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Lyst met afkortingen:

ANA: antistof tegen celkernen (anti-nucleaire antistoffen)

AMA: antistof tegen mitochondri¥n (anti-mitochondriale antistof-
fen)

ASMA: antistof tegen glad spierweefsel (anti-"smooth muscle”
antistoffen)

B,S¢:E.: Bezinkingssnelheid van de erytocyten

Chol/chen-ratio: de verhouding van cholzuur en chenodesoxycholzuur

n: totaal aantal pati¥nten

Neg.: mnegatief

OH-: hydroxylgroep

P,A,: Pathologische Anatomie
P.,B,C,: Primaire biliaire cirrhose

Pos,: positief

Ptek.: overschrijdingskans bij gebruik van de tekentoets (§ III.&)
Pw ¢ overschrijdingskans bij gebruik van de Wilcoxon's test
(8 ITI.4)
Ps ¢ overschrijdingskans bij de rangcorrelatietoets van Spearman
(8 IIT.4)
r ¢ rangcorrelatieco¥fficil¥nt van Spearman ( § IIT,4)

Sgot : Serum glutaminezuur-oxaalazijnzuur-transaminase
Sgpt : Serum glutaminezuur-pyrodruivezuur-transaminase
Sp. ¢t spoor

T FsA,: Trifluoracetaat

Tr,. :+ Trace






HOOFDSTUK I

Inleiding en vraagstelling

De uit de oudheid stammende wijsheid, dat gal belangrijk is
voor gezondheid en ziekte van de mens, heeft vooral de laatste
twee decennia aan betekenis gewonnen, Een schat van gegevens over
de galsecretie en de samenstelling van de gal - met name over de
galzuren en het metabolisme daarvan - onder normale en pathologi-
sche omstandigheden is bekend geworden, Een aantal van deze gege-
vens hebben therapeutische konsekwenties,

Betere methoden om galzuren te bepalen in lichaamsvloeistof-
fen, en de toepassing van een isotopenverdunningsmethode wvoor de
meting van de synthesesnelheid wvan galzuren en van de omvang van
de galzurenpool, hebben het belang van galzuren voor de galsecre-
tie en de vetvertering in de dunne darm aangetoond,

Daarnaast blijven nog vele vragen bestaan, Met name de rol,
die galzuren zouden kunnen spelen bij het ontstaan en het onder-
houden van galstase is ondanks veelbelovende onderzoekingen nog
onbekend,

Aan de waarde van kwantitatieve bepalingen van galzuren wordt
nogal eens getwijfeld, hetgeen voornamelijk veroorzaakt wordt door
de grote problemen die de meeste bepalingsmethoden met betrekking
tot betrouwbaarheid en reproduceerbaarheid met zich meebrengen.

Voor de bepaling van individuele galzuren - cholzuur, cheno-
desoxycholzuur, desoxycholzuur en lithocholzuur - werd in dit on-
derzoek een gaschromatografische methode gebruikt. Deze methode
verdient in vergelijking met andere meer gebruikelijke methoden de
voorkeur wegens haar gevoeligheid en betrouwbaarheid, Bij de gas-
chromatografie is het noodzakelijjk om niet vluchtige chemische ver-
bindingen om te zZetten in vluchtige derivaten, Per definitie ver-
staat men onder gaschromatografie het proces, waarbijj een mengsel
in zijn bestanddelen wordt gescheiden door een "carrier'-gas, dat
langs een uiterst fijnkorrelige stationaire fase stroomt, Door het
verschil in fysische en chemische eigenschappen ontstaat een schei-
ding van de componenten in het mengsel over de gasfase en de sta-
tionaire fase,

Het doel van dit onderzoek was om na te gaan of het bepalen



van de verschillende galzuurfracties in serum, gal en urine van
waarde zou kunnen zyn voor de diagnostiek van een aantal aandoe-~
ningen van lever en galwegen in het byzonder van aandoeningen die
gepaard gaan mct galstase, DBovendien zouden deze bepalingen onus
inzicht i1n de betekenis van stoornisscn in het galzuurmetabolisme
by cholestase kunnen verdiepen., Hierby werd de beperking aange-
bracht dat geen onderscheid gemaakt zou worden tussen vrye en ge-
conjugeerde galzurcn cen evenmin tussen aan glycine of taurine ge-

conjugeerde galzuren,

I.1, Vraagstellingen

a, Is er by pati¥nten met aandoeningen van lever en galwegen
ecn bepaald galzuurpatroon in het serum herkenbaar, dat
een aanvulling zou kunnen betekenen van de gebruikelyke
di1agnostische hulpmiddelen; met andere woorden, zyn er
significante verschillen in het galzuurpatroon by pati¥n-
ten met intrahepatische of extrahepatische cholestase en
by patiBnten met levercirrhose t,o0,v, elkaar en t,o.v.
normale personen?

b, Is er een verband tussen de galzuurpatronen in serum en
in gal by normale personen, by pati¥nten met intrahepati-
sche cholestase en pati¥nten met een levercirrhose?

¢, Is er een verband tussen de duur van de cholestase en het
galzuurpatroon in het serum van pati¥nten met een extrahe-
patische cholestase? Is dit ook het geval by pati¥nten met
een intrahepatische cholestase?

d. En hiervan afgeleid: Is er een verband tussen het galzuur-
patroon in het serum en het histologische stadium in het
leverbiopt bj pati¥nten met primaire bililaire cirrhose?

e, Is er een verband tussen het galzuurpatroon in het serum
en andere chemische parameters zoals bilirubine, alkali-
sche fosfatase, 5'-nucleotidase, sgot, sgpt en choleste-
rol, by cholestase en clrrhose?

f. Zyn er met de gaschromatografische bepalingsmethode mono-
hydroxy-galzuren, speciaal lithocholzuur (3 @ -monohydroxy
- 5 B -cholaanzuur) en/of 3  -monohydroxy -A 5-choleenzuur,

in serum, gal of urine van pati¥nten met P,B,C, of andere



Je

vormen van cholestase aantoomnbaar?

Is er bjj pati¥nten met cholestase een verband tussen de
totale serum galzuurconcentratie en het galzuurpatroon
enerzijds en het optreden van jeuk anderzijds?

Bestaat er een verband tussen het effect van cholestyrami-
ne op de jeuk van pati¥nten met intrahepatische cholesta-
se en het galzuurpatroon in het serum?

Wat gebeurt er met het galzuurpatroon in serum en gal bijj
pati¥nten met cholestase, bij wie weer galafvlioed werd ver-
kregen door het aanleggen van een drain in de ductus cho-
ledochus of in een ductus hepaticus?

Heeft kwantitatief onderzoek van de galzuren (met inbegrip
van de sulfaatveresterde fractie) in de 24-uurs urine van
pati¥nten nog waarde voor de diagnostiek van de verschil-

lende vormen van cholestase?



HOOFDSTUK II

Literatuuroverzicht

IT.1., Inleiding

Cholestase of galstase is voor de klinicus gewoonlijjk synoniem
voor geelzucht, ontstaan ten gevolge van een verminderde of afwe-
zige afvloed van gal naar de darm, Galstase wordt chemisch meest-
al gekarakteriseerd door een stijging van voornamelijk geconjugeerd
bilirubine in serum met een duideljjk verhoogde activiteit van al-
kalische fosfatase en van andere enzymen, 2zoals 5!'-nucleotidase,
leucine-aminopeptidase en gamma-glutamyl-transpeptidase, terwijl de
serum transaminasen een relatlef geringe stijging vertonen, Een
stijging van het geconjugeerde bilirubine is echter niet obligaat,

De oorzaak van de cholestase kan in het intrahepatische of
extrahepatische galwegsysteem gelocaliseerd zijn., Extrahepatische
cholestase vindt zijn oorzaak in mechanische afvloedbelemmering wvan
gal door aandoeningen die zich bevinden tussen de beide ductus
hepaticli en de papil van Vater, Voorbeelden zijn tumoren, stenen,
congenitale a- of hypoplasie van de galwegen en ontstekingspro-
cessen, Hierdoor ontstaat een verwijding van het daarboven gelegen
galwegsysteem, Hoewel de bifurcatie van de ductus hepaticus com-
munis anatomisch nog tot het intrahepatische galwegsysteem be-
hoort, wordt de door obstruerende aandoeningen van de bilfurcatie
(driewegcarcinoom) of van de in de porta hepatis gelegen ductus
hepatici ontstane cholestase als extrahepatisch aangemerkt, Intra-
hepatische cholestase noemt men die vormen van galstase, die een
gevolg zijn van biochemische veranderingen in het galsecretiemecha-
nisme van de levercel of van beschadigingen van het ductulaire
epltheel, zoals bij het ontstaan van de primaire biliaire cirrhose
(P.B.C.) waarschijnlijk het geval is.

Morfologisch herkent men de cholestase aan de verwijding van
de galcanaliculili, aan galpigment in de hepatocyten en de Kupfferse
cellen en aan galtrombi in de galwegen (Tabel II,1). Tevens kan
men soms een "vederachtige" ("feathery") degeneratie van het le-
vercelcytoplasma, een verstoring van de levercelplaten met focale

necrose en een proliferatie van ductuli opmerken,

-4 -



JABLE II.1.

Morphological and functional criteria of cholestasis.

A. Morphological criteria.

1. Mecroscopic : green colored enlarged liver.
2. Microscopic § - bile thrombi in canaliculi and ductuli
- bile pigments in von Kupffer cells and hepatocytes
3. Ultrastructural : = shortening and/or disappearance of microvilli.
- canalicular dilatation
- hypertrophy of the smooth endoplasmic reticulum

— enlargment of the golgi-apparatus.

B. Functional criteria.

X
1. Retention of biliary products in the systemic circulation:

— alkaline phosphatase, S5'-nucleotidase, leucine-aminopeptidase, and
¥ —glutamyl-transpeptidase
- bile acids

bilirubin

cholesterol

phospholipids
- formation of an abnormal lipoprotein

2. Disturbance in the metabolism of these products

3. Due to a chronic interruption of the biliery bile acid excretion:
- steatorrhea
- hypoprothrombinaemia

- osteomalacia

x in order of importance.



Voor de patholoog-anatoom is het vaak moeilijk om tussen ex-
tra~- en intrahepatische cholestase een onderscheid te maken, wan-
neer deze al enige tijd bestaat, Een gevolg van de cholestase is de
aanwezigheid van meer dan normale hoeveelheden van (bﬁna) alle
galprodukten in de circulatie, Naast voornamelijk geconjugeerd bi-
lirubine komen alkalische fosfatase en galzuren in verhoogde con-
centraties in het bloed voor (Javitt, 1971; Tabel II.1.).

Onder deze definitie van cholestase zijn dus niet inbegrepen
die syndromen, waarbij alleen geconjugeerd bilirubine en sommige
andere organische anionen, zoals broomsulfaleine, maar geen gal-
zuren geretineerd worden. Bedoeld worden de syndromen van Dubin-
Sprinz-Johnson en van Rotor, Ontstaat de galstase door een ob-
structie van de galwegen, dan worden galzuren, enzymen en gecon-
jugeerd bilirubine waarschijnlijk wel door de hepatocyt gesecer-
neerd, doch hierna mogelijk via het ductulaire cpitheel geresor-
beerd en uitgescheiden in de bloedbaan. Het geconjugeerde biliru-
bine kan tot een bepaalde drempel door de levercellen weer ge-
klaard worden, Het alkalische fosfatase wordt niet opgenomen in de
levercel vanuit de bloedbaan en de galzuren slechts tot een be-
paalde drempelwaarde, waarschijnlijk via een actief transportmecha-
nisme., Zo kunnen situaties ontstaan waarbij een deel der galproduk-
ten, zoals de alkalische fosfatase en de galzuren in verhoogde
concentraties in het bloed worden aangetroffen, terwijl het bili-
rubinegehalte normaal is, Een voorbeeld hiervan is het allervroeg-

ste stadium van de P.B,C. (Popper en Schaffner, 1970).

II.2. Normale anatomie van het galwegsysteem (Elias 1967, Elias en
Sherrick, 1969)

Door de hepatocyt wordt gal via de canaliculaire membraan in
de canaliculi uitgescheiden, die een netwerk van capillairen tus-
sen de levercellen vormen., De galcapillairen hebben geen eigen
wand, Deze wordt gevormd door bepaalde structuurdifferentiaties
(met microvilli) van de omsluitende levercelmembraan, Talrijke gal-
capillairen verzamelen zich in de voornamelijk periportaal gelegen
cholangiolen of kanaaltjes van Hering, waarvan de wand zowel ge-
vormd wordt door ductulusepitheel als door hepatocyten. Het ka-

naaltje van Hering mondt uit in een interlobulaire ductulus, die



samen met een takje van de arteria hepatica en van de vena portae
in een portaal driehoekje gelegen is, De interlobulaire galductuli
op hun beurt verenigen zich tot septale galductuli, welke tezamen
weer uitstromen in de linker en rechter ductus hepaticus.

De ductuli zijn galbuizen, die met eenlagig kuboid of cylin-
drisch epitheel bekleed zjjn.

In de porta hepatis vloeien de septale galbuizen tot ductus
hepaticl ineen, De beide ductus hepatici, de ductus hepaticus com-
munis, de galblaas met de ductus cysticus en de ductus choledo-
chus, welke de voortzetting vormt van de ductus hepaticus communis
na de inmonding van de ductus cysticus, vormen samen het extrahe-

patische galwegsysteem,

IT.3. Overzicht van de stofwisseling van galzuren

Het doel van dit overzicht is om een indruk te geven van de
belangrijkste chemische elgenschappen en fysilologische functies wvan
de galzuren.

Een drietal processen, waarbijj stoornissen in het metabolisme
van de galzuren een directe betekenis hebben voor de kliniek, =zin:
- de vetabsorptie in de darm
- de cholesterolsynthese
- de galproduktie

De termen galzuren en galzouten worden gewoonlijk door elkaar
gebrulkt., Strikt genomen zou men zich tot de term galzuren moeten
beperken, wanneer men de niet geioniseerde vorm bedoelt, terwijl
men de term galzouten zou moeten gebruiken wanneer men het heeft
over de geloniseerde vorm, In het spraakgebruik 1s echter de ge-
woonte ontstaan de term galzuren (bile acids) te gebruiken voor de
vrije of ongeconjugeerde vorm en de term galzouten (bile salts)
voor de geconjugeerde vorm (Heaton, 1972). In dit overzicht en in
de volgende hoofdstukken zal in het algemeen voor beide vormen de
term galzuren worden gebruikt. Wanneer geconjugeerde galzuren na-
drukkelijk bedoeld worden, zal deze term worden gebruikt. Bij de
mens zijn de galzuren onder normale omstandigheden in geconjugeer-
de en grotendeels in geioniseerde vorm aanwezig,

Voor dit overzicht werd gebruik gemaakt van publicaties wvan
Bergstr¥m e.,a. (1960), Haslewood (1967), Hofmann en Small (1967),
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Danielsson (1969), Small en Admirand (1969), Elliot e.a, (1971) en
Mosbach (1972).

IT.3.1., Synthese en chemische eigenschappen van galzuren

Van de galzuren worden bij de mens en de meeste zoogdieren al-
leen het cholzuur en het chenodesoxycholzuur in de lever gesynthe-
tiseerd, Samen maken zijj ongeveer 80% uit van de totale pool wvan
galzuren, Zij worden primaire galzuren genoemd, aangezien 2zjj in de
hepatocyt uit cholestero! gevormd worden, Deze omzetting verloopt
in enkele fasen (Fig. II.1.), Op microsomaal niveau vindt eerst
een hydroxylering van de steroidring plaats, De eerste reactie -
de 7 @ -hydroxylering van cholesterol - is zeer belangrijk, aange-
zlen deze de reactie beperkende stap 1s bij de synthese van galzu-
ren, Het terugkoppelingseffect van galzuren, die via het vena por-
tae bloed naar de lever terugkeren, op de synthese van primaire
galzuren wordt op dit niveau uitgeoefend (Shefer e.,a,, 1970; Mos-
bach e.a., 1971).

De hydroxylgroepen worden in a -positie aan het galzuurmole-
cuul gebonden, Dat wil zeggen dat zij loodrecht komen te staan op
de vlakken, gevormd door de A-ring en de B, C en D-ringen, Dit is
tegengesteld aan de hydroxylgroep die in pJ -positie op de 03-
plaats aan het cholesterolmolecuul gekoppeld is, De hydroxylgroep
ligt hier in het vlak dat gevormd wordt door de A, B, C en D-rin-
gen (Fig. II.1,.,)., Door een stereospecifieke verzadiging van de 05-
C6 dubbele binding ontstaat een cis-structuur van de A en B-rin-
gen, De A en B-ringen zijn nu loodrecht ten opzichte van elkaar ko-
men te staan, terwijl de B, C en D-ringen van de steroidkern in
hetzelfde vlak komen te liggen, Hierdoor wordt het wvlakke chole-~
sterolmolecuul in een L-vormig gebogen galzuurmolecuul veranderd.
Vervolgens vindt een zijketenoxydatie plaats, waarschijjnlijk op mito-
chondriaal niveau, Hierdoor ontstaat een verkorting van een 027-
naar een Czh-molecuul. Tevens wordt het Czh—atoom tot een carbo-
xylegroep geoxydeerd. Zo zullen afhankelijk van het aantal hydroxy-
leringen het cholzuur (ja »y 7@ 4, 12a -trihydroxy-53 -cholaanzuur)
en het chenodesoxycholzuur (3a , 7@ -dihydroxy - 5 -cholaanzuur)
ontstaan, Van cholestaan spreekt men wanneer in de gehydroxyleer-

de steroidkern geen onverzadigde bindingen meer aanwezig zijjn,



terwijl de zijketen nog intakt is. Van cholaanzuur spreekt men wan-
neer in de steroidkern geen onverzadigde binding meer aanwezig is,
een of meer hydroxylgroepen aan de steroidkern gekoppeld zijn, ter-
wijl de zijketen reeds tot COOH is geoxydeerd., Van choleenzuur
spreekt men wanneer zich in de gehydroxyleerde steroidkern nog een
onverzadigde binding bevindt, terwijl de zijketen tot COOH geoxy-
deerd is,

Vervolgens vindt weer op microsomaal niveau in aanwezigheid
van adenosinetrifosfaat, co-enzym A en Mg++ conjugatie plaats van
de Czh-carboxylgroep aan de aminogroep van taurine of glycine,
waardoor een peptidebinding ontstaat (Tabel II,2). Men kan nu
spreken van geconjugeerde galzuren., Normaal zijn er 1 tot 6 maal,
gemiddeld ongeveer 2, meer glycineconjugaten dan taurineconjugaten
in het menselijjk lichaam aanwezig, Afhankelijk van de pH zullen deze
geconjugeerde moleculen gaan ioniseren, waarbij men strikt genomen
van galzouten zou moeten spreken,

TABLE II.2. The different types of human bile acid conjugates.

R" - CO - NH - CH, = COO

Glycocholate (cholylglycine)
Glycochenodeoxycholate (chenodeoxycholylglycine)
Glycodeoxycholate (deoxycholylglycine)
Glycolithocholate (1ithocholylglycine)

X -
R™ - CO - M - (CH2)2 S0,

Taurocholate (cholyltaurine)
Taurochenodeaxycholate (chenodeoxychalyltaurine)
Taurodeoxycholate (deoxycholyltaurine)
Taurolithocholate (1lithocholyltaurine)

“R-COOH = G ,, bile acid.

In deze vorm zijn de galzuren krachtige detergentia, Uit het
in water onoplosbare cholesterol is nu een amfifiel molecuul ont-
staan, dat enerzijds een hydrofobe (steroidring), anderzijds een hy-
drofiele zijde (hydroxylgroepen, amidebinding en de sulfaatgroep

van taurine of de carboxylgroep van glycine) heeft. Het galzuur
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kan in deze vorm vergeleken worden met gewone zepen (natrium- of
kaliumzouten van vetzuren). Het 1is dan ook redelijjk oplosbaar in
waterig milieu en heeft een oppervlakte actieve werking, d.w.z,
een oppervlaktespanning verlagend effect op een lucht/water of een
olie/water scheidsvlak, Het galzuur is in staat polymoleculaire
aggregaten of micellen in water te vormen, waarin tevens slecht in
water oplosbare lipiden, zZoals cholesterol, mounoglyceriden, fosfo-
lipiden en vetzuren kunen worden ingebouwd, De hydrofobe delen van
de galzuren, met in de kern van de micel vetzuren, monoglyceriden
en cholesterol zijn naar binmnen gericht, terwijl de hydrofiele delen
naar buiten in het omringende waterige milieu uitsteken, Hierdoor
ontstaat een waterheldere oplossing van olie-achtige substanties
in water,

De geioniseerde groep op de =zijketen is voornamelijk verant-
woordelijk voor de wateroplosbaarheid der galzuren, Deze houdt de
galzuren bjj een fysiologische pH in geladen vorm en verhindert zo
de passieve diffusie door de lipidenmembraan van het galwegsysteem
en de dunne darm, Een klein deel der primaire galzuren wordt niet
geresorbeerd in de dunne darm, Dit wordt in het colon door anaero-
be enterococcen, clostridium perfringens, lactobacillen en bacte-
roides gedeconjugeerd tot vrije galzuren en vervolgens gedehydroxy-
leerd d,m,v, een 7 a =dehydroxylering tot desoxycholzuur (3a ,

12 a -dihydroxy-5 p -cholaanzuur uit cholzuur) en lithocholzuur

(3 @ -monohydroxy- 5p cholaanzuur uit chenodesoxycholzuur), Desoxy-~
cholzuur en lithocholzuur worden secundalre galzuren genoemd, Een
groot gedeelte van het desoxycholzuur en een minimaal deel van het
slecht oplosbare lithocholzuur wordt in het colon geresorbeerd en
in de lever weer omgezet in met taurine of glycine geconjugeerde
galzuren,

De secundaire galzuren worden dus deels geresorbeerd, deels onver-
anderd in de feces uitgeschelden en deels door verdere bacteridle
inwerking in een dertigtal andere galzuren omgezet, zoals uit on-
derzoek van feces van normale personen is gebleken,

De synthese van galzuren in de lever bedraagt normaal 0,2 tot
0,6 g per 24 uur en is gelijk aan die hoeveelheid galzuren, die per
24 uur met de feces verloren gaat, De synthese in de lever van
galzuren wordt gereguleerd door een terugkoppelingssysteem, het-

geen inhoudt dat er een negatieve correlatie bestaat tussen de



hoeveelheid galzuren, die in de darm wordt teruggeresorbeerd en
via het vena portae bloed weer aan de lever wordt aangeboden, en
de mate van synthese van galzuren in de lever,

De omvang van de galzuurpool blijkt in grote mate afhankelijk
te zijn van de frekwentie of de snelheid waarmee de galzuren in de
enterohepatische kringloop circuleren, Gebleken is, dat de pool
van een bepaald galzuur kleiner is naarmate ook de halfwaardetijd
korter is (Low-Beer en Pomare, 1973). Ook heeft men ontdekt dat de
synthese van het primaire galzuur chenodesoxycholzuur in hoge mate
onderdrukt kan worden door het toedienen van het secundaire gal-
zuur desoxycholzuur (Low-Beer e,a,, 1972). Hierin 1ligt een aanwij-
zing besloten dat de synthese van galzuren in de lever deels af-
hankelijjk is van darmbacteri¥n, die de galzuren kunnen dehydroxyle-

ren,

IT.3.2. De enterohepatische kringloop van galzuren

Een van de belangrijkste functies van de galzuren is het nor-
maal doen verlopen van de vetvertering en de vetabsorptie, Tijdens
de maaltijd worden de galzuren door contracties van de galblaas met
de gal in het duodenum gebracht in een concentratie die varicert
van 5 tot 25 mmol/l, "Mixed micelles”, samengesteld uit galzuren
en de bij de lipolyse vrijgekomen monoglyceriden en vetzuren, zorgen
voor een effectief transport van deze produkten naar het absorbe-
rende oppervlak van de dunne darm, Deze micellen worden pas ge-
vormd, wanneer de concentratie van de galzuren in het duodenum
stijgt boven de zgn, critische micellaire concentratie, die in de
dunne darm 2 mmol/l bedraagt. De totale pool van de galzuren be-
draagt normaal 2 - 4 g, Deze circuleert 6 & 10 keer per dag of 2
3 3 keer per maaltijd in de enterohepatische kringloop, waarbij on-
geveer 95% van de pool telkens weer geresorbeerd wordt. De groots-
te resorptie vindt actief in het terminale ileum plaats, Ook vindt
nog passieve diffusie van galzuren in het jejunum en het colon
plaats, Men kan stellen dat per dag 10 & 30 g galzuren betrokken
zijn bijj de vetvertering in de dunne darm. De duur van het nuchter
zjijn, de galblaasfunctie, de snelheid van maagontleding, de vocht-
hoeveelheid, die bij de maaltjjd wordt genuttigd en de mate van

darmmotiliteit zijn factoren, die bjj normale personen een grote
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schommeling in de concentratie van galzuren in de dunne darm ver-
oorzaken,

Voor een overzicht van ziektebeelden die ontstaan, wanneer
galzuren in de darm voor de vetvertering verloren gaan - bijv, na
ileumresecties en bij een abnormale bacteriegroei in de dunne darm-,
wordt verwezen naar de ultstekende publicaties wvan Garbutt e,a.

(1971), Heaton (1972), Hofmann (1972) en Wilson en Dietschy
(1972).

II.4, De normale galsecretie

De totale hoeveelhelid gal, die wordt geproduceerd, wordt be-
paald door de galsecretie in de canaliculi, in de ductuli en door
de permeabiliteit van het galwegepitheel (Javitt, 1971), De norma-
le samenstelling van levergal en galblaasgal is samengevat in Ta-
bel II,3. Als belangrijkste organische stoffen zijn aanwezig: galzu-
ren, fosfolipiden (lecithines), cholesterol en bilirubine., De NaZ,
kX, catt, mgit

lijk te zijn aan die van plasma, terwijl HCOB- in de gal in veel ho-

en Cl -concentraties blijken in de gal ongeveer ge-

gere concentraties dan in plasma aanwezig kan =zijn (Thureborn,
1962). Een stijging wvan het HCOB_-gehalte ziet men vooral optreden
na stimulatie met secretine, De gal wordt dan ook meer verdund zo-
dat de concentraties van de verschillende stoffen dalen. Op grond
van de varierende HCOB-—concentratie kan de pH van gal schommelen
tussen de 5,9 en 7,8,

Small e.a. (1966) en Hofmann en Small (1967) hebben aanneme-
lijk gemaakt, dat het transport van lipiden in gal aanzienlijk ver-
gemakkelijkt wordt door de vorming van "mixed micelles" tussen gal-
zuren, cholesterol en fosfolipiden, zeker wanneer de galzuurfrac-
tie boven de critische micellaire concentratie van 1 & 2 mmol/1
stijgt. Op grond van in vitro studies hebben Admirand en Small
(1968) een coBrdinatensysteem geintroduceerd om de oplosbaarheid
in de vorm van micellen van galzuren, cholesterol en fosfolipiden
aan te geven, Hieruit i1s duidelijk geworden, dat alleen micellen
gevormd worden, wanneer de concentraties van galzuren en fosfoli-
piden ten opzichte van die van cholesterol hoog genoeg zin. Is de
relatieve concentratie van fosfolipiden en galzuren ten opzichte
van cholesterol te laag dan is de gal oververzadigd met choleste-

rol en bestaat de mogelijkheid tot vorming van cholesterolkristal-
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TABLE II.3. Compositicn of human bile (g/100 m1).

Hepatic bile Gallbladder bile

Arnorganic ions 0.6 - 0.9 0.5 - 1.1
(na*, k¥, €17, Hoo,”, Ga*t, ete)

Fatty acids 0.1 - 0.14 0.9 - 1.6
Cholesterol 0.004 - 0.21 0.01 - 1.3
Phospholipids (lecithins) 0.1 - 0.6 1.0 - 5.8
Bile acids 0.7 - 1.4 1.0 - 9.2
Other organic compounds

(mucin, bilirubin diglucuronide etc) 0.2 - 1.2 1.0 - 4.2
H,0 + 95 85 - 90
pH 5.9 - 7.8 5.9 - 7.8

(Haslewood, 1967)
len, Vlahcevic e.a, (1970) en Small en Rapo (1970) hebben er op

gewezen, dat de ratio tussen galzuren, fosfolipiden en choleste-
rol in levergal geljjk is aan die in galblaasgal, Ook in gal, opge-
vangen bij duodenumsondage, vindt men dezelfde ratio als in gal-
blaasgal, zodat deze representatief voor galblaasgal is te noemen
voor wat betreft de onderlinge verhouding van de genoemde produk-
ten (Sj¥vall, 1960},

Bij pati¥nten met cholesterolgalstenen wordt een significante
vermindering ~ soms zelfs tot 50% van normaal - van de galzuurpool
gevonden (Vliahcevic e.a., 1970a). De betekenis hiervan is, dat de
gal een overmaat aan cholesterol bevat in verhouding tot de andere
componenten van de micellen, dus de galzuren en de fosfolipiden,
Gal, die oververzadigd is met cholesterol wordt lithogene gal ge-
noemd (Small, 1970), Op het probleem van het ontstaan van galste-
nen wordt hier niet verder ingegaan, maar zij verwezen naar over-

zichten van Soloway e.a, (1971) en Redinger en Small (1972),

IT.4.1, Galsecretie door de canaliculus

Sperber (1959 en 1965) stelde de hypothese op, dat de voor-
naamste prikkel voor galsecretie door de hepatocyt het actieve
transport van galzuren door de canaliculaire membraan is, Deze
hypothese kwam naar voren door het bekend worden van het cholere-

tische effect van galzuren, Door het ontstaan van een osmotische
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gradient tussen levercel en de vloeistof in de canaliculus zouden
water en elektrolyten door de canaliculaire membraan kunnen passe-
ren, Wanneer met toenemende infusiesnelheid taurocholaat wordt
toegediend dan ziet men een lineaire correlatie ontstaan tussen de
galproduktie en de excretie van galzuren, Dit is gebleken uit on-
derzoek bij de hond (Preising e.a., 1972), bij het konjjn (Erlinger,
1972) en bij de mens (Scherstén e.a,, 1971). Een abrupte onderbre-
king van de enterohepatische circulatie van galzuren veroorzaakte
een vermindering van de galsecretie tot ongeveer 50% van normaal
in kortdurende experimenten (Thureborn, 1962). Scherstén e,.a,
(1971) toonden voor het eerst aan, dat er een duidelijke correlatie
bestaat tussen de galproduktie en de excretie van galzuren in de
gal. Deze correlatie heeft betrekking op de dihydroxy - en trihy-
droxy-galzuren, die het hoofdbestanddeel van de normale gal uitma-
ken, Dezelfde onderzoekers toonden ook aan, dat de secretie van
cholesterol, maar vooral van lecithine in de gal grotendeels af-
hankelijk is van de secretie van galzuren (Nilsson, 1970),.

Bij een abrupte onderbreking van de enterohepatische circula-
tie daalde de lecithine-excretie in de gal bijna even sterk als de
excretie van galzuren (Nilsson en Scherstén, 1969). Wanneer men
galzuren per os toedient of inspuit in de vena portae bij proefdie-
ren of toevoegt aan het perfusiemedium van de geisoleerde en ge-
perfundeerde proefdierlever, dan ziet men de lecithine-excretie in
de gal weer snel toenemen (Swell e.,a., 1968 en 19683, Heath e ,a,,
1970, Nilsson, 1970). Waarschijnlijk wordt de synthese en indirect
de excretie van lecithine positief beinvloed door de enterohepati-
sche circulatie van galzuren (Nilsson, 1970, Balint e,a,, 1971).

De invloed van galzuren op de cholesterolsecretie in de gal
is minder nauwkeurig bekend, LFLen abrupte onderbreking van de en-
terohepatische kringloop veroorzaakt een daling van de choleste-
rolsecretie in de gal, doch deze is minder uitgesproken dan de da-
ling van galzuren en lecithines (Nilsson e.,a,, 1969), terwijl toe-
diening van galzuren relatief weinig effect op de cholesterolse-
cretie heeft (Dell [JAr: P 1971). De alles bijeen toch duidelijke cor-
relatie tussen de excretie van galzuren, fosfolipiden en choles-
terol in de gal suggereert een andere hypothese voor de canalicu-
laire galsecretie, die minder gekoppeld is aan het osmotische ef-

fect van galzuren. De drie componenten worden mogelijk vanuit de

- 15 -



canaliculaire membraan in de vorm van micellaire aggregaten uitge-~
scheiden, hoewel micellen op zich een geringere osmotische activi-
teit hebben dan de drie componenten afzonderlijk (Hofmann en Small,
1967). De mogelijjke invloed van galzuren op de cholesterolsecretie
in de gal kan men niet los zlien van een mogelijke invloed op de
cholesterolsynthese in de lever. Wij zullen hierop echter niet na-
der ingaan,

Naast de zogenaamde van galzuren afhankelijjke canaliculaire
galsecretie, die hierboven besproken is, blijkt een aanzienlijk deel
(nogal wisselend bij de verschillende diersoorten) van de canalicu-
laire galproduktie niet afhankelijk te zijn van de excretie van gal-
zuren: de van galzuren onafhankelijke canaliculaire galsecretie,
Een actief transport van natrium door de hepatocyt onder invloed
van een in de celmembraan gelokaliseerd enzym - het Nat - x* geac=-
tiveerde adenosinetrifosfatase - zou hiervoor wverantwoordelijk zijn
(Bakkeren, 1968 ; Erlinger e.,a., 1969). Toediening van ouabaine
dat het natriumtransport remt, veroorzaakt een verminderde galpro-
duktie zonder dat de secretie van galzuren vermindert (Erlinger
e.a,, 1970),

Wanneer men de galsecretie uitzet tegen de galzuurexcretie,
dan ziet men, dat bij een galzuurexcretie van 0 er nog steeds gal
wordt geproduceerd. Die hoeveelheid gal, die geproduceerd wordt,
wanneer de excretie van galzuren tot O gereduceerd is, wordt de
van galzuren onafhankelijke canaliculaire galfractie genoemd., Bjj de
mens zijn kwantitatieve gegevens over de galproduktie en de samen-
stelling van de gal moeilijk op hun waarde te schatten wegens pro-
blemen bij het verkrijgen van levergal en gezien het feit dat de si-
tuatie, waarin gal wordt verzameld, vaak weinig fysiologisch is,
Scherstdn e,a, (1971) hebben berekend dat een excretie van Tumol
galzuur gepaard gaat met een waterexcretie van 14 u 1, De excretie
van galzuren bij de mens met een normale enterohepatische circula-
tie werd berekend op ca 15,1 % mol/min, De van galzuren afhankelijke
galsecretie werd op ongeveer 0,21 ml/min geschat, Op grond hiervan
kon men berekenen dat de van galzuren onafhankelijke galfractie ca
50% van de totale galproduktie bedroeg, Onlangs werd door Prandi
e.a, (1973) de grootte van deze fractie bij de mens op 40% bere-
kend,



Een verandering in de permeabiliteit van de camaliculaire
membraan kan van invloed zijn op de totale galproduktie, Simon en
Arias (1972) legden in een recent overzicht de nadruk op de bete-
kenis van kwantitatieve veranderingen in de eiwitsamenstelling van
de canaliculaire membraan bij stoornissen in de galsecretie, De
waarneming van Forker (1968), dat oestrogenen de permeabiliteit
van de canaliculi kunnen veranderen, lijkt hierbij van belang, Toe-
diening van oestrogenen aan proefdieren werd gevolgd door een ver-
mindering van de galsecretie en door een vermeerdering van de kla-
ring van sucrosen door de lever via galsecretie., Er zijn aanwijzin-
gen dat dit effect van oestrogenen berust op een remming van de
niet van galzuren afhankelijke canaliculaire galsecretie (Cumucio
en Valdivieso, 1971).

Het is mogelijk dat terugdiffusie van galzuren via het duc-
tus epitheel plaatsvindt, hetgeen kan resulteren in een verminder-

de galproduktie,

IT.4.2. Galsecretie door de ductulus

In de ductuli wordt aan de gal een vloeistof met een hoge
concentratie aan bicarbonaat en chloride toegevoegd. Deze secretie
door de galductuli staat onder invloed van secretine, gastrine,
cholecystokinine en glucagon (Wheeler, 1969), Secretine heeft
kwantitatief het grootste effect (Jones €,a,, 1971). Wheeler heeft
ook gewezen op de mogelijkheid van re-absorptie van vocht in de

galwegen, Dat dit in de galblaas gebeurt, is reeds langer bekend.

Concluderend kan men stellen dat de hoeveelheid gal, die in
het duodenum stroomt, afhankelijk is van de canaliculaire galpro-
duktie door de hepatocyt, die weer afhamnkeljjk is van de frekwentie
waarmee de galzuurpool binnen de enterohepatische kringloop circu-
leert, Tevens is de galproduktie afhankelijk van de mate van re-ab-
sorptie van vocht in de galductuli of in de galblaas en van secre-—
tie in de galductuli en de grotere galgangen, Om deze redenen is
het moeilijk exact het galvolume per 24 uur vast te stellen, Pa-
ti¥nten, die een cholecystectomie ondergaan hadden en bij wie de
enterohepatische circulatie kunstmatig intact werd gehouden, pro-
duceerden een galvolume van 500-600 ml per 24 uur (Erlinger,

1972).



IT.5. Indeling en diagnostiek van aandoeningen met cholestase

Op grond van klinische, chemische, radiologische, serologi-
sche en histologische criteria kan men meestal een onderscheid
maken tussen intrahepatische en extrahepatische cholestase,

Het vinden van betrouwbare chemische parameters voor de
diagnostiek is bijjzonder moeilijk gebleken door de niet zelden iden-
tieke afwijkingen die bij de beide vormen van cholestase, vooral in
een vroege fase, worden gezien, Het blijkt, dat zowel de chemische
parameters als het histologische beeld van de leverbiopsie eerder
een aanwijzing zijn voor de duur en de ernst van de cholestase dan
voor een intra- of extrahepatische lokalisatie (Popper en Schaff-
ner, 1970).

Een verhoging van de alkalische fosfatase- en de 5!'-nucleo-
tidase-activiteit in serum wordt als een specifieke en gevoelige
parameter beschouwd bij stoornissen in de galsecretie (Phelan €,84,
1971)B Deze enzymen zyn gelokaliseerd in de wand van de endotheel-
cellen en de canaliculaire membraan (Essner e,a,, 1958; Wachstein
en Meisel, 1958). Het 5'-nucleotidase, dat de nucleotidefosfaat-
esters, adenosinemonofosfaat en inosinemonofosfaat, hydrolyseert,
is meer spccifiek voor stoornissen in de galafvloed, Dit geldt ook
voor enzymen als het leucine-aminopeptidase en het gamma-glutamyl-
transpeptidase, Het alkalische fosfatase in het serum is immers
decls ook afkomstig uit bot en andere weefsels,

Het histologische beeld van de lever bij cholestase is op
zich niet bewijzend voor een bepaalde diagnose, maar begeleidende
fenomenen maken het de ervaren patholoog-anatoom soms mogelijk de
juiste diagnose te stellen., Dergelijke fenomenen zin o.a. de hepati-
tis, die gewoonlijk wijst op een intrahepatische oorzaak wvan de cho-
lestase en de verwijding van de intrahepatische galgangen bij een
extrahepatische oorzaak van cholestase,

Het vaststellen van een goede doorgankelijkheid van de gal-
wegen kan op verschillende manieren worden nagegaan, Het meest
eenvoudige is de bepaling van urobiline in de urine, Deze is ech-
ter bij een sterk toegenomen excretie van bilirubine in de urine
minder bruikbaar, Het verdient dan ook aanbeveling de bepaling van
urobilinogeen in de ontlasting hieraan toe te voegen (Brandt,

1958), Is de hoeveelheid urobilinogeen in de feces minder dan 5 mg
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per dag, dan leert de ervaring, dat er sprake 1s van afwezigheid
van gal in de darm, d,w.zZ, van een totale afsluiting der grote
galwegen, Is deze bevinding in de loop van een 3 twee weken by
herhaling reproduceerbaar, dan 1s een blyvende, totale afsluiting
van de grotere galwegen zeer aannemelyk, De oorzaak van de afslui-
ting blykt meestal op een tumor te berusten (Brandt e,a,, 1972).
Waardevolle onderzoekmethoden, die kunnen worden toegepast by het
opsporen van obstructies 1n het extrahepatische galwegsysteem zyn

131J-Bengaalrood,

o.,a, de hypotone duodenografie, de leverscan met
de percutane transhepatische cholangiografie en de cholangiografie
na canuleren van de ductus choledochus via de papil van Vater ty-
dens duodenoscopie,

Wanneer de klinische situatie het toeleat, duon zal men 1in
twyfelgevallen niet aarzelen een laparotomie te doen om de extra-
hepatische galwegen en vooral de hoog in de leverhilus gelegen
ductus hepatici te inspecteren, By intrahepatisch gelokaliseerde
obstructies zal men aan de extrahepatische galwegen dan geen afwy-

kingen vinden.

II.5.1. De extrahepatische cholestase

Hieronder wordt verstaan ecn complete of i1ncomplete galaf-
vloedstoornis door een obstruerend proces dat gelokaliseerd 1s in
de extrahepatische galwegen, De oorzaak van de mechanische ob-
structie kan van velerlei aard zyn, met name bacteri&le ontstekin-
gen, tumoren en stenen, Een obstructie distaal van de samenvloei-
ing van de ductus cysticus en de ductus hepaticus communis veroor-
zaakt een uitgezette galblaas, die soms palpabel 1s, Vergrote lym-
fomen langs het ligamentum hepatoduodenale veroorzaken alleen
geelzucht wanneer deze ook, zoals by maligne aandoeningen, inva-
sief 1n de ductus groeien, Alleen door druk van buiten af ontstaat
zelden of nooit een belemmering van de galafvloed, Wanneer daaren-
tegen een carcinoom 1in de leverhilus groeit, kan wel icterus ont-
staan, doordat de ductus daar weinig of niet kunnen uitwyken (Pop—
per en Schaffner, 1970).

Chemaische parameters zoals de serum alkalische fosfatase- en
5t-nucleotidase-activiteait kunnen wisselend verhoogd zyn by de ex-

trahepatische cholestase. Zo vonden Stern e,a, (1973) dat by meer
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dan 20% van hun pati¥nten met dit type obstructie de serum alkali-

sche fosfatase-activiteit minder dan tweemaal verhoogd was.

IT.5.2. De Intrahepatische cholestase

Aan een intrahepatische cholestase kunnen verschillende oor-
zaken ten grondslag liggen (Tabel ITI.4), Een aantal voor dit on-

derzoek belangrijke syndromen zullen hieronder worden samengevat,

TABLE II.4. GLauses of intrahepatic cholestasis.

a, Acute viral hepatitis.

b. Alcoholic hepatitis.

c. Chronic active hepatitis and cholestasis.

d. Primary biliary cirrhosis stage I - IV.

e. Drug induced hepatitis and cholestasis.

f. Drug induced cholestasis without the histological features of hepatitis.
g. Jaundice of late pregnancy.

h. Benign recurrent intrahepatic cholestasis.

i, Primary sclerosing cholangitis.

j« Intrahepatic and extrahepatic biliary atresia.

k. Enzyme deficiencies: aq—antitrypsin deficiency, galactosemia and tyrosinemia.

52,1, De cholestatische vorm van een acute virushepatitis

Bij nauwkeurige observatie blijken vrij vele pati¥nten met een
acute virushepatitis een, zij het meestal kortdurende, cholestati-
sche fase door te maken, Bij een enkeling kan deze zelfs wekenlang

persisteren,

5.2.2, Primaire biliaire cirrhose (Rubin e.a.,1965)
Foulk en Baggenstoss, 1969; Brandt en Furstner, 1970; Pop-
per en Schaffner, 1970%; Sherlock en Scheuer, 1973),

De naam primaire biliaire cirrhose 1is enigszins ongelukkig
gekozen, daar alleen in het laatste stadium van de ziekte een ech-
te biliaire cirrhose gezien wordt, De Engelse term "chronic non-
suppurative destructive cholangitis" (Rubin e,a,, 1965) geeft de

kern van het ziektebeeld beter aan,
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Het ziektebeeld van de P,B,C, ontwikkelt zich meestal slui-
pend., Het gaat gepaard met een langdurige en gewoonlijk progressie-
ve intrahepatische cholestase, In de beginfase van de zlekte be-
staat er nogal eens vermoeidheid, anorexie, vermagering, terwyl
jeuk als vroege uiting van een stoornis in de galafvloed al véér
de icterus aanwezig kan zin,

By lichamelijk onderzoek zal in de latere fasen een icterus
opvallen met een hepato- en soms een splenomegalie, Spider naevi,
xanthomen en xanthelasmata kunnen aanwezlg zijn, De serum concen-
tratie aan galzuren is verhoogd en dit veroorzaakt waarschynlyk de
heftige jeuk bj) deze pati¥nten,

Chemisch vallen vooral de verhoging van de serum alkalische fosfa-
tase- en 5'-nucleotidase-activiteit op als eerste aanwijzing voor
een gestoorde galafvloed, Het serum bilirubinegehalte is in latere
fasen wisselend verhoogd, Vaak zijn de serum lipiden gestegen, doch
dit 1s niet obligaat. Dit uit zich vooral in een toeneming van het
vrije cholesterol t.,o0,v, het veresterde cholesterol, Ook de serum
fosfolipiden en triglyceriden kunnen sterk verhoogd zyn,

Op basis van de histologische afwijkingen in het leverbiopt
kan men het verloop van de P,B,C. maar Popper en Schaffner (19703)
indelen in 4 stadia.

Stadium I: Cholangitis., In de beginfase van de ziekte is er een
destructie van interlobulaire en septale galductuli.
Deze zijn dan omgeven door een infililtraat van voorname-
lijk IgM-producerende plasmacellen en lymfocyten met de-
positie van complement verbruikende immuuncomplexen
rond de betreffende galductuli (Paronetto ecsa,, 1970).
Vaak worden in dit stadium al antilichamen tegen mito-
chondri¥n gevonden, De relatie van dit fenomeen met de
leverbeschadiging is niet duidelyk (Doniach e,a,,
1970). Het AustraliB-antigeen is negatief, Het proces
beperkt zich in deze fase tot een vergroting van de
portale ruimte zonder significante hepatocellulaire be-
schadiging of cholestase,

De klinische symptomen en laboratoriumbevindingen
worden in dit stadium al overheerst door de gevolgen
van een regurgitatie van gal: jeuk, een toename van de

serum alkalische fosfatase-activiteit, soms reeds een



Stadium IT:

verhoging van de serum bilirubine-concentratie en niet
zelden ook een hypercholesterolemie, Soms worden granu-
lomen in de portale ruimten gezien, doorgaans in duide-
lijke relatie met intralobulaire galductuli, Soortgelijke
granulomen kunnen o,a, ook voorkomen bij sarcoidosis,
meestal echter zonder relatie met de portale ruimten.,
De Kveimtest wordt echter niet positief bij P.B.C., (Fox
e.a., 1969),

Proliferatie van de ductuli. De destructie van de in-

terlobulaire ductuli wordt gevolgd door proliferatie
hiervan, door destructie van de grotere septale galduc-
tuli en een toename van bindweefsel in de porta gebie-
den, Dit gaat gepaard met icterus en toenemende jeuk
als voornaamste symptoom., De intrahepatische cholestase
zowel centraal als perifeer in de lobuli, is hierbij ka-
rakteristiek, Zijj is een gevolg van een lesle op het ni-
veau van de ductuli, Ook ontstaat er in dit stadium
soms een periportaal ontstekingsinfiltraat, dat op
"piece meal" necrose lijkt, zodat verwarring met een
chronische aggressieve hepatitis voor de hand ligt, Het
is echter meestal wel mogelijk in dit stadium een onder-
scheid tussen deze twee histologische beelden te maken,
Bij P,B.C, is de primaire lesie aan de cholangiolen en/
of de interlobulaire galbuisjes te vinden. Bij de chro-
nische aggressieve hepatitis bevindt de ontsteking zich
primair zowel in het periportale parenchym als in het
galwegsysteem, Het galwegepitheel zou meerlagig worden
en vaker vacuBlen bevatten bij de chronische aggressieve
hepatitis, terwijl rupturen van de galbuisjes uitslui-
tend bijj P,B,C,; zouden voorkomen (Christofferson, eo,a,,
1972). Het ontstekingsinfiltraat bij P,B,C, bestaat uit
lymfocyten, histiocyten, eosinofielen, neutrofielen en
plasmacellen, Op den duur ontstaan bindweefselsepta,
die de portale ruimten met elkaar verbinden. Hepatome-
galie is meestal aanwezig, xanthomen worden niet zelden
aangetroffen, Indien een hypercholesterolemie aanwezig
is, is deze in dit stadium doorgaans het meest uitge-

sproken,
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Stadium ITI, Fibrosevorming. De lever is vergroot en er wordt bij

histologisch onderzoek een ernstige centrale en perife-
re cholestase gezlen, De hoeveelheid bindweefsel in en
rond de portavelden is sterk toegenomen, het aantal
galductuli is aanzienlijk gereduceerd en normale galduc-
tuli worden praktisch niet meer gezien, Bovendien
treedt regeneratie van leverweefsel op. De portale hy-
pertensie kan aanleiding geven tot bloedingen uit oeso-
flagusvarices,

Stadium IV, Cirrhose. In dit stadium is de lever vast en onregel-
matig nodulair., Er zijn praktisch geen galductuli meer
aanwezig in de portale ruimten., Een centrolobulaire of
perifere cholestase wordt gezien, die ook bij andere ty-
pen van cirrhose kan voorkomen, llet histologische beeld
heeft in dit stadium weinig specifieke kenmerken meer,
zodat een afbakening van andere typen van cirrhose vaak
moeilijk, zo niet omnmogelijk is., De pati¥nten zijn meestal
icterisch en overlijden gewoonlijk aan een leverinsuffi-
ci¥ntie, De hypercholesterolemie en de xanthomen, in-
dien aanwezig, verdwijnen meestal geleidelijk in deze
fase,

De duur van de ziekte wisselt sterk, Enerzijds kunnen pati¥n-
ten jaren redelijk stabiel blijven in de vroege fase van de ziekte
(Brandt en Bronkhorst, 1972). Anderzijds kan de ziekte ook een
sterk progressief verloop hebben, waarbij de pati¥nten binnen kor-
te tijd (1 3 2 jaar) komen te overlijden., Behalve de genoemde klini-
sche, chemische en histologische criteria heeft het vinden van an-
tistoffen tegen mitochondri¥n grote waarde voor de diagnose P¢B.C,s
Doniach (1972) vond bij 93% van de P.B,C,-pati¥nten antistoffen te-
gen mitochondri¥n (A.M,A,), Goudie (1966) bij 87%, Het vinden van
A,M,A, is vrij specifiek voor P,B,C., vooral wanneer een hoge titer
aanwezig is. Een negatieve bevinding pleit dan ook voor een extra-
hepatische obstructie, In een recent onderzoek werd echter gesug-
gereerd, dat een positieve reactie ook bij extrahepatische obstruc-
tie voor kan komen, Naarmate de obstructie langer aanwezig was,
werd het aantal positieve bevindingen groter, terwijl ook de titers
sterk stegen (Chun Lam e a,, 1972), Dit onderzoek is echter nog
niet bevestigd., Ook bij de halothaan- en de chloorpromazinehepatitis
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vindt men soms tijdelijk een matig positieve reactie (Rodriguez
e.,a,, 1969), terwijl bij de chronische aggressieve hepatitis en de
cryptogene cirrhose ongeveer 25% van de pati¥%nten A,M,A, in lage
titers heeft (Doniach, 1972). Bij het stellen van de juiste diagno-
se kan men om bovenvermelde redenen voor grote moeillijjkheden komen
te staan en zal men soms niet aan een proeflaparotomie ter contrd-
le van het gehele extrahepatische galwegsysteem kunnen ontkomen,
Hoewel een laparotomie mnatuurlijk het nodige risico voor de pati¥ént
met zich meebrengt, zal de chirurg bij deze gelegenheid een wigex-
cisie ult de lever kunnen doen, De diagnose P,B,C, zal zo gemakke-
lijker histologisch gesteld worden dan met een percutaan verkregen
leverbiopt (Hadziyannis e.,a,, 1970).

De etiologie van de ziekte is nog onbekend. De meeste onder-
zoekers zien de P,B,C, als een primair "auto-immune" leverziekte
(Doniach en Walker, 1969). Het voorkomen van P,B.,C, samen met an-
dere "auto-immuun" syndromen is ook een steun voor deze hypothese
(Golding e.a., 1971; Read, 1971; van Berge Henegouwen e,a,, 1973;
19733). De meest voor de hand liggende hypothese is, dat er een
auto-aggressie aanwezilg is, speclaal tegen de cholangiolen en de
interlobulaire ductuli, Secundair hieraan ontstaat er een mecha-
nische galafvloedbelemmering, De rol, die stoornissen in het gal-
zuurmetabolisme hierbij zouden kunnen spelen, wordt besproken in
§ IT,6,

Bij de therapie van de P,B.C, zou soms, althans in een vroege
fase van de ziekte wel enige vertraging van het ziekteproces ge-
zien kunnen worden met azathloprine, Ook de excretiefunctie wvan de
lever 1lijkt soms enigszins te verbeteren., Onderzoek op grote schaal
met dit medicament is thans in bewerking (Fisher en Schmid, 1967;
Ross en Sherlock, 1971)° Bij sommige pati¥nten is azathioprine ook
een effectief middel tegen de jeuk gebleken (Alargon-Segovia -2 - PR
1970; Gips, 1973). Hoewel corticosteroiden het algemeen welbevin-
den van de pati¥nt aanzienlijk kunnen verbeteren en in een inciden-
teei geval wel eens tijdelijk succes gezien wordt, 1s het effect
hiervan gewoonlijk gering (Carman, €o84, 1955). Als therapie voor
de vaak zeer hinderlijke jeuk heeft men een heel andere benadering
gekozen, Aangezien de jeuk waarschijnlijk veroorzaakt wordt door op-
slag in de huid van galzuren, die door een belemmering van de gal-

afvloed geretineerd worden, heeft men aan de pati¥nten cholestyra-
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mine per os toegediend. Bij een niet volledige obstructie wvan de
galafvloed lukt het hiermee om op darmmniveau de enterohepatische
circulatie van galzuren te onderbreken (zie § II.8.), Het gevolg
is een versterkte omzetting van cholesterol in galzuren en een mo-
bilisatie van galzuren uit de weefsels, Binnen enige dagen vermin-
dert de jeuk en daalt de serum concentratie van galzuren, biliru-
bine en cholesterol (Carey eca,, 1961, 1969; Murphy e.,a., 1972)c
De uiteindelijjke prognose van de ziekte wordt waarschijnlijk niet
door het cholestyramine beinvloed (Datta en Sherlock, 1966),

Onderzoekingen met fenobarbital tonen aan, dat dit middel de
excretie van galzuren kan bevorderen, zodat het bij de behandeling
van de P.B.C. toepassing zou kunnen vinden (zie § IT.,8; Admirand
en Bauer, 1971; Stiehl en Admirand, 1972),

5¢243. Geneesmiddelen-hepatitis

Dit 1s een leverbeschadiging, waarbij histologisch tekenen
van een acute hepatitis worden gevonden, Vaak is er ook sprake van
cholestase, Het ontstaan van de leverbeschadiging hierbij is meest-
al niet van een bepaalde dosis afhankelijk, Deze berust vaak op een
overgevoeligheidsreactie, die kan ontstaan na herhaald gebruik wvan
bepaalde medicamenten, zoals chloorpromazine, isoniazide en niflu-
minezuur (van Berge Henegouwen e,a,, 19743). Vaak doet de reactie
zich voor bij personen met een allergische constitutie, De uitge-
breidheid van de lijst van medicamenten, die deze vorm van choles-
tase kunnen veroorzaken, wijst erop dat eenzelfde chemische struc-

tuur niet de oorzaak van deze reactie kan zijn (Perez ec.a,, 1972),

5.,2.4. Geneesmiddelen-cholestase zonder de histologische tekenen

van een hepatitis

Hier wordt bedoeld de cholestase, zoals die veroorzaakt kan
worden door bepaalde steroiden, Bjj deze groep bestaat wel een do-
sis afhankelijkheid, Onderzoek van de chemie der steroiden heeft
een factor aan het licht gebracht, die verantwoordelijk is voor de
cholestase, Hier is geen sprake van een overgevoeligheidsreactie.
Alle personen die b.v, 17 a -methyltestosteron toegediend krijgen,
ontwikkelen een min of meer uitgesproken cholestase (Schalm,

1962). Dit zou voornamelijk een effect op de van galzuren onafhan-
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kelijke galfractie zijn (Erlinger, 1972). Om anabole steroiden te
synthetiseren, die oraal werkzaam zijn en daarom tegen het 17/ -
hydroxy-steroiddehydrogenase in de lever beschermd moeten worden,
ging men de 17 § -hydroxylgroep vervangen door ecn 17 @ —alkylgroep.
Dit had echter vaak een duidelijke cholestase tot gevolg. Van een
aantal andere neutrale steroiden o,a,, etiocholanolon en pregnano-
lon is aangetoond, dat voor hun pyrogene en cytotoxische werking
de 3« -hydroxy-5p l-structuur van groot belang is, Iedere hydroxyl-
groep die aan zulk een steroidskelet wordt toegevoegd en naar de
achterzijde van de steroidring (intr-positie) gericht is, vermin-
dert de toxiciteit (Palmer, 1969). De 17-a -hydroxylgroep van de
corticosteroidmetabolieten en de 7a - en 12 @ - hydroxylgroepen van
chenodesoxycholzuur en cholzuur zin in tegenstelling tot het toxi-
sche lithocholzuur (3a -5 8 H-structuur) hier voorbeelden van (zie

§ II1.6).

5¢245s Recidiverende intrahepatische zwangerschapscholestase

Deze vorm van cholestase is zeer zeldzaam en komt ongeveer
bij 1 op 2000 zwangerschappen voor (Haemmerli, 1969). Het begint
meestal in de tweede helft van de graviditeit na de 26e week. Na
de partus of na onderbreking van de zwangerschap verdwijnt de cho-
lestase zeer snel, Vaak zijn de pati¥nten icterisch en hebben zij
veel last van jeuk, Cholestyramine wordt aanbevolen als behande-

ling (Huisjes, 1971).

5.,2.,6, Benigne intermitterende intrahepatische cholestase (Summer-
skill en Walshe, 1959; de Groote e,a,, 1960; Tygstrup en
Jensen, 1960 en 1969; Schapiro en Isselbacher, 1963; Wil-
liams e.a,, 1964; Erlinger e.a., 1972)

Dit is een zeldzaam ziektebeeld, waarvan tot nu toe enige
tientallen patiénten beschreven zijjn. De pati¥nten maken langdurige
perioden met icterus door (variérend van een maand tot soms negen
maanden) met heftige jeuk, die spontaan overgaan, In de prodromale
periode kan er vermocidheid, anorexie en misselijkheid aanwezig
zijn. De jeuk is al vé6r de icterus aanwezig, Tijdens de icterische
fase kunnen heftige bovenbuikspijnen optreden, terwijl de lever soms
vergroot is, Het bilirubinegehalte in serum kan tot ongeveer 80

mg/l oplopen en is voornamelijk in geconjugeerde vorm aanwezig. Ook
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de serum alkalische fosfatase-activiteit en de serum galzuren zyn
in deze periode verhoogd. De icterus heeft een typisch cholesta-
tisch karakter, De pati¥nten hebben echter nooit een complete ob-
structie. Tydens de icterische fase ziet men in het leverbiopt een
uitgesproken centrolobulaire cholestase, Soms zyn de galcanaliculia
verwyd, soms vindt men een verbreding van de portale driehoekjes
en treedt tydelyk een bindweefseltoename op met infiltratie wvan
mononucleaire cellen, Vooral by langdurige ijicterus ontstaat het
beeld van een chronische pericholangitiz, Er ontstaat echter nooit
een secundaire biliaire cirrhose, Het cholestatische karakter van
de 1cterus en de buikpynen geven nogal eens diagnostische proble-
men en niet zelden wordt, soms by herhaling, een laparotomie ver-
richt om de galwegen te inspecteren, Hierby worden nooit afwpykin-
gen aan het extrahepatische galwegsysteem gevonden.

De ziekte kan zich op elke leeftyd openbaren, het meest fre-
kwent tussen het 10e en 20e levensjaar, Z3y komt meer voor by man-
nen, terwyl soms een familiair verband aanwezig 1is (Tygstrup en
Jensen, 1969).

Opvallend is, dat de patiénten tussen de i1cterische fasen
geheel gezond zyn en in het leverbiopt dan geen afwykingen gezien
worden, Als therapie voor de heftige jeuk, die waarschynlyk ver-
oorzaakt wordt door ophoping van galzuren 1in de huid, heeft men
vooral het cholestyramine met succes gebruikt (Splegel €,8,,
1966). Ook fenobarbital is met succes toegepast. Het veroorzaakt
een verbeterde galafvloed en de serum concentratie van de galzuren
daalt (Stiehl en Admirand, 1972). Hoewel de oorzaak van deze ziek-
te onbekend 1i1s, pleit het voorkomen ervan in besloten gemeenschap-

pen voor een genetisch bepaald enzymdefect,

5,2.7. Primaire scleroserende cholangitis (Warren e.,a,, 1966;
Sherlock, 1968; Tinckler, 1971; Thompson e.,a.; 1972; Mar-
koff, 1973)

Dit is een zeldzame ziekte, die gekenmerkt wordt door een
niet specifieke ontstekingsreactie met verspreide fibreuze verdik-
kingen van de extrahepatische galwegen, waarby ook de intrahepati-
sche galwegen mee kunnen doen, De aandoening kan sluipend ontstaan

en snel progressief worden, Klinisch staat een toenemende i1cterus
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met buikpijn op de voorgrond, De ziekte ontstaat meestal in de le

of 5e decade en komt driemaal meer voor bij mannen dan bijj vrouwen,

Het beeld is dat van een obstructie-icterus, Een totale afsluiting

van de galwegen, c.q. het afwezig zijn van gal in de darm, is geen

obligaat verschijnsel, De diagnose wordt gesteld tijdens laparoto-
mie, De extrahepatische galwegen zijn sterk fibrotisch verdikt en
voelen aan als getromboseerde venen.,

Meyers e.a, (1970) hebben de volgende criteria voor het syn-
droom opgesteld:

1, Progressieve geelzucht van het obstructie type.

2, Er mogen geen stenen in de galwegen aanwezig zijn,

3, Tevoren mogen geen chirurgische ingrepen aan de galwegen ver-
richt zijn.

4, Er moet histologisch een gegeneraliseerde verdikking en stenose
van een deel van het galwegsysteem aanwezig zijjn,

5. Een cholangiocarcinoom en hoog in de hilus gelegen extrahepati-
sche carcinomen moeten uitgesloten worden,

6, Een P,B,C, is niet in het spel,

7. Een colitis ulcerosa of ziekte van Crohn mogen niet aanwezig
zijn, Deze aandoeningen zijn in combinatie met een scleroserende
cholangitis beschreven (Atkinson e.,a,, 1964; Warren e.a.,
1966). Bij deze combinatie zou men van een secundaire sclerose-
rende cholangitis moeten spreken,

Histologisch toont de lever galstase en periportale fibrose,
Wanneer intrahepatisch gelegen galgangen betrokken zjn bij het
ziekteproces, kan verwarring met een P,B,C, ontstaan (Bhatial
e.,a,, 1969). Bij het voortschrijden van de ziekte ontstaat een se-
cundaire biliaire cirrhose met een portale hypertensie, De pati¥n-
ten overlijden gewoonlijk 4 tot 6 jaar na het stellen van de diagno-
se,

Carey e.a, (1966) hebben gesuggereerd, dat de cholestase en
de beschadiging van de galductuli, die wel bij een colitis ulcerosa
gezien worden, het gevolg zijn van een abnormaal grote absorptie
van potentieel toxische galzuren (lithocholzuur) door het bescha-
digde darmoppervlak,

Meyers e,.,a, (1970) vermelden redelijke resultaten met corti-
costeroiden, doch helaas was de "follow up" van deze pati¥nten

niet langer dan een jaar, Andere immunosuppressiva zouden ook tij-
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delyk een verbetering van de obstructie kunnen brengen (harren
e.a.,, 1966). Als therapeutische maatregel wordt wel drainage van
de ductus choledochus of van een van de ductus hepatici geadvi-
seerd, hoewel het soms moeilpk en zelfs onmogelyk 1s, om de drain
in het vernauwde lumen op te voeren. Ondanks enig tydelpyk succes
van een dergelyke drainage ontstaat toch by de meeste pati&nten
snel een recidief door het ontstaan van hogerop gelegen stienosen,
waarby opnieuw een belemmering van de galafvloed ontstaat, De uit-
eindelypke prognose 1s dan ook infaust., De toepassing van cholesty-
ramine en antibiotica (doxycycline) by deze pati¥nten bevindt zich

nog 1n een experimenteel stadium,

II.6, Galzuren en Cholestase

In deze paragraaf zal eerst de rol, die stoornissen in het
galzuurmetabolisme mogelyk spelen by het ontstaan en onderhouden
van cholestase en leverbeschadiging worden besproken. Vervolgens
zal deze kennis die voornamelyk uit het dierexperiment verkregen
1s, getoetst worden aan de uit de literatuur bekende gegevens be-
treffende stoornissen in het galzuurmetabolisme, die gevonden zyn
by cholestatische syndromen en b1y levercirrhose by de mens,
Schaffner en Popper (1969) hebben de hypothese opgesteld, dat een
stoornis in de normale micelvorming in de gal een belangryke fac-
tor zou kunnen zyn by het ontstaan van i1ntrahepatische cholestase,
Deze zou voornamelyk veroorzaakt worden door synthese in de lever
van monohydroxygalzuren, Hiermee 2zou men dan het biochemische sub-
straat voor de gevonden morfologische afwykingen i1n de lever 1in
handen hebben. Hoewel een stoornis in de galsecretie onder invloed
van een gestoorde micelvorming nog tamelyk speculatief 1s, 1lgkt
het wel waarschynlyk, dat de leverparenchymbeschadiging als gevolg
van de cholestase, ol deze nu van intrahepatischedan wel van ex-
trahepatische oorsprong 1s, eerder door een gestoorde afvloed van
galzuren dan van andere galbestanddelen, zoals bilirubine, veroor-

zaakt wordt (Hutterer e,a,, 1972; PlPopper, 1972).

II,6.1, De betekenis van monohydroxygalzuren voor het ontstaan van

cholestase

Holsti (1960 en 1962) toonde voor het eerst aan, dat door
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lithocholzuur i1n een overmaat aan proefdieren toe te dienen, een
cholestase en na langere tyd zelfs een cirrhose geinduceerd kon
worden, Lithocholzuur ontleent zyn naam aan het feit dat het by
lichaamstemperatuur onoplosbaar i1s in water, Het wordt onder nor-
male omstandigheden door een bacteri¥le 7 @ -dehydroxylering in het
colon uit chenodesoxycholzuur gevormd en slechts voor een gering
gedeelte geabsorbeerd (Norman en Sjy¥vall, 1960; Hellstr8m en Sj¥-
vall, 1961). De geringe hoeveelheid lithocholzuur 1in de gal kan
door 1nbouw in een micel samen met andere meer polaire galzuren
wel 1n oplossing gehouden worden (Small en Admirand, 1969). Eén
mol lithocholzuur kan in vitro door 9 mol di- of trihydroxygalzu-
ren 1n een micellaire oplossing gebracht worden (Hofmann en Small,
1967). Dit verhindert dat lithocholzuur in kristallyne vorm neer-
slaat, Lithocholzuur samen met zyn 3 S -i1someer isolithocholzuur,
wordt in hoge concentratie in de menselyke feces aangetroffen (Ro—
senfeld en Hellman, 1962). Met gevoelige technieken (hoofdstuk
III) lukt het om ook by gezonde personen lithocholzuur in de gal
1l‘c-zh-lltho-

cholzuur aan pati¥nten, die de volgende dag een cholecystectomie

aan te tonen. Norman en Palmer (1964) gaven oraal

ondergingen, £y vonden de radio-activiteit i1n de feces en in de
galblaasgal terug., De radio-activiteit i1n de gal was afkomstig van
lithocholzuur, i1solithocholzuur en van een toendertyd onbekend
galzuur, dat later als het 3 a -sulfaatveresterde lithocholzuur
werd geidentificeerd (Palmer, 1967)., De grootte van de totale li-
thocholzuurpool by normale personen werd door Vlahcevic e,a, (1971)
gemeten, 713 vonden een gemiddelde van 50 mg, hetgeen 1 tot 2% van
de totale galzuurpool 1is,

Naast het lithocholzuur zouden ook andere monohydroxygalzu-
ren een rol kunnen spelen by syndromen die gepaard gaan met cho-
lestase, Normaal vindt by de synthese van galzuren uirt choleste-
rol eerst een hydroxylering van de steroidring en in de tweede in-
stantie pas een zZyketenoxydatie tot C-24-galzuren plaats. Na incu-
batie van rattelevermitochondri¥n met 14C-cholesterol wordt o.a.
het 3 f-OH- A 5-choleenzuur gevormd (Mltropoulus en Myant, 1967).
Wanneer men 26-0l-cholesterol aan ratten en hamsters intraveneus
toedient, dan ontstaat een snelle omzetting in mono-, di-, en tri-
hydroxygalzuren (Wachtel e.,a,, 1968; Javitt, 1969). Als een van de
monohydroxygalzuren werd het 3 8 -OH- A 5-choleenzuur hierby gelI-
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dentificeerd, een verbinding die bij de gewone synthese van galzu-
ren uit cholesterol niet wordt gevormd, Javitt (1969) heeft op
grond hiervan de hypothese opgesteld, dat nog een andere synthese-
weg van galzuren zou kunnen bestaan, In plaats van de normale
voorraig van de hydroxylering van de steroidring boven de zijketen-
oxydatie zou onder pathologische omstandigheden, bijv. bij cholesta-
se, een remming van deze hydroxylering kunnen ontstaan en de syn-
these van galzuren uit cholesterol kunnen beginnen met een zijke-
tenoxydatie, hetgeen resuliteert in een grotere kans tot het vrijko-
men van monohydroxygalzuren en van chenodesoxycholzuur (zie Fig.
II.2.). Intussen is door Anderson e.a, (1972) aangetoond, dat de
synthese van chenodesoxycholzuur via 26-0H-cholesterol-c1 ook Dbijj
de mens mogelijk is, Hoewel het bestaan van deze alternatieve syn-
thesemogelijkheid wel waarschijnlijk lijkt, is de kwantitatieve bete-
kenis ervan onbekend,

Bij proefdieren blijkt behalve lithocholzuur, ook het genoemde
3 B=OH - A 5-choleenzuur een aanzienlijke reductie in de galsecretie
te kunnen veroorzaken (Javitt en Emermann, 1968). Bij proefdieren
veroorzaakt het lithocholzuur in lage dosis voornamelijk een gal-
gangbeschadiging, bestaande uit proliferatie en hyperplasie van de
ductuli, wat gepaard gaat met een vermindering van de galsecretie,
Aangezien deze zelfde effecten, ten dele in vivo en ten dele in de
geisoleerde en geperfundeerde lever, bij ratten (Carey e.a., 1966;
Palmer en Hruban, 1966), muizen, hamsters, cavia's (Palmer, 1969)
bavianen (Carey e.a. 1966) en andere aapsoorten (Hunt, 1965) door
lithocholzuur geinduceerd kunnen worden, is het niet onredelijk te
veronderstellen dat monohydroxygalzuren een leverbeschadiging en
met name een beschadiging van galcanaliculi en galwegepitheel bij
de mens zouden kunnen veroorzaken,

De door lithocholzuur bjj proefdieren veroorzaakte cholestase
kan worden tegengegaan door tegelijkertijd voldoende di- of trihy-
droxygalzuren toe te dienen, teneinde de verhouding van de andere
galzuren tot lithocholzuur op molecuulbasis boven de 2 te houden.
Hierbij wordt het lithocholzuur opgenomen in de micellen gevormd
door de andere galzuren (Javitt en Emermann, 1968), Dat deze vorm
van intrahepatische cholestase tot stand zou kunnen komen door een
remmend effect van het lithocholzuur op de vorming van de van gal-

zuren onafhankelijke galfractie, suggereert de studie van King en
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Schoenfield (1972) met de geisoleerde en geperfundeerde hamsterle-
ver. Tijdens de geinduceerde cholestase bleef de excretie van gal-
zuren constant, terwijl de natriumexcretie duidelijjk verminderde. Dyj
dit kortdurende experiment werden slechts geringe concentraties
lithocinolzuur aan het perfusiemedium toegediend (5 «mol/l). Histo-
logische afwijkingen werden er niet bij waargenomen, In eenzelfde
soort studie met de geisoleerde en geperfundeerde rattelever,
waarbij concentraties tot 30u mol/l lithocholzuur werden gebruikt,
werden zowel elektronenmicroscopisch als lichtmicroscopisch duide-
lijke veranderingen aan de galcanaliculi in de vorm van dilatatie,
verlies van microvilli en reduplicatie van de canaliculaire mem-
braan gevonden (Fisher e.a,, 1971). Deze morphologische afwjkingen
bij cholestase waren al eerder door Schaffner en Javitt (1966) be-
schreven bij kortdurende in vivo experimenten met humsters, Hierbij
werden ook veranderingen gezien van het endoplasmatisch reticulum
en aan de mitochondrién, De overeenkomst tussen de histologische
afwijkingen, die door monohydroxygalzuren bij proelfdieren veroor-
zaakt worden en die, welke bij patiénten met langdurige cholestase
gevonden worden, waarbij kristalachtige partikels tegen de canali-
culaire membraan kunnen worden gezien - een mislukte poging tot
micelvorming? - is de grondslag geweest van de door Schaffner en
Popper (1969) opgestelde hypothese, waarbij lithocholzuur als pri-
maire oorzaak verantwoordeljjk wordt gesteld voor sommige vormen

van intrahepatische cholestase bij de mens,

II.6.2, De betekenis van andere galzuren voor het ontstaan van

cholestase

Uit recent onderzoek van Hutterer e.a, (1972) blijkt, dat ook
een retentie van normale di- of trihydroxygalzuren verantwoordelijk
kan zijn voor de gevonden elektronen- en lichtmicroscopische afwij-
kingen bij cholestase, In vitro worden galzuren, indien in lage
concentratie aanwezig, gebonden aan het lipoproteInedeel wvan het
enzym cytochroom P-450, een oxydase met diverse funkties binnen
het microsomale biotransformatiesysteem, dat in het gladde endo-
plasmatisch reticulum van de levercel is gelokaliseerd. Deze bin-
ding leidt tot een competitieve remming van de omzetting van che-

mische stoffen en geneesmiddelen., De galzuren kunnen hierdoor -
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samen met andere steroiden - de hydroxylering van allerlei endoge-
ne en exogene substanties beinvloeden,

By retentie van grote hoeveelheden galzuren in de lever of
by een langdurige inwerking van galzuren op het cytochroom P-450
zou een destructie van de bindingsplaats op het betreffende lipo-
proteine ontstaan (Hutlerer e,a,, 1972).

By nog hogere concentraties gaat door de detergerende wer-
king het cytochroom P-450 zelf te gronde (Denk €.de, 1971 en
1971d). Dihydroxygalzuren met @ -OH-groepen, zoals chenodesoxy-
cholzuur, zyn wat deze detergerende werking betreft aanzienlyk ac-
tiever dan galzuren met J -OH-groepen of & -trihydroxygalzuren, Om
deze reden 1s het belangryk te weten, dat galwegonderbinding by
ratten wordt gevolgd door een styging van de dihydroxygalzuurcon-
centraties in de lever van 0,3 tot 0,6 mmol/l, hetgeen ruim binnen
de marge ligt van de concentraties, waarby het cytochroom P-450
vernietigd wordt (Grelm €,R,, 1972).

Retentie van galzuren kan dus het gladde endoplasmatisch re-
ticulum beschadigen, Llektronenmicroscopisch onderzoek laat het
beeld zien van een hypertrofie hiervan, maar dit zou toch functio-
neel 1nactief zyn (Schaffner en Popper, 1969; Schaffner e,a.,
1971). De vorming van een overmaat chenodesoxycholzuur in de le-
vercel zou voldoende 2yn om de leverbeschadiging te kunnen verkla-
ren, DBy de ratten met galwegonderbinding ziet men de synthese wvan
galzuren veranderen in die 2zin, dat er via een alternatieve syn-
theseweg inerte galzuren worden gemaakt, d.,w.z. galzuren zoals
a -muricholzuur (311, 68, 7 @« —=trihydroxy-5 § -cholaanzuur),} -mu-
richolzuur (3a, 68, 78 -trihydroxy-58 -cholaanzuur) en ursode-
soxycholzuur (Ba , 7B -dihydroxy-5 ﬂ—cholaanzuur), die veel minder
sterk detergerend werken en daardoor ook minder schadelyk zyn voor
het cytochroom P-450. De geringe leverbeschadiging ven cholestase
by de rat 1lykt hiermee verklaard te worden (Grelm e,a., 1972). De
mens daarentegen heeft wa rschynlyk niet de beschikking over een
dergelpyk mechanisme, In de vroege stadia van ernstige galwegob-
structies vindt men in de lever een hoge concentratie cholzuur,
maar slechts geringe concentraties chenodesoxycholzuur., DBy de mens
zou het voornamelyk stygen van de intrahepatische cholzuurconcen-
tratie kunnen wyzen op een tydelyk beschermingsmechanisme, waarby

de ophoping van het meer toxische chenodesoxycholzuur verhinderd
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wordt. Bij langdurige cholestase ontstaat langzamerhand een duide-
lijke stijging van de chenodesoxycholzuurconcentratie, parallel met
het ontstaan van ernstige leverparenchymbeschadiging en leverin-
suffici¥ntie (Greim e.a., 1972?). Deze door de cholestase veroor-
zaakte leverparenchymbeschadiging vindt men het beste weerspiegeld
in de zogenaamde "vederachtige" (feathery) degeneratie van het le-
vercelcytoplasma en in de fibrosevorming,

Bij sommige vormen van galwegatresie bjj kinderen ziet men,
evenals bij de intrahepatische cholestase bij volwassenen, deze le-
verbeschadiging met enige vertraging ontstaan, Dit zou kunnen be-
rusten op een beschermingsmechanisme, waarbij vrelatief meer chol-
zuur geretineerd wordt in de lever dan chenodesoxycholzuur, Hierbij
lijkt ook de bevinding van Samuels en Palmer (|973) van belang, die
vonden, dat bij patiénten met een obstructie-icterus de cholzuur-
pool vergroot kan worden door een intrahepatische omzetting van
chenodesoxycholzuur in cholzuur, Een dergelijke synthese van chol-
zuur was tot nu toe niet bekend bij de mens,

Bij een ernstige beschadiging van microsomale structuren zo-
als bij langdurige cholestase kan men zich bovendien voorstellen,
dat de mitochondriale zijketenoxydatie-syntheseweg (Fig. IT,2,) de
overhand krijgt, waardoor het ontstaan van meer chenodesoxycholzuur
en mogelijk ook van intermedlaire stofwisselingsprodukten als 1i-
thocholzuur en 3 f -OH- A 5-choleenzuur, verklaard zou kunnen wor-
den, Hiervoor zou ook de volgende bevinding van Admirand en Trey
(1968) kunnen pleiten. In levers van pati¥nten, die aan een acute
massale levernecrose waren overleden, konden zij verhoogde concen-
traties lithocholzuur aantonen, In levers van pati¥nten met extra-
hepatische obstructie werd dit echter niet gevonden (Greim €,8,,
1972a en 1973). Terwijl de betekenis van stoornissen in het metabo-
lisme van galzuren voor het ontstaan van cholestase bij de mens nog
een open vraag blijft, biedt de retentie van bepaalde galzuren wel
een verklaring voor de gevonden morphologische en functionele af-
wijkingen bij cholestase,

I1,6,3. Veranderingen in het galzuurmetabolisme tijdens cholestase
bij de mens
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6.3.,1, Algemene bevindingen:

DBy patiBnten met cholestase door intrahepatische of extra-
hepatische oorzaken zyn de concentraties van cholzuur en minder
uitgesproken van chenodesoxycholzuur verhoogd in het serum, Secun-
daire galzuren komen by complete obstructies van de galwegen 1in de
regel niet voor, De verhouding cholzuur t,o,v, chenodesoxycholzuur
(chol/chen-ratio) is sterk verhoogd 1in vergelyking met die by nor-
male personen, By toenemende leverinsuffici¥ntie en by levercirr-
hose daalt de chol/chen-ratio beneden 1,0 (Osborn e.,a,, 1959;
Carey, 1969). By de P.B.C. werd dit bevestigd door Murphy e,a,
(1972) en Kaplowitz, e.a. (1973).

6.3.2, Monohydroxvgalzuren

By 8 van de 11 onderzochte pati¥nten met P,B.C, toonden Mur-
phy e.a. (1972 en 19728) een verhoogde concentratie aan in het se-
rum van monohydroxygalzuren, Tezamen waren deze concentraties 12-
35% van de totale serum galzuurconcentraties, Een deel hiervan
werd met een combinatie van dunne laag chromatografie en massa-
spectrometrie geidentificeerd als een monohydroxygalzuur met een
C5-C6 onverzadigde binding. Gesuggereerd werd dat dit het 3 -OH-
A 5-choleenzuur zou kunnen zyn, By een aantal andere aandoeningen
met cholestase werd ook een verhoogde concentratie van dit monohy-
droxygalzuur gevonden (Murphy e.a,, 1972), Door andere onderzoe-
kers werden met dunne laag-~ en gaschromatografie by P,B,C, slechts
sporen monohydroxygalzuren aangetoond (Rautureau e.a,, 1967; Maki-
no e.,a,, 1969; Neale e,a.,, 1971; van Berge Henegouwen e,a,, 1973;
Kaplowitz eqa,, 1973). De pati¥nten van Murphy e.a. (1973) met een
P,B.C., die een verhoogde serum monohydroxygalzuurconcentratie
hadden, hadden allen ook een serum bilirubinespiegel boven de 30
mg/1, By lagere bilirubineconcentraties werd nauwelyks een ver-
hoogde monohydroxygalzuurconcentratie gevonden. Dit suggereert dat
de bevindingen van Murphy e,a, eerder een gevolg dan een oorzaak
van cholestase zyn. Toediening van cholestyramine aan deze pati¥n-
ten veroorzaakte een aanzienlyke daling van de totale serum con-
centratie aan galzuren, terwyl ook de serum monohydroxygalzuurcon-
centraties sterk gereduceerd werden,

By drie pati¥nten met een acute hepatitis werd door Carey en
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Williams (1965) gaschromatografisch lithocholzuur in serum aange-
toond, Williams e,a, (1972) beschreven een familiair voorkomen van
een fataal verlopende cholestatische icterus met cirrhose, Bjj twee
kinderen, was het lithocholzuur in fors verhoogde concentraties in
serum >n gal aanwezig, terwjl ook de synthesesnelheid van cheno-
desoxycholzuur, de voorloper van lithocholzuur, sterk was toegeno-
men,

Back (1973) toonde gaschromatografisch monohydroxygalzuren
in geringe concentraties aan in urine van pati¥nten, die leden aan
intra- of extrahepatische cholestase, terwijl desoxycholzuur, dat
de meest gevoelige indicator is voor bacteri¥le omzetting van gal-
zuren in de darm, compleet afwezig bleek te zijn, Deze bevindingen
suggereren, dat de synthese van monohydroxygalzuren - gevonden
werden o,a, lithocholzuur en 3 3 -OlH- A 5-choleenzuur - in de lever
onder deze omstandigheden mogelijk is,

Gaschromatografisch onderzoek van urine van vier kinderen
met aangeboren extrahepatische galgangatresie¥n leverde verschil-
lende afwijkende monohydroxygalzuren op, Er werden gevonden 3 j -OH-
A 5-choleenzuur, 3 g -OH-5p -cholaanzuur (allolithocholzuur) en
lithocholzuur (Makino 3% P 1971). Ook deze bevinding kan als een
gevolg van de galafvloedbelemmering opgevat worden,

Hoewel men vroeger dacht, dat bij ernstige beschadiging van
de mucosa van de dunne of dikke darm een meer dan normale absorp-
tie van lithocholzuur zou kunnen optreden, werd dit niet bevestigd
bij onderzoek van pati¥nten met de ziekte van Crohn of een colitis
ulcerosa (Carey e.a,, 1967°; Neale e,a., 1971). Vena portae bloed
werd echter niet onderzocht bjj deze pati¥nten, Ook door toediening
van chenodesoxycholzuur tot 1,5 g per dag aan galsteenlijders ont-
staat geen verhoogde concentratie lithocholzuur in gal (Danzinger
e.a., 1972),

Concluderend kan dan ook gesteld worden, dat monohydroxygal-
zuren als oorzaak van de cholestase uitzonderlijk zeldzaam een rol
zullen spelen (Williams €., 1972). Over de betekenis van mono-
hydroxygalzuren voor het onderhouden van de cholestase bestaat

geen eenstemmigheid,

6.3.3. Andere kwalitatief afwijkende galzuren

Eyssen e,a, (1972) en Boon (1973) vonden in duocdenumvocht
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van twee neonaten met congenitale afwykingen en een incomplete in-
trahepatische cholestase ten gevolge van een partiéle atresie van
de interlobulaire galgangen het trihydroxycoprostaanzuur en moge-

1yk ook het dihydroxycoprostaanzuur, Dit zyn C,.-g2lzuren en in-

termediaire produkten by de normale synthese vsz Czu-galzuren by
de mens, In krokodillengal en by andere reptielen komen deze 027-
galzuren voor als de voornaamste eindprodukten van de omzetting
van cholesterol in galzuren (Haslewood, 1952). By deze pasgebore-
nen moet dit opgevat worden als een stoornis in de mitochondriale
zyketenoxydatie,

Back (1973) kon in urine van pati¥nten met intra- en extra-
hepatische cholestase ursodesoxycholzuur aantonen, Salen e,a,
(197h) vonden in de gal van patiénten met galstenen, die hiervoor
chenodesoxycholzuur toegediend kregen, ursodesoxycholzuur in hoge
concentratie, Deze bevindingen wyzen op een andere syntheseweg,
waarby chenodesoxycholzuur wordt omgezet in ursodesoxycholzuur in

de lever of via bacteri&le inwerking in de darm,

6.3.4, Sulfaatverestering van galzuren

Palmer (1967) heeft aangetoond, dat een deel der galzuren
veresterd kan worden met een sulfaatgroep aan de 3 a, 7a, of 12a
OH-groep, 50% van oraal toegediend 14C-lithocholzuur werd in gal
teruggevonden in de beter oplosbare sulfaatveresterde vorm (Palmen
1971). Hiermee werd aannemeljk gemaakt dat deze sulfaatverestering
in ieder geval in de lever kan plaatsvinden, Bovendien is van an-
dere toxische steroiden bekend, dat deze i1n de lever aan sulfaat
gekoppeld kunnen worden (Palmer, 1969).

Door by de dunne laag chromatografie gebruik te maken van
een specilale loopvloeistof kunnen de tauro- en glycolithocholzuur-
sulfaatesters vlak by de opbrengplaats worden geidentificeerd
(Palmer en Bolt, 1971). Onder normale omstandigheden zal mogelyk
een klein, kwantitatief onbelangrjyk, deel van de galzuren met sule-
faat veresterd zyn, Stiehl (1972 en 197&) kon met dunne laag chro-
matografie Ja -, 7@ - en 12a -~-sulfaatesters van mono-, di-en tri-
hydroxygalzuren in de urine terugvinden by zowel extra- als intra-
hepatische cholestase, Door deze sulfaatverestering neemt de pola-
riteit sterk toe en verloopt de klaring door de nier van galzuren

ongeveer 15 keer effectiever,
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In experimenten met geisoleerde en geperfundecrde levers van
de rat was al aangetoond dat het 3 ¢ -sulfaatveresterde lithochol-
zuur minder cholestase induceerde dan lithocholyltaurine of -gly-
cine (Fisher e.a., 1971). Deze sulfaatverestering van galzuren,
kan dan ook opgevat worden als een mogelijkheid van de lever om
zich te ontdoen van potentieel schadelijke concentraties aan galzu-
ren, en speciaal monohydroxygalzuren, Dit vindt enerzijds plaats
via de sterk toegenomen klaring door de nier, anderzijjds zullen de-
ze sulfaatesters, mits er nog voldoende galafvloed naar de darm
bestaat, door de sterkere zure eigenschappen minder in de darm
worden teruggeresorbeerd (Low-Beer eca,, 1969).

Dat door de meeste onderzoekers praktisch geen lithocholzuur
wordt teruggevonden in het perifere bloed bij cholestase kan een
gevolg zijn van de veel effectievere klaring door de nier wvan de
sulfaatveresterde fractie van dat galzuur (Admirand €e,4y 1972).
Aangezien door de sulfaatverestering de chromatografische eigen-
schappen van lithocholzuur sterk veranderen, is het twijjfelachtig,
of lithocholzuurbepalingen in gal, maar vooral in urine, zonder
aparte sulfaathydrolyse vooraf, wel een juist beeld geven van de
totale lithocholzuurconcentratie, Anderzjjds kan men stellen, dat
lithocholzuurbepalingen zonder aparte sulfaathydrolyse niet nutte-
loos zijjn, daar in ieder geval de meer toxische fractie kan worden
aangetoond (Palmer, 1972)° Doordat bij cholestase retentie van gal-
zuren ontstaat met overloop uit de lever naar de extracellulaire
ruimte buiten de lever, wordt duidelijk, dat de renale klaring van
galzuren een belangrijke rol zal spelen bij de afvoer van potentieel
toxische galzuren, De renale klaring van galzuren zal effectiever
verlopen naarmate de galzuren meer aan taurine gekoppeld zjjn, meer
OH-groepen bevatten en meer met sulfaat veresterd zijn (Weiner e.a,,
1964; Stiehl, 1973)., De eerste voorlopige resultaten van Admirand
e.a. (1972) en Stiehl (1974) tonen aan, dat bij de intra- en extra-
hepatische cholestase praktisch geen sulfaatveresterde galzuren in
serum aantoonbaar zijn, terwijl in de urine meestal meer dan 60% van
de galzuren aan sulfaat veresterd is, Dit is ook bevestigd door

onderzoekingen van Makino e, a, (1972 en 1973)a



6.3.5. Kwantitatieve veranderingen in de synthese van primaire
galzuren

Wat de invloed van cholestase op de synthese van primaire

galzuren in de lever kan zyn, 1s niet moeilyk te voorspellen,
Waarschynlyk benadert de opvatting van Small e,a, (1972) het meest
de werkelykheid, Z3; gaan ervan uit, dat de intrahepatische galzuur-
synthese gereguleerd wordt door wat zy noemen de critisch remmende
concentratie van galzuren, Wanneer de concentratie van de galzu-
ren, die via de vena portae en de arteria hepatica (deze laatste
speelt onder normale omstandigheden geen rol van betekenis) naar
de lever terugkeren, deze critisch remmende concentratie over-
schrydt, dan stopt de synthese van galzuren in de levercel door
remming van het enzym 7 a -hydroxylase,

In pathologische omstandigheden, zoals by cholestase en

cirrhose, moet men met 4 factoren rekening houden:

a, Hoe 1s de toestand van de lever? Is de gehele lever ziek
of een deel? Is de levercel misschien minder gevoelig ge~
maakt voor het terugkoppelingsmechanisme byv, door het
gebruik van fenobarbiltal, waardoor de critisch remmende
concentratie hoger komt te liggen”®

b. Hoe is het gesteld met de totale levermassa? Is de norma=-
le architektuur van de lever behouden gebleven en krygen
de levercellen een normale aanvoer van bloed via de
sinusoiden®

c, Hoe 1s het gesteld met de opnamecapaciteit van de indivi-
duele levercel?

d, Hoe 1s het gesteld met de concentratie van de galzuren in

het bloed dat naar de lever stroomt?

Wanneer men deze factoren overweegt, dan kan men veronderstellen,

dat by cholestase door de continue toevoer van galzuren via de
vena portae en de arteria hepatica, de synthese waarschynlijk ge-
deeltelyk of geheel onderdrukt zal worden, Onder normale omstan-
digheden vindt deze toevoer meer stoutsgewys plaats ten tyde wvan
de maaltyden., In de tussenliggende perioden met geringe aanvoer,
byve.e s nachts, kan de synthese dan flink oplopen, By de lever-
cirrhose 13 de synthese waarschynlijk ook verminderd, doordat de

critisch remmende concentratie wvoor de afzonderlyke levercellen in
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de cirrhotische lever lager ligt dan voor de normale levercellen

(Small e,a., 1972).

II.,6.4, Gevolgen van retentie van galzuren tijdens cholestase

Door een belemmering van de galsecretie ontstaat enerzijds
een tekort aan galzuren in de dunne darm, anderzijds een cumulatie

van galzuren in de perifere circulatie,

6.4.1, Gevolgen van een tekort aan galzuren in de dunne darm

Door de verminderde galsecretie kan een tekort aan galzuren
in het dunne darmlumen ontstaan, Wanneer de galzuurconcentratie in
het duodenum daalt beneden de critische micellaire concentratie,dan
zal het transport en de absorptie van de vrije vetzuren, de mono-
glyceriden en de vetoplosbare vitaminen nadelig beinvloed worden,
De vorming van "mixed micelles" is dan minder goed mogelijk en
steatorroe kan optreden (Hofmann en Small, 1967). De afwezigheid
van micellen hoeft echter niet noodzakelijk een ernstige steatorroe
tot gevolg te hebben, aangezien de absorptie van vrije vetzuren on-
der deze omstandigheden door de hele dunne darm nog vrij effectief
kan plaats vinden (Morgan €cdg, 1969; Porter e.,a., 1971).

Anders 1s het gesteld met de absorptie van vitamine A, D, E
en K, Voor de absorptie zijn deze vitaminen bijna geheel afhankelijk
van een goede concentratie aan galzuren in het dunne darmlumen
(Forsgren, 1969). Osteomalacie als gevolg van vitamine D-tekort is

dan ook een bekende complicatie wvan langdurige cholestase,

6.4,2, Cumulatie van galzuren in de perifere circulatie

De totale concentratie van galzuren in het serum is bij al-
lerlel leverziekten verhoogd en kan bij de obstructie-icterus tot
honderdmaal de normale waarde oplopen, Er lijkt een redelijke line-
aire correlatie te bestaan tussen de totale galzuurconcentratie en
het bilirubinegehalte in serum (Carey, 1969; Neale e,a,, 1971). De
totale galzuurconcentratie heeft waarschijnlijk geen waarde voor de
diagnostiek van leverziekten, maar is wel een gevoelige parameter
voor schommelingen in de funktie van de lever, zoals deze bestaan
bij de acute en chronische hepatitis (Korman €ole, 1973). Rudman en
Kendall (19573), Osborn e.a, (1959) en Carey (1958) toonden voor
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hct eerst aan, dat de chol/chen-ratio of de trihydroxy-dihydroxy-
galzuur verhouding in serum groter is dan normaal by pati¥nten met
een obstructie-icterus cn lager dan normaal by pati¥nten met een
cirrhose., Normeal schommelt de chol/chen-ratio rond de 1.0 met een
grote spreiding van 0,7 - 2,0 (Carey. 1969: Neale e,a.. 1971). By
de obstructie-icterus is de styging van de chol/chen-ratio te dan-
ken ~an een onevenredige toename van de serum cholzuurconcentra-
tie, terwyl by de cairrhose een onevenredige toename van het cheno-
desoxycholzuur bestaat, Cavey (1969) ging ervan uit dat de styging
1n serum van chenodesoxycholzuur veroorzaakt werd door een vermin-
derde 12 « -hydroxylase-activiteit by toenemeride leverbeschadiging,
In de literatuur bestaat de neiging om de trihydroxy-dihydroxy-ra-
t10 gelyk te stellen aan de chol/chen-ratio, omdat men aanneemt
dat by de verschillende leveraandoeningen het desoxycholzuur niet
of slechts i1n geringe concentratie aanwezig 1s, De reden hiervan
1is echter, dat by de dunne laag chromatografie geen goede schei-
ding verkregen kan worden tussen het chenodesoxycholzuur en het
desoxycholzuur, Met behulp van de gaschromatografie is het wel
mogelyk om een goede scheiding te verkrygen tussen de vier belang-
rykste galzuren, Het 1s dan ook juister om de chol/chen-ratio te
gebruiken en de aan- of afwezigheid van desoxycholzuur apart te
bestuderen,

In het algemeen kan men stellen, dat afhankelyk van de le-
verfunktie en mogelyk ook van de ernst en de duur van de cholesta-
se, een bepaald galzuurpatroon in serum gevonden wordt, De chol/
chen-ratio 1s aanvankelyk verhoogd ( >1,5). By toenemende leverpa-
renchymbeschadiging en leverinsuffici¥ntie daalt de chol/chen-ra-
tio (< 1,0), hetgeen als een omineus teken gezien zou kunnen wor-
den (Carey, 1969).

Dy de obstructie-icterus en by andere vormen van cholestase
kan het desoxycholzuur afwezig of verminderd aanwezig zyn en door
Makino e,a, (1969) 1s gesuggereerd, dat dit betekenis zou hebben
voor de diagnostiek van de verschillende vormen van cholestase, De
mate van conjugatie aan taurine of glycine van galzuren 1s by de
verschillende vormen van icterus nog niet uitvoerig bestudeerd,

Ongeconjugeerde galzuren worden 1n wisselende concentratie
in normaal serum aangetroffen (Sandberg e.a., 1965; Makino e,a.,

1969). Deze worden 1in verhoogde concentraties sangetroffen by
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pati¥nten met een toegenomen deconjugatie van galzuren in de dunne
darm ten gevolge van een abnormale bacterieflora (Lew1s, 1969).
Tot nu toe 1s niet gebleken dat het scheiden van galzuren in onge-
conjugeerde en geconjugeerde fracties zin heeft voor de diagnos-
tiek van leverziekten (Paumgartner en Grabner, 1970; Neale e,a,,
1971). De glycine-taurine verhouding van de geconjugeerde galzuren
1s normaal 2 & 4 : 1 (Carey, 1969; Neale e.a,, 1971), maar deze 1s
duidelyk verhoogd in die situaties, waarby een malabsorptie van
galzuren in de darm bestaat, Dit wordt veroorzaakt door een ver-
snelde synthese van galzuren in de lever en door een relatief te-
kort aan taurine in een dergelyke situatie (Garbutt e,a.,, 1969),.
In het algemeen is deze verhouding i1ets lager by pati¥nten met een
cirrhose of een cholestase dan by normale personen, Dit zou een
gevolg kunnen zyn van een verminderde synthese van galzuren, Het
kleinere aanbod van galzuren aan de darm heeft verder een meer
volledige resorptie tot gevolg (SJUvall, 1960; Paumgartner en
Grabner, 1970; Neale e,a., 1971).

By normale personen bedraagt de totale concentratie aan gal-
zuren in het serum, gaschromatografisch bepaald, minder dan 2,5ug/
ml (Sandberg e.,a,, 1965; Roovers e,a., 1968), Deze kan 1 & 2 uur
na de maaltyd tot het 3 3 LU-voudige stygen.

Hoe de correlatie tussen de serum galzuurconcentratie en de
andere leverfunctietesten 1s, 1s niet precies bekend, Het 1lykt
erop dat er een goede correlatie bestaat tussen de totale serum
galzuurconcentratie en het bilirubine en mogelyk ook met het se-
rum cholesterolgehalte (Carey, 1969; Neale e.a,, 1971; Murphy e.a.,
1972 ; Kaplowitz e.,a,, 1973).

Een goede correlatie tussen de totale concentratie aan gal-
zuren en de serum alkalische fosfatase- en 5'-nucleotidase-activi-
teit 1s er wel by de P,B.C., maar 1s onduidelyk by andere lever-
aandoeningen (Kaplow1tz, 1973).

llet 1ykt voorbarig om op grond van bepaalde serum galzuurpa-
tronen onderscheid te maken tussen intra- en extrahepatische cho-
lestase, hoewel men kan stellen, dat een volledige afwezigheid wvan
desoxycholzuur in de perifere circulatie wyst op een totale ob-
structie, omdat dan geen cholzuur aan de bacterieflora 1n de darm
wordt aangeboden, Volledigheidshalve moet men hier nog aan toevoe-

gen, dat dit ook kan gebeuren door afwezigheid van een darmflora
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byv. na het gebruik van breedspectrumantibiotica, Ook ziet men de
desoxycholzuurconcentratie 1n de gal afnemen na het gebruik van
bepaalde laxantia en slecht verteerbare voedselbestanddelen, waar-
schynlyk omdat de passagesnelheid en het volume in de darm ver-
groot worden (Pomare en Heaton, 1973). Omdat by een complete gal-
wegobstructie ook geen urobilinogeen 1n de feces wordt teruggevon-
den, lykt het van belang om de correlatie na te gaan tussen de
uitscheiding van urobilinogeen in de feces en de desoxycholzuur-

concentratie in serum of urine by pati¥nten met cholestase,

6.4.3. Mogelyke gevolgen van cumulatie van galzuren in de perifere

circulatie

a, Schietschyfcellen ("target"cellen).

By verschillende vormen van icterus, in het byzonder by de ob-
structie-icterus worden erythrocyten gevonden die een schiet-
schyfvorm ofwel een macroplanie hebben (Werre €od,, 1970). Coo-
per e,a, (1968) menen, dat dit als een effect van hoge concen-
traties galzuren op de erythrocytenmembraan en op de choleste-
rolconcentratie hierin gezien moet worden, By het toedienen van
lithocholzuur en cholzuur per os aan Rhesusapen, kregen de met
lithocholzuur gevoerde apen "spurr'-cellen in het bloed, het-
geen parallel liep met een styging van de lithocholzuurconcen-
tratie, De met cholzuur gevoerde apen vertoonden dit fenomeen
niet (Cooper e,a,, 1972). "Spurr"-cellen zyn erythrocyten met
talryke spitse uitlopers van de membraan, Er is een verhoogd
cholesterolgehalte in de celmembraan aanwezig, De osmotische
resistentie 1s normaal, Een onderzoek naar de correlatie tussen
de afwykingen in de erythrocytenvorm en de serum galzuurconcen-
tratie by pati¥nten met een alcoholcirrhose liet zien, dat by
pati¥nten met schietschyfcellen de concentratie van cholzuur
en desoxycholzuur i1n serum ongeveer gelyk was aan de cheno-
desoxycholzuurconcentratie, Daarentegen was by pati¥nten die
"spurr"-cellen hadden het chenodesoxycholzuurgehalte signifi-
cant hoger dan de twee andere galzuren (Cooper e,a., 1972a).

b. Bradycardaie
Sedert onheuglyke tyden heeft men de bradycardie, die soms ge-
Zzi1en wordt by de obstructie-icterus, toegeschreven aan een op-

hoping van gal, Sobotka (1937) heeft erop gewezen, dat het een
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effect van galzuren zou kunnen zijn, Dit is echter nog niet met
moderne methoden onderzocht.
c. Jeuk
Een verhoogde concentratie aan galzuren in serum is de meest
constante bevinding bij pati¥nten met het type jeuk, dat bij een
obstructie-icterus voorkomt, Situaties waarbij sterk verhoogde
waarden van vrije vetzuren, fosfolipiden en cholesterol in het
serum gevonden worden, zonder verhoogde concentraties aan gal-
zuren, gaan niet met jeuk gepaard. Door cumulatie van galzuren
in de extracellulaire ruimte ontstaat, afhankelijk van de mate
van eiwitbinding van de galzuren, een opslag van galzuren in de
huid, Bij pati¥nten met cholestase en jeuk vonden Schoenfield

e.a. (1967 en 1969) op de huid significant hogere concentraties

galzuren dan bij pati¥nten zonder jeuk., De volgende argumenten

pleiten voor een verhoogde serum concentratie aan galzuren als
oorzaak van de jeuk:

- galwegdrainage heft de jeuk op bij een complete obstructie-ic-
terus,

- orale toedliening van galzuren doet de jeuk bij een gestoorde
galafvloed toenemen,

- toediening van cholestyramine veroorzaakt een daling van de
galzuurconcentratie in serum en een snelle (binnen enkele da-
gen) vermindering van de jeuk (v. Itallie eca,, 1961)°

Wanneer de relatie tussen de serum galzuurconcentratie en de

jeuk wordt bestudeerd, dan ziet men soms een interval tussen

het dalen van de galzuren in het serum en het moment, waarop de
jeuk minder wordt, Omgekeerd kan het 1 & 2 dagen duren voor de
jeuk verergert of ontstaat bij een stijging van de serum galzuur-
spiegel (Carey, 1969). Mogelijk hangt dit verschijnsel samen met
de mate van eiwitbinding en de tijd die nodig is om galzuren uit
de bloedbaan naar de huiddepdts te transporteren, waar prikke-

ling van afferente zenuwen de jeuk veroorzaakt (Herndon, 1972).

Murphy e.a. (1972) vonden geen goede correlatie tussen de mate

van jeuk en de concentratie van de individuele galzuren in het

serum bij pati¥nten met P,B,C, of cholestase, Wel was er bij een
lage verhouding van glycine tot taurine geconjugeerde galzuren

meer kans op jeuk,
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d. Hypercholesterolemie

Het ontstaan van een hypercholesterolemie en hyperfosfolipide-
mie met een daling van de cholesterolesters in serum 1s een re-
gelmatig terugkerend symptoom by de cholestase, Soms zyn er
xanthomen aanwezig, doch dit 13 zeker niet obligaat, Met name
by toenemende leverinsuffici¥ntie kan het serum cholesterolge-~
halte weer normaal of zelfs verlaagd zjyn, By een geringe of be-
ginnende cholestase vindt men soms ook normale waarden., Het me-
chanisme van de hypercholesterolemie by cholestase 1s niet ge-
heel duidelyk, Aanvankelyk heeft men aangenomen, dat door de
verminderde terugkeer naar de lever van galzuren via de entero-
hepatische circulatie by cholestase een stimulerend effect op
de cholesterolsynthese in de lever zou ontstaan, Dit is waar-
schynlyk niet of maar ten dele waar, Wel i1s er by cholestase
een verhoogde cholesterolsynthese 1n de lever, doch deze 1lykt
eerder een gevolg van een verminderde cholesterolabsorptie in
de darm, waardoor minder cholesterol, dat zelf een remmend ef-
fect op de cholesterolsynthese kan uitoefenen, aan de lever
wordt aangeboden (Weis en Dietschy, 19713 Wels en DBaas, 1972).
Tevens 1s aangetoond, dat by afwezigheid van galzuren in de
darm de cholesterolsynthese i1n de hele tractus digestivus, maar
vooral in de dunne darm sterk toeneemt (Dietschy, 1969). Voor
een overzicht van het cholesterolmetabolisme onder normale om-
standigheden wordt verwezen naar voortreffeljke overzichten wvan
Dietschy en Wilson (1970) en Wilson (1972),

IT,7. Veranderingen in het galzuurmetabolisme by pati¥nten met

levercairrhose

By pati¥nten met levercirrhose verschilt het galzuurmetabo-
lisme ook weer aanzienlyk van dat by normale personen (Vlahcev1c
e,a,, 1971a, 1972 en 1973). Door vermindering van het absolute
aantal levercellen en van de funktie van de afzonderlyke levercel-
len ontstaat waarschynlyk een geringere omvang van de galzuurpool,
doordat de synthese verminderd is,

Door funktieverlies wvan individuele levercellen ligt de cri-
tisch remmende concentratie mogelyk op een lag;r dan normaal ni-
veau (Mlettinen, 1972; Small e,a,, 1972). Anderzyds kan de aanvoer

van galzuren via de vena portae verminderd zyn, doordat door col-
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lateralen tussen de portale en de algemene circulatie minder gal-
zuren de lever bereiken en ook via de zieke lever een deel van de
galzuren uit het vena portae-bloed direct naar de algemene circu-
latie zal overlopen (Kaye e.a., 1971), Theoretisch kan dit een da-
ling van de galzuurconcentratie in de lever tot gevolg hebben en
een toename van de synthese van galzuren, Deze gegevens wijzen op
de complexe situatie, die bij de levercirrhose kan bestaan,

De totale serum concentratie aan galzuren i1s vaak duidelijjk
verhoogd, maar dat is geen obligaat verschijnsel, Ook hier is er
een goede correlatie tussen de serum bilirubine- en de galzuurcon-
centratie (Rudman en Kendall, 19573; Carey, 1958; Rautureau e.a.,
1967; Makino e.,a., 1969; Neale e.a,, 1971), In het algemeen berei-
ken de concentraties niet zulke hoge waarden als bij de pati¥nten
met cholestase, De verhouding tussen de trihydroxy en dihydroxy-
galzuren of de chol/chen-ratio is minder dan 1, terwijl bij toene-
mende leverinsuffici¥ntie die verhouding nog minder zal worden,
Uit turnoverstudies met radio-actief gemerkte galzuren blijjkt, dat
de totale pool aan galzuren meestal kleiner is dan normaal, Door
een veranderde verdeling bedraagt de galzuurpool in de enterohepa-
tische circulatie slechts 50% of minder van normaal, terwijl in de
algemene circulatie juist een cumulatie van galzuren ontstaat
(Vviahcevic e.a,, 1972). De halfwaarde tijd is verlengd en de dage-
lijkse synthese van galzuren is in de regel minder dan 50% van nor=-
maal (Vlahcevic €., 1971a; Williams en Senior, 1971). Volgens
Vlahcevic e,a. (19713) wordt ook bijna geen desoxycholzuur terugge-
vonden in gal bij pati¥nten met een alcoholcirrhose, De totale des-
oxycholzuurpool is slechts 40 mg tegenover 300 mg bij normalen.

Met gevoelige methoden, zoals de gaschromatografie, kon praktisch
geen desoxycholzuur in serum worden aangetoond (Rooverse.a,, 1968;
Carey, 1969; Vlahcevic e.,a,, 1971°),

Het absolute tekort aan galzuren bjj de cirrhose-pati¥nt is
eerder een gevolg van een verminderde cholzuursynthese dan van een
verminderde chenodesoxycholzuursynthese (Vlahcevic €oa,, 1972).
Deze bevinding suggereert dat er een aanzienlijke reductie ontstaat
in de omzetting van cholesterol naar cholzuur ten gunste van de
synthese van chenodesoxycholzuur bij cirrhose-pati¥nten, Mogelijk is
een tekort aan het enzym 12 a -hydroxylase hier debet aan (Carey
e.a., 1967),
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Carey e,a, (1966 en 19663) stelden de hypothese op, dat een
te royale omzetting in de darm van chenodesoxycholzuur in het po-
tentieel toxische lithocholzuur en een te grote absorptie hiervan
de leverbeschadiging by de cirrhose zou verergeren, Zj konden by
18 van 57 pati¥nten met een cirrhose gaschromatografisch in het
serum een 2- tot 5-voudig verhoogde concentratie lithocholzuur
aantonen, De bevinding, dat de totale lithocholzuurpool by de
cirrhosepati¥nt niet silgnificant verschilt t.,o.v. normalen,
strookt echter niet met deze hypothese (Vlahcevic e.,a., 1972).

By pati¥nten met een cirrhose werd een duldelijk verhoogde
nuchtere secretie van verdunde gal met een sterk verminderde res-
pons op cholecystokinine gevonden (Turnberg en Grahame, 1970; Bode
€,34, 1971). Ook by cirrhosepati¥nten met een galdrain werd een
verhoogde galsecretie gemeten, nadat een evenwichtssituatie be-
reikt was (Lenthall €,2,4, 1970)° Deze bevindingen komen overeen
met die van pati¥nten, die een cholecystectomie ondergaan hebben
en pleiten voor een dysfunctie van de galblaas by levercirrhose
(Turnberg en Grahame, 1970), maar zouden ook kunnen wyzen op een
onwerkzaam worden van cholecystokinine by levercirrhose,

Behalve de genoemde veranderingen in het galzuurpatroon zjn
er geen andere gegevens bekend over het voorkomen in serum of gal
van kwalitatief afwykende galzuren by de cirrhose, De genoemde
stoornissen in het metabolisme der galzuren zyn voornamelyk terug

te voeren op een stoornis in de synthese,

Ir.8, Therapeutische mogelykheden bij stoornissen in het galzuurme-

tabolisme by incomplete cholestase

IT,8.1, Cholestyramine

Wanneer verhoogde concentraties galzuren in de lever, mede
van invloed 2zijn op het onderhouden van de cholestase, dan zou het
alleszins redelijk zyn te trachten deze concentraties te verlagen.
By de incomplete cholestase kan men dit doel bereiken door farmaca
toe te dienen die met galzuren in de darm een irreversibele bin-
ding aangaan, waardoor de absorptie in de darm verhinderd wordt,
Een dergelyk middel is het niet-absorbeerbare basische anionenuit-
wisselende resine, cholestyramine, Het heeft quaternaire ammonium-

groepen, waaraan chloride is gebonden., Galzuren (en andere organi-



sche stoffen) worden in de darm uitgewisseld tegen chloride-ionen,

Het heeft vooral toepassing gevonden bij de behandeling van de es-

senti¥le hypercholesterolemie (type II van Frederickson), aange-

zien de galzuursynthese het belangrijkste eindprodukt is van de
cholesterolstofwisseling in het lichaam (Lees en Wilson, 1971), In
vivo zijn verschillende effecten van cholestyramine aangetoond:

1, Het veroorzaakt een stijging in de fecale excretie van zure ste-
roiden (galzuren) (Carey en Williams, 1961; Moore e,a,, 1968;
Grundy e.,a., 1971) en het heeft weinig effect op de uitschei-
ding van neutrale steroiden (cholesterol) (Grundy e,a,., 1971).

2, Het versnelt het verlies van radio-actief gemerkt cholyltaurine
en zijn metabolieten in de gal (Garbutt en Kenney, 1972; Heaton
e.a., 1971).

3, Het veroorzaakt een snelle daling van de specifieke activiteit
van 1“C-cholesterol in het serum en tevens een daling van de
cholesterolpool in het lichaam (Grundy e.,a,, 1971).

Eenzelfde effect ziet men bij pati¥nten met een onderbreking
van de enterohepatische kringlooep op het niveau van het terminale
ileum, (bijv. na ileumresecties), Bij de intrahepatische cholestase
(waarbjj nog galafvloed naar de darm bestaat) ziet men een daling
van de serum galzuurconcentratie, meestal gevolgd door een vermin-
dering van de jeuk, Tevens daalt het serum bilirubinegehalte, Dit
middel wordt om deze reden toegepast o,a., bij P,B,C., en partil¥le
intrahepatische galgangatresie¥n (Lottsfeldt e.a., 1963; Schaffner
e,a,, 1965; Datta en Sherlock, 1966; Sharp e.a., 1967; Murphy
e,a,y, 1972; Javitt e,a,, 1973). Bij P,B,C, bestaat de indruk, dat
dit middel effectief is tegen de jeuk van de pati¥nt, maar dat het
geen invloed heeft op het primaire proces zelf,

Sharp e.a. (1967) daarentegen vermelden behalve een daling
van de serum- en de bilirubineconcentratie ook een verbetering van
de andere leverfuncties bjj kinderen met intrahepatische galgang-
atresietn, Tevens toonden deze kinderen een duidelijke groei- en
gewichtsstijging tijdens cholestyraminetherapie, Contr6le leverbiop-
si1eBn werden evenwel niet wverricht, Boon (1973) heeft er echter op
gewezen, dat deze verbetering ook spontaan bij de intrahepatische
galgangatresie kan voorkomen,

Door Johns en Bates (1969 en 1970) is aangetoond, dat choles-

tyramine meer affiniteit vertoont tot aan taurine dan tot aan
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glycine geconjugeerde galzuren en meer tot mono- en dihydroxygal-
zuren dan tot trihydroxygalzuren, In de gal van normale personen
wordt dan ook tydens cholestyraminetoediening meer cholylglycine ge=
vonden als tevoren, terwyl het desoxycholzuur niet meer wordt te-
ruggevonden (Dam e,a,, 1971; Heaton e.a,, 1971). Garbutt en Kenney
(1972) toonden aan, dat toediening van 16 g cholestyramine aan ge-
zonde personen de totale pool aan galzuren - gemeten by nuchtere
personen - niet nadelig beinvloedde, terwyl ook geen verhoogde
vetuitscheiding in de feces kon worden aangetoond.

Als hypothese kan men stellen, dat door de relatieve toename
van trihydroxygalzuren de micelvorming beter gaat verlopen by de
intrahepatische cholestase, Hierdoor zou de galsecretie kunnen
verbeteren en de afvoer van potentieel toxische galzuren kunnen
toenemen., Meer onderzoek vooral over het effect van cholestyramine
op de histologische afwykingen in de lever, lykt hierby van belang

Gewaarschuwd moet worden tegen een ongecontroleerd gebruik
van cholestyramine, Talryke andere organische stoffen en genees-
middelen blyken ook door cholestyramine irreversibel te worden ge-
bonden, Doordat de vetoplosbare vitaminen niet goed meer geresor-
beerd worden, kan osteomalacie ontstaan, Substitutie van vetoplos-
bare vitaminen moet bj)y hoge doses cholestyramine ernstig overwogen
worden, Tevens kan tydens cholestyraminetherapie de resorptie en
het transport van lipiden gestoord worden, In dat geval verdient
het aanbevelling om een vetarmdieet voor te schryven of de voe-~
dingsvetten voor een deel te vervangen door "medium chain" trigly-
ceriden,

Behalve cholestyramine worden ook lignine en neomycine toe-
gepast als "bile salt sequestering agents", Over de effecten van
deze middelen by de cholestase 1s nog weinig bekend, Zy 1lyken min-

der effectief dan cholestyramine (Heaton, 1972),

1r,8,2, Barbituraten

Fenobarbital induceert een betere werking van microsomale
hydroxyleringsenzymen 1n de lever en van het voor de galzuursyn-
these belangryke cholesterol-7 a-hydroxylase, Wanneer het in een
dosering van 5 mg/kg/dag aan mensen en proefdieren wordt gegeven,

ontstaat er een duidelyke hypertrofie van het endoplasmatisch
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reticulum (Orrenius €,3,, 1965). Tevens ontstaat een versnelde
synthese van galzuren en een toename van de galsecretie met 30 2

50%.

Redinger en Small (1973) toonden in experimenten met Rhesus-
apen aan, dat de verhoogde galsecretie aan een tweetal factoren
kon worden toegeschreven:

1, De van galzuren onafhankelijke galfractie nam toe onder invloed
van fenobarbital,

2, 0ok de secretie van galzuren en fosfolipiden in de gal nam toe,
terwijl de cholesterolsecretie ongeveer gelijk bleef,

Fenobarbital kan dus de maximale synthesesnelheid wvan galzu-
ren verhogen of anders gezegd de drempel van de critisch remmende
concentratie in de levercel verhogen,

De waarneming dat onder invloed van fenobarbital een ver-
hoogde galzuur- en fosfolipidensecretie, maar geen verhoogde cho-
lesterolsecretie ontstaat, heeft tot de suggestie geleid dat dit
middel ook therapeutische toepassing zou kunnen vinden bij het op-

lossen van galstenen,

Met fenobarbital wverkrijgt men ook een daling van het serum
bilirubinegehalte en van de totale galzuurconcentratie bij pati¥n-
ten met een intrahepatische, niet volledige, obstructie door gal-
gangatresie (Sharp en Mirkin, 1972; Stiehl en Admirand, 1972) en
bij patiénten met P.B.C. en benigne intermitterende cholestase (Ad-
mirand en Bauer, 1971; Earnest, 1972; Stiehl en Admirand, 1972).
Het bewerkstelligt bij deze pati¥nten een vermindering van de jeuk
en tegelijkertijd neemt ook de uitscheiding in de feces van 131J-
Bengaalrood en van galzuren sterk toe, Earnest (1972) meent, dat
bij zijn patiénten met P,B.,C. onder invloed van fenobarbital een
toename van de galsecretie ontstaat, waardoor een herverdeling van
galzuren in het lichaam over de verschillende compartimenten
plaatsvindt, Zo gaan weer meer galzuren in de enterohepatische
kringloop en minder in de algemene circulatie circuleren,

Concluderend kan men zeggen, dat fenobarbital waarschijnlik
door inductie van de intracellulaire hydroxyleringsreacties de
omzetting van cholesterol in galzuren stimuleert, Hierdoor wordt
een betere oplosbaarheid door de vorming van micellen in de gal

bewerkt, waardoor de galsecretie zich tot op zekere hoogte kan
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herstellen, Dat hierdoor ook tevens potentieel toxische galzuren
mee worden uitgescheiden, is niet uitgesloten,

Meer kenunis over de werking van fenobarbital in relatie tot
het gestoorde galzuurmetabolisme bij de intrahepatische cholestase
is vereist, voordat tot behandeling op grote schaal met dit middel
kan worden geadviseerd, Ilet sederende effect van de hoge doses,
die men meestal moet gebruiken, is in ieder geval een ongunstige

bijwerking.
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HOOFDSTUK ITT

Methoden van onderzoek en pati¥nten

I1C,1, Gang van zaken bij het onderzoek

Bijj de nuchtere patiént werd 's ochtends voldoende bloed af-
genomen om hieruit + 20 ml serum te verkrigen, Hiervan werd direct
+ 10 ml1 tot -20°C ingevroren voor galzuurbepalingen, Uit de reste-
rende hoeveelheid serum werden bilirubine, alkalische fosfatase,
5'-nucleotidase, sgot, sgpt, cholesterol en het eiwitspectrum be-
paald, Deze bepalingen werden verricht in het klinisch chemisch
laboratorium van het Gemeente Ziekenhuis (Hoofd: Dr, E,D.A, Sin-
dram),

Bij alle pati¥nten werd het serum nuchter afgenomen, aange-
zien de galzuurconcentratie in perifeer bloed onder fysiologische
omstandigheden een 4 tot 1 uur na de maaltijd een tot tweemaal bo-
ven de normaalwaarde kan stijgen (Carey, 1969; Kaplowitz e,a.,
1973%).

Het grootste deel van de bjj het onderzoek betrokken personen
verbleef al enige tijjd in het ziekenhuis en was ingesteld op een
standaarddieet van & 2200 cal,, bestaande uit: ongeveer 85 gram
vet, 284 gram koolhydraten en 70 gram eilwitten,

Bijj pati¥nten die geneesmiddelen innamen, werd het gebruik
hiervan 12 tot 24 uur véér het afnemen van het bloed gestaakt om
een mogelijke verontreiniging op het chromatogram zoveel mogelik te
voorkomen,

Met de gaschromatografische methode zijn galzuren kwantita-
tief in gal het gemakkelijkste te bepalen, omdat zj hierin in hoge
concentratie voorkomen, en enige extractieprocedures achterwege
gelaten kunnen worden (Klaassen, 1971).

Duodenuminhoud is echter niet zo eenvoudig te verkrijgen,
terwijl de samenstelling mede afhankelijk is van bijmenging met maag-
en pancreassap, Om deze bijmenging zoveel mogelijk te voorkomen wer-
den de galmonsters onder gestandariseerde omstandigheden afgeno-
men, Er werd gebruik gemaakt van een sonde volgens Dreiling met
dubbel lumen (Davol inc, Providence, Rhode Island),

Onder doorlichting werd gecontroleerd of het einde van de



sonde in het distale deel van het duodenum lag, net iets véér het
ligament van Treitz, Tegelijk met het opzuigen van duodenuminhoud
werd via het andere lumen maaginhoud opgezogen door intermitteren-
de zuigdrainage.

Als voorbereiding voor de duodenumsondage werd de pati¥nt
vanaf de vorige dag 17,30 uur nuchter gehouden, Tussen 8,00 en
9,00 uur werden de sondages verricht, Met behulp van de duodenum-
sonde is het mogelijjk om galmonsters wvan verschillende herkomst te
verkrijgen (Einhorn, 1927).

A-gal: lichtgeel van kleur, is een mengsel van gal, die
rechtstreeks uit de lever stroomt met pancreas- en duodenumsecreety
B-gal: is de geconcentreerde gal, welke de galblaas na contrac-
tie in het duodenum uitstort, Galblaascontracties werden opgewekt
door intraveneuze toediening van cholecystokinine (CecekinR, Vi-
trum). 5 Minuten na het langzaam injiceren van 50 Ivy dog units,
opgelost in 20 ml fysiologisch zout, werd bij een goede galblaas-
functie donkerbruine, heldere gal verkregen., Behalve een passagdre
verhoogde darmperistaltiek deden zich na toediening van cholecys-
tokinine geen bijverschijnselen voor, Gedurende + 10 minuten werd
B-gal verzameld,

De B-galmonsters werden in buisjes opgevangen die in een ijs-

bad waren geplaatst, Binnen 30 minuten werden zij ingevroren tot
- 20°.
C-gal: Nadat de galblaas zich geledigd heeft, wordt de gal na ver-
loop van tijd weer geel van kleur, Ook deze vloeistof is een meng-
sel van rechtstreeks uit de lever afkomstige gal en van pancreas-
en duodenumsecreet,

Indien geen medische indicatie voor de duodenumsondage be-
stond, werd de pati¥nt of proefpersoon om medewerkling wverzocht,
Alle pati¥nten, die gesondeerd werden, waren tevoren r8Yntgenolo-
gisch op de aanwezigheld van oesophagus- of maagvarices nagezien,
In twijfelgevallen werd steeds endoscopie van maag en oesophagus
verricht, Waren varices aantoonbaar, dan werd geen duodenumsondage
verricht,

Bij een aantal pati¥nten werd ook de 24-uurs urine verzameld
van 7,00uur s morgens tot de volgende ochtend 7,00 uur, voor bepa-

ling van galzuren,



III,2, Beschrijving van de isolatie en de kwantitatieve bepaling

van galzuren met de gaschromatograaf in serum, gal en urine

I1r.,2,17, Inleiding:

Galzuren, in vrije of aan glycine of taurine gebonden vorm,
kunnen gee®xtraheerd worden uit serum, gal, dunne darminhoud, fe-
ces, urine en uit homogenaten wvan leverwecefsel, Een groot aantal
methoden voor extractie en kwantitatieve meting van galzuren uit
de verschillende lichaamsvloeilstoffen zjjn heden beschikbaar,

Veel van deze methoden hebben min of meer ernstige nadelen
voor wat betreft hun specificiteit en nauwkeurigheid., Voor een
ultvoerige beschrijving van bepalingsmethoden van galzuren zij ver=-
wezen naar overzichtsartikelen van Haslewood (1967), Eneroth
(1969), sjBvall (1964 en 1969), Kuksis (1969) Hofmann e.,a, (1970),
Eneroth en Sj8vall (1971) en Heaton (1972). Deze artikelen bestrij-
ken een groot aantal verschillende isolatiemethoden en kwantita-
tieve bepalingstechnieken, waarbij vooral de dumnne laag chromato-
grafie en de gaschromatografie, eventueel aangevuld met massaspec-
trometrie, wanneer het gaat om de identificatie van zeldzaam voor-
komende galzuren, benadrukt worden,

Van den Heuvel e.a,, (1960) beschreven als eersten een gas-
chromatografische toepassing voor de bepaling van galzuren, Sand-
berg en medewerketrs (1965) gebruikten als eersten deze methodiek
voor de bepaling van galzuren in serum. De methode is voldoende
betrouwbaar voor een kwantitatieve meting van galzuren in serum,
gal en urine, en tevens voldoende gevoelig om kleine hoeveelheden
monohydroxygalzuren op te sporen (Kuksis, 1969).

Voor de extractie en zuivering van galzuren uit serum werd
uitgegaan van de methode, zoals beschreven door Roovers, Evrard
en Vanderhaeghe (1968). Voor die uit gal werd gebruik gemaakt wvan
een methode, die in principe 1lijkt op die van Klaassean (1971), Voor
de isolatie van galzuren uit urine werd eerst een zuivering met
behulp van Amberlite-XAD, gedaan (Makino en Sj¥vall, 1972), waarna
een solvolysestap werd ingelast (Palmer, 1967).

Bijj alle methoden werd gebruik gemaakt van een enzymatische
hydrolyse van de amide-binding tussen glycine of taurine en de

galzuren, Hierdoor ontstaan vrije galzuren, welke na omzetting in
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geschikte derivaten op de gaschromatograaf geanalyseerd kunnen
worden,

Na bereiding van methylesterderivaten van galzuren werd geen
extra zuiveringsprocedure met een neutrale aluminiumoxydekolom in-
gelast, zoals beschreven is door Sandberg e,a, (1965), omdat hier-
mee een aanzienlijke hoeveelheid monohydroxygalzuren verloren kon
gaan (Roovers e,a,, 1968; Ali en Javitt, 1970). Makino en Sj8vall
(1972) beschreven recent een extractiemethode met behulp van een
Amberlite-XADz—kolom, die dit nadeel niet zou bezitten, Kleine on-
zuiverheden, in de vorm van niet met bekende galzuren interfere-
rende piekjes, waren soms in de chromatogrammen aanwezig, Dit ver-
oorzaakte echter zelfs bjj bepalingen in serum zelden problemen,

Voor de bepaling op de gaschromatograaf werden T,F,A,-me-
thylesterderivaten van galzuren gebruikt, aangezien deze een bete-
re scheiding lieten zien op de gebruikte kolom met 1%-ige 0V-210
als stationaire fase (Kuksis, 1969)° Er werd een lineaire correla-
tie tussen de toegediende hoeveelheid en de piekhoogte respons van
de gaschromatograaf gevonden, Dit is niet het geval, wanneer ace-
taatderivaten worden gebruikt (Roovers Ce8a, 1968).

Een nadeel van de door ons toegepaste methode is, dat het
percentage geconjugeerde galzuren niet direct te meten is, Indi-
rect kan men de fractie geconjugeerde galzuren van de niet gecon-
jugeerde fractie scheiden door de bepaling met hetzelfde monster
te herhalen en hierbij de hydrolysestap over te slaan (Makino e.,a,,
1969)° Gezien de bewerkelijkheid van de methode en het feit, dat in
de vraagstelling van dit onderzoek een onderscheid tussen de ge-
conjugeerde fractie en de niet-geconjugeerde fractie niet aan de
orde was, werd hiervan afgezien,

Onderscheid tussen de aan taurine en aan glycine geconju-
geerde galzuren is alleen mogelijk door het inlassen van een schei-
dingsprocedure met behulp van dunne laagchromatografie, Wanneer er
geen malabsorptie van galzuren in de dunne darm bestaat, is het
onderscheid tussen deze twee fracties echter van weinig waarde bijj
pati¥nten met leverziekten (SjBvall, 1960; Carey, 1969; Paumgart-
ner en Grabner, 1970; Neale eq.a,, 1971),

Mono-~ of disulfaatveresterde galzuren, welke bij pati¥nten
met cholestase in een gering percentage in het serum (< 5%) kunnen

voorkomen, werden niet meebepaald in serum, aangezien ze tijdens de
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enzymatische hydrolyse niet gedeconjugeerd worden (Makino e,a.,
1972). Vrije hydroxylgroepen aan de steroidkern vormen immers een
noodzakelijke voorwaarde voor een goede werking van het enzym
(Nair, 1969).

Palmer (1967) en Makino en Sj#vall (1972) hebben methoden
uitgewerkt om de sulfaatveresterde fractie van de overige galzu-
ren gescheiden te bepalen, Bijj een aantal bepalingen van galmon-
sters van pati¥nten met cholestase werden duplo-bepalingen met een
solvolysestap verricht om in ieder geval de sulfaatveresterde
fractie mee te bepalen, indien deze aanwezig was, Dit werd gedaan,
omdat het bjj pati¥nten met cholestase niet uitgesloten is, dat
vooral monohydroxygalzuren in sulfaatveresterde vorm in de gal

worden uitgescheiden ( § II.6).

IIT.,2,2, Chemicali¥n

Alle benodigde reagentia waren van de hoogste zuiverheids-
graad (E., Merck A,G., Darmstadt),

Amberlite-XAD, (Rohm and Haas Comp, Philadelphia) werd voor
gebrulk gewassen met 8 tot 10 volumina van ahtereenvolgens water,
methanol, aceton en water, Het gezulverde absorbens werd in water
bewaard,

Het enzym N-cholylglycinehydrolase (EC 3.5) (Schwartz-Mann
Research Labs, New York) werd gebruikt om de geconjugeerde galzu-
ren te hydrolyseren, Het enzym zou geen oxydatieve eigenschappen

meer bevatten, welke Clostridium Perfringens-stammen, waaruit het

enzym ontwikkeld is, kunnen hebben (Nair, 1967),

Lithocholzuur, chenodesoxycholzuur, natriumdesoxycholyltau-
rine en het natriumchenodesoxycholyltaurine werden verkregen van
Sigma Chemicals Cy (St. Louis), natriumdesoxycholzuur van E, Merck
A,G,, cholzuur, natriumlithocholyltaurine, natriumcholyltaurine,
natriumlithocholylglycine, natriumdesoxycholylglycine, natrium-
chenodesoxycholylglycine en het natriumcholylglycine werden ver-
kregen van Calbiochem (Los Angeles). 3 j-monohydroxy-A 5-choleen-
zuur, 7-keto-3 a -monohydroxy-5p -cholaanzuur (7-ketolithocholzuur)
en 7-keto-3a , 12 a ~dihydroxycholaanzuur (7-ketodesoxycholzuur)
werden verkregen van Steraloids Inc. (Pawling, New York),

De bovenvermelde galzuren werden gebruikt als standaardgal-
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zuren, Zij bleken, ook na controle met behulp van dunne laag chro-
matografie (Gregg, 1966) voldoende zuiver (meer dan 98%).

N-methyl-N-nitroso-p-tolueensulfonamide (Diazald) voor de
bereiding van diazomethaan werd verkregen van Aldrich Chem, Co,
Inc. (Milwaukee),

Voor de bereiding van trifluoracetaatderivaten werd triflu-
orazijnzuuranhydride van E, Merck A,G. gebruikt,

1% 0V-210, op Gaschrom Q, en GA49A (Packard-Becker, Delft)

werden als stationaire fasen gebruikt,

II1.2.,3. Isolatie van galzuren

2.3.1. Uit serum

Aan 5 ml serum werd 5 ml 0,2 M acetaatbuffer (pH 5,6) toege-
voegd, In de buffer waren tevens aanwezig EDTA en J -mercaptoetha-
nol (van beiden 10-20 umol)om de enzymatische hydrolyse te active-
ren (Nair, 1969).

Om de voor een optimale enzymactiviteit noodzakelijke pH van
5,6 te bereiken, werden circa 3 druppels 1 M HC1l bijgepipetteerd,
Bij deze pH werd N-cholylglycinehydrolase in overmaat toegevoegd
(0,1 tot 0,2 ml met een specifieke activiteit van + 12,000 Nair
Units) (Nair, 1965 en 1967).

Het mengsel werd gedurende 3 uur geincubeerd bijj 3700 om de
aanwezige geconjugeerde galzuren te hydrolyseren, Na drie uur in-
cuberen bleek in ieder geval een maximale hydrolyse bereikt te
zijn, Hierna werd 60 ml absolute ethanol toegevoegd en werd het
mengsel gedurende één A twee min, in een kokend waterbad verwarmd
om de aanwezige eiwitten te denatureren, Dit mengsel bleef gedu-
rende een mnacht in de koelkast bij 4°c staan, Daarna werd het ge-
centrifugeerd en gefiltreerd, waarna het residu nog enige keren
met 96%-ige ethanol werd uitgewassen,

Het filtraat werd drooggedampt met behulp van een filmver-
damper (Rotavapor) en daarna opgelost in 5 ml van een mengsel
tolueen-isopropanol-methanol-30% waterige NaOH (10 % 20 : 20 : 6)
(Roovers e,a,, 1968). Vervolgens werd 1 ml water toegevoegd, waar-
na het mengsel 4 keer met 5 ml petroleumether (K.P, 40°- 60°) werd

uitgeschud om de neutrale steroiden in de bovenlaag, met name cho-
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lesterol te verwijderen,

Na scheiding van de twee lagen werd de onderlaag aangezuurd
met 6 M HC1 (tot pH 1) en 4 keer ge¥xtraheerd met diethylether
(onder zeer krachtig schudden}!) waarbij de vrije galzuren in de
etherluag overgingen, De petroleumetherlaag werd nog 2 keer gewas-
sen met water, De waterlagen werden aangezuurd en nog een keer
ultgeschud met diethylether, Dit laatste bleek noodzakelijk, daar
in deze laag soms nog galzuren aanwezilg waren, De etherlaag werd 2
keer met water gewassen (tot zuurvrﬁ) en daarna drooggedampt onder

een stikstofstroon,

2,3.2, Uit _gal

Een aantal stappen werden achterwege gelaten, omdat galzuren
in overmaat in gal voorkomen,

Bij 0,1 ml gal werd 2,5 ml 0,1 M acetaatbuffer (pH 5,6) ge-
voegd, Vervolgens werd het monster gedurende 3 uur bjj 37°C gelncu-
beerd met 0,1-0,2 ml enzym, Nadat het mengsel tot kamertemperatuur
afgekoeld was, werd 5 ml water en ca 0,3 ml 6 M HC1 toegevoegd, Nu
werd het mengsel 4 keer uitgeschud met 10 ml diethylether, De ge-
zamenlijke etherlagen werden drooggedampt onder een stikstofstroom,

Van een aantal galmonsters werd behalve de hierboven beschre-
ven isolatieprocedure ook een tweede bepaling gedaan met een sol-
volyse v66r de enzymatische hydrolyse, Dit ging als volgt: aan 0,1
ml gal werd 1 ml ethanol, ca 0,1 ml 6M HC1l en 9 ml aceton toege-
voegd, Dit mengsel werd gedurende 2 3 3 dagen bij kamertemperatuur
bewaard en daarna drooggedampt in een exsiccator., Het residu werd
opgelost in 5% KOH in methanol en gedurende 2 uur gekookt onder
refluxen, Na afkoelen werd de oplossing geneutraliseerd met Dowex
50 W - X 4, gefiltreerd en met methanol gewassen en daarna droogge-
dampt . Hiermede werd de solvolyse als voltooid beschouwd (Burstein
en Lieberman, 1958; Palmer, 1967). Vervolgens werd het residu op-
gelost in 5 ml water en 5 ml 0,2 M acetaatbuffer (pH 5,6) en volg-
de incubatie met 0,1 ml enzym gedurende 3 uur bijj 37°C. De diethyl-

ether extractie wexrd weer uitgevoerd als hierboven beschreven,

2.3.3. Uit urine

Galzuren werden uit urine ge¥xtraheerd met behulp van Amber-
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lite-XAD, (Makino en Sj¥vall, 1972), Hiertoe werd + 1 g Amberlite-
XAD2 toegevoegd aan 5 ml van de verzamelde 24 uurs urine, De op-
lossing werd hierna gedurende een uur geschud en vervolgens gewas-
sen met water, De galzuren werden uit de Amberlite ge¥xtraheerd
met methanol, Na droogdampen volgde solvolyse, zoals beschreven
voor gal, Ieder urinemonster werd met en zonder solvolyse bewerkt
om de fractie gesulfateerde galzuren gescheiden te kunnen bepalen,
Het residu, dat na solvolyse overbleef werd opgelost idn 5 ml
water, De enzymatische hydrolyse en de diethyletherextractie wer-

den uitgevoerd, zoals beschreven voor serum en gal,

ITI, 2.4, Berelding van derivaten van galzuren voor gaschromatogra-

fische bepaling

Methylesterderivaten van geisoleerde galzuren werden als
volgt bereid (Vink, 1970): 4,28 g Diazald (N-methyl-N-nitroso-p-
tolueensulfonamide), opgelost in 20 ml ether, werd in een schei-
trechter gebracht, In een hieronder geplaatste erlenmeijer bevond
zich een mengsel van 7 ml carbitol, 7 ml ether en 10 ml 60% XOH-
oplossing, Ilet te bepalen monster werd opgelost in 10 ml van 10%-
ige methanol in ether in een penicillineflesje.100u g van de in-
terne standaard werd hieraan toegevoegd, Als interne standaard
werden gebruikt 7-ketolithocholzuur of 7-ketodesoxycholzuur, Het
penicillineflesje werd in de uitlaatbuis van de erlenmeijer ge-
plaatst en met ether verzadigde stikstof werd nu door de erlen-
meijer geleid (circa 6 ml/min), terwijl de Diazald-oplossing lang-
zaam in de erlenmeijer gedruppeld werd, Hierbij komt diazomethaan
vrij dat met de stikstofstroom in het penicillineflesje terecht
komt, De methylestervorming kan als volledig beschouwd worden als
de monsteroplossing, op een witte achtergrond, lichtgeel gekleurd
is (1 10 min), De overmaat diazomethaan werd weggenomen met een
druppel van 10%-ige azijnzuur in ether, Het mengsel van de methyl-
esterderivaten van galzuren werd drooggedampt onder een stikstof-
stroom,

Vervolgens werden galzure trifluoracetaat (T.F.A,)-derivaten
gemaakt om een goede scheiding van de verschillende fracties gal-
zuren op de gaschromatograaf te verkrijgsen (Kuksis, 1969), Hiertoe
werd 0,2 ml trifluorazijnzuuranhydride toegevoegd en de goed afge-

sloten buizen werden gedurende 15 min geincubeerd bij 37°C. Het
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mengsel werd vervolgens drooggedampt onder een stikstofstroom en
opgelost in 0,2 ml aceton,
Een samenvatting van de isolatie en derivaatvormingsprocedu-

re van galzuren in serum wordt gegeven in Tabel III,1,

TABLE III.1. Summary of the analysis procedure of bile acids in serum.

1. Conjugated and unconjugated bile acids in serum,

2, Enzymatic hydrolysis of conjugated bile acids with N-cholylglycine hydrolase.

3. Protein precipitation with ethanol at 100 °c.

4, Purification (mainly of neutral lipids and cholestercl) with toluene-isopropanol-
methanol-30% NaOH ( 10 ¢ 20 ¢ 20 : 6) according to Roovers et al (1968) and
extraction with petroleum ether.

5. Extraction of bile acids from acidified water layer using diethyl ether.

6. Preparation of bile acid methylesters using diazomethane.

7. Preparation of trifluoroacetate methylester derivatives of bile acids.

8. After dissolution of the derivatives in acetone, injection into a Packard-Becker
420 gas chromatograph, equipped with a column packed with 1% OV-210 as

stationary phase.

I171,2,5, Gaschromatografische bepaling

De galzure T,F,A,-methylesterderivaten werden gescheiden in
een Becker 420 gaschromatograaf met U-vormige glazen kolommen van
100 cm lengte en 4 mm diameter, gevuld met 1% OV-210 op Gaschrom
Q (100-120 mesh).

De detectie geschiedde met een vlamionisatiedetector, De
temperatuur van het injectiepunt was 23500, de kolomtemperatuur
was 23000 en de detector was ingesteld op 2’4000° Stikstofgas werd
gebruikt als draaggas, de snelheid van de stroom werd constant op
60 ml/min gehouden, Voor de gaschromatografische bepaling in serum,

g2l en urine werd 2 41 van de acetonoplossing genomen,

IrI,2,6, Bereiding van standaardoplossingen van galzuren

Voor de bepaling van galzuren in serum en urine werden de
volgende standaardoplossingen bereid. Een mengsel van telkens pre-
cies afgewogen hoeveelheden (+ 0,50 mg) natriumcholyltaurine, na-

triumchenodesoxycholyltaurine, natriumdesoxycholyltaurine en na-
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triumlithocholyltaurine werd toegevoegd aan 5 ml serum van een
nuchtere proefpersoon, Na het doorlopen van de hele procedure wer-
den de T,F,A,-methylesterderivaten van deze galzuren opgelost in

2 ml aceton en hiervan werd 2 # 1 gebruikt voor gaschromatografi-
sche bepaling. Op dezelfde wijze werd een standaardoplossing van
aan glycine geconjugeerde galzuren, toegevoegd aan normaal serum,
bereid,

Dezelfde procedure werd gevolgd voor het doen van recovery-
studies, waarbij een standaardoplossing van aan taurine geconju-
geerde galzuren aan urine, gal en wabter werd toegevoegd,

Bij het berekenen van de concentratie galzuren in gal werd
gebruik gemaakt van een standaardoplossing van aan taurine gecon-
jugeerde galzuren, toegevoegd aan 5 ml water,

Ook standaardmengsels van de ongeconjugeerde zuren cholzuur,
chenodesoxycholzuur, desoxycholzuur en lithocholzuur werden be-
reid. Vanwege hun onoplosbaarheid in water werden zij eerst opge-
lost in methanol (100;tg/ml).

Irr,2,7. Berekeningsprocedure

Aangezien de toegevoegde hoeveelheid interne standaard per
monster steeds dezelfde was, kon de hoeveelheid van een galzuur

berekend worden met behulp van de volgende formule:

PX P int,.,stand.ref,
MY = FTef.x * T int.stand.X x M ref.x
MX = De te berekenen hoeveelheid van het galzuur X in het
serummonster,
PX = Piekhoogte van het te berekemen galzuur,
Pref,x = Piekhoogte van het referentiegalzuur ) in een standaard-

oplossing van tauroconjugaten toegevoegd aan normaal
serum,

P int,stand,ref, = Plekhoogte van de interne standaard in een
standaardoplossing tauroconjugaten aan normaal
serum,

P int.stand.Xx = Piekhoogte van de interne standaard in het te
bepalen monster,

M ref . X = De hoeveelheid van referentie galzuur ), dat
als tauroconjugaat toegevoegd werd aan normaal

serum,
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De interne standaard 7-ketolithocholzuur of 7-ketodesoxy-
cholzuur werd gebruikt als correctiefactor, waarbij zowel in het te
bepalen monster als in de standaardoplossing de recovery van deze
interne standaard gecorrigeerd werd naar de te verwachten piek-
hoogte, De corresponderende pieken op het chromatogram van de
standaardoplossing van tauroconjugaten toegevoegd aan serum komen
overeen met bekende hoeveelheden van resp. cholzuur, chenodesoxy-
cholzuur, desoxycholzuur, lithocholzuur en de interne standaard,

Hoewel het onder bepaalde omstandigheden mogelijk is de hoe-
veelheden galzuren uit een ijkcurve te berekenen, wordt door het
toepassen van de genoemde formule rekening gehouden met mogelijke
fluctuaties van de respons van de verschillende galzuren ten ge-
volge van 1: specifieke verliezen tijdens de bereiding van deriva-
ten, 2: specifieke verliezen tijdens de gaschromatografische proce-
dure en 3: of beiden, Daarom doen de pickhoogte-verhoudingen van
de standaardoplossing van tauroconjugaten, toegevoegd aan normaal
serum, ook dienst als een soort correctiefactor, wanneer men de
genoemde formule hanteert, Een voorwaarde voor deze toepassing is
natuurlijk dat de genoemde standaard-oplossing op dezelfde kolom
bijna tegelijkertijd met het te bepalen monster moet meelopen,

De concentratie galzuren in serum werd berekend in u g per ml,

in gal in mg per ml, en die in urine in mg/24 uur,

IIT.2.8, Toetsing van de bepalingsmethode

2.8,1., Specificiteit van de bepaling

Met de gebruikte gaschromatografische methode werd een rede-
lijke scheiding verkregen van een standaardmengsel T,F.A.-methyles-
terderivaten van lithocholzuur, desoxycholzuur, chenodesoxychol-
zuur, cholzuur en de interne standaard 7-ketolithocholzuur of 7-
ketodesoxycholzuur, in die zin, dat er geen overlappping tussen de
verschillende componenten aanwezig was (Fig., III.l1.a), De analyse-
tijd op de gaschromatograaf was ca 35 min,

Met 7-ketolithocholzuur (Klaassen, 1971) als interne stan-
daard werd bij bepalingen in gal niet altijd een redelijjke scheiding
verkregen, Bij aanwezigheid van grote hoeveelheden cholzuur trad

soms een hinderlijjke overlapping met 7-ketolithocholzuur op, Daarom
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werd overgegaan op 7-ketodesoxycholzuur als interne standaard, dat
wel volledig van cholzuur gescheiden wordt op het chromatogram, De
relatieve retentietijden (desoxycholzuur = 1,0) zijn vermeld in Ta-

bel III.Z2,

TABLE III.Z2.
The relative retention times of trifluoroacetate methylester derivatives of bile

acids on 1% OV-210 (deoxycholic acid = 1.0 = 8 min and 30 sec).

Lithocholic acid 0.65
Deaxycholic acid 1.00
Chenodeoxycholic acid 1.36
Cholic acid 2,13
7-ketolithocholic "acid 2.42
7-etodeoxycholic acid 3.21

Bij pati¥nten, die een cholecystectomie ondergaan hebben, 1is
het mogelijk, dat door een intensievere kringloop van de galzuren
een toename van de bacteri¥le degradatie van primaire galzuren
ontstaat, Het gevolg hiervan is een geringe kans op vorming wvan
ketogalzuren, afgeleid van de primaire galzuren cholzuur en che-
nodesoxycholzuur, Deze ketogalzuren zouden in de enterohepatische
kringloop van galzuren kunnen worden opgenomen (Hepner e,a., 1973;
Malagelada e a,, 1973). Het zou daarom van belang kunnen zijn om bij
bepalingen in gal van pati¥nten, die een cholecystectomle onder-
gingen, een monster, waaraan de interne standaard niet is toege-
voegd, mee te laten lopen, Dit kan men doen, wanneer toevallig een
onevenredig hoge piek van de interne standaard op het chromatogram
wordt gevonden, Dit werd door ons echter nooit gezien,

De zuivering van de monsters voor wat het cholesterol be-
treft was niet compleet, Dit bleek, omdat soms een cholesterolpiek
in het chromatogram aanwezig was (Fig, IIL,1), Dit was vooral bij
de bepaling in serum merkbaar, omdat hierin nu eenmaal relatief
een overmaat cholesterol aanwezig is, In gal is de situatie an-
ders, aangezien daarin galzuren in overmaat aanwezig zijn, zodat bij
bepalingen in gal van een cholesterolpiek nooit hinder werd onder-
vonden, Bij bepalingen in urine werd nooit een cholesterolpiek waanr-

genomen,
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Fig. 111.1. Gas chromatographic separation of T.F.A. methylester derivatives of:

a. reference bile acids (in water). b. bile acids in serum of fasting
normal subject. c. bile acids in serum of a patient with complete
extrahepatic obstruction. d. bile acids in serum of a patient with pri-
mary biliary cirrhosss, stage tl. e. bile acids in serum of a patient
with cirrhosts of the liver.

Acetone(A), cholesterol( 1), Iithocholic acid{2), deoxycholic acid(3),
chenodeoxycholic acid(4),cholic acid{5}.7-ketolithocholic acid(6) or
7-ketodeoxycholic acid(7) were used as Internal Standards.



Soms werden ook kleine piekjes, die niet met retentietijden
van bekende galzuren overeenkwamen, aangetroffen, Er werd geen ver
dere poging gedaan deze te identificeren, Met 1% 0V-210 als stati-
onaire fase kon geen goede scheiding tussen de twee monohydroxy-
galzuren, lithocholzuur en 3 j -monohydroxy-A 5 -choleenzuur ver-
kregen worden, Aangezien deze scheiding voor de vraagstelling van
het onderzoek toch belangrijk kon zijn, werd naar een andere statio-
naire fase gezocht, die wel een goede schelding tussen de genoemde
componenten zou kunnen geven., Met een G49A-kolom werd wel een goe-
de scheiding tussen de methylesters van beide galzuren verkregen

(Fig. I1II.2), De overige galzuren hadden langere retentietijden,

L E— T L

T
min 30 20 10 [o]
Fig 111 2. Gas chromatographic separation of methylester derivatives of reference

Iithocholic acid(1) and 33 -OH-2% cholenoic acyd{2) 1n water on

G49A as stationay phase
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Voor het verkrygen van een indruk van de bepaling van galzu-
ren in serum worden voorbeelden gegeven van chromatogrammen van
resp., serum van een normale proefpersoon (Fig. III.1,b), serum
van een pati¥nt met een actieve levercirrhose (Fig. III.1,e), serum
van een pati¥nt met een complete extrahepatische obstructie (Fig.
III.1.c), serum van een pati¥nt met een primaire biliaire cirrho-
se, stadium II (Fig, III.1.d) en serum van een proefpersoon véér
en één uur na ontbjt (Fig., III.3).

T T T T T

min 10'0 30 20 10 0 30 20 0 [+

Fig 111 3 Gas chromatographic separation of T F A methylester derivatives
of brle acids in serum of 2 normal control subject a fasting
serum b 1 h after lunch cholesterol (1), lithochohc acid(2),
deoxycholic acid(3), chenodeoxycholic acid{4), cholic acid(5)
and 7-ketohithocholic acid(B) as Internal standard
The increase in peak heights of the different bile acids

after lunch 1s distinct
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2,8.,2. Recovery van standaardoplossing van galzuren

Standaardoplossingen van aan taurine of glycine geconjugeer-
de galzuren in water, serum, gal en urine doorliepen de hele bepa-
lingsprocedure, Wanneer werd uitgegaan van één oplossing van ge-
conjugeerde of ongeconjugeerde galzuren, die in één serie 8 keer
geanalyseerd werd, dan bleken de recoverypercentages der verschil-
lende galzuren in serum en water niet significant te wverschillen

(Tabel III,3).

TABLE III.3.

Recoveries of reference bile acids, added in known amounts to serum (A, D and F)

water (B and E) and bile (C) and estimated in an B-fold analysis carried out

simultaneously.
Sodium Sodium Sodium Sodium
cholyltaurine | chenodeoxy— deoxy- litho-
cholyltaurine | cholyltaurine | cholyltaurine
A. Serum mean recovery (%) 84.8 93.1 56.3 86.7
S.0. (%) 0.5 0.8 0.9 1.1
B. Water mean recovery (%) 87.5 93.9 98.2 90.6
S.0. (%) 0.4 1.4 1.6 1.0
C. Bile mean recovery (%) 89.2 92.2 98.5 81.0
5.0. (%) 0.8 0.5 0.7 1.0
Sodium Sodium Sodium Sodium
cholylglycine | chenodeoxy- deoxy— litho-
cholylglycine | cholylglycine | cholylglycine
D. Serum mean recovery (%) 54.8 92.0 50.5 89.6
5.0. (%) 1.6 1.5 0.8 2.6
E. Water mean recovery (%) 97.2 89.5 53.0 87.9
5.0, (%) 1.4 1.6 0.9 0.8
Cholic Chenodeaxy Deoxy- Litho-
acid cholic acid cholic acid cholic acid
F. Serum mean recovery (%) 57.0 100.2 98.6 107.8
5.0. (%) 1.0 0.7 1.0 0.8
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Behoudens de recovery van natriumlithocholyltaurine in gal was er
geen duidelijjk verschil tussen de recovery van de geconjugeerde
galzuren in water en in gal (Tabel III,3) Tussen de recoveryper-
centages van aan glycine en die van aan taurine geconjugeerde gal-
zuren Lestond voor wat betreft cholzuur en desoxycholzuur een dui-
delijk verschil, Dit zou kunnen samenhangen met de substraatspeci-
ficiteit van het N-cholylglycinehydrolase (Nair, 1969),

Van een standaardoplossing van de ongeconjugeerde galzuren
cholzuur, chenodesoxycholzuur, desoxycholzuur en lithocholzuur,
welke in bekende hoeveelheden toegevoegd waren aan serum, werd na
het doorlopen van de hele procedure 97 - 107% teruggevonden (Tabel
ITT.3).

Als referentie voor alle recoverystudles werden in aceton
opgeloste T, F.A.-methylesterderivaten van ongeconjugeerde galzuren
gebruikt, Aangenomen werd, dat de recovery van deze galzuren 100%
was, Aangezien de recoverypercentages van standaardmengsels gecon-
jugeerde galzuren voor de hele procedure varicerden van B4 tot 98%
en de recovery van de ongeconjugeerde zuren ca 100% was, werd aan-
genomen dat het belangrijkste en enige verlies van betekenis bjj de-
Zze recoveryexperimenten ontstond tijdens de hydrolysestap en niet
tijdens de verschillende extractie- en zuiveringsprocedures, De re-
covery bleek niet verbeterd te worden door hetzij meer enzym toe te
voegen, hetzij de hydrolyse langer dan 3 uur te laten duren,

Natuurlijk bieden deze recoverystudies van geconjugeerde gal-
zuren in water, serum, gal of urine geen volledige garantie, dat
de hoeveelheid galzuren in een monster ook werkelijk bepaald woxdt.
Zo is bijvoorbeeld bekend, dat de mate van elwitbinding wvan de
verschillende galzuren kan verschillen, Vooral lithocholzuur zou
sterk aan serum eiwit gebonden zﬁn(Rudman en Kendall, 1957). Dit
zou kunnen betekenen, dat er tijdens de eiwitprecipitatie een deel
van de in een monster aanwezige galzuren verloren gaan,

De recoverypercentages van oplossingen van aan taurine ge~
conjugeerde galzuren, die telkens opnieuw bereid en op verschil-
lende tijdstippen bepaald werden, lieten minder gunstige resultaten
Zzlen dan de in Tabel III.,3. genoemde percentages voor deze galzu-
ren, die in één serie bewerkt worden, In Tabel III,4, worden deze

recoverypercentages voor serum, gal en urine weergegeven,
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TABLE IIT.4.

Recoveries of tauro-conjugated bile acids, added in known amounts to serum (A),

bile (B) and urine (C) and estimated at different times under the same conditions.

The bile acid standard solutions were freshly prepared before every analysis.

Sodium Sodium Sodium Sodium
cholyltaurine | chenodeoxy— deaxy- litho-
cholyltaurine | cholyltaurine | cholyltaurine
A. Serum mean recovery (%) B80.6 90.0 94.9 B81.8
S.0. (%) 6.0 2.7 6.7 7.6
n = 33
B. Bile mean recovery (%) B86.0 93.6 100.0 83.5
8.0. (%) 4.5 6.0 7.0 8.5
n=28
C. Urine mean recovery (%) with solvolysis
83.5 81.5 80.0 78.0
n=4
without solvolysis
88.0 90.0 87.5 83.5

De recoverypercentages van een standaardoplossing van de verschil-
lende galzuren in normaal serum, waarbij van elk galzuur 10 #g/ml
was toegevoegd, was hetzelfde als van een standaardoplossing waar-
bij 100 pg/ml van elk galzuur was toegevoegd; alleen de recovery
van lithocholzuur bedroeg 10% minder dan in het laatste geval, De
recoverypercentages van de verschillende galzuren, toegevoegd aan
urine van een proefpersoon waren bevredigend, maar lagen doorgaans
iets lager dan dle in gal of serum, Dit is te verklaren uit de ex-
tractie mel Amberlite-XAD, vooraf, Makino en SjWvall (1972) geven
extra verliezen op van 10% bijj deze stap, Hoewel in de urinemon-
sters altijd een solvolysestap volgens Palmer (1967 en 1971) werd
gedaan, moet toch worden opgemerkt, dat de genoemde recoveryper-
centages geen zulvere maat behoeven te zijn voor de bepaling van
sulfaatveresterde galzuren, aangezien immers standaardpreparaten

van deze aan sulfaat veresterde galzuren niet beschikbaar waren,

2.8,3., Gevoeligheid van de bepalingsmethode

Als blanco werd de interne standaard, opgelost in methanol,
gebruikt, Na het doorlopen van de gehele procedure was het resul-
taat slechts één piek, die van de interne standaard,
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De limiet voor de bepalingsmethode in serum werd op ongeveer
0,3 ug/ml galzuur vastgesteld, In urine was dit 0,3 mg/l en in gal
0,01 mg/ml, De gevoeligheid van de met een vlamionisatiedetector
uitgeruste gaschromatograaf was ongeveer 10-20 ng per galzuur,

waarbijj de gevoeligheid voor lithocholzuur het hoogst was,

2.,8. 4., Nauwkeurigheid van de bepalingsmethode

De nauwkeurigheid van de gaschromatografische meting werd
getest met monsters van verschillende concentraties, Hierbij werd
een lineaire correlatie gevonden tussen de geinjiceerde hoeveel-
heid galzuur (0.05-0,5 yg) en de piekhoogte, wanneer de gevonden
piekhoogte gecorrigeerd was op de intermne standaard (Fig. III.h).
Roovers e.a., (1968) vonden met acetaatmethylesterderivaten van

galzuren geen duidelijke lineaire respons,
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Fig. 111.4. Dose response correlation of ithocholic acid (1), deoxycholic
acid(2}, chenodeoxycholic acid{3) and cholic acid{4).
A hinear correlation 1s present betwsen the injected dose of
T.F.A methylester derivatives of bile acids and the peak

height response on the gas chromatograph
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Verdunningscurves van een galmonster (0,01 ml - 0,1 ml) lie-
ten ook een lineaire correlatie zien tussen de hoeveelheid galzuur

en de piekhoogte (Fig. IIL.5).

peak height (mm)
JAOW 4
320
280
240
200
160

120

"
y

Fig 111 6 A linear correlation is present between bile acid concentrations
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in different difutions of a bile sample and the peak height

response on the gas chromatograph Lithocholic acid{1), deoxycholic
acid(2), chenodeoxycholic acid(3) and cholic acid(4)

Met iedere serie serumbepalingen, die in één zitting onder
exact gelijke omstandigheden werd uitgevoerd, liep een standaard-
mengsel van geconjugeerde galzuren, opgelost in serum, mee, Op de-
ze wijze kon voor een eventueel verlies, geleden tijdens de hydroly-
se, worden gecorrigeerd, Bovendien werd v64ér de methyleringsstap
als interne standaard 7-ketolithocholzuur of 7-ketodesoxycholzuur
toegevoegd om te lage uitkomsten als gevolg van een onbekend ver-
lies bij de T,F,A,-methylestervorming en bij de gaschromatografische
procedure te ontdekken,

De nauwkeurigheid van de meting in serummonsters is het
minst in het normale gebied, Om een indruk te verkrijgen van de
normaalwaarden van de verschillende galzuren, die in serum aanwe-
zig zijn bij gezonde personen, werd een groot aantal bepalingen in
enkelvoud gedaan in een groep normale personen, Op deze wijze werd

een redelijke indruk verkregen van een normaal serum chromatogram
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(Fig., III.1.,b). Bovendien kon hieruit worden afgeleid, dat de to-
tale hoeveelheid galzuren in serum altijd kleiner dan 2,5 ug/ml
was; De resultaten van serumbepalingen bij 30 normale personen zin
samengevat in Tabel III.5. Tevens zijn in deze tabel de normaal-
waarden vermeld, dle met gaschromatografische technieken door an-
dere onderzoekers zijn verkregen,

In onze studie werd voor de totale serum galzuurconcentratie
een gemiddelde van 0,7 ug/ml serum gevonden, Deze normaalwaarden
komen redelijk overeen met die van Sandberg e.a. (1965), Roovers
e.a, (1968) en Makino e.,a, (1969).

De nauwkeurigheid van de bepaling in serum werd bovendien
nagegaan door cholzuur in 18 serummonsters te bepalen, met behulp
van een recent ontwikkelde zeer gevoelige radio-immunoassay (Sim-
monds e.a,, 1973). De 18 serummonsters werden gezonden naar Dr, A,
F. Hofmann (Gastroenterology Unit, Mayo Clinic, Rochester, Minn,).
Het resultaat hiervan was zeer bevredigend (Fig. I1II.6),

De methode werd ook getest door bepaling van galzuren in B-
gal van normale personen, Bij deze groep van 17 personen werd een
redelijke standaarddeviatie van de galzuurconcentratie in B-gal ge-
vonden (Tabel III,6). SjBvall (1960) vond een verhouding van chol-
zuur : chenodesoxycholzuur : desoxycholzuur in B-gal van 3 normale
personen van 1,0 : 0,9 : 0,6, Vlahcevic e,a, (1970b) vonden bij
een groep van 8 normale personen een verhouding van 1,0 : 0,8 :
0,3 : 0,07 (met lithocholzuur), Malagelada e.a., (1973) toonden bij
10 gezonde jonge mannen een ratio aan van 1,0 : 1,2 : 0,4, In onze
studie werd een verhouding gevonden van 1,0 : 1,0 : 0,2 : 0,04,

In 5 ml1 van 24-uurs urine van normale personen konden nage-

noeg geen galzuren worden aangetoond,

2.,8.5, Reproduceerbaarheid van de bepalingsmethode

Om de reproduceerbaarheid van de bepalingsmethode te testen,
werden een aantal galzuurbepalingen in serum, gal en urine van pa-
ti¥nten met cholestase in duplo verricht. De totale concentratie
aan galzuren in de serummonsters, die in duplo bepaald werden,

vertoonden een spreiding van 5,5 - 278,1 ug/ml,
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TABLE III.S.

Means and ranges of serum bile acids ( mg/ml) in normal fasting persons.

Reference Cholic acid Chenodeoxy- Oeaxycholic Lithocholic Total bile Number of persaons
cholic acid acid acid acids studied
Sandberg et al (1965) 0.19 0.34 0.24 - 0.76 16
0.03-0.65 0.05-1.30 0.06-0.45 - 0.29-2,26
Roovers et al (1968) 1.16=1.91 3
Mekino et al (1969) 0.2 0.2 0.2 - 0.6 20
tr.-0.36 tr.-0.55 0.04-0.55 - 0.12-1.46
Pellizarri et al (1973) 0.16 0.13 0.07? trace 0.36 28
0.01-0.46 0,01-0,50 0.01-0.46 - 0,04-0.72
Present study 0.2 0.3 0.1 trace 0.7 30
tr.- 1.0 tr.- 1.0 tr.- 1.0 - 0.3 2.5




TABLE III.6.

Results of bile acid analyses in B-bile (bile rich duodenal fluid

after cholecystokinin stimulation ) of normal fasting persans.

Cholic acid Chenodeoxy- Deaxycholic Lithocholic Total bile
cholic acid acid acid acids

Mean {mg/nml) 12.91 13.31 2.92 0.56 27.74
Range (mg/ml) | 5.32-33.30 5.00-23.90 0.82-6.87 0.27-1.01 14.02-58.01
S.D. (mg/ml) 3.88 3.53 0.88 0.18 6.84
n=17

total serum conpugated cholic acid (umol /1) R1 A

400 .

300

200

100 +
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total serum cholic actd (umol/l) G L C

Figlll & Correlation between the total serum cholic acid concentration

analysed by gas liquid chromatography G L C ) and the cholic

acid concentration analysed by the radioimmuno assay (R | A}

of Simmonds et al (1973) (n=18)
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Results of serial duplicate analyses of serum from patients with

liver diseases.

Cholic acid

The ratio of the primary bile acids cholic acid and chenodeoxycholic acid had a

range of (.2 — 4,2 with a S.0. of + 0.1.
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De resultaten van de duplobepalingen worden weergegeven in Tabel
IIT,7. Hieruit blijkt dat de standaarddeviatie bj duplobepalingen
van serum galzuren onder pathologische omstandigheden heel aan-
vaardbaar is,

Tevens werden een aantal bepalingen in duplo verricht van

galmonsters (Tabel IIL.8).

TABLE TII.8 Results of serie! duplicate anclyses of bile samples from petients

with liver diseases.

The ratio of the primary tile acids cholic scid @nd chenodeoxycholic ccid kad ©
range of 0.46-3.38 with 2 §.0. of + 0.10.

No Cholic acid | Chenodeoxy- Deoxycholic | Lithocholic Totel bile
cholic acid acid acid acids
(mq/m1)
1 7.57 2,36 0.17 2.3 10.43
7.77 2,30 0.21 0.3 10.508
2 0.67 0.89 0.11 0.20 1.87
a.79 1.12 0.08 0.12 2.1
3 2.89 2.94 0.48 n.09 6.40
2.86 3.14 0.38 0.07 6.45
a. 1.55 3.02 0.00 1.6 n.63
1.29 2.79 0.00 0.04 a1
5. 0.64 0.63 0.02 0.13 1.62
0.84 0.73 0.02 0.1 1.67
6 0.85 1.20 0.07 0.03 2.15
0.79 1.25 0.06 0.00 2.10
7 2.185 0.69 0.c3 0.00 2.87
2.10 0.66 0.02 0.00 2.78
s.0.° +| 0.1 0.13 0.03 0.02 0.20

X Calculation S.D. as in Table III.7.
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TABLE III.9. Results of serial duplicate anelyses of urine samples from prtients

with liver diseases.

The cholic acid/chenodeoxycholic acid ratio had a renge of N.60-0.97 with o S.D.
of 7.1

No Cholaic acid Chenodeoxy— Oeoxycholic | Li1thocholic | Total bile
cholic ~cid Fcid acid acids

(mg/1)
1 .52 1,08 0.13 0.70 1,7
3.33 0.68 0.13 0.00 4,40
2 2.44 1.50 0.1 0.00 7,45
2.86 1.60 0.14 0.0n 4.60
3 4,37 2.95 0.28 0.00 7.60
a4.46 2.45 0.34 0.730 7.55
a 8.65 6.41 0.50 0.n0 15.56
8.3% 5.74 0.41 0.00 14,50
5 6.65 4,11 0.21 0.70 10.97
<.82 4,69 0.34 0.0n 12.76
6 22.06 33.05 9.50 2.14 57.75
20,30 29.M 0.39 2.41 52.51
7 an.n 22.8e3 1.1 1,30 55.25
N 22.40 1,13 1.81 55.15
a 2.61 0.90 1.03 0.80 5.35
2.0 1,76 1.20 0.81 5.58
S.D. n.22 0.29 n.09 - 0.43

Celculation S.D. as in Teble III.7.

In Tabel IIT,9, worden de uitkomsten wvan bepalingen in duplo in
urine weergegeven, Hilerby dient te worden opgemerkt, dat by alle
duplo bepalingen een periode van minstens twee maanden tussen de
beide bepalingen lag. Alle bepalingen werden onder exact gelyke
omstandigheden door dezelfde persoon verricht, Dit laatste punt is
waarschynlyk een belangryke factor by de verklaring voor de rede-
lyke resultaten voor wat betreft de reproduceerbaarheid van de be-
paling,

De reproduceerbaarheid van de bepaling werd ook gemeten door

herhaalde bepalingen van geconjugeerde of vrye galzuren in water
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of serum, De gemiddelde recoverypercentages van deze monsters,

welke in één serie 8 keer bepaald werden, vertoonden slechts ge-

ringe standaarddeviaties (Tabel IIT.3), De bepalingsmethode voor

serum en gal 1s uitvoerig elders beschreven (van Berge Henegouwen

€

a., 1974P).

11,3, Overige bepalingsmethoden

ITI,3.,1. Chemische bepalingen in serum

(Klinisch Chemisch Laboratorium, Gemeente Ziekenhuis Arnhem).

Totaal bilirubine: methode volgens Witmans, Schalm en Schulte
(1961) (spreiding 2 -~ 10 mg/1,)

Alkalische fosfatase-activitelt: gewijzigde methode volgens DBes-
sey (1946) uitgedrukt in eenheden King en Armstrong (Spreiding:
3 - 12 E.). Deze uitkomsten kunnen worden herleid tot de tegen-
woordig in vele laboratoria gebruikte U/l (mits de gewijzigde
Bessey-techniek is toegepast met 2-aminomethylpropanol-1-buffer)
door vermenigvuldiging met 9,41,

5'-nucleotidase-activiteit: methode Persiin e,a, (1968, 1969,
1969%, 1970) (Spreiding : 2 - 11 E,),

Eiwitspectrum: Papier electroforesetechniek met analytron Beck-
man Model RB (Spreiding: 39 - 57 g/l voor albumine; voor gamma-
globuline 6 - 14 g/1,)(Muller en Verschure, 1954),

Cholesterol: methode volgens Huang (1961). Bjj verhoogd bilirubi-
negehalte werd de methode volgens Grigaut gebruikt. (Spreiding:
1,7 - 2,5 g/1.) (Muller en Verschure, 1954),

Sgot: methode LKB (Karmen, 1955) (normaal: < 30E),

Sgpt: dezelfde methode (Wroblewski en La Due, 1956) (normaal:

< 20E),

I1L,3.2, Chemische bepalingen in urine en feces

(Klinisch Chemisch Laboratorium, Gemeente Ziekenhuis Armhem),

Urobiline in de urine: semikwantitatieve meting, reactie +wvan
Schlesinger, sterkte ultgedrukt in : -, +, ++ en +++,
Bilirubine in de urine; semikwantitatief, reactie wvan Fouchet,
sterkte uitgedrukt in : -, +, ++ en +++,

Urobilinogeen in de feces: kwantitatieve meting, de reactie wvan

Terwen-Watson, zoals aangegeven door Brandt (1958).
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III,3.3. Serologische bepalingen i1n serum

(Laboratorlum voor Immunologie, Gemeente Ziekenhuis Arnhem,

Hoofd: Mevr, O, Zanen-Lim, arts)°

Immuno-electroforese: Agarelcctroforesetechniek volgens Scheil-
degger.

LE-cel fenomeen: Stollingsmethode volgens Zimmer-Hargraves, Van
20 ml vers bloed wordt een "buffy-coat"-preparaat gemaakt, De
uitstrykjes hiervan worden gekleurd volgens May-Griinwald-Glemsa,
Verdeling in negatief en positief, waarby de aanwezigheid wvan
een sporadische LE-cel ook als positief werd beoordeeld, (Alle
bepalingen werden verricht door Mej, J.M, Romjjn, Hematologisch
Laboratorium, Gemeente Ziekenhuis Arnhem),

Antilichamen tegen celkernen (ANA): Coupes van rattelever worden
geincubeerd met serum van de pati¥nt en fluorescerend Coombs-
serum (Centraal Laboratorium Bloedtransfusie Dicnst, Amsterdam)
verdund met natrium-barbitonebuffer (pH 7,2).

Antilichamen tegen mitochondri#n (AMA): zelfde methode als ANA;
incubatie echter met rattenierweefsel,

Antilichamen tegen gladspierweefsel (ASMA): Idem, echter incuba-
tie met rattemaagcoupes., Beoordelingen van ANA, AMA en ASMA in
negatieve, zwak positieve, positieve en sterk positieve immuno-
fluorescentie,

Australi¥-antigeen (Hepatitis-B-antigeen): Counterelectroforese-
techniek (Pesendorfer, 1970) en soms immunodiffusietechniek vol-
gens Ouchterlony,

Antilichamen tegen Australi@-antigeen: Counterelectroforese met

specifiek antiserum,

III. 3.4, Jeukscore

Hoewel het symptoom jeuk subjectief is, werd toch getracht

door dagelyks hliernaar te informeren en eventuele krabeffecten op
te sporen, een bepaalde Jjeukscore by te houden (Tabel III.10).
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TABLE III. 10. Criteria of the pruritus score.

no pruritus

slight pruritus without distinct scratch marks, especially present at
night.

2 (++) moderate intermittent pruritus with distinct scratch marks present.

3 (+++) severe, often intractable pruritus, day and night present, with scratch

marks.

III,4. Statistische analyses

De statistische analyse werd verricht onder leiding van Drs
Ph, van Elteren (Mathematisch-Statistische Adviesafdeling van de
Universiteit van Nijmegen),

Dit gebeurde o,a, met behulp van een I,B,M.-computer (no 370-158)
van het Universitair Rekencentrum,

Een resultaat wordt significant genoemd, als de overschrij-
dingskans (P) van de toets tussen 0,1% en 5% ligt en zeer signifi-
cant als deze kans niet groter is dan 0,1%, Ligt de overschrijdings-
kans tussen de 5% en 10% dan wordt gesproken van een aanwijzing

voor een relatie of verschil,

III.4%.1. Gebruikte toetsen

Daar bij het onderzoek in het algemeen grootheden zijn betrok-
ken met een zZeer scheve verdeling, veelal met slechts een ordinale
schaal, is konsekwent gebruik gemaakt van verdelingsvrije toet-
singsmethoden,

De volgende toetsen zijn toegepast:

- de tekentoets (Rﬂmke en van Eeden, 1961),opgegeven wordt de
tweezjjdige overschrijdingskans onder het symbool Ptek.

- de toets van Wilcoxon voor twee steekproeven (Mann-Whitney—U-
test) (Rtlmke en van Eeden, 1961), De overschrijdingskans wordt
met het symbool Pw opgegeven,

- de rangcorrelatietoets van Spearman (de Jonge, 1958), Hiermee
kan worden nagegaan, of tussen twee variabelen een stijgend of

dalend verband bestaat, De rangcorrelatieco¥ffici¥nt r, en de
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tweezydige overschrydingskans Ps worden hierby opgegeven,

11I1,5. Samenstelling en selectie van de onderzochte personen

By het onderzoek waren betrokken normale personen, pati¥nten
met levercirrhose en pati¥nten met cholestase van intra- of extra-
hepatische oorsprong, Daar by pati¥nten met galstase soms moeiljk
van een evenwichtssituatie gesproken kan worden - deze bestaat ei-
genlyk alleen by een langer bestaande totale afsluitingsicterus -
werden alleen bepalingen gedaan, wanneer de pati¥nten gedurende
langere tyd (meer dan 6 weken) dezelfde behandeling hadden onder-
gaan, zodat een eventuele invloed van byv, medicatie met immuno-
suppressiva als azathioprine of prednison op het galzuurmetabolis-
me "gestabiliseerd" zou zyn, De toediening van direct met het gal-
zuurmetabolisme interfererende middelen zoals cholestyramine, neo-
mycine, breedspectrumantibiotica, laxantia en barbituraten was
minstens 6 weken vé66r het onderzoek gestaakt, Wel werden by een
groep pati¥nten met P,B,C,, primaire scleroserende cholangitls en
intrahepatische cholestase e.,c.,l1. 00k galzuurbepalingen gedaan ty-
dens behandeling met cholestyramine en fenobarbital om de invloed
op de galzuurconcentratie i1n het serum en op de jeuk na te gaan,

By patiénten met intrahepatische cholestase, en i1n het byzon-
der met P,B.C,, 1s het vaak moeilyk van een stabiele situatlie te
spreken, omdat by een deel der pati¥nten de mate van galstase
spontaan nogal kan vari¥ren en soms zelfs een cyclisch verloop

blykt te hebben (Foulk en Baggenstoss, 1969 en eigen waarnemingen),

I11,5,1, Normale personen

Deze bestonden deels uit pati¥nten, die op het ambulatorium
van het ziekenhuis waren opgenomen, Als voorwaarde werd gesteld,
dat op grond van anamnese, lichamelyk onderzoek en r¥ntgen- en la-
boratoriumonderzoek, maagdarm-, lever- en galwegziekten uitgeslo-
ten waren, De pati¥nten gebruikten geen medicatie en waren inge-
steld op het boven beschreven standaarddieet, De meeste pati¥nten
waren opgenomen voor algeheel intern onderzoek wegens atypische,
by polaiklinisch onderzoek niet te duiden klachten en voor kleine
chirurgische ingrepen, Verder werden bepalingen 1n serum en in gal

gedaan by gezonde vrywilligers, die geen medicynen gebruikten en
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geen dieetvoorschriften hadden,

Bij al deze personen werd onderzocht in serum: bilirubine,
alkalische fosfatase, 5'-nucleotidase, sgot, sgpt, cholesterol en
eiwitspectrum, Alle functieproeven vielen bij deze personen binnen

de normale grenzen.,

IIT.5.2. Pati¥nten met Primaire Biliaire Cirrhose (P,B.C.)

19 Pati¥nten met een bewezen P.B C. werden onderzocht, Cri-
teria voor de diagnose P,B,C. met de histologische stadiumindeling
volgens Rubin e.a., (1965) werden reeds vermeld in § II.,5, In Tabel
1IT.,11, wordt een overzicht gegeven van de belangrijkste klinische,
chemische, serologische en histologische gegevens ten tijde van het
onderzoek van serum-, gal- en urinemonsters. Bij 2 pati¥nten was
histologisch gezien sprake van een overlap met een chronische ag-
gressieve hepatitis, hetgeen wel vaker wordt waargenomen, vooral
in naaldbiopsi¥n (Popper en Schaffner, 19703). Pati¥nt 4 en pa-
ti¥nt 17 waren zusters,

Bij 4 pati¥nten was er tevens sprake van een collageenziekte,
te weten: 3 pati¥nten met rheumatoide arthritis (pat. 2, 7 en 9)
en 1 pati¥®nt met sclerodermie (pat., 13). Het gelijktijdig voorkomen
van twee "primaire auto-immuun" syndromen bij eenzelfde pati#nt is
op 2ich niet ongewoon (van Berge Henegouwen e,a., 1973 en 1973a;
Sherlock en Scheuer, 1973),

Bij 10 pati¥nten werd door middel van een laparotomie het ex-
trahepatische galwegsysteem onderzocht., Jeuk was een wisselend
voorkomend verschijnsel bjj deze groep pati¥nten,

Een groot deel van hen had ten tijde van het onderzoek thera-
pie met immunosuppressiva, Dat de ernst van het symptoom jeuk door
dit soort middelen verminderd kan worden, is waarschijnlijk, Azathi-
oprine zou bij P.B,C, effectief zijn tegen de jeuk zonder invloed
uit te oefenen op de galzuurconcentratie in het serum (Alargon-
Segovia e a,, 1970).

Bij onze groep pati¥nten leek onder invloed van azathioprine
slechts 1 pati¥nt minder last van jeuk te hebben (patid¥nt 1). Cy-
clophosphamide leidde tot een zeer duidelijke vermindering van de
jeuk bij pati¥nt 9, Prednison leek bij de meeste pati¥nten geen in-
vloed te hebben op de jeuk, Bij 2 pati¥nten verergerde de jeuk sa-

men met een duidelijjke achteruitgang van de leverfuncties tijdens
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TABLE III.11.

Clinical data of patisnts with primary biliary cirrhosis (P.B.C.) et the time of bile acid anslyses.

Patient | Age Sex Duration Pruri- Hepato- Spleno— Xanthoma  Serum Serum Sarum ANA  AMA Liver biopsy Medication Datails
number | yrs of tus megaly megaly albumin  y-globulin ammanaglo- ard
illness a/1 9/1 bulins P.B.C. stage
yrs 1ncreased
1)“ a6 F 15 - + - + 34.0 27,5 IgM Neg. Pos, p.8.C, II Azathioprine -
2 &5 F 72 +~ + - + 38,0 8.5 IgM Neg. Poa, P.B.C. II Azathiloprine Rheumatpid arthritis
F> 76 F +— + - - 32.5 38.5 IgM Neg. Strongly pos. P.B.C. I - Cholecystectomy
a4 55 F + + - + 33.5 15.0 IgM Neg. Strorgly pos. P.B.C. III Prednisone -
5 56 F a + + + + 27.5 23.5 IgM Neg. Strongly pos. P.B,C, III - -
6 74 F 2(7) - + - + 52.5 13.5 Ig™ Neg. Stroungly pos. P.B.C. I - Gallstones
7 ol L'} 3 - + - - 0.5 5.5 Normal Pos. Strongly pos. P.B.C. I Cyclophosphamide Rheumatoid arthritia
8 52 F [ + + + + 3.5 13.5 IgA,IgM Neg. Pos. p.8.C, TII Prednieone -
9 56 F 3 - + + - 39.5 14.5 IgM,IgG Neg.(7)Strongly pas. [F:'g::q!(") Iv Cyclophosphamide Rteumatoid erthritis
0™ a7 F 3 - + + + 38.5 10.5 IgA,IgM Pos. Pos. P.B.C. II Prednisone/Azathioprine -
11 a7 ] 6 - - - - 42.0 14.5 IgM Neg. Strongly pos. p.B.C. III Azathioprine -
[Fae 59 "] a(?) - + - ca.9 28.3 1M, 16 Pos. Strongly pos. P.B.C. IV - -
13 a8 F 5 - + - 23.0 33.0 Ig™ Neg. Strongly pos. P.B,C. III - Sclernderma
Cholecystectomy
[V 53 N 1 - + - - 37.0 13.0 oM Neg. Strongly pos. P.B.C. I - -
15 5t F 7 -+ + - + 34.0 17.5 TgA,IgM,IgG Pos. Weekly pas. E.ﬂ,g.!n Azathicprine/Prednisone Cholecystectomy
18" &0 Foon - + + - an.s 1.5 Normal Neg. Fas. P.B.C. III Prednisane -
17 62 F 8 + + - - 37.2 2¢.5 IgM,IcA Neg., Strongly poe. P.B.C. IV Spironolactone Ascites
Furosemide
18" 70 F 13 - + + + 3.0 19.5 TgM Neg. Pos. p.B.C. III - -
19 o] F + + + 36.5 15.0 IgM Neg. Strongly pos. P.B.C. II - -

"Histological overlap of P.B.C. and chronic aggressive hepatitis (C.A.H.).

**The extrahepatic biliary system was investigated at laparotomy ard cholangiography.
A liver wedge blopsy for histological examination was performed on this occasion.



het gebruik van prednison, Het gebruik van andere middelen tegen
jeuk zoals antihistaminica, werd minstens 2 dagen véér het onder-

zoek gestopt.
De duur van de ziekte werd als volgt gedefinieerd: Als

startrunt werd genomen

a, Of het moment, waarop de pati¥nt icterisch was geworden of over
jeuk was gaan klagen, Dit ging steeds gepaard met bovenbuikspij-
nen, verminderde eetlust, vetintolerantie of vermagering,

b, df het moment, waarop voor het eerst een verhoogd(e) serum al-
kalische fosfatase-activiteit of bilirubinegehalte was vastge-
steld,

Bij de meeste pati¥nten was het geen probleem met deze crite-
ria het beginpunt en daarmee bij benadering de duur van de ziekte
te bepalen, Daarbij bestond wel de mogelijkheid van fouten door de
subjectlieve interpretatie van de pati¥nt. Het is duidelijk dat men
de ziekteduur niet'zonder meer gelijk kan stellen aan de duur van

de cholestase,

ITT.5.3, Pati¥nten met levercirrhose

Een groep van 18 pati¥nten met een levercirrhose werd onder-
zocht, Voor klinische, chemische, serologische en histologische
gegevens wordt verwezen naar Tabel III, 12, De pati¥nten uit deze
groep hadden verschillende vormen van cirrhose, pathologisch-ana-
tomisch in te delen in micro-, macro-, of gemengd nodulaire vormen
{Sherlock, 1971; Scheuer, 1973).

De oorzaken van de cirrhose waren de volgende:

1, Posthepatitische of postnecrotische cirrhose,

2., Alcoholische cirrhose,

3. Chronische actieve hepatitis met hyperimmune kenmerken,

4, Haemochromatose,

5. Cryptogene cirrhose,

Ook hier werd gelet op jeuk, De duur van de ziekte bleek vaak niet

te achterhalen,

III.5.4. Pati¥nten met obstructies in de extrahepatische galwegen

16 pati&nten werden in deze groep onderzocht, Alle pati¥nten

hadden cholestase, hetgeen ook histologisch bevestigd werd, 13
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TABLE III.12 Clinical data of patients with liver cirrhosis at the time of bile acid analyses

Patient| Age Sex Hepato- Spider ANA  ASMA AMA LE- Hepatitis Serum Serum/y — Liver biopsy Etiology Medication
number | yrs megaly naevi cells B Antigen albumir globulin
1 a8 ] + + Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. az2.n 22.5 Micronodular Aleoholic -
2* 58 M + + Neg. Neg. Neg. Neg. Pos. 15.0 38.0 Micronacular Posthepatitic Predn:sone
3 68 M + - Neg. Neg. Neg. Neg. Neg, 39.5 18.5 Macronodular Haemochromatosis —
e E:] M + + Neg. Neg. Neg. Neg. Pas. 38.7 15.0 Macronodular Pasthepet:tic Diuret_cs
5 k) F + - Neg. Pos., Neg. Neg. Pos. 36.5 15.5 Macromodular (?7) Posthepatitic Predrisone
Azathigprine
6 52 F + + Neg, Wweakly nos. #eekly pos.Neg. Neg. 38.5 9.5 Macronodular Cryptoijeric Seer
7 57 + + Pos. Neg. Pos. Pos. Neg. 39.0 14.0 Mixed nodular Chromic active -
hepat:tis
g* 13 F - + Neg. Ney. Neg. Neg. Neg. 372.5 18.0 Wixed rodular Cryptoge~ic with —
cholestasis
9 62 L] + + Neg. Neq. Neg. Neg. heg. a2.5 12.5 Micronedular Alcoholic -
10 28 3 + - Pos. Neg. Pas, Pos. Neg. aa.c 14.0 Mocronadular {?) Chromic active  Frednisone
hepatitis
1= 51 L] + + Neg. Neg. Neg. \eg. Neg. 37.0 15.C Micronodular Cryptogenac -
Aleoholac 7
12 as '] + + Neg. Pos. Neg. heg. Pos, 37.0 13.0 Macronoduler Posthepatitic -
13 17 F - - Pos. Pos. Neg., Neg. Neg. 37.5 "8.5 Mecronodular Chroric active  Predrisone
hepatitis
10" 64 F + + Neg. Neg. Neg. Neg Neg. 23.2 9.5 Micronodular Cryntcgenic Diuretics
Alcotolic
15 =] F + + Neg. Neg. Neg Neg. Neg. 35.5 24.0 Micronodular Alcoholac Divretics
16 17 L] - + Neg. Pos. Neg. Neg. Neg., 0.5 9.5 Macronodular Cryptogenic Prednisone
17 59 M + Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 41.0 18.0 Micronodular Alcohol.c -
18" &8 F + - Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 51.0 7.0 Mixed nodular Cryntogemc -

"With distinct features of portosystemic shunting,



pati¥nten hadden een complete extrahepatische obstructie en 3 pa-
ti¥nten een incomplete extrahepatische obstructie van de galwegen
(zie Tabel III,13)., De duur van de ziekte werd op dezelfde wijze
gedefinieerd als bijj de P,B.C.,-pati¥nten., Hyperimmune kenmerken wa-
ren bij geen van de patiBnten aanwezig, Hepatitis B-antigeen was
aantoonbaar bij 1 pati¥nt (pati¥nt 6), die een obstructie-icterus
had ten gevolge van een pancreaskopcarcinoom, Geen van de pati¥n-
ten kreeg enlge jeukverminderde of andere medicatie tijdens het on-
derzoek, Ook hier werd de jeukscore (Tabel III.10) gehanteerd, Of-
schoon er in deze groep veel maligniteiten voorkomen, werden bij
geen van de pati¥nten bij laparotomie of obductie metastasen in de
lever aangetoond,

Of een obstructie compleet of incompleet was, werd nagegaan
aan de hand van de uitscheiding van urobiline in de urine en uro-
bilinogeen in de ontlasting. Werd gedurende 7 of meer dagen een
spoor tot geen uroblline in de urine aangetroffen, dan werd over-
gegaan tot verzamelen der ontlasting gedurende 3 dagen voor bepa-
ling van urobilinogeen, Tijdens deze periode mochten de pati¥nten
geen antibiotica of laxantia gebruiken, Werd gedurende deze perio-
de minder dan 5 mg urobllinogeen per dag in de ontlasting aange-
toond, dan werd aangenomen dat de obstructie compleet was (Drandt,
1958) en werd binnen een week tot laparotomie overgegaan, Bij som-
mlige pati¥nten was ondanks de afwezigheld wvan urobilinogeen in de
ontlasting een spoor urobiline in de urine aantoonbaar, hetgeen
Brandt verklaart door uitscheiding wvan sporen geconjugeerd biliru-
bine naar de darm buiten het galwegsysteem om (Brandt, 1958). Ge-
conjugeerd bilirubine zou met serum eiwitten, die ook onder norma-
le omstandigheden (tot ongeveer 30 ml plasma per dag) in het darm-
lumen kunnen worden uitgescheiden (v, Tongeren, 1967), in de darm
terecht kunnen komen., Aangezien de reactle van Schlesinger in de
urine veel gevoeliger is dan de urobilinogeenreactie in de feces,
is het te verklaren, dat deze reactie in de urine soms een spoor
positief is bij een negatieve reactie in de feces,

Bij een aantal pati®nten werden tevens achtereenvolgende be-
palingen van galzuren gedaan in serum en in draingal na het ophef-

fen van de obstructie door een operatie,
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TABLE I1II.13. Clinical data of patients with extrahepatic obstruction of the biliary tract at the time of bile acid aralyses.

Urine Faeces XX
Patient | Age Sex Ouration Pruri- Urobilin Bilirubin Urobilinogen Necropsy Liver biopsy Diagnosis Corl
Aumber | yrs af tus mg/day and/or
illness laparotomy
(mantrs)
1 56 M 12 ++ + - 114.0 + £.0. Choledochal duct ca I
2 65 F 2a (7)) + + + ? + S.B.C. Stones in common bile duct I
3 77 M 2 - trace + < 5.0 + E.O. Invasive growth of gastric ca in
choledocral duct c
a a5 F 6 4+ - + 0 + E.0. 5.B.C. L. Hepatic ouct ca c
S &7 M 3 ++ trace + + E.O. Pancreas ca c
6 59 M 2 i+ - + + E.O. L. Hepatic duct ca c
7 98 M 3 ++ trace + <5.0 + E.O. Choledochal duct ca c
8 72 M 1 + - + + E.O. Parcreas ca c
S 73 M 6 + - + + E.O. Pancreas ca c
0 49 M 4 + - + < 5.C + E.O. Pancreas ca c
11 39 F S + - + <5. + E.O. Ca of the confluence of both
hepatic ducts c
12 73 '] 1 +H+ + + 83.0 + €.0. Stones in common bile duct
13 55 ++ - + 0 + E.O. Pancreas ca [
14 53 M 1 + trace + <5.0 + E.O. Complete obstruction of both hepatic
ducts of unknown origin
15 57 M 1 + trace + o] + E.O. Ampulla Vateri ca
16 77 M 1 +H+ - + <5.0 + E.O. Pancreas ca o

¥ Classification in complete (C) and incomplete (I) abstructive jaundice.

** e.0. Extrahepatic obstruction . 5.B.C. Secundary baliary carrhosis.



I17,5,5. Pati¥nten met benigne intermitterende intrahepatische

cholestase

Leden uit één familie met dit syndroom werden onderzocht,
Het betrof een zus en een broer (pati¥nt 1 en 2) en 2 nichten van
hen (patiént 3 en h). Dit familie-onderzoek zal elders uitvoerig
worden beschreven (de Pagtere.a.). De pati¥nten voldeden geheel
aan de criteria voor dit syndroom, genoemd in hfdst, IIL, Algemene
gegevens van de pati¥nten zijn samengevat in Tabel III.14, Pati¥nt
1 werd tweemaal onderzocht tijjdens cholestasc, waarbij de galstase
al over het maximum heen was, Pati¥nte 4 werd verschillende malen
onderzocht tijdens een normale fase en tevens werden bepalingen
verricht tijdens enige fasen met cholestase, Pati¥nt 5 behoorde
niet tot deze familie, Hij werd als representant gezien van de
niet=familiaire vorm, zoals deze oorspronkelijk door Summerskill en
Walshe (1959) is beschreven, De diagnose werd hier per exclusiormum
gesteld. Terwijl het histologisch onderzoek van de lever in de nor-
male fase geen enkele afwijking liet zien, werd in het biopt tijdens
de cholestase een ernstige centrolobulaire cholestase gezien zon-
der noemenswaardige afwijkingen van het leverparenchym, Dij deze pa-
ti¥nt werden enkele malen galzuurbepalingen gedaan tijdens behande-
ling met diverse choleretica.,

Bij al deze pati¥nten was het onderzoek op ANA, AMA, ASMA,
het Australi¥-antigeen en LE-cellen negatief, Bjj 3 pati¥nten werd

tevens een onderzoek van galzuren in gal verricht,

III,5.6, PatiBnten met primaire en secundaire scleroserende

cholangitis

L4 PatiBnten met een primaire en 2 met een secundaire sclero-
serende cholangitis werden onderzocht, Bij alle 6 pati¥nten werd
deze dlagnose tijdens operatie (met pathologisch-anatomisch onder-
zoek van de lever) gesteld, Alle 4 pati¥nten met de primaire vorm
voldeden aan de criteria, genoemd in § II.,5. De gegevens worden
samengevat in Tabel III,15.

Opvallend was, dat ook bjj deze pati¥nten tijdelijk het beeld
van een complete obstructie-icterus kon bestaan, waarbij minder dan
5 mg urobilinogeen per dag in de feces werd ulitgescheiden,

Pati¥¥nt 2 overleed thuis 1 jaar na het stellen van de diagno-
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TABLE III.14

Climcal data of patients with benign recurrent intrahepatic cholestasis at the tame of bile acid analyses.

Patient| Age Sex Pruri- Cholestasis Duration Serum Serum Liver biopsy Medication Date of
number | yrs tus of albumin  y-globulin investigation
cholestatic g/l g/1
episode
(months)
1 a7 F ++ 18 44.0 12.4 + 3 Prednisone  30-10-70
a9 F + 12 a4.5 10.5 + - 2-12-72
36 M - - 45.0 12.5 + 1 - 2-12-72
3 15 F - - 48.0 8.0 + 2 - 30-10-70
17 F - - 16.0 8.0 - - 9-12-72
a 5 F + 12 47.0 8.0 - - 30-10-70
7 F - - 52.5 €.0 - - 9-12-72
a8 F +H+ 4—g weeks - - - - Oct.1970-March 1974
5 20 M + 3 weeks 50.0 1.8 + 2 - Nov.- Dec. 1973

TABLE III.?15. Climcal data of patients with primary (P) and secundary (S) sclerosing cholangitis at

the time of bile acid analyses.

Urine Faeces
Patisnt Age Sex Ouration Pruri- Uro- Biliru- Urobili- Serum Serum Liver biopsy Treatment Cnmpl1cat10nsx
number  yrs of tus bilin  ban nogen Albumin y-globulin
and 1llness mg/day g/1 g/l
Diagnosis yrs
1 P a3 2 +H + 14.5 40.5 158.5 S.Ch. T-drain After 1 year S.B.C.
2 P 51 1% ++ - + <5,0 27.0 16.0 S.Ch. T—-drain f Coma hepaticum
3 P 62 6 + + - 125.0 30.0 a0.c S.Ch, T-drain 1 Coma hepaticum
5.8.C.
52 10 - + 56.0 33.5 13.0 S.B.C. - 5.5.C.
S 51 2 + + 96.0 a46,C 10.5 E.O. - 5.5.C.
6 [ 50 +H sp + 5.7 40.5 17.0 5.Ch. T-drain 5.8.C. fHaenob:Ll:La.
X §.8.C. = Secundary biliary cirrhosis.
5.Ch. = Sclerosing cholangitis.
5.5.C. = Secundary sclerosing cholangitis due to 1atrogenic lesions ot the common bile duct.
E.O. = Extrahepatic obstruction.



se en een obductie kon niet worden verricht, Pati¥nt 3 overleed 3
jaar na het stellen van de diagnose. By de obductie werd de diag-
nose bevestigd,

By pati¥nt 1 en 3 werden meerdere serumbepalingen gedaan,
terwijl ook de draingal na operatie bij deze pati¥nten werd onder-
zocht, ANA, AMA, ASMA, LE-cellen en AustraliB-antigeen werden niet
aangetoond bij deze groep, Bij pati®nt 2, 3 en 6 was de scleroseren-
de cholangitis ook intrahepatisch gelokaliseerd, bij pati¥nt 1 was
dit waarschijnlijk niet het geval, Pati¥nt 6, bjj wie in verband met
een toenemende lcterus door een bijna complete belemmering van de
galafvloed een exploratie van de galwegen werd ondernomen, over—
leed in aansluiting aan deze ingreep aan de gevolgen van een
haemobilie,

2 Pati¥nten met een secundaire scleroscrende cholangitis
werden 1n deze groep ingedeeld, Bij beide pati¥nten was de ductus
choledochus bij een cholecystectomie, die elders was ultgevoerd,
gelaedeerd, Bjj pati¥nt 4 bestond een ernstige laesie waarvoor tot
3 keer toe een nieuwe drain in de galwegen, tot intrahepatisch,
moest worden aangelegd, Bij pati¥nt 5 was de laesie minder ernstig
en van tijdelijke aard, Hier was de oorzaak van de scleroserende
cholangitis te wijten aan het achterlaten van een in de ductus cho-

ledochus geplaatst drainagebuisje,

ITT.5.7 Pati¥nten met intrahepatische cholestase egc,i,

Bij 4 pati¥nten werd geen duidelijke oorzaak gevonden voor de
bestaande cholestase (Tabel III,16). Pati®nt 1 vertoonde het beeld
van een nlet complete obstructie-icterus, Elders was een laparoto-
mie gedaan voor onderzoek van het extrahepatische galwegsysteem,
Er werden toen geen afwijkingen vastgesteld, Bij de operatie werd
een wigexcisie ult de rechter leverkwab genomen voor histologisch
onderzoek, De cholestase hierin was te sterk uitgesproken om van
een zuivere intrahepatische cholestase te kunnen spreken, Tekenen
van hepatitis ontbraken,

Voor en tijdens behandeling met cholestyramine werden bij deze
pati¥nt bepalingen van de serum galzuren verricht, Pati¥nt 4 had
een chronisch persisterende hepatltis met een positieve AMA, De

serum alkalische fosfatase-actdvitelt en de sgot en sgpt waren
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TABLE III.16 Clinical date of patients with intrahepatic cholestasis of urknown origin at the time of bile acid analyses.

Urine Faeces

Patient Age Sex Duration Pruri- Urobilin Bilirubin Urobilinogen Serum Serum Liver biopsy
number yre of tus mg/day Albumin vy -globulan

111lness g/l g/1

yrs
1 a5 M 0.5 + + + a0 34.0 11.5 Cholestasis
2 a1 F 2 + + + - 50.5 10.0 Cholestasis - P.B,C. stage II ?7
3 0 F 12 + + + 58 26.5 21.5 Cholestasis - Cirrhosis ?
a 35 Mnoa - + - - 48.0 8.5 C.P.H.

* C.P.H. = Chronic persistent hepatitis,



verhoogd bij deze pati¥nt,

De patinten 2 en 3 waren zusters wvan elkaar, Pati¥nt 2 had
behalve een normaal serum bilirubinegehalte, leverfunctiestoornis-
sen, wijzend op intrahepatische cholestase, Op grond van het le-
verbiopt was een P,B,C. nlet uit te sluiten. De AMA was echter ne-
gatief, Pati¥nt 3 was reeds 10 jaar bekend met een ernstige intra-
hepatische cholestase e,c,i.. De AMA was ook hier negatief, Op
grond van het leverbiopt werd het waarschijnlijk geacht, dat een le-
vercirrhose aanwezig was, Een P,B.C, kon echter niet worden aange-
toond, Het klinische beeld bijj deze pati¥nte verergerde begin 1973
vrij abrupt met het toenemen van de icterus, Het serum bilirubine-
gehalte steeg tot 107 mg/l. Een broer van de pati¥nten 2 en 3 ovenr
leed in 1963 in het Gemeente Ziekenhuis te Arnhem ten gevolge van
een bloeding uit oesophagusvarices, Bij de obductie werd een cirr-
hose vastgesteld, Ook hij vertoonde klinisch en chemisch een ern-
stige intrahepatische cholestase,

Op grond van het familiaire karakter van de aandoening bij de
pati¥nten 2 en 3, en het feit dat de cholestase hier duidelijk op
de voorgrond stond, werd besloten deze pati¥nten bij elkaar in de
groep van pati¥nten met intrahepatische cholestase e.c.i. onder te

brengen,
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HOOFDSTUK IV

Resultaten van het onderzoek

IVv.1., Inleiding

In dit hoofdstuk worden de resultaten van de galzuurbepalin-
gen in serum, gal en urine bij gezonde personen en pati¥nten met
cirrhose en pati¥nten met cholestase gepresenteerd, De resultaten
van galzuurbepalingen in serum, gal en urine van normale personen
werden deels reeds in hoofdstuk IIT vermeld, Hieruit i1is duidelijk
geworden dat bij normale nuchtere personen de serum concentraties
van de individuele galzuren extreem laag zijn, In urine van normale
personen konden slechts sporen galzuren aangetoond worden, Bij ver-
gelijken van het galzuurpatroon in de verschillende groepen zullen
gegevens over de totale galzuurconcentratie, de afzonderlijke gal-
zuren en over de chol/chen-ratio worden vermeld, Speciaal zal wor-
den gelet op de aanwezigheid van de secundaire galzuren desoxy-
cholzuur en lithocholzuur,

Vele auteurs spreken over monohydroxygalzuren i,p.v. over
lithocholzuur, wanneer op het chromatogram een piek gevonden wordt
met dezelfde retentietijd als lithocholzuur, In hoofdstuk IITI is
reeds gedemonstreerd, dat met de toegepaste methode lithocholzuur
en 3 B -hydroxy-A 5-choleenzuur dezelfde retentietijd hadden, Men
dient daarom wel te bedenken, dat er geen volledige zekerheld kan
bestaan over de identitelt van een bepaalde piek, zonder tevens
een massaspectrometrisch onderzoek te doen, Dit probleem geldt
sterker voor lithocholzuur dan voor de overige di- of trihydroxy-
galzuren, omdat deze piek zich nu eenmaal bjj de bepalingen in se-
rum en urine bijna altijjd op het afdalende deel van de piek bevond,
die veroorzaakt werd door het oplosmiddel aceton. Wanneer van 1li-
thocholzuur gesproken wordt, dan wordt bedoeld monohydroxygalzuur,
dat dezelfde retentletijd op de OV-210 stationaire fase heeft als
lithocholzuur,

Omdat in de urine van pati®nten met cholestase, zelfs van
pati¥nten met een complete extrahepatische obstructie, regelmatig
op het chromatogram een piek gevonden werd met dezelfde retentie-—

tijd als lithocholzuur, was het van belang een ultgebreider onder-

- 94 -



zoek naar de ldentiteit hiervan te doen, Daartoe verzochten wijj
Prof, Dr H, Eyssen van het Rega Instituut van de Katholieke Uni-
versiteit te Leuven om nader onderzoek naar de identiteit van de-
ze piek te doen, Deze bevindingen worden beschreven in § IV.5,

Gok zal aandacht besteed worden aan de aanwezigheid wvan sul-
faatveresterde galzuren in gal en urine van pati¥nten met ver-
schillende leverziekten,

In 8§ IV.4, zal de relatie tussen de jeukscore en het galzuur-
patroon tezamen met andere chemische parameters worden besproken
en in § IV,5, wordt nagegaan in hoeverre er een verband bestaat
tussen het galzuurpatroon en de andere chemische parameters,

De invloed van bepaalde behandelingsmethoden bij cholestase,
zoals het toedienen van cholestyramine en drainage van galwegen,
op het galzuurpatroon in serum, gal en urine en op de jeuk zal be-
sproken worden in § IV,6, In deze paragraaf worden ook de uitkom-
sten vermeld van een aantal opeenvolgende bepalingen bij drie pa-
ti¥nten vé46r, tijdens en nd drainage van de galwegen, Per groep zul-
len eveneens de uitkomsten van galzuurbepalingen in gelijktijdig ver-
kregen serum- en galmonsters of serum- en urinemonsters met elkaar

vergeleken worden,

IV,2, Resultaten van galzuurbepalingen in serum, gal en urine

IVe2,1, Normale personen

2,1.1, Serum

Galzuurbepalingen werden verricht bij een groep van 15 mannen
en 15 vrouwen, De gemiddelde leeftijd was 37,9 jaar (S.D. 14,5). De
sgot in deze groep was significant hoger dan de sgpt (0,001 < Ptek.
< 0,005) hetgeen overeenkomt met de bevindingen van Brandt e.a.,
(1969). De uitkomsten van de galzuurbepalingen 1n serum zijn reeds
vermeld in Tabel III,4, Hierin worden deze uitkomsten vergeleken
met de resultaten van andere onderzoekers, die vergelijkbare tech-
nieken gebruikten, In kolom 1 van Tabel IV,1, worden deze gegevens
nog eens vermeld samen met de uitkomsten van de levexrfunctieproe-

Vell,
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TABLE IV.1. Results of serum bile acid anelyses, liver function tests, pruritus score and duration of illness, studied in

the different group of

patients,
Group Cholic Chenode- Deoxy- Litho- Total bile CA/CDCA™™ Bilir. Alk.Phosph. S5'-Ncl. Sgot Sopt Cholest. Prura- Ouration
acad oxy cholic cholic acids ratio mg/1 u u y/100 m1 u/100 Ml g/l tus of
ug/ml  cholic acid acid ng/ml score  illness
acid ug/ml ug/ml months
pg/ml
1. Normal controls (ne=30):
Mean 0.23 0.31  0.13 - 0.7 0.7 6.6 7 5 12 12 2.18 0 -
Range.  tr.-1.0  tr.-1.0 tr.-1.0 tr. 0.3-2.3 0.6-1.1 3.8-9.6 312 2-9 11-18 7-17 1.54-2,70 0 -
S.EM" 0.05 0.07 0.06 - 0.2 0.1 0.4 0.4 0.5 0.4 0.6 0.06 - -
2. Laver cirrhosis (n=18)
Mean 3.2 9.9 0.4 - 13.6 0.4  23.0 20 22 80 76 2.21 0.2 ?
Range _ 0.2-19.1 1,2-35.7 0.0-1.5 0.0-0.3 1.8-49.9 0.2-0.7 6.0-65.4 7-19 6-36 28-238 18-176 1,42-3,78 01 ?
S.E.M.X 0.62 2.5 0.1 - 3.1 0.04 7.2 5 6 19 15 0.19 - "
% of total 26.6 66.2 6.6 - 100
3. Primary biliary cirrhosis (n=19):
Mean 15.4 8.8 0.3 - 24,5 1.6 25.6 67 150 68 81 3.23 1.0 22.5
Fenge _ 0.7-68.0 1.2-27.0 0.0-1.8 0,0-0.4 2,5-92.5 0.6-6.7 5.5-96.4 23132 31-437 28-204 22-156 1.73-12,30 0-2 12-180
S.E.M. 5.1 2.5 2.1 - 7.0 0.3 6.6 9 a2 10 9 0.56 - 1.3
% of total 52.4 43.4 2.9 - 100
4. Complete extrahepatic obstruction (n=13)
Mean 85.7 27.2 0.2 - 82.3 2.3 206.2 64 145 91 138 3.7 2.2 2.9
Range 32.0-72,0 16.8-38.8 0.0-0.7 ©.0-0.3 58.0-116.2 1.2-3.8 117.6-375.0  20-99  20-598 35-144 63-233 2.01-5.28 1-3 1-6
S.EM 5.2 3.3 0.1 - 5.9 0.3 23.8 10 72 15 22 0.55 - 0.6
% of total 66.2 33.3 0.0 - 100
5, Incomplete extrahepatic obstruction (n=3)
Mean 16.5 10.7 1.9 - 29.1 1.4 26,2 72 147 142 122 2.31 .9 12.3
Range = 6.7-14.2 6.7-14.2 0.3-5.17 0.0-0.3  13,5-49,1 0.8-2.4 8.0-36.8 57-95  a7-212 130-178 46-166 2.00~2.80 -3 1-24
S.E.M 9.0 2.3 1.6 - 10.6 0.5 9.2 10 55 18 39 0.25 - 6.6
% of total 51.0 a1.2 2.8 - 100
6. Primary and secundary scleruosing cholangitis (n=6)
Mean 36.7 22.5 0.3 - 59.5 1.9  106.1 103 255 a7 111 3.3 2.1 61.2
Range . 2.5-80.0 2.5-46.8 0.0-1.0 tr. 5.5120.4 1,0-4,7 15.5211.5 43-207  40-998 53-159 52-170 1.93-6.30 0-3 18120
S.EM, 11,1 7.3 0.2 - 17.7 0.6 34,0 12 154 15 az 0.60 - 17.5
% of total 60.3 37.9 1.8 - 100

XX Chalic acid/chenodeoxycholic acid ratio

Standard error of the mean



2.1,2, B-gal

Bij 17 personen uit deze groep,
galzuurbepalingen gedaan in B-galmonsters. De gemiddelde leeftijd
in deze groep was 32 jaar met een spreiding van 21 tot 61
resultaten worden vermeld in kolom 1 van Tabel IV,2, Tussen de
chol/chen-ratio in serum en gal bestond geen significant verschil
(Ptek. = 100%). Hoewel uit de opgegeven getallen zou kunnen blij-
ken, dat cholzuur relatief minder en desoxycholzuur wat meer aanwe-
zlg is 1n serum dan in gal, is het niet goed mogelijk beide percen-

tages met elkaar te vergelijken door de vrij grote bepalingsfout in

serum binnen het normale gebied,

TABLE IV.2. Results of biliary bile acid analyses (B-bile)in patients with cirrhosis of the

liver or P.B.C. and in normal controls.

9 mannen en 8 vrouwen, werden

Group Cholic Chenodeoxy Deoxycholic Lithocholic Total Bile CA/CDCA)(X
acid cholic acid acid acid acids ratio
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

1. Normal controls {n=17)

Mean 12.9 13.91 2.92 0.60 29,76 0.98

Range 5.32-33.30 5.00-29,90 0.82-6.87 0.21-1.01 11.77-58.01 0.47-1.90

S.E.M. 1.67 1.38 0,50 0.06 2.85 0.09

% of total 42,0 44.5 1.4 2.0 100

2. Liver cirrhosis {n=12)

Mean 2.46 2.54 0.56 0.13 5.69 0.84

Range 0.30-12,99 0.50-8.10 0-3.62 0-0.20 1.27-24, 7 0.30-1.60

S.E .M. 0.98 0.57 0.30 0.05 1.86 0.10

% of total 43.0 44.6 9.8 2.4 100

3. Primary biliary cirrhasis (n=13)

Mean 8.76 3.30 0.31 0.08 12,45 2.39

Range  D.76-36.20 0.63-13.30 D-2.12 0-0.69 1.58-42.65 0.90-10.50

S.EM. 2.79 0.99 0.6 0.05 3.47 °  0.50

% of total 64.8 32.4 2.3 0.06 100

¥ Cholic acid/chenadeoxycholic acid ratio.
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Bij drie normale personen werden tevens galzuurbepalingen ge-
daan in B-galmonsters, waarbij een solvolysestap aan de eigenlijke
isolatieprocedure voorafging. Het resultaat was hetzelfde als zon-
der solvolyse (Tabel IV,3.).

TABLE IV.3. Results of biliary bile acid analyses, with special reference to the sulphated

fraction,

Cholic %"  Chenodeoxy %5  Deoxycholic %6  Lithocholic %5  Total bile %5
acid cholic acid acid acid acids
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

1. Normal controls,

1 11.25 0 13.50 0O .32 0 0.62 0O 26.69
2 13.S0 0 17.93 0 1.76 0O 0.0 0O 33.99
3 13.82 8] 17.22 0 2,54 0 o.ea O 34.42

II. Liver cirrhosis.

Pat, 4 0.86 O 132 0 0.08 © 0.03 0 2,29 0
9 1.5 0 3.02 0 0.00 @ 0.11 45 4.68 1.1
1M 266 O 361 0 0.47 0 0.13 0 6.87 0O
17 1,60 O 3.20 0 0.68 0 0.19 0 5.67 0

III. Primary billary cirrhosis

Pat., 2 5.40 6 3.0 12 0.1 3 0.63 100 9.44 14
8 9,30 0 3.02 0 0.00 0O 0.26 58 13.76 1.1
10 13.60 O 4,20 3 0.00 O 0.06 o 17.86 0.5
1 11.7%6 0 16,30 0 2.56 0 1.06 19 31,68 0.6
13 0.92 O 1.02 0 0.03 O 0.01 o™ 1.98 0O
15 7.42 0O 2,58 0 0.22 0 0.23 a2 10.45 1.0
19 14,96 3 1,729 3 0.25 4 0.12 100 17,20 2.0

* The percentage of individual bile acids in the sulphated form, as concluded from the fact
that a solvolysis step was necessary for their detection.

**Too small amounts to detect a significant increase after solvolysis.
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2¢1¢3. Urine

De urine werd met én zonder solvolysestap bewerkt voor gas-
chromatografische bepaling. In de urine van drie normale personen
waren geen galzuren aantoonbaar. In de urine van drie andere nor-
male personen werden kleine piekjes aangetroffen, die wezen op de
aanwezlgheid van sporen cholzuur en chenodesoxycholzuur, Fig.IV,1.
is een voorbeeld van het normale urine-chromatogram, waar de in-
terne standaard 7-ketodesoxycholzuur aan toegevoegd is, Niet al-
leen bekende galzuurpieken waren afwezig, maar ook onbekende pile-
ken, die op de aanwezigheid van mneutrale steroiden zouden kunnen
wijzen, welke normaliter in grote hoeveelheden in de 24~uurs urine
worden uitgescheiden, ontbraken als gevolg van de gebruikte isola-

tieprocedure,

mn 30 20 10 0 40 30 20 LY (o]

Fig IV 1 a Chromatogram of urine of a normal control subject after adding
reference bile acids lithocholic acid(1), deoxycholic acid(2),
chenodeoxycholic acid({3}, cholic acid{4) and 7 ketodeoxycholic(5)
acid as Internal Standard,

b Urine chromatogram of the same person without reference bile

acids The Internal Standard 1s added(5)
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Iv,2,2, Pati¥nten met levercirrhose

In kolom 2 van Tabel IV,1, worden de resultaten van galzuur-
bepalingen bij 18 pati¥nten samengevat. De gemiddelde leeftijjd was
49,5 jaar (S.D. 18,3). De totale galzuurconcentratie lag met gemid-
deld 13,5 ug/ml ruim boven de bovengrens van normaal, hetgeen
voornamelijk het gevolg was van een sterke toename van het chenode-
soxycholzuur, Dit bleek uit de chol/chen-ratio, die gemiddeld
slechts 0,4 (S.,D, 0,2) was, Deze was significant lager dan normaal
(p, = 0,01).

Van de secundaire galzuren was het lithocholzuur meestal niet
of slechts in sporen aantoonbaar. De concentratie desoxycholzuur
bedroeg gemiddeld 0,4 yg/ml (S.D. 0,5). Bij slechts twee personen
(Tabel ITI,12,, pati¥nt 3 en 6) waren de galzuurconcentraties nor-
maal, Pati¥nt 3 had een haemochromatose en pati¥nt 6 een cryptoge-
ne cirrhose zonder activiteit, Beide pati¥nten hadden alleen licht
gestoorde transaminasenwaarden,

Er waren slechts vier personen met jeuk (+) in deze groep,

De galzuurconcentraties waren steeds groter dan 10 ug/ml bij deze
pati¥nten,

6 Pati¥nten (Tabel III,12,, pati¥nt 2, 4, 8, 11, 14 en 18)
hadden tekenen van een hepato-cerebrale intoxicatie op het elektro-
encephalogram, Het serum galzuurgehalte varieerde bij deze zes pa-
ti¥nten van 11,7 tot 49,9 ug/ml en was gemiddeld 27,4,

Behalve bij de bovengenoemde 18 pati¥nten uit de gehele groep
werd ook het serum galzuurgehalte bepaald bij.een pati¥nt met een
cryptogene cirrhose bij wie een goed functionerende porto-cavale
shunt aanwezlg was. Dit was 74,1 ug/ml met een chol/chen-ratio van
0,4, Behalve een verhoogd bilirubinegehalte van 20,3 mg/l had de-

ze pati¥nt geen leverfunctiestoornis en ook geen jeukklachten.,

2,2,2, B-gal

Bij 12 pati¥nten uit deze groep werden tegeljjk met het afnemen
van serum ook B-galmonsters verzameld (Tabel IIT.12, pati#int 1, 4
en 5, 7 t/m 9, t1 t/m 13, 15, 17 en 18), De resultaten hiervan wor-
den weergegeven in Tabel IV.2, De totale galzuurconcentratie was
zeer significant lager dan in de controlegroep (P _< 0,01). De ver-

houding tussen de verschillende galzuren was ongeveer gelijk aan
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die by de controlegroep, By vier pati¥nten in deze groep (4, 9, 11
en 17) werd tevens een duplo-bepaling verricht waarby aan de isola-
tieprocedure een solvolysestap voorafging. By slechts één van deze
personen werd hierb)y een duidelyke styging van lithocholzuur gevon-
den (Tabel IV,3), Wanneer men het galzuurpatroon in serum en gal by
de hele groep personen vergelyken mag, dan valt een relatieve ver-
mindering van het cholzuur en een vermeerdering van het chenodeso-
xycholzuur in serum op, De chol/chen-ratio was by alle pati¥nten in

gal hoger dan in serum (P = 0,0005; zie Fig, IV,2a en 2b).

tek,

CA/CDCA ratio _—

08

10 serum 1< serum '
col bile I bile
4o |
20:

_ l Izl

il gy, *

controls cnrrhosle PBC CEO cirrhosis PBC
n-13 .13 ns12 n.13
p,,.‘lOO% (N5) p.,,O 0005 Pwa O 003

Fig 1V 2 a Comparson of the cholic/chenodeoxycholic acid(CA/CDCA) ratio
n serum and 0 bile of normal controls and of patients with
cirrhosis of the liver or primary bihary cirrhosis (PB C )
The CA/CDCA ratio in serum of patients with complete extrahepatic
obstruction {(C E O ) s presented, too
The Iines represent mean values+ 2SEM

b Comparison of the CA/CDCA rauo in serum and in bile of the

individual patients with cirrhosis or PB C

The difference 1s more pronounced in the patients withP B C
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2¢203s Urine

By twee pati¥nten (2 en lh) werd op dezelfde dag als serum
werd afgenomen de 24-uurs urine verzameld voor galzuurbepalingen,
Beide pati¥nten hadden ernstige symptomen van een hepato-cerebrale
intoxicatie en tevens een fors verhoogde serum bilirubineconcentra-
tie, De resultaten van deze bepalingen met het percentage sulfaat-
veresterde galzuren worden vermeld in Tabel IV, .4,

Fig, IV.3. laat het aanzienlyke verschil zien tussen de bepalingen
met en zonder solvolysestap., Het chenodesoxycholzuur, voor het
grootste deel aan sulfaat veresterd, is dominant aanwezig., Ook 1li-

thocholzuur was, voornamelijk na solvolyse, aantoonbaar,

min 30 20 10

Fig 1V 3 Urine chromatogram of a patient with liver cirrhosis{number 14)
a without solvolysis b after solvolysis
Lithochehe acid({1), deoxycholic acid{2), chenodeoxycholic acid(3),
ursodeoxycholic acid(4), hyocholic acid(S), cholic acid(6), 7 keto-
deoxycholic acid{7) as Internal Standard and a 3 keto-dihydroxy

cholanoic acid ? (8)
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TABLE IV. 4. Results of urinary bile acid eanalyses in 24 patients with cholestasis.

Investigated Cholic %5 Chenodeoxy— %S Deoxycholic %S Lithocholic %S Total bile %5 Total bile CA/COCA-ratio
persons acid cholic acid acid acid acaids acids of total of sulphated of non sul-
pg/ml png/ml ug/ml nug/ml ng/ml mg/24 hr fraction phated
Traction
I. Liver carrhosis
Pat., 2 2.68 0 8.44 62 0.0 o0 0.90 &0 12.02 60 20.82 0.32 0.00 1.19
Pat. 14 €,00 28 48,50 75 1.77 100 1.74 &0 58.11 67 20,21 0.12 0.05 0.36
II. Primary biliary cirrhosis.
Pat. 1 44 52 2,70 83 1.3 7 0.65 100 ?7.92 69 13.88 1.27 0.80 3.57
Pat., 2 5.7 &0 14.78 86 0.43 39 0.4 S0 21.41 82 18.91 D0.39 0.36 0.54
Pat. 2 2,50 32 3.25 69 0.43 52 0.50 65 6.68 50 9.40 0.77 0.36 1.69
Pat. 4 2,28 24 2.68 76 0.14 7 0.00 a 5.10 51 11.48 0.85 0.25 2.72
Pat. 10 5.57 56 10.89 75 0.29 17 0.53 100 17.28 63 21.42 0.51 0.4 0.69
Pat. 10 5.63 68 14.60 87 0.55 50 0.58 100 21,36 86 34,52 0.39 0.30 0.94
Pat. 11 0.61 10 0.34 35 0.00 0O 0.00 © 0.95 18 1.33 1.79 0.50 2.27
Pat, 19 a7.52 60 29,50 72 5.58 75 2,00 50 84.60 65 36.46 1.60 1.33 2,33
III. Complete extrahepatic obstruction.
Pat, 1 35.20 &0 55,26 79 0.61 53 0.60 60 91.66 64 45,12 0.64 0.48 1.18
Pat. B 53,19 58 27.82 58 1.00 46 1.03 a0 a3.04 59 41,20 1.91 1.73 2.22
Pat, M 12,50 36 13.84 82 035 0 0.42 80 27.11 59 57.00 0.93 0.46 3,16
Pat. 13 25.0C 0 24,60 72 0.49 0 0.82 &0 80.91 36 32.76 1.01 0.00 3.62
IV, Primary end secundery sclerosing cholangitis,
Pat., 1 4,46 17 2.45 69 0.34 56 0.00 © 7.25 35 22.61 1.82 0.45 4.94
Pat. 1 8,35 42 5.74 91 0.41 60 0.00 0 14,50 62 26.10 1.45 0.66 9.7
Pat, 1 20.30 28 27.41 61 0.19 0O 0.40 100 48.30 46 57.90 0.74 0.34 1.41
Pat., 2 27.1c 5 24,22 7% 0.87 59 0.65 70 52.84 72 79.80 1,12 0.78 2.10
Pat, 4 3,22 72 8.53 B85 0D.25 0 0.93 75 12.93 78 17.60 0.37 0.32 0.70
V. Berign recurrent intrehepatic cholestasis.
Pat. 4 30.0" 54 22,40 78 1,13 73 1.63 60 55.17 64 69,00 1.34 0.92 2.82
Pat. 4 2.81 25 0.46 100 1.30 45 0.00 O 4, 29 4,04 6.10 1.50 >10.0
Pat, 5 30,20 60 26.16 78 2,40 73 1.77 90 60. al &0.80 1.15 0.84 2.62
VI. Intrahepatic cholestasis of unknown origin.
Pat. 1 a.06 45 4,51 81 n.a7 72 0.91 75 10.35 73 22.38 0.90 0.50 2,63
Pat. 23 18,21 28 31.80 9 0.96 28 1.26 585 51.93 67 53.00 0.58 0.18 5.43

X 9S: Percentage of sulphated bile acids.
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IV.2.3, Pati¥nten met Primaire Biliaire Cirrhose

23,1 Serum

De resultaten van de galzuurbepalingen in serum bij 19 pa-
ti¥nten met een P,B,C, vindt men in kolom 3 van Tabel IV,1, De to-
tale galzuurconcentratie was met een gemiddelde van 24,5 ug/ml
(s.D. 25,8) zeer significant hoger dan normaal,., De stijging van de
serum galzuren was relatief het sterkst voor het cholzuur en de
chol/chen-ratio was met een gemiddelde van 1,6 (S.D. 1,5) signifi-
cant hoger dan bij de normale personen (Pw = 0,025). Van de secun-
daire galzuren was het lithocholzuur niet of slechts in sporen
aantoonbaar, Het desoxycholzuur was relatief ook sterk verlaagd,

Wanneer pati¥nten met een stadium I of II van de P,B,C, met
pati¥nten met stadium III of IV vergeleken worden, dan blijken voor
de verschillende galzuren en leverfunctieproeven eigenlijk geen sig-
nificante verschillen tussen de beide groepen te bestaan, Alleen
het serum cholesterolgehalte was meestal in stadium I of II hoger
dan in stadium III of IV (Pw = 0,053)., In dit verband is het ook
interessant om de chol/chen-ratio tussen de beide groepen te ver-
gelijken, Drie van de negen pati¥nten met stadium I of II hadden
een chol/chen-ratio die kleiner was dan 1,0, Deze drie pati¥nten
bevonden zich allen in stadium I, Anderzijds hadden drie wvan de
tien pati¥Bnten met een stadium III of IV een chol/chen-ratio die
groter was dan 1,0 (Pig, IV.4,)., Het verschil tussen de beide
groepen was echter niet significant (0,05< P, < 0,10),

In Tabel IV.5. zijn de rangcorrelatieco¥ffici¥nten vermeld
van de verschillende parameters in deze groep, Er was een zeer dui-
delijke en significante correlatie tussen de totale serum galzuur-
concentratie en de serum cholzuurconcentratie enerzijds en het bi-
lirubinegehalte anderzijds, Ook bestond er een redelijjke significan-
te correlatie tussen de totale serum galzuurconcentratie en de al-
kalische fosfatase-activiteit en de sgot, Het serum cholzuur had
in deze groep nog de beste correlaties., Opvallend was de uitsteken~
de correlatie tussen het bilirubinegehalte en de sgot. Er bestond
een matige correlatie tussen de galzuren en de 5'-nucleotidase-ac-
tiviteit, De correlatie tussen de serum galzuurconcentraties, het

bilirubinegehalte, de alkalische fosfatase en 5'-nucleotidase-ac-
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Fig |V 4 Companison of the cholic / chenodeoxycholic acid{CA/CDCA) ratio
in serum of patients with primary biliary cirrhosis{P B C ), stage
I—1l and of those with P B C ,stage I11—1V The lines represent

mean values

tiviteit enerzijds en de jeukscore anderzijds waren ongeveer gelyk
en significant, terwijl de sgot nog iets beter dan de galzuren met
de jeuk correleerde,

In het algemeen kan gesteld worden, dat de pati8nten zonder
jeuk altijd een serum galzuurconcentratie hadden beneden 15 wug/ml.
De patiénten met jeuk hadden altijd een serum concentratie boven de
7,5 ug/ml., Verder bestond er een duidelijjke tendens tot meer jeuk
bij pati¥nten met hogere galzuurconcentraties,

Er was geen duidelijke correlatie tussen de ziekteduur en het

galzuurpatroon in serum,

2,3.2., B-gal

Bijj 13 patiénten in deze groep werden galmonsters verzameld

tegelijk met het afnemen van het serummonster, Het betrof de pa-
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TABLE 1V.5. Rank correlation coefficients (rs) of the different parameters in 19 patients wath P.B,C,

Serum Serum chemo- Total bile CA/CDCA Bilir. Alk.Phosph. S'-Nuel, Sgot Cholesterol Pruritus Ouration of

cholic deoxy cholic  acad conc. ratio score illness

acid acid

x
Serum chalic acaid - 0.91% 0.98™ 0.6 0.82" 0.63% 0.43  0.72 0.48 0.70" 0.36
Serum chenodeoxy— x
cholic acid 0.9 - 0.95" c.30 0.72" 0.55 0.39 0.62" 0.36 0.63" 0.26
Total bale x x x
acad conc. 0.98" 0.95 - 0.51 0.8 0.61 0.40  0.68° 0.46 0.66% 0.34
X

CA/ODCA ratio 0.61 0.20 0.51 - 0.49 0.38 0.29  0.46 0.4 0.52 0.31
Bilir. 0.82" 0.72% o a1® 0.49 - 0.59 0.35 0.90" 0.3 0.69" 0.16
Alk.phosph. 0.63% 0.55 0.61* 0.38  0.59 - 0.74* 0.59 0.39 0.7a% 0.04
5'-Nucl. 0.43 0.39 0.40 0.29 0.35 0.7a% - 0.56 0.38 0.73% 0.30
Sgot 0.72% 0.62" 0.68% 0.46 0.90%° 0.59 0.56 - 0.32 0.75% 0.32
Cholesteral 0.48 0.36 0.46 0.41  0.38 0.39 0.38 0.32 - 0.58 0.16
Pruritus score 0.70" 0.63% 0.66" p.52  0.69" a.7a" 0.7 0.75% 0.58 - 0.25
Duration of
11lness 0.36 0.26 0.34 0.31  0.16 0.04 0.30 0.32 0.16 0.25 -

x
) These figures represent Ps < o0.01.



tidnten 2 t/m 4, 6, 8 t/m 13, 15, 16 en 19 (Tabel II1,10). Bij 9
pati¥nten werd B-gal verkregen. Eén pati¥nt had galstenen en een
niet functionerende galblaas (patiént 6), drie pati¥nten (3, 13 en
15) hadden een cholecystectomie ondergaan, zodat het onmogelijk was
bij dezc vier pati¥nten geconcentreerde B-gal te verzamelen, De re-
sultaten zijn samengevat in kolom 3 van Tabel IV,2, De totale gal-
zuurconcentratie was duidelijjk lager dan in de controlegroep. Voor
elk van de galzuren behalve het cholzuur was het verschil met de
controlegroep zeer significant (Pw < 0,0001). Voor het cholzuur
was het verschil juist niet significant (Pw = 0,052)., Ook was er
een tendens tot lagere galzuurconcentraties bij pati¥nten die in
stadium IIT of IV verkeerden., De chol/chen-ratio was in de gehele
groep significant hoger dan in de controlegroep (Pw = 0,008), De
chol/chen-ratio in deze groep was bij iedere individuele pati¥nt,
op één uitzondering na, hoger in gal dan in serum (Ptek. = 0,003;
Fig. IV.22 en 2°).

De concentratie secundaire galzuren was significant lager
dan in de controlegroep (Pw < 0,01). Bij zeven pati#nten (pati¥nt
2, 8, 10, 11, 13, 15 en 19) werd de bepaling in gal overgedaan na-
dat eerst een solvolysestap was ingelast. Hierbij werden voorname-
lijk voor lithocholzuur hogere waarden gevonden dan tevoren (Tabel

Iv.3.).

2.3.3. Urine

Bij zes pati¥nten werd in totaal 8 keer de 24-uurs urine ver-
zameld voor galzuurbepalingen (Tabel IV.4, kolom 2). Naarmate de
serum concentratie aan galzuren hoger was, werden er meer galzuren
in de urine uitgescheiden (rs = 0,90; Ps <0,01). In Tabel IV,h4,
is tevens het percentage sulfaatveresterde galzuren opgegeven, Dit
was op één geval na, 50% of meer en maximaal 85% van de totale con-
centratie, Vooral chenodesoxycholzuur werd in de hoogste concentra-
tie 1n sulfaatveresterde vorm in de urine uitgescheiden.

De chol/chen-ratio was bij alle pati¥nten duidelijk minder dan
in serum. Wanneer men de totale chol/chen-ratio vergelijkt met die
van aan sulfaatveresterde galzuren, dan blijkt de laatste in alle
gevallen duidelijjk kleiner te zijn. Slechts in één geval (pat. 19)

was deze groter dan 1,0. De totale chol/chen-ratio was slechts 3
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keer groter dan 1,0, By al deze patiBnten was de chol/chen-ratio
echter in serum groter dan 1,2,

Fig, IV.5. laat een voorbeeld zien van het urinechromatogram
van pati¥nt 19, By de meeste patiBnten was ook lithocholzuur dui-
delyk aantoonbaar, Peti€nt 11 had ten tide van het verzamelen van
de 2h-uurs urine een serum concentratie aan galzuren, die hoog
normaal was (2,6 ug/ml). Desondanks werd 0,95 mg/1 (1,33 mg/24
uur) in de urine uitgescheiden., Dit wijst erop, dat deze serum con-
centratie dicht bijj de drempelwaarde ligt, waarboven galzuren na
filtratie in de glomeruli niet meer volledig teruggeresorbeerd
worden in de tubuli, Voordat men hier conclusies aan zou willen
verbinden, dient men echter gegevens te hebben omtrent de grootte
van de aan sulfaatveresterde fractie galzuren, aangezien deze im-
mers een duidelijk betere renale klaring ondergaat dan de niet ge-
sulfateerde fractie. Ook dient men gegevens te hebben over de va-
riaties in de serum galzuurconcentratie gedurende de hele 24-uurs

periode, aangezien deze wel eens aanzienlyk zou kunnen zijn.

Fig IV 5 Urine chromatogram of a patient with primary biliary cirrhosss
{number 19) a without solvolysis b after solvolysis
Lithocholic acid( 1), deoxycholic acid{2), chenodeoxycholic acid(3),
ursodeoxycholic acid{4}, cholic acid{6), unknown peak({?) and
7-ketodeoxycholic acid(8B) as Internal Standard
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IV.2.4, PatiBnten met een complete extrahepatische obstructie

2.4,1., Serum

Dij 13 pati¥nten werden galzuurbepalingen in serum gedaan op
een moment, dat de pati¥nten blijkens de uitscheiding van urobili-
nogeen in de urine en feces 1 tot 3 weken een volledige obstruc-
tie van de galafvloed naar de darm hadden, De totale galzuurcon-
centratie was met 82,3 ug/ml (S.D. 21,2) zeer hoog (Tabel Iv.1,
kolom 4). Deze stijging was voor cholzuur relatief het grootst,

Van de secundaire galzuren was het lithocholzuur bij 10 van
de 13 pati¥nten niet aantoonbaar, terwijl het desoxycholzuur bij U
pati¥énten in sporen werd teruggevonden, Er was een zeer duidelijjke
correlatie tussen de aan- of afwezigheid van lithocholzuur en de-
soxycholzuur bij deze pati¥nten (rS = 0,89, P_ <0,01), De chol/
chen-ratio was, op één pati¥nt na, altijd groter dan 1,2 en gemid-
delda 2,3 (S.,D. 1,2). De patiBnt met een lagere ratio (pat, 2) had
waarschijnlijk een secundaire bhiliaire cirrhose,

Het serum bilirubinegehalte was in deze groep met een gemid-
delde van 206,3 mg/l (+ 86,0) zeer hoog. Er viel echter geen sig-
nificante correlatie te ontdekken tussen het totale serum galzuur-
gehalte en het serum blilirubinegehalte, Het was zelfs zo, dat bijj
de hogere bilirubinespiegels de tendens bestond tot lagere galzuunr
concentraties dan gemiddeld bij deze groep pati¥nten werd gevonden
(rS = - 0,24; Pig, IV,6)., In Tabel IV,6. worden de verschillende
rangcorrelatie-co¥ffici¥nten uit deze groep vermeld, Er was slechts
een aanwijzing voor een correlatie tussen de totale serum galzuur-
concentratie en de ziekteduur, Een redelijke correlatie bestond er
tussen de alkalische fosfatase-, de 5'-nucleotidase-activiteit, de
sgot en het cholesterolgehalte, Opvallend was de goede correlatie
tussen de sgot en de 5'-nucleotidase-activiteit, terwijl ook een
duidelijke correlatie tussen de ziekteduur en de 5'-nucleotidase-
activiteit aanwezig was in deze groep.

Voor wat de jeuk betreft kan gesteld worden, dat er geen
correlatie bestond tussen de serum galzuren of één der andere para-
meters en de jeukscore in deze groep, Anderzijds kan gesteld worden
dat alle pati¥nten in deze groep lichte tot ernstige jeuk hadden
(+ tot +++)° Alle pati¥nten hadden een serum galzuurspiegel boven
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TABLE IV.6. Renk correlation coefficients of the differant parameters in 13 patients with complete extrahepatic obstruction

Serum Serum chero-  Total bile CA/COCA  Bilar, Alk .Phosph, 5'-Nucl, Sgot Cholesterol Pruritus Duration of
chnlic deoxy cholic acad conc. ratio score illness
acid acad
Serum cholac acad - 0.1 O.BSX 0.63 -0.39 0.1 0.29 0.04 D.26 0.10 D.19
Serum chenaodeoxy— x
cholic acid -0.11 - 0.30 -0.75" -0.06 0.28 0.25 0.15 -0.06 0.09 0.19
Total bile «
acid conc, 0.85 0.30 - 0.23 -D.24 0.3 0.50 0.20 0.28 0.12 0.49
CA /COCA-ratio 0.63 -0.75% c.23 -  =0.17 -0.19 -0.02 -0.07 -0.03 0.06 -0.04
B1lir. -0.39 -0.06 -0.24 ~0.17 - -0.28 7.06 0.14 -0.37 0.35 c.13
Alk.,phosph. 0.1 0.28 0.34 -0.19 -0.28 - 0.77°  0.82 0.60 0.06 0.51
S5*'-Nucl. 0.29 0.25 0.50 -0.02 0.06 0.77" - p.as™ 0.51 0.27 0.58
Sgot 0.04 0.15 0.20 -0.07 0.14 0.62 0.85" - 0.44 0.14 0.3
Cholesterol 0.26 -0.06 0.28 -0.03 -0.37 0.60 0.51 0.44 - 0.07 0.39
Pruritus score 0.10 0.09 0.12 0.06 0.35 cC.Cé6 0.27 c.14 0.33 - 0.16
Duration of
111lness 0.19 0.19 0.49 -0.04 0.13 0.51 0.58 0.1 0.39 0.16 -

x) These figures represent P < 0.71



de 58,0 ng/ml, De mate van jeuk was echter niet afhankelijk van de
hoogte van de galzuurspiegel, zodat een significante correlatie
tussen de jeukscore en het serum galzuurpatroon ook niet gevonden

werd,

total serum B.A.conc. (ug/ml)
120 1 .

100 - .
80 R

60 - .
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(4 T T T T T T LE— T T

0 100 150 200 250 300
serumbilirubin (mg/l )

Fig 1V.6. In the group with complete extrahepatic obstruction no correlation
1s present between the total serum bile acid(B.A.) concentration and

the serum bilirubin level{n=13;rg= - 0.24)

2.4,2. Urine

4 Pati¥nten in deze groep werden onderzocht (Tabel IV,.4, ko-
lom 3). In deze groep werden de grootste hoeveelheden galzuren in
de urine teruggevonden. Deze varieerden van 31,41 tot 57,00 mg/24
uwur, Fig, IV.,7. laat een voorbeeld zien van het urinechromatogram
van patiént 1,

36 - 64% van de totale galzuurconcentratie werd als sulfaat-
ester uiltgescheiden, Ook hier werd weer een overmaat chenodesoxy-
cholzuur, voornameljjk als sulfaatester teruggevonden (gemiddeld
74%). De chol/chen-ratio van de sulfaatveresterde fractie was
steeds kleiner dan de totale ratio, De chol/chen-ratio in de urine
was ook kleiner dan de chol/chen-ratio in serum voor elke pati¥nt

van deze kleine groep,
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Fig 1V 7 Urine chromatogram of a patient with complete extrahepatic obstruction
{number 7) a without solvolysis b after solvolysis
Lithocholic acid(1), deoxycholic acid{2), chenodeoxycholic acid(3), urso-
deoxycholic acid{4), hyocholic acid(5} cholic acid{6}, unknown peak{(7),
7 ketodeoxycholic acid(8) as Internal Standard and a 3 keto-dihydroxy-

cholanoic acid ? (9)

Lithocholzuur was bijna steeds aantoonbaar en vari®erde van
0,7 tot 7,4% van het totaal, Opvallend was, dat ook het secundaire
galzuur desoxycholzuur in de urine aantoonbaar was, De hoeveelheid

was echter steeds minder dan 1,6% van het totaal,

Iv.2,5. PatiBnten met een incomplete extrahepatische obstructie

2.5.1. Serum

Deze groep bestond uit slechts drie personen, De resultaten
zyn vermeld in kolom 5 van Tabel IV,1, Er was een duidelijke wverho-
ging van de totale serum galzuurconcentratie, Opvallend was, dat
het secundaire galzuur desoxycholzuur gemiddeld 7,8% van het totaal

uitmaakte, Het was bijj alle drie pati¥nten aantoonbaar. Allen had-

- 112 -



den min of meer ernstige jeuk, De totale galzuurconcentratie lag

steeds boven de 13,5 ug/ml.

Iv,.2,6, Pati¥énten met een Pprimaire en een secundaire scleroserende

colangitis

2.6,1, Serum

Vier pati¥nten met een primaire scleroserende cholangitis en
twee met secundaire scleroserende cholangitis werden onderzocht,
De totale galzuurconcentratie was hiler met ultzondering van pati¥nt
4 (5,5 pg/ml) steeds sterk verhoogd (kolom 6 van Tabel IV,1,), De
patiinten 4 en 5 hadden een secundaire scleroserende cholangitis
(Tabel III,15), In alle gevallen, behalve bij pati¥nt 4, was de
chol/chen-ratio groter dan 1,2, Behalve pati¥nt 4 hadden alle pa-
ti¥nten ernstige jeuk (++ tot +++).

Secundaire galzuren waren nlet aantoonbaar bij de pati¥nten 2,
5 en 6 en slechts in sporen aanwezlg bij de pati¥nten 1 en 3, ter=-
wijl het desoxycholzuur bij pati¥nt 4 ongeveer 8% van het totaal be-
droeg,

De pati¥nten 1, 2, 5 en 6 hadden een sterk verhoogd serum
cholesterolgehalte, Bjj de pati¥nten 3 en 4, die een normaal cho-
lesterolgehalte hadden, bestond reeds een secundaire biliaire
cirrhose, De pati¥nten 2 en 6 hadden ten tijde van het onderzoek
een complete obstructie van de galafvloed naar de darm (Tabel III,

15.). De ziekteduur van deze groep varieerde van 1 tot 10 jaar,

2.6.2, Urine

Van drie patil¥nten werd in totaal 5 keer de urine verzameld
voor galzuurbepalingen (Tabel IV.,4., kolom %), Pati¥nte 2 had ten
tijde van het onderzoek een complete obstructie en zij had dan ook
de hoogste excretie van galzuren in de urine (79,80 mg/24 uur),

Ook hier bestond weer een duidelijke voorkeur om chenodesoxy-
cholzuur in sulfaatveresterde vorm uit te scheiden (gemiddeld 76%
van de totale hoeveelheid chenodesoxycholzuur), De totale chol/
chen-ratio was steeds hoger dan de chol/chen-ratio van de sulfaat-
veresterde fractie, Deze laatste was altijd minder dan 0,80, Litho-
cholzuur werd drie keer in verhoogde concentratie teruggevonden.
Desoxycholzuur was drie maal meer dan 1,6% van het totaal. Bij pati¥n-
te 2 was deze echter minder dan 1,6% van-het totaal. Deze pati¥nte had
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ook een complete extrahepatische obstructie,

2.6.3. Ziektegeschiedenis van patint 1 met gegevens over opeen-

volgende bepalingen van galzuren

Deze man, geboren in 1929, had sedert 1962 klachten over in
aanvallen optredende pijnen in de rechter bovenbuik, In februari
1971 had pati¥nt een koliekpijn gehad, waarbij hij ook licht icte-
risch geweest was, De diagnose cholelithiasis werd vermoed, In
augustus 1971 werd elders een cholecystectomie verricht, Postope=-
ratief werd pati¥nt in 4 tot 6 weken tijd icterisch en tevens was
er sprake van ernstige jeuk., In oktober 1971 werd hij overgeplaatst
naar het Gemeente Ziekenhuis te Arnhem, Pati¥nt was toen duidelijk
icterisch, er waren geen spider naevi of erythema palmare, De ont-
lasting had een normale kleur, Er was geen temperatuursverhoging,
De rechter leverrand was met een glad oppervlak even palpabel, de
milt was niet palpabel, Het bilirubinegehalte bedroeg 86,4 mg/1,
waarvan 64,8 mg/l geconjugeerd was. De sgot was 53 E, de sgpt 71E,
de alkalische fosfatase- 27 E en de 5'-nucleotidase-activiteit
39 E, Het cholesterolgehalte was 3,11 g/1, De feces werden geduren-
de 3 dagen verzameld ter bepaling van de urobilinogeen uitschei-
ding, Deze bedroeg 44 mg/dag. In de urinc was zowel urobiline als
bilirubine aanwezig, Bij opname werd een behandeling met 20 g cho-
lestyramine per dag begonnen, Op 22 november 1971 vond een relapa-
rotomie plaats, omdat een proces aan de extrahepatische galwegen
niet kon worden uitgesloten., Er werd een fibrotische ductus chole~
dochus vastgesteld en bij choledochotomie werd een langgerekte ste-
nose gevonden, Na oprekken werd een T-drain in de ductus choledo=-
chus geplaatst met één "been" in de rechter ductus hepaticus, Er
bleek geen ruimte te zin om een drain in de linker ductus hepati-
cus te plaatsen, Nadat pati¥nt postoperatief eerst een cholangitis
had doorgemaakt, verdween daarna de jeuk en nam de icterus duide-
1lijk af, De histologische beoordeling van de wigexcisie uit de
rechter leverkwab luidde: "Ernstige cholestase, waarschijnlijk van
extrahepatische oorsprong, Er zijn nog geen tekenen van een secun-
daire biliaire cirrhose," Op grond van de kliniek en de bevindin-
gen bij de operatie werd de diagnose hier gesteld op primaire scle-

roserende cholangitis, Gedurende de prae- en postoperatieve fase
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werden opeenvolgende galzuurbepalingen gedaan in serum, in drain-
gal en in urine van de pati¥nt. De resultaten hiervan zijn samenge-
vat in Fig. IV.8, Duildelijk is het effect van cholestyramine op de
serum galzuurconcentratie te zien, terwijjl in tweede instantie door
de T-buis-drainage de serum galzuurconcentratie verder daalt., Dit
gaat gepaard met een vermindering en later een verdwijning van de
jeuk, Aan de uitscheiding van urobilinogeen in de feces is te
zien, dat er een flinke hoeveelheid gal bij deze pati¥nt in de darm
moet zijn terecht gekomen tijdens de T-buis-drainage. V66r de opera-
tie werd er duidelijk minder urobilinogeen in de ontlasting uitge-
scheiden., Verder is te zien dat direct postoperatief nogal gecon-
centreerde gal wordt geproduceerd en dat na ongeveer 6 dagen een
"steady state" wordt bereikt, waarbjj de hoeveelheid galzuur per ml
draingal constant blijjft. Dat er bij deze pati¥nt galafvloed naar de
darm plaatsvond, wordt ook gestaafd door het feit, dat secundaire
galzuren in de draingal verschijnen., Na toediening van cholestyra-
mine en tijdens de T-buis-drainge is de uitscheiding van galzuren
via de urine duidelijk verminderd, De sulfaatveresterde fractie
galzuren in de urine maakt 30-50% van het totaal uit, Na het af-
sluiten van de galdrain ziet men de serum galzuurconcentratie, het
bilirubinegehalte en de alkalische fosfatase~activiteit weer dui-
delijk toenemen, terwijl ook de uitscheiding wvan urohilinogeen in de
feces daalt., Dit laatste kan verklaard worden ulit een verminderde
galafvloed naar de darm door de vernauwing in de ductus choledo-

chus,

IV.2.,7. Pati¥nten met een benigme intermitterende intrahepatische

cholestase

2.7¢1s Serum

De resultaten van galzuurbepalingen bij drie van de vijf pa-
ti¥nten zijn vermeld in Tabel IV,7. De pati¥nten 4 en 5 worden in
een aparte paragraaf ( § IV.2.7,3.) besproken, omdat bij deze twee
pati¥nten opeenvolgende bepalingen gedurende langere tijd mogelijk
waren, Bij pati#nt 1 werd drie maal een bepaling in serum gedaan,
éénmaal (2-3-73) tijdens een normale periode en twee maal op het

eind van een periode met cholestase waarbij de serum galzuurconcen-
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TABLE IV.7. Results of bile acid analyses in serum and bile of 3 patients with benign recurrent intrahepatic cholestasis before and during cholestasis

Patient Cholic Chenode- Deoxy Litho- Total bile CA/DCA Bilir. Alk.Phosph. 5'-Nucl. Sgot Sgpt Cholest. Pruri- Ouration
number acid oxy cholic cholic cholic acids ratio mg/1 u u/100 m1  u/100 m1 g/l tus of
acid acid acid score illness
monthg
A. Serum bile acids (yg/ml)
1. 0-10-70 6.3 3.2 0.0 0.0 9.5 2.0 33.0 38 - 60 61 5.32 2 16
2-12-72 1.9 2.2 2.5 0.0 6.6 0.9 172.6 20 39 an a2 2.03 12
e- 373 1.0 0.9 0.4 0.0 2.3 1.1 8.9 12 - - - - 1] 0
2. 2-12-72 0.0 0.0 0.0 c.0 0.5 - 9.3 8 5 18 23 1.93 0 0
3, 30-10-70 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 - 3.9 13 - 14 12 - 0 o]
9-12-72 0.4 0.7 0.0 0.0 1.1 0.6 4.2 9 5 19 26 - 0 [}
B. Biliery bile acids (mg/ml)
. 30-10-710" 0.12 0.03 0.00 0.00 0.15 3.60
2-12-72 a.22 1.93 1.76 0.00 7.9 2.0
2, 2-12-72 32.00 15.45 2.10 0.25 49,80 2,14
3. v-10-0" 5.88 3.78 0.7%6  0.09 10.51 1.59
2-12-72 16.19 10.97 1.26 0.14 28.56 1.48

X Stimulation with olive-oil instead of chalecystokinin.
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tratie nog duidelijjk verhoogd was en ook nachtelijk jeuk aanwezig
was. Op 2-12-72 was het desoxycholzuur met 2,5 #g/ml weer duidelijk
aanwezlg in het serum, hetgeen op een vermindering van de choles-
tase wees, Pati¥nt 2 werd éénmaal en pati¥nte 3 tweemaal in een
normale periode gecontroleerd, De serum galzuurspiegels waren

hierbij normaal,

2,7.2. B=gal

De resultaten van deze bepaling worden ook vermeld in Tabel
IV.7. De totale galzuurconcentratie in gal was bij pati¥nte 1, die
bovendien een cholecystectomie had ondergaan, laag, De chol/chen-
ratio lag bij beide bepalingen duidelijk hoger in gal dan in serum,
In de B-gal van pati¥nt 2 was de galzuurconcentratie met 49,80 mg/
ml normaal, Evenals bij pati¥nte 1 werd ook bjj pati¥nte 3 tweemaal
een galzuurbepaling in gal gedaan, beide keren bij afwezigheid van
cholestase, Hierbijj kwamen geen verrassende bevindingen naar voren,
Wel is het uit de tabel duidelijk dat de concentratie aan galzuren
in de gal na stimulatie met olie veel geringer is dan na stimula-

tie met cholecystokinine,

2,7«3. Opeenvolgende bepalingen bij pati¥nte 4 en patilnt 5

Patisénte 4 (geboren in 1966): Vanaf oktober 1970 tot en met
maart 1974 werden een groot aantal galzuurbepalingen in serum bij
pati¥nte 4 gedaan. De resultaten hiervan =zijn samengevat in Tabel
IV.8, Gedurende deze periode werden ook enige bepalingen gedaan
tijdens een normale fase, Toen werden geen afwijkingen vastgesteld
in het galzuurpatroon, De verhoging van de alkalische fosfatase-
activitelit tijdens een normale fase is het gevolg van het feit dat
pati¥nte nog in de groeifase verkeert, Tevens werden een aantal
bepalingen gedaan gedurende 3 kortdurende perioden van cholestase,
Deze werden altijd ingeluid met nachtelijke jeuk en krabben, Een
cholestase-periode duurde niet langer dan 6 weken, Verrassend was
dat in de eerste dagen van een dergelijke periode steeds extreem
hoge serum galzuurconcentraties werden gevonden, waarbij het chol-
zuur duidelijk dominant aanwezig was, Dit was des te meer opvallend,
omdat in deze fase het serum bilirubinegehalte nog normaal was en
alleen de serum alkalische fosfatase-activiteit verhoogd aanwezig

was, Wanneer men de gevonden concentraties omrekent en de totale
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TABLE IvV. 8, Results of follow up bile acid analyses in bile and urine of patiert 4 wath benign recurrert intrahepatic crolestasis.

1970 1972 1973 1974
Date 30-10 2-12 2-3 2-4 18-6 23-8 1-1 8-2 15-2 19-2 26-2 1-3 7-3 13-3 16-3 22-3

A. Serum bile acids (ug/ml)

Cholic acid 1.7 0.4 267.9 4.5 1.0 186.0 1.5 150.0 64.9 44.5 74,2 112.0 2.6 0.6 C.6 0.6
Chenodeoxycholic acid 0.9 0.5 69.4 2.6 1. 2.2 2.0 47,5 3.4 24,0 26.0 26.8 13.5 0.9 0.0 0.7
Deoxycholic acad 0.0 0.0 0.0 1.9 0.C 0.0 0.7 0.4 0.4 1.7 2,5 2.2 3.0 2.1 0.8 0.3
Lathacholic acad 0.0 0.0 0.0 O0.C 0.0 2.8 0.3 1.3 0.9 13 1.9 1.7 0.7 0.7 C.0 0.5
Total bile acids 2.6 0.9 277.3 3.0 2.5 261.C 4.5 199.2 966 715 104.7 142.9 418 4.3 1.4 2.1
CA/COCA-ratio 1.9 0.7 3.0 1.8 0.7 2.6 0.8 1.2 2.1 1.9 2,9 4.2 1.8 1.5 - 0.9
Bilirubin mg/1 8.0 3.1 7.0 4.3 8.0 8.2 7.3 1.3 - - 6.0 - N N N N
Alk.Phosph. U 19 18 67 a1 17 83 24 66 - &0 75 - 73 az 24 18
Pruritus score 8] 0 3 0 0 3 1 3 2 2 3 3 ? J 0 0
Duration of 11lness(days )N N 3 3 N 3 ? 2 10 14 21 25 31 37 N N
8. Urinary bile acids(mg/24 hrs)

Cholic acid 37.6 2.3 29,2 13.4 10.9 32,3 26.3 1.5 2.3 1.9 0.5
¥ 5% 54 25 16 10 50 67 28 36 0 0 D
Chenodeoxycholic acid 28.3 0.3 18.7 8.0 7.3 14.7 17.5 6.0 0.0 0.0 0.4
% 5% 78 100 63 58 e 92 65 56 ) 0 0
Deoxycholic acad 1.8 0.9 0.9 0.5 2.6 4.6 6.5 2.7 1.2 0.8 c.o
% s~ 73 as as 100 a7 63 74 a7 az 100 0
Lithocholic acid 1.6 0.5 1.6 0.8 0.4 1.6 1.3 0.8 0.3 0.3 0.0
% s~ 52 0 82 100 100 82 64 100 100 100 0
Tatel bile acids 69.0 4.0 0.4 22,7 21.2 53.2 51.6 21.0 3.8 3.0 0.9
CA/DCA-ratio 1.4 - 1.6 1.7 1.4 2.2 1.4 1.8 - - 1.3
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galzuurpool bij deze 8-jarige op 0,5 - 1,0 g schat, dan betekent
dit dat zich ongeveer 50% van de pool aan galzuren in de algemene
circulatie heeft bevonden, aangenomen dat de totale poolgrootte
onveranderd is gebleven, Tevens is te zien, dat de uitscheiding
van galzuren in de urine goed correleert met de hoogte van de se-
rum galzuurconcentratie, De bevindingen bjj deze pati¥nte werden
uitvoeriger elders beschreven (van Berge Henegouwen e.a,, 197hd).
Pati¥nt 5 (Fig. IV,9,): Deze pati¥nt, een student van 20
jaar, werd door ons geobserveerd tijdens het herstel van een cho-
lestatische fase, Hij had reeds tweemaal eerder zulk een periode
doorgemaakt, De diagnose werd bij hem per exclusionum gesteld, Le-
verbiopten in een normale periode en tijdens cholestase brachten
geen leverbeschadiging aan het licht, behoudens tekenen van cho-
lestase, Gezien de ernstige jeuk werden verschillende medicamenten
beproefd, Leverfunctieproeven en serum galzuurspiegels werden
hierbij vervolgd (Fig. IV,9.). Gestart werd met dehydrocholzuur,
Dit is een triketogalzuur, dat sterk choleretisch werkt, Waarschimn-
lijk wordt het geheel in de lever omgezet tot cholzuur en mono- en
diketogalzuren, welke op hun beurt de galsecretie kunnen stimule-
ren (Soloway e,a,, 1971%), Uit de figuur blijkt, dat het dehydro-
cholzuur bij deze pati¥nt geen gunstig effect had op de cholestase,
De jeuk en de icterus namen toe, terwijl ook de serum galzuurcon-
centratie aanvankelijk steeg, Een deel van de stijging van het chol-
zuur zou kunnen worden toegeschreven aan omzetting van dehydro-
cholzuur in cholzuur, Verder waren op dag 7, 10 en 13 pieken van
een onbekende stof, waarschijnlijk een 3-keto-dihydroxygalzuur op
het serum chromatogram zichtbaar, De retentietijd hiervan was 30
min en 30 sec, Dat de cholestase tijdens deze periode toenam, zou
kunnen blijken uit de verminderde uitscheiding van urobillinogeen in
de feces, Ten gunste van de dehydrocholzuur kan gezegd worden, dat
de behandelingsduur misschien tekort is geweest, aangezien de se-
rum galzuurconcentratie op het laatst toch weer een duidelijke da-
ling vertoonde, Na toediening van fenobarbital trad een snelle da-
ling van de serum concentratie aan galzuren op. Tevens werd nu
evenals in voorafgaande controleperiode, relatief meer desoxychol-
zuur in het serum aantoonbaar, Dit laatste kan samen met de toege-
nomen uitscheiding van urobilinogeen in de feces wijzen op een ver-

meerderde afvloed van gal naar de darm.
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Aangezien toch nog enige jeuk bleef bestaan en het sederende ef-
fect van de hoge dosis fenobarbital aanzilenlijk was, werd na het
inlassen van een derde controleperiode, overgegaan tot het toedie-
nen van cholestyramine, Hiermee verdween de jeuk geheel, terwijl

de serum galzuurconcentratie tot een normale waarde daalde, Aange-
zien de pati¥nt zich reeds in de herstelfase bevond, was het ef-
fect van cholestyramine moeilijk te evalueren., Men kan evenwel
stellen, dat dehydrocholzuur een minder gunstig effect had en het
fenobarbital een gunstig effect had op de serum galzuurconcentra-

tie, de jeuk en de afvloed van gal naar de darm,

IV.,2,8. Pati¥nten met een intrahepatische cholestase e causa ignota

2,8.1. Serum

De resultaten van deze groep van vier pati¥nten zin vermeld
in Tabel IV,9, De chol/chen-ratio was steeds groter dan 1,2, Litho-
cholzuur was niet aantoonbaar., Behalve pati¥®nt 4 hadden alle pa-
ti¥nten last van jeuk, Pati¥nt 2 had een duidelijk verhoogde gal-

zuurconcentratie bij een normaal serum bilirubinegehalte,

2,82+ Urine

Bij de pati¥nten 1 en 3 werden galzuurbepalingen in de urine
gedaan (Tabel IV,4, kolom 6), Ook hier werd weer hetzelfde patroon
aangetroffen als bij de vorige groepen, Pati¥nte 1 had een serum
galzuurconcentratie van 31,8 ng/ml en scheidde 22,38 mg/24 uur in
de urine uit. Bij pati¥nte 3 was dit resp., 100,9 ug en 53,00 mg.
Chenodesoxycholzuur was weer in overmaat aanwezig en voor 81 en
92% in sulfaatveresterde vorm, De chol/chen-ratio was in beide
gevallen kleiner dan of gelijk aan 0,90, In serum was deze bij beide
pati¥nten groter dan 1,2,

Ook hier was lithocholzuur in de urine aantoonbaar evenals

desoxycholzuur, zjj het in geringere concentraties,

Iv.3. Yergelijkking van de resultaten van galzuurbepalingen bij_ pa-

ti¥nten met levercirrhose, P.B,C, en een complete extrahepa-

tische obstructie
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TABLE IV.9. Results of serum bile scid analyses of patients with antrahepetic cholestasis of urnknown origin.

Patient Cholic Chenode— Deoxy- Litho- Total bile CA/CDCA Bilir. Alk.Phosph., 5'-Nucl. Sgot Sgpt Cholest. Pruri- Duration
number  acid oxy cholic cholic cholic acids ratio mg/1 u u u/100 m1 U100 m1  g/1 tus of
pg/ml  acid acid acid pg/ml score  illness
ug/ml ugfml  pg/ml yrs

1 37.3 24,1 0.0 0.0 61.4 1.6 53.0 61 28 24 16 2,74 2 0.5

2 4.6 2.9 0.2 0.0 7.7 1.6 7.1 27 29 33 72 3.25 1 2

3 54.6 46.3 0.0 0.0 100.9 1.2 67.2 71 7 75 57 1.82 2 12

4 2.3 1.4 0.3 n.0 4.0 1.7 19.4 24 43 36 9?7 2.19 0 a4
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IVe3.1l, Serum

3.,1.1. Vergelijjking van levercirrhose met P.B.C. (Fig. IV.10.)

De totale galzuurconcentratie in de P,B,C.-groep lag gemid-
deld hoger dan in de cairrhose-groep, maar dit verschil was niet
signifant. De chol/chen-ratio was in de cirrhose-groep zeer signi-
ficant lager dan in de P,B.C.-groep (Pw< 0,0001). De cholzuurcon-
centratie in de P,B.C.~groep was significant hoger dan in de cirr-
hose-groep (Pw = 0,05), De serum alkalische fosfatase- en 5'-nu-
cleotidase-~activiteit waren zeer significant hoger in de P.,B.C.-
groep (P = 0,0001), Voor het serum cholesterolgehalte was er

slechts een aanwyzing voor een significant verschil, Dit was hoger

in de P,B,C.-groep (P = 0,06),

serum BAconc (ug/ml) — CA/CDCA ratio
67
. 50 - *53
140 -
120 1 . 40
. .
. T
100 ° [
304
80 ° -,
60 ] 20
L]
ol . 1
10 1 * > -
20 ]
.%
ciwrhosis  PBC CEO cw'r-hoale Pé [ CEO
n=18 n.19 ns13 n«18 n.19 n.13
NS p,<00001 P (0001 p,-0.029

Fi19 IV 10 Comparisons of the total serum bile acid(B A ) concentration and
the serum cholic/chenodeoxycholic acid(CA/CDCA) ratio of patients
with liver cirrhosis, with primary bihary cirrhosis{P B C ) or with
complete extrahepatic obstruction {(C E O ) The lines represent mean
valuesz 1SD
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Jele2, Vergelijking van P,B.C, met complete extrahepatische ob-
structie (Fig., IV.10,)

De totale galzuur-, de cholzuur- en chenodesoxycholzuurcon-
centraties waren in de groep met een complete extrahepatische ob-
structie zeer significant hoger dan in de P,B,C.-groep (Pw =
0,0001), De chol/chen-ratio was in deze groep ook significant ho-
ger dan in de P.,B,C,-groep (Pw = 0,03), evenals het serum biliru-
binegehalte (PW< 0,0001) en de sgpt (Pw = 0,001), Ook ten aanzien
van de Jeukscore bestond er een significant verschil tussen beide
groepen, Deze lag duidelijjk hoger in de groep met een complete ex-
trahepatische obstructie (P, = 0,0004),

IV.3.2. Gal

3.2,1. Vergelijking van levercirrhose met P,B,C, en met normale

personen (Fig, IV,11)

De totale galzuurconcentratie in B-galmonsters was in de
P.B,C,-groep significant lager dan bij de normale groep (Pw< 0,01).
Dit verschil was er in nog sterkere mate tussen de normale groep
en de pati¥nten met een cirrhose (Pw< 0,001), Alleen het cholzuur-
gehalte (Pw = 0,022) en de chol/chen-ratio (Pw< 0,006) waren sig-
nificant hoger in de P,B.,C.-groep dan in de cirrhose-groep, Het
lithocholzuurgehalte was in de P.B,C.-groep significant lager dan
bijj de cirrhosegroep (Pw = 0,016), Zoals reeds vermeld is, was er
geen duidelijk verschil in de chol/chen-ratio tussen patilnten met

een cirrhose en normale personen,

IV, 4, Vergelijking van de resultaten van galzuurbepalingen ln serum

en in urine

Zoals verwacht werd, bleek er een goede correlatie te be-~
staan tussen de totale galzuurconcentratlie in serum en de totale
galzuurexcretie per 24 uur in de urine (Tabel IV,4, en Fig, IV,12).
De chol/chen-ratio in serum was zeer significant hoger dan die in
urine (Pw = 0,0001), In het algemeen was de chol/chen-ratio in het
serum bijj pati¥nten met cholestase groter dan 1,0 en in de urine

kleiner dan 1,0, De chenodesoxycholzuurexcretie was dus relatief
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Frg.IV.11. Comparisons of the total biliary bile acid(B.A.) concentration and
the bilary cholic /chenodeoxycholic acid{CA/CDCA) ratio of normal
controls, of patients with cirrhosis or with primary bihary cirrhosis

(P B C.) The hines represent mean values + 1S.D.

veel groter dan de cholzuurexcretie (Fig, IV,13), Tevens bleek er
een significante correlatie te bestaan tussen de chol/chen-ratio
in serum en in urine (rS = 0,66, P_ = 0,01), Naarmate de ratio in
serum hoger was, was deze in het algemeen ook hoger in urine, Dat
de ratio in urine altijjd lager is dan in serum houdt ten nauwste
verband met de mate, waarin deze galzuren in gesulfateerde vorm in
de urine worden uitgeschelden, Het percentage cholzuur dat in sul-
faatveresterde vorm in de urine werd uitgescheiden bedroeg gemid-
deld 40,8% (S,D, 24,6), terwijl dit voor chenodesoxycholzuur met
76,5% (S.D, 12,8) bijna tweemaal zoveel was, Door het hogere per-
centage van de sulfaatveresterde fractie van het chenodesoxychol-
zuur heeft dit galzuur een effectievere klaring door de nier dan
cholzuur, Op grond van deze waarneming komt de vraag naar voren
waarom in de lever (?) deze sulfaatverestering van chenodesoxychol-

zuur, ogenschijnlijk bedoeld als detoxificatiemechanisme, effectie-
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Fig IV 13 The correlation between the serum cholic /chenodeoxycholic acid
{CA/CDCA) ratio and the CA/CDCA ratio in 24 h urine collections

The lines represent the calculated regression lines{n=23, rg=0 66)
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ver plaatsvindt dan voor cholzuur, Bovendien kan deze waarneming
ten dele een verklaring geven voor het feit dat bij cholestase de
chol/chen-ratio in serum bijna altijd hoger is dan 1,0, De chol/
chen-ratio in de urine van de niet gesulfateerde fracties was bijna
steeds groter dan 1,0 en aanzienlijk hoger dan de chol/chen-ratio
van de totale concentraties cholzuur en chenodesoxycholzuur (Tabel
v.h.).

IV.5, Uitgebreid gaschromatografisch onderzoek naar de identiteit

van onbekende en bekende pieken op het urine chromatogram

Aangezien in de urine regelmatig op plaatsen waarvan de re-
tentietijden niet met die van bekende galzuren overeenkwamen, piek-
jes werden gevonden, was het van belang de identiteit van deze
pieken te achterhalen, Omdat maar een beperkt aantal referentie-
galzuren onderzocht kon worden, was de vraagstelling beperkt
tot onderzoek naar de aanwezigheid van lithocholzuur, isolitho-
cholzuur, 3 3 -hydroxy- A4 5-choleenzuur als monohydroxygalzuren,
Verder werd onderzocht of ursodesoxycholzuur aanwezig kon zin, Te-
vens werd de identiteit van de overige bekende galzuren desoxy-
cholzuur, chenodesoxycholzuur en cholzuur gecontroleerd, Door tel-
kens verschillende derivaten van galzuren te bereiden en deze op
een aantal verschillende stationaire fasen te bepalen, kan men een
aan zekerheid grenzende waarschijnlijkheid verkrijgen over de identi-
teit van een bepaalde piek, Wanneer de kwantiteit van een dergelijke
piek voldoende is en de piek goed oploopt van de basislijn, dan kan
men in een opstelling, waarin gaschromatograaf en massaspectrome-
ter aan elkaar gekoppeld zijn de identiteit van een bepaalde piek
achterhalen,

In het Rega Instituut van de Katholieke Universitelt te Leu-
ven werden in totaal 7 urinemonsters onderzocht., Het betrof urine
van pati¥nt 5 met een benigne intermitterende intrahepatische cho=-
lestase, van pati¥nt 2 en 14 met een cirrhose, van pati¥nt 19 met
P,B.C,, en pati¥nt 3, 11 en 16 met een complete extrahepatische
obstructie. Methylesterderivaten en acetaatmethylesterderivaten
van galzuren werden hiervoor bereid., Als referentie galzuren wer-
den gebruikt: lithocholzuur, isolithocholzuur, 3 B -monohydroxy- A
5=-choleenzuur, ursodesoxycholzuur, hyocholzuur, 5 3 -cholestaan,

cholesterol en de overige bekende galzuren, De verschillende deri-
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vaten werden getest op 3% OV-1, 3% OV-17 en 3% QF-1 als stationai-
re fasen, De aan- of afwezigheid van desoxycholzuur, chenodesoxy-

cholzuur en cholzuur werd bjj dit uitgebreide onderzoek bevestigd.

Wat betreft de monohydroxygalzuren kan gesteld worden dat bij alle

pati¥ni.en sporen lithocholzuur aanwezig waren, terwijl bjj twee pa-

ti¥nten waarschijnlijk ook een spoortje 3 -hydroxy~ A 5-choleenzuur
aanwezlg was,

Bijj drie pati¥nten was een spoortje ursodesoxycholzuur aanwe-
ziges Bovendien kon met dit onderzoek hyocholzuur en een J-keto-di-
hydroxygalzuur aangetoond worden in de urine van deze pabitinten.
De kwantlitelt van de gevonden piekjes van lithocholzuur en urso-
desoxycholzuur was onvoldoende om hier massaspectrometrie op te
doen, De conclusie van dit aanvullende onderzoek was, dat steun
werd verkregen voor de aanwezlgheid van lithocholzuur, 3 j -hydroxy-
A 5-choleenzuur en ursodesoxycholzuur in de urine van pati¥nten

met cholestase,

Iv,6, Relatie tussen de jeukscore enerzijds en de galzuren en de

leverfunctieproeven anderzijds

Bij 65 pati¥nten met een levercirrhose (18), een P,B,C., (19),
een complete of incomplete extrahepatische obstructie (16), een
primaire- of secundaire scleroserende cholangitis (6), een intra-
hepatische cholestase e,c,i, (%) of een benigne intermitterende
intrahepatische cholestase in de actieve fase (2) werd nagegaan of
er tussen het galzuurpatroon in het serum en de jeukscore een sig-~
nificante correlatie bestond, Bij alle pati¥nten ging het om één
waarneming,

Wanneer de groep met jeuk (jeukscore +, ++ en +++) vergele-
ken werd met de groep zonder jeuk, dan was de totale galzuurcon-
centratie in de eerste groep zeer significant hoger dan in de
tweede groep (Pw<:0,001). Wanneer de groep met jeuk onderverdeeld
werd in drie categorietn (+, ++ en +++) dan was er een duidelijke
tendens tot meer jeuk bjj de pati¥nten met de hoogste galzuurspie-
gels,

In Tabel IV,10 zijn de rangcorrelatie-co¥ffici¥nten van de
jeukscore met de biochemische parameters vermeld, De beste corre-

latie bestond tussen de jeukscore en het serum cholzuur (Fig. IV.
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Fig. IV.14. The correlation between the serum cholic acid{C A.) concentration
and the pruritus score(-. +, ++,+++) The hnes represent mean values
+18.D (n=65, rs-0.81)

1h) en de totale serum galzuurconcentratie, Alle pati¥nten zonder
jeuk hadden een serum cholzuurgehalte kleiner dan 7,5 ug/ml en al-
le pati¥nten met jeuk hadden een cholzuurconcentratie groter dan
2,5 ug/ml, Er was eveneens een duidelijke positieve correlatie met
de chol/chen-ratio, Alle pati¥nten zonder jeuk hadden een ratio,
die kleiner was dan 1,0, Ook met het bilirubinegehalte en de alka-
lische fosfatase-activiteit bestond er een redelijke correlatie,
Deze was echter duidelijjk minder dan met de serum cholzuurconcen-
tratie, Er bestond een aanwijzing voor een negatieve correlatie
tussen de jeukscore en de lithocholzuurconcentratie in gal (rS = -
0,52, Ps = 0,05). Dit ging ook op, maar in mindere mate, voor de

desoxycholzuurconcentratie in gal (rs = - 0,39, Ps>-0,05).

IV,7. Relatie tussen de galzuren, de leverfunctieproeven en de

ziekteduur

Bij de bovengenoemde 65 patiBnten werd tevens gezocht naar
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correlaties tussen de galzuren en de overige onderzochte parame-
ters, De rangcorrelatieco¥ffici¥nten van de belangrijkste parame-

ters worden in Tabel IV,10. samengevat,

7+1¢ Serum bilirubinegehalte

Er bestond een goede correlatie tussen het bilirubinegehal-
te en de galzuurspiegel, Deze was duidelijk minder tussen het bili-
rubinegehalte én de chol/chen-ratio, de alkalische fosfatase- en
de 5!'-nucleotlidase~activiteit en de sgot,

In tegenstelling tot de groep met een complete extrahepati-~
sche obstructie (Fig. IV.6) werd bij de overige 52 pati¥nten wel
een zeer significante correlatie tussen de totale galzuurconcen-

tratie en de bilirubinesplegel gevonden (Fig° Iv.15).

total serum B A conc (y)
ug/ml(<2.5)
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Fig IV 15 The correlation between the total bile actd({B A ) concentration (y)
and the serum bilirubin concentration {x} in the entire group of
patients with ctrrhosis or cholestasis except the patients with
complete extrahepatic obstruction(n=52, rg=0 82) The lines represent

the calculated regression lines
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TABLE IV. 10. Rank correlation coefficientsof the different paremeters in a group of 65 patients with cirrtosis,

cholestasis of urknown origin.

P.B.C., complete or incomplete
extrahepatic obstruction , pramaery or secundary sclerosing cholangitis, benign recurrent intrahepatic cholestasis amd intrahepatic

Serum Serum cheno— Total bale CA/CDNCA Bilar Alk ,Phosph. 5'-Nucl. Sgot Cholesterol Pruritus Ouration of
cholic deoxy cholic acid conc ratio score illness X*
acad acad
Serum cholic acid - 0.82% 9.97% 0.7  0.83* 0.61% 0.a5%  .a8" 0.37" 0.81% 0.22
Serum chenodeoxy- < « x x x »
cholic acid 0.84 - 0.93 0.26 0.76 0.41 0.29 0.46 0.21 0.69 -0.03
Total bile X « . x x x .
acid conc, 0.97* 0.93 - 0.54 0.83 0.54 0.37° n.aa 0.3% 0.78 0.1
CA/CDCA-ratio 0.70" 0.26 n.s4% - 0.56" 0.s8" 0.45"  g.21 0.38" 0.60" 0.47%
pilir. 0.83" 0.76" 0.83" 0.56" - n ag® n.32 p.s0" 0.23 0.72" 0.04
Alk.phosph. 0.61* D.41% 0.58* 0.se®  0.a9" - 0.88* 0.5 0.a43% 0.52% 0.57"
5t-Nucl, n.as™ n.29 0.37° 0.45° 0.3 c.e8® - 0.53" 0.38" 0.48% 0.66"
Sgot 0.46° 0.46" 0.aa 0.21 0.50% 0.51% 0.53% - c.1 0.45" 0.12
Cholesterol 0.37" 0.2 0.28% p.38"  0.23 0.c3" 0.38% 0.1 - 0.30 g.21
Pruritus score 0.81" 0.69" 0.78% 0.60*  0.72" 0.52% 0.4a*  g.a5" 0.30 - 0.17
Duration of .
11lness ** n.22 -0.03 0.1 0.47°  0D.08 0.57" 0.66° 0,12 0.21 0.17 -

*) These figures represent Pg £0.01

*X)The petients with cirrhosis of the liver are not included in this calculetion.



702 Alkalische fosfatase-~ en 5'-nucleotidase-activiteit

Er was een matige correlatie tussen de alkalische fosfatase-
activiteit enerzijds en de totale serum galzuurconcentratie, de se-
rum cholzuur- en chenodesoxycholzuurconcentratie anderzijds., De
zeer goede correlatie tussen alkalische fosfatase- én de 5'-nucle-
otldase-activiteit kon verwacht worden, De correlatie tussen 5'-
nucleotidase en de overige parameters was over de gehele linie
vergelijkbaar met, maar iets minder, dan de correlatie tussen de
alkalische fosfatase-activiteit en de overige parameters.

Er bestond een negatief verband tussen de lithocholzuurcon-
centratie in de gal en de alkalische fosfatase-activiteit in het
serum (rS = - 0,50, P_ = 0,05).

7¢3c Serum transaminasen

Er bestond een redeliljk verband tussen de sgot en sgpt (rs =
0,78, Ps<10,01). De correlatie met de overige parameters was

slechts zeer matig,

7.4, Serum cholesterol

Er was een zeer matige correlatie tussen het cholesterolge-
halte en het serum galzuurpatroon, Dit gold eveneens voor de cor-
relatie tussen de cholesterolsplegel en alkalische fosfatase- en
de 5t'~nucleotidase-activiteit,

750 Ziekteduur

Opvallend was de goede correlatie tussen ziekteduur en alka-
lische fosfatase- en 5!'-nucleotidase-activiteit, De pati¥nten met
een clrrhose werden bij de berekening buiten beschouwing gelaten,

omdat de ziekteduur bijj deze groep te onzeker was,

Iv,8, De invloed van verschillende behandelingsmethoden op het

galzuurpatroon in serum en gal en op de jeuk

IV.8.1. Cholestyramine

9 Pati¥nten werden onderzocht vé6r en tijdens cholestyramine-
toediening, Het betrof zes pati¥nten met P,B,C, (Tabel ITT,10,
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pat., 2, 4, 8, 10, 13 en 15), één pati¥nt met een primaire sclerose-
rende cholangitis (pat. 1) en twee pati¥nten met een intrahepati-
sche cholestase e,c.i, (pat. 1 en 3). De serum galzuurbepaling
werd voor de tweede keer gedaan nadat de pati¥nten gemiddeld 5
weken behandeld waren met 8 4 12 g cholestyramine per dag, Het ef-
fect van dit middel werd hierbij getest door de pati¥nt als zijn ei-
gen controle te gebruiken, Alle pati¥nten hadden vé6r behandeling
met cholestyramine een jeukscore van ++, met uitzondering van twee
pati¥nten, die slechts een jeukscore + hadden, Tydens cholestyra-
minegebrulk verdween biy alle pati¥nten de jeuk, Daarnaast was ook
het effect op de serum galzuurconcentratie zeer duidelijk (Fig. Iv.
16). Er trad een zeer significante daling op van de totale serum
galzuurconcentratie, en van de serum cholzuur- en chenodesoxychol-
tek, S 0,001),

Van de secundaire galzuren was tevoren het desoxycholzuur bijj

zuurconcentratie (P

vijf pati¥nten aantoonbaar en het lithocholzuur by drie pati¥nten,
Tydens behandeling met cholestyramine werd het desoxycholzuur nog
slechts in sporen bijj twee pati¥nten aangetoond, het lithocholzuur
by geen der pati¥nten, De chol/chen-ratio veranderde tydens behan-
tek“>-0,10). De serum
bilirubineconcentratie werd duidelijk lager tydens behandeling
(Ptek.< 0,001), De alkalische fosfatase-activiteit veranderde niet
significant tydens behandeling (Ptek.> 0,10), terwiyl de sgot tij-

deling met cholestyramine niet significant (P

dens behandeling significant lets gedaald was (P

tek.< 0i05)°
De serum cholesterolconcentratie veranderde bij deze kortdu-~

tek, < 0,05), even-

als de sgpt (P

rende behandeling niet significant, Een deel van deze resultaten
werd elders gepubliceerd (van Berge Henegouwen en Brandt, 1974°%),

IVv,8,2, Galwegdrainage

Zes pati¥nten werden v66r en tydens drainage van de galwegen
onderzocht, nadat een operatie was verricht waarbij een Twmdrain in
de ductus choledochus of een ductus hepaticus was geplaatst, Het
betrof vier pati¥nten met een complete extrahepatische obstructie
(pat. 2, 7, 11 en 12), één pati¥nt met P,B,C, (pat. 2) en één pa-

ti¥nt met een primaire scleroserende cholangitis (pat. 1). Voor
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Fig IV 16 The total serum bile acid {B A ) concentration, the cholic/cheno
deoxycholic acid(CA/CDCA) ratio the bilirubin fevel and the alka
Iine phosphatase activity before and during treatment(five weeks)
with 8 12 g cholestyramine/day(6 patients with P B C, one patient
with pnimary sclerosing cholangrtis and two patients with intre
hepatic cholestasis of unknown origin) Statistical differences
between control and treatment levels in each patient were investi

gated using the Sign test

- 135 -



en gemiddeld 4 dagen na de operatie werd serum voor de galzuurbe-
paling afgenomen, Twee pati¥nten hadden voor de operatie een jeuk-
score van +++, 3 hadden ++ en één pati¥nt had +, Bij alle pati¥nten
was de jeuk direct na de drainage-operatie verdwenen, De totale
galzuurconcentratie, het serum cholesterolgehalte, de bilirubine-
spiegel en de alkalische fosfatase-activiteit waren duidelijk lager
na de operatie (Fig. IV,17). De chol/chen-ratio was na de operatie
bij vijf van de zes pati¥nten duidelijjk gedaald en bij één pati¥nt ge-

stegen,

total serum B A conc (;.lg/rnl) bilirubin (mg/l ) -
120 4 300~
100 A 250 4
80 + 200 1
60 A 150
40 100 4
20 J 50 4
d |
cholesterol (g/1) alk phosph U (K&A)
80 '1 160 1
60 120 \\\\\\\\
40 4 80 \\\\\\\‘
-—
20 —m 40 -
before during before  during
drainage drainage

Fig IV 17 The total serum bile acid(B A ) concentration, the bilirubin level, the
cholesterol concentration and the alkaline phosphatase activity before
and during(3 5 days) biliary drainage with T—tubes in six patients
with cholestasis( 4 patients with complete extrahepatic obstruction,

one with P B C and one with primary sclerosing cholangitis)
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8.2.1, Achtereenvolgende galzuurbepalingen tijdens en na galwegdraj-
nage

Bepalingen van galzuren in serum en gal (en urine) wer-

den gedaan bij een pati¥nt met een primaire scleroserende cholangi-
tis (paé. 1; Fig, IV,8), bij een pati¥nt met P.B.C, (pat. 2; Fig,
IV,18) en bjj een pati¥nt met een complete extrahepatische obstruc~
tie (pat. 2; Fig. IV,19), Bij deze pati¥nten werd na inspectie van
de extrahepatische galwegen een drain in de ductus choledochus ge-~
installeerd of in één ductus hepaticus (pat. 2 met complete extra-
hepatische obstructie), Na aanleg van de drain is duidelijk te zien
dat na 4 3 7 dagen een evenwichtssituatie ontstaat, waarbij de uit-
scheiding van galzuren in de gal constant bljjft, Bijj de pati¥nte
van Fig, IV,19, blijkt een goede galafvloed te bestaan naar de darm
na het afsluiten van de galdrain, Dit wordt asangetoond door het
verder dalen van de serum bilirubineconcentratie, het constant
blijven van de serum galzuurconcentratie en de toename van de con-
centratie secundaire galzuren in de gal, Bij de overige twee pati¥n-
ten is de galafvloed naar de darm minder goed na het afsluiten van
de galdrain, Dit wordt geillustreerd aan de stijging van de serum
bilirubine- en galzuurconcentratics,

Opvallend is de abrupte verdwijning van de jeuk na aanleg wvan
de galdrain, Bij één pati¥nt was dit zelfs het geval terwijl de se-
rum galzuurconcentratie nog boven de 25 ug/ml lag (Fig. IV.8). Te-~
vens werd bjj één pati¥nte (Fig. IV.18) het effect van cholestyra-
mine op de serum galzuurconcentratie, de bilirubinespiegel, de al-
kalische fosfatase-activiteit en de jeuk bestudeerd, Dit liet een
bevestiging zien van een vroegere waarneming, dat onder invloed
van cholestyramine de chemische en klinische wverschijnselen van de

cholestase kunnen verminderen,
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Fig. IV.18. Follow up analyses of bile actd(B.A.) 1n serum and drain bile of
patient 2 with P.B.C.
Alter installation of the T—tube in the common bile duct the symptoms
of cholestasis dimmished, but after closing the drain cholestesis became

more senous. The biliary B A excretion reached a steady state after

+ 6 days. By treatment with cholestyramine an impr was ach d
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Fig. IV.19. Follow up analyses of bile acids(B.A.) in serum and drain bile of patient
2 with complete extrahepatic obstruction due to a carcinoma of the left
hepatic duct. The symptoms of cholestasis diminished distinctly
during and after biliary drainage. The biliary B.A. excretion reached a
steady state after ¢ 5 days.

- 139 -~



HOOFDSTUK V

Beschouwingen

V,1., Inleiding

In dit hoofdstuk zullen de resultaten van de galzuurbepalin-
gen 1in serum, gal en urine besproken worden,

Op grond van gegevens uit de literatuur werd een aantal van
de verkregen resultaten verwacht, Een deel van de resultaten le-
verde nieuwe gegevens op, omdat gelijktijdige bepalingen in serum,
gal en urine tot nu toe nog niet beschreven zijn, Enerzijds geven
deze resultaten informatie over kwantitatleve veranderingen in het
galzuurmetabolisme bij cholestase en cirrhose, anderzijjds kunnen ook
kwalitatieve veranderingen, in de zin van verschillen in het meta-
bolisme van de primaire galzuren, aannemelijk gemaakt worden, Hier-
bij dient de beperking te worden aangebracht, dat uit deze gegevens
geen totaal beeld van het galzuurmetabolisme bij cholestase of cirm
hose verkregen kan worden, Galzuurkinetiek-studies werden immers
niet verricht,

Betreffende de belangrijkste vraagstelling van het onderzoek,
of de gaschromatografische bepaling van individuele galzuren waar-
de kan hebben voor de diagnostiek van leveraandoeningen, kan ge-
steld worden, dat met deze bepaling wel een zeer gevoelige parame-
ter voor de leverfunctie wordt gemeten, maar dat met behulp van de
meer gangbare chemische parameters bijna steeds voldoende informa-
tie voor de diagnostiek wordt verkregen, Het 1lijjkt daarom niet zin-
vol om een dergelijke bepalingsmethode in ieder klinisch-chemisch
laboratorium, dat over een gaschromatograaf beschikt, op te zetten.
Wel kan men stellen, dat het merendeel der gegevens van waarde is
om het inzicht in een aantal leverziekten te verdiepen,

In het algemeen werden, naarmate de cholestase ernstiger was,
dezelfde galzuurpatronen bjj pati¥nten met intra- en extrahepati-
sche cholestase gevonden, Vandaar dat deze bepaling - misschien
met uitzondering van de aan- of afwezigheid van het secundaire
galzuur desoxycholzuur in de urine - geen nadere informatie biedt
over de lokalisatie van de galafvloedstoornis, Afgezien daarvan

wordt de verandering van het galzuurpatroon bij cholestase eerder
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als een gevolg dan als oorzaak van de cholestase beschouwd, Een
uitzondering hierop vormt de benigne intermitterende intrahepati-
sche cholestase, waarbij eerder het omgekeerde het geval lijkt te
zijn, Men dient te bedenken, dat retentie van galzuren in de lever
op zicl. ook een leverparenchymbeschadiging kan veroorzaken en mo-
gelijk de cholestase kan doen toenemen (Popper, 1972). In dit ver-
band was het van belang om na te gaan of middelen, die direct met
het galzuurmetabolisme interfereren, behalve een gunstige invloed
op het gestoorde galzuurmetabolisme ook ecn gunstige invloed op de

overige chemische parameters van de cholestase hebben,

V.2. Galzuurbepalingen in serum {Tabel V,1,)

V.2.1. De totale galzuurconcentratie, de individuele galzuren en

en chol/chen-ratio

Door een groot aantal bepalingen in het serum van gezonde
personen te verrichten, werden betrouwbare normaalwaarden vastge-
steld die goed overeenkomen met die van andere onderzoekers (Tabel
IIT.5.).

In overeenstemming met onderzoekingen van Rudman en Kendall
(1957a), Osborn e,a,, (1959), Carey (1969), Paumgartner en Grabmner
(1970) werd bij de pati¥nten een goede correlatie tussen de totale
galzuurconcentratie en de billirubinespiegel gevonden (rs = 0,82),
In het algemeen was, afhankelijk van de ernst van de cholestase, de
serum galzuurconcentratie relatief sterker toegenomen (Tabel IV,1,
en Tabel V.1.). Bijj drie pati¥nten met P.,B.C, en bij bijna alle pa-
ti¥nten met een complete extrahepatische obstructie werd wat de
totale galzuurconcentratie betreft regelmatig ruim het honderdvou-
dige van de gemiddelde normaalwaarde gemeten, In het algemeen be-
stond er wat de totale serum galzuurconcentratie betreft een sig-
nificant verschil tussen pati¥nten met P,B,C, en die met een com-
pPlete extrahepatische obstructie, terwijl tussen de pati¥nten met
P.B.C. en die met een "gewone" cirrhose alleen een aanwijzing voor
een significant verschil bestond voor wat betreft het serum chol-
zuur (Fig., IV,10), Bjj de cirrhose werden de minst verhoogde waar-
den voor de totale serum galzuurconcentratie gemeten.

De chol/chen-ratio was in het algemeen groter dan 1,0 bij
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TABLE V.1. Review of the mean serum bile acid concentrations in patients with cirrhosis of

the liver or waith cholestasis {ranges and mean values 1n Table IV.1.)

SERLM Cholic™ Chenode-* Deoxy-* Litho-" Total bile™ CA/GDCA™X
acad oxy cholic cholic cholic acads ratio
acid acaid acaid
1 Normal controls N N N N N N
2 Laver cirrhosis 1 t’ N/1 N t ‘

3 Primary biliary

cirrhosis 11? 1' N/f N ff 1

4 C let trah t

obstruction it t N v H
51 1 h

obatroctron e i f vt f
6 P d d

scleroang cholangitas  H1 t N v M f

7 Benign recurrent

S Tn the sarty prese - 1 wi o i t
b. In the later phase  {}} H N/} N t }
* m1le acids: N = values within the normal range.
1 = 1-20 x the mean normal value
1t = 20-40 x " " " "

4 = a0-100x + m mooo

tttt = > 100x " " " "
XX A /CDCA: N = values witkin the normal range.
1 = 1-3 x the meen normal value
1t =36 x " " " "

‘ = sigmficantly less than normal.
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syndromen met cholestase, behalve bij de P,B.C., in het eindstadium
(Fig. IV.h.). Bij de cirrhose was deze ratio gelijk aan 0,7 of lagen,
bjj de complete extrahepatische obstructie en de primaire en secun-
daire scleroserende cholangitis was deze steeds gelijk aan 0,8 of
hoger vn- bij de P,B,C, lag de ondergrens bij 0,6 (Fig. IV.]O). Dit
patroon werd eveneens gevonden door Rudman en Kendall (1957a), Os-
born e.a, (1959) en Carey (1969), Voor het onderscheid tussen de
cirrhose en de syndromen met cholestase lijkt de chol/chen-ratio
van diagnostische betekenis te =zijn.

Er bestond een matige correlatie tussen de totale galzuur-
concentratie en de chol/chen-ratio (rS = 0,54) en tussen de bili-
rubinespiegel en de chol/chen-ratio (rs = 0,56), hetgeen wel een
indicatie is dat bjj toenemende cholestase er wat meer kans bestaat
op een hogere chol/chen-ratio, Carey (1969) beschouwde een lage
chol/chen-ratio als prognostisch infaust, waarbij hij de grens bij
1,0 trok, Een overheersen van het chenodesoxycholzuur zou wijzen op
een slechte leverparenchymfunctie. Uit dit onderzoek blijkt inder-
daad dat bij de pati¥nten met de meest uitgesproken parenchymbe-
schadiging de laagste ratio's gevonden werden., De grens lag echter
bij + 0,7 (Fig. IV,.10 en Tabel IV,1.),

Het secundaire galzuur desoxycholzuur was bij de complete ex-
trahepatische obstructie bijna steeds niet aantoonbaar in serum en
indien wel aantoonbaar, was de hoeveelheid kleiner dan 0,5% van de
totale galzuurconcentratie, Bjj P.B,C, was dit gemiddeld 2,9% wvan
het totaal, maar bjj sommige pati¥nten met P,B.C, en een uitgespro-
ken cholestase was het desoxycholzuur in het serum niet aantoon-
baar, Op grond van de serum desoxycholzuurconcentratie was een on-~
derscheid mogelijk tussen de patiBnten met een complete obstructie
en de kleine groep met een incomplete extrahepatische obstructie,
Bij de primaire scleroserende cholangitis was het galzuurpatroon
meestal gelijk aan dat van de complete extrahepatische obstructie,
terwijl bij de kleine groep met een intrahepatische cholestase e c,
i, geen opmerkelijke verschillen met pati¥nten met P,B,C, gevonden
werden (Tabel IV,1, en Tabel IV.9.).

Verrassend was de bevinding van de extreem hoge serum gal-
zuurconcentratie (277,3 ﬂg/ml) zonder desoxycholzuur en met een
normale bilirubinespiegel in het prille begin van de cholestase bij

de benigne intermitterende intrahepatische cholestase (Tabel IV.SL
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Hoewel het hier maar om één pati¥nt gaat, was deze bevinding tot
drie keer toe reproduceerbaar, Zelfs bij pati¥nten met een complete
extrahepatische obstructie werden deze extreem hoge waarden niet
gevonden en bedroeg de hoogste concentratie 116,2 neg/ml, Wanneer
men het plasmavolume van deze pati¥nte van 8 jaar met een gewicht
van 27 kg op + 1,3 1 zou schatten en de aanwezige pool aan galzu-
ren op 0,5 & 1 g, dan betekent dit, wanneer de pool niet zou ver-
anderen, dat zich meer dan 50% van de pool in de perifere circula-
tie bevindt, Dit alles wijst sterk op een abrupte onderbreking van
de enterohepatische kringloop van de galzuren nog voordat er van
bilirubineretentie sprake i1s, Deze onderbreking zou op een defect
van een enzym kunnen berusten, dat betrokken is bij het actieve
transport van galzuren vanuit de sinusoiden naar de levercel, bijj
het transport door de levercel of bij het transport van de levercel
naar de canaliculi, Er zijn aanwijzingen dat wvoor het transport uit
het bloed naar de levercel een actief transportsysteem bestaat
(Glasinovic €,ad,, I973)° Voor galzuren lijkt een dergelijk systeem
onmisbaar, aangezien dagelijks 20-30 g galzuren de lever moet pas-
seren (Hofmann en Small, 1967)., Gezien de zeer hoge galzuurwaarden
en de normale bilirubinespiegel lijkt het er het meest op, dat in
dit transportsysteem een defect bestaat, Zou de stop zich op het
niveau van de canaliculi bevinden of nog meer distaal in de gal-
wegen zitten, dan zou men eerder een beeld als bij de complete ex-
trahepatische obstructie verwachten (van Berge Henegouwen e,a,,
19749,

Omdat bekend is dat bij cholestase de sulfaatveresterde frac-
tie van galzuren in serum in de regel niet meer dan 5% van het to-
taal bedraagt, werd van bepaling van deze fractle in dit onderzoek
afgezien (Admirand e.,a,, 1972; Makino e,a,, 1972; Stiehl, 1972 en
1974) .

Ve2,2, Monohydroxygalzuren in serum

De waarneming, dat lithocholzuur cholestase en zelfs een
cirrhose kan veroorzaken in het dierexperiment, heeft geleid tot
speculaties omtrent de betekenis wvan dit galzuur bij cholestase en
cirrhose, Carey e,a, (1966 en 1966a) vonden bij een gering aantal
pati¥nten met cirrhose, bij wie in het serum het chenodesoxychol-

zuur (als voorloper van lithocholzuur) dominant aanwezig was ten
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opzichte van het cholzuur, dat de lithocholzuurconcentratie hoger
was dan bjj pati¥nten, bij wie het cholzuur dominant aanwezig was in
het serum, Dit leidde tot de hypothese dat een domineren van che-
nodesoxycholzuur t,o.v, cholzuur bij cirrhose de leverbeschadiging
kan oncerhouden, omdat in dat geval een meer dan normale hoeveel-
heid van zijn metaboliet, het lithocholzuur, wordt gevormd in de
darm,

Deze hypothese kon in dit onderzoek niet bevestigd worden bij
patitnten met een cirrhose.

Door Murphy e,a, (1972) werden in het serum van pati¥nten met
P.B.C, verhoogde concentraties van een onbekend onverzadigd mono-
hydroxy-Czu—steroid aangetroffen, De bepaling geschiedde met een
gecombineerde dunne laag chromatografische/fluorimetrisehe methode
(Murphy e.a., 1970), welke sterk afwijkt van de gangbare gaschroma-
tografische methoden, In tegenstelling tot de uitkomsten met de bijj
dit onderzoek gebruikte techniek werd geen goede correlatie gevon-
den tussen de uitkomsten van de gevoelige radio-immunologische be-
palingsmethode wvan Simmonds e.,a, (1973) en de uitkomsten van serum
cholzuurbepalingen, verkregen met de methode van Murphy e,a, (1970)
(A.F. Hofmann, 1974, persoonlijke mededeling), In dit onderzoek wen-
den slechts sporen monohydroxygalzuren aangetoond bij P,B,C. en an-
dere syndromen met cholestase, De uitkomsten varieerden wvan 0,0
tot O,4 ug/ml, waarbij opgemerkt moet worden dat 0,2 ug/ml de ui-
terste grens van de gevoeligheid van de bepalingsmethode weergeefth
Dit waren ook te lage concentraties om de identiteit met behulp
van massaspectrometrie te achterhalen, Neale e a. (1971) en Kaplo-
witz e,a, (1973) vonden ook slechts sporen monohydroxygalzuren in
serum bij P,B.C,, terwijl Greim e, a, (19723) met dezelfde gaschroma-
tografische techniek ook slechts sporen monohydroxygalzuren in le-~
verweefsel van pati¥nten met een extrahepatische obstructie kon-
den aantonen.

Door Makino e a, (1971) en Back (1973) werden bij pati¥nten
met intra- en extrahepatische cholestase geringe hoeveelheden mono-
hydroxygalzuren in urine gevonden, grotendeels in de sulfaatveres-
terde vorm, Met behulp van massaspectrometrie kon aannemelijk ge-
maakt worden, dat 3 «@-0H-5 j -cholaanzuur (1ithocholzuur), 3 @-0H-
5 @ =cholaanzuur (allolithocholzuur) en 3 B~-0OH-A 5-choleenzuur aan-—

wezig waren, Dij het merendeel van deze pati¥nten bestond een com-
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plete obstructie, Deze bevinding in de urine impliceert dat deze
galzuren ook in serum aanwezig moeten zijn geweest, zij het in mi-
nieme concentraties. Zeer gevoelige en specifieke bepalingsmetho-
den zullen nodig zin om deze geringe concentraties in serum te
ontdekken, Er zijn aanwijzingen dat deze monohydroxygalzuren bij cho-
lestase in de lever gesynthetiseerd kunnen worden via een alterna-
tieve syntheseweg, waarbij eerst de zijketen van het cholesterolmo-
lecuul wordt geoxydeerd (8§ II.6, Fig, II.2; Javitt, 1969; Back
19733), Door middel van sulfaatverestering op de plaats van de

3 8- of de 3 a-hydroxylgroep kan de lever zich waarschinlijk van
deze potentieel toxische galzuren ontdoen., Slechts in een zeer
zeldzaam geval, zoals het door Williams e.,a, (1972) beschreven
syndroom van een snel fataal verlopende cirrhose met cholestase bij
neonaten, kan men zich voorstellen dat een abnormale galzuursyn-
these met vorming van grote hoeveelheden lithocholzuur een etiolo-
gische betekenis voor de cholestase kan hebben, Bij de etiologie
van de P,B,C, en de overige onderzochte syndromen met cholestase
lijkt een abnormaal galzuurmetabolisme met vorming van grote hoe-

veelheden monohydroxygalzuren geen rol van betekenis te spelen,

V.3. Galzuurbepalingen in B-gal (Tabel V,2,)

Bij het vergelijken van de totale concentratie galzuren in B-
galmonsters blijkt de hoogste concentratie galzuren voor te komen
bij de groep normale personen (Tabel]Y.Z.). Bﬁ de P,B,C, was wvooral
het chenodesoxycholzuur duidelijk lager dan rnormaal. De cirrhose-
groep had een zeer significant lagere totale concentratie aan gal-~
zuren dan de normale groep, Turnberg en Grahame (1970) en Bode e ,a,
(1971) vonden ook een sterk verminderde respons op cholecystokini-
ne bij pati¥nten met levercirrhose, Door hen werd gesuggereerd dat
dit zou kunnen berusten op een onvoldoende contractie wvan de gal-
blaas, De galzuurconcentratie bij de cirrhose-pati¥nten in deze
studie lag met 5,69 mg/ml (+ 11 mmol/1) ruim boven de critische mi-
cellaire concentratie die nodig is om in de dunne darm bij aanwezig-
heid van bij de lipolyse vrijkomende producten gemengde micellen te
vormen, Hierbij dient echter opgemerkt te worden, dat de gal recht-
streeks in het duodenum werd opgevangen bij de nuchtere pati¥nt, en

bijmenging met maagsap werd vermeden, Om conclusies aangaande het
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lipidentransport in de dunne darm bij cirrhose te kunnen trekken,
dient men dan ook jeJjunuminhoud tijdens een proefmaaltijjd te onder-
zoeken (Hofmann, 1968). Vaak wordt bij cirrhose een verminderde gal-
zuursynthese en galzuurexcretie gevonden, hetgeen gepaard kan gaan
met ee.n ‘te lage micellaire galzuurconcentratie in het duodenum, Het
gevolg hiervan kan een verminderde absorptie van vetten zijn, (Bad-
ley e,a,, 1970; Miettinen en Siurala, 1971; Miettinen, 1972).

TABLE V.2, Review of the mean bile acld concentrations in bile rich duodenal fluid in
patients with cirrhosis of the liver or with primary biliary cirrbosis

(ranges and mean values in TableIV.2)

B-Bile Cholic™ Chenode—" Deoxy-* Litho-* Total bile® CA/ooca™™
acid oxycholic cholic cholic  acids ratio
acid acid acid
1 Normal controls N N N N N N

2 Liver cirrhosis ‘l‘ “l “ “ “‘ N

st ' H LY H t

X Bile acids: N = values within the normal range.
‘ = 50-100 % of the mean normal value

“ = 25- 50 % " " " " "

‘L‘ = <25 % " " " " "

XX CA/CDCR: N = values within the narmal range.

} = significantly higher than normal

Bjj normale personen werd de volgende verhouding van cholzuur
¢ chenodesoxycholzuur : desoxycholzuur : lithocholzuur gevonden:
1,0 : 1,0 : 0,2 : 0,04, Sjvall (1960) vond 1,1 : 1,0 : 0,6 (zon-
der lithocholzuur) bij drie normale personen, Vlahcevic e,a, (1970%
vonden: 1,0 : 0,8 : 0,3 : 0,07 en Malagelada e.a, (1973) vonden:
0,8 : 1,0 : 0,4 (zonder lithocholzuur), Desoxycholzuur werd in de-

ze studie dus in geringere concentratie aangetroffen dan de overi-
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ge onderzoekers vonden by normale personen, Dit zou het gevolg
kunnen zyn van een verschil in leeftyd tussen de verschillende
groepen, Uit dit onderzoek werd de indruk verkregen, dat by oudere
normale personen meer desoxycholzuur in gal aanwezig was, Dit
hangt mogelyk samen met een tragere darmpassage op oudere leeftyd,
waardoor darmbacteri¥n meer tyd krygen om primaire galzuren om te
zetten, Het 1lykt van belang om een eventueel verband tussen het
desoxycholzuurgehalte in gal en de darmpassagesnelheid na te gaan,
vooral daar er aanwyzingen zyn, die een verband suggereren tussen
het secundaire galzuur desoxycholzuur en het ontstaan van colon-
carcinomen (Pomare en Heaton, 1973), Ook zou het verschil in de-
soxycholzuur concentraties kunnen berusten op geografische ver-
schillen in dieetgewoonten., Het laatste lykt van belang te zyn,
aangezien Pomare en Heaton (1973) konden aantonen, dat de hoeveel-
heid desoxycholzuur aanzienlyk verminderd kan worden door toevoe-
gen van onvertcerbare vezels (“zemelen") aan het dieet van proef-
personen, waarschynlyk doordat de passage-snelheid daardoor ver-
sneld wordt,

By de cilrrhose-patiBnten i1n deze studie werd een verhouding
gevonden van 1,0 : 1,0 : 0,2 : 0,05, Vlahcevic e;a, (1970b) vonden
by een groep van 8 personen met een alcoholcirrhose 1,0 : 0,9 :
0,04 : 0,01, By drie pati¥®nten met een bewezen alcoholcirrhose in
deze studie werd geen desoxycholzuur in de gal teruggevonden in
duidelyke tegenstelling tot de overige cirrhose-ljyders, Dat deso-
xycholzuur by de alcoholcirrhose duidelyk minder in gal voorkomt
dan normaal, 1lykt hiermee wel vast te staan, By deze pati¥nten wa-
ren het serum bilirubinegehalte en de alkalische-fosfatase-activi-
teit ongeveer gelyk aan de gemiddelde waarden 1n deze groep, zodat
een sterkere cholestase by deze patiBnten hiervan waarschynlyk
niet de oorzaak is., Ook een effect van alcohol op de darmbacterie-
flora 1lykt minder waarschynlyk, daar alcohol snel in het proximale
deel van de tractus digestivus wordt geresorbeerd,

By P,B.,C, was de verhouding als volgt: 1,0 : O,4 : 0,03 : 0,00,

Hier is wel sprake van een significante daling wvan desoxycholzuur
en chenodesoxycholzuur vergeleken met de normale groep, Hoewel de
voorloper van desoxycholzuur, het cholzuur, in een relatief meer

dan normale hoeveelheld aanwezig was, was het desoxycholzuur dui-
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delijk verlaagd, Dit kan het gevolg zijn van de cholestase bij deze
pati¥nten, De vrij typische chol/chen-ratio in serum bij de P,B,C,
en de cirrhose werd ook in gal gevonden, hoewel de ratio'’s bij bei-
de groepen significant hoger waren in gal dan in serum, Dit is te-
gengesield aan wat tot nu toe algemeen werd aangenomen, dat de
galzuurratio's in serum en gal niet essentieel verschillend zou-
den zijn (Carey, 1969; Miettinen, 1973).

De solvolyse in B-galmonsters leverde als verrassende bevin-
ding op, dat een groot deel der monohydroxygalzuren bij P,B.,C.-pa-
ti¥nten, maar niet bij cirrhose pati¥nten of bij normale personen,
in de sulfaatveresterde vorm aanwezig was (Tabel IV.B.). Dit wijst
er in ieder geval op, dat de lever zich ook via deze excretie-rou-
te van potentieel toxische galzuren tracht te ontdoen, De toevoe-
ging van een tweede negatieve lading (in de vorm van een sulfaat-
groep) aan het lithocholzuurmolecuul verandert de fysisch-chemi-
sche eigenschappen aanzienlijk, Terwijl lithocholyl-taurine en -gly-
cine in aanzienlijke mate geabsorbeerd werden in het jejunum van de
cavia, werden de sulfaatesters hiervan nauwelijks geabsorbeerd

(Low-Beer e.a., 1969).

V.4, Galzuurbepalingen in urine

Omdat verwacht werd op grond van studies van Stiehl (1972,
1973 en 1974) en Makino e a. (1973), dat galzuurbepalingen in uri-
ne van pati¥nten met cholestase belangrijke informatie zouden kun-
nen opleveren omtrent het galzuurmetabolisme, werd bij een beperkte
groep pati¥nten deze bepaling gedaan tegelijk met de bepaling in
serum, Het bepalen van galzuren in urine leverde geen problemen
op, deels omdat een groot deel van de voor serummonsters gebruikte
isolatie- en gaschromatografische procedure ook voor urine kon
worden toegepast, deels door toepassen van een makkelijk uitvoerba-
re extractiemethode m.b.v. Amberlite-XAD, (Makino en Sj¥vall,
1972). Het inlassen van een solvolyse-stap leverde als verrassende
bevinding op, dat een groot deel (i 60%) van de in de urine aanwe-
zige galzuren in sulfaatveresterde vorm was uitgescheiden (Tabel
Iv,4; FPig, IV.3, 5 en 7). In de urine van normale personen waren
geen of zeer geringe concentraties galzuren aantoonbaar (Fig. Iv,

1). Deze lagen benden de ondergrens van de gevoeligheid wvan de
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bepalingsmethode (<0,2 mg/l).

De chol/chen-ratio was in de urine byna steeds veel lager
dan in serum, Dit was het gevolg van een relatief sterke toename
van de chenodesoxycholzuurexcretie in de urine by cholestase-pa-
ti¥nten, Chenodesoxycholzuur was procentueel byna tweemaal meer
aan sulfaat veresterd dan cholzuur. In tegenstelling tot wat in
het algemeen werd aangenomen, is het galzuurpatroon in de urine
dus geen getrouwe copie van dat in serum (Miettlnen, 1973). De re-
latieve toename van de chenodesoxycholzuur-uitscheiding kan erop
wyzen dat de lever by cholestase door een selectieve sulfaatveres-
tering de ophoping van chenodesoxycholzuur, dat veel sterker deter-
gerend en mogelijk daardoor ook toxischer 1s voor de lever dan
cholzuur, tracht te voorkomen., Hutterer e.a, (1972) hadden op
grond van in vitro studies al gewezen op dit toxische effect wvan
chenodesoxycholzuur, Als gevolg hiervan kan men verwachten, dat bjj
cholestase de turnover van chenodesoxycholzuur sneller is dan die
van cholzuur en daarmee omgekeerd aan wat normaal het geval is,
Dit verklaart ook ten dele waarom bij cholestase in serum de chol/
chen-ratio byna steeds groter dan 1,0 is (Fig., IV.13),

Back (1973) vond een uitstekende correlatie (r = 0,91) tus-~
sen de serum bilirubinespiegel en de galzuurexcretie in de 2k-uurs
urine, In deze studie werd ook een uitstekende correlatie gevonden
tussen de totale galzuurexcretie in de urine en de serum galzuur-
concentratie (rs = 0,85; Fig, IV,12), De conclusie is dan ook, dat
hoe meer uitgesproken de cholestase is, des-te meer galzuren in de
urine uitgescheiden zullen worden, Niettemin valt de totale hoe-
veelheld per 24 uur tegen (max., 79 mg/24 uur by de complete extra-
hepatische obstructie), als men aanneemt, dat dit by een complete
obstructie, misschien samen met de huid, de enige excretie-route
van betekenis is,

Tussen pati¥nten met intra- en extrahepatische cholestase
werden voor de chol/chen-ratio 1n urine geen verschillen van bete-
kenis gevonden, Door Takao e.a, (1972) is gesuggereerd dat ver-
schillen in de chol/chen-ratio van diagnostische betekenis zouden
kunnen zyn by de cholestase, Deze onderzoekers verrichtten echter
geen solvolyse van de urine, waardoor hun gegevens veel aan bete-
kenis verliezen, Het vriwel ontbreken van desoxycholzuur in de uri-

ne kan van betekenis zyn voor de diagnostiek van een complete gal-
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wegobstructie, Bj de complete extrahepatische obstructie was de
hoeveelheid desoxycholzuur steeds minder dan 1,6% van de totale
hoeveelheid galzuren in de urine, Bjj de overige pati¥nten was dit
steeds 1,6% of meer. Er waren echter twee uitzonderingen op deze
regel, Bij deze twee pati¥nten (Tabel IV,4.), zonder complete af-
sluiting was geen desoxycholzuur aantoonbaar in de urine, Op de
gehele groep onderzochte personen is dit ongeveer 10%, Dit vermin-
dert de diagnostische betekenis van het ontbreken van desoxychol-
zuur in de urine voor de beoordeling wvan het al of niet aanwezig
zjjn van een complete obstructie.

Op de plaats van het lithocholzuur op het urine-chromatogram
werd bij de meeste onderzochte pati¥nten met cholestase een piek
aangetroffen, bijna steeds na solvolyse, Uitgebreid onderzoek
(§ IV.5,) met verschillende stationaire fasen naar de identiteit
hiervan toonde aan dat zich hierin zeer waarschijnlijk sporen 1litho-
cholzuur en 3 8 ~hydroxy- A 5-choleenzuur bevonden, Tevens kon aan-
nemelijk gemaakt worden, dat bij enkele pati¥nten ook sporen urso-
desoxycholzuur in de urine aanwezig waren, Door Makino e ,a, (1971)
werden bij kinderen met een extrahepatische galgangatresie ook een
aantal monohydroxygalzuren in geringe concentratie aangetoond in
de urine, Back (1973) kon dit bevestigen zowel bij pati¥nten met
intra- als extrahepatische cholestase, Ook werd door Back (1973)
ursodesoxycholzuur in de urine in geringe concentraties gevonden,
Makino e,a, (1971) en Back (1973) gebruikten trimethylsilyletherde-
rivaten van galzuren, welke op een HiEff8Dp stationaire fase gas-
chromatografisch bepaald werden, Bij deze procedure komen de gal-
zuren in omgekeerde volgorde te voorschijn d,w.z, degene met het
hoogste molecuulgewicht eerst en die met het laagste molecuulge-
wicht zoals de monohydroxygalzuren het laatst, Deze analyse-metho-
de zal voor de monohydroxygalzuren gevoeliger zijn dan de in dit
onderzoek gebrulkte methode, terwijl de gevoeligheid wvoor tri- en
dihydroxygalzuren lager zal liggen (zie§ IV,1,). Dit is waar-
schijnlijk ook de reden dat de in deze studie gevonden galzuren,
hyocholzuur en een 3-~ketodihydroxygalzuur, niet door de genoemde
onderzoekers zijn gevonden, De aanwezigheld van deze beide galzuren
wijst op nog andere onbekende synthesewegen, die bij cholestase ge-

bruikt worden, De aanwezigheid van hyocholzuur in aanzilenlijke con-
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centratlies is wvan groot belang, daar dit galzuur door vele onder-
zoekers als interne standaard wordt gebruikt, daar algemeen wordt
aangenomen, dat het bij de mens niet gesynthetiseerd wordt, Het ge-
bruik wvan hyocholzuur als interne standaard kan dus foutieve uit-

komsten van de galzuurbepalingen tot gevolg hebben.

Vebe Serum galzuren en jeuk

Het symptoom jeuk bij cholestase wordt vrijwel zeker veroor-
zaakt door een ophoping van galzuren in de huid, Galzuren zijn de
enige producten, die regelmatig verhoogd worden gevonden in het
bloed en op de huid van pati¥nten met het type jeuk, dat bij cho-
lestase voorkomt, Schoenfield e,a., (1967 en 1969) toonden signifi-
cant hogere galzuurconcentraties op de huid aan bij leverpatiénten
met jeuk dan bij pati¥nten zonder jeuk, Omdat jeuk voornamelijjk sub-
jectief wordt beleefd, is de kwantitatieve interpretatie ervan
moeilijk, Het beoordelen van de jeuk vond in dit onderzoek bij de
betrokken pati¥nten dagelijks plaats, Hierbij werd de ernst van de
jeuk beoordeeld met behulp van een jeukscore (-, +y ++, +++; zie
Tabel III,10,), Het verschil in serum galzuurconcentratie tussen
de groep met jeuk en de groep zonder jJeuk was significant (Pw<
0,001),. Opeenvolgende bepalingen v66r en tijdens de behandeling met
cholestyramine bij individuele patiBnten lieten ook een zeer con-
stante correlatie zien tussen de serum galzuurconcentratie en de
jeuk, Dit was ook wel het geval voor de bilirubinespiegel en de
alkalische fosfatase-activiteit, maar minder uitgesproken,

Een ultzondering hierop vormde de pati¥nte (pat. h) met een
benigne intermitterende intrahepatische cholestase, die in de vroe-
ge fase van een cholestaseperiode bij een nog normaal bilirubinege-
halte en een extreem hoge serum galzuurconcentratie zeer ernstige
Jeuk had, Dit was steeds het symptoom dat het begin van een nieuwe
cholestaseperiode aankondigde,

In de groep pati®Bnten met een complete extrahepatische ob-
structie varieerde het symptoom jeuk nogal ondanks sterk verhoogde
galzuurspiegels, In deze groep bestond geen duidelijk verband tus-
sen de mate van jeuk en de totale serum galzuurconcentratie, In de
P.B,C,-groep was de correlatie tussen de totale galzuurconcentra-

tie en nog iets sterker van de cholzuurconcentratie en de jeuk ge-
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1jjk aan de correlatie tussen de bilirubinespilegel en de jeuk, ter-
wijl die tussen de alkalische fosfatase-activiteit en de jeuk nog
iets hoger lag, In de literatuur bestaat op een enkele uitzondering
na (Datta en Sherlock, 1966) een redelijke eenstemmigheid over de
goede correlatie tussen de serum galzuurconcentratie en de jeuk,
Na het normaliseren van de serum galzuurconcentratie verdwijnt de
jeuk (Carey en Williams, 1961; van Itallie e,a,, 1961; Neale e,a,,
19713 Murphy e.a, 1972), Osborn e.,a, (1959) vonden wel hogere gal-
zuurconcentraties bij pati¥nten met jeuk, maar ook bestond er een
aanzienlijke overlap tussen de pati¥nten met en die zonder jeuk, De
goede correlatie tussen het serum cholzuur en de jeukscore (rs =
0,8!) was in deze studie weliswaar geen verrassende, doch wel een
nieuwe bevinding., Er bestond een duidelijke overlap tussen patiln-
ten met jeuk en zonder jeuk bij een serum cholzuurconcentratie van
2,5 = 7,5 pg/ml (Fig. IV.1M). 8 Pati¥nten met een lichte jeuk
(score +) hadden cholzuurconcentraties van 2,5 - 7,5 # g/ml (nor-
maal <1,0), tervijl alle pati¥nten zonder jeuk serum concentraties
hadden lager dan 7,5 ug/ml, Deze discrepantie kan waarschijnlijk
verklaard worden door de subjectieve beoordeling van jeuk in de
groep met lichte jeuk (+). Krabeffecten waren immers niet aanwezig
in deze groep. Verder zou de mate van binding van galzuren aan
plasma elwitten ook een rol kunnen spelen., Deze factor kan van be-
lang zijn bij het transport van galzuren naar de huid, waar uitein-
delijk de jeukprikkel ontstaat.

V.6, Het verband tussen verschillende chemische parameters van

cholestase onderling en de ziekteduur

De chemische gevolgen van cholestase vindt men weerspiegeld
in de aanwezigheid in plasma van (bﬁna) alle producten, die nor-
maal via de gal uitgescheiden worden, Hoewel de secretie in de gal
van deze producten via een aantal verschillende mechanismen loopt,
kan men de ernst van de cholestase goed beoordelen aan de hand wvan
serum bepalingen van geconjugeerd bilirubine, de alkalische fosfa-
tase- en 5'-nucleotidase-activiteit en ook van de galzuurconcen-
tratie, Daarom leek het van belang de correlatie tussen deze para-
meters in het serum van pati¥nten met cholestase en van pati¥nten

met cirrhose te onderzoeken, Dit heeft te meer zin omdat bekend is,

- 153 -



dat sommige parameters zoals de alkalische fosfatase-activiteit bijj
ernstige extrahepatische obstructies soms maar matig verhoogd zijn
(Stern €,2,, 1973). Bij de pati¥nten zonder complete extrahepati-
sche obstructie bestond een goede correlatie tussen het serum bi-
lirubinegehalte en de totale galzuurconcentratie (rs = 0,82; Fig.
IV.15). Osborn e.a, (1959) vonden bij pati¥nten met leverziekten een
correlatieco¥ffici¥nt van 0,71 en Neale e,a, (1971) van 0,76,

In de gehele groep van 65 pati¥nten correleerde het serum
cholzuur beter dan de andere galzuren met de overige parameters
(Tabel IV.10.). Dit suggereert, dat het serum cholzuur een gevoe-
lige parameter is voor cholestase, Interessant is ook de goede cor-
relatie tussen de ziekteduur en de 5'-nucleotldase- en alkalische
fosfatase-activitelt, wanneer de cirrhose-groep buiten beschouwing
wordt gelaten, Ook bij de pati¥nten met P,B.C. springt het cholzuur
er als beste parameter ult (Tabel IV,5.). Opvallend is hier de uit-
stekende correlatie tussen de serum galzuren enerzijds en de bili-
rubine en de sgot anderzijds, Dit laatste suggereert, dat er bij de-
ze groep pati¥nten met langdurige cholestase enig verband bestaat
tussen de retentie van galzuren en de leverparenchymbeschadiging,
Retentie van galzuren zou de oorzaak van de leverparenchymbescha-
diging kunnen zijn, doch het omgekeerde is ook mogelijjk, Opvallend
in de kleine groep met een complete extrahepatische obstructie is
het ontbreken van enige correlatie tussen de serum bilirubinespie-
gel en de alkalische fosfatase-activiteilt (Tabel IV.6.). Dit is
het gevolg van de grote spreiding van de alkalische fosfatase-ac-
tiviteit en de relatief geringe spreiding van de bilirubinespie-
gel, Er is al gewezen op het ontbreken van enig verband tussen de
serum galzuurconcentratie en de bilirubinespiegel in deze groep
(Fig. IV.6). Een discrepantie tussen de serum galzuurconcentratie
en de bilirubinespiegel zou kunnen ontstaan, wanneer bij een com-
plete cholestase het bilirubine- en het galzuurmetabolisme ver-
schillend zijn, Wat het dagelijks aanbod van bilirubine aan de lever
betreft mag verwacht worden, dat het normaal is of zelfs groter
dan normaal (Werre, 1972), terwijl de excretie van geconjugeerd
bilirubine via de nier beperkt is. Hoewel ook de excretie van gal-
zuren via de nier beperkt is, kan toch door de stopzetting of ster
ke vermindering van de synthese van galzuren in de lever (Dowling

e,a,, 1971) geleidelijjk weer een daling van de serum galzuurconcen-—
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tratie ontstaan, Een eenmalig onderzoek zoals hier is geschied by
een kleine groep pati¥nten met een complete obstructie, heeft waan
schynlijk weinig zin voor het onderzoeken van bepaalde correlaties,
Dit zou beter kunnen geschieden aan de hand van opeenvolgende be-
palingen‘by pati¥nten, waarby het er om gaat te onderzoeken hoe by
het voortduren van de cholestase de bilirubine- en galzuurwaarden

zich ten opzichte van elkaar gaan verhouden.

V.7 Het effect van cholestyramine, fenobarbital en galwegdrainage

op de serum galzuurconcentratie, de jeuk en de leverfunctie-

proeven bjy cholestase

Ve7e1o Cholestyramine

Het basische, niet absorbeerbare, anionen uirtwisselende re-
sine, cholestyramine, is effectief gebleken by het bestryden van
Jeuk by cholestase door een incomplete obstructie, Dit werd in het
huidige onderzoek bevestigd. Dit ging gepaard met een zeer signifa-
cante daling van de serum galzuurconcentratie,

Wanneer een retentie van galzuren in de lever de cholestase
en de leverbeschadiging zou kunnen versterken, dan lykt het zinvol
dit tegen te gaan (8§ II,6 en 8), Er werd daarom een poging gedaan
om tydens een kortdurend experiment het effect van cholestyramine
op de chemische parameters van de cholestase te bepalen (Fig. Iv,
16). Het bilirubinegehalte daalde zeer significant, de alkalische
fosfatase-activiteit daalde niet significant, terwyl de serum
transaminasen ook significant daalden, De chol/chen-ratio vertoon-
de een geringe neiging tot hogere waarden tydens cholestyramine
behandeling. Al met al ziet men over de hele 1lyn een verbetering
van de chemische parameters van de cholestase optreden, hetgeen
suggereert, dat de galafvloed naar de darm beter functioneert on-
der invloed van cholestyramine, Het gebruik van dit middel 1s by
cholestase door een incomplete obstructie dus zeker aanbevelens-
waardig, Hierbij dient men er rekening mee te houden, dat het mid-
del zeer lang moet worden gebruikt., Dit kan aanleiding geven tot
anorexie, obstipatie en malabsorptie van vet en vetoplosbare vita-
minen, Waarschynlijk ontstaat door de verminderde aanvoer van gal-

zuren naar de lever door het gebruik van cholestyramine, een sti-
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mulatie van de hydroxylerings-enzymen in de levercelmicrosomen-
o.a. van het cholesterol- 7 o -hydroxylase- en daarmee een verhoog-
de synthese van galzuren, Bij gezonde personen gaat dan de produc-
tie van trihydroxygalzuren (cholylglycine) overheersen (Garbutt en
Kenney, 1972), Wanneer dit ook het geval is bij pati¥nten met cho-
lestase, zou dit kunnen betekenen, dat door de betere oplosbaar-
heid van deze galzuren in de vorm van micellen ook de afvoer van
potentieel toxische monohydroxygalzuren effectiever zou kunnen
plaats vinden, Door Sharp e,a. (1967) werden indrukwekkende verbe-
teringen gemeld bij kinderen met een partil#le atresie van de intra-
hepatische galwegen onder invloed van 8 - 16 g cholestyramine per
dag. Dit zou kunnen betekenen, dat het schadelijke effect van gere-
tineerde galzuren bij cholestase op de levercel kan worden terugge-
drongen, Het 1lijkt niet uitgesloten, dat bjj P,B.C, het primaire
proces op deze wijze kan worden afgeremd, Op grond hiervan bestaat
er grote behoefte aan een longitudinaal prospectief onderzoek om
het effect van dit middel op de cholestase te onderzoeken, Regel-

matige histologische controle is hierbij van belang.

Ve7¢2. Fenobarbital

Fenobarbital veroorzaakt bij patinten met een incomplete
cholestase een daling van het serum bilirubinegehalte (Crigler en
Gold, 1966). Dit fenomeen wordt toegeschreven aan stimulatie van
de glucuronidering van de bilirubine door enzyminductie,

Onlangs hebben een aantal onderzoekinéen ook een positief
effect van fenobarbital op de galsecretie aangetoond bij de mens
(Sharp en Mirkin, 1972; Stiehl en Admirand, 1972; Redinger en
Small, 1973). Dit effect zou berusten op een stimulatie van zowel
de niet van galzuren afhankelijke, als van de van galzuren wel af-
hankelijke galsecretie, In dit onderzoek werd de invloed van feno-
barbital slechts bij één pati¥nt met een benigne intermitterende
intrahepatische cholestase kortdurend nagegaan (Fig. IvV,9). Hierbij
kon worden aangetoond, dat fenobarbital een sterke daling van de
serum galzuurconcentratie en de bilirubinespiegel veroorzaakte,
terwijl de uitscheiding van urobilinogeen in de feces toenam, Ook
het secundaire galzuur desoxycholzuur nam relatief in het serum

toe, Dit alles wijst op een toename van de galafvloed naar de darm,
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Door het middel in een dosering van driemaal daags 25 mg overdag
en 's avonds voor het slapen 100 mg toe te dienen, werd het sede-
rende effect overdag enigszins beperkt, Deze ene waarneming toont
wel aan, dat fenobarbital, mits hoog genoeg gedoseerd (2,5 - 5 mg/

kg), evn gunstig effect heeft bij deze vorm van cholestase.

Ve7¢30. Galwegdrainage

Door het aanleggen van een galdrain werd getracht bij pati¥n-
ten met cholestase de galafvloed te verbeteren, Het gevolg hiervan
was, dat de jeuk direct na de operatie verdween, De serum galzuren
die na 3 & 5 dagen bepaald werden, waren ook sterk gedaald (Fig.
Iv.17), Op grond van deze waarneming moet men aannemen, dat de gal-
zuren na deze ingreep snel uit de huiddep8ts verdwijnen, In princi-
pe werd met galwegdrainage hetzelfde effect, maar dan veel sneller
en meer uitgesproken, als met cholestyramine verkregen op de kli-
nische en chemische verschijnselen van cholestase, De enterohepati-
sche kringloop van galzuren, zo die nog enigszins functioneerde,
werd met een uitwendige galwegdrainage volledig onderbroken, Hier-
door wordt de synthese van galzuren in de lever maximaal en kunnen
waarden van 1,5-2,0 g/24 uur bereikt worden, terwijl de synthese
normaal 0,2-0,5 g/24 uur bedraagt (Hofmann, 1968; Dowling e.a.,
1970)., Ook het serum cholesterolgehalte daalde duidelijk als uiting
van deze verhoogde galzuursynthese, Dit was bij de cholestyramine-
groep niet het geval, waarschijjnlijk omdat zich bij de gebruikte do-
sis cholestyramine (8-12 g/dag) snel een nieuw evenwicht instelt
tussen afbraak en synthese van cholesterol., Bij galwegdrainage is
het verlies en de synthese van galzuren maximaal, Dan zal ook niet
snel een evenwicht tussen synthese en afbraak van cholesterol ont-
staan, maar wel een aanzienlijk verlies wvan cholesterol,

By drie pati¥nten, bij wie een aantal opeenvolgende bepalin-
gen in serum en gal tijdens drainage verricht werden, ontstond na
4 3 7 dagen een evenwichtssituatie, waarbij de uitscheiding van
galzuren per ml gal constant bleef (Fig. IV.8, 18 en 19), De syn-
these van galzuren had dan zijn maximum bereikt, Thureborn (1962)
en Nilsson (1970) onderzochten normale personen, bij wie na een
cholecystectomie een galdrain was aangelegd, Zij stelden wvast, dat
na 1 & 2 dagen reeds een plateau in de uitscheiding van galzuren

werd bereikt, Dowling e.a, (1970) vonden bij rhesusapen reeds na
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+ 12 uur een constante galproductie, waarbjj ook de uitscheiding
van galzuren constant bleef, Dat zich bij onze pati¥nten pas enige
dagen later een evenwicht instelde, kan verklaard worden uit het
feit, dat het hier ging om pati¥nten met een ernstige cholestase
door een (bﬁna) complete obstructie van de galwegen, Hierbyj mag
men een sterk toegenomen verspreiding van de galzuren over de di-
verse lichaamscompartimenten verwachten, Ook zal de galproductie
door de retentie van galzuren in de lever en de verhoogde druk die
lange tijd in het galwegsysteem geheerst heeft, slechts geleidelijk
weer op gang komen, Onze gegevens komen overeen met resultaten van
experimenten van Strasberg e,a. (1971), die na het opheffen van
een langdurig verhoogde druk in het galwegsysteem bij apen, lieten
zien, dat het 4 3 6 dagen duurde voor zich weer een evenwicht in

de excretie van galzuren had ingesteld,

Vo8 De betekenis van veranderingen in het galzuurmetabolisme, die

optreden bij cholestase en cirrhose

V.8.1, Kwantitatieve veranderingen in het galzuurmetabolisme

8.1,1, Cholestase

Bij cholestase bestaat er een gehele of gedeeltelijke onder-
breking van de enterohepatische kringloop van galzuren, Afhankelijk
van de ernst van de cholestase zullen geringe hoeveelheden galzu-
ren via de vena portae, waarin de druk onder deze omstandigheden
ook vaak verhoogd is (Small e.,a,, 1972), de lever bereiken. De
pool is verdeeld over de gehele extracellulaire ruimte, Een deel
van de galzuren bereikt dan de lever via de arteria hepatica, Ver-
der zal waarschijnlijk een aanzienlijjk deel van de pool in de lever
geretineerd blijven (Small e.3., 1972), Het gevolg hilervan is, dat
ondanks de beperkte aanvoer van galzuren via de vena portae de syn-
these van primaire galzuren sterk wordt onderdrukt. Dowling e,a,
(1971) toonden dit in experimenten met apen aan, Een complete ob-
structie van de galwegen bij deze dieren leidde tot een totale
stopzetting van de synthese van galzuren in de lever, Dit gaat
waarschijnlijk via een alles of niets principe (§ II.6.), waarbij de
critisch remmende concentratie van galzuren in de levercel de be-

palende factor is. Bjj kortdurende experimenten (24 uur) konden
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Dowling e.a. (1971) slechts een verlies van minder dan 7% van de
totale pool aantonen in de urine van deze proefdieren, Ook bij een
langdurige obstructie is de synthese aanzienlijk verminderd of stop-
gezet (Norman en Standvik, 1971)° Bij het beoordelen van het gal-
zuurmetiabolisme bij cholestase is het van belang na te gaan in hoe-
verre de galsecretie nog functioneert, Ook dient men de poolgroot-
te en de verdeling van de pool over de verschillende lichaamscom-
partimenten te bepalen, Tenslotte is de synthesesnelheid wvan de
galzuren van belang om een meer volledige indruk te krijgen van de
galzuurstofwisseling, Gegevens hileromtrent kunnen worden verkregen
door het inspuiten van radio-actief gemerkte galzuren. Voor een
overzicht hiervan wordt verwezen naar Heaton (1972). Een moeilijk
punt bij de interpretatie van de resultaten, die met deze techniek
bij pati¥nten met cholestase verkregen kunnen worden, is het feit,
dat men vaak niet van een evenwichtssituatie kan spreken bij cho-~
lestase,

Wanneer er sprake is van een complete obstructie van de gal-
wegen, wvorden weinig of geen galzuren in de feces uitgescheiden, De
vetabsorptie 1s gewoonlijk licht gestoord en de vitaminen A, D, E
en K worden slecht geabsorbeerd, De galzuren verdelen zich over de
gehele extracellulaire ruimte en de nier - mogelijk samen met de
huld - wordt de voornaamste excretie-route, De totale excretie per
24 uur is echter beperkt, zoals werd aangetoond (Tabel IV, 4,). Bij
de complete extrahepatische obstructie varieerde de excretie wvan
31 - 80 mg/2L4 uur, Voor de totale hoeveelheid galzuren, die nor-
maal 2 & 4 g bedraagt, is dit een gering verlies, De renale excre-
tie van galzuren 1s complex, Deze is afhankelijk van de eiwitbin-
ding van galzuren in het plasma (Rudman en Kendall, 1957; Burke
e.a.,1971), en van de mate van tubulaire terugresorptie (Weiner
e.,a., 1964), Ook de mate van sulfaatverestering speelt een belang-
rijke rol, Uit dit onderzoek is gebleken, dat er een uitstekende
correlatie bestaat tussen de serum galzuurconcentratie en de rena-~
le excretie van galzuren (Fig. IV.12).

Bij een parti¥le galwegobstructle gebeurt hetzelfde, alleen
is hier de galzuurconcentratie in de vena portae hoger, daar er

nog enige uitscheiding naar de darm bestaat,
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B8e162¢ Cirrhose

Bij de cirrhose zullen de kwantitatieve veranderingen in het
galzuurmetabolisme van een groter aantal factoren afhankelijk zijn
dan bij de cholestase, Op de eerste plaats zijn er aanwijzingen dat
bij de cirrhose de synthese van galzuren door de individuele le-
vercel lager is dan normaal, Miettinen (1971) kon aantonen dat
door toediening van cholestyramine aan cirrhose-patiBnten de hoe-
veelheid galzuren in de feces maar nauwelijks toenam, Dit zou mo-
gelijk ook samen kunnen hangen met het feit, dat de galzuurexcretie
door de lever bij pati¥nten met levercirrhose niet adequaat reageert
op prikkels uit de darm, zoals o0.a, cholecystokinine (§ V.3.).
Verder is de verdeling van de galzuren over het lichaam van be-
langs Zo kan b,v, ascitesvocht een mogelijk niet onbelangrijk deel
van de pool bevatten, Bovendien kan de aanwezigheid van shunts
tussen de portale en de grote circulatie aanzienlijkevariaties ver-
tonen, Indien de serum galzuurconcentratie slechts matig verhoogd
is en de totale bloedstroom naar de lever is verminderd, dan kan
het gebeuren, dat de totale hoeveelheid galzuren, die de lever
binnenstroomt, tekort schiet om de galzuursynthese te remmen, Het
gevolg is een verhoogde synthesesnelheid van galzuren (Blum en
Spritz, 1966), Indien een cirrhose-pati¥nt ascites heeft, dan zou
de pool aanzienlijk toe kunnen nemen, terwijl door de relatief min-
dere leverfunctie de serum galzuurconcentratie zodanig kan stijgen,
dat de synthese in de lever daalt (Vlahcevic e,a., 1971a). De gal-
zuursynthese kan dus aanzienlijke schommelinéen vertonen,

Bij de cirrhose-pati¥nten uit dit onderzoek werden de hoogste
galzuurconcentraties in het serum gemeten bij de pati¥nten met een
hepato-cerebrale intoxicatie en bjj de pati¥nt met een goed func-
tionerende portocavale shunt, die leed aan een ernstige hepato-ce-~
rebrale intoxicatie, Het lijjkt de moeite waard om de relatie tussen
serum galzuren en de mate van hepato-cerebrale intoxicatie bij pa-

tidnten met een cirrhose te onderzoeken,

V.8.2, Kwalitatieve veranderingen in het galzuurmetabolisme

De chol/chen~ratio in serum weerspiegelt miet alleen ver-
schillen in synthese, maar ook verschillen in renale excretie, in

poolgrootte, in het aantal enterohepatische circulaties per tijds-
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eenheid en in klaring door de lever van primaire galzuren, In dit
onderzoek werd een poging gedaan door het tegelijk bepalen van gal-
zuren 1n serum, gal en urine van pati¥nten met cholestase en cirr-
hose om kwalitatieve veranderingen in het galzuurmetabolisme op te

sporen,

8.2,1. Cholestase

Op grond van de overwegingen, genoemd in 8V.8,1, mag men
aannemen, dat afhankelijk van de ernst van de cholestase, de syn-
these van primaire galzuren verminderd is. Bij normale personen is
de synthese van cholzuur met gemiddeld 333 mg/dag bijna tweemaal zo
groot als dile van chenodesoxycholzuur, terwijl de cholzuurpool met
gemiddeld 1,04 g ilets groter is dan die van chenodesoxycholzuur
(0,81 g; Vliahcevic e,a,, 1971), De turnover van cholzuur is onder
normale omstandigheden dus veel hoger dan die van chenodesoxychol-
zuur, De zeer geringe concentratie in serum, gal en urine van het
secundaire galzuur desoxycholzuur is het gevolg van de verminderde
hepato-enterale circulatie van de galzuren, De aanzienlijke ver-
schillen tussen de chol/chen-ratio's in serum, gal en urine wijzen
op een verschillend metabolisme wvan cholzuur en chenodesoxychol-
zuur, Bij cholestase was de chol/chen-ratio in serum bijna steeds
groter dan normaal (meestal > 1,5), In de gal van P,B.C,-pati¥nten
bleek deze ratio significant hoger te zijn dan in serum (Fig. IV.2),
In de urine lag deze ratio bijna steeds duidelijk beneden de ratio
in serum en vaak zelfs onder de 1,0, Dit geeft aanleiding tot de
volgende overwegingen betreffende de onderlinge verschillen in het
metabolisme van de primaire galzuren als gevolg van cholestase:

1, De hogere chol/chen-ratio in serum dan in urine wijst op een se-
lectief verhoogde renale excretie van chenodesoxycholzuur, De
oorzaak hiervan i1s waarschijnlijk het feit, dat bijna tweemaal zo-
veel chenodesoxycholzuur als cholzuur in sulfaatveresterde vorm
aanwezig is in de urine, Deze sulfaatesters kunnen in de lever
worden gevormd onder pathologische omstandigheden (Palmer, 1971)
en zij worden zeer snel in de urine ultgescheiden, Dit is ook de
reden, dat men deze niet of mnauwelijjks in serum terugvindt (Ad-
mirand e.,a., 1972; Makino e,a,, 1972; Stiehl, 1974), Makino e,a,
(1972) vonden minder dan 5% van de totale hoeveelheid galzuren
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in de sulfaatveresterde vorm in serum van pati¥nten met icte-
rus, De sulfaatveresterde fractie in serum bestond bijna steeds
alleen uit chenodesoxycholzuur,

De hogere chol/chen-ratio in gal vergeleken met die in serum bij
pati¥nten met P,B,C, kan niet worden toegeschreven aan een fou-
tieve bepaling van het chenodesoxycholzuur, daar bij een deel
der pati¥nten ook de sulfaatveresterde fractie van dit galzuur
in gal werd bepaald (Tabel IV,3.), Wel zou het kunnen wijzen op
een selectlef verhoogde canaliculaire secretie van cholzuur ten
opzichte van chenodesoxycholzuur,

Len tweede mogelijkheid is, dat chenodesoxycholzuur in de le-
ver wordt omgezet in cholzuur, Deze laatste syntheseweg is on-
langs door Samuels en Palmer (1973) aangetoond bij pati¥nten met
cholestase en een afgesloten galdrain, Het is echter nog onbe-
kend welke kwantitatieve betekenis aan deze syntheseweg moet
worden toegekend,

Wanneer men aanneemt dat bij de minder ernstige cholestase nog
enige synthese van primaire galzuren in de lever plaatsvindt,
dan kan het verschil in chol/chen-ratio tussen serum en gal ook
nog wijzen op een hogere synthese van cholzuur dan van chenodes-
oxycholzuur, In dit onderzoek werd bijj nuchtere pati¥nten gal-
blaasgal 's ochtends geheveld voor onderzoek,

Het feit, dat door sommige onderzoekers en ook in deze stu-
die monohydroxygalzuren in de urine van pati¥nten met een in-
complete of een complete cholestase konden worden aangetoond
(§ IV.5.), wijst erop, dat deze galzuren als gevolg van de cho-
lestase in de lever gesynthetiseerd kunnen worden via een ab-
normale syntheseweg (Fig. IT.2,),

Het vinden van ursodesoxycholzuur in de urine van pati#nten
met cholestase kan wijzen op een omzetting van chenodesoxychol-
zuur in ursodesoxycholzuur in de lever of op een primaire syn-
these van ursodesoxycholzuur, Het ursodesoxycholzuur 1s veel
minder detergerend en relatief inert vergeleken met het cheno-
desoxycholzuur en andere « -dlhydroxygalzuren, Een mogelijjk door
darmbacteri¥n geInduceerde omzetting van chenodesoxycholzuur in
ursodesoxycholzuur kan in aanzienlijke hoeveelheden plaatsvinden,
wanneer patiinten met cholesterolgalstenen belast worden met

chenodesoxycholzuur (Salen e,a., 1974). Bij ratten is aangetoond
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dat na galwegonderbinding aanzienlijke hoeveelheden ursodesoxy-
cholzuur in de lever kunnen worden gevormd (Greim e,a,, 1972).
Als conclusie kan men stellen, dat tijdens cholestase via een
aantal alternatieve synthesewegen in de lever een retentie van
te grote concentraties chenodesoxycholzuur, dat veel sterker de-
tergerend en toxisch is dan cholzuur, wordt tegengewerkt, Rela-
tief inerte metabolieten worden gesynthetiseerd in de vorm van
sulfaatesters, trihydroxygalzuren (cholzuur) en van B -hydroxy-
galzuren (ursodesoxycholzuur), Het gevolg hiervan is een rela-
tief grotere cholzuurpool, Het kan zijn, dat de tol, die men
hiervoor betaalt, meer jeuk is, De goede correlatie tussen jeuk
en serum cholzuurconcentratie lijkt hiermee in overeenstemming,
De synthese van monohydroxygalzuren, die overigens wel groten-
deels aan sulfaat worden gekoppeld, 1lijkt minder aantrekkelijjk,

Kwantitatief spelen zij echter een ondergeschikte rol,

8.2.2, Cirrhose

Bijj cirrhose, veroorzaakt door chronisch alcoholmisbruik, was
de synthese van cholzuur gemiddeld 84 mg/dag en minder dan die wvan
chenodesoxycholzuur (114 mg/dag), De totale cholzuurpool was met
een gemiddelde van 0,48 g ook ten opzichte van de chenodesoxychol-
zuurpool (0,62 g) significant verminderd (Vlahcevic e.a,, 1972).
De gegevens suggereren dat eerder een sterke vermindering van de
cholzuursynthese dan van de chenodesoxycholzuursynthese verant-
woordelijk 1s voor de kleinere galzuurpool dan normaal bij de cirr-
hose. Het onderzoek van Vlahcevic e.a, (1972) liet verder zien dat
de turnover van cholzuur aanzienlijjk trager verliep dan die wvan
chenodesoxycholzuur, Dit is geheel tegengesteld aan de bevindingen
bij gezonde personen. De chol/chen-ratio in serum bij cirrhose-pa-
ti¥nten in deze studie was steeds gelijk aan 0,7 of kleiner, terwijl
die in gal bjj alle pati¥nten duidelijjk hoger was en niet essentieel
verschillend van die in gal van normale personen (Fig., IV.10), DBj
slechts twee pati¥nten in deze groep werd de urine onderzocht (Ta-
bel IV,4,)., De chol/chen-ratio in de urine was &énmaal ongeveer
gelijk aan die in serum en éénmaal veel kleiner dan die in serum.
De mate van sulfaatverestering in urine was verder geheel verge-

lijkbaar met die van cholestase-pati¥nten, Wanneer men aanneemt dat

- 163 -



ook in de groep cirrhose-pati¥nten in deze studle de synthese van
primaire galzuren verminderd is, dan zou de bevinding van de hoge-
re chol/chen-ratio in gal dan in serum enigszins in tegenspraak
zjjn met de bevindingen van Vlahcevic e.a. (1972), Onze gegevens
zouden op een hogere synthese van cholzuur dan van chenodesoxy-
cholzuur kunnen wijzen, Dit lijkt echter niet waarschijnlijk. Het =zal
eerder zo zijjn, dat een selectief verhoogde canaliculaire uitschei-
ding van cholzuur door de lever en een relatief hoge sulfaatveres-
tering van chenodesoxycholzuur in dit verband een belangrijke rol
spelen,

Door Carey (1969) is gesuggereerd, dat de primaire synthese
van cholzuur gestoord zou kunnen zijn bij cirrhose-pati¥nten door
het ontbreken of door remming van het cholesterol-12 « -hydroxyla-
se, Hoewel het misschien niet terecht i1s om gegevens van pati¥Bnten
met een alcoholcirrhose met die van andere cirrhoselijders te ver-
gelijken, wijzen de studies van de groep van Vlahcevic (1972) sterk
op een verminderde cholzuursynthese bjj de cirrhose, Het zou zelfs
zo zijn, dat de mate van cholzuursynthese bij de (alcohol)cirrhose
een zeer gevoelige parameter is voor de leverparenchymfunctie en
voor de prognose (McCormick e.,a,, 1973). Op grond van de huidige

studie kan hetzelfde gezegd worden van de chol/chen-ratio in serum,

- 164 -



HOOFDSTUK VI

Samenvatting

Galzuren en cholestase

Galzuurbepalingen in serum, gal en urine met behulp van de

gaschromatograaf bij patiBnten met cholestase,

VI.,1. Inleiding

Galzuurbepalingen in serum, gal en urine van pati¥nten met
naar klinische, biochemische, serologische en histologische crite-
ria te onderschelden cholestatische syndromen werden op hun diag-
nostische waarde getoetst, De gaschromatografische bepalingsmetho-~
de werd gekozen wegens haar gevoeligheid en betrouwbaarheid, ter-
wijl ook een aanzienlijke mate van nauwkeurigheid bereikt kon wor-
den,

In dit onderzoek werd niet getracht onderscheid te maken tussen
geconjugeerde en vrije galzuren, evenmin tussen aan glycine of aan
taurine geconjugeerde galzuren,

Stoornissen in het galzuurmetabolisme bjj cholestase kunnen
onderzocht worden met galzuurkinetiek-studies en met chemische be-
palingen van galzuren in de verschillende lichaamsvloeistoffen.
Kinetiek-studies werden in dit onderzoek niet verricht. Door het
gelijktijdig bepalen van galzuren in serum, gal en urine wordt
slechts een momentopname verkregen, Niettemin kunnen op deze wijze
zowel kwalitatieve als kwantitatieve aspecten van stoormissen in
het galzuurmetabolisme bij cholestase hbestudeerd worden. Een verge-
lijking van de uitkomsten van het onderzoek van serum, gal en urine
zou mogelijk het inzicht in de pathogenese van de verschillende
vormen van cholestase kunnen verdiepen en zo een bijdrage in de di-
agnostiek kunnen leveren, In hoofdstuk II wordt een overzicht ge-
geven over de huidige stand van zaken betreffende het galzuurmeta-
bolisme onder normale en onder pathologische omstandigheden, met
name bjj de cholestase, De synthese van galzuren (Fig, II.1. en
Fig, II.2) en het mechanisme van de galsecretie worden hierin ook
behandeld, Met het oog op het huldige onderzoek kwamen hieruit een

aantal vragen naar voren:
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VIi.,2, Vraagstelling en doelstelling van het onderzoek

Is er bi) de verschillende cholestatische syndromen een be-
paald galzuurpatroon in serum, gal of urine aantoonbaar dat een
aanvulling zou kunnen betekenen van de gebruikelijke diagnostische
hulpmiddelen?

Zyn er correlaties aantoonbaar tussen de galzuurpatronen in serum,
gal en urine? en is de chol/chen-ratio in serum, gal en urine al
dan niet dezelfde?

Bestaat er verband tussen de ziekteduur en de galzuurpatronen in
serum en de overige biochemische parameters?

Zyn met de toegepaste methoden ook monohydroxy-galzuren aantoon-
baar?

Is er verband tussen een bepaald galzuurpatroon en de jeuk?

Verder leek het van belang de effecten van een aantal behandelings-
methoden, in casu cholestyramine, fenobarbital en galwegdrainage
op de galzuurpatronen in serum, de jeuk en de blochemische parame-

ters na te gaan,

VI.3. Onderzochte personen (Hfdst. III, Tabel III.11 t/m 16)

By het onderzoek waren 30 gezonde personen betrokken, 18 pa-
ti¥nten met een levercirrhose, 19 pati¥nten met een P,B,C,, 13 pa-
ti¥nten met een complete extrahepatische obstructie, 3 pati¥nten
met een incomplete extrahepatische obstructie, 4 pati¥nten met een
primaire en 2 pati¥nten met een secundaire §cleroserende cholangi-
tis, 5 pati¥nten met een benigne intermitterende intrahepatische
cholestase, waarvan 4 patiBnten familiebanden hadden en 4 pati#n-
ten met een intrahepatische cholestase e,c.i. De gezonde personen
en de pati¥Bnten met een levercirrhose waren genomen als controle-
personen om hen met de bovengenoemde cholestatische syndromen te

kunnen vergelijken,

VI.4, Bepalingsmethoden (Hfdst, III)

Voor het vergelijjken van de galzuurpatronen werd gebruik ge-
maakt van de totale galzuurconcentratie, de primaire ratio (chol/
chen-ratio) en de aanwezigheid van desoxycholzuur en lithochol-

zuur, Bij de isolatie van galzuren uit serum werd eerst een enzy-
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matische hydrolyse gedaan véér de eiwit precipitatie, Daarna volg-
de een zuivering volgens Roovers e.a, (1968) en een vloeistofex-~
tractie met diethylether (Tabel IIX.1,). Bij de routine-bepaling in
gal werden de eiwit precipitatie- en de speciale zuiveringstap
weggelaben, Galmonsters van een aantal pati¥nten met cholestase,
met cirrhose en van normale personen werden herhaald nadat een
solvolyse aan de isolatieprocedure was toegevoegd, Bjj de bepaling
in urine werden de galzuren eerst ge¥xtraheerd met behulp van Am-
berlite-XAD2 (Makino en Sj8vall, 1972), waarna een solvolyse volg-
de (Palmer, 1967), Het residu werd hierna opgelost in water waarma
enzymatische hydrolyse volgde en extractie met diethylether, Zowel
bij de bepalingen in serum als in gal en urine werden trifluorace-
taatmethylesterderivaten van galzuren bereid welke gaschromatogra-
fisch bepaald werden op een kolom met 1% OV-210, op gaschrom Q,
als stationaire fase,

Met 7-ketodesoxycholzuur als interne standaard werd een goe-

de scheiding van de individuele galzuren: cholzuur, chenodesoxy-
cholzuur, desoxycholzuur en lithocholzuur verkregen (Tabel III,2;
Fig, III,1), Er bestond een lineaire correlatie tussen de dosis en
de respons op de gaschromatograaf (Fig, III.%4., en Fig, IIL.5),.
Recoveryexperimenten met ongeconjugeerde en geconjugeerde galzuren,
toegevoegd aan water, serum, gal en urine toonden een goede repro-
duceerbaarheid aan (Tabel ITT.3,, III.h.). Controle-bepalingen van
serum cholzuur met behulp van een radioimmunocassay (Simmonds e,a,,
1973) werden verricht in de Mayo Clinic (Rochester, Minnesota)
door Dr, A,F, Hofmann, Deze uitkomsten correleerden zeer goed met
die van onze gaschromatografische methode (Fig. III.6),
Het enige verlies van betekenis, voornamelijk van cholzuur en litho-
cholzuur, trad op tijdens de enzymatische hydrolyse, Speciale aan-
dacht werd geschonken aan de zuivering en de diethyletherextractie
om het verlies van galzuren tijdens deze fasen tot een minimum te
beperken. De recovery van geconjugeerde galzuren was 80-95% voor
serum, 83-100% voor gal en 75-81% voor urine, Ook duplo-bepalingen
in serum (Tabel III,7), in gal (Tabel IIT,8) en in urine (Tabel
III.9) lieten een goede reproduceerbaarheid zien.

De bepalingsmethoden in serum en gal zijn uitvoerig elders

gepubliceerd (van Berge Henegouwen e, a,, 197hb)e In nuchter serum
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van normale personen werden galzuurconcentraties aangetroffen die
vairieerden van 0,3-2,5 ug/ml, hetgeen geheel overeenkomt met de
uitkomsten van andere onderzoekers, die met vergelijkbare technie-
ken verkregen zijn (Tabel III.5)., In gal van normale personen, die
na cholecystokinine-stimulatie in het duodenum opgcvangen werd met
behulp van een Dreirling sonde met dubbel lumen, werd gemaiddeld
27,24 mg/ml (+ 6,84) voor de totale galzuurconcentratie aangetrof-
fen (Tabel III.6), In urine van normale personen werden geen of
slechts spoortjes galzuren aangetroffen, waarvan de concentratie
beneden de ondergrens van de gevoeligheid van de bepalingsmethode
lag (<0,2 mg/1l; Fig, IV.1),

VI.5. Resultaten (Hfdst. IV)

Vli.5.,1, Serum

De hoogste serum galzuurconcentraties werden gevonden baj de
complete extrahepatische obstructie, de laagste bij de cirrhose
(Tabel IV,1), In de regel was de serum galzuurconcentratie hoger
naarmate de cholestase, gemeten aan het serum bilirubinegehalte
meer ulitgesproken was (Flg. IV.IO). Dit ging voor de groep met een
complete extrahepatische obstructie niet op, Hier was geen duidelypk
verband tussen de hoogte van de serum galzuurconcentratie en de bi-
lirubinespiegel (T'ig., 1V.6).

In de cirrhose-groep hadden pati¥nten met tekenen van een
hepato-cerebrale intoxicatie een totale serum galzuurconcentratie
die ruim tweemaal zo hoog was als het gemiddelde 1n deze groep.

De chol/chen-ratio was het hoogst in de groep met een com-
plete extrahepatische obstructie en het laagst, zelfs significant
lager dan normaal, 1n de cirrhosegroep (Flg. IV.10). De ratio was
in het algemeen lager bi) pati¥nten met een P,B,C, 1n de latere
stadia (IIT en IV), doch het verschil met de vroegere stadia (I en
IT) was niet significant (Fig, IV.4).

Het serum desoxycholzuur wus meestal zowel by de aintrahepa-
tische als de complete extrahepatische cholestase niet of slechts
in sporen aantoonbaar (Tabel Iv.1),

By drie pati¥nten met een incomplete extrahepatische obstructie

was het serum desoxycholzuurgehalte gemiddeld 7,8% van het totaal

- 168 -



en steeds in ruime mate aanwezig. De pati¥nten met een primaire en
secundaire scleroserende cholangitis en met een intrahepatische
cholestase e.c.1. hadden in de regel hetzelfde galzuurpatroon als
de pati¥nten met een P,B,C. en een complete extrahepatische ob-
struct.e (Tabel IV,1), Van de pati¥nten met een benigne intermitte-
rende intrahepatische cholestase kon een pati¥nt (Tabel III. 1k,
pat. 4) tot driemaal toe tijdens een periode met cholestase geobser-
veerd worden, Steeds werden in het prille begin van de cholestase
zeer hoge serum galzuurspiegels gevonden bij een nog normaal bili-
rubinegehalte en een licht verhoogde alkalische fosfatase-activi-
teit, terwijl ook zeer ernstige jeuk aanwezig was (Tabel IV.8).

Lithocholzuur of andere monohydroxy-galzuren die met de toe-
gepaste methode dezelfde retentietijd hadden, waren meestal afwezig
of slechts in sporen aantoonbaar (Tabel IV.1).

De correlatie tussen de jeuk en de serum galzuurpatronen
werd onderzocht met behulp van een jeukscore (Tabel III.10); geen
jeuk (-), lichte jeuk (+), intermitterende jeuk met krabeffecten
(++) en continue ernstige jeuk met krabeffecten (+++), Voor de he-
le groep pati¥nten bestond er duidelijk de beste positieve correla-
tie tussen de jeukscore en het serum cholzuurgehalte (rS = 0,81,
Fig, IV.1H). Voor de hele groep zonder complete extrahepatische
obstructie was er ook een goede correlatie tussen de totale serum
galzuurconcentratie en de serum bilirubinespiegel (Fig. IV.15).
Tussen de alkalische fosfatase-, 5'-nucleotidase-activiteit en de
totale serum galzuurconcentratie bestond er een minder goede cor-
relatie (Tabel IV.10), Bij de P,B.C, bestond er een redelijke corre-
latie tussen het serum bilirubinegehalte en de sgot, Eveneens be-
stond er een redelijke correlatie tussen het cholzuurgehalte, de
totale galzuurconcentratie en de sgot (Tabel IV.5). Bij de groep
met een complete extrahepatische obstructie bestond er een matige
correlatie tussen de totale serum galzuurconcentratie en de ziek-
teduur, en de 5'-nucleotidase-activiteit en de ziekteduur (Tabel
IV.6).

VI,5.2. Gal

In galmonsters werden bij de groep normale personen de hoog-

ste concentraties aan galzuren aangetroffen (Tabel IV,2), Bij de
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P.B.C. was deze concentratie significant minder dan normaal voor
wat betreft de totale galzuur-, de chenodesoxycholzuur- en de des-~
oxycholzuurconcentratie, By de cirrhose was dit voor alle galzu-
ren significant minder dan normaal (Flg. IV.11). De chol/chen-ra-
tio0 was by de P,B,C, significant hoger dan normaal en by de cirr-
hose-groep niet significant verschillend van normaal (Fig., IV.11),
By 1edere onderzochte pati¥nt in de P.B,C.-groep, op één na, en in
de cirrhose-groep bleek de chol/chen-ratio in gal significant ho-
ger te zyn dan in serum (Fig. IV.2).

De lithocholzuurconcentratie 1n gal was by alle patiénten steeds
kleiner dan 3% van het totaal, Het desoxycholzuurgehalte in gal
was by de P,B,C. duidelyk minder dan normaal en by de cirrhose on-
geveer gelyk aan normaal (Tabel IV,2). By drie pati¥nten met een
bewezen alcoholcirrhose was geen desoxycholzuur in gal aantoonbaar,
By vyf pati¥nten met een P,B.C. was lithocholzuur in gal voor het

grootste deel in de sulfaatveresterde vorm aantoonbaar (Tabel IV,

3).

VI.5.3. Urine

In 24-uurs urine werden meer galzuren uitgescheiden, naarma-
te de nuchtere serum galzuurconcentratie hoger was (Fig. IV,12).
De chol/chen-ratio in serum was zeer significant hoger dan in uri-
ne, Dit hield duidelyk verband met de mate van sulfaatverestering,
Het chenodesoxycholzuur was byna tweemaal zoveel (76,8%) dan chol-
zuur in de gesulfateerde vorm in urine aantoonbaar (Tabel IV.4),
Wel bestond er een redelyke correlatie tussen de chol/chen-ratio
in serum en in urine (Fig, IV,13), De chol/chen-ratio in urine was
in 80% van de gevallen kleiner dan 1,5, terwyl die in serum steeds
groter was dan 1,0. De ratio van de niet aan sulfaatveresterde
fractie galzuren was steeds groter dan 1,0 (Tabel IV,4),
Het desoxycholzuurgehalte 1in urine was steeds kleiner dan 1,6% van
het totaal by de groep met een complete extrahepatische obstruc-
tie. By de overige patiBnten was dit steeds meer dan 1,6%, op twee
uitzonderingen na, Lithocholzuur was in de urine van pati¥nten met
cholestase vaak aantoonbaar, byna steeds pas na solvolyse (Fig.
IV.3, 5 en 7).

Door het vergelyken van relatieve retentietyden van bekende
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en onbekende pieken op het urine chromatogram met behulp van een
drietal verschillende stationaire fasen (3% QF-1,3% OV-1 en 3%
0V-17) kon bjj 7 pati¥nten met verschillende vormen van cholestase
worden aangetoond, dat zeker sporen lithocholzuur in de urine wvan
deze pati¥nten aanwezig waren, Tevens werd aannemelijk gemaakt dat
zich hierin ook sporen 3 j-monohydroxy- A 5-choleenzuur en urso-
desoxycholzuur bevonden, Opvallend was ook de aanwezigheid wvan
hyocholzuur in aanzienlijke hoeveelheden en van een 3-keto-dihy-
droxygalzuur, dat niet nader geidentificeerd kon worden in urine

van pati¥nten met cholestase,

VI.5.4, Invloed van verschillende behandelingsmethoden op de

cholestase

Cholestyramine bleek bij 9 pati¥nten met een incomplete ob-
structie een gunstig effect te hebben op de jeuk, de serum gal-
zuur-concentratie, de serum transaminasen en de bilirubinespiegel.
De chol/chen-ratio steeg niet significant (Fig. 1v,16), lletzelfde
effect werd gezien na galwegdrainage bij pati¥nten met een (in)com-
pPlete cholestase, waarmee de afvoer van gal hersteld werd (Fig.
IV.17).

Opeenvolgende bepalingen in serum en gal bij pati¥nten met
complete (Fig, IV.19) of incomplete cholestase (Fig. IV.8 en Fig,
IV,18) lieten zien dat pas ma 4 & 7 dagen een balanssituatie ont-

stond, waarbij de excretie van galzuren per ml gal constant bleef,

VI.6. Discussie_en conclusies (Hfdst, V)

Op grond van gegevens uit de literatuur werden een aantal
bevindingen verwacht, Een deel der resultaten was echter niet be-
kend, omdat bepalingen tegelijkertijd in serum en gal en in serum en

urine tot nu toe niet verricht waren,

VI,6.1., Serum (Tabel V.1)

In het algemeen werd afhankelijjk van de ernst van de choles~
tase hetzelfde galzuurpatroon gevonden bij pati¥nten met een extra-
hepatische en een intrahepatische cholestase. Deze bepaling biledt
dan ook geen nadere informatie voor de differenti¥le dlagnostiek

van de cholestase, Verder volgt hieruit dat de verandering in het
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galzuurpatroon by cholestase, eerder een gevolg dan een oorzaak
van de cholestase is, misschien met uitzondering van de benigne
intermitterende intrahepatische cholestase waar het tegengestelde
gevonden werd., In overeenstemming met andere onderzoekingen werd
een goede correlatie gevonden tussen de bilirubinespiegel en de
totale galzuurconcentratie in serum,

De chol/chen-ratio was van diagnostische betekenis voor de
afgrenzing van de groep met een cirrhose en de pati¥nten met cho-
lestase, In het algemeen was deze groter dan 1,0 by de cholestase,
By de cirrhose gelyjk aan 0,7 of kleiner (Fig, IV.10), Carey (1969)
suggereerde dat een lage chol/chen-ratio op een infauste prognose
duidde. Hy trok de grens by 1,0, In dit onderzoek lag deze grens
by 0,7.

Op grond van het desoxycholzuurgehalte in serum was een af-
grenzing mogelyk tussen de complete extrahepatische en de kleine
groep met een incomplete extrahepatische obstructie (Tabel Iv,1),
Opvallend was de bevinding by pati¥nte 4 met een benigne intermit-
terende intrahepatische cholestase (Tabel IV,8), Extreem hoge se-
rum galzuurconcentraties (277.3 ug/ml) werden hierby gevonden in
het prille begin van de cholestase, By de complete extrahepatische
obstructie werd als hoogste waarde "slechts" 116,2 ug/ml gevonden,
Wanneer men aanneemt, dat de galzuurpool by deze pati¥nte hetzelf-
de is gebleven, dan zou zich ongeveer 50% hiervan in de algemene
circulatie moeten bevinden, nog voordat van een bilirubine-reten-
tie sprake is, Dit wyst op een abrupte onderbreking van de entero-
hepatische kringloop van galzuren in de allervroegste fase van de
cholestase by dit ziektebeeld, Het zou kunnen berusten op een de-
fect van een enzym, dat betrokken is by het (actieve) transport
van galzuren vanuit de bloedbaan naar de levercel (van Berge Hene-
gouwen e,a, 197hd). Een tekortkoming van deze studie 1s misschien,
dat de gesulfateerde fractie aan galzuren in serum niet bepaald
werd, Uit de onderzoekingen van Admirand e,a. (1972) en Stiehl
(1973 en 1974) is echter gebleken dat in de regel deze fractie
niet meer dan 5% van het totaal bedraagt. Dit is ook begrijpelijk,
aangezien deze gesulfateerde galzuren zeer snel in de urine worden
uitgescheiden, Zeer gevoelige technieken zullen nodig zyn om deze
fractie precies in serum aan te tonen, Daarom werd hiervan in dit

onderzoek afgezien,
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Dat monohydroxy-galzuren slechts in sporen aanwezig waren bjj pa-
ti¥nten met een cirrhose of P,B.,C. pleit niet voor de hypothese
dat deze galzuren bij het onderhouden of het ontstaan van cholesta-
se of cirrhose een rol van betekenis spelen, zoals gesuggereerd is

door de bevindingen van Carey e.a. (1966°) en Murphy e.a. (1972).

VI,6.2. Gal (Tabel V.2.)

Bij normale personen werd in gal een verhouding van cholzuur :
chenodesoxycholzuur : desoxycholzuur : lithocholzuur gevonden van:
1,0 : 1,0 : 0,2 : 0,04, Desoxycholzuur was in relatlef geringere
hoeveelheden aanwezig dan door andere onderzoekers gevonden werd,
Dit zou samen kunnen hangen met de vrij jonge leeftijd in de contro-
le-groep, Uit dit onderzoek werd de indruk verkregen, dat bij de
oudere personen relatief meer desoxycholzuur in gal aanwezig was
dan bij de jongere personen, Verder zou het desoxycholzuurgehalte
in gal afhankelijk kunnen zijn van de hoeveelheid ruwvezel die met
het voedsel wordt genuttigd (Pomare en Heaton, 1973)., Het zou in
dit verband interessant zijn de correlatie tussen de desoxychol-
zuurconcentratie in gal en de passagesnelheid wvan voedsel in de
darm en de leeftijd bij normale personen na te gaan,

In dit onderzoek werd de bevinding van Turnberg en Grahame
(1970) en Bode e, ,a, (1971) bevestigd, dat bij patinten met een
cirrhose veel lagere concentraties aan galzuren dan normaal na
cholecystokinine-stimulatie in de gal worden uitgescheiden, Deso-
xycholzuur was relatief niet minder dan normaal aanwezig bij de
cirrhose, Hlierbij was de verhouding 1,0 : 1,0 : 0,2 : 0,05, Bjj drie
pati¥nten met een alcoholcirrhose werd in tegenstelling tot de he-
le groep geen desoxycholzuur in de gal teruggevonden, Vlahcevic
e,a, (1970b) vonden ook een sterk verlaagde desoxycholzuurconcen-
tratie in de gal van pati¥nten met een alcoholcirrhose, Bjj onze
pati¥nten met alcoholcirrhose leek dit niet veroorzaakt te worden
door een meer dan gebruikelijke cholestase,

Bijj de P,B.C, was de verhouding in gal 1,0 : 0,4 : 0,03 :
0,00, Hier was wel sprake van een duidelijke vermindering van che-
nodesoxycholzuur, desoxycholzuur en lithocholzuur in gal, Dit =zal
wel een gevolg zijn van een verminderde frequentie van het aantal

hepato-enterale circulaties van de galzuurpool, Geheel onverwacht
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was de bevinding dat de chol/chen-ratio in gal significant hoger
was dan die in serum bij pati¥nten met een cirrhose en P.B.C, Dit
is tegengesteld aan wat tot nu toe algemeen werd aangenomen

(carey, 1969; Miettinen, 1973), Het feit dat by P.B,C, in gal na
solvolyse de concentratie monohydroxygalzuren sterk was toegenomen,
wijst er in ieder geval op dat de lever zich ook via deze route van
potentieel toxische galzuren (zij het in geringe concentratie)

tracht te ontdoen,

VI.6.3. Urine

Ook in urine van pati¥nten met cholestase werd in tegenstel-
ling tot wat algemeen werd aangenomen (Miettinen, 1973) niet het-
zelfde galzuurpatroon gevonden als in serum, Dit hield voornamelijk
verband met de relatief sterke toename van de sulfaatfractie van
het chenodesoxycholzuur in de urine, Deze relatief sterkere toena-
me van chenodesoxycholzuur dan van cholzuur in de urine wijst er op
dat in de lever via een selectieve sulfaatverestering retentie van
vooral chenodesoxycholzuur, dat veel sterker detergerend werkzaam
is dan cholzuur (Hutterer e.,a,, 1972) wordt tegengegaan, Er was
een zeer significante positieve correlatie tussen de serum gal-
zuurconcentratie en de urine-excretie van galzuren (Fig. IV.12),
De totale hoeveelheid galzuren die per 24 uur in de urine werd
uitgescheiden viel echter tegen, als men bedenkt dat by een com-
plete cholestase dit (misschien samen met de huid) de enige excre-
tieroute van betekenis is, Desoxycholzuur was by twee pati¥nten
(10% van totaal) niet aantoonbaar terwijl geen complete cholestase
kon bestaan (Tabel IV.h.). Dit is toch teveel om van een echte di-
agnostische betekenis te kunnen spreken,

Bij het beoordelen van de cholestase - compleet of incompleet
- op grond van dit criterium alleen is dan ook grote voorzichtig-
heid geboden.

Evenals door Makino e,a, (1971) en Back (1973) bij kinderen
met een extrahepatische galgangatresie en pati¥nten met intra- en
extrahepatische cholestase, werden ook in deze studie lithochol-
zuur en 3 5 -hydroxy- A 5-choleenzuur, voornamelijk in sulfaatvorm,
in geringe concentraties in de urine aangetroffen, Voor de bepa-
ling hiervan gebruikten Makino e.a, en Back galzure trimethylsi-

lylethers die op een HiEff8Bp als stationaire fase bepaald werden,
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welke gevoeliger is voor monohydroxy-galzuren, omdat deze achter-
aan op het chromatogram te voorschijn komen, Ursodesoxycholzuur dat
in deze studie werd gevonden, werd ook door Back in urine van pa-
ti¥nten met cholestase aangetroffen. Het zou mogelijk zijjn dat in de
lever chenodesoxycholzuur wordt omgezet in ursodesoxycholzuur dat
een geringere detergerende werking heeft. De aanwezigheid van hyo-
cholzuur en een onbekend 3-keto-dihydroxygalzuur in de urine wijst
ook op andere, tot nu toe onbekende, synthesewegen in de lever die
tijdens cholestase bij de mens actief kunnen zijn., Het feit dat hyo-
cholzuur in aanzienlijke hoeveelheden bij pati¥nten met cholestase
in de urine werd teruggevonden is ook van belang, daar dit galzuur
door sommige onderzoekers als interne standaard wordt toegepast,
Op een enkele uitzondering na, zoals de door Williams e,a,
(1972) beschreven familie met eenneonatale fataal verlopende cho-
lestatische cirrhose, lijkt, ook al omdat monohydroxy-galzuren zo-
wel bij de extrahepatische als intrahepatische cholestase werden
aangetoond, het belang van deze galzuren zeer gering of afwezig

bij het ontstaan of onderhouden van de cholestase,

VI, 6.4. Jeuk

Op de goede correlatie tussen het serum cholzuur en de jeuk
was tot nu toe nog niet gewezen., Wel bestond er een overlapping
in het gebied van 2,5 - 7,5 #g/ml tussen pati¥nten met jeuk (+) en
pati¥nten zonder jeuk (Fig. IV,14), De subjectieve interpretatie
van de pati¥nt en de binding van galzuren aan plasma eiwitten kun-

nen hierbij van betekenis zijn,

Vi.6.5., Het verband tussen de biochemische parameters onderling en

de ziekteduur

Het serum cholzuurgehalte correleert nog het beste met de
overige parameters bij de hele groep onderzochte pati¥nten
(Tabel IV.10.). Dit suggereert dat het cholzuur een zeer gevoe-
lige parameter is voor cholestase, Interessant was de goede corre-
latie tussen de ziekteduur en de 5'-nucleotidase en alkalische fos-
fatase-activiteit (waarbij de cirrhose-groep buiten beschouwing ge-
laten werd). Ook bjj de P.B,C, springt de cholzuurconcentratie er

als beste parameter uit (Tabel IV,5,), In deze groep bestond er
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ook een redelijke correlatie tussen de sgot als uiting van een le-
verparenchymbeschadiging en de serum galzuurconcentratie in tegen-
stelling tot de groep met een complete extrahepatische obstructie
(Tabel IV,6.)., Dit suggereert een verband tussen retentie van gal-

zuren en de leverparenchymbeschadiging bij langdurige cholestase,

VI.6.6., Behandeling van cholestase

Cholestyramine verbeterde in een kortdurende studie (3 & 6

weken) niet alleen de jeuk en de serum galzuurconcentraties signi-
ficant, maar ook de bilirubinespiegel en de serum transaminasen
daalden significant (Fig. IV.16). Hiermee wordt gesuggereerd dat
de galafvloed wordt verbeterd, terwijl tevens de leverparenchymbe-
schadiging minder ernstig wordt, Mogelijk zou het primaire ziekte-
proces (P,B.C,) hiermee kunnen worden afgeremd, Het lijkt zeer zin-
vol een prospectief onderzoek naar de waarde van langdurige cho-
lestyraminetoediening bij syndromen met een incomplete obstructie
te doen, Controleblopsi¥n zouden hierbij regelmatig verricht dienen
te worden, Fen nauwkeurige registratie van de bijwerkingen zou
hierbjj ook moeten geschieden,

Fenobarbital werd slechts bij één pati¥nt toegepast (Fig. IV,
9). Het veroorzaakte een snelle daling van de serum galzuurconcen-
tratie, de bilirubinespiegel en een relative toename van het se-
rum desoxycholzuurgehalte en een toename van de excretie van uro-
bilinogeen in de feces, Ook dit suggereert een verbetering van de
galafvloed naar de darm en een beter functioneren van de hepato-
enterale circulatie der galzuren,

Galwegdrainage veroorzaakte hetzelfde fenomeen als cholesty-

ramine, maar veel sneller en meer uitgesproken (Fig, IV,8; Fig, IV.
17; Fig., IV.18; Fig, IV.19),

VI.6.7. Kwantitatieve aspecten van veranderingen in het galzuurme-

tabolisme bij de cholestase

Dowling e,a, (1970) toonden bij kortdurende experimenten met
apen aan dat een complete biliaire obstructie leidde tot een tota-
le stopzetting van de synthese van primaire galzuren in de lever.
Waarschijnlijk gaat dit via een alles of niets principe, waarbijj de

critisch remmende concentratie van galzuren in de lever de bepa-
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lende factor is (Small e.,a., 1972). Waarschijnlijk is ook by langdu-
rige obstructie de synthese verminderd of gestopt (Norman en
Strandvik, 1971). De pool aan galzuren bevindt zich onder deze om-
standigheden voor een groot deel in de lever en de rest verdeelt
zich over de algemene circulatie en de verdere extra-cellulaire
ruimte, De nier - en missohien de huid - wordt de voornaamste ex-
cretie-route, De totale excretie van galzuren per 24 uur is echter

beperkt (Tabel IV.4,).

VI,6.8, Kwalitatieve aspecten van veranderingen in het galzuurme-

tabolisme bij de cholestase

De chol/chen-ratio in serum weerspiegelt niet alleen ver-
schillen in synthese van primaire galzuren, maar ook verschillen
in renale klaring, in poolgrootte, in het aantal entero-hepatische
circulaties en in klaring door de lever, Op grond van verschillen
van deze ratio in serum, gal en urine en de bevindingen van andcre
onderzoekers kan men een aantal conclusies trekken, In Fig,VI,1,
vindt men een model weergegeven, waarin de belangrijkste suggesties
betreffende veranderingen in het galzuurmetabolisme bij de choles-
tase worden weergegeven:

1, De synthese in de lever van primaire galzuren is verminderd of
gestopt, Indien er nog enige synthese van primaire galzuren be-
staat, kan de hogere chol/chen-ratio in gal dan in serum wijzen
op een grotere synthese van cholzuur dan van chenodesoxychol-
zuur, Een primaire synthese van monohydroxygalzuren tijdens cho-
lestase zal waarschijnlijk wel bestaan, maar deze zal kwantita-
tief slechts van een geringe betekenis zijn,

2, De galsecretie en de afvoer van galzuren naar de darm is ver-
minderd of gestopt, Bijj de P.,B,C. 2zou een selectief wverhoogde
canaliculaire secretie van cholzuur een rol kunnen spelen. De
secretie van monohydroxy-galzuren in de sulfaatveresterde vorm
is duidelijk toegenomen,

3. De actieve terugresorptie van galzuren in het terminale ileum
functioneert waaracehijnlijk normaal, Verschillen in de mate van
absorptie tussen cholzuur en chenodesoxycholzuur 2zouden theore-
tisch van belang kunnen zijn,

4, De fecale excretie van galzuren is verminderd of afwezig,
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5. De aanvoer van galzuren via de vena portae mnaar de lever is
verminderd,

6. Retentie van galzuren in de lever,

a. Via een selectief mechanisme wordt tweemaal zoveel chenodes-
oxycholzuur als cholzuur aan sulfaten gekoppeld.

b. Mogelijk bestaat er een omzetting van chenodesoxycholzuur in
cholzuur,

c. Fveneens lijjkt een omzetting van chenodesoxycholzuur in ur-
sodesoxycholzuur niet uitgesloten.

d. Er bestaat waarschijnlijk een synthese van hyocholzuur en een
3-ketodihydroxygalzuur in de lever.

7. Overloop van galzuren vanuit de lever naar de algemene circula-
tie,

8, Toename van de renale excretie van galzuren. Selectlief wordt
meer chenodesoxycholzuur dan cholzuur uitgescheiden,

9, Uitscheiding van galzuren naar de huid en de rest van het ex-
tra-cellulaire compartiment., Een verschil in verdeling van het
cholzuur en het chenodesoxycholzuur over de extra-cellulaire
ruimte zou mogelijk ook van betekenis kunnen =zijn.,

10, Aanvoer van galzuren via de algemene circulatie naar de lever
via de art., hepatica en de art, mesenterica superior en infe-
rior.

Wanneer men de belangrijkste aspecten hieruit samenvat, kan
men concluderen dat de beide primaire galzuren cholzuur en cheno-
desoxycholzuur op verschillende manieren door de lever geklaard
worden, Het chenodesoxycholzuur wordt relatief meer dan cholzuur
in de lever aan sulfaat veresterd en naar de algemene circulatie
getransporteerd, waar het snel via de nier zal worden uiltgeschei-
den, Het cholzuur zal in relatief hogere concentraties dan het
chenodesoxycholzuur door de lever geklaard worden via de galsecre-
tie, De verwachting is dan ook dat het cholzuur bij syndromen zoals
de P,B,C, waar nog enige galproduktie bestaat, in relatief hogere
concentraties dan het chenodesoxycholzuur in de entero-hepatische
kringloop zal circuleren, Via een aantal van de bovengenoemde me-
chanismen zou de ophoping van potentieel toxische galzuren, zoals
de @-dihydroxy-galzuren en met name het chenodesoxycholzuur, zo-
lang de leverparenchymfunctie nog voldoende is, worden tegengegaan
(van Berge Henegouwen en Brandt, 1974° en 1975).
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VI.6.9. Verandering in het galzuurmetabolisme bjj de cirrhose

Bijj de cirrhose is de totale cholzuurpool duidelijk kleiner
dan de chenodesoxycholzuurpool en daarmee omgekeerd aan normaal
(Vlahcevic 7% PO 1972). Het zou zelfs zo zijn dat de mate van chol-
zuursynthese van prognostische betekenis is bij de levercirrhose
(McCormick eca,, 1973). Het is mogelijk dat de hogere chol/chen-ra-
tio in gal dan in serum bij cirrhose ook verklaard wordt door een
verschillend klaringsmechanisme van de primaire galzuren door de
lever. Het extra verlies van chenodesoxycholzuur in de sulfaatver-
esterde vorm zou dan weer gecompenseerd kunnen worden door een re-
latief hogere synthese van chenodesoxycholzuur dan van cholzuur in

de lever,
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CHAPTER VII

Summar

Bile acids and cholestasis

Bile acid analyses using gas-liquid chromatography in serum,

bile and urine from patients with cholestasis,

VII.1. Introduction

By determining bile acids in serum, bile and urine from pa-
tients with cholestatic syndromes distinguishable according to
clinical, biochemical, serological and histological criteria, an
attempt was made at a more detailed evaluation of their diagnostic
importance, The gas-chromatographic method of determination was
chosen for its sensitivity and reliability, and for what proved to
be a considerable degree of accuracy.

No attempt was made to differentiate between conjugated and
unconjugated bile acids in this study. Nor was a differentiation
made between glyco-conjugated and tauro-conjugated bile acids,

Disorders of the bile acid metabolism in cholestasis can be
investigated by kinetic studies and chemical determinations of
bile acids in the various body fluids, No kinetic studies were made
in the context of this investigation. Simultaneous determination
of bile acids in serum, bile and urine supplies only snapshot in-
formation, Nevertheless this procedure makes it possible to study
qualitative as well as quantitative aspects of disorders of the
bile acid metabolism in cholestasis, Comparison of the results
obtained in serum, bile and urine could be expected to enhance our
insight into the pathogenesis or the diagnosis of various types of
cholestasis,

Chapter II presents a survey of current knowledge of the bile
acid metaholism under normal and under pathological circumstances,
specifically in the case of cholestasis, It also discusses the
synthesis of bile acids (Fig. II,1 and Fig, II,2) and the mechanism
of bile secretion, With a view to the present study, a number of

questions arose from this survey,
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VII.,2, Problem statement and purpose of this study

Is a particular bile acid pattern present in the wvarious
syndromes with cholestasis?

Are correlations demonstrable between bile acid patterns in
serum, bile and urine, and is the primary bile acid ratio the same
in serum, bile and urine?

ls there a correlation between duration of illness and bile
acid patterns in serum and the other biochemical parameters?

Are monohydroxy-bile acids also demonstrable by the methods
used?

Is there a correlation between a given bile acid pattern and
the pruritus?

In addition it seemed of importance to study the effects of
various methods of treatment (medication with cholestyramine and
with phenobarbital, and biliary drainage) on the bile acid patterns

in serum, the pruritus and the biochemical parameters,

VII,3, Persons examined (Chapter IIl; tables 111,11 through III.16)

The study comprised 30 normal controls, 18 patients with 1i-
ver cirrhosis, 19 with primary biliary cirrhosis (PBC), 13 with
complete and 3 with incomplete extrahepatic obstruction, 4 with
primary and 2 with secondary sclerosing cholangitis, 5 with benign
recurrent intrahepatic cholestasis (BRIC), including 4 who were re-
lated by family ties, and 4 patients with intrahepatic cholestasis
of unknown etiology. The mnormal controls and the group with liver
cirrhosis were used as control groups for comparison with the cho-

lestatic syndromes.

VII.4, Methods of determination (Chapter III)

For comparison of bile acid patterns, use was made of the to-
tal bile acid concentration, the cholie/chenodeoxycholic acid (Ca/
CDCA) ratio and the presence of deoxycholic acid and lithocholic
acid, In isolating bile acids from serum, enzymatic hydrolysis was
carried out before protein precipitation, Next came a purification
phase according to Roovers et al, (1968) and a liquid-liquid ex-
traction with diethyl ether (Table III.1,). The protein precipit-

ation and the purification phase were omitted for routine deter-
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mination in bile, For determination in urine, the bile acids were
first extracted with the aid of Amberlite—XAD2 (Makino and Sj¥vall,
1972), whereupon a solvolysis phase was introduced (Palmer, 1967).
The resldu was then dissolved in water, and this was followed by
enzymatic hydrolysis and extraction with diethyl ether, In serum
determinations as well as in determinations in bile and urine,
trifluorocacetate methylester derivatives of bile acids were pre-
pared which were gaschromatographically determined on a column
with 1% OV-210 on Gaschrom Q as stationary phase,

Using 7-ketodeoxycholic acid as internal standard it was
possible to achieve adequate separation of the individual bile
acids: cholic acid, chenodeoxycholic¢ acid, deoxycholic acid and
lithocholic acid (table ITII.2; fig, III.1). There was a linear
correlation between dose and response on the gas chromatograph
(fige III.4, and fig. III.5).

Recovery experiments with unconjugated and conjugated bile
acids added to water, serum, bile and urine demonstrated good re-
producibility (tables III,3,., and III.4), Control determinations of
serum cholic acid by radio-immunoassay (Simmonds et al, 1973) were
carried out in the Mayo Clinic (Rochester, Minnesota, USA) by Dr
A,F, Hofmann (fig, ITII,6). These results correlated very well with
those we obtained by the gas-chromatographic method,

The only loss of any significance, mainly of cholic acid and
lithocholic acid, occurred during enzymatic hydrolysis, Special
attention was focused on purification and diethyl ether extraction
in order to minimize the loss of bile acids during these phases,
The recovery of conjugated bile acids was 80-95% for serum, 83-100%
for bile and 75-81% for urine, Duplicate determinations in serum
(table III,7), bile (table IITI.8) and urine (table IIT.9) likewise
revealed good reproducibility.

The methods of determination in serum and bile have been
described in detail elsewhere (Van Berge Henegouwen et al, 197hb).

Bile acid concentrations found in fasting serum from normal
controls were 0,3-2,5 ug/ml; this is in agreement with the results
which other investigators obtained with comparable techniques
(table III.5).

In bile collected from normal controls with a Dreiling dou-

ble-lumen tube after cholecystokinin stimulation, a mean total
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blle acid concentration of 27.24 mg/ml (+ 6.84) was found., In this
bile the cholic acid: chenodeoxycholic acid: deoxycholic acid:
lithocholic acid ratio was 1,0 : 1,0 : 0,2 : 0,04,

In urine from normal controls, no or only traces of bile
acids were found, at concentrations below the lower 1limit of sen-

sitivity of the method of determination (< 0.2 mg/l).
VII.5. Results (Chapter IV)

Vii,5,1, Serum

The highest serum concentrations were found in complete ex-
trahepatic obstruction, and the lowest in cirrhosis (table Iv.1)
Per group, the serum bile acid concentration was as much higher as
the cholestasis, measured by the serum bilirubin concentration,
was more marked (fig, IV.10), This did not apply to the individual
patients in the group with complete extrahepatic obstruction, who
showed no evident correlation between serum bile acid concentrat-
ion and bilirubin level (fig, IV.6), In the cirrhosis group, pa-
tients with signs of hepatocerebral intoxication had a total serum
bile acid concentration at least twice as high as the mean in this
group.

The CA/CDCA ratio was highest in the group with complete ex-
trahepatic obstruction and lowest (in fact significantly below
normal) in the cirrhosis group (fig, IV,.10), The ratio was general-
ly lower in patients with PBC in later stages (IIL and IV), but
the difference from earlier stages (I and II) was not significant
(fig. Iv.4),

In most cases of intrahepatic as well as of complete extra-
hepatic cholestasis, serum deoxycholic acid was not demonstrable
or only in trace amounts detectable (table IV,1), In three patients
with incomplete extrahepatic obstruction, the serum deoxycholic
acid concentration averaged 7.8% of the total concentration, and
was always readily demonstrable, Patients with primary and secon-
dary sclerosing cholangitis and with intrahepatic cholestasis of
unknown etiology as a rule showed the same serum bile acid pat-
tern as those with PBC and complete extrahepatic obstruction (ta-
ble IV,1), One of the patients with BRIC (table III.14 re 4) could
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be observed during a cholestatic episode on three occasions, On
three occasions very high serum bile aclid levels were found in the
earliest phase of a cholestatic episode, while bilirubin values
were normal and alkaline phosphatase activity slightly increased,
very severe pruritus being in evidence (table IV,8),

Lithocholic acid or other monohydroxy-bile acids which had
the same retention time with the method used, were usually absent
or demonstrable only in traces (table IV,1),

The correlation between pruritus and serum bile acid pattern
was sStudied with the aid of a pruritus score (table III.10): no
pruritus (-), mild pruritus (+), intermittent pruritus with scratch
marks (++), and continuous severe pruritus with scratch marks
(+++). For the entire group of patients the best correlation was
obviously that between pruritus ecore and serum cholic acid con-
centration (rS = 0,81; fig,., IV.14), For the entire group without
complete extrahepatic obstruction, there was a good correlation be-
tween total serum bile acid and bilirubin concentration (fig, IV.
15)., A less good correlation was found between alkaline phosphata-
se, 5'-nucleotidase and total serum bile acid concentration (tabel
IV.10), In PBC there was a fair correlation between serum biliru-
bin and SGOT, and also between cholic acid, total bile acid con-
centration and SGOT (table IV.5), In the group with complete extra-
hepatic obstruction there was a moderate correlation between total
serum bile acid concentration and duration of illness, and between

5'-nucleotidase activity and duration of illness (table IV,6),

VII.5.,2., Bile

The highest bile acld concentrations in bile samples were
found in the group of normal controls (table IV.2). In PBC this
concentration was significantly below normal for total bile acid,
chenodeoxycholic acid and deoxycholic acid, In the cirrhosis group
all bille acids showed significantly lower concentrations than nor-
mal (fig. IV.11). The CA/CDCA ratio was significantly higher than
normal in PBC, and not significantly different from normal in the
cirrhosis group (fig, IV,11), In all patients examined in the PDBC
group except one, and in the cirrhesis group, the CA/CDCA ratio in
bile was significantly higher than that in serum (fig, IV.2). The

lithocholic acid concentration in bile was invariably less than 3%
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of the total, The bile deoxycholic acid concentration was evident-
ly less than normal in the PBC group, and about normal in cirrhosis
(table IV.2), No deoxycholic acid was demonstrable in bile in
three patients with a verified alcohol-induced cirrhosis, In five
patients with PBC, lithocholic acid in bile was demonstrable for
the most part as sulphate ester (table IV.3).

VII,5.3. Urine

The excretion of bile acid in the 24-hour urine was as much
greater as the fasting serum bile acid concentration was higher
(fig. IV,12), The CA/CDCA ratio in serum was very significantly
higher than that in urine, There was a good correlation between
this ratio in serum and that in urine,too (fig, IV.13); this evi-
dently depended on the degree of sulphate esterification, The
amount of chenodeoxycholic acid present in urine as sulphate ester
(76.8%) was almost twice as large as the amount of cholic acid
present as sulphate ester (table IV.4), In B0% of cases the Ci/
CDCA ratio in urine was less than 1,5, while that in sexrum was al-
ways more than 1,0, Deoxycholic acid in urine was always less than
1,6% of the total in the group with complete extrahepatic obstruct-
ion, In the remaining patients it was always more than 1.6%, with
two exceptions,

Lithocholic acid was often demonstrable in urine from pa-
tients with cholestasis, but nearly always only after solvolysis
(fig. IV. 3, 5, 7).

Further analysis with the aid of three different stationary
phases (3% QF-1, 3% 0V-1 and 3% OV-17) in order to establish the
identity of known and unknown peaks in the urinary chromatogram of
seven patients, disclosed traces of lithocholic acid in the urine
from these patients with cholestasis, It also demonstrated the 1li-
kelihood that this urine contained traces of 3§ -monohydroxy- ad-
cholenoic acid and ursodeoxycholic acid, A surprising finding was
the presence of hyocholic acid and a 3-keto-dihydroxy-bile acid
not further identifiable, in the urine from nearly all patients
with cholestasis,
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VII.5.4. Cholestyramine and T-tube-drainage

In nine patients with incomplete cholestasis cholestyramine
was found to have a favourable effect on pruritus, serum bile
acids, serum transaminases and bilirubin. The CA/CDCA ratio showed
no significant increase (fig, IV,16)., A similar effect was obser-
ved following biliary drainage in patients with (in)complete cho-
lestasis, which restored the efferent flow of bile (fig, IV,17).
Successive determinations in serum and bile in three patients with
complete (fig, IV,19) and with incomplete cholestasis (fig, IV.8 &
18) revealed that a steady state with constant excretion of bile

acids per ml bile did not develop until after 4-7 days,

VII.6, Discussion and conclusions (Chapter V)

A number of findings were anticipated in view of data
published in the literature, A proportion of results could not be
predicted because simultaneous determinations in serum and bile

and urine had not hitherto been made,

VII,6,1, Serum (table V, 1)

Dependent on the severity of tholestasis, patients with ex-
trahepatic and those with intrahepatic cholestasis generally showed
the same bile acid pattern, This determination therefore supplies
no further information of use in the differential diagnosisof cho-
lestasis, This also indicates that the change in the bile acid pat-
tern in cholestasis is a consequence rather than a cause of the
cholestasis, perhaps with the exception of BRIC, In agreement with
other studies a good correlation was found between bilirubin and
serum total bile acid concentration. The CA/CDCA ratio was of
diagnostic significance in differentiation between the cirrhosis
group and the group of patients with cholestasis, The ratio was
generally higher than 1,0 in cholestasis, whereas in cirrhosis it
was always less than 0,8 (fig, IV.10),

Carey (1969) suggested that a low CA/CDCA ratio should be
interpreted as suggestive of a bad prognosis, He set the limit at
1,0, In the present study the 1limit was 0,7,

On the basis of the serum deoxycholic acid concentration it
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was possible to differentiate between complete extrahepatic and
the small group with incomplete extrahepatic obstruction,

A surprising finding was obtained in patient 4 with BRIC
(table IV.8), in whom extremely high bile acid concentrations
(277.3 pg/ml) were found in the early phase of cholestasis, The
highest value obtained in complete extrahepatic obstruction was
tonly' 116,2 ug/ml, Given the same pool, about 50% of this pool
should be present in the systematic circulation even before bili-
rubin retention occurs, This indicates an abrupt interruption of
the enterohepatic circulation of bile acids in the very earliest
phase of cholestasis in this syndrome, This might be based on a
deficiency of an enzyme involved in the (active) transport of bile
acids from the blood circulation to the liver cell (van Berge Hene-
gouwen et al, 197hd).

It is perhaps a shortcoming of this study that the sulphated
fraction of bile acids in serum was not determined, However, stu-
dies by Admirand et al, (1972) and Stiehl (1973, 197&) have shown
that this fraction as a rule does not exceed 5% of the total con-
centration., This is understandable in view of the fact that these
sulphated bile acids are very rapidly excreted in the urine, High-
ly sensitive techniques will be required for exact determination
of this fraction in serum, In the absence of such techniques, this
determination was not carried out in this study,

That only traces of monohydroxy-bile acids were found in pa-
tients with cirrhosis or PBC seems to contradict the hypothesis
that these bile acids play a significant role in the pathogenesis
or maintenance of cholestasis or cirrhosis, as suggested by the

findings of Carey et al, (1966°) and Murphy et al, (1972).

VII,6,2, Bile (table V,2)

The cholic acid: chenodeoxycholic acid: deoxycholic acid:
lithocholic acid ratio found in bile from nmormal controls was 1,0 :
1,0 : 0,2 : 0,04, Deoxycholic acid was found in relatively smaller
amounts than reported by other investigators, This might be due to
the fairly young age in this control group. From this study we
gained the impression that older subjects showed relatively higher

deoxycholic acid levels than younger ones, Moreover, this differen-
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ce could also be a result of geographical differences in dietary
habitse

The present study confirmed the reports of Turnberg and Gra-
hame (1970) and Bode et al. (1971) that patients with cirrhosis
excrete much lower than normal concentrations in bile after cho-
lecystokinin stimulation, Deoxycholic acid was not relatively sub-
normal in cirrhosis, The ratio in these cases was 1,0 : 1,0 : 0,2 :
0,05, Three patients with alcohol-induced cirrhosis differed from
the entire group in that no deoxycholic acid was recovered from
the bile, Vlahcevic et al, (1970b) likewise found a greatly redu-
ced deoxycholic acid concentration in bile from patients with al-
cohol~induced cirrhosis, In PBC the ratio in bile was 1,0 : 0.4 :
0,03 : 0,00, These patients showed an unmistakable decrease in
chenodeoxycholic acid and deoxycholic acid concentrations in bile,
This was probably a consequence of a reduced frequency of entero-
hepatic circulations of the bile acid pool,

A conspicuous finding was that the CA/CDCA ratio in bile was
significantly higher than that in serum in cirrhosis and PBC, This
contradicts the general assumption accepted so far (Carey 1969;
Miettinen 1973).

In any case the fact that, in PBC, the concentration of mo-
nohydroxy-bile acids in bile was found to be markedly increased
after solvolysis indicates that the liver tries to remove potenti-
ally toxic bile acids (be it in low concentrations) via this route

as well,

VII.6.3, Urine (table V.3)

Contrary to generally accepted views, the bile acid pattern
found in urine was not the same as that in serum (Miettinen 1973).
This was mainly due to the relatively marked increase of the sul-
phate fraction of chenodeoxycholic acid in urine, This relatively
more marked increase of chenodeoxycholic acid than of cholic acid
in urine suggests that selective sulphate esterification in the
liver counteracts retention of particularly chenodeoxycholic acid,
which has a much stronger detergent action than cholic acid (Hut-
terer et al, 1972),

There was a highly significant correlation between serum bile

acid concentration and urinary excretion of bile acids (fig. Iv,
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12), The total amount of bile acids excreted in the urine per 24
hours, however, was less than would be expected in view of the
fact that in complete cholestasis this is the only excretion route
of significance (perhaps together with the skin).

in’ two patients (10% of the total) deoxycholic acid was not
demonstrable although complete cholestasis was ruled out with
certainty, This percentage is too large to attach real diagnostic
significance to deoxychollec acid, and great prudence is therefore
imperative in evaluating (complete or incomplete) cholestasis on
the basis of this criterion alone,

Like Makino et al. (1971) and Back (1973) in children with
extrahepatic bile duct atresia and patients with intrahepatic and
extrahepatic cholestasis, we too demonstrated low urinary litho-
cholic acid and 3 j -monohydroxy- A 5-cholenoic acid concentrations,
mainly in sulphate ester form, For this determination Makino et al.
and Back used trimethylsilyl ether derivatives, which were deter-
mined on a column with HiEff8Bp as stationary phase (this is more
sensitive for monohydroxy-bile acids, which appear late on the
chromatogram),

Ursodeoxycholic acid was identified in this study and also
found by Back in urine from patients with cholestasis, It might be
that chenodeoxycholic acid is transformed in the liver to urso-
deoxycholic acid (which has a much less pronounced detergent act-
ion). The presence of hyocholic acid and another, unidentified 3-
keto-dihydroxy-bile acid in the urine also suggests hitherto un-
identified altermative synthetic pathways in the liver during
human cholestasis,

Apart from a few exceptions such as the family with neonatal
fatal cholestatic cirrhosis described by Williams et al, (1972),
the importance of mono-hydroxy-bile acids in the pathogenesis or
maintenance of cholestasis seems megligible, also because these
bile acids have been demonstrated in extrahepatic as well as in

intrahepatic cholestasis,

VIiI.6.4, Pruritus

The good correlation between serum cholic acid and pruritus

had not been previously pointed out, There was some overlapping in
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the range of 2,5 - 7.5 ug/ml between patients with pruritus (+)
and those without it (fig. IV.14), The patient's own subjective
interpretation and the degree of conjugation of bile acids to

plasma proteins can play a role in this respect,

VII.6.5, Correlation between biochemical parameters, and between

these parameters and duration of illness

The serum cholic acilid concentration showed the best correlat-
ion with the other parameters studied (table IV.10), This would
seem to suggest that cholic acid is a sensitive parameter of cho-
lestasis, An interesting finding was the good correlation between
duration of illness and 5'-nucleotidase as well as alkaline phos-
phatase activity, in which respect the cirrhosis group was not
taken into account, In PBC, too, the cholic acid concentration
stands out as the best parameter (table IV.5), In this group there
was a fair correlation between SGOT and serum bile acids, in con-
trast with the group with complete extrahepatic obstruction (ta-
ble IV,6), This suggests a correlation between retention of bile
acids and damage to the liver parenchyma in the case of prolonged

cholestasis,

VII,6.6, Treatment of cholestasis

In a brief study, treatment with cholestyramine caused not

only significant improvement in pruritus and serum blle acid con-
centration, but also significantly reduced the bilirubin and serum
transaminases (fig, IV.16). This suggests that bile excretion was
improved, and that damage to the liver parenchyma was reduced, In
this way the primary disease process (PBC) could perhaps be arres-

ted to a certain extent. It scems highly advisable to carry out a
prospective study with control liver biopsies in order to establish

the value of long-term cholestyramine medication in syndroms of
incomplete cholestasis. Such a study should include a careful
registration of side effects.

Phenobarbital was used in only one case (fig. IV.9). It caused

a rapid decrease in serum bile acids and bilirubin, a relative
increase in serum deoxycholic acid and an increase in the faecal
excretion of urobilinogen. This, too, suggests an improvement of
the flow of bile to the intestine,
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Biliary drainage caused the same phenomenon as cholestyramine

medication, but much more quickly and more pronounced (fig., IV.8;
fig. IV,17; fig. IV,.18; fig, IV,19),

VII,6.7..Quantitative aspects of changes in bile acid metabolism

during cholestasis

In brief experiments on monkeys, Dowling et al, (1970) demon-
strated that complete biliary obstruction led to total arrest of
the synthesis of primary bile acids in the liver., This is probably
effected by an all-or-nothing principle, the determinant factor
being the critical inhibitory concentration of bile acids in the
liver cell (Small et al, 1972). In protracted obstruction, too,
synthesis 1s probably reduced or arrested (Norman and Strandvik,
1971). Under these circumstances the bile acid pool is largely lo-
calized in the liver, the remainder being divided over the systemic
circulation and what remains of the extracellular space, The kidney
(and perhaps the skin) becomes the principal route of excretion,
The total excretion of bile acids per 24 hours, however, is limited
(table IV.4),

VII.6.8, Qualitative aspects of changes in bile acid metabolism

during cholestasis

The CA/CDCA ratio in serum reflects not only differences in
synthesis of primary bile acids but also differences in renal
clearance, pool size and frequency of enterohepatic circulations
as well as hepatic clearance, On the basis of differences in this
ratio between serum, bile and urine, and in view of findings re-
ported by other investigators, several conclusions can be formed,

Fige VII.1, shows a model in which the principal suggestions
concerning changes in bile acid metabolism during cholestasis, as
elicited in this study, are reflected,
1¢ The synthesis of primary bile acids in the liver is reduced or

arrested, If some synthesis of primary bile acids persists,

then the higher CA/CDCA ratio in bile than in serum can indicate
a greater synthesis of cholic acid than of chenodeoxycholic
acid., Synthesis of monohydroxy-bile aclids in the liver during

cholestasis probably does occur, but it must be of inconsider-
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able quantitative significance,

2., The biliary secretion and the flow of bile acids to the intest-
ine are reduced or discontinued, Selectively increased canali-
cular secretion of cholic acid could play a role in PBC, The
secs,etion of monohydroxy-bile acids in sulphate ester form is
unmistakably increased,

3. Active re-absorption of bile acids in the terminal ileum
functions normally, but differences in absorption between cholic
acid and chenodeoxycholic acid could be of importance.,

4, Faecal excretion of bile acids is reduced or discontinued,

5. The supply of bile acids through the portal vein to the liver
is decreased.

6. Retention of bile acids in the liver,

a, Via a selective mechanism, twice as much chenodeoxycholic
acid as cholic acid is conjugated to sulphates,

b, There may be conversion of chenodeoxycholic acid to cholic
acid,

c. Nor is conversion of chenodecoxycholic acid to ursodeoxy-
cholic acild excluded,

d., There is probably synthesis of hyocholic acid and a 3-keto-
dihydroxy-bile acid in the liver,

7. Overflow of bile acids from the liver to the systemic circul-
ation,

8. Increased renal excretion of bile acids; selectively, more
chenodeoxycholic acid than cholic acid is excreted.

9., Lxcretion of bile acids to the skin and the remainder of the
extracellular compartment. A difference in distribution of cho-
lic acid and chenodeoxycholic acid over the extracellular space
could possibly also play a role,

10, Supply of bile acids from the systemic circulation to the liver
via the hepatic artery and the superior and the inferior mesen-
teric artery.

It can be concluded, that in cholestasis probably different
hepatic clearance mechanisms exist for cholic acid and chenodeoxy
cholic acid, In incomplete cholestasis, such as PBC, cholic acid
is cleared by the liver to a higher extent than chenodeoxycholic
acid by biliary excretion, Whereas chenodeoxycholic acid is cleared

by the liver to a much higher extent than cholic acid by sulphation
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and transport to the systemic circulation, where it will be
cleared rapidly by the kidney in relatiively higher proportions
than cholic acid,

A number of the above mentioned mechanisms should enable the
liver temporarily (as long as parenchymal function is still ade-
quate) to prevent accumulation of potentially toxic bile acids
such as @-dihydroxy-blle acids and specifically chenodeoxycholic
acid (van Berge llenegouwen and Brandt 1974%and 1975).

VII.6.9. Change in bile acid metabolism in cirrhosis

In the case of alcoholic cirrhosis, the total cholic acid
pool is unmistakably smaller than the chenodeoxycholic acid pool,
and thus the situation is the reverse of normal (Vlahcevic et al,
1972).

In fact the degree of cholic acid synthesis is belicved to be of
prognostic significance in liver cirrhosis (McCormick et al,
1973). The higher CA/CDCA ratio in bile than in serum in cirrhosis
could also be indicative for differences in the hepatic clearence
of cholic and chenodeoxycholic acid, where cholicec acid will circu-
late proportionally more than chenodeoxycholic acid in the entero-
hepatic circulation,

The relatively higher loss of chenodeoxycholic acid than of cholic
acid by sulphation is compensated by a relatively higher synthesis

of chenodeoxycholic acid.
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Nomenclatuur galzuren

Triviale naam

Cholzuar

Chenodesoxycholzuur
Desoxycholzuur
Lithocholzuur
Isolithocholzuur
Allolithocholzuur
Ursodesoxycholzuur

@ -Muricholzuur

B ~Muricholzuur

5

3 8 =Monohydroxy~ A~ -cho-
leenzuur

7-Ketolithocholzuur

7-Ketodesoxycholzuur

Dehydrocholzuur (ErebileR)

Hyocholzuur

Systematische naam

3 a5, 7a, 12« —trihydroxy-5  -cho-
laanzuur

3a, 7 a=-dihydroxy-5 § -cholaanzuur
3a, 12«a «dihydroxy-5 8 =cholaanzuur
3 @ —monohydroxy-5 /8 —cholaanzuur

3 p -monohydroxy-5 8 -cholaanzuur

3 @ -monohydroxy-5 @« —cholaanzuur

3a, 78 -dihydroxy-5 3 -cholaanzuur
3a, 68, 7 @=trihydroxy-5 3 -cholaan-
zZuur

3a, 65, 7B -trihydroxy-5 8 ~cholaan

zuur

idem

7-keto-3 @ -monohydroxy-5 5 —cholaan-
zZuur

7-keto~3 a, 12 @ -dihydroxy-5 j-cho-
laanzuur

3, 7, 12=keto-5 3 -cholaanzuur

3a, 6a, 7a-trihydroxy-5§ -cho-

laanzuur
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STELLINGLN

1
By aanwezigheid van cholestase 1s een selectieve conjugatie van
sulfaatgroepen aan galzuren, bedoeld als detoxificatie-mechanis-
me, van grote betekenis,
Dit proefschraft.
IT
Een synthese van monohydroxygalzuren i1in de lever als oorzaak van
intrahepatische cholestase by de mens 1s onwaarschynlyk.
Dit proefschraift.
IT1
De door de lever geproduceerde lithogene gal 1s de primaire oor-
zaak van het ontstaan van cholesterolhoudende galstenen.

Vlahcevic, 4.R. e.a. Gastroenterology (1970) 59, 62-69, 1idem
(1970) 59, 165-173 en 1dem (1972) 62, 73-83.
Almond, H.R. e.a. New Engl, J. Med. (1973) 289, 1213-1216.

v
Lr zyn aanwyzigingen dat dragers van het hepatitis B-Antaigeen door
geslachtsgemeenschap hepatitis by hun partners kunnen overbrengen.

Heathcote, J. e.a. Lancet (1974) I, 71-73, 1dem (1974) II,
370-372.

A%
Een slechts matig verhoogde serum alkalische fosfatase-activiteait
1s een niet ongewone bevinding by extrahepatische obstructie-icte-
rus.

Stern, R.B. e.a. Brat., Med. J. (1973) 1, 533-53L.

VI
De secundaire hyperoxalurie die na 1leumresectie kan ontstaan, is
het gevolg van een meer dan normale oxalaatabsorptie uit het dieet.

Chadwick, V.S. e.a. New Engl. J. Med. (1973) 289, 172-176.
Earnest, D.L. e.a, Gastroenterology (1974) 66, 1114-1122,

VI1
Ilet gebruik van het verzadigingspercentage van yzer 1n serum heeft
voor de diagnose yzergebrek weinig waarde.

Omnibus, Informatieblad voor en door artsen i1n Arnhem en omge-
vaing (1972), 6, 22.






VIII
Het antidiuretisch effect van carbamazepine (Tegretoln) berust niet
op een verhoogde productie van endogeen arginine-vasopressine.
Meinders, A.L, e.a. Clin. Sci. and Mol, Biol. (1974) ter perse.
IX
Dat by lyders aan chronische hepatitis met hyperimmune kenmerken en
by lyders aan praimaire biliare cirrhose regelmatig ook renale tubu-
laire acidose, het syndroom van Sj8gren, rheumatoide arthritis of
sclerodermie wordt aangetroffen, wyst op het bestaan van een
"systeemziekte",
X
Het 1s de vraag of by de behandeling van het coma diabeticum het
streven gericht moet zyn op een zo snel mogelyke normalisatie van
biochemische afwykingen.

Arieff, A.I. en C.R, Kleeman. J, Clin. Endocrinol. Metab. (1974)
38, 1057-1067.

X1
Een volwaardige voeding verhindert het ontstaan van alcohol- hepa-
tatis of alcohol-cirrhose niet.
Rubin, L. en C,S. Lieber. New Engl. J. Med. (1974) 290, 128-135,
XI1
lHet 1s zeer de vraag of de huisarts '"mieuwe styl" toegerust 1s voor
de taak 1n het eerste échalon die hem krachtens de structuurnota
gezondheidszorg toegemeten wordt.
X1IXT

De huidige herenmode werkt bewegingsarmoede 1n de hand.

Nymegen, 25 oktober 1974 G.P. van Berge Henegouwen












