LABORAKTUELL -

Kleine, dichte LDL als Risikofaktor
fur die Atherosklerose

Quantitative Analyse der Lipoproteinsubklassen zur
erweiterten kardiovaskuldren Risikostratifizierung

Klinischer Hintergrund

Die Messung von Lipiden im Blut ist fester Bestandteil
der Routinediagnostik. Als Basisdiagnostik zum Scree-
ning auf die weit verbreiteten Fettstoffwechselstorun-
gen und zur KHK-Risikostratifizierung werden in der
Regel Triglyzeride, Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin
und HDL-Cholesterin im Serum bestimmt. Mit diesen
vier Parametern sowie der Bestimmung des Lipopro-
tein (a) ist eine praxistaugliche Klassifizierung von
Lipidstoffwechselstorungen  (Hypertriglyzeridamie,
Hypercholesterinamie, kombinierte Hyperlipoprotein-
amie, HDL-Mangel, Hyperlipoproteinamie (a)), eine
kardiovaskulare Risikoabschatzung und ein Therapie-
monitoring zum grofRen Teil maglich.

Limitationen ergeben sich aus der Tatsache, dass Lipo-
proteine aufBlerst komplexe Partikel sind, die neben
Triglyzeriden und Cholesterin zahlreiche andere Be-
standteile wie Phospholipide, freies und verestertes
Cholesterin, Apolipoproteine, Enzyme und fettldsliche
Vitamine enthalten. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Zusammensetzung bilden die Lipoproteine im Blut ein
Kontinuum von sehr grof3en, leichten, lipidreichen bis
sehr kleinen, dichten, proteinreichen Partikeln.

Innerhalb der Hauptlipoproteinklassen VLDL, LDL und
HDL gibt es weitere Subklassen, die sich in GroRe und

Dichte unterscheiden (Abb. 1). Die gleiche LDL-Choles-
terinmenge kann beispielsweise in wenigen groRen
oder in vielen kleinen LDL-Partikeln verpackt sein,
was von hoher klinischer Relevanz ist (Abb. 2). In zahl-
reichen Studien hat sich gezeigt, dass kleine, dichte
LDL (small, dense LDL = sdLDL) wesentlich atherogener
als groBere, leichtere LDL sind. Eine Dominanz der klei-
nen, dichten LDL erh6ht das Herzinfarkt-Risiko um das
3-7-Fache, und zwar unabhangig vom LDL-Cholesterin.
Bei 40-50 % aller Patienten mit einer KHK wurden ver-
mehrt kleine, dichte LDL gefunden, ohne dass das LDL-
Cholesterin auffallig erhéht war. Dabei korrelierte die
Hohe des sdLDL-Cholesterins positiv mit dem Schwere-
grad der KHK. Die Vorhersagekraft der kleinen, dich-
ten LDL fir ein zukinftiges koronares Ereignis Gbertraf
daruber hinaus die der Gesamt-LDL deutlich. Kleine,
dichte LDL wurden deshalb vom NCEP ATP Il (National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel
1) als ein eigenstandiger, neuer Risikofaktor fir Athe-
rosklerose anerkannt. Auch fiir die HDL wurden sub-
klassenspezifische Unterschiede mit grofStenteils noch
ungeklarten Auswirkungen beschrieben. Als sicher gilt
jedoch, dass funktionelle Eigenschaften der HDL-Sub-
klassen (reverser Cholesterintransport, antioxidative
und antiinflammatorische Eigenschaften) eine grolSere
Bedeutung fir deren antiatherogene Wirkung haben
als das totale HDL-Cholesterin.
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Lipoproteinpartikel mit den wichtigsten Haupt- und Subklassen. Mit der Verringerung des Partikeldurchmessers steigt
die Atherogenitat der LDL, wahrend die antiatherogene Wirkung der HDL abnimmt.
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Die Ursachen fir die starke Atherogenitat der kleinen,
dichten LDL sind vielfaltig. Sie werden langsamer Gber
den LDL-Rezeptor abgebaut und verweilen deshalb
doppelt so lange im Blutplasma wie grof3e, leichte
LDL. Aufgrund ihrer geringen Grofse gelangen kleine,
dichte LDL leichter in den subendothelialen Raum der
Arterienwdnde, wo sie mit hoher Affinitat an die Proteo-
glykane der Extrazelluldrmatrix binden und akkumulie-
ren. Dort werden sie wegen ihres geringeren Gehalts
an Antioxidantien (z.B. Vitamin E) besonders leicht
durch die freien Radikale der Entziindungskaskade
unter Bildung der extrem atherogenen oxidierten LDL
(oxLDL) oxidiert. Die oxLDL werden von Makrophagen
internalisiert, was zur Bildung der Schaumzellen fihrt.

Insgesamt zeigt eine wachsende Zahl wissenschaft-
licher Publikationen, dass die Bericksichtigung von
Lipoprotein-Subklassen  und  Lipoprotein-Partikel-
konzentrationen zu einer verbesserten Risikostratifi-
zierung und Vorhersagekraft kardiovaskularer Ereig-
nisse beitragen kann. Die Existenz unterschiedlich
pro- bzw. antiatherogener LDL- bzw. HDL-Subklassen
kann zumindest zum Teil einige scheinbar paradoxe
Beobachtungen erkldren. So haben z.B. die meisten
Patienten mit KHK einen nur leicht erhéhten oder so-
gar ,normalen” LDL-Cholesterinspiegel. Andererseits
ist ein hoheres LDL-Cholesterin nicht zwangslaufig mit
einem hoheren KHK-Risiko assoziiert. Auch aus einem
hohen HDL-Cholesterinspiegel folgt nicht immer ein
geringeres KHK-Risiko. Funktionelle, subklassenspezi-
fische Eigenschaften der HDL-Partikel, die gréfStenteils
noch ungeklart sind, scheinen hierbei eine gréf3ere
Bedeutung zu haben als das totale HDL-Cholesterin.

Diagnostische Konsequenzen

Aus oben genannten Grinden kann es deshalb sinn-
voll sein, die Lipid-Basisdiagnostik zu erweitern und
die Lipoprotein-Partikel bezlglich ihrer Subklassen,
d.h. ihrer Dichte, ihres Durchmessers und der Parti-
kelkonzentration zu charakterisieren. Zurzeit gibt es
keine generell akzeptierte Referenzmethode fir die
Bestimmung von Lipoprotein-Subklassen. Die im Ein-
satz befindlichen Verfahren (Ultrazentrifugation, NMR-
Spektroskopie, Gelelektrophorese, HPLC, homogene
Assays, Prazipitationsmethoden) basieren auf unter-
schiedlichen Eigenschaften der Lipoproteine (Dichte,
GroRe, Ladung), sodass die Ergebnisse der verschie-
denen Methoden untereinander nicht vergleichbar
sind. Folglich gibt es auch keine einheitliche, stan-
dardisierte Nomenklatur far Lipoprotein-Subklassen,
deren Bezeichnung in der Regel willkarlich in Abhan-
gigkeit von der verwendeten Methodik festgelegt
wurde.
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Die Labore der Limbach Gruppe SE bieten drei
Technologien fir die Bestimmung von Lipoprotein-
Subklassen an: die Gelelektrophorese (Lipoprint®),
die Dichtegradient-Ultrazentrifugation (LipoDens®)
und die NMR-Spektroskopie (LipoComplete®).

Lipoprint®

Bei der Gelelektrophorese (Lipoprint®) werden die
Lipoproteinpartikel in einem linearen, nicht denaturie-
renden Polyacrylamidgel aufgrund ihrer unterschied-
lichen GroBe in einzelne Banden aufgetrennt (VLDL,
IDL, 7 LDL-Subklassen, HDL). Die Intensitat jeder Ban-
de wird densitometrisch erfasst und anschlieSend
das Lipoproteinprofil iber ein spezielles Computer-
programm quantitativ ausgewertet. Der Endbefund
beinhaltet neben den einzelnen Werten fir Triglyzeri-
de, Gesamt-Cholesterin, LDL-Cholesterin einschlief3lich
der 7 LDL-Subklassen, HDL-Cholesterin, VLDL-Choleste-
rin, IDL-Cholesterin und den LDL/HDL-Quotienten eine
entsprechende grafische Darstellung der Ergebnisse
mit Befundinterpretation und Therapieempfehlung.

LipoDens®

Die Ultrazentrifugation gilt nach wie vor als ,Gold-
standard” in der Lipoproteinanalytik. Die LipoDens®-
Methode basiert auf dem Prinzip der Trennung von
Lipoprotein-Subklassen in einem sich selbst aufbau-
enden, kontinuierlichen Dichtegradienten. Sie kann
neben der Bestimmung von Lipoprotein-Subklassen
auch fir die phanotypische Abklarung samtlicher
Lipoproteinstoffwechselstérungen  eingesetzt wer-
den. Der Vorteil der LipoDens®-Methode liegt in der
exakten quantitativen Messung samtlicher Lipide in
insgesamt 20 Dichtefraktionen. Auch Lp(a) wird als
separater Peak im Dichteprofil sicher erkannt, was
mit anderen Methoden nicht maglich ist. Es gibt kei-
nerlei Einschrankungen fir die korrekte quantitative
Analytik, sodass z.B. auch extrem lipamische Seren
und atypisch zusammengesetzte Lipoproteine (Dys-
lipoproteindmie) prazise analysiert werden konnen.
Nachteile sind der relativ hohe zeitliche und perso-
nelle Aufwand und der beschrankte Probendurchsatz.
Auch Partikeleigenschaften wie Anzahl und mittle-
rer Durchmesser der Lipoprotein-Partikel konnen mit
der LipoDens®-Methode nicht bestimmt werden. Der
Befundbericht beinhaltet neben den Werten (Tri-
glyzeride, Gesamt-Cholesterin, LDL-Chol, HDL-Chol,
LDL/HDL-Quotient, VLDL-Chol, IDL-Chol, LDL-1-Chol, LDL-
2-Chol, LDL-3-Chol, HDL-2-Chol, HDL-3-Chol, Lp(a)-Chol,
sdLDL-Anteil, Non-HDL-Cholesterin, Triglyzerid/HDL-
Quotient) eine ausfihrliche Interpretation mit grafi-
scher Darstellung.




LipoComplete®

Die NMR-Spektroskopie (LipoComplete®) ist ein rein
physikalisches Verfahren, bei dem aus den NMR-
Signalen der terminalen Methylgruppen von Lipiden
die Partikelkonzentration, der Partikeldurchmesser
und die Lipidkonzentrationen (Triglyzeride, Choles-
terin) der Lipoprotein-Partikel mittels patentierter
mathematischer Verfahren berechnet werden. NMR-
spektroskopische Messungen sind hoch prazise und
damit auch langfristig hoch reproduzierbar. Sie er-
fordern einen geringen personellen Aufwand und
konnen vollautomatisiert in grofBen Serienldngen
(mehrere hundert Proben am Tag) abgearbeitet wer-
den. Der Befundbericht enthdlt folgende Messwerte:
Triglyzeride,  Gesamt-Cholesterin,  LDL-Cholesterin
und HDL-Cholesterin, die auf die LipoDens®-Methode
rickfihrbaren Cholesterin-Konzentrationen in den
Lipoprotein-Subklassen (VLDL, IDL, LDL-1, LDL-2, LDL-3,
sdLDL, HDL-2, HDL-3), die Partikelkonzentrationen der
Lipoprotein-Subklassen (VLDL, LDL, groe LDL, kleine
LDL, HDL, grofRe HDL, kleine HDL) und die mittleren
Partikeldurchmesser der Lipoproteine (VLDL, LDL,
HDL). AuBerdem gibt es eine grafische Darstellung der
Ergebnisse mit Befundinterpretation.

Indikationen

B Erweiterte Risikostratifizierung bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2, Metabolischem Syndrom,
Insulinresistenz (z.B. PCOS), chronischer Nieren-
insuffizienz

B Erweiterte Risikostratifizierung bei erhohten
Triglyzeridwerten mit gleichzeitig vermindertem
HDL- und normalem oder nur moderat erhohtem
LDL-Cholesterin

B Weiterfihrende Abklarung bei Patienten mit
erhohtem familiaren Herzinfarktrisiko und eher
unauffalligem quantitativen Lipidstatus (v.a. LDL-
Cholesterin)

W Missverhdltnis zwischen dem quantitativen Lipid-
status und erganzender Bildgebung (z.B. Sono-
grafie der Arteria carotis mit Messung der Intima-
Media-Dicke oder koronare Kalkscore-Messung)

B Therapie-Kontrolle, Kontrolle von Lebensstilmal3-
nahmen

Befundbewertung

Der Befund beinhaltet neben den einzelnen, oben
erwahnten Messwerten je nach Methode auch eine
grafische Darstellung der Ergebnisse. Je nach anam-
nestischen Angaben und Vorbefunden wird eine Ein-
schatzung des individuellen kardiovaskularen Risikos
einschlielSlich Empfehlung fur ggf. zusatzliche Diag-
nostik und Therapie gegeben.
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v
b

LDL-Cholesterin
LDL-Partikelanzahl
LDL-GroRe (25,5-27,5 nm)
LDL-Dichte (1,025-1,040 g/ml)
KHK-Risiko

AV A

LDL-Phdnotyp B
(10-30% der Bevolkerung)

LDL-Cholesterin
LDL-Partikelanzahl
LDL-GroRe (24,2-25,5 nm)
LDL-Dichte (1,040-1,064 g/ml)
KHK-Risiko

(3-7-fach hoher als bei LDL-Phdnotyp A)

Abb. 2. Die gleiche LDL-Cholesterinmenge kann in wenigen groRen, leichten
LDL-Partikeln (links) oder in vielen kleinen, dichten LDL-Partikeln (rechts)
verpackt sein, was signifikante Auswirkungen auf die Atherogenitat hat.
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Praanalytik

Fir die Analytik werden 2 ml Serum nach 12-stindiger
Nahrungs- und Alkoholkarenz bendtigt. Bei der
LipoPrint®-Methode ist es dariber hinaus mog-
lich, 2 ml EDTA-Plasma ebenfalls nach 12-stindiger
Nahrungs- und Alkoholkarenz zu verwenden. Die Probe
sollte bis zur Analytik bei 4-10°C gekiihlt werden. Die
maximale Transportdauer betragt gekihlt drei Tage.
Bei langerer Lagerung ist eine kryogene Lagerung
(-80°C) notwendig.

Abktrzungen
Chol  Cholesterin
HDL  High Density Lipoprotein (Lipoproteine mit hoher Dichte)
IDL Intermediate Density Lipoprotein
(Lipoproteine mit mittlerer Dichte)
KHK  Koronoare Herzkrankheit
LDL  Low Density Lipoprotein (Lipoproteine mit niedriger Dichte)
NMR  Nuclear-magnetic Resonance (Kernspinresonanz)
sdLDL small, dense LDL (kleine, dichte LDL)
VLDL Very Low Density Lipoprotein
(Lipoproteine mit sehr niedriger Dichte)
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