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Weingarten

Nachweis von Mutationen im Apolipoprotein B (ApoB)-Gen
bei Hypercholesterolamie

Biochemie

Das in den Leberparenchymzellen synthetisierte ApoB-100 (Apolipoprotein B-100) ist
als wichtigstes Strukturprotein der VLDL (Very Low Density Lipoproteins) essentiell
far den Abtransport der Triglyzeride aus der Leber in das Blutplasma. Die als VLDL
sezernierten Triglyzeride werden dann im Blutplasma durch die endothelstandige
Lipoproteinlipase lipolytisch abgebaut, was zu Bildung der IDL (Intermediate Density
Lipoproteins) fuhrt. Aus den IDL entstehen durch weitere Lipolyse uber die
Hepatische Lipase die LDL (Low Density Lipoproteins), die nur noch das ApoB-100
sowie den uUberwiegenden Teil des Cholesterols der VLDL-Muttermizelle enthalten.
Die LDL sind die Haupttrager des Cholesterols und des ApoB-100 im menschlichen
Blutplasma und einer der Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung der Atherosklerose.
Nach einer relativ langen Verweildauer im Blutplasma (2-5 Tage) wird der Grol3teil
der LDL durch Bindung des ApoB-100 an den LDL-Rezeptor mit anschlieRender
Internalisierung in der Leber katabolisiert.

Pathobiochemie

Ein gestorter rezeptorvermittelter LDL-Abbau fuhrt zu einer Erhéhung der LDL-
Serumkonzentration und folglich zu einer Hypercholesterolamie
(Hyperlipoproteindmie Typ lla nach Fredrickson) mit Ausbildung von Xanthomen und
fruhzeitigen Koronarinfarkten. Dies kann durch Mutationen sowohl im LDL-Rezeptor-
Gen als auch im ApoB-Gen bedingt sein.

Mutationen im LDL-Rezeptor-Gen, von denen mittlerweile mehr als 200 beschrieben
wurden, sind die Ursache der Familiaren Hypercholesterolamie (FH). Bei
heterozygoten = Merkmalstragern (Pravalenz = 1:500) sind die LDL-
Cholesterolkonzentrationen um das 2-3fache (200-500 mg/dl), bei Homozygoten
(Pravalenz = 1:1.000.000) um das 5-6fache (bis mehr als 1.000 mg/dl) erhoht.

Mutationen im ApoB-Gen, die zu Strukturdefekten im Bereich der LDL-
Rezeptorbindungstelle des ApoB-100 fihren, sind weit weniger vielfaltig und werden
unter dem Begriff Familiar defektes Apolipoprotein B-100 (FDB)
zusammengefasst. Die haufigste, autosomal-dominant vererbte Mutation ist eine
Substitution (Transition) von G (Guanin) gegen A (Adenin) an der Position 10708 im
Exon 26 des Apolipoprotein B-Gens (Chromosom 2p23-p24). Diese Punktmutation
ist haufiger als alle LDL-Rezeptormutationen zusammen (Pravalenz fur Heterozygote
= 1:450) und wahrscheinlich eine der haufigsten Punktmutationen mit metabolischen
Konsequenzen Uberhaupt. Sie fuhrt im ApoB-100-Protein zum Austausch von Arginin
(R) -> Glutamin (Q) an der Aminosaureposition 3500 (FDBrssoog). LDL mit dem
FDBRrssooq haben weniger als 10 % der Bindungsaffinitat zum LDL-Rezeptor als LDL
mit dem Wildtyp ApoB-100.



Weit weniger oft wird ein Austausch von Arginin (R) -> Cystein (C) an der
Aminosaureposition 3531 (FDBrsssic: Préavalenz fur Heterozygote = 1:3.000)
gefunden. Die Aminosauresubstitution resultiert aus einem Austausch (Transition)
von C (Cytosin) gegen T (Thymin) an der Position 10800 im Exon 26 des
Apolipoprotein B-Gens. Die FDB bedingte Hypercholesterolamie fallt moderater aus
als die durch LDL-Rezeptordefekte hervorgerufene. Beim FDB kommt es aber zum
verstarkten Auftreten der besonders atherogenen kleinen, dichten LDL. Statistischen
Berechnungen zufolge haben wahrscheinlich 2-5% der als FH-heterozygot
diagnostizierten Patienten normale LDL-Rezeptoren und sind tatsachlich Trager
einer FDB-Mutation.

Klinisch und anhand der Lipid- und Lipoproteinanalyse kann ein LDL-Rezeptordefekt
nicht von einem Familidr defekten ApoB-100 unterschieden werden. Die
Diagnosestellung ist nur mit Hilfe molekularbiologischer Methoden moglich. Die
Therapie beider Hypercholesterolamie-Formen ist identisch und fordert im
allgemeinen den Einsatz von Statinen (HMG-CoA-Reduktasehemmern). Bei
extremen Hypercholesterolamien ist der Einsatz der LDL-Apharese indiziert.

Nachweis des FDBrssooq und des FDBgrsszic

Nach der Isolation genomischer DNA aus einer Blutprobe wird mittels der PCR
(Polymerase-Kettenreaktion) ein Fragment des Apolipoprotein B-Gens amplifiziert,
das die zu unterscheidenden Basen enthélt. Die anschlielende Untersuchung auf
das Vorliegen der Mutationen R3500Q bzw. R3531C sowie die Charakterisierung der
Allelsituation erfolgt durch Behandlung der PCR-Produkte mit geeigneten
Restriktionsenzymen und nachfolgender Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismen-Analyse durch Gelelektrophorese. Die Kontrolle der
vollstandigen DNA-Restriktion ist durch eine zuséatzlich eingefuhrte interne
Schnittstelle im Amplifikat gewahrleistet.

Der molekularbiologische Nachweis von LDL-Rezeptordefekten ist wenigen
Spezialinstituten mit Schwerpunkt Lipidstoffwechsel vorbehalten.

Indikationen zum Nachweis des FDBRgssooo UNd FDBRrssaic

& Verdacht auf Familiare Hypercholesterolamie

Hypercholesterolamien unklarer Genese

Familiare Haufung von arteriellen GefaRerkrankungen (Herzinfarkt, Schlaganfall)
Untersuchung der Familienmitglieder von Patienten mit nachgewiesenem FDB
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Untersuchungsmaterial
4 ml EDTA-Blut
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