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1. Einfuhrung

1.1. Bedeutung und Verbreitung von Hyperlipidamien

In den westlichen Industrienationen haben die Zivilisationskrankheiten einen
herausragenden Stellenwert. Atherosklerose mit ihren Folgekrankheiten ist die
bedeutendste Todesursache sowohl in den Altersgruppen unter als auch tber 65 Jahre
[Keil und Spelsberg 1995]. Der koronaren Herzkrankheit als haufigste klinische
Manifestation der Atherosklerose und der Herz-Kreislauf-Erkrankungen der westlichen
Industrienationen liegen etwa 30% aller Todesfélle zugrunde [Beaglehole 1990]. Die
Risikofaktoren der Atherosklerose erlangen dabei eine immer grofere Bedeutung, zumal
ein almahlicher Wandel von einer nur die Folgen therapierenden Medizin zur

Praventivmedizin erkennbar ist.

Ein Riskofaktor ist definiert as ein angeborenes oder vererbtes Merkmal, as en
bestimmtes Lebensstil- oder Verhaltensmuster oder als eine durch die Umwelt
vermittelte Exposition, die auf der Basis von epidemiologischen Studien mit dem
Auftreten bestimmter Erkrankungen assoziiert ist und deren Vermeidung oder
Behandlung einen gesundheitlichen Nutzen bringt [Keys et al. 1971]. Hyperlipidamie,
Zigarettenrauchen, Arterieller Hypertonus und Diabetes mellitus stellen die etablierten

Risikofaktoren der Atherosklerose und inshesondere der koronaren Herzkrankheit da.

Die Hyperlipiddmien haben hieran einen sehr bedeutenden und weit verbreiteten Anteil
[Kannel 1983, Keil 1990]. Je nachdem, welche Lipidfraktion erhéht ist, spricht man von
Hypercholesterinamie, Hypertriglyceridamie oder kombinierter Hyperlipiddmie. Da die
wasserunloslichen Lipide im Plasma in mizellaren Komplexen gebunden an
spezifischen Serumglobulinen (Apolipoproteine) transportiert werden, handelt es sich
bei Hyperlipidamien gleichzeitig auch um Hyperlipoproteindmien [Kostner und
Laggner 1989, Greten et al. 1990]. Die verwendete Bezeichnung ist lediglich abhangig
von der tatséchlich bestimmten Substanz.



Zahlreiche Studien haben in der Vergangenheit den kausalen Zusammenhang zwischen
pathologisch erhdhten Plasmalipoprotein-Konzentrationen (Hypercholesterinamie) und
der Entstehung von atherosklerotischen Veranderungen belegt [NIH LRCP 1984,
Canner et al. 1986, Kannel et al.1986, Frick et al. 1987, Billheimer 1988, Tyroler 1989,
Wilson 1989, Havel 1989, Seinberg 1989a, La Rosa et al. 1990, Muldoon et al. 1990,
Pekkannen et al. 1990, Kannel und Larson 1993, Scandinavian Smvastatin Survival
Sudy Group 1994]. Dieser Zusammenhang wurde durch Landervergleiche [Keys 1970,
Robertson et al. 1977, Smons 1986] und Studien zur Regression atherosklerotischer
Veranderungen unter lipidsenkender Therapie unterstitzt [Brown et al. 1990,
Blankenhorn et al. 1990, Kane et al. 1990, MAAS Investigators 1994].

Hyperlipidamien gehdren zu den haufigsten Stoffwechselstérungen und lassen sich in
malkiger Ausprdgung bel etwa 50% und in starker Ausprdgung bel etwa 20% der
BevOlkerung nachweisen [Greten et al. 1990]. Der durchschnittliche
Gesamtcholesterinwert liegt in den westlichen Industrienationen etwa bei 210 bis
220 mg/dl [Windler und Greten 1998c]. Friher wurden alle Cholesterinwerte oberhalb
der 95. Perzentile als hypercholesterindmisch definiert [Windler et al. 1994]. In den
letzten Jahren legen jedoch Studien nahe, die Gesamtcholesterin-Konzentration von
200 mg/dl as Grenzwert fur die Definition der Hypercholesterindmie anzunehmen, da
jensaits dieses Grenzwertes der erhdhte Plasmacholesterinspiegel mit klinisch
signifikantem Risiko fur die Entwicklung von Atherosklerose einhergeht [Stamler et al.
1986, Assmann und Schulte 1993]. In Deutschland wird dieser Wert in der mittleren
Altersgruppe (40-60 Jahre) von ca. 60% der Frauen und 70% der Ménner Uberschritten
[Luley und Wieland 1995].

Die Hohe des Gesamtcholesterins wird hauptséchlich durch die Konzentration der L ow-
Density-Lipoproteine (LDL) bestimmt, die den Uberwiegenden Tell (ca. 75%) des
Serum-Cholesterins transportieren [Greten und Windler 1985]. Daher hangt das Risiko
der Entwicklung der Atherosklerose wesentlich vom LDL-Cholesterinspiegel ab [Rudel
et al. 1986]. Als Grenzwert hat man 1992 den Serum-LDL-Cholesterinspiegel von
155 mg/dl definiert [European Atherosclerosis Society 1992]. Dieser wird in
Deutschland in der mittleren Altersgruppe von 36% der Frauen und 40% der Manner

Uberschritten. Als weltere Lipidfraktion ist erniedrigtes High-Density-Lipoprotein



(HDL) as Risikofaktor fur die koronare Herzkrankheit anzusehen [Miller und Miller
1975, Gordon et al. 1977, Avogaro et al. 1978, Castelli et al. 1986, Gordon und Rifkind
1989, Gwynne 1991, Salonen et al. 1991, Sampfer et al. 1991, Buring et al. 1992]. In
der deutschen Bevolkerung unterschreitet ca. jeder Flnfte den Grenzwert von 35 mg/dl
[Windler et al. 1990b]. HDL-Cholesterin-K onzentrationen unterhalb dieses Grenzwertes
bedeuten bei Gesamtcholesterinwerten zwischen 200 und 300 mg/dl ein funffach
erhohtes KHK-Risiko [Kannel 1983].

Ferner stellt die Hypertriglyceridamie moglicherwelse einen unabhangigen Risikofaktor
fur die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit dar [Wahrburg und Assmann 1999].
Allerdings korrelieren erhohte Triglyzeride in der Regel mit erniedrigtem HDL-
Cholesterin, so dal3 schwer zu entscheiden ist, welcher Fraktion die ungunstige Wirkung
auf die Arterien zukommt. Daher ist es unklar, inwieweit eine Hypertriglyzeridamie
einen kausalen Risikofaktor darstellt.

1.2. Physiologie des Fettstoffwechsels und Bedeutung des

L DL -Rezeptors

1.2.1. Lipoproteine

Lipoproteine stellen Komplexe aus Makromolekilen dar, deren Funktion es ist,
hydrophobe Plasmalipide, insbesondere Cholesterin und Triglyceride, im Plasma zu
transportieren [Brown und Goldstein 1987]. Lipoproteine sind zum gréfden Tell
sphérische Gebilde und bestehen in ihrem Lipidanteil vor allem aus Cholesterin,
Triglyceriden und Phospholipiden. Dabel machen Triglyceride und Cholesterinester den
hydrophoben Kern (Core-Lipide) und den grofdten Teil der Lipoproteine aus. Hingegen
besetzen Phospholipide (vor alem Lezithin und Sphingomyelin) und geringe Mengen
von frelem Cholesterin als amphiphile Substanzen die Oberflache der
Lipoproteinpartikel und bilden somit die Schnittstelle zwischen Plasma und
Lipoproteinkern. Zusétzlich befinden sich an der Lipoproteinoberflache spezifische
Proteine, die Apolipoproteine [Alaupovic et al. 1972, Chan und Dresel 1990]. Sie

dienen als Strukturmolekile, Enzyme, Aktivatoren von Enzymen, Lipidtransferfaktoren



oder Liganden fur Zelloberflachenrezeptoren [Windler und Greten 1998c]. Die

verschiedenen Lipoproteine unterscheiden sich in Ursprungsort, Apolipoproteinmuster,

Zusammensetzung, Grofde und Dichte [Slbernagel und Lang 1998]. Das ermoglicht die
Auftrennung mittels Elektrophorese [Fredrickson et al. 1967, Neubeck et al. 1977] oder

mit Hilfe von Ultrazentrifugation in verschiedene Dichteklassen (Tabelle 1.1.) [Gofman
et al. 1954, Kostner 1976, Mérz und Grof3 1986].

Lipoprotein- [Hauptlipid |Ursprung |[Apolipo- Dichte Durchmesser
klasse proteine [g/ml] [10°m]
Chylomi- Triglyceride |Darm B48,CI,CIl, 0,95 75-1200
kronen CllILE
VLDL Triglyceride |Leber B100,Cl, 0,95-1,006 |30-80
Cl1,ClILE

LDL Cholesterin- |ausVLDL |B100 1,019-1,063 |18-25

ester
HDL Cholesterin- | Leber, ALAIL, AV, [1,063-1,210 |5-12

ester Darm E

Tabelle 1.1.: Die vier wesentlichen Lipoproteinklassen und ihre Charakteristika
[Windler et al. 1994].

Im Stoffwechsel der Lipoproteine werden ein Transportsystem fir exogenes und

endogenes Cholesterin von einem fur den Rucktransport aus der Peripherie zur Leber

unterschieden:

Der exogene Weg transportiert im Wesentlichen Lipide, die mit der Nahrung

aufgenommen wurden, vom Darm zur Leber.

Der endogene Weg wird von den Lipoproteinen hepatischen Ursprungs beschritten.

Der reverse Cholesterintransport dient dem Transport von Cholesterin aus der

Peripherie, extrahepatischen Organen und Arterien zur Leber, die das einzige Organ

ist, Uber das Cholesterin ausgeschieden werden kann.




1.2.2. Transport der exogen zugefiihrten Lipide

Einwohner der westlichen Industrienationen verzehren pro Tag ca. 50-100 g Fett und
600-800 mg Cholesterin. Zunéchst resorbiert die Dunndarmmukosa voneinander
unabhangig freies Cholesterin, freie Fettsduren sowie Mono- und Diglyceride. Diese
Lipide werden as Cholesterinester und Triglyceride in die Kerne entstehender
Chylomikronen verpackt. Der Triglyceridanteil entspricht 85-90%. Der Mantel setzt
sich aus Phospholipiden, freiem Cholesterin und Apolipoproteinen B-48, A-1, A-Il und
A-1V zusammen. Chylomikronen werden in die mesenteriale Lymphe sezerniert und
gelangen Uber den Ductus thoracicus, also unter Umgehung der Leber, in den vendsen
Kreislauf.

Im Kreislauf werden die Apolipoproteine C-I, C-I11 und C-11l von den HDL-Partikeln auf
die Chylomikronen Ubertragen [Havel und Hamilton 1988]. In den Kapillaren der
Skelettmuskulatur und des Fettgewebes dient Apolipoprotein C-Il1 als Kofaktor der
endothelstandig an heparansulfatreiche Proteoglykane gebundenen Lipoproteinlipase
(LPL). Die Lipoproteinlipase wird in Parenchymzellen des Fett- und Muskelgewebes
synthetisiert und ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 54 kDa,
bestehend aus 427 Aminosauren. Nach Bindung der Chylomikronen vermittelt die
Lipoproteinlipase die Hydrolyse des gréfiten Teils der Triglyceride in freie Fettsduren
und b-Monoglyceride. Sie diffundieren durch das Endothel in die Fett- und
Muskel zellen und werden dort als Triglyceride gespeichert oder mitochondrial abgebaui.
Apolipoprotein C-111 moduliert wahrscheinlich das Ausmal3 der Lipolyse [Ginsberg und
Goldberg 1998].

Im Verlauf der Triglyceridhydrolyse nehmen die Chylomikronen Apolipoprotein E aus
den HDL auf, wéhrend sie zunehmend Uberschiissige Oberflachenkomponenten
(Phospholipide, Apolipoproteine A-I, A-ll, C-I, C-lI, C-Ill) as sogenannte surface
remnants an den Pool der HDL wieder abgeben [Windler et al. 1986, Kostner und Méarz
1995]. Durch den Verlust von Apolipoprotein C-11 wird die Lipoproteinlipase inaktiviert
und die Triglyceridhydrolyse terminiert. Ubrig bleiben relativ cholesterinreiche und
triglyceridarme Chylomikronen-Remnants [Windler 1990a].



Die Chylomikronen-Remnants werden nach Ablésung von der Endotheloberflache
mittels Apolipoprotein E tber den LDL-Rezeptor und das L DL-receptor-related-protein
sehr schnell von der Leber endozytiert. Apolipoprotein E hat ein Molekulargewicht von
34.145 Da. Aufgrund eines genetischen Polymorphismus findet sich Apolipoprotein E
im Plasmain mehreren Isoformen (Allele E-2, E-3, E-4) [Hixon und Vernier 1990, Mérz
et al. 1991], die sowohl den exogenen als auch den endogenen Cholesterintransport und

somit das Koronarrisiko beeinflussen [Davignon et al. 1988].

Zusammengefaldt werden die durch die Nahrung aufgenommenen Triglyceride als
Energietrdger an das Fett- und Muskelgewebe geliefert. Das mit der Nahrung
aufgenommene Cholesterin wird der Leber zugefthrt. Dort hemmt es die endogene
hepatische Cholesterinbiosynthese. Das exogene Cholesterin wird entweder fur die
Gallensaurebiosynthese verwandt, als freies Cholesterin tber die Galle ausgeschieden
oder aber als Lipoprotein-gebundenes Cholesterin wieder zuriick in den Blutkreislauf

(endogener Weq) sezerniert.

1.2.3. Transport der endogenen L ipide hepatischen Ur sprungs

In der Leber werden aus Fettsduren, die entweder aus dem Plasma aufgenommen oder
de novo synthetisiert worden sind, Triglyceride aufgebaut. Ebenso wird das mit den
Chylomikronen-Remnants aufgenommene oder in der Leber synthetisierte Cholesterin
verestert. Triglyceride und Cholesterinester bilden die Kernlipide der Very-Low-
Density-Lipoproteine (VLDL). Sie werden aus Apolipoprotein B-100, Phospholipiden
(vor alem de novo synthetisiertes Lecithin) und geringen Mengen Apolipoprotein E und

C geformt und ins Plasma sezerniert [ Gibbons 1990, Vance und Vance 1990].

Triglyceride machen den Haupttell (55-80% des Gesamtgewichtes) der VLDL aus,
wobel die Grof3e der Partikel von der verfiigbaren Menge an Triglyceriden abhéngig ist.
UbermaRige Kalorienzufuhr, Diabetes mellitus oder AlkoholexzeR filhren zu
Uberméaldiger Triglyceridsynthese und grof3en VLDL. Hingegen fuhrt Hunger zu
verminderter Triglyceridsynthese und kleinen VLDL. In der Zirkulation nehmen VLDL
weitere Molekille Apolipoprotein E und C aus den HDL auf. Ahnlich den
Chylomikronen verhindern die Apolipoproteine der C-Gruppe durch Maskierung der

6



rezeptorbindenden Domanen die Bindung an Rezeptoren der Leber und somit die
vorzeitige hepatische Verstoffwechselung [Windler und Havel 1985]. Durch Interaktion
der VLDL mit der Lipoproteinlipase werden ca. 90% der Triglyceride hydrolysiert.
Wahrenddessen wird ein Grofdteil der Apolipoproteine C an HDL zurlcktransferiert und
dbrig bleiben kleine VLDL-Remnants, auch Intermediate-Density-Lipoproteine (IDL)

genannt.

Ein Teil der IDL wird mittels Apolipoprotein E und teilweise B-100 Uber den Low-
Densitsy-Lipoprotein(LDL)-Rezeptor hepatisch verstoffwechselt (10-50%). Die LDL-
Rezeptor-Bindung von Apolipoprotein E und B-100 wird jeweils durch ionische
Interaktion von basischen Aminosduren (vor alem Arginin und Lysin) der
Apolipoproteine ermdglicht [Yamamoto et al. 1984]. Die Bindungsdoméne des
Apolipoprotein E-Moleklls befindet sich zwischen den Aminosduren 140-160 und
enthdlt 8 basische Aminosauren [Mahley 1988, Mahley et al. 1990]. Die
Bindungsdomane des Apolipoprotein B-100-Molekils liegt zwischen den Aminosauren
3200-3600 am C-terminalen Ende [Law und Scott 1990, Ginsberg und Goldberg 1998].

VLDL-Remnants, die nicht direkt in die Leber aufgenommen wurden, werden in Low-
Density-Lipoproteine (LDL) umgewanddt (50-90%). Aus den grofien, triglyceridreichen
VLDL, entstehen vorwiegend solche Remnants, die - aufgrund eines htheren Gehalts an
Apolipoprotein E - direkt Gber LDL-Rezeptoren in Hepatozyten aufgenommen werden.
Kleine VLDL werden dagegen bevorzugt in LDL umgewandelt. Dabei werden nahezu
ale verbliebenen Triglyceride mittels hepatischer Triglyceridlipase (HTGL) entfernt.
Die hepatische Triglyceridlipase gehort zur gleichen Enzymfamilie wie auch die
Lipoproteinlipase und die pankreatische Lipase. Im Gegensatz zur Lipoproteinlipase
bendtigt die hepatische Triglyceridlipase keinen Kofaktor. Sie wird in der Leber gebildet
und tritt mit IDL in hepatischen Sinusoiden in Kontakt. Apolipoprotein E moduliert
diese Reaktionen und wird im Verlaufe auf HDL transferiert. Apolipoprotein B-100 ist
somit das einzige Apolipoprotein der LDL [Scott 1989].

Apolipoprotein B-100 stellt das wichtigste Apolipoprotein von VLDL, IDL und LDL
dar und macht dabei jeweils ca. 30, 60 und 95% des Proteinanteils aus. ES hat eine

Molmasse von ca. 545 kDa und wird in der Leber gebildet. Neben seiner Funktion als



mal3geblicher Ligand bei der zelluldren Aufnahme von LDL Uber den LDL-Rezeptor
[Goldstein et al. 1983], ist Apolipoprotein B-100 fur Synthese, Strukturstabilisierung
und Sekretion der Lipoproteine notwendig. Apolipoprotein B-48 ist die intestinale Form
von Apolipoprotein B und wird nur in der Dinndarmmukosa synthetisiert. Es kommt
daher nur in Chylomikronen und Chylomikronen-Remnants vor. Apolipoprotein B-48
enthdlt 2152 Aminosauren, deren Sequenz mit dem N-terminalen Abschnitt von
Apolipoprotein B-100 Ubereinstimmt, da beide durch das gleiche Gen kodiert werden. In
der DUnndarmmukosa erfahrt die Apolipoprotein B-100-mRNA eine gewebespezifische
posttranskriptionelle Modifikation: Cytidindesaminase ersetzt im Codon 2153 an
Position 6666 Cytidin durch Uridin. Dadurch wird das fur Glutamin kodierende Codon
(CAA) in ein Stopcodon (UAA) umgewandelt, so dal3 Apolipoprotein B-48 lediglich
aus 48% (264 kDa) des N-terminalen Teils von Apolipoprotein B-100 besteht [Scott
1990]. Daher fehlt bei Apolipoprotein B-48 die C-terminale LDL-Rezeptor bindende

Domane.

Apolipoprotein B-100 haltige Lipoproteine besitzen jeweils nur ein Molekil dieses
Apolipoproteins. Es kommt deshab zu ener monovalenten Bindung des
Apolipoproteins mit dem LDL-Rezeptor. Chylomikronen- und VLDL-Remnants sind
jedoch mit mehreren Apolipoproteinen E ausgestattet, so dal? es zu einer polyvalenten,
im Vergleich zu Apolipoprotein B-100 zehnfach stérkeren Bindung an den Rezeptor
kommen kann [Pitas et al. 1980]. Das ist auch einer der Griinde, weshab die Plasma-
LDL-Halbwertzeit mit ca. 2 Tagen deutlich lénger ist, als die Halbwertzeit der VLDL-
Remnants von einigen Stunden. Auf der anderen Seite ist die LDL-Rezeptor-K apazitét
fur Apolipoprotein E bindende Lipoproteine durch die polyvalente Bindung vierfach
niedriger alsfur LDL.

Dabei Menschen ein hoher Anteil des IDL der hepatischen Verstoffwechsel ung entgeht,
besitzen wir im Vergleich zu den meisten Saugetieren einen relativ hohen LDL-Spiegel.
Ca 75% des gesamten Cholesterins im Blut des Menschen findet sich in LDL.
Insgesamt werden etwa 70-80% der LDL-Partikel Uber LDL-Rezeptoren abgebaut
[Brown und Goldstein 1987, Windler 1990a]. Das belegt, dal3 der LDL-Rezeptor den
LDL-Cholesterin-Plasmaspiegel mal3geblich determiniert und somit eine Uberragende
Bedeutung fur den Fettstoffwechsel und seine Auswirkungen hat. Den grofdten Anteil



am LDL-Rezeptor-vermittelten Katabolismus hat die Leber mit ca. 70% [Windler
1998b]. Der restliche Anteil wird von extrahepatischen, peripheren Geweben
aufgenommen, die Cholesterin zum Membranaufbau oder als Prékursor fur die
Steroidhormon- bzw. Vitamin D-Synthese verwenden. Die Nebennieren weisen dabel
die hochste Konzentration von LDL-Rezeptoren pro Zelle im Korper auf. Deswelteren
besitzen Leber und Gonaden hohe LDL-Rezeptor-Konzentrationen. Skelettmuskul atur
und Gehirn decken hingegen ihren Cholesterinbedarf weitgehend LDL-Rezeptor
unabhangig durch Eigensynthese.

Der LDL-Rezeptor (Apo-B,E-Rezeptor) ist en Glykoprotein  mit einem
Molekulargewicht von ca. 160 kDa und befindet sich auf nahezu allen Kérperzellen
(glatte Muskelzellen, Endothelien, Monozyten, Makrophagen, Nebennierenrinde, Ovar,
Lymphozyten, Adipozyten, Hepatozyten, DUnndarm) [Sidhof et al. 1985]. Das LDL-
Rezeptor-Gen ist auf Chromosom 19 lokalisiert [Francke et al. 1984], 50 kB lang und
besteht aus 18 Exons und 17 Introns [Sidhof et al. 1985]. Der LDL-Rezeptor besteht
ohne Signalsequenz aus 839 Aminosauren [Yamamoto et al. 1984] und 5 funktionellen
Domanen [Goldstein und Brown 1989, Schneider 1989]:
Die aminoterminale Domane ist ligandenbindend. Sie besteht aus 292 Aminosauren
und sieben homologen, jewells 40 Aminosduren langen und cysteinreichen
Sequenzen (complement-type repeats) [Goldstein et al. 1985, Sidhof et al. 1985].
Die Cysteinreste stabilisieren die Domane durch intramolekulare Disulfidbricken.
Die Bindung von Apolipoprotein B-100 und E an die Sequenzen erfolgt Uber ein
Cluster negativ geladener Aminosaurereste (Aspartat und Glutamat). Die 2., 3., 6.
und 7. Sequenz sind fr die Bindung des Apolipoprotein B erforderlich, wogegen fur
die Bindung des Apolipoprotein E lediglich die 5. Sequenz bendtigt wird [Esser et
al. 1988, Russdl et al. 1989].
Die zweite Doméane besteht aus ca. 400 Aminosauren, enthdlt drei cysteinreiche
Repesats und besitzt eine hohe Homologie zur Vorstufe des Epidermal growth factor
(EGF-Prékursor) [ Yamamoto et al. 1984, Russell et al. 1984, Sidhof et al. 1985].
Die dritte Doméne besteht aus 58 Aminosduren und enthalt 18 Threonin- und
Serinreste, die O-glykosidisch gebundene Kohlenhydrate tragen [Yamamoto et al.
1984, Sidhof et al. 1985]. Diese Oligosaccharide haben eine Stitzfunktion, die den

Rezeptor in der Zellmembran aufrichten.



Die vierte Doméne bildet die transmembrantse Region und besteht aus 22
hydrophoben Aminosduren. Diese verankern den Rezeptor in der Zellmembran
[Yamamoto et al. 1984, Russell et al. 1984].

Die funfte Doméane bildet das C-terminale Ende des Rezeptors, besteht aus 50
Aminosauren und ragt ins Zytoplasma hinein [ Yamamoto et al. 1984, Russell et al.
1984]. Die Funktion besteht in der clusterféormigen Anordnung von
Rezeptormolekilen in den coated pits (Kapitel 1.3.).

Beim Gesunden werden 20-30% der LDL unabhangig vom LDL-Rezeptor im
sogenannten Scavenger pathway abgebaut. Im Unterschied zum LDL-Rezeptor-
vermitteltem LDL-Katabolismus, der durch Séttigung aller Rezeptoren ab einer
bestimmten LDL-Konzentration nicht weiter zunehmen kann, ist der Scavenger pathway
nicht séttigbar. D.h. ab einer LDL-Schwellenkonzentration erfolgt die weitere LDL-
Aufnahme Uber den Scavenger pathway und mit steigender LDL-Konzentration sinkt
der relative Antell der LDL-Rezeptor-vermittelten LDL-Aufnahme. Dem Scavenger
pathway liegen auf zelluldrer Ebene drei Mechanismen zugrunde: Aufnahme von LDL

Uber adsorptive Endozytose, Pinozytose und Uber Scavenger-Rezeptoren.

Scavenger(” Stral3enkehrer”)-Rezeptoren  kommen vor adlem auf Makrophagen,
Kupferschen Sternzellen und Endothelien vor. Sie bestehen aus jeweils drei identischen
Ketten, welche kollagenartig verdrillt und Uber eine transmembrantse Region an die
Zelloberflache geheftet sind. Scavenger-Rezeptoren haben zwar insgesamt nur einen
kleinen Anteil am LDL-Rezeptor-unabhéngigen LDL-Katabolismus, spielen jedoch eine

grof3e Rolle in der Genese atherosklerotischer Verdnderungen.

Zum Beispiel auf dem Boden einer Hypercholesterindmie, anderer Faktoren oder einer
Kombination von Faktoren kommt es initial zur Schadigung des Endothels [Brown und
Goldstein 1986, Seinberg et al. 1989b, Berliner et al. 1990]. Akkumulierte LDL-
Partikel werden durch Matrixkomponenten gebunden und verweilen dadurch langer in
der Intima [Fry 1987, Schwenke und Carew 1988]. Die verlangerte Verweildauer fuhrt
zur zellinduzierten Oxidation von LDL [Seinberg und Witzzum 1990]. Die so
modifizierten LDL stimulieren u.a. die Produktion chemotaktischer Faktoren (monocyt

chemotactic factor, MCF-1). Es kommt unter Mitwirkung von Adhésions
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Glykoproteinen (z.B. ELAM = mononuclear endothelia leukocyte adhesion factor) zur
Migration von Monozyten aus der Blutbahn in den subendothelialen Raum [Cybulski
und Gimbrone 1991]. Dort differenzieren die Monozyten zu Makrophagen. Da
Makrophagen unabhéngig vom zelluldren Cholesteringehalt Scavenger-Rezeptoren
exprimieren, kommt es somit praktisch zur ungebremsten Aufnahme von modifizierten
LDL [Steinberg 1989b, Kodama et al. 1990, Freeman et al. 1991]. Das fuhrt zur
Transformation in cholesterinbeladene Schaumzellen, die zusammen mit T-
Lymphozyten [Munro et al. 1987, Katsuda et al. 1992] und glatten Muskelzellen die
arteriosklerotischen Friihlasionen (fatty streaks) bilden. Neben der Schaumzellbildung
vermittelt modifiziertes LDL an der Gefé3wand auch die vermehrte Ausschittung von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren aus Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Makrophagen. Die Folge ist eine weitere Akkumulation von Monozyten, eine
Proliferation von glatten Muskelzellen und die Synthese von extrazelluldren
Matrixprodukten (Kollagen, Proteoglykane u.d). Es bildet sich eine fibros-fettige
Plague (Intermediérlasion). Die unregelmallige Oberflache der Gefalinnenwand fihrt
zur Thrombozytenanlagerung und -aktivierung mit Freisetzung von Thromboxan
(TXA2) und Serotonin. Unter Mitwirkung einer Vielzahl weiterer Wachstumsfaktoren
entstent eine fibromuskuldre Plaque (komplexe arteriosklerotische Spétlasion)
[Breithardt et al. 1998].

Zusammengefaldt versorgt der endogene Weg periphere Gewebe mit Triglyceriden als
Substrate der Energiegewinnung und mit Cholesterin zum Membranaufbau oder zur
Synthese von Steroidhormonen bzw. Vitamin D. Der endogene Weg beginnt mit der
Produktion von VLDL in der Leber. Die Struktur der VLDL wird in einer Abfolge von
Reaktionen so verandert, dald sie entweder als IDL aus der Zirkulation entfernt oder in
LDL umgewandelt werden. LDL werden entweder Uber den LDL-Rezeptor oder Uber
den Scavenger pathway aus der Zirkulation entfernt.

1.2.4. Reverser Cholesterintransport

High density Lipoproteine (HDL) (Tabelle 1.1.) nehmen eine Schltssalstellung im
reversen Cholesterintransport aus der Peripherie zur Leber ein [Glomset 1968, Ho et al.
1980, Badimore et al. 1989, Ferreri und Menon 1990, Sotte 1990, Johnson et al. 1991,
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Schmitz und Williamson 1991]. HDL werden in der Leber und im Dunndarm
synthetisiert und bestehen aus spezifischen A polipoprotein-Phospholipid-Komplexen.
HDL aus der Leber enthalten Apolipoprotein A-I, A-11 und E. Intestinale HDL enthalten
vor alem Apolipoprotein A-1 und A-1V. Apolipoprotein A-I macht 70-80% des
Proteinanteils von HDL aus und spielt eine entscheidende Rolle be der

Strukturstabilisierung.

Der erste Schritt im reversen Cholesterintransport ist die Ubertragung von Cholesterin
aus peripheren Zellen auf HDL. Dabei binden HDL3 und insbesondere Préab-HDL
[Fielding und Fielding 1981] an prasumptive HDL-Rezeptoren und entziehen
Zellmembranen freies Cholesterin. Die an HDL gebundene und von Apolipoprotein A-|
aktivierte Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) verestert daraufhin das aus den
Zellen stammende freie Cholesterin. Dabei wird Linolsdure von Lezithin- auf
Cholesterinmolekile Ubertragen. Die entstandenen Cholesterinester werden als apolare
Molekule im Kern der wachsenden HDL angereichert, so dal? aus den initial diskoidalen

Partikeln grof3ere, weniger dichte und sphérische HDL ; entstehen.

HDL, wird Uber mehrere Wege verstoffwechselt: Zum einen kénnen Chol esterinester
des HDL, auf Apolipoprotein-B-haltige Lipoproteine transferiert werden
(Cholesterinester-Recycling). Dieser Transfer wird durch das Cholesterin-Ester-
Transfer-Protein (CETP) vermittelt, das wie die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase in
der Leber synthetisiert wird und im Plasma an HDL bindet. Dabei werden Triglyceride
und Phospholipide aus den Triglycerid-reichen Lipoproteinen (Chylomikronen und
VLDL) im Austausch gegen Cholesterinester auf HDL Ubertragen. Als Folge wird HDL,
wieder zu HDL3; umgewandelt. Die Triglyceride und Phospholipide werden durch die
von Apolipoprotein Cll aktivierte Lipoproteinlipase oder durch die von Apolipoprotein
A-1V aktivierte hepatische Triglyceridlipase hydrolisiert. Die auf die Apolipoprotein-B-
haltigen Lipoproteine transferierten Cholesterinester werden Uber den LDL-Rezeptor
aus der Zirkulation entfernt. Cholesterinester konnen auch selektiv Gber den Scavenger-
Rezeptor SR B-1 von HDL auf Hepatozyten Ubertragen werden [Varban et al. 1998].
Des weiteren konnen Apolipoprotein E enthaltene HDL (HDLEg) Uber LDL-Rezeptoren
und LDL-receptor-related-protein durch Endozytose in toto in die Leber aufgenommen

werden.
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Zusammengefaldt wird beim reversen Cholesterintransport zunéchst freies Cholesterin
aus den Membranen nicht-hepatischer Zellen auf HDL Ubertragen und durch Lezithin-
Cholesterin-Acyl-Transferase verestert. Ein Teil der Cholesterinester gelangt Uber HDLg
mittels Endozytose direkt zur Leber. Aul3erdem kann HDL Cholesterinester selektiv
direkt an die Leber abgeben. Ein anderer Teil wird unter Vermittlung des
Cholesterinester-Transfer-Proteins  auf Apolipoprotein B enthaltene Lipoproteine
Ubertragen, um Uber LDL entweder in die Leber oder erneut in periphere Gewebe zu

gelangen (Chol esterinester-Recycling).

1.3. Regulation der L DL-Rezeptor-Aktivitdt und der

intrazellularen Cholesterinhomoostase

Die Regulation der Serum-Cholesterin-Konzentration, der LDL-Rezeptor-Aktivitét und
der intrazelluldren Cholesterinhomoostase sind eng miteinander verbunden. Der LDL-

Rezeptor nimmt dabei eine zentrale Schllsselstellung ein.

Die Versorgung der Zelle mit Cholesterin erfolgt Gber den L DL-Rezeptorzyklus: Neben
LDL binden auch IDL [Windler et al. 1980] und Chylomikronen-Remnants an den
LDL-Rezeptor [Windler et al. 1988]. Durch die Ligandenbindung kommt es mittels
einer Thyrosinkinase zur Phosphorylierung eines Tyrosinrestes im zytoplasmatischen
Teil des LDL-Rezeptors. Das bewirkt eine Konformationsdnderung und fuhrt zur
Aggregation und Verankerung des Rezeptors in coated pits [Carpenter und Cohen 1990,
Ullrich und Schlessinger 1990]. Coated pits stellen besondere, zytoplasmatisch
umhullte Membranabschnitte dar, durch die die Internalisation von Makromolekilen
erfolgt [Fawcett 1964]. Sie bedecken ca. 1-2% der Zelloberflache eukaryonter Zellen
[Brown et al. 1983] und bestehen aus einem Gerust von Clathrinmolekilen, welche aus
jewells drel Proteinen bestehen. Weitere Proteinkomplexe, sogenannte Adaptine, stellen
die Verbindung der Rezeptoren mit dem Clathrin her. Die coated pits werden
internalisiert und es entstehen coated vesicles. Unter Einwirkung einer uncoating-
ATPase verlieren die coated vesicles die Clathrin-haltige Umhillung [Pearse und
Crowther 1987, Greene und Eisenberg 1990]. Dies ermdglicht die Fusion untereinander

und mit glatten Vesikeln. Daraus entstehen sogenannte Endosomen.
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Eine ATP-abhangige Protonenpumpe bewirkt eine intraendosomae pH-Wert
Absenkung auf ca. 6, wodurch es zur Dissoziation von LDL und LDL-Rezeptoren
kommt [Maxfield 1982, Marsh et al. 1983, Van Dyke et al. 1985, Fuchs et al. 1989].
Die regenerierten Rezeptoren akkumulieren in tubulé&ren Aussackungen, wéhrend die
LDL im Lumen dieser Compartment of uncoupling receptor and ligand (CURL)
genannten Kompartimente verbleiben. Die tubuldsen Fortsétze schniiren sich ab und
wandern as Receptor-recycling-compartment (RRC) zurtick zur Zellmembran
[Goldstein et al. 1976, Jackle et al. 1991a, b], wo die LDL-Rezeptoren erneut LDL
binden konnen. Fur einen Zyklus bendtigt ein Rezeptormolekil ca. 12 Minuten. Davon
befindet es sich ca. 3 Minuten in der Zelle, weitere 3 Minuten in der Zellmembran und
6 Minuten in coated pits. Insgesamt rezirkuliert ein LDL-Rezeptor etwa 100mal und
wird nach ca. 20 Stunden abgebaut [Brown et al. 1983]. Durch charakteristische
vesikuldre Einschlisse werden aus dem CURL sogenannte Multivesicular Bodies
(MVB). Diese verschmelzen mit Priméarlysosomen zu Sekundérlysosomen, in denen der
endgultige Abbau stattfindet [Havel und Hamilton 1988]. Der Proteinanteil der LDL,
das Apolipoprotein B-100, wird durch lysosomale Proteasen hydrolysiert. Die
Cholesterinester werden durch die lysosomale saure Lipase in Fettsduren und

Cholesterin gespalten.

Das freigesetzte Cholesterin |6st eine Reihe regulatorischer Reaktionen in der Zelle aus:
Zum einen wird die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) aktiviert [Goldstein
et al. 1974]. Dieses Enzym vermittelt die erneute Veresterung des freien Cholesterins
und Uberfihrt es in seine Speicherform. Zum anderen wird die mRNA der Enzyme der
Cholesterinbiosynthese, insbesondere der HMG-CoA-Reduktase und HMG-CoA-
Synthase, supprimiert [Luskey et al. 1983, Metherall et al. 1989, Goldstein und Brown
1990, Osborne 1991]. Ferner wird der Abbau bereits vorhandener HMG-CoA-
Reduktase-Molekiile beschleunigt [Gil et al. 1985]. Desweiteren reguliert der Pool
freilen Cholesterins die Expression des LDL-Rezeptors [Brown und Goldstein 1975,
Russell et al. 1983]. Ist der Cholesteringehalt der Zelle gering, so binden die
Tanskriptionsfaktoren Spl und TF am Promotor des L DL-Rezeptorgens und geben die
Initiation zur Transkription des LDL-Rezeptorgens frei. Ist hingegen der
Cholesteringehalt der Zelle hoch, so binden Cholesterinmolekile an ein Sterol-

bindendes-Protein (SBP), wodurch es zu einer Konformationsénderung dieses Proteins

14



kommt. Das hebt die positive Wirkung des Transkriptionsfaktors TF am Sterol-
regulatory-element (SRE-1) des LDL-Rezeptor-Promotors auf, so dald insgesamt die
Transkription des LDL-Rezeptorgens blockiert ist [Kostner und Marz 1995]. Es besteht
somit eine negative Rickkopplung zwischen intrazellulérem Cholesteringehalt und
LDL-Rezeptor-Aktivitét. Eine erhohte LDL-Rezeptor-Aktivitét fihrt zu einer
verstérkten zelluldren Aufnahme extrazelluléren Cholesterins und somit zur Senkung
des Serum-Cholesterinspiegels. Eine niedrige L DL-Rezeptor-Aktivitét bewirkt hingegen
eine verminderte zelluldre Aufnahme extrazelluldren Cholesterins und dadurch eine

Erhéhung der Serum-Cholesterin-K onzentration.

1.4. Familidre und polygene Hyper cholesterinamie

Krankheiten, die mit erhohten Nuchterncholesterinwerten einhergehen, werden in
priméare und sekundéare Hypercholesterindmien unterteilt. Sekundére
Hyperchol esterinémien sind Begleiterscheinungen von anderweitigen
Grunderkrankungen (z.B. Hypothyreose, nephrotisches Syndrom, cholestatische
L ebererkrankungen, Diabetes mellitus, Anorexia Nervosa,
Arzneimittelnebenwirkungen). Sekunddre Hypercholesterinamien fihren haufig zu
denselben Lipoproteinmustern und Risiken wie die priméren, sind jedoch durch eine
Behandlung der Grundkrankheit zu beseitigen [Henkin et al. 1992]. Bei den priméren
Hypercholesterindmien  werden  monogene  Defekte von der  polygenen

Hyperchol esterindmie unterschieden.

Die Kklinisch bedeutsamste monogene Hypercholesterindmie ist die familidre
Hypercholesterindmie. Sie beruht auf einem kodominant vererbten genetischen Defekt
des LDL-Rezeptors. Als eigenstandiges Krankheitsbild wurde die familidre
Hypercholesterindmie erstmalig 1938 beschrieben [ Thannhauser und Magendantz 1938,
Miller 1938]. Der autosoma dominante Erbgang wurde 1964 nachgewiesen
[Khachadurian 1964]. Brown und Goldstein charakterisierten Athiologie und
Pathogenese der Krankheit biochemisch und molekulargenetisch als einen Defekt des
LDL-Rezeptors [Brown und Goldstein 1986]. Von der heterozygoten Form ist ca. jeder
500. betroffen [Goldstein et al. 1973c]. Damit handelt es sich um eine der haufigsten
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Erkrankungen des Menschen, die durch eine einzige Genmutation verursacht wird
[Luley und Wieland 1995]. Die homozygote Form ist mit einer Haufigkeit von ca
1:1.000.000 sehr selten [Sack 1979]. Bei jedem 20. Herzinfarkt bis zum 60. Lebenjahr
liegt eine familidre Hypercholesterindmie zugrunde. Bislang sind mehr as 200
verschiedene Mutationen des LDL-Rezeptorgens identifiziert worden. Sie fuhren zu
unterschiedlichen Stérungen von Struktur und Funktion des LDL-Rezeptors [Russell et
al. 1986, Goldstein und Brown 1989, Myant 1990, Mahley et al. 1991]:
Bel der haufigsten Form bleibt die LDL-Rezeptorsynthese aus. Bel einem Teil der
Mutanten findet man auch keine LDL-Rezeptor-mRNA. Bei anderen Mutanten ist
zwar LDL-Rezeptor-mRNA nachweisbar, jedoch sind die Genprodukte aufgrund
vorzeitiger Stop-Codons oder grofderer Deletionen extrem instabil und werden sofort
katabolisiert.
Bei der zweiten Form fuhren die Mutationen zu einer Hemmung des Transports
synthetisierter LDL-Rezeptoren zur Plasmamembran. Insbesondere der Transport
vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat wird durch unvollstandig
ausgebildete Disulfidbriicken und veranderte Tertiérstrukturen so stark verzogert, daf3
es zum vorzeitigen intrazelluléren Abbau der LDL-Rezeptoren kommt.
Bel der dritten Form ist die Bindungfahigkeit fir LDL herabgesetzt.
Bei der vierten Form konnen sich die LDL-Rezeptoren durch Mutationen im
zytoplasmatischen Teil nicht in coated pits anreichern. Bel einem Tell der
Mutationen fehlt auch der transmembrandse Abschnitt, so dald der grofte Teil der

Rezeptoren von den Zellen sezerniert wird.

Bel heterozygoten Merkmalstragern ist die LDL-Rezeptor-Aktivitét um 50% reduziert.
Dementsprechend verringert sich die LDL-Clearance. Zudem ist die LDL-Produktion
gesteigert, da mehr VLDL und IDL von der Leber sezerniert werden und IDL vermehrt
durch langere Plasmaverweildauer in LDL konvertieren. Das fuhrt bei unbehandelten
Erwachsenen zu Gesamtcholesterin-Konzentrationen von 275-500 mg/dl. Das LDL-
Cholesterin steigt auf 230-450 mg/dl. Die HDL-Cholesterin-Konzentration ist haufig
erniedrigt. Die Konzentrationen von VLDL-Cholesterin und Triglyceriden sind
Ublicherweise normal. In 8-29% der Fdle sind die Triglyceridspiegel méaldig erhoht
[Jensen et al. 1967, Goldstein et al. 1973b]. Bei Homozygoten wird LDL-Cholesterin
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ausschliefdlich Uber den Scavenger pathway katabolisiert und steigt meist auf Uber
600 mg/dl.

Fur die heterozygote familidre Hypercholesterindmie sind tendindse Xanthome der
Fingerstrecksehnen und der Achillessehne fast pathognomonisch. Sie bilden sich bei
75% der Merkmalstréger in der dritten Lebensdekade aus [Windler und Greten 1998c].
Des weiteren kdnnen tuberdse Xanthome an Ellenbogen und in der Glutealregion sowie
subperiostale Xanthome in der Tuberositas tibiae und Uber dem Olecranon entstehen.
Ablagerungen in der Plantaraponeurose und in den Zehenstrecksehnen sind sehr viel
seltener [Keller und Z6lIner 1995]. Jenseits des 30. Lebengahres bilden sich bel 50%
der heterozygoten Merkmalstréger Xanthelasmen oder Arcus lipoides corneae. Diese
sind jedoch nicht pathognomonisch fiir die familidre Hypercholesterinamie. Nicht selten
ist eine Oligoarthritis, eine Polyarthritis mit symmetrischem Gelenkbefall oder eine
Tendosynovitis besonders im Bereich der Sprunggelenke und der Achillessehne
Erstsymptom einer heterozygoten familiaren Hypercholesterindmie [Glueck et al. 1968].
Homozygote Merkmalstréger fallen bereits als Kinder auf. In den ersten 4 Lebengahren,
haufig schon prénatal, bilden sich pathognomonische planare, erhabene, orange-gelbe
Xanthome an Extremitéten, Gesal3 und Handen, insbesondere zwischen Daumen und
Zeigefinger aus. Xanthelasmen sind hingegen selten, wéahrend Arcus lipoides corneae

bereitsin der ersten Lebensdekade auftreten kdnnen.

Wegweisend fur die Diagnose einer familiaren Hypercholesterindmie ist die
Familienanamnese. Bei heterozygoten Merkmalstrégern weist obligat ein Elternteil
erhohte Cholesterinwerte auf, bei Homozygoten beide. Wenn zusdtzlich zur
Familienanamnese ungwohnlich  hohe Gesamtcholesterinwerte  zusammen  mit
pathognomonischen Xanthomen vorliegen, 183 sich die klinische Diagnose einer
heterozygoten familidren Hypercholesterindmie mit hoher Sicherheit stellen. Klinisch
im Vordergrund und fir die klinische Diagnose ebenfalls bedeutsam ist die frihzeitige
Entwicklung der Arteriosklerose, insbesondere der Koronararterien. Die koronare
Herzkrankheit tritt bei heterozygoten Méannern im 4. oder 5. Lebengahrzehnt und bei
heterozygoten Frauen im 5. oder 6. Lebengahrzehnt auf [Goff und Gotto 1995].
Beweisend fur die Diagnose einer familidren Hypercholesterindmie ist der Nachweis des
LDL-Rezeptor-Defektes auf kultivierten Fibroblasten [Goldstein und Brown 1973a]
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oder isolierten Lymphozyten [Billheimer et a. 1978, Cuthberth et al. 1986]. Diese
klassischen zellbiochemischen Untersuchungen sind jedoch schwer durchzufiihren und
eignen sich daher nicht zur Untersuchung von grofderen Patientenzahlen. Der
molekulargenetische Beweis defekter LDL-Rezeptor-Gene beruht auf dem Nachweis
grolerer struktureller Veranderungen wie Deletionen oder Insertionen [Schuster et al.

1989] sowie dem Nachweis von Punktmutationen [Soutar et al. 1989].

Die ersten therapeutischen Mal3nahmen beinhalten eine an langkettigen geséttigten
Fettsduren- und Cholesterin-arme Diét, eine Steigerung der kodrperlichen Aktivitéat und
gegebenenfalls eine Gewichtsreduktion. Diese Malnahmen sind jedoch bel den meisten
Patienten nicht ausreichend, so da3 in der Regel zusdtzlich eine kombinierte
medikamentése Therapie mit einem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer und einem
galensaurenbindenden Ionenaustauscher indiziert ist. HMG-CoA-Reduktase-Hemmer
inhibieren im Hepatozyten die Konversion von HMG-CoA zur Mevaonsdure. Durch
die Veringerung der Cholesterinbiosynthese wird kompensatorisch die Anzahl der
LDL-Rezeptoren an der Leberzelloberflache erhoht [Bilheimer et al. 1983, Nagata et al.
1990]. Durch Verringerung der LDL-Produktionsrate, Anstieg der fraktionellen LDL-
Abbaurate und Abnahme des Cholesteringehaltes der LDL fihren HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer zur Senkung der LDL-Cholesterin-Konzentration [Ojala et al.
1990]. Gallensdure-bindende lonenaustauscher unterbrechen den enterohepatischen
Kreidauf der Gallensduren und werden mit dem Stuhl ausgeschieden [Hashim et al.
1961, Moore et al. 1968, Parkinson et al. 1970, Grundy et al. 1971]. Die Gallensduren
kénnen daher nicht mehr in die Dinndarmmukosa aufgenommen und zur Leber
zurlicktransportiert werden. Folge ist eine Verminderung der Gallensaure-K onzentration
in der Leber. Das stimuliert die Aktivitdt der 7a-Hydroxylase, das wichtigste Enzym in
der Konversion von Cholesterin in Gallensauren [Danielsson und §ovall 1975, Myant
und Mitropoulos 1977, Chiang et al. 1990]. Der dadurch erhohte Chol esterinbedarf wird
sowohl durch vermehrte Expression von LDL-Rezeptoren an der Leberzelloberflache
as auch durch eine vermehrte hepatozelluldre Cholesterinbiosynthese durch
Aktivierung der HM G-CoA-Reduktase gedeckt [ Goldfarb und Pitot 1972, Brown et al.
1978, Shepherd et al. 1980, Shepherd und Packard 1983, Brown und Goldstein 1986,
Reihnér et al. 1990]. Das fihrt insgesamt zur Senkung des Serum-LDL-Cholesterins.

Der synergistische Effekt beider Medikamente bewirkt eine maximale Stimulation der
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LDL-Rezeptoren und eine Absenkung des LDL-Cholesterins zwischen 29 und 61%
[Grundy et al. 1985b, Leren et al. 1988, Witztum et al. 1989, Emmerich et al. 1990,
Geisal et al. 1990, Jacob et al. 1992, Tonstad et al. 1993]. Die infauste Prognose der
homozygoten Form kann nur durch frihzeitig und dauerhaft angewandte
heparininduzierte [Thompson et al. 1975, Stoffel et al. 1981, Baeyer et al. 1983,
Yokoyama et al. 1985, Study Group-European Atherosclerosis Society 1988] oder
immunoadsorptive [Stoffel et al. 1981] extrakorporale LDL-Elimination verbessert

werden.

Unbehandelt erleiden bis zum 60. Lebensjahr 85% der Méanner und 50% der Frauen mit
heterozygoter familidrer Hypercholesterinamie einen Herzinfarkt gegentiber 15% bzw.
10% bei Normapersonen [Windler und Greten 1998c]. Bei homozygoten Kindern
entwickelt sich bereits bis zum 10. Lebengahr eine koronare Herzkrankheit, die
zuweilen bereits im 2. Lebengahr zu Herzinfarkt und Tod fuhrt [Windler und Greten
1998c]. Einzelne Homozygote Uberleben dagegen das 50. Lebengahr [Seftel et al. 1980,
Yamashita et al. 1986, Mabuchi et al. 1989].

Die polygene Hypercholesterindmie umfaldt alle Erhdhungen des LDL-Cholesterins aus
nicht ndher bekannter Ursache [Windler und Greten 1998c]. Es handelt sich um eine
Volkskrankheit, die erst mit zunehmender Uberernshrung in den Industrienationen an
Bedeutung gewonnen hat. Oberhalb der 95. Perzentile der Cholesterinverteilung in der
Bevolkerung haben 80% eine polygene Hypercholesterindmie. Der Grenzwert von
200 mg/dl wird von ca. 2/3 der Bevdlkerung in der mittleren Altersgruppe Uberschritten
(Kapitel 1.1.). Athiologisch pradisponiert die Kombination von geringen genetischen
Abweichungen einer Vielzahl von Apolipoproteinen, Enzymen, Rezeptoren und
Transferfaktoren innerhalb des Cholesterinstoffwechsels zu einem erhthten LDL-
Cholesterinspiegel. Externe Faktoren wie Ubergewicht, Bewegungsmangel und
insbesondere Fehlerndhrung (geséttigte Fettsuren, Cholesterin und wenig Ballaststoffe)

bedingen die Manifestation einer polygenen Hypercholesterinamie.

Der Gesamtcholesterinspiegel bewegt sich bei  Patienten mit  polygener
Hypercholesterindmie zwischen 200 und 350 mg/dl. HDL-Cholesterin- und Triglycerid-

Konzentrationen befinden sich Ublicherweise im Normbereich. Im Gegensatz zur
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familiaren Hypercholesterindmie treten Sehnenxanthome nicht auf [Ginsberg und
Goldberg 1998]. Xanthelasmen und Arcus lipoides corneae fehlen haufig, sind zu
unspezifisch und kommen auch bei normolipémischen Personen vor. Haufig weisen erst
kardiovaskuldre Komplikationen auf die Stoffwechselstorung hin. Die Kklinische
Diagnose kann erst gestellt werden, wenn sich kein Anhalt fur eine sekundére LDL-

Cholesterin-Erhdhung oder fir eine monogene primére Hyperchol esterindmie ergibt.

Therapeutisch stellt eine Erndhrungsumstellung die wichtigste Mal3nahme dar. Dabei
spielt die Cholesterinaufnahme eine gewisse Rolle. Eine geringere Aufnahme an
Nahrungscholesterin wird aber weitgehend durch die endogene Cholesterinsynthese
ausgeglichen. Deshab ist der Effekt einer Reduktion des Nahrungscholesterins sehr
beschrénkt. Die tégliche Fettzufuhr sollte 80 g nicht Ubersteigen. Die internationalen
Empfehlungen beinhalten elne allgemeine Reduktion des Fettverzehrs auf unter 30% der
Kaorien. Das ist im allgemeinen unzureichend [Barr et al. 1992, Clarke et al. 1997,
Walden et al. 1997]. Lander mit niedriger Inzidenz an koronarer Herzkrankheit liegen
im Fettverzehr in der Regel um 15%. In erster Linie erhhen gesdttigte Fette wie
Palmitat die Cholesterinsynthese in der Leber, vermindern die Aktivitdt des LDL-
Rezeptors [Woollett et al. 1992, Glatz und Katan 1993] und stehen in direkter
Beziehung zur koronaren Herzkrankheit [Keys 1970, Shekelle et al. 1981]. Diese
Tatsache wurde am eindruckvollsten in der Ernghrungsgeschichte der Japaner belegt.
Aufgrund des steigenden Wohlstandes hat sich in den Jahren 1960 bis 1980 der Verzehr
tierischer Fette verdoppelt. Im selben Zeitraum nahm die durchschnittliche Cholesterin-
Konzentration um 10 mg/dl zu. Die Myokardinfarktrate ist wahrenddessen um das
Funffache angestigen [Goto und Moriguchi 1990]. Der Anteil von geséttigten Fettsduren
an den Gesamtfettsauren sollte darum unter 30% liegen. Die Quelle geséttigter Fette
snd in erster Linie die Produkte der Viehzucht. Daher sollte der Genuf3 von
Wourstwaren, fettem Fleisch, Kése und Vollmilchprodukten eingeschrankt werden.
Hingegen vermindert der Verbrauch von ein- und mehrfach ungeséttigten Fettsduren wie
Linol- und Linolensdure die Cholesterinsynthese und aktiviert den LDL-Rezeptor
[Howard et al. 1995, Hu et al. 1995]. Getreideprodukte, Gemiise und Obst sollten daher
die Basis der Erndhrung bilden. Damit wird gleichzeitig auch das Ziel ener
cholesterinarmen und ballaststoffreichen Erndhrung erreicht [Ornish et al. 1990, Watts
et al. 1994, Ornish et al. 1998, Windler und Greten 1998c]. Auch Fisch, insbesondere
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Seefisch, kann ausgesprochen arm an gesdttigtem Fett sein. Da Adipositas ein
Manifestationsfaktor fur die Hypercholesterinamie [Wattigney et al. 1991] und
moglicherweise eilnen unabhangigen Risikofaktor fir die koronare Herzkrankheit
darstellt [Wolfram 1990], sollte bei Ubergewichtigen Patienten die Kost zugleich
hypokalorisch sein, um das Korpergewicht zu normalisieren. Ferner wirkt sich
ausreichende korperliche Aktivitét positiv auf das Lipoproteinprofil aus [Dufaux et al.
1982, Weisweliler et al. 1985, Berg et al. 1988, Wiliams et al. 1990, Wood et al. 1991].
Im Gegensatz zur familidren Hypercholesterindmie kdnnen die meisten Patienten mit
polygener Hypercholesterindmie ihren LDL-Cholesterinspiegel mit oben genannten
Malinahmen ausreichend senken. Sollten diese Mal3nahmen nicht ausreichen, ware

ebenfalls eine zusétzliche medikamentose Therapie indiziert.

21



1.5. Fragestellung

In dieser Arbeit wurden klinische Untersuchungen der LDL-Rezeptor-Aktivitét mittels
eined RT-PCR fur LDL-Rezeptor-mRNA in Lymphozyten durchgefihrt. Mit Hilfe
dieses Assays sollte die Beziehung zwischen der LDL-Rezeptor-Aktivitét in
Lymphozyten und dem Serum LDL-Cholesterinspiegel untersucht werden. Eine
mogliche klinische Applikation ist die Unterscheidung von polygener und familiérer
Hypercholesternamie. Grundlage ist die Tatsache, dal3 die LDL-Rezeptor-Aktivitédt von
Zellen vom intrazelluléren Pool freien Cholesterins reguliert wird. Wéhrend es bel
Patienten mit polygener Hypercholesterinamie aufgrund des hohen intrazelluldren
Antells freien Cholesterins zu einer Herabregulation der LDL-Rezeptor-Aktivitét
kommt, kdnnte bel Patienten mit familiérer Hypercholesterindmie der LDL-Rezeptor-
Defekt zu einem niedrigen intrazelluléren freien Cholesterin fihren und dadurch die
LDL-Rezeptor-Aktivitdét und die LDL-Rezeptor-mRNA hoch regulieren. Das ist
alerdings in vivo bisher nicht gezeigt worden. Eine denkbare Alternative besteht darin,
dal? auch bei LDL-Rezeptor-Mangel aufgrund der sehr hohen Plasma-Chol esterinspiegel
Uber unspezifische Aufnahmemechanismen gentigend oder sogar vermehrt Cholesterin
in die Zellen flield, so dal} auch bel der familidren Hypercholesterinamie wie bei der
polygenen Hypercholesterinamie die LDL-Rezeptor-mRNA supprimiert ist. Deshalb
sollte untersucht werden, ob die Messung der LDL-Rezeptor-mRNA von humanen
Lymphozyten aufgrund der unterschiedlich regulierten LDL-Rezeptor-Aktivitéat zu einer
Unterscheidung der verschiedenen Hypercholesterinamien beitragen kann. Dabel sollte
auch untersucht werden, ob sich fur die LDL-Rezeptor-mRNA Unterschiede
hinsichtlich Alter, Geschlecht oder Medikation bzw. Diét ergeben. Ferner war in dieser
Arbeit von Interesse, ob eine Serum-LDL-Cholesterin-Konzentration bestimmt werden
kann, ab welcher die LDL-Rezeptor-Aktivitat supprimiert wird. LDL-Konzentrationen
konnten ab einer gewissen Schwelle aufgrund eines Mangels an physiologisch Rezeptor-
vermitteltem Katabolismus atherogen wirken. Im Umkehrschlul3 wirde damit eine
Konzentration fur das LDL-Cholesterin bestimmt, die nicht Gberschrittten werden durfte
bzw. unter Therapie unterschritten werden mufite, um einen physiologischen Abbau von
LDL zu gewéhrleisten und die Entwicklung von Arteriosklerose zu verhindern bzw.

zum Stillstand zu bringen.
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2. Material und Methoden

2.1. Probanden

In dieser Arbeit wurde das Plasma von 50 Patienten mit Hypercholesterindmie
untersucht. Die Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis gemél3 dem Votum der
Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg zu einer Blutentnahme sowie der
Bestimmung von LDL-Rezeptor-mRNA und einem Lipoproteinprofil. Die in der
Lipidambulanz der Medizinischen Kernlinik und Poliklinik des Universitétsklinikums
Hamburg-Eppendorf bekannten Patienten stellten sich zwischen Januar und Oktober
1996 zur Kontrolluntersuchung und im Rahmen dieser Arbeit erneut in der
Lipidambulanz  vor.  Zusdtzlich  wurden  die  Ergebnisse von 21
normocholesterinamischen Probanden zu den Untersuchungen herangezogen. Diese
Probanden waren von Herrn Daniel Puchta im Rahmen seiner Dissertationsarbeit zum
Aufbau des hier angewendeten Assays zur Bestimmung der Aktivitét des LDL-

Rezeptors aus Lymphozyten verwandt worden.

2.2. Bestimmung der LDL -Rezeptor-mRNA K onzentration

aus L ymphozyten

2.2.1. Praparation der L ymphozyten

Es wurden mit flnf Serum-Rdéhrchen (S-Monovette, 9 ml; Fa. Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland) ca. 45 ml Blut von jedem Probanden abgenommen. Ein Serum-Rohrchen
wurde zur Bestimmung des Lipidstatus und die weiteren zur Gewinnung der
Lymphozyten verwendet. Bei den Patienten mit Hypercholesterindmie wurden
zusétzlich mit einem weiteren Serum-Rohrchen und einem NHJ/Heparin-Rohrchen
(S-Monovette, 55 ml; Fa. Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) ca. 14,5 ml Blut
zusétzlich abgenommen. Dieses diente durch Bestimmung von
Schilddrisenfunktionsparametern,  Transaminasen, Elektrolyten, Kreatinin  und

Harnstoff dem Ausschluld einer sekunddren Hypercholesterinamie. Ca. 36 ml Blut
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wurden in einem Becherglas mit Hanks-Solution® (Fa. Biotest, Dreieich, Deutschland)
1:1 verdiinnt. Jeweils 4 ml der erhaltenen Verdiinnung wurden tiber 3 ml Lymphoprep®
(Fa. NYCOMED-Pharma AS, Oslo, Norwegen) in Reagenzglasern geschichtet. Diese
wurden bel Raumtemperatur mit 400 g fur 30 Minuten zentrifugiert (Beckmann J2-HC;
Rotor: JS 4,3; Fa. Beckmann, Munchen, Deutschland). Von den sich gebildeten
Schichtungen wurde die oberste mit einer Pasteurpipette abgenommen und verworfen.
Die darunter befindliche Schicht wurde abpipettiert und in weitere Reagenzglaser
Ubertragen. Nachdem diese zu ca. 25% gefillt waren, wurde das Restvolumen mit
Hanks Solution aufgefllt. Nach mehrfachen Inversionen wurde mit 200 g for
15 Minuten zentrifugiert. Am Boden der Reagenzgléser setzten sich die Lymphozyten
als Pellets ab. Der sich dartber befindliche Puffer wurde bis auf eine Hohe von 2 cm
Uber den Pellets abgenommen und verworfen. Die Lymphozyten-Pellets wurden mit
einer Pipette vorsichtig resuspendiert, in einem Reagenzglas zusammengefihrt,

sorgfaltig gemischt und auf Eis gestellt.

Von dieser Lymphozytensuspension wurden 50 pl mit 450 ul 0,9%iger NaCl-Ldsung in
einem 1500 pl Eppendorf-Rohrchen (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutscland) verdinnt
und die enthaltenen Zellen maschinell (H3; Bayer Dianostics, Leverkusen, Deutschland)
differenziert und quantifiziert. Um den Einflul3 von Beimengungen anderer
korpuskul&rer Bestandteile auf die Quantifizierung der LDL-Rezeptor-mRNA gering zu
halten, wurden nur Isolate mit einem Lymphozytenanteil von mehr as 80%

welterverwendet.

2.2.2. mRNA-Pr apar ation aus L ymphozytenisolaten

Zur Prgparation der mRNA wurde ein Saulenkit (QuickPrepo Micro; Fa. Pharmacia,
Freiburg, Deutschland) auf Oligo-dT-Zellulosebasis verwendet. Um bel einer
maximalen Saulenkapazitét von 10° Zellen eine Uberladung zu vermeiden, wurden
jeweils 8x10° Zellen pro Saule eingesetzt. Es wurde eine entsprechende Menge
Zellsuspension in ein 1500 ul Eppendorf-Rohrchen pipettiert und 30 Sekunden mit
12000 U/min (Biofuge 13; Fa. Haereus, Hanau, Deutschland) zentrifugiert. Der zellfreie
Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Nach Zugabe von 0,4 ml

Extraktionspuffer (Guanidiniumthiozyanat, N-Laurolylsarkosin in gepufferter wassriger
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L6sung) wurde das Zellpellet durch einen Vortexer 1 Minute homogen gelOst, danach
0,8 ml Elutionspuffer (10mmol TrisHCL (pH 7,5), 1 mmol EDTA) zugesetzt und
erneut sorgféltig gemischt. In ein weiteres 1500 ul Eppendorf-Réhrchen wurde 1 mil
vorher ausgiebig gemischte Oligo-dT-Zellulose-L 6sung (25 mg/ml Puffer einschlief3lich
0,15% Kathon) pipettiert. Anschlief3end wurden beide Eppendorf-Réhrchen 1 Minute
mit 13000 U/min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand der Oligo-dT-Zellulose-
Losung abgenommen und verworfen. Es folgte das Abpipettieren von 1 ml
Probenmenge. Dabei war darauf zu achten, den Zelldetritus im unteren Bereich des

Eppendorf-Rohrchens nicht mit aufzunehmen.

Die abgenommene Probenmenge wurde auf das Oligo-dT-Zellulose-Pellet gegeben und
beides wurde durch Schwenken 5 Minuten gemischt, damit sich die mRNA mit ihrer
Poly-A-Sequenz an das Oligo-dT der Zedlulose binden konnte. Nach einer
Zentrifugation fur 45 Sekunden mit 13000 U/min wurde der Uberstand unter Schonung
der Zellulose abgenommen und verworfen. In einem folgendem Waschschritt wurde
1 ml High-Salt Buffer (10 mmol Tris-HCL (pH 7,5), 1 mmol EDTA, 0,5 mol NaCl) zur
Zellulose pipettiert. Nach sorgféltiger Resuspendierung wurde 45 Sekunden mit
13000 U/min zentrifugiert und der Uberstand erneut unter Schonung der Zellulose
abgenommen und verworfen. Dieser Waschschritt wurde insgesamt finfmal
durchgefihrt. Anschlief3end wurde zweimal mit Low-Salt Buffer (10 mmol TrissHCL
(pH 7,5), 1 mmol EDTA, 0,1 mol NaCl) gewaschen.

Darauf wurde die Zellulose jewells in 0,3 ml Low-Salt Buffer mit einer Pipette
resuspendiert und auf MicroSpina Columns (Polypropylenfiltersdulen) gegeben. Diese
wurden in 1500 pl Eppendorf-Rohrchen gestellt und mit 13000 U/min 15 Sekunden
zentrifugiert. Der abzentrifugierte Puffer wurde verworfen. Als weitere Waschschritte
wurden bei Raumtemperatur jeweils 0,5 ml Low-Salt Buffer ohne Pipettenberiihrung
des Zellulosebettes auf die MicroSpind Columns pipettiert und mit 13000 U/min fir
15 Sekunden zentrifugiert und der so gewonnene Puffer erneut verworfen. Dieser

Arbeitsschritt wurde insgesamt dreimal durchgefihrt.
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Die Eppendorf Rohrchen wurden gegen neue Rohrchen ausgetauscht und die mRNA
wurde durch zweimaliges zentrifugieren mit jeweils 0,2 ml im Wasserbad auf 65°C
erwarmten Elutionspuffer aus den Zellulosebindungen gelost. Zur Prézipitation der in
0,4 ml Elutionspuffer gelésten mRNA wurden anschlie?end 10 pl Glykogenldsung
(20 mg/ml in DEPC behandeltem Wasser), 40 ul Kaliumazetatl 6sung (2,5 mol (pH 5,0))
und 1 ml 98%iges, -20°C kaltes Ethanol (Ethanol abs. z. A.; Fa Merck, Darmstadt,
Deutschland) zupipettiert. Bis zur Weiterverwendung wurde die mRNA unter Ethanol
bei -20°C aufbewahrt.

2.2.3. Kinasierung der Oligonukleotidprimer

In ein 1500 pl Eppendorf-Rohrchen wurden 1 pl One-Phor-All-Puffer (OPA™-Puffer,
100 mmol tris-Acetat (pH 7,5), 100 mmol Magnesiumacetat, 500 mmol Kaliumacetat;
Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland), 1 pl sense-Oligonucleotid-Primer (EW II;
Sequenz: 5'CGGAATTCTGGTGACTGAAAACATTCAGS3'; 20 pmol/ul), 1 pl T4
Polynukleotidkinase (Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland), 5 pl ATP (g*P)
(2000 Ci/mmol; Fa. NEN, Bosten, USA) und 2 pl ddH,0 pipettiert. Dieser Ansatz
wurde 2 Stunden bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit
wurde eine NICK Spin Saule (Sephadex 50 fine; Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland)
zum Abtrennen der nach der Kinasierung noch vorhandenen freien Aktivitét vorbereitet.
Dazu wurde die Sepharose durch mehrfache Inversionen der Séule suspendiert und mit
2 ml ddHO drainiert. Nach Zentrifugation der in ein Reagenzglas gestellten NICK Spin
Saule mit 500 g fur 4 Minuten be 20°C wurde das herauszentrifugierte Wasser
verworfen. Der bei 37°C inkubierte Ansatz wurde mit 90 pl ddH,O auf 100 pl erganzt,
auf die vorbereitete Saule pipettiert und anschlief3end mit 500 g fur 5 Minuten bei 20°C
durch die Saule in ein 1,8 ml Cryo-Rdéhrchen mit Schraubverschlu? (Fa. NUNC,
Wiesbaden, Deutschland) zentrifugiert. Bis zur welteren Verwendung wurden die

kinasierten Oligonukleotide bel -20°C aufbewahrt.
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2.2.4. Reverse Transkription

Zur cDNA-Synthese wurden fur jede Probe zundchst 2,5 pl PEB-LAsung (50 mmol
Tris-Cl (pH 7,6), 10 mmol MgCl,), 1 pl Polymerisation Mix (20 mmol dATP, 20 mmol
dCTP, 20 mol dGTP, 20 mmol dTTP in ddH.O (pH 7,5); Fa. Pharmacia, Freiburg,
Deutschland) und 1 pl antisense-Oligonukleotid-Primer (EW |;  Sequenz:
5 ATGCGGCCGCGGACCATATCCTCTGGGGAC3'; 20 pmol/pl) in ein 1500 ul
Eppendorf-Réhrchen pipettiert, ausgiebig gemischt und jeweils 4,5 pl dieses Mixes in
ein 500 pl Rohrchen gegeben. Die bei -20°C unter Ethanol aufbewahrte mRNA aus
8x10° Lymphozyten wurde 1 Minute mit 13000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
wurde verworfen. Die mRNA-Pellets wurden in 30 pl ddH,O mit der Pipette
resuspendiert. Auf Eis wurden nun bei ener Probe mit mRNA aus
0,5x10° Lymphozyten entsprechend 1,875 pl dieser Suspension und 12,625 pl ddH,0O
bzw. bei einer Probe mit mRNA aus 1x10° Lymphozyten entsprechend 3,75 pl dieser
Suspension und 10,75 pl ddH,O hinzupipettiert. Der interne Standard stand zur
Verfigung und wurde bei -80°C aufbewahrt. Er bestand aus gereinigter und
guantifizierter mRNA, die von D. Puchta aus einer in Bluescript-Plasmide geklonten
5-Region des LDL-Rezeptor-Gens transkribiert wurde. Jeder Probe wurde die
angegebene Menge des internen Standards (2 ul) hinzugegeben (Abbildung 2.1.). Im
vortemperierten Heizblock (Cepus-DNA-Thermal-Cycler 480; Fa. Perkin Elmer,
Vaterstetten, Deutschland) wurde die mRNA be 65°C fur 15 Minuten denaturiert.
Anschlief3end erfolgte bei 42°C zum Schutz der mRNA vor RNAse-Kontamination die
Zugabe von 2 ul (12,5 Units) RNAguard (20 mmol Hepes-KOH (pH 7,6), 50 mmol
KCL, 5 mmol Dithiothreitol, 50% Glycerin; Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland). Der
Kontrollprobe wurden 2 pl ddH,O zugegeben. Danach erfolgte fur 15 Minuten der
Bindungs-Schritt, bei dem die antisense-Oligonucleotid-Primer an den komplementéren
Abschnitt der endogenen bzw. Standard LDL-Rezeptor-mRNA binden. Nach dem
Zusatz von 2 pl (3,5 Units) AMV reverse Transkriptase (Reverse Transcriptase, AMV;
Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland), bzw. 2 pl ddH,O zur Kontrollprobe, erfolgte bei
42°C der Polymerisationsschritt. Ausgehend vom antisense-Oligonukleotid-Primer
wurde die LDL-Rezeptor-mRNA in 3'-5-Richtung in Form eines cDNA-Stranges
revers transkribiert. Nach Ablauf der Transkriptionszeit wurden die Proben kurz

zentrifugiert und bis zur Weiterverwendung auf Eis gestellt.
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2.2.5. PCR

In einem 1500 pl Eppendorf-Rohrchen wurden fir jede Probe 2,5 ul PCR-Puffer
(200 mmol Tris-Cl (pH 8,3 bel Raumtemperatur), 15 mmol MgCl,), 1 ul Polymerisation
Mix (20 mmol dATP, 20 mmol dCTP, 20 mol dGTP, 20 mmol dTTP in ddH,O
(pH 7,5); Fa Pharmacia, Freiburg, Deutschland), 0,5 pl unmarkierter sense-
Oligonukleotid-Primer (20 pmol/ul), 1,25 pl 1 molare KCl-Losung, 2,5 pl **P-sense-
Oligonukleotid-Primer (0,2 pmol/pl) und 16,25 ml ddH,O zusammenpipettiert und
gemischt. Auf Eis wurden diesem Mix fir jede Probe 1 pl Tag DNA-Polymerase
(5 unitg/pl; Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland) zugesetzt und mit einer Pipette
erneut gemischt. In die auf Eis stehenden 500 pl Réhrchen mit der cDNA aus der
reversen Transkription wurden anschlief3end jewells 25 ul des PCR-Mixes Ubertragen,
vorsichtig gemischt und erneut auf Eis gestellt. Zur Verringerung der Verdunstung
wurden vor der PCR jeweils 50 pl Mineraldl (Nujol Oil; Fa. Perkin Elmer, Vaterstetten,
Deutschland) Uber die Proben geschichtet. Anschlief3end wurde die cDNA im Cepus-
DNA-Therma-Cycler 480 (Fa Perkin Elmer, Vaterstetten, Deutschland) unter

folgenden Bedingungen amplifiziert:

Zyklen Denaturierung |Bindung Polymerisation
erster Zyklus 4' bei 94°C 2' bei 65°C |3' bei 72°C

22 folgende Zyklen |1' bei 92°C 2' bei 65°C |3'30" bei 72°C
letzter Zyklus 1' bei 92°C 2' bei 65°C |10' bei 72°C

Nach Abschlul3 der Amplifikation wurden die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei
-20°C aufbewahrt.
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2.2.6. Agar osegelelektr ophor ese

Jewells 15 ul der PCR-Produkte wurden in 500 pl Réhrchen mit 1,5 pl Laufpuffer
Typ Il (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF, 30% Glyzerin in ddH20)
Ubertragen und mit der Pipette gemischt. Anschlief3end wurden die Proben in die
Probetaschen eines 1,2%igen Agarosegels (1,2 g Agarose (Standard Low-mr; Fa. Bio-
Rad, Minchen, Deutschland), 100 ml 0,5xTBE-L6sung (0,045 Mol Tris Borat,
0,001 mol EDTA), 7 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)) pipettiert. Als Laufstandard wurde
1 ul Lambda DNA-Hind I11/f X-174 DNA-Hinc Il (Fa Pharmacia, Freiburg,
Deutschland) mit 1 pl Laufpuffer und 8 pl ddH,O versetzt. Nach ca. 60 Minuten
Laufzeit bel 80 mA und 100 V wurde das Agarosegel unter UV-Licht begutachtet und
fotografiert (Polaroid Film 667) (Abbildung 2.1.).
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Abbildung 2.1.: Agarosegelelektrophorese der Coamplifikationsprodukte aus internem
Standard und LDL-Rezeptor-mRNA. Spurbelegung interner Standard (obere Banden):
1-3,50pg; 4-6,25pg; 7-9,12,5pg; 10 - 12, 6,25 pg; 13 - 15, 3,125 pg; 16, 1,58 pg.
Spurbelegung endogene MRNA: 1 - 8 1 x 10° Lymphozyten; 9 - 16,
0,5x 10°Lymphozyten. Vergleich der Patienten P15 und P16. Spur 17,
Negativkontrolle. GroRenstandard Hind I11/f X-174 DNA-Hinc
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2.2.7. Quantifizierung der endogenen L DL -Rezeptor-mRNA mittels

internem Standard

Die Banden des internen Standards und der endogenen LDL-Rezeptor-mRNA wurden
mit einem Skalpell ausgeschnitten und in zuvor beschriftete Countergefél3e (20 ml; Fa.
Packard, Dreieich, Deutschland) gegeben. Nach Zugabe von 1 ml Natriumhypochlorid
(Fa Riedd-de-Haén, Seelze, Deutschland) wurden die Agarosegelwdrfel im
Warmeschrank bel 65°C fir 60 Minuten aufgelost. Nach Abkihlung auf
Raumtemperatur wurde unter einem Abzug jeweils 20 ml Szintillationslésung (Ultima
Gold; Fa. Packard, Dreieich, Deutschland) hinzugegeben und durch ausgiebiges
Schitteln gemischt. Nach Temperaturangleichung der Proben wurde der Zéhlvorgang
im b-Counter (A-300-C-D; Fa. Packard, Dreieich, Deutschland) gestartet. Die
jeweiligen Mittelwerte der Zerfalsergebnisse des internen Standards wurden als
Funktion der eingesetzten Menge des internen Standards in pmol rechnergestutzt
graphisch dargestellt und as Standardkurve miteinander verbunden. Anschlief3end
wurden die jeweiligen Mittelwerte der Zerfallsergebnisse der endogenen LDL-Rezeptor-

MRNA Uber die Standardkurve in pmol umgerechnet (Abbildung 2.2.).
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Abbildung 2.2.: Quantifizierung der lymphozytaren LDL-Rezeptor-mRNA zweer
Probanden Uber die Kurve des internen Standards. Quantifiziert wurde jewells die LDL-
Rezeptor-mRNA aus 0,5 und 1 x 10° Lymphozyten.

2.3. Klinische Probandenklassifikation

2.3.1. Normocholesterinamische Probanden

Hierbei handelte es sich um zufdllig ausgewahlte Probanden ohne Hinweise auf
kardiovaskuldre Risikofaktoren. Zu den erhobenen Daten gehdrten neben der
bestimmten LDL-Rezeptor-mRNA Alter, Geschlecht und klinische Laborparameter.
Bestimmt wurden Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, VLDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin und Triglyceride. Zur Studie wurden nur Probanden herangezogen, deren

Gesamtchol esterin-K onzentration unter 240 mg/dl lag.
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2.3.2. Hyper cholesterindmische Probanden

Zur Studie wurden in der Lipidambulanz des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf bekannte hypercholesterinamische Patienten herangezogen, bei denen sich
der Vedacht auf eine familidre Hypercholesterinamie ergab. Alle, bis auf eine
Probandin standen entweder unter diétetischer oder medikamentdser lipidsenkender
Therapie mit Lovastatin, Simvastatin oder Cholestyramin von unterschiedlicher Dauer.
Zu den erhobenen Patientendaten gehorten neben der bestimmten LDL-Rezeptor-mRNA
personliche Daten, Eigen- und Familienanamnese, koérperlicher Untersuchungsstatus
und Kklinische Laborparameter. Die personlichen Daten umfassten Alter und
Geschlechtsangaben. Die Eigenanamnese beinhaltete den Gesamtcholesterinwert vor
Therapiebeginn, die Therapieart, die Therapiedauer und die Frage nach dem Vorliegen
einer koronaren Herzkrankheit. Die Familienanamnese umfalite Fragen nach
Vorkommen von kardiovaskuléren Ereignissen und deren Risikofaktoren, insbesondere
dem Vorliegen von Hypercholesterinamien. Beziglich des korperlichen
Untersuchungsstatus interessierte besonders das Vorliegen von tendinésen Xanthomen,
Xanthelasmen oder Arcus lipoides corneae as klinische Zeichen einer familidren
Hypercholesterinamie. Der  Lipidstatus umfadte die Bestimmung von
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin, VLDL-Cholesterin,
Triglyceriden, Apolipoprotein B, Lipoprotein(a) und Apolipoprotein E. Zum Ausschluf3
einer sekunddren Genese der Hyperlipoproteinamie durch Leber-, Nieren- oder
Schilddriisenerkrankungen wurden neben dem Lipidstatus Transaminasen, Elektrolyte,

Retentionsparameter und Schilddriisenfunktionswerte bestimmt.

Auf der Grundlage aller oben genannten Daten wurden die hypercholesterindmischen
Probanden in zwel Gruppen klassifiziert:

Patienten mit klinisch diagnostizierter familiérer Hypercholesterinamie

Patienten mit klinisch diagnostizierter polygener Hypercholesterindmie
Die klinische Diagnose einer familiagren Hypercholesteridmie wurde gestellt, wenn das
Gesamtcholesterin vor oder unter Therapie >300 mg/dl betrug und zusétzlich

entweder eine positive Familienanamnese

oder typische klinische Zeichen einer familiéren Hypercholesterindmie

vorhanden waren.
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Als positive Familienanamnese wurde das Vorliegen eines Myokardinfarktes bei
mindestens einem Verwandten 1. Grades unter 55 Jahren gewertet. Typische klinische
Zeichen einer familidren Hypercholesterindmie lagen vor, wenn tendindse Xanthome
und eventuell zusdtzlich Xanthelasmen und/oder Arcus lipoides corneae nachweisbar
waren. Xanthelasmen oder Arcus lipoides corneae ohne tendindse Xanthome wurden als

nicht typische klinische Zeichen einer familidren Hyperchol esterinamie gewertet.

2.4. Statistische Analyse

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt. Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-
Whitney-Wilcoxon-U-Test, dem Fisher-Exact-Test und dem Korrelations-K oeffizienz-
Test nach Spearman berechnet. Das Signifikantsniveau lag bei p<0,05.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

3.1.1. Klassifikation der Patienten

Insgesamt wurden 50 Patienten mit Hypercholesterindmie aus der Lipidambulanz des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zu den Untersuchungen herangezogen und
nach oben genannten Kriterien in zwel Gruppen klassifiziert:

Patienten mit klinisch diagnostizierter familidrer Hypercholesterindmie

Patienten mit klinisch diagnostizierter polygener Hyperchol esterindmie

Eine familidre Hypercholesterindmie wurde bei 18 Patienten klinisch diagnostiziert
(Tabelle 3.1.). Alle Patienten hatten ein Gesamtcholesterin >300 mg/dl. 3 Patienten
wiesen zusétzlich eine positive Familenanamnese und typische klinische Zeichen auf.
Weitere 10 Patienten hatten zusétzlich eine positive Familienanamnese. 1 Patient wies
neben dem erhdhten Gesamtcholesterin typische klinische Zeichen und eine koronare
Herzkrankheit auf. Weitere 4 Patienten hatte neben erhohtem Gesamtcholesterin
zusétzlich typische klinische Zeichen (Anhang - Tabelle 2).
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Patienten mit famili&rer Hypercholesterindmie:
Anzahl|Anteil| Gesamtcholesterin |FA| typische [KHK| Patientennummern

(n) (%) >300 mg/dl klinische
Zeichen

3 17 + + + - (37, 46, 50

10 56 + + - - |4,7,15,19, 24, 32,

38, 42,52, 58
6 + - + + |13
4 22 + - + - |20, 31, 53,54
18 100

Tabelle 3.1.: Zusammenfassung der Vertellung der Klassifikationskriterien in der

Patientengruppe mit familidrer Hypercholesterinamie.

FA = Familienanamnese, + = positiv, - = negativ, positive Familienanamnese bedeutete mindestens ein
Verwandter 1. Grades mit Myokardinfarkt vor dem 55. Lebengahr; typische klinische Zeichen einer
familidren Hypercholesterindmie waren tendintse Xanthome und evtl. zusétzlich Xanthlasmen und Arcus
lipoides; Patientennummer = chronologische Folgenummer der in dieser Arbeit untersuchten Patienten.

Eine polygene Hypercholesterindmie wurde bel 32 Patienten klinisch diagnostiziert
(Tabelle 3.2.). 1 Patient hatte eine positive Familienanamnese und eine koronare
Herzkrankheit, das Gesamtcholesterin war jedoch unter 300 mg/dl und der Patient wies
keine typischen klinischen Zeichen fir familidre Hypercholesterindmie auf. Eine
78jdhrige Patientin hatte ein Gesamtcholesterin von >300mg/dl und eine koronare
Herzkrankheit, wies jedoch keine typischen klinischen Zeichen fur familidre
Hypercholesterindmie auf. Die Familienanamnese ist unbekannt. Weitere 13 Patienten
wiesen lediglich Gesamtcholesterinwerte >300 mg/dl auf. Eine positive
Familienanamnese, koronare Herzkrankheit oder typische klinische Zeichen fir
familiare Hypercholesterinamie lagen nicht vor. Bei 2 Patienten lagen typische klinische
Zeichen fur familiére Hyperachol esterinamie ohne Gesamtchol esterinwerte >300 mg/dl,
positive Familienanamnese oder koronare Herzkrankheit vor. Weitere 4 Patienten hatten
eine  koronare Herzkrankheit, jedoch keine positive Familienanamnese,
Gesamtcholesterinwerte >300 mg/dl, oder typische klinische Zeichen fir familidre
Hypercholesterinamie. Bel 11 Patienten lagen weder Gesamtcholesterinwerte
>300 mg/dl, noch positive Familienanamnese, typische klinische Zeichen fur familidre

Hypercholesterrinamie oder koronare Herzkrankheit vor (Anhang - Tabelle 3).
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Patienten mit polygener Hypercholesterinamie:
Anzahl| Anteil | Gescholesterin | FA | typische | KHK | Patientennummern
(n) (%) >300 mg/di klinische
Zeichen
1 3 - + - + (39
1 3 + unbek. - + |14
13 41 + - - - |5,11, 12, 23, 27,
28, 30, 35, 36, 45,
48, 51, 55
6 - - + - 13,33
13 - - - + |9, 10, 25, 34
11 34 - - - - 16,8, 16, 21, 22, 26,
40, 41, 44, 56, 57
32 100

Tabelle 3.2.: Zusammenfassung der Vertellung der Klassifikationskriterien in der

Patientengruppe mit klinisch diagnostizierter polygener Hypercholesterinamie.

FA = Familienanamnese, + = positiv, - = negativ, positive Familienanamnese bedeutete mindestens ein
Verwandter 1. Grades mit Myokardinfarkt vor dem 55. Lebengahr; typische klinische Zeichen einer
familidren Hypercholesterindmie waren tendintse Xanthome und evtl. zusétzlich Xanthlasmen und Arcus
lipoides; Patientennummer = chronol ogische Folgenummer der in dieser Arbeit untersuchten Patienten.

In der Gruppe mit familidrer Hypercholesterinamie (18 Patienten, 100%) waren
11 Patienten (61%) mannlich und 7 Patienten (39%) weiblich. In der Gruppe mit
polygener Hypercholesterinamie waren 19 Patienten (59%) ménnlich und 13 Patienten
(41%) weiblich, so dal3 eine vergleichbare Geschlechtsverteilung mit leichtem

Uberwiegen der mannlichen Patienten in beiden Patientengruppen vorlag.

In der Gruppe mit familiérer Hypercholesterindmie hatte die Mehrheit der Patienten eine
positive Familienanamnese. Hingegen war in der Gruppe mit polygener
Hypercholesterindmie die Familienanamnese fast ausschliefdlich negativ. Bei einer
Patientin dieser Gruppe blieb die Familienanamnese unklar. Der Unterschied zwischen
beiden Gruppen war hoch signifikant (p<0,00001) (Tabelle 3.3.).
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Familienanamnese

Patientengruppe | positiv [n] | negativ [n]
FH 13 (72,2%)| 5 (27,8%) |18 (36,7%)
PH 2 (6,5%) |29 (93,5%) |31 (63,3%)
15 (30,6%)|34 (69,4%)|49 (100%) | Signifikanz: | <0,00001

Tabelle 3.3.: Vergleich der Verteillung positiver Familienanamnesen zwischen beiden
Patientengruppen.

In der Gruppe mit familigrer Hypercholesterinamie war die Familienanamnese
Uberwiegend positiv, in der Guppe mit polygener Hypercholesterindmie berwiegend
negativ. Dieser Unterschied war hoch signifikant (p<0,00001).

Die Familienanamnese galt as positiv, wenn ein Verwandter 1. Grades vor dem 55. Lebengjahr einen
Myokardinfarkt oder einen Apoplex erlitten hatte.

FH = Famlilidre Hypercholesterinémie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Signifikanz wurde mit dem Fisher’' s-Exact-Test berechnet; das Signifikanzniveau war p<0,05.

Typische klinische Zeichen fur familiare Hypercholesterindmie lagen in der Gruppe mit
familiarer Hypercholesterindmie bei etwas weniger als der Hélfte der Patienten vor, in
der Gruppe mit polygener Hypercholesterindmie bei lediglich 2 Patienten. Auch dieser
Unterschied war hoch signifikant (p=0,00227) (Tabelle 3.4.).

Klinische Zeichen
Patientengruppe positiv negativ
FH 8 (44,4%) |10 (55,6%)| 18 (36%)
PH 2 (6,3%) |30 (93,8%)| 32 (64%)
10 (20%) | 40 (80%) |50 (100%) | Signifikanz: | 0,00227

Tabelle 3.4.: Vergleich der Verteilung typischer klinischer Zeichen fur familidre
Hyperchol esterinamie in beiden Patientengruppen.

In der Gruppe mit familiarer Hyprcholesterindmie wies fast die Halfte der Patienten
typische klinische Zeichen auf, in der Gruppe mit polygener Hypercholesterinamie nur

6,3%. Dieser Unterschied war hoch signifikant (p=0,00227).

Typische klinische Zeichen fur familidre Hyprcholesterindmie waren tendindse Xanthome und evtl.
zusétzlich Xanthlasmen und Arcus lipoides.

FH = Famlilidre Hyperchol esterinédmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Signifikanz wurde mit dem Fisher’ s-Exact-Test berechnet; das Signifikanzniveau war p<0,05.
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Eine koronare Herzkrankheit lag in beiden Patientengruppen selten vor. In der Gruppe
mit familidrer Hypercholesterinamie nur bei einem Patienten, in der Gruppe mit
polygener Hypercholesterindmie bei fast einem Flnftel der Patienten. Der Unterschied
war jedoch nicht signifikant (p=0,39776) (Tabelle 3.5.).

KHK
Patientengruppe positiv negativ
FH 1(5,6%) |17 (94,4%)| 18 (36%)
PH 6 (18,8%) |26 (81,3%)| 32 (64%)
7 (14%) | 43 (86%) |50 (100%) | Signifikanz: | 0,39776

Tabelle 3.5.: Vergleich des Vorliegens einer koronaren Herzkrankheit in beiden
Patientengruppen.

Eine koronare Herzkrankheit war in der Gruppe mit polygener Hypercholesterinamie
haufiger, als in der Gruppe mit familiarer Hypercholesterinamie, jedoch nicht
signifikant (p=0,39776).

FH = Famlilidre Hyperchol esterinédmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Signifikanz wurde mit dem Fisher’ s-Exact-Test berechnet; das Signifikanzniveau war p<0,05.

Alle bis auf eine Patientin hatten bis zum Zeitpunkt der Wiedervorstellung im Rahmen
dieser Arbeit in der Lipidambulanz der Medizinischen Klinik des Universitétsklinikums
Hamburg-Eppendorf
unterschiedlicher Dauer durchgefihrt (Anhang - Tabelle 2 und 3). Die Verteilung der

entweder ene medikamentdose oder didtetische Therapie

Therapieformen war in beiden Patientengruppen gleichméliig (p=1,00000) (Tabelle
3.6.).
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Therapieform

Patientengruppe | Medikament Diat

FH 9 (50%) | 9 (50%) |18 (36,7%)

PH 15 (48,4%) |16 (51,6%)|31 (63,3%)

24 (49%) | 25 (51%) |49 (100%) | Signifikanz: [1,00000

Tabelle 3.6.: Vergleich der Therapieformen in beiden Patientengruppen.

Die Patienten hatten bis zum Zeitpunkt der Wiedervorstellung im Rahmen dieser Arbeit
in der Lipidambulanz der Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf entweder eine medikamentdse oder eine diétetische Therapie durchgefiihrt.

Die Verteilung der Therapieformen war in beiden Gruppen gleichméfiig (p=1,00000).
FH = Famlilidre Hypercholesterinémie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.
Die Signifikanz wurde mit dem Fisher’ s-Exact-Test berechnet; das Signifikanzniveau war p<0,05.

Vor Therapiebeginn wurde das Gesamtchol esterin bestimmt. Unter der Therapie wurden
zum Zeitpunkt der Wiedervorstellung im Rahmen dieser Arbeit neben
Gesamtcholesterin LDL-, HDL- und VLDL-Cholesterin, Triglyceride, Apolipoprotein
B, Apolipoprotein E, Lipoprotein(a) und LDL-Rezeptor-mRNA bestimmit.

Die Apolipoprotein-E-Genotyp-Verteilung beider Patientengruppen zeigte geringe
Unterschiede. In beiden Patientengruppen war Apolipoprotein E-3/E-3 die haufigste
Variante, gefolgt von Apolipoprotein E-3/E-4. Wéhrend in der Gruppe mit familiarer
Hypercholesterinamie Apolipoprotein E-3/E-3 und Apolipoprotein E-3/E-4 &hnlich
haufig vorlagen, war Apolipoprotein E-3/E-3 in der Gruppe mit polygener
Hypercholesterinamie mehr als doppelt so héufig vorhanden als Apolipoprotein
E-3/E-4. Apolipoprotein E-4/E-4 und Apolipoprotein E-2/E-3 waren in beiden Gruppen
ahnlich haufig verteilt. Apolipoprotein E-2/E-4 fehlte in der Gruppe mit familiérer
Hypercholesterindmie, wahrend Apolipoprotein E-2/E-2 in keiner der Gruppen vorlag
(Tabelle 3.7.).
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FH PH
Apo E-Genotyp [n] (%)
E-2/E-2 - -
E-2/E-3 1 (5) 2 (7)
E-2/E-4 - 1 (3)
E-3/E-3 9 (45) 18 (60)
E-3/E-4 8 (40) 8 (27)
E-4/E-4 2 (10) 1 (3)

Tabelle 3.7.: Apolipoprotein E-Genotyp Verteillung in beiden Patientengruppen.

In beiden Patientengruppen waren Apolipoprotein E 3/3 und Apolipoprotein E 3/4 am
haufigsten und in der Patientengruppe mit familiarer Hypercholesterindgmie anndhernd
gleich héaufig. In der Patietengruppe mit polygener Hypercholesterinamie war

Apolipoprotein E 3/3 jedoch fast doppelt so haufig wie Apolipoprotein E 3/4.
FH = Famlilidre Hyperchol esterindmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Beim Vergleich der Mittelwerte quantitativ bestimmter Parameter der beiden
Patientengruppen zeigten sich in der Gruppe mit familiarer Hypercholesterindmie
gsignifikant hothere Werte im Gesamtcholesterin  ohne lipidsenkende Therapie
(p=0,0014), im Gesamtcholesterin unter lipidsenkender Therapie (p=0,007) und am
deutlichsten im LDL-Cholesterin unter Therapie (p=0,0006). Die Triglyceridwerte unter
Therapie waren deutlich niedriger, die VLDL-Cholesterinwerte unter Therapie, die
HDL-Cholesterinwerte unter Therapie sowie das Alter leicht niedriger, als in der
Gruppe mit polygener Hypercholesterindmie, jedoch fur keinen Parameter signifikant.
Die Altersverteilung beider Gruppen wa homogen (Abbildung 3.1.). Die
Apolipoprotein B- und Lipoprotein(a)-Werte unter Therapie lagen in der Gruppe mit
familiarer Hypercholesterindmie nicht signifikant hoher, als in der Gruppe mit
polygener Hypercholesterinamie. Die deutlich hohere, jedoch nicht signifikante
Therapiezeit in der Gruppe mit polygener Hypercholesterindmie kam durch einige
Patienten (5, 21, 28, 30, 35, 57) zustande, die schon jahrelang unter bestimmter
medikamentdser Therapie standen, als sie sich im Rahmen dieser Arbeit erneut in der
Lipidambulanz vorstellten (Tabelle 3.8.).
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Parameter Patientengruppe | Patientengruppe | Signifikanz der
mit FH mit PH Differenz

n MW (S) n MW (S) (2-tailed-p)

Alter [Jahre] 18| 40,9 (15,4) |32 | 46,1 (16,7) 0,3681

Therapiezeit [Wochen] 18| 10,4 (12,8) | 30| 48,3 (89,9) 0,1422

Gesamtcholesterin vor 17| 338,8 (61,1) | 29 | 282,7 (43,8) 0,0014
Therapie [mg/dl]

Gesamtcholesterin unter |18 299,3 (59,1) | 32| 255,6 (60,2) 0,007
Therapie [mg/dl]

LDL-Cholesterin unter 18| 232,1 (59,6) | 30| 175,0 (44,9) 0,0006
Therapie [mg/dl]

HDL-Cholesterin unter 18| 45,6 (18,6) |32 | 46,4 (17,3) 0,7386
Therapie [mg/dl]
VLDL-Cholesterinunter |17| 21,6 (5,6) |29 25,5 (13,4) 0,6567
Therapie [mg/dl]
Triglyceride unter 18| 113,1(34,7) | 32|171,1 (185,3) 0,5376

Therapie [mg/dl]

Apolipoprotein B unter 18| 179,3 (45,6) | 30| 173,0 (43,5) 0,3597
Therapie [mg/dl]

Lipoprotein(a) unter 18| 25,9(20,8) | 27| 19,3 (16,8) 0,1407
Therapie [mg/dl]

Tabelle 3.8.: Vergleich quantitativer Grof3en zwischen beiden Patientengruppen.

Die Unterschiede der Konzentrationen des Gesamtcholesterins vor Therapie
(p=0,0014) und unter Therapie (p=0,007) sowie des LDL-Cholesterins unter Therapie
(p=0,0006) zwischen beiden Patientengruppen waren hoch signifikant.

FH = Famlilidre Hypercholesterinamie, PH = Polygene Hypercholesterindmie, MW = Mittelwert, S =
Standardabweichung.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanzen der Lageunterschiede der Gréfen wurden mit
dem Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.
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Abbildung 3.1.: Altersverteilung beider Patientengruppen.

Die Altersverteilung war in beiden Gruppen homogen.
Die Werte sind in aufsteigender Reihenfolge sortiert.
FH = Famlilidre Hyperchol esterindmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Hinsichtlich der Effektivitdt von medikamentoser und diétetischer Therapie in Form von
Senkung der Gesamtcholesterin-Konzentration gab es deutliche Unterschiede.
Berechnet wurden die Differenzen der Gesamtcholesterin-Konzentrationen vor
Therapiebeginn und unter Therapie zum Zeitpunkt der Wiedervorstellung im Rahmen
dieser Arbeit. Bel der Gesamtbetrachtung beider Patientengruppen wurden 21 Patienten
(42%) mit medikamentdser Therapie in die Berechnung einbezogen. Bei diesen
Patienten kam es bis zum Zeitpunkt der Wiedervorstellung im Rahmen dieser Arbeit zur
durchschnittlichen Absenkung der Gesamtcholesterin-Konzentration von 65 mg/dl. Bei
3 weteren Patienten (6%) mit medikamentoser Therapie lagen keine
Gesamtcholesterinwerte vor Therapiebeginn vor. Weitere 25 Patienten (50%) standen
unter didtetischer Therapie und bel diesen Patienten kam es zur durchschnittlichen
Absenkung der Gesamtcholesterin-Konzentration von 1,5 mg/dl. Dieser Unterschied in
der Gesamtcholesterin-K onzentrationssenkung unter medikamentdser und diétetischer

Therapie im gesamten Patientenkollektiv war hoch signifikant (p<0,0001) (Abbildung
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3.2. und 3.3.). 36% der Patienten unter didtetischer Therapie und 10% der Patienten
unter medikamenttser Therapie entwickelten einen Anstieg der Gesamtcholesterin-
Konzentration (Abbildung 3.2.). Eine Patientin (34) (2%) stand zum Zeitpunkt der

Vorstellung im Rahmen dieser Arbeit unter keiner lipisenkenden Therapie.
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Abbildung 3.2.: Vergleich der Differenz der Gesamtcholesterin-Konzentrationen vor
und unter Therapie zwischen Patienten mit medikamentdser und Patienten mit
di&tetischer Therapie.

Die medikamenttse Therapie fiuhrte zu hoch signifikant starkeren Absenkungen der
Gesamtchol esterin-Konzentrationen als die diatetische Therapie und war somit weitaus
effektiver (p<0,0001).

Die Werte der Gesamtchol esterin-Differenzen sind in absteigender Reihenfolge sortiert.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanz der Lageunterschiede der Grof3en wurde mit dem
Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.

Beim Vergleich der Differenz der Gesamtcholesterin-Konzentrationen zwischen den
Patientengruppen und gleicher Therapieart waren die Unterschiede unwesentlich.
Sowohl unter didtetischer (p=0,3801) als auch unter medikamenttser Therapie
(p=0,4046) kam es zwischen den Patienten mit familidrer und denen mit polygener
Hypercholesterinamie nicht zu signifikanten Unterschieden in der Absenkung des

Gesamtchol esterinspiegels unter der jewelligen Therapie (Abbildung 3.3.).
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Abbildung 3.3.: Effekt von medikamenttser und diétetischer Therapie bei Patienten mit
familidrer und polygener Hypercholesterinamie.

In beiden Patientengruppen war die medikamenttse Therapie wesentlich effektiver als
die diatetische (p<0,0001). Sowohl unter didtetischer Therapie (p=0,3801) als auch
unter medikamentdser Therapie (p=0,4046) kam es zwischen den Patienten mit
familiarer und polygener Hypercholesterinamie nicht zu signifikanten Unterschieden in
der Absenkung des Gesamtchol esterinspiegels.

Die Patienten sind nach den Werten des Gesamtcholesterins unter Therapie in absteigender Reihenfolge
sortiert.

FH = Famliligre Hypercholesterinédmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanzen der Lageunterschiede der GrofRen wurden mit
dem Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.
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3.1.2. LDL -Rezeptor-mRNA

Die Konzentrationen der LDL-Rezeptor-mRNA aus Lymphozyten der Patienten wurden
mittels quantitativer RT-PCR wie in Kapitel 2 beschrieben bestimmt. Sowohl in der

Gruppe mit familidrer Hypercholesterindmie als auch in der Gruppe mit polygener

Hypercholesterindmie zeigte sich zwischen den LDL-Rezeptor-mRNA-K onzentrationen
kein signifikanter Unterschied (p=0,5853 bei 1x10° Lymphozyten, p=0,6314 bei
0,5x10° Lymphozyten). Die Mittelwerte waren anndhernd gleich (Tabelle 3.9.). In

beiden Gruppen zeigten sich Patienten, deren LDL-Rezeptor-mRNA-Werte deutlich

Uber denen der Ubrigen Patienten dieser Gruppen lagen (Nr. 4, 6, 13) (Abbildung 3.4.).

Parameter Patientengruppe mit| Patientengruppe |Signifikanz der
FH mit PH Differenz
n MW (S) n MW (S) (2-tailed-p)

LDL-R-mRNA 18 2,3(2,9) 32 1,9 (1,4) 0,6134
(0,5x10°Lympho

-zyten)[10°pmol]

LDL-R-mRNA 18 5,0 (8,3) 32 3,4 (3,6) 0,5853
(1,Ox106Lympho

-zyten)[10°pmol]

Tabelle 3.9.: Vergleich der LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen zwischen Patienten
mit familidrer und polygener Hypercholesterinamie.
Zwischen den LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen beider Patientengruppen waren
die Unterschiede nicht signifikant.

FH = Famlilidre Hypercholesterindmie, PH =
S = Standardabwei chung.
Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanz der Lageunterschiede der Grof3en wurde mit dem
Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.

Polygene Hypercholesterinamie, MW = Mittelwert,
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Abbildung 34.: Vergleich der L DL-Rezeptor-mRNA-K onzentrationen
(1x10° Lymphozyten) ~ zwischen Patienten mit familidrer und  polygener
Hyperchol esterindmie.

Die Konzentrationen der LDL-Rezeptor-mRNA von Patienten mit familiarer und
polygener Hypercholesterinamie tberlappten weitgehend (p=0,5853).

Die Werte der LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen sind in absteigender Reihenfolge sortiert.

FH = Famlilidre Hyperchol esterinédmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanz der Lageunterschiede der GrofRen wurde mit dem
Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.

3.1.3. LDL -Rezeptor-Aktivitat und L DL -Cholesterin

Die Gruppe mit familidrer Hypercholesterindmie und die Gruppe mit polygener
Hyperchol esterindmie unterschieden sich in der Beziehung zwischen der LDL-Rezeptor-
Aktivitét der Lymphozyten und dem Serum-LDL-Cholesterin deutlich. In der Gruppe
ohne Rezeptordefekt bestand zwischen Hohe des LDL-Cholesterins und Konzentration
der LDL-Rezeptor-mRNA eine signifikante negative Korrelation (p=0,031 bel
1x10° Lymphozyten). Hingegen lag in der Gruppe mit familidrer Hypercholesterinamie
keine signifikante Korrelation zwischen LDL-Rezeptor-mRNA- und LDL-Cholesterin-
Konzentration vor (p=0,81 bei 1x10° Lymphozyten). In dieser Patientengruppe betrugen
die LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen bei 1x10° Lymphozyten ca. 2x10°° pmol.
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Zwei Patienten (Nr. 4 und 13) ragten aus dieser Gruppe deutlich heraus und wiesen
Werte von 11,12x10° und 8,19x10 pmol auf (Abbildung 3.5.).
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Abbildung 3.5.: Korrelation zwischen Serum-LDL-Cholesterin und LDL-Rezeptor-
mRNA  (1x10° Lymphozyten) bei Patienten mit familiZrer und polygener
Hyperchol esterindmie.

Bei Patienten mit familiérer Hypercholesterindmie zeigte sich keine Beziehung zwischen
LDL-Cholesterin und LDL-Rezeptor-mRNA (p=0,810). Bei Patienten mit polygener
Hypercholesterindmie zeigte sich hingegen eine signifikante negative Korrelation
zwischen LDL-Cholesterin und LDL-Rezeptor-mRNA (p=0,031).

FH = Famlilidre Hypercholesterinémie, PH = Polygene Hypercholesterindmie.

Die Korrelationen wurden mit SPSS nach Spearman Correlation Coefficients ermittelt, das
Signifikantsniveau lag bei p<0,05.

3.1.4. LDL -Rezeptor -Aktivitat und ander e Serumlipidpar ameter

Zwischen Gesamtcholesterin und LDL-Rezeptor-mRNA zeigte sich bel den Patienten
ohne LDL-Rezeptordefekt ebenfalls eine negative Korrelation, die jedoch nicht
signifikant war (p=0,236 bei 1x10° Lymphozyten). In der Gruppe mit familidrer
Hypercholesterindmie bestand keine Beziehung zwischen Gesamtcholesterin und LDL-

Rezeptor-mRNA (p=0,817 bei 1x10° Lymphozyten) (Daten nicht dargestellt).
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Zwischen HDL-Cholesterin, VLDL-Cholesterin, Triglyceriden, Apolipoprotein B sowie
Lipoprotein(a) einerseits und LDL-Rezeptor-mRNA andererseits zeigte sich sowohl bei
den Patienten mit familidrer Hypercholesterinamie, als auch bei den Patienten mit
polygener Hypercholesterinamie kein Anhalt fir eine Beziehung (Daten nicht
dargestellt).

3.1.5. LDL -Rezeptor-Aktivitat und Alter

Ebenso ergab sich fur die LDL-Rezeptor-mRNA beider Patientengruppen keine
Korrelation mit dem Alter (Abbildung 3.6.). In der Patientengruppe mit familidrer
Hyperchol esterinamie betrug der Korrelationskoeffizient p=0,980 (1x10° Lymphozyten)
und in der Patientengruppe mit polygener Hypercholesterinamie p=0,935
(1x10° Lymphozyten).
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Abbildung 3.6.: Korrelation zwischen Alter und LDL-Rezeptor-mRNA
(1x10° Lymphozyten) bei Patienten mit familidrer (p=0,980) und polygener (p=0,935)
Hypercholesterinamie.

Bei beiden Patientengruppen zeigte sich kein Anhalt fir eine Beziehung zwischen LDL-
Rezeptor-mRNA-Konzentration und Alter.

FH = Famlilidre Hyperchol esterindmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Korrelationen wurden mit SPSS nach Spearman Correlation Coefficients ermittelt, das
Signifikantsniveau lag bei p<0,05.

3.1.6. LDL -Rezeptor -Aktivitadt und Geschlecht

Auch hinsichtlich der homogenen Geschlechtsverteilung zeigten sich sowohl bel den
Patienten mit familidrer Hypercholesterinamie (p=0,4414 bei 1x10° Lymphozyten) as
auch bei den Patienten mit polygener Hypercholesterindmie (p=0,7735 bei
1x10° Lymphozyten) keine signifikanten Unterschiede in der Héhe der LDL-Rezeptor-
MRNA-Konzentrationen der Lymphozyten (Abbildung 3.7. und 3.8.).
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Abbildung 3.7.: Vergleich der L DL-Rezeptor-mRNA-K onzentrationen
(1x10° Lymphozyten) zwischen méannlichen und weiblichen Patienten mit familidrer
Hyperchol esterinamie.

Die Konzentrationen der LDL-Rezeptor-mRNA von méannlichen und weiblichen
Patienten Uberlappten weitgehend (p=0,4414).

Die Werte der LDL-Rezeptor-mRNA sind in absteigender Reihenfolge sortiert.

FH = Famliligre Hyperchol esterinémie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanz der Lageunterschiede der Grof3en wurde mit dem
Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.
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Abbildung 38.: Vergleich der L DL-Rezeptor-mRNA-K onzentrationen
(1x10° Lymphozyten) zwischen mannlichen und weiblichen Patienten mit polygener
Hypercholesterinamie.

Die Konzentrationen der LDL-Rezeptor-mRNA von mannlichen und weiblichen

Patienten Uberlappten weitgehend (p=0,7735).

Die Werte der LDL-Rezeptor-mRNA sind in absteigender Reihenfolge sortiert.

FH = Famlilidre Hyperchol esterindmie, PH = Polygene Hyperchol esterindmie.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanz der Lageunterschiede der GrofRen wurde mit dem
Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.

3.1.7. LDL -Rezeptor -Aktivitat und medikamentdse bzw. diatetische
Therapie

Wie oben beschrieben standen alle bis auf eine Patientin entweder unter diatetischer
oder medikamentOser lipidsenkender Therapie mit Simvastatin, Lovastatin oder
Cholestyramin von unterschiedlicher Dauer (Anlage - Tabelle 2 und 3) und stellten sich

im Rahmen dieser Arbeit erneut in der Lipidambulanz vor.
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In der Gruppe mit familidrer Hypercholesterinamie standen 9 Patienten (50%) unter
medikamenttser und weitere 9 Patienten (50%) unter diétetischer Therapie. In der
Gruppe mit polygener Hypercholesterindmie standen 15 Patienten (48%) unter
medikamenttser und 16 Patienten (52%) unter didtetischer Therapie (Tabelle 3.6.). In
der Gruppe mit familidrer Hypercholesterindmie hatten zwei Patienten unter
medikamenttser Therapie deutlich hohere LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen als
jene unter didtetischer Therapie. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant
(p=0,2004). In der Gruppe mit polygener Hypercholesterinamie ergaben sich
hinsichtlich der Therapieart ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der Hohe der
L DL-Rezeptor-mRNA-K onzentrationen (p=0,3845) (Abbildung 3.9. und 3.10.).
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Abbildung 3.9. Vergleich der L DL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen
(1x10° Lymphozyten) in der Gruppe mit familigrer Hypercholesterinamie zwischen
Patienten mit medikamentoser und diétetischer Therapie.

Die LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen von Patienten mit diatetischer und
medikamenttser Therapie Uberlappten weitgehend (p=0,2004).

Die Werte der LDL-Rezeptor-mRNA sind in absteigender Reihenfolge sortiert.

FH = Famlilidre Hyperchol esterindmie.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanz der Lageunterschiede der GrofRen wurde mit dem
Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.
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Abbildung 3.10.: Vergleich der L DL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen
(1x10° Lymphozyten) in der Gruppe mit polygener Hypercholesterinamie zwischen
Patienten mit medikamentoser und diétetischer Therapie.

Die LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen von Patienten mit diatetischer und
medikamenttser Therapie Uberlappten weitgehend (p=0,3845).

Die Werte der LDL-Rezeptor-mRNA sind in absteigender Reihenfolge sortiert.

PH = Polygene Hyperchol esterinémie.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanz der Lageunterschiede der GrofRen wurde mit dem
Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.

3.2. Gesamtkollektiv

Das Gesamtkollektiv setzte sich aus dem oben beschriebenem Patientenkollektiv und
Probanden mit niedrigen bis durchschnittlichen Cholesterinwerten zusammen (im
Folgenden als Normal personen bezeichnet) (Kapitel 2.1. und 2.3.1., Anhang Tabelle 1).

3.2.1. Unter schiede zwischen Nor malper sonen und Patientengr uppen

Die Normalpersonen unterschieden sich in alen quantitativ bestimmten Parametern

hoch signifikant von beiden Patientengruppen (Tabelle 3.10.). Die Normalpersonen
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waren wesentlich jinger, als das Patientenkollektiv (Abbildunlg 3.11.). Das
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, VLDL-Cholesterin und die Triglyceride waren
deutlich niedriger, das HDL-Cholesterin deutlich hdher alsin beiden Patientengruppen.

Parameter | Normalpersonen | Pat. mit PH Pat. mit FH | Sign. d. Diff.
n MW (S) n MW (S) n| MW(S) | (2-Tailed-P)

Alter [Jahre] |21| 29,8(7,9) | - - 18 40,9 (15,4) 0,0017

Ges. Chol. |21 171,6 (29,6) | - - 18| 299,3 <0,0001

[mg/dl] (59,1) *1)

LDL-Chol. |21 102,5(26,5) | - - 18| 232,1 <0,0001

[mg/dl] (59,6) *1)

HDL-Chol. 21| 53,2 (12,7) | - - 18 45,6 g18,6) 0,0345

[mg/dI] x4

VLDL-Chol. |21| 15,9 (7,2) | - - 17| 21,6 g5,6) 0,0036

[mg/dl] *1

Triglyceride |21| 77,4 (29,2) | - - 18| 1131 0,0014

[mg/dl] (34,7)

Alter [Jahre] |21 | 29,8(7,9) |[32| 46,1 (16,7) | - - 0,0001

Ges. Chol. |21 171,6 (29,6) |32|255,6 g60,2) - - <0,0001

[mg/dI] *l

LDL-Chol. |21 102,5 (26,5) |30(175,0 g44,9) - - <0,0001

[mg/dl] *1

HDL-Chol. |21| 53,2 (12,7) |32]| 46,4 (117,3) - - 0,0198

[mg/di] *1)

VLDL-Chol. |21| 15,9 (7,2) [29| 25,5 (113,4) - - 0,0027

[mg/dl] *1)

Triglyceride (21| 77,4 (29,2) (32 1711 - - 0,0007

[mg/di] (185,3) *V

*D unter Therapie

Tabelle 3.10.: Vergleich quantitativer Grofen zwischen den Normalpersonen und
beiden Patientengruppen.

Bei allen quantitativen Groél3en bestanden hoch signifikante Unter schiede zwischen den
Normalpersonen und beiden Patientengruppen. In der Gruppe der Normal personen
waren Alter, Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, VLDL-Cholesterin und Triglyceride
hochsignifikant niedriger, HDL-Cholesterin war hoch signifikant hther als in beiden

Patientengruppen.

Pat. = Patienten, FH = Famlilidre Hypercholesterindmie, PH = Polygene Hypercholesterindmie, Sig. d.
Diff. = Signifikanz der Differenz, MW = Mittelwert, S = Standardabweichung, Ges.Chol. =
Gesamtchol esterin.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanzen der Lageunterschiede der GrofRen wurden mit
dem Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.
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Abbildung 3.11.: Altersverteilung von Normal personen und Patientenkollektiv.
Die Altersverteilung im Patientenkollektiv war zwischen 17 und 78 Jahre homogen
verteilt; bei den Normalpersonen lag das Altersspektrum fast ausschlief3dlich zwischen

20 und 35 Jahren.
Die Werte sind in aufsteigender Reihenfolge sortiert.

3.2.2. LDL -Rezeptor-mRNA

Nachdem oben festgestellt wurde, dal3 die Konzentrationen der LDL-Rezeptor-mRNA
aus Lymphozyten von hypercholesterinamischen Patienten mit familidrer und polygener
Hypercholesterinamie weitgehend Uberlappten (Tabelle 3.9. und Abbildung 3.4.),
zeigten sich beim Vergleich mit den Normalpersonen deutliche Unterschiede (Tabelle
3.11. und Abbildung 3.12.). Zum einen sind die L DL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen
der Normalpersonen signifikant hdher als die der Patienten mit familiarer und polygener
Hyperchol esterindmie (p<0,0001). Zum anderen war die Verteilung der LDL-Rezeptor-
MRNA-Konzentrationen innerhalb der Gruppe der Normal personen deutlich homogener

als bei den Patientengruppen.
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Parameter Normal- |Pat. mit PH| Pat. mit FH | Sig. d. Diff.
personen
n|{MW(S)|n| MW(S)|n|MW(S)| (2-tailed-p)
LDL-R-mRNA 0,5x10° 2116,2 (3,7)] - - 18(2,3 (2,9) 0,0001
Lymphozyten [10”°pmol]
LDL-R-mRNA 1x10° 21| 15,3 - - 18(5,0 (8,3) <0,0001
Lymphozyten [10”°pmol] (10,9)
LDL-R-mRNA 0,5x10° |21]6.2(3.7)|32[L.9 L4 - | - <0,0001
Lymphozyten [10”°pmol]
LDL-R-mRNA 1x10°  |21| 153 |32[3.4(36)|-| - <0,0001
Lymphozyten [10”°pmol] (10,9)

Tabelle 3.11.: Vegleich der LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen zwischen
Normal personen und beiden Patientengruppen.

Die LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen der Normal per sonen waren hoch signifikant
hoher als die beider Patientengruppen. Zudem waren die LDL-Rezeptor-mRNA-
Konzentrationen der Normalpersonen im Vergleich zu den Patientengruppen
homogener verteilt.

Pat. = Patient, FH = Famlilidre Hypercholesterindmie, PH = Polygene Hypercholesterindmie, Sig. der
Diff. = Signifikanz der Differenz, MW = Mittelwert, S = Standardabwei chung.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanzen der Lageunterschiede der GrofRen wurden mit
dem Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.
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Abbildung 3.12.: Vergleich der L DL-Rezeptor-mRNA-K onzentrationen
(1x10°Lymphozyten)  zwischen Patienten mit familisrer und  polygener
Hyperchol esterinamie und Normal personen.

Die Konzentrationsunterschiede der  LDL-Rezeptor-mRNA  zwischen  den
Patientengruppen und den Normalpersonen waren hoch signifikant (p<0,0001). Im
Vergleich zu den Patientengruppen waren die Konzentrationen der LDL-Rezeptor-

mMRNA in der Gruppe der Normal personen homogener verteilt.

Die Werte der LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentration sind in absteigender Reihenfolge sortiert.

FH = Familidre Hypercholesterinédmie, PH = Polygene Hypercholesterinamie.

Die Statistik wurde mit SPSS ermittelt, die Signifikanzen der Lageunterschiede der GrofRen wurden mit
dem Mann-Whitney-Wilcoxon-U-Test berechnet, das Signifikanzniveau war p<0,05.

3.2.3. LDL -Rezeptor-Aktivitat und L DL -Cholesterin

Wie oben beschrieben wurde, zeigte sich bei den Patienten mit familidrer
Hypercholesterindmie kein Anhalt fir eine Beziehung zwischen LDL-Rezeptor-
Aktivitét in Lymphozyten und Serum-LDL-Cholesterinspiegel. Hingegen zeigte sich bei
den Patienten mit polygener Hypercholesterindmie eine statistisch signifikante negative
Korrelation zwischen LDL-Rezeptor-mRNA und LDL-Cholesterin (Abbildung 3.5. und
3.13)). Fur die Gruppe der Normalpersonen alein ergab sich kein Anhalt fir eine
Beziehung zwischen LDL-Rezeptor-Aktivitéé und LDL-Cholesterin (p=0,688 bei
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1x10° Lymphozyten) (Abbildung 3.13.). Betrachtete man jedoch die Normalpersonen
und die Patienten mit polygener Hypercholesterinamie as en Klinisch
zusammengehoriges Probandenkollektiv ohne LDL-Rezeptor-Defekt, so ergab sich eine
hoch signifikante negative Korrelation zwischen LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentration
und LDL-Cholesterinspiegel (p<0,0001) (Abbildung. 3.14.).
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Abbildung 3.13.:. Korrelation zwischen LDL-Cholesterin und LDL-Rezeptor-mRNA
(1x10° Lymphozyten) bei Normalpersonen und bei Patienten mit familigrer und
polygener Hypercholesterinamie.

Bei Normalpersonen allein zeigte sich kein Anhalt flr eine Beziehung zwischen LDL-
Cholesterin und LDL-Rezeptor-mRNA (p=0,688). Es deutete sich jedoch ein
Zusammenhang 2zwischen Normalpersonen und Patienten mit polygener

Hypercholesterinamie an.

FH = Familidre Hypercholesterinédmie, PH = Polygene Hypercholesterindmie.

Die Korrelationen wurden mit SPSS nach Spearman Correlation Coefficients ermittelt, das
Signifikantsniveau lag bei p<0,05.

In der Probandengruppe ohne LDL-Rezeptor-Defekt nahm die Konzentration der LDL-
Rezeptor-mRNA kontinuierlich bis zu einem LDL-Cholesterin von ca. 100 mg/dl ab
und blieb dann bis zu hochsten Cholsterinwerten etwa gleichbleibend niedrig
(Abbildung 3.14.).
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Abbildung 3.14.: Korrelation zwischen LDL-Cholesterin und LDL-Rezeptor-mRNA
(1x10° Lymphozyten) bei Probanden ohne familidre Hypercholesterinamie
(Normalpersonen und Patienten mit polygener Hypercholesterinamie) und bel Patienten
mit familidrer Hypercholesterindmie.

Bei Probanden ohne familiare Hypercholesterindmie zeigte sich eine hoch signifikante
negative Korrelation zwischen LDL-Cholesterin und LDL-Rezeptor-mRNA (p<0,0001).
Bei den Patienten mit familiarer Hypercholesterinamie zeigte sich kein Anhalt fir eine
solche Beziehung.

FH = Familidre Hypercholesterindmie, PH = Polygene Hypercholesterindmie.

Die Korrelationen wurden mit SPSS nach Spearman Correlation Coefficients ermittelt, das
Signifikantsniveau lag bei p<0,05.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen eine Suppression der LDL-Rezeptor-Aktivitat in
menschlichen zirkulierenden Lymphozyten ab einer LDL-Cholesterin-Konzentration
von etwa 100 mg/dl. Das bedeutet, dal3 L DL-Cholesterin-K onzentrationen oberhalb von
100 mg/dl zu intrazelluléren Cholesterin-Konzentrationen fuhren, die die Transkription
der LDL-Rezeptor-mRNA blockieren und somit die Expression von LDL-Rezeptoren
auf der Oberflache der Lymphozyten herunterregulieren (Kapitel 1.3.). Wenn diese
Ergebnisse auf menschliche Zellen, die mit LDL in Kontakt kommen, verallgemeinert
werden konnen, besteht unter diesen Bedingungen ein Mangel an physiologischem
Rezeptor-vermitteltem LDL-Katabolismus. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnte
ein Serum-LDL-Cholesterin von etwa 100 mg/dl einen Schwellenwert darstellen,
oberhalb dessen LDL aufgrund der verminderten Zahl von LDL-Rezeptoren vermehrt in
die Gefal3wand eingelagert wird, was dann zum Anstieg kardialer Ereignisse fihrt. Denn
im Unterschied zur LDL-Rezeptor-vermittelten Endozytose ist der Rezeptor-
unabhangige LDL-Katabolismus, der Scavenger pathway, nicht sédttigbar [Kostner und
Mérz 1995]. Die Expression von Scavenger-Rezeptoren wird im Gegensatz zu der von
LDL-Rezeptoren nicht vom intrazelluldaren Cholesteringehalt beeinflufdt. Die Kapazitét
des Scavenger pathway ist eine lineare Funktion der Plasma-Konzentration des LDL-
Cholesterins, so dal3 mit steigenden LDL-Cholesterin-Konzentrationen ein hoherer
LDL-Anteil Uber den Scavenger pathway aufgenommen wird. Das wirde auch Zellen

der arteriosklerotischen Lasionen wie Makrophagen betreffen.

Fir die Pravention wirde der Schwellenwert von 100 mg/dl LDL-Cholesterin eine
Grenze bedeuten, die nicht Uberschritten bzw. therapeutisch unterschritten werden
sollte, um die Entwicklung von Arteriosklerose zu verhindern bzw. zum Stillstand zu
bringen. Diese Beobachtung konnte die geringe Inzidenz koronarer Herzkrankheit in
Lé&ndern mit niedrigen durchschnittlichen LDL-Cholesterinwerten erklaren. Hierbel sind
nicht nur Lander der Dritten Welt zu nennen, in denen die Prévalenz weiterer kardialer
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus oder arterieller Hypertonus ebenfalls niedrig ist.
Die niedrige Rate an koronarer Herzkrankheit in Landern mit gleichzeitig hoher

Préavalenz von Rauchern oder Hypertonikern wie beispielsweise Japan lehrt, dal3 die
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Entwicklung von koronarer Herzkrankheit die durchschnittlich hoheren, bel uns in

Deutschland blichen Cholesterinspiegel voraussetzt [Windler 1999].

Auch die Ergebnisse vieler Interventionsstudien sind mit den Ergebnissen dieser
Untersuchung kompatibel. Die Wirksamkeit der lipidsenkenden Therapie zur Reduktion
cardialer Ereignisse hat sich in vielen Studien der letzten Jahre bestétigt. Beispielsweise
fUhrte in der 4S-Studie die Senkung des LDL-Cholesterins und die Erhéhung des HDL -
Cholesterins innerhalb von finf Behandlungsahren zur Reduktion der Myokardinfarkt-
Inzidenz um 40% und der KHK-Mortalitét um 42%. Dabel lag zwar das
durchschnittliche LDL-Cholesterin bei 140 mg/dl, jedoch hatte das Drittel der
Probanden, das ein LDL-Cholesterin von weniger als 100 mg/dl erreichte, das geringste
cardiale Risiko [Scandinavian Smvastatin Survival Sudy Group 1994]. Dieses Ergebnis
konnte sich durch den in dieser Arbeit beobachteten Schwellenwert fur das LDL-
Cholesterin von 100 mg/dl erkldren. Darliber hinaus haben mehrere grof3e Studien die
Wirksamkeit lipidsenkender Therapie bei vergleichsweise niedrigen
Ausgangscholesterinwerten belegt, die wenig tUber 100 mg/dl lagen. In der CARE-
Studie (Cholesterol and Recurrent Event Study) fihrte die Senkung von LDL-
Cholesterinwerten zwischen 115 und 174 mg/dl noch zu einer effektiven Reduktion von

Reinfarkten und der Frequenz des Koronartods [Sacks et al. 1995].

Des weiteren deckt sich die Beobachtung mit einer Reihe von koronarangiographisch
kontrollierten Sekundérinterventionsstudien der letzten Jahre [Blankenhorn et al. 1987,
Brown et al. 1990, Kane et al. 1990, Watts et al. 1992, Blankenhorn et al. 1993, MAAS
Investigators 1994]. Es konnte gezeigt werden, dal3 der Verlauf der koronaren
Herzkrankheit am gunstigsten beeinflu®t wird, wenn das LDL-Cholesterin auf
Konzentrationen um 100 mg/dl abgesenkt wird. Im Lifestyle Heart Trial wurde Angina
pectoris in der Behandlungsgruppe durch Senkung des LDL-Cholesterins auf
durchschnittlich 100 mg/dl mittels konsequenter lipidsenkender Didt um 90%
vermindert [Ornish et al. 1990, Ornish et al. 1998]. Auch Quantifizierung des
Plaquevolumens mittels Elektronenstrahl-Computertomographie hat gezeigt, dal3 eine
Konzentration des LDL-Cholesterins von etwa 100 mg/dl zu Regression oder Stillstand
von Arteriosklerose fuihren kann [Achenbach et al. 1998]. Diese Ergebnisse haben in
den Empfehlungen der Européischen-Atherosklerose-Gesellschaft ihren Niederschlag
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gefunden [Taskforce for the prevention of coronary heart disease. European

Atherosclerosis Society 1992].

Die hypercholesterindmischen Patienten wurden nach den oben genannten Kriterien
klinisch in Patienten mit heterozygoter familidrer Hypercholesterinamie und Patienten
mit polygener Hypercholesterindmie klassifiziert. Das klinische Bild einer
heterozygoten familigren Hypercholesterindmie dhnelt héufig dem einer polygenen
Hypercholesterindmie. Dennoch gibt es verschiedene Merkmale, deren Vorliegen die
klinische Diagnose einer heterozygoten familidren Hyperchol esterindmie wahrscheinlich

machen und eine Differenzierung zur polygenen Hypercholesterindmie ermoglichen.

Beide Hypercholesterindmien gehen mit erhdhten Gesamt- und LDL-Cholesterinwerten
einher. Unbehandelte heterozygote Merkmalstrdger haben Gesamt- und LDL-
Cholesterinwerte zwischen 275 und 500 mg/dl bzw. 230 und 450 mg/dl. Die HDL-
Cholesterinwerte sind oft erniedrigt und die VLDL-Cholesterin- sowie Triglyceridwerte
liegen in der Regel im Normbereich. Im Vergleich dazu weisen Patienten mit polygener
Hypercholesterindmie nur maldig erhohte Gesamt- (240 bis 350 mg/dl) und LDL-
Cholesterinspiegel auf.

Bel  heterozygoten Merkmalstragern  weist  obligat en  Elternteil  eine
Hypercholesterinamie auf. Im Gegensatz dazu bedingen be der polygenen
Hypercholesterindmie genetisch prédisponierende Faktoren zusammen mit &ulReren
Einflissen eine Hypercholesterindmie, die sich beim einzelnen Individuum, aber nicht

bei den Ubrigen Mitgliedern einer Familie nachweisen l&.

Tendindse Xanthome der Strecksehnen der Hand und der Achillessehne sind fast
pathognomonisch  fir das  Vorliegen ener  heterozygoten  familidren
Hypercholesterindmie. Sie kommen jedoch nicht bel allen Patienten vor, aber finden
sich bei ca 75% aller betroffenen Erwachsenen [Ginsberg und Goldberg 1998]. Die
Haufigkeit des Auftretens von Xanthomen korreliert sowohl mit dem Alter als auch mit
der Hohe des Serumcholesterins. Die meisten heterozygoten Merkmalstréger unter
20 Jahren und ca. 25% der Betroffenen tber 20 Jahre weisen keine Sehnenxanthome auf

[Goldstein und Brown 1989]. Heterozygote Patienten jenseits des 40. Lebensahres
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haben in 46-95% der Falle Xanthome der Sehnen [Piper und Orrild 1956, Gagné et al.
1979, Hill et al. 1991]. Bel der polygenen Hypercholesterindmie treten Sehnenxanthome
hingegen nicht auf.

Die friihzeitige Entwicklung von Arteriosklerose, insbesondere in den Koronarien steht
bei Patienten mit familidrer Hypercholesterindmie klinisch ganz im Vordergrund. Bel
50% der Patienten entwickelt sich unbehandelt bis zum 40. Lebensgahr eine koronare
Herzkrankheit [Windler und Greten 1998c]. Ohne ausreichende Therapie tritt ein
Myokardinfarkt nahezu obligat bet Mannern im 5. oder 6. Lebengahrzehnt und bei
Frauen 10 bis 15 Jahre spéter auf [Neaton und Wenthworth 1992, Law et al. 1994]. Des
weiteren sterben etwa 50% der Manner vor dem 50. Lebensjahr und 25% der Frauen vor
dem 60. Lebensjahr am akuten Herzinfarkt oder durch einen Sekundenherztod [Stone et
al. 1974]. Patienten mit polygener Hypercholesterindmie haben zwar ebenfalls ein
erhohtes Arterioskleroserisiko, erkranken aber nicht so frihzeitig wie Patienten mit

familiarer Hypercholesterindmie.

Sowohl Xanthelasmen als auch Arcus lipoides corneae konnen ein Hinweis auf das
Vorliegen einer heterozygoten familidren Hypercholesterindmie sein. Xanthelasmen
fehlen jedoch héufig und sind relativ unspezifisch, da sie auch bel Patienten mit
Gallenblasenerkrankungen und as Zufallsbefund bel Stoffwechselgesunden gefunden
werden. Auch Arcus lipoides fehlen bel heterozygoten Merkmalstrdgern haufig. Ca
50% der 50jahrigen unbehandelten Patienten mit famili&rer Hypercholesterindmie in
Grof3britanien haben keinen Arcus lipoides [Winder und Day 1997]. Fir die klinische
Diagnostik der familidren Hypercholesterindmie hat das Vorhandensein eines Arcus
lipoides bei Patienten unter 50 Jahren jedoch eine hohe Spezifitéat. Allerdings kommen
Arcus lipoides gelegentlich auch famili&r ohne gleichzeitiges Vorliegen einer
Fettstoffwechselstérung vor [Richter und Schwandt 1995]. Insgesamt sind
Xanthelasmen und Arcus lipoides nicht pathognomonisch fur die heterozygote familidre
Hypercholesterindmie, erhthen jedoch bei gleichzeitigem Vorliegen welterer typischer
Merkmale erheblich deren Wahrscheinlichkeit.
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Beweisend fUr die Diagnose einer familidren Hypercholesterindmie ist zwar der
Nachweis eines L DL-Rezeptor-Defektes. Zusammenfassend 1803t sich die Diagnose aber
auch klinisch aufgrund der hohen Gesamt- und LDL-Cholesterin-Konzentrationen in
Verbindung mit einer positiven Familienanamnese und/oder tendintsen Xanthomen mit
hoher Sicherheit stellen.

Patienten mit heterozygoter familidrer Hypercholesterindmie sind klinisch von Patienten
mit familidrem Apolipoprotein-B-100-Defekt nicht zu unterscheiden. Diese autosomal-
dominant vererbte Krankheit ist ebenfalls durch eine Hypercholesterindmie
gekennzeichnet, die von Xanthomen und einer frihzeitigen koronaren Atherosklerose
gefolgt ist. Im Vergleich zur heterozygoten familiaren Hypercholesterindmie neigen
Patienten mit familidrem Apolipoprotein-B-100-Defekt jedoch eher zu einer milderen
Form der Hypercholesterinamie [Miserez und Keller 1995] und bei einzelnen Patienten
wurden im Rahmen von Familienuntersuchungen normale Serum-Cholesterinspiegel fir
ihr Alter und Geschlecht gefunden [Innerarity et al. 1990, Defesche et al. 1991, Maher
et al. 1991, Myant et al. 1991]. Xanthome der Fingerstrecksehnen und der Achillessehne
treten in 2% bis 47% auf, und unterscheiden sich nicht von denen bei familidrer
Hypercholesterindmie [Tybjaerg-Hansen et al. 1990, Rauh et al. 1991]. Da sich ein
Rezeptordefekt klinisch nicht wesentlich von einem Defekt des Apolipoprotein B-100
unterscheidet, wurden in dieser Arbeit alle Patienten mit den oben genannten Kriterien

in einer Kategorie subsummiert.

Auch in de Patientengruppe ohne die Kklinischen Kriterien der familidren
Hypercholesterindmie ist nicht auszuschlief3en, dal3 sich darin einzelne Patienten
befinden, die keine polygene Hypercholesterindmie aufweisen. Differentialdiagnostisch
kommen vor allem die kombinierte Hyperlipidamie und die sehr seltene familidre
Hyperlipidamie Typ Il in Frage. Da diese Falle, soweit klinisch vermutet, wahrend ihrer
Behandlung in der lipidologischen Spezialambulanz ausgeschlossen wurden, konnten
ale Patienten ohne die klinischen Zeichen einer familidren Hypercholesterinamie der

Gruppe der polygenen Hypercholesterinamie zugeordnet werden.
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Bei Probanden ohne familidre Hypercholesterindmie korrelierte das LDL-Cholesterin
signifikant negativ mit der LDL-Rezeptor-Aktivitét in Lymphozyten. Fir Patienten mit
familiarer Hypercholesterinamie ergab sich hingegen kein Anhalt fir eine solche
Beziehung. Das kénnte bedeuten, dal3 die LDL-Rezeptor-Aktivitdt in Lymphozyten bei
Patienten mit familidrer Hypercholesterindmie unabhangig vom Serum-LDL-
Cholesterinspiegel reguliert wird. Im Gegensatz zu den Probanden ohne LDL-Rezeptor-
Defekt fuhrt jedoch wahrscheinlich die um 50% erniedrigte LDL-Rezeptor-K apatzitét
zur deutlich hoheren LDL-Rezeptor-unabhangigen zelluldren LDL-Aufnahme tber den
Scavenger pathway. Das fuhrt offenbar bel den hohen, fir heterozygote Merkmal stréger
typischen LDL-Cholesterinwerten zur Suppression der LDL-Rezeptor-Aktivitét in
Lymphozyten, so dald sich be heterozygoten Merkmalstrégern keine negative
Korrelation ergibt.

Fur die Patientengruppe mit polygener Hypercholesterinamie ergab sich eine statistisch
signifikante negative Korrelation zwischen LDL-Rezeptor-Aktivitét in Lymphozyten
und Serum-LDL-Cholesterin-Konzentration (Abbildung 3.5. und 3.13.). Fir die Gruppe
der Normalpersonen ergab sich hingegen kein Anhalt fur eine solche Beziehung
(Abbildung 3.13.). Das a8 sich moglicherweise durch das schmae
Cholesteringpektrum in der Gruppe der Normalpersonen im Gegensatz zum breiteren
Cholesterinspektrum in der Patientengruppe mit polygener Hypercholesterindmie
erkléren. Betrachtete man jedoch die Normalpersonen und die Patienten mit polygener
Hypercholesterinamie als ein Probandenkollektiv, so ergab sich eine hoch signifikante
negative Korrelation zwischen LDL-Rezeptor-Aktivitét in Lymphozyten und Serum-
LDL-Cholesterin-Konzentration (Abbildung. 3.14.) Diese Beziehung hatte sich in der
isoliert betrachteten Patientengruppe mit polygener Hypercholesterindmie schon
angedeutet (Abbildung 3.5. und 3.13.). Statistisch gesehen handelt es sich jedoch um
zwei Kollektive, die nicht homogen ineinander Ubergehen und deren statistische
Vereinigung somit im strengen Sinne nicht zuldssig ist. Diese Inhomogenitét 183t sich
moglicherweise durch das schmale und wenig représentative Altersspektrum innerhalb
der Gruppe der Normalpersonen im Gegensatz zum breiten und représentativen
Altersspektrum der Patientengruppe mit polygener Hypercholesterinamie erklaren
(Abbildung 3.11.). Andererseits scheint die gemeinsame statistische Betrachtung beider
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Gruppen gerechtfertigt, da sie ein klinisch einheitliches Probandenkollektiv ohne LDL-

Rezeptor-Defekt darstellen.

Die LDL-Rezeptor-mRNA-Konzentrationen von Patienten mit familidrer und polygener
Hypercholesterinamie tberlappten weitgehend. Dabel lagen die LDL-Rezeptor-mRNA-
Konzentrationen aller hypercholesterindmischen Patienten signifikant tiefer als die
Werte der Normalpersonen. Diese Ergebnisse sprechen gegen die in der Einfihrung
dargelegte Hypothese, ein LDL-Rezeptor-Defekt konnte aufgrund der um 50%
reduzierten LDL-Clearence zu erniedrigten intrazelluldren Konzentrationen freien
Cholesterins fuhren und dadurch zur Hochregulation der LDL-Rezeptor-Aktivitét.
Somit tragt dieser Assay auch nicht zur Differenzierung zwischen familiarer und
polygener Hypercholesterindmie bei. Vielmehr legt dieses Ergebnis die Vermutung
nahe, dal? es aufgrund des Mangels an physiologischem Rezeptor-vermitteltem LDL-
Abbau durch den erhthten Plasma-LDL-Spiegel zu vermehrter unspezifischer zellularer
LDL-Aufnahme Uber den Scavenger pathway kommt und dadurch die LDL-Rezeptor-

Aktivitét im Vergleich zu Normal personen herunterreguliert ist.

Der positive Zusammenhang von LDL-Cholesterin und Alter wurde in vielen Studien
der Vergangenheit belegt. Eine vergleichende Untersuchung, die Daten zum
Stoffwechsel von Apolipoprotein B-100 bei Probanden im Alter zwischen 20 und
75 Jahren aus 29 Publikationen zwischen 1972 und 1984 zusammentrug, zeigte sowohl
fur gesunde Probanden al's auch fir Patienten mit familidrer Hyperchol esterinamie einen
durchschnittlichen jahrlichen LDL-Cholesterin-Anstieg von 1,2 mg/dl [Miller 1984].
Die Ergebnisse einer Studie von Grundy et al. liefien einen Zusammenhang zwischen
den Verdnderungen der LDL-Rezeptor-Aktivitdt und den atersabhangigen
Verénderungen im LDL-Stoffwechsel vermuten [Grundy et al. 1985a]. In
Ubereinstimmung damit fanden Ericsson et al., dal? die LDL-Erhéhung im Alter auf
eine verringerte Elimination und das wiederum auf eine verringerte Expression der
LDL-Rezeptoren in der Leber zuriickzufUhren ist [Ericsson et al. 1991]. Der hepatische
Cholesterinstoffwechsel verdndert sich mit zunehmendem Alter, wobei sich die
Syntheserate der  hepatischen Gallensduren verringert und die bilidre

Cholesterinsekretion erhoht [Einarsson et al. 1985]. Daraus resultieren eine Erh6hung
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des hepatischen Cholesterinpools, eine Verringerung der LDL-Rezeptordichte und eine
Reduktion der fraktionierten Abbaurate von LDL [Kreisberg und Kasim 1987].

In dieser Arbeit an humanen Lymphozyten konnten keine Auswirkungen des Alters auf
die LDL-Rezeptor-Aktivitét verifiziert werden. Auch in anderen Untersuchungen mit
kultivierten Fibroblasten aus menschlicher Haut oder mit glatten Muskelzellen aus
Arterienwanden konnte keine Altersabhangigkeit der Aktivitdt des LDL-Rezeptors
nachgewiesen werden [Bierman et al. 1979, Behrman und Wynn 1984, Leren et al.
1985]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal der positive Zusammenhang zwischen
LDL-Cholesterin und Alter prima auf spezifisch hepatische Verénderungen des
Cholesterinstoffwechsels mit verminderter LDL-Rezeptor-Aktivitét zuriickzufUhren ist.

Die Haupttodesursache bei Frauen wie bei Méannern ist die koronare Herzkrankheit
[LaRosa 1995, Statistisches Bundesamt 1997]. Uber viele Jahre war die Inzidenz
koronarer Herzkrankheit fir Frauen ungleich niedriger. Das unterliegt jedoch seit
einigen Jahren einem dramatischen Wandel. Seit 1993 versterben in Deutschland mehr
Frauen als Manner an Herz-Kreislauf-Erkrankungen und erliegen den Komplikationen
koronarer Herzkrankheit [Lowel et al. 1995, Satistisches Bundesamt 1997, Windler
1998a]. Das hat vermutlich mehrere Ursachen. Ein Grund dafir liegt in der Tatsache,
dald mehr Frauen rauchen. Ein weiterer Grund fir die erhebliche Zunahme
kardiovaskuldrer Komplikationen mag in der reichlicheren Erndhrung liegen. Auch
Frauen sind haufig vom metabolischem Syndrom betroffen. Arterieller Hypertonus und
Diabetes mellitus Typ 2 sind auffallend oft Begleiterkrankungen bei Frauen mit
Myokardinfarkt und Insult.

Der entscheidende Grund fir die Zunahme der Inzidenz koronarer Herzkrankheit bei
Frauen ist durch die erhebliche Zunahme der Lebenserwartung bedingt. Die Frauen
galten bisher als relativ geschiitzt, da sich Arteriosklerose Uberwiegend erst jenseits der
Menopause entwickelt [Windler 1999]. Die mittlere Lebenserwartung von Frauen hat
80 Jahre Uberschritten. Entsprechend erreichen Frauen immer haufiger die geféhrdete
Altersstufe jenseits der Wechseljahre. Die Ursache fur die Entwicklung von
Arteriosklerose bei Frauen jenseits der Menopause wird mit der verminderten

Ostrogensynthese begriindet. Ostrogene steigern die LDL-Rezeptor-Aktivitét, wodurch
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der LDL-Cholesterinspiegel erniedrigt wird [Kovanen et al. 1979]. Deshalb steigt das
LDL-Cholesterin nach der Menopause an und erreicht bei Frauen sogar hdhere
durchschnittliche Konzentrationen als bei Mannern gleichen Alters [Rifkind und Segal
1983].

Innerhalb dieser Arbeit lieffen sich allerdings bei homogener Geschlechtsverteilung
keine signifikanten Unterschiede in der LDL-Rezeptor-Aktivitdt zwischen beiden
Geschlechtern sowohl bei den Patienten mit familiérer Hypercholesterinamie als auch
bei den Patienten mit polygener Hypercholesterindmie zeigen. Vermutlich ist die Anzahl

der Probanden pro Gruppe zu gering, um Unterschiede eindeutig erkennen zu kdnnen.

Die Patienten dieser Arbeit standen unterschiedlich lang unter didtetischer oder
medikamentdser Therapie mit Lovastatin, Simvastatin oder Cholestyramin. Sowohl eine
cholesterin- und fettarme Did& as auch Medikamente vom Typ der
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer oder der lonenaustauscher erhohen die Aktivitét des
LDL-Rezeptors und senken dadurch konsekutiv die Konzentration des
LDL-Cholesterins (Kapitel 1.4.).

Patienten mit polygener Hypercholesterindmie kdnnen mit konsequenter diétetischer
Therapie oft eine ausreichende Absenkung des LDL-Cholesterinspiegels erreichen. Bei
Patienten mit familidrer Hypercholesterindmie reicht eine didtetische Therapie in den
meisten Féllen allerdings nicht aus. In dieser Arbeit hatten Patienten mit familiérer
Hypercholesterinamie und Patienten mit polygener Hypercholesterindmie unter
didtetischer und unter medikamentdser Therapie &hnliche Gesamtcholesterinspiegel
(Abbildung 3.3.). Vermutlich verhindert die geringe Patientenzahl, die unterschiedlichen
Therapiezeiten, die uneinheitlichen Di&tformen, die verschiedenen Medikamente, deren

Dosierung sowie unterschiedliche Compliance eine Differenzierung der Effektivitat.

Sowohl in der Gruppe mit familiarer Hypercholesterinamie als auch in der Gruppe mit
polygener Hypercholesterinamie konnte zwischen den Patienten unter diétetischer
Therapie und denen unter medikamenttser Therapie kein signifikanter Unterschied in
der LDL-Rezeptor-Aktivitat der Lymphozyten festgestellt werden (Abbildung 3.9. und

3.10.). Moglicherweise bedeutet das eine vergleichbare Auswirkung von diétetischer
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und medikamenttser Therapie auf die LDL-Rezeptor-Aktivitdt in Lymphozyten.

Denkbar wére auch eine mangelnde Differenzierung aus den oben genannten Griinden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine Suppression der LDL-
Rezeptor-Aktivitdt in humanen Lymphozyten oberhalb von etwa 100 mg/dl
LDL-Cholesterin. Dieser Mangel an LDL-Rezeptor-Kapazitét fuhrt moglicherweise
durch erhthte LDL-Rezeptor-unabhangige LDL-Aufnahme in Gefédwande zur
Ausbildung von Arteriosklerose und erklart somit die Zunahme von kardialen
Ereignissen oberhalb von 100 mg/dl LDL-Cholesterin. Im Umkehrschlul3 sollte darum
LDL-Cholesterin zur Prophylaxe und Therapie von Arteriosklerose den Schwellenwert

von 100 mg/dl nicht Gberschreiten.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollten mittels einer quantitativen RT-PCR fir LDL-Rezeptor-mRNA
aus humanen Lymphozyten Beziehungen zwischen LDL-Rezeptor-Aktivitét und Serum-
LDL-Cholesterin-Konzentration unterschiedlicher Genese und Héhe untersucht werden.
Dazu wurden Seren von einer Gruppe zufdlig ausgewdhlter Probanden mit
Gesamtcholesterinwerten <240 mg/dl und von Patienten der Lipidambulanz mit
polygener Hypercholesterinamie oder den Klinischen Zeichen einer familidren

Hyperchol esterinémie gewonnen.

Bel Probanden ohne familidre Hypercholesterinamie korrelierte das Serum-LDL-
Cholesterin signifikant negativ mit der LDL-Rezeptor-mRNA. In der Anadyse aler
Werte nahm die Konzentration der LDL-Rezeptor-mRNA kontinuierlich bis zu einem
Serum-LDL-Cholesterin von ca. 100 mg/dl ab und blieb dann bis zu hdchsten
Cholsterinwerten etwa gleichbleibend niedrig. Dabei lagen die Konzentrationen der
LDL-Rezeptor-mRNA der hypercholesterindmischen Patienten signifikant tiefer als die
Werte der Normalpersonen. Fur Patienten mit familigrer Hypercholesterindmie ergab
sich hingegen kein Anhalt fir eine Beziehung zwischen LDL-Rezeptor-mRNA und
Serum-LDL-Cholesterin. Ferner Uberlappten die Konzentrationen der LDL-Rezeptor-
MRNA von Patienten mit familidrer und polygener Hypercholesterindmie erheblich. Fir
Alter, Geschlecht oder Medikation bzw. Di& ergab sich kein Einfluld auf die
Konzentration der LDL-Rezeptor-mRNA.

Schluéfolgernd 1813 sich feststellen: Der LDL-Rezeptor wird in Lymphozyten ab LDL-
Cholesterinspiegeln von etwa 100 mg/dl supprimiert. Daraus wirde sich ergeben, dal3
das LDL-Cholesterin therapeutisch vermutlich unter 100 mg/dl gehalten werden sollte,
um den physiologischen Rezeptor-vermittelten L DL -Katabolismus zu gewahrleisten und
somit der Entwicklung von Arteriosklerose vorzubeugen. Bei einem LDL-
Rezeptordefekt wird die LDL-Rezeptor-mRNA in Lymphozyten nicht reaktiv hoch
reguliert, vermutlich aufgrund der LDL-Rezeptor-unabhéngigen Cholesterinaufnahme.
Daher tragt die Quantifizierung der LDL-Rezeptor-mRNA nicht zur Differenzierung

von familidrer und polygener Hypercholesterinamie bei.
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7. Anhang - Tabelle 1: Synopsisder Daten der Normalper sonen

Nr. Alter Geschlecht Gesamtcholesterin LDL | HDL | VLDL Triglyceride LDL-Rez.-mRNA [10°pmol]
[Jahre] [mg/dl] (0,5x10°Zellen) (1x10°%Zellen)
2 28 m 139 91 41 7 36 12,36 23,28
9 25 W 168 81 68 19 94 1,54 2,49
10 25 m 144 88 40 16 82 3,82 8,67
12 29 W 179 96 73 10 51 3,84 6,76
16 38 m 209 111 85 13 66 6,99 20,27
17 30 m 174 101 47 26 128 4,70 9,15
23 60 W 240 160 62 18 90 4,23 9,42
24 32 m 233 174 48 11 56 9,36 16,63
27 27 m 171 111 49 11 55 2,20 4,04
28 26 W 174 114 50 10 52 4,73 13,82
29 26 m 112 55 52 5 23 5,57 16,66
31 28 W 183 107 61 15 75 12,99 43,38
32 31 m 170 107 49 14 71 8,79 22,04
34 31 m 156 91 43 22 109 571 11,27
36 31 w 189 86 65 38 138 6,08 12,98
43 26 W 140 72 50 18 91 4,59 11,10
44 24 m 165 107 36 22 110 2,27 4,07
46 31 m 174 107 52 15 76 2,89 11,01
47 31 W 166 99 48 19 96 3,36 7,06
49 20 W 168 119 35 14 72 10,32 35,68
51 27 W 150 76 63 11 54 13,82 32,42

Legende: Nr. = chronol ogische Folgenummer der in dieser Arbeit untersuchten Probanden; Geschlecht: m = mannlich, w = weiblich.
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7. Anhang - Tabelle 2: Synopsisder Daten der Patientengruppe mit familiarer Hypercholesterindmie

Nr.| Alter | Geschl. [FA| Kiin. [kHK| Therapie | Dauer ApoE | Ges.chol. | LoL | HOL | vipL| TG | Apo B | Lp() LDL-Rez.-RNA [10°pmol]
[Jahre] Zeichen [Wochen] | Isoform [mg/dl] (0,5x10°Zellen) I (1x10°Zellen)
vor unter Therapie
37| a1 m p p n Diat 34 | 217 | 302 | 243 | 31 | 28 [ 140 | 94 | 10 0,54 1,27
46| 29 m p p n | Simva20 4/ | a81 | 348 [ 205 [ 34 | 19 | 96 | 249 | 67 4,99 7,07
so0| 57 m p p n | simva 20 33 | 306|344 2t5| sa | 15| 77| 231 | 30 1,88 2,54
4| 17 m p n n | Simva20 36 34 | 334 | 303 | 248 | 33 | 22 [ 1121 | 180 | 20 11,12 30,13
7| =32 w p n n | Simva20 6 3/4 - | 239 | 166 | 50 | 14 | 68 | 104 | 22 0,71 1,12
15| 46 w p n n Diat 6 34 | 306 264 | 198 | 49 | 17 | 85 | 150 | 19 1,50 3,04
19 33 w p n n Diat 6 33 | 335 | 284|178 | 8a | 22 | 100| 166 | 5 1,77 3,35
24| a2 m p n n Diat 6 33 | 342 314|241 | aa | 20 [ 145 | 241 | 12 0,97 1,30
32| 17 m p n n | simva 20 52 34 | 334 273 208 | 32 | 33 [ 166 | 180 | 20 1,02 1,43
38| a7 m p n n Diat 52 - 312 | 154 | 97 | 17 - | 108 | 106 | 11 0,89 1,28
2| 32 m p n n Diat 4 23 | 368 383 327 40| 16 | 80 | 215 | 10 0,23 0,40
s2| 57 m p n n Diat 7 33 | 250 360 | 302 | 37 | 21 [ 105 | 156 | 19 1,58 2,41
58 29 m p n n | Simva40 9 a4 | 348 | 267 [ 212 | 36 | 20 | 90 | 170 | 75 1,94 2,82
13| 61 w n p p | simva20 6 33 | 355 254 177 | 60 | 17 | 84 | 166 | 65 8,19 24,52
31| 65 w n p n Diat 8 33 | 305|274 231 | 42| 10 | 94| 170 | 15 1,10 1,54
s3] 33 m n P n | tonoxe 8 33 | 343 366 | 308 [ 31 | 27 [ 137 | 205 | 25 0,91 1,41
54| 69 w n p n | Lovaso 6 33 | 432 389 | 279 | 90 | 20 | 98 | 106 | 22 1,46 1,98

Legende: Probanden nach diagnostischen Kriterien geordnet (Tabelle 3.1.); Nr. = chronologische Folgenummer der in dieser Arbeit untersuchten

Patienten; Geschlecht: m = méannlich, w = weiblich; FA (Familienanamnese), klinische Zeichen und KHK: p = positiv, n = negativ; Therapie:

lon 2x2 = Cholestyramin 2x2 téglich, Lova 40 = Lovastatin 40 mg, Simva 20/40 = Simvastatin 20/40 mg; - = unbekannt.
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7. Anhang - Tabelle 3: Synopsisder Daten der Patientengruppe mit polygener Hypercholesterinamie

Nr.| Alter | Geschi. [FA| Kiin. |kHKk| Therapie [ Dauer | ApoE | Ges.chol. | LbL | HOL |vioL| TG | Apo B Lp(a) LDL-Rez.-RNA [10°°pmol]
[Jahre] Zeichen [Wochen] | Isoform [mg/dl] (0,5x10°Zellen) I (1x10°Zellen)
vor unter Therapie
39 42 m p n p Diat 6 3/3 181 243 176 30 37 183 141 3 1,13 1,51
14 78 w - n p Lova 40 - - - 353 | 272 62 19 95 - - 1,21 1,46
5 56 m n n n Lova 60 121 3/3 346 | 348 | 262 75 13 56 206 34 0,66 0,77
11 30 w n n n lon 2x 4 3/3 309 217 158 44 15 76 190 <1 2,55 2,28
12 62 w n n n Simva 20 6 3/4 356 | 230 | 135 67 28 138 161 5 1,91 5,70
23 55 m n n n lon 4 3/3 358 | 193 | 130 45 18 88 141 10 0,77 1,15
27 36 w n n n Diat 6 3/4 324 | 349 - 27 - 643 240 30 1,67 4,06
28 33 w n n n lon 3x 260 3/3 325 | 236 | 183 35 18 91 263 27 1,01 1,31
30 67 m n n n Simva 40 312 3/3 - 339 | 266 35 38 192 239 50 0,43 0,99
35 64 m n n n Simva 20 312 3/4 324 | 232 | 171 46 15 74 129 2 0,80 1,77
36 66 m n n n lon 3x 6 3/2 336 | 302 | 236 38 28 139 229 5 0,92 1,53
45 33 w n n n lon 4x 20 3/4 325 | 235 | 183 40 12 60 263 27 2,49 3,60
48 68 w n n n Diat 8 3/3 287 | 328 | 182 | 115 31 156 132 13 4,14 6,78
51 54 w n n n Diat 4 3/4 296 | 385 | >230| 31 - 982 203 <2 2,13 2,89
55 47 m n n n Diat 6 4/4 239 | 357 | 252 34 71 355 163 8 1,65 2,97
3 42 m n p n Simva 20 52 3/4 293 | 195 | 128 51 16 81 170 18 5,58 9,77
33 40 w n p n lon 2x 8 3/3 270 | 220 | 143 52 25 126 222 10 0,82 1,62
9 67 m n n p Diat 4 3/3 255 237 174 35 28 141 155 17 5,92 9,31
10 55 m n n p Diat 6 3/3 252 | 230 | 163 28 39 193 156 6 1,35 2,09
25 67 m n n p Simva 20 8 3/3 237 | 140 90 32 18 91 155 17 1,70 2,35
34 74 w n n p - - - - 256 | 158 66 - 160 - - 1,55 2,00
6 29 m n n n lon 2x 12 3/3 259 | 213 | 154 50 9 47 133 37 4,60 18,89
8 43 m n n n Diat 6 3/3 253 | 209 | 157 37 15 73 168 5 2,46 3,93
16 31 w n n n Diat 8 2/3 260 277 189 53 35 176 134 37 1,32 2,02
21 22 w n n n Diat 121 3/3 299 | 262 | 189 62 11 54 147 <5 1,16 1,74
22 31 m n n n Diat 8 3/3 235 | 194 | 128 43 23 117 162 5 0,73 1,27
26 27 m n n n Diat 6 3/3 271 | 240 | 181 41 18 89 186 50 1,84 3,93
40 36 m n n n Diat 8 3/3 289 | 273 | 177 43 53 266 123 2 1,07 1,74
41 21 w n n n Diat 6 2/4 289 | 277 | 203 40 34 172 202 3 0,28 0,56
44 39 m n n n lon 4x 20 3/3 256 204 136 40 28 141 120 7 2,37 3,32
56 26 m n n n Diat 8 3/4 206 | 204 | 132 48 24 122 108 58 1,52 2,38

Legende: Probanden nach diagnostischen Kriterien geordnet (Tabelle 3.2.); Nr. = chronol ogische Folgenummer der in dieser Arbeit
untersuchten Patienten; Geschlecht: m = mannlich, w = weiblich; FA (Familienanamnese), klinische Zeichen und KHK: p = positiv,

n = negativ; Therapie: lon 2/3/4x = Cholestyramin 2/3/4x taglich, Lova 40/60 = Lovastatin 40/60 mg, Simva 20/40 = Simvastatin 20/40 mg;
- = unbekannt.



6. Ahhang - Tabelle 4:

Familienanamnese und klinische Zeichen der

hyper cholesterindmischen Patienten

Nr.

Familienanamnese

typische klinische Zeichen

Vater Myokardinfarkt mit 65 Jahren

tendindse u. planare Xanthome

Mutter KHK u. potentielle HELP-Kandidatin mit 41 Jahren
Bruder erhdhtes Cholesterin mit 12 Jahren

GroBmutter miitterlicherseits erhdhtes Cholesterin
Grof3tante mitterlicherseits Myokardinfarkt mit 45 Jahren

2 von 4 Kindern erhéhtes Cholesterin

Vater Myokardinfarkt mit 49 Jahren
Schwester 1 véterlicherseits Myokardinfarkt mit 61 Jahren
Schwester 2 vaterlicherseits erhdhtes Cholesterin

Bruder erhthtes Cholesterin

10

Halbschwester Myokardinfarkt mit 50 Jahren

11

GroRvater Myokardinfarkt mit 68 Jahren

12

Tante Myokardinfarkt mit 63 Jahren

13

o B m I o Y un Y o Y o)

tendindse Xanthome (Achillessehne)
u. Arcus lipoides bds.

N =N EE R EE

14

unbekannt

unb.

15

Vater Myokardinfarkt mit 47 Jahren

16

19

Mutter Myokardinfarkt mit 51 Jahren
Schwester 1 u. 2 erhdhtes Cholesterin

SIS IS |5

20

Schwester 1 u. 2 erhdhtes Cholesterin

tendindse Xanthome (Hand)

=l

21

Mutter erhdhtes Cholesterin
Tante mutterlicherseits erhdhtes Cholesterin
Grof3mutter mutterlicherseits Myokardinfarkt mit 67 Jahren

22

Vater erhéhtes Cholesterin
Grolvater vaterlicherseits Apoplex mit 61 Jahren
GrofR3onkel véterlicherseits Myokardinfarkt

23

Gro3mutter 2 x Myokardinfarkt mit 75 Jahren

24

Vater Myokardinfarkt mit 40 Jahren

25

26

Vater erhohtes Cholesterin mit 57 Jahren
Onkel vaterlicherseits erhdhtes Cholesterin mit 55 Jahren

SIS |o|>

SIS |5 |5

27

=}

=}

28

Mutter erhdhtes Cholesterin
Bruder erhéhtes Cholesterin

30

Mutter Myokardinfarkt mit 70 Jahren

31

tendindse Xanthome (Achillessehne)
u. Arcus lipoides hds.

32

Mutter KHK u. potentielle HELP-Kandidatin mit 41 Jahren
Bruder erhdhtes Cholesterin mit 12 Jahren

GroBmutter miitterlicherseits erhdhtes Cholesterin
Grof3tante mitterlicherseits Myokardinfarkt mit 45 Jahren

33

Schwester 1 u. 2 erhdhtes Cholesterin

tendindse Xanthome (Hand)

34

35

Sohn erh6htes Cholesterin mit 29 Jahren

36

37

Vater Myokardinfarkt mit 49 Jahren
Schwester erhohtes Cholesterin

=N =N EE e E

tendindse Xanthome u.
Arcus lipoides bds.

TS| |5 |

38

Vater Myokardinfarkt mit 58 Jahren
Mutter Myokardinfarkt mit 55 Jahren

39

Mutter Myokardinfarkt mit 54 Jahren
Vater Myokardinfarkt mit 39 Jahren
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40

Mutter Myokardinfarkt mit 61 Jahren

41

Vater erhdhtes Cholesterin

42

Vater Myokardinfarkt mit 55 Jahren

44

Vater Myokardinfarkt mit 58 Jahren
Onkel 1 mutterlicherseits Myokardinfarkt mit 61 Jahren
Onkel 2 mutterlicherseits Myokardinfarkt mit 59 Jahren

S|o | |5

SIS |5 |5

45

Mutter erhdhtes Cholesterin
Bruder erhéhtes Cholesterin

46

Vater Myokardinfarkt mit 47 Jahren
GroBmutter vaterlicherseits erhohtes Cholesterin

tendindse Xanthome u. Xanthelasmen

48

50

Mutter Myokardinfarkt mit 50 Jahren
Bruder Myokardinfarkt mit 60 Jahren

o

tendindse u. planare Xanthome u.
Arcus lipoides bds.

o

51

52

Bruder KHK u. Bypass-OP mit 54 Jahren

53

GroRvater Myokardinfarkt mit 63 Jahren

tendindse Xanthome (Achillessehne)

54

Onkel miitterlicherseits Myokardinfarkt mit 66 Jahren
GrofRcousine mutterlicherseits Myokardinfarkt
(Gesamtcholesterin >500 mg/dl)

S|S|o |5

tendindse Xanthome (Achillessehne)
u. Arcus lipoides bds.

T |oc|S5 |5

55

56

Vater erhdhtes Cholesterin
Onkel vaterlicherseits Myokardinfarkt mit 53 Jahren
Tante vaterlicherseits erhohtes Cholesterin

57

Vater erhéhtes Cholesterin (Gesamtcholesterin >270 mg/dl)
Mutter erhdhtes Cholesterin (Gesamtcholesterin >350 mg/dl)

58

Vater Myokardinfarkt mit 53 Jahren
GroBmutter vaterlicherseits erhohtes Cholesterin

Legende: Nr. = chronologische Folgenummer der in dieser Arbeit untersuchten Patienten;
p = positiv, n = negativ; unb. = unbekannt; - = keine signifikanten Angaben bzw. Befunde.
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