die Messwerte nach Fällung von LpB:C-III :E mittels Anti-C-III re-

spektive Anti-E gegen Null gehen müssten. Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse dieses Experi-

mentes an drei Probandenseren.  
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TG 
mmol/l  

CH 
mmol/l  

ApoB 
g/l 

ApoC-III  
mg/dl 

ApoE 
mg/dl 

Pro-
band 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

 
1 

 
0,44 

 

 
0,102 

 
0,28 

 

 
0,05 

 

 
0,034 

 

 
0,046 

 
2,7 

 

 
2,6 

 
0,625 

 

 
0,0 

 
2 

 
0,08 

 

 
0,05 

 
0,1 

 

 
0,03 

 
0,02 

 

 
0,01 

 
0,46 

 

 
0,0 

 
0,14 

 

 
0,0 

 
3 

 
0,42 

 

 
0,15 

 
0,2 

 

 
0,06 

 
0,03 

 

 
0,04 

 
1,9 

 

 
1,4 

 
0,33 

 

 
0,0 

 

Tabelle 9: Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen in drei Probandenseren, die zuvor mit der An-
ti-E-Säule aufgetrennt wurden. Die retinierte Fraktion, die das LpB:C-III :E enthält, wurde anschlie-
ßend mit ApoE-Antiserum präzipitiert. Nach der Immunpräzipitation ansteigende Lipid- und Apoli -
poproteinkonzentrationen wurden fett gedruckt.  
 

Die Tabelle zeigt, dass bei den Probanden 1 und 3, dessen Gesamttriglyceridkonzentrationen 

bei 7,3 bzw. 10,4 mmol/l lagen, eine Reduktion der Triglycerid- und Cholesterinkonzentrati-

onen nach der Anti-E-Fällung zu verzeichnen war. Was die Apolipoproteine betriff t, so wur-

de eine Erhöhung der ApoB-Konzentration und eine Erniedrigung der ApoC-III-

Konzentration verzeichnet. Im Serum des Probanden 2 (Gesamttriglyceridkonzentration    

1,1 mmol/l) wurden nicht nur die Lipid- sondern auch ApoB- und ApoC-III- Konzentationen 

reduziert. Offensichtli ch wurde durch Anti-E-Fällung bei den beiden untersuchten Proban-

den mit Hypertriglyceridämie, kein ApoC-III aus dem LpB:E:C-III mitgefällt . Im Gegensatz 

dazu wurde im Serum des normotriglyceridemischen Probanden eine vollständige Im-

munpräzipitation des LpB:C-III :E mit dem ApoE-Antiserum erreicht.  

 

Nach dem gleichen Schema wurde die Fällung der retinierten Fraktion der Anti-C-III- Säule, 

die das LpB:C-III :E enthält, mit ApoC-III- Antiserum durchführt (Tab. 10).  
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TG 
mmol/l  

CH 
mmol/l  

ApoB 
g/l 

ApoC-III  
mg/dl 

ApoE 
mg/dl 

Pro-
band 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

vor 
Fällung 

nach 
Fällung 

 
1 

 
0,75 

 

 
0,43 

 

 
0,36 

 

 
0,13 

 

 
0,05 

 
0,08 

 
4,7 

 
0,68 

 
0,7 

 
1,3 

 
2 

 
0,12 

 

 
0,2 

 

 
0,11 

 

 
0,06 

 

 
0,02 

 
0,02 

 

 
0,56 

 
0,09 

 
0,35 

 
0,89 

 
3 

 
0,5 

 

 
0,5 

 
0,22 

 
0,1 

 
0,04 

 
0,06 

 
1,7 

 
0,09 

 
0,76 

 
1,38 

 

Tabelle 10: Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen in drei Probandenseren, die zuvor mit derAn-
ti-C-III -Säule aufgetrennt wurden. Die retinierte Fraktion, die das LpB:C-III :E enthält, wurde 
anschließend mit ApoC-III -Antiserum präzipitiert. Nach der Immunpräzipitation ansteigende Lipid- 
und Apolipoproteinkonzentrationen wurden fett gedruckt.  
 
 

Die Immunpräzipitation mit ApoC-III- Antiserum führte in allen drei Seren zur Reduktion 

der Cholesterin- jedoch nicht der ApoE-Konzentration. Diese wurde in allen drei Fällen fast 

doppelt so hoch bestimmt. Die Triglyceridkonzentration wurde nur beim Proband 1 gesenkt.  

 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass die Immunpräzipitation nicht das gewünschte Er-

gebnis liefert. Als Konsequenz daraus wurde auf die Immunpräzipitation als ein schnelles 

Verfahren zum Untersuchen der Probandenseren auf Vorhandensein definierter Lipoprotein-

subfraktionen verzichtet. 

 

 

4.4. Biochemische und funktionelle Charakterisierung der L ipoproteinsubfraktionen  

        von Probanden mit Hyperlipoproteinämie  

 

Die Isolierung und Charakterisierung der Lipoproteinsubfraktionen erfolgte aus Probanden-

seren mit erhöhten Gesamttriglyceriden (Typ IV, Typ III oder Typ IIb nach Fredrickson). Im 

ersten Schritt wurde das Serum auf Vorhandensein von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und 

LpB:E überprüft. Im zweiten Schritt erfolgten die Isolierung der Partikel und ihre biochemi-

sche Charakterisierung. Hierzu wurden die Größenverteilung, die Zusammensetzung und die 

elektrophoretische Mobilit ät der Lipoproteinsubfraktionen untersucht. Im dritten Schritt wur-

de überprüft, ob es Unterschiede zwischen den Partikeln hinsichtli ch ihrer Aufnahme in 

menschliche Fibroblasten gibt. 
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4.4.1. Untersuchen der Probandenseren auf Vorhandensein definierter L ipoprotein-

par tikel 

 

Die zur Untersuchung eingeladenen Probanden wurden aus dem Patientenkollektiv der Li-

pid-Ambulanz des Institutes für Klinische Chemie und Pathobiochemie in Magdeburg aus-

gewählt. Für die Untersuchung auf Vorhandensein definierter Lipoproteinsubpopulationen 

wurden nur die Probandenseren eingesetzt, deren Gesamttriglyceridkonzentrationen zwi-

schen 3,3 und 14 mmol/l lagen. Eine gleichzeitige Erhöhung des Gesamtcholesterins war 

möglich, aber nicht obligat. 

 

Die Suche nach LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E erfolgte mit Hil fe der 

Immunaff initätssäulen (siehe 3.6.4). Das Ergebnis der Untersuchung von 14 Probanden stellt 

die Tabelle 11 dar. 
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Nr. TG 
 

mmol/l  

CH 
 

mmol/l  

ApoB 
 

g/l 

ApoC-III 
 

mg/dl 
 

ApoE 
 

mg/dl 

ApoE-
Pheno-

typ 

Typ nach 
Fredrick -

son  

nachgewiesene Lipo-
proteinsubpopu lationen 
 

1 
 

4,9 4,3 1,0 24,6 5,9 3/3 IV  LpB:C-III:E, LpB 
 

2 4,9 6,4 1,3 25,8 6,9 3/3 IV  LpB:C-III:E, LpB 
 

3 6,1 6,3 1,3 33,3 10,7 3/3 IV LpB:C-III:E, LpB, 
LpB:C-III, LpB:E 

4 6,4 7,7 1,7 27,0 11,6 3/3 IV LpB:C-III:E, LpB 
 

5 6,7 4,4 1,0 22,2 6,7 3/3 IV LpB:C-III:E, LpB, 
LpB:C-III 
 

6 7,4 5,2 1,1 33,6 7,2 3/3 IV LpB:C-III:E, LpB 
 

7 7,9 8,7 1,8 34,8 8,9 3/3 IIb LpB:C-III:E, LpB, 
LpB:C-III 
 

8 10,1 7,4 1,7 36,3 8,2 4/4 IV LpB:C-III:E, LpB 
 

9 14,0 10,2 1,5 55,2 18,7 2/4 V LpB:C-III:E, LpB, LpB:C-
III, LpB:E 
 

10 4,9 5,6 1,3 18 8,0 2/3 IV LpB:C-III:E, LpB, LpB:C-
III, LpB:E 
 

11 3,3 6,3 0,74 14,4 11,9 2/2 III LpB, LpB:C-III:E, LpB:E 
 

12 3,4 6,8 0,8 18,6 13,7 2/2 III LpB, LpB:C-III:E, LpB:E 
 

13 3,7 8,1 1,02 30,9 14,2 2/2 
 

III LpB, LpB:C-III:E, LpB:E 

14 4,1 7,5 1,1 25,2 11,7 2/2 III LpB, LpB:C-III:E, LpB:E 
 

 

Tabelle 11: Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen sowie nachgewiesene Lipoproteinsubpopula-
tionen in den untersuchten Probandenseren. Fett gedruckt sind Probandenseren, die zur Isolierung 
von Lipoproteinsubpopulationen verwendet und biochemisch sowie funktionell charakterisiert wur-
den. (Der ApoE-Phänotyp wurde mittels isoelektrischer Fokussierung nachgewiesen (siehe 3.7.4). 
 

Aus der Tabelle ist ersichtli ch, dass alle 14 untersuchten Probanden unabhängig von dem 

ApoE-Phänotyp zwei Lipoproteinsubpopulationen – LpB und LpB:C-III :E – aufweisen. In 

zwei Fällen der 8 geprüften Probanden, die kein ε2-Allel tragen, konnten zusätzli ch    

LpB:C-III und in einem weiteren Fall LpB:C-III und LpB:E nachgewiesen werden. Es lässt 

sich kein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der Lipoproteinsubpopulationen und 

einem der in Tabelle 11 aufgezählten Parameter feststellen. Deutli ch zu erkennen ist jedoch 

die Verbindung zwischen dem Auftreten des LpB:E-Partikels und dem ApoE2-Phänotyp. 
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Die Probandenseren, in denen die größte Vielfalt an Lipoproteinsubpopulationen nachgewie-

sen werden konnte (LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und in einem Fall LpB:E), wurden für die 

weiteren Untersuchungen eingesetzt. Wegen  der gestörten ApoE2-Ligandenfunktion an den 

Zell rezeptoren [48] wurden die Lipoproteinsubpopulationen von ε2-Allel-Trägern nicht 

untersucht. 

 

 

4.4.2. Größenverteilung von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E 

 

Aus den oben erwähnten Probandenseren wurden LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E 

mittels Immunaff initätssäulen (siehe 3.6.3) isoliert. Anschließend erfolgte die Trennung je-

der Lipoproteinsubpopulation nach Größe mittels Gelchromatographie (siehe 3.5.2). Abbil -

dung 15 zeigt die Größenverteilung von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E in den drei 

untersuchten Probandenseren. 

 
Alle drei Nativläufe (Abb. 15 a)) zeigen eine für Probanden mit Hyperlipoproteinämie 

charakteristische Triglycerid-, Cholesterin-, ApoB-, ApoC-III-  und ApoE-Verteilung: der 

erste Peak trägt den Hauptanteil an Triglyceriden, ApoC-III und ApoE, das Cholesterin ist 

fast zu gleichen Teilen zwischen dem ersten und dem zweiten Peak verteilt , und das ApoB 

findet sich zum größten Teil i n dem zweiten Peak. Repräsentativ für Serum 

hypertriglyceridämischer Probanden ist der dritte Peak, in dem minimale Anteile an 

Cholesterin, ApoC-III und ApoE zu finden sind. 

 

Was das LpB (Abb. 15 b)) betriff t, so findet sich der Hauptanteil an Cholesterin und ApoB 

erwartungsgemäß im zweiten Peak. LpB in der VLDL-Größe konnte in allen drei Fällen 

nicht nachgewiesen werden. 

 

Die Trennung des LpB:C-III nach Größe (Abb. 15 c)) ergab zwei Peaks: den ersten großen 

triglycerid-, cholesterin- und ApoC-III- reichen Peak und den mittleren ApoB- und choleste-

rinreichen Peak. 

 

Der ApoB-Konzentrationsverlauf  in der Größenverteilung von LpB:C-III :E lässt eine Tren-

nung der Lipoproteine in drei Größen zu erkennen: VLDL-, IDL- und LDL-große Lipopro-
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teine (Abb. 15 d)). Während  der VLDL- große Peak triglycerid-, cholesterin- und ApoC-III-

reich ist, ist der LDL-große Peak triglycerid- und cholesterinarm. 

 

Die Größenverteilung von LpB:E (Abb. 15 e)), die nur bei einem Probanden beobachtet 

werden konnte, liefert nur zwei gut voneinander abgetrennte Peaks: einen triglycerid-, cho-

lesterin- und Apo E-reichen VLDL-Größenpeak und einen ApoB-reichen LDL-Größenpeak.  

 

Die Entscheidung, welche Fraktionen für die funktionelle Charakterisierung der VLDL- und 

LDL-großen Lipoproteinsubfraktionen konzentriert werden mussten, wurde für jeden der 

drei Probandenseren separat getroffen. Die genaue Zusammensetzung einzelner Lipoprotein-

subpopulationen von VLDL- bzw. LDL-Größe wird im nächsten Kapitel erläutert. 
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Abbildung 15: Größenverteilung von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E in drei untersuchten Probanden. a) Natives Serum, b) LpB, c) LpB:C-III , 
d) LpB:C-III :E und e) LpB:E. 
 
 
 
 

a) 

b) 
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4.4.3. Zusammensetzung von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E 

  

Die molare Lipid- und Apolipoproteinzusammensetzung von VLDL- und LDL-großen LpB,  

LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E wurde nach dem in 3.7.1 beschriebenen Prinzip errech-

net. In Abbildung 16 ist die Zusammensetzung der einzelnen Lipoproteinsubpopulationen 

der drei untersuchten Probanden dargestellt . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Vergleich der Zusammensetzung von VLDL- und LDL-großen LpB, LpB:C-III , 
LpB:C-III :E und LpB:E in drei unterschiedlichen Probandenseren. Pro Lipoproteinpartikel sind an-
gegeben: a) Triglyceridmoleküle, b) Cholesterinmoleküle, c) ApoC-III -Moleküle und e) ApoE-
Moleküle. 
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Die Betrachtung der Triglycerid- und Cholesterinmoleküle pro Partikel zeigt, dass, bezogen 

auf ApoB, LpB:C-III das triglycerid- und cholesterinreichste Partikel unter den VLDL-

großen Lipoproteinen ist. Das LpB:C-III :E hingegen ist unter den LDL-großen Lipoprotei-

nen das triglycerid- und cholesterinreichste Partikel. Es ist überraschend, dass im LDL-

Größenbereich nicht LpB, sondern LpB:C-III :E die größte Zahl an Cholesterinmolekülen 

trägt. Eine Ausnahme bildet das Probandenserum 3, in dem LpB:E die höchste Triglycerid- 

sowie Cholesterinmolekülzahl von allen VLDL-großen Lipoproteinen aufweist.  

 

Auch in der Apolipoproteinzusammensetzung ergaben sich Unterschiede zwischen den 

VLDL- und LDL-großen Lipoproteinen: das ApoC-III dominiert in den großen Partikeln im 

LpB:C-III und in den mittelgroßen Lipoproteinen im LpB:C-III :E. Was das ApoE betriff t, so 

ist der Vergleich der ApoE-Molekülzahl in LpB:C-III :E und LpB:E nicht repräsentativ, da 

LpB:E nur bei einem Probanden nachgewiesen wurde. In diesem einen Fall i st LpB:E im 

VLDL-Größenbereich viel reicher an ApoE als LpB:C-III :E. Im LDL-Größenbereich dage-

gen ist bei diesem Probanden LpB:C-III :E das ApoE-reichste Lipoprotein.  

 

 

4.4.4. Elektrophoretische Mobili tät von LpB, LpB:C-III und LpB:C-III :E  

 

Es wurde überprüft, ob die unterschiedlich großen Lipoproteinsubfraktionen in der Elektro-

phorese ein Migrationsverhalten zeigen, das mit dem konventionellen Migrationsverhalten 

von VLDL (prä-β-), LDL (β-) und HDL (α- Bande) vergleichbar ist.  
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Abbildung 17: Elektrophoretische Mobilit ät von VLDL- und LDL-großen LpB, LpB:C-III , LpB:C-
III :E und LpB:E. 1) natives Serum, 2) LpB (LDL-Größe), 3) LpB:C-III (VLDL-Größe), 4) LpB:C-III 
(LDL-Größe), 5) LpB:C-III :E (VLDL-Größe), 6): LpB:C-III :E (LDL-Größe). 
 

In Abbildung 17 sind die elektrophoretischen Eigenschaften der Lipoproteinsubfraktionen 

von zwei Probanden abgebildet. In beiden Fällen ist im nativen Serum eine prä-β-Bande 

(VLDL) und eine β-Bande (LDL) deutli ch zu erkennen. Die α-Bande ist verhältnismäßig 

schwach. Mit einer Ausnahme migrieren die Lipoproteinsubpopulationen wie erwartet: LpB 

aus dem LDL-Größenbereich in der β-, LpB:C-III aus dem VLDL-Größenbereich in der  

prä-β- und LpB:C-III aus dem LDL-Größenbereich in der β-Region. LpB:C-III :E der 

VLDL- und LDL-Größe migrieren in beiden Fällen in der gleichen Höhe als prä-β-

Lipoproteine. Mögliche Erklärungen hierfür werden in der Diskussion (siehe 5.2.1.2) gelie-

fert.  

 

 

4.4.5. Internalisation von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E in humane Fibro- 

           blasten 

 

Im letzten Schritt der Charakterisierung von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E wur-

den die funktionellen Eigenschaften der Lipoproteinsubfraktionen untersucht. Dafür wurden 

mit den nach Größe getrennten Lipoproteinsubfraktionen und humanen Fibroblasten Interna-

li sationsstudien durchgeführt. 
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Abbildung 18: Internalisation von LpB, LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E in humane Fibroblasten. 
a) Internalisation der VLDL-großen Lipoproteinsubfraktionen; b) Internalisation der LDL-großen 
Lipoproteinsubfraktionen; d) Vergleich der Lipoproteinsubfraktionen der VLDL- und LDL-Größe. 

a) VLDL-große L ipoproteine 

b) LDL-große L ipoproteine 

c) Zusammenführung aller L ipoproteine 
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Der Internalisationsvergleich von drei VLDL-großen Lipoproteinsubfraktionen (Abb. 18 a)) 

und vier LDL-großen Lipoproteinsubfraktionen (Abb. 18 b)) zeigt, dass LpB:E gefolgt vom 

LpB am besten von den Fibroblasten aufgenommen wird. LpB:C-III wird schlechter als LpB 

und LpB:E von Zellen internalisiert, jedoch besser als LpB:C-III :E. Diese Konstellation gilt 

sowohl für die VLDL- als auch für die LDL-großen Lipoproteinsubfraktionen.  

 

Abbildung 18 c) stellt die Unterschiede in der Internalisation zwischen den VLDL- und 

LDL-großen LpB:E, LpB:C-III und LpB:C-III :E dar. Der Vergleich der Internalisation von 

VLDL- und LDL-großen LpB:E zeigt, dass die VLDL-großen Lipoproteine besser von den 

Zellen aufgenommen werden als die LDL-großen LpB:E. Im Gegensatz dazu werden 

VLDL-große LpB:C-III und LpB:C-III :E schlechter internalisiert als die LDL-großen 

LpB:C-III und LpB:C-III :E. Ob diese Unterschiede auf die Zusammensetzung der einzelnen 

Lipoproteinsubfraktionen oder auf deren Größe zurückzuführen sind, wird ausführli ch in der 

Diskussion (siehe 5.3.1 und 5.3.2) erörtert.  
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5. Diskussion 

 

Die Auswahl einer geeigneten Methode zur Isolierung von Lipoproteinen bestimmter Zu-

sammensetzung sowie die Untersuchung von biochemischen und funktionellen Eigenschaf-

ten der Lipoproteinsubfraktionen stellt aus mehreren Gründen eine große Herausforderung 

dar. Denn einerseits muss berücksichtigt werden, dass die Wechselwirkungen zwischen den 

Bausteinen der Lipoproteine – den Apolipoproteinen, den Phospholipiden, den Triglyceri-

den, dem freien und veresterten Cholesterin - hydrophober Natur sind. Die Stabilit ät der hyd-

rophoben Wechselwirkungen und damit die Stabilit ät der Lipoproteine hängt im großen Ma-

ße von der Umgebung ab [49]. Aus diesem Grund sollte die zur Isolierung der Lipoprotein-

subfraktionen gewählte Methode nicht nur die Trennung nach Apolipoproteinkomposition 

ermöglichen, sondern auch die Stabilit ät und somit die biochemische und funktionelle Integ-

rität der Lipoproteine nicht beeinträchtigen. Andererseits muss Klarheit darüber herrschen, 

dass das isolierte Spektrum an Lipoproteinsubfraktionen nur eine Momentaufnahme im 

Stoffwechselgeschehen repräsentiert. Die Lipoproteine befinden sich in ständigen Auf- und 

Abbauprozessen und stellen somit ein Kontinuum von Partikeln unterschiedlicher Größe und 

Zusammensetzung dar. Ob ein Lipoproteinpartikel von den Zellen der Leber oder von der 

Peripherie aufgenommen wird, oder ob es in der Zirkulation verweilt , hängt von der Apoli -

poproteinkomposition des Partikels ab. Auch die Größe des Partikels ist entscheidend für 

den Stoffwechselweg der Lipoproteine. Die sehr großen Partikel können das Gefäßsystem 

nicht verlassen und spielen hiermit keine direkte Rolle in der Atherogenese. Kleinere Li-

poproteine dagegen durchdringen die Gefäßwand und können ihren Beitrag zur Entstehung 

von atherosklerotischen Plaques im subendothelialen Gewebe leisten. Aus diesen Gründen 

ist die Betrachtung der Lipoproteine hinsichtli ch ihrer Größe und Apolipoproteinzusammen-

setzung nicht nur von akademischem Interesse, sondern auch von medizinischer Bedeutung. 

 

Ziele der vorliegenden Arbeit waren: 

• ein immunologisches Verfahren zur Trennung von Lipoproteinsubfraktionen zu entwi-

ckeln und zu optimieren, mit dem eine Isolierung von möglichst intakten Lipoproteinen 

bestimmter Größe mit einem definierten Apolipoproteinbesatz möglich ist. 

• die isolierten Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E) hin-

sichtli ch ihrer biochemischen und funktionellen Eigenschaften zu charakterisieren.  
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5.1. Methodenauswahl 

 

In der Literatur wurden mehrere immunologische Techniken zur Quantifizierung der von 

Alaupovic [34] definierten ApoA- und ApoB-haltigen Lipoproteinfamilien sowie deren Sub-

fraktionen (LpB, LpB:E, LpB:C, LpB:C:E, LpA-I und LpAI:A-II) beschrieben. Dazu gehö-

ren: 

• enzymatische Immunoassays (ELISA) [49-53],  

• die „Rocket“ - Immunelektrophorese [37, 54, 55],  

• die sequentielle Immunpräzipitation [56, 57],  

• die sequentielle Immunabsorption [36, 42, 47, 58-61].  

 

Zur Quantifizierung der Lipoproteinsubfraktionen mit enzymatischen Immunoassays wird 

die Trägersubstanz (z.B. Mikrotiterplatte) mit einem Antikörper gegen ein Apolipoprotein 

beschichtet und mit einem enzymatisch markierten Antikörper gegen ein anderes Apoli -

poprotein nachgewiesen. Die „Rocket“ -Elektrophorese ist auch wie die ELISA eine Quanti-

fizierungsmethode, die auf elektrophoretischer Mobilit ät eines Antigens in einem Agarose-

Gel basiert, in dem ein Antikörper immobili siert ist. Wegen ihrer hohen Sensiti vität und im 

Vergleich zu anderen Verfahren relativer Praktibilit ät wurde diese Technik zur Bestimmung 

von Subfraktionskonzentrationen in mehreren großen Studien verwendet [37, 54, 55]. Beide 

Methoden erlauben Aussagen über die Konzentration der zu bestimmenden Subpopulation 

im Serum sowie deren Apolipoproteinzusammensetzung, jedoch keine Aussagen zur Lipid-

Komposition der Lipoproteinsubfraktionen. Vorteilhaft gegenüber diesen Methoden erschei-

nen Immunpräzipitation und Immunabsorption. Mit diesen beiden Verfahren können die 

Lipoproteine isoliert und anschließend nach ihren biochemischen und funktionellen Eigen-

schaften untersucht werden. Aus diesem Grund wurden beide Trennverfahren in dieser Ar-

beit optimiert und anschließend angewandt.  

 

 

5.1.1. Immunpräzipitation – Vor teile und Probleme 

 

Sequentielle Immunpräzipitation wurde zum ersten Mal von Alaupovic et al. [56] als Me-

thode zur Charakterisierung der Apolipoproteinfamilien verwendet. Hierbei handelt es sich 

um eine sukzessive Entfernung von Lipoproteinen, die ein bestimmtes Apolipoprotein tra-

gen, aus dem nativen Serum bzw. aus vorher isolierten VLDL, LDL1 und LDL2. Dies ge-
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schieht durch Zugabe eines spezifischen Antiserums. Zu den Vorteilen dieses Verfahrens 

zählen gute Standardisierungsmöglichkeiten, die relativ einfache Durchführung und somit 

die Möglichkeit zur Untersuchung größerer Probandenkollektive. Infolgedessen wurde die 

Immunpräzipitation in der vorliegenden Arbeit zunächst optimiert und in einer Pilot-Studie 

zur Charakterisierung von Lipoproteinsubpopulationen bei einem kleinen Probandenkollek-

tiv (n = 14) eingesetzt. Im Vergleich zu den Literaturangaben (Alaupovic et al. [56] und 

Campos et al. [62]) lieferte diese Studie zum Teil widersprüchliche Ergebnisse, obwohl die 

Probanden-Kollektive nahezu gleich gewählt wurden. Auf eine genaue Beschreibung dieser 

Diskrepanzen in den Ergebnissen der drei Studien wird an dieser Stelle aus folgenden, me-

thodenbezogenen Gründen verzichtet. 

 

Erstens, in den beiden Literaturangaben stimmen die Methoden zur Isolierung und Quantifi-

zierung der Lipoproteinsubfraktionen mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kom-

bination aus Immunpräzipitation, Ultrazentrifugation und Immunturbidimetrie nicht überein. 

Tabelle 13 stellt im Überblick den Methodenteil der zwei angesprochenen Arbeiten und die-

ser Dissertation dar.  

 

 Alaupovic et al. [56] Campos et al. [62] Dissertation 
 
Probandengruppen 

HCHOL, (N = 3) 
HTG, (N = 5) 
normolipämisch,   
(N = 8) 

HCHOL, (N = 10) 
HTG, (N = 13) 
normolipämisch,     
(N = 12) 

HCHOL, (N = 3) 
HTG, (N = 3) 
normolipämisch,      
(N = 4) 

Material und Metho-
de zur Separation der 
L ipoproteinsubfrak-
tionen 

Immunpräzipitation in 
VLDL, LDL1 und 
LDL2 

Immunabsorption im 
Serum, anschließende 
Ultrazentrifugation 
(VLDL, IDL, LDL) 

Immunpräzipitation im 
Serum, anschließende 
Ultrazentrifugation 
(VLDL, LDL) 

 
 
Quantifizierungsme-
thoden 

für Lipide – 
Gaschromatographie, 
für Apolipoproteine – 
Elektroimmunoassays 
Messung in den 
Dichtefraktionen 

für Lipide – Photometrie 
für Apolipoproteine – 
ELISA 
Messung in den Dichte-
fraktionen 

für Lipide – Photometrie 
für Apolipoproteine – 
Immunturbidimetrie 
Konzentrationen rechne-
risch ermittelt (siehe 
3.4.2) 

 

Tabelle 12: Vergleich der in dieser Dissertation angewandten Methoden zur Isolierung und Quantifi-
zierung der Lipoproteinsubfraktionen mit den von Alaupovic et al. [56] und Campos et al. [62] 
angegebenen Verfahren. 
 

 

Zweitens, während der Durchführung der vorliegenden Arbeit wurden bei Verwendung von 

Immunpräzipitation auffälli ge Messwerte erzeugt, die die Richtigkeit der erhaltenen Ergeb-

nisse in Frage stellen. Es hat sich herausgestellt , dass nach einigen Präzipitationsschritten 
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(besonders nach der Anti-E-Fällung) nur das zu fällende Apolipoprotein (das ApoE) entfernt 

wurde, während die Konzentration der anderen Lipoproteinbestandteile – der Triglyceride, 

des Cholesterins, der anderen Apolipoproteine – nicht, wie erwartet, erniedrigt wurde, son-

dern unverändert blieb oder sogar höher wurde. Zur Aufklärung der möglichen Ursachen 

dieser Unplausibilit ät wurden 2 Hypothesen bearbeitet:  

• sind diese unplausible Ergebnisse nach der Immunpräzipitation Messfehler?  

• verändert die Immunpräzipitation die Lipoproteinstruktur? 

 

Zur Überprüfung der ersten Hypothese wurden zwei Untersuchungen durchgeführt. In der 

ersten Untersuchung wurde überprüft, ob die Antiseren selbst tierische Lipide und/oder Apo-

lipoproteine enthalten, die im Gemisch von Antiserum mit der humanen Serumprobe natur-

gemäß zu falsch hohen Messwerten führen würden. In beiden Antiseren konnten überra-

schenderweise Triglyceride und Cholesterin, jedoch keine Apolipoproteine nachgewiesen 

werden. Daraufhin wurden die Ergebnisse nach der jeweili gen Präzipitation für die Lipidan-

teile in den Antiseren korrigiert, bzw. das Antiserum von den tierischen Lipoproteinen be-

freit.  

 

In der zweiten Untersuchung wurde kontrolli ert, ob die unterschiedlichen Probematrices, die 

in den Immunpräzipitationsansätzen entstehen, einen Einfluss auf die immunturbidime-

trische und photometrische Messung haben. Diese Untersuchung basierte auf dem Umstand, 

dass zu den Präzipitationsansätzen und dem Nativansatz unterschiedliche Mengen an Koch-

salzlösung zugegeben wurden, um das Endvolumen gleich zu erhalten. Daraufhin wurde die 

Probenmatrix in allen Ansäzen durch Zugabe von Ziegen-Serum konform gehalten. 

 

In beiden Fällen konnte das Problem gleichbleibender oder sogar ansteigender Lipid- und 

Apolipoproteinkonzentrationen nach der Immunpräzipitation nicht gelöst werden. 

 

Eine mögliche Erklärung der aufgetretenen Unplausibilit ät in den Lipidkonzentrationen nach 

der Immunpräzipitation liegt eventuell i n einer Beeinträchtigung der enzymatischen Mess-

methoden, die zur Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationsbestimmungen nach der Im-

munpräzipitation verwendet wurden. In beiden Methoden werden im ersten Schritt die Es-

terbindungen mittels testeigener Enzyme gespalten: im Falle der Triglyzeridbestimmung mit 

einer Lipoproteinlipase und im Falle der Cholesterinbestimmung mit einer unspezifischen 

Cholesterinesterase (siehe 3.2.1). Tatsache ist, dass die Aktivität der Lipoproteinlipase (LPL) 
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durch ApoC-III [63-65] und ApoE [66, 67] gehemmt wird. Ein Vergleich der Ansätze, die 

bei der Immunpräzipitation hergestellt wurden, liefert folgendes Bild: im Nativansatz sind 

100% der ApoC-III-  und ApoE-Moleküle vorhanden, während im Anti-C-III- Ansatz ein Teil 

des „ inhibitorischen Potentials“ für die LPL, das ApoC-III , fehlt. Im Anti-E-Ansatz fehlt das 

ApoE, das die LPL ebenfalls hemmen kann, und in der Combi-Fällung fehlen folgerichtig 

beide Inhibitoren der LPL – das ApoC-III und das ApoE. In anderen Worten, die Nativansät-

ze sind im Vergleich zu den Immunpräzipitationsansätzen reicher an Inhibitoren der LPL, 

was zur Folge haben könnte, dass die Präzipitationsansätze bei den Lipidmessungen auf-

grund vollständigerer Lipolysen im ersten Schritt der Messverfahren falsch hohe Werte lie-

fern.  

 

Eine andere Überlegung – der Überschuss an Antiserum stört die Konzentrationsmessung 

nach der Immunpräzipitation durch Eigentrübung des zugesetzten Antiserums – kann durch 

folgende Beobachtung widerlegt werden. Die gleichbleibenden bzw. erhöhten Lipid- und 

Apolipoproteinkonzentrationen nach der jeweili gen Präzipitation traten auch dann auf, wenn 

die Lipoproteine mittels der gelchromatrographischen Säulen nach Größe getrennt wurden. 

Die Konzentrationsmessungen in den Säulenfraktionen erfolgte anschließend im Tris-Puffer 

und nicht in dem mit Antiserum angereicherten Ansatz, so dass die Unplausibilit ät der Werte 

nicht durch Eigentrübung des Antiserums erklärt werden kann. 

 

Bezüglich der Messung von Apolipoproteinkonzentrationen müssen Überlegungen anderer 

Art angestellt werden, weil i n diesem Fall die Konzentrationsbestimmung mit immunturbi-

dimetrischen Methoden erfolgte (siehe 3.2.2). Die beobachtete Unplausibilit ät für die Apoli -

poproteinkonzentrationen nach der Immunpräzipitation könnten erklärt werden, wenn die 

zweite Hypothese zuträfe, nämlich eine Veränderung der Lipoproteinstruktur durch Im-

munpräzipitation. Bei dieser Annahme würde folgendes ablaufen: bei der Zentrifugation des 

Lipoprotein-Antikörperkomplexes wirken zwei verschiedene Kräfte, nämlich der Auftrieb 

der Lipide gegen den Abtrieb der mit unterschiedlichen physikalischen Kräften an das Ge-

samtpartikel gebunden Apolipoproteine, an die zusätzli ch die Antikörper gebunden sind. 

Infolge dieser gegensätzlichen Kräfte könnte das Lipoproteinpartikel „zerreißen“ . Das be-

deutet, dass bei der Präzipitation nicht das gesamte Partikel sedimentiert, sondern nur Apoli -

poprotein-enthaltende Bruchteile des Partikels. Auf den so entstandenen artifiziellen 

Restpartikeln befänden sich weiterhin die übrigen Apolipoproteine, weshalb deren 

Konzentration nach Immunpräzipitation und Zentrifugation in der nachfolgenden Messung 

nicht erniedrigt gefunden würde. Hinzu käme eine weitere Möglichkeit: durch das Entfernen 
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gefunden würde. Hinzu käme eine weitere Möglichkeit: durch das Entfernen eines Apoli -

poproteins könnten bei den anderen (nicht präzipitierten) Apolipoproteinen zusätzli che Epi-

tope freigelegt werden. Bei der nachfolgenden immunturbidimetrischen Bestimmung würden 

diese, zuvor maskierten Epitope, erkannt und damit zu „erhöhten“ Messwerten beisteuern.  

 

Eine genauere Betrachtung der Ergebnisse, die mit der Immunpräzipitation erzielt wurden, 

führte zu einer weiteren interessanten Beobachtung. Das Problem der gleichbleibenden oder 

erhöhten Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen nach der Immunpräzipitation war am 

auffälli gsten in den Probandenseren mit Gesamttriglyceridkonzentrationen < 4 mmol/l. In 

hypertriglyceridämischen Seren konnte dagegen häufig eine Senkung der Lipidkonzentratio-

nen nach der Immunpräzipitation beobachtet werden. Diese Beobachtung könnte im Sinne 

der „Veränderung der Lipoproteinstruktur durch Immunpräzipitation“ - Hypothese („Zer-

reiß-Hypothese“) erklärt werden. Die Erklärung basiert auf dem Umstand, dass die Lipopro-

teine der hypertriglyceridämischen Probanden und der normolipämischen Probanden ver-

schiedenartig zusammengesetzt sind. Ein VLDL-großes Lipoprotein eines hypertriglyceri-

dämischen Probanden trägt das zwei- bis dreifache an Triglycerid-, das doppelte an Choles-

terin- und das vierfache an ApoC-III- Molekülen pro Partikel im Vergleich zum gleichgroßen 

Lipoprotein eines normolipämischen Probanden [Ergebnisse dieser Arbeit, 62, 68]. Sollte die 

„Zerreiß-Hypothese“ zutreffen, kann angenommen werden, dass während der Immunpräzipi-

tation eines Lipoproteins, z.B. in der Anti-C-III- Fällung, nicht das reine ApoC-III aus dem 

Partikel „herausgerissen“ wird, sondern Teile des Partikels, die mit ApoC-III auch Triglyce-

rid- und Cholesterinmoleküle enthalten. Unabhängig davon, ob die Immunpräzipitation mit 

Serum eines normo- oder hypertriglyceridämischen Probanden durchgeführt wurde, dürfte 

dieser Vorgang analog ablaufen. Der Unterschied besteht jedoch darin, dass aufgrund der 

unterschiedlichen Zusammensetzung der Lipoproteine der gefällte Triglycerid- und Choles-

terinanteil beim hypertriglyceridämischen Probanden größer als beim normotriglyceridämi-

schen Probanden sein könnte. Höchstwahrscheinlich werden von den 12 ApoC-III-

Molekülen, die auf einem VLDL-großen Partikel eines hypertriglyceridämischen Probanden 

nachweisbar sind, mehr Triglycerid- und Cholesterinmoleküle durch das zugeführte Antise-

rum „mitgerissen“ als von den 3 ApoC-III- Molekülen eines normolipämischen Probanden. 

Nicht zu unterschätzen ist auch das Triglycerid-„Angebot“ auf einem VLDL-großen Li-

poprotein eines hypertriglyceridämischen Probanden im Vergleich zum Lipoprotein eines 

normolipämischen Probanden, nämlich 20000 gegenüber 8000. Die Differenz der Lipidwerte 

vor und nach der Immunpräzipitation im Serum eines normolipämischen Probanden ist ver-
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mutlich zu gering, um sie nachweisen zu können.  

 

Triff t die „Zerreiß-Hypothese“ zu, bleibt noch eine andere Frage offen: warum sind die nach 

der Immunpräzipitation erhaltenen artifiziellen Rest-Partikel nicht kleiner als die nativen 

Lipoproteine (siehe Abb. 7, 8)? Möglicherweise ist die verwendete Gelchromatographie-

methode nicht sensiti v genug, um eine durch Immunpräzipitation erzeugte Verkleinerung der 

Lipoproteine nachzuweisen. Die Schwäche dieser Methode liegt nämlich in der einge-

schränkten Fähigkeit, zwischen Chylomikronen-, VLDL- und deren Remnant-großen Li-

poproteinen zu unterscheiden. Wie die elektronenmikroskopischen Bilder zeigen (siehe  

Abb. 11), ist der Größenbereich der als VLDL eingestuften großen Lipoproteine beim hy-

pertriglyceridämischen und normolipämischen Probanden sehr unterschiedlich. Angenom-

men, nach der Fällung mit Anti-C-III wird die Hälfte eines VLDL-großen Lipoproteins vom 

hypertriglyceridämischen Probanden entfernt, dann müsste das kleinere Rest-Partikel in dem 

FPLC-Chromatogramm weiter rechts, verschoben zu den LDL-großen Lipoproteinen, er-

scheinen. Dieses wird aber nicht beobachtet, weil das Rest-Partikel immer noch so groß ist 

wie die als VLDL-große eingestufte Lipoproteine. Im Serum eines normolipämischen Pro-

banden ist der Vorgang analog. Allerdings kann wegen eines niedrigeren ApoC-III- Gehaltes 

in einem VLDL-großen Lipoprotein die Menge der mit dem ApoC-III entfernten Lipide und 

somit die Größenveränderung des Lipoproteins kaum so groß sein, wie bei einem hy-

pertriglyceridämischen Probanden. Das bedeutet, dass die Differenz in der Lipoproteingröße 

nur minimal ist und mit der gelchromatographischen Methode nicht nachzuweisen ist.  

 

Zusammenfassend könnte die in dieser Arbeit beobachtete Unplausibilit ät nach der Im-

munpräzipitation nicht nur auf methodischen Aspekten, sondern auch auf biochemischen 

Unterschieden zwischen den Lipoproteinen beruhen. Die Ergebnisse legen nahe, dass die 

Immunpräzipitation nicht zur Isolierung und Charakterisierung der Lipoproteinsubfraktionen 

geeignet ist. Diese Schlußfolgerung wird durch zwei weitere Fakten unterstützt. Erstens, es 

gibt keine Angaben in der Literatur der letzten 15 Jahre, die die Immunpräzipitation als Me-

thode der Wahl zur Charakterisierung der Zusammensetzung und der funktionellen Eigen-

schaften von Lipoproteinsubfraktionen beschreiben. Für diese Art der Untersuchungen wird 

hauptsächlich die Immunabsorption gewählt [36, 62, 69, 70]. Zweitens, in dieser Arbeit 

konnte einerseits festgestellt werden, dass Immunpräzipitation und Immunabsorption wider-

sprüchliche Ergebnisse liefern, andererseits erbrachte die Immunabsorption einen weiteren 

Hinweis für das Zutreffen der „Zerreiß-Hypothese“.  
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5.1.2. Immunabsorption – eine Alternative zur Immunpräzipitation 

 

Die sequentielle Immunabsorption stellt eine Alternative zur Isolierung der von Alaupovic et 

al. beschriebenen Lipoproteinsubfraktionen dar. Das Verfahren basiert auf der Reaktion ei-

nes Antigens mit einem an feste Phase (Sepharose) gekoppelten Antikörper. Die von einer 

Aff initätssäule gebundenen Lipoproteine werden mit Elutionsmittel hoher Ionenstärke von 

der Säule abgetrennt und können für weitere Untersuchungen eingesetzt werden. Die Kom-

bination aus Anti-ApoA-I- [47], Anti-ApoA-II-  [36, 42, 58], Anti-ApoB- [47], Anti-        

ApoC-III-  [36, 61] und Anti-ApoE-Säulen [59, 60] erlaubt die Isolierung aller von Alaupo-

vic et al. definierten Lipoproteinsubfraktionen.  

 

Einer der Vorteile dieser Methode liegt in der preiswerten Isolierung größerer Mengen an 

Lipoproteinsubfraktionen, die für weitere Untersuchungen eingesetzt werden können. Vor-

teilhaft erscheint außerdem die schonende Art dieser Methode: die Lipoproteine passieren 

die Immunaff initätssäule und werden dabei keinen zusätzli chen physikalischen Kräften wie 

bei der Immunpräzipitation ausgesetzt. Als nachteili g erweisen sich jedoch folgende Punkte: 

• Notwendigkeit der Aufkonzentrierung der nach Immunabsorption erhaltenen Subfraktio-

nen (dabei ist mit Verlusten zu rechnen), 

• schlechte Standardisierungsmöglichkeiten wegen mehrerer Zwischenschritte sowie an-

schließender Konzentrierung der Proben, 

• großer Zeitaufwand. 

 

 

5.1.2.1. Diskrepanzen zwischen Immunabsorption und Immunpräzipitation 

 

Im ersten Teil der Untersuchungen wurde geprüft, ob Immunabsorption und Immunpräzipi-

tation vergleichbare Ergebnisse liefern. Wegen ihrer Praktikabilit ät könnte die Immunpräzi-

pitation zum Untersuchen der Probanden auf Vorhandensein definierter Lipoproteinsubfrak-

tionen eingesetzt werden, die anschließend mit Immunabsorption isoliert werden. Eine Vor-

aussetzung müsste dabei erfüllt werden: Immunpräzipitation und Immunabsorption müssten 

übereinstimmende Ergebnisse liefern.  

 

Die durchgeführten Untersuchungen (siehe 4.3) zeigten, dass diese Voraussetzung nicht ge-

geben ist. Mit der Immunpräzipitation konnten Lipoproteinsubfraktionen isoliert werden, die 
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mit Immunabsorption nicht nachzuweisen waren. Es stellte sich nun die Frage, welche der 

beiden Methoden das richtige Ergebnis liefert. Dafür wurde LpB:C-III :E mittels Immunab-

sorption isoliert und mit Anti-C-III respektive Anti-ApoE präzipitiert. Bei einer vollständi-

gen Präzipitation dürften keine Lipid- und Apolipoproteinkonzentrationen im Überstand der 

Fällung gemessen werden. In beiden Fällen wurde zwar eine nahezu komplette Entfernung 

des zu fällenden Apolipoproteins beobachtet, nicht aber der anderen Lipoproteinbestandteile 

(siehe 4.3). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den oben beschriebenen Unplausibilit äten 

bei Verwendung von Immunpräzipitation und unterstützt die Richtigkeit der aufgestellten 

„Zerreiß-Hypothese“. 

 

 

5.1.2.2. Weitere methodische Aspekte zur Isolierung der L ipoproteinsubfraktionen 

 

Im zweiten Teil der Untersuchungen wurde die Immunabsorption optimiert und anschlie-

ßend für die Isolierung der Lipoproteinsubfraktionen (LpB; LpB:E, LpB:C-III , LpB:C-III :E) 

eingesetzt. Die Optimierung der Methode umfasste mehrere Aspekte. Einerseits wurde über-

prüft, ob das Problem unspezifischer Bindungen an den Immunaff initätssäulen besteht, ande-

rerseits wurde untersucht, mit welchen Elutionsmitteln, deren Menge und Durchflussge-

schwindigkeit die höchste Wiederfindungsrate der Lipoproteine erreicht wird. Außerdem 

wurden unterschiedliche Verfahren überprüft, die zum Konzentrieren der nach der Immun-

absorption erhaltenen Fraktionen (nicht retinierte und retinierte Fraktion) von großer Bedeu-

tung sind. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden nicht ausführli ch in dem Resulta-

ten-Teil beschrieben, weil sie als Standardmaßnahmen zur Etablierung einer Immunabsorp-

tionsmethode angesehen wurden. An dieser Stelle erfolgt eine kurze Zusammenfassung der 

Ergebnisse und deren Bewertung.  

 

Die unspezifische Absorption wurde durch Bestimmung der Transferrinmenge im Serum vor 

der Passage durch eine Immunaff initätssäule und danach in der nicht retinierten und retinier-

ten Fraktion gemessen. Aus der Fülle der Serumproteine wurde das Transferrin gewählt, weil 

zur seiner Konzentrationsmessung eine besonders sensiti ve Methode zur Verfügung stand. 

Die Wiederfindungsrate vom Transferrin lag in den nicht retinierten Fraktionen der Anti-C-

III-  und Anti-E-Säulen zwischen 94% und 100%. Dieses Ergebnis weist auf eine sehr niedri-

ge Wahrscheinlichkeit unspezifischer Bindungen hin.  
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Bei der Ermittlung des Elutionsmittels für die Trennung der gebundenen Lipoproteine von 

den Immunaff initätssäulen wurde ein Problem erkannt. In der Literatur wird am häufigsten 

die Verwendung von 3M NaSCN-Lösung als Elutionsmittel beschrieben. Die angegebenen 

Daten zur Wiederfindung der gebundenen Lipoproteine schwanken zwischen 80% und 90% 

[42, 47]. In dieser Arbeit wurden mit 3M NaSCN-Lösung Wiederfindungsraten von 10-30% 

gefunden. Die Verwendung von anderen Elutionsmitteln, z.B. Glycin-HCl-Lösung oder Es-

sigsäure [47, 61, 71], die in der Literatur beschriebenen worden sind, führte auch zu keiner 

Steigerung der Wiederfindungsraten. 70% bis 90% der an der Anti-C-III-  bzw. Anti-E-Säule 

gebundenen Lipoproteine konnten nur mit einer 5M NaSCN-Lösung eluiert werden. In der 

Literatur existiert eine einzige Angabe, die die Verwendung von 4,5 M NaSCN-Lösung be-

schreibt [69]. In der vorliegenden Arbeit wurde auch untersucht, ob die mit Elutionsmitteln 

unterschiedlicher Ionenstärke isolierten Lipoproteine (Lp-3M und Lp-5M) sich in der Größe 

und Zusammensetzung unterscheiden. Wie Abbildung 12 zeigt, sind keine Unterschiede in 

der Größenverteilung zwischen Lp-3M und Lp-5M der Anti-C-III- Säule festzustellen. In der 

Zusammensetzung der beiden Subpopulationen sind jedoch deutli che Unterschiede zu beo-

bachten. Besonders stark differierten die Lp-3M und Lp-5M in der ApoC-III- Beladung: Lp-

5M sind um das 6-fache reicher an ApoC-III als Lp-3M. Auf die Überprüfung der funktio-

nellen Eigenschaften dieser methodisch erzeugten Subpopulationen mußte wegen Mengen-

problemen verzichtet werden. Bei der Isolierung der unten beschriebenen Lipoprotein-

subfraktionen wurden die Lipoproteine mit 5M NaSCN-Lösung von den Säulen abgelöst.  

 

Die Konzentrierung der nach Immunabsorption erhaltenen Fraktionen erfolgte je nach der 

Fragestellung mit 3 Verfahren, die auch in der Literatur beschrieben worden sind. Milli pore-

Konzentratoren [47, 62, 70] wurden für eine schnelle Konzentrierung kleiner Probemengen 

verwendet. Konzentrierung in gesättigter PEG-Lösung (Mr = 35000) [47] wurde dagegen bei 

großen Probemengen angewandt unter der Voraussetzung, dass die Probe unmittelbar für 

weitere Untersuchungen eingesetzt wurde. Konzentrierung in Saccharose [47], die als Kon-

servierungsstoff dient, erfolgte bei einer erforderli chen Lagerung der Lipoproteinsubfraktio-

nen über einen längeren Zeitraum. Die letzte Konzentrierungsmethode weist zwei Nachteile 

auf: einerseits müssen die Proben nach der Konzentrierung zeitaufwendig dialysiert werden, 

zweitens besteht die Wahrscheinlichkeit nichtenzymatischer Glykierung der Lipoproteine. 

Diese Wahrscheinlichkeit dürfte aber gering sein, da für den Glykierungsprozess die Saccha-

rose erst in Glukose und Fruktose gespalten werden muss. Die Spaltung der Saccharose kann 

entweder enzymatisch oder bei höheren Temperaturen erfolgen – beides sind Bedingungen, 
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die bei der Konzentrierung nicht erfüllt wurden. (Die Konzentrierung der Proben erfolgte mit 

allen drei Verfahren bei 4° C.) Für alle drei Konzentrierungsverfahren konnten Wiederfin-

dungsraten von 85-95% ermittelt werden. Außerdem wurde gezeigt, dass die Größe und Zu-

sammensetzung der Lipoproteine vor und nach den Konzentrierungen gleich blieben.  

 

Als letztes muss angemerkt werden, dass alle Manipulationen, die zur Isolierung und Cha-

rakterisierung der Lipoproteine durchgeführt wurden, unter Bedingungen stattfanden, die 

eine mögliche Alteration der Lipoproteine gering halten sollten. Dazu gehören:  

• im Puffer enthaltender Cocktail aus antioxidativen Substanzen, der die Oxidation der 

Lipoproteine verhindern sollte, 

• Auffangen der Säulenfraktionen, Konzentrierung und Lagerung bei 4° C,  

• geringe Zeitabstände zwischen Isolierung und Charakterisierung der Lipoproteine.  

 

Zusammenfassend scheint die Immunabsorption die Methode der Wahl zu sein, um größere 

Mengen an Lipoproteinsubfraktionen zu isolieren und die Integrität der Lipoproteine zu er-

halten. 

 

 

5.2. Charakteristika der L ipoproteinsubfraktionen 

 

Nach dem Lipoprotein-Familien-Konzept erfolgt die Trennung in ApoA-I- und ApoB-

haltige Lipoproteine, die nach ihrer Apolipoproteinzusammensetzung in weitere 7 Hauptfa-

milien gegliedert werden. Die nicht atherogenen ApoA-I- haltigen Lipoproteine bestehen aus 

LpA-I und LpA-I:A-II , während die ApoB-haltigen Lipoproteine in LpB, LpB:C, LpB:E, 

LpB:C:E und LpA-II :B:C:D:E unterteilt werden [72]. Jede der fünf Familien der ApoB-

haltigen Lipoproteine stellt ein polydisperses System von Lipoproteinen dar, das hinsichtli ch 

der Größe, Dichte und dem Lipid/Protein-Verhältnis heterogen ist. Obwohl die exakten 

chemischen Daten der Lipoproteinpartikel noch nicht festgelegt worden sind, deutet vieles 

darauf hin, dass die Größe und besondere strukturelle Anordnung der Lipid- und Apoli -

poproteinbestandteile die Hauptfaktoren für diese pathophysiologische Eigenschaft der    

ApoB-haltigen Lipoproteine sind [35]. Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der 

Zusammensetzung, der Größe und der funktionellen Eigenschaften von LpB, LpB:C-III , 

LpB:E und LpB:C-III :E. Diese Daten sollten Aussagen über die mögliche Atherogenität die-

ser Partikel erlauben. 
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5.2.1. Biochemische Charakteristika 

 

Die in dieser Arbeit untersuchten Lipoproteine LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E 

wurden aus dem Serum von drei Probanden mit Hyperlipoproteinämie Typ IV nach 

Fredrickson mittels sequentieller Immunabsorption isoliert. Die biochemischen Charakteris-

tika der Lipoproteinsubfraktionen umfassten die Lipidzusammensetzung, elektrophoretisches 

Migrationsverhalten und die Größenverteilung. Im Folgenden wird ein Vergleich der Ergeb-

nisse dieser Arbeit mit Literaturangaben vorgenommen. 

 

 

5.2.1.1. L ipidzusammensetzung  

 

In den Pionier-Arbeiten zur Charakterisierung von Lipoproteinsubfraktionen von Alaupovic 

et al.  wurden unterschiedliche Methoden verwendet: Immundiffusion, Immunelektrophorese 

und Polyacrylamidgelelektrophorese. Diese Methoden erlaubten die Aussage über die Ver-

teilung von LpA-, LpB- und LpC-Familien in den konventionellen Dichtefraktionen [34]. 

Auf der nächsten Etappe zur Charakterisierung der Lipoproteinsubfraktionen in Lipoprotein-

familien (z.B. LpB:C-III :E in der LpB-Familie) wurde von Alaupovic et al. eine Kombinati-

on aus Immunpräzipitation und Ultrazentrifugation verwendet [56-58, 72]. Die Ergebnisse 

dieser Arbeiten hinsichtli ch der Dichte und der Zusammensetzung der ApoB-haltigen Li-

poproteine sind in der Tabelle 14 im Vergleich zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 

zusammengefasst. Die Zusammensetzung der Lipoproteinsubfraktionen wurde als prozentu-

elle Triglycerid- und Cholesterinangabe dargestellt . 

 
VLDL, bzw. VLDL-große Lp LDL, bzw. LDL-große Lp L ipoprotein- 

subfraktionen Alaupovic et al. Dissertation Alaupovic et al.*  Dissertation 
TG 26 % - 5 % 16 % LpB 

CH 74 % - 95 % 84 % 

TG 78 % 70% 35 % 54 % LpB:C**  

CH 22 % 30 % 65 % 45 % 

TG 73 % 67 % 60 % 55 % LpB:C:E***  

CH 27 % 33 % 40 % 45 % 

 
Tabelle 13: Charakteristika der ApoB-haltigen Lipoproteine – Vergleich der Arbeiten von Alaupovic 
et al. und der vorliegenden Arbeit. 
 
*     In den Arbeiten von Alaupovic et al. wurden LDL in zwei Dichtesubfraktionen isoliert – LDL1   
        und LDL2. In der Tabelle sind nur die Werte für LDL2 angegeben. 
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**   In der Lipoprotein-Klassifikation von Alaupovic et al. werden die Lipoproteinsubpopulationen  
        als LpB:C und LpB:C:E bezeichnet, weil alle drei ApoCs berücksichtigt wurden. In der    
        vorliegenden Arbeit wurde die Bezeichnung LpB:C-III und LpB:C-III :E benutzt, weil nur das    
        ApoC-III in den ApoC-III -haltigen Lipoproteinen bestimmt wurde. 
***  LpB:C:E umfasst in der Lipoprotein-Klassifikation von Alaupovic et al. nicht nur LpB:C:E,   
        sondern auch LpB:E. 
 

Aus der Tabelle geht hervor, dass beide Arbeiten zu weitgehend übereinstimmenden Ergeb-

nissen gekommen sind: 

• LpB:C-III und LpB:C-III :E sind in unterschiedlichen Dichte- bzw. Größenfraktionen 

nachweisbar, 

• die ApoC-III- haltigen Lipoproteine gehören im VLDL- und im LDL- Dichte- bzw. Grö-

ßenbereichen zu den triglyceridreichen Partikeln,  

• LpB in LDL bzw. im LDL-Größenbereich trägt im Vergleich zu den anderen Lipopro-

teinsubfraktionen den größten Cholesterinanteil . 

 

Ähnliche Ergebnisse wurden von Khoo et al. [70] und Campos et al. [62] präsentiert, die zur 

Isolierung der Lipoproteinsubfraktionen eine Kombination aus Immunabsorption und Ultra-

zentrifugation verwendet haben. Den beiden Publikationen ist zu entnehmen, dass unabhän-

gig davon, ob hypertriglyceridämische, hypercholesterinämische oder normolipämische Pro-

banden untersucht wurden, die höchsten Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen in 

VLDL in LpB:C-III und LpB:C-III :E nachzuweisen waren. In LDL wurde die höchste Cho-

lesterinkonzentration in LpB gemessen. Bezüglich der Dichte konnten auch hier die Lipopro-

teinsubfraktionen in VLDL und LDL nachgewiesen werden: LpB hauptsächlich in LDL, 

LpB:C-III und LpB:C-III :E überwiegend in VLDL, LpB:E hauptsächlich in VLDL.  

Wie in den Arbeiten von Campos et al. und Khoo et al. als auch in der vorliegenden Arbeit 

wurde die Lipid-Zusammensetzung eines Lipoprotienpartikels als Triglycerid- und Choleste-

rinmolekülzahl pro 1 Mol ApoB dargestellt . Diese Darstellung basiert auf dem Umstand, 

dass jedes ApoB-haltige Lipoprotein nur ein ApoB-Molekül trägt. Auf 1 Mol ApoB-

bezogene Daten ergeben die Information über die Zusammensetzung einer Partikelspezies. 

Die nach diesem Prinzip ermittelten Ergebnisse liefern sowohl in dieser Arbeit als auch in 

den beiden Publikationen ein abweichendes Bild zur Zusammensetzung der Lipoprotein-

subfraktionen im Vergleich zu der oben beschriebenen Darstellung. Es konnte z.B. überein-

stimmend in allen drei Arbeiten festgestellt werden, dass nicht das LpB, sondern das  

LpB:C-III :E in LDL bzw. LDL-großen Lipoproteinen das cholesterinreichste Lipoprotein ist. 

Es darf jedoch nicht vernachlässigt werden, dass die LDL eines hypertriglyceridämischen 
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Probanden zu 97% aus LpB, nur zu 1% aus LpB:C-III :E, zu 2% aus LpB:C-III und zu 0,2% 

aus LpB:E bestehen [62]. In der Arbeit von Alaupovic et al. [58] wurde ein anderes Verhält-

nis der Lipoproteinsubfraktionen in LDL von hypertriglyceridämischen Probanden ermittelt. 

LpB: 52% bis 68%, LpB:C-III :E: 22% bis 27%, LpB:C-III : 10% bis 21 %. Die Zahlenunter-

schiede in den beiden Arbeiten beruhen möglicherweise auf Verwendung unterschiedlicher 

Methoden und der Heterogenität der untersuchten Probandenkollektive. Abgesehen von den 

Unterschieden zeigen diese Zahlen sehr deutli ch, dass bei der Bewertung der möglichen  

Atherogenität eines Partikels nicht nur auf seine Zusammensetzung, sondern auch auf dessen 

Konzentration geachtet werden soll .  

 

 

5.2.1.2. Migrationsverhalten in der Elektrophorese  

 

Eine andere interessante Beobachtung lieferte die Untersuchung des Migrationsverhaltens 

der Lipoproteinsubfraktionen unterschiedlicher Größe in der Elektrophorese. Die VLDL-

großen LpB:C-III und LpB:C-III :E sind, wie erwartet, in die prä-β-Position, die LDL-großen 

LpB und LpB:C-III in die β-Position gewandert. Die LDL-großen LpB:C-III :E dagegen leg-

ten die gleiche Strecke zurück wie die VLDL-großen LpB:C-III :E. Die Erklärung dafür liegt 

offensichtli ch in der Zusammensetzung der Partikel: LpB:C-III :E ist unter den LDL-großen 

Lipoproteinsubfraktionen das Lipid-reichste Partikel. Für das Migrationsverhalten eines Li-

poproteinpartikels in der Lipidelektrophorese ist nicht nur die Größe des Partikels, sondern 

auch seine elektrische Ladung verantwortli ch. Aus diesem Grund könnte das größere Li-

pid/Protein-Verhältnis in LpB:C-III :E zu einer verminderten Oberflächenladung im Ver-

gleich zu LpB und LpB:C-III führen und hiermit zur Veränderung der elektrophoretischen 

Mobilit ät.  

 

 

5.2.1.3. Größenverteilung  

 

In bezug auf die Partikelgröße konnten im Einklang mit Literaturangaben für jede Lipopro-

teinsubfraktion, mit Ausnahme von LpB, zwei Größensubpopulationen isoliert werden – die 

VLDL und die LDL-großen Lipoproteine. LpB wurde nur im LDL-Größenbereich nachge-

wiesen. Laut Literaturangaben [73, 74] existiert das LpB auch im VLDL-Größenbereich, 

jedoch in sehr niedrigen Konzentrationen (ApoB = 0,001 mg/dl). In der vorliegenden Arbeit 
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konnten diese Konzentrationen nicht nachgewiesen werden, weil die Nachweisgrenze für die 

ApoB-Konzentrationsbestimmung bei 0,1 mg/dl lag. Auch in den Arbeiten von Campos et 

al. und Khoo et al. wurde LpB in VLDL nachgewiesen. An dieser Stelle ist eine kriti sche 

Betrachtung der beiden Arbeiten notwendig. Campos et al. beschreibt, dass 11% vom ApoE 

und 20 % vom ApoC-III des nativen Serums nach der Passage der jeweili gen Säulen –  

Anti-E- und Anti-C-III- Säule – nicht gebunden worden waren. Das bedeutet, dass diese Apo-

lipoproteine in den nicht retinierten Fraktionen nachzuweisen waren. Zur Isolierung des LpB 

(siehe Abb. 2) werden immer nur die nicht retinierten Fraktionen verwendet, so dass die von 

der Säule nicht zurückgehaltenen ApoC-III-  und ApoE-Mengen in der LpB-Fraktion zu er-

warten sind. Mit anderen Worten, die von Campos et al. als LpB isolierte Lipoprotein-

subfraktion stellt i n Wirkli chkeit höchstwahrscheinlich kein reines LpB, sondern eine Mi-

schung aus LpB:C-III , LpB:E, LpB:C-III :E und möglicherweise LpB dar. In der vorliegen-

den Arbeit wurde Wert auf einen hohen Reinheitsgrad der Lipoproteinsubfraktionen gelegt, 

da nicht nur biochemische, sondern auch funktionelle Eigenschaften der Lipoproteinsubfrak-

tionen charakterisiert werden sollten. Eine Lipoproteinsubfraktion wurde erst dann als gerei-

nigt angesehen, wenn von dem unerwünschten Apolipoprotein weniger als 5% der Aus-

gangskonzentration nachzuweisen war.  

 

An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass obwohl zwischen der Ultrazentrifu-

gation und der Gelchromatographie eine gute Korrelation beschrieben worden ist [75, 76], 

Unterschiede zwischen VLDL und VLDL-großen Lipoproteinen festgestellt werden konn-

ten. Abbildung 6 zeigt, dass die mit der Ultrazentrifugation isolierten VLDL in ihrer Größe 

inhomogen sind. Diese Größenunterschiede sind festzustellen trotz der eingeschränkten Fä-

higkeit der FPLC, zwischen großen Lipoproteinen zu unterscheiden (siehe oben). Aus die-

sem Grund dürfen die in dieser Arbeit mittels Gelchromatographie erzielten Ergebnisse nicht 

uneingeschränkt mit den Literaturangaben nach UZ-Einsatz verglichen werden. 

 

Zusammengefaßt lassen sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezüglich der bioche-

mischen Eigenschaften der Lipoproteinsubfraktionen wie folgt darstellen: 

• LpB:C-III , LpB:C-III :E und LpB:E sind in VLDL- und LDL-Größe nachzuweisen, wäh-

rend LpB nur in LDL-Größe, 

• in den VLDL-großen Lipoproteinen wird der Hauptlipidanteil von LpB:C-III getragen, 

• LpB:C-III :E ist das lipidreichste Partikel der LDL-großen Lipoproteine. 
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5.2.2. Vorkommen der L ipoproteinsubfraktionen beim Menschen  

 

In den Arbeiten von Alaupovic et al. [57, 58], Campos et al. [62] und Khoo et al. [70], die 

im Kapitel 5.2.1 diskutiert wurden, wird nicht nur die Zusammensetzung der Lipoprotein-

subfraktionen beschrieben, sondern auch deren Quantität bei verschiedenen Erkrankungen 

analysiert. Abbildung 19 stellt eine Zusammenfassung dieser Arbeiten dar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Zusammenfassung der Literaturangaben zur Lipoproteinzusammensetzung bei ver-
schiedener Pathogenese. (NL – normolipämische Probanden, HCH – Probanden mit Hypercholeste-
rinämie, HTG – Probanden mit Hypertriglyceridämie, Diab. m. – Probanden mit Diabetes mellit us, 
CRF – Probanden mit chronischer Niereninsuff izienz). 
 

Die Arbeiten von Alaupovic et al. zeigten, dass  

• sowohl bei hypertriglyceridämischen Probanden als auch bei normotriglyceridämischen 

Probanden mit Diabetes mellit us Typ II und bei Probanden mit chronischer Niereninsuff i-

zienz erhöhte %-Anteile an LpB:C-III und LpB:C-III :E im Vergleich zu normolipämi-
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schen Probanden nachweisbar sind, 

• bei hypercholesterinämischen sowie normolipämischen Probanden im Vergleich zu den 

anderen Probandengruppen höhere Konzentrationen an cholesterinreichen Lipoproteinen 

(LpB) ermittelt werden. 

 

Im zweiten Punkt stimmen die Arbeiten von Campos et al. und von Alaupovic et al. überein, 

nicht jedoch in dem ersten Punkt. Campos et al. zeigten, dass bei den hypertriglyceridämi-

schen Probanden das Verhältnis zwischen LpB und den ApoC-III- haltigen Lipoproteinen in 

VLDL fast gleich ist. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können an dieser Stelle nur einge-

schränkt mit den Literaturangaben verglichen werden, da keine quantitative Untersuchungen 

durchgeführt wurden. Abweichend zu den Literaturangaben konnte in der vorliegenden Ar-

beit jedoch gezeigt werden, dass: 

• LpB:C-III nur bei drei von den acht untersuchten hypertriglyceridämischen Probanden 

mit ApoE-Phenotyp 3/3 nachgewiesen werden konnte, LpB:C-III :E dagegen bei allen 

Probanden,  

• LpB:E mit einer Ausnahme nur bei hypertriglyceridämischen Probanden mit ε2-Allel 

festgestellt werden konnte. 

 

In den Arbeiten von Alaupovic et al. und Campos et al. sind sowohl LpB:C-III als auch 

LpB:E nicht nur bei allen untersuchten hypertriglyceridämischen Probanden, sondern auch 

bei den normolipämischen und hypercholesterinämischen Probanden beschrieben. Was das 

LpB:E betriff t, so finden die Autoren der beiden Publikationen zwar nicht bei allen Proban-

den diese Lipoproteinsubfraktion, jedoch bei der Mehrheit. In der Arbeit von Campos et al. 

sind die ermittelten Konzentrationen an LpB:E minimal und könnten unter die Nachweis-

grenzen fallen. 

 

Der Grund für die abweichenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu den 

Literaturangaben könnte in der Verwendung unterschiedlicher Methoden-Kombinationen 

bzw. in den Methodendiskrepanzen liegen. Denn in der vorliegenden Arbeit konnte einer-

seits gezeigt werden, dass die Immunpräzipitation und Immunabsorption keine vergleichba-

ren Ergebnisse liefern (siehe 5.1.1 und 5.1.2), andererseits sind in der Arbeit von Campos et 

al. Ungenauigkeiten in der Immunabsorption angegeben, auf die unter 5.2.1.3 hingewiesen 

wurde. Die Frage, welche der drei erwähnten Arbeiten ein richtiges Ergebnis liefert,  bleibt 

bis zur Entwicklung einer Referenzmethode zur quantitativen Bestimmung der Lipoprotein-
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subfraktionen offen.  

 

Sowohl die hohen Konzentrationen an LpB:C-III und LpB:C-III :E bei hypertriglyceridämi-

schen Probanden als auch die geringen Konzentrationen an LpB:E bei allen Probanden mit 

ApoE-Phenotyp 3/3 haben physiologische Ursachen. Diese werden ausführli ch unter 5.4 

diskutiert.  

 

 

5.3. L ipoproteinsubfraktionen im Zellversuch 

 

Die Betrachtung der funktionellen Eigenschaften von Lipoproteinsubfraktionen scheint von 

großer Bedeutung zu sein. Denn bei der Beurteilung der möglichen Atherogenität einer Li-

poproteinsubfraktion spielen nicht nur die Konzentration, die Lipid-Beladung und die Größe 

eine wichtige Rolle, sondern auch die Verweildauer des Lipoproteins in der Zirkulation. 

 

Die Elimination der zirkulierenden Lipoproteine erfolgt zum größten Teil auf einem rezep-

torvermittelten Weg. Der am besten charakterisierte Lipoprotein-Rezeptor wurde in den 

siebziger Jahren von Brown und Goldstein beschrieben und als LDL-Rezeptor bezeichnet 

[77]. Dieser Rezeptor kommt in unterschiedlicher Zahl auf fast allen Zelltypen vor. 

Fibroblasten besitzen zwischen 15000 und 70000 Rezeptoren pro Zelle [44] und eignen sich 

somit sehr gut für Bindungs- und Internalisationsstudien. Die Expression des LDL-Rezeptors 

unterliegt einer Feedback-Regulation durch den zellulären Cholesteringehalt. ApoB-100, 

ApoE [78], womöglich LPL [79] und das receptor associated protein (RAP) sind die Ligan-

den des LDL-Rezeptors. Inzwischen sind weitere Rezeptoren bekannt geworden, die homo-

log zum LDL-Rezeptor sind und ein breites Spektrum an Liganden besitzen: LDL-receptor 

related protein (LRP) [80], das Megalin (gp330) [81], der VLDL-Rezeptor [82], der ApoE-

Rezeptor 2 [83] und LR 11 [84].  

 

Der Rezeptor-unabhängige Weg zur Aufnahme der Lipoproteine in die Zellen erfolgt durch 

die Bindung der Lipoproteine an die Heparansulfatproteoglykane (HSPG) [85, 86] und deren 

anschließende Endozytose [87]. In vitro Studien haben gezeigt, dass HSPG eine besonders 

große Rolle bei der Bindung und der Aufnahme der ApoE-haltigen Lipoproteine spielen 

[88]. Durch das ApoC-III wird diese Bindung jedoch gehemmt [64]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss einerseits die Apolipopro-
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teinkomposition und andererseits die Größe der Lipoproteine auf die Internalisation in hu-

mane Fibroblasten hat. Auf die Darstellung der Ergebnisse der Bindugnsstudien wurde in der 

vorliegenden Arbeit aus folgenden Gründen verzichtet: 

• Die Bestimmung der Signalintensität in dem Ansatz sowohl für die Gesamt-Bindung als 

auch für die unspezifische Bindung der Lipoproteinsubfraktionen  an die Zellen (außer 

LpB) war kaum von dem Lipoprotein-freien Ansatz zu unterscheiden. Der Grund dafür 

liegt offensichtli ch in der verwendeten Methode zur Markierung der Lipoproteine: die 

Bestimmung der Fluoreszenz der mit DiI-markierten Lipoproteinen ist weniger sensiti v 

als die Bestimmung der Radioaktivität in den mit 125I-markierten Lipoproteinen. (In den 

Literaturangaben wird überwiegend die Markierung der Lipoproteine mit 125I (NaI) ange-

geben). Das Problem der niedrigen Fluoreszenzsignale könnte behoben werden, wenn die 

Konzentrationen an den zugegebenen markierten Lipoproteinen gesteigert worden wären. 

Wegen der sehr niedrigen ApoB-Konzentrationen in den Lipoproteinsubpopulationen 

LpB:C-II I und LpB:C-III :E im Vergleich zu ApoC-III und ApoE sowie einer einge-

schränkten Kapazität der beiden Immunaff initätssäulen konnte das Mengenproblem nicht 

zufriedenstellend gelöst werden. 

• Rückschlüsse zur möglichen Atherogenität einer Lipoproteinsubfraktion können anhand 

ihrer eingeschränkten Internalisation in die Zelle genauso wie anhand ihrer Bindungsei-

genschaften gemacht werden. 

 

 

5.3.1. Internalisation der L ipoproteinsubfraktionen in Abhängigkeit von der     

 Apolipoproteinzusammensetzung 

 

Die Bindung der Lipoproteine an die Rezeptoren der Zelle, bzw. an die HSPG wird durch 

die Apolipoproteine vermittelt. ApoB, ApoC-III und ApoE spielen bei der Interaktion der 

Lipoproteine mit den Rezeptoren unterschiedliche Rollen. Während ApoE ein Ligand so-

wohl für den LDL- [89, 90] als auch für den LRP-Rezeptor [91] ist, wird ApoB nur von dem 

LDL-Rezeptor gebunden. Was das ApoC-III betriff t, so inhibiert dieses Apolipoprotein die 

Bindung und damit auch die Internalisation der ApoB-haltigen Lipoproteine in die Zelle. 

ApoC-III inhibiert die Bindung der Lipoproteine nicht nur an die LDL- und LRP-Rezeptoren 

[92-94], sondern auch an die HSPG [64]. Als mögliche Ursachen werden folgende Mecha-

nismen diskutiert: 

• ApoC-III maskiert die bindende Domäne von Apo B [74], 
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• ApoC-III beeinflusst die Konformation vom ApoE und beeinträchtigt damit seine Bin-

dung an den Rezeptoren [92], 

• Verdrängung des ApoE durch Erhöhung der ApoC-III- Konzentration [95], 

• direkte Inhibition der ApoE-vermittelten Internalisation durch das ApoC-III [92]. 

Welcher dieser Mechanismen zutriff t, ist noch unbekannt.  

 

An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass die meisten Untersuchungen zur Bindung von 

Lipoproteinen an Rezeptoren nicht mit einzelnen Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-III , 

LpB:E und LpB:C-III :E) durchgeführt wurden, sondern mit VLDL bzw. mit Lipidemulsio-

nen, die mit exogenem ApoE oder ApoC-III angereichert wurden. Der Nachteil dieser Unter-

suchungen liegt darin, dass das ApoE- oder ApoC-III /Partikel-Verhältnis häufig nicht den in 

vivo-Verhältnissen entspricht. Die Ergebnisse dieser Arbeiten lassen sich zu folgenden Aus-

sagen zusammenfassen: je höher der ApoE-Gehalt der VLDL, desto besser binden die Li-

poproteine an die Zellen, mit zunehmender Konzentration des ApoC-III dagegen wird die 

Bindung konzentrationsabhängig inhibiert [92, 95-99]. Im Gegensatz dazu wurden in der 

vorliegenden Arbeit Lipoproteinsubfraktionen bestimmter Zusammensetzung und Größe, die 

aus nativem Serum isoliert worden waren, für die Internalisationsversuche eingesetzt. In der 

Literatur findet sich nur eine Arbeit von Agnani et al. [74], die die Interaktion von nativen 

LpB, LpB:E, LpB:C-III und LpB:C-III :E mit Zellen beschreibt.  

 

Agnani et al. [74] zeigten, dass in der Reihe LpB < LpB:E < LpB:C-III :E < LpB:C-III das 

LpB die niedrigste Dissoziationskonstante hatte und somit am besten von den Zellen gebun-

den wurde. Übereinstimmend mit dieser Arbeit konnte auch in der vorliegenden Arbeit ge-

zeigt werden, dass LpB:E und LpB am besten und die ApoC-III- haltigen Lipoproteine am 

schlechtesten von den Zellen internalisiert werden (Abb. 18). 

 

Es ist bekannt, dass obwohl die ApoE-haltigen Lipoproteine eine zwanzigfach höhere Aff ini-

tät zum LDL-Rezeptor als LpB haben [100, 101], die Bindungskapazität dieser Lipoproteine 

nur etwa ein Viertel so groß ist [102]. Erklärt wird dies dadurch, dass LpB nur eine Bin-

dungsstelle zum LDL-Rezeptor aufweist, während ApoE-haltige Lipoproteine, die mehrere 

Moleküle ApoE pro Lipoprotein tragen, mehrere multiple Bindungsstellen eines und dessel-

ben Rezeptors absättigen [103]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, 

dass LpB:E besser als LpB von den Fibroblasten aufgenommen wird. Dieses könnte mehrere 

Gründe haben: 
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• Fibroblasten exprimieren nicht nur den LDL- sondern auch den LRP-Rezeptor [104-

106], so dass LpB:E im Vergleich zu LpB mehrere Chancen hat, von einem der Rezepto-

ren gebunden zu werden, 

• LpB:E kann zusätzli ch von HSPG gebunden werden und gelangt mittels Endozytose in 

die Zelle [87, 88, 96], 

• VLDL der hypertriglyceridämischen Probanden werden an dem LDL-Rezeptor durch das 

ApoE und nicht durch das ApoB gebunden [107, 108]. 

 

An dieser Stelle sollte daran erinnert werden, dass von den acht untersuchten Probanden mit 

Hypertriglyceridämie nur bei einem Probanden LpB:E isoliert werden konnte. Offensichtli ch 

werden LpB:E sehr schnell metabolisiert. Warum bei diesem einen Probanden LpB:E nach-

gewiesen wurde, ist unklar. Eine mögliche Erklärung könnte in einer unbekannten Rezeptor-

Mutation liegen, die zum Rezeptor-Defekt führt, so dass LpB:E nur eingeschränkt von den 

Leber-Rezeptoren aufgenommen wurde. In der Fibroblasten-Zellkultur ist die Internalisation 

von LpB:E nicht beeinträchtigt, da die Fibroblasten von einem anderen Spender stammen. 

Die Frage, wie repräsentativ die Ergebnisse für einen Internalisationsversuch mit LpB:E 

sind, bleibt jedoch offen.  

 

Die Internalisationsstudien von LpB:C-III und LpB:C-III :E führten zu einem überraschenden 

Ergebnis: LpB:C-III wurde von den Fibroblasten besser internalisiert als LpB:C-III :E. In der 

Literatur finden sich zwei gegensätzliche Angaben zu dieser Beobachtung. Einerseits zeigte 

Agnani et al., dass ein großer ApoE/ApoC-III- Quotient in LpB:C-III :E mit einer erhöhten 

Bindungsaff inität dieses Partikels zu den Zellen verbunden ist. Andererseits konnte in der 

Arbeit von Kowal et al. festgestellt werden, dass der inhibitorische Effekt vom ApoC-III 

nicht durch eine Steigerung der ApoE-Konzentration vermindert bzw. aufgehoben werden 

konnte [98].  

 

Über die möglichen Mechanismen kann nur spekuliert werden.  

• Es könnte sein, dass das ApoC-III das ApoE von dem LpB:C-III :E verdrängt und somit 

seine Oberfläche verändert. Dieses könnte zur Beeinträchtigung der ApoB-Konformation 

führen und damit zur schwächeren Bindung im Vergleich zu LpB:C-III . 

• Wenn das kleine ApoC-III- Molekül das ApoE nicht verdrängt, sondern lediglich seine 

Konformation und damit seine Bindungseigenschaften verändert, kann es nicht ausge-

schlossen werden, dass das in seiner Konformation veränderte ApoE seinerseits die Kon-
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formation von ApoB beeinflusst. Es könnte sein, dass das Vorhandensein einer großen 

Menge an kleineren Molekülen, wie das ApoC-III (Mr = 8,8 kDa) in LpB:C-III die Kon-

formation von ApoB (Mr = 512 kDa) weniger beeinflusst als das in seiner Konformation 

veränderte ApoE (Mr = 34 kDa) in LpB:C-III :E. 

• Mehrere Arbeiten konnten zeigen, dass ApoC-I ein wirksamer Inhibitor der Bindung von 

Lipoproteinen an dem LRP- [93, 94] und dem LDL-Rezeptor [109] ist. In der vorliegen-

den Arbeit wurde die ApoC-I-Konzentration in den Lipoproteinsubfraktionen nicht ermit-

telt. Es ist aber nicht auszuschließen, dass LpB:C-III :E ein höheres ApoC-I/Partikel-

Verhältnis aufweisen könnte als LpB:C-III und damit auch ein höheres inhibitorisches Po-

tential.  

 

Die funktionellen Eigenschaften der Lipoproteine bei der Interaktion mit Fibroblasten sind 

zum größten Teil mit ihrer Apolipoproteinkomposition zu erklären, jedoch nicht vollständig. 

Denn die Größe der Lipoproteine stellt eine wichtige Determinante bei der Wechselwirkung 

der Lipoprotiene mit den Zell rezeptoren dar.  

 

 

5.3.2. Internalisation der L ipoproteinsubfraktionen in Abhängigkeit von der Größe 

 

Die Internalisationsstudien haben gezeigt, dass mit einer Ausnahme die Lipoproteinsubfrak-

tionen (LpB:C-III und LpB:C-III :E) in der LDL-Größe besser als die VLDL-großen Lipopro-

teine internalisiert werden. Die Ausnahme bilden die VLDL-großen LpB:E (Abb. 18 a)).  

 

Die Bindung der großen Lipoproteine an die LDL- und LRP-Rezeptoren ist höchstwahr-

scheinlich durch die Bildung der sogenannten „coated pits“ limiti ert. Die meisten LDL-

Rezeptoren sind an der cytoplasmatischen Seite der Zelle mit Clathrin assoziiert [110, 111], 

dessen Zusammenlagerung vermutli ch die treibende Kraft zur Einstülpung der „coated pits“                           

darstellt . Clathrin bildet etwa 30 nm große hexagonale Strukturen auf der cytoplasmatischen 

Seite der Zelle, die mehrere LDL-Rezeptoren verbinden [112]. Damit können auch die steri-

schen Hindernisse bei der Bindung der großen Partikel erklärt werden. Es wurde auch be-

schrieben, dass der LDL-Rezeptor bevorzugt Lipoproteine bindet, die kleiner als 50 nm im 

Diameter sind [113] und somit zum größten Teil im LDL-Größenbereich nachzuweisen sind. 

In vivo werden die VLDL- und IDL- großen Lipoproteine jedoch zum größten Teil durch die 

LDL- bzw. LRP-Rezeptoren in die Zelle aufgenommen. Im Unterschied zu den Fibroblasten 
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sind die Rezeptoren der hepatischen Zellen diffus auf der Oberfläche verteilt und nicht in 

den „coated pits“ konzentriert [114], so dass bei der Bindung der Lipoproteine kein steri-

sches Problem entstehen kann.  

 

Der andere Grund, warum die LDL-großen Lipoproteinsubpopulationen besser von den 

Fibroblasten aufgenommen werden, liegt darin, dass das ApoB beim Übergang von VLDL 

zu LDL seine Konformation ändert und zunehmend besser an den LDL-Rezeptor bindet 

[102].  

Die bessere Internalisation der VLDL-großen LpB:E im Vergleich zu LDL-großen Lipopro-

teinen basiert höchstwahrscheinlich auf dem Umstand, dass VLDL eines hypertriglyceridä-

mischen Probanden nicht über das ApoB an den LDL-Rezeptor gebunden werden, sondern 

über das ApoE. [107, 108]. Auf den IDL und LDL konnte die für die Bindung erforderli che 

ApoE-Konformation nicht festgestellt werden [107]. Außerdem konnte in der vorliegenden 

Arbeit gezeigt werden, dass LpB:E im VLDL-Größenbereich im Vergleich zu LDL-großen 

Lipoproteinen das 5fache an ApoE-Molekülen pro Partikel trägt (Abb. 16).  

 

Zusammengefasst lassen sich die Ergebnisse zur Internalisation der Lipoproteinsubfraktio-

nen in die humanen Fibroblasten wie folgt darstellen: 

• nicht nur die Apolipoproteinzusammensetzung, sondern auch die Größe der Lipoproteine 

ist für die Aufnahme in die Zelle von großer Bedeutung, 

• VLDL-große Lipoproteinsubfraktionen werden mit einer Ausnahme (LpB:E) schlechter 

von den Fibroblasten internalisiert als LDL-große Partikel. 

• sowohl unter den VLDL-großen als auch unter den LDL-großen Lipoproteinen wird das 

LpB:E am besten und das LpB:C-III :E am schlechtesten von humanen Fibroblasten inter-

nalisiert. 

 

 

5.4. Überlegungen zur medizinischen Relevanz der L ipoproteinsubfraktionen 

 

Dank der Vielzahl von prospektiven Studien sind viele der Faktoren bekannt geworden, die 

mit einem erhöhten Risiko für die koronare Herzkrankheit (KHK) assoziiert sind. Zum Bei-

spiel erhöhtes Cholesterin, erhöhte Triglyceride, erniedrigtes HDL. In der letzten Zeit wird 

der Untersuchung von Lipoproteinsubfraktionen vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt. Das 

spiegelt sich in mehreren großen Studien wider, die zur Risiko-Abschätzung für die KHK 
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auch die Apolipoproteine in unterschiedlichen Lipoproteinfraktionen zusätzli ch zu den kon-

ventionellen Lipid-Parametern einbeziehen. An dieser Stelle sind die ECTIM-Studie (Etude 

Cas-Temoins sur l’ Infarctus du Myocarde) [37], BIGPRO1-Studie (The Biguanides and the 

Prevention of the Risk of Obesity) [122], CLAS-Studie (Cholesterol Lowering Atherosclero-

sis Study) [124], MARS-Studie (Monitored Atherosclerosis Regression Study) [125] und 

CARE-Studie (Cholesterol and Recurrent Events) [126] zu nennen. Das Interesse für die 

Apolipoproteinkomposition in den ApoB-haltigen Lipoproteinen wird verständlich, wenn 

man bedenkt, dass das Schicksal sowohl der nicht atherogenen als auch der proatherogenen 

Lipoproteine zum größten Teil durch ihre Apolipoproteinzusammensetzung determiniert 

wird. Welche Lipoproteinspezies das höchste atherogene Potential trägt, unter welchen Um-

ständen die potentiell atherogenen Lipoproteine entstehen, ob die Konzentration von diesen 

Partikeln medikamentös beeinflusst werden kann – es sind Fragen, auf die es zur Zeit keine 

befriedigende Antwort gibt. An dieser Stelle können nur Spekulationen angestellt werden.  

 

 

5.4.1. Potentieller Metabolismus einzelner L ipoproteinsubfraktionen  

 

LpB, LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E konnten von mehreren Arbeitsgruppen sowohl bei 

gesunden Probanden als auch bei Probanden mit verschiedenen Stoffwechselstörungen 

nachgewiesen und charakterisiert werden (siehe 5.2.2). Es stellt sich nun die Frage, wie und 

wo diese Partikel entstehen. Ein möglicher Metabolismus ist in Abbildung 20 dargestellt .  
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Abbildung 20: Möglicher Metabolismus von LpB, LpB:E und LpB:C-III :E beim gesunden Proban-
den. 
 

Bei gesunden Probanden werden die nascierenden VLDL in der Leber produziert und enthal-

ten neben dem ApoB auch das ApoE. Sie stellen somit eine Mischung aus LpB und LpB:E 

dar [115]. Sobald diese Partikel in die Zirkulation gelangen, nehmen die VLDL nicht nur das 

ApoC-III und das ApoE aus den HDL auf, sondern im Austausch gegen Phospholipide auch 

Cholesterin und werden zu LpB:C-III :E. Durch die ApoC-III- Aufnahme wird vermieden, 

dass die VLDL vorzeitig von der Leber aufgenommen werden. In der Zirkulation werden bis 

zu 90% der Triglyceride in VLDL von der Lipoproteinlipase hydrolysiert. Dabei wird der 

größte Teil an ApoC-III und ein Teil des freien Cholesterins erneut auf die HDL transferiert. 

Nach der Hydrolyse verbleiben kleine, mit ApoE- und Cholesterin-angereicherte Lipoprotei-

ne, die als VLDL-Remnants bezeichnet werden. Ein Teil dieser Partikel wird direkt über 

LDL- und LRP-Rezeptoren in die Leber aufgenommen und der andere Teil wird zu LDL 

hydrolysiert [102]. Die Entscheidung, welches Partikel wie metabolisiert wird, hängt 

höchstwahrscheinlich von dem ApoE- und ApoC-III- Besatz ab. Vermutli ch werden die IDL, 

die den größten ApoE/ApoC-III- Quotient aufweisen, direkt von der Leber aufgenommen. 

Die ApoC-III- reicheren IDL werden dagegen durch die LPL zu LDL hydrolysiert, das A-

poC-III wird dabei auf die HDL übertragen und es entstehen LpB.  
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Zusammengefasst scheinen zwei Prozesse im Metabolismus der LpB, LpB:C-III :E und 

LpB:E eine große Rolle zu spielen: einerseits die Lipolyse der triglyceridreichen Lipoprotei-

ne, andererseits der Transfer von ApoE und ApoC-III von HDL zu VLDL und umgekehrt.  

 

In Abbildung 20 wurde LpB:C-III nicht erwähnt, weil dieses Partikel bei gesunden Proban-

den entweder in sehr niedrigen Konzentrationen oder vermutli ch überhaupt nicht vorkommt. 

Bei den Probanden mit Hyperlipoproteinämie oder anderen Stoffwechselstörungen erwiesen 

sich 20% bis 60% der VLDL als LpB:C-III (siehe Abb. 19). LpB:C-III wurde größtenteils in 

VLDL, aber auch in IDL und LDL nachgewiesen. Der Syntheseort dieses Partikels ist noch 

unklar. Möglicherweise wird LpB:C-III von der Leber als naszierendes VLDL sezerniert. 

Sollten die VLDL mit ApoC-III assoziieren, müßte in der Leber eines Hypertriglyceridämi-

kers die Synthese-Rate von ApoC-III erhöht sein. Das ist nicht unwahrscheinlich, da bekannt 

ist, dass einerseits die Hypertriglyceridämie häufig mit Insulinresistenz assoziiert ist [119] 

und andererseits die Expression des ApoC-III- Gens z.B. durch Insulin unterdrückt wird 

[116-118]. Bei einer Insulinresistenz wirkt Insulin unzureichend an den Rezeptoren der Le-

ber-, Muskel- und Fettzellen, so dass die Unterdrückung der Expression des ApoC-III- Gens 

ausbleibt. Durch den Wegfall der Hemmwirkung des Insulins auf die Lipase im Fettgewebe 

kommt es zur gesteigerten Lipolyse der Triglyceride und somit zur Konzentrationserhöhung 

der freien Fettsäuren und des Glycerins im Blut. Glycerin kann nur in der Leber zur Trigly-

ceridsynthese verwendet werden. Es kommt zur gesteigerten VLDL-Synthese, oder genauer 

formuliert zur gesteigerten Synthese von ApoC-III- reichen VLDL. Die im Blut zirkulieren-

den freien Fettsäuren aktivieren das CETP (Cholesterin Ester Transfer Protein) [120], das 

den Transfer von den Cholesterinester aus HDL und LDL auf die VLDL im Austausch ge-

gen die Triglyceride fördert. Durch den Verlust der Core-Lipide scheinen die triglyceridrei-

chen HDL instabil zu werden und werden schnell metabolisiert [121]. Damit wird der Trans-

fer von ApoC-III und ApoE von VLDL auf die HDL, der während der Lipolyse stattfindet, 

beeinträchtigt. Es kommt zur Anreicherung von LpB:C-III und LpB:C-III :E.  

 

Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse der BIGPRO-Studie [122] unterstützt. An 265 

Probanden mit Insulinresistenz konnte gezeigt werden, dass nur bei den hypertriglyceridämi-

schen Probanden (TG>1,7 mmol/l) Insulin positi v mit ApoC-III- haltigen LpB und ApoE-

haltigen LpB korreliert. Die Akkumulation von triglyceridreichen Partikeln und/oder deren 

divergierende Zusammensetzung könnten die Ursache der Hypertriglyceridämie bei Insulin-

resistenz sein.  
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LpB:E scheint ein Partikel zu sein, das schnell metabolisiert wird. Einerseits wird LpB:E mit 

hoher Aff inität an die Zell rezeptoren und HSPG gebunden, andererseits wird es durch den 

Transport von ApoC-III zu LpB:C-III :E umgewandelt. Diese Überlegungen stehen auch im 

Einklang mit der Beobachtung, dass dieses Lipoprotein nur in geringen Konzentrationen 

sowohl bei gesunden Probanden als auch bei Probanden mit Hyperlipoproteinämien, ausge-

nommen bei Typ-III- Probanden, nachzuweisen ist. Die Typ-III- Hyperlipoproteinämie ist 

nicht nur durch erhöhte Cholesterin- und Triglycerid-Konzentrationen gekennzeichnet, son-

dern auch durch erhöhte ApoE-Spiegel. Der Grunddefekt dieser Erkrankung liegt im ApoE2, 

das Cystein sowohl in Position 112 als auch 158 der Aminosäuresequenz aufweist. Der   

Aminosäureaustausch Cystein für Arginin verändert die ApoE-Konformation und hebt hier-

mit die Eigenschaft des ApoE auf, an den LDL- und LRP-Rezeptoren zu binden [48]. Die 

verzögerte Clearance von VLDL und IDL ist jedoch nicht nur auf die gestörte Bindung zu-

rückzuführen, sondern auch auf die beeinträchtigte Lipolyse dieser Lipoproteine. Es ist be-

kannt, dass ApoE einerseits die VLDL-Produktion fördert und andererseits die LPL hemmt 

[123]. 

 

 

5.4.2. ApoB-haltige L ipoproteinsubfraktionen und Atherogenese  

 

Die Bestimmung der Lipoproteinsubpopulationen bei Dyslipoproteinämien hat gezeigt, dass 

Lipidstoffwechselstörungen weniger durch qualitative als vielmehr durch quantitative Unter-

schiede in den fünf wichtigsten ApoB-haltigen Lipoproteinen gekennzeichnet sind. Während 

bei hypercholesterinämischen Probanden hauptsächlich LpB und LpB:E nachzuweisen sind, 

werden bei Hypertriglyceridämien überwiegend LpB:C, LpB:C:E, LpB und LpA-II-

Komplex-Partikel festgestellt [72]. Die ApoB-haltigen Lipoproteinsubfraktionen unterschei-

den sich nicht nur in ihrer Zusammensetzung, sondern auch in ihren metabolischen Eigen-

schaften. Es stellt sich nun die Frage, ob es auch Anzeichen in Bezug auf unterschiedliches 

atherogenes Potential unter den Lipoproteinsubfraktionen gibt. Da es keine direkte Methode 

zur Bestimmung der relativen Atherogenität der verschiedenen Lipoproteinpartikel gibt, wird 

diese Frage anhand publizierter Studien diskutiert.  

 

Zum ersten Mal konnte der Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen Lipoprotein-

subfraktionen und der Atherosklerose in einem kleinen Probandenkollektiv der CLAS-Studie 

[124] gezeigt werden. Bei Probanden mit fortgeschrittener Atherosklerose oder vorausge-
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gangener Bypass-Operation wurde der Einfluss der Cholesterin-senkenden Medikamente auf 

die ApoB-haltigen Lipoproteine untersucht. Es hat sich herausgestellt , dass nur die LpB-

Partikel signifikant gesenkt wurden, während der LpB:C-, LpB:C:E- und LpA-II :B-

Komplex-Spiegel unbeeinflusst blieb. Die Ergebnisse deuten auf ein atherogenes Potential 

der LpB hin, da in der Placebo-Gruppe die Zahl der „Progressors“ (fortschreitende Läsionen) 

anstieg. Bei den Probanden der Verum-Gruppe mit erhöhten LpB:C- und LpB:C:E- Spiegeln 

konnten verminderte Konzentrationen an ApoC-III  in HDL und erhöhte Konzentrationen in 

VLDL+LDL (erniedrigte ApoC-III- Ratio) festgestellt werden. Diese Probanden zeigten auch 

ein Fortschreiten der atherosklerotischen Läsionen, obwohl der LpB-Spiegel gesenkt wurde 

[35]. 

 

Diese Ergebnisse konnten von der MARS-Studie [125] bestätigt werden. Bei 270 Probanden 

konnte mit einem Cholesterin-senkenden Präparat (Lovastatin) eine signifikante Reduktion 

der LpB erzielt werden, während die Konzentration der triglyceridreichen ApoB-haltigen 

Lipoproteinsubfraktionen kaum beeinflusst wurde. Die Bestimmung der ApoB-haltigen Li-

poproteinsubfraktionen bei 63 Probanden aus der MARS-Studie führte zur Feststellung, dass 

erhöhte Konzentrationen der triglyceridreichen Lipoproteinsubfraktionen insgesamt, sowie 

des LpA-II :B-Komplexes, statistisch signifikant mit dem Fortschreiten der Läsionen in ko-

ronaren Arterien assoziiert sind [36].  

 

Übereinstimmend mit den CLAS- und MARS-Ergebnissen konnte auch in der ECTIM-

Studie [37] gezeigt werden, dass der Quotient ApoC-III in HDL/ApoC-III  in VLDL+LDL 

signifikant niedriger bei den „Progressors“ bzw. den Patienten mit Myokardinfarkt war als 

bei den Kontrollen. In der univariaten Analyse konnte außerdem festgestellt werden, dass die 

Konzentration an ApoC-III- haltigen LpB bei Patienten signifikant höher war als bei den 

Kontrollen. Eine andere Studie, in der 188 Probanden mit Diabetes Typ II untersucht wur-

den, führte zu einem ähnlichen Ergebnis: die ApoC-III- haltigen LpB stellen ein unabhängi-

ges Risiko für die kardiovaskulären Erkrankungen dar [54]. 

 

Die CARE-Studie [126] konnte zeigen, dass erhöhte ApoB-Konzentration in VLDL,       

ApoC-III- Konzentration in VLDL+LDL sowie ApoE-Konzentration in HDL unabhängige 

Faktoren für ein wiederholtes kardiovaskuläres Ereignis darstellen. Es wurde auch festge-

stellt , dass die ApoE-Konzentration im Plasma oder in VLDL+LDL mit kardiovaskulären 

Erkrankungen assoziiert ist. Dennoch verschwindet diese Assoziation in der multi variaten 
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Analyse. Höchstwahrscheinlich ist ApoE nur ein Marker für das ApoC-III in VLDL+LDL 

und kein direkter Verursacher der Atherosklerose. 

 

Alle diese Studien zeigen den Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen ApoB-

haltigen Lipoproteinsubfraktionen und der Atherosklerose. Welche Eigenschaften der ein-

zelnen Lipoproteinsubfraktionen zur erhöhten Atherogenität beisteuern und wie das athero-

gene Potential einzelner Partikel ausfällt , muss jedoch in weiteren, möglichst prospektiven 

Studien, geklärt werden. Tabelle 15 stellt eine Zusammenfassung der bisher bekannten Ei-

genschaften der Lipoproteinsubfraktionen und ihrer möglichen Atherogenität dar. 

 

Lipoproteinsub-
fraktion 

Biochemische und metabolische Eigenschaften, die zur 
Atherogenität beitragen 

Abschätzung der 
möglichen Athe-

rogenität 
LpB • das cholesterinreichste Partikel 

• hauptsächlich in LDL-Größe nachweisbar 
 

+++ 
LpB:C-III  • triglycerid- und cholesterinreich 

• in der VLDL-, IDL- und LDL-Größe nachweisbar 
• verzögerte Clearance (hemmende Wirkung des ApoC-III 

auf die LPL und auf die Aufnahme in die Zelle) 

 
 

+++ 

LpB:C-III :E • triglycerid- und cholesterinreich 
• in der VLDL-, IDL- und LDL-Größe nachweisbar 
• verzögerte Clearance (hemmende Wirkung des ApoE 

und ApoC-III auf die LPL und inhibitorische Funktion 
des ApoC-III auf die Aufnahme in die Zelle) 

• in der Reihe LpB:C:E – LpB:C – LpA-II-B-Komplex 
bessere Aufnahme von Makrophagen [127] 

• Nachweis von ApoE-angereicherten VLDL+IDL in  
atherosklerotischen Plaques [128] 

 
 

++++ 

LpB:E(3/3) 
LpB:E(2/2) 

• cholesterin- und triglyceridreich 
• hauptsächlich nur beim ApoE2-Phenotyp nachweisbar 
• in der VLDL-, IDL- und LDL-Größe nachweisbar 
• verzögerte Clearance (durch verminderte Bindung des 

ApoE2 an die Zell rezeptoren) 

--- 
++ 

 
Tabelle 14: Zusammenfassung der biochemischen und metabolischen Eigenschaften der Lipopro-
teinsubfraktionen in Hinsicht auf ihre mögliche Atherogenität. 
 

 

5.4.3. Pro und contra: „ family concept“  

 

Das Lipoproteinfamilien-Konzept wurde in den 70ger Jahren von Alaupovic et al. [34] als 

eine Alternativklassifikation für die Lipoproteine vorgeschlagen: alle Lipoproteine werden in 

LpA-I, LpA-I:A-II , LpB, LpB:C, LpB:C:E und LpA-II :B-Komplex eingeteilt . Die Einteilung 

der Lipoproteine nach der Apolipoproteinzusammensetzung und nicht nach der Dichte oder 
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der elektrophoretischen Mobilit ät sollte mehr Verständnis über die Funktion der einzelnen 

Lipoproteinpartikel im Stoffwechsel erbringen. Die Apolipoproteine und nicht die Lipide 

sind die Bestandteile der Lipoproteine, die für die Stabilit ät, den Transport, die Aufnahme 

der Lipoproteine in die Zellen und auch für die Aktivierung bzw. Inhibierung bestimmter 

Enzyme verantwortli ch sind. Mit anderen Worten, in der Zirkulation wird das Schicksal  

eines Lipoproteins nicht durch die Lipidzusammensetzung, sondern durch die Apolipopro-

teinzusammensetzung determiniert. Aus diesem Grund erlaubt die Kenntnis der Apolipopro-

teinzusammensetzung potentielle Störungen im Lipidtransport oder auch andere metaboli -

sche Defekte zu entdecken und besser zu verstehen. Auch für die Abschätzung der mögli -

chen Atherogenität eines Lipoproteins und hiermit für eine gezielte medikamentöse Therapie 

ist die Kenntnis der Apolipoproteinzusammensetzung von großer Bedeutung [129]. 

 

Allerdings weist das Lipoproteinfamilien-Konzept einige Nachteile auf: es wird weder die 

Größe der Lipoproteine - einer der wichtigsten Faktoren zur Beurteilung der Atherogenität - 

berücksichtigt noch der Austausch von Apolipoproteinen unter den Lipoproteinen. Als ein 

weiterer Contra-Argument gegen das family-concept könnte auch der Erfolg mehrerer großer 

Therapie-Studien aufgefasst werden. Diese haben gezeigt, dass die Senkung des LDL-

Cholesterins und/oder die Senkung der Triglyceride mit gleichzeitiger Erhöhung des HDL-

Cholesterins zur Senkung des Atherosklerose-Risikos führt (siehe Einleitung). Würde die 

Bestimmung der Lipoproteinsubfraktionen das Ergebnis verändern oder gar verbessern? Die 

Antwort lautet höchstwahrscheinlich „nein“ . Denn die LDL-Cholesterin-Senkung wäre mit 

der Senkung der LpB  vergleichbar, die Triglycerid-Senkung mit der Senkung der LpB:C, 

LpB:C:E und des LpA-II :B-Komplexes und die HDL-Erhöhung mit der Erhöhung der LpA-I 

und LpA-I:A-II . Warum sollten diese Lipoproteinsubfraktionen überhaupt bestimmt werden? 

Mehrere medizinische Fragestellungen sind denkbar, die solchen Untersuchungen Sinn ver-

leihen: 

 

• Bei welcher Erkrankung werden welche Lipoproteinsubfraktionen vermehrt produziert 

und warum? 

• Warum weisen Probanden mit gleicher Pathogenese differierende Lipoproteinsubfraktio-

nen-Muster auf? 

• Werden die Lipoproteinsubfraktionen gleichsinnig von den Medikamenten beeinflusst? 
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Diese Fragen können zur Zeit nur teilweise beantwortet werden. Die Bestimmung der Li-

poproteinsubfraktionen in großen prospektiven Studien könnte mehr Klarheit verschaffen, ist 

jedoch wegen des Fehlens einer standardisierten Methode schwer zu realisieren. 

 

Werden die Pro- und Contra-Argumente zu dem family-concept in Erwägung gezogen, so 

scheint eine Kombination aus der konventionellen Einteilung der Lipoproteine (in VLDL, 

LDL und HDL)  und der alternativen Klassifikation nach Apolipoproteinzusammensetzung 

vorteilhaft zu sein. Die Bestimmung der VLDL, LDL und HDL erlaubt eine grobe, aber 

meistens ausreichende Abschätzung des koronaren Risikos für einen Patienten. Die Eintei-

lung nach Apolipoproteinzusammensetzung erlaubt dagegen, die Ursachen für die Entste-

hung dieses Risikos zu verstehen. In anderen Worten: für eine gute Behandlung der Patien-

ten ist ein Arzt mit der Kenntnis von VLDL-, LDL- und HDL-Konzentrationen gut beraten, 

ein Wissenschaftler dagegen, der die biochemischen Ursachen z.B. der erhöhten VLDL-

Konzentrationen verstehen möchte, sollte sich mit den Lipoproteinsubfraktionen befassen. 

 

 

5.4.4. Ausblick 

 

Die Darstellung der Vor- und Nachteile zur Charakterisierung und Quantifizierung von Li-

poproteinsubfraktionen legt nahe, dass diese Untersuchungen einen wichtigen Beitrag zum 

besseren Verständnis sowohl des Lipoproteinstoffwechsels als auch der Pathogenese von 

Hyperlipoproteinämien leisten könnten. Dafür sollte allerdings eine gut standardisierbare 

Methode entwickelt werden, die die Messung großer Probenserien erlaubt. Die vorliegende 

Arbeit konnte zeigen, dass weder die Immunpräzipitation noch die Immunabsorption sich 

uneingeschränkt  für diese Aufgabe eignen: die Immunpräzipitation wegen der aufgedeckten 

und diskutierten Unplausibilit äten, die Immunabsorption wegen schlechter Standardisierbar-

keit und hohem Zeitaufwand. Eine Möglichkeit bestünde in der Herstellung einer mit Anti-

körper hochbeladenen Sepharose, die nur in kleinen Mengen zu der Probe zugeführt werden 

müsste. Nach einer bestimmten Reaktionszeit würde die Trennung der Probe von der Sepha-

rose erfolgen. Mit drei Sepharose-Sorten: Anti-C-III , Anti-E und Anti-C-III- E sowie einem 

rechnerischen Algorithmus, könnten alle vier Lipoproteinsorten – LpB, LpB:C-III , LpB:E 

und LpB:C-III :E – ermittelt werden. Diese Methode hätte mehrere Vorteile: einerseits ent-

fällt der Zentrifugationsschritt, der bei der Immunpräzipitation notwendig war, andererseits 

kann der kostenintensive Immunabsorber wieder verwendet werden. Unter Verwendung die-
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ser Methode in Kombination mit Ultrazentrifugation oder FPLC wäre die Durchführung von 

prospektiven Studien denkbar. In solchen Studien könnte nicht nur die Frage der möglichen 

Atherogenität eines Partikels, sondern auch die Wirkung eines Medikamentes auf bestimmte 

Lipoproteinsubfraktion analysiert werden.  

 

Die Charakterisierung funktioneller Eigenschaften von Lipoproteinsubfraktionen kann als 

ein weiteres interessantes Objekt der Forschung angesehen werden. In der vorliegenden Ar-

beit konnte an drei Probanden gezeigt werden, dass LpB:C-III :E vermutli ch das höchste  

atherogene Potential trägt, weil dieses Partikel einerseits cholesterin- und triglyceridreich ist, 

in Partikel-Größen vorkommt, die die Passage durch das Endothel erlauben und andererseits 

am schlechtesten von den Zellen internalisiert wird. Diese Eigenschaften von LpB:C-III :E 

müssten an einer größeren Anzahl von Probanden bestätigt werden. Von großer Bedeutung 

wären auch Internalisationsstudien an humanen Monocyten/Makrophagen, den Zellen, die 

bei der Entwicklung der Atherosklerose wichtigere Rolle als Fibroblasten spielen.  

 

Angesicht der Tatsache, dass die Atherogenese und Inflammation eng miteinander verbun-

den sind, wäre es interessant zu erforschen, ob die Lipoproteinsubfraktionen einen unter-

schiedlichen Einfluss auf die Bildung von pro- oder anti-inflammatorischen Faktoren haben. 

Es ist z.B. gezeigt worden, dass VLDL einen inhibitorischen Einfluss auf den IL-2-Rezeptor 

und eine aktivierende Wirkung auf die IL-2-Synthese haben und damit die Zellteilung von 

Lymphozyten inhibieren [130]. 

 

Es kann gesagt werden, dass die Erforschung von Lipoproteinsubfraktionen viele wichtige 

Erkenntnisse erwarten lässt, die unser Verständnis über das komplizierte Ereignis der Athe-

rogenese erweitern könnten. 
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6. Zusammenfassung 

 

Der Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen Lipoproteinsubfraktionen und der Ent-

wicklung von kardiovaskulären Erkrankungen konnte sowohl durch die Ergebnisse der 

Grundlagenforschung als auch durch mehrere epidemiologische Studien gezeigt werden. Zu 

den atherogenen Eigenschaften eines Lipoproteins zählt nicht nur seine Lipidzusammenset-

zung, sondern auch die Verweildauer in der Zirkulation und seine Größe. Bei der konventio-

nellen Einteilung der Lipoproteine in VLDL, IDL, LDL und HDL werden diese Eigenschaf-

ten nur zum Teil berücksichtigt. Aus diesem Grund wurden die Lipoproteine nach ihrem 

Apolipoproteinbesatz in LpA-I und LpA-I:A-II , LpB, LpB:C, LpB:E, LpB:C:E und        

LpA-II :B:C:D:E klassifiziert.  

Ziel dieser Arbeit war, die ApoB-haltigen Lipoproteinsubfraktionen (LpB, LpB:C-III , 

LpB:E, LpB:C-III :E) zu isolieren und zu charakterisieren. Im ersten Teil der Arbeit wurden 

zwei immunologische Verfahren – die Immunpräzipitation und die Immunabsorption – für 

die Isolierung der Lipoproteinsubfraktionen eingesetzt und miteinander verglichen. Der An-

satz der Immunpräzipitation führte zur Alteration der Lipoproteine und erwies sich als unge-

eignet. Die Lipoproteinsubfraktionen wurden mittels Immunabsorption nach der Apolipopro-

teinkomposition und anschließend mittels Gelchromatographie nach Größe isoliert. Bioche-

mische und funktionelle Charakterisierung der VLDL- und LDL-großen LpB, LpB:C-III , 

LpB:E und LpB:C-III :E führte zu folgenden Ergebnissen: 

• LpB:C-III , LpB:E und LpB:C-III :E wurden wie in VLDL- als auch in LDL-Größe nach-

gewiesen, LpB dagegen nur in der LDL-Größe; 

• im VLDL-Größenbereich ist LpB:C-III das triglycerid- und cholesterinreichste Partikel, 

im LDL-Größenbereich ist es dagegen das LpB:C-III :E; 

• sowohl unter den VLDL-großen als auch unter den LDL-großen Lipoproteinen wird das 

LpB:E am besten und das LpB:C-III :E am schlechtesten von humanen Fibroblasten inter-

nalisiert; 

• VLDL-große Lipoproteinsubfraktionen werden mit einer Ausnahme (LpB:E) schlechter 

von den Fibroblasten internalisiert als LDL-große Partikel. 

Diesen Ergebnissen ist zu entnehmen, dass LpB:C-III :E vermutli ch das höchste atherogene 

Potential trägt. Um diesen Verdacht zu bekräftigen, sind weitere Untersuchungen notwendig, 

die nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Aspekte in Betracht ziehen und auch den 

Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des LpB:C-III :E und den klinischen Ereignis-

sen erforschen.  
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8. Anhang 
 

 
Apolipo-
protein 

Masse 
kDa 

Funktion 
 

Vorkommen 

 
A-I 

 
28,5 

 
Strukturprotein, Aktivierung der LCAT, Bindung 
an HDL-Rezeptoren 

 
HDL 

 
A-II  

 
17 

 
Aktivierung der hepatischen Lipase - ? 

 
HDL 

 
A-IV 

 
46 

 
Triglyzeridstoffwechsel, Aktivierung der LCAT 

 
Chylomikronen, HDL 

 
B-100 

 
550 

 
Sekretion von Triglyzeriden und Cholesterin aus 
Leber und Dünndarm, Strukturprotein, Bindung 
an den LDL-Rezeptor 

 
VLDL, LDL 

 
B48 

 
265 

 
Resorption von Lipiden und lipidlöslichen Vita-
minen aus der Nahrung 

 
Chylomikronen, Chyl.-
Remnants 

 
C-I 

 
6,5 

 
Unterdrückung der Bindung von naszierenden 
Lipoproteinen an den LDL - und an LRP- Rezep-
tor, Aktivierung der LCAT 

 
VLDL, HDL 

 
C-II  

 
8,8 

 
Aktivierung der LPL 

 
VLDL, HDL 

 
C-III  

 
8,9 

 
Inhibierung der LPL und der Bindung an den LDL 
und LRP-Rezeptor 

 
VLDL, HDL 

 
D 

 
29 

 
Aktivierung und Stabili sierung der LCAT 

 
HDL 

 
E 

 
34 

 
Ligand für den LDL- und den LRP-Rezeptor, 
Ausschleusung von Cholesterin aus peripheren  
Zellen 

 
Chylomikronen, Chyl.-und 
VLDL – Remnants, 
VLDL, HDL 

 
F-J 

 
 

 
Unbekannt 

 
HDL 

 
a 

 
350-
900 

 
unbekannte Funktion bei der Fibrinolyse und 
Blutgerinnung 

 
Lp(a) 

 
Tabelle A: Funktion der bekannten Apolipoproteine und deren Vorkommen in den Lipoproteinen 

[102]. 
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Bezeichnung 

 

 
Organ, Zelle 

 
L igand 

 
Funktion 

 
LDL-R 

 
alle Zellen 

 
ApoE, ApoB-100, LPL-? 

 
Aufnahme und Katabolismus 
von LDL  
Regulation der zellulären 
Cholesterinhomöostase 

 
LRP 

(LDL-
receptor r e-
lated protein) 

 
Leber, Neuronen, 
Astrozyten und 
viele andere 

 
ApoE, LPL, HTGL, ApoB-100, 
Apo(a), Lactorferrin, Vitellogenin, 
Thrombospondine, Saponine, Vi-
ren, α2-Makroglobulin u.s.w. 

 
Katabolismus von Chylo-
mikronen-Remnants und 
anderer ApoE-haltiger Li-
poproteine 

 

HDL-R 

 
Makrophagen, 
Schaumzellen, 
Endothelzellen, 
Adipozyten, 
Fibroblasten 

 
 

HDL 

 
Ausschleusung von Choleste-
rin aus Zellen und Geweben 
(reverser Cholesterintrans-
port) 

 
Scavenger-R 
(sechs K las-
sen A-F) 

 
Makrophagen, 
Kupffer-Zellen, 
Schaumzellen, 
Endothelzellen 
 

 
modifizierte Lipoproteine (z.B. 
oxidierte oder enzymatisch verän-
derte LDL, β-VLDL) 

 
„Aufräumfunktion“: Katabo-
lismus von modifizierten 
Lipoproteinen 

 

Tabelle B: Überblick über die Lipoproteinrezeptoren und deren Funktion [102]. 

 

 

Lipoprotein 
Dichte 
g/ml 

Masse 
MDa 

Größe 
nm 

elektrophor. 
Mobili tät 

Protein 
% 

L ipide 
% 

FC 
% 

CE 
% 

TG 
% 

 
Chylo-

mikronen 

 
< 0,95 

 
> 150 

 
< 104 

 
Auftrags-

stelle 

 
2 

 
5 

 
1 

 
2 

 
90 

 
VLDL 

 
< 1,006 

 
5-130 

 
50 

 
10 

 
16 

 
7 

 
13 

 
54 

 
IDL 

 
1,006-1,019 

 
3,5-2,5 

 
30 

 
prä-β-Bande 

 
17 

 
20 

 
9 

 
34 

 
20 

 
LDL 

 
1,019-1,063 

 
2,5 

 
21 

β-Bande  
23 

 
21 

 
11 

 
41 

 
4 

 
HDL 1 

 
1,055-1,085 

 
0,5 

 
12 

 
35 

 
34 

 
10 

 
20 

 
1 

 
HDL 2 

 
1,085-1,125 

 
0,36 

 
10 

 
42 

 
35 

 
5 

 
13 

 
5 

 
HDL 3 

 
1,125-1,21 

 
0,2 

 
8 

 
 

α-Bande 

 
56 

 
23 

 
3 

 
15 

 
3 

 
VHDL 

 
1,21-1,25 

 
0,15 

 
7 

  
72 

 
20 

 
2 

 
5 

 
1 

 
Tabelle C: Physiko-chemische Eigenschaften der Lipoprotein-Dichtefraktionen [102]. 
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Ergebnisse 
 

 
Studien 

 

 
K rankengut 

 
Follow-

up 

 
Therapie 

L ipide und Lp Endpunkte / angiographische 
Untersuchungen 

 

MAAS [11] 

(Multicenter Anti-Atheroma 
Study) 

 
n = 381 (30-67 Jahre) 

Nachweis von zwei Koronarsegmen-
ten mit Lumenverminderung 

TC: 5,5-8 mmol/l, TG: <4 mmol/l 

 
 

5 Jahre 

 
20 mg/Tag Sim-
vastatin oder 
Diät 

 
TC ↓ 23% 
TG ↓18 % 

LDL-C ↓ 31% 
HDL-C ↑ 9% 

 
Reduktion der Progressionsrate 

 

REGRESS [12] 

(Regression Growth Evaluation 
Statin Study) 

 
n = 885 (40-70 Jahre) 

Nachweis von mindestens 50%iger 
Stenose 

TC: 155-310 mg/dl 

 
 

2 Jahre 

 
 
40 mg Pravasta-
tin/Tag 
oder Placebo 

 
TC ↓ 20% 
TG ↓ 7% 

LDL-C ↓ 29% 
HDL-C ↑ 10% 

 
Reduktion der Progressionsrate 
(Abnahme des Lumens um 0,06mm  
gegenüber 0,10 mm in der Kontroll-
gruppe) 

 
LCAS [13] 

(Lipoprotein und Coronary 
Atherosclerosis Study) 

 
n = 429 

Nachweis von mindestens einer 
Koronarstenose 

LDL-C: 115-190 mg/dl 

 
 

2,5 Jahre 

 
40 mg/Tag Flu-
vastatin 
oder Diät 

 
TC ↓ 18% 
TG ↓ 10% 

LDL-C ↓ 26,5% 
HDL-C ↑ 5,5% 

 
Progression der Läsionen signifikant 
verzögert; 
Abnahme der kardial-tödlichen Er-
eignisse um 32,8% 

an
gi

og
ra

ph
is

ch
 k

on
tr

ol
li

er
te

 S
tu

di
en

 

 
Post-CABG [14] 

(Post-Coronary Artery Bypass 
Graft) 

 
n = 1351 

Revaskularisation der Bypassgefäße 
LDL-C: 130-175 mg/dl 

 
 

4,3 Jahre 

 
4 oder 80 
mg/Tag Lovasta-
tin 

 
LDL-C: 93-97 mg/dl 

 
31%ige Reduktion der durchschnitt-
lichen Progressionsrate in den By-
passgefäßen 

 
WOSCOPS [15] 

(West of Scotland Prevention 
Study) 

 
n = 6595 (45-64 Jahre) 

ohne Vorgeschichte 
LDL-C:155 mg/dl 

 
5 Jahre 

 
40 mg/Tag Pra-
vastatin  
oder Placebo 

 
TC ↓ 20% 

LDL-C ↓ 26% 
 

 
31%ige Reduktion beim primären 
Endpunkt (nicht tödlicher Myokard-
infarkt oder KHK-assoziierter Tod) 
Gesamtmortalität nicht gesenkt 

P
ri

m
är

pr
äv

en
ti

on
ss

tu
di

en
 

 
AFCAPS/TexCAPS [16] 

(Air Force/Texas Coronary 
Atherosclerosis Prevention Study) 

 
n = 6605 

keine KHK 
LDL-C: 150 mg/dl 

TC: 221 mg/dl 

 
 

5,2 Jahre 

 
 
20 mg/Tag Lo-
vastatin  
oder Diät 

 
TC ↓ 18,4% 
TG ↓ 15% 

LDL-C ↓ 25% 
HDL-C ↑6% 

 
eduktion des primären Endpunktes 
um 36% (Angina pectoris, nicht 
tödlicher Herzinfarkt und plötzlicher 
Herztod) 

 
Tabelle D: Überblick über klinische Studien, die den Zusammenhang zwischen Dyslipoproteinämien und KHK widerspiegeln [10,131]. 
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Ergebnisse 
 

 
Studien 

 

 
K rankengut 

 
Follow-

up 

 
Therapie 

L ipide und Lp Endpunkte / angiographische 
Untersuchungen 

4S [17] 
(Scandinavian Simvastatin 
Survival Study) 

  
n = 4444 (35-69 Jahre) 

Vorgeschichte: Angina pectoris 
oder Myokardinfarkt 
TC: 5,5-8,0 mmol/l nach 
8wöchiger Diät 
 

 
im Mittel 
5,4 Jahre 

 
20mg/Tag Simvastatin, 
nach 6-8 Wochen Do-
sisanpassung auf 40 mg, 
um Zielwerte von TC: 
3,0-5,2 mmol/l zu errei-
chen 

 
TC ↓ 28% 

LDL-C ↓ 38% 
HDL-C ↑ 8% 

 

 
Reduktion des relativen Risikos für 
Gesamtmortalität von 30 % durch 
eine Reduktion der kardiovaskulären 
Mortalität 

LIPID [18] 

(Long-term Intervention with 
Pravastatin in Ischemic Dis-
ease) 

 
n = 9014 (31-75 Jahre) 

Vorgeschichte: Angina pectoris   
(n = 3260) oder Myokardinfarkt  
(n = 5754) 

 

 
 

5 Jahre 

 
40 mg/Tag Pravastatin 
oder Diät 

  
Reduktion der KHK-assoziierten 
Mortalität um 24 % 

Se
ku

nd
är

pr
äv

en
ti

on
ss

tu
di

en
 

CARE [19] 
(Cholesterol and Recurent 
Events) 

 
n = 4159 (21-75 Jahre) 

Vorgeschichte: Myokardinfarkt 
vor 3-20 Monate 
TC: < 240 mg/dl 
LDL-C: 115-174 mg/dl 
TG: <350 mg/dl 

 
 
 

>5 Jahre 

40 mg/Tag Pravastatin  
oder Diät 

 Reduktion des primären Endpunktes 
(tödlicher oder nicht tödlicher Myo-
kardinfarkt) um 35% bei Patienten 
mit dem höchsten LDL-C, in der 
Gruppe mit dem niedrigsten LDL-C 
(<125 mg/dl)  - kein Benefit 

 
Tabelle D: Überblick über klinische Studien, die den Zusammenhang zwischen Dyslipoproteinämien und KHK widerspiegeln [10,131] (Fortsetzung). 
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Ergebnisse 

 
 

Studien 
 

 
K rankengut 

 
Follow-

up 

 
Therapie 

L ipide und Lp Endpunkte / angiographische 
Untersuchungen 

LOCAT [28] 

(Lipid Coronary An-
giography Trial) 

 
n = 395 

Vorgeschichte: Bypassoperation 
HDL-C: <1,1 mmol/l 
LDL-C: <4,5 mmol/l 
TG: <4 mmol/l 

 
 

2 Jahre 

 
 
1,2 g/Tag Gemfibrozil 
oder Diät 

 
TG ↓ 36% 
TC ↓ 5,5% 

LDL-C ↓ 4,5% 
HDL-C ↑ 21% 

 
angiographische Verbesserung der 
nativen Gefäße 

HIT [29] 
(Veterans Administration 
HDL Intervention Trial) 

 
n = 2500 (<73 Jahre) 

Vorgeschichte: gesicherte KHK 
HDL-C: <40 mg/dl 
LDL-C: <140 mg/dl 
TG: <300 mg/dl 

 

 
 
 

5-7 
Jahre 

 
 
1,6 g/Tag Gemfibrozil 
oder Diät 

 
TG ↓ 25% 

LDL-C ↓ n.s. 
HDL-C ↑ 7,5% 

 
Reduktion des primären Endpunktes 
(Herzinfarkt) um 22 %, zusätzliche 
Reduktion von Schlaganfällen und 
TIAs 

PROCAM [8] 

(Prospektive Cardiovascu-
lar Münster Study) 

 
n = 4849 (40-64 Jahre) 

ohne vorherigen Myokardinfarkt 

 
 

8 Jahre 

  
Bei Patienten mit erhöhten TG (>2,3 mmol/l) und LDL-C 
(>4,9 mmol/l) ist die Prävalenz an kardiovaskulären Ereig-
nissen doppelt so hoch wie bei Patienten mit niedrigen TG 
(<2,3 mmol/l) und hohen LDL-C. 

 
HHS [30] 

(Helsinki Heart Study) 

 
n = 4081(40-55 Jahre) 

 

 
5 Jahre 

 
1,2 g/Tag Gemfibrozil 

 
TG ↓ 43% 
TC ↓ 11% 

LDL-C ↓ 10% 
HDL-C ↑ 10% 

 
Gesamtreduktion der kardialen End-
punkte lag bei 34 % 

 

WHO [31] 
(Clofibrate Primary Pre-
vention Study) 

 
n = 15745 (30-59 Jahre) 

 
13,2 
Jahre 

 
1,6 g/Tag Clofibrat 

 
TC ↓ 9% 

 

 
Reduktion der KHK-Prävalenz um 
20% (gegenüber der Kontrollgruppe 
mit hohen Cholesterin-Werten); 
Gesamtmortalität unter Verum signi-
fikant erhöht gegenüber Placebo 

 
Tabelle E : Überblick über klinische Studien, die den Zusammenhang zwischen den triglyceridreichen Lipoproteinen und der Atherogenese widerspiegeln 

[10,131]. 
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