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1 Einleitung

In den westlichen Industrinationen stellen die Herz-Kreislauf-Erkrankungen die

Haupttodesursache dar.

Auf dem Boden artheriosklerotisch veranderter Gefal3wande, die ohne Zweifel im
Zusammenhang mit einem Ungleichgewicht im Lipidhaushalt einher gehen,
erhoht sich das Risiko stark an koronarer Herzkrankheit (KHK), cerebrovaskul &rer
Insuffizienz, peripherer arterieller Verschlufkrankheit (pAVK) und Herzinfarkt zu

erkranken.

Ursachen der Storung der Lipidhomoostase sind mannigfaltig. Im Rahmen
intensiver Forschung konnte in den letzten zwei Jahrzehnte eine zentrale Rolle des
Apolipoproteins E in hypo-, dys- und hyperlipidamischen Stoffwechsellage
aufgezeigt werden. Es wurden verschiedene Isoformen fir das Apo E

nachgewiesen, die unterschiedliche Einflisse auf den Lipidstoffwechsel haben.

1.1 Fettstoffwechsd

Lipide nehmen im Organismus eine zentrale Rolle ein. Sie besitzen vier
bedeutende physiologische Aufgaben. Die Phospholipiden und Glykolipiden
stellen sie einen wichtigen Bestandteil biologischer Membranen dar. Die Steroide
sind Bausteine von Hormonen und zelluléren Signalmolekilen. Durch kovalente
Bindungen von Fettsduren an viele Proteine konnen diese so an spezifische
Membranregionen dirigiert werden. Als Brennstoffmolekile (Triacylglyceride)

stehen sie dem Korper als Energiereserve zur Verfiigung (118).

1.1.1 Lipoproteine

Da Triglyceride und Cholesterinester stark hydrophob sind, mussen sie fir ihren
Transport in der wasserloslichen Phase des Blutes in  sogenannte

Lipoproteinpartikel eingebunden sein.

Allen Lipoproteinen gemeinsam ist das Bauprinzip bestehend aus einem
lipophilen Kern mit den Triglyceriden, apolaren Cholesterinestern und anderen
fettloslichen Substanzen (z.B. Vitamine) und aus einer hydrophilen Hulle. Diese

setzt sich aus polaren Phosopholipiden, deren hydrophiler Kopf nach aul3en
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gerichtet ist, und freiem Cholesterin zusammen. Die notwendige Hydrophilie der
Oberflache wird auf3erdem durch Apolipoproteine erreicht. Der Zusammenhalt
zwischen Hille und Kern wird durch nicht kovalente Bindungen, wie
Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waals-Kréfte aufrechterhalten.
Dadurch ist ein leichter Austausch von Lipiden zwischen den Lipoproteinen

moglich.

Apopeotein | Lipoprotein {Lp) l

lipophiler hydrophile
Kern COberflache
&  Cholesterin == Phospholipid
#~ Cholesterin - Ester Q== Triglyzerid

Abbildung 1-1: Schema zum prinzipiellen Aufbau eines Lipoproteinpartikels (50)

Das Spektrum der Lipoproteine setzt sich aus Partikeln zusammen, die sich in
Dichte, Grof3e, Lipid- und Apolipoproteinzusammensetzung unterscheiden. Mit
zunehmenden Protein- und abnehmenden Lipidgehalt steigt die Dichte der
Lipoproteinpartikel. Entsprechend ihrer Dichte ordnen sich die Lipoproteine in
sechs charakteristische Hauptfraktionen mit folgenden chemischen Zu-

sammensetzungen (63) :
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Lipoprotein Protein |L FC CE TG PL
Chylomikronen |2 5 1 2 90 5

VLDL 10 16 7 13 54 16
IDL 17 20 9 34 20 20
LDL 23 21 11 41 4 21
Lp(a) 34 18 9 36 3 18
HDL 40-56 23-35 35 13-15 35 30

Tabdlle 1-1: Klassifikation der Lipoproteinein % der Lipoprotelnmassen (63, 59)

1.1.1.1 Chylomikronen

Bei der Verdauung werden im Jgjunum und lleum die aufgenommenen Fette zu
Monoacylglycerin umd Fettsduren gespalten, resorbiert und in der Mukosazelle
neu zusammengesetzt (59, 47). Diese neusyntetisierten Partikel, Chylomikronen,
besitzen als Hauptapolipoproteinkomponente Apo B-48, sind triglyceridreich und
mit weniger als 2% haben sie einen sehr geringen Proteinantell. Sie dienen dso in
der Resorbtionsphase dem Transport von v.a. Triglyceriden, Phospholipiden und
Cholesterin.  |hr Durchmesser variiert abhangig von der transportierten
Triglyceridmenge zwischen 80 und 500nm.

Nach der Chylomikronsynthese gelangen die beladenen Lipoproteine in die
Lymphe und mit Umgehung der Leber Uber den Ductus thoracicus in den
Blutkreislauf. Von den HDL nehmen die Chylomikronen Apolipoprotein C auf.
Apo C-2 dient als Kofaktor des endothelstédndigen Enzyms Lipoproteinlipase
(LPL) (63). Unter der Einwirkung der LPL werden die TG-Anteile im Kern
hydrolisiert. Es entstehen dabei freie Fettsduren, die ins Fettgewebe und in die
Muskelzellen aufgenommen werden, um dort as Energietrager zur Verfligung zu
stehen. Wahrend dieser Lipolyse geht das Apolipoprotein E von HDL auf die
Chylomikronen Uber, die deutlich an Grof3e im Verlauf der Lipolyse verlieren. Die
LPL bleibt nach der Lipolyse an die Remnants gebunden. Diese Apo E-reichen
aber TG-armen Partikel werden Chylomikronen-Remnants genannt. Uber einen
speziellen Rezeptor werden sie von der Leber aufgenommen. Im Gegensatz zum

Apo B-48 besitzt das Apo E die rezeptorbindende Doméne und vermittelt
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zusammen mit der LPL damit die Aufnahme der Remnants in die Hepatozyten
durch den spezifischen Rezeptor, das sog. LRP (,LDL receptor-related protein®)
(8, 135,139).

1.1.1.2 Very Low Density Lipoproteins (VLDL)

VLDL sind ebenfalls Lipoproteine mit sehr geringer Dichte im Bereich von 0,94-
1,006g/dl und einem hohen TG-Anteil. Sie werden in der Leber synthetisiert und
in die Blutbahn abgegeben. Die integrae Proteinkomponente der VLDL ist das
Apolipoprotein B-100. Neben Phospholipiden und freiem Cholesterin liegen in
der Hulle auRRerdem auch Apolipoprotein C und E vor. In ihrer Funktion dhneln
sie den Chylomikronen. Sie verteilen die von der Leber synthetisierten endogenen
Triglyceride im Organismus (59). Wahrend der Blutzirkulation nehmen die VLDL
von den HDL weitere Apolipoproteine C und E auf. In der Peripherie wird die
endothelstéandige LPL von dem Apo C-2 aktiviert und ca. 90% der Triglyceride
der VLDL werden so hydrolisiert. Die durch die Lipolyse entstandenen kleineren,
cholesterinreichen Partikel weisen eine hohere Dichte auf als die VLDL. Sie
werden as ,VLDL-Remnants’ oder synonym als ,Intermediate Density
Lipoproteins® (IDL) bezeichnet.

1.1.1.3 Intermediate Density Lipoproteins (IDL)

Durch Lipolyse der VLDL entstehen cholesterinesterreiche Uberreste mit einer
Dichte von 1,006-1,019¢g/dl. Die eine Hélfte der IDL wird von der Leber mit Hilfe
des Apo E Uber den LDL-Rezeptor oder den VLDL-Rezeptor aufgenommen
(107). Die andere Hélfte wird unter Abspaltung des Apo E zu Lipoproteinen
geringer Dichte (LDL) umgewandelt.

1.1.1.4 Low Density Lipoproteins(LDL)

LDL-Partikel entstehen beim intravasalen Abbau der VLDL/ IDL. Mit einer
Dichte zwischen 1,006-1,063g/dl sind die LDL die wichtigsten Cholesterin-
Carrier des Blutes. In ihrem Kern findet man bis zu 1500 veresterte
Cholersterinmolekile. Dieser stark hydrophobe Kern wird von einer Hille aus
Phospholipiden, freiem Cholesterin und einem einzigen Apolipoprotein B-100
umgeben, welches von den Zielzellen erkannt wird. Die Funktion der LDL besteht

in dem Cholesterintransport zu den peripheren Geweben, wo diese von den Zellen
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aufgenommen werden und fur den Aufbau von Zellmembranen sowie zahlreichen
Stoffwechselvorgdngen verwendet wird. Aulerdem spielen die LDL eine
wesentliche Rolle bei der Kontrolle der de novo-Cholesterinsynthese (118). Die
Regulation der LDL-Aufnahme und die Verbindung zur Cholesterinsynthese wird
im Kapitel 1.1.3.1 genauer erl&utert.

1.1.1.5 High Density Lipoproteins (HDL)

Neu synthetisierte, sog. naszierende HDL, sind diskuidal und entstehen
grofdtenteils in der Leber oder aber in der Darmmukosa. Aufgrund des hohen
Protein- und des geringen Lipidanteils haben sie eine hohe Dichte von 1.063-
1.21g/dl. Wie der Tabelle-1-1 zu entnehmen ist besteht der grofdte Anteil ihres
Gewichtes aus Protein, hauptséchlich Apo A-1, Apo A-2 und Apo E. Die
Funktion der HDL besteht im reversen Cholesterintransport von der Peripherie zur
Leber zurtick. Die diskoidalen HDL-Prékursoren absorbieren an den Membranen
peripherer Zellen freies Cholesterin, das durch die Lecitin Cholesterin
Acyltransferase (LCAT) verestert wird. Die entstehenden CE sind hydrophober as
freies Cholesterin und werden im Kern der wachsenden Partikel angereichert. Auf
diese Weise entstehen aus den diskoidalen schliefdlich grofdere, sparische HDL -
Partikel.

1.1.1.6 Lipoproten (a)
Lipoprotein (@) mit einer Dichte von 1,05-1,12g/dl gilt als eine Variante der LDL,

dem es in Lipidzusammensetzung und Struktur &dhnelt. Neben dem
charakteristischen Apolipoprotein (@) findet man auch das Apolipoprotein B-100,
das mit dem Lp(a) durch Disulfidoricken verbunden ist. Aufgrund
epidermiologischer Studien und biochemischen Untersuchungen konnte eine
Assoziation zwischen erhthtem Lp(a) und dem Auftreten von KHK gezeigt
werden. Lp(a) gilt daher heute als unabhéngiger Faktor fur die Entstehung von
Atheriosklerose (7). Lp(a) ist kein Stoffwechselprodukt der anderen Lipoproteine,
sondern hat einen getrennten Stoffwechsel. Uber weitere Stoffwechselvorgéange
und physiologische Funktionen von Lipoprotein (a) ist bislang noch keine
gesicherte Aussage moglich.

Eine Beteiligung bei der Wundheilung wurde von Goldstein und Brown vermutet,

indem das Apo A eine Verbindung zwischen dem Fibringerinnsel und dem Lp(a)
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herstellt und dessen Cholesterin zur Membranerneuerung beitragen konnte. Das
der LDL-Rezeptor und das LRP eine bedeutsamere Rolle beim Abbau von Lp(a)
im Gegensatz zur unspezifischen Aufnahme des Lipoprotein (a) in Zellen spielt,
konnte von T. Reblin et a. nicht gezeigt werden (102).

Als Normwerte fur Lp(a) werden 15-35mg/dl angegeben. Bei htheren Werten

steigt das Risiko an KHK zu erkranken.

1.1.2 Apolipoproteine

Die verschiedenen Apolipoproteine befinden sich auf der Hulle der Lipoproteine.
Dort erflllen sie verschiedene Aufgaben. Unverzichtbar sind die Apolipoproteine
bei der Stabilisierung von Lipidemulsionen und beim Transport von hydrophilen
Lipiden im waéssrigen Milieu. AulRerdem bestimmen die verschiedenen
Apolipoproteine den Stoffwechsel der jeweiligen Lipoproteine. Sie geben den
Lipoproteinen eine antigene Struktur, so dal3 sie fur die Zielzellen unterscheidbar
werden. So kommt es zu einem gerichteten Transport der Lipide. Aul3erdem
kénnen Apolipoproteine als Kofaktoren von Enzymen, die den Lipidanteil der
Lipoproteine umsetzen, deren Aktivitat beeinflussen.

Die im Kapitel Lipoproteine bereits erwahnten Apolipoproteine werden anhand
der folgenden Tabelle 1-2 zusammengefaldt vorgestellt (50, 63).
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Apolipoprotein |Lipoproteinzuordnung | spezifischer Funktionsbereich

A-1 Chylomikronen Aktivierung der LCAT;

A-2 HDL HDL -Rezeptorbindung;

A-4 Triglyceridstoffwechsel

B-48 Chylomikronen Chylomikronensynthese- und

Sekretion

B-100 VLDL Sekretion von Triglyceriden und
IDL Cholesterin aus Leber undDUnndarm;
LDL L DL -Rezeptorbindung

C-1 Chylomikronen Blockierung hepatischerRezeptoren;
VLDL LCAT-AKktivierung;

C-2 IDL LPL-Aktivierung

C-3 HDL Blockierung hepatischer Rezeptoren

E 24 Chylomikronen Ligand fur den B/E- sowie E-
VLDL Rezeptor;
IDL Ausschleusung von Cholesterin aus
HDL peripheren Zellen

Tabedlle 1-2: Zuordnung der wichtigsten Apolipoproteine zu ihren Lipoproteinen

und ihren spezifischen Funktionen (63)

1.1.3 Stoffwechsel der Lipoproteine

Der Stoffwechsel der Lipoproteine wird in einen exogenen und in einen
endogenen Weg unterteilt. Diese Stoffwechselwege beeinflussen maligeblich die

Chol esterin-Homaoostase im Organismus.

1.1.3.1 Cholesterin

Cholesterin ist ein Steroid, das im tierischen Organismus hauptsachlich als
Bestandteil von Zellmembranen und Mitochondrien vorkommt. Dem Organismus
steht neben dem mit der tierischen Nahrung aufgenommenen Cholesterin auch das

korpereigene synthetisierte zur Verfigung. Fast adle Gewebe des tierischen
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Organismus sind in der Lage, Cholesterin aus aktivierter Essigsaure herzustellen.
Die korpereigene synthetisierte Cholesterinmenge liegt bel normaler Erndhrungs-
und Stoffwechsellage mit 500-1000g deutlich Uber der zugefihrten Menge von
etwa 200-500g, die nur 50% der insgesamt aufgenommenen Menge darstellt. Dem
gegeniiber steht ein Verbrauch der Korpergewebe von etwa 500-600g pro Tag, so
da3 die Ausscheidung von Uberschissigem Cholesterin notwendig ist. Dies
geschieht in Form von Gallensaure, die etwa 1% Cholesterin enthét. Das mit der
Galle in den Darm gelangte Cholesterin ist an der Resorbtion der Lipide betelligt
und unterliegt dem enterohepatischen Kreislauf. Der grofte Anteil des mit der
Gallenflussigkeit in den Darm aufgenommenen Cholesterins, ca. 1g pro Tag, wird
durch Bakterien zu Koprosterin reduziert und mit der Faeces ausgeschiedenen.
Uber die Talgdriilsen der Haut wird ein geringer Anteil des Cholesterins
ausgeschieden. Obwohl eigentlich kein physiologischer Bedarf an exogen
zugefihrten Cholesterin besteht, wird in den westlichen Industrinationen oft ein
grof3er Anteil des Cholesterins mit der Nahrung aufgenommen. Dieses gilt als
wichtige Storgrofie fur das Gleichgewicht des Chol esterinstoffwechsels.

Das korpereigene Cholesterin wird hauptséchlich in Leber und Darm aus
ubiquitdr vorhandenem Acetyl-CoA synthetisiert. Mit Hilfe einer Synthetase
entstent Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA), welches unter
Einwirkung der HMG-CoA-Reduktase Uber viele weitere Tellschritte zur
Cholesterinbildung genutzt wird. Die HMG-CoA-Reduktase ist das
Schrittmacher-Enzym der Cholesterinsyntese. Um die beiden beschriebenen
Cholesterinquellen dem Bedarf der Zellen anzupassen, sind Regelungen mit
negativer  Rickkopplung vorhanden. Bei ener hohen  exogenen
Cholesterinaufname wird die endogene Cholesterinproduktion inhibiert. Freies
Cholestrien bindet an eine spezielle Promotorsequenz am Gen der HMG-CoA-
Reduktase (6). Die Synthese der HMG-CoA-Reduktase in der Leber wird
gehemmt. Gleichzeitig werden bereits synthetisierte Enzymmolekile inaktiviert.
Ein steigender Cholesterinspiegel hemmt auf3erdem die Genexpression fur die
Synthese der LDL-Rezeptormolekille an den Ribosomen und so geht die Anzahl
der Rezeptoren auf der Membran zurtick. Es kann also weniger LDL-Cholesterin
in die Zelen aufgenommen werden. AulRerdem kann zur Einstellung eines

normalen Spiegels fur freles Cholesterin der Mechanismus zur reversiblen
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Einspeicherung in Form der Ester Uber die Regulation der Acyl-CoA-Cholesterin-
Acyl-Transferase (ACAT) genutzt werden (50).

Die beschriebenen Regulationsmechanismen gelten fur den zelluléren
Stoffwechsel in  der Peripherie. Sie sind fur die Erhaltung der
Cholesterinhoméostase von entscheidender Bedeutung (64). Fur die Leber als
zentralem Organ des Lipidstoffwechsels ist die Steuerung komplexer und mit dem

Stoffwechsel der Lipoproteine verwoben.
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1.1.3.2 Exogener Weg

Der exogene Weg |83t sich in zwei Teile aufteilen:
1. Resorbtion der Lipide durch die Darmmukosa

2. lipoproteinvermittlten Transport zur Leber.

exogener Weg

Chylomikronen-Stoffwechsel
Fetttropfchen
I-"/ i. ‘\.‘
\TG PL)
N / Gallensauren

Hepatozyt

Chylo- Chylomikronen-
mikron Remnant

via .
Lymphe Kapillarendothel

& g

L,;aanore;n—
lpase
Fettspeicher  Energiestoffwechsel

Abbildung 1-2: exogener Weq(50)
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Die mit der Nahrung aufgenommenen Lipide bestehen hauptsachlich aus
Triglyceriden und Cholesterin. Diese werden durch die Lipasen der
Speicheldriisen und des Pankreas in Di- und Monoglyceride sowie freie Fettsauren
zerlegt. Die Bildung von kleinsten gemischten Mizellen aus Cholesterin,
Pospholipiden, Diglyceride und freien Fettsduren entstehen unter Einwirkung der
sezernierten Gallensdure. Nach Resorbtion werden sie dann wieder in der
Mukosazelle resynthetisiert (reverestert) und mit einer Proteinhtlle umgeben.
Diese Partikel (Chylomikronen) werden aus der Zelle ausgeschleust und gelangen
Uber die Darmlymphe und den Ductus thoracicus in das vendse Blut. Die
Chylomikronen kommen so mit der endothelsténdigen Lipoproteinlipase (LPL),
die sich auf der luminalen Seite von Kapillaren im Muskel- und Fettgewebe
befindet, in Kontakt. Die LPL hydrolisiert einen Teil der Triglyceride im Kern der
Chylomikronen zu Glycerin und freien Fettsduren, die dann Uber Albumin dem
peripheren Gewebe zur Verfligung stehen. So kdnnen Fett- und Muskelgewebe die
freien Fettsduren zur Energiegewinnung oder Energiespeicherung in ihre Zellen
aufnehmen. Das Apolipoprotein C-2, das sich in der Hille der Chylomikronen
befindet, ist als Aktivator ein obligater Kofaktor der LPL. Ein funktioneller Defekt
oder das Fehlen des Apo C-2 hat somit eine Chylomikrondmie zur Folge.

Durch diesen Prozef3 sind die Chylomikronenreste (Remnants) deutlich kleiner
geworden. Die Zusammensetzung der Proteinhille andert sich aul3erdem.
Waéhrend der Lipolyse wird Apo E von den HDL Ubernommen und Apo A-1, Apo
A-4 und Apo C an diese abgegeben (63). Das in den Chylomikronen transportierte
Cholesterin verbleibt in den Remnants und wird mit diesen Uber den
Chylomikronen-Rezeptor in die Leberzellen inkorporiert und dort zerlegt. Der
Rezeptor kann die Remnants durch das Apo E und die gebundene LPL erkennen
und binden (5). Dieser Rezeptor ist wie bereits erwahnt entweder der LDL-
Rezeptor oder das LRP. Die durchschnittliche Lebensdauer der Chylomikronen
wird mit etwa 30 Minuten beschrieben (50). Das aufgenommene Cholesterin kann
von den Hepatozyten zu Gallensaure und ihren Salzen verstoffwechselt werden,
die dann zusammen mit gekoppelten Cholesterin in den Gastro-Intestinaltrakt
abgegeben werden.

Das Cholesterin kann aber auch in den endogenen Stoffwechselweg eingeschleust

werden.
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1.1.3.3 Endogener Weg

Zur Aufrechterhatung der Energiegewinnung kann auch die Leber aus
aufgenommenen oder synthetiserten Lipiden Lipoproteine bilden und
ausschleusen, um periphere Gewebe mit Triglyceriden und Cholesterin zu

versorgen.

endogener Weg
VLDL-LDL-Stoffwechsel

LDL-Clearance Gewebsversorgung
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Abbildung 1-3: endogener Weg (50)
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Diese werden as VLDL ins Plasma abgegeben, wo sie bis zu 12 Stunden
zirkulieren (50). Die VLDL kommen wéahrend der Mikrozirkulation mit der LPL
in Kontakt, die Uber Proteoglykane am Endothel gebunden ist. Diese wird durch
das Apo C-ll aktiviert (6). Die LPL katalysiert die Freisetzung von freien
Fettsduren aus dem Kern der VLDL. Etwa 90% der Triglyceride werden
hydrolisiert (63). Die VLDL werden durch die Lipolyse zu Partikeln, die
cholesterinesterreich sind und Apo E besitzen. Sie haben grofieren Dichte und
werden nun als Intermediate Density-Lipoproteins (IDL) bezeichnet.

Diese IDL oder auch ,VLDL-Remnants® kénnen nun auf zwei Wegen weiter
verstoffwechselt werden. Sie werden via LDL-Rezeptor in die Hepatozyten
aufgenommen. DafUr wird das in der Hille vorhandene Apo E und die gebundene
LPL as Ligand benttigt. Nicht direkt aufgenommene IDL konnen in LDL
umgewandelt werden. Die IDL verlieren dabel ihren Apo E-Anteil und nehmen
von den HDL Cholesterinester mit Hilfe des Cholesterinestertransferproteins
(CETP) auf. Bis zu 70% des im Blut transportierten Cholesterins befindet sich in
den Kernen der LDL (50). Damit wird auch ihre Aufgabe deutlich, denn sie
sichern den Gewebszellen die kontinuierliche Versorgung mit Cholesterin.
Aufgrund ihrer geringen Grof3e werden die LDL durch die Endothelbarrieren
filtriert und gelangen zu den Geweben, die LDL mittels dem LDL-Rezeptor
aufnehmen konnen. Dazu gehdren wie erwdhnt die Hepatozyten, aber auch
Myozyten, Nebenniere- und Gonadengewebe und das Monozyten/
Makrophagensystem.

1.1.3.4 Cholesterinaufnahme tiber L DL -Rezeptor

Der LDL-Rezeptor ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 115kD. Es
besteht aus finf Doménen. Die negativ geladene, erste, aminoterminale Doméane
dient der Interaktion mit dem positiv geladenem Apo B-100, also der Bindung von
LDL. Das corboxyterminale Ende, die finfte Domane, befindet sich auf der
Cytosolseite der Plasmamembran. Hier kontrolliert es die Anreicherung von
Rezeptoren in sog. coated pits (Stachelsaumgriibchen). Die Ubrigen Doménen
verankern den Rezeptor in der Plasmamembran und unterstiitzen die Bindung

zwischen LDL und dem Rezeptor.
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Die durchgefiihrten Untersuchungen von Joseph Goldstein und Michael Brown
verschafften einen Einblick in die Regulation des Cholesterinstoffwechsels Uber
den LDL-Rezeptor in Nicht-Leberzellen (14). Diese Korperzellen verwenden
Cholesterin aus dem Plasma. Als Transportmedium benutzt das Cholesterin wie
bereits dargestellt die LDL.

Die Cholesterinaufnahme erfolgt in vier Schritten (118):

1. Die im LDL enthatene Apolipoproteinkomponente B-100 bindet an das
Rezeptorprotein auf der Membran der Zielzellen. Die Rezeptoren befinden sich
in spezifischen Membranbereichen, die als Stachelsaumgriibchen (coated pits)

bezei chnet werden.

2. Der Komplex aus Rezeptor und LDL wird per Endozytose aufgenommen. Die
Plasmamembran in der Néhe des Komplexes stilpt sich ein und verschmilzt zu

einem Endozytoseversikel.

3. Die Endozytoseversikel verschmelzen mit Lysosomen, die viele Ver-
dauungsenzyme enthaten. Das Apolipoprotein B-100 wird zu freien
Aminosauren hydrolisiert und die Cholesterinester werden von einer Lipase in
freles Cholesterin und Fettsduren zerlegt. Der LDL-Rezeptor wandert
unversehrt zur Plasmamembran zurtck. Ein kompletter Rezeptorumlauf

bendtigt etwa 10 Minuten.

4. Das freie Cholesterin wird nun in der Zelle in verschiedenen Abl&aufen
verstoffwechselt und ist eine wichtige regulatorische Grofe im
Cholesterinstoffwechsel (14). Es kann zur Membransynthese oder zur Synthese
anderer Stoffe verwendet werden. Mit Hilfe der ACAT wird die Reaktion
katalysiert, die freies Cholesterin in eine Speicherform bringt. Dabel wird die
ACAT durch freies Cholesterin im Zytoplasmader Zelle aktiviert.

Alle LDL, die nicht vom peripheren Gewebe aufgenommen werden, miissen aus
dem Blutstrom durch die Leber entfernt werden. Dieses wird als ,, LDL-Clearance*

bezeichnet.
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1.1.3.5 Reverser Cholesterintransport
Die Leber ist das einzige Organ, das Cholesterin direkt oder als Bestandteil der

Gallensaure ausscheiden kann. Deshalb mul? das Cholesterin aus den peripheren
Zellen zur Leber transportiert werden. Dieses wird as reverser
Cholesterintransport bezeichnet (35). An diesem Transport sind die HDL
malgeblich beteiligt. Sie entstehen aus kleinen Vorléufern, die als , nascente
HDL“ von Leber- und Darmzellen gebildet werden. Diese bestehen aus freilem
Cholesterin, Phospholipiden und den Apolipoproteinen A-1, A-2, C und E. In der
Peripherie nehmen diese HDL dann Cholesterin von den Gewebszellen auf. Das
Enzym LCAT verestert das Cholesterin und es wird im Kern der HDL deponiert.
Ein Teil der mit Cholesterin beladenen HDL Ubertrégt ihr Cholesterin auf grél3ere
Lipoproteine mit Hilfe der LCAT bevorzugt auf die IDL. Der Cholesterinanteil der
IDL werden wie erwdhnt entweder von den Hepatozyten aufgenommen oder in
den LDL transportiert und rezeptorvermittelt eliminiert. HDL kann auch
rezeptorvermittelt durch den Mechanismus der selektiven Lipidaufnahme direkt
von der Leber aufgenommen werden (64). Dabei bindet HDL an den HDL-
Rezeptor (1), und nur einige Komponenten der HDL werden in die Zelle
aufgenommen. Der delipidierte Rest dissoziiert vom Rezeptor und nimmt wieder
an der Zirkulation teil. Der grofdte Anteil der selektiven Aufnahme wird in der
Leber und in den steroidsynthetisierenden Organen beobachtet. Den HDL wird
eine wichtige Funktion im Cholesterinstoffwechsel beigemessen. Durch ihre
geringe Grofe gelangen sie leicht ins Interstitium und Ubernehmen dort von
Fibroblasten, Myozyten, Endothelzellen und Makrophagen Cholesterin zur
Entsorgung des peripheren Gewebes (65). Ihnen kommt so eine
endothel protektive und damit antiatherogene Funktion zu, denn sie unterstiitzen
die Makrophagen bei der Elimination von Cholesterin aus den Gefé3wéanden und

wirken so der Akkumulation von Cholesterin entgegen.

1.2 Apoalipoprotein E und die Funktion im Fettstoffwechsel

Das Gen fur das Apolipoprotein E ist auf dem Chromosomen 19 lokalisiert (21,
91). Esist 3,7kb lang (92) und besteht aus vier Exons und drei Introns (85).
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Abbildung 1-4: Genstruktur des Apo E
(gepunkteter Balken liegt nicht im 5’trandlatiertem Bereich;
schwarzer Balken zeigt die Signalsequenz;
offener Balkon entspricht dem Pro-Sequenz,
diagonaer Balken zeigt die Sequenz fir das funktionstiichtige

Protein) (97)

Die vier Exons kodieren zunachst ein 317-aminosdurelanges Proprotein. Die
Signalsequenz aus 18 Amininosauren wird abgespalten (84, 121).

Als Syntheseorte fir Apo E konnten verschiedene Gewebe im Koérper identifiziert
werden.

Die grofite Menge an mRNA fur Apo E wurde in der Leber, dort allem in den
Parenchymzellen gefunden. Die Leber ist der Hauptsyntheseort fur Apo E (78).
Die zweitgrofte Synthesemenge befindet sich im Gehirn, vor allem sind die
Astrozyten verantwortlich fir die Apo E Synthese im ZNS (94).

Im geringerem Umfang sind auch glatte Muskelzellen an Apo E Synthese beteiligt
(23, 81), z.B. im gastrointestinal Trakt.

Apo E der Proteinbestandteil von vielen Plasmalipoproteinen, wie bereits erwahnt
von Chylomikronen, Chylomikronen-Remnants, VLDL, IDL und einer Subklasse
von HDL, ist wesentlich an ihrem Transport zwischen verschiedenen Geweben
und Zellen betelligt (75).

Im Gehirn zum Beispiel hat das Apo E aufgrund der zentralen Funktion im
Lipidtransport und Lipidmetabolismus eine wichtige Funktion.

Fur die Entwicklung des ZNS, d.h. Neu- und Resynthese der Dendriten ist es
essentiell, da? Menbranbestandteile reorganisiert und zur Verfligung gestellt
werden (26, 61, 95).

Das im Wachstums- oder im Reparaturprozeld z.B. nach Verletzung befindliche
neuronale Gewebe zeigt eine vermehrte Apo E Synthese sowohl im zentralen als
auch im peripheren Gewebe (54, 96, 116).

Dem Apo E kommt eine wesentliche Rolle im Lipidstoffwechsel zu, da es die

Interaktion zwischen Rezepter und Apo E beladenen Lipoproteinen vermittelt.
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Bis heute sind fnf verschiedene Rezeptoren bekannt, an die Apo E bindet und die
sich in Struktur und Funktion dhneln (4), megalin Igp 330 (4), apo e receptor 2
(apo er,) (60), very low density LDL receptor (VLDL —R) (17), LDL -R (10, 16,
55) und LDL -receptor—elated protein (LRP) (9).

Somit wird die zelluldre Aufnahme der Apo E reichen Lipoproteinen / Remnants
ermoglicht und eine Akkumulation von triglyceridreichen Partikeln im Plasma
verhindert (3).

Bei defekten Apo E kann es also nun zur Hyperlipidamie mit vielseitigen Folgen

kommen.
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Abbildung 1-5: Einflul3 von Apo E-3/3 im Fettstoffwechsel (22)
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Um die minimaste Struktur im Apo E zu definieren, die fir eine normale
Rezeptorbindungsaktivitét notwendig ist, wurden progressive Deletionsversuche
am Carboxylende des Apo E durchgefiihrt. Dabel zeigte sich, dal3 die 171-183
Region auf dem Apo E eine wichtige Rolle fur die Aktivitdt zu sein scheint.
Einerseits konnte diese Region eine direkte Interaktion mit dem Rezeptor
eingehen und deshalb fur eine normale Aktivitdt notwendig sein. Andererseits ist
es auch vorstellbar, das diese Region durch Stabilisierung einer anderen Region
indirekt die Aktivitét beeinflufdt (66, 75).

Es existieren verschiedene I soformen, die durch genetischen Polymorphismus und
posttrand ationelle M odifikation mit Neuraminsaure und Glykosylierung entstehen
(136). Drei haufige und zahlreiche seltene Allele, deren Mutationen in die
Rezeptorbindungsdomane involviert sind (77), konnten identifiziert werden. Die
drei Hauptisoformen Apo E-2, Apo E-3 und Apo E-4 werden durch die Allele €2,
€3 und &4 kodiert (100, 101, 134). Sie unterscheiden sich durch verschiedene

Aminosauren in der ersten Base der Codons 112 und 158.

Allel Aminosaur eposition relative relative
112 158 Ladung Verteillung der
Apo E Allele (78)
Allel e2 |TGC TGC Ca. 70-80% von
Apo E Genpool
Aminosaure E2 |Cys Cys 0
Allel e3 |TGC CGC Ca. 10-15% von
Apo E Genpool
Aminosiaure E3 |Cys Arg +1
Allel e4 |CGC CGC Ca. 5-10% von
Apo E Genpool
Aminosaure E4 |Arg Arg +2

Tabedlle 1-3: strukturelle Unterschiede zwischen den drei hdufigsten Apo E
Allelen und deren Produkte (42)
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Phanotyp Auftretungshaufigkeit in %
Utermann et a. (126, 128) Menzel et a. (86)
E 4/4 3 2
E3/3 60 63
E 2/2 1 1
E4/3 23 20
E 4/2 2 3
E 3/2 12 11
Zah! der 1031 1000
Untersuchten

Tabdle 1-4: Auftretungsverteilung der Apo E Phanotypen/Allele anhand zwei
Popul ationsstudien aus den Jahren 1980 und 1983 (75)

Der Wildtyp Apo E-3, der sich bel ca. 60-70% der Bevolkerung nachweisen a3t
und eine normolipdmische Stoffwechsellage ermdglicht, tragt in Position 112
Cystein und in Position 158 Arginin. Apo E-2 hat in Position 158 Cystein, Apo E-
4 hat in beiden Positionen Arginin. Mittels Isoelektrischer Fokussierung kénnen
drei homozygote (E2/2, E 3/3, E 4/4) und drei heterozygote (E 3/4, E 2/4 und E
2/3) Phanotypen unterschieden werden. Durch enzymatische Restriktionsanalyse
lassen sich die verschiedenen I soformen auch genotypisch darstellen.

Der genetische Polymorphismus vom Apolipoprotein E hat sowohl Auswirkungen
auf den Abbau von den Remnants als auch auf die Konzentration von LDL/HDL-
Cholesterin (63) und damit den endogenen und exogenen Chol esterinstoffwechsel.
Verglichen mit der Isoform €3 haben Trager von €2 niedrigere Cholesterinspiegel,
im Gegensatz dazu Tréger mit den Isoform e4 einen htheren Cholesterinspiegel
(12).

AuRBerdem lassen sich bei den genetischen Variationen des Apo E auch
verschiedene Apo E Plasmakonzentrationen nachweisen, e2>e3 >e4 und auch die
Plasma-Clearence zeigt | soform spezifische Unterschiede (37, 40).
Populationsstudien beweisen, dal3 dieser genetische Polymorphismus damit
Auswirkungen auf den LDL-Cholesterinspiegel (24) und das Risiko der KHK hat
(121).
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1.3 Apolipoprotein E-Polymor phismusin Verbindung mit Stoffwechsal-

erkrankungen

Fir das Apolipoprotein E liegt wie erwdhnt ein Polymorphismus vor. Diese
Heterogenitat vom Apo E ist das Ergebnis von typischerweise drei verschiedenen
Apo E Allelen an dem gleichen Genlocus, die sich durch Nukleotidsubstitution
der kodierenden Proteinsequenz des Apo E unterscheiden (143). Die drel Ko-
Dominanten Allele €2, €3 und e4 sind fur ca 99% der genetischen Varianz
verantwortlich (122). Alle Ubrigen Mutationen des Apolipoprotein E nehmen nur

1% einen sehr geringen Anteil der gentischen Varianz ein und sind sehr selten.

1.3.1 Apolipoprotein E-2

Apo E-2 unterscheidet sich vom Wildtyp durch einen Basenaustausch im Codon
112. Statt Arginin wird Cystein an dieser Stelle eingebaut. Diese Mutation ist mit
einer sehr geringen Affinitét fir den LDL-Rezeptor und dem Chylomikronen-
Remnant-Rezeptor verbunden (56, 57, 132). Daher findet man bei Individuen, die
homozygot fir das Allel €2 sind, eine Akkumulation der Chylomikronen- und
VLDL-Remnants und somit einen hohen Spiegel an Triglyceriden im Plasma (39).
Die LDL-Konzentration ist dagegen bei diesen Individuen geringer als bei den
Individuen mit den anderen Isoformen. Der verminderte Einstrom von Cholesterin
in die Hepatozyten erhdht die Zahl der LDL-Rezeptoren in der Membran der
Leberzellen. Dadurch sinkt die LDL-Cholesterin-Konzentration. Auferdem
werden weniger Remnants in LDL umgewandelt. Aufgrund der geringeren LDL-
Cholesterin-Konzentrationen wird Apolipoprotein E-2 ein kardioprotektiver

Effekt zugeschrieben, wenn keine Hyperlipoproteindmie vorliegt (22).
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Abbildung 1-6: Einfluld von Apo E-2/2 auf den Fettstoffwechsdl (22)

Allerdings entwickeln ca. 1-5% der homozygoten Trager fur das Allel €2 eine
Typ-I11-Hyperlipoproteindmie nach Frederickson et a. (32).

1.3.1.1 Typ-l11-Hyperlipoproteindmie (Typ-111-HLP) und Atherioskler ose
Die familiare Hyperlipoproteinamie Typ-Il1l gehdrt pathophysiologisch zu den
familidren (priméren) Dysbetalipoproteindmien. Der Vererbungsmodus ist
polygen.

Es findet eine verstérkte Aufnahme von Chylomikronen-Remmants und VLDL-

Remmantsin der Leber statt, die somit im Plasma akkumulieren (28, 58).



K apitel 1: Einleitung Seite 30

Das biochemische Charakteristikum dieser Erkrankung ist die bel
Ultrazentrifugation und Lipoproteinelektrophorese darstellbare [3-VLDL Fraktion
(33). Diese bestent aus Chylomikronen und VLDL-Remmants, die vermehrt
Cholesterin und Apo E enthalten (48) und relativ triglyceridarm sind (15, 109).

Im Plasma des Patienten lassen sich erhohte Werte sowohl fur Cholesterin als
auch Triglyceride nachweisen, die bis zu einer Konzentration bis 500 mg/dl
dhnlich stark ansteigen. Jenseits der 500 mg/dl nimmt die Konzentration der
Triglyceride rascher zu (140).

Der primére molekulare Defekt bei den meisten Patienten mit Typ-I111-HLP ist eine
Punktmutation im Apo E-3-Gen im Codon 158 (Argl58 -> Cys). 90% aller Typ-
[11-HLP Patienten weisen einen E2/2 Phanotyp (123, 141) mit rezessiven Erbgang

vor, enige setene Formen von Typ-llI-HLP scheinen einen dominanten

Vererbungsgang zu haben (115).
I soelektrische | Aminosdureaustausch L DL -Rezeptor- Referenzen
Fokussierung Bindungsaktivitat

in %
E2 Arg™%e Cys <2 25,101,132,
E2 Arg**e Ser 45 131
E2 Lys**®e GIn 40 98, 115
E2 Arg**%e Leu 80 78,103
E3 Arg**e Cys, Cys™?e Arg 20 49, 53, 99
E2 Arg**e Cys 45 27,67, 100
El Lys**®e Glu <5 82, 90
E4 Glu™e Lys Arg*e Cys <4 67

Tabdlle 1-5: Apolipoprotein E Varianten, die zur Typ-l11-HLP fuhren kénnen

Der normale Katabolismus der Remmants ist bel Typ-111-HLP Patienten gestort.
Wie aufgefihrt ist die Rezeptorbindungsaktivitét deutlich reduziert (46, 112, 132),

weshalb es dann zur Hypercholesterinamie und Hypertriglyceridamie kommt.

Wesentlich ist aber, dal3 nur ca. 1-5% der Individuen mit einem E2/2 Phanotyp
vom Typ-Il11-HLP betroffen sind (32, 124, 127). Es mussen also noch weitere
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Faktoren zur Auspragung des Krankheitsbildes erforderlich sein, wie z.B. andere
HLP-Gene, hormonelle Storungen z.B. Ostrogenmangel in der Menopause,
Hypothyreose (89), Diabetes Mellitus und andere Umweltfaktoren wie Adipositas.
Als klinische Zeichen gelten die Xanthoma striata palmaris, gelbliche
Lipidablagerung der Hand und Fingerlinien, als pathognomonisch (93, 41).
Aulerdem weisen einige Patienten gelblich tubertése und tuberoeruptive
Xanthome an Ellbogen, Knien und Achillessehne auf.

Die Patienten mit Typ-llI-HLP haben en stark erhohtes Risko an
Artheriosklerose zu erkranken, die meist auch sehr friihzeitig beginnt und rasch
progredient verlauft (13, 44, 87, 119, 130). Folgend steigt damit das Risiko an
koronarer Herzkrankheit und auch an peripherer Artheriosklerose (89, 119) zu
erkranken.

Im Gegensatz dazu erkranken die Patienten mit famildrer Hypercholesterindmie
meist nicht an peripherer Artheriosklerose und folgend nicht an der peripheren
arteriellen Verschlukrankheit (74, 79).

Ursachlich fur die Artheriosklerose scheint das (-VLDL zu sein, das sehr
atherogen ist (71, 73, 74, 79). Aufgrund der Ubersittigung des Plasmas mit den
Lipiden kommt es zur Akkumulationen an Gefal3wanden.

Dort werden sie vom Monozyten- Makrophagen-System (36) via LDL-Rezeptor
aufgenommen (62). Durch Anreicherungen von Lipiden in den Makrophagen
werden diese zu Schaumzellen (105). Es kommt unter Mitwirkung von
Adhésions-Glykoproteinen zum Anheften von Monozyten bzw. Makrophagen und
T-Lymphozyten, die in die Intima einwandern (88).

Die Schaumzellen bilden zusammen mit den T-Zellen und glatten Muskelzellen
die artheriosklerotischen Fruhlesionen, die sogenannten“fatty streaks® innerhalb
der Intima. Nachfolgend tritt eine weitere Zelleinwanderung ein, und es kommt zu
einer Proliferation und Verdnderung der glatten Muskelzellen unter Bildung einer
fibrésen Matrix mit Kollagen und bestimmten Proteoglykanen. Es bildet sich ein
fibros-fettiger Plaque (Intermediérlesion). Die Schadigung des Endothels fihrt zu
einer Regulationsschadigung der koronaren und peripheren Vasodilatation bzw.
Konstriktion.

In einer normolipamischen Stoffwechsellage sorgt das HDL mit Apo E fir einen

Transport von Cholesterin von peripheren Zellen und Makrophagen zu
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Zellsystemen, die Cholesterin bendtigen oder zur Leber, wo Cholesterin in Form
von Gallesal zen ausgeschieden werden kann (72).

Bel Patienten mit dem Typ-I11-HLP ist aufgrund der grof3en Menge von [3-VLDL
das Cholesterinriicktransportsystem nicht in der Lage ein Gleichgewicht

auszurichten.

1.3.2 Apolipoprotein E-4

Das Apo E-3 Apo E-4 besitzt im Codon 158 in der ersten Position Arginin statt
Cystein. Im Gegensatiz zum Apo E-2 ist Apo E-4 mit einem hohen LDL-
Cholesterin und niedrigen Plasmatriglyceridspiegel assoziiert (114). In vitro
weisen Apo E-3 und Apo E-4 die gleiche Affinité zum LDL-Rezeptor auf (83). In
vivo wird Apo E-4 viel schneller via Rezeptor aufgenommen als Apo E-3 (40, 83).
Apo E-4 liegt ausschliefdlich als Monomer vor und steht damit vollstandig der
Interaktion mit Rezeptor zur Verfigung. Apo E-3 und Apo E-2 liegen im Plasma
dagegen teilweise as durch Disulfidbriicken stabilisierte Multimere vor.
Verglichen mit den Monomeren weisen die Multimere verringerte
Rezeptoraffinitét auf. Apo E-4 wird also schneller katabolisiert und der Einstrom
von Cholesterin und Triglyceriden in die Leber ist erhdht (63).

Die katabolische Umsatzrate der verschiedenen Isoformen korreliert mit der
Plasmakonzentration von Apo E: Individuen mit einem E2/2 Phanotyp haben die
hochste, E3/3 Individuen mittlere und E4/4 Phanotypen haben die niedrigste
Plasmakonzentration (22). Aulerdem ist die Umsatzrate von VLDL-Remnants zu
LDL hoher als bei den anderen Isoformen, daraus resultiert eine héhere LDL-
Produktion. Diese fiihrt zur Drosselung der LDL-Rezeptorsynthese und somit zur
Anhebung der LDL-Cholesterinkonzentration im Plasma.
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Abbildung 1-7: Einfluld von Apo E-4/4 auf den Fettstoffwechsdl (22)

In Verbindung mit Stoffwechsel erkrankungen wurde das Apo E-4 Philadel phia bei
Patienten mit Typ-111-HLP gefunden (67).

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dald das e4 Allel ein wichtiger
Risikofaktor fur den Morbus Alzheimer ist. Der Morbus Alzheimer (Alzheimer’s
Disease, AD) ist eineirreversible progressiv demente Erkrankung, die sich in den
spaten Lebensdekaden manifestiert (113). Speziell die Neurons des Hippocampus

und der Neurocortex werden durch einen unbekannten Machanismus zerstort
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(133). Sie ist gepragt durch Verlust des Erinnerungsvermogens, zuerst des
Kurzzeitgedachtnis und dann Verlust der kognitiven Funktionen.

Fur die late-onselt familial and sporadic AD, die ein mittleres Manifestationsalter
von 70 Jahren hat und 60-90% der Erkrankungen ausmacht, wurde die Apo E
Mutation Apo E-4 as genetische Basis gefunden (104, 110, 111). Es wurde
aullerdem eine Verbindung zwischen Manifestationsalter und dem Apo E
Gen-Defekt aufgezeigt.

In Familien mit late-onset AD steigt das Erkrankgungsrisiko von 20% auf 90%
und das mittlere Manifestationsalter reduziert sich von 84 auf 68 Jahre, wenn sich
die Zahl der Apo e4 Allele von null auf eins oder zwel erhoht (19).

Wie bereits erwdhnt ist Apo E Sekretion in der neuronalen Entwicklungsphase
und bei Regeneration- und Reorganisationsprozessen stark erhoht (26, 54, 61, 95,
96, 116). Obwohl der neuronale Mediator des Apo E Effektes noch nicht definitiv
geklart ist, kann doch gezeigt werden, dal3 die Isoformen das Apo E das neuronale
Wachstum und die Rekonvaleszenz unterschiedlich beeinflussen.

Tréger von Apo &4 Allelen und Morbus Alzheimer zeigen einen Verlust der
Regenerationsfahigkeit (2, 52), weshab es eventuell friher zum Auftreten des

Morbus Alzheimers kommt.

1.3.3 Apolipoprotein E-1
Eine sehr seltene Variante des Apolipoprotein E ist das Apo E-1, davon findet

man am haufigsten die Variante, die im Codon 127 in der ersten Position Glycin
Asparagin ersetzt hat. Im Codon 112 und 158 befinden sich wie im Apo E-2
Cystein in der ersten Position. Weitere Apo E-1 Varianten sind bereits
beschrieben worden: Apo E-1 (Lys'®eGlu) (82), Apo E-lgehessa Und Apo E-
Ihariburg (82). Apo E-1 (Gly*@Asp) und Apo E-lgenessa Werden mit der
Hyperlipoproteindmie (38) und Hypertriglyceridamie (135) in Verbindung
gebracht. Apo E-lharisouwrg fUhrt im Gegensatz zu Apo E-2 dominant zur
Ausprégung der Typ-I11-HLP.

Im Vergleich mit dem Wildtyp E-3 ist die LDL-Rezeptorbindungsaktivitét stark
reduziert. Fur die erwahnten Apo E-1 Varianten betragt sie zwischen 1-4% im
Vergleich mit der Bindungsaktivitdt des Apo E-3.
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1.3.4 Genetische Varianten des Apolipoprotein E in der Ubersicht
Variante |Mutation R.- Pathobiochemie und Klinik Referenz
Bin-
dung
(%)
Apo-E- acceptor  splice  site Apo E im Plasma nicht 18,34
Mangel mutation,Intron 3 nachweisbar, Typ-11-HLP.
frameshift mutation.
Apo-E- Gly'® va Die Deletion eines G im Codon | 30
Mangel fir Gly* fuhrt zum Auftreten
eines Stopp-Codons nach 59
Aminosduren. Das verkirzte
Genprodukt wird im Plasma
nicht nachgewiesen. Typ-I11-
HLP
El Gly?’® Asp,Arg™® Cys |4 Typ-111-HLPArtherosklerose | 134
Elnarisug | LYS™® Glu 1 82, 90
Elgehesda
E2 Arg™*® Cys 2 Typ-11I-HLP,Artherosklerose | 25, 101, 132
E2 Arg"*® Cys 45 Typ-111-HLP,Artherosklerose | 27, 67, 100
E2 Lys*® GIn 40 dominante Typ-I11-HLP 98, 115
E2chvistchurch Argl36® Ser 40 Typ—l II-HLP 131
E2 vVa®® Glu 129
E2 Arg® Leu 80  |Typ-lll-HLP 78, 102
E3 Wildtyp 100 | Wildtyp 134
E3 Ala®® Thr,Ala®® Pro |<20 | Typ-llI-HLP 84
E3 Cys™® Arg,Arg"?® Cys | 20 Typ-llI-HLP 53
E3rreiburg Thr® Ala keine Dysdlipoproteindmie 138
E3Leiden Dublikation AS 121-127 dominante Typ-I11-HLP 45
E3 Cys™® Arg, Arg?"*® His | 30 129
E3 Arg?® Lys, Cys™?® Arg | 20 Typ-llI-HLP 49, 53, 99
E4 Cys'“® Arg 100 |beschleunigte Clearence von|21, 134
Remnants
Edetitagepnia | Glu™® Lys,Arg **® Cys Typ-l11-HLP 67
E4 Ser®%® Arg 129
E4rreiburg Leu®®® Pro keine Dyslipoproteindmie 138
E5 GIU*® Lys 200 | Hypercholesteringmie 120
E5 Glu®® Lys Hyperchol esterinamie? 80
E5 Pro®® Arg,Cys™“® Arg | 100 Hyperchol esterinamie 120
ESrrankturt | GIN®'® Lys,Cys'®® Arg Hyperchol esterindmie? 106
ESeideiberg | ? Hypercholesterindmie, 31
Amyloidose?
E7 Glu'® Lys,Glu**® Lys 70

Tabelle 1-6: genetische Varianten des Apo E (63)
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1.4 Nachweismethoden fur Apolipoprotein E

Um die verschiedenen Isoformen des Apo E-Polymorphismus zu bestimmen, kann
man zwel verschiedene Methoden verwenden. Die erste Methode, die die

Festlegung der Isoformen ermdglicht, ist die | soel ektrische Fokussierung (69).

1.4.1 Isoelektrische Fokussierung (1EF)

Wie schon ausfuhrlich berichtet unterscheiden sich die drel hdufigen Allele e2, €3
und e4 durch Basenaustausch Mutationen in den Codons 112 und 158. Der
Wildtyp Apo E-3 besitzt an der ersten Stelle der Position 112 Cystein und in
Codon 158 Arginin. Arginin besitzt eine positive Ladung. Damit tragt Apo E-3
eine positive Nettoladung. Apo E-2 tragt im Codon 158 in erster Position statt
Arginin Cystein. Damit entfélt die positive Ladung und als relative Nettoladung
ergibt sich null. Apo E-4 besitzt sowohl im Codon 112 a's auch 158 Arginin. Also
ergibt sich eine zweifach positive Nettoladung fur Apo E-4.

Allel relative Ladung | Aminosiure- Aminosaur e-
position 112 position 158
e2/2 0 Cys Cys
e3/3 +1 Cys Arg
ed/4 +2 Arg Arg

Tabelle 1-7: Die drei homozygoten Phanotypen des Apo E Allelen und ihre

relative Ladungen

Diese Ladungsunterschiede nutzt man aus, um die verschiedenen Phanotypen
aufzutrennen. Das Prinzip dieses elektrophoretischen Verfahrensist es, ein Protein
oder Peptid im elektrischen Feld durch einen pH-Gradienten wandern zu lassen,
bis es an seinem spezifischen Isoelektrischen Punkt (IP) angelangt ist. Dort ist
seine Nettoladung und die Wanderungsgeschwindigkeit gleich null (68). Die
Proteine E2-E4 finden aso an unterschiedlichen Orten im elektrischen Feld ihren
IP und lassen sich so auftrennen. Auf3erdem kann man sie so an einem Ort
konzentrieren und der Diffusion entgegen wirken. Wenn ein Protein vom |P
wegdiffundiert, erhdlt es sofort eine Ladung und wird vom elektrischen Feld zu

seinem | P zurlickgezogen.
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Abbildung 1-8: Der sechs hdufigsten Apo E Phanotypen durch |EF aufgetrennt
auf einem Polyacrylamidgel (22)

Obwohl die Methode eigentlich immer eindeutige Ergebnisse liefern sollte,
kommt es doch in regelmélligen Abstanden zu Unsicherheiten bzw.
Fehlinterpretationen des Ergebnisses. Bel der |IEF werden nur die relativen
Nettoladungen eines Proteins oder Peptids berlicksichtigt, also die Summe aller
positiven und negativen Ladungen an den Aminosaureseitengruppen. Durch
Glykosylierungen und andere posttrandationelle Modifikationen an der
Polypeptidkette des Apo E kann es zu Ladungsverschiebungen, d. h. zusétzlich
negative Ladungen, kommen, die das Ergebnis verandern. Um dieser Problematik
entgegen zu wirken, kann man die Proben vor der IEF mit Neuraminidase
vorbehandeln und die Glykosylierungen riickgéngig machen. Es lassen sich so
aber nur die enzymatisch gebundenen Glykosylierungen I6sen. Nicht enzymatisch
gebundene Glykosylierungen, wie sie z.B. eventuell durch Diabetis Mellitus
entstehen konnen (11, 20, 108), bleiben bel der Neuraminidasebehandlung
unverdndert gebunden (43). Vorstellbar sind auch Milklassifikationen von

Banden, die durch unterschiedliche Konzentrationen von Apo E im Plasma
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hervorgerufen werden. Wie oben erwdhnt sind Konzentrationen von Apo E-2
relativ zum Apo E-3 erhoht. Bel Apo E-4 verhdlt es sich kontrar (37, 40).

1.4.2 Genotypisierung (Restriction | sotyping)

Eine neuere aternative Methode analysiert den Polymorphismus auf dem
genetischen Level. Nach Hixon und Vernier (51) beruht die Methode auf der
Existenz einer GCGC-Erkennungssequenz fir das Restriktionsenzym
Endonuklease Cfol. Eine 244bp lange Aminosduresequenz aus dem Exon 4 des
Apo E, die die beiden polymorphen Positionen enthdlt, wird mittels PCR
amplifiziert. Dieses Materia wird dann mit der Restriktionsendonuklease
inkubiert. Die Erkennungssequenz ist bei dem Apo E-4-Allel unter anderem in der
Position 112 und 158 vorhanden. Im Apo E-3 fehlt eine Schnittstelle in der
Position 112 und Im Apo E-2 sind insgesamt zwel Schnittstellen weniger
vorhanden. In den Codons 112 und 158 ist durch Basenaustauschmutationen die
Schneidesequenz GCGC verdndert worden. Es entstehen je nach Apo E-Typ
unterschiedlich lange Sequenzbruchstiicke. Durch das Anlegen eines elektrischen
Spannungsfeldes konnen diese in einem Polyacrylamidgel nach ihrer Grofe
aufgetrennt werden und durch verschiedene Féarbungsmethoden sichtbar gemacht

werden. An dem spezifischen Bandenmuster kann man den Apo E-Typ

identifizieren:
E2/2 E2/3 E3/3 E3/4 E4/4 E4/2
91 91 91 91 91
80 80 80
72 72 72
48 48 438 438 48
39 39 39 39 39 39
32 32 32 32 32
19 19 19
18 18 18 18 18 18
16 16 16 16 16 16

Tabedlle 1-9: Genotypiserung mit Angaben der Anzahl der Aminosauren pro

spezifische Bande
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1.4.2.1 Diskrepanzen zwischen dem Genotyp und dem Phéanotyp
(Problemstellung)

Eigentlich sollte man voraussetzen konnen, dal3 es immer Ubereinstimmende
Ergebnisse bei diesen beiden Anayseverfahren gibt. Doch verschiedene Studien,
bei denen die Ergebnisse der Phanotypisierung und Genotypisierung verglichen
werden, wiesen in einem gewissen Prozentsatz Diskrepanzen zwischen den
Ergebnissen auf.

Bel Hansen et al. (1993) wurden 166 Menschen untersucht und in 2% traten
Diskrepanzen auf (42), bei Snowden et a. 16% (117) und bei Wenham et al. 13%
(136). Auch in der Ambulanz fir Fettstoffwechselstérungen der Klinik fur Innere
Medizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf findet man diese
Diskrepanzen bel Bestimmung des ApoE-Polymorphismus, die im Institut fir
Medizinische Biochemie und Molekularbiologie durchgefihrt werden. Bei 611
Patienten, die von Januar 1999 bis September 2001 untersucht wurden, zeigten
sich in 41 Fédlen keine Ubereinstimmung zwischen Ergebnisse der
Phanotypisierung und Genotypisierung. Dieses entspricht einem Prozentsatz von
6,71%.

Fur dieses Phenomen sind verschiedene L 6sungsansétze denkbar:

1. Durch das Vertauschen von Proben konnen natlrlich keine
Ubereinstimmungen  zwischen der  Genotypisierung und  der
Phénotypisierung erzielt werden. Es ist aber nicht vorstellbar, dal? dieser
Fehler in einem so hohen Prozentsatz in verschiedenen Laboratorien

vorkommt.

2. Wie bereits erwdhnt kann es bel der Auswertung der Phénotypisierung
durch Glykosylierungen und andere posttranslationelle Modifikationen zu
zusétzlichen Banden und damit zu Fehlinterpretationen kommen (122,
142). Durch eine Vorbehandlung aller Proben mit Neuraminidase kann
dieses Risiko minimiert werden. Nicht enzymatisch katalysierte Bindungen
bleiben aber bestehen (43).
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3. Da bei den verschiedenen Isoformen eine unterschiedliche
Plasmakonzentration von Apo E vorliegt, ist eine Fehlklassifikation

aufgrund der Konzentrationsunterschiede denkbar (37, 40).

4. Wenn in der Aminosauresequenz des Apo E-Allels zusétzlich zu dem
bekannten Polymorphismus Mutationen auftreten, koénnte es zu
Ladungsverschiebungen kommen. Wenn zum Beispiel eine ungeladene
Aminosaure durch Basenaustausch durch eine geladene Aminosaure
ersetzt wird, kommt es zur Anderung der relativen Nettoladung des
Proteins und damit zu einer veranderten Mobilitét. Es besteht dann keine
Korrelation mehr zwischen der Nettoladung und dem Phanotyp. Die
Phanotypisierung wirde dann nicht den korrekten Phanotyp des

analysierten Apo E angeben.

1.4.3 Zieleder Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird der unter Punkt vier genannte LoOsungsansatz
untersucht. Dafir wird bei elf durch Diskrepanzen aufféllig gewordenen DNA-
Proben ene Sequenzanalyse durchgefuhrt. Die Darstellung  der
Aminosauresequenz ist die qualitativ beste Methode, Abweichungen vom Wildtyp
zu regristrieren, die evtl. fir die Diskrepanzen verantwortlich sind.

Aulerdem kann der Genotyp dirkt von der erstellten Sequenz abgel esen werden.
Ziel dieser Arbeit ist zusétzliche Mutationen zu identifizieren oder diesen

L 6sungsansatz fir diese Proben auszuschlief3en.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Patientengut
Die ef Patienten, die fUr diese Analyse ausgewahlt wurden, werden diagnostiziert

und behandelt in der Lipidambulanz der Klinik fdr Innere Medizin des
Universitatsklinikums Hamburg, Eppendorf.
Be den elf Patienten sind bel vorhergehenden Routineuntersuchungen

Diskrepanzen zwischen dem Genotyp und dem Phanotyp aufgetreten.

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Geschlecht m w m m m m w m m m w
BM*2 32 29 31 28 31 33 25 27 26 24 24
Phanotyp 2/4 2/4 33 | 2/3 | 33| 24 | 24 | 2/4 | unklar | 3/3 | 2/3
+ZB | (1+3) | (2+1)

Genotyp 3/3 2/2 3/3 22 | 34 | 202 | 22 2/3 2/2 213 | 3/3
Cholesterin** 388 962 287 | 409 | 222 | 312 | 467 | 322 350 145 | 221
TG*! 395 1170 809 | 657 | 178 | 382 | 706 | 1195 280 65 73
LDL** 285 - - 56 | 145 | 67 46 113 53 80 | 111
HDL** 24 50 36 54 34 37 45 65 58 36 84
vLDL*! 79 - - 155 9 21 | 213 68 138 4 3
Apo B*! 286 168 123 41 | 134 | 9 | 101 99 103 121 | 93
ApoA; 111 144 162 111 | 129 | 127 | 123 111 131 126 | 207
Lp (a)** 8 26 6 9 [ <] 5 [ 32] < 19 18 | 13
E-Masse 173 170 176 173 | 141 | 141 | 222 130 182 20 65

Tabelle 2-1: Patientengut (** Angaben in mg/dl: *? Angaben in ka/m2)

Blutentnahme
- S Monovette KE (Fa. Sarstedt)

- Kanulen (Fa. Braun)
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DNA-Isolierung

- STE-Waschpuffer: 20mM Tris-HCI (Fa. Gigco BRL; Merck), pH=7,4;
10mM NaCL (Fa. Merck);1mM EDTA (Fa. Sigma), pH=8,0;

- Lysis-Puffer: 10mM Tris-HCI, pH=8,2; 400mM NaCl,
2mM EDTA

- TE-Puffer: 10mM Tris-HCI, pH=7,4; 0,2mM EDTA

- Proteinase K: Proteinase K 100mg (Fa. Boehringer Mannheim);
10ml 10% SDS; 20 ml EDTA 0,5M;
Zugabe von 70ml H,0 dest.

- NaCl (6M)

Nur STE-Waschpuffer, Lysis-Puffer und TE-Puffer werden filtriert und

autoklaviert.

- Reaktionspuffer (10x): 1,0ml Tris-HCI; 500mM Kcl (Fa. Boehringer);
ohne/mit Magnesiumchlorid (15mM) (Fa. Boehringer), pH=8,3 bel
20°C

- Magnesiumchlorid (25mM)

- Taqg DNA-Polymer ase (Fa. Boehringer Mannheim)

-dNTP (10mM): je 10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fa. Pharmazia)

- Mineraldl (Fa. Sigma)

- DM SO (Fa. Serva)

- Primer (Fa. PE Applied Biosystems)

- Reaktionsgefal3 0,5m safe ware (Fa. Eppendorf)

PCR-Aufreinigung
- QIAqQuick
- PCR Purification kit 250 (Fa. Qiagen)
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Restriktionsver daue

Name Puffer Unit Inkubations- | Erkennung/

temper atur Spaltungssequenzen

Taq 1 L 24 65°C T?CGA

CFO1 B 10 65°C GCG?C

Tabelle 2-2: angewandte Restriktionsenzyme mit Angaben des Herstellers zum

experimentellen Einsatz (Fa. Boehringer, New England |abs)

Farbungen
- Silberfarbung: Essigsure; AgNOs (Fa. Roth); 37% Formaldehyd

(Fa. Sigma); Na,CO3 wasserfrel; Na,SO3 in Wasser; Gycerol (Fa
Merck); Methanol (Fa. Merck)

- Ethidiumbromidfarbung: 10mg/ml Ethidiumbromid (Fa. Sigma);
1x Tris-borate (TBE) (Fa. Merck), Lésungmittel

Seguenzierung

- Dye Terminator Cycle Sequenzing Ready Reaktion Mix
- ( Fa. Perkin-Elmer Applied Biosystem)
Elelektrophorese

- Laufpuffer: 1x0,09M TBE; 0,002M EDTA

- GrofRenmarker: 1kb DNA-Leiter, 1m/nyg (Fa. Gibco);
100bp DNA-Leiter, 1m/nyg (Fa. Gibco)

- loading buffer (6x): 1IXTBE; 40% Gycerol; Bromphenol Blau (Fa.
Merck)

- Polyacrylamidgel: 10%  Acrylamid/Bisacrylamid, 29:1 (Fa
Appligene); IXTBE; 1% Ammoniumpersulfat (Fa. Serva); 0,4%TEMED
(Fa. Serva)

Probenvorbereitung
- fur die Silberfarbung: 2m PCR-Produkt mit 1:5 verdiinnten loading
buffer (6x) vermengen; davon werden 2m auf dem Gel aufgetragen;

1m Grolenmarker auf dem Gel auftragen
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- fUr die Ethidiumbromidfarbung: 7-10m PCR-Produkt mit 2-3m
loading buffer (6x) vermengen; davon werden 8m auf dem Gel
aufgetragen;
2 m Grolenmarker auf dem Gel auftragen
Geltrocknung
- Gel Drying Film(Fa. Promega)
Gerate
- Netzger éte: Biorad,
- Zentrifugen: Hettich; hearus Biofuge fresco
- Biometra Trio-Thermoblock

- Abi Prism 310 Genetic Analyser

2.2 Methoden

2.2.1 Patientengut

Eine Mindestmenge von 10ml Patientenblut wird in eine S-Monovette KE, mit
EDTA as Antikoagulanz, abgenommen. Serum und Erythrozyten werden bei 4°C,
2500 rpm fur 10 Minuten abzentrifugiert. Die Phase zwischen Serum und
Erythrozyten wird grof3ziigig ca. 1-2ml abpipettiert und fur die Isolierung der
genomischen DNA eingesetzt. In dieser Interphase befinden sich die Leukozyten,
der sogenannte ,, Buffycoat® (DNA-haltige Blutzellen). Der Buffycoat wird bei -
20°C gelagert, bis die Isolierung stattfindet (Mindestzeit 2 Stunden).

2.2.2 DNA-Isolierung aus genomischer DNA (nach Miller SA., 1988)

Durch das Einfrieren bei -20°C konnen DNA-haltige Blutzellen von den
hémolysierten Erythrozyten durch ene osmotisch inaktive Waschldsung
voneinander getrennt werden. Die DNA-haltigen Zellen werden durch den
Proteinase Kund Lysis-Puffer aufgeschlossen, Proteine werden abgebaut, die
genomische DNA bleibt intakt. Durch Salz und Ethanol wird die genomische
DNA gefdlt und somit von der proteinhaltigen L 6sung abgetrennt.
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Durchfuhrung:

Der Buffycoat wird aufgetaut, mit 14ml STE vermengt und bei 4°C, 3000rpm, 15
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgegossen und das Pellett
erneut mit 15ml STE-Puffer gewaschen und wie oben angegeben zentrifugiert.
Den Uberstand giefit man wieder ab, lockert das Pellett und inkubiert es mit 3ml
Lysis-Puffer, 1ml Proteinase-K-Losung und 200m SDS (10%) Uber Nacht
schiittelnd bei 37°C.

Am folgenden Tag werden 3,4ml Lysis-Puffer und 2,3ml NaCl (6M) hinzugefugt,
gut geschwenkt und zentrifugiert (4°C, 3000rpm, 20 Minuten). Der Uberstand der
Proben wird vorsichtig in 30ml absoluten Ethanol gegossen. Ethanol und
genomische DNA werden nun umgeschwenkt; die genomische DNA féllt als
weil3e, fadenreiche Struktur aus. Diese kann durch sterile Pasteur-Pipetten an der
GlasaulRenseite aufgenommen, in 70% Ethanol gewaschen und in 500-1000m TE
gel6st werden (bei 37°C schittelnd, 48 Stunden). Die DNA wird bei 4°C gelagert,
bei jeder Entnahme genomischer DNA sollte das Geféld vorher kurz bewegt
werden, da die genomische DNA mit der Zeit absinkt. Fir die PCR werden pro

Ansatz 1M oder 6m entnommen.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit dieser Methode kann man eine grol3e Anzahl von Kopien von einem
spezifischen Teilstick der genomischen DNA as Template produzieren. Das
Prinzip dieser Reaktion @nelt der DNA-Replikation. Der doppelstrangige DNA-
Strang (ds DNA) wird auf 94°C erhitzt, um einzelstrangige DNA (ssSDNA) zu
erhalten. Durch die Wahl der Primer (Oligonukleotide) werden die gewlinschten
Bereiche, die vervidféltigt werden sollen, innerhalb der genomischen DNA
festgelegt. Die Primer binden nun an dem fir sie spezifischen Teil der ss DNA.
Dahinter beginnt dann die DNA-Polymerase mit der Synthese. Die
neusynthetisierten Stiicke enthalten nun auch die Primersequenz. Aus zwei
ssDNA-Strangen sind jetzt zwei ds DNA-Strénge entstanden. Durch erneute
Erhitzung, und damit Beginn eines neuen Zyklus, enstehen wieder ss DNA-
Strénge, die von den Primern erkannt werden, und es wird eine erneute Synthese
durchgefthrt. Als Endergebnis von n-Zyklen erhdit man ein theoretisches
Maximun von 2" ds DNA-Molekuilen.
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Die Fehlerrate der Taq in vitro betragt bei etwa 2x10" Nucleotiden ein falsches
Nucleotid, da sie die Fahigkeit des,, Korrekturlesens® nicht mehr besitzt.

Durchfihrung:
Jede PCR-Reaktion, soweit nicht anders erwéhnt, wird mit Mineraldl (ca. 30-
50m) dberschichtet, um Temperaturverziige und Kondensation zu vermeiden.
Die Sequenzen der Primer, die die Amplikons der PCR-Reaktion festlegen, sind in
der Tabelle 5 dargestellt. Die Primer sind so gewahlt, dal3 sie nicht direkt an den
Exons des Apo E Gens liegen, sondern in den unmittelbaren Intronsequenzen vor
und hinter den Exons, die insgesamt ca. 50bp des Amplikons ausmachen.
Entschliisselung der Namengebung:

E2F = Primer des Exon 3, Apo E in 5'->3' (forward) Richtung;

E2R= Primer des Exon 3, Apo E in 3'->5' (reverse) Richtung;

E2-10= Primer des Exon 4, Apo E in 5°->3' (forward) Richtung;

E12-18= Primer des Exon 4, Apo Ein 3'->5" (reverse) Richtung.
Die Zyklen der zu amplifizierenden Fragmente werden nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt:

1 Zyklus: Denaturirung: 5 Minuten 95°C;
Annealing: 1 Minute z.B. 60°C;
Elongation: 1 Minute 72°C,;
33 Zyklen: 1 Minute 95°C; 1 Minute z.B. 60°C; 1 Minute 72°C;
1 Zyklus: 1 Minute 95°C; 1 Minute z.B. 60°C; 10 Minuten 72°C;

abkuhlen auf Raumtemperatur.
Abweichungen dieses Protokolls kénnen aus dem Ergebnistell entnommen

werden.
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Titel Primer Exon | Gebr.- | Annea-
l6sung | ling-
in temp.
nmol
E2 5-CGCCCCATCCCA GCCCTTCT-3 4 20 60°C
E3 5-CGC CTC CCCACT GTG CGA CA-3 4 20 60°C
E4 5-ATGGACGAGACCATGAAGGAGTTGA-3 4 20 60°C
E5 5-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG AG-3 4 20 60°C
E6 5-CAGAGCACCGAGGAGCTGCG-3 4 20 60°C
E7 5-C-GAT GACCTG CAG AAG CGCC 4 20 60°C
E8 5-GGG CGC CGA GCG CGG CCT CAG-3 4 20 60°C
E9 5-CGGATG GAG GAGATG GGC AG-3 4 20 60°C
E10 5-CTGCAGGCCGAGGCCTTCCA-3 4 20 60°C
E12 5-ACCTCGCCG CGGTACTGCAC-3 4 20 60°C
E13 5-ACA GAATTCGCCCCGGCCTGG TACAC-3 4 20 60°C
E14 5-CCG GCCAGG GAGCCCACA GT-3 4 20 60°C
E15 5-TCT GCT GGG CCT GCT CCT CCA GCT T-3 4 20 60°C
E16 5-CCC GGC CCA CTG GCG CTG CAT-3 4 20 60°C
E17 5-AGT GAT TGT CGC TGG GCA CA-3 4 20 60°C
E18 5-GTCGCATGG CTGCAGGCT TC-3 4 20 60°C
E2F 5-CCCACCTTGAACTTGTTCCA 3 20 55°C
E2R 5- AAG GGC CAG GAT GGG GACAC-3 3 20 55°C

Tabelle 2-3: Beschreibung der Primer fir die PCR der Apo E Exons und An-

nealingtemperatur Angaben nach Hegele et.a 1992. Die Kon-

zentrationen wurden nach Angaben der Hersteller berechnet.

224 Aufrenigung von PCR-Produkten durch

Purification kit

QIAQuick

PCR

Dieses System basiert auf der Kombination der ,,microspin technology

(Microsaulen Technologie)*

mit der selektiven Bindungsmoglichkeit einer
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speziell entwickelten Silicagel-Membran. Durch speziell abgestimmte Puffer kann
die hohe Wiedergewinnung der DNA gewéhrleistet werden.

Die Reinigung verléuft in drel Tellschritten: Adsorbtion der DNA auf der
QIAquick Membran, Waschen und Elution in Wasser.

Damit die Nukleinsduren an der Sialicagelmembran adsorbieren konnen, muf3 eine
hohe chaotropische Salzkonzentration vorliegen. Bis zu 10m DNA kdnnen von
einer QIAquick Saule gebunden werden. Aul3er der Salzkonzentration entscheidet
auch der pH-Wert Uber eine effiziente DNA- Adsorbtion. Um eine Adsorbtion von
ca. 95% zu erhalten sollte dieser < 7,5 betragen. Liegt der pH-Wert dariber sinkt
die Adsorbtionsrate drastisch ab.

Durch das Waschen mit einem speziellen, ethanolhaltigem Puffer werden
uberfliissige Primer, Salze, Enzyme, nicht gebundene Nukleotide, Ol und andere
nicht erwiinschte Detergentien entfernt. Damit kein Puffer auf der Membran
zurtickbleibt, wird zweimal zentrifugiert.

Im Gegensatz zur Adsorbtion ist die Elution von ener niedrigen
Salzkonzentration und einem basischen pH-Wert abhéngig. Die DNA wird
entweder mit 30m einer 10mM Tris-HCL-L6sung, pH 8,5 oder Wasser eluiert.
Durch dieses System konnen PCR-Produkte in einer Lange von 100bp-10kb
aufgereinigt werden. Die Zurtickgewinnung der ds oder ss DNA betragt 90-95%,
die Wiedergewinnung von Oligomeren (17-40) ist gleich null.

Diese Aufreinigung wird vor jeder Sequenzreaktion durchgefiihrt, da die nicht

eingebauten Primer und andere Detergentien diese Reaktion stdren.

Durchfuhrung:

Zu dem PCR-Produkt wird das 5-fache Volumen PB-Puffer hinzu pipettiert,
gemischt, auf die Saule gegeben und zentrifugiert (bei 20°C, 60 Sekunden,
13000rpm). Der Unterstand wird verworfen, auf die Saule wird 750m PE-Puffer
gegeben, zentrifugiert (bei 20°C, 60 Sekunden, 1300rpm) und erneut der
Unterstand verworfen. Das Reaktionsgefad mit Saule wird nochmals kurz
anzentrifugiert, um Restpuffersubstabzen abzutrennen. Fir die Elution wird die
Saule in ein neues Reaktionsgefal} gestellt. Sie erfolgt mit 50 M dest. H,O durch
Zentrifugation 60 Sekunden, 13000rpm.
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2.2.5 DNA-Konzentrationsmessung

Bei 260nm ist die Absorption von DNA am hdchsten. Die Berechnung der
Konzentration setzt sich aus: Extinktion x Verdinnungsfaktor x Faktor 50 = m/ml
zusammen.

Bei der Wellenlange 280nm ist die Absorption von unspezifischen Proteinen am
hochsten. Durch die Bildung des Faktors der Extinktion von 280/260 kann die
Reinheit der DNA errechnet werden. Der optimale Faktor liegt bel 1,8.

Die DNA-Konzentrationsangabe wird bei PCR-Produkten fur die Sequenzierung
bendtigt.

2.2.6 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme (= rekombinierte Enzyme),
die bei DNA-Stréngen innerhalb spezifischer Basensequenzen die
Phosphordiester-Bindungen spalten. Die ursplingliche Funktion dieser Enzyme ist
die Spaltung von eingedrungenen ds DNA-Molekilen in eine Bakterienzelle.

Die Restriktionsenyme erkennen spezifische Bindungsstellen, die as
Erkennungssequenzen (recognition sequence) bezeichnet werden. Die Stelle, an
der die Phosphordiester-Bindungen in der DNA durch die Enzyme gespalten wird,
wird als Spaltungsstelle (cleavage site) bezeichnet.

Als Enzymeinheit (Unit) ist digjenige Menge eines Restriktionsenzyms definiert,
diein der Lageist, bei optimalen Puffer- und Temperaturbedingungen 1m DNA in
einer Stunde vollstandig zu spalten.

Durch eine Mutation kann es zum Wegfall oder zu einer neuen Schnittstelle fir
ein bestimmtes Restriktionsenzym kommen und damit zur Veranderungen im
DNA-Fragmentmuster = RFLP. Dies kann fir diagostische Zwecke eingesetzt
werden, z.B. bei der Analyse des Apo E-Polymorphismus (Genotypisierung).

Die Durchfihrung der Restriktionsanalysen erfolgte nach Nagaben des Herstellers
(siehe Tabelle 3-2-2). Auf Abweichungen wird hingewiesen.

2.2.7 Gedfarbemethoden

2.2.7.1 Ethidiumbromidfarbung
Ethidiumbromid (3,8-Diamino-6-ethyl-5-phenanthridiumbromid) gehdrt zu den

sequenzunspezifisch  DNA-bindenden Substanzen, die zwischen einzelnen
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Basenpaaren einer ds a-Helix-Struktur des DNA-Molekils interkalieren. Diese
nicht kovalente Bindung ist sehr fest. Ethidiumbromid reagiert begrenzt mit
ssNukleinsauren, jedoch wesentlich schwécher. Diese Farbung wird priméar

benutzt, um ds DNA innerhalb eines Gels sichtbar zu machen.

Duchfuhrung:

Ethidiumbromid wird zum Farben von Polyacrylamidgelen eingesetzt. Dazu
werden die Gele nach dem Lauf in eine wassrige Ethidiumbromid-Ldsung von (so.
5mL/100ml) fur ca. 10 Minuten gelegt, evtl. anschliefiend wieder etwas durch
Wasser entfarbt.

Die Gele werden unter UV-Licht bel 254-300nm Wellenlange bestrahlt. Die
interkalierte ds DNA farbt sich rot/orange. Die Nachweisgrenze liegt bei 5ng
Nukleinsdure pro Bande, bei ss Nukleinsduren ist der Nachwels weniger

sensitiv.Es muld mehr Marerial eingesetzt werden.

2.2.7.2 Silberfarbung (Bassamet al. 1991)

Diese Férbetechnik wird unteranderem fir Polyacrylamidgele, die ds DNA
geladen haben, verwendet . Polyacrylamid ist inert gegen diese Reaktion. Die
Proben bilden ,Licken® in dem Acrylamid, in dem die chemische Reaktion
stattfinden kann. Das Prinzip kann mit dem photographischen Prozef3 in
lichtempfindlichen Silberhalogen-Schichten verglichen werden. Die Silberionen

werden in der Gelmatrix bei pH-Werten tber 10,5 durch Komplexbindung an die

M akromol ekiile gebunden.
Reaktion: H,CO + AG" + COs* ® HCOOH + Ag~ + CO,-
Durchfihrung:

Das urspringliche, aus der Literatur entnommene Rezept wurde an die Labor
spezifischen Bedingungen angepald und verandert (siehe Tabelle 2-4). Die
abgebildeten Polyacrylamidgele sind mit der geénderten Silberféarbung angefarbt

worden.
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Schritte nach Bassam Status Quo

1. Fixierung 10% Essigséure; 20° 10% Essigsaure; 20’

2. Waschen H,O; 2' 3mal eiskaltes H,O; 2' 3mal

3. Impregnate AgNO;  (1g/h), 15ml  37%|eiskates AgNO; (2g/1); 30°
HCOH/I; 30° +150m Formaldehyd (37%)

4, Waschen H,0; 2", optimal eiskaltes H,O; ca. 2’

5. Entwicklung vorgekihlt: Na,COs (30g/l), 1,5ml | eiskiihlt:  Na,COs; (30g/l),

verdunkelt; 37% HCOH/I, NaS,03 in H,O|1,5ml 37% HCOH/I,

abgedeckt (2mg/l); 2-5’ NaS,0; in H,O (5mgl/);

100ml waschen 100ml fir
Entwicklung; 1'-15’

6. Stop 10% Essigsdure; 5' 10% Essigsdure, bis keine

Blasen mehr bilden, ca.20’

7. Fixierung Trocknung Methanol 10%; 3% Glycerol;

bis zur Trocknung der Gele

Tabedlle 2-4: Durchfihrung der Silberfarbung fir DNA-haltiges Polyacrylamid

Diese Farbung ist sehr empfindlich gegentiber Chloridionen. Die Leitfghigkeit des
demineraliserten Wassers wurde unter 2nM/ml gehalten. Ebenso ist die
Entwicklungsphase licht- und warmeempfindlich, daher wurden die
Reaktionsgefdl3e  verdunkelt und die Loésungen, vor adlem die
Natriumkarbonatl 6sung, vorgekdihlt.

2.2.8 Sequenzierung (Perkin-Elmer Applied Biosystems)

Die Sequenzreaktion wird nach dem Prinzip der Didesoxy-Methode von Sanger
durchgefiihrt, die auch als ,Cycle-Sequenzing” bezeichnet wird. Perkin-EIlmer
Applied Biosystems verwendet die hitzebesténdige AmpliTag-DNA-Polymerase
anstelle der wurspringlich verwendeten Klenow-Polymerase. Die DNA-
Doppelstrénge missen fur die Sequenzierung durch Hitzebehandlung denaturiert
und so voneinander getrennt werden. Die Primer binden dann an dem fir sie
spezifischen DNA-Bereich. Die AmpliTag-Polymerase beginnt nun mit der
Synthese eines neuen Doppelstranges. Der Einbau von einem dNTP-Dye
Terminator, das fluoreszenzmarkierte dNTP-Analogon, fihrt zu einem zufaligen

Abbruch der Kettenverlangerung. Die Reaktion erfolgt mittels einer zyklischen
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Sequenzierung, die eine lineare Vermehrung zur Folge hat. Es entstehen
unterschiedlich lange DNA-Ketten, die mittels Kapillarel ektrophorese aufgetrennt
und nach L&nge sortiert werden (siehe Abbildung 2-1). Uber eine Laserdiode
werden die fluoreszierenden Terminatoren identifiziert und ausgedruckt
(Gerdtetyp 310 Genetic Anadyser der Firma Applied Biosystems, unter

Zuhilfenahme der 2.0-Softwareversion der Firma).

Reaktionsansatz

T | [Fluoreszens
markierte

il 8] Denaturierung d. original Templates
. Einstieg in den Zyklus

—y L

[Puffer / dNIPs / DNA |

Original Template Primer Anlagerung
- —
Markierte Produkie
ﬂ
Eetterverlingerung

e A€ | Denaturierung

AC GT C ' ' H

'

Abbildung 2-1. Seguenzierungsmethoden
Durchfihrung:

Das PCR-Produkt wird durch QIAQuick gereingt, die Konzentration gemessen
und nach den Angaben von Perkin-Elmer Applied Biosystems eingesetzt. Einige
Primer (siehe Tabelle 2-3) werden sowohl fur die PCR, als auch fir die
Sequenzierung benutzt. Die Konzentration der DNA, des Primers und des
Reaktionsmixes, sowie die Programmierung des Termocyclers, fur die
Reaktionsschritte der Denaturierung, Annealing und Elongation, wurden nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.



Kapitel 3: Befunde Seite 53

3 Befunde

3.1 Seguenzstrategie

Die DNA der Patienten soll nun auf Mutationen im Exon 3 und Exon 4 des Apo E
genau untersucht werden. Exon 1 und 2 werden nicht berticksichtigt. Exon 1 liegt
nicht im 5'trandatiertem Bereich. Da aber bei den Patienten eine Diskrepanz
zwischen dem Genotyp und dem Phanotyp aufgrund einer verénderten Mobilitét
besteht, mul’ es, wenn dieses eine genetische Ursache hat zu einer Verénderung in
der Aminosauresequenz gekommen sein. Die Informationen fir die Aminosauren
liegen im 5'trand atierten Bereich. Exon 2, das zwar trandatiert wird, ist im Bezug
auf die Gesamtgrofie sehr klein. Damit ist die Wahrscheinlichkeit, dal3 sich dort
eine Mutation befindet, gering. AulRerdem liegen auf Exon 2 die Codons fir das
Signalpeptid von Apo E. Eine Mutation in diesem Bereich erhoht stark die
Wahrscheinlichkelt, dal3 das mutierte Signalpeptid dieses Apo E seine Aufgabe
nicht mehr erfillen kann. Das Apo E kénnte die Zelle nicht mehr verlassen und
waére im Serum nicht nachweisbar.

Als Nachweismethode wird die Sequenzanalyse angewendet, um eine genaue
Auswertung zu erreichen.

Es gibt verschiedene Médoglichkeiten den bestimmten Sequenzabschnitt
vervielfdtigt herzustellen, um diesen in der Sequenzreaktion analysieren zu
lassen. In dieser Arbeit wird das PCR-Produkt in die Sequenzanalyse eingesetzt.
Bei Verwendung dieser Methode muf3 durch PCR-Optimierung und eine spezielle
Reinigung sichergestellt werden, dal3 das PCR-Produkt nur aus dem amplifizierten
Bereich besteht, der analysiert werden soll und keine Ricksténde aus der PCR
mehr vorhanden sind, die die Reaktion und damit die Auswertung storen konnen.
Begonnen wird mit der Extraktion der DNA aus den Leukozyten der Patienten.
Mittels PCR kann nun der Bereich der genomischen DNA amplifiziert werden,
auf dem sich die Informationen fur Exon 3 und 4 des Apo E befinden. Um nun ein
fur die Sequenzreaktion brauchbares PCR-Produkt zu erhalten, werden PCR -
Optimierungen vor der Amplifikation durchgefihrt. Das PCR-Produkt muf3 dann,

bevor es in der Sequenzreaktion eingesetzt wird, durch eine Fallung und eine



Kapitel 3: Befunde Seite 54

spezielle Reinigung von nichtgebundenen PCR-Reaktionbestandteilen gesaubert
werden, die die Sequenzreaktion stbren.

Nun wird das gereinigte PCR-Produkt in die Sequenzreaktion eingesetzt.

Bei dem verwendeten Sequenzanalysegerdt 1813t sich eine Sequenz bis zu 400bp
gut darstellen. Exon 3 mit 240bp 183 sich also in einer Reaktion mit einem Primer
komplett darstellen. Dafir steht je ein Vorwartsprimer (E2F) und en
Rickwartsprimer (E2R) zur Verfigung, die beide fir jede Exon 3-Probe

verwendet werden.

]
|
' E2F >
(I T

lintron’ "Intron|

Exon 3

Abbildung 3-1: Vor- und Rickwaértsprimer fiir die Darstellung von Exon 3

Exon 4 hat eine Gesamtlange von 798bp. Um die Sequenz vollstandig
darzustellen, benttigt man deshalb mehrere Primer. Fir die Sequenzreaktion
stehen as Vorwartprimer E2- E10, als Ruckwértsprimer E12- E18 zur Verfligung.
Zid ist es durch mehere Sequenzreaktionen mit unterschiedlichen Primern, Exon
4 komplett darzustellen und moglichst groRe Uberschneidungsbereiche zwischen

den Primern zu erhalten.

Ansatz 1. Alle Vorwérts- und Rickwartsprimer werden in Sequenzreaktionen

eingesetzt. Das PCR-Produkt wird von Patient Nr. 1 verwendet.

Auswertung: Die Vorwartsprimerliefern eine besser lesbare Sequenz as die

Ruckwartsprimer.
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Abbildung 3-2: Primerkombination fir die komplette Darstellung von Exon 4

Bei fraglichen Sequenzabschnitten werden entweder die Rickwartsprimer und/

oder andere Vorwartsprimer verwendet.

3.1.1 Template-Vorbereitung/ Amplifikation von Exon 3und 4

Um eine Sequenzanalyse am Apo E durchzufihren, mussen zuvor Exon 3 und 4
mittels PCR amplifiziert werden. Das PCR-Produkt muf3, anders as bei diversen
Screeningverfahren, absolut rein sein. Die Primer dirfen nur in dem fir sie
spezifischen Bereich an der DNA binden und somit nur diesen Teil amplifizieren.
Um ein fir die Sequenzreaktion geeignetes PCR-Produkt herzustellen, missen
zuvor die fur die PCR wesentlichen Faktoren: Annealingtemperatur, MgCl,-
Konzentration und Primerwahl optimiert werden.

Anhand eines Kontrollgeles mittels Elektrophorese &% sich dann das PCR-
Produkt Gberprifen. Bel einer Einelbande liegen also optimale Bedingungen fir
eine Sequenzreaktion vor (siehe Abbildung 3-3). Sind aber mehrere Banden in
einer Laufspur sichtbar, so haben die Primer auch andere Telle der DNA
amplifiziert (siehe Abbildung 3-4).
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ey M m o l :
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5

1 2 3 4 6
L aufspuren:
1=DNA von Patient 1 4 = Leerprobe
2 =DNA von Patient 1 nach Féllung & Reinigung 5= Marker

3 =DNA von Patient 1 nach Féllung & Reinigung

Abbildung 3-3: Darstellung eines reinen PCR-Produktes von Exon 4 von
Patient 1 in 10% Polyacrylamidgel

L aufspuren:
1=DNA von Patient 1 3 = DNA von Patient 3 5 =L eerprobe
2 = DNA von Patient 2 4 = DNA von Patient 4 6 = Marker

Abbildung 3-4: Darstellung eines PCR-Produktes, bei dem die Primer ver-
schiedene Teile der DNA amplifiziert haben, Exon 4, DNA des
Patient 1, in 10% Polyacrylamidgel
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Wirde man diese PCR-Produkt in eine Sequenzreaktion einsetzen, so entstiinde
entweder eine Sequenz, die durch viele Uberlagerungen nicht auswertbar wére,

oder man wurde ein falsches Ergebnis der Sequenz erhalten.

3.1.1.1 Amplifikation von Exon 4
Als Grundlage fUr den ersten Reaktionsansatz wird auf eine SSCP-Bediehnung fur

Exon 4 zurlickgegriffen. Da die Reinheitsanspriche wie berichtet bei der
Sequenzanalyse viel hoher liegen, werden im Folgenden Optimierungen der PCR
durchgefiihrt. Fir die Exon 4 Amplifikation werden die Primer E2/ E3 als
Vorwartsprimer und E17/E18 als Rickwartsprimer eingesetzt. Neben der
Optimierung der Primerkombination wird gleichzeitig die Temperaturoptimierung
mit durchgefuhrt.

31111 Optimierung der Temper atur

Ansatz 1. Die PCR wird bei 50°C und 60°C durchgefuhrt. Als
Primerkombinationen werden von links nach rechts 2/17, 2/18, 3/17, 3/18
verwendet (siehe Abbildung 3-5).
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L aufspuren:
1 = DNA von Patient 3, Primer 2/18 bei 50 °C 6 = DNA von Patient 3, Primer 3/18 bei 60 °C

2 = DNA von Patient 3, Primer 3/18 bei 50 °C 7 =Test DNA, Primer 2/18 bei 60 °C
3 =Test DNA, Primer 2/18 bei 50 °C 8 =Test DNA, Primer 2/18 bei 60°C
4 = Test DNA, Primer 2/18 bei 50 °C 9 = Leerprobe

5= DNA von Patient 3, Primer 3/18 bei 60 °C 10 = Marker

Abbildung 3-5: Temperaturoptimierung bei 50°C und 60°C mit Test-DNA und
DNA des Patienten 3 von Exon 4, in 10% Polyacrylamidgel
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Nach Wiederholung des Reaktionsansatzes wird 60°C als Annealingtemperatur
festgelegt.

31112 Optimale Primerkombination

Die Festlegung der optimalen Primerkombination lauft nattrlich nicht vdllig
getrennt von der Temperaturoptimierung, da dort bereits die verschiedenen
Kombinationmdglichkeiten von Vorwérts- und Rickwartsprimern berticksichtigt
wurden.

Im ersten Ansatz wurden E2 und E3 als Vorwartsprimer und E17 und E18 ds
Rickwartsprimer verwendet, da sie die Amplifikation des gesamten Exon 4
ermoglichen. Weil der Komplementérbereich von E2 und E18 weiter im Intron
vor bzw. hinter Exon 4 liegt und somit das amplifizierte DNA-Stuick grof3er ist
(810bp) im Gegensatz zu E3 und E17 (759bp), bietet die Kombination E2/E18
eine grolere Sicherheit spéter bei der Sequenzreaktion sowohl Anfang als auch
Ende des Exon 4 als gutlesbare Sequenz darzustellen.

Das PCR-Produkt von E2/E18 zeigt sich auf dem Gel genauso rein wie das
Produkt von E3/E17.

31113 Zusammenfassung

H,O |10xPuffer [DMSO [dNTP |E2 |E18 |Taq |DNA |Annealing-

temperatur

26 5 5 2 5 5 1 1 60°C

ale Angabeninm

Tabedlle 3-1: Ansatz fir 50

3.1.1.2 Amplifikation von Exon 3

Da fur die Amplifikation von Exon 3 nur je ein Vorwértsprimer und en
Ruckwaértsprimer zur Verfigung stehen, missen fir die PCR nur die
Annealingtemperatur und die MgCl,-Konzentration optimiert werden.

Die beiden Parameter werden im Folgenden gemeinsam berticksichtigt.
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Der erste Reaktionsansatz erfolgt nach einem Ansatz fir ein SSCP-Screning fur
Exon 3.

Ansatz 1:

H,O |10xPuffe [dNTP |E2F E2R Taq DNA Annealing-
r temperatur

145 |2 04 0,3 0,3 05 2 60°C

ale Angabeninm

Tabdle 3-2: Ansatz fir 20

E T

Basai Bl

L aufspuren:

1 =DNA von Patient 1 4 = DNA von Patient 4
2 = DNA von Patient 2 5 = Leerprobe

3 =DNA von Patient 3 6 = Marker

Abbildung 3-6: PCR-Produkt von Patient 1, 2, 3 und 4 von Exon 3 mit

Notwendigkeit zur MgCl,-Optimierung und/oder Temperatur-

optimierung, in 10% Polyacrylamidqgel

Auswertung: Das Muster der Banden auf dem Gel zeigt, das wahrscheinlich die

MgCl, und/oder die Annealingtemperatur nicht im Optimum liegt.

31121 MgCl,-Optimierung

Um ein fir die Sequenzreaktion auswertbares PCR-Produkt zu erhalten, mussen
zusétzliche Bande vermieden werden. Daflir muld unter anderem eine optimale

MgCl,-Konzentration vorliegen.
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Im Ansatz 1 liegt die eingesetzte MgCl,-Konzentration bel 1,5 mM/ml. Das

Ergebnis ist ein

unreines PCR-Produkt mit vielen Banden auf dem Kontrollgel.

Daher wird eine MgCl,-Optimierung durchgefuhrt, wobei mit einer Konzentration

von 1ImM/m beginnend diese Schrittweise erhoht wird. Die Optimierung wird mit
ImM/m, 1,25mM/m, 1,5mM/m, 1,75mM/m, 2mM/m, 2,5mM/m und 5mM/m
durchgefthrt. Start- und Endpunkt erfolgt nach Angaben des Herstellers.

Gleichzeitig wird der Versuch bel 50°C, 55°C und 60°C durchgefihrt, um auch

das Optimum fur die Annealingtemperatur festzulegen.

g ¥ 2 : Wu \ed ld

Ill !“”M

!!—’ e
Ll ]
bl

3=15mM MgCl,

1 2 34 567 8 910111213141516
Laufspuren bei 50 °C: Laufspuren bei 55 °C:
1=1mM MgCl, 9=1mM MgCl,

2=125mM MqgCl,

4=175mM MgCl,

10=1,25mM MgCl,
11=15mM MgCl,
12=1,75mM MgCl,

5=2mM MgCl, 13=2mM MgCl,
6=25mM MgCl, 14=25mM MgCl,
7=5mM MgCl, 15=5mM MgCl,
8 = Marker 16 = Leerprobe
Abbildung 3-7: Temperatur- und MgCl,-Optimierung von Exon 3 bei 50°C und

55°C mit steigender MgCl,-Konzentration, Test-DNA, in 10%

Polyacrylamidgel
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””Hf”&

Laufspuren bei 60 °C:

1=1mM MgCl, 5=2mM MgCl,
2=125mM MgCl, 6=25mM MgCl,
3=15mM MgCl, 7=5mM MgCl,
4=175mM MgCl, 8 = Marker

Abbildung 3-8: Temperatur- und MgCl,-Optimierung von Exon 3 bei 60°C mit
steigender MgCl,-Konz., Test-DNA, in 10% Polyacrylamidgel

Auswertung: Das Gel zeigt reinste PCR-Produkt bei einer Konzentration von
ImM/m bei 55°C

31122 Zusammenfassung

H,O |Puffer [Mgcl, [dNTP |E2F |E2R |Taq DNA Annealing-

/A Temperatur
M gCIZ
411 |6 2,4 1,2 0,9 0,9 15 6 55°C

ale Angabeninm

Tabedlle 3-3: Ansatz fir 60N

3.2  Sequenzanalyse und Darstellung der Ergebnisse

Bel ef Patienten wurde die Aminosduresequenz der Exons 3 und 4 des

Apolipoprotein E Gens durchgeftihrt und mit der Wildtypsequenz verglichen.
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Aus der Sequenz wurde an Position 112 und 158 direkt der Genotyp abgel esen.

Patient | Mutation | Phanotyp Genotyp

212 | 33| 44 | 213 | 214 | 34 | 12

- 2/4+7B X

- 2/4(1+3) | X

- 3/3 (2+1) X

G127D 2/3 X

3/3 X

- 2/4

- 2/14 X

- 2/14 X

O O N| o 01 | W N
1

- unklar X

=
o
1

3/3 X

=
=
1

2/3 X

Tabelle 3-4: Ergebnisse der Sequenzanalyse der Patienten 1-11

3.2.1 Ergebnisvon Patient 1
Patient 1 ist ein 51-jdhriger, méannlicher Patient. Seit 1994 ist ene

Hyperlipoproteinamie bekannt. Unter lipidsenkender Therapie wurde ein
Cholesterin von 388mg/dl, ein TG von 395mg/dl und ein LDL 285mg/dl
gemessen.

Der Patient hat eine Adipositas per magnabei einem BMI von 32, art. Hypertonus,
KHK mit Z.n. Herzinfarkt "94, positive Familienanamnese, Nikotinabusus bis
1996 bei 20-40 Zigaretten pro Tag. Es sind keine endokrinen
Stoffwechsel stérungen bekannt.

Der im Feststoffwechsellabor festgelegte Phanotyp ist 2/4+ZB, der Genotyp
mittels ristriction isotyping ist 3/3. Der vorgegebene Genotyp |&l3t sich bestétigen.
Auf Exon 3 und 4 des Apo E Gens wurden keine Mutationen gefunden.
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Position 112, TGC = Cystein
EEA T T

m W

Abbildung 3-9: Sequenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 1

Position 158, CGC = Arginin

‘1 "r'j—r ljﬂﬁ

'l] 18

Abbildung 3-10: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 1

3.2.2 Ergebnisvon Patient 2

Die Patientin 2 ist 59 Jahre at und seit 1987 ist eine Hyperlipoproteindmie
bekannt. Es fallen bei ihr Xanthoma striata palmaris und eruptive Xanthome an
den Ellenbogen auf. Unter lipidsenkender Therapie wurde ein Cholesterin von
962mg/dl und TG von 11709mg/dl gemessen. Es besteht bel ihr eine ausgepragte
positive Familienanamnese fir HLP und KHK. Sie selbst gibt keine Erkrankung
des kardioraskuléren Systems oder der endokrinen Stoffwechsels an. Es besteht
eine Adipositas bei einem BMI von 29.

Der Apo E Phéanotyp wird mit 2/4 (1+3) angegeben, der Genotyp 2/2. Es wurden
keine Mutation auf den Exons 3 und 4 gefunden. Der vorgegebene Genotyp 183t
sich mittel s Sequenzanal yse bestétigen.
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Position 112, TGC = Cystein

GIGTEEGI

Abbildung 3-11: Seqguenzabschnitt aus dem Exon 4 von Patient 2

Positio 158, TGC = Cystein
BAGTAICIGE
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Abbildung 3-12: Seqguenzabschnitt aus dem Exon 4 von Patient 2

-

3.2.3 Ergebnisvon Patient 3

Bei dem dritten Patient, mannlich, 33 Jahre at, wurde 1996 eine eine
Hyperlipoproteindmie diagnostiziert. Ohne lipidsenkende Therapie hat er en
Serumcholesterin von 287mg/dl und eine Hypertriglyceridamie von 809mg/dl. Es
sind keine weiteren Erkrankungen aul3er einer Adipositas per magna mit bei eéinem
BMI von 31 bekannt, die Familienanamnese ist positiv.

Der Phanotyp wird mit 3/3 (2+1) angegeben, der Genotyp 3/3. Nach einem
Vergleich mit der Aminosduresequenz |&(3t sich der Genotyp auf 3/3 festlegen.
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Position 112, TGC = Cystein

Waairamn'alsa alas s
sHeliciieae ced

Abbildung 3-13: Sequenzabschnitt aus dem Exon 4 von Patient 3

Positio 158, CGC = Arginin

Tl

SN MRTVAI N [.;{ ;

80 19

Abbildung 3-14: Seqguenzabschnitt aus dem Exon 4 von Patient 3

3.24 Ergenisvon Patient 4
Der Patient 4 ist 35 Jahre dt und seit ca Seit neun Jahren ist ene

Hyperlipoproteindmie bekannt. Unter lipidsenkender Therapie mifdt man en
Cholesterin von 409mg/dl, TG von 657mg/dl, LDL 56mg/dl und HDL von
54mg/dl. Aul¥er einer Adipositas bel einem BMI von 28 sind keine weiteren
Erkrankungen bekannt. Die Familienanamnese ist fraglich positiv

Der Phanotyp ist 2/3 und der Genotyp ist 2/2. Bel der Sequenzauswertung zeigt
sich im Codon 127 eine heterozygote Mutation (G 127 D). Ein Genotyp mit dieser
Mutation wird als Apo E1 bezeichnet. Der vorgegebene Genotyp 2/3 wird auf 1/2

korrigiert.
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Position 112, TGC = Cystein

Abbildung 3-15: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 4

Position 127 heterozygot, CGC = Cystein, GAG = Asparagin
{CIOGNDCA
250

Abbildung 3-16: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 4

Position 158, TGC = Cystein

A A5 TGHEUTEE

Abbildung 3-17: Seqguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 4

Um das Ergebnis der Sequenzanalyse zu unterstiitzen, wird ein Restriktionsverdau
mit Tagl durchgefihrt. Dieses Enzym mit der in Kapitel 2 angegebenen



Kapitel 3: Befunde Seite 67

Schneidesequenz  findet bel einem mutiertem 127 Triplett eine weitere
Schnittstelle vor. Dieses zeigt sich im Gel durch eine zusétzliche Bande (siehe

Abbildung 3-18). Zur Kontrolle werden vier weitere Exon 4 Proben dem Verdau

unterzogen.
O e BNE . R p—
h N i [
— ——— -
&

1 2 3 4 5 6 7
Laufspuren:
1=DNA von Patientl 5= DNA von Patient 6
2 = DNA von Patient 3 6 = DNA von Patient 7
3 = DNA von Patient 4 7 = Leerprobe
4 = DNA von Patient 5

Abbildung 3-18: Restriktionsverdau mit Tagl bei Patient 1, 3, 4, 5, 6 und 7 von
Exon 4 in 10% Polyacrylamidgel

Ergebnis:. Die zu untersuchende Probe ist in Position 3 aufgetragen und zeigt ein

eindeutiges Ergebnis.

3.25 Ergebnisvon Patient 5

Der funfte Patient ist 47 Jahre alt und 1992 wurde eine Hyperlipoproteinamie
diagnostiziert. Er bekommt keine lipidsenkende Medikamente und unter Di&t hat
er ein Cholesterin von 222mg/dl, ein TG von 178mg/dl, ein LDL 145mg/dl und
ein HDL von 34mg/dl. Der Patient hat eine Adipositas mit einem BMI von 31,
ansonsten sind keine kardiovaskularen Erkrankungen und keine endokrinen
Stoffwechselstérungen bekannt. Er raucht seit 12 Jahren 40 Zigaretten pro Tag.

Die Familienanamnese ist nicht sicher erhebbar.
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Im Feststoffwechsellabor wurde der Phénotyp auf 3/3 festgelegt, der Genotyp
mittels ristriction isotyping mit 3/4 angegeben. Nach der Analyse der Sequenz
kann ein Genotyp 3/4 bestétigt werden, es gibt in Exon 3 und 4 keine weiteren
Abweichungen von der Wildtypsequenz.

Position 112 heterozygot, TGC = Cystein, CGC = Arginin
HGTEIEEET

Abbildung 3-19: Seqguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 5

Position 158, CGC = Arginin
|BAGOCTES(
30 1

Abbildung 3-20: Seqguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 5

3.2.6 Ergebnisvon Patient 6

Patient 6, mannlich, 44 Jahre at und hat ene 1993 diagnostizierte
Hyperlipoproteindmie mit Cholesterinwerten von 312mg/dl, TG von 382mg/dl,
LDL 67mg/dl und HDL von 37mg/dl. Die HLP ist bel dem Patienten im Kontext
mit dem metabolischen Syndrom zu sehen, da ein Diabetes mellitus Typ Il und
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eine Adipositas per magna mit einem BMI von 33 bekannt ist. Art. Hypertonus
und Hyperurikamie sind nicht vorbeschrieben, die Familienanamnese ist negativ.

Der Phanotyp ist bel ihm mit 2/4 bestimmt worden, der Genotyp mit 2/2. Der
vorgegebene Genotyp 2/2 |al% sich nach Erstellen der Aminosduresequenz
bestatigen. Es wurden keine zusétzlichen Mutationen im Exon 3 und 4 des Apo E

Gens gefunden.

Position 112, TGC = Cystein

T RO
TJotha T -I:T-A b

Abbildung 3-21: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 6

Position 158, TGC = Cystein
AAGTEICTEC

Abbildung 3-22: Sequenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 6

3.2.7 Ergebnisvon Patient 7
Der siebte Patient, 64 Jahre alt, ist seit ca. 40 Jahren die Hyperlipoproteinamie
bekannt, wahrscheinlich eine Typ-111-HLP. Sie weist Xanthoma striate pamaris

auf. Unter Dia und lipidsenkende Mediaktion mifst man bei ihr im Plasma



Kapitel 3: Befunde Seite 70

Cholesterin von 467mg/dl, TG von 706mg/dl und LDL46 mg/dl. Als koronare
Risikofaktoren 1813 sich ein art. Hypertonus, Nikotinabusus mit 20-30 Zigaretten
pro Tag und einer Familienanamnese, die positiv auf Diabetes mellitus und art.
Hypertonusiist, erheben.

Der Apo E Phanotyp ist mit 2/4 angegeben, der Genotyp mit 2/2 bestimmt
worden. Die Aminosauresequenz des Exon 4 zeigt eindeutig einen Genotyp 2/2,

weitere Mutationen im Exon 3 und 4 sind nicht vorhanden.

Position 112, TGC = Cystein
AGIGIEIG
0 210

Abbildung 3-23: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 7

Position 158, TGC = Cystein
AT ITEG

e a -+
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': ' T[ _i::'im\
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Abbildung 3-24: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 7

3.2.8 Ergebnisvon Patient 8

Der achte Patient, 41 Jahre alt, weil3 seit ca 5 Jahren von der
Hyperlipoproteindmie. Unter Diét liegt sein Cholesterin bei 322mg/dl, TG bei
1195mg/dl, LDL bel 113mg/dl und HDL bei 65mg/dl. Aufler einem art.
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Hypertonus sind keine kardiovaskuldren Erkrenkungen bekannt. Bel einer
bekannten Hyperurikdmie, V.a. eine pathologische Glukosetoleranz und einer
Adipositas mit einem BMI von 27 liegt auch bel diesem Patienten en
metabolisches Syndrom vor. In der Familienanamnese sind keine
Fettstoffwechsel storungen bekannt.

Der Phénotyp ist mit 2/4 vorgegeben, der Genotyp mit 2/3. Nach der
Sequenzanalyse 183 sich der Genotyp 2/3 bestdtigen und fir weitere Mutationen

auf Exon 3 und 4 gibt es kein Hinweis.

Position 112, TGC = Cystein
A TETEEECC

Abbildung 3-25: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 8

Position 158 heterozygot, TGC = Cystein, CGC = Arginin

R s R T S T
'.G."L'.‘.‘.'xj‘_' ?;:k by
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Abbildung 3-26: Seqguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 8

3.29 Ergebnisvon Patient 9
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Bei Patient 9, 60 Jahre alt, mannlich, wurde vor mehr als 12 Jahren eine HLP
diagnostiziert. Unter lipidsenkenden Medikation und Did& mift man
Serumcholesterinwerte von 350mg/dl, Serum-TG-Werte von 280mg/dl, Serum-
LDL-Werte von 53mg/dl und HDL-Werte von 58mg/dl. Der Patient hat eine KHK
mit Z.n. nach zweifach Art. mammania interna Bypéssen und enem
Aortokononarer-Venenbypald (ACVB) 1988, aul}erdem ist eine Abgangstenose der
Art. corotis interna links bekannt. Es besteht eine leichte Adipositas mit einem
BMI von 26. Im endokrinen Stoffwechsel sind keine Erkrankungen bekannt, die
Familienanamnese ist negativ.

Der Phénotyp ist bel diesem Patienten nicht auswertbar gewesen. Der Genotyp
wurde als 2/2 bestimmt. Mit der Sequenzanalyse |&3 sich der Genotyp 2/2
bestétigen und weitere Mutationen auf Exon 3 und 4 ausschlief3en.

Position 112, TGC = Cystein
AGTE TG
200

Abbildung 3-27: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 9

Position 158, TGC = Cystein
A ERLESRILE 1
180
N
¥

Abbildung 3-28: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 9
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3.2.10 Ergebnisvon Patient 10

Der 10. Patient, mannlich, ist 64 Jahre alt. Seit mehr als 30 Jahren ist eine
Hyperlipoproteindmie bel ihm bekannt. Er hdlt Dida und unter lipidsenkender
Medikation mif% man ein Cholesterin von 145mg/dl, ein TG von 65mg/dl, ein
LDL von 80mg/dl und ein HDL von 36mg/dl; damit hat er unter Therapie jetzt
eine normolipamische Stoffwechsellage. Bel diesem Patienten ist eine KHK
bekannt, ansonsten werden keine weiteren Erkrankungen angegeben. Der BMI
liegt bei 24 und damit im oberen Normbereich. In der Familie sind erhthte
Cholesterinwerte bekannt.

Sein Phanotyp wurde mit 3/3 angegeben, der Genotyp mit 2/3. Nach Erstellung
der Sequenz |1&3t sich der Genotyp auf 2/3 festlegen. Weitere Mutationen auf Exon
3 und 4 zur Erklarung der aufgetretenen Diskrepanz konnen ausgeschlossen

werden.

Position 112, TGC = Cystein

O 200
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Abbildung 3-29: Seguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 10

Position 158 heterozygot, TGC = Cystein, CGC = Arginin
AAGTGETIGE
180

Abbildung 3-30: Sequenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 10
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3.2.11 Ergebnisvon Patient 11

Die elfte Patientin, 61 Jahre alt, hat unter leichter Diét eine fast normolipanische
Stoffwechsellage mit leicht erhéhtem Serumcholesterin von 221mg/dl, TG von
73mg/dl, LDL von 111mg/dl und HDL von 84mg/dl befinden sich im
Normbereich. Der BMI von 24 ist im Normbereich. Auler eines
Herzklappenfehlers sind keine kardiovaskuld&ren Erkrankungen bekannt. Die
endokrine Stoffwechsellage ist im Normbereich, die Familienanamnese ist
unauffallig.

Bei der Patientin ist eine Diskrepanz zwischen Phanotyp 2/3 und Genotyp 3/3
aufgefallen. Nach der Sequenzanalyse kann man den Genotyp 3/3 festlegen. Im
Exon 3 und 4 zeigen sich im Vergleich mit der Wildtypsequenz keine

Abweichungen.

Position 112, ACG entspricht TGC = Cystein
CRCPCACETAT
| 10

Abbildung 3-31: Seqguenzabschnitt aus Exon 4 riickwarts gelesen dargestellt von
Patient 11

Position 158, CGC = Arginin
BRI GG

Abbildung 3-32: Seqguenzabschnitt aus Exon 4 von Patient 11
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4 Diskusssion

Die Anayse des Apo E-Polymorphismus mittels Phanotypisierung und
Gentotypisierung ergibt regelméafdig Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei 11 Patienten der Fettstoffwechselambulanz
der Klinik fUr Innere Medizin des Universitatsklinikums Hamburg, Eppendorf, die
durch eine Diskrepanz zwischen Phanotyp und Genotyp aufgefallen sind, eine
Sequenzanalyse des Exon 3 und 4 des Apo E Gens durchgefiihrt.

Es bestand die Fragestellung, ob Mutationen zusétzlich zu dem bekannten
Polymorphismus aufgetreten sind und durch Aminosauretausch zu Anderungen
der relativen Nettoladung geftihrt haben. Das Ergebnis der Phanotypisierung wére
dann nicht mehr verwertbar.

Diese Fragestellung &3t sich am sichersten mit einer Darstellung der
Aminosauresequenz des Apo E Gens kléren, da die erstellte Sequenz der Patienten
direkt mit der Wildtypsequenz vergleichbar ist. Aul3erdem ergibt sich so die
Moglichkeit die isoelektrische Fokusssierung und Genotypisierung mittels
Restriktionsanalyse bei den 11 Patienten in Korrelation zu setzen, da durch en
drittes Verfahren, die Sequenzanalyse der Genotyp mit grofter Sicherheit
festgelegt werden kann. Dieser kann dann zur Uberpriifung der Ergebnisse
verwendet werden.

Es wurden die Aminosaurensequenzen von Exon 3 und 4 des Apo E erstellt. Exon
1 und 2 werden nicht berticksichtigt. Es besteht natirlich die Gefahr, dadurch eine
Mutation in diesen Exons zu verpassen. Die Wahrscheinlichkeit, dal3 eine
Mutation in diesem Bereich eine Diskrepanz zwischen Phanotyp und Genotyp
verursacht, ist sehr gering. Exon 1 liegt nicht im 5'trandatierten Bereich und
damit enthalt es keine Information fir Aminosauren. Somit konnte eine Mutation
keine Anderung der relativen Nettoladung verursachen. Exon 2 wird zwar
trandatiert, ist aber im Bezug auf die Gesamtgrofe des 5'trandlatierten Bereich
sehr klein. Damit ist auch die Wahrscheinlichkeit, dal3 die Mutation in diesem

Bereich liegt, sehr gering, aber nattirlich nicht ganz ausgeschl ossen.
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Bel der Sequenzanalyse der 11 Patienten konnte in 10 Féllen der Genotyp, der
zuvor mittel Restriktionsanalyse ermittelt wurde, bestétigt werden.

In einem Fall konnte sowohl der vorgegebenen Phanotyp 2/3 als auch des Genotyp
2/2 nicht bestétigt werden.

Aus der Aminosauresequenz konnte der Genotyp auf 1/2 festgelegt werden. An
Position 127 des Exons 4 kam es durch Mutation heterozygot zu einem
Aminosdurewechsel von Cystein zu Arginin. Die relative Nettoladung des Apo E
hat eine zusétzlich negative Ladung bekommen.

Durch spéter durchgefiihrte Analysen wie der Tagl-Verdau und eine wiederholte
Phéanotypisierung lief3 sich das Ergebnis bestatigen. Unter diesen Umsténden ist in
diesem Fall davon auszugehen, dald im Rahmen der ersten Phanotypisierung und
Genotypisierung eventuell zu einer Vertauschung der Proben gekommen ist und

damit der von einer V ertauschung ausgehende L 6sungsansatz zutrifft.

Bel den anderen 10 Patienten konnten auf Exon 3 und 4 keine Abweichungen von
der Wildtypsequenz festgestellt werden. Damit ist trotz des nicht sequenzierten
Exon 2 bei den 10 Patienten davon auszugehen, dal3 nicht zusétzliche Mutationen
fUr die Diskrepanzen verantwortlich sind. Somit ist erste Ldsungsansatz ist fur

dieses Patientengut nicht zutreffend.

Also mul’ es eine andere Erkléarung der Diskrepanzen fur die 10 Patienten geben.
Es ist davon auszugehen, dal3 es zu Fehlinterpretation des Phanotyps gekommen
ist, da durch die Sequenzanalyse die Genotypen bestétigt wurden. Damit ist die
Genotypisierung mit einer Fehlerquote von 9,09% im Vergleich mit der
Phanotypisierung mit einer 100% Fehlerquote bel diesen Patientengut die
eindeutig sensiblere Methode.

Der L6sungsansatz, der von Vertauschung ausgeht, kann fur die 10 Proben
vernachléssigt werden, da es sicher nicht zehnmal zur Probenvertauschung bel
Phanotypisierung oder Genotypisierung gekommen ist.

Als zweiter Ldsungsansatz wurden die die Phénotypisierung erschwerende
Glykosylierung und posttrandationellen Modifikation (122 142) erwdhnt. Es
kommt so zu zusédtzlichen Banden und somit zur Fehlinterpretation. Viele

enzymatisch katalysierten Modifikationen konnen durch eine Vorbehandlung mit
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Neuraminidase entfernt werden. Nicht-enzymatisch katalysierte Verbindungen
bleiben bestehen (78, 101). Diese enstehen meistens durch Glykosylierungen.
Wenham et al. (136) stellte die Vermutung auf, dal’d bel Patienten mit Diabetes
mellitus es vermehrt zu dieser Glykosylierungen und damit vermehrt zu
Diskrepanzen kommen mifdte. Es wurde eine Gruppe Patienten mit Diabetes
mellitus und eine gleichgrof3e Kontrollgruppe phanotypisiert und genotypisiert.
Die Diabetespatienten zeigten in 13% der Falle Diskrepanzen, die Kontrollgruppe
in 16% der Falle. Damit lief3 sich der Ansatz nicht belegen, dal3 Diabetes mellitus
die Auswertung der Phanotypisierung verfélscht. In dem vorliegenden
Patientengut sind 18,18% der Patienten (entspricht 2 Patienten) an Diabetes
mellitus Typ 2 erkrankt. Fur das vorliegende Patientengut ergeben sich damit
keine Hinweise, dal3 es duch Vorliegen der Diabetes mellitus zur signifikanten
Storung der Auswertung der Phanotypisierung kommt.

Das Modifikation des Apo E fiur Fehlinterpretationen der Panotypisierung
verantwortlich sind, bleibt weiter al's moglicher Lsungsansatz bestehen, kann im

Rahmen dieser Arbeit aber nicht eingehender geklart werden.

Als dritter Losungsansatz wurden die unterschiedlichen Plasmakonzantrationen
von Apo E bei den verschiedenen Isoformen angegeben (37, 40), die aufgrund der
Konzentraionsunterschiede zu Fehlinterpretationen fuhren konnen. In dem

vorliegenden Patientengut liegt folgende Verteilung der | soformen vor:

Genotypen 2/2 3/3 4/4 2/3 2/4 3/4
Anzahl im 4 3 / 2 / 1
Patientengut

Tabelle 4-1: Verteilung der 1soformen des Apo E im Patientenqut

Die Isoform 4/4 liegt nicht vor und 3/4 ist einmal vorhanden. Damit sind
eventuelle Plasmakonzentrationsschwankungen, die zwischen €2 homozygot und
e4 an Grofdten sind (12), in diesem Patientengut nicht ausgepragt und verlieren als

L dsungsansatz damit an Bedeutung.
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Abschlieflend 18/% sich zusammenfassen, daf3 fur 90,9% des vorliegenden
Patientengutes  wahrscheinlich  keine  zusdtzlichen Veranderungen der
Aminosauresequenz zu den Diskrepanzen gefihrt hat.

Am wahrscheinlichsten scheint beim Vergleich der Ldsungsansétze der unter
Punkt zwel aufgefihrte Losungsansatz, da3 Glykosylierungen und
posttrandationelle Verdnderungen die Ergebnisse der Phanotypisierung
verfélschen.

An diesem Punkt der Erklarungen der Diskrepanzen sind viele Studien, die diese
Diskrepanzen kléren wollten, gelangt.

Hansen et al. (1994) (42), Snowden et al. (1991) (117) und Wenham et al. (1991)
(136) stellten in ihren Studien die Ergebnisse der Phéanotypisierung und
Genotypisierung gegentiber. Als Ergebnis der Studien konnten die Diskrepanzen
in hohem Prozentsatz nicht geklart werden, aber die Glykosylierungen und
posttrand ationellen Verénderungen und damit Verfalschung der Phanotypisieurng
wurden als Ldsungsansatz favorisiert.

Fir das Patientengut dieser Studien konnten alerdings nie Mutationen as
Verursacher der Diskrepanzen ausgeschl ossen werden, da die Aminosauresequenz
nicht dargestellt wurde.

Aber nur die aufwendige Sequenzanadyse kann Mutationen mit grofdter
Wahrscheinlichkeit ausschlief3en.

In der vorliegenden Arbeit konnte so fur 90,9% der Diskrepanzen eine Mutation
ausgeschlossen werden. In einer Studie Uber Vergleich zwischen Phanotypisieurng
und Genotypisierung von Feussner et a. (29) wurden 5,6% Diskrepanzen
gefunden. Diese wurden dann einer Sequenzanalyse unterzogen und es fand sich
in einem Fall eine bisher nicht beschriebene Punktmutation in der dritten Position
des Codon 20 (TGG -> TGA). Diese Studie zeigt, dal3 die Durchfiihrung der
aufwendigen Seguenzanalyse durchaus Berechtigung hat und zur Klarung der
Diskrepanzen beitrégt.

Fur die Zukunft empfiehlt sich im Umgang mit Diskrepanzen zunéchst eine
Probenvertauschung auszuschlief3en, eine Neuraminidasebehandlung
durchzuftihren und bei weiterbestehenden Diskrepanzen eine Sequenzanayse
anzuschlief3en.
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5 Zusammenfassung

Bel den Routineuntersuchungen, die den Polymorphismus des Apolipoprotein E
der Patienten in der Lipidambulanz des Universitétsklinikums Hamburg,
Eppendorf, untersuchen, werden zwel Verfahren angewendet. Die |soelektrische
Fokussierung wird zur Bestimmung des Phanotypes angewendet und die
Restriktionsanalyse zur Festlegung des Genotypes. Diese Verfahren werden in
manchen Laboratorien zwecks Qualitétssicherung parallel angewendet. Bei
Verwendung beider Verfahren zeigt sich in einem gewissen Prozentsatz

Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Sequenzananlyseverfahren untersucht,
ob zusétzliche Mutationen fir die Diskrepanz verantwortlich sind. Diese Methode
ist im Gegensatz zu anderen Screening-Verfahren wesentlich zeitaufwendiger,
bietet aber den Vorteil, das die erstellte Sequenz des Patienten direkt mit der
Wildtypsequenz abgleichbar ist. Um eine Mutation festzustellen, gibt es keine
genaueres Verfahren. Diese Methode wurde bel 11 Patienten aus der
Lipidambulanz durchgefihrt, die wegen der Diskrepanz zwischen ihrem Phanotyp
und Genotyp aufgefallen sind. Es wurden die Sequenz von Exon 3 und 4 des Apo
E Gens von den 11 Patienten hergestellt. Die Exons 1 und 2 wurden bei der
Analyse vernachl&ssigt.

Als Ergebnis der Sequenzanalyse zeigt sich, das in einem Fall der vorgegebene
Phanotyp und der Genotyp korregiert werden konnte. Die anderen 10 Proben
zeigten keine Abweichungen von der Wildtypsequenz in Exon 3 und 4.

Damit sind Mutationen bel diesen Proben als Ursache fur Diskrepanzen mit hoher
Wahrscheinlichkeit auszuschlieffen und es mul3 an andere Lodsungsansétzen

gearbeitet werden, wie zum Beispiel posttrandlationelle Modifikationen.
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Abbildung 10: Exon 4 von Patient 5
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Abbildung 11: Exon 3 von Patient 6 mit Primer E1 und E11
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Abbildung 12: Exon 4 von Patient 6
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Abbildung 13: Exon 3 von Patient 7 mit Primer E11




Seite 107

Anhang

052 (24 0T¢ 00¢ 0
TELYDOVCO 0007 vEDD DV YD IOWID ¥ DO YLD LD DOV D) DD DDA DDDALODN DVDRL DOID)

AI
A

ﬁé éi
<\ M v << _ w_ ,
(M

09 c 0TZ
OO0DOODIDVD EDSCOTOV DY DOL, DOIIIDOVENLIONIDEY DYIIODID HHVIDLIIDOOWD IDDTDDLIDENIND YOOV IDOIONTY DOV DOIOD W DEOEDDLODEIDODDLODT D7D IE ANDIYODL D g@ﬁ
i |

|
| § |
09 05 ov ' of
390891013 321052)rid D43 DI FOEDENOOEDOIODEDOED [2333118099183599) nuu@m\wu@n@f %HMHMVUUUQHU DIDDNILHTITCODOEDDT S0D0D SDORIF DHTODLIND 999D IO 05VODD D IIVID D00 WIIILON0O00Y, 199

0Tz 00z 06T 081 OLT 09T 08T 0vT 0£T 0zt 0TT 00T 06 08 0L | oce
HOEE7 DOEDIDDOOELD DOINL SIS OO IIDELOVYED LD VAL VEDDOLYEDODDIIDICONDOVT, £ DOLDD WD 00 IO DOIODEDIINEDSLODOD IO DEMDD DFDY DD DD T THODSHINL SOV DD DIDE T M SRDOTE &U\Um

[ 00z 06T 08T 0oLT 09T 0sT Cvt 0€T 0ctT 01T 00T 06 08 0L 09 0§
COEEDE DTS VR SR OEDED S00T DD IDOTDEDDEDD S DIV OOFR D LOLODE DD SHEIVDTOD EDDRI D NID VDLV vDOYDD LT DOUL 7 LD ST DD VWO I DV OV LV DL DIDD0 S0V

<+—

Abbildung 14: Exon 4 von Patient 7
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Abbildung 15: Exon 3 von Patient 8 mit Primer E1 und E11
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Abbildung 16: Exon 4 von Patient 8
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Abbildung 17: Exon 3 von Patient 9 mit Primer E1 und E11
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Abbildung 18: Exon 4 von Patient 9




Seite 112

Anhang

e gtz Y Yoz U det 081 0LT ‘09 ot ©
¥ODBIEBNOLI DY R AL AL DIDOBLD SHLII0Y DI0BLIOSROLLOIDIODEDIDOB IO VED )

L,. .Hm i _mVM LU . |
P L | il

SILOOITLODDOD 7Y 990 LOWDIH9D L DLLOY DL EDD N1

1

(%4 0ce 0T¢ 00z
/_wnw fINFS'01 I DIR @ BTINIIIED 910 ririd N (O 1 OIF

Zt oot Y oe™ T g o T o3
DL JERDHTOBOIOED 1D WL VR 11 LI L DRI O Dv SOOI S0 DS D VB8 L EErD ¥ B DE0D DB JOMEDELD B N AN DO BN BT AL DS CORAED

Abbildung 19: Exon 3 von Patient 10 mit Primer E1 und E11
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Abbildung 20: Exon 4 von Patient 10
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Abbildung 21: Exon 3 von Patient 11 mit Primer E1 und E11
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Abbildung 22: Exon 4 von Patient 11
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