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[] EUROArray APOE Direct

= Bestimmung der APOE-Genvarianten €2, €3 und €4 in einem Ansatz
= Hohe Ergebnissicherheit durch zahlreiche integrierte Kontrollen
= Direkter Einsatz von EDTA-Blut: keine separate DNA-Isolierung nétig

. Technische Daten

Substrat Einzelstrangige DNA-Sonden, Lange: 20 bis 50 Nukleotide

Testablauf DNA-Extraktion/PCR (ca.60min)/Hybridisierung (60 min)/vollautomatische Auswertung
Gesamtarbeitszeit ca.2min je Probe inkl. DNA-Extraktion mit Direct-Verfahren (bei 40 Proben pro Lauf)

Reagenzien Gebrauchsfertig

Kontrollen DNA-Negativkontrolle und weitere integrierte Kontrollen

CE-Kennzeichnung Kompletter Prozess inkl. DNA-Extraktion ist validiert

Packungsformat 5, 10 oder 20 Objekttrager, jeder mit 5 Testfeldern oder 8 Objekttrager jeweils mit 3 Testfeldern
Bestell-Nr. MN 5710-0505-V, -1005-V, -2005-V, -0803-V

. Klinische Bedeutung

Der EUROArray APOE Direct dient zur molekulargenetischen Bestimmung der APOE-Allele €2, €3 und €4, insbesondere im Rahmen
der Differenzialdiagnose und/oder Friiherkennung bei der sporadischen spaten Form der Alzheimer-Krankheit und der Typ-Ill-Hyper-
lipoproteinamie. Arteriosklerose und andere GefaRerkankungen (koronare Herzkrankheit, Schlaganfall) sind ebenfalls mit dem Auf-
treten bestimmter APOE-Allele assoziiert. Apolipoprotein E (ApoE) spielt eine wichtige Rolle im Fettstoffwechsel, aber auch im Be-
reich der Gerinnung, der Immunabwehr und des Schutzes vor Oxidationsprozessen. ApoE bindet an das Amyloid-B-Peptid, das eine
zentrale Rolle bei der Neurodegeneration bei Alzheimer-Patienten spielt. Die drei verschiedenen APOE-Allele €2, €3 und €4 resultieren
in drei unterschiedlichen Isoformen des ApoE-Proteins (E2, E3 und E4), die sich in den Aminosauren an Position 112 und 158 in fol-
gender Weise unterscheiden: E2: Cystein—Cystein; E3: Cystein—Arginin; E4: Arginin—Arginin.

Das g4-Allel tritt bei Alzheimer-Patienten etwa 3 x so haufig auf wie in der Normalbevélkerung (36,7 % versus 13,7 %), wohingegen das
€2-Allel seltener bei Alzheimer-Patienten als in der Normalbevolkerung vorkommt (3,9% versus 8,4%). Dementsprechend haben Trager
eines APOE-e4-Allels ein erhohtes Risiko, an Morbus Alzheimer zu erkranken, wahrend das €2-Allel mit einem reduzierten Risiko einhergeht.

Relatives Risiko im Vergleich zu €3/e3-Tragern, an Alzheimer zu erkranken:
€2/€2 €2/e3 €2/e4 €3/e3 €3/e4 e4/e4
<0,1-fach <0,1-fach <2-fach < 1-fach <3-fach <b- bis 8-fach

In Familien mit der spaten Form der Alzheimer-Erkrankung sind das Erkrankungsrisiko und der durchschnittliche Beginn der Er-
krankung stark von der €4-Gendosis abhéngig: 20% und 84 Jahre fiir nicht €4-Tréager, 47 % und 76 Jahre fiir heterozygote und 91%
und 68 Jahre flir homozygote Trager des €4-Allels. Neben der diagnostischen Bedeutung gewinnt die Bestimmung der APOE-Allele
bei der Entwicklung neuer Medikamente gegen die Alzheimer-Erkrankung zunehmend pharmakogenetische Bedeutung.

l Stellenwert

Der EUROArray APOE Direct ermdglicht eine schnelle und einfache Bestimmung der APOE-Genvarianten €2, €3 und €4 in einem einzigen
Reaktionsansatz. Das Direct-Verfahren erlaubt den direkten Einsatz von Vollblutproben und macht eine zeit- und kostenaufwendige
DNA-Isolierung Uberfllssig.
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l Testprinzip

Als Probenmaterial dient EDTA-Blut (Direct-Verfahren) oder isolierte geno- Blutprobe DNA-Extrakt
mische DNA des Patienten. Bei Verwendung des Direct-Verfahrens wird die bzw. -Probe
genomische DNA der Blutzellen flir die PCR zuganglich gemacht, indem das
Blut mit der im Testsystem enthaltenen Extraktionslosung verdinnt und fur DirectVerfahren
eine Minute inkubiert wird. Im ersten Analyseschritt werden aus dem so her- (Extraktionslésung 1+2)
gestellten Extrakt bzw. alternativ einer genomischen Patienten-DNA-Probe
mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zwei Abschnitte des APOE-Gens ‘
}

vervielfaltigt. Beide PCR-Produkte werden bei ihrer Entstehung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Im zweiten Schritt werden die Produkte mit
einem Microarray analysiert, auf dem zur vervielfaltigten DNA komplemen-
tare Sonden immobilisiert sind. Die spezifische Bindung (Hybridisierung) des \
fluoreszenzmarkierten PCR-Produkts an seine korrespondierende Oligonukleo-
tid-Sonde wird mit einem speziellen Microarray-Scanner detektiert. Alle Spot- Q’
Signale werden mit der EUROArrayScan-Software automatisch ausgewertet. DNA-Microarray- ’
Der Genotyp wird fiir jeden Parameter aus dem Verhaltnis der Signale, die an Hybridisierung
den allelspezifischen Sonden entstehen, abgeleitet.

PCR (Polymerase-
kettenreaktion)

Vollautomatische
Auswertung

. Testdurchfiihrung

Bei direktem Einsatz von EDTA-Blut wird die Probe zunachst fur eine Minute mit Extraktionslosung 1 inkubiert und anschlieRend
Extraktionslosung 2 zugesetzt. Fir die PCR wird ein Aliquot dieses Extrakts oder alternativ einer aufgereinigten DNA-Probe mit den
vorgefertigten PCR-Reagenzien gemischt. Die PCR-Ansatze werden im Thermocycler und anschlief3end auf EUROArray-Objekttragern
mit Microarray-BIOCHIPs unter Anwendung der TITERPLANE-Technik inkubiert. Das Scannen und Auswerten erfolgt mit dem
EUROArrayScanner (inkl. EUROArrayScan-Software). Dies ermoglicht eine vollautomatische Auswertung der EUROArray-Analysen
und eine detaillierte Dokumentation der Ergebnisse.

. Sensitivitat und Spezifitat

Die Sensitivitat und die Spezifitat des Testsystems wurden anhand molekulargenetisch vorcharakterisierten Probenmaterials Uberpruft:

71 EDTA-Blutproben von Blutspendern, Deutschland molekulargenetisch 100% 100%

74 DNA-Proben von Blutspendern, Deutschland molekulargenetisch 100% 100%

. Robustheit

Fiir 304 untersuchte DNA-Proben war die Bestimmung in allen Féllen (100 %) erfolgreich. Mit dem Direct-Verfahren war fiir 301 unter-
suchte EDTA-Blutproben die Bestimmung ebenfalls in allen Féllen (100 %) erfolgreich.
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