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1. Abstrakt Deutsch 

Hintergrund und Ziele 

 
 

Die Familiäre Hypercholesterinämie (FH) ist eine genetisch bedingte Krankheit mit 

autosomal-dominantem Vererbungsmodus, welche durch erhöhte Serumspiegel von 

Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin (LDL-C) und ein deutlich erhöhtes Risiko für die 

Entwicklung einer Herz-Kreislauf-Erkrankung (CVD) gekennzeichnet ist. Mutationen 

in drei Hauptgenen wurden mit FH in Verbindung gebracht: das LDL-Rezeptor Gen 

(LDLR), das Apolipoprotein-B Gen (APOB) und das Proprotein-Convertase-Subtilisin 

/ Kexin-9 Gen (PCSK9). Darüber hinaus beschreiben aktuelle Forschungsergebnisse 

eine polygene Ätiologie der Erkrankung, welche mithilfe von sechs Einzelnukleotid- 

Polymorphismen erfasst werden kann. Ein weiterer unabhängiger genetisch 

bedingter CVD-Risikofaktor ist das erhöhte Lipoprotein(a) [Lp(a)]. Neue 

Studienergebnisse zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen zu hoch gemessenen 

LDL-C-Werten und erhöhten Lp(a)-Werten besteht. In der vorliegenden Arbeit wird 

das Spektrum von FH-verursachenden Mutationen, sowie die mögliche polygene 

Ätiologie dieser Erkrankung in Deutschland untersucht. Außerdem wird der Einfluss 

des Lp(a) in der Diagnostik der FH dargestellt. 

 
Methoden 

 
 

Es wurden die molekulargenetischen Daten von 336 FH-Patient*innen auf 

Mutationen in der kodierenden Region der Gene LDLR, PCSK9 und APOB 

untersucht. Darüber hinaus wurden die Patient*innen nach dem Dutch Lipid Clinic 

Network (DLCN) Score kategorisiert. Außerdem wurde bei den Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie und 1985 nicht betroffenen Proband*innen der Berliner 

Altersstudie II (BASE-II) der polygene Risiko-Score errechnet. Für die Lp(a)- 

Anpassung der LDL-C-Werte wurde die geschätzte Masse des im Lp(a) gebundenen 

Cholesterins vom nativen LDL-C-Messwert der Patient*innen abgezogen. 
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Ergebnisse 

 
 

117 der 336 Patient*innen mit Hypercholesterinämie hatten eine 

krankheitsverursachende Veränderung in einem der oben genannten Gene. Die 

meisten Sequenzvarianten waren vom Missense-Typ (44,4%) und wurden wie 

erwartet im LDLR-Gen entdeckt (84,9%). Außerdem wurden elf vorher noch nicht 

bekannte Mutationen detektiert, ebenfalls im LDLR-Gen. 

 
Der polygene Risiko-Score konnte für die 336 Patient*innen und 1985 BASE-II- 

Teilnehmer*innen berechnet werden. In einer linearer Regressionsanalyse konnte 

festgestellt werden, dass nur ca. 3% der Varianz der LDL-C-Werte durch den 

polygenen Score erklärt werden kann. 

 
Ca. 8% der Patient*innen haben nach der Lp(a)-Anpassung der LDL-C-Werte keine 

nach dem DLCN-Score klassifizierte FH mehr. Bei 7% der Patient*innen ohne 

krankheitsverursachende Mutation mit LDL-C-Werten unter 190 mg/dl stellt ein 

erhöhtes Lp(a) (>50 mg/dl) die Ursache für die hohen LDL-C-Werte dar. 

 
Schlussfolgerungen 

 
 

Diese Studie bestätigt die klinische und genetische Heterogenität der FH in 

deutschen Patient*innen und legt nahe, dass der hier untersuchte polygene Score 

kein verlässliches Werkzeug für die FH-Diagnostik ist. Des Weiteren wurde gezeigt, 

dass die Lp(a)-Anpassung der LDL-C-Werte eine wichtige Rolle in der FH-Diagnostik 

spielt. 

 
2. Abstrakt Englisch 

Background and aims 

 
 

Autosomal-dominant familial hypercholesterolemia (FH) is a common genetic 

disorder which is characterized by high serum concentrations of low-density 

lipoprotein cholesterol (LDL-C) and a substantially elevated risk to develop 

cardiovascular disease (CVD). Mutations in three major genes are known to cause 
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FH: the LDL receptor gene (LDLR), the apolipoprotein B gene (APOB) and the 

proprotein convertase subtilisin/kexin 9 gene (PCSK9). Recent studies discuss a 

possible polygenic aetiology of the disease which can be assessed by six single 

nucleotide polymorphisms. Also of interest is the adjustment of the LDL-C values for 

the cholesterol content of Lipoprotein(a) (Lp(a)), which is a genetically determined 

risk factor for CVD. The aim of the current study is to analyze the mutation spectrum, 

determine the polygenic risk score proposed by Futema et al. (Clin. Chem., 2015) 

and to evaluate the impact of Lp(a)-adjustment on the FH-Diagnosis in a cohort of 

phenotypically well characterized hypercholesterolemic patients. 

 
Methods 

 
 

In this study we screened 336 patients who were clinically suspected to have FH 

using the Dutch Lipid Clinic Network Score (DLCN score) for mutations in the coding 

region of LDLR, APOB and PCSK9. In addition, we genotyped the six single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) highlighted by Futema et al. (Clin. Chem., 2015) to 

calculate the polygenic risk score for the 336 FH patients and a control group of 1985 

predominantly healthy participants recruited from the Berlin Aging Study (BASE-II). 

For Lp(a)-adjustment the estimated Lp(a)-Cholesterol was subtracted from the 

baseline LDL-C values of the patients. 

 
Results 

 
 

One hundred seventeen of the 336 patients from the FH cohort had a causative 

variant in one of the analyzed genes. As expected, most sequence variants were 

found in the LDLR gene (84.9%) out of which 44.4% were of the missense type. In 

addition, we detected 11 novel sequence variants in this gene. 

We obtained the polygenic risk score for 336 patients of the FH cohort and 1985 

BASE-II participants used as controls. In accordance with previous studies, FH 

mutation positive patients (p<.05) and healthy controls (p<.001) had a significantly 

lower score than FH mutation negative patients. In a linear regression analysis, the 

6-SNP polygenic score only explains about 3% of LDL-C variation in our patients. 

After Lp(a)-adjustment about 8% of the patients originally classified to have FH 

based on the DLCN score were not classified as such any longer. In 7% of the 
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mutation negative patients with adjusted LDL-C values below 190 mg/dl high Lp(a) 

values (>50 mg/dl) could be the cause for their hypercholesterolemia. 

 
Conclusions 

 
 

This study further verifies the clinical and genetic heterogeneity of FH in German 

patients and shows that the 6-SNP polygenic risk score has little diagnostic value for 

the individual patient. Furthermore Lp(a)-adjustment substantially impacts the FH- 

Diagnosis. 

 
3. Manteltext 

3.1. Einführung 

Die Familiäre Hypercholesterinämie (FH, OMIM 143890) ist eine genetisch bedingte 

Krankheit mit autosomal-dominantem Erbgang und einer Prävalenz von 1:250 unter 

weißen Nordeuropäer*innen. Höhere Prävalenzen können in isolierten Regionen mit 

Founder-Effekt auftreten. Die Krankheit ist gekennzeichnet durch lebenslang erhöhte 

Serum-Werte von Low-Density Lipoprotein Cholesterin (LDL-C) durch einen 

gestörten hepatischen Umsatz und einem daraus resultierenden substanziell 

erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen (CVD). Durch eine frühzeitige 

Diagnose kann dieses Risiko jedoch mit adäquater Lipid-senkender Therapie 

reduziert werden [1, 2]. Allgemeine Richtwerte für die Einleitung einer Diagnostik und 

den Start einer Therapie sind stark erhöhte LDL-C-Werte von über 190 mg/dl (Kinder 

>150 mg/dl), aufgetretene kardiovaskuläre Komplikationen vor dem 55. Lebensjahr 

bei Männern und vor dem 60. Lebensjahr bei Frauen, Verwandte mit 

Sehnenxanthomen, Verwandte ersten Grades mit vorzeitiger tödlicher oder nicht- 

tödlicher CVD-Anamnese und Verwandte mit einer schon diagnostizierten FH [3]. Für 

die klinische Diagnose sind einige Scores entwickelt worden, welche die genauere 

Einordnung des Phänotyps ermöglichen. In Europa weit verbreitet ist der Dutch Lipid 

Clinic Network (DLCN) Score. Dieses, auf einem Punktesystem basierende Rating, 

umfasst die klinische Familiengeschichte, die Patient*innenanamnese, körperliche 

Untersuchungsbefunde wie Sehnenxanthome oder einen kornealen Arcus lipoides, 

Serum-LDL-C-Werte und die Ergebnisse einer molekulargenetischen Untersuchung. 

Bei Patient*innen mit einem Score <3 und 3-5 ist das Vorliegen einer FH 
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unwahrscheinlich beziehungsweise möglich. Punktwerte von 6-8 und >8 bedeuten 

eine wahrscheinliche beziehungsweise definitive FH-Diagnose [2]. Mutationen in drei 

Genen sind ursächlich für die Familiäre Hypercholesterinämie: das Low-Density- 

Lipoprotein-Rezeptor-Gen (LDLR), welches die Aufnahme des LDL-C in die 

Hepatozyten vermittelt, das Apolipoprotein-B-Gen (APOB), ein Ligand des LDL-C 

und das Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin 9 Gen (PCSK9), welches den 

Umsatz des LDL-Rezeptors kontrolliert [4-6]. Darüber hinaus verursachen 

Sequenzvarianten im LDL-Rezeptor Adapter Protein 1 Gen (LDLRAP1), die sehr 

seltene Form der Hypercholesterinämie mit autosomal-rezessivem 

Vererbungsmodus, kurz AR-Hypercholesterinämie, mit einem der FH ähnlichen 

Phänotyp [7]. Mit fast 2000 bekannten Sequenzvarianten befinden sich die meisten 

FH-verursachenden Veränderungen im LDL-Rezeptor-Gen 

(https://databases.lovd.nl/shared/genes/LDLR) [8]. Dies entspricht auch den 

Ergebnissen in der deutschen Population, mit den meisten Varianten im LDLR-Gen 

und vom Missense-Typ [9]. Aktuell stehen zur Therapie der FH neben Lebensstil- 

Änderungen, wie mehr Bewegung und einer Ernährungsanpassung hin zu einer 

mediterranen Diät, einige medikamentöse Möglichkeiten zur Verfügung. Grundpfeiler 

der medikamentösen Therapie sind HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine), welche 

zum Beispiel mit Cholesterinresorptionshemmern wie Ezetimib und Bempedoinsäure 

kombiniert werden können. Des Weiteren gibt es Therapieoptionen mittels Ionen- 

Austauscherharzen und als letzte Wahl bei simultan erhöhten Triglyzerid-Werten, 

Fibrate [9]. Seit einiger Zeit sind auch PCSK9-Inhibitoren etablierter Teil der 

Therapie, welche als Reaktion auf die Entdeckung der Sequenzvarianten im PCSK9- 

Gen entwickelt wurden [3]. 

Nachdem bei Patient*innen mit erhöhten LDL-C-Werten durch den DLCN-Score ein 

erhöhtes Risiko für das Vorliegen der Familiären Hypercholesterinämie erkannt wird, 

erfolgt in aller Regel eine molekulargenetische Untersuchung zur Sicherung der 

Diagnose. Nun gibt es zwei mögliche offensichtliche Ergebnisse dieser 

Untersuchung: entweder hat der*die Patient*in eine Mutation in einem der drei oben 

genannten FH-verursachenden Gene oder es ist nach den aktuellen 

Untersuchungsstandards keine Sequenzvariation zu finden, welche die erhöhten 

LDL-C-Werte plausibel erklären kann (vorausgesetzt alle Ursachen, die für eine 

sekundäre Hypercholesterinämie sprechen, wurden im Vorfeld ausgeschlossen). Für 

den Fall, dass der*die Patient*in positiv auf eine genetische Variante getestet wurde, 

https://databases.lovd.nl/shared/genes/LDLR
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ist es erforderlich diese bezüglich ihrer Auswirkung einzuordnen. Eine gute 

Möglichkeit bietet hier die Klassifikation des American College of Medical Genetics 

(ACMG), welche die Sequenzvarianten nach bestimmten Kriterien entweder als 

pathogen, benigne oder als Varianten von unsicherer Signifikanz (VUS) einordnen 

[10]. Einige Varianten sind mittlerweile gut erforscht und kommen durch Founder- 

Effekte in hohen Fallzahlen in bestimmten Populationen vor, wodurch es möglich ist 

eine sichere Diagnose zu stellen. Trotzdem sind aktuell nur ca. 10 % der Varianten, 

welche in den drei kanonischen Genen liegen, sicher durch funktionelle Studien als 

pathogen eingeordnet worden [11]. Auch werden mit jeder Studie neue 

Sequenzvarianten entdeckt, was die Bedeutung und den Nutzen der fortlaufenden 

Analyse des Mutationsspektrums unterstreicht. 

Die korrekte Klassifizierung und Analyse dieser neu entdeckten Varianten und auch 

der schon bestehenden, wie in der vorliegenden Dissertation, ist somit die Grundlage 

für eine adäquate Therapie und Risikostratifizierung bei Patient*innen mit Familiärer 

Hypercholesterinämie. Bei einem negativen Ergebnis der genetischen Testung, i.e. 

keiner als pathogen klassifizierten Sequenzvariation in den FH-verursachenden 

Genen, gibt es somit derzeitig keine sichere Erklärung für die erhöhten LDL-C-Werte. 

Ein aktuelles Problem besteht darin, dass zwar bei ca. 60-80% der mit dem DLCN- 

Score als definitive FH-Patient*innen eingestuften eine genetische Ursache gefunden 

wird, dies aber nur bei 20-30% der möglichen FH-Patient*innen möglich ist [12, 13]. 

Somit bleiben fast 60% der klinisch erfassten Patient*innen ohne sichere genetische 

Diagnose, was in der täglichen Patient*innenversorgung einige Probleme bereitet. 

Ein Beispiel wären die möglicherweise adäquateren Therapieoptionen, wenn man 

eine sichere Ursache für die erhöhten LDL-C-Werte findet. Mögliche Ursachen für 

diese diagnostische Lücke sind: aktuell noch nicht identifizierte FH-verursachende 

Sequenzvarianten, multifaktorielle polygene Ursachen und epigenetische 

Modifikationen. In dieser Hinsicht wurde bereits die Variante APOE 

c.500_502delTCC (p.Leu167del) als eine potenzielle vierte FH-verursachende 

Mutation identifiziert [14]. Des Weiteren wurde die Variante STAP1 als FH- 

verursachende Mutation gehandelt, was allerdings in einer aktuellen Studie an 75, in 

den bekannten Genen mutationsnegativen, Patient*innen mit Hypercholesterinämie 

aus Berlin in unserem Labor nicht bestätig werden konnte [15, 16]. Darüber hinaus 

wurde STAP1 kürzlich auch durch eine Studie an Mausmodellen und STAP1- 

Mutationsträger*innen als FH-Gen weitgehend ausgeschlossen [17]. Nach Abschluss 
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groß ausgelegter Sequenzierungsprojekte in den letzten Jahren ist es allerdings sehr 

unwahrscheinlich, dass noch weitere Varianten gefunden werden, welche den FH- 

Phänotyp einer großen Population von Patient*innen erklären. Im Jahr 2010 wurden 

die Daten einer Metanalyse von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) 

veröffentlicht, welche 95 Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotid 

Polymorphisms, SNPs) identifizierte, die mit erhöhten LDL-C-Werten assoziiert 

waren [18]. Diese Daten legten nahe, dass es eine mögliche polygene Ätiologie der 

erhöhten LDL-C-Werte in den mutationsnegativen FH-Patient*innen geben könnte. 

Talmud et al. entwickelten aufgrund dessen einen Score, der auf den zwölf am 

stärksten mit erhöhten LDL-C assoziierten SNPs basiert [13]. Dieser 12-SNP 

polygene Score war signifikant höher in Patient*innen ohne eine FH-verursachende 

Mutation als in mutationspositiven Patient*innen und der Kontrollkohorte Whitehall II. 

Futema et al. überarbeiteten diesen Score und reduzierten die Anzahl der 

berücksichtigten SNPs auf sechs (6-SNP polygener Score). Dieser Score konnte die 

vorherigen Ergebnisse von Talmud et al. anhand von Datensätzen aus sechs 

verschiedenen Ländern reproduzieren. Die Autor*innen kamen zu der Annahme, 

dass bei ca. 90% der mutationsnegativen Patient*innen eine polygene Ätiologie der 

Erkrankung zu Grunde liegt [19]. Inwiefern der Score eine genaue Vorhersage 

beziehungsweise Rückschlüsse über das LDL-C und damit die Risikostratifizierung 

des*der einzelnen Patient*innen zulässt, wurde in diesen Studien nicht genauer 

analysiert. Somit bleibt weiterhin ungeklärt, ob eine auf den 6-SNP polygenen Score 

aufbauende polygene Ätiologie für die erhöhten LDL-C-Werte der Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie verantwortlich ist. 

Ein weiterer schon länger bekannter Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen 

ist das Lipoprotein(a), welches in den meisten Fällen bei Patient*innen mit Verdacht 

auf eine FH mit erhoben wird [20]. In der Empfehlung der ESC-Guidelines 2019 wird 

eine mindestens einmalige Messung der Lp(a)-Werte im Leben eines*einer Patient*in 

angeraten, um Patient*innen mit extrem hohen Lp(a)-Werten zu identifizieren [3]. 

Lipoprotein(a) ähnelt dem LDL-C und besteht aus Lipoprotein niedriger Dichte (LDL), 

welches mit einem zusätzlichem Apolipoprotein(a) verbunden ist. Es wird 

hauptsächlich in der Leber synthetisiert und die Höhe der Lp(a)-Werte sind bei 

Patient*innen weitgehend genetisch und überwiegend durch Polymorphismen im 

LPA-Gen determiniert [21]. Ein angestrebter Wert für eine kardiovaskuläre 

Risikoreduktion wäre ein Lp(a) von unter 50 mg/dl. Werte von über 50 mg/dl sind in 
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ca. 20% der weißen Nordeuropäer*innen vorhanden [20]. Therapeutisch bieten 

aktuell PCSK-9-Inhibitoren mit einer Reduktion der Lp(a)-Werte von 20-40% 

(entsprechend einer Netto-Absenkung im Median von 10mg/dl) eine Möglichkeit, 

wobei der Wirkmechanismus, über den Lp(a) gesenkt wird, noch nicht ausreichend 

geklärt ist und weiter fraglich bleibt, weshalb Statine, welche den LDL-Rezeptor 

hochregulieren keine vergleichbaren Ergebnisse erzielen [3]. Manche Studien 

beschreiben sogar einen Anstieg der Lp(a)-Werte unter Statintherapie [22, 23]. Des 

Weiteren sind RNA-basierte Therapiemöglichkeiten aktuell als Phase II-III-Studien in 

Untersuchung [24]. 

Aufgrund der Ähnlichkeit zum LDL-C ist es laborchemisch schwierig den 

Cholesterinanteil des Lp(a) von dem des LDL-C zu trennen. Durch Ergebnisse 

verschiedener biochemischer Laboranalysen wird davon ausgegangen, dass der 

Cholesterin-Anteil im Lp(a) ca. 30% der gesamten Lp(a)-Masse ausmacht. 

Menschen mit erhöhten Lp(a)-Werten hätten durch diese Überschneidung somit ein 

geringeres „echtes“ LDL-C [25-27]. Manche Quellen schätzen den Anteil des Lp(a)- 

Cholesterins sogar auf 45% der gesamten Lp(a)-Masse ein [28]. Für die Diagnose 

der FH hat dies eine Bedeutung, da sie neben der genetischen Testung 

hauptsächlich auf dem LDL-C-Wert der Patient*innen basiert. Das durch Lp(a)- 

Cholesterin bedingte CVD-Risiko muss aber vom separat bestehenden Risiko des 

Lp(a) gesehen werden. Bei der Pathogenität des Lp(a) spielen die Apolipoprotein B- 

100-Einheit, die thrombogen wirkende Apolipoprotein(a)-Einheit mit hoher 

Strukturhomologie zum Plasminogen und darin enthaltene proinflammatorische 

oxidierte Phospholipide eine Rolle [29]. Somit haben Patient*innen mit jeweils 

erhöhten Lp(a)- und LDL-C-Werten ein noch höheres Risiko für kardiovaskuläre 

Ereignisse [30]. Die Anpassung der LDL-C-Werte an die Lp(a)-Masse ist Thema 

einiger aktueller Studien und wird in Zukunft wahrscheinlich in die FH-Diagnostik 

implementiert werden [30-33]. 

In der vorliegenden Dissertation wird das aktuelle Mutationsspektrums in 336 

deutschen Patient*innen mit Hypercholesterinämie analysiert. Außerdem wird der 

vorher beschriebene 6-SNP polygene Score für diese Patient*innenkohorte 

reproduziert und in Kontrolle mit über 2000 nicht betroffenen Individuen der Berliner 

Altersstudie II (BASE-II) hinsichtlich seiner Anwendbarkeit in der klinischen Praxis 

getestet [34]. Des Weiteren wird der Einfluss des Lp(a)-Cholesterins bei der 
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Diagnostik der FH dargestellt und der Anteil der hierdurch erklärten 

Hypercholesterinämie bei Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation ermittelt. 

 

3.2. Methoden 

3.2.1. Patient*innen und Rekrutierung 

In der dieser Dissertation zu Grunde liegenden Studie, wurden 336 Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie der Lipidambulanz der Klinik für Endokrinologie und 

Stoffwechselmedizin der Charité – Universitätsmedizin Berlin eingeschlossen. Die 

Patient*innen wurden zwischen 2016 und 2019 rekrutiert und haben alle ihr 

schriftliches Einverständnis vor dem Studienbeginn gegeben (Zulassungsnummer 

EA2/089/14). 

Als Vergleichskohorte wurden die Ersterhebungsdaten der Berliner Altersstudie II 

(BASE-II) herangezogen. Die Teilnehmer*innen dieser Längsschnittstudie 

(Erstuntersuchung 2009 bis 2015) kommen aus dem Großraum Berlin und waren zu 

Studienbeginn überdurchschnittlich gesund. Von 1946 Studienteilnehmer*innen 

waren die LDL-C-Werte, sowie die für den 6-SNP polygenen Score benötigten 

Genotypisierungsdaten vorhanden. Alle Teilnehmer*innen gaben ihr schriftliches 

Einverständnis und die Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin geprüft und zugelassen (Zulassungsnummer EA2/029/09) 

[34-36]. 

 

3.2.2. Datenaufbereitung und Datenanalyse 

Die Daten der anfangs über 400 Patient*innen mit Hypercholesterinämie wurden 

durch eine umfassende Analyse der Patient*innenakten in einer SPSS-Datei 

zusammengefasst, welche Labordaten, Therapiedaten, essenzielle Informationen der 

Familienanamnese und des klinischen Phänotyps umfasst. Hierbei handelt es sich 

um Patient*innenakten der Lipidambulanz der Charité, welche über einen SAP- 

Zugang erreichbar waren. Im Falle einer unvollständigen, beziehungsweise 

unzureichenden Datenlage, wurden einige Datensätze von der Datei 

ausgeschlossen. Für Patient*innen mit einer FH-verursachenden Sequenzvariation 

wurde ein separates Verzeichnis angelegt. Hierbei wurden den insgesamt 73 

verschieden Mutationsvarianten die jeweiligen Patient*innen zugeordnet und diese 

wurden um die klinischen Phänotypen ergänzt. 
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Im Falle der BASE-II-Kontrollkohorte wurden die Daten nach Antragstellung bei der 

Studienleitung anhand einer SPSS-Datei zur Verfügung gestellt. Hier handelt es sich 

um Alter, Geschlecht, LDL-C-Wert bei Studienbeginn und die Information zu den für 

die Erstellung des 6-SNP polygenen Scores notwendigen Genotypen. 

Für die statistische Analyse wurde die International Business Machines Corporation 

(IBM) SPSS Version 24.0 (IBM Statistical Product and Service Solutions (SPSS) 

Statistics for Windows, Armonk, NY: IBM Corp.) verwendet. Die Grafiken wurden mit 

GraphPad Prism 7, MS Excel 2016 und SPSS Version 24.0 realisiert und für die 

Sequenzanalyse GeneMapper 5 (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die 

statistische Signifikanz wurde mit p <,05 definiert. 

 

3.2.3. SNP-Genotypisierung 

Der von Futema et al. (2015) beschriebene 6-SNP polygene Score berücksichtigt 

folgende Polymorphismen: rs1367117, rs429358, rs7412, rs629301, rs6511720 und 

rs6544713 (Proxy für rs4299376, r2 = 1,0 in der Europäischen Population (CEU, i.e. 

Utah Residents with Northern and Western European Ancestry) basierend auf 

(https://ldlink.nci.nih.gov/)). Von diesen sechs SNPs lagen für 336 Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie aus den Next Generation Sequencing (NGS)-Daten, die im 

Zusammenhang mit der molekulardiagnostischen Untersuchung durch die Labor 

Berlin GmbH erhoben wurden, bereits drei Genotypen zur Auswertung vor 

(rs1367117, rs429358, rs7412). Die fehlenden drei SNPs wurden für die Studie 

mittels einer SNaPshot-Analyse genotypisiert. Hierbei handelt es sich um eine 

Methode, um SNPs an vorher bekannten Genloci in Patient*innen-DNA zu erfassen. 

Hierbei verwendet man mehrere Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) mit vorher 

genau auf die SNPs in Frage entworfenen Primern und in vier Farben 

fluoreszierenden ddNTPs (Didesoxyribonukleosid-Triphosphate). Die Primer binden 

an ihre komplementären Stränge in der Anwesenheit der DNA-Polymerase und der 

floureszierenden ddNTPs. Die DNA-Polymerase verlängert den Primer um ein 

Nukleotid, nämlich das fluoreszierende ddNTP am 3‘-Ende. Nun kann mittels eines 

DNA-Analyzers aufgrund der Höhe und Farbe des jeweiligen Peaks der SNP 

analysiert werden. 

Dafür wurde die Patient*innen-DNA benutzt, welche vorher nach Standard-Verfahren 

aus EDTA-Vollblut extrahiert wurde. Die genomische DNA lag in den Proben in einer 

Konzentration von 50-100ng/µl vor. Zuerst wurden die DNA-Proben zentrifugiert und 

https://ldlink.nci.nih.gov/)
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mit 10µl Elutionspuffer (Promega) verdünnt. Für die Genotypisierung wurde das ABI 

Prism SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems) mit einigen Modifikationen und 

Anpassungen verwendet. Für die Polymerase-Kettenreaktion wurden je nach 

Probenanzahl konsequent die Geräte GeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems) oder ProFlex PCR System (Applied Biosystems) verwendet. Das 

ProFlex PCR System wurde verwendet, um die PCR-Bedingungen zu optimieren und 

das PCR System 9700 mit seinen zweimal 96 Kavitäten, um die Analyse bei vielen 

Patient*innen auf einmal durchzuführen. Um die SNaPshot-Reaktion zu messen, 

wurde ein 3730 DNA-Analyzer XL System (Applied Biosystems, HITACHI) 

verwendet. Zuerst wurden hierfür die drei Oligonukleotide (zwei PCR-Primer und ein 

SNaPshot-Primer) für jeden SNP-Locus mittels 

(https://www.eurofinsgenomics.eu/de) entworfen. Die Primer-Oligonukleotide 

(eurofins Genomics) wurden auf 100pmol/µl mit HPLC-gereinigtem 

(Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) Wasser verdünnt. Genaue Daten zu den 

Oligonukleotid-Primer-Paaren finden sich im Supplement der Publikation [37]. Die 

komplette Reaktion (sowohl die PCR, als auch die SNaPshot-Reaktion) waren als 

Multiplex-System geplant, wobei es sich um ein effizientes Verfahren handelt, bei 

welchem bis zu 10 SNPs in einer einzigen Reaktion analysiert werden können. Durch 

unterschiedliche Annealing-Temperaturen der PCR-Primer wurde diese allerdings 

separat für die drei SNPs durchgeführt und nur bei der darauffolgenden SNaPshot- 

Reaktion ein Multiplex-Verfahren angewandt. Vorher wurden die Reaktionen mittels 

Kontroll-DNA bezüglich der PCR-Bedingungen optimiert. 

Im Folgenden das exakte Laborprotokoll: Der PCR-Mix umfasste 14,8 µl durch HPLC 

gereinigtes Wasser (Acros Organics), 2,5 µl 10-fach konzentrierte Polymerase- 

Pufferlösung (SolisBioDyne), 1,5 µl 25mM MgCl2 (Magnesiumchlorid) (SolisBioDyne), 

2µl 10mM dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) (Bioline), 1,5µl 5µM Vorwärts- 

PCR-Primer, 1,5 µl 5µM Rückwärts-PCR-Primer und 0,2 µl 5U/µl thermostabile DNA- 

Polymerase (SolisBioDyne), welche zu 1,0 µl Patient*innen-DNA gegeben wurde 

(50-100ng/µl). Alle PCRs wurden mit einem Touchdown-Setting von 65-55°C mit 

einer Verringerung von jeweils 1°C pro Zyklus in den ersten 10 Zyklen durchgeführt, 

um den Prozess an die verschiedenen Primer-Annealing Temperaturen anzupassen 

und eine Amplifikation von nicht-spezifischen Sequenzen zu verhindern. Gestartet 

wurde mit einer Inkubationszeit von 5 min bei 95°C, gefolgt von 10 Zyklen mit jeweils 

https://www.eurofinsgenomics.eu/de
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30 s bei 95°C, 30 s bei 65-55°C, 60 s bei 72°C und 30 Zyklen für 30 s bei 94°C, 30 s 

bei 55°C, 60 s bei 72°C und eine finale Extension für 30 min bei 72°C. 

Um ein aufbereitetes DNA-Template zu erhalten, wurden die PCR-Produkte, also die 

Stränge von Vorwärts- bis Rückwärts-Primer mit den in diesem Bereich liegenden 

SNPs (2µl rs629301, 2µl rs6511720, 4µl rs6544713), von den noch vorhandenen 

dNTPs und Oligonukleotiden gereinigt. Hierfür wurde ein Gemisch aus 1,62 µl durch 

HPLC gereinigtes Wasser (Acros Organics), 0,08 µl von 20 U/µl Exonuklease I (New 

England Biolabs), 0,3 µl Shrimp-Alkaline-Phosphatase (Applied Biosystems) bei 

einer Inkubation von 60 min bei 37°C und 15 min bei 75°C benutzt. Der verwendete 

SNaPshot-Mix bestand aus 6.0µl durch HPLC gereinigtes Wasser (Acros Organics), 

1.0µl SNaPshot Ready Reaction Mix (Applied Biosystems), 1,0 µl 0,2 µM SNaPshot- 

Primer und 2,0 µl von dem gereinigtem PCR-Produkt. Für diesen Schritt wurde eine 

Inkubation von 25 Zyklen für 10 s bei 96°C, 5 s bei 50°C und 30 s bei 60°C 

verwendet. In einer finalen Reinigungsphase wurden 1.6µl durch HPLC-gereinigtes 

Wasser (Acros Organics), 1,4 µl 10-fach konzentrierter Shrimp-Alkaline- 

Phosphatase-Puffer (Applied Biosystems), 1,0 µl Shrimp-Alkaline-Phosphatase 

(Applied Biosystems) direkt mit dem Output der SNaPshot-Reaktion (10 µl) vermischt 

und für 60 min bei 37°C und 15 min bei 75°C inkubiert. 

Für die Messung der fluoreszierenden Marker des Größenstandards im 3730 DNA- 

Analyzer XL System (Applied Biosystems, HITACHI) wurden 9,8 µl hoch- 

deionisiertes Formamid (Applied Biosystems), 0,2 µl GeneScan-120 LIZ Größen- 

Standard (Applied Biosystems) und 1,0 µl Shrimp-Alkaline-Phosphatase gereinigtes 

SNaPshot-Produkt in jedes Well (96-Well Platten) gegeben. Als finaler Schritt wurde 

dieses Gemisch für 5 min bei 95°C denaturiert. 

Das Protokoll unterschied sich in der Komposition der Primer-Vormischungen und 

der Temperaturen für den Thermocycler vom ABI Prism SNaPshot Multiplex Kit 

Protokoll (Applied Biosystems), um die Ergebnisse des DNA-Analyzer-Outputs zu 

optimieren. Der Cut-Off für die Höhe eines Peaks im DNA-Analyzer wurde mit 100 für 

homozygote und 150 für heterozygote Genotypen definiert. Im Falle, dass ein oder 

zwei Genotypen nicht vorliegen, wurde das Risiko von 0 für diesen Genotyp 

angenommen. Falls mehr als zwei Genotypen fehlten, wurde dieses Individuum von 

den statistischen Auswertungen ausgeschlossen. Nach dem Ersetzen der fehlenden 

Genotypen mit dem in der Population am häufigsten vorkommenden oder der 

kompletten Exklusion von Individuen mit fehlenden Genotypen resultierten keine 
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signifikanten Unterschiede. Der positiv prädiktive Wert des 6-SNP polygenen Scores 

wurde mit angepasster Prävalenz unter Berücksichtigung des Satz von Bayes 

berechnet, i.e. 𝑃 (
𝐴

𝐵
) =

𝑃(
𝐵

𝐴
)∗𝑃(𝐴)

𝑃(𝐵)
. 

Aus den hier identifizierten und durch BASE-II (Kontrollkohorte) bereitgestellten 

Genotypen wurde nach den Vorgaben von Futema et al. [19] der 6-SNP polygene 

Score bestimmt. 

 

3.2.4. Klinische Diagnostik 

Die in 3.2.2. beschriebenen Daten umfassen alle klinischen Informationen, um den 

DLCN-Score jedes*jeder Patient*in zu bestimmen. Hierfür notwendig und darüber 

hinaus von Interesse waren unter anderem Standard-Laborparameter wie LDL-C, 

Gesamtcholesterin, HDL-C, Triglyzeride und Lipoprotein(a), sowie Daten der 

körperlichen Untersuchungsbefunde und der Patient*innenanamnese. Wie schon in 

der Einleitung beschrieben, handelt es sich beim DLCN-Score um ein 

punktebasiertes Verfahren, um die klinische Diagnose der Patient*innen mit 

Familiärer Hypercholesterinämie zu vereinfachen. Wenn möglich wurde der Score für 

jede*n Patient*in bestimmt. Um zu bestimmen, wie der Score zwischen 

mutationsnegativen und mutationspositiven Patient*innen unterscheidet, wurde die 

Fläche unter der Grenzwertoptimierungskurve (area under the curve, AUC) evaluiert. 

In dem Falle, dass die nativ LDL-C-Werte nicht verfügbar waren, wurden sie unter 

Verwendung von Rückrechungsfaktoren berechnet [38-46]. 

 

3.2.5. Mutationsscreening 

Die Ergebnisse der molekulargenetischen Analysen (NGS-Daten) von Labor Berlin 

GmbH wurden wie in 3.2.2. beschrieben in ein separates Verzeichnis überführt. 

Genauere Informationen zu den molekulargenetischen Analysen sind im Supplement 

der vorliegenden Arbeit in der Publikation [37] zu finden. Die bei dem verwendeten 

Patient*innenkollektiv vorhandenen Sequenzvarianten wurden mit Datenbanken, wie 

der Human Gene Mutation Database (HGMD) [47], der Leiden Open Variation 

Database [8] und der Clinvar Variant Database [48] abgeglichen, um neu entdeckte 

Varianten ausfindig zu machen. Darüber hinaus wurden die Allel-Frequenzen in der 

europäischen Population mittels der gnomAD-Datenbank 

(https://gnomad.broadinstitute.org/) evaluiert. Des Weiteren wurde eine funktionelle 
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Analyse mittels in silico Tools durchgeführt, um die möglichen Auswirkungen der 

sequenziellen Veränderungen zu erfassen. Hierfür wurden Polyphen-2, Mutation 

Taster und für Intronvarianten mit möglichem Effekt auf den Splice-Vorgang der 

Human Splicing Finder verwendet [49-51]. Wie schon in der Einführung beschrieben, 

ist es essenziell für die klinische Praxis, dass schon identifizierte, sowie neu 

entdeckte Mutationen durch einen Ratingsystem nach ihrer möglichen Pathogenität 

und der Auswirkungen für den*die Patient*innen klassifiziert werden. Hierfür wurden 

alle Sequenzvarianten nach den ACMG-Klassifikationen bewertet [10]. Zusätzlich 

wurden alle in dieser Studie neu identifizierten Varianten nach der neuesten 

Überarbeitung durch Nykamp et al. beurteilt [52]. Hieraus ergibt sich eine 

Unterteilung in pathogen, benigne oder Variante unsicherer Signifikanz (VUS). 

 

3.2.6. Lp(a)-Anpassung 

Die Lp(a)-Werte waren von 274 Patient*innen vorhanden. Werte in nmol/l wurden 

nach der Umrechnungsformel: mg/dL = (nmol/L + 3,83) × 0,4587, berechnet [53] . 

Falls ein Wert unterhalb der Nachweisgrenze lag, wurde jeweils die Hälfte der vom 

jeweiligen Labor bestimmten Nachweisgrenze als Lp(a)-Wert verwendet. Der 

Cholesterin-Anteil im Lp(a) wurde in Übereinstimmung mit der aktuellen Studienlage 

auf 30% geschätzt [25-27]. Um den an das Lp(a)-Cholesterin angepassten LDL-C- 

Wert, im Folgenden LDL-Ccorrected30, zu erhalten wurden 30% der Lp(a)-Masse von 

dem nativen LDL-C-Wert subtrahiert. Da der Lp(a)-Cholesterin-Wert nur geschätzt 

ist, wurden die Mittelwerte der angepassten LDL-C-Werte auch noch mit den 

geschätzten Anpassungen von 20%, 25% und 45% (LDL-Ccorrected20,- 25,- 45) berechnet. 

 

3.3. Ergebnisse 

3.3.1. Mutationsspektrum 

Bei den 336 Patient*innen konnten 44 mit Sequenzvarianten identifiziert werden, 

welche nach der ACMG-Klassifikation als Varianten unsicherer Signifikanz (VUS) 

eingestuft wurden. Diese wurden im Folgenden von den statistischen Analysen 

ausgeschlossen, da ohne weitere Forschung keine Aussagen über den Einfluss 

dieser Varianten auf den Phänotyp der Patient*innen gemacht werden können. 

Genauere Informationen zu den Patient*inneneigenschaften sind hier zu finden [37]. 

In der vorliegenden Studie kamen bei 117 Patient*innen Sequenzvarianten vor, die 
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eine FH verursachen. Insgesamt handelte es sich hierbei um 73 verschiedene 

Mutationen, die nach den ACMG-Kriterien als pathogen bzw. 

krankheitsverursachend angesehen werden. Die meisten Varianten befanden sich im 

LDLR-Gen (107 Mutationen, 84,9%), 19 (15,1%) im APOB-Gen und keine im 

PCSK9-Gen, respektive LDLRAP1-Gen. Bei den meisten Mutationen handelte es 

sich um Missense-Varianten. Die häufigste Missense-Variante im LDLR-Gen war 

c.789 T>A (p.Asp266Glu) und im PCSK9-Gen c.10580 G>A (p.Arg3527Gln). Die 

detektierten Sequenzvarianten und Informationen zum jeweiligen Phänotypen sind 

im Supplement (Tabelle S5) der Publikation zu finden [37]. Des Weiteren wurden vier 

möglicherweise compound heterozygote Patient*innen entdeckt, zwei doppelt 

heterozygote Patient*innen und ein*e sowohl doppelt als auch compound 

heterozygote*n Patient*in. Interessant bei diesen Patient*innen war, dass sie nicht, 

wie erwartet die höchsten LDL-C-Werte hatten, sondern mit 362,23±185,19 mg/dl nur 

die zweithöchsten hatten, nach Patient*innen mit Sequenzvarianten, welche zu 

einem verkürzten Protein führten (366,85±106,87 mg/dl). Außerdem wurden bei vier 

mutmaßlich nicht verwandten Patient*innen die gleichen Sequenzvarianten für ihren 

compound heterozygoten Mutationsstatus gefunden. Dies weist auf eine mögliche 

Verbindung zwischen diesen Mutationen hin, bei denen die veränderten Allele in 

einem Gen immer in Kombination miteinander vorkommen. Es wurden in der 

vorliegenden Studie aber keine weiterführenden Analysen diesbezüglich 

durchgeführt. 

 

3.3.2. Neue Sequenzvarianten 

Die elf in dieser Studie neu entdeckten Mutationen befinden sich alle im LDLR-Gen 

und sind auf insgesamt 14 Patient*innen verteilt. Alle Varianten wurden basierend 

auf der neuesten Überarbeitung der ACMG-Klassifikation als pathogen eingestuft 

und waren weder in der HGMD Datenbank, noch der gnomAD-Datenbank 

vorhanden. Genaue Informationen zu den einzelnen Sequenzvarianten finden sich in 

Tabelle S7 [37]. 

 
3.3.3. Klinische und genetische Diagnostik 

Wie schon in der Einleitung beschrieben, ist es wichtig bei Patient*innen mit erhöhten 

LDL-C-Werten die Ursache zu ermitteln und diese dann zu therapieren. Wegweisend 

ist hier ein Nachweis einer Sequenzvariante, welche nach den ACMG-Kriterien als 
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pathogen eingestuft wird. Außerdem gibt es die Möglichkeit die Patient*innen nach 

einem klinischen Score, wie dem in der Einleitung beschriebenen DLCN-Score, zu 

klassifizieren. In der vorliegenden Arbeit konnte der DLCN-Score bei 226 von den 

292 Patient*innen mit Hypercholesterinämie erhoben werden. Individuen, welche 

vom DLCN-Score als unwahrscheinlich für eine FH-Erkrankung eingestuft wurden, 

waren zu 82.8% mutationsnegativ. Das bedeutet, dass diese Patient*innen nach 

klinischen Kriterien, wie den Labordaten oder der Familienanamnese, nicht die FH- 

spezifischen Merkmale aufweisen. Patient*innen mit einem wahrscheinlichen und 

definitiven Ergebnis für eine vorliegende FH im DLCN-Score, hatten hingegen zu 

60.9% und 82.1% eine Sequenzvariation in einem der beschriebenen Gene. Der 

Score unterscheidet demnach gut zwischen Patient*innen mit und ohne Mutation. Es 

wurde zum Vergleich die Fläche unter der Grenzwertoptimierungskurve beim DLCN- 

Score und den nativen LDL-C-Werten kontrolliert. Erstaunlicherweise unterschieden 

sich die beiden nur minimal mit einer AUC = 0,76 (95% CI = 0,69-0,82, p<,001) für 

den DLCN-Score und einer AUC = 0,77 (95% CI = 0,71-0,83, p<,001) für die nativen 

LDL-C-Werte. 

Darüber hinaus wurden die nativen LDL-C-Werte der Patient*innen abhängig vom 

jeweiligen Mutationsstatus verglichen. Erwartungsgemäß waren die Werte der 

mutationsnegativen Patient*innen signifikant (p<,001) die niedrigsten im Vergleich zu 

allen anderen Gruppen (alle mutationspositiven Patient*innen, Patient*innen mit 

Missense-Mutationen, Mutationen mit verkürztem Genprodukt als Folge und 

Patient*innen die doppelt und / oder compound heterozygot für FH- 

Sequenzvarianten waren). Eine ähnliche Analyse wurde für native LDL-C-Werte von 

mutationsnegativen Patient*innen und nach der ACMG-Klassifikation unterschiedlich 

eingestuften Mutationen der Patient*innen durchgeführt. Interessant war hier, dass 

mutationsnegative Patient*innen und Individuen mit einer als VUS klassifizierten 

Sequenzvariation sich nicht signifikant (p=,981) unterschieden. 

 

3.3.4. 6-SNP polygener Score 

Der 6-SNP LDL-C polygenen Score konnte in 336 Patient*innen aus Berlin und in 

1985 Individuen der BASE-II-Kontrollkohorte bestimmt werden. Wie vorher 

beschrieben, wurden drei der Genotypen für die 336 Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie mittels einer SNaPshot-PCR-Analyse bestimmt. Die 

Genotypen der Kontrollkohorte (N=1985) waren in dem zur Verfügung stehenden 
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Datensatz enthalten, so dass der Score für jedes Individuum berechnet werden 

konnte. Der 6-SNP polygene Score war in mutationsnegativen Patient*innen mit 

einem Mittelwert von 0,639 (±0,164) um 0,061 (95% CI [0,035-0,088]) höher als der 

Wert der BASE-II-Kontrollen, t (250,177) = 4,520, p<,001. Erstaunlicherweise lag der 

6-SNP polygene Score bei den mutationspositiven Patient*innen mit 0,573 (±0,2) 

darunter. Der Mittelwert bei den mutationspositiven Patient*innen unterschied sich 

jedoch nicht signifikant von dem der nicht betroffenen Kontrollkohorte (0,578 

(±0,248)), t (137,7) = -0,282, p=,778. 

Um zu evaluieren, ob der Score gut zwischen mutationsnegativen und 

mutationspositiven Patient*innen unterscheiden kann, wurden alle Patient*innen 

(jeweils mutationsnegativ und mutationspositiv) mit einem nativ LDL-C-Wert >155 

mg/dl und alle Individuen der BASE-II-Kontrollkohorte mit einem LDL-C-Wert 

<155mg/dl (dies ist der Cut-Off für den DLCN-Score) in jeweils drei Gruppen 

eingeteilt. Nun konnte untersucht werden, ob der Score adäquat zwischen 

Patient*innen mit einer Hypercholesterinämie und nicht betroffenen Individuen 

unterscheidet. Die Fläche unter der Grenzwertoptimierungskurve zeigte eine 

mangelnde Diskriminierung zwischen mutationspositiven und mutationsnegativen 

Patient*innen (AUC = 0,62 [95% CI = 0,55-0,69], p<,001), zwischen BASE-II und 

mutationspositiven Patient*innen (AUC = 0,50 [95% CI = 0,45-0,54], p=,897) und 

zwischen BASE-II-Kontrollen und mutationsnegativen Patient*innen (AUC = 0,60 

[95% CI = 0,56-0,64], p<,001). Vor allem der Nutzen des Scores bei der 

Unterscheidung von Patient*innen ohne Sequenzvariation und mit 

Hypercholesterinämie und Individuen ohne erhöhten LDL-C-Werten ist hier von 

Interesse, da hier, wie in der Einleitung beschrieben wurde, eine diagnostische Lücke 

vorliegt. Mit der Grenzwertoptimierungskurve kann man nach Bestimmung des 

Youden-Index den Wert finden, an dem der Score am besten zwischen 

mutationsnegativen Patient*innen und nicht betroffenen Kontrollen der BASE-II- 

Kohorte unterscheidet. Mit dieser Information und nach Anpassung der Prävalenz 

mittels des Satzes von Bayes war es möglich die klassischen statistischen 

Gütekriterien des Scores für die Anwendung an diesen zwei Gruppen zu ermitteln. 

So ergab sich beispielsweise ein positiv prädiktiver Wert von 0,57%, was bei den 123 

mutationsnegativen Patient*innen (mit LDL-C-Werten >155mg/dl) eine richtige 

Diagnose in 0,70 Patient*innen (nicht einmal einem*einer Patient*in) erlauben würde. 

Anders gesagt, der Score könnte angewandt an dieser Gruppe nicht einmal bei 
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einem*einer Patient*in eine polygene Erklärung für die erhöhten LDL-C-Werte 

erkennen. Eine weitere Möglichkeit die Güte eines diagnostischen Scores zu 

überprüfen ist mit einer Regressionsanalyse die Assoziation zwischen dem Score 

und den erhöhten LDL-C-Werten der Kontrollgruppe und der mutationsnegativen 

Patient*innen zu betrachten. Hierfür wurde eine lineare Regression gewählt, welche 

mit ß=34,8, p<,001, R2=,031, Radj
2=,030, nur einen kleinen Teil der Varianz der LDL- 

C-Werte erklärt. Nach Berücksichtigung von Geschlecht und Alter konnte zwar eine 

bessere Vorhersage über die LDL-C-Werte getroffen werden, mit einem 

standardisiertem ß = |0,174| (6-SNP polygener Score*), ßstandardisiert = |0,263| (Alter*) 

und ßstandardisiert = |0,013| (Geschlecht), F [3,20] = 76,26, p<,001, R2=,099, Radj
2=,098, 

aber auch hier konnte eine stärkere Assoziation vom Alter der Patient*innen mit den 

LDL-C-Werten als vom 6-SNP polygenen Score gesehen werden. Alter (p<,001) und 

Score (p<,001) waren statistisch signifikant in der multiplen Regression, Geschlecht 

hingegen nicht (p=,542). Mit anderen Worten erklärt das Alter der Patient*innen und 

der 6-SNP polygene Score zusammen knapp 10% der Varianz der LDL-C-Werte. 

 

3.3.5. Lp(a)-Anpassung Überblick 

Die Lp(a)-Werte waren bei 274 Patient*innen vorhanden. Hierunter befinden sich 

Patient*innen mit und ohne in der molekulargenetischen Diagnostik identifizierter FH- 

verursachender Mutation. Die Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation hatten 

signifikant (p<,020) höhere Lp(a)-Werte mit einem Median von 20,4 mg/dl (IQR 67,3), 

im Vergleich zu den Patient*innen mit FH-verursachender Mutation (12 mg/dl (IQR 

24,1)). Nach Berechnung des LDL-Ccorrected30 wie in 3.2.6. beschrieben, zeigte sich 

ein signifikanter Unterschied, sowohl im Vergleich von nativ LDL-C und LDL- 

Ccorrected30, als auch beim DLCN-Score vor und nach der Lp(a)-Anpassung. Der 

Unterschied zwischen nativ LDL-C und LDL-Ccorrected30 zeigte sich auch, wenn man 

die mutationspositiven und mutationsnegativen Patient*innen separat betrachtet. 

29,2% (N=80) der 274 Patient*innen hatten ein Lp(a)-Wert von über 50 mg/dl. In 

einer Spearman-Korrelation korrelierten die Lp(a)-Werte und der Mutationsstatus der 

Patient*innen signifikant (p<,05) mit einem ρ=0,14 miteinander. Die Lp(a)-Werte und 

die nativen LDL-C-Werte, sowie die LDL-Ccorrected30-Werte korrelierten nicht 

signifikant miteinander (p>,05), wohingegen die Lp(a)-Werte und die angepassten 

LDL-Ccorrected45-Werte eine signifikante inverse Korrelation aufwiesen, LDL-Ccorrected45 

mit ρ=-0,15 (p<,05). 
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Tabelle 1. Patient*innencharakteristik der 274 Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie.1 

 
 

 

Variable Patient*innen mit 
Hypercholesterinämie 

  

 N (%)   

Weiblich 178 (65)   

Männlich 96 (35)   

 
Mittelwert (+-SD) 

  

Alter (Jahre)2
 56,4 (14,2)   

Gesamtcholesterin (mg/dl)3
 210,6 (71,6)   

Lipoprotein(a) (mg/dl)4
 14,2 (55,6)   

LDL-Ccorrected20 270,3 (101,8)   

LDL-Ccorrected30 265,9 (105,5)   

LDL-Ccorrected25 268,1 (102,9)   

LDL-Ccorrected45 259,2 (108,8)   

 FH/M+ FH/M- p-Wert 

Lipoprotein(a) (mg/dl)4
 13 (24,1) 20,4 (67,3) ,020 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 FH/M+ sind Patient*innen mit einer FH-verursachenden Mutation. FH/M- sind Patient*innen ohne 

eine FH-verursachende Mutation. Lp(a)-Cholesterin-Anpassung errechnet durch Subtraktion von 30% 

der Lipoprotein(a)-Masse vom nativen LDL-C. Die Anpassung bei LDL-Ccorrected20,-25,-45 wurde durch die 

Subtraktion von 20%, 25% und 45% der Lipoprotein(a)-Masse vom nativen LDL-C berechnet. 

Unterschiede berechnet mit Mann-Whitney-U-Test. DLCN, Dutch Lipid Clinic Network; FH, Familiäre 

Hypercholesterinämie; LDL‐C, Low‐Density-Lipoprotein-Cholesterin. Quelle: Eigene Darstellung. 

2 Zum Zeitpunkt der Studienrekrutierung. 

3 Unter maximaler Therapie. 

4 Median (IQR). 
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Tabelle 2. Überblick der Lp(a)-Anpassung der 274 Patient*innen.5 

 

 

 Vor Lp(a)-Cholesterin- 
Anpassung 

Nach Lp(a)- 
Cholesterin- 

                                                                                 Anpassung  

p-Wert 

Nativ LDL-C (mg/dl) 279,2 (99,5) 265,9 (105,5) <,001 

DLCN-Score 5,3 (2,9) 4,9 (3) <,001 

 
FH/M+ nativ LDL-C 
(mg/dl) 

 
328,2 (106,2) 

 
319,5 (103,8) 

 
<,001 

FH/M- nativ LDL-C 
(mg/dl) 

238,5 (72) 221,3 (79,3) <,001 

 
 
 

3.3.6. FH-Diagnostik unter Lp(a)-Anpassung 

Die klinische Diagnostik der Familiären Hypercholesterinämie basiert, wie 

beschrieben, auf Score-Systemen wie dem DLCN-Score. Um zu analysieren, wie gut 

der Score vor der genetischen Testung (also nur basierend auf den klinischen 

Merkmalen des*der Patient*in) zwischen mutationsnegativen und mutationspositiven 

Patient*innen unterscheidet, wurden die Score-Ergebnisse den Resultaten der 

genetischen Analyse gegenübergestellt. Untersucht wurde dies vor und nach der 

Lp(a)-Anpassung, also mit nativ LDL-C-Werten und mit den LDL-Ccorrected30-Werten 

(Abbildung 1 (A)/(B)). Der DLCN-Score mit Lp(a)-angepassten LDL-C-Werten war in 

220 der 274 Patient*innen erhebbar. 

Vor der Anpassung hatten 82,5% der Patient*innen, welche nach dem DLCN-Score 

eine definitive FH-Diagnose haben, eine als pathogen klassifizierte Mutation. Das 

bedeutet, dass der Score etwa vier von fünf Patient*innen ohne genetische Testung 

richtig als FH-Patient*innen klassifiziert hat. Bei den Patient*innen, welche nach dem 

 

5 FH/M+ sind Patient*innen mit einer FH-verursachenden Mutation. FH/M- sind Patient*innen ohne 

eine FH-verursachende Mutation. Lp(a)-Cholesterin-Anpassung errechnet durch Subtraktion von 30% 

der Lipoprotein(a)-Masse vom nativen LDL-C. Werte sind als Mittelwerte mit Standardabweichung in 

Klammern angegeben. Unterschiede berechnet durch gepaarten t-Test. DLCN, Dutch Lipid Clinic 

Network; FH, Familiäre Hypercholesterinämie; LDL‐C, Low‐Density-Lipoprotein-Cholesterin. Quelle: 

Eigene Darstellung. 
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DLCN-Score unwahrscheinlich an FH erkrankt sind, wurde nur bei 17,2% eine als 

pathogen klassifizierte Variante gefunden. Nach Lp(a)-Anpassung der LDL-C-Werte 

haben 85,3% der als definitiv eingestuften Patient*innen eine als pathogen 

klassifizierte Mutation. Bei als unwahrscheinlich eingestuften Patient*innen haben 

nun 88,1% keine als FH-verursachend klassifizierte Mutation. 

 

 
 
 

(A) 

Unwahrscheinliche 
FH <3 (N=29) 

Mögliche FH 3-5 
(N=107) 

Wahrscheinliche 
FH 6-8 (N=44) 

Definitive FH >8 
(N=40) 

 
 

 

 
Unwahrscheinliche 

FH <3 (N=42) 
Mögliche FH 3-5 

(N=101) 
Wahrscheinliche 

FH 6-8 (N=43) 
Definitive FH >8 

(N=34) 

(B) 

 

 
Abbildung 1. (A) Anteil der entdeckten krankheitsverursachenden Mutation nach dem DLCN- 

Score vor Lp(a)-Cholesterin-Anpassung. (B) Anteil der entdeckten krankheitsverursachenden 

Mutation nach dem DLCN-Score nach Lp(a)-Cholesterin-Anpassung. Der DLCN-Score war in 220 der 

274 Patient*innen mit Hypercholesterinämie erhebbar. Die Abbildung zeigt den Anteil der 

Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation (orange Balken) verglichen mit dem Anteil der 

Patient*innen mit FH-verursachender Mutation (blaue Balken) in Relation zu den verschiedenen 

14,7% 

37,2% 

61,4% 

88,1% 

85,3% 

62,8% 

38,6% 

11,9% 

17,5% 

38,6% 

67,3% 
82,8% 

82,5% 

61,4% 

32,7% 
17,2% 
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DLCN-Score-Intervallen. FH, Familiäre Hypercholesterinämie. Quelle: Rieck, L., F. Bardey, T. 

Grenkowitz, L. Bertram, J. Helmuth, C. Mischung, J. Spranger, E. Steinhagen-Thiessen, T. Bobbert, 

U. Kassner, and I. Demuth, Mutation spectrum and polygenic score in German patients with familial 

hypercholesterolemia. Clin Genet, 2020. 98(5): p. 457-467. 

 

In Tabelle 3 sind die verschiedenen Anteile von Patient*innen vor und nach Lp(a)- 

Anpassung jeweils für den DLCN-Score und die verschiedenen Grenzwerte der LDL- 

C-Werte aufgelistet. Außerdem sind die Raten der Reklassifizierung in eine tiefere 

DLCN-Score-Klasse oder LDL-C-Grenzwert-Klasse jeweils für mutationspositive, 

mutationsnegative und alle Patient*innen angegeben. Bei den als definitiv, 

wahrscheinlich und möglich eingestuften Patient*innen nach dem DLCN-Score, kam 

es zu einer Reduktion der Patient*innenanzahl. Die Anzahl der als unwahrscheinlich 

eingestuften Patient*innen stieg von 10,6% auf 15,3% nach der Anpassung. Alle 

Mittelwerte des DLCN-Scores veränderten sich signifikant (p<,001) nach der Lp(a)- 

Anpassung. Insgesamt wurden 6,2% der Patient*innen in eine tiefere DLCN-Klasse 

eingestuft. Die meisten Reklassifizierungen in eine tiefere Klasse, mit 4,7%, gab es 

bei Patient*innen ohne eine FH-verursachende Mutation. Unter den 

mutationsnegativen Patient*innen gab es mit 9,3% die höchste Proportion von tiefer 

Klassifizierten bei den vom DLCN-Score als möglich an FH-erkrankt eingestuften 

Patient*innen. 

Bei den verschiedenen LDL-C-Grenzwertklassen sind die Gruppen der Patient*innen 

mit LDL-C-Werten über 190 mg/dl jeweils gewachsen, wohingegen die Gruppen mit 

LDL-C-Werten unter 190 mg/dl jeweils kleiner geworden sind. Auch hier waren die 

Unterschiede der Mittelwerte vor und nach Lp(a)-Anpassung jeweils signifikant 

(p<,001). Insgesamt 8,9% der Patient*innen wurden in einer tiefere LDL-C- 

Grenzwertklasse eingestuft. Wie schon beim DLCN-Score fanden hier die meisten 

Reklassifizierungen bei Patient*innen ohne eine FH-verursachende Mutation statt 

und nur 0,9% der Reklassifizierten waren mutationspositiv. Die größte Proportion von 

niedriger klassifizierten Patient*innen von 15,4% befand sich bei den 

mutationsnegativen Patient*innen mit LDL-C-Werten zwischen 155 und 190 mg/dl. 
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Tabelle 3. Reklassifizierung nach Lp(a)-Anpassung.6 

 

 
Rate der 
Niedriger- 
Klassifizier 

  ungen  

  Vor 
Anpassung 

Nach 
Anpassung 

 
Alle 

 
FH/M+ 

 
FH/M- 

DLCN-    15   

Score Definitiv 14,6 (40) 12,4 (34)* (6) 10 (4) 5 (2) 

(N=274)       

 Wahrschei   2,3   

nlich 16,1 (44) 15,7 (43)* (1) 0 (0) 2,3 (1) 

  

Möglich 
 

39 (107) 
 

36,9 (101)* 
9,3 
(10) 

 

0 (0) 
 

9,3 (10) 

 
Unwahrsc 
heinlich 

 
10,6 (29) 

 
15,3 (42)* 

   

       
Insgesamte 

kein 
DLCN- 
Score 

 
 

6,2 

Rate der 
Niedriger- 
Klassifizierun 
gen 

erhebbar 19,7 (54) (17) 1,5 (4) 4,7 (13) 

 
LDL-C 

 
≥251 

 
53,3 (120) 

 
49,3 (111)* 

7,5 
(9) 

 
1,7 (2) 

 
5,8 (7) 

(N=225)       

  
191-250 

 
32 (72) 

 
29,3 (66)* 

9,7 
(7) 

 
0 (0) 

 
9,7 (7) 

  

155-190 
 

11,6 (26) 
 

14,7 (33)* 
15,4 
(4) 

 

0 (0) 
 

15,4 (4) 

 
0-154 3,1 (7) 6,7 (15)* 

   

      Insgesamte 
 Rate der 
 Niedriger- 

8,9 
Klassifizierun 
gen 

   (20) 0,9 (2) 8 (18) 

 

6 Anteil der Patient*innen mit Hypercholesterinämie nach dem DLCN-Score und den verschiedenen 

LDL-C-Grenzwerten vor und nach der Lp(a)-Anpassung der LDL-C-Werte, und die dazugehörigen 

Reklassifizierungsraten in Patient*innen mit einer FH-verursachenden Mutation (FH/M+) und 

Patient*innen ohne eine identifizierte Mutation (FH/M-). Werte in Prozent mit der Anzahl der 

Patient*innen in Klammern. *p<0,001 für das Vergleichen der Mittelwerte des DLCN-Scores und der 

LDL-C-Werte vor und nach Lp(a)-Cholesterin-Anpassung. DLCN, Dutch Lipid Clinic Network; FH, 

Familiäre Hypercholesterinämie; LDL‐C, Low‐Density-Lipoprotein-Cholesterin. Quelle: Eigene 

Darstellung. 
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36% 

48% 

9% 

7% 

Die Patient*innen des hier untersuchten Kollektivs können also nach der Lp(a)- 

Anpassung in die Gruppen der Patient*innen mit FH-verursachender Mutation (48%), 

Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation und erhöhten LDL-Ccorrected30-Werten 

von über 190 mg/dl (36%), Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation, LDL- 

Ccorrected30-Werten unter 190 mg/dl und Lp(a)-Werten unter 50 mg/dl (9%) und in 

Patient*innen ohne krankheitsverursachende Mutation, LDL-Ccorrected30-Werten von 

unter 190 mg/dl und erhöhten Lp(a)-Werten von über 50 mg/dl (7%) eingeteilt 

werden (Abbildung 2). 

 
 
 
 
 

 

 

FH/M+ FH/M- / ≥190 FH/M- / <190 / <50 FH/M- / <190 / >50 
 

Abbildung 2. Verteilung der verschiedenen Untergruppen des Patient*innenkollektivs. FH/M+ sind 

Patient*innen mit FH-verursachender Mutation. FH/M- / ≥190 sind Patient*innen ohne FH- 

verursachende Mutation und und nativ LDL-C-Werten über 190 mg/dl. FH/M- / <190 / <50 sind 

Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation, nativ LDL-C-Werten unter 190 mg/dl und Lp(a)- 

Werten unter 50 mg/dl. FH/M- / <190 / >50 sind Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation, nativ 

LDL-C-Werten unter 190 mg/dl und Lp(a)-Werten über 50 mg/dl. Lp(a), Lipoprotein (a); FH, Familiäre 

Hypercholesterinämie; LDL‐C, Low‐Density-Lipoprotein-Cholesterin. Quelle: Eigene Darstellung. 

 
 

3.4. Weiterführende Fragestellung und klinische Anwendung 

In dieser Studie wurden 336 deutsche Patient*innen mit Hypercholesterinämie auf 

ihren Mutationsstatus in den Genen LDLR, APOB und PCSK9 und eine mögliche 

polygene Ursache ihrer Hypercholesterinämie untersucht. Außerdem wurden zum 
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Vergleich der Ergebnisse Daten der BASE-II-Kontrollkohorte herangezogen, welche 

aus N=1985 nicht betroffenen Individuen besteht. 

Von den 73 Sequenzvarianten, welche in 117 Patient*innen entdeckt wurden, waren 

11 noch nicht vorher beschrieben. Die meisten dieser Varianten waren im LDLR-Gen 

und vom Missense-Typ. Keine pathogenen Varianten wurden im PCSK9-Gen oder 

LDLRAP1-Gen entdeckt. Die häufigste Mutation wurde im APOB Gen c.10580 G>A 

(p.Arg3527Gln) gefunden. Die Ergebnisse bezüglich des Mutationsspektrums bei 

deutschen Patient*innen und zur klinischen Diagnostik mittels des DLCN-Scores 

ließen sich im Abgleich mit unseren vorherigen Untersuchungen reproduzieren [9]. 

Außerdem konnte vergleichbar mit anderen Untersuchungen [54] in der vorliegenden 

Studie gezeigt werden, dass Varianten im LDLR-Gen häufig als Cluster in Exon 4 

und 5 vorkommen. In dieser Region befindet sich auch die häufigste LDLR-Variante 

c.798 T>A (p.Asp266Glu). Hiermit bestätigt und erweitert die vorliegende Studie den 

aktuellen Stand der genetischen Heterogenität von Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie in Deutschland. Sieben Patient*innen waren heterozygot für 

mehr als eine Sequenzvariation, entweder im gleichen Gen oder in einem anderen 

der drei FH-Gene. Wie schon in einer Gemeinschafts-Studie der Europäischen 

Gesellschaft für Atherosklerose beschrieben [55], waren die Mittelwerte der LDL-C- 

Werte und die dazugehörigen klinischen Phänotypen geringer ausgeprägt in 

Patient*innen mit zwei Varianten in zwei verschiedenen Genen, als bei compound 

heterozygoten Patient*innen, welche teilweise homozygoten FH-Patient*innen in 

ihren Phänotypen ähneln können. Bei den compound heterozygoten Patient*innen 

könnten die Mutationen zu einem vollständigen Ausfall des korrespondierenden 

Proteins führen. Für eine genauere Erklärung dieses Umstands sind weitere 

Untersuchungen (Stammbaumanalysen) des genauen Mutationsmusters dieser 

Patient*innen notwendig. Eine möglich allelische Kopplung zwischen zwei Varianten 

konnte somit in dieser Studie nicht weiterführend geklärt werden. 

Wie zu erwarten, unterschieden sich die LDL-C-Werte von Patient*innen ohne 

Mutation nicht signifikant von den Werten der Patient*innen, welche eine nach den 

ACMG-Kriterien als VUS klassifizierte Variante aufzeigten. Diese Varianten sind 

wahrscheinlich nicht krankheitsverursachend. Wie schon in der Einführung 

beschrieben, ist es ein großes Problem der aktuellen FH-Diagnostik, dass nur ca. 

10% der Varianten, welche bei den Patient*innen identifiziert werden, als pathogen 

bzw. krankheitsverursachend eingestuft werden [11]. Dies erschwert den alltäglichen 
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praktischen Umgang enorm, da auch eine mögliche Therapie der FH auf eine 

gesicherte klinische und genetische Diagnose aufbauen sollte. Eine kürzlich 

veröffentlichte Studie von Kircher et al. [56] versucht dieser Problematik zumindest 

für die Interpretation von nicht-codierenden DNA-Abschnitten zu begegnen. Die 

Arbeitsgruppe benutzte hierfür eine Kombination aus Sättigungsmutagenese 

(Künstliche Gensynthese von zu untersuchenden Mutationen in einem bestimmten 

Bereich eines Gens) und Reportergen-Assays bei über 20 krankheitsassoziierten 

Gen-Promotor und Gen-Enhancer-Regionen (unter anderem auch die des LDLR- 

Gens) um eine funktionelle Analyse von über 30.000 SNPs zu generieren. Hierdurch 

konnte die Arbeitsgruppe viele Daten zu den regulatorischen Konsequenzen von 

SNPs in krankheitsassoziierten Genen sammeln. Eine vergleichbare Arbeit für 

kodierende Regionen wäre sehr hilfreich, um z.B. die große Gruppe der als VUS 

klassifizierten Varianten genauer einteilen zu können. Bis es eine solche Studie gibt, 

ist die kontinuierliche Klassifikation von Sequenzvarianten nach einheitlichen 

Systemen wie den ACMG-Klassifikationen wichtig, um so das Spektrum der 

Mutationen mit denen Ärzt*innen sich in der Praxis konfrontiert sehen weiter zu 

analysieren. 

Die Patient*innen aus der vorliegenden Untersuchung wurden, wenn möglich mithilfe 

des DLCN-Scores aufgrund ihrer phänotypischen Merkmale und ihrer Anamnese in 

verschieden Gruppen eingeteilt, welche unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten für 

das Vorliegen einer FH haben. Eine krankheitsverursachende Mutation wurde in über 

70% der Fälle entdeckt, in denen eine FH-Diagnose wahrscheinlich oder definitiv 

nach dem DLCN-Score war. Der DLCN-Score unterschied mit einer Fläche unter der 

Grenzwertoptimierungskurve von AUC = 0,76 (95% CI = 0,69-0,82, p<,001) ungefähr 

so gut zwischen mutationsnegativen und mutationspositiven Patient*innen wie die 

nativ LDL-C-Werte (AUC = 0,77 (95% CI = 0,71-0,83), p<,001). Zu dieser Erkenntnis 

kamen auch andere Studien. In der klinischen Praxis bedeutet dies, dass für eine 

erste Risikostratifizierung der LDL-C-Wert allein einen hohen Stellewert hat. [9, 57, 

58]. 

Für Patient*innen, welche mit einer Hypercholesterinämie in einer Praxis vorstellig 

werden, gibt es also klassische Diagnosemethoden, wie die Anamnese und die 

klinische Untersuchung, welche sich im DLCN-Score zusammenfassen lassen. Des 

Weiteren kann bei ausreichendem Verdacht eine Genanalyse für eine 

Sequenzvariation in einem der drei bekannten FH-Gene durchgeführt werden. In der 
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vorliegenden Studie konnten keine krankheitsverursachenden Mutation in 65,2% der 

Fälle gefunden werden, eine Zahl die sich mit einem vor kurzem veröffentlichten 

Review-Artikel deckt [59]. Futema und Kolleg*innen entwarfen daraufhin einen 

polygenen SNP-Score, der wie in der Einführung beschrieben, die erhöhten LDL-C- 

Werte der Patient*innen erklären soll. Die Autor*innen gehen davon aus, dass die 

Hypercholesterinämie bei ca. 90% der mutationsnegativen Patient*innen auf eine 

polygene Ursache zurückzuführen ist [19]. Die vorliegende Arbeit kam bezüglich des 

6-SNP polygenen Scores zu abweichenden Ergebnissen. Obwohl auch hier die 

mutationsnegativen Patient*innen die signifikant höchsten Score-Werte aufwiesen, 

waren die mutationspositiven Patient*innen mit dem niedrigsten Mittelwert des 

Scores nicht wie bei Futema et al. zwischen den Mutationsnegativen und der 

Kontrollgruppe wieder zu finden. Die Score-Mittelwerte zwischen Patient*innen mit 

einer Sequenzvariation und der Kontrollkohorte BASE-II unterschieden sich nicht 

signifikant. Ein weiterer Unterschied betraf die Score-Werte generell, welche bei 

dieser Studie im Durchschnitt niedriger waren als die von Futema und Kolleg*innen. 

Eine mögliche Erklärung hierfür könnte der Umstand sein, dass Futema et al. im 

Falle von fehlenden SNP-Genotypen teilweise den am weitesten verbreiteten 

Genotyp einfügte, wohingegen in der vorliegenden Studie eine Null als Wert für 

diesen SNP eingesetzt wurde. 

Um den 6-SNP polygenen Score weiter zu prüfen, wurden für die hier beschriebene 

Arbeit unterschiedliche Methoden gewählt. Zuerst wurden die Patient*innen und die 

Kontrollkohorte, wie in 3.3.4. beschrieben in drei verschiede Gruppen eingeteilt: Eine 

Gruppe von mutationspositiven Individuen mit Hypercholesterinämie, eine Gruppe 

von mutationsnegativen Individuen mit Hypercholesterinämie und eine Gruppe von 

Individuen ohne Hypercholesterinämie (Kontrollkohorte), damit untersucht werden 

konnte, ob der 6-SNP polygenen Score adäquat zwischen „beeinträchtigten“ 

Patient*innen und „nicht beeinträchtigen“ Individuen unterscheiden kann. Hier wurde 

nur eine beschränkte Fähigkeit des Scores zwischen den mutationsnegativen 

Patient*innen und den BASE-II-Kontrollen zu unterscheiden detektiert, mit einer 

Fläche unter der Grenzwertoptimierungskurve AUC = 0,60 (95% CI=0,56-0,64, 

p<,001). Ein weiteres statistisches Qualitätsmerkmal sind klassische Werte wie der 

positiv prädiktive Wert, welcher mithilfe der Fläche unter der 

Grenzwertoptimierungskurve bestimmt wurde. Dieser war mit 0,57% sehr niedrig. 

Zuletzt wurde die Assoziation des 6-SNP polygenen Scores mit den LDL-C-Werten 
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der Patient*innen anhand eines Regressionsmodells untersucht. Dieses zeigte, dass 

nur ca. 3% der Varianz der LDL-C-Werte der Patient*innen durch den Score erklärt 

werden können. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die insgesamt sechs SNPs, 

welche aus einer Metaanalyse von genomweiten Assoziationsstudien stammen, nicht 

die gesamte genetische Varianz der Hypercholesterinämie der Patient*innen 

abbilden können. Diese 95 SNPs, welche hier zusammen genommen nur 12,2% der 

Varianz des LDL-C erklären, entstammen den Daten von >100.000 Individuen 

europäischer Abstammung aus der Arbeit von Teslovich und Kolleg*innen [18]. Es 

handelt sich bei den SNPs zwar um jene, welche am stärksten mit den Serum-LDL- 

C-Werten assoziiert sind, doch dieser Effekt wird, wie bei uns dargestellt, minimal, 

wenn er auf das einzelne Individuum zurückgerechnet wird. Dass es bei der 

vorliegenden und auch bei vergleichbaren Studien zu erhöhten Score-Werten in der 

Gruppe der mutationsnegativen Patient*innen kommt, liegt vermutlich nicht an dem 

von Futema et al. postulierten Umstand, dass diese Patient*innen eine primär 

polygene Ätiologie ihrer Hypercholesterinämie haben. Es liegt wahrscheinlich 

vielmehr daran, dass diese selektierte Gruppe von Individuen mit erhöhten LDL-C- 

Werten ohne monogene Ursache einfach eine erhöhte Wahrscheinlichkeit aufweist, 

die besagten sechs SNPs in ihrem Genom zu tragen, da diese in der allgemeinen 

Bevölkerung trotz ihres geringen Effekts häufiger in Individuen mit erhöhten LDL-C- 

Werten vorkommen. Stattdessen könnte zum Beispiel ein noch nicht entdeckter 

Genort oder eine epigenetische Veränderung die Ursache für die erhöhten LDL-C- 

Werte dieser Patient*innen sein. 

Auch andere Arbeitsgruppen haben sich mit dem Thema der polygenen Risiko- 

Scores beschäftigt. Trinder et al. entwarfen einen Score, der aus 28 LDL-C 

assoziierten SNPs (vier davon wurden in der vorliegenden Studie benutzt) besteht, 

den sie bei Patient*innen mit einer monogen FH anwandten und feststellten, dass die 

Patient*innen ein signifikant erhöhtes Risiko für vorzeitige kardiovaskuläre 

Erkrankungen (CVD) haben. Dieses Risiko konnten sie jedoch nicht bei 

mutationsnegativen Patient*innen nachweisen [60]. In einem aktuell erschienenen 

Follow-Up dieser Arbeitsgruppe bestätigten sie ihre vorherige These und zeigten in 

drei großen Kohorten, dass Patient*innen mit einer monogenen FH-Diagnose und 

erhöhtem polygenen Risiko ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko aufweisen. Erklärt 

wird das erhöhte CVD-Risiko durch eine mögliche Verstärkung des Effekts der 

monogenen Ursache der FH durch das Vorhandensein von mit erhöhten LDL-C- 
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Werten assoziierten SNPs. Dieses Mal konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass ein 

Anstieg des SNP-Scores von 20% in zwei der drei Kohorten signifikant jeweils ca. 

5% und 8% der Varianz der LDL-C-Werte beschreiben kann. Diese Werte sind zwar 

höher als die 3%, die in der vorliegenden Studie aufgezeigt werden konnten, jedoch 

wurde hier die allgemeine Korrelation aller Werte des Scores mit den LDL-C-Werten 

verglichen und nicht nur die mit einer Erhöhung von 20% [61]. Auch die Erkenntnis, 

dass Patient*innen mit einer monogenen FH und einem hohen polygenen Risiko 

möglicherweise ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko haben, klärt nicht die Frage der 

Ursache der Erkrankung in den mutationsnegativen Patient*innen. Des Weiteren 

entwickelten Paquette et al. einen Score, der aus 192 SNPs besteht, welche mit 

koronarer Herzkrankheit assoziiert sind und bei hohen Werten mit einem erhöhten 

Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen korreliert. Hierbei handelt es sich ebenfalls 

um 725 FH-Patient*innen mit einer monogenen Ursache [62]. Diese Scores könnten 

ergänzend zu bestehenden Methoden zum allgemeinen kardiovaskulären 

Risikoscreening bei Patient*innen mit Hypercholesterinämie eingesetzt werden. 

Eine weitere vergleichbare Studie an spanischen Patient*innen umfasste 294 

mutationsnegative Individuen. Diese wurden mithilfe des gleichen 6-SNP polygenen 

Scores untersucht, der auch in der vorliegenden Studie verwendet wurde. Hier 

konnte der Score 3,1% der Variation der LDL-C-Werte der Patient*innen erklären. 

Interessanterweise war analog zu der hier diskutierten Studie das Alter der 

Patient*innen ein stärkerer Prädiktor für die LDL-C-Werte der Patient*innen als der 

polygene Score. Wichtig zu erwähnen ist, dass es sich bei den meisten Patient*innen 

(91,2%) um blutsverwandte Familien handelt [63]. In einer weiteren Arbeit von Wang 

et al. wurden mit zehn verschiedenen SNPs (davon wurden zwei auch in der 

vorliegenden Studie benutzt) 313 Individuen mit Hypercholesterinämie gescreent, 

von denen ca. die Hälfte eine monogene FH aufwiesen. Hierbei zeigte sich keine 

signifikante Korrelation zwischen den LDL-C-Werten der mutationsnegativen 

Patient*innen (N=145) und dem hier untersuchten polygenen Score [64]. Sowohl 

Wang et al. als auch der Reviewartikel von Iacocca & Hegele [65] postulierten, dass 

mehrere SNPs als Cluster in blutsverwandten Familienangehörigen vorkommen. Die 

hierfür notwendigen Segregationsanalysen waren nicht Teil der vorliegenden Studie. 

Es wird angenommen, dass Patient*innen mit einer FH-verursachenden Mutation 

durch ihren gestörten LDL-Rezeptor-Metabolismus höhere Lp(a)-Werte aufweisen, 

als z.B. ihre Verwandten ohne Dyslipidämie [66]. Im hier untersuchten 
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Patient*innenkollektiv zeigte sich, dass Patient*innen mit Hypercholesterinämie ohne 

FH-verursachende Mutation signifikant höhere Lp(a)-Werte aufwiesen. Eine mögliche 

Erklärung hierfür ist, dass Patient*innen mit FH-verursachender Mutation eine 

monogene Ursache für ihre erhöhten LDL-C-Werte haben, wohingegen bei den 

Patient*innen ohne identifizierte Mutation möglicherweise erhöhte Lp(a)-Werte die 

erhöhten LDL-C-Werte verursachen. Somit ist es nicht verwunderlich, dass in einer 

Gruppe von Menschen mit Hypercholesterinämie die mutationsnegativen 

Patient*innen mit einer größeren Wahrscheinlichkeit noch höhere Lp(a)-Werte 

aufweisen, als unsere Patient*innen mit einer FH-verursachenden Variante. Da das 

kardiovaskuläre Risikoprofil von erhöhten Lp(a)-Werten und erhöhten LDL-C-Werten 

ähnlich ist und sich durch eine Kombination der beiden verstärkt, ist es möglich, dass 

erhöhte Lp(a)-Werte die FH-Erkrankung in einem Teil der mutationsnegativen 

Patient*innen verursachen [30, 67]. Ca. 29% der Patient*innen hatten Lp(a)-Werte 

von über 50 mg/dl, was mit den Daten von weißen Nordeuropäer*innen 

übereinstimmt [20]. Die Lp(a)-Anpassung wurde basierend auf einer Schätzung, die 

30% der Lp(a)-Masse dem Lp(a)-Cholesterin zurechnet, durchgeführt [25-27]. Dass 

die Lp(a)-Werte nur mit den angepassten LDL-Ccorrected45-Werten invers korrelierten, 

liegt möglicherweise daran, dass Patient*innen mit hohen Lp(a)-Werten einen 

höheren Anteil von Lp(a)-Cholesterin aufweisen und nach der Anpassung geringere 

„echte“ LDL-C-Werte aufweisen. Mit anderen Worten, je höher die Lp(a)-Werte und 

je höher die angenommene Lp(a)-Cholesterin-Masse, i.e. 45%, desto niedriger die 

angepassten LDL-C-Werte. Nach Anpassung der LDL-C-Werte an das Lp(a)- 

Cholesterin sanken die LDL-C-Werte und der DLCN-Score signifikant bei den an der 

Studie teilnehmenden Patient*innen. Hierdurch wird auch die FH-Diagnostik 

beeinflusst. Der Anteil Patient*innen mit einer FH-verursachenden Mutation, welche 

durch den DLCN-Score als definitive FH-Patient*innen eingestuft wurden, steigt von 

82,5 auf 85,3%. Gleichzeitig sinkt der Anteil der mutationsnegativen Patient*innen 

mit unwahrscheinlicher FH-Diagnose von 17,2% auf 11,9%. Es kann also aufgrund 

der Lp(a)-Anpassung bei mehr Patient*innen durch den DLCN-Score der 

Mutationsstatus korrekt vorhergesagt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass ca. 6% der Patient*innen nach der Lp(a)-Anpassung in eine jeweils niedrigere 

DLCN-Score-Klasse eingestuft wurden. Diese Ergebnisse decken sich mit aktuellen 

Studien, welche teilweise signifikante Verbesserungen in der Vorhersage des 

Vorhandenseins von pathogenen Varianten durch den DLCN-Score aufzeigten [31, 
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32]. Auch bei Einteilung in die verschiedenen LDL-C-Grenzwerte kam es nach der 

Anpassung zu einer Reklassifizierung von ca. 9% der Patient*innen. Die höchsten 

Proportionen von Reklassifizierungen fanden sich bei den mutationsnegativen 

Patient*innen, was dadurch erklärbar ist, dass diese Patient*innen eine noch unklare 

Ursache für ihre erhöhten LDL-C-Werte haben und hier erhöhtes Lp(a) einen großen 

Anteil der ursprünglichen Klassifizierung ausmacht. Fast 10% aller Patient*innen sind 

nach der Lp(a)-Anpassung von der LDL-C-Grenzwertgruppe 191-250 mg/dl in die 

Gruppe 155-190 mg/dl reklassifiziert worden. Ein LDL-C-Wert von 190 mg/dl ist wie 

eingangs beschrieben ein wichtiger Grenzwert, ab welchem überhaupt erst eine FH- 

Diagnostik und mögliche Therapie eingeleitet wird [3]. Das bedeutet, dass diese 

Patient*innen bei einer korrekten Messung der angepassten LDL-C möglicherweise 

gar nicht als FH-Patient*innen identifiziert worden wären. Hierbei sind vor allem die 

mutationsnegativen Patient*innen interessant. Um diese Gruppe weiter abzugrenzen, 

wurden die Patient*innen ohne FH-verursachende Mutation in Patient*innen mit 

angepassten LDL-C-Werten über und unter 190 mg/dl und Lp(a)-Werten über und 

unter 50 mg/dl eingeteilt. Bei den mutationsnegativen Patient*innen mit LDL- 

Ccorrected30-Werten über 190 mg/dl sollte man davon ausgehen, dass eine noch nicht 

identifizierte FH-verursachende Sequenzvariante oder mögliche epigenetische 

Modifikationen die Ursache der Erkrankung sind. Bei Patient*innen mit LDL- 

Ccorrected30-Werten unter 190 mg/dl mit Lp(a)-Werten über 50 mg/dl ist es hingegen 

wahrscheinlich, dass die erhöhten Lp(a)-Werte für ihre Einteilung als FH- 

Patient*innen verantwortlich waren. Bei uns handelt es sich dabei um 7% unserer 

Patient*innen. Diese Patient*innen haben also möglicherweise mit erhöhten Lp(a)- 

Werten eine andere genetische Ursache ihrer Familiären Hypercholesterinämie, eine 

Art kombinierter Dyslipidämie. Diese Erkenntnis ist nicht unerheblich, da diese 

Patient*innen eine andere medizinische Betreuung benötigen als klassische FH- 

Patient*innen. Eine nicht nebenwirkungsarme Statintherapie beispielsweise erhöht in 

manchen Fällen die Lp(a)-Werte sogar, was bei diesen Patient*innen kontraproduktiv 

wäre [22, 23]. Auch im Hinblick auf das CVD-Risiko wurde in einer Studie von 

Langsted et al. gezeigt, dass die Hazard Ratios für kardiovaskuläre Mortalität 1,18 für 

jede 15-mg/dl-Steigerung der Lp(a)-Cholesterin-Anteils, aber nur 1,05 je 15-mg/dl- 

Steigerung des Cholesterin-Anteils im LDL-C waren [53]. Dies verdeutlicht, dass das 

Mortalitätsrisiko des Lp(a) nicht allein durch dessen Cholesterin-Anteil ausgemacht 

wird. Daher sollten die Lp(a)-Bestimmung und die Lp(a)-Anpassung der LDL-C- 
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Werte ein fester Bestandteil in der FH-Diagnostik sein, um eine akkuratere 

Risikostratifizierung für die Patient*innen mit Hypercholesterinämie zu ermöglichen. 

Eine Limitation der vorliegenden Untersuchungen ist, dass der Anteil des Lp(a)- 

Cholesterins (30%) und somit des LDL-Ccorrected30 in Übereinstimmung mit aktueller 

Literatur geschätzt wurde, da gegenwärtig kein laborchemisches Verfahren zur 

genauen Bestimmung besteht. 

 
Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Studie ein Überblick und eine 

Erweiterung des Mutationsspektrums in deutschen Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie dargelegt werden. Des Weiteren konnte nicht bestätigt 

werden, dass der polygene Score von Futema und Kolleg*innen einen Vorteil für die 

Diagnostik von Patient*innen mit Hypercholesterinämie bietet. Vor allem die 

mutationsnegativen Patient*innen sollten im Fokus zukünftiger Forschung stehen, da 

ihr klinischer Phänotyp nicht allein durch eine polygene Ätiologie erklärt werden 

kann. Stattdessen könnten polygene Scores eine wichtige Rolle als Erweiterung in 

der Abschätzung des allgemeinen kardiovaskulären Risikos der Patient*innen 

spielen. Darüber hinaus konnte die Notwendigkeit der Einbeziehung der Lp(a)-Werte 

und der Lp(a)-Anpassung der LDL-C-Werte bei Patient*innen mit 

Hypercholesterinämie darlegt werden. Gerade bei den Patient*innen ohne FH- 

verursachende Mutation könnten erhöhte Lp(a)-Werte einen Großteil ihres klinischen 

Phänotyps bedingen. 
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Abstract 

Autosomal-dominant familial hypercholesterolemia (FH) is characterized by increased 

plasma concentrations of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and a substan- 

tial risk to develop cardiovascular disease. Causative mutations in three major genes 

are known: the LDL receptor gene (LDLR), the apolipoprotein B gene (APOB) and the 

proprotein convertase subtilisin/kexin 9 gene (PCSK9). We clinically characterized 

336 patients suspected to have FH and screened them for disease causing mutations 

in LDLR, APOB, and PCSK9. We genotyped six single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) to calculate a polygenic risk score for the patients and 1985 controls. The 

117 patients had a causative variant in one of the analyzed genes. Most variants 

were found in the LDLR gene (84.9%) with 11 novel mutations. The mean polygenic 

risk score was significantly higher in FH mutation negative subjects than in FH muta- 

tion positive patients (P < .05) and healthy controls (P < .001), whereas the score of 

the two latter groups did not differ significantly. However, the score explained only 

about 3% of the baseline LDL-C variance. We verified the previously described clini- 

cal and genetic variability of FH for German hypercholesterolemic patients. Evalua- 

tion of a six-SNP polygenic score recently proposed for clinical use suggests that it is 

not a reliable tool to classify hypercholesterolemic patients. 
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polymorphisms (SNPs) to be strongly associated with elevated LDL-C score, which is a point-based tool to simplify the clinical diagnostic of 

 

 

 
 

1 | INTRODUCTION  

 

Autosomal-dominant familial hypercholesterolemia (FH, OMIM 

143890) is a common genetic disorder with a prevalence of up to 

1:250 in the European population and an even higher prevalence in 

some populations due to founder effects. In its typical form, FH is 

characterized by increased plasma concentrations of low-density lipo- 

protein cholesterol (LDL-C) and a high risk to develop cardiovascular 

disease (CVD).
1,2

 A widely used tool in Europe for the clinical diagno- 

sis of FH is the Dutch lipid clinic network (DLCN) score which is a 

point-based score system to assess the patients according to their 

clinical phenotypes considering the plasma LDL-C concentration, the 

family and/or patients history of premature CVD, clinical signs like 

tendon xanthoma and/or premature corneal arcus, and the results of 

molecular genetic analysis. According to the DLCN score in patients 

with a score below 3 and between 3 to 5 a diagnosis of FH is either 

unlikely or possible, whereas those with a score of 6 to 8 and above 8 

have a probable or definite FH diagnosis, respectively.
2

 Furthermore, 

mutations in three genes are known to cause FH: the LDL receptor 

gene (LDLR), the apolipoprotein B gene (APOB) and the proprotein 

convertase subtilisin/kexin 9 gene (PCSK9).
3-5

 Mutations in the LDL 

receptor adapter protein 1 gene (LDLRAP1) cause a very rare 

autosomal-recessive (AR) form of the disease, that is, AR hypercholes- 

terolemia with a FH-like clinical phenotype.
6

 The majority of FH caus- 

ing variants have been found in the LDLR gene with currently over 

1900 reported sequence alterations (https://databases.lovd.nl/ 

shared/genes/LDLR).
7

 This corresponds with findings in the German 

population where the most common FH causing variants are found in 

LDLR, mostly of the missense type.
8

 The independent CVD risk factor 

lipoprotein (a) is important to take into consideration when discussing 

treatments available in the near future and risk stratification for 

hypercholesterolemic patients.
9

 

In about 60% to 80% of the definite FH cases, a causative muta- 

tion can be found in one of the three known genes, but only in about 

20% to 30% of possible FH cases.
10,11

 Since the unequivocal diagnosis 

of FH is primarily based on molecular testing, this leaves medical sci- 

entists with a conundrum because up to 60% of the clinically diag- 

nosed patients turn out to be nonmutation carriers, that is, with no 

identified pathogenic sequence variant in one of the above mentioned 

genes.
12

 This diagnostic gap might be explained by several factors: 

additional FH causing gene loci that have yet to be identified, a multi- 

factorial polygenic genetic cause of the disease and the presence of 

epigenetic modifications. To this end, recent studies have evaluated a 

possible fourth FH causing gene, the APOE variant c.500_502delTCC 

(p.Leu167del), and found evidence for a potential disease causing 

role.
13

 Furthermore STAP1 was suggested to be associated with FH, 

however, we were not able to confirm this in a recent study on 

75 hypercholesterolemic patients from Berlin, Germany, who were 

negative for mutations in canonical FH genes.
14,15

 In a recent study 

on mouse models and samples from STAP1 carriers the gene was ruled 

out as a FH causing candidate.
16

 In 2010, a meta-analysis of genome- 

wide association studies identified multiple common single nucleotide 

concentrations.
17

 Talmud et al hypothesized that the mutation nega- 

tive FH patients might carry a greater-than-average number of these 

common LDL-C raising variants and assembled a 12-SNP polygenic 

score based on the variants with the strongest LDL-C associations. 

They found the score to be significantly higher when compared to the 

score of Whitehall II control cohort or to FH patients carrying a dis- 

ease causing mutation (“mutation positive”).
11

 Futema et al success- 

fully refined the score by selecting six SNPs from the original 12-SNP 

score, and were able to replicate the earlier findings, that is, the six- 

SNP polygenic score performed as well as the 12-SNP score 

suggesting that mutation negative FH patients have a significantly 

higher score when compared to mutation positive patients or controls. 

The authors concluded that hypercholesterolemia in almost 90% of 

the mutation negative patients has a polygenic basis.
18

 

In the current study we analyzed the mutational spectrum and 

clinical phenotypes in 336 German patients with hypercholesterol- 

emia. Furthermore, we determined the six-SNP polygenic score as 

proposed by Futema and colleagues
18

 in these subjects and compared 

these to a control group of almost 2000 individuals from the Berlin 

Aging Study II (BASE-II),
19

 assessed its impact on LDL-C levels, and 

discussed its putative clinical benefit. 

 

 

2 | MATERIALS AND METHODS  

 

2.1 | Subjects and recruitment 

 

We included 336 patients ascertained between 2016 and 2019 in the 

specialized Lipid Clinic of the Department of Endocrinology and 

Metabolism, Charité - Universitätsmedizin Berlin, Germany diagnosed 

with hypercholesterolemia. All participants gave written informed 

consent prior to participation. 

As a control group, we evaluated data from the BASE-II,
19

 which 

is a multi-institutional and multidisciplinary study consisting of 2200 

predominantly healthy individuals from the Berlin metropolitan area 

of which 1946 participants had information about both baseline 

LDL-C levels and genotypes necessary to calculate the individual SNP 

score. All participants gave written informed consent and the study 

was approved by the Ethics Committee of the Charité-Uni- 

versitätsmedizin Berlin (approval number EA2/029/09). 

 

 

2.2 | Clinical diagnostics 

 

The hypercholesterolemic patients were assessed by a physician of 

the Charité Lipid Clinic. All patients underwent comprehensive patient 

history including family history for lipid disorders and premature CVD 

and physical examination. Standard laboratory parameters including 

LDL-C, total cholesterol (TC), HDL-cholesterol (HDL-C), triglycerides 

(TG) and lipoprotein (a) (Lp [a]) were determined. When native LDL-C 

was not available, we calculated it as described previously.
20-28

 We 

assembled the clinical information to compute the individual DLCN 
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performed separately for each SNP due to the differences in with the median age of 67.2 years. 

 

 

 
 

FH patients.
29

 The score classifies each individual and proposes an FH 

diagnosis to be unlikely (score < 3), possible (score 3-5), probable (score 

6-8), or definite (score > 8). Discriminatory power to distinguish 

between FH-mutation carriers and subjects without a FH causing vari- 

ation was evaluated by calculating the area under the receiver operat- 

ing characteristics (ROC) curve. LDL-C serum levels are provided in 

mg/dL (1 mmol/L = 38.66 mg/dL). 

 

 

2.3 | Mutation screening 

 

DNA from 336 Ethylenediaminetetraacetic acid blood samples was 

extracted from whole-blood samples using the QiaCube Kit (QIAgen, 

Hilden, Germany), following the manufacturer's protocol and molecu- 

lar genetic analysis were based on next generation sequencing (NGS) 

technology. Further information on the mutation screening procedure 

is displayed in the supplements (supplementary methods). 

We compared all detected sequence variants with the Human 

gene mutation database (HGMD),
30

 Leiden open variation database,
7

 

Clinvar variant database
31

 and their frequency in the gnomAD data- 

base (https://gnomad.broadinstitute.org). All sequence variants were 

evaluated with respect to their potential molecular function using the 

prediction tools PolyPhen2, Mutation Taster, and Human Splicing 

Finder (the latter for variants with a possible effect on splicing such as 

intronic variants).
32-34

 We rated the mutations following the American 

college of medical genetics and genomics (ACMG) standards and 

guidelines
35

 and all novel variants were rated according to the most 

recent refinement of the ACMG guidelines by Nykamp et al.
36

 No 

allele specific analysis was performed in putative compound heterozy- 

gous patients. 

 

 

2.4 | SNP Genotyping 

 

The six SNPs used to calculate the SNP score are listed in Table S1 

and were originally published by Futema et al (2015). The genotypes 

for rs1367117, rs429358 and rs7412 were available for the hyper- 

cholesterolemic patients from the NGS-based data. 

The SNPs rs629301, rs6511720, and rs6544713 (proxy for 

rs4299376, r2 = 1.0 in European populations (CEU, ie, Utah Resi- 

dents with Northern and Western European Ancestry) based on 

(https://ldlink.nci.nih.gov/)) were genotyped employing the ABI 

Prism SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems) and following 

the manufacturer's protocol with a few modifications. All polymerase 

chain reactions (PCRs) were consistently performed using either the 

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) or ProFlex PCR 

System (Applied Biosystems) depending on sample input amount. To 

measure the SNaPshot-Reaction a 3730 DNA Analyzer XL instru- 

ment (Applied Biosystems, HITACHI) was used. We designed three 

primer triplets for each SNP consisting of two PCR-Primers and a 

SNaPshot-Primer specific to detect the SNP in question using the 

tool available at https://www.eurofinsgenomics.eu/de. The PCR was 

annealing temperatures of the PCR primers; the SNaPshot-Reaction 

was performed as a multiplex reaction. Before carrying out the 

genotyping with the patient samples, we optimized all reactions 

using control DNA. Comprehensive primer data are given in 

Table S2. Experimental PCR and SNaPshot conditions used for 

genotyping are available upon request. 

Procedures for generating SNP data in the BASE-II dataset are 

available in the supplementary material methods section. 

 

 

2.5 | Data analysis 

 

For the statistical analysis we used the International Business 

Machines Corporation (IBM) statistical package for the Social Sciences 

version 24.0 [IBM Statistical Product and Service Solutions (SPSS) Sta- 

tistics for Windows, Armonk, NY: IBM Corp.]. Graphs were designed 

using GraphPad Prism 7, MS Excel 2016 and SPSS version 24.0. 

Sequencing analysis was completed using GeneMapper 5 (Thermo- 

Fisher Scientific) software. Cutoff for peak height was defined 100 for 

homozygous and 150 for heterozygous peaks. Statistical significance 

was defined as P < .05. 

If one or two genotypes for the SNPs were missing, we assumed 

a calculated risk of zero for that particular SNP. If more than two 

genotypes were missing in a subject, this individual was excluded. The 

repetition of calculations using the most common genotype or exclud- 

ing the all samples with missing genotypes from the analysis did not 

lead to significant differences (data not shown). 

 

 

3 | RESULTS 

 

3.1 | Patient characteristics 

 

In 44 patients of the 336 patients analyzed we detected sequence 

variants in the canonical FH genes, which were rated as variants of 

uncertain significance (VUS) when applying the ACMG guidelines 

(Table S3 showing all VUS, that is, also patients carrying pathogenic 

and VUS rated variants). Since there is currently no certainty to rate 

their effect on the corresponding protein, we excluded them from all 

statistical analysis (information on excluded subjects is provided in 

Figure S1). This resulted in a cohort of 292 hypercholesterolemic sub- 

jects of whom 273 were unrelated based on the available clinical 

information. The repetition of the calculations excluding related 

patients did not lead to significant differences in the results (data not 

shown). The mean age of this cohort was 56.1 ± 14.3 years with 

191 (65.4%) females and 101 (34.6%) males. The mean baseline 

LDL-C level was 278.4 ±99.2 mg/dL. Patients with an identified FH 

causing mutation are henceforth referred as FH/M+ and patients 

without a pathogenic FH variant are referred as FH/M-. 

Our control cohort from BASE-II consisted of 2171 healthy indi- 

viduals with 1127 (51.9%) females and 1044 (48.1%) males. The mean 

LDL-C level was 122.72±36.67 mg/dL was available in 2116 cases 

RIECK ET AL. 459 

https://gnomad.broadinstitute.org/
https://ldlink.nci.nih.gov/
https://www.eurofinsgenomics.eu/de


 

 

 
 

 

Variable FH-cohort BASE-II 

 
N (%) N (%) 

Female 191(65.4) 1127(51.9) 

Male 101(34.6) 1044(48.1) 

 
Mean (+ - SD) Mean (+ - SD) 

Age (years)
a

 56.1(14.3) 59.6(17.2) 

SNP-Score 0.61364(0.181669) 0.57797(0.247789) 

Baseline LDL-C (mg/dl) 278.4(99.2) 122.7(36.7) 

DLCN-Score 5.2(2.9) / 

Maximum TC (mg/dl)
b

 211.3(71.4) / 

LDL-C (mg/dl)
b

 140.7(68.6) / 

a

At the time of study recruitment. 

b

On maximum therapy. 

Abbreviations: DLCN, Dutch lipid clinic network; FH, familial hypercholesterolemia; LDL-C, low-density 

lipoprotein cholesterol; TC, total cholesterol. 

TA BL E 1 Baseline characteristics of 

the 292 FH patients and 2171 BASE-II 

controls 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

The baseline characteristics for both cohorts are shown in 

Table 1/S4. 

 

 

3.2 |  Mutation spectrum 

 

One hundred and seventeen of all 336 patients (34.8%, 19 related) 

were found to carry an FH causing mutation. Overall, we identified 

73 different sequence variants including the eleven novel variants 

all of which were rated likely pathogenic or pathogenic by ACMG 

Standard Guidelines (Table S5). In 44 patients, we discovered 

mutations that were rated VUS according to ACMG criteria 

(Table S3). As expected, most of the mutations were located in the 

LDLR gene (107 mutations, 84.9%). Nineteen (15.1%) of the disease 

causing variants were found in the APOB gene, and no disease 

causing variants were found in the PCSK9 gene or the LDLRAP1 

gene. The highest proportion of variants (N = 56, 44.4%) were of 

the missense type with the most numerous sequence alteration 

being c.798 T > A (p.Asp266Glu) in the LDLR gene. The most fre- 

quent mutation, c.10580G > A (p.Arg3527Gln) was located in the 

APOB gene (18 cases, 14.3%) cases (Figure 1A). We identified 

10 patients with seven different large deletions/duplications which 

amount to 8% of all detected variants and are shown in Table S5. 

The distribution of the variants in the LDLR gene and their relative 

location is presented in Figure S2. 

We identified four putatively compound heterozygous, two dou- 

ble heterozygous and one both double and possibly compound het- 

erozygous case in our study. With 13 out of 16 alterations, the LDLR 

mutations were the most prominent. The mean baseline LDL-C level 

in the double heterozygous patients was 300.53± 104.73 mg/dL and 

substantially (and significantly, see below) lower than in the com- 

pound heterozygous subjects (408.5±233.7 mg/dL), which resulted in 

less distinct phenotypes for the double heterozygous group displayed 

by lower mean DLCN scores (6.3 ±2.88 double heterozygous; 

8.0±6.27 compound heterozygous). Interestingly, we found four 

apparently unrelated cases of compound heterozygous patients with 

identical mutations. In one case with an additional mutation 

c.10580G > A (p.Arg3527Gln) in the APOB gene. Also, of interest was 

the fact that the mean of baseline LDL-C for these double and/or 

compound heterozygote patients was only second highest with 

362.23± 185.19 mg/dL after subjects with single mutations that led 

to a truncated protein (366.85± 106.87 mg/dL). That could be 

explained by the fact that there were only seven patients with such a 

condition. The variants c.1690A > C and c.2393_2401delTCCT 

CGTCT are present in four patients suggesting a possible linkage. 

However, no specific analysis such as a segregation analysis or other 

testing for allelic independence was conducted to explore these possi- 

bilities. In one younger patient carrying these two variants putatively 

in a compound heterozygous state we observed a very mild pheno- 

type with baseline LDL-C levels around 150 mg/dL. Detailed charac- 

teristics in Table S6. 

 

 

3.3 | Novel mutations 

 

In the current study we found 11 sequence variants that were previ- 

ously not described as FH causing mutations in 14 patients. All of 

these were located within the LDLR gene (Figure 1B, Table S7), and all 

were classified to be disease causing by the used in silico tools, except 

loss of function variants like nonsense and frameshift mutations which 

were directly considered as pathogenic variants according to the most 

recent refinement of ACMG guidelines.
35

 Two of the novel disease 

causing variants, c.1988-50_2007del70bp (p.Gly663Aspfs*47) and 

c.940 + 1_940 + 4delGTGA (p.), were identified within intronic 

regions of the LDLR gene. Six variants were rated to be likely patho- 

genic and five to be pathogenic. All of them were absent from the 

gnomAD and HGMD databases. The mean baseline LDL-C level for 

the patients carrying the novel variants was 357.41±157.88 mg/dL, 

that is, similar to levels in patients with established FH causing 

mutations. 
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FIG U R E 1 Mutation spectrum and novel sequence variants (A) Distribution of the different mutation types among the 117 FH patients.  

Variants c.13480_13482delCAGhet (p.Gln2294del) and c.10580G > A (p.Arg3527Gln) are located in the APOB gene. No pathogenic mutations 

were found in PCSK9 and LDLRAP1 gene. (B) Schematic presentation of novel sequence variants according to their relative positions in the LDLR 

gene. Blue boxes show the exonic regions and below the gene, the different functional protein domains are indicated. LDL-C, low-density 

lipoprotein cholesterol [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com] 

 

3.4 | Clinical vs molecular FH diagnosis 

 

We were able to compute the DLCN score in 226 of 292 hypercholes- 

terolemic patients where either a FH causing mutation was found or 

no mutation was identified. In patients with a DLCN score below 3 or 

between 3 to 5, (corresponding to an unlikely or possible FH diagnosis), 

81.8% and 67.6%, respectively belonged to the group where no dis- 

ease causing mutation was found. As expected, the proportion of 

mutation negative patients was considerably lower in the groups with 

higher DLCN score, with 39.1% and 17.9% mutation negatives in 

patients with a DLCN score between 6 and 8 and > 8, respectively 

(Figure 2A). When calculating the ROC curve for both the DLCN score 

AUC = 0.76 (95% CI = 0.69-0.82, P < .001) and baseline LDL-C 

AUC = 0.77 (95% CI = 0.71-0.83, P < .001) there was only a minor dif- 

ference in discriminatory power. The corresponding ROC curves are 

shown in Figure S3. This demonstrates that both the DLCN score and 

the baseline LDL-C discriminate well between FH/M- and FH/M+ 

patients. As expected when analyzing the discriminatory power of 

baseline LDL-C to distinguish between BASE-II controls and FH/M+ 

or FH/M- patients the ROC curve was almost ideal with an AUC = 0.99 

(95% CI = 0.98-0.99, P < .001) and AUC = 0.95 (95% CI = 0.93-0.97, 

P < .001), respectively. The prevalence of CVD in mutation positive 

patients was 78%. With respect to risk and positive family history of 

CVD, which is mainly portrayed by the DLCN score there is a 
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FIG UR E 2 DLCN score and mutation 

status (A) Proportions of identified 

disease causing sequence variants 

according to DLCN score. The DLCN 

score was available for 226 out of 

292 hypercholesterolemic patients. The 

graph displays the proportion of FH 

mutation negative patients (red column) 

compared to the proportion of patients 

with an identified FH causing mutation 

(blue column) in relation to the different 

DLCN score intervals. (B) LDL-C serum 

levels according to mutation status. LDL-C 

concentrations were compared between 

the BASE-II cohort (used here as controls) 

and different subgroups of the cohort of 

hypercholesterolemic patients: patients 

with no identified mutation (FH/M-), all 

different types of mutations (FH/M+), 

with missense variants, truncating 

mutations (including nonsense, and 

frameshift) and all patients who are 

compound and/or double heterozygous 

(or heterozygotes) with two or more 

sequence variations either in the same or 

a different gene (FH/M+[≥2]). Medians 

are indicated by black lines. Statistical 

analysis was performed by one way 

ANOVA and post hoc Tukey's test: 

***P < .001, ns = not significant. DLCN, 

Dutch lipid clinic network; FH, familial 

hypercholesterolemia; LDL-C, low-density 

lipoprotein cholesterol [Colour figure can 

be viewed at wileyonlinelibrary.com] 

 

 

 

 

 

 

 

 

significant difference between mutation positive and mutation nega- 

tive patients (data not shown). 

In addition, we compared the baseline LDL-C of our FH/M- 

patients with FH/M+ patients and the different types of mutations 

using the ANOVA and post hoc Tukey test to identify significant dif- 

ferences in mean LDL-C levels. This revealed a significant difference 

(P < .001) between FH/M- patients and all other subgroups. Further- 

more, there was no significant difference (P = 0.461) between all 

mutation positive patients and the double and/or compound hetero- 

zygous group (Figure 2B). 

Additionally, we compared the baseline LDL-C of FH/M- 

patients and subjects carrying variants with the different ACMG 

classifications. As expected, Tukey post hoc analysis revealed a 

significant difference (P < .001) between BASE-II controls and all 

other groups. The test revealed a significant difference (P < .001) 

between the FH/M- subgroup and group 5 which represented the 

patients with ACMG rated pathogenic / likely pathogenic 

 

mutations. Between FH/M- patients and the subjects with VUS 

(III) there was no significant difference (P = .981) (Figure S4). 

However, three patients carrying VUS (III) had a baseline LDL- 

C>  400 mg/dL (Table S3). 

 

 

3.5 | Six-SNP LDL-C polygenic score 

 

The LDL-C polygenic score was calculated from 336 hypercholesterol- 

emic patients and from 1985 individuals of the BASE-II cohort. When 

comparing the mean SNP score of BASE-II controls with FH/M+ and 

FH/M- subjects, the highest score, 0.639(±0.164), was found in the 

FH/M- patients. Interestingly, the LDL-C polygenic score from the 

FH/M+ subjects, 0.573(±0.2), did not differ significantly from the 

“healthy” BASE-II controls 0.578(±0.248), t (137.7) = −0.282, 

P = 0.778. There was a statistically significant difference between the 

scores of the BASE-II group and the FH/M- group, with a mean 
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difference of 0.061 (95%-CI [0.035, 0.088]) lower for the BASE-II con- 

trols, t (250.177) = 4.520, P < .001. A scatterplot of these results can 

be seen in Figure 3. 

Additionally, we assigned the BASE-II controls and both, FH/M- 

and FH/M+ patients, into three groups excluding individuals from 

BASE-II with a baseline LDL-C > 155 mg/dL and from the cohort of 

patients with baseline LDL-C < 155 mg/dL (the cutoff for the DLCN 

score). This allowed us to evaluate how well the score discriminates 

between “affected” (>155 mg/dL) and “nonaffected” (<155 mg/dL) 

individuals. The Area under the receiver operating characteristic sta- 

tistic method indicated that the SNP score does not discriminate well 

between BASE-II controls and FH/M+ subjects (AUC = 0.50 [95% 

CI = 0.45-0.54, P = 0.8971]), BASE-II controls and FH/M- subjects 

(AUC = 0.60 [95% CI = 0.56-0.64, P < .001]) and between FH/M+ and 

FH/M- subjects (AUC = 0.62 [95% CI = 0.55-0.69, P < .001]). The 

corresponding ROC curves are shown in Figure S5. When computing 

the Youden index to the ROC curve of BASE-II controls and FH/M- 

patients, we were able to determine a cutoff at which the LDL-C SNP 

score discriminates best between the two groups. This allowed us to 

retrieve the basic quality criteria in a diagnostic test. After adjusting 

the positive predictive value for the disease prevalence of FH using 

Bayesian statistics, it was 0.57%. According to this finding the SNP 

score would allow 0.701 (less than one patient) correct positive diag- 

noses among the 123 mutation negative subjects with baseline LDL-C 

above 155 mg/dL. A “correct diagnosis” in this case signifies that 

these individuals were correctly assigned to the group in which the 

(elevated and likely disease causing baseline) LDL-C levels can be 

explained by a polygenic etiology derived from the SNP score. Infor- 

mation is shown in Table S8. 

To analyze the association of the SNP score with baseline LDL-C 

in the control group and in our mutation negative (FH/M-) patients 

we computed a linear regression model. Despite being statistically sig- 

nificant, the score only explained a small fraction of the variance in 

baseline LDL-C (ß = 34.769, P < .001, R
2

 = .031[R 
2

 = .030]). In a 

next analysis step, we considered sex and age along with the SNP 

score as independent variables in the regression model. This model 

provided a better prediction of baseline LDL-C (F [3.20] = 76.26, 

P < .001, R
2

 = .099[R 
2

 = .098]). Two of the three variables except 

sex (P = .542) added statistically significant to the model (P < .001). 

Interestingly, this revealed that the most robust association of base- 

line LDL-C was observed with age followed by the SNP score and sex 

(Table 2). These findings indicate that when combining the SNP score 

with the covariate age up to 10% of the variance of LDL-C levels can 

be explained. No significant correlation was detected between the dif- 

ferent groups of the DLCN score and the SNP score (data not shown). 

 

 

4 | DISCUSSION  

 

In this study, we analyzed the clinical FH phenotype and the muta- 

tional status of 336 patients from Berlin, Germany. In addition, we 

genotyped six SNPs and calculated a previously proposed six-SNP 

polygenic score.
18

 The applied BASE-II dataset comprising N = 1985 

individuals, served as a control group in the current study. To the best 

of our knowledge, this is the first report systematically evaluating the 

polygenic etiology in German hypercholesterolemic patients. 

We found 73 different FH causing sequence variants including 

11 novel mutations in 117 patients. Most of the identified variants 

were located in the LDLR gene and the majority of these were of the 

missense type. No disease causing variants were identified in the 

genes PCSK9 and LDLRAP1. Similar to previous research
37

 we found 

disease causing variants in the LDLR gene to be clustered in exons 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG U R E 3 Six-SNP polygenic score in 

BASE-II controls and subgroups of FH 

patients. The six-SNP polygenic score was 

available for 1985 individuals in BASE-II 

controls, 117 patients in the FH/M+ (i.e., 

individuals carrying an FH causing 

mutation) group and 175 patients in the 

FH/M- (no FH causing mutation) group. 

Median LDL-C values are indicated by black 

lines. Unpaired t test revealed significant 

differences between BASE-II and FH/M- 

(P < .001). No statistically significant 

difference was found between BASE-II and 

FH/M+.FH, familial hypercholesterolemia; 

LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol 
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TA BL E 2 Results of linear regression 

analysis of LDL-C values on the six-SNP 

polygenic score adjusted for sex and age 

Sex 1.234 .013 2.024 −2.736-5.204 .542 (years) 

Age .767 .263 .061 .647–.886 <.001  

R
2

 = .099, adjusted R
2

 = .098  

Note: Dependent variable: Serum-LDL-C (mg/dl). 

Abbreviations: LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; SNP, single nucleotide polymorphisms. 

 

 

4 and 5, a region also containing the most frequent LDLR variant 

among German patients, that is, c.798 T > A (p.Asp266Glu). The most 

frequent variant was APOB c.10580G > A (p.Arg3527Gln) which cor- 

responds to previous findings in German patients.
8

 Our study further 

substantiates the mutation spectrum underlying FH in a dataset from 

Germany. Surprisingly, the mean LDL-C of the six patients carrying 

two or more disease causing variants was not higher when compared 

to patients with only one sequence variant. This is likely due to the 

combination of the variants detected and their putative impact on 

LDL receptor function, since if both encode a protein with residual 

activity instead of a null mutation, then LDL-C elevations can be 

expected to be less severe, as has been reported before.
38

 In agree- 

ment with a consensus study from the European Atherosclerosis Soci- 

ety, mean LDL-C levels and corresponding clinical phenotypes 

according to the DLCN score were lower in heterozygous patients 

with variants in two different genes than in compound heterozygous 

patients. This observation, which could be explained by the notion 

that carrying more than one alteration in the same protein is more 

likely to decrease its function more drastically.
39

 Especially in the 

putatively compound heterozygous patients further investigation is 

needed to test for allelic independency. A possible allelic linkage in 

these patients could explain the lack of difference in mean LDL-C 

values between all mutation positive patients and patients carrying 

two variants in Figure 2B. 

As expected, the baseline LDL-C was significantly higher in 

patients with all types of detected variants, when compared to muta- 

tion negative patients. When comparing the LDL-C levels of the muta- 

tion negative patients with those of patients with alterations rated as 

VUS by ACMG guidelines, there was no significant difference 

suggesting that most of these variants are likely to be benign. It is a 

general problem that a significant proportion of the variants detected 

in standard molecular diagnostic procedures cannot be comprehen- 

sively interpreted due to a lack of information on their functional 

impact. This has some serious diagnostic implications since less than 

10% of the variants detected in the three known FH causing genes 

have been validated as pathogenic based on in vitro or other functional 

assays.
40

 A strategy to improve interpretability of noncoding variants 

was recently proposed by Kircher et al,
41

 who used a combination of 

saturation mutagenesis and reporter assays to conduct functional 

measurements of over 30 000 single-nucleotide substitutions and 

deletions in the 20 disease-associated gene promoters and enhancers, 

including the LDLR gene. It would be desirable to have a similar cata- 

log containing functional consequences of variants in the coding 

region of the FH genes, demonstrating for example, the impact of the 

large proportion of unclassified missense variants in the LDLR gene. 

Using the DLCN score we categorized our patients based on their 

clinical phenotypes and calculated its ability to discriminate between 

subjects being mutation negative and mutation positive in the three 

major FH genes in ROC curves. We detected a variant causative for 

the disease in over 70% of the patients with a diagnosis rated as prob- 

able and definite according to DLCN criteria which is lower than 

reported by Scicali et al with over 90.5%. This might be explained by 

the higher prevalence of the disease (FH/M+) in their study with 

46.4% compared to 40.0% in our cohort.
42

 The DLCN score discrimi- 

nated between mutation positive and mutation negative patients with 

an AUC of 0.76 (95% CI = 0.69-0.82, P < .001) and the baseline 

LDL-C with an AUC of 0.77 (95% CI = 0.71-0.83 P < .001). In other 

words, using baseline LDL-C is just as good in discriminating mutation 

positive and mutation negative patients, as the score calculated based 

on the DLNC criteria in our dataset. This is in agreement with our ear- 

lier findings from Grenkowitz et al (2016), and results from other stud- 

ies.
8,43,44

 The discriminatory power of LDL-C, however, is lower in 

older patients (>60 years), with the DLCN criteria being useful for the 

clinical diagnosis.
45

 

In our study, we were unable to detect disease causing variants in 

65.2% of the patients clinically suspected to have FH, a proportion 

which is in the range found in a recently published review article.
46

 

Futema and colleagues proposed a six-SNP polygenic score to recog- 

nize patients in which a polygenic FH etiology is likely.
18

 We followed 

this strategy and overall observed similar results: the polygenic score 

was highest in patients without a detected disease causing variant 

(=mutation negative). In contrast to Futema et al we found no differ- 

ence in the six-SNP polygenic score between patients with a disease 

causing variant detected (=mutation positive) and our control group. 

Another difference in relation to the original description of the score 

was that we observed on average lower scores in our cohorts, which 

limits a direct comparison to the results reported by Futema and col- 

leagues. This could be explained by the fact that we assigned a score 

of zero for a particular SNP, if we were unable to evaluate one or two 

of the genotypes in a particular patient, unlike Futema et al who in 

some cases assigned the SNP genotypes that are most common, if 

one was missing. 

In order to further evaluate the six-SNP polygenic score we 

tested its power to discriminate between “nonaffected” individuals 

from our control group and mutation negative subjects from our 

patient cohort. These analyses revealed only a modest discrimination 
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Covariates ß Standardized ß SE 95% CI P-Value 

SNP score 34.529 .174 4.140 26.410-42.649 <.001 

 



 

 

 
 

power with an AUC = 0.60 (95% CI = 0.56-0.64, P < .001). This result 

was supported by both the very low positive predictive value of the 

score calculated for our mutation negative patients and our control 

group (0.57%) and our linear regression models showing that the over- 

all variance explained by the baseline LDL-C levels is small (~3%) and 

that age is a better predictor of LDL-C levels than the six-SNP poly- 

genic score. In our view it does not come as a surprise that patients 

with a clinical FH phenotype but without evidence for disease causing 

variants in one of the known FH genes have a higher SNP score (=fre- 

quency) of LDL-C raising variants than controls, since most of them 

have become noticed because of their high LDL-C. Because the six- 

SNP polygenic score explained only 3% of the variance in LDL-C, we 

do not think, however, that a high SNP score is the primary (polygenic) 

cause of the disease in these patients. A higher SNP score rather has 

increased the chance to be diagnosed with clinical FH in patients, 

which might have a disease causing variant in an unknown gene, or 

with a so far unknown epigenetic modification. Less severity of vari- 

ants in these unknown disease genes or modifications, when com- 

pared to alterations of the known FH genes, might then explain the 

intermediate LDL-C levels in these patients. 

Interestingly, other groups have recently reported polygenic risk 

scores predictive for clinical outcomes in the context of FH: Trinder 

et al reported that patients with a monogenic cause for FH and a high 

polygenic risk score based on 28 LDL-C associated SNPs (four of 

which were also included in our study) had a significantly increased 

risk for premature CVD. An increased CVD risk, however, was not 

detected for the fraction of mutation negative patients in that same 

study.
47

 Paquette et al reported similar results using a genetic risk 

score comprised of 192 SNPs associated with coronary artery disease 

(CAD) which were found to be strongly associated with CVD events 

in 725 FH mutation positive patients.
48

 In clinical practice a score like 

this could be used for screening for “general CVD risk” and perhaps as 

additional information alongside the established measures, such as 

the molecular diagnosis and the clinical phenotype, for high risk 

patients with a known monogenetic cause and superimposed 

polygenic risk. 

Other scores based on LDL-C associated SNPs have been pro- 

posed by Wang et al (2016), Lamiquiz-Moneo et al (2017).
49,50

 Con- 

sidering their results and the reviews of both Hooper et al (2018) and 

Iacocca & Hegele et al (2017)
51,52

 leads to analogous conclusions. 

There was no strong association found between LDL-C levels and a 

SNP score in other studies, for example, Lamiquiz-Moneo et al (2017) 

observed that only 3.1% of the LDL-C variance could be explained in 

their examined cohort, which supports our findings.
49,50

 Finally, Wang 

et al (2016) and Iacocca & Hegele et al (2017) proposed that the 

aggregation of SNPs will cluster within families, a hypothesis we could 

not assess owing to the lack of sufficient family-based data in our 

datasets. 

In summary, we did not find evidence that the polygenic risk 

score proposed by Futema and colleagues represents a reliable 

tool for FH in clinical practice. However, further research should 

be conducted to evaluate the potential of polygenic risk score(s) 

in clinical risk prediction of CVD. Therefore, we would argue that 

patients with a clinical FH phenotype lacking evidence for dis- 

ease causing variants in the canonical FH genes should not be 

referred to as hypercholesterolemic with a polygenic cause. 

Instead, these patients should be the subject of future research 

to reveal the real underlying cause of the disease, be it genetic, 

epigenetic or of a different in nature. 
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