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Summary

Troponin T release into plasma after acute myocardial infarc-
tion. Dieijen-Visser MP van, Wodzig KWH, Kragten JA and
Hermens WTh. Ned Tijdschr Klin Chem 1996, 21: 22-28.
After acute myocardial infarction (AMI) cardiac enzymes and
proteins are released into plasma and are used as biochemical
markers of cardiac muscle injury. We studied the complete-
ness of the release of troponin T, a cardiac protein that is lar-
gely bound to myofibrillar structures and compared it with the
release of cytoplasmic cardiac enzymes creatine kinase (CK)
and o-hydroxy butyrate dehydrogenase (HBD) in patients
with AMI, treated with thrombolytic therapy. A two-compart-
ment model was used to calculate the cumulative plasma rele-
ase of the different cardiac markers. The calculated cumulative
plasma release was expressed in gram equivalents (g-eq) heal-
thy myocardium per liter plasma (infarct size). For the cardiac
enzymes CK and HBD the mean total release over 72 hours,
was respectively 5.9 (range 0.5-29, median 3.5, n=22) and 5.9
(range 0.31-36, median 3.3, n=22) g-eq/l, it did not further in-
crease after 72 hours and the differences between enzymes
were not significant. The cumulative troponin T release, ex-
pressed in gram equivalents of myocardium per liter of plasma
was only 0.30 (range 0.0-2.0 , median 0.16, n=22) g-eq/l after
72 hours and 0.51 (range 0.0-3.6, median 0.3, n=22) g-eq/l af-
ter 168 hours. After 72 hours total recovery of troponin T in g-
eq/l is only 5% and after 168 hours only 8.5% of the total re-
covery of cytoplasmic cardiac enzymes after 72 hours.
Although cumulative troponin T release correlates well with
infarct size estimated from cumulative plasma enzyme release,
estimation of infarct size should preferably be performed from
the plasma release curve of a slowly cleared cytoplasmic en-
Zyme or protein.

Key-words: compartmental model; cardiac markers,; quantifi-
cation of tissue damage; infarct size; reperfusion, trombolytic
therapy.

Toepassing van moleculair biologische methoden in het vaststellen van
genetische afwijkingen bij hyperlipoproteinemieén

P.N.M. DEMACKER, S.J.H. BREDIE en A.F.H. STALENHOEF

In elk biomedisch onderzoek is er een wisselwerking
tussen de diagnostische mogelijkheden en de toe-
name van het theoretische inzicht. Dit kan goed wor-
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den toegelicht op basis van de progressie van kennis
op het gebied van het lipoproteinenmetabolisme en
de daarmee verband houdende verbeterde diagnos-
tiek.

De weg die de afgelopen 20 jaar is afgelegd was lang
maar uiterst vruchtbaar. Zeer veel afwijkingen in het
lipoproteinenmetabolisme, die voorheen nauwelijks
te onderscheiden waren van andere afwijkingen,
kunnen nu worden gediagnostiseerd op moleculair
niveau. Voor een klinische-chemisch georienteerd on-
derzoeker op het gebied van lipoproteinenafwijkin-
gen was en is dit een vruchtbare tijd. In het navol-
gende zal worden uitgelegd hoe men op basis van
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degelijke klinisch-chemische diagnostiek, dankzij een
netwerk van samenwerkende klinici en laboratoria,
vruchtbaar fundamenteel onderzoek kan doen om zo-
doende kennis te vergaren omtrent de potentie van
nieuwe diagnostische mogelijkheden in de klinische
chemie.

Op basis van de verworven kennis kan gesteld wor-
den, dat bij ernstige hyperlipoproteinemieén familie-
screening dringend is aan te bevelen. Dit kan het
beste geschieden door het opsporen van fenotypische
expressie; uitvoerige DNA-analyse is vooralsnog van
fundamenteel belang.

Trefwoorden: lipoproteinen, apoproteinen, genetische
analyse

Onderzoek naar hyperlipoproteinemieén is lange tijd
beperkt gebleven tot onderzoek naar hyperlipidemie
of hypercholesterolemie. Dit hing duidelijk samen
met de diagnostische mogelijkheden om lipopro-
teinenfracties accuraat en precies te bepalen. De in-
troductie van de Fredrickson-typering van veel voor-
komende lipoproteinenafwijkingen was gebaseerd op
de mogelijkheid, naast cholesterol en triglyceriden,
nu ook een kwalitatieve lipoproteinenbepaling uit te
voeren middels een lipidogram. Dit betrof echter een
indeling van het plasma en niet van de patiént. Ten
gevolge van variabele, exogene dan wel endogene
factoren, kon een patiént in de loop van de tijd een
ander fenotype te zien geven. De research is er daarna
op gericht geweest deze variabele factoren, met name
de endogene, op te helderen om aldus de oorzaak van
de afwijking beter te begrijpen. Door ethische beper-
kingen is een groot deel van de noodzakelijke kennis
verkregen door middel van proefdieronderzoek en
geéxtrapoleerd naar de humane situatie. Ter verifié-
ring van de ontwikkelde hypotheses omtrent de patho-
genese zijn er vervolgens een aantal nieuwe diagnos-
tische testen ontwikkeld die bijna allemaal mogelijk
zijn door onderzoek van een eenvoudig bloedmonster
uit een armvene. Dit mag verwondering wekken om-
dat lipoproteinenafwijkingingen vaak hun origine in
de lever hebben. Bedoelde methoden maken ook nu
nog in wisselende mate deel uit van een arsenaal van
bepalingen die sequenti€éel worden toegepast ter op-
heldering van een defect in het lipoproteinenpatroon.
De beschikbaarheid van deze methodes leidde ertoe
dat ons laboratorium geleidelijk aan een belangrijke
rol kon spelen bij de diagnostiek van hyperlipoprotei-
nemieén; niet alleen in ons academisch ziekenhuis
maar ook in de regio. Uiteindelijk leverde dit een
groep van patiénten op ( propositi) met een afwijking
die obligaat erfelijk moest zijn bepaald.

De moleculair biologische diagnostiek stond toen nog
in de kinderschoenen; het vereiste in ieder geval een
zodanige expertise dat slechts weinig laboratoria ons
patiéntenmateriaal konden bestuderen. In de tachtiger
jaren waren deze laboratoria vooral in het buitenland
te vinden. Het ophelderen van het moleculair biologi-
sche defect kostte toen vaak jaren. Dit pionierswerk
maakte duidelijk dat de diagnostiek er met de mole-
culair biologie een geheel nieuwe dimensie bij zou
kunnen krijgen. Geleidelijk aan gingen daarom ook
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enkele Nederlandse laboratoria zich op dit gebied
specialiseren, daartoe in staat gesteld door subsidies
o.a. van NWO en de Nederlandse Hartstichting. Er
ontstonden aldus settings met ervaring in deze of
gene afwijking, omdat men vroeger t.b.v. het primaire
onderzoek "probes" had ontwikkeld. Deze specialisa-
tie is nu nog steeds waarneembaar, al is het door de
introduktie van de PCR methodiek nu veel beter mo-
gelijk met enige ervaring op dit gebied een nieuwe
lipoproteine-afwijking "erbij te nemen".

Onderzoek naar moleculair biologische afwijkingen
bij patiénten met hyperlipoproteinemie
Naarmate moleculair biologische methodes betrouw-
baarder werden is veel potentieel aangewend voor het
ophelderen van moleculair biologische defecten bij
pati€nten met hyperlipoproteinemie. Dit geschiedde
op basis van zuiver wetenschappelijk onderzoek o.a.
om inzicht te krijgen in de funktie van een functio-
neel enzym of apoproteine. Tevens leverde dit inzicht
op omtrent de potentie van deze moleculair biologi-
sche methodes voor het opsporen van pati€nten met
een hoog risico voor atherosclerose t.g.v. een primair
erfelijke afwijking in het lipoproteinenmetabolisme.

In de afgelopen 10 jaar heeft ons laboratorium in sa-

menwerking met andere laboratoria gewerkt aan de

opheldering van het genetisch defect van de volgende
hyperlipidemieén:

- Familiaire Hypertriglyceridemie t.g.v. apoproteine
(apo) C-II-deficiéntie of lipoproteinelipase (LPL)-
deficiéntie

- Familiaire Hypercholesterolemie (FH) t.g.v. LDL-
receptordeficiéntie of t. g. v. een apoB-100 mutatie

- Familiaire Dysbetalipoproteinemie (FD) t.g.v. een
mutatie in het apoE-gen

- Familiair Gecombineerde Hyperlipoproteinemie
(FCH); het genetische defect is hierbij nog niet op-
gehelderd.

Het genetische defect van patiénten met familiaire
hypertriglyceridemie

Apo C-II deficiéntie

In 1981 beschreven wij een familie waarvan 4 propo-
siti een nuchtere triglyceridenconcentratie in plasma
hadden van 3 tot 12 mmol/l (1). Het plasma choleste-
rol was laag normaal en na overnacht staan van het
plasma bij 4 °C was er bij alle 4 de patiénten een dui-
delijke roomlaag op de meniscus zichtbaar, daaronder
was het plasma helder. Isoelektrische focussering van
de VLDL apoproteinen liet zien dat de pati€nten in
het geheel geen apoC-1I hadden. Dit is een bekende
activator voor het enzym lipoproteinelipase (LPL).
Daarnaast hadden de patienten het apo E2/2 geno-
type. Ook bleek de postheparine LPL-activiteit erg
laag, zelfs na toevoegen van exogeen apoC-II. Infusie
van normaal plasma gaf bij een van de pati€nten een
tijdelijke daling van de triglyceridenconcentratie in
plasma te zien, aangevend dat hierdoor het defect in
de lipolyse tijdelijk werd opgeheven door toediening
van exogeen apoC-II.

Het ophelderen van het onderliggende moleculair
biologische defect bleek zeer moeilijk omdat deze
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technieken nog in opkomst waren. Uiteindelijk lukte
het om in Londen en in Bethesda onderzoeksgroepen
voor deze vraagsteling te interesseren (2-5). Gevon-
den werd dat in het apoC-1I gen een guanosine base
op de plaats 2943 was weggevallen. Het gevolg hier-
van was dat de genetische code vanaf die plaats ge-
heel verkeerd werd afgelezen. Dit resulteerde iets
verderop in een vroegtijdig stopcodon. Het afgeschre-
ven apoC-II eiwit was dus slechts een klein peptide
dat 17 aminozuren bevatte met onvoldoende lipiden-
bindend vermogen. Hierdoor verdween het zeer snel
uit het plasma met als uiteindelijk gevolg het optre-
den van apoC-II-deficientie en hypertriglyceridemie
(5,6). Genetische deficiéntie van apoC-II is elders in
de wereld nog in elf andere families vastgesteld. Het
onderliggende moleculair biologische effect is bij alle
families verschillend. De afwijkingen in de Nij-
meegse familie zijn in zoverre uniek doordat er ook
nog sprake is van een parti€le LPL-deficiéntie en
doordat het samengaat met het relatief zeldzaam
voorkomend apo E2/2 genotype. In de literatuur is de
gevonden afwijking apoC-II Nijmegen genoemd.

LPL-deficiéntie

In 1985 werd een patiénte naar onze lipidenpoli ver-
wezen die in in de leeftijd van 22 tot 25 jaar 8 keer
een acute pancreatitis had doorgemaakt. Patiénte was
bekend met hypertriglyceridemie vanaf jonge leeftijd.
Analyse op het laboratorium leerde dat patiénte in
nuchtere staat een plasma triglyceridenconcentratie
had tot 30 mmol/l; na overnacht staan bij 4 ° C was er
een duidelijke roomlaag zichtbaar op het plasma, dat
verder helder was. Bepaling van de post-heparine
LPL-activiteit in plasma leerde dat patiénte LPL-defi-
ciént was.

Verdergaand onderzoek deed het sterke vermoeden
rijzen dat de pancreatitisaanvallen optraden nadat de
patiénte orale contraceptiva was gaan gebruiken. Na
het advies over te gaan op een andere manier van an-
ticonceptie verdwenen de pancreatitisaanvallen.
Moleculair biologisch onderzoek leerde dat er met de
zg Southern blot-analyse geen grote veranderingen in
het LPL-gen waarneembaar waren. Na sequencing
van een stuk DNA dat met behulp van de polymerase
chain reactie was verkregen, bleek er een G—C-tran-
sitie te hebben plaats gevonden in nucleotide 725 dat
resulteerde in een Pro—Arg-substitutie. Vanwege het
zeer ernstige defect dat hieruit resulteerde kon men
afleiden dat dit stuk van essentieel belang is voor de
activiteit van het enzym (7).

Ten tijde van de publikatie van deze onderzoekgege-
vens was deze mutatie, genaamd LPL-Nijmegen, nog
een van de zeldzame mutaties ooit gedetecteerd in het
LPL-gen. Op dit moment zijn er echter al meer dan
55 mutaties in het LPL-gen beschreven met sterk ver-
schillende consequenties voor de LPL-activiteit.

Moleculair biologisch onderzoekingen van fami-
liaire hypercholesterolemie

Mutaties in de LDL-receptor
Dankzij het werk van de Nobelprijswinnaars Gold-
stein en Brown is bekend dat de LDL-receptor een
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cruciale rol speelt bij de cholesterolhomeostase en
daardoor voor een groot deel verantwoordelijk is
voor de hoogte van de plasma cholesterolconcentra-
tie. De frequentie van de heterozygote vorm van FH
is 1:500. Door een gedisciplineerde screening op
onze lipidenpoli van families van pati€nten met een
plasma cholesterol-concentratie van meer dan 8§
mmol/l, konden wij in de loop der jaren meer dan 100
FH-families identificeren. Tot nu toe is er bij meer
dan de helft een inventariserende analyse van het
LDL-gen gedaan. In geen enkele familie resulteerde
dit in het opsporen van het genetische defect, dit in
tegenstelling tot de frequente vaststelling van geneti-
sche varianten in andere instellingen. Dit zou te
wijten kunnen zijn aan de ongevoeligheid van de
toendertijd gebruikte diagnostische methodes, zoals
Southern blotting. Het duidt er in ieder geval op, dat
het DNA-materiaal van onze onderzochte FH-patién-
ten geen ernstige deleties, inserties etc. bevat, dit in
tegenstelling tot een aantal mutaties die elders zijn
gedetecteerd. Gezien de extra diagnostische "power"
van moderne screeningsmethodes voor het opsporen
van mutaties, zoals "single strand conformation poly-
morphism" en dichheidsgradiént gel-elektroforese is
het waarschijnlijk dat toepassing van deze technieken
nog kan leiden tot het opsporen van een groot aantal
"single-base" mutaties. Op dit moment zijn er met
toepassing van traditionele en moderne methodes al
meer dan 140 verschillende mutaties in het LDL-re-
ceptorgen bekend. Een sluitend diagnostisch onder-
zoek is in de praktijk dus zeer arbeidsintensief, zelfs
in een daartoe gespecialiseerd laboratorium. Geluk-
kig zijn de belangrijkste mutaties geografisch gecon-
centreerd. Zo bleek uit werk van Defesche et al (8)
dat de mutatie in Zuid Afrika identiek is met een mu-
tatie in de buurt van Amsterdam. Zeer waarschijnlijk
was dus een van de Zuid Oost Indié-vaarders, die
zich als kolonisten in de 17¢ eeuw in Zuid Afrika ves-
tigden, reeds drager van het gen. Door inteelt is de
genafwijking daarna in dit land sterk verbreid. Voor-
afgaande genetische diagnostiek heeft voor individu-
ele patiénten met een FH geen meerwaarde voor de
behandeling. In dergelijke gevallen zullen zonder
meer cholesterol synthese-inhibitors kunnen worden
voorgeschreven. De diagnose FH kan men in de
meeste gevallen reeds stellen op klinische gronden.
De diagnose is vrijwel zeker bij een patiént met een
plasma-cholesterolconcentratie >8 mmol/l en een
normale plasma-triglyceridenconcentratie, in combi-
natie met een of meer familieleden met een verhoogd
cholesterol hebben. Het voérkomen van peesxantho-
men is daarnaast een specifiek klinisch kenmerk.

Apo B-3500 mutatie

Dit betreft een mutatie in het apo B-100 eiwit, het be-
langrijkste eiwit van de "very- low" en "low-density"
lipoproteinen dat als ligand functioneert voor de
LDL-receptor. De frequentie van deze mutatie is
1,5% van alle patiénten met heterozygote FH. Ook
deze mutatie gaat gepaard met hypercholesterolemie
omdat de mutatie in de "LDL receptor binding do-
mein" van het apoB-100 ligt. Gezien de relatieve
zeldzaambheid is het individuele screenen van families
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met FH zeer bewerkelijk. Vandaar dat men DNA-ma-
teriaal poolt t. b. v. een specifiecke PCR-reactie. In-
dien deze positief is, dan gaat men verder met onder-
zoek van de individuéle monsters. In het DNA
materiaal van onze FH-families bleek geen enkele
apoB-3500-mutatie voor te komen. Uit verder onder-
zoek bleek dat de respons van deze patiénten op cho-
lesterolsynthese-inhibitors niet te onderscheiden is
van die van FH-heterozygoten (8). Hiermee vervalt
de noodzaak om eerst omslachtige diagnostiek te ver-
richten alvorens de patiént te kunnen behandelen.

Het genetisch defect van patiénten met familiaire
dysbetalipoproteinemie (type III hyperlipoproteine-
mie)

Mutaties in het apoE-gen

Zoals bekend zijn er verschillende natuurlijke muta-
ties in het apo E gen. De 3 verschillende apoE-iso-
proteinen E2, E3 en E4 kunnen aanleiding geven tot
6 verschillende apoE-genotypen, te weten de
apoE2/2, E3/3, E4/4 homozygoten en de apoE2/3,
E3/4 en E2/4 heterozygoten. Daarnaast zijn er nog di-
verse apoE-varianten bekend waarbij er een mutatie
is opgetreden in een andere deel van het apoE-gen.
Dit is uiteraard pas na onderzoek van interessant pa-
ti€ntenmateriaal gebleken. Ook onderzoek van Nij-
meegse families heeft veel geleerd over een aantal
apoE-genafwijkingen (9-16). Dit onderzoek is wat
het moleculair biologische gedeelte betreft voorna-
melijk uitgevoerd te Leiden. Verderop zal hier nog
even op worden teruggekomen.

ApoE-feno- of genotypering is relevant i.v.m. de diag-
nose familiaire dysbetalipoproteinemie en de diagnose
Alzheimer. Men veronderstelt dat apoE-genotypering
betrouwbaarder is dan (eendimensionele) fenotype-
ring omdat, het isoelektrische focusseringspatroon be-
invloed wordt door posttranslationele modificaties zo-
als glycosylering en sialylering. Dit leidt tot sub-
bandjes waardoor het patroon moeilijk te interpreteren
is. In het kader van een groot opgezet familieonder-
zoek hebben wij de diagnostische kracht van onze
apoE-fenotypering vergeleken met apoE-genotypering
zoals uitgevoerd op het laboratorium van Dr LM Ha-
vekes in Leiden. De resultaten van dit onderzoek bij
meer dan 550 monsters zullen nog worden gepubli-
ceerd, maar ze bevestigen de grote betrouwbaarheid
van onze apoE-fenotypering die gebruik maakt van
eendimensionele disc gels. In combinatie met ul-
tracentrifugatie en kwantitatieve bepaling van de rem-
nantfractie in de vorm van de zg type III ratio (VLDL-
chol/plasma TG) blijkt deze methode ook een goede
screeningsmethode voor het detecteren van zg apoE-
varianten. Bij apoE-varianten blijkt er vaak een dis-
crepantie tussen de uitkomst van apoE-fenotypering
en de type III ratio. Zo bleek bij twee patiénten uit
schijnbaar verschillende families die uiteindelijk ge-
netisch als apoE3-Leiden konden worden gekarakteri-
seerd, dat zij een dikke apoE3-band hadden met een
sterk verhoogde type III ratio (16). Uit grootscheeps
familieonderzoek op basis van 3 propositi uit Leiden
en twee uit Nijmegen konden 37 nieuwe patiénten met
deze afwijking worden gevonden. Door genealogisch
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onderzoek van deze, schijnbaar niet verwante fami-
lies, bleek er in de 17° eeuw een gemeenschappelijke
voorouder te bestaan die drager moet zijn geweest
van deze mutatie.

In tegenstelling tot de variant apoE3-Leiden hebben
andere FD-pati€énten met een apoE-variant wel vaak
het apoE2/2-fenotype, maar bij deze pati€nten was de
type III ratio slechts matig verhoogd. Verder is er een
groep met het apoE2/3-fenotype dat eveneens een
mutatie in het apoE-gen had tot uiting komend in een
matig verhoogde type III ratio. Zonder DNA-analyse
verkregen wij dus, op grond van de discrepantie tus-
sen apoE-fenotypering en de type III ratio, sterke
aanwijzingen dat er sprake moest zijn van een apoE-
variant. Dit werd later bevestigd door apoE-genoty-
pering. Deze diagnose stelde de medicus practicus in
staat de patient een gerichte therapie te geven. Het
zonder meer apoE-genotypering verrichten zonder in-
zicht te verkrijgen in de "remnant” concentratie (type
IIT ratio) beschouwen wij onvolledige diagnostiek,
omdat slechts maximaal 10% van de personen met
het apoE2/2-genotype uiteindelijk FD ontwikkelt. Uit
ons onderzoek blijkt dat een verhoogde remnantcon-
centratie een veel hogere diagnostische waarde voor
het voorspellen van FD in een familie heeft dan het
apoE2/2-genotype. Dit geldt ook voor de apoE-va-
rianten.

Het genetische defect van patiénten met familiair
gecombineerde hyperlipoproteinemie

Familiair gecombineerde hyperlipidemie is het voor-
komen van verhoogde cholesterol- en/of triglyceri-
denconcentraties bij twee of meer personen in de
eerstegraads familieleden; FCH gaat gepaard met
vroegtijdig hart- vaatlijden en dit kenmerk maakt deel
uit van de diagnose. Het is de meest voorkomende er-
felijke afwijking van het lipidenmetabolisme met een
frequentie in de bevolking van 1 tot 2%. Gezien de
frequentie en de ernst van de aandoening is het reeds
lang een vrome wens van de klinicus practicus om
over een betrouwbare diagnostische marker voor FCH
te kunnen beschikken zonder uitvoerig familieonder-
zoek te moeten doen (17-19). Met financi€le steun van
de Nederlandse Hartstichting zijn wij reeds enkele
jaren bezig om bij een groot aantal FCH families ge-
meenschappelijke biochemische en genetische ken-
merken op te sporen. Duidelijk is geworden dat veel
patiénten gekarakteriseerd zijn door een zg. zwaar
LDL-subfractiepatroon. Verder onderzoek leerde dat
bij het bepalen van het LDL-subfractiepatroon zowel
omgevingsfactoren als genetische factoren een rol
spelen. Verder werd aangetoond, in samenwerking
met moleculair biologen elders, dat de expressie van
FCH relatief frequent gepaard gaat met mutaties in
het gen voor lipoproteinelipase (20). Verder lijken
ook nieuwe genetische markers die leiden tot hyper-
triglyceridemie en verlaagd HDL erfelijk geasso-
cieerd te zijn met de aandoening. De resultaten van
dit vruchtbare onderzoek worden momenteel bewerkt
voor publikaties. Verder is het materiaal dat door
middel van een grote familiescreening werd verkre-
gen nog dagelijks uitgangspunt van nieuwe analyses
en nieuwe hypothesen.
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Epiloog

Dankzij een aantal gedreven en bekwame pioniers is
het nu duidelijk dat bij veel hyperlipidemieén een af-
wijking aanwezig is in het DNA-materiaal. Waar dit
momenteel nog niet is aangetoond is het waarschijn-
lijk dat dit met gevoeligere methodes binnenkort wel
aangetoond kan worden. Met een genetische marker
is het mogelijk predispositie aan te tonen bij familie-
leden van een propositus. Er zijn echter ethische en
financiéle bezwaren tegen grootschalig DNA-onder-
zoek. Algemeen overheerst de mening dat deze dia-
gnostiek alleen relevant is als het bij de diagnostiek
meerwaarde heeft ten opzichte van de conventionele
diagnostiek en leidt tot preventieve maatregelen die
de ontwikkeling van ziekte kunnen remmen of voor-
komen. Gezien echter het groot aantal mutaties in de
belangrijkste genen van het lipoproteinenmetabo-
lisme, zoals het LPL- en LDL-receptorgen, is gene-
tisch onderzoek geen sinecure. Men moet immers
over voldoende kennis beschikken van de molecu-
laire biologie en speciaal de toepassing hiervan t.b.v.
genetisch onderzoek. Het onderzoek vraagt om spe-
ciale analyse-apparatuur met de bijbehorende kennis
om deze apparatuur te bedienen. Ook is er een be-
hoorlijke investering nodig in ruimte en chemicalién;
bijna elke mutatie vraagt immers om een specifiek
primerpaar of om een specificke benadering. Het zal
duidelijk zijn dat dergelijke analyses op grote schaal
voorbehouden zijn aan gespecialiseerde laboratoria,
al is het mogelijk dat een geisoleerde afwijking op
een niet gespecialiseerd laboratorium goed gedijdt.
Het noodzakelijke voorwerk is dan echter al elders
gedaan.

Bij de genetische diagnostiek van hyperlipidemieén,
zoals FD en FCH, moet worden bedacht dat andere
factoren, die mogelijk ook voor een deel nog genetisch
bepaald zijn, voor 50 tot meer dan 90% bij kunnen
dragen aan de uiteindelijke expressie van de afwijking.
Uitgebreid familieonderzoek met fenotypering blijft
dus geboden. Met toepassing van de moderne klinisch-
chemische analysers en met het gebruik van uniforme,
scherpe, normaalwaarden is er in dit opzicht t. b. v. de
preventie meer te bereiken dan uitgebreide genetische
diagnostiek. Uiteindelijk zijn genetische afwijkingen
die leiden tot hyperlipidemie in de bevolking zeld-
zaam. Echter, bij een ernstige aandoening met de mo-
gelijkheid tot vroegtijdige preventie is genetisch on-
derzoek een belangrijk hulpmiddel voor het opsporen
van personen met een hoog risico. Voor de toekomst
zullen wij in Nijmegen naast het apoE-fenotype moge-
lijk ook enkele genotypen bepalen van de in Nederland
meest voorkomende mutaties in het lipoproteinenmeta-
bolisme. Het doel van ons huidige onderzoek, bij on-
der andere FCH-families, is erop gericht deze veel
voorkomende genafwijkingen te identificeren.
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In biomedical research there is a fruitful cooperation between
the diagnostic possibilities and the increase in theoretical
knowledge. This is very clear from the research on hyperlipo-
proteinemias. Due to motivated pioneers, it is now possible to
detect various defects in the various genes involved in lipopro-
tein metabolism. It was a pleasure to follow this way of incre-
asing diagnostic power, which was stimulated by the close
cooperation of clinicians, clinical chemists and molecular bio-
logists. After at least 20 years of hard working the possiblili-
ties and the horizons of these analyses emerge. To outline the
possibilities of genetic analysis in the treatment of patients and
in long term intervention programmes we have summarised
our research results obtained in the preceeding years.
Key-words: lipoproteins, apoproteins, genetic analysis

De bepaling van niet eiwit-gebonden 1,25-dihydroxyvitamine D in plasma met
behulp van symmetrische dialyse

L.M.J.W. SWINKELS', H.J.C. van HOOF!, H.A. ROSS? en T.J. BENRAAD!

Slechts een klein deel van de totale concentratie 1,25
dihydroxy-vitamine D3 [1,25(OH),D3] in plasma cir-
culeert in vrije vorm. Het grootste deel is gebonden
aan plasma-eiwitten, met name aan vitamine-D bin-
dend eiwit (DBP) en albumine.

Algemeen wordt aangenomen dat de fractie niet aan
eiwit gebonden, ofwel 'vrij' hormoon de biologische
activiteit bepaalt. Wij beschrijven een eenvoudig uit-
voerbare dialyse-methode voor de bepaling van vrij
1,25(0OH),D3 in plasma. In deze "symmetrische" dia-
lyse is de snelheid waarmee getritieerd 1,25(0OH),D3
door een dialysemembraan migreert een functie van
de grootte van de vrije fractie van het 1,25(0OH),D3 in
plasma. Voor deze meting is slechts weinig tracer no-
dig. In tegenstelling tot evenwichtsdialyse en ultrafil-
tratie-technieken is het voor symmetrische dialyse
niet noodzakelijk de tracer uitgebreid te zuiveren. De
intra-assay variatie-coéfficiént bedraagt 4,4 %; de in-
terassay variatie-coéfficiént 12,9%.

Trefwoorden: vitamine D, cholecalciferol, vrij hor-
moon, biologische beschikbaarheid

Actief 1,25(OH),D3 wordt gevormd door hydroxyle-
ring van vitamine D3. Vitamine D3 ontstaat onder in-

Laboratorium voor Endocrinologie en Voortplanting’
en Afdeling Inwendige Geneeskunde, Endocriene Ziek-
ten?, Academisch Ziekenhuis Nijmegen, St. Radboud.

Naar een voordracht voor de Werkgemeenschap Klinische
Chemie i.0., juni 1995

Correspondentie: Dr. L.M.J.W. Swinkels, Laboratorium voor
Endocrinologie en Voortplanting, Academisch Ziekenhuis
St. Radboud, Postbus 9101, 6500 HB Nijmegen.

Ingekomen: 16.10.95

Ned Tijdschr Klin Chem 1996, vol. 21, no. 1

vloed van licht in de huid uit 7-dehydrocholesterol.
De eerste stap in de activatie van het vitamine D3, de
25-hydroxylering, geschiedt in de lever. In de nier
vindt vervolgens 1-hydroxylering tot 1,25(OH),D3
plaats. Het 25-hydroxy-vitamine D3 en 1,25(0OH),D3
kunnen gedeactiveerd worden door 24-hydroxylering.
Dit gebeurt eveneens in de nier (1).

1,25(0OH),D3 speelt een belangrijke rol in de calcium-
homeostase en botstofwisseling. Het stimuleert de cal-
cium-opname door de darm en remt de 1-hydro-
xylering van 25-hydroxy-vitamine D3 in de nier.
Evenals steroid- en schildklierhormonen circuleert
1,25(0OH),D3 in plasma gebonden aan een specifiek
transport eiwit, het DBP, en aan albumine. 1,25(OH),D3
heeft een lagere affiniteit voor DBP dan 25-hydroxy-
vitamine D3 (2). Vieth (3) berekende dat slechts 0,1%
van het totale 1,25(OH),D3 in plasma in vrije vorm
circuleert.

Algemeen wordt aangenomen dat juist de concentra-
tie van het niet-aan-eiwit-gebonden, "vrij" hormoon
bepalend is voor de biologische activiteit (4). De ra-
dioreceptorassay voor de bepaling van 1,25(OH),D3
is onvoldoende gevoelig om de concentratie vrij
1,25(0OH),D3 direct te meten. Men is aangewezen op
de indirecte benadering, d.w.z. het meten van de vrije
fractie (de verhouding vrij/totaal) 1,25(OH),D3 na
toevoeging van een kleine hoeveelheid getritieerd
1,25(0OH),D3. Door vermenigvuldiging van de vrije
fractie met de totale concentratie kan de vrije concen-
tratie berekend worden.

Voor zover ons bekend bestaat er slechts één publika-
tie waarin een methode voor de bepaling van vrij
1,25(0OH),D3 wordt beschreven (5). Deze bepaling in
onverdund plasma is afgeleid van de centrifugale ul-
trafiltratie methode van Hammond et al (6). Koenig
et al (7) stelde met deze methode vast, dat de vrije
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