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Weingarten

Apolipoprotein E (ApoE)-Genotypisierung bei
Hyperlipoproteindmie und Morbus Alzheimer

Biochemie

Apolipoprotein E ist ein 34,2 kDa grofRes Glykoprotein (299 Aminosauren) und
integraler Bestandteil samitlicher triglyzeridreicher Lipoproteine (Chylomikronen,
Chylomikronen-Remnants, VLDL (Very Low Density Lipoproteins), IDL (Intermediate
Density Lipoproteins)) sowie der HDL (High Density Lipoproteins). Es wird
hauptsachlich von Hepatozyten, aber auch von zahlreichen anderen Zelltypen wie
Monozyten, Makrophagen, Astrozyten und Gliazellen des ZNS sowie Schwann-
Scheidenzellen des peripheren Nervensystems synthetisiert. Als Ligand fiur die
HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycans) auf Zelloberflachen und fir verschiedene
Lipoproteinrezeptoren (LDL (Low Density Lipoproteins)-Rezeptor, LRP (LDL-
Receptor related Protein) ermdglicht das ApoE die Bindung, Internalisierung und den
Abbau der Chylomikronen-Remnants sowie der IDL hauptsachlich durch die
Leberparenchymzellen. Dartber hinaus tragt es durch Mobilisierung von freiem
Cholesterol aus nichthepatischen Zellen (Makrophagen) zum HDL vermittelten
Rucktransport des Cholesterols zur Leber bei und schitzt die peripheren Zellen vor
einer Uberladung mit Cholesterol. Das ApoE spielt somit eine zentrale Rolle fiir die
Regulation der Homdostase von Triglyzeriden und Cholesterol. Neben seiner
ursprunglich  als  Lipidtransportprotein  entdeckten  Bedeutung flr den
Lipoproteinstoffwechsel und die Pathogenese der Atherosklerose wurden jingst
andere wichtige Funktionen des ApoE beschrieben, die im Zusammenhang mit der
Modulation der zellularen Immunantwort, der Beeinflussung des Wachstums und der
Differenzierung von Neuronen sowie der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung
stehen.

Pathobiochemie

Das auf Chromosom 19 (19g13.2) lokalisierte ApoE-Gen kommt in drei allelen
Formen (e2, €3, e4) vor. Aus diesem genetischen Polymorphismus ergeben sich drei
homozygote (E2/E2, E3/E3, E4/E4) und drei heterozygote (E2/E3, E2/E4, E3/EA4)
Phanotypen, wobei durch posttranslationale Beladung des ApoE mit einer
unterschiedlichen Zahl an Neuraminséureresten eine zuséatzliche Variabilitat entsteht.
In Westeuropa wird das e3-Allel bei 72%, das e4-Allel bei 17% und das e2-Allel bei
11% der Bevolkerung vorgefunden. Der dominierende Phéanotyp ist deshalb
ApoE3/E3 (60%), gefolgt von den Phanotypen ApoE3/E4 (23%), ApoE2/E3 (12%),
ApOE2/E4 (2%), ApoE4/E4 (2%) und ApoE2/E2 (1%).

Das normal funktionierende ApoE3 (Cysteiniiz, Arginingsg) unterscheidet sich von
den beiden anderen dysfunktionellen Formen ApoE2 (Cysteiniiz, Cysteinisg) und
ApOE4 (Argininii2, Argininisg) jeweils nur in einer Aminoséaure, was jedoch erhebliche
pathobiochemische Konsequenzen hat.



ApoE2 hat verglichen mit dem ApoE3 eine deutlich geringere Affinitat zum LDL-
Rezeptor. Die dadurch verringerte hepatische Cholesterolaufnahme Uber
Chylomikronen-Remnants und IDL fuhrt zur Hochregulation der hepatischen LDL-
Rezeptoren. Zusatzlich ist eine verringerte lipolytische Umwandlung von VLDL/IDL in
LDL zu beobachten. Diese Konstellation fuhrt bei ApoE2/E2-Homozygoten zu einer
normolipiddmischen Dyslipoproteindmie mit niedrigen Serumcholesterolspiegeln
(< 130 mg/dl), deutlich erniedrigtem LDL-Cholesterol, relativ hohem VLDL/IDL-
Cholesterol und grenzwertig hohen Serumtriglyzerid-Konzentrationen. Unter diesen
Umstanden ist dem ApoE2 also eher ein kardioprotektiver Effekt zuzuschreiben.
Kommen allerdings weitere Hyperlipdmie verursachende Faktoren (Gene fur andere
Hyperlipoproteinamieformen, Diabetes mellitus, Schilddrisenunterfunktion,
Fehlernahrung) hinzu, kann auf der Basis der ApoE2/E2-Homozygotie eine
Hyperlipoproteindmie vom Typ Il nach Fredrickson entstehen (bei 2-5% aller
ApoE2/E2-Homozygoten), die durch eine massive Erhohung des VLDL- und IDL-
Cholesterols charakterisiert ist (elektrophoretisch als 3-VLDL erkennbar = breite 3-
Bande = ,broad-beta-disease”). Die cholesterolreichen R-VLDL sind extrem
atherogen, was fruhzeitig zu Koronarinfarkten und zur peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit fuhrt. Als pathognomisch fur diese Erkrankung gelten gelbliche
Handlinienxanthome und Xanthome tber den Strecksehnen der oberen und unteren
Extremitaten. Da die Typ Il Hyperlipoproteinamie diatetisch und medikamentds gut
zu beherrschen ist, kommt ihrer rechtzeitigen und richtigen Diagnostik eine
besondere Bedeutung zu. Zur kompletten Diagnostik einer Typ Il
Hyperlipoproteinamie ist die ApoE-Typisierung absolut indiziert. Das Vorhandensein
von ApoE2/E2 im Zusammenhang mit dem klinischen Bild und den entsprechenden
Lipoproteinwerten gilt als beweisend fir diese Erkrankung.

ApoE4 hat im Vergleich zum ApoE3 eine dhnliche Affinitat zum LDL-Rezeptor. Im
Unterschied zu ApoE3, das starker mit HDL als mit VLDL interagiert, ist ApoE4
vorzugsweise mit den triglyzeridreichen VLDL und weniger mit den HDL assoziiert.
Diese Konstellation fihrt bei ApoE4/E4-Homozygoten zu teilweise massiven
Hypertriglyzeridamien mit einer Verminderung des HDL-Cholesterols und einer
Erhohung des LDL-Cholesterols. ApoE4/E4-Homozygote haben demzufolge ein
hohes kardiovaskulares Risiko.

Dariiber hinaus gibt es einen signifikanten Zusammenhang zwischen der ApoE4-
Isoform und dem Auftreten der nicht familiaren ,late-onset* Alzheimer-Erkrankung.
Gegenuber dem Durchschnitt der Bevolkerung haben ApoE4-Heterozygote ein 4fach
und ApoE4/E4-Homozygote sogar ein 12fach hoheres Risiko, an Morbus Alzheimer
zu erkranken. Es wird geschéatzt, dass ApoE4 an etwa 50% aller Alzheimerfélle
beteiligt ist. Auch fur den Zeitpunkt der Manifestation des Morbus Alzheimer scheint
der ApoE-Phénotyp eine Bedeutung zu haben. Wahrend bei ApoE4/E4-
Homozygoten der Ausbruch bereits um das 60. Lebensjahr beobachtet wird, tritt er
beim heterozygoten ApoE4/E3-Phéanotyp erst zwischen dem 70. und 80. Lebensjahr
auf.



Allerdings erkranken nur etwa 50% der ApoE4/E4-Tréger tatsédchlich an Morbus
Alzheimer, so dass neben der ApoE4-Isoform noch andere Faktoren eine Rolle
spielen mussen. Die genaue Rolle, die ApoE4 in der Pathogenese der Alzheimer-
Erkrankung spielt, ist noch nicht bekannt. Diskutiert wird eine Beteiligung an der
Amyloid-Plaque-Bildung, da die verschiedenen ApoE-Isoformen unterschiedliche
Affinitaten zu Proteinen (3-Amyloid, Tau) haben, die an der Pathogenese der
Alzheimer-Erkrankung beteiligt sind.

Obwohl gegenwartig die ApoE-Typisierung als Screening-Methode nicht zu
empfehlen ist, wird sie erfolgreich fir die Differentialdiagnostik der Alzheimer-
Erkrankung und der Altersdemenz eingesetzt.

Nachweis des ApoE-Genotyps

Von der aus einer Blutprobe isolierten genomischen DNA wird mittels der PCR
(Polymerase-Kettenreaktion) ein Fragment des ApoE-Gens amplifiziert, das die zu
unterscheidenden Basen der drei Allele (e2/e3/e4) enthdlt. Nach Behandlung des
amplifizierten Fragments mit geeigneten Restriktionsenzymen und anschlieender
elektrophoretischer Auftrennung entsteht fur jedes Allel ein charakteristisches
Bandenmuster, anhand dessen der ApoE-Genotyp identifiziert werden kann.
Alternativ ist auch einen Genotypisierung mittels PCR und nachfolgend reverser
Hybridisierung mdoglich. Hierbei werden auf Nitrozellulosestreifen fixierte,
sequenzspezifische Gensonden fir alle drei Allele (e2/e3/e4) mit biotinmarkierten
PCR-Amplifikaten der Patientenprobe hybridisiert. Nach intensiver Waschung bleiben
nur die Hybride erhalten, deren Sequenz zu 100 % komplementar ist. Diese kénnen
anschliel3end Uber eine enzymatische Féarbereaktion sichtbar gemacht werden. Das
auf dem Streifen entstandene Bandenmuster ermdglicht die Identifizierung des
ApoE-Genotyps.

Indikationen fir eine ApoE-Typisierung

& diagnostische Absicherung der Hyperlipoproteinamie Typ Il nach Fredrickson
(,broad beta disease®)

& erhohte LDL-Cholesterolspiegel unklarer Genese

& Hypercholesterolamien mit familiarer Haufung

& Morbus Alzheimer

= Demenzen unklarer Atiologie

Untersuchungsmaterial

4 ml EDTA-BIut
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