
Er is een groeiende belangstelling om apolipoproteïne
E (ApoE) genotyperingen uit te voeren op neuropa-
thologisch archiefmateriaal. Eén van de moeilijkhe-
den met dit materiaal is de lange fixatietijd waardoor
DNA onbruikbaar wordt voor een normale ApoE-
genotypering (PCR gevolgd door restrictie). In dit ar-
tikel wordt een ApoE-genotypering beschreven voor
formaline-gefixeerd paraffine-ingebed hersenweefsel,
gebruik makend van een “semi-nested” PCR en hy-
bridisatie met biotine-gelabelde allelspecifieke oligo-
nucleotiden en chemiluminescente detectie. Met deze
techniek kan 76% (67/88) van de monsters getypeerd
worden. De cruciale stap is de “semi-nested” PCR;
van alle monsters waarbij een PCR-product werd
verkregen kan het ApoE-genotype zonder interpre-
tatiemoeilijkheden bepaald worden. Zestien van de
eenentwintig (76%) monsters die niet getypeerd kon-
den worden, waren gefixeerd in ongebufferde forma-
line, hetgeen DNA meer degradeert dan gebufferde
formaline. DNA geïsoleerd uit temporale schors en
hippocampus waren significant slechtere bronnen
voor de PCR (uitvalspercentages: 64% en 87%, resp.)
dan frontale schors en cerebellum (uitvalspercenta-
ges: 16% en 11%, resp.). Deze techniek lijkt een
goede mogelijkheid te bieden voor de ApoE-geno-
typering van neuropathologisch archiefmateriaal ter
ondersteuning van klinische studies.
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Naar aanleiding van de ontdekking van een correlatie
tussen het apolipoproteïne E (ApoE)-e4-genotype en
de sporadische en familiaire vorm van “late onset”
ziekte van Alzheimer (AD)(1-3) is er een hausse -
ontstaan in de ApoE-genotypering van klinische 
AD-patiënten. Naast AD is er voor verschillende an-
dere neurodegeneratieve aandoeningen (ziekte van
Parkinson (4), Lewy Body disease (5), vasculaire

dementie (6), amyotrofe lateraal sclerose/parkinso-
nisme-dementie complex (7), ziekte van Creutzfeldt-
Jakob (8)) en/of atherosclerotische aandoeningen (9)
een relatie gevonden met een ApoE-genotype, maar
de relatie is zwak of wordt tegengesproken en de be-
studeerde patiëntengroepen zijn vaak klein. Zelfs
voor de meest duidelijke relatie tussen het ApoE-
genotype en een ziektebeeld (AD) is er een overeen-
stemming dat de genotypering niet als routine klini-
sche diagnose of voorspellende test voor AD gebruikt
mag worden (10-12). De moleculaire basis van het
ApoE-polymorfisme bestaat uit twee puntmutaties:
een CG-TA transitie die codon 158 verandert van ar-
ginine (allel e3) in cysteïne (allel e2) en een TA-CG
transitie die codon 112 verandert van cysteïne (allel
e3) in arginine (allel e4). Er zijn verschillende metho-
den voor genotypering bekend waarvan de meeste
uitgaan van amplificatie van een gedeelte van het
ApoE-gen, dat de polymorfe plaatsen bevat, met de
polymerase chain reaction (PCR). Restrictie met het
Hhal/Cfol (13,14) is de meest gangbare en meest een-
voudig uit te voeren methode, maar ook hybridisatie
met radioactief gelabelde allelspecifieke oligonu-
cleotiden (ASO hybridisatie (15)), “single strand con-
formational polymorphism” (SSCP) (16), “amplifica-
tion refractory mutation system” (ARMS) (17) en
direct sequencen van het PCR-amplificaat (18) is mo-
gelijk. Al deze genotyperingen zijn in principe goed
bruikbaar op DNA uit bloedmonsters en vers ingevro-
ren weefsel. Maar om een duidelijke correlatie te
kunnen leggen tussen een ApoE-genotype en een
neuropathologische aandoening is het van belang dat
er grote hoeveelheden archiefmateriaal onderzocht
worden voor retrospectief onderzoek. Afhankelijk
van het fixatief en het te fixeren weefsel is het goed
mogelijk om DNA te extraheren uit gefixeerd paraf-
fine-ingebed weefsel en dit te gebruiken voor een
PCR-reactie (19,20). De moeilijkheid met neuropa-
thologisch archiefmateriaal, meestal formaline ge-
fixeerd paraffine-ingebed hersenweefsel, is de lange
fixatietijd (>3 weken) waardoor het DNA wordt afge-
broken en niet meer is te gebruiken voor de boven
beschreven ApoE genotyperingen (21-23). In dit ar-
tikel wordt een genotypering beschreven om in for-
maline-gefixeerd paraffine-ingebed hersenweefsel de
drie meest voorkomende allelen van het ApoE-gen te
typeren, gebruik makend van een “semi-nested” PCR
in combinatie met ASO-hybridisatie en chemilumi-
nescente detectie.
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MATERIAAL en METHODEN

Patiëntengroepen
Formaline-gefixeerd paraffine-ingebed hersenmate-
riaal van drie verschillende patiëntengroepen met
neurodegeneratieve afwijkingen (ziekte van Alzhei-
mer (n=30)), Lewy Body disease (klinisch: dementie;
n=6) en Lewy Body disease (klinisch: ziekte van Par-
kinson (n=33)) en van een patiëntengroep zonder
neuropathologische afwijking en/of atherosclerose
(n=19) is onderzocht. In totaal werd er dus van 88
paraffine monsters DNA geïsoleerd. Het protocol vol-
doet aan de lokale ethische standaarden en de verkla-
ring van Helsinki van 1957, zoals gewijzigd in 1983.
Coupes van vier verschillende hersendelen waren
beschikbaar voor DNA-isolatie: cerebellum (n=38),
frontale schors (n=31), temporale schors (n=11) en
hippocampus (n=8).

Materiaal
Het hersenweefsel werd maximaal 21 dagen ge-
fixeerd in gebufferde formaline (10,0% formaline
(Chemproha, Zwijndrecht); 0,037% NaH2PO4.2H20;
0,16% Na2HPO4.12H20). De monsters van voor 1990
zijn gefixeerd in 10,0% ongebufferde formaline. Het
gefixeerde hersenweefsel werd routinematig ingebed
in paraffine (Sherwood Medical Co., St. Louis, USA)
bij 62°C.

DNA-isolatie
Van elk monster (van het paraffine-ingebed hersen-
weefsel) worden zeven coupes à 10 µm per reactie-
vaatje ontdaan van paraffine door twee maal 20 min
te incuberen met 1 ml meta-xyleen. Vervolgens wordt
de pellet gewassen met 96% ethanol. Uit de droge
pellet wordt DNA geïsoleerd met behulp van de
QlAamp tissue kit (QIAgen, Leusden) in overeen-
stemming met de aanwijzingen van de fabrikant.

PCR
De “semi-nested” PCR: voor de buitenste PCR werd
gebruik gemaakt van de volgende primers P1 (5’-
AAC AAC TGA CCC CGG TGG CG-3’)(13) en JP3
(5’-CTC GCG GAT GGC GCT GAG G-3’)(14). Het
reactiemengsel bestond uit 10 µI (±100 ng) geno-
misch DNA, lx PCR Buffer (50 mM KC1, 100 mM
Tris.HCl, 0,1% (w/v) gelatine, pH 8,3), 5% DMSO,
200 µmol dNTP, 25 pmol van elke primer, 1,5 mM
MgCI2, 1,25 U Taq polymerase (Perkin Elmer,
Gouda) in een totaal volume van 50 µl. Het mengsel
werd 5 min verhit bij 95°C gevolgd door 40 cycli 
van 1 min 95°C, 1 min 64°C en 2 min 72°C. Om alle
strengen volledig te verlengen werd afgesloten met
10 min 72°C. Deze PCR geeft een product van 298
bp.
Tien µl van het eerste/buitenste PCR-product werd
gebruikt voor de tweede PCR, die dezelfde is als de
hierboven beschreven PCR maar met de primer JP5
(5’-CGG CCA CGG CTG TCC AAG C-3’)(14) in
plaats van primer P1. Het product dat uiteindelijk ge-
vormd wordt is 270 bp lang en wordt gecontroleerd
via elektroforese op een 2% agarosegel (Agarose
High-mr, Bio-Rad, Veenendaal). De PCR-reacties

vonden plaats in een 480 DNA Thermal Cycler (Per-
kin Elmer). Als negatieve controle voor de PCR-reac-
tie werd bij de buitenste PCR een “watercontrole”
meegenomen. Tien µl van dit mengsel ná de PCR
werd, naast een normale “watercontrole”, gebruikt als
negatieve controle in de binnenste PCR. Indien deze
beide “watercontroles” van de binnenste PCR nega-
tief zijn, kan men ervan uitgaan dat er geen contami-
natie is opgetreden.

Restrictie met Cfol
Voor de restrictie met Cfol werd 40 µl PCR-product
gemengd met 2 µl restrictiebuffer “L” (Boehringer
Mannheim, Almere), 2 µl gedestilleerd water en 1 µl
(10 U) Cfol (Boehringer Mannheim) en 4 uur geïncu-
beerd bij 37°C (12). Het restrictie-patroon werd af-
gelezen na elektroforese van 40 µl restrictie-product
op een 10% polyacrylamide gel (mono:bis 19:1, Bio
Rad) en nakleuring met ethidiumbromide.

ASO-hybridisatie met chemiluminescente detectie
van biotine-gelabelde probes
Twee µl “semi-nested” PCR-product (in 0,4 M
NaOH, 10 mM EDTA) werd gedenatureerd bij 95°C
gedurende 10 min en geblot op een nylon+ membraan
(Boehringer Mannheim) gevolgd door “crosslinking”
met UV (254 nm) gedurende 3 min. De blot wordt
geprehybridiseerd (l uur bij 55°C) in hybridisatie-
buffer (1 mM EDTA; 70 g/L SDS natrium dodecyl
sulfaat; 0,25 M Na2HPO4.12H2O; pH 7,2).
Hybridisatie werd uitgevoerd met allelspecifieke oli-
gonucleotides (13) Arg112: (5’-GAG GAC GTG
CGC GGC CGC-3’) voor de detectie van allel e4,
Cys112 (5’-GCG GCC GCA CAC GTC CTC-3’) en
Argl58 (5’-CTG CAG AAG CGC CTG GCA G-3’)
voor de detectic van allel e3 en Cys158 (5’-CTG
CCA GGC ACT TCT GCA G-3’) voor de detectie
van allel e2. Deze oligonucleotides werden allen 
3’-gebiotinyleerd met “terminal deoxynucleotide
transferase” (Gibco BRL, Breda), BIO-16-2’dUTP
(Boehringer Mannheim) en 2’dATP (Pharmacia,
Woerden) in een molaire ratio van 1:10 bij 37°C ge-
durende 4 uur. Voor de incubatie met de hybridisatie-
buffer, werd de probe (0,5 pmol/ml) gedenatureerd
gedurende 5 min bij 95°C. Hybridisatie vond plaats
gedurende 2 uur bij 55°C. De blots werden gewasscn
met 2xSSC (17,5 g/l NaCl, 8,8 g/l natriumcitraat, pH
7,0), 1,0% (w/v) SDS, 2 keer 5 min bij kamertempe-
ratuur (KT), twee keer 15 min bij 62°C (voor Arg112
en Cys112) of 60°C (voor Arg 158 en Cys158) met
lxSSC, 1,0% (w/v) SDS, twee keer 5 min met lxSSC
bij KT en 1 keer 1 min bij KT met 100 ml wasbuffer
(0,1 M maleaat zuur, 0,15 M NaCl) en 3 ml/l Tween-
20.
Om aspecifieke binding van het streptavidine-alkali-
sche fosfatase complex (AVIDx-AP; Tropix, Leus-
den) te voorkomen, werd de membraan geblokt gedu-
rende 30 min bij KT met blokbuffer I (1 g caseïne
(Sigma, Meppel) in 100 ml wasbuffer) en gedurende
15 min bij KT met blokbuffer II (3 g caseïne, 1 g
PVP (polyvinylpyrrolidone, Sigma) in 100 ml was-
buffer). De blot werd geïncubeerd gedurende 15 min
bij KT met AVIDx-AP 0,05% (v/v) in blokbuffer I.
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De blot werd vier keer 5 min gewassen in 3% (v/v)
PBS (fosfaat gebufferde saline)/Tween 20 en vervol-
gens twee keer bij KT in assaybuffer (0,5 mM
MgCl2; 1% (w/v) diethanolamine (DEA, Tropix), pH
10). Daarna werd de blot geïncubeerd gedurende 
5 min bij KT met chemiluminescent substraat CSPD
(Tropix); 1% (v/v) in assaybuffer en blootgesteld aan
een standaard röntgenfilm gedurende 30 min. De
genotypering m.b.v. ASO-hybridisatie werd tijdens de
kalibratie en (later) routinematig gecontroleerd met
alle verschillende ApoE-genotypes waarvan de res-
trictie-genotypering geverifieerd was door verschil-
lende klinisch-chemische laboratoria.

RESULTATEN
PCR
De ApoE-PCR, zoals die routinematig door ons
wordt gebruikt op DNA uit bloed en vers ingevroren
weefsel (14), gaf in geen van de 88 formaline-
gefixeerde paraffine-ingebedde monsters een PCR-
product. Naar aanleiding van suggesties uit de litera-
tuur (24,25) werd er besloten tot een “nested”-PCR
met als buitenste primers P1 en P2 (13). Door de
grote mate van overlap met de “nested primers” JP3
en JP5 (14) gaf deze opzet echter slechtere resultaten
dan de “semi-nested” benadering zoals beschreven in
Materiaal en Methoden (resultaten niet getoond). In
21 van de 88 monsters (24%) werd geen PCR-product
verkregen met de “semi-nested”-PCR. Van de overige
67 monsters werd wel het verwachte PCR-product
verkregen van de juiste lengte (270 bp). Tussen de

groepen met wel of geen PCR-resultaat bleek geen
verschil in opbrengst en zuiverheid van het geëxtra-
heerde DNA, zoals getest met de A260/A280 ratio,
meetbaar (tabel 1). Op het DNA waarvan geen
ApoE-PCR-product werd verkregen zijn, zonder
resultaat, controle PCR-reacties uitgevoerd op het
Factor-V-gen en het β-globine-gen (data niet ge-
toond); het geëxtraheerde DNA is waarschijnlijk te
zeer afgebroken om er een PCR-reactie op uit te voe-
ren. Zoals getoond in figuur l is een groot deel (62%)
van de monsters, waarbij geen DNA werd geamplifi-
ceerd, ouder dan 8 jaar. De lokalisatie van de ge-
bruikte hersendelen lijkt enige invloed te hebben op
het welslagen van de gebruikte PCR (figuur 2). For-
maline-gefixeerde hippocampus en temporale schors
blijken slechte DNA-bronnen te zijn voor de “semi-
nested”-PCR. In resp. 88% en 64% van deze mon-
sters was het niet mogelijk een PCR-product te ver-
krijgen. Frontale schors en cerebellum, daarentegen,
gaven significant (p<0,05) betere resultaten; het per-
centage zonder opbrengst bij deze monsters was 16%
en 11%, respectievelijk.

Restrictie
Bij een normale (zie Materialen en Methoden)
restrictie-analyse met Cfol geven de verkregen PCR-
producten van DNA uit formaline-gefixeerd paraffine-
ingebed hersenweefsel geen interpreteerbare resul-
taten (zie figuur 3).

ASO-Hybridisatie
In tegenstelling tot de restrictie geeft de hybridisatie
met biotine-gelabelde allelspecifieke oligonucleotide
(ASO) probes, gericht tegen de polymorfe plaatsen
op het ApoE-gen, wel goed interpreteerbare resulta-
ten. In alle gevallen waar een “semi-nested” PCR-
product werd verkregen, kon het ApoE-gen getypeerd
worden. In geen van de gevallen is er aspecificiteit
(kruishybridisatie) waargenomen en altijd waren de
“watercontroles” van de PCR negatief. De genotype-
ring via de ASO-hybridisatie is niet afhankelijk van
de hoeveelheid gevormd PCR-product (resultaten niet
getoond). In tegenstelling tot Eggertsen et al. (26)
hebben wij in geen van de 88 monsters interpretatie-
moeilijkheden gekend.
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Tabel 1. DNA-zuiverheid en opbrengstvergelijking tussen
DNA, dat wel en geen ApoE-PCR-product geeft met de semi-
nested PCR.

DNA-Zuiverheid* DNA-inhoud
(µg/ml)

Gem. ± SD range Gem. ± SD range

Wel PCR-product 1,80 1,38-1,94 55,9 11-98

Geen PCR-product 1,87 1,65-2,07 43,8 29-76

*: DNA-zuiverheid berekend uit de ratio van de absorbtie bij
260 nm resp. 280 nm

Figuur 1. Succes van de “semi-nested”-PCR in relatie tot de
ouderdom van de monsters.

Figuur 2. Succes van de “semi-nested”-PCR in relatie tot de
herkomst van de monsters Hip: Hippocampus; Temp: tempo-
rale schors; Front: frontale schors; Cer: cerebellum.



Met de ASO-hybridisatie werden in de patiënten-
groepen en de controles alle genotypes gevonden, be-
halve e4/e4, (data niet getoond). Tijdens de geno-
typering m.b.v. ASO-hybridisatie worden telkens alle
verschillende ApoE-genotypes als in-run controle
meegenomen.

DISCUSSIE

Van de 88 monsters werd bij 67 (76%) een PCR-
product van de juiste lengte verkregen met de “semi-
nested”-PCR. Uit de literatuur (19-21) is bekend dat
het fixatief en de fixatietijd van het monster van groot
belang zijn voor het welslagen van een PCR-reactie.
Gebufferde formaline (10%) verdient de voorkeur
boven fixatieven als Zamboni’s, Clarke’s of para-
formaldehyde. Weefsels gefixeerd met Zenker’s-,
Carnoy’s- of Bouin’s fixatief zijn praktisch onbruik-
baar voor DNA-isolatie (19). Vóór 1990 werd het
hier gebruikte hersenmateriaal gefixeerd in niet-
gebufferde formaline, wat een verklaring kan zijn
voor het feit dat bij maar 38% van de monsters van
voor 1990 een PCR-product werd verkregen. In een
studie naar het gebruik van neuropathologisch mate-
riaal voor de PCR lieten Kösel en Graeber (21) zien
dat het mogelijk is om DNA te extraheren uit een 26
jaar oud monster gefixeerd in 3,7% ongebufferde
“low-grade” formaline, maar dat de DNA-opbrengst
exponentiëel afneemt met de fixatietijd. Gall et al. (23)
lieten zien dat formaline-gefixeerd hersenweefsel van
39 jaar oud gebruikt kan worden voor DNA-isolatie
en PCR. Als de monsters, die gefixeerd werden met

gebufferde formaline, wordcn vergelekcn met die ge-
fixeerd in ongebufferde formaline dan stijgt het per-
centage monsters waarbij een PCR-product verkregen
werd van 38% naar 92%. Een ouderdomsafhankelijk
effect is echter niet uit te sluiten. Van alle monsters
waarvan een PCR-product werd verkregen kon een
ApoE-genotype worden bepaald met de ASO-hybri-
disatie methode. In overeenstemming met de litera-
tuur (21) werd er geen correlatie gevonden tussen het
wel of niet slagen van de PCR-reactie en de DNA-
opbrengst uit de isolatie. Dit onderzoek toont ook aan
dat de zuiverheid van het geëxtraheerde DNA geen
rol speelt bij het welslagen van de PCR (tabel 1).

De enige andere ApoE-genotypering op formaline-ge-
fixeerd paraffine-ingebed hersenweefsel (27) maakt
gebruik van een enkele PCR (43 cycli) die elk, rond
een van de twee polymorfe plaatsen van het ApoE-
gen, een klein PCR-product (115 en 119 bp) oplevert.
De analyse van de verschillende allelen vindt plaats
m.b.v. Cfol-restrictie. In onze handen was de restric-
tie-analyse op fragmenten van 270 bp, verkregen na
“(semi)nested”-PCR (totaal 80 cycli) geen succes (zie
figuur 3). De combinatie van “semi-nested”-PCR met
ASO-hybridisatie op DNA uit formaline-gefixeerd pa-
raffine-ingebed hersenmateriaal levert eenduidige en
betrouwbare resultaten op. Het is bekend, dat door te
proberen kleinere fragmenten te amplificeren, de kans
groter is een PCR-product te krijgen (21). Een combi-
natie van de twee methoden (kleine PCR-fragmenten
en ASO-hybridisatie) zou de kans op een (goede)
ApoE-genotypering verder verhogen.
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Figuur 3. Resultaat van een restrictie met Cfol op A: vers ingevroren hersenmateriaal en B: formaline-gefixeerd paraffine-ingebed
hersenmateriaal.
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Summary

Apolipoprotein E genotyping in paraffin sections of human
brain tissues fixed by formalin. Ballering LAP, Steffens-
Nakken HM, Esselink RAJ, Vos RAI de, Jansen Steur ENH
and Vermes I. Ned Tijdschr Klin Chem 1997; 22: 15-19.
There is a growing demand to perform apolipoprotein E (Apo-
E) genotyping on neuropathologic archive material. One of the
difficulties with this material is the extreme long fixation time,
which makes the material unsuitable for ApoE-genotyping. An
ApoE genotyping method is described for the use on formalin-
fixed paraffin-embedded brain tissue, using semi-nested PCR
followed by hybridisation with biotin-labeled allele-specific oli-
gonucleotides and chemiluminescent detection. With this tech-
nique 67% (67/88) of the samples could be typed correctly. The
crucial step in the method is the semi-nested PCR; of all the
samples from which a PCR product can be obtained, the ApoE-
gene can be genotyped without difficulties of interpretation.
Sixteen of the twenty (76%) samples which could not be geno-
typed, were fixed in unbuffered formalin, which degrades the
DNA more than buffered formalin. DNA isolated from tem-
poral cortex and hippocampus were significant worse sources
for the PCR (percentages unsuccesful PCR: 64% and 87%,
resp.) than frontal cortex and cerebellum (percentages unsuc-
cesful PCR: 16% and 11%, resp.). The technique presented here
seems to offer a good possibility for ApoE-genotyping neuro-
pathological archive material to support clinical studies.
Key words: apolipoprotein E; genotyping; formalin-fixed; pa-
raffin; archive material; nested PCR; hybridisation
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