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Wstep

Apolipoproteina E (apoE) odgrywa centralmrole w metabolizmie cholesterolu i
triglicerydow. Gen dla ApoE zlokalizowany jest naramosomie 19, ma 3,7 kb diugo i
skltada si z 4 egzonbéw. Wyspuje najczsciej w trzech allelach APOE2 (argl58cys),
APOE3 i APOE4 (cysll2arg). U osob zdrowych ponagib D@iedzy osobniczej zmiengm

w poziomie cholesterolu we krwi zg@ane jest z posiadanym allelem genu APOE. Wptyw
genotypu APOE na poziom lipidéw we krwi mazduznaczenie dla ryzyka wygienia
choroby niedokrwiennej serca i mdzycy tetnic szyjnych. Genotyp APOE2/2 wypujacy

Z czstdscia (1:100) skorelowany jest z hiperlipoproteinertypu 1ll, ktorej leczenie (przy
potwierdzonym genotypie APOE2/APOEZ2) #hiwve jest przy pomocy odpowiedniej diety.

APOE4 jest gldbwnym czynnikiem genetycznym gzeinym z wysipowaniem sporadycznej
i rodzinnej formy choroby Alzheimer'a (AD). Istnéedobrze udokumentowany zmek
pdzno ujawniajcej sk rodzinnej formy AD z genotypem APOE4. Posiadaeigotallelu
obniza statystycznie wiek w ktorym me pojawt sig choroba [Meyer et alNat Genet
1998,19:321-2].

Genotypowanie APOE ktore m® byt zastosowane jako dodatkowy test w diagnozowaniu
AD, nie powinno by jednak jedynym testem na ktorym opieradiagnoza.

Forma genu APOE ma ta& wptyw na reakej na leki podawane w leczeniu AD [Poirier et
al, Proc Natl Acad Sci 1995;92:12260-4].

Materiaty i Metody

DNA izolowano z krwi przy #yciu kitu do izolacji DNA (Nr kat: 400-050). Region
kodujacy izoformy ApoE powielono przyayciu reakcji PCR. Do analizy metpdSSCP
produkty PCR zmieszano w stosunku 1:1 z buforemaenpcym (Nr kat: 200-141),
inkubowano w 95° C przez 3 minuty i schiodzono vntalodowej. Fragmenty DNA
naniesiono nael poliakrylamidowy (9%T, 2%C) z 5% glicerolem (Kat: 200-131) w
buforze 1 x TBE (Nr kat: 200-150).el zostat przygotowany w aparacie Multipol DNA
Pointer (Nr kat. 104-160). Elektroforeza byta prowana w temperaturze 5° C z mot0
W przez 100 minutZel wybarwiono srebrem przyzyciu kitu Silver Stain (Nr kat. 200-
101), wysuszono w folii (Nr kat. 100-150) i skanawa



Wyniki i dyskusja

Analiza SSCP alleli APOE przyzyciu systemu do wykrywania mutacji DNA Pointer z
precyzyjm kontrok temperatury jest szyhk tanh i powtarzala metod, stuzaca do
wykrywania i identyfikacji homo i heterozygotgstych form genu APOE.
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taczny czas analizy (wkzapc barwienie srebrem) wynosi 6 minut/pr@bkatkowity koszt
odczynnikdw wynosi 2,5 zt/prékk(nie wliczapc reakcji PCR). Analiza polimorfizmow
APOE metod SSCP w systemie DNA Pointer charakteryzuje ksbtszym czasem oraz
nizszymi kosztami w poréwnaniu do obecnie stosowanyetetod takich jak
sekwencjonowanie lub analiza restrykcyjna przyciu enzymu Hhal. Dodatkowzalet, w
poréwnaniu do analizy restrykcyjnej enzymem Hhat jenazliwo$¢ wykrycia nowych
rzadkich mutacji w genie APOE. Szczegolnie korzgsivydaje si uzycie systemu DNA
Pointer do preselekcji prébek przed sekwencjonogranitym bardziepe jednoniciowe
fragmenty DNA mog zost& szybko i efektywnie wyeluowanezelu poliakrylamidowego
przy wyciu systemu do elektroelucji z jednorazowymi widad Blue Gene Mashine (Nr
kat: 133-150), a naginie wyte jako jednoniciowa matryca do reakcji sekwenacjeania,
co pozwoli uzyskajednoznaczny obraz sekwencji nukleotydowe.
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