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SERIE WETENSCHAPPELIJK ONDERZOEK

Cholestase bij pasgeborenen als gevolg van parenterale voeding

C.N. van der Veere - C.M.A. Bijleveld - P.J.J. Sauer - F. Kuipers - H.J. Verkade

Summary Administration of total parenteral nutrition
(TPN) to neonates is associated with the occurrence of
cholestasis. Despite intensive research, the pathophysio-
logical mechanisms have not been elucidated. In this
review we describe the present insights into the risk fac-
tors for the development of TpN-associated cholestasis,
the specific components or lack of components (deficien-
cies) in TPN that can cause cholestasis, the possible corre-
lation with ‘physiologic cholestasis of the neonate’,
which makes the infant more susceptible for potentially
hepatotoxic compounds, and the transport systems in the
liver cell membrane which are involved in bile formation.
The hypothesis that ‘cholestatic bile salts’ play a role in
the etiology of TPN-related cholestasis and the therapeutic
options will be discussed.

Samenvatting Toediening van totale parenterale voe-
ding (TPN) aan pasgeborenen is geassocieerd met het ont-
staan van cholestase. Ondanks intensief onderzoek zijn
de pathofysiologische mechanismen slechts gedeeltelijk
opgehelderd. In dit artikel wordt ingegaan op de huidige
inzichten in de risicofactoren die geassocieerd zijn met
TPN-cholestase bij pasgeborenen, de specifieke bestand-
delen en deficiénties van Tpn die cholestase kunnen
veroorzaken, de mogelijke relatic met de ‘fysiologische
cholestase van de pasgeborene’, die de pasgeborene
kwetsbaarder maakt voor potentieel hepatotoxische stof-
fen, en de transportsystemen in de levercelmembraan die
betrokken zijn bij galvorming. De hypothese dat
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‘cholestatische galzuren’ een rol spelen in de etiologie
van TPN-cholestase en de therapeutische mogelijkheden
worden besproken.

Inleiding

Sinds 1968 wordt totale parenterale voeding (TPN) bij
pasgeborenen toegepast, waarbij de voeding niet via het
maag-darmkanaal wordt toegediend, maar intraveneus.
TPN wordt gegeven aan pasgeborenen als de enterale toe-
diening van voeding niet of slechts in beperkte mate moge-
lijk is. Dit betreft vooral pre- of dysmature pasgeborenen
en kinderen met een korte darm na darmresectie. TPN
bevat macronutriénten (aminozuren, vetten en koolhydra-
ten) en micronutriénten (vitaminen, spoorelementen en
mineralen). Begin jaren zeventig verschenen de eerste
berichten over het ontstaan van cholestase bij patiénten
die parenterale voeding kregen toegediend. Meestal wordt
als definitie van TpN-cholestase gebruikt een geconjugeerd
bilirubine van meer dan 35 mmol/1 bij langdurig (meer dan
3 weken) gebruik van TpN, waarbij andere oorzaken van
cholestase zijn uitgesloten.' Vanuit pathofysiologisch oog-
punt zouden ook andere definities verdedigbaar zijn, zoals
verminderde galflow naar de darm of verminderde uit-
scheiding van galzuren naar de darm, leidend tot stijging
van de galzuurconcentratie in het serum.

Galvorming is een belangrijke functie van de lever.
Veel afvalstoffen kunnen alleen via de gal worden uit-
gescheiden. De belangrijkste bestanddelen van gal zijn
water, galzuren en lipiden. De uitscheiding van galzuren,
door middel van een actief transportproces (zie verder), is
de belangrijkste drijvende kracht achter galvorming.
Galzuren zorgen voor goede solubilisatie van vetten in

@ Springer



192

Tijdschrift voor kindergeneeskunde (december 2001) 69:191-196

COOH COOH

HO .

HO” 4~ ToH HO™ i oM

Cholzuur

Chenodeoxicholzuur

COOH “ COOH
HO™ HO™
Deoxicholzuur Lithocholzuur
- COOH ~ COOH
HO HO” 7~ TOH

3p3-0OH-a5-choleenzuur Ursodeoxicholzuur

Fig. 1 Galzuurstructuren. In deze figuur zijn de structuren van de
vier meest voorkomende galzuren bij de mens weergegeven:
cholzuur (c), chenodeoxicholzuur (cpc) (beide door de lever
gesynthetiseerd), deoxycholzuur (pc) en lithocholzuur (Lc) (foetaal
‘primair’ door de lever gesynthetiseerd, postnataal ‘secundair’
gevormd door bacterién in het colon uit respectievelijk ¢ en cpc).
3-Hydroxycholeenzuur wordt alleen in foetale gal gevonden.
Ursodeoxycholzuur wordt niet door de mens gesynthetiseerd, maar
als therapie bij diverse vormen van cholestase gebruikt.

de darm, waardoor deze efficiént kunnen worden opge-
nomen. De belangrijkste galzuren in humane gal zijn che-
nodeoxicholzuur (cpc) en cholzuur (¢), beide door de lever
gesynthetiseerd uit cholesterol, en deoxycholzuur (Dc) en
lithocholzuur (1Lc), secundair door bacterién in het colon
gevormd uit respectievelijk ¢ en cpc (fig.1). Vrijwel alle
galzuren in gal zijn geconjugeerd met een aminozuur,
taurine of glycine. Na uitscheiding in de gal wordt onge-
veer 95% van de galzuren uit de dunne darm gereabsor-
beerd. De resterende 5% gaat verloren in de ontlasting en
wordt aangevuld door de novo-synthese in de lever.?
Reeds vanaf de 14e week van de zwangerschap is de
synthese van galzuren in de foetus aantoonbaar, op basis
van de aanwezigheid van ¢ en cbc in galblaasgal. Verder
is aangetoond dat de lever in de foetale periode pc en Lc
kan synthetiseren. In meconium van foetus en pasgebo-
rene zijn bovendien atypische galzuren gevonden,
waaronder 3-hydroxy-5-choleenzuur en zogenaamde
korteketengalzuren met 20 tot 22 in plaats van 24 c-
atomen, zoals fetiaanzuur. Opvallend genoeg blijken
zowel 3-hydroxy-5-choleenzuur als Lc cholestase te kun-
nen induceren in verschillende proefdiermodellen.®*
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Incidentie, histologie en complicaties van TpN-cholestase

De incidentie van TpN-cholestase bij pasgeborenen wordt
wisselend aangegeven, afhankelijk van de definitie en van
de groep die onderzocht wordt, variérend van 8 tot 80%.°
Vrijwel alle onderzoeken naar hepatische complicaties
van TPN hebben betrekking op premature kinderen met
een laag geboortegewicht. Pre- en dysmature pasgebore-
nen zijn dan ook de belangrijkste patiéntengroep waarin
TPN-cholestase wordt gevonden. De incidentie van TPN-
cholestase is hoger bij kortere zwangerschapsduur, lager
geboortegewicht en langduriger toediening van TpN.°
Over de incidentie van cholestase bij kinderen na darmre-
sectie is weinig bekend. Uit gerapporteerd retrospectief
onderzoek over een periode van 13 jaar, bleek dat choles-
tase was opgetreden bij 28 van 42 (67%) kinderen die na de
darmresectie minstens 3 maanden TpN hadden gekregen.’

Het histologisch beeld van de lever tijdens TpN-cholestase
in pasgeborenen is niet erg specifiek; het past ook bij
neonatale hepatitis, extrahepatische biliaire obstructie en
biliaire atresie. Eerst treedt zwelling van de hepatocyten
op, vervolgens ophoping van bilirubine in de hepatocyten
en vorming van galpluggen in de canaliculi. De portale
velden worden groter en bevatten mild chronisch ontste-
kingsinfiltraat. Daarna treedt galwegproliferatiec met por-
tale en lobulaire fibrose op. Uiteindelijk kan
micronodulaire cirrose ontstaan.® Van de kinderen die
langer dan 60 dagen TpN kregen, bleek tot 30% cirrose te
ontwikkelen.”

Het ontstaan van cholestase is geassocieerd met een
verhoogd risico op andere complicaties en met ver-
hoogde mortaliteit;'® terwijl bij 56% van de pasgebore-
nen met TPN-cholestase sepsis optrad, gebeurde dat bij
slechts 13% van de pasgeborenen bij wie de TPN niet
gecompliceerd werd door cholestase.'” De oorzaak van
de verhoogde kans op sepsis is onduidelijk, maar één van
de mogelijkheden is dat de lymfocytenfunctie bij choles-
tase gestoord is, zoals ook beschreven is bij obstructieve
cholestase." Een andere complicatie die frequent voor-
komt tijdens TpN, is galsteenvorming.'!

Etiologie: patiéntgebonden risicofactoren

Ondanks 30 jaar ervaring met toediening van TPN aan
pasgeborenen is het mechanisme van de TpPN-geassocieerde
cholestase nog onduidelijk. TPN wordt uiteraard
alleen onder speciale omstandigheden gegeven en deze
‘niet-fysiologische’ omstandigheden dragen wellicht bij
aan de pathogenese. Als risicofactoren zijn geidentifi-
ceerd: vasten, prematuriteit, dysmaturiteit, sepsis en
gastro-intestinale problemen, in het bijzonder het korte-
darmsyndroom (tabel I). Vasten is geassocieerd met
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Tabel I Risicofactoren en veronderstelde mechanismen van TPN-
cholestase bij pasgeborenen

Tabel II Bestanddelen van TpN die geassocieerd zijn met cholesta-
tische activiteit

epidemiologische

verondersteld

risicofactor data verondersteld mechanisme bestanddeel epidemiologische data mechanisme
vasten bacteriéle  Lc-productie | — galflow |° vetten vetten'” ?
12
overgroet — sojaolie® Galflow | en serum
endotoxinemie — bilirubine —°
cavnvahavllalr transport valr; ~ fytosterolen®!#! galflow |4
bilirubine en galzuren | .
. R remming van
secretine er; galflow | cholesterol 7o-
glucagon | hydroxylase®!
cholecystokinine contractie galblaas en
2 . .
intrahepatische galwegen . .
! P g ) gen | aminozuren hoeveelheid* ?
— galzuurabsorptie uit darm .. . 25 .
12 methioninetoxiciteit glutathion | —
oxidatieve stress —2°
o fvsiologisch | q methioninedeficiéntie®’ ?
prematuriteit ‘fysiologische opname van galzuren door . 26 2
cholestase’>14 hepatocyt |5 taurmedeﬁclentl:: galflow |
glutaminedeficiéntie*>** 2, mogelijk translocatie

galzuurpool | '
galzuursynthese | '*

galzuurconcentratie in darm

l14

sepsis endotoxinemie'?

verminderde secretie van onder andere secretine en glu-
cagon, die de galflow stimuleren, en cholecystokinine
(cck), dat zorgt voor contractie van de galblaas en de
intrahepatische galwegen.? Deze veranderingen kunnen
bijdragen aan verminderde galvorming. Door vasten kan
bacteriéle overgroei in de dunne darm optreden, hetgeen
kan leiden tot deconjugatie van galzuren en verhoogde
omzetting van cpc naar Lc.'” Daarnaast kan bacteriéle
stase in de darmen tijdens vasten leiden tot translocatie
van bacterién en vervolgens tot endotoxinemie. Endo-
toxines kunnen cholestase induceren.'?

Vergeleken met voldragen pasgeborenen hebben
prematuren zowel een kleinere galzuurpool als een
lagere galzuursynthesesnelheid in de lever.>'* Dat de
galzuurconcentratie in de darm verlaagd is terwijl die in
het serum verhoogd is, suggereert dat de transportca-
paciteit door de lever verminderd is. De serumgalzuur-
concentratie blijft tot circa de 5S¢ levensmaand hoger
dan bij volwassenen.'> De pasgeborene maakt dus een
episode van fysiologische cholestase door als gevolg
van onrijpheid van de enterohepatische kringloop van
galzuren. Dit verklaart wellicht gedeeltelijk de ver-
hoogde gevoeligheid voor cholestase tijdens parente-
rale voeding.

Uit epidemiologische studies blijkt dat sepsis niet
alleen vaker voorkomt als gevolg van TPN-cholestase,
maar ook een risicofactor is voor het ontstaan ervan.'®
In een retrospectieve studie bij 74 pasgeborenen die min-
stens 3 weken Tpn hadden gekregen, trad bij 32%

van darmbacterién en
endotoxinemie®

cholestase op.'® In deze groep kwam significant vaker
sepsis voor dan in de groep kinderen zonder cholestase.

Etiologie: TPN-gebonden risicofactoren

Ook specifieke bestanddelen van TpN zelf zijn geassoci-
eerd met verhoogde incidentic van cholestase, wat is
vastgesteld door epidemiologisch onderzoek bij patién-
ten.'"'® Van alle bestanddelen van TpN is, vooral in proef-
dierstudies, onderzocht of ze cholestase kunnen
veroorzaken (tabel IT).'"-'®

Cholestase na verandering van de vetsamenstelling is
meerdere malen beschreven, onlangs ook in een Neder-
landse studie bij volwassenen.' Bij pasgeborenen wor-
den meestal vetemulsies toegepast op basis van sojaolie.
In een recente studie werd bij pasgeboren varkens het effect
van twee verschillende vetemulsies, op basis van respectie-
velijk sojaolie en visolie, vergeleken met dat van moeder-
melk.?® Na 20 dagen TpN waren in de sojaoliegroep de
basale galflow en de concentraties in de gal van galzuren,
cholesterol en fosfolipiden significant verlaagd en de bili-
rubineconcentratie in serum sterk verhoogd ten opzichte
van de controlegroep. In de visoliegroep traden deze ver-
anderingen ook op, maar in veel mindere mate. Het
mechanisme van deze effecten werd niet opgehelderd; wel
werd aangetoond dat er geen verandering van de mem-
braanvloeibaarheid in de lever aan ten grondslag lag.*

Fytosterolen, een bestanddeel van de vetemulsies in TPN,
zijn stoffen uit de sojaboon die erg op cholesterol lijken. Er
bestaat een goede correlatie tussen de hoogte van de fyto-
sterolspiegel in het bloed en de ernst van de cholestase.”!
Gesuggereerd is dat fytosterolen door het remmen van het
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enzym cholesterol-7-hydroxylase, de snelheidsbepalende
stap in de omzetting van cholesterol naar galzuren, de gal-
zuurpool verlagen. Een causale bijdrage van fytosterolen
aan TpN-cholestase is echter niet aangetoond.?

De incidentie van cholestase lijkt direct gerelateerd te
zijn aan de hoeveelheid aminozuren die gegeven wordt.*>*
Inmiddels is duidelijk geworden dat enkele aminozuren
cholestatische eigenschappen hebben bij proefdieren,
zoals methionine bij konijnen.”> Koolhydraatinname is
niet geassocieerd met het optreden van TpN-cholestase. '’

Naast de bovenbeschreven hepatotoxische effecten
van bestanddelen van TpN, zijn er ook aanwijzingen dat
deficiénties van bepaalde stoffen oorzaak kunnen zijn
van cholestase. Gebrek aan specifiecke aminozuren lijkt
vooralsnog de belangrijkste te zijn. Toediening van zoge-
naamde methyldonoren als serine of s-adenosyl-methionine
kan beschermend werken tegen het ontstaan van choles-
tase; waarschijnlijk geldt dat ook voor taurine.>**%2’
Momenteel is onduidelijk of toevoeging van glutamine
aan TPN beschermend werkt. Bij patiénten met glutami-
neverrijkte parenterale voeding is een lagere concentratie
van endotoxine in de circulatie gevonden.?®

Nieuwe ontwikkelingen

Galvorming is overwegend een actief proces, wat impli-
ceert dat er omzetting (hydrolyse) van ATP plaatsvindt.
De laatste jaren zijn meerdere ATp-afhankelijke transpor-
teiwitten in de lever geidentificeerd, die verschillende
galbestanddelen van de levercel naar de gal pompen.?®=!
Zo is een specifiecke transporter voor galzuren beschre-
ven, de bile salt export pump. Mutaties in dit eiwit kunnen
bij de mens leiden tot een erfelijk ziektebeeld, progres-
sieve familiaire intrahepatische cholestase (PFiC) type 2.
Daarnaast is een fosfolipidepomp beschreven, MDR3-
(mens) of mdr2- (knaagdieren) P-glycoproteine. Muta-
ties in deze transporter leiden tot PFIC type 3. MRP2 is de
exportpomp voor diverse divalente organische anionen,
onder meer geconjugeerd bilirubine en glutathion. Muta-
ties in MRP2 kunnen leiden tot het syndroom van Dubin-
Johnson, dat gekarakteriseerd wordt door geconjugeerde
(directe) hyperbilirubinemie.

Hypothesen over de mechanismen van cholestase

De identificatie en karakterisering van transporteiwitten
heeft tot nieuwe inzichten geleid in het mechanisme van
galvorming. De regulatie van de transporters onder fysi-
ologische en pathofysiologische omstandigheden is gro-
tendeels onbekend. Regulatie van de transporters kan zich
theoretisch op diverse niveaus afspelen: verandering in
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snelheid van gentranscriptie, post-translationele verande-
ringen in processing, stabiliteit en translationele efficiéntie
van mrNA, veranderde intracellulaire sorting en targetting
van het eiwit, veranderde eiwitactivatic en verhoogde
eiwitafbraak.®® Mogelijkerwijs is de expressie van de
transporters bij pasgeborenen lager dan bij volwassenen,
waarmee de verhoogde gevoeligheid van pasgeborenen
voor cholestase gedeeltelijk zou zijn verklaard.

Een van de hypothesen betreft verminderde activiteit
van MDR3/mdr2-p-glycoproteine. Galzuren hebben ‘veto-
plossend’ vermogen en kunnen ook celmembranen
beschadigen. Fosfolipiden in de gal beschermen het epi-
theel van de galgangen tegen de toxische werking van
galzuren door de vorming van micellen. Onder fysiolo-
gische omstandigheden wordt schade aan de galgangen
voorkomen door een stabiele verhouding tussen de hoe-
veelheden galzuren en fosfolipiden in de gal. De mdr2-
knockout-muizen scheiden geen fosfolipiden in gal uit,
maar wel galzuren, hetgeen leidt tot galgangbeschadi-
ging.*> Zowel bij proefdieren (biggen) als bij mensen
bleek TpPN-toediening te leiden tot een verlaagde fosfoli-
pide-galzuurratio in de gal,>*** vermoedelijk ten gevolge
van verminderde expressie van de fosfolipidetransporter
mdr2-p-glycoproteine.®® Deze bevindingen suggereren
een relatie tussen mdr2-expressie, fosfolipidesecretie in
de gal en leverschade bij TpPN-gebruik, maar het eventuele
pathofysiologische mechanisme is niet opgehelderd.

Een andere hypothese voor het mechanisme van TPN-
cholestase bij pasgeborenen heeft betrekking op de aanwe-
zigheid van cholestatische galzuren als 3-hydroxy-5-cho-
leenzuur en lithocholzuur in neonatale gal. Men heeft lang
aangenomen dat de mens beschermd is tegen de cholesta-
tische werking van lithocholzuur door sulfatering of glu-
curonidering van dit galzuur in de lever. Inmiddels is echter
bekend dat hierbij conjugaten worden gevormd als sulfo-
glycolithocholzuur en lithocholaatglucuronide, die een
hogere cholestatische activiteit hebben in proefdiermodel-
len dan de oorspronkelijke verbinding.*® Bij pasgeborenen
die TpN krijgen, worden hogere serumconcentraties van
gesulfateerde lithocholzuurconjugaten gevonden dan bij
pasgeborenen zonder TpN, vaak voordat klinische of bio-
chemische verschijnselen van cholestase optreden.’’ Deze
bevindingen ondersteunen de hypothese dat het neonatale
galzuurmetabolisme een rol speelt bij TPN-cholestase. Beide
genoemde hypothesen worden momenteel in ons labora-
torium getoetst bij pasgeborenen en proefdieren.

Therapeutische mogelijkheden

Kennis van de pathofysiologie van TpN-cholestase zou
kunnen leiden tot gerichte therapie (tabel III). Bij vasten
wordt de gastro-intestinale secretie van cck onderdrukt,
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Tabel III Therapeutische mogelijkheden bij TPN-cholestase

verondersteld

therapie effect mechanisme
cholecystokinine galblaaslediging — herstel
enterohepatische
circulatie
ursodeoxicholzuur v- gal meer hydrofiel
glutamyltransferase, en daardoor
alanine- minder toxisch?
aminotransferase,  ransportcapaciteit
alkalische fosfatase, 2
bilirubine,
hepatomegalie,
splenomegalie |*°
methyldonoren* s-adenosyl- synthese van

methionine: galflow
en galzuur-secretie

glutathion —%’

Na+K +-aTp-ase-

ey P 27
activiteit —

leidend tot verminderde galblaaslediging. Experimenteel
werd aan varkens TpN toegediend met of zonder cck.*®
Bij met cck behandelde varkens bleek weliswaar de gal-
blaaslediging ongestoord te verlopen, maar werd geen
positief effect gevonden op galflow, galsamenstelling of
galsteenvorming.™ Er zijn geen gecontroleerde studies
bij de mens bekend betreffende het therapeutische effect
van cck bij TpPN-toediening.

Ursodeoxycholzuur (upca) wordt sinds dertig jaar
toegepast bij een groot aantal leverziekten met intrahe-
patische cholestase, zoals primaire biliaire cirrose, scle-
roserende cholangitis en zwangerschapscholestase. De
gerapporteerde effecten omvatten onder andere daling
van de (verhoogde) leverenzymparameters in plasma,
maar de gevolgen voor het beloop van de onderliggende
aandoening zijn minder duidelijk. Het werkingsmecha-
nisme van UDCA is niet volledig bekend, maar het kan
berusten op stimulatie van de hepatocellulaire secretie
van potentieel toxische stoffen. In een pilot-studie is
upca oraal gegeven aan 7 kinderen die langdurig TpPN
gebruikten en cholestase hadden ontwikkeld. Bij 6 kin-
deren leek binnen enkele weken na het starten van upca-
toediening een klinische en biochemische verbetering van
de cholestase op te treden.® Toepassing van upca bij
prematuren en pasgeborenen is nog niet beschreven.

Toediening van zogenaamde methyldonoren als serine
of methionine zou beschermend kunnen werken tegen
cholestase.”* Methyldonoren spelen een grote rol in
meerdere belangrijke transmethyleringsreacties. In een
rattenstudie werd beschreven dat galflow en galzuurse-
cretie normaliseerden als aan TPN s-adenosylmethionine
(same) toegevoegd werd. Ook hiervoor geldt echter dat
het werkingsmechanisme nog onopgehelderd is. Er is
gepostuleerd dat same de synthese van glutathion ver-
hoogt, waardoor de lever beter beschermd is tegen oxida-
tieve stress.”’

Conclusie

Hoewel parenterale voeding al meer dan dertig jaar wordt
toegepast, is tot nu toe de oorzaak van TPN-cholestase
onbekend gebleven. Sinds het vorige overzicht over TPN-
cholestase in dit tijdschrift in 1993%° zijn nieuwe inzichten
verkregen in het mechanisme van galvorming, onder
andere door de identificatie en karakterisering van
diverse transporteiwitten in de levercelmembraan. Deze
nieuwe informatie opent perspectieven voor de ophelde-
ring van de rol van transportprocessen in de pathofy-
siologie van TpPN-cholestase. In Groningen lopen
momenteel meerdere projecten betreffende de relatie tus-
sen transportprocessen in lever en darm en (patho)fysi-
ologie, waarbij de afdelingen kindergeneeskunde, interne
geneeskunde en farmacie betrokken zijn. Een deelproject
dat binnenkort van start gaat, beoogt te onderzoeken in
hoeverre de synthese van cholestatische galzouten cau-
saal bijdraagt aan het ontstaan van cholestase tijdens
TPN-gebruik.
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