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Slechts een klein deel van de totale concentratie 1,25
dihydroxy-vitamine D3 [1,25(OH)2D3] 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(OH)2D3 in plasma. In deze "symmetrische" dia-
lyse is de snelheid waarmee getritieerd 1,25(OH)2D3
door een dialysemembraan migreert een functie van
de grootte van de vrije fractie van het 1,25(OH)2D3 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-coëfficiënt bedraagt 4,4 %; de in-
terassay variatie-coëfficiënt 12,9%.

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

Actief 1,25(OH)2D3 wordt gevormd door hydroxyle-
ring van vitamine D3. Vitamine D3 ontstaat onder in-

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)2D3
plaats. Het 25-hydroxy-vitamine D3 en 1,25(OH)2D3
kunnen gedeactiveerd worden door 24-hydroxylering.
Dit gebeurt eveneens in de nier (1).
1,25(OH)2D3 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 steroïd- en schildklierhormonen circuleert
1,25(OH)2D3 in plasma gebonden aan een specifiek
transport eiwit, het DBP, en aan albumine. 1,25(OH)2D3
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)2D3 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)2D3
is onvoldoende gevoelig om de concentratie vrij
1,25(OH)2D3 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)2D3 na
toevoeging van een kleine hoeveelheid getritieerd
1,25(OH)2D3. 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(OH)2D3 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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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.
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fractie 1,25(OH)2D3 in plasma bij patiënten met ne-
frose, die DBP verliezen, groter is dan bij gezonde
personen. Bij patiënten met vitamine D intoxicatie en
een ernstige hypercalciëmie vonden Pettifor et al (8)
een verhoogde spiegel van het vrij 1,25(OH)2D3 bij
een normale totale spiegel van dit hormoon.
Om een aantal later te bespreken redenen kan de cen-
trifugale ultrafiltratie-methode vals verhoogde waar-
den opleveren.
Wij beschrijven een eenvoudig uitvoerbare en repro-
duceerbare dialyse-methode voor de bepaling van vrij
1,25(OH)2D3 in plasma. In deze symmetrische dialyse
is de snelheid waarmee getritieerd 1,25(OH)2D3 door
een dialysemembraan migreert een functie van de
grootte van de vrije fractie van het 1,25(OH)2D3 in
plasma. Symmetrische dialyse werd eerder met succes
toegepast voor de bepaling van vrij schildklierhor-
moon (9), vrij testosteron (10) en vrij progesteron en
cortisol (11).
De meting van vrij 1,25(OH)2D3 zal in ons laborato-
rium onder andere toegepast worden in het onderzoek
naar de vitamine D status bij postmenopauzale vrou-
wen tijdens hormoonsuppletie-therapie (12). Bij deze
groep vrouwen is de spiegel van het DBP verhoogd
zodat te verwachten is dat de concentratie van het vrij
1,25(OH)2D3 een betere indruk geeft van de vitamine
D status dan de totale concentratie van het
1,25(OH)2D3.

MATERIALEN en METHODEN

Bepaling van de totale concentratie 1,25(OH)2D3
De totale concentratie 1,25(OH)2D3 in plasma werd
gemeten met behulp van een radioreceptor assay na
extractie en papierchromatografie van de monsters
(13). De laagst aantoonbare concentratie met deze be-
paling was 4 pmol/l. De intra-assay variatie-coëffi-
ciënt was 10,5%. De inter-assay variatie-coëfficiënt
was 11,5%. Bij gezonde volwassen vrijwilligers wer-
den 1,25(OH)2D3 spiegels gemeten van 80-200
pmol/l.

Dialyse apparatuur
Voor de dialyse experimenten werd een "Dianorm"
dialyse apparaat gebruikt (Dianorm GmbH, München,
Duitsland). Met behulp van dit apparaat kunnen 20
dialysecellen, elk met een werkvolume van 2 x 1,0
ml, met constante snelheid geroteerd worden. Er wer-
den Diachema dialyse-membranen (exclusie grens
10000 Dalton) gebruikt. Deze membranen werden vóór
gebruik gespoeld in 50 mmol/l fosfaatbuffer, 0,1 mol/l
NaCl met een pH van 7,40 (PBS).

Evenwichtsdialyse
De vrije fractie 1,25(OH)2D3 in HSA referentieprepa-
raten werd vastgesteld met behulp van indirecte even-
wichtsdialyse na toevoeging en equilibratie van een
kleine hoeveelheid getritieerd 1,25(OH)2D3. Aan al-
bumine (2, 4, 10 en 20% w/v in PBS) (OHRA 20/21,
Behringwerke AG, Marburg, Duitsland) werd 2,0
KBq-1,25-[26,27]3H-(OH)2D3, (NET 626, 6,3 TBq/
mmol, NEN, Dupont de Nemours, Nederland) toege-
voegd. Deze oplossing werd vervolgens gedialyseerd

tegen 1,0 ml PBS gedurende 4 uur bij 37 oC. De tracer
werd vooraf gezuiverd met behulp van hogedruk
vloeistofchromatografie (HPLC). De 1,25(OH)2D3-
piek bevat 93% van de totale radioactiviteit. 

Bepaling van vrij 1,25(OH)2D3 met behulp van
symmetrische dialyse
Voor de bepaling van de dialysesnelheid van monsters
met behulp van symmetrische dialyse werd aan beide
zijden van de dialyse-membraan een identiek plasma-
monster gebracht. Aan het plasma aan één zijde van
het membraan werd getritieerd 1,25(OH)2D3 toege-
voegd. De snelheid waarmee het radioactief gemerkt
1,25(OH)2D3 van het ene dialysecompartiment naar
het andere migreert, is gerelateerd aan de grootte van
de vrije fractie van het 1,25(OH)2D3 volgens de for-
mule:

2(AD/V)x f = - 1/t ln[(c1 - c2)/(c1 + c2)]    [1]

waarin:
AD/V = de cel permeabiliteitsconstante 
A = membraan oppervlak
D = membraan diffusieconstante 
V = monstervolume in het dialysesysteem
t = dialysetijd (uren)
c1 = concentratie van radioactiviteit in dialyse-

compartiment 1
c2 = concentratie van radioactiviteit in dialyse-

compartiment 2.

De tracer-distributie (I) in het systeem wordt aange-
geven met: I = (c1 - c2)/(c1 + c2); de dialysesnelheid
met U = (-1/t) x ln(I), zodat U = 2(AD/V) x f.
Uit deze formule volgt dat de tracerverdeling ln(I) een
lineaire functie is in de tijd (t). Bovendien is de dialy-
sesnelheid (U) recht evenredig met de vrije fractie.

De vrije fractie 1,25(OH)2D3 (fx) van een monster kan
bepaald worden door vergelijking van de dialysesnel-
heid van dit monster (Ux) met de dialysesnelheid van
een referentiemonster (Ur) met bekende vrije fractie
(fr), volgens de vergelijking is: fx = (Ux/Ur) x fr.
Het referentiepreparaat bestond uit 1,0% w/v HSA in
PBS. In elk experiment werd de dialysesnelheid van
een dergelijk referentiepreparaat in duplo bepaald.
Hiertoe werd één compartiment van de dialysecel ge-
vuld met de HSA-oplossing en het andere comparti-
ment met dezelfde oplossing waarin 0,15 kBq 3H-
1,25(OH)2D3 opgenomen werd. Dialyse vond plaats
in een waterbad bij 37 oC gedurende 16 uur.
Op overeenkomstige wijze werd de dialysesnelheid
van monsters gemeten. Vóór dialyse werden de
plasma-monsters 15 maal verdund in PBS. Door ver-
dunning van het plasma wordt de vrije fractie over-
eenkomstig groter zodanig dat binnen een tijdsbestek
van ± 16 uur 20-30% van de tracer vanuit het oor-
spronkelijke compartiment gemigreerd is. De vrije
fractie van het oorspronkelijke, niet verdunde plasma
werd herleid volgens formule (14): 

f'o = 1/[(1/f - 1)xVt/Vo + 1]     [2]
waarin:



f'0 = de vrije fractie van het onverdunde monster
f = de vrije fractie bepaald met symmetrische

dialyse in verdund plasma
Vt = het totaalvolume van het dialyse-systeem
V0 = het oorspronkelijk volume van het plasma.
De vrije concentratie werd berekend door de vrije
fractie (f'0) te vermenigvuldigen met de totale con-
centratie 1,25(OH)2D3 in plasma.

RESULTATEN

Uit formule [1] volgt dat de tracerverdeling -ln(I) na
symmetrische dialyse recht evenredig is met de dia-
lysetijd (t). In figuur 1 is het experimenteel vastge-
stelde verband tussen de tracerverdeling en de dialy-
setijd weergegeven na symmetrische dialyse van een
oplossing van 1,0% HSA gedurende verschillende tij-
den. De helling van deze lijn is recht evenredig met
de vrije fractie 1,25(OH)2D3 van de HSA-oplossing.
Van een aantal oplossingen van HSA met een verschil-
lende concentratie (resp. 1, 2, 5 en 10%) werd de dia-
lysesnelheid (U) gemeten. Van HSA-oplossingen van
2, 4, 10 en 20% werd de vrije fractie 1,25(OH)2D3
vastgesteld met behulp van indirecte evenwichtsdia-
lyse. Na dialyse van deze oplossingen tegen een gelijk
volume PBS heeft de gemeten vrije fractie betrekking
op de werkelijke vrije fractie van oplossingen van 1, 2,
5 en 10%. Er bestaat een lineair verband tussen de dia-
lysesnelheid en de vrije fractie 1,25(OH)2D3 in deze
HSA oplossingen.
De intra-assay variatie-coëfficiënt van de meting van
de vrije fractie met symmetrische dialyse bedroeg
4,4%. De interassay variatie-coëfficiënt was 12,9%.
Bij een beperkt aantal gezonde vrijwilligers (n=9)
werd met behulp van de symmetrische dialyse een
gemiddelde vrije fractie van 0,046 ± 0,003% geme-
ten. De totale concentratie 1,25(OH)2D3 in plasma

bedroeg 132 ± 28 pmol/l. De vrije concentratie was
60 ± 11 fmol/l.

DISCUSSIE

De vrije fractie 1,25(OH)2D3 in plasma is laag en de
totale concentratie gering. Bovendien is de radiore-
ceptorassay voor 1,25(OH)2D3 relatief ongevoelig.
Hierdoor is de directe bepaling van de concentratie
vrij 1,25(OH)2D3 in dialysaat na evenwichtsdialyse
of in ultrafiltraat na (centrifugale) ultrafiltratie niet
mogelijk. Men is aangewezen op een indirecte bena-
dering voor het vaststellen van de vrije fractie
1,25(OH)2D3.
Voor zover ons bekend is slechts één methode voor de
bepaling van vrij 1,25(OH)2D3 beschreven. Deze cen-
trifugale ultrafiltratie, gebaseerd op de methode van
Hammond et al (6), kent echter een aantal nadelen.
Deze bepaling vereist zeer zuivere tracer; verontreini-
ging van de tracer met 0,1% kan al leiden tot over-
schatting van de vrije concentratie met 100%. Met
name in onverdund plasma is het effect van uiterst ge-
ringe tracerverontreiniging derhalve zeer groot. Er
wordt slechts weinig ultrafiltraat geproduceerd zodat
grote hoeveelheden, zeer kostbare, tracer nodig zijn.
De hoeveelheid die gebruikt wordt is zelfs groter dan
de endogene concentratie, waardoor evenwichtsver-
schuivingen kunnen optreden, met als gevolg vals ver-
hoogde vrij 1,25(OH)2D3-waarden. Niettegenstaande
deze grote hoeveelheden tracer laat de precisie te
wensen over. Er werd een intra-assay variatie-coëffi-
ciënt van 13% en een inter-assay variatie-coëfficiënt
van 25% gerapporteerd (5). Door de centrifugale
kracht kan eiwitlek door het dialysemembraan optreden
waardoor eveneens de vrije fractie overschat wordt.
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Figuur 1. De tracerverdeling (-ln(I)) over beide dialysecom-
partimenten na symmetrische dialyse bij 37 oC is recht evenre-
dig met de dialysetijd. Voor dit experiment werd gebruik ge-
maakt van een 1,0% w/v HSA-oplossing.

Figuur 2. De dialysesnelheid (U) is recht evenredig met de
vrije fractie 1,25(OH)2D3 na symmetrische dialyse bij 37 oC.
De vrije fractie in oplossingen van verschillende concentraties
van HSA in 0,1M fosfaatbuffer, 0,1M NaCl, pH 7,4 werd be-
paald met behulp van indirecte evenwichtsdialyse en HPLC
gezuiverd 3H-1,25(OH)2D3.



In figuur 1 en 2 wordt het theoretische model (verge-
lijking 1) experimenteel geverifieerd. Uit figuur 1
blijkt dat de tracerverdeling een functie is van de dia-
lysetijd. In figuur 2 wordt aangetoond dat de dialy-
sesnelheid recht evenredig is met de grootte van de
vrije fractie. Deze laatste relatie werd vastgelegd
door de dialysesnelheid van HSA-oplossingen te me-
ten. De vrije fractie van deze HSA-oplossingen werd
gemeten met behulp van indirecte evenwichtsdialyse.
Hiervoor was het noodzakelijk het getritieerde
1,25(OH)2D3 met behulp van hogedruk vloeistof-
chromatografie te zuiveren. Aanvankelijk werd ge-
tracht het systeem te ijken met directe evenwichtsdia-
lyse, algemeen beschouwd als de "gouden standaard".
De hoeveelheid 1,25(OH)2D3 die toegevoegd moet
worden om een direct meetbare vrije concentratie te
verkrijgen is echter zo groot dat deze niet meer oplost.
Het ijken met behulp van indirecte evenwichtsdialyse
en HSA-oplossingen geschiedt onder optimale om-
standigheden zodat de meting toch betrouwbare re-
sultaten oplevert.
Met behulp van de symmetrische dialyse worden een
aantal nadelen, verbonden aan centrifugale ultrafiltra-
tie omzeild. Het symmetrische dialyse-proces wordt
beëindigd op een zodanig gekozen moment dat onge-
veer 20-30% van de tracer vanuit het originele com-
partiment gemigreerd is. Naast de grotere precisie die
hierdoor bereikt wordt is het voordeel hiervan dat de
tracer niet gezuiverd hoeft te worden. Bovendien kan
volstaan worden met een veel geringere hoeveelheid
tracer: er is ongeveer 20 maal minder nodig dan voor
centrifugale ultrafiltratie.

De intra- en interassay variatie-coëfficiënten van de
symmetrische dialyse methode (respectievelijk 4,4%
en 12,9%) zijn lager dan die van de centrifugale ul-
trafiltratie.

De vrije fractie 1,25(OH)2D3 bij gezonde vrijwilli-
gers, vastgesteld met behulp van symmetrische dia-
lyse, is iets lager dan de waarden gerapporteerd door
Vieth (3). Deze werden verkregen op basis van een
experimenteel vastgestelde relatie tussen de bindings-
capaciteit van het DBP en de vrije fractie van het
1,25(OH)2D3. Onze waarden zijn een factor tien la-
ger dan die gemeten door Bikle et al (5) en Koenig et
al (7). Deze discrepantie laat zich verklaren uit bo-
vengenoemde nadelen verbonden aan de centrifugale
ultrafiltratie methode.

De symmetrische dialyse methode biedt de mogelijk-
heid routinematig op reproduceerbare wijze vrij
1,25(OH)2D3 te meten. De resultaten van metingen
met deze methode zullen mogelijk meer licht werpen
op de biologische activiteit van 1,25(OH)2D3 in
plasma.
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Summary

Determination of non-protein bound plasma 1,25-dihydroxyvi-
tamin D by symmetric dialysis. Swinkels LMJW, Hoof HJC
van, Ross HA and Benraad TJ. Ned Tijdschr Klin Chem 1996;
21: 33-36.
Only a small fraction of the total concentration of 1,25-dihydro-
xy-vitamine D3 [1,25(OH)2D3] in plasma exists in the free
form. The main part is bound to plasma proteins, mainly vita-
min-D binding protein (DBP) and albumin.
It is generally accepted that the fraction of non-protein bound,
free hormone reflects the biologically available hormone. We
describe a dialysis method for the determination of plasma
free 1,25(OH)2D3 which is relatively easy to perform. In this
'symmetric' dialysis method the rate of transfer of tritiated
1,25(OH)2D3 through a dialysis membrane is directly related
to the free fraction of plasma 1,25(OH)2D3. This method does
not require extensive tracer purification which is necessary in
indirect equilibrium dialysis and centrifugal ultrafiltration.
Moreover it uses much less tracer. The intra-assay coefficient
of variation is 4.4%; the interassay coefficient of variation
12.9%.
Key-words: vitamin D; cholecalciferol; free hormones; bio-
availability.
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