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The invention relates to a method for determining the apolipoprotein~E-polymorphism in a human sample by PCR-amplification of
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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Apoliprprotein-E~Polymorphismus in einer menschlichen Probe durch
PCR-Amplifikation einer ausgewihlten Basensequenz und Nachweis der Apolipoprotein-E-Allele, wobei eine Muitiplex—PCR mit 6 bis
7 verschiedenen spezifischen Primemn verwendet wird und jeweils vier der Primer direkt an den mutationsspezifischen Stellen enden. Die
Primer zeichnen sich aus unter anderem durch Basenmismatche an der dritten bis fiinften Stelle vor dem 3°~Ende und dass zur Verbesserung

der Amplifikationsselektivitit die Mismatch-Stellen von e IT und e III beziehungsweise von € V und e VI relativ zum 3'—Ende verschoben
sind.
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VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DES APOLIPOPROTEIN-E-GENOTYPS
IN EINER MENSCHLICHEN PROBE

GEBIET DER ERFINDUNG
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Apolipoprotein-E-Allele in einer

menschlichen Probe.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG
Das sekretorische Glycoprotein Apolipoprotein-E (fortan Apo-E) wurde urspringlich im

Blutplasma entdeckt, wo es als Bestandteil von Lipoproteinen vorkommt. Verschiedene
Untersuchungen zeigen, dass das Glycoprotein Apo-E am Cholesterinmetabolismus und
Triglyceridtransport zwischen verschieden Zelltypen, einschlieflich Nervenzellen, beteiligt ist.
Es ist auch beschrieben, dass Apo-E eine Auswirkung auf das Neuritenwachstum und die
Cytoskelettaktivitat in Neuronen hat. Es ist bspw. beschrieben, dass die Variante ApoE4 durch
Einwirkung aufden Lipoprotein-Metabolismus das Neuritenwachstum und die Mikrotubulusbildung
hemmt.

Zudem ist ein Zusammenhang zwischen dem ApoE4-Genotyp und Morbus Alzheimer
bekannt. Verschiedene Studien zeigen, dass das ApoE4-Allel mit einem erhohten Risiko einer
Alzheimererkrankung in Verbindung steht. Insbesondere bei Patienten mit einem homozygoten
ApoE4-Genotyp liegt die Wahrscheinlichkeit im Alter an Morbus Alzheimer zu erkranken sehr
viel hoher als bei Patienten, bei denen zumindest ein anderes ApoE-Allet vorliegt. Bei Patienten,
die kein ApoE4-Allel haben, kann hingegen eine sporadische Alzheimererkrankung mit grofder
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Die Alzheimerkrankheit ist eine neurodegenerative Krankheiten, die besonders altere
Menschen betrifft und durch starken geistigen Leistungsabfall gekennzeichnetist. Mit iber 70%
ist sie die haufigste Form der Altersdemenz. Eine der pathologischen Veranderungen im
Krankheitsverlauf ist die fortschreitende Ablagerung von fibrillarem Amyloidprotein, das sich in
den Nervenzellen des Gehirns und spater auch im synaptischen Spalt ablagert und Plaques bildet.

Wegen der Abgeschlossenheit des menschlichen Gehirns durch die Blut/Hirnschranke
kénnen diese pathogenen Veranderungen bei Morbus Alzheimer bislang mit herkémmlichen
labordiagnostischen Verfahren nicht nachgewiesen werden. Die Bestimmung der Plaques und
neurofibrillarer Nekrosen kann daher erst post mortem erfolgen.

Aus diesem Grund wird seit Langem nach Verfahren gesucht, die eine friihzeitige
verlassliche Diagnose der Alzheimererkrankung ermdglichen.

Bisher beschranken sich die Verfahren zur friihen Diagnose der Alzheimererkrankung
auf die Bestimmung des ApoE4-Status des Patienten. In jingster Zeit wurde jedoch gefunden,

dass nicht aliein der Nachweis des Risikoallels ApoE4 fur die Diagnose einer Alzheimererkrankung

BESTATIGUNGSKOPIE
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von Bedeutung ist, sondern der gesamte ApoE-Allelstatus, d. h. das Verhaltnis aller ApoE-Allele
zueinander.

Neben dem entwicklungsgeschichtlich altesten Apolipoprotein-E4 (ApoE4) sind bislang
weitere haufige ApoE-lsoformen nachgewiesen worden, die als ApoE2 und ApoE3 bezeichnet
werden. Diese Allele beruhen jeweils auf einer Nukleinsauremutation, die Aminosauresubstitutionen
an den Positionen 112 und 158 zur Folge haben. Wahrend bei ApoE4 an den Positionen 112
und 158 die Aminosaure Arginin vorkommt (Arg/Arg), hat ApoE3 an diesen Stellen Cys/Arg und
ApoE2 Cys/Cys.

Im Gegensatz zum ApoE4-Allel sind fur die ApoE2- und ApoE3-Allele Schutzfunktionen
beschrieben, die auf ein verringertes Risiko einer Alzheimererkrankung hinweisen. Verschiedene
Studien unterstitzen bspw. die statistische Beobachtung, dass etwa 64% des Risikos einer
sporadischen Alzheimererkrankung auf die Anwesenheit des Risikoallels ApoE4 entfallen und
23% auf die Abwesenheit des ApoE2-Allels. Es ist weiter beschrieben, dass das Verhaltnis von
ApoE4 zu ApoE2, ahnlich wie das Verhéltnis von ApoE4 zu ApoE3, aufein erhohtes Risiko einer
Erkrankung hinweist. Fig. 1 zeigt eine altersabhangige Genotypenverteilung, aus der das
prozentuale Risiko einer Alzheimererkrankung in Abhangigkeit vom Genotyp abgelesen werden
kann. Das statistische Erkrankungsbild 75-jahriger Patienten zeigt bspw., dass bei einem
homozygoten Genotyp ApoE4/4 nur ein 20%iger Schutz vor einer Alzheimererkrankung gegeben
ist, bei dem Genotyp ApoE3/3 ein etwa 70%iger Schutz und bei Patienten mit einem ApoE2/2-
Genotyp eine Erkrankung zu nahezu 100% ausgeschlossen werden kann.

Eine verlassliche Diagnose der Alzheimerkrankheit und insbesondere der Ausschluss
dieser Erkrankung erfordert daher, dass das gesamte ApoE-Allelbild ermittelt und die jeweiligen

Einzelwerte gegeneinander abgewogen werden.

STAND DER TECHNIK

US 5508 167 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Apolipoprotein-E4 in einer

menschlichen Probe zur Verwendung als Indikator fur ein erhéhtes Risiko einer Alzheimerer-
krankung. Das Verfahren umfasst das Vervielfaltigen des Apolipoprotein-E4-Gens aus einer
menschlichen Probe durch eine herkémmliche Polymerase-Kettenreaktion (fortan PCR genannt)
den anschiielenden Nachweis des ApoE4-Allels durch ein Hybridisierungsverfahren oder einen
Restriktionsverdau.

Nachteilig an dem Verfahrenist, dass mit der verwendeten herkémmlichen PCRimersten
Schritt nur eine schwache Amplifikation des ApoE4-Gens erreicht wird. Dies verringert die
Nachweisempfindlichkeit der amplifizierten Sequenzregionen im zweiten Verfahrensschritt, der
Hybridisierung bzw. dem Restriktionsverdau.

Ein weiterer Nachteil liegt darin, dass bei dem Restriktionsverdau durch ApoE-

unspezifische Reaktionen des Restriktionsenzyms eine Vielzahl Banden entsteht. Die Interpretation
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dieser Banden erweist sich folglich als schwierig, selbst wenn die Probe auf einem Gel stark
aufgetrennt wird. Fur ein Routineuntersuchung scheidet dieses Verfahren daher aus.

Zur Behebung dieses Problems werden zahireiche verschiedene Oligonukleotide
vorgeschlagen, die als Primer in einer PCR zur Bestimmung von ApoE geeignet sein sollen (siehe
WO 97/48795 A2, WO 96/25517 A1, WO 95/16791 A1, US 5 780 587, JP-Kokai 4-320700;
Chem.Abstr. 130 (1999) 1632621v; Chem.Abstr. 130 (1999) 120090d; Mol. Diagn. 1997, 2(4):
pp271-276; J.Neurosci.Methods 1998, 79(2) pp229-231; J.Lipid Res. 1991, 32(1) pp183-187).
Zugleich werden verschiedene Nachweisstrategien beschrieben, einschlieBlich die Verwendung
von wenigstens zwei Primern (JP-Kokai4-320700), sogenannten base-pair mismatchesam 3'-Ende
(J.Lipid Res. 1991, 32(1), pp 133-187), die Verwendung einer Multiplex-PCR (DE 41 29 653
A1) oder eine Restriktionstypisierung (US 5716 828). Es seindiesem Zusammenhang angemerkt,
dass die WO 96/25517 nur die Variante 113 A/Gly113Asp beriicksichtigt, allerdings steht seit
der Erstverdffentlichung der Untersuchung jede Verifikation durch Dritte oder die Autoren aus.
Die vorgenannten Druckschriften werden durch Bezugnahme in die vorliegende Anmeldung

aufgenommen.

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Es ist Aufgabe der Erfindung ein Verfahren bereitzustellen, das einen schnellen, hoch

spezifischen, empfindlichen Nachweis der ausgewahlten Allele des Apolipoproteins-E ermaglicht.

Die Aufgabe wird gelést durch das erfindungsgemale Verfahren zur Bestimmung des
Apolipoprotein-E-Polymorphismus in einer menschlichen Probe durch PCR-Amplifikation einer
ausgewahiten Basensequenz und Nachweis der Apolipoprotein-E-Allele, wobei eine Multiplex-PCR
mit 6 verschiedenen spezifischen Primern verwendet wird und jeweils vier der Primer direkt an
den mutationsspezifischen Stellen enden. Die zwei Basisprimer sind nicht variabel und liegen
vorzugsweise in Regionen, in denen keine Mutationen bekannt sind.

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform betrifft ein Verfahren, bei dem die Primer, die direkt
an den mutationsspezifischen Stellen enden, durch Basenmismatche an der dritten bis funften.
vorzugsweise an der vierten Stelle vor dem 3'-Ende spezifitatsverstarkt sind und worin wahlfrei

zur Verbesserung der Amplifikationsselektivitat die Mismatch-Stelienvon € 11 und € III

beziehungsweise von € Vund e VI relativ zum 3'-Ende verschoben sein kdnnen.

Die Primer haben bevorzugt eine Lange von 10 bis 30 Basenpaare, besonders bevorzugt
von 15 bis 28 Basenpaare.

in dem erfindungsgemaRen Verfahren werden als Primer vorzugsweise Oligonukieotide
verwendet, die die Sequenz eines Apolipoprotein-Allels aufweisen und 15 bis 28 Basenpaare
lang sind, und wobei vier der Primer direkt an den mutationsspezifischen Stellen der Apolipoprotein-
E-Allele enden und gegebenenfalls durch Basenmismatche an der dritten bis funften, vorzugsweise
an der vierten Stelle vor dem 3'-Ende spezifitatsverstarkt sind, und die zwei Basisprimer nicht

variabel sind und vorzugsweise in Regionen liegen, die keine Mutationen aufweisen.
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Zudem koénnen die Oligonukleotide einen unspezifischen Sequenzteil zur leichteren
elektrophoretischen Unterscheidbarkeit haben.
Eine besonders bevorzugte Ausfithrungsform betrifft ein Verfahren, bei dem als Primer

Oligonukleotide verwendet werden mit den Sequenzen:

el 5' GCT GTC CAA GGA GCT GC, SEQIDNO: 1
G

el 5' CAC CAG GCG GCC TCG, SEQID NO: 2

A G
gl 5' TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCC GCA, SEQID No: 3
glvV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQIDNO: 4
T A

eV: 5' -GGT ACA CTG CCA GGC G, und SEQIDNO: 5
T c

eVl 5' TTC TAA TCT TAT -GGT ACA CTG CCA GGC A, SEQIDNO:6

wobei an der dritten bis funften Stelle vor dem 3'-Ende ein Basenmismatch eingeftigt sein kann
und zur Verbesserung der Amplifikationsselektivitat die Mismatch-Stellen von € i und ¢ il

beziehungsweise von ¢ V und € VI relativ zum 3'-Ende verschoben sein kénnen, bspw. wie

PCT/EP99/09344 -

nachstehend:

el 5' GCT GTC CAA GGA GCT GC, SEQID NO: 1
ell:  5' CAC CAG GCG GCC GCG, SEQIDNO:. 7
gl 5' TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCC GCa, SEQIDNO: 8
elV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQIDNO: 4
eV: 5' GGT ACA CTG CCA GGC G, und SEQIDNO: 9
eVl 5' TTC TAA TCT.TAT GGT ACA CTG CCA GGC A, SEQIDNO: 10
oder

el 5! GCT GTC CAA GGA GCT GC, SEQIDNO: 1
e il 5' CAC CAG GCG GCC TCG, SEQ ID NO: 11
gl 5' TTT CTA ATA TTA CAC CAG GCG GCG GCa, SEQ [D NO: 12
glV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQIDNO: 4
eV: 5' TGG TAC ACT GCC AGA CG, SEQ ID NO: 13
eVlL 5' TTC TAA TCT TAT TGG TAC ACT GCC ACG CA. SEQIDNO:14

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Die Primer haben vorzugsweise Schmelzpunkte, die voneinander héchstens um 5°C,
vorzugsweise um 2°C abweichen. Die Primer kénnen auch fluoreszenzmarkiert sein, so dass
der Nachweis der Allelvarianten mit einem Mehrfachfluoreszenzdetektor erfolgen kann.

Vorzugsweise sollte in der Multiplex-PCR des erfindungsgemaien Verfahrens ein DMSO-

5 freies Relaxationsreagens, vorzugsweise Solution-D® von Qiagen GmbH, Hilden, verwendet
werden.

Eine weitere Ausfihrungsform betrifft ein Verfahren, beidemdie Primerelund e [V etwas
weiter entfernt von den diagnostischen Codons liegen. Dieses Verfahren istbspw. geeignet, wenn
man ein Elektrophoresesystem mit niedriger Gelkonzentration verwendet, bspw. aus

10 Kostengriinden oder aufgrund technischer Vorgaben. Der Primer € IV liegt dabei bevorzugt auf
der 3'-Seite des Codons 158.

Die erfindungsgemafe PCR ermdglicht auch eine wirksame Synthese langerer Amplimere
mit hoher Ausbeute, bspw. Amplimere mit einer Lange von 200 bis 700 Basenpaaren. Um die
Amplimere in der Elektrophorese oder der Flussigchromatographie besser voneinander

15 unterscheiden zu konnen, kann man daher die Langendifferenz der Primer vergroRern, bspw.
indem einzelnen codonspezifischen Primern eine Anzahl Basen als "Schwanz" oder "Anhangsel"
angefugt wird.

Eine weitere Ausfuhrungsform betrifft ein Verfahren, bei dem anstelle der 5'-Primer €l
und £V Mischbasenoligonukleotiden eingesetzt werden. Dies betrifft Falle, bei denen im

20 Sequenzbereich der Basisprimer €l und elV alzheimerrelevante Mutationen auftreten. Solche
Sequenzvarianten, die die Primerbindung beeinflussen kénnen, konnen durch die Verwendung
von Mischbasenoligonukieotiden neutralisiert werden. Mischbasenoligonukieotide entsprechen
einem Oligonukleotidgemisch, das aus gleichen Teilen Oligonukiectide besteht, die jeweils eine
der moglichen Basen an der mutationsrelevanten Position enthalten. So kénnen auch bei

25 vorliegenden Mutationen im Bereich der Basisprimer alle Sequenzvariantenin der Multiplex-PCR

erfasst werden.
Noch eine weitere Ausfithrungsform betrifft ein Verfahren, wobei anstelie einer Multiplex-

PCR eine PCR mit zwei Oligonukieotiden als Primer verwendet wird mit den Sequenzen:

30 rE 1: 5' CCAAggAgCTgCAggCg und SEQID NO: 15
rE 2: 5' CCggCCTggTACACTGC, SEQ ID NO: 16

und zum Nachweis eine Restriktionstypisierung erfolgt.
Die Erfindung betrifft zudem Oligonukleotide, die eine Sequenz aus einem Apolipoprotein-
35 Allel aufweisen, 15 bis 28 Basenpaare lang sind, und entweder direkt an einer mutationsspezi-
fischen Stelle eines Apolipoprotein-E-Allels enden und gegebenenfalls durch Basenmismatche
anderdritten bis fiinften, vorzugsweise an der vierten Stelle vor dem 3'-Ende spezifitatsverstarkt

sind, oder invariable sind und in einer mutationsfreien Region liegen.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Die Erfindung betrifft insbesondere Oligonukleotide mit den nativen ApoE-Sequenzen
und Oligonukleotide, worin die genannten Mismatche und Verschiebungen enthalten sind.

Erfindungsgeman werden die vorstehenden Oligonukleotide als Primerin einer Multiplex-
PCR zum Nachweis von Apolipoprotein-E-Allelen eingesetzt.

Die Erfindung betrifft auch Diagnosekits fur die Alzheimererkrankung, umfassend
a) Oligonukleotide mit den oben angegebenen ApoE-Sequenzen bzw. den Mismatch-Sequenzen
und b) PCR-Reagenzien, insbesondere Polymerase, dNTPs und Relaxationsreagens.

Eine Ausfuhrungsform betrifft ein Diagnosekit, das eine Multititerplatte umfasst, in der
die Reaktionsreagenzien verglast, d. h. in Zucker vernetzt enthalten sind, so dass man fur den
Nachweis lediglich die zu untersuchende Probe und Wasser zugeben muss. Eine weitere
Ausfuhrungsform betrifft ein Kit, das Nachweisstreifen enthalt, auf denen die Reaktionsreagenzien
aufgebracht sind. Eine dritte Ausfithrungsform umfasst einen Kit, welcher ein oder mehrere der
angegebenen Oligonukieotide auf einem festen Trager enthalt.

Die mit dem erfindungsgemaRen Verfahren erzielten Vorteile bestehen insbesondere
darin, dass deutlich mehr gewinschtes PCR-Produkt gewonnen werden kann als mit
herkémmlichen Verfahren und zum Nachweis der Allele kein Hybridisierungsverfahren bzw.
Restriktionsverdau benétigt wird.

7udemwurde erkannt, dass der entsprechende DNS-Bereich der Apolipoprotein-E-Gene
aufgrund eines vergleichsweise hohen GC-Gehalts von tber 70% zur Bildung unspezifischer
Doppelbindungen neigt und dadurch die PCR stark beeintrachtigt. Eine spezifische PCR kann
daher nur stattfinden, wenn die Tendenz zu unspezifischen Doppelstrangbildungen herabgesetzt
wird. Bei dem erfindungsgemaien Verfahren werden daher als Primer kurzere Oligonukleotide
als bei den herkommlichen Verfahren eingesetzt und zudem eine geringere Magnesiumkonzen-
tration.

Es wurde auch gefunden, dass die Zugabe von DMSQ ins Reaktionsgemisch die PCR-
Reaktion nicht positiv beeinflusst. Bei dem erfindungsgemaien Verfahren wurde daher als
Relaxationsreagens ein DMSO-freies Additiv verwendet, und zwar Solution-D® der Firma Qiagen.
Es kénnen auch andere DMSO-freie Relaxationsreagenzien wie Losung-W1®, ein Gemischaus
Polyoxyethylenether der Firma Sigma, oder Mischungen aus Tween-20®, Tween-25®, Tween-30®
und Tween-35® verwendet werden.

Desweiteren wurde gefunden, dass durch Einfuhrung einer Verschiebung zwischen den
Primer-Sequenzen von £ Il und € Il sowie €V und e Vidie Amplifikationsselektivitatin dem PCR-
Verfahren Uiberraschend erhoht wird.

Das erfindungsgemaie Verfahren betrifft eine Multiplex-PCR, die zum Nachweis weder
einen Restriktions- noch einen Hybridisierungsschritt benttigt. Bei dem erfindungsgemafen
Verfahren werden in einem Schritt sechs kurze bis sehr kurze Primer eingesetzt, von denen vier
jeweils direkt an den mutationsspezifischen Stellen enden und durch Basenmismatche an der

vierten Stelle vor dem 3-Ende spezifitatsverstarkt sind. Diese Oligonukleotide werden als
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Stolperprimer bezeichnet. Die zwei weiteren Primer, auch “Forward"- oder Basisprimer genannt,
sind nicht variabel und liegen vorzugsweise in konservierten Bereichen, in denen keine Mutationen
vorliegen , bzw. bekannt sind. Durch diese Reaktion kénnen alle in der Probe vorkommenden
Allele in einem Reaktionsansatz nachgewiesen werden, und zwar direkt nach Auftrennung der
Banden in einem einfachen Agarosegei mit Ethidiumbromid. Die kurzen, vergleichsweise nahe
beieinander liegenden Primer erméglichen kurze Reaktionszyklen und einen hoch spezifische
Nachweis. Zudem ist die erfindungsgemalie Reaktion hoch effektiv und erméglicht, dass geringere
Oligonukleotidmengen eingesetzt werden konnen als bei herkémmlichen Verfahren.

Als Vergleichsbeispiel wird eine Multiplex-PCR beschrieben bei der vier kurze Primer
eingesetzt werden, von denen drei jeweils direkt an den mutationsspezifischen Stellen enden
und durch Basenmismatche an der zweiten Stelie vordem 3'-Ende spezifitatsverstarkt sind. Diese
liefern keine ausreichend spezifische Reaktion.

Das erfindungsgemane Verfahren liefert je nach Genotyp der Patientenprobe zwei (bei
einem homozygoten Genotyp) bzw. drei oder vier Banden (bei einem heterozygoten Genotyp).
Die jeweiligen Genotypen lassen sich dabeian der Kombination der Banden unterscheiden. Das
Allel £2 liefert Banden bei 85 und 110 bp (Basenpaaren), das Allel €3 Banden bei 85 und 98 bp
und das Allel ¢4 Banden bei 73 und 98 bp.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

Es zeigt:

Fig.1 eine altersabhangige Genotypenverteilung, aus der das prozentuale Risiko einer

Alzheimererkrankung in Abhangigkeit vom Genotyp abgeiesen werden kann;

Fig. 2 den Abschnitt der Nukleinsauresequenz des ApoE-Proteins, der den Bereich mit den
Codons 112 und 158 umfasst (SEQ ID NO: 23);

Fig.3 eine Ubersichtder Lokalisation der Apolipoprotein-E-Allele und der bei der Multiplex-PCR

verwendeten Primer €l bis £VI auf dem Apolipoprotein-E-Gen;

Fig.4 das Bandenmuster der amplifizierten undim Agarosegel aufgetrennten PCR-Produkte

verschiedener Patientenproben;

Fig.5 die Laufstrecken der ApoE-Amplimere in der Elektrophorese.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Das erfindungsgemane Verfahren umfasst eine Multiplex-PCR zur Vervielfaltigung

ausgewahiter Genfragmente des Apolipoprotein-E-Gens, die anschlielend aufeinem Agarosegel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid nachgewiesen werden.

Fig. 1 zeigt eine statistische Auswertung des Risikos einer sporadischen Alzheimerer-
krankung von Patienten mit verschiedenen ApoE-Genotypen in Abhangigkeit vom Alter.

Fig. 2 zeigt einen Ausschnitt der Nukleinsauresequenz des ApoE-Proteins, der den Bereich
mit den Codons 112 und 158 umfasst, wo die mutationsspezifischen Stellen liegen.

Bei ApoE4 kodieren die Nukleinsauresequenzen CgC an den Positionen 112 und 158 flr die
Aminosauren Arginin (Arg/ Arg), bei ApoE3 kodieren TgC und CgC fir Cys/Arg und bei ApoE2
stehen CgC an beiden Positionen fiur Cys/Cys.

Fig. 3 zeigt eine Ubersicht der Apolipoprotein-E-Allele und die Lokalisation der zur
Multiplex-PCR verwendeten Primer ¢l bis eVl aufdem Apolipoprotein-E-Gen. Das Apolipoprotein-E-
Gen enthalt 2 Nukleinsaurecodons, die bei den jeweiligen ApoE-Isomeren verschieden sind und
anhand derer sie sich unterscheiden lassen. Fur das erfindungsgemafie Verfahren wurde eine
DNS-Region ausgewahlt, die die beiden variablen Nukleinsaurecodons (fir AS 112 und 158)
enthalt. Beide Einzelnukleotidwechselstellen liegen im Exon 4 des ApoE-Gens. Beide Codons
kommen meist in der Form CGC (fir Arginin) und TAC (fur Cystein) vor. Die drei haufigsten
Kombinationen, die far die neuronale Prognose bedeutsam sind, sind die Allele mitden Codons
_CGC...CGC.. in Apot 4, .TAC... CGC.. in Apoe3 und .. TAC..TAC..in Apoe2.

Das erfindungsgemate Verfahren betrifft eine Multiplex-PCR mit sechs kurzen Primern,
von denen vier jeweils direkt an den mutationsspezifischen Stellen enden und durch
Basenmismatche an der vierten Stelle vor dem 3'-Ende spezifitatsverstarkt sind. Die beiden 5'-
Primer el und €IV sind in einem Sequenzbereich plaziert, der hinsichtlich alzheimerrelevanter
Mutationen nach derzeitiger Kenntnis invariabel ist. Werden in diesem Bereich Sequenzvarianten
bekannt, die die Primerbindung beeinflussen, was leicht moglich ist. so werden diese durch
Verwendung von Mischbasenoligonukieotiden neutralisiert.

Die erfindungsgemafen Primer sind so entworfen, dass ihre Schmelzpunkte um 2°C
aneinander angeglichen sind. Dies betrifft alle Primer, die in einer Multiplex-PCR eingesetzt werden,
auch die Oligonukieotide, die einen unspezifischen oder "random" Anhang haben. Dieser Anhang
von 12 bis 20 Nukieotiden ermaglicht, dass man die verschiedenen Allele nach der Auftrennung
auf einem Agarosegel voneinander unterscheiden kann.

Als Primer werden Oligonukleotide mit nachstehende Sequenzen verwendet, die

komplementar zum ausgewahlten DNS-Bereich sind:

el 5% GCT GTC CAA GGA GCT GC SEQIDNO: 1
e li: 5' CAC CAG GCG GCG GCG SEQ D NO: 17

e Ml 5' TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCG GCA SEQID NO: 18

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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elV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G SEQIDNO: 4
eV 5' GGT ACA CTG CCA CGC G SEQID NO: 19

eVl 5' TTC TAA TCT TAT GGT ACA CTG CCA CGC A SEQ ID NO: 20

oder nach dem gleichen Prinzip aufgebaute Oligonukleotide, die zuséatzlich eine Veschiebung

" aufweisen zwischen e ITunde ITITI sowiezwischene Vunde VI aufweisen wie

el 5' GCT GTC CAA GGA GCT GC SEQID NO: 1
el 5' CAC CAG GCG GCC TCG SEQ ID NO: 11
e il 5' TTT CTA ATA TTA CAC CAG GCG GCG GCA SEQID NO: 12
elV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G SEQIDNO: 4
eV 5' TGG TAC ACT GCC AGA CG SEQ ID NO: 13

eVl 5' TTC TAA TCT TAT TGG TAC ACT GCC ACG CA. SEQIDNO: 14

Beivier dieser Primerist an der dritten, vierten oder fiinften Stelle vom 3'-Ende des Oligonukleotids
ein Basenmismatch eingefigt, das beim Anlagern des Primers zu einem Wobbeleffekt fihrt und
den Primer zu einem sogenannten Stolperprimer macht. Von den vorstehenden erfindungs-
gemaRen Oligonukleotiden sind € 11, e 1l und € V, € VI Stolperprimer. Bei Ihnen ist an der vierten
Stelle vom 3'-Ende (siehe markierte Base) ein Basenmismatch eingefugt. Bei den Primern € i
und € lll ist das sequenzgemale C gegen ein G ausgetauscht. Der Austausch kann auch gegen
eine andere Base, bspw. T erfolgen. Bei den Primern € V und € VI ist das sequenzgemalie G
gegen ein C ausgetauscht. Der Austausch kann auch gegen eine andere Base, bspw. T erfolgen.

Es wurde gefunden, dass die Position des Basenmismatches fiir den Wobbeleffekt
entscheidend ist. Eine Stolperbase an der ersten oder zweiten Stelle vom 3'-Ende des Primers
fuhrtdazu, dass das 3'-Ende beim "Annealingschritt’ der PCR "flattert”, d. h. sich das Oligonukieotid
nicht ausreichend an die DNS anlagert, und folglich die Polymerase nicht ansetzen kann. Eine
Stolperbase an der Position 6 oder an einer anderen Stelle, die weiter 5' liegt, liefert hingegen
keine ausreichende Selektivitat zur Unterscheidung der Allele. Zur Unterscheidung zweier Allele,
die nur in einer Base voneinander abweichen, benétigt man eine sehr hohe Selektivitat. Diese
wird erfindungsgeman erreicht durch Einfiigen einer Stolperbase an der dritten bis funften Stelle
vom 3'-Ende. Dadurch wird die Bedeutung der letzten Base vor der mutationsspezifischen Stelle
erhéht und der Primer bindet nur solche Molekile, zu denen auch die letzte Base komplementar
ist.

Desweiteren hat sich bewahrt, wenn bei der PCR-Amplifikation ein weiteres 15 bis 50
Nukleotide langes Oligonukleotid zugesetzt wird, dessen 3'-Ende durch eine Dideoxi-Eigenschaft
oder einen vergleichbaren Polymerisationsblock charakterisiert ist und  mit einer Sequenz

zwischen den Amplimerpaaren hybridisiert. Figur 3 zeigt die Position dieses Stopper-Oligos,
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welches verhindert, dass die Polymerase erheblich tber das €l - elll-Amplimer hinauslesen kann.
Das weitere Oligonukieotid hat bevorzugt folgende Sequenz:

e VII: 5 GTG CAG GCC ATG CTC GGdd. SEQ [D NO: 21

Durch diese Reaktion kénnen in einem Ansatz alie in der Probe vorkommenden Allele
nachgewiesen werden. Dabei erhalt man fir jedes der verschiedenen Codons eine eigene Bande.
Die Banden werden in einem Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.
Je nach Genotyp der Patientenprobe erhalt man zwei (bei einem homozygoten Genotyp) oder
dreibis vier Banden (bei einem heterozygoten Genotyp), die den verschieden Allelen zugeordnet
werden kdnnen.

Wenn die Primer € | und € || bei der Multiplex-PCR zum Einsatz kommen, erzeugen sie
ein Amplimer mit einer Lange von 73 bp; spezifisch fir Arg 112. Kommen die Primer € | und €
1l bei der Multiplex-PCR zum Einsatz, entsteht ein Amplimer mit einer Lange von 85 bp, spezifisch
far Cys 112. Wenn die Primere IV und e V bei der Multiplex-PCR zum Einsatz kommen, erzeugen
sie ein Amplimer mit einer L&nge von 98 bp; spezifisch fur Arg 158 und kommen die Primer €
IV und € VIl zum Einsatz, entsteht ein Amplimer mit einer Lange von 110 bp, spezifisch fur Cys

158. Die drei unterschiedlichen Genmorphen ergeben folgende Amplimerkonfigurationen:

Allel €4 (Arg 112, Arg 158): bp 73 und bp 98,
Allel €3 (Cys 112, Arg 158): bp 85 und bp 88, und
Allel €2 (Cys 112 und Cys 158): bp 85 und bp 110.

Anhand der Kombination der Amplimere kénnen dann wie oben beschrieben die jeweiligen
Genotypen unterschieden werden. Daraus ergibt sich im diploiden Genom der Genotyp je nach

Amplimerkombination wie folgt:

Genotyp: Banden mit Basenpaaren:
€4/4: 73 und 98,

€4/3: 73,85 und 98,

£4/2: 73, 85, 98 und 110,

€3/3: 85 und 98,

€3/2: 85, 98 und 110 und

£2/2: 85 und 110.

Fig. 4 zeigt das Bandenmuster des amplifizierten und im Agarosegel aufgetrennten PCR-
Produkts einer Patientenprobe. In den Bahnen 1 und 8 sind als Referenz GréRenmarker

aufgetragen, in Bahn 1 ein 100 bp-Marker und in Bahn 8 ein 20 bp-Marker. Die Bahnen 2-7 zeigen

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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das aufgetrennte PCR-Produkt verschiedener Patientenproben. Uber die Laufstrecke l&Rt sich
zunachst die GroRe der Banden ermitteln, aus der man nach dem vorstehend genannten Schiussel
den vorliegenden ApoE-Genotyp bestimmen kann. Die Probe in Bahn 2 zeigt 2 Banden von 73
und 98 bp, die dem Genotyp £4/4 entsprechen. Die Banden in Bahn 3 haben eine Grofie von
85 bzw. 98 bp und stehen fir den Genotyp £3/3. Bahn 4 zeigt zwei Banden von 85 und 110 bp,
entsprechend dem Genotyp £2/2. Bahn 5 zeigt 3 Banden mit 73, 85 bzw. 98 bp, die dem Genotyp
€4/3 entsprechen. Die Probe in Bahn 6 enthalt 4 Banden, jeweils bei 73, 85, 98 und 110 bp, was
dem Genotyp £4/3 entspricht. Die Probe in Bahn 7 zeigt 3 Banden bei 85, 98 und 110, was fur
dem Genotyp £3/2 steht.

Fig. 5 zeigt die Auswertung einer Gelelektrophorese erfindungsgeman vorbereiteter
Patientenproben 1 bis 6. Die Fig. zeigt die Laufstrecken (in Zentimetern) der ApoE-Amplimere
derjeweiligen Proben in der Elektrophorese. Anhand der in der Gelelektrophorese mitgefihrten
DNS-Langenmarker A und B wurden die ApoE-Amplimere den verschiedenen ApoE-Genotypen
zugeordnet. Der Marker A ist ein 100-Basenpaar-DNS-Marker. Bei diesem Elektrophoresege!
entspricht eine Laufstrecke des Markers A von 0,9 cm 400 Basenpaaren, eine Laufstrecke von
4,5cm 100 Basenpaaren. Der zweite Marker B ist ein 20-Basenpaar-DNS-Marker. Eine Laufstrecke
von 1,8 cm entspricht hierbei 260 Basenpaaren, eine Laufstrecke von2,5¢m 200, eine Laufstrecke
von4,5cm 100 und eine Laufstrecke von 5,2 cm 80 Basenpaaren. Die gemessenen Laufstrecken

der Patienten sowie die daraus abgeleiteten ApoE-Genotypen sind in nachstehender Tabelle

wiedergegeben:
Probe ApoE-Genotyp Laufstrecke (cm)
A 100 bp-Marker 0,9; 1,45; 2,55, 4,5
1 ApokE e4/e4 4,5, 5,55
2 ApoE €4/e3 45;4,9
3 ApoE €4/e2 4,15,4,9
4 ApoE €3/e3 455;4,9; 555
5 ApoE €3/e2 415:4,5,4,9; 5,55
6 ApoE £2/e2 415,4,5,49
B 20 bp-Marker 1820 22 25;28; 3,15 3,5,

40:45,52,6,2; 745,88

Anhand des ermittelten ApoE-Genotyps in der Probe kann eine Diagnose erfolgen

hinsichtlich des Risikos einer Aizheimererkrankung.

Die Erfindung umfasst zudem den Nachweis des gesamten pathogenitétsrelevanten

Sequenzsets aus Apolipoprotein E von
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S1=5 TAC GGC (cd. 112:€2/3),

- S2=5'CGC GGC (cd. 112: ed),
S3=5'CGC CTG (cd. 158: e3/4/ und
S4=5 TAC CTG (cd. 158: e2)

* durch Amplifikation der Proben-DNS mit dem oben genannten spezieilen Primer € | und dem

ebenfalls nativen kurzen, optimiertin einer konservierten Region beicd. 158 und vor den variablen
Codons 212, 224 etc. platzierten Primer

e VIII = 5' CGC TCG GCG CCC TCG C SEQ ID NO: 22

zum Erhalt eines 240mers im Exon 4 bei den genannten Synthesebedingungen unter Verwendung
einer Substanz Q@, wobei diese Primeram 5'-Ende eine Markierungsgruppe zum Nachweis tragen
kénnen, wie etwa Biotin oder vergleichbares und die anschlieBende Hybridisierung an die je in
einzelnen definierten “array spots” lokalisierten Nachweisprimer mit den Sequenzen S1-S4 fur
die kombinierte Bestimmung von S1-S4 bei einem Mikroarray-Experiment, wobei die
Detektionsprimer rechnerisch durch verschiedene Verfahren und bevorzugt experimentell in ihrem
Schmelzpunktangeglichen sind durch Variation ihrer Lange und Verschiebung ihrer Sequenzen
relativ zur zu detektierenden Kernsequenz S1-S4. Oder durch Hybridisierung mit den
Nachweissequenzen von genomischer DNS oder RNS oder cDNS einer Probe.

Desweiteren umfasst die Erfindung die Verwendung der speziell entwickelten
Eigenschaften des oben genannten Oligonukleotids € Il, - spezifisch fur den Nachweis von cd.
112C (e4-Allel) - fur die partielle Suppression oder Blockade der Translation bzw. Expression
des Apolipoprotein-E-£4-Gens, speziell seiner mRNS, bei gleichzeitiger freier Expression der
eventuell vorhandenen £2- oder e3-Allele mit cd. 112T, bei Patienten mit erkennbarem
krankheitserzeugenden Einfluss von deren e4-Allel, zum Beispiel aber nicht ausschlieRlich bei
Erkrankung von homozygoten e4-Tragern mit spatem sporadischem morbus Alzheimer.
Entsprechend, falls dies sich als therapeutisch winschenswert erweisen sollte, auch der
Suppression der £3-mRNS mittels der speziellen Primer ¢ Il (bei Patienten € 3/3 oder £ 4/3) oder
e V (bei Patienten mit € 2/3 oder € 3/3), je ohne den unspezifischen Verlangerungsanhang der
Primer. Und entsprechend der £ 2-mRNS, zum Beispiel bei kongenital homozygoten Patienten
zur Therapie der Hypertriglyzeridamie, etwa bei gleichzeitiger Gabe von substitutiven Agentien.
Gegebenenfalls erweiterbar durch die von Lucotte (1996, WO 96/25517) berichtete alzheim-
errelevante Variante 113A in €4 oder ihrer haufigeren Form €3-113A mittels des Antisense-
Oligonukleotids £ 111"kurz" (ohne den unspezifischen Anhang) zum Zweck der teilweisen oder
vollstandigen Suppression des Schadallels eventuell bei gleichzeitiger gentherapeutischer Gabe
von £2- oder £3-Sequenz oder anderer pharmazeutischer MA-Kurativa.

Verwendung zur Suppression bedeutet systemische Applikation zum Beispiel beim

Menschen in einer chemisch stabilisierend modifizierten Form, wie Phosphothioat-Koppelung

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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oder Polyamid-Nukleinsaure (PNA) und in einer dem Bluthirnschrankentransport forderlichen
Form, wie etwa von Boado et al. (J.Pharmaceutical Sci. 1998, 87(11): pp1308-1315) oder Tyler
etal. (PNAS 19899, 96(12): pp7053-58) berichtet und entsprechend der MaRgabe der facheigenen
Kunstfertigkeit. AuRerdemin einer physiologisch sinnvollen pharmazeutischen Darreichungsform

hinsichtlich der Verdinnungsmittel bzw. Carrier (Lipofektin, SA-MA OX26 o.a.), Konzentration

" (Gaben von 10-100 mg entspr. 3-4 mg/kg Korpergewicht/Tag zur Erreichung einer wirksamen

Konzentration von 0,1 - 10 uM im Liquor/vor Ort), Dauer und Applikationsroute, wie etwa von
Hybridon (WO 97/48795) diskutiert.

BEISPIELE

Beispiel 1: Bestimmung der Sequenzvarianten der Apo-E-Allele

Fur die Multiplex-PCR wurde Ausgangs-DNS hoher Reinheit eingesetzt.

Es wurde ein Reaktionsansatz von 50 ul zusammengestelit mit 1 x Reaktionspuffer des
Polymeraseherstellers, 1 mM MgCl,, 4 x 12,5 uM dNTPs, 0,01 % BSA, 1 x Relaxationsreagens,
6 Oligonukleotide in einer Konzentration von 2 uM (Primer el bis eVl), 0,1 U Tag-Polymerase
von Perkin-Elmer sowie 1-2 ul DNS-Extrakt (100-200 ng). Es wurde als Relaxationsreagens ein
DMSO-ahnliches Mittel verwendet, das jedoch kein DMSO enthielt. So wurde eine spezifischere
Doppelstrangbildung der Primer erreicht und gleichzeitig die Bindungsstarke verringert. Die

eingesetzten Primer hatten die Sequenzen:

el 5~ GCT GTC CAA GGA GCT GC SEQID NO: 1
el 5' CAC CAG GCG GCG GCG SEQID NOC: 7
gll: 5' TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCG GCA SEQID NO: 18
elV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G SEQID NO: 4
eV: 5' GGT ACA CTG CCA CGC G SEQID NO: 19

gVl: 5' TTC TAA TCT TAT GGT ACA CTG CCA CGC A. SEQIDNO:20

Fur die PCR wurden folgende Zyklierbedingungen eingesetzt:

5 Minuten bei 95°C, und dann
40 Zyklen mit:  94°C, 1 Minute,
64°C, 1 Minute,
72°C, 1 Minute,
74°C, 10 Minuten, und
(4°C bis zur Entnahme).

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Die PCR-Produkte wurden in einem 4%igen Metaphoragarosegel (hergestelit aus einer
modifizierten Agarose der Firma FMC) in der Flachbettelektrophorese in ethidiumbromidhaltigem
1x TBE-Puffer fur 600 Vh aufgetrennt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht bei 311 nm.

Beispiel 2: Bestimmung der Sequenzvarianten der ApoE-Allele aus DNS-Ausgangsmaterial

geringerer Reinheit

Es wurde eine PCR Uiber die Gesamtiange des ausgewahlten Bereichs. Es wurden zwei

Primer eingesetzt mit den Sequenzen:

rE 1: 5' CCAAggAgCTgCAggCg und SEQ ID NO: 15
rE 2: 5' CCggCCTggTACACTgC. SEQ ID NO: 16

Es wurden die gleichen PCR-Bedingungen wie in der Kombireaktion aus Beispiel 1
verwendet, auler dass die Konzentration der dNTPs 4 x 17 uM und die von MgCl, 1,4 mM betrug.
Die Annealingtemperatur lag bei 66°C. Die Amplimerlange war 214 bp. Die Sensitivitat iag bei
dieser Reaktion etwa 50% hoher.

Anschliefend erfoigte eine Restriktionstypisierung. Dazu wurde das PCR-Produkt mit
zwei Restriktionsenzymen geschnitten, jeweils spezifisch fir Codon 112 und 158. Furjeden Ansatz
wurden 30 p! PCR-Produkt mit 4 U BstH2 | und 5 U Afl 1il in 25 mM Tris, 50 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, mit einen pH-Wertvon 7,8 2 Stunden bei 37°C verdaut. Die
Proben wurden in 3,75% Metaphor in einer Horizontalelektrophorese in 1 X TBE mit

Ethidiumbromid fiir 500 Vh aufgetrennt. Es wurden folgende Fragmente nachgewiesen:

€4 194 bp,
€3 145 bp und
€2 165 bp.
Beispiel 3: Bestimmung der Sequenzvarianten der Apo-E-Allele einer grol3eren Probenzahl

Es wurde eine Multiplex-PCR durchgefihrt wie in Beispiel 1 beschrieben, wobei jedoch
vier mutationsspezifische Primer verwendet wurden, die gleich lang waren und jeweils mit vier
verschiedenen fluoreszierenden Farbstoffen markiert waren. Das jeweilige codonspezifische
Primerpaar unterschied sich damit nur in der 3'-Base und dem fluoreszierenden Molekll am 5'-
Ende. Die Primer e i und e |V entsprechen denen aus Beispiel 1.

Die PCR-Reaktion wurde dementsprechend vereinfacht, da die Primer praktisch identische

Schmelzpunkte hatten. Zudem erméglichte die Fiuoreszenzmarkierung der Primer, dass der

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

WO 00/32811 PCT/EP99/09344
15

Nachweis der Allelfragmente automatisiert werden konnte, bspw. mit einer HPLC-Anlage mit

Mehrfachfluoreszenzdetektor. Die Gelelektrophorese aus Beispiel 1 entfiel.

Vergleichsbeispiel:

Bei diesem Versuch wurden als Primer 4 Oligonukleotide mit folgenden Sequenzen verwendet:

el 5! GCT GTC CAA GGA GCT GC SEQIDNO: 1
el 5!' CAC CAG GCG GCG GCG SEQ D NO: 17
e Hl: ' TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCG GCA SEQID NO: 18
gelV. 5' CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQIDNO: 4

von denen drei jeweils direkt an den mutationsspezifischen Stelien endeten und durch
Basenmismatche an der zweiten Stelle vor dem 3'-Ende spezifitatsverstarkt waren. Es wurden
die gleichen Versuchsbedingungen eingesetztwie in Beispiel 1. Das Ergebnis zeigte jedoch eine

Vielzahl unspezifischer Banden, die keine verlassliche diagnostische Auswertung ermoglichten.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Bestimmung des Apolipoprotein-E-Polymorphismus in einer menschlichen
Probe durch PCR-Amplifikation einer ausgewahiten Basensequenz und Nachweis der
Apolipoprotein-E-Allele, dadurch gekennzeichnet, dass eine Multiplex-PCR verwendet
wird, bei der die Primer Oligonukleotide sind mit den nativen ApoE-Sequenzen und

unspezifischen Basen oder Sequenzanhangen:

gl 51 GCT GTC CAA GGA GCT GC, SEQID NO: 1
G
e ll: 5' CAC CAG GCG GCC TCG, SEQID NO: 2
A G
e 5t TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCC GCA, SEQIDNO: 3
e lV: 51 CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQIDNO: 4
T A
e V: 51 _-GGT ACA CTG CCA GGC G, und SEQIDNO:. 5
T c
g VI 5¢' TTC TAA TCT TAT -GGT ACA CTG CCA GGC A, SEQIDNO: 6

wobei an der dritten bis funften Stelle vor dem 3'-Ende ein Basenmismatch eingefugt
sein kann und zur Verbesserung der Amplifikationsselektivitat die Mismatch-Stellen von

o 17 und € III beziehungsweisevone Vund € VI relativzum 3'-Ende ver-

schoben sein kénnen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei als Primer Oligonukleotide verwendet werden mit

den Sequenzen:

el 5' GCT GTC CAA GGA GCT GC, SEQID NO: 1
e ll: 5' CAC CAG GCG GCG GCG, SEQIDNO: 7
gl s' TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCG GCR, SEQIDNO: 8
elV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQID NO: 4
e V. 5' GGT ACA CTG CCA CGC G, und SEQID NO: 9
eVl st TTC TRA TCT TAT GGT ACA CTG CCA CGC A. SEQID NO: 10

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Verfahren nach Anspruch 1, wobei als Primer Oligonukleotide verwendet werden mit

den Sequenzen:

gl 5’ GCT GTC CAA GGA GCT GC, SEQID NO: 1
ell: 5’ CAC CAG GCG GCC TCG, SEQ ID NO: 11
eIl 5/ TTT CTA ATA TTA CAC CAG GCG GCG GCA, SEQ ID NO: 12
gelV: 5’ CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQID NO: 4
£V. 5’ TGG TAC ACT GCC AGA CG, SEQID NO: 13
eVlI. 5 TTC TAA TCT TAT TGG TAC ACT GCC ARCG CA. SEQID NO: 14

Verfahren nach Anspruch 1, wobei in die PCR-Amplifikation ein weiteres 15 bis 50
Nukleotide langes Oligonukleotid zugesetzt wird, dessen 3'-Ende durch eine Dideoxi-
Eigenschaft oder einen vergeichbaren Polymerisationsblock charakterisiert istund mit

einer Sequenz zwischen den Amplimerpaaren hybridisiert.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei das weitere Oligonukieotid folgende Sequenz besitzt:

e VIl: 5 GTG CAG GCC ATG CTC GG*™. SEQID NO: 21

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass zur Erfassung mehrerer
Sequenzvarianten anstelle der Basisprimer ¢ | und ¢ IV Mischbasenoligonukieotide

eingesetzt werden kénnen.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei fir die Multiplex-PCR ein DMSO-freies Relaxationsrea-

gens verwendet wird.

Oligonukleotide als Primer fur eine Multiplex-PCR zum Nachweis von Apolipoprotein-E-

Allelen mit den Sequenzen:

el 5' GCT GTC CAA GGA GCT GC, SEQID NO: 1
ell: 5! CAC CAG GCG GCC GCG, SEQIDNO: 7
ell” 5’ CAC CAG GCG GCC TCG, SEQID NO: 11
glll:  5' TTT CTA ATC TTA CAC CAG GCG GCC GCA, SEQIDNO: 8
gl 5' TTT CTA ATA TTA CAC CAG GCG GCG GCA, SEQID NO: 12
elV: 5' CGA GGA GCT GCG GGT G, SEQIDNO: 4
eV 5' GG TAC ACT GCC AGG CG, SEQID NO: 9
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¢V': 5’ TGG TAC ACT GCC AGA CG, SEQ ID NO: 13

gVl: 5' TTC TAA TCT TAT GGT ACA CTG CCA GGC A, SEQID NO: 11

eVl 5' TTC TAA TCT TATTGGT ACA CTG CCA GGC A, SEQ ID NO: 14

eVIl: s’ GTG CAG GCC ATG CTC GG SEQ [D NO: 21

10.

11.

12.

13.

14.

Verwendung ein oder mehrerer Oligonukleotide aus Anspruch 8 als Primer oder
Polymerisationsstopp fir eine Multiplex-PCR zur Bestimmung des Apolipoprotein-E-Poly-

morphismus in einer menschlichen Probe.

Verwendung ein oder mehrerer Oligonukleotide aus Anspruch 8 in einem Diagnosekit
auf Alzheimererkrankungen, Hypertriglyzeridamie, Atherosklerose und andere ApoE-

reaktiven/responsible Erkrankungen.

Diagnosekit, dadurch gekennzeichnet, ein oder mehrere Oligonukleotide aus Anspruch

8 , ibliche PCR-Reagenzien und DMSO-freies Relaxationsreagens enthalt.

Diagnosekit nach Anspruch 11, wobei ein oder mehrere Oligonukleotide gemaf Anspruch

8 auf einem festen Trager oder auf einem Chip oder an Beads gebunden sind.

Diagnosekit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Kit eine Multititerplatte

umfasst, in der die Reaktionsreagenzien verglast enthalten sind.

Diagnosekit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Kit Nachweisstreifen

umfasst, die Reaktionsreagenzien enthaiten.
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Fig. 1

Zusammenhang von Ausbruchsalter des

Morbus Alzheimer (sproradischer Typ) und
Apolipoprotein E-Allelen

Anteil vor MA geschiitzer Personen
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Alter bei Krankheitsbeginn
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Fig. 2

..... cggaggagacgcgggeacggctgtccaagg agetgcagge ggegeaggec

C (e4)
cggctggacg cggacatgga ggacgtyglge ggcegeectgg tgcagtaccg
cd., 112

cggcgaggtg caggccatge tcggccagag caccgaggag ctgegggtgce

gcctegecte ccacctgege aagetgegta ageggetect cegegatgec

T (e2)
gatgacctgcagaagCgcct ggcagtgtac caggeegggg ccegegaggd

cd. 158
CgCcgagegenn..

- SEQ ID NO: 23
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Fig. 5

Laufstrecken der ApoE-Amplimere in der Elektrophorese

Probenauftrag o 5 pNS-Langenmarken und 6 ApoE-Genotypen
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