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3.1.1 Einfiithrung und historischer Abri3

Leonardo da Vinci hat im 15. Jahrhundert als er-
ster makroskopische Veridnderungen der Gefi-
wand beschrieben, die wir heute als Arterioskle-
rose bezeichnen. Anhand autoptischer Untersu-
chungen stellte er die These auf, dafl die Ldsionen
der Gefiflwand durch iibermiflige Erndhrung aus
dem Blut entstehen. Der Begriff Arteriosklerose
wurde erst im 19. Jahrhundert geprégt, um die pa-
thologisch-anatomischen Befunde eines weichen
Atheroms und harter Sklerose in der innersten
Schicht der Aorta und anderer groflerer Arterien
zu beschreiben.

Die Erforschung der kardiovaskuldren Erkran-
kungen konzentrierte sich zum damaligen Zeit-
punkt ganz auf die Morphologie der arteriosklero-
tischen Lision. Virchow [1856] stellte die Verlet-
zungshypothese auf und gab die erste histologisch
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begriindete Erkldrung der Entstehung von Arterio-
sklerose. Nach seiner Meinung entstanden die er-
sten Verdnderungen durch einen vermehrten Ein-
strom ,fliissiger Elemente aus dem Blutstrom in die
bindegewebige Substanz unterhalb der Intima und
verursachen eine Schwellung dieser Substanz®. Die
anschwellenden bindegewebigen Zellen teilen sich
und verursachen eine lokalisierte Auftreibung der
Intima, die sich in eine arteriosklerotische Lision
umwandelt.

Virchows Theorie von der ,,Schwellung der Arte-
rienwand“ setzte von Rokitansky [1852] eine
»thrombogenetische Theorie“ iiber die Entstehung
der Arteriosklerose entgegen. Gemeinsam war bei-
den die Vorstellung von der Ansammlung von
Blutbestandteilen, Zellen und fliissigen Bestandtei-
len in der Arterienwand. Cholesterin wurde bereits
im 18. Jahrhundert aus Gallensteinen gewonnen
und 1816 erstmals als Cholesterin bezeichnet. Ob-
wohl Cholesterin bereits 1847 in arterioskleroti-
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schen Lisionen der Gefiflwand nachgewiesen wur-
de, wurde ein Zusammenhang zwischen erhohten
Serumcholesterinwerten und Atheromen erst zu
Beginn des 20. Jahrhunderts vermutet. 1913 be-
schrieben Bacmeister u. Henes erhéhte Serumcho-
lesterinwerte bei verschiedenen Erkrankungen,
z. B. bei Patienten mit chronischem Nierenversa-
gen oder Diabetes mellitus. Bei der post mortem
diagnostizierten Arteriosklerose waren sie aber
nicht sicher, ob es sich um ein priméires oder se-
kundidres Phinomen handelte.

Anitschkow [1913], der Erndhrungsversuche mit
Cholesterin bei Kaninchen unternahm, wies die
beschleunigte Infiltration von Cholesterin in die
Wand groflerer Arterien bei erhShten Serumchole-
sterinwerten nach. Er schlofl daraus, dafl die expe-
rimentelle Arteriosklerose der Arterienwand ein
primdrer, infiltrativer Vorgang mit nachfolgenden
sekunddren Verdnderungen der Gefiflwand sei.
Die Bedeutung seines Tiermodells lag in der Ahn-
lichkeit der arteriosklerotischen Verinderungen in
Morphologie und Histochemie im Modell mit de-
nen beim Menschen. Indem Anitschkow [1913]
eine Erhéhung von Cholesterinwerten als Ursache
der Arteriosklerose postulierte, entwickelte er die
»Lipid-Hypothese®. Eines der stirksten Argumente
fiir die Lipidhypothese entstand aber aus Kklini-
schen Beobachtungen bei Patienten mit erblichen
Stérungen des Cholesterinstoffwechsels, insbeson-
dere der Familidren Hypercholesterindmie.

3.1.2 Familidre Hypercholesterindmie

Als eigenstdndiges Krankheitsbild wurde die Fami-
lidare Hypercholesterindmie erstmals 1938 beschrie-
ben. Thannhauser u. Magendantz [1938] erkann-
ten anhand von Untersuchungen an 22 Patienten
mit Xanthomen die Assoziation von Xanthomen,
Hypercholesterindmie und vorzeitiger koronarer
Herzerkrankung sowie die familidre Hiufung
durch dominante Vererbung und definierten das
klinische Erscheinungsbild als eine Erkrankung
des intrazellularen Cholesterinstoffwechsels. Miiller
[1939] beschrieb zur selben Zeit Sehnenxanthome,
Angina pectoris und Hypercholesterindmie bei 6
Patienten, davon 3 mit familidrer Belastung. Er
hob hervor, daf} einige Patienten in relativ jugend-
lichem Alter plétzlich verstarben und die Mehrheit
in spdterem Lebensalter Angina pectoris entwik-
kelte. Spiter stellte er fest, dafl die vorzeitige koro-
nare Herzerkrankung mit der Hypercholesterin-

dmie assoziiert ist. In den 40er und 50er Jahren
untermauerten Familienuntersuchungen die Hypo-
these von der genetischen Grundlage der Hyper-
cholesterindmie. Untersuchungen von Khachadu-
rian [1964] an groflen libanesischen Familien in
den 60er Jahren zeigten erstmals eindeutig, dafl
die Familidre Hypercholesterindmie durch ein Gen
nach den Mendel-Gesetzen autosomal-dominant
vererbt wird. Bei allen an der Hypercholesterin-
dmie erkrankten Familienangehdrigen war auch
ein Elternteil betroffen, und ein Kranker hatte so-
wohl gesunde als auch erkrankte Kinder, wahrend
gesunde Kinder eines Betroffenen immer gesunde
Kinder bekamen und Frauen wie Minner gleich
hiufig betroffen waren. Mit einer Wahrscheinlich-
keit von 50% waren Kinder eines Erkrankten
ebenfalls betroffen. Anhand von sehr hohen Se-
rumcholesterinwerten, ausgepridgten Xanthomen
und fortgeschrittener koronarer Herzerkrankung
bereits im Kindesalter konnten homozygote Pa-
tienten mit 2 defekten Genen von heterozygoten
Patienten mit nur 1 defekten Gen unterschieden
werden. Die Wahrscheinlichkeit, homozygoter Tra-
ger der Familidren Hypercholesterindmie zu sein,
betrdgt 25% und setzt voraus, dafl beide Eltern-
teile heterozygote Triger der Erkrankung sind.

Als die klinische Bedeutung der Hyperlipid-
dmien offensichtlich wurde, wurde es notwendig,
eine Klassifikation zu entwickeln, die im wesentli-
chen auf Frederickson et al. [1967] zuriickgeht.
Grundlage dieser Klassifikation waren Untersu-
chungen, die zeigen konnten, dafl Cholesterin und
Triglyzeride in Form von wasserloslichen Komple-
xen mit Proteinen, den Lipoproteinen, im Plasma
transportiert werden. Mit Hilfe neu entwickelter
biochemischer Methoden, Elektrophorese und Ul-
trazentrifugation, konnte dann gezeigt werden,
dafl bei Patienten mit Familidrer Hypercholesterin-
dmie die Erhohung der Serumcholesterinwerte von
einem selektiven Anstieg von Lipoproteinen nied-
riger Dichte (Low-density-Lipoprotein, LDL) herr-
tthrt und sowohl der Cholesterin- als auch der
Proteinanteil dieses Lipoproteins erhoht sind.

Angeregt durch die offensichtliche Assoziation
von Hypercholesterindimie und koronarer Herzer-
krankung sowie deren Vererblichkeit begannen
Goldstein et al. [1973] in Seattle, USA, eine detail-
lierte genetische Analyse von Familien mit Hyper-
lipidimien ausgehend von Patienten, die einen
Herzinfarkt iiberlebt hatten. Es wurden Familien-
angehorige 1. und 2. Grads untersucht und der
Erbgang der Hyperlipiddmie analysiert. Die weite-
re biochemische Forschung von Brown u. Gold-
stein [1976] fiihrte zur Entdeckung des LDL-Re-
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zeptors und der Charakterisierung des molekula-
ren Defekts der Familidren Hypercholesterindmie.
Das Studium der Aufnahme von LDL-Cholesterin
in die Zelle fithrte 1973 zu der Erkenntnis, ,dafs
ein in der Zellwand befindliches Protein, der LDL-
Rezeptor, den Ubertritt von Cholesterin aus der
Blutbahn in die Zelle ermdglicht.”

3.1.3 Atiologie und Pathogenese

Anhand zellbiochemischer und molekulargeneti-
scher Untersuchungen existieren heute eine genaue
dtiologische und pathogenetische Vorstellung von
der Entstehung der Familidren Hypercholesterin-
dmie. LDL-Rezeptoren lassen sich auf allen kulti-
vierbaren humanen Zellinien nachweisen, in denen
sie die Aufnahme von LDL-Cholesterin aus dem
Plasma vermitteln und die Zellen mit Cholesterin
versorgen, das fiir das Zellwachstum und die
Funktion der Zellen notwendig ist. Im Organismus
bilden Leberzellen die meisten LDL-Rezeptoren an
ihrer Zelloberfliche. In diesen Zellen ist der Cho-
lesterinbedarf besonders hoch, weil in der Leber
Cholesterin als Ausgangsstoff der Gallensdurebil-
dung und Synthese von Lipoproteinen bendtigt
wird. LDL-Rezeptoren finden sich weiterhin in ho-
her Konzentration in der Nebennierenrinde und
im Ovar. In diesen Organen dient Cholesterin der
Synthese von Steroidhormonen.

LDL-Rezeptoren werden im endoplasmatischen
Retikulum synthetisiert und bereits wahrend der
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Translation an Kohlenhydratketten gebunden (Abb.

3.1.1). Innerhalb der ersten 30 min nach Synthese-

beginn erhoht sich dadurch das Molekulargewicht

um 30%. Nach 45 min erscheint der LDL-Rezeptor
an der Zelloberfliche, wo er sich in kleinen Grup-
pen ansammelt. Diese sog. Coated pits, Stachel-
saumgriibchen, sind fiir die Rezeptor-vermittelte

Endozytose von LDL-Partikeln verantwortlich. Der

LDL-Rezeptor bindet 2 verschiedene Proteine:

1. Apolipoprotein B-100 (Apo B), das in einfacher
Kopie in jedem LDL-Partikel vorhanden ist, als
Ligand dient und die Bindung von LDL-Parti-
keln am LDL-Rezeptor vermittelt;

. Apolipoprotein E (Apo E), das in mehrfacher
Kopie in Lipoproteinen niedriger Dichte (Very-
low-density-Lipoprotein, VLDL), in Lipoprotei-
nen mittlerer Dichte (Intermediate-density-Li-
poprotein, IDL) und in einer Untergruppe von
Lipoproteinen hoher Dichte (High-density-Lipo-
protein, HDL) vorliegt. Lipoproteine, die mehre-
re Kopien des Apo E enthalten, binden im Ver-
gleich zu LDL, das nur eine Kopie des Apo B
enthilt, mit 20facher Affinitit an den LDL-Re-
zeptor. Fiir die Gesamtbilanz der zellularen Auf-
nahme von Cholesterin spielen Apo-E-haltige
Lipoproteine jedoch nur eine untergeordnete
Rolle, da diese im Plasma in LDL umgewandelt
werden und deshalb nur in wesentlich geringe-
rer Konzentration vorhanden sind.

Abb. 3.1.1 illustriert den weiteren Weg von Apo-B-
und Apo-E-haltigen Lipoproteinen, nachdem sie
an den LDL-Rezeptor gebunden wurden. Innerhalb
von 3-5 min nach ihrer Formation in Coated pits

& Endoplasmatisches

Retikulum

Abb. 3.1.1. Schematische Darstellung der
LDL-Rezeptor-Funktion in menschlichen
Zellen. Nach Beendigung der Synthese
im endoplasmatischen Retikulum wan-
dert das LDL-Rezeptor-Protein zum Gol-
gi-Komplex, von dort zur Zelloberfliche
und sammelt sich in Coated pits.
HMGCoA-Reduktase  3-Hydroxy-3-Me-
thylglutaryl-CoA-Reduktase, ACAT Acyl-
CoA-Cholesterin-Acyltransferase, verti-
kale Pfeile regulatorische Wirkung der
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l6sen sich die gruppierten Rezeptoren in Form
kleiner Vesikel von der Zellmembran ab und bewe-
gen sich in das Zytosol der Zellen. Mehrere sol-
cher Vesikel formieren sich anschlieffend zu Endo-
somen, in denen die LDL-Partikel vom LDL-Re-
zeptor-Protein freigesetzt werden. Die LDL-Rezep-
toren kehren an die Zelloberfldche zurtick und bil-
den erneut kleine Vesikel, die gebundenes LDL in
das Zytosol der Zellen transportieren. Alle 10 min
durchlaufen LDL-Rezeptoren diesen Zyklus, unab-
hingig von der Menge an gebundenem LDL.

LDL-Partikel werden, vom Rezeptor losgelost,
durch Hydrolasen gespalten, nachdem sich die En-
dosomen mit Lysosomen verbunden haben. Der
Apoproteinanteil wird durch Proteasen in Amino-
sduren und Cholesterinester, durch Lipasen in un-
verestertes Cholesterin hydrolysiert, das in das Zy-
tosol tibertritt und an der Regulation des zellula-
ren Cholesterinstoffwechsels mitwirkt. Die wichtig-
ste regulatorische Wirkung kommt dadurch zu-
stande, dafl die Erhohung von intrazellularem frei-
em Cholesterin die Aktivitdt des Schliisselenzyms
der zellularen Cholesterinsynthese, die 3-Hydroxy-
3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase, = hemmt
und gleichzeitig die Synthese von LDL-Rezeptoren
unterdriickt. Zusitzlich aktiviert freies Cholesterin
ein Cholesterin veresterndes Enzym, die Acyl-Cho-
lesterin-Acyl-Transferase (ACAT), wodurch Chole-
sterin als Ester in den Zellen gespeichert werden
kann. Durch diesen Riickkopplungsmechanismus
kontrollieren die Zellen ihren Gehalt an freiem
Cholesterin entsprechend dem Bedarf und vermei-
den eine Uberladung mit Cholesterin. Im Wachs-
tum befindliche Zellen synthetisieren eine maxi-
male Anzahl von LDL-Rezeptoren. Zellen im
Wachstumsstillstand mit niedrigem Cholesterinbe-
darf reduzieren die Produktion von LDL-Rezepto-
ren um 90% des Maximums.

Mit Hilfe diese Riickkopplungssystems ist die
Homoostase der intrazellularen Cholesterinkon-
zentration gewihrleistet, und die Zellen konnen
die Neusynthese von Cholesterin ihren Bediirfnis-
sen entsprechend reduzieren. Bei gestérter LDL-
Rezeptor-Funktion, die bewirkt, daf} die zellulare
Aufnahme von LDL-haltigen Lipoproteinen ver-
mindert ist, wird weniger Cholesterin in die Zellen
eingeschleust, das Schliisselenzym der Neusyn-
these nicht supprimiert und intrazellular vermehrt
Cholesterin synthetisiert. Bei Patienten mit Fami-
lisgrer Hypercholesterindmie kann deshalb die Se-
rumcholesterinerhohung auf eine Anhiufung von
LDL durch verminderten Abbau und Steigerung
der Neusynthese erkldrt werden. Der Anteil von
Plasma-LDL, der bei Patienten mit Familidrer Hy-

percholesterindmie nicht via LDL-Rezeptor, son-
dern durch LDL-Rezeptor-unabhingige Wege aus
dem Plasma entfernt wird, ist dabei umgekehrt
proportional der Anzahl funktionierender LDL-Re-
zeptoren. Bei Homozygoten ohne nachweisbare
LDL-Rezeptoren wird das gesamte LDL durch Re-
zeptor-unabhingige Wege aus dem Plasma ent-
fernt. Bei Heterozygoten mit einem defekten LDL-
Rezeptor-Gen und 50% normalen LDL-Rezeptoren
wird etwa die Hilfte von LDL iiber LDL-Rezeptor-
unabhdngige Wege entfernt. Demgegeniiber wird
bei Gesunden nur 1/3 iiber andere Wege entfernt,
weil der LDL-Rezeptor-unabhingige Abbau weni-
ger effektiv ist als der Rezeptor-vermittelte. Bei ho-
mozygoten Patienten verweilt LDL durchschnittlich
6 Tage im Plasma, verglichen mit 2,5 Tagen bei
Gesunden. Leider ist bislang nur wenig {iber den
LDL-Rezeptor-unabhéngigen Abbau von LDL be-
kannt. Ein Teil des LDL wird iiber Makrophagen
und Histiozyten des retikuloendothelialen Systems
vermittelt, die zusammengefafit als ,scavenger
cells“ bezeichnet werden.

In kultivierten Fibroblasten von Patienten mit
Familidrer Hypercholesterindmie ist zusétzlich
zum LDL-Rezeptor-Defekt mit verminderter zellu-
larer Aufnahme von LDL-Cholesterin eine gestei-
gerte Cholesterinsynthese nachweisbar. In-vivo-
Untersuchungen der Syntheserate von Cholesterin
haben jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen ge-
fithrt: Patienten im Kleinkindesalter scheinen ge-
nerell eine gesteigerte Cholesterinsyntheserate auf-
zuweisen, die 3- bis 4mal {iber der gesunder Indi-
viduen liegt. Bei Patienten >10 Jahren liegt die
Syntheserate jedoch an der oberen Grenze der
Norm. Nach der derzeitigen Lehrmeinung sind et-
wa 1 von 500 Personen der allgemeinen Bevolke-
rung heterozygoter Triger eines defekten LDL-Re-
zeptor-Gens, 1 von 1.000.000 homozygoter Tréiger
2er defekter LDL-Rezeptor-Gene.

3.1.4 Klinische Symptome
3.1.4.1 Lipide und Lipoproteine

Heterozygote Patienten mit Familidrer Hyperchole-
sterindmie zeigen weltweit eine &hnliche durch-
schnittliche Erhohung der Serumcholesterinwerte
von 358 mg/dl. Ungeachtet der Gleichheit zwi-
schen verschiedenen Populationen variieren die
Cholesterinwerte heterozygoter Patienten sogar in-
nerhalb derselben Familie um das 2fache, zwi-
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schen 350 und 550 mg/dl. Homozygote Patienten
zeigen generell hohere Cholesterinwerte, die sich
zwischen 650 und 1.000 mg/dl bewegen. In 90%
der Fille von heterozygoter Familidrer Hyperchole-
sterindmie sind ausschlieflich die Cholesterinwer-
te erh6ht und die Triglyzeride im Normbereich.
Nur in 10% der Fille kommt es zu einer leichten
Erhohung letzterer. Homozygote Patienten zeigen
demgegeniiber eine auffillige Erhohung der Trigly-
zeride im Vergleich zu Gesunden, die aber nur sel-
ten 250 mg/dl iiberschreitet. Die Ursache dieser
Erhohung ist bislang unbekannt, konnte aber mit
der LDL-Rezeptor-Funktion, Apo-E-haltige Lipo-
proteine aus dem Plasma zu entfernen, in Zusam-
menhang stehen.

Die Hypercholesterinimie sowohl bei heterozy-
goten als auch homozygoten Patienten kommt
durch eine Erhohung der Lipoproteinfraktion
niedriger Dichte (LDL) zustande. Die mittlere
LDL-Cholesterinkonzentration betrdgt bei Hetero-
zygoten das 2- bis 3fache der Norm, bei Homozy-
goten das 2- bis 3fache von Heterozygoten und das
6fache der Norm. Die Erhohung der Cholesterin-
werte kommt dabei durch die Vermehrung von
LDL-Partikeln zustande, die in ihrer Zusammen-
setzung von Lipid- und Proteingehalt, Dichte und
immunologischen Eigenschaften nicht verdndert
sind. Geringfiigige Anderungen der chemischen
Eigenschaften von LDL-Partikeln homozygoter Pa-
tienten resultieren vermutlich aus der langeren
Verweildauer im Plasma, fithren aber zu keiner
Storung der Interaktion mit normalen LDL-Rezep-
toren gesunder Individuen. Cholesterin in Lipo-
proteinen hoher Dichte (HDL-Cholesterin) ist bei
Patienten mit Familidrer Hypercholesterindmie ge-
ring erniedrigt, verglichen mit Durchschnittswer-
ten gesunder Individuen. Diese Beobachtung be-
trifft sowohl heterozygote als auch homozygote Pa-
tienten. Eine Erkldrung hierfiir ist derzeit nicht
bekannt.

3.1.4.2 Arcus lipoides und Xanthelasmen

Bei der Hypercholesterindmie wird Cholesterin in
die Hornhaut des Auges eingelagert und bildet
dort einen sichtbaren Kornealring, der auch Arcus
lipoides genannt wird. Bei Homozygoten tritt der
Arcus lipoides gewdohnlich auf, bevor diese
10 Jahre alt sind. Bei Heterozygoten ist ein Arcus
lipoides nur in 50% der Fille zu finden. Choleste-
rinansammlungen kommen auch in Form Kkleiner,
nasal im oberen und unteren Lidbereich gelegener,
scharf begrenzter beetartiger erhabener Plaques

vor, die mit der Haut verschieblich sind und Xan-
thelasmen genannt werden. Xanthelasmen finden
sich hdufig bei Heterozygoten, aber nur selten bei
Homozygoten. Sowohl der Arcus lipoides als auch
Xanthelasmen kommen auch bei gesunden normo-
cholesterindmischen Individuen vor. Der Arcus li-
poides wird bei diesen Personen als Arcus senilis
bezeichnet.

3.1.4.3 Xanthome

Cholesterinablagerungen in Haut und Sehnen hei-
Ben Xanthome. Die Menge an abgelagertem Chole-
sterin ist dabei proportional zum Ausmafl der Hy-
percholesterindmie, aber auch von unbekannten
Faktoren abhingig. Nach der anatomischen Lage
lassen sich die Xanthome einteilen in Sehnenxan-
thome, subkutane tuberdse Xanthome, subperi-
ostale Xanthome sowie plane Hautxanthome. Seh-
nenxanthome finden sich bei homozygoten und
heterozygoten Patienten mit Familidrer Hypercho-
lesterindmie und treten hiufig entlang der Achil-
les-, Patellar- und Trizepssehnen sowie an den
Strecksehnen und Sehnenscheiden der Finger auf.
Sie sind derbe, unregelmiflige und langsam wach-
sende Knoten, die mit den Sehnen verwoben und
mit diesen verschieblich sind. Subkutane tuberdse
Xanthome finden sich bevorzugt an den Strecksei-
ten der Gelenke, besonders an den Ellenbogen und
Fersen. Subperiostale Xanthome betreffen am héu-
figsten die Sehnenansdtze der Tuberositas tibiae
sowie das Olekranon. Leicht erhabene, flache,
gelblich-orange gefdrbte plane Xanthome sind
hiufig flichenhaft an den Extremitdten, am Gesif3
und an den Hinden speziell interdigital lokalisiert.
Im Gegensatz zu Xanthelasmen und Arcus lipoides
sind Xanthome spezifisch fiir die Familidre Hyper-
cholesterindmie. Die Haufigkeit von Xanthomen
bei Heterozygoten zeigt eine deutliche Altersab-
hingigkeit. Bei 30jdhrigen Heterozygoten sind sie
in 50%, bei deren Tod in 80% der Fille vorhan-
den. Bei Homozygoten sind Xanthome von Kind-
heit an obligatorisch.

3.1.4.4 Vorzeitige Arteriosklerose

Patienten mit Familidrer Hypercholesterindmie lei-
den an vorzeitiger koronarer Herzerkrankung. Bei
homozygoten Patienten tritt die Koronarsklerose
als Angina pectoris, Herzinfarkt oder plotzlicher
Herztod im Alter zwischen 5 und 30 Jahren in Er-
scheinung. In Einzelféllen ist ein akuter Myokard-
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infarkt bereits im Alter von 18 Monaten, ein leta-
ler Herzinfarkt im Alter von 3 Jahren aufgetreten.
Nur wenige Homozygote iiberleben das 30. Le-
bensjahr. Cholesterin wird auch in der Aortenklap-
pe eingelagert, was sich symptomatisch als Aorten-
stenose oder Aortenklappeninsuffizienz duflert.
Eine schwere Arteriosklerose entwickelt sich aber
auch in der thorakalen und abdominalen Aorta
und in den gréfleren Pulmonalgefifien. An der Mi-
tralklappe werden solche Einlagerungen seltener
beobachtet. Die Privalenz der koronaren Herzer-
krankung unter Homozygoten verhilt sich umge-
kehrt proportional zur Anzahl der LDL-Rezeptoren
in kultivierten Fibroblasten dieser Patienten. Es
kénnen 2 Gruppen gebildet werden: Patienten mit
und ohne Rest-LDL-Rezeptor-Aktivitit. Die koro-
nare Herzerkrankung tritt bei Homozygoten mit
einer LDL-Rezeptor-Aktivitit von weniger als 2%
der normalen Aktivitidt deutlich eher in Erschei-
nung als bei Homozygoten mit einer Restaktivitdt
des LDL-Rezeptors von 2-30% der normalen Akti-
vitdt. Auch die LDL-Cholesterin-Konzentration im
Serum ist bei den Patienten hoher, deren kultivierte
Fibroblasten keine LDL-Rezeptoren ausbilden. Bei
Heterozygoten ist die Ausbildung der koronaren
Herzerkrankung wesentlich variabler als bei Homo-
zygoten. Frauen entwickeln Symptome spiter als
Minner. Bei Heterozygoten beginnt die koronare
Herzkrankheit bei Midnnern mit durchschnittlich
43 und bei Frauen mit 53 Jahren. Bei unter 30jdh-
rigen heterozygoten Ménnern betrdgt das Infarktri-
siko 5%, bei unter 50jahrigen 51% und bei unter
60jahrigen 85%, bei Frauen 0, 12 und 58%.

Stone et al. [1974] ermittelten in den USA die ku-
mulative Prévalenz der koronaren Herzerkrankung
unter ménnlichen Heterozygoten auf 16% im Alter
von 40 und 52% im Alter von 60 Jahren. Unter weib-
lichen Heterozygoten betrug die kumulative Préva-
lenz bis zum Alter von 60 Jahren 32,8% verglichen
mit 9,1% unter gesunden Frauen. Heterozygote Pa-
tienten mit Familidrer Hypercholesterindmie leiden
25mal hdufiger an koronarer Herzkrankheit als de-
ren Verwandte ohne LDL-Rezeptor-Defekt. Interes-
santerweise findet sich der geschlechtsspezifische
Unterschied im Manifestationsalter der koronaren
Herzerkrankung nicht bei Homozygoten.

Zerebrovaskuldre Erkrankungen treten bei Pa-
tienten mit Familidrer Hypercholesterindmie im
Gegensatz zur koronaren Herzerkrankung nicht
hiufiger auf als in der Normalbevilkerung. Mit
Hilfe der Duplexsonographie lassen sich jedoch ar-
teriosklerotische Verdnderungen an den Karotiden
nachweisen. Bei Heterozygoten sind dabei die Aus-
pragung und die Progredienz arteriosklerotischer

Verdnderungen weniger ausgeprégt als bei Homo-
zygoten. Die Arterielle VerschlufSkrankheit peri-
pherer Gefif3e ist bei Patienten mit Familidrer Hy-
percholesterindmie hiufiger als bei gesunden Kon-
trollpersonen, aber im Verleich mit der koronaren
Herzerkrankung nur von untergeordneter klini-
scher Bedeutung.

3.1.5 Genetik

Die Familidre Hypercholesterinimie wird autoso-
mal-dominant vererbt und z#hlt mit einer Hiufig-
keit von 1:500 in der allgemeinen Bevilkerung zu
den hiufigsten angeborenen Stoffwechselkrankhei-
ten. Thr Vorkommen ist in den meisten Liandern
der Erde bereits gesichert [Frederickson et al
1983]. Die Pravalenz der Erkrankung wurde zuerst
durch Familienanalysen an Patienten mit koronar-
er Herzerkrankung nach Herzinfarkt bestimmt.
Berechnungen nach der Hardy-Weinberg-Formel
konnten diese Angaben iiber das Gengleichgewicht
an Homozygoten bestitigen. Eine wesentlich hohe-
re Privalenz wurde bislang in 2 Populationen be-
obachtet. Im Libanon betrégt die Pravalenz fiir He-
terozygote 1:171, fiir Homozygote 1:10.000 und
wird auf einen Griindereffekt sowie einen hohen
Anteil von Blutsverwandtschaft zuriickgefiihrt
[Davis et al. 1986]. Unter weiflen Siidafrikanern
hollindischen Ursprungs betrigt die Prévalenz fiir
Heterozygote 1:100, fiir Homozygote 1:30.000 und
wird ebenfalls auf einen Griindereffekt zuriickge-
fiihrt [Leitersdorf et al. 1989].

Verwendet man die Hypercholesterindmie als
genetischen Marker der Erkrankung, zeigt die Fa-
milidre Hypercholesterindmie eine fast vollstindi-
ge Penetranz in allen Altersgruppen. Heterozygote
Patienten mit 1 defekten und 1 normalen LDL-Re-
zeptor-Gen zeigen dementsprechend eine weniger
ausgeprdgte klinische Symptomatik als homozy-
gote Patienten, bei denen beide Gene defekt sind
und die mit einer Haufigkeit von 1:1.000.000 auf-
treten [Khachadurian 1964]. In einigen Populatio-
nen mit einem hohen Anteil an Blutsverwandt-
schaft sind homozygote Patienten deutlich hiufi-
ger. Diese Patienten sind in der Regel ,echte® ho-
mozygote Patienten, weil sich dasselbe defekte Gen
von beiden Elternteilen auf die homozygoten Kin-
der weitervererbt. Da die Symptome der heterozy-
goten Form der Familidren Hypercholesterinimie
in der Regel erst nach Beginn des reproduktions-
fahigen Alters klinische Relevanz erhalten, beein-
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trachtig ein defektes LDL-Rezeptor-Gen die Fort-
pflanzungsfahigkeit nicht. Im Gegensatz dazu ver-
mehren sich homozygote Patienten nur selten. Der
dlteste derzeit bekannte homozygote Patient ist ein
56 Jahre alter Japaner.

3.1.6 Molekularbiologische Grundlagen
3.1.6.1 LDL-Rezeptor-Protein

Der humane LDL-Rezeptor ist ein Glykoprotein
mit einem Molekulargewicht von 514.000 und be-
steht aus 839 Aminosduren [Yamamoto et al.
1984]. Die Vorstufe des reifen LDL-Rezeptors be-
sitzt eine Signalregion mit 21 meist hydrophoben
Aminoséduren, die abgespalten werden, bevor das
Molekiil die Zelloberfliche erreicht. Nach Abspal-
tung der Signalregion lassen sich, beginnend am
aminoterminalen Ende, 5 Regionen unterscheiden:
1. die Bindungsregion des Liganden,
2. eine der Vorstufe des epidermalen Wachstums-
faktors dhnliche Region,
3. eine an Kohlenhydratketten gebundene Region,
4. eine Membranbindungsregion und
5. eine kurze zytoplasmatische Region.

Eine Zusammenfassung des bekannten strukturel-
len Aufbaus des LDL-Rezeptors zeigt Abb. 3.1.2.

3.1.6.1.1 Bindungsregion des LDL-Rezeptor-Proteins

Die Bindungsregion vermittelt die Interaktion zwi-
schen Rezeptor und Apolipoprotein-B- und -E-hal-
tigen Lipoproteinen. Dieser Bereich ist im amino-
terminalen Ende des Rezeptormolekiils lokalisiert
und besteht aus 292 Aminosiuren, die ihrerseits
aus 7 Gruppen von etwa 40 Aminosduren aufge-
baut sind. Der hohe Anteil der Aminosdure Cy-
stein fithrt vermutlich zu einer besonders stabilen
Faltung des Molekiils in diesem Bereich und zur
Entstehung einer negativ geladenen Oberflache.
Die negativ geladenen Aminosduren finden sich
dabei jeweils am karboxyterminalen Ende der 6
Gruppen und vermitteln die Rezeptor-Liganden-
Bindung mit positiv geladenen Bereichen im Apo-
lipoprotein B und E.

3.1.6.1.2 Dem epidermalen Wachstumsfaktor
dhnliche Region des LDL-Rezeptors

Die dem epidermalen Wachstumsfaktor #hnliche
Region besteht aus 400 Aminosduren. Die Se-
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Abb. 3.1.2. Schematische Darstellung der Struktur des LDL-
Rezeptor-Proteins mit 5 Doménen sowie Korrelation der
Exon-Intron-Struktur des LDL-Rezeptorgens mit den Domi-
nen des Proteins, nach Siidhof et al. [1985a,b]

quenzhomologie mit diesem Protein, das seiner-
seits ein Membranprotein darstellt, betrigt 35%.
Dieser Bereich ist fiir die pH-abhédngige Dissoziati-
on des Liganden vom Rezeptor verantwortlich.

3.1.6.1.3 An Kohlenhydrate gebundene Region
des LDL-Rezeptors

Die an Kohlenhydrate gebundene Region besteht
aus 58 Aminosduren, ist besonders reich an Serin
und Threonin und ragt aus der Zelloberflidche her-
aus. Die Funktion der O-stindigen Kohlenhydrat-
ketten ist derzeit nicht bekannt. Dieser Bereich des
Proteins kann auch fehlen, ohne daf} die LDL-Re-
zeptor-Funktion wesentlich gestort wird. Méglicher-
weise dient dieser Bereich als Stiel fiir die Bindungs-
region des Rezeptors, um mit den groflen Lipopro-
teinpartikeln in sterische Beziehung zu kommen.

3.1.6.1.4 Membranregion des LDL-Rezeptors

Die Membranregion schliefit sich karboxyterminal
der an Kohlenhydrate gebundenen Region an und
besteht aus 22 hydrophoben Aminosduren, die das
Rezeptormolekiil in der Zellmembran verankern.
Das Fehlen dieser Region verursacht ebenfalls
keine wesentliche Funktionseinschrinkung des Re-
zeptors, fithrt aber dazu, daff LDL-Rezeptor-Pro-
tein in das Kulturmedium sezerniert wird. Ein Teil
der Rezeptoren verbleibt jedoch an der Zelloberfld-
che und kann LDL regelrecht binden.
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3.1.6.1.5 Zytoplasmatische Region
des LDL-Rezeptors

Die zytoplasmatische Region besteht aus 50 Ami-
nosduren und beinhaltet das karboxyterminale En-
de des Rezeptors. Diese Region ist fiir die Ausbil-
dung von Coated pits - eine der Oberfliche von
Stachelbeeren &hnliche gruppierte Ansammlung
von Rezeptoren - in der Zellmembran verantwort-
lich, bevor diese internalisiert werden.

3.1.6.2 LDL-Rezeptor-Gen

Das LDL-Rezeptor-Gen umspannt einen 45 kb lan-
gen Bereich der DNA und konnte mit Hilfe der In-
situ-Hybridisierung am distalen kurzen Arm des
Chromosoms 19 zwischen der Bande 13.1 und 13.3
lokalisiert werden [Lindgren et al. 1985]. Das Gen
besteht aus 18 Exons, die durch 17 Introns ge-
trennt werden [Siidhof et al. 1985a]. In Abb. 3.1.2
ist der schematische Aufbau des LDL-Rezeptor-
Gens dargestellt. Die Organisation der Exons des
Gens korreliert mit der strukturellen Organisation
des LDL-Rezeptor-Proteins [Siidhof et al. 1985b].

Exon 1 kodiert fiir die Signalsequenz, die nach
der Translation entfernt wird. Exon 2 kodiert die
erste der 7 sich wiederholenden cysteinreichen
Gruppen der Bindungsregion, Exon 3 die Gruppe
2, Exon 4 die Gruppen 3-5, Exon 5 die Gruppe 6
und Exon 6 die Gruppe 7. Exons 7-14 kodieren
fiir die dem Wachstumshormon #hnliche Region.
Exon 15 kodiert fiir die O-stindige an Kohlenhy-
dratketten gebundene Region. Exons 16 und 17
kodieren fiir 2 Regionen, die Membranbindungsre-
gion und die zytoplasmatische Region. Exon 18
enthilt die Information des karboxyterminalen En-
des des Rezeptors, bestehend aus 12 Aminosduren,
sowie einen 2,5 kb langen Bereich der mRNA, der
repetitive Sequenzen enthilt und nicht in die Pro-
teinstruktur tibersetzt wird.

Der LDL-Rezeptor ist eine Mischung aus Se-
quenzen, die in mehreren Proteinen enthalten
sind. Teile der dem epidermalen Wachstumsfaktor
dhnlichen Region finden sich ebenso in den Gerin-
nungsfaktoren IX und X sowie im Protein C. Der
40 Aminosduren umfassende cysteinreiche Bereich
ist auch im Komplement C9 nachweisbar. Alle
diese Proteine teilen die Ubereinstimmung von
Exon-Protein-Bereich. Aus diesen Beobachtungen
entstand die Vermutung, dafl der LDL-Rezeptor
Mitglied einer Genfamilie ist.

3.1.6.3 Struktur-Funktions-Beziehung

Die Beobachtung, dafl die phénotypische Auspri-
gung der Familidren Hypercholesterindmie stark
von einer Familie zur anderen variiert, weist auf
die genetische Heterogenitit dieser Erkrankung
hin. Wie bei den meisten erblichen Stoffwechsel-
anomalien konnen bei der Familidren Hyperchole-
sterindmie #hnliche klinische Erscheinungsbilder
von verschiedenen Mutationen an einem Genort
herrithren. Durch Untersuchungen an Fibrobla-
stenkulturen von Patienten mit homozygoter Fami-
lidrer Hypercholesterindmie konnten Goldstein u.
Brown [1984] verschiedene Mutationen des LDL-
Rezeptors beschreiben und diese in 4 Mutations-
klassen einteilen, welche die Synthese des Rezep-
tors, seinen Transport vom endoplasmatischen Re-
tikulum zum Golgi-Apparat, seine Fdhigkeit, LDL
zu binden, und die Einschleusung von gebunde-
nem LDL betreffen [Goldstein u. Brown 1984, Tol-
leshaug et al. 1983] (Abb. 3.1.3).

3.1.6.3.1 Synthesestdorung

Bei der hiufigsten dieser Mutationsklassen ist mit
immunologischen Methoden kein LDL-Rezeptor-
Protein nachweisbar. In diese Rezeptor-negativen
Zellen wird kein LDL via LDL-Rezeptor aufgenom-
men, und der Cholesterinbedarf der Zellen wird
durch intrazellulare Cholesterinsynthese gedeckt.
Diese Gruppe mit defekten LDL-Rezeptoren repri-
sentiert die hiufigste Mutationsart.
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Abb. 3.1.3. Schematische Darstellung von 4 Mutationsklassen
des LDL-Rezeptors. Mutationen betreffen 1 Synthese, 2
Transport, 3 LDL-Bindung und 4 Anordnung in Coated pits,
nach Goldstein u. Brown [1984]
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3.1.6.3.2 Transportstorung

Bei der 2. Klasse von Mutationen wird zwar ein
Rezeptor im rauhen endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert, aber der Transport vom endoplasma-
tischen Retikulum zum Golgi-Apparat ist gestort.
Daher erreichen diese Rezeptoren die Zelloberfla-
che nicht und kénnen ihre Funktion nicht erfiil-
len. Im Funktionstest ist bei beiden Mutationsklas-
sen — Synthese- und Transportstérung - keine Bin-
dung von LDL an der Zelloberfliche nachweisbar.
Die Unterscheidung ist demnach nur immunolo-
gisch moglich. Die beiden Klassen werden unter
dem Begriff Nullallel] zusammengefafit.

3.1.6.3.3 Bindungsstoérung

Die 3. Klasse von Mutationen ist dhnlich hiufig
wie die Nullallelklasse. In ihr ist die Anzahl der
funktionsfihigen LDL-Rezeptoren pro Zelle um
75% oder mehr verringert. LDL-Rezeptor-Protein
wird zwar synthetisiert und an die Zelloberfldche
transportiert, die Bindungsfahigkeit fiir LDL ist je-
doch gestort. Diese Klasse von Mutationen besteht
aus einer besonders heterogenen Gruppe defekter
LDL-Rezeptoren. Die Bindungsaktivitit schwankt
dabei zwischen 2 und 30% zwischen verschiede-
nen Allelen.

3.1.6.3.4 Internalisierungsstorung

Bei dieser Klasse von Mutationen kann LDL zwar
normal an LDL-Rezeptoren gebunden werden, die-
ser Komplex aber nicht in die Zellen eingeschleust
werden. Im Gegensatz zu normalen Zellen, bei de-
nen sich die Rezeptoren in den Coated pits sam-
meln, sind die Rezeptoren wahllos iiber die Zell-
oberfliche verteilt. Die ,Stachelsaumgriibchen
sind zwar in normaler Anzahl vorhanden, da aber
die Rezeptoren darin nicht gesammelt werden
konnen, kann kein LDL eingeschleust werden. Ver-
mutlich besitzt der LDL-Rezeptor neben der LDL-
Bindungsstelle an der zytoplasmatischen Seite der
Membran einen Einschleusungsbereich, durch den
der Rezeptor als Teil des ,Stachelsaumgriibchens®
erkannt wird. Eine Mutation in diesem Bereich
verhindert, dafy der LDL-Rezeptor mit den Protei-
nen der ,Stachelsaumgriibchen“ in Verbindung
treten kann. Da gebundenes LDL nicht internali-
siert wird, hat diese Gruppe von Mutationen die-
selben Auswirkungen auf die Regulation des Cho-
lesterinstoffwechsels wie die Rezeptor-negative
Klasse. Klinische Untersuchungen zeigen, dafl ho-
mozygote Patienten mit Familidrer Hypercholeste-

rindimie und LDL-Rezeptoren mit verminderter
Bindungsaktivitit erst spdter koronare Herzerkran-
kung entwickeln und seltener toédliche Herzin-
farkte erleiden als Homozygote mit LDL-Rezepto-
ren ohne nachweisbare Bindungsaktivitit, wie
Nullallel oder Einschleusungsdefekt.

3.1.6.3.5 Haufigkeitsverteilung
der verschiedenen Mutationstypen

Ein Vergleich von homozygoten Patienten mit Fa-
milidrer Hypercholesterindmie aus Amerika, Euro-
pa und Japan ergab unterschiedliche Haufigkeits-
verteilungen fiir die einzelnen Mutationsklassen
[Frederickson et al. 1983]. Die Haufigkeit der Null-
allele ist bei Amerikanern, Italienern, Japanern
und Arabern anndhernd gleich. Bei Franzosen,
Frankokanadiern franzésischer Abstammung sowie
bei Belgiern treten Allele der Nullallelklasse haufi-
ger auf, bei Englindern Allele der Klasse mit ver-
minderter Bindungsaktivitit. Allele mit gestorter
Einschleusung von gebundenem LDL wurden im
Vergleich zu den anderen Mutationsklassen selten
nachgewiesen.

3.1.7 Diagnostik

Die klinische Diagnose der Familidren Hypercho-
lesterindmie bereitet in homozygoten Fillen kein
Problem. Die klinischen Bilder von planen und
Hautxanthomen, ausgepridgter Hypercholesterin-
dmie mit Gesamtcholesterinwerten zwischen 650
und 1.000 mg/dl und Symptomen der koronaren
Herzerkrankung im Kindesalter sind nahezu pa-
thognomonisch. Differentialdiagnostisch abzugren-
zen sind lediglich seltene Fille von Pseudohomo-
zygotie [Keller et al. 1981]. Diese Patienten fallen
aber bei der Familienuntersuchung auf, weil nur
ein Elternteil an Hypercholesterindmie erkrankt
ist.

In der heterozygoten Form der Familidren Hy-
percholesterindmie fithrt die Erkrankung zu einer
Erhohung der Serumcholesterinwerte zwischen
285 und 450 mg/dl, die ausschliellich durch die
Erhohung der LDL-Fraktion der Lipoproteine ver-
ursacht wird und in der Einteilung nach Fredrick-
son et al. [1967] als Typ-Ila-Hyperlipoproteindmie
bezeichnet wird. In 10% der Félle sind zusitzlich
die Triglyzeride erhoht, entsprechend einer Hyper-
lipoproteindmie Typ IIb. Die Bestimmung der
Cholesterinwerte reicht nicht immer aus, um die
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Diagnose der Hypercholesterindmie zu bestitigen
oder auszuschlieflen, da sich sowohl Gesamtchole-
sterinwerte als auch LDL-Cholesterinwerte von An-
gehorigen mit und ohne LDL-Rezeptor-Defekt
iiberlappen. Bei manchen Kindern mit LDL-Rezep-
tor-Defekt steigen die Cholesterinwerte erst nach
der Pubertit an, so daf3 der Phénotyp der Erkran-
kung erst dann voll zur Ausprigung kommt. Syste-
matische Nachuntersuchungen von Neugeborenen
haben dies bestitigt.

Bei Patienten mit deutlich ausgebildeten Xan-
thomen kann die Diagnose der Hypercholesterin-
dmie bei entsprechender Anamnese vermutet wer-
den. Die Erhebung der Familienanamnese erweckt
die Verdachtsdiagnose, wenn bei mehreren Ver-
wandten 1. Grads eine Hypercholesterindmie be-
reits bekannt ist oder eine vorzeitige Arterioskle-
rose zu einer auffilligen Hdufung von koronarer
Herzerkrankung innerhalb der Familie fiihrt. Gele-
gentlich berichten Patienten iiber das familidre
Auftreten von Xanthomen, ohne dafl die Hyper-
cholesterindmie bekannt ist.

Die Verdachtsdiagnose der Familidren Hyper-
cholesterindmie, wie sie sich in vielen Fillen an-
hand korperlicher Untersuchungsbefunde oder
durch ausgeprédgte Hypercholesterindmie mit vor-
zeitiger Arteriosklerose sowie bei der Familienun-
tersuchung stellen 1df3t, mufl durch weitere Unter-
suchungen bestitigt und von anderen Erkrankun-
gen differentialdiagnostisch abgegrenzt werden.
Die Hypercholesterindmie allein reicht zur Diagno-
sestellung nicht aus. Aufler dem LDL-Rezeptor-De-
fekt gibt es mindestens 2 weitere monogene Er-
krankungen, die zur Hypercholesterindmie fithren:
die gemischte Familidre Hyperlipiddmie und der
familidfre Apolipoprotein-B-100-Defekt. Die ge-
mischte Familidre Hyperlipiddémie manifestiert
sich innerhalb der Familie sowohl als reine Hyper-
cholesterindmie, reine Hypertriglyzeridimie und
gemischte Hyperlipiddmie und kann deshalb
durch die Familienuntersuchung abgegrenzt wer-
den. Das klinische Erscheinungsbild des familidren
Apolipoprotein-B-100-Defekts ist dem der Familid-
ren Hypercholesterindimie mit LDL-Rezeptor-De-
fekt gleich [Schuster et al. 1990]. Bei normalen
LDL-Rezeptoren entsteht die Hypercholesterindmie
durch ein defektes Apolipoprotein B-100, dem Li-
ganden von LDL am LDL-Rezeptor, so daf} der
normale Rezeptor seinen Liganden nicht mehr er-
kennen, binden und internalisieren kann [Innera-
rity et al. 1987]. Bei der Mehrzahl der Patienten
mit milder Hypercholesterinimie sind jedoch
mehrere Faktoren an der Entstehung beteiligt, und
die Ursache liegt in einem derzeit wenig erforsch-

ten Zusammenspiel verschiedener Gene und Um-
weltfaktoren. Diese Form der Hypercholesterin-
dmie ohne monogenen Erbgang wird deshalb auch
polygene Hypercholesterinimie genannt.

Anhand Kklinischer Zeichen kann die Verdachts-
diagnose der Familidren Hypercholesterindmie ge-
stellt werden, wenn ein hypercholesterindmischer
Patient Xanthome aufweist oder wenn in der Fa-
milie ein Elternteil hypercholesterindmisch ist und
etwa die Hilfte der Nachkommenschaft 1. Grads
an einer Hypercholesterindmie leidet, die mit Xan-
thomen einhergeht. Ohne Familienuntersuchung
kann die Diagnose nur mit unzureichender Sicher-
heit gestellt werden. Eine Reihe von nicht geneti-
schen Erkrankungen kann ebenfalls zur Hypercho-
lesterindmie fithren. Zu den wichtigsten Ursachen
dieser sekundidren Formen zdhlen Hypothyreose,
nephrotisches Syndrom, Hepatom, Morbus Cush-
ing-Syndrom, akute intermittierende Porphyrie,
Anorexia nervosa und Werner-Syndrom.

3.1.7.1 Molekulare Diagnostik

3.1.7.1.1 Funktionelle molekulare Diagnostik

Die definitive Diagnose der Familidren Hypercho-
lesterindmie setzt den zellbiochemischen Nachweis
der verminderten LDL-Rezeptor-Aktivitit voraus.
Hierzu werden an kultivierten Hautfibroblasten
von Patienten die Bindung und intrazellulare Auf-
nahme von '*’I-markiertem LDL oder der proteo-
lytische Abbau von '*’I-markiertem LDL gemessen
[Brown u. Goldstein 1976]. Eine indirekte Messung
der LDL-Rezeptor-Aktivitdit kann auch tber die
LDL-vermittelte Hemmung der Cholesterinsyn-
these aus '*C-markiertem Azetat oder der LDL-
vermittelten Steigerung des Einbaus von '*C-mar-
kiertem Oleat in Cholesterinester gemessen wer-
den [Spengel et al. 1982]. An der Zelloberfliche
kann die Zahl der LDL-Rezeptoren mit Hilfe von
Antikorpern immunologisch nachgewiesen werden
[Beisiegel et al. 1981].

Neuerdings ist die Messung der LDL-Rezeptor-
Aktivitdt auch an kultivierten Lymphozyten und
Makrophagen des Bluts durchfithrbar [Cuthbert et
al. 1989]. Dabei nutzt man die Notwendigkeit pro-
liferierender Zellen aus, entweder Cholesterin
durch LDL-Rezeptor-vermittelte Endozytose aus
dem Ndhrmedium aufzunehmen oder Cholesterin
neu zu synthetisieren. Werden Lymphozyten aus
der Blutbahn isoliert und in einem cholesterinar-
men Nidhrmedium kultiviert und zugleich die Cho-
lesterinsynthese mit einem HMG-CoA-Reduktase-
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Inhibitor gehemmt, ist die Mitogen-stimulierte
Proliferation der Zellen auf die Aufnahme von
Cholesterin mittels LDL-Rezeptor angewiesen und
von der LDL-Konzentration im Néhrmedium ab-
hingig. In der Regel ist mit Hilfe zellbiochemi-
scher Methoden eine Unterscheidung von hetero-
zygoten und homozygoten Patienten moglich. Ge-
legentlich treten aber auch hier diagnostische Pro-
bleme auf, wenn in seltenen Fillen diskrepante kli-
nische und zellbiochemische Befunde vorliegen
[Keller et al. 1981].

Seit der Identifizierung und Klonierung des
LDL-Rezeptor-Gens [Siidhoff et al. 1985a] ist es
moglich, mit Hilfe rekombinierender DNA-Techno-
logien die dem LDL-Rezeptor-Defekt zugrundelie-
gende Mutation im LDL-Rezeptor-Gen nachzuwei-
sen [Hobbs et al. 1987, 1992, Humphries et al.
1985, 1989, Schuster et al. 1989]. Mit diesen Me-
thoden kann in vielen Fillen das Vorliegen eines
LDL-Rezeptor-Defekts bereits pridnatal an fetalen
Zellen oder bei der Geburt aus Nabelschnurblut
nachgewiesen oder ausgeschlossen werden. Ein
Trager eines LDL-Rezeptor-Defekts kann damit vor
dem Auftreten klinischer Symptome erkannt und
einer prdventiven Therapie zugefiihrt werden.

3.1.7.1.2 Molekulargenetische Diagnostik

Die molekulargenetische Diagnostik der Famili-
dren Hypercholesterindmie ruht auf 3 Sdulen:
Nachweis groferer struktureller Anderungen
wie Deletionen und Insertionen,
Nachweis von Punktmutationen sowie in Fillen,
in denen der genetische Defekt nicht bekannt
ist, auf
Kopplungsanalysen in Familienuntersuchungen.

3.1.7.1.2.1 Nachweis von Insertionen und Deletionen

Groflere strukturelle Anderungen im Gen als Ursa-
che des LDL-Rezeptor-Defekts koénnen durch
Southern-Blot  direkt nachgewiesen werden
[Horsthemke et al. 1987]. Dazu wird genomische
DNA von Patienten mit Restriktionsenzymen ver-
daut, und die Fragmentlingen werden mit der
Genkarte verglichen (Abb. 3.1.4). Die Auswahl der
Enzyme wird dabei auf solche beschridnkt, die
keine bekannten variablen Enzymschnittstellen
aufweisen. Insertionen und Deletionen fallen dann
auf dem Autoradiogramm durch abnorme Banden-
muster im Vergleich zur Genkarte oder Normal-
personen auf. Abb. 3.1.5 zeigt in einer Familie mit
Familidrer Hypercholesterindmie bei Patient Nr. 4
in der Restriktionsanalyse mit BgIII eine zusétzli-
che Bande. Bei der Familienuntersuchung ergab
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Abb. 3.1.4. Restriktionsenzymkarte des LDL-Rezeptor-Gens
fiir Restriktionsenzyme, die zur Deletionssuche verwendet
wurden. Die mit Stern (*) gekennzeichneten Restriktions-
schnittstellen sind in Exons lokalisiert, die Kreise bezeich-
nen variable Schnittstellen, nach Siidhof et al. [1985a]

Familie 103

Abb. 3.1.5. Stammbaum einer Familie mit struktureller An-
derung im LDL-Rezeptor-Gen als Ursache der Familidrem
Hypercholesterinimie. Die Hypercholesterindmie ist an das
abnorme Bandenmuster der BglII-Verdauung gekoppelt

sich, dafl auch die iltere Tochter (Nr. 1), die eben-
falls an einer Hypercholesterindmie leidet, das
gleiche, von der Norm abweichende Bandenmuster
des Vaters aufweist, wihrend die jiingere Tochter
(Nr. 2) mit normalen Lipidwerten ein unauffalliges
Bandenmuster zeigte. Fiir die gesunde Ehefrau
(Nr. 5) sowie den gesunden Bruder (Nr. 3) des Pa-
tienten wurden ebenfalls normale Bandenmuster
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gefunden. Anhand der Restriktionskarte kann ver-
mutet werden, dafl die zusitzliche, 17 kb grofle
Bande durch Insertion eines 4 kb groflen Frag-
ments aus dem 13 kb grofien Fragment entstanden
ist. Erst durch die Untersuchung mit weiteren En-
zymen, bei denen sich dann ebenfalls abnorme
Bandenmuster finden miissen, ist die strukturelle
Anderung des Gens bewiesen. Abweichende Ban-
denmuster fiir lediglich ein Enzym sind immer ein
Hinweis auf den Verlust oder die Neuentstehung
einer seltenen variablen Restriktionsschnittstelle.
Mit Hilfe mehrerer Enzyme kann dann aber die
genaue Lokalisation einer strukturellen Anderung
festgelegt werden.

3.1.7.1.2.2 Indirekte Diagnostik
anhand von Kosegregationsanalysen

Die Diagnostik der Familidfren Hypercholesterin-
dmie mit Hilfe von Kosegregationsanalysen beruht
auf dem Prinzip, daf3 polymorphe genetische Mar-
ker an eine pathogenetisch bedeutsame Mutation
gekoppelt sind und mit dieser gemeinsam weiter-
vererbt werden. Die Irrtumswahrscheinlichkeit der
Methode ist von der Wahrscheinlichkeit einer Re-
kombination zwischen Marker und Mutation ab-
hingig. Die Hiufigkeit von Rekombinationen ist
dabei von der Entfernung zwischen Marker und
Mutation sowie von weiteren, z. T. unbekannten
Faktoren abhdngig. Werden in Familienuntersu-
chungen mehrere Polymorphismen kombiniert,
vermindert sich das Fehlerrisiko aufgrund von Re-
kombinationen, weil zumindest ein Teil der mogli-
chen Rekombinationen bei der Familienuntersu-
chung auffillig wird, wenn Erbgang und Eltern-

schaft nicht ibereinstimmen. Im LDL-Rezeptor-
Gen sind derzeit mindestens 15 verschiedene RFLP
bekannt. Rekombinationen innerhalb eines Gens
sind jedoch prinzipiell seltene Ereignisse und im
LDL-Rezeptor-Gen bislang nicht beschrieben. Vier
RFLP im LDL-Rezeptor-Gen, die Lage der varia-
blen Schnittstellen, die Gréf3e der Restriktionsfrag-
mente im Autoradiogramm sowie die verwendete
3’-cDNA-Probe sind in Abb. 3.1.6 dargestellt.

Da der menschliche Chromosomensatz diploid
angelegt ist, je ein Allel eines Gens ist viterlichen,
eines miitterlichen Ursprungs, und fiir die 4 ver-
schiedenen Enzyme je 2 Allele des LDL-Rezeptor-
Gens unterschieden werden koénnen, finden sich
auf dem Autoradiogramm fiir jeden dieser Poly-
morphismen 3 verschiedene Bandenmuster. Zwei
Allele mit variabler Restriktionsschnittstelle fithren
zu einem Bandenmuster aus konstanten Banden
sowie einer groflen Bande, 2 Allele ohne variable
Restriktionsschnittstelle fithren zu einem Banden-
muster aus konstanten Banden sowie einer kleinen
Bande. Analog dazu fiihrt die Kombination eines
Allels mit und eines Alleles ohne variable Restrik-
tionsschnittstelle zu einem Bandenmuster aus kon-
stanten Banden sowie beiden variablen Banden.
Abb. 3.1.7 erldutert anhand des Stul-Polymorphis-
mus das Zustandekommen der verschiedenen Ban-
denmuster, die sich nach der Restriktionsanalyse
der genomischen DNA und Southern-Blot mit der
LDL-Rezeptor-Genprobe darstellen lassen. Indivi-
duen koénnen fiir jeden dieser Polymorphismen
wie folgt genotypisiert werden: Individuen mit 2
Allelen ohne variable Restriktionsschnittstelle und
einer groflen Bande im Autoradiogramm werden
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Abb. 3.1.6. Lage und Bandenmuster von 4
verwendeten RPFLs im LDL-Rezeptor-
Gen. Das Pluszeichen (+) bezeichnet die
Anwesenheit, das Minuszeichen (-) die
Abwesenheit der variablen Restriktionsen-
zymschnittstellen
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als ,,—— Personen mit 2 Allelen mit variabler Re-
striktionsschnittstelle und einer kleinen Bande im
Autoradiogramm als ,,++“ und Individuen mit je
einem Allele als ,+-“ genotypisiert. Individuen
mit 2 gleichen Allelen, mit oder ohne variable Re-
striktionsschnittstelle, werden ebenfalls als homo-
zygot oder, wenn sie je eines der beiden Allele be-
sitzen, als heterozygot beziiglich eines Polymor-
phismus bezeichnet.

Abb. 3.1.8 erldutert das Prinzip der Kopplungs-
analyse in der Familienuntersuchung. Die Genoty-
pen fiir den Stul-Polymorphismus sind bei allen
Familienangehorigen, die untersucht werden konn-
ten, angegeben. In der Elterngeneration wird die
Kopplung des Stul-Polymorphismus an den Phi-
notyp der Hypercholesterindmie ermittelt. Ist in
dieser Familie ein LDL-Rezeptor-Defekt Ursache
der Hypercholesterindmie, mufl dieser an ein ,,+“
genotypisiertes Allel gekoppelt sein, weil nur die-
ses Allel allen Geschwistern der Elterngeneration
gemeinsam ist. Damit 1483t sich in der Kindergene-
ration der Nachweis eines defekten LDL-Rezeptor-
Gens erbringen. Die Mutter hat ihr defektes ,,+
Allel an den ilteren Sohn (Nr. 1) weitervererbt,
der damit von der Familidren Hypercholesterini-
mie betroffen ist. An den jiingeren Sohn (Nr. 2)
wurde das normale ,,—“ Allel weitervererbt, der da-
mit von der Erkrankung nicht betroffen ist. Ana-
log 1483t sich bei der Kusine (Nr. 3) das normale
»— Allel der Mutter (Nr. 7) nachweisen. Am Bei-
spiel dieser Familie lassen sich die Bedingungen
aufzeigen, die fiir die Anwendbarkeit von Kopp-
lungsanalysen gegeben sein miissen: Es miissen ge-
niigend Familienangehorige zur Untersuchung zur
Verfiigung stehen, erkrankte Angehdrige miissen
fiir den genetischen Marker heterozygot, der ge-
sunde Ehepartner homozygot sein. Nur unter die-
sen Voraussetzungen ist bei allen Kindern der Erb-
gang der Allele eindeutig festzulegen. In der ange-
fithrten Familie sind diese Voraussetzungen fiir 2
Geschwister der Elterngeneration (Nr. 5, 7) gege-
ben. Beim Bruder der Geschwister (Nr. 6) wire
eine Aussage bei dessen Kindern jedoch nicht
moglich, weil das normale ,,+“ genotypisierte Allel
vom defekten ,+“ genotypisierten Allel nicht zu
unterscheiden ist.

Durch die Kombination mehrerer solcher Mar-
ker 1483t sich jedoch die Anzahl der heterozygoten
Personen erh6hen und damit in weiteren Féllen
eine Aussage treffen [Botstein et al. 1980]. Mehrere
Polymorphismen kénnen aber nicht nur unabhin-
gig voneinander verwendet werden. Durch Kombi-
nation der Kopplungsanalysen konnen die Lage
der einzelnen Marker jeweils den beiden Allelen
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Abb. 3.1.7. Zusammenhang zwischen Fragmentgréflen va-
riabler Restriktionsschnittstellen und Bandenmuster im
Autoradiogramm, erldutert am Beispiel des Stul-RFLP. Die
Diploidie des menschlichen Genoms fithrt zur Uberlagerung
2er Restriktionsfragmente. Dadurch kommen 3 verschiedene
Bandenmuster zustande
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Abb. 3.1.8. Stammbaum einer Familie mit Familidrer Hyper-
cholesterindmie zur Erlduterung der Kopplungsanalyse. Die
Hypercholesterindmie ist in dieser Familie an ein ,+“Allel
gekoppelt. Alle Familienangehdrigen, bei denen das ,,+“Allel
nachweisbar ist, leiden an der Hypercholesterinimie

zugeordnet und der sog. Haplotyp bestimmt wer-
den. Ist eine Person fiir alle Polymorphismen ho-
mozygot, kann der Haplotyp ohne Kopplungsana-
lyse ermittelt werden, da eine Permutation einzel-
ner Marker zwischen beiden Allelen immer zum
selben Ergebnis fithrt. In der Beispielfamilie aus
Abb. 3.1.9 trifft dies fiir die Person mit der
Stammbaumnummer 4 zu: Die Lage der einzelnen
Marker kann fiir beide Allele mit ,,+--- festge-
legt werden (gelesen von oben nach unten). Bei
beiden Sohnen mufd demnach ein ,,+-——“ Allel
nachweisbar sein. Daraus i3t sich der Haplotyp
des jeweils anderen Allels mit ,+-++“ beim 4lte-
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Abb. 3.1.9. Stammbaum einer Familie mit Familidrer Hyper-
cholesterindmie zur Erlduterung der Haplotypisierung von
Allelen. Links ist jeweils die Lage der PFLP des einen, rechts
des andern Allels dargestellt. Der Haplotyp der Allele kann
durch Segregationsanalyse konstruiert werden, indem man
von Personen ausgeht, die fiir alle Polymorphismen homo-
zygot sind
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Abb. 3.1.10. Assoziation von Lipidwerten mit Genotypen des
Stul-RFLP im Stammbaum einer Familie mit Familidrer Hy-
percholesterindmie. Die Diagnose 148t sich nicht immer ein-
deutig anhand der LDL-Cholesterin-Werte stellen, weil be-
sonders bei jungen Individuen die Werte hiufig grenzwertig
sind

ren Sohn (Nr. 1) und ,,+-++“ beim jiingeren Sohn
(Nr. 2) festlegen. Daraus kann wiederum geschlos-
sen werden, dafl die Mutter (Nr. 5) ein ,,+-++“ Al-
lel an den ilteren Sohn und ein ,,——++“ an den
jiingeren Sohn vererbt haben mufl. Das defekte Al-
lel der Mutter besitzt damit den Haplotyp ,,+-++

Durch die Kombination von 4 Polymorphismen
mit je 2 Auspragungen (variable Schnittstelle nach-
weisbar +, nicht nachweisbar -) lassen sich 2%=16
Kombinationen erstellen. Die Kopplungsanalyse
der Beispielsfamilie mit 4 RFLP-Haplotypen (Abb.
3.1.10) des LDL-Rezeptor-Gens zeigt, dafy nun auch
bei Kindern der Person mit der Stammbaumnum-
mer 6 sowie der Person mit der Stammbaumnum-
mer 1 eine Aussage moglich wire, weil beide Allele
unterschieden werden kénnen. Die Kopplungsana-
lyse in dieser Familie verdeutlicht auch den diagno-
stischen Wert der Methode: Wahrend in der Eltern-
generation die Cholesterinwerte eindeutig patholo-
gisch erhéht sind und sich von den Werten der
nicht betroffenen Familienangehérigen eindeutig
unterscheiden, ist in der Kindergeneration der Un-
terschied zwischen betroffenen und gesunden Kin-
dern wesentlich geringer ausgeprégt.

3.1.7.1.2.3 Nachweis von Punktmutationen
Neuerdings haben die Weiterentwicklung von
DNA-Polymerasen zur Sequenzierung und die An-
wendung modifizierter PCR-Reaktionen die di-
rekte Sequenzanalyse genomischer DNA ermog-
licht. Komplizierte Klonierungsverfahren sind da-
mit nicht mehr Voraussetzung, weil hochgereinigte
Einzelstrang-DNA, wie sie fiir die Sequenzierreak-
tion notwendig ist, mit Hilfe einer asymmetri-
schen PCR-Reaktion gewonnen werden kann. Da-
mit ist die Sequenzierreaktion an die Grenze der
klinischen Diagnostik geriickt [Schuster et al.
1991]. In Abb. 3.1.11 ist ein Ausschnitt eines Se-
quenziergels von Exon 9 des LDL-Rezeptor-Gens
dargestellt. Die Sequenzanalyse hat in diesem Fall
bewiesen, dafl der Sohn der Familie an der homo-
zygoten Form der Familidren Hypercholesterin-
dmie leidet. Wahrend bei beiden Eltern sowohl das
Adenin des mutierten Allels als auch das Guanin
des normalen Allels nachweisbar sind, ist beim
Sohn nur Adenin fiir beide Allele gefunden worden.
Auch wenn die Sequenzanalyse wegen des me-
thodischen Aufwands fiir die Routinediagnostik
nicht eingesetzt werden kann, konnen damit durch
die systematische Analyse ausgewdhlter Patienten
in Kollektiven, in denen Punktmutationen bislang
nicht bekannt sind, diese identifiziert und dann
mit einfacheren diagnostischen Methoden, wie allel-
spezifischer Hybridisierung, allelspezifischer PCR
oder Restriktionsanalyse, nachgewiesen werden.
Die Familidre Hypercholesterindmie ist eine he-
terogene Erkrankung, die differentialdiagnostisch
von anderen Erkrankungen, die zu identischen kli-
nischen Erscheinungsbildern fithren, abgegrenzt
werden muf3. Die nosologische Einheit stellen De-
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Abb. 3.1.11. Ausschnitt eines Sequenziergels
von Exon 9 des LDL-Rezeptor-Gens von 3
Angehorigen einer Familie mit Familidrer
Hypercholesterindmie. Bei beiden Eltern ist
an einer Position sowohl die Base Guanin
des normalen Allels als auch die Base Ade-
nin des mutierten Allels nachweisbar. Beim
Sohn ist ausschlieflich die Mutation des
defekten Allels nachweisbar. Damit ist die
echte Homozygotie des Patienten bewiesen

Val(408)/Met

fekte im LDL-Rezeptor dar. Bislang sind jedoch
mindestens 150 verschiedene genetische Defekte
bekannt, die dariiber hinaus nur mit unterschiedli-
chen molekulargenetischen Methoden identifiziert
werden kénnen. Eine diagnostische Methode setzt
jedoch fiir die klinische Anwendung methodische
Einfachheit sowie hohe Sensitivitdt voraus. In den
meisten Fillen kann die Diagnose durch Kopp-
lungsanalysen gestellt werden. Dies setzt jedoch
voraus, dafl eine geniigend grofle Anzahl von Fa-
milienangehorigen zur Untersuchung zur Verfii-
gung steht. Kopplungsanalysen identifizieren je-
doch nicht den genetischen Defekt an sich und
sind deshalb mit einer, wenn auch sehr geringen
Fehlerquote behaftet. Die definitive molekularge-
netische Diagnose des LDL-Rezeptor-Defekts kann
durch den Nachweis groflerer struktureller Verdn-
derungen im LDL-Rezeptor-Gen wie Deletionen
und Insertionen oder durch den Nachweis von
Punktmutationen gestellt werden. Im Gegensatz zu
Kopplungsuntersuchungen mit DNA-Polymorphis-
men konnen diese direkt durch Restriktions-
enzymanalysen oder allelspezifische Nachweisver-
fahren identifiziert werden, ohne dafl auf Fami-
lienuntersuchungen zuriickgegriffen werden muf3.
Darauf griindet sich die prinzipielle Eignung die-
ser Methoden fiir die klinische Diagnostik.
GroBere strukturelle Anderungen im LDL-Re-
zeptor-Gen sind jedoch eher selten Ursache der Fa-
milidren Hypercholesterindmie. In England treten
sie mit einer Hiufigkeit von ca. 6% [Humphries et
al. 1989], in Italien mit 10% [Lelli et al. 1991], in
Holland mit 17% [Top et al. 1990], in Finnland
mit 50% [Aalto-Setild et al. 1989] sowie bei Fran-
kokanadiern mit 63% [Hobbs et al. 1987] auf. Im
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eigenen Patientengut an deutschen Patienten wur-
den groBere strukturelle Anderungen nur in 1%
der Fille gefunden. Hiufigkeiten von Punktmuta-
tionen sind bislang nur an wenigen Kollektiven
untersucht. Bei Siidafrikanern holldndischer Ab-
stammung konnten 2 Punktmutationen in 95% der
Fille nachgewiesen werden [Leitersdorf et al.
1989]. Eine weitere Punkmutation scheint in Eng-
land mehrfach aufzutreten [Soutar et al. 1989].
Von einigen Subpopulationen abgesehen, bei de-
nen das gehdufte Auftreten einzelner Mutationen
auf Griinder- und Einwanderereffekte zuriickzu-
fithren ist, sind direkte Verfahren der DNA-Dia-
gnostik bislang nur in wenigen Fillen einsetzbar
und damit fiir die routinemiflige Diagnostik, z. B.
in einer Lipidambulanz, nicht geeignet.

In jiingster Zeit hat die Entwicklung neuer auto-
matisierbarer und multiplexfihiger Methoden die
Entwicklung von Gentests erleichtert. Mit dem Oli-
gonukleotid-Ligations-Assay (OLA) [Barany 1981,
Grossman et al. 1994] steht eine Methode zur Ver-
fiigung, die es prinzipiell erlaubt, in kurzer Zeit si-
multan nach bis zu 200 bekannten Punktmutatio-
nen zu suchen. Die Anwendung dieser Methode
tiir die molekulargenetische Diagnostik der Fami-
lidzren Hypercholesterindmie [Baron et al. 1996]
trigt der genetischen Heterogenitit dieser Erkran-
kung, wie sie wahrscheinlich in den meisten Be-
volkerungen zu finden ist, Rechnung.

Der Oligonukleotidligationsassay (Abb. 3.1.12)
beruht auf einer allelspezifischen Hybridisierung
mit anschlieflender Ligationsreaktion. Fiir jede zu
untersuchende Mutation werden 2 kurze einzel-
stringige DNA-Molekiile eingesetzt (im folgenden
als Sonden bezeichnet), von denen sich eines an
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VAVAN CAT: VARV AN
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PCR -Produkt mit mutanter Sequenz

l Ligation

Abb. 3.1.12. Funktionsweise des Oligo-
nukleotid-Ligation-Assays. Um das Vor-
handensein einer bestimmten Mutation
zu testen, werden 2 verschiedene DNA-
Sonden benétigt, die sich an die Wild-
typsequenz bzw. an die mutierte Se-

L

Wildtypspezifisches OLA-Produkt

O Flucreszenztarbstott

AN Mobsiity Moditier

die Wildtypsequenz anlagern kann und das andere
an die mutierte Sequenz. Ein 3. Oligonukleotid,
das als Reportermolekiil fungiert, lagert sich di-
rekt neben der variablen Position an. Eine DNA-
Ligase, die der Reaktion ebenfalls zugesetzt wird,
verkniipft die jeweilige Sonde mit dem Reporter-

CAC

Mutationsspezifisches OLA-Produkt

O quenz anlagern. Bei spezifischer Anlage-
rung wird die jeweilige Sonde mit einem
fluoreszenzmarkierten Reportermolekiil
verkniipft und kann mit Hilfe eines La-

sers detektiert werden

Abb. 3.1.13. Maximale Ausnutzung der
Kapazitit eines Polyacrylamidgels durch
den kombinierten Einsatz von Mobility
modifiers und verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen. Extrabanden, die nur in
einzelnen Gelspuren zu finden sind, zei-
gen an, daf} bei den betreffenden Patien-
ten Mutationen identifiziert wurden. Ein
OLA-Test, mit dem man simultan nach
25 Mutationen suchen kann, benétigt
nur den Auflosungsbereich zwischen 30
und 80 bp. Bei hochauflosenden Poly-
acrylamidgelen steht jedoch ein Auflo-
sungsbereich bis zu 400 bp zur Verfii-
gung, was bei entsprechender Ausnut-
zung theoretisch die gleichzeitige Unter-
suchung von 200 Mutationen ermdglicht

molekiil. Durch die hohe Spezifitdt der Ligase sind
Kreuzreaktionen ausgeschlossen, und man erhilt
ausschlieflich allelspezifische Ligationsprodukte.
OLA-Reaktionen fiir eine Vielzahl verschiedener
Mutationen kénnen parallel in einem einzigen Re-
aktionsgefdfl durchgefiihrt werden.
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Abb. 3.1.14. Ausschnitt der ausgewerteten OLA-Elektropho-
resedaten von 3 Patienten. Das mit einem blauen Farbstoff
markierte Ligationsprodukt mit der Wanderungsgeschwin-
digkeit 65 bp zeigt an, dafl bei den betreffenden Patienten
die Mutation Val408:Met in Exon 9 des LDL-Rezeptor-Gens
vorliegt. Das korrespondierende Ligationsprodukt, das das
Vorliegen der Wildtypsequenz an dieser Position anzeigt,
wandert mit der Geschwindigkeit 63 bp

Es gibt unterschiedliche Méglichkeiten, die Li-
gationsprodukte zu detektieren und voneinander
zu unterscheiden [Hansen et al. 1995, Kwok et al.
1992]. Die simultane Analyse von 200 verschiede-
nen Positionen im Gen und damit 400 Ligations-
produkten wird aber nur durch den kombinierten
Einsatz von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
und sog. Mobility modifiers in einer Gelelektro-
phorese ermoglicht [Baron et al. 1996, Grossman
et al. 1994]. Abb. 3.1.13 zeigt ein solches Elektro-
phoresegel. Bei den Mobility modifiers handelt es
sich um organische Molekiile, welche an die allel-
spezifischen Sonden gekoppelt werden. Indem
man verschiedene Sonden mit einer unterschiedli-
chen Anzahl von Mobility modifiers koppelt, er-
reicht man, daf} jedes Ligationsprodukt auf dem
Elektrophoresegel mit einer anderen Geschwindig-
keit wandert und dadurch von den {ibrigen Ligati-
onsprodukten unterschieden werden kann. Die De-

tektion erfolgt mit Hilfe eines Lasers iiber einen
Fluoreszenzfarbstoff, der an das Reportermolekiil
gekoppelt ist. Der Einsatz von 3 verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen verdreifacht die Anzahl der
Produkte, die simultan analysiert werden konnen.

Abb. 3.1.14 zeigt einen Ausschnitt der ausgewer-
teten Elektrophoresedaten von 3 Patienten, bei de-
nen mit einem OLA-Test nach verschiedenen Mu-
tationen im LDL-Rezeptor-Gen gesucht wurde. Der
ausgewidhlte Ausschnitt zeigt die Ligationspro-
dukte, mit denen auf das Vorhandensein der Muta-
tion Val408 zu Met in Exon 9 getestet wurde. Alle
3 moglichen Zustinde - homozygotes und hetero-
zygotes Auftreten der gesuchten Mutation sowie
homozygotes Vorliegen der Wildtypsequenz an der
untersuchten Position - werden eindeutig erfafit.

Fiir die routinemiflige klinische Anwendung ist
der OLA als Verfahren zur Diagnostik der Famili-
dren Hypercholesterindmie sehr geeignet, da er bei
methodischer Einfachheit und gleichzeitig hoher
Spezifitit und Sensitivitdt eine grofle Zahl geneti-
scher Defekte zu identifizieren vermag. Die Auto-
matisierbarkeit dieser Methode ermdglicht eine
schnelle Ausschluf’diagnose. Es ist vorstellbar, daf}
in Zukunft auch Defekte in anderen Genen, die an
kardiovaskuldren Erkrankungen beteiligt sind, mit
Hilfe des Oligonukleotidligationsassays diagnosti-
ziert werden konnen.

3.1.7.2 Klinische Bedeutung der DNA-Diagnostik

Molekulargenetische Untersuchungen der Famili-
dren Hypercholesterindmie haben zu klinischen
Konsequenzen gefiihrt. Das pathogenetische und
pathophysiologische Verstindnis dieser Erkran-
kung hat zu einem neuen Therapieansatz gefiihrt.
Die Entwicklung und Einfithrung der Cholesterin-
synthesehemmer, einer neuen cholesterinsenken-
den Substanzgruppe, wire ohne das molekulare
Wissen nicht oder nur verzégert méglich gewesen.
Cholesterinsynthesehemmer wirken durch ihre
Strukturdhnlichkeit mit dem Substrat kompetitiv
auf das Schliisselenzym der intrazellularen Chole-
sterinneusynthese, der HMG-CoA-Reduktase
(Abb. 3.1.1). Dadurch wird die Expression von
normalen LDL-Rezeptoren stimuliert, was zu einer
vermehrten zellularen Aufnahme von LDL und ei-
ner Senkung der Serumcholesterinkonzentration
fiihrt. Damit wird auch verstindlich, warum Cho-
lesterinsynthesehemmer bei homozygoten Patien-
ten, die ausschliellich defekte LDL-Rezeptoren be-
sitzen, keine Wirkung entfalten kénnen.
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Bisherige Untersuchungsergebnisse lassen auch
vermuten, dafl unterschiedliche klinische Verldufe
der Familidren Hypercholesterindmie zumindest
teilweise auf die genetische Heterogenitdt im LDL-
Rezeptor-Gen zurlickzufithren sind. Analog dazu
zeigen verschiedene Defekte moglicherweise auch
ein unterschiedliches Ansprechen auf differente
Cholesterin-senkende Pharmaka mit unterschiedli-
chen Wirkmechanismen. Sind die hiufigsten gene-
tischen Defekte im LDL-Rezeptor-Gen molekular-
genetisch charakterisiert, ist es moglich, durch die
Anwendung einfacher genetischer Methoden, wie
der enzymatischen Genamplifikation, die Diagnose
der Familidgren Hypercholesterindmie auch aufler-
halb spezialisierter Laboratorien ohne Familienun-
tersuchung an einfach zu gewinnendem Untersu-
chungsmaterial zu bestitigen. In einigen Popula-
tionen ist dies bereits erreicht.
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