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Persoonlijke {ex)communicatie,

voor Marielle, om van te zingen:

Herfst, herfst, wat heb je te koop ?
Duizend kilo blaadjes op een hoop.

voor Stephanie, met als conclusie:

Yoor de niksigheid.
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HOOFDSTUK TI.

INLETDING EN VRAAGSTELLINGEN.

1. Inleiding.

Ernstig tekort schieten van de nierfunctie heeft vele extra-
renale gevolgen. In de kliniek zijn het vooral de bloedarmoede, gestoorde
bloedplaatjes-functie, bot-, spier-, en zenuw-afwijkingen, die de aandacht
op zich vestigen. Naast de bekende problemen in de eiwit-stofwisseling,
komen ook afwijkingen voor in de koolhydraat- en vet-stofwisseling en plas-
ma-concentraties van een aantal hormonen. Het hier beschreven onderzoek
beperkt zich tot enkele aspecten van de vet-stofwisseling bij patienten
en proefdieren met een chronische nierinsufficientie.

Sinds lang zijn afwijkingen in de vet-stofwisseling bij nierziekten,
vooral het nefrotisch syndroom, bekend. Pas het laatste decennium is
duidelijk naar voren gekomen, dat ook de niet-nefrotische nierinsuffi-
cientie gepaard gaat met afwijkingen in de vet-stofwisseling, zij het dat
deze zich voornamelijk beperken tot de triglyceriden-stofwisseling. Nier-
functie-vervangende behandelingen als chronische intermitterende haemo-
dialyse en niertransplantatie 1ijken 0f weinig verandering, of zelfs een
verergering van deze stoornis{sen) te verocrzaken. Vooral na de publicatie
van Lindner e.a. (1574) is men zich een versneld opiredende atherosclerose
als begeleidend verschijnsel van een langdurige haemodialyse gaan realise-
ren. Twee aspecten mogen hierbij niet uit het oog verloren worden: Hyper-
tensie is bij patienten met een chronische nierinsufficientie een minstens
zo belangrijke factor bij het ontstaan van atherosclerose (Lowrie e.a.
1974, Lundin e.a. 1878} als de hypertriglyceridaemie. Reeds voor dat nier-
functie-vervangende behandelingen worden toegepast kan men bij vele pa-
tienten één of beide processen aantreffen (Burke e.a, 1978). Dat vele
patienten tijdens behandeling met haemodialyse of na geslaagde niertrans-
plantatie overiijden aan hart- en vaatziekten (Burton e.a. 1971, Brunner
@.,a. 1972, Lowrie e.a, 1973, Ibels e.a. 1974, Lindner e.a. 1974, Lazarus
e.a. 1975, Henari e.a. 1977 en Burke e.a. 1978), moet ieiden tot bestrij-
ding van deze pathogenetische factoren. Het in dit proefschrift beschreven
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onderzoek heeft ten doel een aantal aspecten van de pathofysiologie van
de hypertriglyceridaemie bij chronische nierinsufficientie te belichien.
In het navaolgende zal, tenzij nadrukkelijk anders wordt vermeld, onder
nierinsufficientie steeds worden verstaan chronische nist-nefrotische
nierinsufficientie.

2. VYraagstellingen.

Een verhoogde concentratie van triglyceriden (TG) in de circulatie kan
worden veroorzaakt door een verhoogde intree-snelheid (synthese, secretie)
of een verlaagde uittree-snelheid (afbraak, eliminatie). Vo60r het hier
beschreven onderzoek is de nadruk gelegd op een stoornis in de afbraak als
verklaring voor de hypertriglyceridaemie, gevonden biJ patienten met een
nierinsufficientie. Een verlaagde activiteit van het sleutelenzym bij de
afbraak van plasma-TG, lipoproteine lipase (LPL), werd verantwoordelijk
gesteld voor de stoornis van de afbraak (Bagdade e.a. 1968a}. Overigens vond
dezelfde auteur verhoogde insuline concentraties in het plasma bij de
patienten, terwijl Roodvoets (1974) verhoogde vrije vetzuur concentraties
in het plasma vaststelde bij een soortgelijke groep patienten: Beide
stoffen kunnen de synthese van TG in de lever doen toenemen,

Wij hebben gepoogd een duidelijker inzicht in de hypertriglyceridaemie
bij nierinsufficientie te verkrijgen langs de volgende wegen.

A. Bestudering van de synthese van plasma-TG.

Hiertoe werd bij patienten met een ernstige nierinsufficientie de turn-

over-snelheid van plasma-TG met behulp van labeling van TG in vive,na

continu-infusie van radicactief vetzuur, gemeten {Hfdst. II}. De aldus
onderzochte patienten werden conservatief behandeld, d.w.z. er is geen
complicerende invloed van behandeiingen zoals haemodialyse geweest. In

Hoofdstuk V wordt de meting van de snelheid van de secretie van plasma-

TG met behulp van een intraveneuze injectie van Triton WR 1339 beschre-

ven bij ratten met experimentele chronische nierinsufficientie. De vol-

gende vragen werden bestudeerd:

1. Verloopt de synthese van plasma-TG bij nierinsufficientie met ver-

hoogde, vertaagde of normale snelheid ?

2. Worden verhoogde insuline concentraties in het plasma gevonden, en
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z0 Jja, 1s er een verband met de afwijkingen in de TG-stofwisseling ?
3. Is er een relatie tussen de ernst van de nierinsufficientie en de
afwijkingen in de TG-stofwisseling ?

B. Bestudering van de afbraak {verdwijning) van plasma-TG.

Drie aspecten werden achtereenvolgens bestudeerd. In Hoofdstuk III is

het onderzoek naar de verlaging van LPL met differentiatie naar herkonst

van deze enzymen beschreven. Bij patienten met een nierinsufficientie,
behandeld met haemodialyse, werd langdurige activatie van LPL verkregen
door continue intraveneuze heparine toediening. De volgende vraagstel-

Tingen werden geformuleerd:

1. Is het de LPL-activiteit afkomstig uit de lever, dan wel die uit vet-
en spierweefsel, of is het een combinatie van beide, die verlaagd is
{zijn} bij nierinsufficientie ?

2. Wordt de gevonden veriaging van LPL-activiteit veroorzaakt door een
veriaagde synthese of transport van het enzym naar de wand van de
endotheelcel, of door een stoornis in het vrijmaken van LPL, of
door versnelde afbraak van het vrijgemaakte enzym ? De vraag naar
de aanwezigheid van een remstof van de enzym-activiteit, kan niet
met deze techniek worden bestudeerd {zie hieronder).

3. Bestaat er een verband tussen de in het plasma aanwezige insuline-
cencentratie en de afwijkingen in de activiteit van het LPL ?

Deze vragen werden ook in het proefdiermodel bestudeerd (Hfdst. V).
Het onderzogk naar de mogelijke aanwezigheid van een remstof van de LPL-
activiteit wordt beschreven in Hoofdstuk IV. Hiertoe werd plasma van
gezonden en van patienten met een nierinsufficientie, behandeld met
haemodialyse, getest in een optimaal geactiveerd vetweefsel-LPL-
systeem met als vraagsteilingen :

1. Is er een verschil in enzym-remmende activiteit van het plasma van
beide groepen ?

2. Is de hoogte van de plasma-7G concentratie gecorreleerd met de mate
van een eventuele remming ?

In een derde, dier-experimentele, proefopsteliling is de afbraak van TG-

rijke partikels in de bloedbaan bestudeerd (Hfdst. VI). BiJ ratten met

een experimentele, chronische nierinsufficientie hebben wij het afbraak-
proces bestudeerd door intraveneuze infusie van zowel in het cholesterol-
als in het TG-gedeelte radicactief gelabelde chylomicrenen.
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De vraagstellingen luiaden :
1. Is er een stoornis in het afbraakproces van deze TG-rijke partikels ?

2. Zo ja, is er dan een verband met de ernst der nierinsufficientie ?
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d00FDSTUK II.

METING VAN DE SNELHEID VAN DE "TURNOVER" VAN PLASMA-TRIGLYCERIDEN BIJ
PATIENTEN MET CHRONISCHE, NIET-NEFROTISCHE NIERINSUFFICIENTIEL, NIET
BEHANDELD MET HAEMCDIALYSE.

1. Enkele opmerkingen over de TG-stofwisseling.

Kaast het aan albumine gebonden vrije vetzuur, komt het merendeel der
overige vetten als aan eiwit gebonden complexen (Tipoproteinen) in de
circulatie voor. De compiexen zijn benoemd naar hun gedrag bij twee
scheidings-methoden (electroforese en ultracentrifuge), samenhangend met
de Tading en dichtheid van de deeltjes. Tabel [ somt de svnoniemen van
de deeltjes, gerangschikt naar afnemende g¢roctte. op.

Tabel I. Nomenclatuur van Tipoproteinen naar gebruikte scheidingsmethode:
Eerste kolom electroforese, tweede kolom ultracentrifuge

chylomicronen chylomicronen

pre p-lipoproteinen very low density lipoproteins (VLDL)
g-lipoproteinen Tow density lipoproteins {LDL)
a-1ipoproteinen high density lipoproteins (HDL)

TG wordt voornamelijk in chylomicronen en VLDOL vervoerd. Na hydrolyse
van de TG in het darmlumen en heropbouw in de mucosacel worden met het
voedsel opgenomen TG in chylomicronen via de ductus thoracicus naar de
bloedbaan gebracht {exogene TG). De TG van VLDL-deeltjes worden uit
e-glycerofosfaat en vrije vetzuren in de lever en voor een gering deel
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in de darm, gesynthetiseerd (endogene T&). In vergelijking met chylo-
micronen bevatten VLDL-deeltjes minder TG {90, resp. 60 gewichts %) en
meer eiwit, cholesterol en fosfolipiden. Vooral in het vet- en spierweef-
sel vindt hydrolyse plaats, van TG uit chylomicronen en VLDL onder invloed
van LPL, waarbij uit chylomicronen een VLDL zogenaamde “remnant particles"
ontstaan, die een geringer TG-gehalte dan de substraat-partikels bezitten.
Het lever-lipase (HTGL) speelt wellicht een rol bij de afbraak van deze
"remnants” tot LDL-deeltjes (TG-gehalite 10%}. Chylomicronen "remnants"
worden snel door de Jever afgebroken. Figuur 1 geeff een schematische
samenvatting.

perifere weefsels

TG

Fig.1
Schematische voorstelling van de TG-stofwisseling bij de mens.
CHYL = chylomicronen, RP = remnant particie,
CE = cholesterol esters

Zie voor verklaring tekst.
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LPL, in extrahepatische weefselcellen gesynthetiseerd, wordt naar de
luminale zijde van de endotheelcel getransporteerd, waar het de boven
beschreven intracapiilaire hydrolyse verzorgt (0livecrona e.a. 1977).
HTGL werkt mogelijk op een vergelijkbare manier. Heparine en andere poly-
anionen kunner de enzymen vrijmaken. Hahn was de eerste die deze kunst-
greep in 1943 beschreef en het enzym toen de descriptieve benaming
"clearing factor" gaf.

Een verhoogde concentratie van plasma-TG is op eenvoudige wijze
{koelkast-test, electroforese) te onderscheiden in een exogene, endo-
gene en gecombineerde hypertriglyceridaemie, in de typering van
Fredrickson en Lees (1965) type I, resp. IV en V hyperlipoproteinaemie
geheten. Bij patienten met een chronische, niet-nefrotische nierinsuf-
ficientie wordt in de regel een patroon gevonden als bij zg. type IV
hyperiipoproteinaemnie.

2. Overzicht van de methoden voor het meten van de turnover-snelheid van
de plasma-TG. Enkele opmerkingen over het transport van plasma-TG.

De laatste vijftien jaar zijn een aantal methoden ontwikkeld om het
transport van plasma-TG (totaal of in een bepaalde lipoproteine-klasse)
te meten. Als maat voor het transport wordt meestal de turnover-snelheid
{hoeveelheid per tijdseenheid naar en vanuit de bloedbaan getransporteer-
de stof) gebruikt. Onlangs zijn enkele kritische overzichten aan dit
onderwerp gewijd (MNikkil1d en Kekki 1971a,Nikkild 1974, Havel en Kane
1975 en Vranic 1975}, Naast de meting van de turncover-snelheid, waarbij
onder "steady state" omstandigheden gewerkt moet worden, zijn ook methoden
beschreven waarbij niet onder zulke omstandigheden gewerkt wordt, maar
integendeel door manipulatie van het afbraakmechanisme voor plasma-TG een
indruk van het transport wordt verkregen. Len overzicht van de te bespre-
ken methoder treft men aan in Tabel II.
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Tabel II. Methoden ter meting van het plasma-TG-transport

A. Meting van de turnover-snelheid onder "steady state" omstandigheden.

a. arterio-veneus (systemisch-arterieel- v. hepatica) verschil
over splanchnicus-gebied.

b. onderzeek met behulp van infusie van radivactief gemerkte
“precursors":
-sneTheid van inbouw van FFA in plasma-TG {zg. Ryan-Schwartz
methode},
-verval van de specifieke activiteit van plasma-TG (al of niet na
reTnfusie).

B. Meting van het transport door manipulatie van het afbraakmechanisme.
a. activatie door continue infusie van heparine,
b. belasting met artificieel substraat (Intralipid R),
c. blokkade met Triton WR 1339%,

* alleen in het dier-~experiment toegepast.

Theoretisch is de meting van het arterio-veneuze verschil over het
splanchnicus-gebied de enige methode, die de toevloed van endogene plasma-
TG rechtstreeks meet. Carlson en Ekelund (1963}, Boberg e.a. {(1870) en
Havel e.a. {1970) hebben hem uitgebreid toegenast, waarbij twee practische
bezwaren naar voren kwamen, die de methode weinig bruikbaar maken. Een
vena hepatica-catheterisatie moet uitgeveerd worden voor het verkrijgen
van de veneuze monsters. Het arterio-veneuze verschil bedraagt siechts
2 - 4% van de concentratie. Voor de berekening van de TG-turnover-snel-
heid is tevens meting van de doorstroming door het splanchnicus-gebied
noodzakelijk. Op grond hiervan is aanvankelijk vooral de zogenaamde Ryan-
Schwartz methode toegepast (Ryan en Schwartz 1965), waarbij als tracer
1—14C~pa1m1t1nezuur gecomplexeerd aan albumine met een constante snelheid
wordt geTnfundeerd en uit de stijging van de specifieke activiteit van de
plasma-TG de turnover-sneiheid wordt bepaald. Daar bij de berekening uit-
gegaan wordt van de veronderstelling dat alle vetzuren ingebouwd in de
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plasma-TG uit de plasma "pool" van vetzuren afkomstig zijn, hetgeen niet
waarschijnlijk is {Baker en Schotz 1964, Barter e.a. 1972 en Abrams en
Cocper 197&), vindt een aanzienlijke cnderschatting van de turnover-
snetheid plaats.

Hoewel Friedberg e.a. {1961} reeds naast inbouw ook het verval van de
specifieke activiteit van plasma-TG beschreven, zijn het Farquhar e.a.
(1965) geweest, die, uitgaande van de hieruit te berekenen fractionele
turnover-snelheid en het plasma-volume, een absolute turnover-snelheid
van plasma-TG berekenden volgens de vergelijking: vV = K. TG. Vol.,
waarin V = absolute pTasma-TG turnover, K = fractionele plasma-TG turn-
over gn TG. Vol. de poolgrootte aangeeft. Farquhar e.a. verrichtten ook
experimenten met 2—3ngiycero} in plaats van vrij vetzuur als precursor.
De bij deze methoden gehanteerde vercnderstellingen zijn: De fractionele
turnover in de plasma-TG-pool s in de nuchtere toestand niet groter dan
die in de Tever-TG-pool, recirculatie van de label is verwaarloosbaar in
de periode waarover berekend wordt en de plasma-TG-pool wordt als hoimo-
geen beschouwd. Farguhar e.a. (1965) en een aantal andere auteurs
{Friedberg e.a. 1961, Havel e.a. 1962, Nikkild en Kekki 1971b, Kissebah
@.a. 1974a} hebben met behulp van metingen in andere pools {lever, lymfe,
extravasculaire ruimte) en reTnfusie-experimenten de eerste twee veronder-
stellingen aannemelijk gemaakt. De op deze wijze experimenteel verkregen
gegevens bleken fraai overeen te komen met curven, gesimuleerd met behuip
van de computer, waarbij van bovenstaande veronderstellingen werd uitge-
gaan {Farquhar e.a. 1965, Eaton e.a. 1969, Shames e.a. 1970, Quarfordt
e.a. 1970, Nikkild en Kekki 1971b} en gebruik werd gemaakt van een door
Baker en Schotz (1964) bij de rat toegepaste multicompartimentele analyse.
De derde veronderstelling is niet juist, wanneer uitgegaan wordt van de
totale plasma-TG-pool. Daar bij het nuchtere individu niet alie plasma-T&
zich in de VLDL-fractie bevindt, treedt enige, volgens Nikkild en Kekki
{1971b) en Kissebah e.a. (1974a) te verwaarlozen, onderschatting van de
fractionele turnover-snelheid op. Onlangs is - eveneens bij het nuchtere
individu - aangetoond, dat de verschillende subfracties van VLDL een ver-
schillende fractionele turnover-snelheid hebben (Streja e.a. 1977). Werd
echter uit de turnover van deze subfracties de fractionele turnover-snei-
neid van de totale VLDL-fractie berekend, dan bleek deze gelijk aan de,
voor de totale VLDL-fractie op de bovenbeschreven wijze, experimenteel ge-
vonden waarde,
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Een nieuwe techniek, die belangrijke informatie kan geven over het

verloop van het afbraakproces van TG-rijke partikels, is het radioactief
merken van het eiwitgedeelte van VLDL. Deze is niet in Tabel II opgenomen,
daar de TG-turnover er niet mee berekend kan worden. Meestal maakt men
gebruik van reTnfusie van in vitro gejodeerd, autoTcog VLDL (Bilheimer
e.a. 1972, Eisenberg en Rachmilewitz 1973, Reardon e.a. 1978}, terwijl
enlangs ook een in vivo labeling met 3H—?eucine is beschreven (Phair e.a.
1975).

De onder B in Tabel Il aangeduide technieken hebben met elkaar gemeen,
dat niet onder "steady state™ owstandigheden wordt gewerki. Porie en
Bierman {1369) beschreven een indirecte methode om de snelheid van de
TG-influx in plasma tijdens constante heparine-infusie te meten uit de
daling van de TG-conceniratie gecorrigeerd met behulp van de in vitro in
plasma gemeten lipclyse-snelheid.

Bij vergelijking van de fractionele turnover-snelheid van endogene
plasma-TG {arterio-veneus verschil over het splanchnicus-gebied) met de
fractionele verdwijningssnelheid (Kz)van Intralipid ™ bij de intraveneuze
vetbelastingstest vonden Rissner e.a. (1974) een redelijke correlatie,
zodat zij menen, dat met de intraveneuze vetbelastingstest op een eenvou-
dige wijze, waarbij niet van radioactiviteit gebruik wordt gemaakt, een
maat voor het transport van plasma~TG te verkrijgen is. De vergelijking is
nelaas gebaseerd op een weinig betrouwbare meting van de turnover-sneiheid
van endogeen plasma-TG, terwijl de absolute uitkomsten duidelijk verschil-
len. Terecht wordt er door Nicoll e.a. (1977) de nadruk op gelegd, dat op
deze wijze alleen een index voor de fractionele verdwijningssnelheid van
ptasma=-TG wordt verkregen, terwijl variaties in de productiesnelheid niet
kunnen worden gemeten.

Tenslotte hebben Otway en Robinson (1967a, b} beschreven, dat blokkade
van de afbraak van plasma-TG met Triton WR 1339 de eerste uren een lineaire
stijging van de TG-concentratie in het plasma tot gevelg heeft, waaruit de
influx=snelheid van plasma-TG is te berekenen. Bij het nuchtere individu
{proefdier) uitgevoerd, komt dit vrijwel overeen met de snelheid waarmee
TG door de Tever wordt gesecerneerd. Deze methods gaat uit van drie veron-
dersteliingen: Triton WR 1339 blokkeert de afbraak van plasma-TG volledig,
de snelheid van TG-secretie door de lever is over de bestudeerds pericde
Tineair en Triton WR 1339 heeft geen invioed op de snelheid van de TG-
secretie door de lever. Recknagel (1976) toonde aan, dat de afhraak van
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TG voor meer dan 90% door Triton WR 1339 wordt geblokkeerd, terwijl Otway
en Robinson (1966b) en vele anderen het lineaire verloop van de TG-secre-
tie over de eerste uren hebben gedemonstreerd. De laatste veronderstelling
is juist bevonden door Abrams en Cooper (1976} bij onderzoek in de rat. De
methode is tot nu toe alleen in het dier-experiment bij vele soorten dieren,
waaronder apen (Fiser e.a. 1974), toegepast.

Uitgezonderd de procedure met Triton WR 1339 in het dier-experiment,
worden vooral de methoden met gebruik van radiocactief glycercl of palmiti-
nezuur toegepast voor de meting van het TG-~transport. Reaven e.a. (1965)
waren de eersten, die niet alleen een positieve correlatie tussen de con-
centratie en turnover-snelheid van plasma-TG vonden, maar tevens tot de
conclusie kwamen dat het verband tussen beide, wanneer met behulp van
manipulaties ook hypertriglyceridaemie in het onderzoek betrokken wordt,
met een hyperbole curve is weer te geven. Dit suggereert dat de verdwijning
van plasma-TG via een verzadigbaar systeem verloopt. Naar analogie met
enzym-systemen werd gepoogd de kinetiek van het systeem met termen uit de
Michaelis-Menten-theorie te beschrijven (Fig. 2). Dit concept is later
vooral door Nikkild (Nikkild en Kekki 1971a, b, Nikkild 1974} uitgewerkt.
Uitgaande van een constante Vmax binnen de normale populatie, bieken twee
groepen individuen met verschillende Km te bestaan. Tevens bleken vrouwen
een efficienter verdwijninasmechanisme te hebben dan mannen. Dit Taatste
is recent door Reaven's groep bevestigd {OTefsky e.a. 1974).
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Grafisch verband tussen plasma-TG concentratie en plasma-TG turnover-
snelheid in termen ontleend aan de enzymkinetiek volgens Michaelis-Menten.
Het getrckken deel van de curve geeft het verband weer bij normalen,

het onderbroken deel extrapolatie naar het hypertriglyceridaemische ge-
bied. Bij hypertriglyceridaemie kunnen de volgende mechanismen een rol
spelen: Een verhoogde synthese met onvoldoende toename van de verdwijning
uit de bloedbaan (A), een verhoogde synthese met vrijwel compenserende
toename van de verdwijning (B), en een primair verlaagde verdwijnings-
snelheid, eventueel! met een partieel compenserende daling van de synthese-
sneTheid (C}).

3. Literatuurgegevens over het TG-transport bij chronische nierinsuffi-
cientie.

Het merendeel van het onderzoek naar de plasma-TG-stofwisseling bij
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patienten met een chronische nierinsufficientie heeft alleen het sleutel-
enzym in het afbraakproces bestudeerd: Een verlaagde LPL-activiteit werd
vastgesteld en daarmee naar het leek de oorzaak van de hypertriglyceri-
daemie. Een bespreking van deze Titeratuur wordt in Hoofdstuk III. par.l,
gegeven. Bij de aanvang van het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek
bestonden slechts twee publicaties, die metingen van het TG-transport bij
nieraandoeningen tot onderwerp hadden, beide echter bij patienten met een
nefrotisch syndroom met in de meeste gevallen een normaal creatinine-
gehalte van het plasma {McKenzie en Nestel 1968, Kekki en Nikkilg 1971).
Onder de zeven patienten onderzocht door McKenzie en Nestel hadden de twee
patienten met de meest gestoorde nierfunctie ook de laagste fracticnele
TG-turnover. Kekki en Nikkild bestudeerden veertien volwassenen met het
nefrotisch syndroom, waaronder eveneens é&n patient met een duideldijk
gestoorde nierfunctie. Slechts bij vier patienten (waaronder die met de
verminderde nierfunctie) werden aanwijzigingen voor een gestoorde afbraak
gevonden.

Cramp e.a. (1977a) bestudeerden 13 patienten met een niet-nefrotische
nierinsufficientie {creatinine~klaring 2.9 - 37 mi/min), die niet met
haemodialyse werden behandeld. De turnover-snelheid van de TG in VLDL werd
gemeten met behulp van gemerkte glycerol {zie Hfdst. II, par. 2). De
patientengroep had een verlaagde fractionele en een verhoogde absolute
VLDL-TG-turnover-snelheid vergeleken met een controlegroep uit de
1iteratuur*). Hun conclusie Tuidt dat de belangrijkste oorzaak voor de
hypertriglyceridaemie een verhoogde productie van TG in de Tever is. Wor-
den hun resultaten echter uitgezetindegrafiek van de TG-concentratie tegen
de absolute TG-turnover-snelheid, waarin de door hen gebruikte normale
waarden staan, dan blijkt de groep heterogeen van samenstelling te zijn.
Vijf patienten vallen binnen de normale populatie, &én patient heeft een
belangrijke verdwijningsstoornis en zeven patienten hebben een verhoogde
snetheid van TG-synthese.

Onlangs werd gerapporteerd over metingen van het TG-transport bij
patienten met een chronische nierinsufficientie behandeld met peritoneale
of haemodialyse (Cattran e.a. 1974, 1876}. In het eerste deel van het

*)Hiervoor verwijzen de auteurs naar Kekki en Nikkild (1971),hetgeen moet

betekenen dat het door hen opgegeven aantal van n = 16 een drukfout is.
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onderzoek zijn bij 9 patienten metingen verricht met de radioglycerol-
methode. Helaas worden geen getalien gencemd, maar in de figuur waar de
plasma-TG-concentratie tegen de absolute turnover-snelheid is uitgezet,
blijken alle patienten in gebied C {zie Fig. 2) te Tiggen. De auteurs
concluderen dan cok tot een stoornis in het verdwijningsmechanisme als
verklaring voor de hypertriglyceridaemie. Het tweede deel van het onder-
zoek kan gezien worden als een uitbreiding van het eerste deel. De patien-
tengroep is uitgebreid tot 10 personen en de auteurs hebben een eigen
controle-groep van 16 mensen anderzocht. De conclusie van het onderzoek
b1ijft dezeifde. Interessant is dat ook bij vier normotriglyceridaemische
patienten een gestoorde verdwijning van plasma-TG bestaat: Een daling van
de TG-synthese in de Tever ter compensatie van de gestoorde verdwijning
wordt gesuggereerd. Er bestonden geen verschillen tussen patienten behan-
deld met haemodialyse en die behandeld met peritoneale dialyse.

4, Vraagstelling.

Reeds in Hoofdstuk I werd aangegeven dat de meeste auteurs een verlaag-
de LPL-activiteit verantwoordelijk stellen voor de hypertriglyceridaemie
bij chronische nierinsufficientie, terwijl anderzijds toch ook afwijkingen
gevonden werden verenigbaar met veranderingen in de snelheid van synthese
van plasma-TG. Hierboven (Hfdst. II, par.3) is aangegeven dat tijdens ons
onderzoek in de Titeratuur zowel aanwijzigingen voor verhoogde snelheid
van aanmaak als voor verlaagde snelheid van afbraak van plasma-TG bij
nierinsufficientie verschenen. Door de plasma-TG-turnover te bestuderen
bij patienten met een chronische nierinsufficientie hebben wij getracht
een antwoord op de volgende vragen te verkrijgen:

1. Is de synthese dan wel de verdwijning van plasma-TG bij chronische

nierinsufficientie afwijkend 7
2. Worden afwijkende insuline-concentraties in het plasma gevonden ?

Bestaat er een relatie tussen de afwijkingen in de TG-stofwisseling

en de insuline-concentraties in het plasma ?

3. Is er een verband tussen de ernst van de nierinsufficientie en de
afwijkingen in de TG-stofwisseling ?
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5. Methodiek.

Acht vrouwen en vier mannern, in leeftijd vari&rend van 19 - 60 jaar,
lijdend aan een ernstige chronische, niet-nefrotische nierinsufficientie
{serum albumine >35 /1y eiwit verdies met de urine <1 gram/24 yur,
kreatinine-klaring <12 ml/min) werden vergeleken met een controle-groep
van acht personen {drie vrouwen en vijf mannen), in leeftijd variérend
van 18 - 56 jaar. Niemand leed aan suikerziekte of een andere ziekte
waarvan bekend is dat deze de TG-stofwisseling beinvioedt. Er was geen
sprake van onder- of overgewicht. Medicatie die de TG-stofwisseling kan
beTnvloeden werd, behalve bij &6én patient die een oraal anticonceptivum
kreeg, niet gebruikt. Alle patienten gebruikten al minstens vier maanden
sen dieet met eiwitbeperking (varigrend van 20 tot 50 gram eiwit per dag},
waardoor gemiddeld €60% van de totale hoeveelheid kcal uit koeihydraten
afkomstig was. Met dit dieet bleef het gewicht constant. De normale proef-
personen gebruikten een standaard ziekenhuis-dieet {waarin 16, 40 resp.
44% van de kcal afkomstig waren van eiwit, koolhydraat en vet) gedurende
minimaal &&n week voorafgaande aan het onderzoek. In de week voorafgaande
aan het experiment (meestal de dag tevoren) werden reutine laboratorium-
gegevens verzameld. Yoor de berekening van de creatinine-klaring bij de
patienten werd minstens tweemaal 24-uurs urine verzameld in de maand
voorafgaande aan het experiment, waarvan &&nmaal in de Taatste week. Bij
de controle-groep werd voor wat de nierfunctie betreft volstaan met een
bepaling van het creatinine~ en het ureum-gehalte van het plasma, kwali-
tatieve reacties op eiwit en glucose in de urine, pH van de urine en
onderzoek van het urine-sediment. Alle patienten en normale personen werd
enkele dagen tevoren uitleg van het doel &n de aard van het experiment
gegeven en vervolgens om toestemming gevraagd.

Meting van de plasma-TG-turnover geschiedde met aan albumine gecom-
plexeerd 1—14C—pa]mitinezuur {Birkenhdger en Tjabhes 1969) als precursor
van TG in vivo, waarbij de door Kissebah e.a. {1974a) beschreven wijzi-
gingen werden overgenomen. De keuze van de precursor werd voornamelijk
bepaald door het reeds vertrouwd zijn met het gebruik ervan binnen ons
laboratorium (Birkenhdger en Tjabbes 1969, Birkenhdger e.a. 1976).
1—14C—pa1mit1nezuur (specifieke activiteit 44.3 - 55.2 mCi/mmol) werd
verkregen van Amersham (Engeland). Alle patienten en proefpersonen

27



werden 's cchtends liggend onderzocht na minstens 14 wur vasten. Nadat
eerst bloed was afgenomen voor de bepaling van TG (Laurell 1966), insuline
(vyalow en Berson 1960), lipoproteine-electroforese (op cellulose-acetaat
nr. 11.200, Sartorius-Membranfilter GmbH, West- Duitsland) en in een aan-
tal gevallen van vetzuren (Moosinger 1965) werd in een diepe vene van de
andere arm een "Intracath"-katheter (type Bardic, medium) ingebracht en
aangesloten op een infusie-pomp (LKB, type vario-perpex) waardoor een
fysiologische zoutoplessing werd gepompt. Het infusie-pompje werd tesamen
met de bijbehorende slangen nauwkeurig gecalibreerd, door de hoeveelheid
fysiologisch zout die per minuut werd doorgepompt v6dr en na het onderzoek
te meten. Tien minuten na inbrengen van het infuus-systeem werd begonnen
met de continue infusie van de radfocactieve palmitinezuuroplossing, gedu-
rende 2 uur. Bij de eerste experimenten werd geinfundeerd met een con-
stante snelheid in de orde van groctte van 0.2 uCi/min, hetgeen resulteer-
de in een totale dosis van 20.4 - 30.0 »Ci, later werd volstaan met een
constante snetheid van 0.1 #Ci/min (totale dosis 11.7 - 18.5 uCi}. Bij de
normale proefpersonen geschiedde bloedafname halverwege (t = 1 u), aan het
ginde van de infusie (t = 2 u} en vervolgens op tijdstippen t = 3, 4, 5, 6,
7. 8, 10 en 12 uur. De resultaten van de berekening van de TG-turnover van
de eerste twee normale proefpersoner werden niet betnvloed door weglaten
van de meetpunten t = 1, 5, 7 en 10 uur, waarna wij bij de patienten
{gezien de bij hen bestaande bloedarmoede} cp deze tijdstippen geen bloed
hebbern afgenomen. Tot aan het einde van de proef werd gevast, het (niet-
caloriehoudend) vochtgebryik werd niet beperkt.

Het bloed werd opgevangen in heparine-buizen en direct gecentrifugeerd
(15 min, 1000 g}, waarna het plasma werd ingevroren. In deze monsters werd
om de specifieke activiteit van de plasma-TG-fractie te berekenen
(dpm/mmol) een TG-bepaling en telling van de radioactiviteit in de TG-
fractie, verkregen door extractie van alle Tipiden en titratie van FFA vol-
gens de door Trout e.a. {1960} gemodificeerde methode van Dole (1956}, uit-
gevcerd. De tellingen werden verricht in een Packard-Tri-Carb liquid Scin-
tillation Spectrometer. De specifieke activiteit van de plasma-TG-fractie
wordt logarithmisch tegen de tijd uitgezet (Fig. 3), waarbij volgens
Kissebah e.a. {1974a) een mono-exponentiéle curve verkregen wordt, waaruit
via de methode van de kleinste kwadraten de halfwaarde tijd (t}} wordt be-

rekend. Met de formule K = %ggfwordt vervolgens de fractionele
2
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Fig. 3
Berekening van de halfwaarde tijd (t3} volgens Kissebah uit de experi-
menteel verkregen punten met behulp van de methode der kleinste kwadra-
ten. De halfwaarde tijd van het eerste deel van de curve (zie tekst)
bedraagt 2.9 uur. De fractionele turnover-snelheid wordt berekend uit
de formule K = In2/t%.
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turnover-snelheid van de plasma-TG (K) berekend. Met behulp van de formule
V=K x (TG} x P (Kissebah e.a. 1974a), waarin ¥ = absolute turnover-snel-
neid van plasma-TG, (TG) = nuchtere plasma-TG-concentratie (umol per ml)

en P het plasma-volume {wsarvoor 50 ml/kg lichaamsgewicht werd aangenomen),
wordt de absolute turnover-snelheid (per kg lichaamsgewicht} berekend

{zie Hfdst. II, par. 2). Daar een licht afbuigen van de curve vanaf § tot
8 uur na het begin van de infusie {zie Fig. 3} bij herhaling bleek voor te
komen in met name de groep normale proefpersonen, werd in weerwil van
literatuurgegevens (zie par. 2) aan het einde van het hier beschreven on-
derzoek bij &é&n patient en &&n proefperscon op drie tijdstippen (t = 3,

6 en 12 uur) tevens de specifieke radioactiviteit van TG in de VLDL-frac-
tie bepaald. In beide gevallen was het aandeel van de specifieke activiteit
van TG in de YLDL-fractie op t = 1Z uur minder dan vijftig procent van het
totaal, terwijl het verloop van de specifieke activiteit van TG in de
VLOL-fractie bij de normale proefpersoon, in tegenstelling tot dat bij de
patient, afboog na 6 uur. Op grond hiervan werd hesloten in beide groepen
alleen het eerste deel van de curve voor de berekening van de halfwaarde
tijd te gebruiken.

In de Titeratuur vari&ren de opgaven van het plasma-volume van 40 tot
50 ml per kg lichaamsgewicht. Na bij é&n patient en &&n normzal proefper-
soon het plasma-volume te hebben gemeten met behulp van de 131J~a1bumine
techniek, waarbij 54.3 resp. 48.4 ml1/kg lichaamsgewicht gevonden werd,
besloten wij de door Kissebah in zijn formule aangegeven 50 ml/kg
lichaamsgewicht aan te houden.

Daar de resultaten van de door ons gevolgde methode alleen geTnterpre-
teerd mogen worden, indien onder "steady state" omstandigheden wordt ge-
werkt, werd Kissebah's criterium hiervoor aangehouden: Tijdens de proef
mag de variatie van de TG-concentratie in het plasma niet groter zijn dan
10%. Op grond hiervan kon bij patient nr. 3 (zie Tab. V) geen berekening
van de snelheid van de turnover worden verricht. Normale waarden voor de
nuchtere concentratie van plasma~TG (minstens 14 uur vasten): 0.89 +
0.40 mmal/1 (n = 42). Vrouwen hebben een significant (p <0.05) lagere
waarde dan mannen: 0.76 + 0.37 mmol/71 {n = 20}, respectievelijk 1.01 +
0.41 mmol1/1 (n = 22).
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Tabel III. Patienten-gegevens

plasma
Nr. GesTacht Leeftijd (Jr.)} Diagnose Creatinine- Ureum Albumine Cholesterol Proteinurie
klaring
ml/min mmo1/1 g/l mmo /1 q/24u
1 v 47 Phenacetine- 5.5 18.3 60.0 9.4 <0.1
nieren
2 v 52 Cyste-nieren 4 37 35.5 4.1 <G.1
3 m 44 CGN 7 5 26.4 48.1 5.2 i
4 m 24 CPN 7 23.8 46.3 5.4 0.3
5 m 19 CGN ? 10 26.4 57.0 5.7 1.0
6 v 50 Phenacetine-
nieren 11 17.6 38.6 5.1 <0.1
7 26 CPN 7 10 24.9 64.6 6.5 <{0.1
8 v 41 Cyste-nieren 4 Ly 39.0 i. <0.,1
v 60 Phenacetine-
nieren 3.5 449 42.8 6.0 <0.1
10 m 22 CPN 11 29.5 53.0 7.8 <0.1
11 v 25 onbekend 7 19.3 51.4 4.6 <0.1
12 v 46 onbekend 7.5 33.7 47.1 8.5 <0.1

CGN = Chronische Glomerulonefritis

CPN

Chronische pyelonefritis



Tahel IV Normaie proefpersonen

Nr. Geslacht Leeftijd Creatinine Ureum Cholesterol

{Jr) amol/T mmal /1 mmo 1/
13 m 42 a5 5.0 4.7
14 m 31 95 2.7 5.4
15 v 46 70 3.4 8.1
) m 28 106 4.6 5.9
17 v 25 8¢ K] 5.6
18 m 18 92 4.0 5.6
19 m 56 105 5.7 6.9
20 v 35 74 4.8 6.2
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Tabel V. Resultaten van de turnover-experimenten bij patienten (1 - 12)
en een controie-groep (13 - 20).

Ne. TG t3 k1) Vrgd) Insuline  FFAS)
mmo1/1 uur uml pmot/ulr/ky mE/1 m aeq/1

1 3.37 9.8 0.070 11.8 11

2 2.38 7.6 0.091 10.8 15

3 2.61 - - - 10

4 3.91 17.4 0.040 7.8 28 790
5 3.40 6.1 0.114 19.4 8

6 3.40 5.8 0.120 20.4 z27

7 3.53 4.8 0.144 25.4 56

8 1.84 5.5 0.126 11.6 48 616
9 2.93 7.5 0.092 13.5 19 674
10 4.84 7.6 0.091 22.0 16 458
11 1.05 5.0 0.139 7.3 12 45¢
12 2.25 6.7 0.103 11.6 16

Gem. 2.96 7.6 0.103 14.2 22 598
S.b. 1.01 3.6 0.031 5.7 15 130
13 0.80 5.3 0.131 5.2 4 404
14 0.94 2.7 0.257 12.1 8

15 1.48 2.9 0.239 17.7 20 588
16 1,12 5.3 0.131 7.3 43 Z213
17 0.64 3.6 0.193 6.2 9 555
18 1.55 3.1 0.224 17.4 - 589
19 Gg.72 3.7 0.187 6.7 10

20 0.97 3.4 0.204 9.9 6

Gem. 1.02 3.8 0.202 10.5 18 469
S.D. .33 1.0 0.045 4.4 17 163
p <0.001  <0.01 <0.001 <0.05 n.s¥ n.s.
L= fractionele turnover-snelheid

2 Vrg = absolute turnover-snelheid
j niet bij alle patienten en controle personen bepaalt

n.s. =

niet significant verschillend
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6. Resultaten.

De klinische gegevens van de patienten, die betrokken waren bij de plas-
ma-TG-turnover-experimenten, staan vermeld in Tabel III; die, betrekking
nebbende op de normale proefpersonen, in Tabel IV. Er bestond geen ver-
schil in plasma-choiesterol-gehalte tussen beide groepen: 6.1 + 1.7, resp.
6.1 + 1.0 mmol/1. In Tabel V worden de resultaten van de TG-turnover-experi-
menten bij beide grcepen vermeld. Op &&n na vertocnden alle patienten een
hypertriglyceridaemie. De belangrijkste bevinding is de verlaagde fractio-
nele TG-turnover bij de patienten met nierinsufficientie. De absclute turn-
over-snelheid van plasma-TG is verhcogd bij een deel van de patienten en
bij de groep als geheel. Er bestonden geen significante verschillen in de
insuline- en vrije vetzuur-concentraties in het plasma.

In Figuur 4 worden dezelfde resultaten getcond tegen de achtergrond
van de curve, die het verband tussen plasma-TG-concentratie en absolute
TG-turnover-snelheid weergeeft bij de grote groep normale proefpersonen
{n = 34), die door Nikkild en Kekki (1971b} onderzocht zijn. De curve is
gegxtrapoleerd naar het hypertriglyceridaemisch gebied. Alle uitkomsten
verkregen bij patienten Tiggen rechts van en onder de curve, met als uit-
zondering nr. 7, een patient met een nog relatief hoge creatinine-klaring
binnen de onderzochte groep en met de hooaste K -waarde (0.144 u_l). De
patienten met de laagste creatinine-klaringen vertonen over het algemeen
de laagste waarden voor de absolute turnover-snelheid.

Een significante relatie tussen absolute turnover-snelheid, fractione-
le turnover-sneiheid, resp. nuchtere TG-concentratie enerzijds en para-
meters van de mate van nierinsufficientie anderzijds, werd niet gevonden.
Correlaties tussen de totale hoeveelheid calorieén, eiwit- of koolhy-
draat-inname aan de ene kant en de gehanteerde parameters van de TG-stof-
wisseling werden ook niet aangetoond. Evenmin bestond een relatie tussen
deze laatste parameters en de insuline-concentratie in het plasma.

Lipoproteine-electroforese toonde op drie uitzonderingen na zen type
IV-patroon (verhoging van de pre- g-lipoproteinen, geen chylomicronen
aantoonbaar}. In twee gevallen {nrs. 1 en 10) werd een type IIB-patroon
(verhoging van pre-g en -Tipoproteinen} gevonden en nr. 11 had een nor-
maal patreon. In de controle-groep had alleen nr. 15 een afwijkend pa-
troon {type IIA, verhoging van de A-Tipoproteinen).
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Plasma-TG-concentratie en absolute TG-turnover-snelheid, uitgezet zoals
in Figuur 2, van patienten met nierinsufficientie {gesloten symbolen} en
normale proefpersonen (open symbolen). De getrokken Tijn geeft het ver-
band tussen beide parameters aan. gevonden in een groep van 34 normale
individuen (Nikkild en Kekki 1971b}. De onderbroken 1ijn geeft de extra-
polatie naar het hypertriglyceridaemische gebied weer.
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Tabel VI geeft een vergelijking van de turnover-snelheid van TG in plasma
en in de VLDL-fractie bij &&n patient en &&n normale proefpersoon. De
fractionele turnover-snelheid van VLDL-TG is groter dan die van plasma-TG.
Dankzij de verschillen in "pocl"-grootte is de absolute turnover-snelheid
vrijwel gelijk.

Tabel VI. Vergelijking van de turnover-sneiheid van TG in plasma en in
de VLDL-fractie.

TG ti K VTG
-1
mmo1/1 uur u pmol/uur/ke
controle plasnma 0.61 3.8 0.182 4.0
VLDL-fractie 0.40 2.8 (.248 3.6
patient plasma 0.97 5.2 0.133 4.7
VLDL-fractie 0.67 4.0 0.173 4.2

7. Bespreking van de resultaten.

Evenals Reaven e.a. (1965) vonden wij een positieve correlatie tussen
de TG-concentratie {x) en de absolute turnover-snelheid {y) bij de con-
trole-groep: y = 13.23 x -3.28 (r = 0.90, p <0.01). Bij onze controle-
groep hebben wij dezelfde ervaring opgedaan als Cattran e.a. (1976), die
vaststelden, dat in hun controle-groep de curve, die het verband tussen
beide parameters aangaf, steiler verliep dan die van Nikkiid en Kekki
{1971b). De in Tabel VI vermelde resultaten suggereren dat de fractionele
turnover-snelheid van plasma-TG een onderschatting geeft van de fractio-
nele turncver-snelheid van VLDL-TG.

Terwijl de patientengroep alleen op de ernst van de nierinsufficientie
(creatinine-klaring <12 ml/min) was geselecteerd, bleken elf van de twaalf
patienten een hypertriglyceridaemie te hebben. In de literatuur varie&rt
het aantal patienten met nierinsufficientie, dat tevens hypertriglyceri-
daemie heeft van 50 tot 100% {zie Hfdst. III, par. 1). Alle patienten
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{uitgezonderd nr. 7} hebben een meer of minder gestoord afbraakmechanisme:
Verlaagde fractionele turnover-snelheid, rechts van en onder de normale
curve gelegen {vergelijk Fig. 2). De patienten echter {nrs. 5, 6, 7 en 10)
met de hoogste creatinine-klaring binnen de groep 1iggen boven of dicht
onder de curve van Nikkild, eern meer complexe pathogenese van de hyper-
triglyceridaemie suggererend, mogelijk samemhangend met het stadium van
nierinsufficientie. Bij deze patienten, die een hypertriglyceridaemie
combineren met een vrijwel normale of Taag-normale fractionele turnover-
snelheid, 11jkt een verhocgde snelheid van synthese van plasma-TG in het
spel te zijn. Ook Cramp e.a. (1977a) vonden bij zeven van de dertien
patienten aanwijzigingen voor een versnelde synthese van plasma-TG (zie
par. 3).

Net zo min als Kaye e.a. (1973), Daubresse e.a. {1976) en lbels e.a.
{1976) vonden wij een significante verhoging van het insuline-gehalte van
het plasma bij de patienten. Tevens vonden deze auteurs, evenmin als wij,
een verband tussen het insuline-gehalte van het plasma en parameters van
de TG-stofwisseling. Een dergelijk verband bij patienten met een chro-
nische nierinsufficientie is tot nu toe alleen door Bagdade e.a. {1968a)
beschreven. Verhoogde plasma-glucagen-concentraties daarentegen zijn een
constante bevinding bij patienten met een nierinsufficientie (Bilbrey
e.a. 1974, Daubresse e.a. 1976, Kuku e.a. 1976 en Sherwin e.a. 1876).

Daar wij geen glucagen gemeten hebben, valt niet uit te sluiten dat een
relatie bestaat tussen de verhoogde verhouding glucagon: insuline en de
gevonden afwijkingen in de TG-stofwisseling.

Onlangs is gesuggereerd, dat naarmate patienten een ernstiger nier-
insufficientie hebben, er lagere plasma-TG-ceoncentraties in het plasma
gevonden worden (Roodvoets 1974).Hoewel wij aanvankelijk bij een kleinere
groep patienten een positief verband tussen de creatinine-klaring ener-
zijds en de nuchtere TG-concentraties in het plasma en de absolute TG-
turnover-snelheid anderzijds, vonden (Verschoor e.a. 1976}, bleek na
uitbreiding van de patientengroep de tendens tot een lagere TG-concen-
tratie, resp. absolute turnover-snelheid bij sen lagere creatinine-klaring
nog wel te bestaan, doch een correlatie werd niet meer gevonden (Verschoor
&.a. 1978z). Wel vonden wij bij twee patienten met een matige chronische
nierinsufficientie (Tab. VII) normale parameters van de TG-stofwisseling,
zodat het aannemelijk is, dat bij dit ziektebeeld een bifasisch verloop
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van de TG-concentratie in het spel is. Fen dergelijk bifasisch verloop is
(nog) niét aangetoond, maar steun voor deze gedachte is te vinden in het
werk van Brgns e.a. (1972), Schidfer e.a. {1974) en Cramp e.a. {1977a). In
deze drie onderzoekingen werd een toename van de TG-concentratie in het
plasma bij toenemende nierinsufficientie vastgesteld met weer een daling
bij terminale nierinsufficientie.

Tabel VII Resultaten van de turnover-experimenten bij twee patienten met

een matice, niet-nefrotische nierinsufficientie

Geslacht Leeftijd Diagnose Creatinine- Ureum TG  t3 KV

klaring TG
ml/min mmoi/1 mmel/T uur 1/vur wmol/uur
/ka
m 58 bilaterale 21 21.0 1.045.90.117 6.1
hydronefrose
m 60  phenacetine 37 7.4 1,08 6.2 0.112 &.0

nieren

Hoewel geen relatie tussen het door de patienten gebruikte diest en de
afwijkingen in de TG-stofwisseling bestond, is toch niet geheel uit te
sTuiten, dat het betrekkelijk hoge percentage kcolhydraten in het dieet
een rol speelt. Ook in de Titeratuur bestaat onduidelijkheid omtrent dit
punt. Daubresse e.a. (1976) vonden evenmin een relatie tussen het gebruik-
te dieet en parameters van de TG-stofwisseling, terwijl Wochos e.a. {1976)
geen verschil vonden in de TG-concentratie in het plasma bij patienten
met nierinsufficientie, voor en tijdens een discet met eiwitbeperking. Daar-
entegen vonden Sorge e.a. {1975) bij afwisselend gebruik van zen hoog-kool-
hydraat- en hoog-vet-dieet door patienten met een nierinsufficientie
duidelijk hogere TG-concentraties in het zerste geval. De gebruikte hoe-
veelheid koolhydraten was echter veel hoger (80 cal%) dan onder rormale
omstandigheden aan deze patienten wordt voorgeschreven. Tenslotte toonden
Sanfelippo e.a. (1977) bij twaalf patienten met een matige tot ernstige
nierinsufficientie aan, dat vermindering van de hoeveelheid koolhydraten
van 5C naar 35 cal¥ en verhoging van de hoeveelheid onverzadigd vet in het
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dieet, een verlaging van de TG-concentratie in plasma gaf.

Aangezien onze resultaten verkregen werden bij patienten, die niet behan-
deld werden met haemodialyse en gezien het feit, dat Cattran e.a. (1576)
geen verschil in de TG-stofwisseling vonden tussen patienten die met haemo-
dialyse resp. peritoneale diaiyse werden behandeld, 1ijkt het onwaar-
schijnlijk, dat de stoornis in de TG-verdwijningssnelheid die ook bij
patienten op haemedialyse wordt gevonden, veroorzaakt wordt door de haemo-
dialyse-procedure zelf of de erbij toegediende heparine (Bagdade e.a.
1968a).

8. Conclusies.

1. Hypertriglyceridaemie is een vrijwel obiigate complicatie van
ernstige chronische nierinsufficientie.

2. Deze hypertriglyceridaemie berust, gezien de gevonden verlaging van
de fracticnele turnover-snelheid van de plasma-TG, voornamelijk op
een stoornis van het afbraakmechanisme van plasma-TG, Bij enksle
patienten met een relatief nog hoge creatinine-klaring werden aan-
wijzigingen verkregen, dat een verhoogde synthese van plasma-TG
(mede) bepalend was veor de gevonden hypertriglyceridaemie.

3. Mogelijk hestaat een bifasisch verloop van de nuchtere TG-concen-
tratie in het plasma gedurende de ontwikkeling van progressieve
nierinsufficientie.

4. De nuchtere insuline-concentratie in het plasma is niet significant
verhoogd bij de bestudeerde patienten; een verband met de gevonden
afwijkingen in de TG-stofwisseling werd niet aangetoond.
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HOOFDSTUK IIT.

METING VAN DE HEPATISCHE EN EXTRAHEPATISCHE LIPOPROTEINE LIPASE
ACTIVITEIT TIJDENS LANGDURIGE STIMULATIE MET HEPARINE BIJ PATIENTEN MET
EEN CHRONISCHE NIERINSUFFICIENTIE, BEHANDELD MET HAEMODIALYSE.
CCORRELATIES MET AFWIJKINGEN IN SERUM LIPIDE-FRACTIES.

1. De relatie tussen heparine en lipoproteine Tipase.

Na twaalf tot zestien uur vasten is vrijwel geen LPL-activiteit meer
in de circulatie aantoonbaar. Binnen &&n minuut na intraveneuze injectie
van heparine stijgt de LPL-activiteit in perifeer veneus bloed {Boberg,
1972). Bij onderzoek van een geTsoleerd vaatgebied (de onderarm van de
mens:Arteriéle injectie van heparine, activiteitsmeting in diepe en
oppervlakkige venen) wordt binnen dertig seconden een stijging van de LPL-
activiteit gevonden {Ehnholm e.a., 1977). Bovenbeschreven werking van
heparine werd bij tceval ontdekt. Tijdens experimenten betreffende het
circulerend erythrocytenvolume bemerkte Hahn, dat bij sommige honden
troebel tot melkachtig serum binnen 3 tot 5 minuten na bloedtoediening
heider werd. Het toegediende bloced bevatte steeds heparine. In een apart
hiervoor opgezette serie experimenten kon hij aantonen, dat heparine voor
deze "c¢learing” verantweordelijk was (Hahn, 1943). Korn (1955a, b) toonde
aan, dat deze "clearing factor" identiek is met een lipoproteine lipase,
geTsoleerd uit hartspierweefsel van de rat. In het vervolg sprak men van
“clearing factor lipase", "heparin-activated LPL" en "postheparin lipo-
Tytic activity" of PHLA. De laatste, meest ingeburgerde, term zullen wij in
het vervolg gebruiken.

Onlangs zijn twee overzichten aan de relatie tussen beide stoffen ge-
wijd (Olivecrona e.a. 1974, 1977). Experimenten met aan sepharose gekop-
pelde heparine maken het aannemelijk, dat de binding van heparine aan LPL
een reversibel, ionogeen karakter heeft. Hetzelfde kan worden aangetoond
voor een ander, in vrijwel alle celmembranen bij zoogdieren voorkomend,
sulfaatrijk polysaccharide, het heparansulfaat (Olivecrona e.a. 1977),
terwijl Yasuoka e.a. (1973) reeds het in vivo optreden van binding tussen
(synthetische) gesulfateerde polysacchariden en LPL hadden aangetoond.
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0livecrona's hypothese komt neer op een binding van LPL aan celmembraan-
polysacchariden (heparansulfaat) nadat het door de vet- (resp. spier-,
lever-, long-)cel is gesecerneerd in de subendotheliale ruimte. De
bewegelijkheid van deze langgerekte aan het celoppervlak gelegen moleculen
draagt zorg voor snel transport van LPL naar de Tuminale zijde van de
endotheelcel en maakt het vervoigens mogelijk chyTomicronen en VYLDL-
partikels snel te hydrolyseren. Eveneens past in deze zienswijze de bevin-
ding van Robinson e.a. (1958), dat &&n enkele passage van heparine door
het capillairbed voldoende is om LPL-activiteit in de circulatie te doen
verschijnen. Dit losmaken van LPL van de endotheelwand door heparine is
dosis-afhankelijk (Boberg 1972, Jansen e.a. 1974, Huttunen e.a. 1975,
Sauar e.a. 1978). Het maximale effect wordt bij de mens bereikt met doses
van 50 tot 100 E heparine per kg tichaamsgewicht. Het proces verloopt
verschiTlend in de tijd voor LPL en HTGL (Jansen e.a. 1974, Huttunen e.a.
1975, Sauar e.a. 1978}: HTGL bereikt binnen vijf minuten de piekactiviteit,
waarna geleidelijke afname plaatsvindt; LPL bereikt pas na 20 minuten een
"vlakke" top met een snelle daling na 40 tot 60 minuten. In oudere studies
over PHLA, werd meestal gebruik gemaakt van submaximale doses heparine

(10 E/kg), in recente publicaties wordt meer gebruik gemaakt van 50 -

100 E heparine per kg lichaamsgewicht.

2. Literatuur.

De laatste jaren is een groot aantal publicaties verschenen cver af-
wijkingen van plasma-lipiden bij patienten behandeld met haemodialyse
{(Tabel VIII}., Hoewel de getallen uiteenlopen, vinden de meeste auteurs bij
meer dan de helft van de patienten een hypertriglyceridaemie. Door erkele
onderzoekers werden ook patienten, behandeld met peritoneale dialyse,
onderzacht: Significante verschillen met patienten op hasmodialyse werden
meestal niet gevonden. Hoewel Gutman e.a. (1973} een verschil vonden
tussen patienten behandeld met regionale en algehele heparinisatie tijdens
de dialyse-periode, had het verschil in behandeling voigens Daubresse
e.a. (1976) op langere termijn geen invioed. Tusser twee groepen patienten,
gedialyseerd met glucose-vrije-, respectievelijk qlucose-bevattende dia-
lyse-vloeistof, vonden Hubner e.a. {1971) en Wathen e.a. (1978} geen
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verschil in de concentratie van plasma-TG onder nuchiere omstandigheden,
Een aantal auteurs verrichtten bepalingen van plasma-lipiden in de afzon-
derlijke lipoproteine-fracties. De verhoogde concentratie van plasma-TG
wordt voornamelijk vercorzaakt door een verhoging van de TG-concentratie
in de VLDL-fractie, hoewel ook verhoogde TG-hoeveelheden van de LDL-
{Itels e.a. 1975, Samar e.a. 1875, Norbeck e.a. 1976, Mordasini e.a. 1977)
en HOL-fracties {Ibels e.a. 1975, Brunzell e.a. 1977) zijn aangetroffen.
De totale cholesterol-concentratie in plasma is meestal normaal of laag-
normaal. Bij een grote groep gedialyseerde mannelijke patienten (n = 10C)
vonden Brunzell e.a. (1977} een significante verlaging. Alie auteurs, die
onderzoek naar het cholesterol-gehalte van de HDL-fractie bij deze cate-
gorie patienten verrichtten, vonden op &én uitzondering na (Samar e.a.
1975) een significante verlaging (Ibels e.a. 1975, Norbeck e.a. 1976,
Bagdade e.a. 1977, Brunzell e.a, 1977, Mordasini e.a. 1977). Evenals Lewis
voor het eiwitgedeelte van de HDL-fractie reeds eerder beschreef (Lewis
e.a. 1966) vonden Ibels e.a. (1875) na transplantatie een normaie concen-
tratie HDL-cholesterol. Mordasini e.a. (1977) konden dit bij hun trans-
plantatie-groep niet bevestigen.

Patienten met nierinsufficientie v86r instelling op dialyse-behandeling
(Tab. IX) en na gesiaagde niertransplantatie (Tab. X) hebben eveneens vaak
een hypertriglyceridaemie. Na transpTantatie wordt meestal tevens een
verhoogd cholesterol-gehalte van het plasma gevonden, mogelijk toe te
schrijven aan de gebruikte corticosteroiden (Bagdade e.a. 1976b, Gregg
e.a. 1977). Ibels e.a. (1978) vonden een correlatie tussen de gebruikte
dosis corticosteroiden en het plasma-TG- en cholesterol-gehalte, Casaretto
e.a. {1974} niet. De bevinding, dat "alternate day" toediening van cortico-
steroiden de hyperlipaemie sterk doet verminderen (Beaumont e.a. 1975),
1ijkt voldoende weerlegd (Ponticelli e.a. 1875, Ibels e.a. 1978). Voor-
zichtigheid bij de interpretatie van hyperlipaemie bij transplantatie-
patienten is geboden, in het Ticht van de onderzoskingen van Ibels e.a.
(1978). Bij veertien longitudinaal (vddr en tot 40 weken na transplantatie)
onderzochte patienten, trad direct na transplantatie een daling van zowel
de TG-, als de cholestercl-concentratie op. In de loop van acht tot zestien
waken stegen beide gehalten tot verhoogde waarden, die tot het einde van
het onderzoek aanwezig bleven.

In een poging de oorzaak van de hypertriglyceridaemie bij chronische
nierinsufficientie vast te stellen,zijn door enkele auteurs PHLA-metingen
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Tabel VIIT Hypertriglyceridaemie bij patienten met een nierinsuffi-
cientie, behandeld met haemodialyse. Fen literatuur-overzicht.

Auteur Aantal onderzochte Hypertriglyceridaemie
patienten
Roodvoets e.a., 1967 8 8 a
Bagdade e.a., 1968a, b 25 7
Tsaltas e.a., 1968 11 4
Cohen e.a., 1969 34 23
Reimold e.a., 1969 30 (P.D.) /
Boyer e.a., 1870 10 6
Hiibner e.a., 1971 39 /
Edwards e.a., 1972 23 14 b
Arora e.a., 1973 8 6
Gutman e.a., 1973 25 17 c
Roodvoets, 1974 24 9 5 18
Ibels e.a., 1975 22 { <%3) _
16 { >23) -
Lazarus e.a., 1975 38 7
McCosh e.a., 1975 8 7
Murase e.a., 1975 6 7
Samar e.a.,, 1875 20 7
Wada e.a., 1975 19 16
Bagdade e.a., 1976a 14 7
Cattran e.a., 1976 64 ) 662
14 {P.D.} ) ”b
Daubresse e.a., 1976 10 / b
Ibels e.a., 1976 22 /
Novarini e.a., 1976 84 7
Brunzell e.a., 1977 } 94 7
(alTeen mannen) y 6 (P.D) /
Cramp e.a., 1977b 60 44
14 (P.D.) 9
Ibels e.a., 1977 11 ( <3j) 5
16 { >2j) 11
Mordasini e.a., 1977 39 !
Gokal e.a., 1978z 131 79
Ponticeltli e.a., 1978 126 7

7 = groepsgemiddelde significant hoger dan dat van de controle-groep
P.D. = peritoneale dialyse

Insuline-concentraties bij de patienten significant verhoogd (a) of
normaal{b) gevonden.

¢ = afhankelijk van de door de auteur gehanteerde norm
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Tabel IX. Hypertrigiyceridaemie bij patienten met een chronische

nierinsufficientie, niet behandeld met haemodialyse.
Een Tliteratuuroverzicht

Auteur Aantal onderzochte Hypertriglyceridaemie
patienten
Bagdade e.a., 1968z, b 13 s 8
Logsowsky e.a., 1968 & &
Cohen e.a., 1969 ] K4
Kekot e.a., 1971 52 /
Brgns e.a., 1972 25 d 17
Kieinknecht e.a., 1972 10 5
Wardle e.a., 1972 10 6
Ghosh e.a.,1873 12 /
Gutman e.a., 1973 15 {allen mannen) 11714
Kaye e.a., 1973 15 /b
Persson, 1973 30 7
Rocdveoets, 1974 24 12
Schifer e.a., 1974 63 40 b
Ibels e.a., 1975 27 ; b
l.azarus e.a., 1875 i3 6
McCosh e.a., 1975 6 (mild) 0
13 (matig) 7
11 (ernstig) ;
Trichopoulou e.a.., 1975 50 /
Bagdade e.a., 1976 13 ! b
Daubresse e.a., 1976 1? 7 b
Ibels e.a., 1876 13 7
Norbeck e.a., 1976 39 € !
Novarini e.a., 1976 51 /
Wochos e.a., 1976 100 43
Cramp e.a., 1977a 13 8
Ibels e.a., 1977 21 15
Mordasini e.a., 1977 13 7’
d : waaronder &&n patient behandeld met haemodialyse

a

: waaronder 9 patienten behandeld met haemodiaiyse, 4 patienten met

corticosteroiden. Zie verder legendum bij Tabel VIII.
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Tabel X. Hypertriglyceridaemie bij patienten na een geslaagde

niertranspiantatie
Auteur Aantal onderzochte Hypertriglyceridaemie
patienten

Ghosh e.a., 1973 32 /
Casaretto e.a., 1974 41 /
Roodvoets, 1974 16 7
Beaumont e.a., 1975 37 6
Ibels e.a., 1975 46 /
Lazarus e.a., 1975 62 /
Ponticelli e.a., 1975 52 27
Bagdade e.a., 1976 23 /
Ibels e.a., 1976 19 ;B
Ibels e.a., 1977 51 24
Mordasini e.a., 1977 23 /
Abbott e.a, 1978 65 /
Ibels e.a., 1978 205 95
Ponticelli e.a., 1378 101 4

Zie tegendum bij Tabel VIII.

verricht (Tab. XI). Slechts vier onderzoekingen zijn met maximale
stimulatie-doses van heparine verricht {Rocdvoets 1974, Ibels e.a. 1976,
Mordasini e.a. 1977, Bolzano e.a. 1978). Bij nierinsufficientie, al of
niet behandeld met haemodialyse, werd steeds een verlaging gevonden,
volgens Mordasini e.a. (1977) en Bolzano e.a. (1978) veroorzaakt door
een selectieve daling van de HTGL-activiteit. Bij transplantatie-patienten
worden tegenstrijdige resultaten gemeld (Ibels e.a. 1976, Mordasini e.a.
1977). Alleen Boyer e.a. (1970) stelden vast, dat toevoeging van plasma,
afkomstig van haemodialyse-patienten, in vergelijking met dat van nor-
mate individuen, aan post-heparine plasma van normalen, gemiddeld lagere
PHLA-uitkomsten gaf. De mate van remming was zeer uiteenlopend. Corre-
taties met de bij de patient gevonden PHLA en de TG-concentratie in het
plasma bestonden niet. Het onderzoek van Murase e.a. (1975), waarbij
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Tabel XI. Resultaten van PHLA-metingen bij patienten met een nierinsufficientie zonder en met dialyse-
behandeTing en na transplantatie.

Auteur Heparine Tijdstip Resultaat PHLA-meting Resultaat mengproef
dosis bToedafname CNNNT HD Y
Bagdade e.a., 1968 380 E/m2 L.0. 6, 8 en 10" ;2 ! 0 _ b
(+ 10 E/kg ©)
Boyer e.a., 1970 10 E/kg 10! 0 | 0 +
Gutman e.a., 1973 10 E/kg 10" | | i -
Roodvoets, 1974 50 E/kg 20' G i 0 0
McCosh e.a.. 1975 10 E/kg 10° | ! 0 ¢
Trichopoulon e.a.,
1975 ? ? l 0 0 0
Daubresse e.a., 1976 10 E/kg 10! ] | G 0
Ibeis e.a., 1976 106 E/kg 40' | l | 0
Mordasini e.a., 1977 60 E/kg 10" HTGL: { i N -
LPL : N N N -
Bolzanc e.a., 1978 118 - 152 E/kg 15" HTGL : 0 | 0 -
LPL : 0 N G -

ey
)
1 |

| verfaagde
N normale
0 niet onderzocht

g activiteit

(=
]

geen remming aantoonbaar
wel remming aantconbaar
niet onderzocht

o+

L.O. :
c

chronische niet-nefrotische nierinsufficientie, zonder behandeling met dialyse
chronische nierinsufficientie, behandeld met intermitterende haemodialyse
chronische nierinsufficientie, behandeld met nier-transplantatie

lich. oppervlak
: lich. gewicht



op andere wijze naar LPL-remmende activiteit in het plasma van
patienten is gezocht, is niet opgenomen in Tabel XI; het komt uitvoerig
ter sprake in Hoofdstuk IV,

Tijdens de dialyse-procedure (met heparinisatie} zelf zijn ook metingen
van de lipolytische activiteit verricht (Bagdade e.a. 1968a, Tsaltas e.a.
1968, Gutman e.a. 1973, Ibels e.a. 1976}, zij het onder verder nogal uit-
eenlopende omstandigheden. Een half tot &én uur na het begin wordt een
maximale stijging gevonden, terwijl daarna een daling optreedt, tenzij
tussentijds een maaltijd wordt gegeven (Tsaltas e.a. 1968). Bij niet-
uraemici is eenzelfde patroon van lipolytische activiteit gezien tijdens
continueinfusie van heparine (Nestel 1970, Brunzell e.a. 1975, Huttunen
e.a. 1975}: Stijging tot maximale activiteit een half tot &&n uur na de
start van de infusie, gevolgd door een daling tot na drie uur een plateau
wordt bereikt. Het laatste fenomeen is bij differentiatie naar weefsel-
herkomst van de lipoiytische activiteit bij de HTGL-activiteit vrijwel
afwezig (Huttunen e.a. 1975).

De Titeratuurgegevens omtrent de invloed van veranderingen in de
dialyse-procedure {duur, frequentie) op de lipolytische activiteit van het
plasma en het TS-metabalisme zijn tegenstrijdig. Bagdade e.a. {1968b)
vonden een verdubbeiing van de PHLA en daling van de TG-concentratie in het
plasma bij &&n patiente na van driemaal per week te zijn overgegaan op
vrijwel dagelijks dialyseren. Dagelijks dialyseren {gedurende dertig dagen)
normaliseerde de TG-concentratie in het plasma, deelt Sherard mee in een
discussie naar aanleiding van het onderzoek van Samar e.a. (1975), die
Juist een stijging van de TG waarnamen bij verlenging van de duur van de
dialyse-sessies. Ibels e.a. {1876} vonden na een aanvankelijke stijging.
een daling van de PHLA met gelijkblijven van de TG-concentratie in het
plasma bij dagelijks dialyseren {gedurende vijf dagen}.

Slechts in &&n onderzoek werden metingen gemeld van weefsel-LPiL-activi-
teit (Persson 1973): Bij dertig patienten met een matige nierinsufficientie
werd een significante verlaging van de LPL-activiteit in vetweefsel gevon-
den.

Het verdwijningsmechanisme van plasma-TG werd nog op andere wijze bij
patienten met een nierinsufficientie, &l of niet behandeld met haemc-
dialyse, of na geslaagde transplantatie, bestudeerd. Roodvoets (1974} en
Ibels e.a. (1978) verrichtten een intraveneuze en Kokot e.a. {1971) een
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orale vetbelastingstest. De meeste patienten vertoonden een vertraagde
verdwijningssnelheid.

Samenvattend zijn zowel vOdr als tijdens behandeling met dialyse bij
patienten met chronische nierinsufficientie, alsook na geslaagde trans-
plantatie, stelselmatig afwijkingen in de TG-stofwisseling gevonden. In
het laatste geval bestaat vaak tevens een hyperchoiesterolaemie. Bij vrij-
wel alle onderzochte patienten is een verlaagde PHLA gevonden. Een duide-
1ijke verkiaring hiervoor is, behoudens de deoor &&n onderzoeker verlaagd
gevonden vetweefsel-LPL-activiteit, niet voorhanden.

3. Vraagstelling.

Uit de hierboven beschreven 1iteratuur kwam naar voren, dat bij patien-
ten met nierinsufficientie slechts twee (groepen) onderzoekers LPL,
gedifferentiderd naar weefsel-herkomst, hebben bestudeerd. Persson (1973)
stelde een verlaagd gehalte aan LPL in vetweefsel van patienten met een
nierinsufficientie, zonder haemodialyse-behandeling, vast. Mordasini e.a.
(1977) rapporteerden een specifieke verlaging van de HTGL in post-heparine-
plasma bij al of niet met haemodialyse behandelde patienten, die verdween
na transplantatie. De groep uit Helsinki (Nikkild 1978, persoonlijke mede-
deling) heeft een verlaging van zowel HTGL als LPL in post-heparine-plasma
bij dialyse-patienten gevonden, Belzano e.a. (1978) alleen van HTGL.

In 1975 poneerden Miller en Miller dat HDL een belangrijke functie heeft
in het transport van cholesterol uit de weefseis naar de lever, en als
zodanig een rol speelt in het tegengaan van het atherosclerotische proces.
De steliing is gebaseerd op hun waarneming dat het HDL-cholesterol-gehalte
van het plasma negatief gecorreleerd is met de totale lichaams-pool van
cholesterol en op een samenvatting van de literatuur betreffende zogenaamde
"risico-factoren" voor hart- en vaatziekten, die steeds 1ijken samen te
gaan met een laag HDL-cholesterpl-gehalte van het plasma. Op grond hiervan
hebben wij het gehalte HDL-cholesterol van het plasma bij patienten met
nierinsufficientie, behandeld met haemedialyse, in ons onderzoek betrokken.

Geformuleerd werden de onderstaande vraagstellingen:

1. Wat is de aard en de freguentie van hyperilipaemie bij patienten met
chronische nierinsufficientie, behandeld met haemodialyse ?

Zijn er verschillen ten opzichte van patienten zonder haemodialyse-~
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behandeling 7 Heeft nefrectomie invlced op de afwijkingen ?

2. Zijn er afwijkingen in de concentratie HOL-cholesterol ? Zo ja, is er
dan een relatie met de andere afwijkingen in de stofwisseling van de
plasma-Tipiden ?

3. Wordt de verlaagde PHLA veroorzaakt door een verlaging van de LPL-
en/of de HTGL-activiteit ? Wordt een dergelijke verlaging veroorzaakt
door een verlaagde synthese, een stoornis in de vrijmaking van het endo-
theel, of een versnelde afbraak van het enzym (de enzymen} ?

Eventuele verlaging van de activiteit door aanwezigheid van een remmer
in het plasma kan niet met de in dit hoofdstuk beschreven techniek wor-
den bestudeerd. In Hoofdstuk IV wordt beschreven hoe wij getracht hebben
een antwoord op deze vraag te verkrijgen. Stoornissen in het transport
van LPL van de vet- en/of spiercellen naar de wand van de endotheel-
cellen bij normale snelheid van synthese van het enzym zou theoretisch
met de gebruikte techniek wel vast te stellen zijn.

4. Worden afwijkingen in de concentratie van insuline in het plasma gevon-
den 7
Bestaat er een relatie tussen de insuline-concentratie en de afwijkingen
in de stofwisseling van plasma-Tipiden bij deze patienten ?

4, Methodiek.

Onderzocht werden patienten met een nierinsufficientie, behandeld met
chronische, intermitterende, haemodialyse in drie centra (Deventer, Rotterdam
an Zwolle). Daar geen verschillen in dialyse-procedure, voedings-voorschrif-
ten en eventuele bijkomende medicamenteuze behandeling bestonden en alle
plasma-monsters in ons laboratorium bewerkt werden, beschouwen wij alle
vijfenvijftig patienten (23 vrouwen en 32 mannen) als &én groep. Wij onder-
zochten voorts een controie-groep van tweeénveertig gezonde persaonen
(waarvan 20 vrouwen)} vergelijkbaar voor wat betreft leeftijds-verdeling.
Bloed werd afgenomen juist voor het begin van de dialyse {de laatste dialyse
was steeds tenminste drie dagen geleden uitgevoerd) en in vrijwel alle
gevallen na 12 tot 14 uur vasten.

Het bloed werd opgevangen in hepar{ne~buizen, direct gecentrifugeerd
{15 minuten, 1000 g), waarna het piasma werd ingevroren bij -20% ¢, In de
gevallen dat de moensters getransporteerd moesten worden, gebeurde dit in
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gen container met koolzuursneeuw. Indien niet onmiddelijk gecentrifugeerd
kon worden, werd het monster ten hoogste enkele uren bij 2% ¢ bewaard. Bij
alle patienten en normalen werd in het plasma-monster de TG-concentratie
bepaald, terwijl in een wisselend aantal gevallen ook de concentraties
werden bepaald van cholesterol, HDL-chelesterol, HDL-TG, vrije vetzuren,
insuline en glucose. Yoor de bepaling van cholesterol werd gebruik gemaakt
van een enzymatische, cclorimetrische methode (cholesteroi-test-combina-
tion, Boehringer Mannheim GmbH, West Duitsland}. De HDL-fractie werd ver-
kregen door precipitatie van LDL en VYLDL met heparine-mangaanchloride,
zoals beschreven door Burstein e.a. {1970). Enkele wijzigingen werden aan-
gebracht, zodat hieronder een korte beschrijving van de procedure volgt.

Aan 1 ml plasma werd bij 4% ¢ 0.05 ml heparine-oplossing (5000 I.E./mi
Thromboliquine, Crganon, 0ss) en na mengen 0.05 ml mangaanchloride 2 M
toegevoegd. Opnieuw werd goed gemengd, waarna het buisje dertig minuten
in ijswater bleef staan, vervolgens werd 15 minuten in een Eppendorf
centrifuge bij 2% ¢ gecentrifugeerd {1500 g). In de bovenstaande laagq be-
vindt zich de HDL-fractie, deze werd met een pasteurse pipet afgepipetteerd,
waarna een cholestergl-bepaling in deze fractie plaats vond (HDL-choles-
terol). De precipitatie werd steeds dezelfde dag, of &én dag nadat het
bloed verkregen was, verricht. In het laatste geval werd het bloed bij
4° C bewaard. Aldus bewaren van bloed had tot vier dagen tussen bloedafname
enh uitvoering van de precipitatie geen invioed op het resultaat van de
metingen van het HOL-cholesterol. Indien niet direct na de uitvoering van
de precipitatie esn cholesterol-hepaling werd verricht, werd het super-
natant bij -20° ¢ bewaard. Met de door ons gebruikte, hogere eind-concen-
tratie MnCl, (91 mM) was het supernatant meestal helder, terwijl ook de
precipitatie vollediger is (Albers e.a. 1978). Bij lichte troebeling van
het supernatant, werd nogmaals gecentrifugeerd, alvorens de bovenstaande
Taag af te pipetteren. Overigens beschreven Demacker e.a. {1977} al een
gcede correlatie tussen de concentratie HDL-cholesterol, verkregen met de
ultracentrifuge-methode, en de hierboven beschreven precipitatie~methode
biJj gebruik van een lagere eind-concentratie MnC12 (45 mM) .

Bij vijftien patienten (allen uit één dialyse~centrum afkomstig) en
zeven gezonden werd tevens een langdurige stimulatie van de Tipolytische
activiteit teweeggebracht met behulp van een vier uur durende continue
infusie van heparine, in essentie uitgevoerd zoals beschreven door Brunzeli
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e.a.(1975). Na 12 tot 14 uur vasten ward eerst op de bovenbeschreven wijze
bloed afgenomen, waarna de continue infusiewerd gestart met een intra-
veneuze injectie van 4000 I.E. heparine, waarna gedurende vier uur met
behulp van een infusie-pompje 1500 I1.E. heparine per uur intraveneus
werden toegediend. Nadat uit een preliminaire studie, waarin alleen de
totale lipolytische activiteit van het plasma gemeten werd, gebleken was,
dat de piek-activiteit na 30 tot 60 minuten optreedt en aan het einde van
de infusie (3 - 4 uur), een plateau werdt bereikt, werd volstaan met bloed-
aframe tijdens de infusie op de tijdstippen i, 1 en 4 uur. Bij de patienten
viel de proef samen met een dialyse-zitting, waarbij de vorige dialyse
steeds minstens drie, maximaal vijf, dagen geleden was verricht.

Bloed werd opgevangen in EDTA-cupjes (potassium-EDTA, Searle KE/Z2.5)
en bewerkt als hierboven beschreven. Bepaling van de lipolytische activi-
teit werd uitgevoerd volgens de methode beschreven door Huttunen e.a.(1975)
waarbij de LPL-activiteit na precipitatie van de HTGL met behulp van een
antilichaam tegen dit lever-Tipase (Jansen e.a. 1973) gemeten wordt in een
incubatie-medium met een eind-concentratie NaCl van 0.1 M, terwij] de
activiteit van het hepatisch enzym wordt bepaald bij een eind-concentratie
NaCl van 1.0 M, die sterk remmend werkt op de extrahepatische LPL-activi-
teit. Alvorens de reactie te starten werd na toevoeging van het monster
opnieuw geBmulgeerd. De bepalingen werden steeds in duple uitgevoerd met
medenemen van een standaard-plasma-monster bij elke serie ingezette experi-
menten. Het standaard-plasma werd verkregen door van een gezond individu
(na 12 tot 14 uur vasten) 20 minuten na intravereuze toediening van 50 tot
100 I.E. heparine per kg Tichaamsgewicht, 100 - 150 ml bloed af te nemen,
dat direct werd gecentrifugeerd en in kleine porties bij -20° ¢ werd be-
waard.

5. Resultaten.

In Tabel XII zijn de resuyltaten samengevat van de hepalingen van
cholesterol en TG in plasma en in de HDL-fractie bij gezonden en patienten
met een nierinsufficientie, behandeld met haemcdialyse. BiJj de patienten is
de plasma-TG-concentratie significant verhoogd, maar het plasma-choleste-
rol-gehatte normaal, hoewel een grotere spreiding bestaat. In de controle-
groep noch in de patienten-groep zijn significante verschillen in de
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Tabel XII. Concentratie van lipiden (gemiddelde + S.D. in mmol/]) in plasma en in de Hol-fractie in de
controle-groep en bij patienten met een nierinsufficientie, behandeid met haemodialyse

TG n Chol. n HOL-TG n HDOL-chot. n
vrouwen C 0.76 + 0.37 |20 |5.11 +0.68 | 13 J0.10 + 0.06 |13 [1.50 + 0.34 |13
vrouwen HD 1.8 + 0.99 |23 |5.04 + 1.38 | 11 |0.11 + 0.03 4 10.63+0.15 11
p <(.001 n.s. n.s. <0.001
mannen C 1.01 + 0.41 (22 (5.41+90.57 | 16 [0.09+0.04 /14 11.14 +0.32 116
mannen HD 2.21 + 1,14 |32 |5.50 + 2,011 13 [0.16 + 0.04 5 [0.54 +0.21 (13

T
p <(.001 n.s. <0.01 <0.001

C = controle-groep
HD = patienten met nierinsufficientie, behandeld met haemodialyse



diverse lipide-fracties tussen mannen en vrouwen aangetroffen met uitzon-
dering van de concentratie van plasma-TG (p <0.05) bij normalen. Het HDL-
TG-gehalte is alleen bij de mannelijke dialyse-patienten significant ver-
hoogd, Bij zowel de mannelijke als de vrouwelijke patienten werd een sig-
nificante verlaging van de concentratie van HDL-cholesterol gevonden. Hier-
bij is het normale verschil in concentratie van HDL-cholestersg] tussen man-
nen en vrouwen verdwenen.

De concentratie in het plasma van de vrije vetzuren (638 + 277 uaeg/1.

n = 34), insuline (1% + 11 mE/1, n = 47) en glucose (5.8 + 0.9 mM, n =
32) waren bij de patienten licht verhoogd of hoog-normaal.

Uit Figuur 58 blijkt duidelijk dat de groep patienten met een nierinsuf-
ficientie v6dr behandeling met haemodialyse (Hfdst. II} de hoogste TG-con-
centraties heeft., De patienten, behandeld met haemodialyse, hebben een
significant lagere TG-concentratie {p <0.025). Dit verschil blijft bestaan
{(p <0.05) bij vergelijking van de prae-dialyse groep met de nog in het
bezit van beide nieren zijnde patienten op dialyse. De laatsten zijn
degenen, met de hoogste gemiddeide TG-concentratie binnen de dialyse-groep,
hoewel de verschillen tussen de waarden bij dialyse-patienten met en zonder
refrectomie niet significant zijn. In Figuur 58 worden de gemiddelden voor
mannen en vrouwen afzonderlijk getoond. De gemiddelde concentratie van plas-
ma-T1G is binnen elke groep voor vrouwen lager, doch met uitzondering van
de groep rormalen niet significant verschillend van die bij mannen., Het
insuline-gehalte van het plasma bleek in alle onderzochte groepen tesamen
positief gecorreleerd met de nuchtere TG-concentratie (r = 0.47, p <0.01,
n=47). Op &&n uitzondering na ontbraken correlaties tussen de lipide-
concentraties onderling, zowel bij normalen als bij de patienten: Het HDL-
TG-gehalte is bij normale vrouwen positief gecorreleerd met de totale
plasma-TG-concentratie (r = 0.81, p <C0.01l, n = 13).

Figuur 6 geeft de resultaten weer van de langdurige stimulatie van de
lipelytische activiteiten met heparine bij zeven normale individuen en
vijftien patienten. Het valt op dat op alle voor metingen gekozen tijd-
stippen de HTGL-activiteit aanzienlijk groter is dan de LPL-activiteit.

De HTGL-activiteit daalt relatief minder sterk tijdens de infusie-periode
dan de LPL-activiteit. De vieruvurs-waarde, uitgedrukt in procenten van de
maximaal bereikte activiteit, bedraagt voor HTGL 77.2% {controles), resp.
81.8% (patienten), daarentegen voor LPL 32.3% {controles), resp. 29.6%

{patienten). De patienten hebben sen gemiddeld hogere HTGL- en gemiddeld
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Fig. 5A
Plasma-TG (gemiddelde + S.D.) bij normalen (C), patienten met nierinsuf-
ficientie zonder haemodialyse-behandeling (NI} en bij dialyse-patienten
(HD)}, welke geen (N}, een bilaterale (NZX) of een unilaterale (N1X)
nefrectomie hebben ondergaan.
Aan de basis der kolommen vermelde getallen geven het aantal onderzochte
personen weer. De p-waarden, direct boven de kolommen vermeld, betreffen
het verschil t.o.v. de controle-groep.

Tagere LPL-activiteit, hetgeen duidelijk tot uiting komt in de HTGL-LPL-

verhouding tijdens stimulatie: Voor controles achtereenvolgens 1.16, 1.73

en 3.03 voor patienten 2.35, 2.44 en 6.75. Alleen de LPL~activiteit een
half uur na de start van de infusie is bij de patienten significant ver-
Taagd: 54 + 16 vs. 90 + 33 umol FFA/min/1 (p <0.025).
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Plasma~TG (gemiddelde + 5.D.) bij dezelfde groepen als in Fig. 5A weer-
gedeven voor vrouwen (gearceerde kolommen) en mannen afzonderlijk. Alleen

bij normalen is het verschil tussen vrouwen en mannen significant.

en 3.03, voor patienten 2.35, 2.44 en 6.75. Alleen de LPL-activiteit een
half uur na de start van de infusie is bij de patienten significant ver-
laagd: 54 + 16 vs. 90 + 33umol FFA/min/1 (p <0.05).

Tabel XIII geeft de maximale en 4-uurs{eguilibrium}-waarden van de
lipoiytische activiteiten, gescheiden voor mannelijke en vrouweldjke
patienten. Opvallend is het verdwijnen van het normale verschil in LPL-
activiteit tussen vrouwelijke (hoger) en mannelijke patienten, terwijl
dat voor HTGL (bij manrnen hoger) behouden is gebleven.
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HTGL- (onderbroken 1ijn} en LPL-activiteit ({getrokken 1ijn), weergegeven
als gemiddelde + S.E.M., bij normale individuen (open symbolen) en
dialyse-patienten (gesloten symbolen) tijdens heparine-infusie gedurende
4 uur.

Tabel XIV geeft een samenvatting van de resultaten van de correlatie-
berekeningen.Er werd een negatieve correlatie tussen de maximale LPL-
activiteit en de TG-concentratie gevonden, die bleef bestaan als, onaf-
hankelijk van het al of niet bereiken van een maximum op t = } uur, van
de l-uurs waarde de correlatie met de TG-concentratie werd onderzocht
{r = -0.64, p <0.01}. Een dergelijke relatie bestond niet met de HTGL-
activiteit. Zowel de maximale activiteit van HTGL als die van LPL, is

gecorreleerd met de concentratie HDL-cholesterol, zij het tegengesteld.
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Tabel XIII. HTGL- en LPL-activiteit bij gedialyseerde patienten tijdens
heparine-stimulatie gedurende 4 uur

Lipolytische marnen (n = 8) vrouwen (n = 7) p

activiteit

HTGL maximum 173 + 54 95 + 28 <0.005
equitibrium 135 + 67 77 + 16 <0.05

LPL  maximum 55 + 24 65 + 27 n.s.
equilibrium 17 + 14 15 + 10 n.s.

* gemiddelde waarde + 5,

b.

, inumol FFA/min/l

Tabel XIV. Correlaties tussen de met heparine

activiteit en de concentraties van

de stimulatie bij dialyse-patienten (n

gestimuleerde lipalytische
lipiden bij de aanvang van
15)

LPL max. VS .
plasma~TG
HOL-choT.
HTGL max.
HTGL max. Vs
plasma-TG

HDL~chol.

- 0.61
0.52
- 0.12

0.37
- 0.54

<0.05
<0.05

n.s.

n.s.
<0.05

Opvallend is, dat voor wat de correlatie met LPL betreft de mannen
{r=10.78, p <0.05; vrouwen r = 0.18), voor wat betreft de HTGL de

vrouwen {r = -0.80, p <0.05; mannen r

-3.02) verantwoordelijk zijn voor

het binnen de hele groep gevonden verband. De vier-uurs-waarden van LPL

en HTGL waren niet gecorreleerd met de plasma-TG-concentratie,noch met
het HDL-cholesterol~gehalte.
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Figuur 7 toont het verband tussen de maximale en de 4-uurs-waarden
voor HTGL bij normalen (r = 0.83, p <0.05) en patienten (r = 0.91,
p <0.005). Er bestaat geen verschil in deze relatie tussen heide groepen:
Patienten y = 0.89 x - 14.16, normalen y = 0.89 x - 18.30. Een verband
tussen deze activiteiten van LPL bestond wel bij patienten {r = 0.58,
p <0.05), doch niet bij normalen (r = 0.45}.

Correlaties tussen de beschreven afwijkingen in de plasma-lipiden en
de Tipolytische activiteiten enerzijds en dieet en duur van de behandeling
met dialyse anderzijds, waren niet aanwezig.

6. Bespreking van de resultaten.

Ook patienten, lijdende aan een nierinsufficientie en behandeld met
haemodialyse, hebben vaak een hypertriglyceridaemie. De afwijking is min-
der uitgesproken dan bij de groep patienten, beschreven in Hoofdstuk 11.
Wanneer in de Titeratuur al een vergelijking tussen patienten met en
zonder dialyse-behandeling gemaakt wordt, vindt men meestal geen signifi-
cante verschillen. In drie onderzoekingen wordt een significante verhoging
van de TG-concentratie in het plasma bij de dialyse-groep beschreven
{Bagdade e.a. 1968a, Cohen e.a. 1969, Novarini e.a. 1976). De eerste groep
cnderzoekers meldt echter in een recente publicatie geen verschil met en
zonder dialyse te vinden (Bagdade e.a. 1977).

Hoewel de verschillen in de TG-concentratie in het plasma tussen
dialyse~-patienten zonder en met bilaterale nefrectomie niet significant
waren, is het opvaliend dat bij de laatste groep belangrijk minder
patienten met hypertriglyceridaemie voorkwamen: 2/10 tegen 21/41.
Rocdvoets (1974} onderzocht het effect van nefrectomie bij negen patien-
ten door vBOr en minstens een week na de operatie het TG-gehalte van het
plasma te bepalen. Verschillen werden niet gevonden. Daar het bij zijn
onderzoek om TG-concentraties in niet-nuchtere toestand ging, is niet
duidelijk welke conclusie hieraan te verbinden is. De eigen bevindingen
ten aanzien van een verminderde frequentie van hypertriglyceridaemie na
nefrectomie wettigen discussie over remmende substantie(s) van de LPL~
synthese en/of "release" afkomstig uit de zieke nier.
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Fig. 7
Correlatie van de maximale HTGL-activiteit met-die in de late fase in
dialyse-patienten (gesloten symbolen) en normalen {open symbolen}.
Regressie-vergelijking voor patienten: y = 0.89 x - 14.16: regressie-
vergelijking voor normalen {conderbroken 1ijn}: y = 0.89 x ~ 18.30.

Opvallend is de sterke verlaging van de HDL-cholesterol-concentratie
bij mannen zowel als vrouwen, bij overigens gelijkblijvende totale choles-
terol-concentraties. Het onder normale omstandigheden aanwezige verschil
tussen manner en vrouwen i$ verdwenan, of anders gezegd, de daling bij de
mannelijke patienten is minder sterk uitgesproken (Fig. 8). Norbeck e.a.
(1976) rapporteren hetzelfde fenomeen bij 39 patienten met nierinsufficien-
tie, waarvan het merendeel geen behandeling met dialyse onderging, zonder
dit te bediscussigren. Minder waarschijnlijk is, dat dit samenhangt met de
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Concentratie van HDL-cholesterol bij patienten met nierinsufficientie,
behandeld met intermitterende haemodialyse.
De rechthoeken geven de normale waarden {gemiddelde + 2 5.D.) aan.
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bij mannelijke dialyse-patienten gevonden verlaging van de testostercn-
concentratie (Lim e.a. 1976, Holdworth e.a. 1977), daar wij geen verschil
in HDL-cholaesterol-gehalte vonden tussen niet-uraemische mannen met en
zonder testosteron-deficientie (Verschoor e.a. 1878b). Een meer voor de
hand Tiggende verklaring is het wegvallen van het verschil in (extra-
hepatische) LPL-activiteit tussen mannelijke en vrouwelijke patienten,
daar niet alleen in het hier beschreven onderzoek, maar ook elders een
positieve correlatie tussen de LPL-activiteit, gemeten als veiweefsel-
activiteit (Nikkild e.a. 1978) of PHLA (Verschoor e.a. 1%78c), en het HDL-
cholesterol-gehalte van plasma is gevonden.

Het bifasische patroonvan de Tipolytische activiteit tijdens continue
stimulatie met heparine maakt het mogelijk stoornissen in het vrijmaken
van het enzym van de endotheelwand (vroege fase) en in de aanmaak (late
fase) te bestuderen (Brunzell e.a. 1975}. De vroege fase van de LPL-acti-
viteit bij de patienten was significant verlaagd in vergelijking met die
in de controle-groep. Deze verlaging kan veroorzaakt worden door een stoor-
nis in het vrijmakingsproces zelf (heparine-resistentie, abnormale binding
aan de endotheelwand) of door een verkleining van de aan de endotheelwand
voor snelle vrijmaking beschikbare LPL-pool. "Dose-response'-onderzoekin-
gen met heparine bij patienten met nierinsufficientie zijn, behoudens de
door Gutman e.a. (1973) vermelde resultaten met twee doses heparine bij
dialyse-patienten, niet verricht, Abnormale binding van LPL aan de vaat-
wand is theoretisch mogelijk; onderzoek hiernaar is niet verricht. Wel is
bekend dat ontwikkeling van atheromen op den duur gepaard gaat met een
daling van het heparan-sulfaat- en LPL-gehalte van de vaatwand
{Vijayakumar e.a. 1975). Tegen de aanname van een verkleining van de LPL-

pool (aan het endotheel), uitsluitend op grond van een afname van de massa
van het spier- en vetweefsel bij dialyse-patienten, als verklaring, pleit
enigszins dat in de late fase het niveau wel gehandhaafd blijft.

Onze bevindingen zijn in tegenspraak met die van Mordasini e.a. (1977)
en Bolzano e.a. (1978). Wij wezen er reeds op dat deze onderzoekers bij
patienten met nierinsufficientie Juist een verlaging van de HTGL-activi-
teit vonden. Hoewel verschilien in de procedure bestaan {de gencemde onder-
zoekers gebruikten een 8&nmalige dosis heparine en pasten alleen bloedaf-
name na 10, resp. 15 minuten toe) 1ijken deze de discrepantie niet voldoen-
de te verklaren. De suggestie van Mordasini e.a. (1977) dat de door hen
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gevonden verlaging van de HTGL-activiteit verklaard zou kunnen worden
door een versnelde verdwijning van het enzym uit de c¢irculatie, wordt
niet gesteund door het (vrijwel) samenvallen van de curven van de vroege
tegen de Tate HTGL-activiteit bij onze patienten, respectievelijk de door
ons onderzochte groep normalen (zie Fig. 7). Een tweede probleem bij ver-
gelijking van beide onderzoekingen vormt de door ons gevonden (zie

Tab. XIV) negatieve correlatie tussen HTGL en HDL-cholesterol: Het onder-
zoek van Mordasini e.a. (1977) toont een daling van zowel de HTGL-activi-
teit als de concentratie HDL-cholesterel.

De b1} chronische nierinsufficientie beschreven stijging van de verhou-
ding glucagen/insuline (Bilbray e.a. 1974) zou, analocg aan de situatie
bij vasten en diabetes mellitus, een verlaagde LPL-activiteit kunnen ver-
klaren, ware het niet dat bij vasten en diabetes melTitus primair een
verlaging van de synthese van LPL werd vastgesteld (Brunzell e.a. 1975,
Pyk#1isto e.a. 1975), waarvoor bij onze patienten met de gebruikte, uiter-
aard vrij summiere techniek, geen aanwijzigingen zijn gevonden. Zowel de
stijging van insuline, als de sterkere stijging van glucagon worden voor-
namelijk veroorzaakt door een stoornis in de klaring van beide hormonen
door de zieke nier (Rabkin e.a. 1970, Emmancuel e.a. 1978).

De relaties, gevonden tussen de 1ipoiytische activiteiten en het HOL-
cholestercl-gehalte, berusten naar alie waarschijnlijkheid op de inter-
relaties van aanmaak en afbraak van VLDL resp. HDL: Versnelde afbraak van
YLDL (of chylomicronen) al of niet onder invloed van heparine-toediening
geeft een stijging in de concentratie van HDL (LaRosa e.a. 1971, Homma
en Nestel 1975, Nikkild =.a. 1978).

7. Conclusies.

1. Bij de met chronische, intermitterende haemodialyse behandelde
patienten met nierinsufficientie komt in de helft der gevailen een
hypertriglyceridaemie voor, hetgeen inhoudt dat de frequentie van
voorkomen lager is dan bij de door ons bestudeerde patienten met
nierinsufficientie zonder dialyse. Tevens is bij de eerste grcep
patienten de hypertriglyceridaemie minder uitgesproken. Het choles-
terol-gehalte van het plasma is meestal normaal.
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Het vrije vetzuur-gehalte in het plasma varigert van normaal tot
Ticht verhoogd.

Hoewel geen significant verschil in groeps-gemiddelden voor
plasma-TG bestond, blesk hypertriglyceridaemie bij dialyse-patien-
ten met uni- of bilaterale nefrectomie minder vaak voor te komen
dan bij patienten zonder nefrectomie.

. De concentratie van HDL-cholesterol is zowel bij vrouwelijke als

bij mannelqijke patienten significant verlaagd ten opzichte van de
groep normalen en wel zodanig, dat geen verschil meer tussen het
niveau bij vrouwelijke en mannelijke patienten bestaat. Tegengestel-
de correlaties met Tipolytische activiteit werden gevonden: Een
positieve met de LPL-activiteit bij wannen, een negatieve correlatie
met de HTGL-activiteit bij vrouwen.

. Bij onderzoek met behulp van heparine-infusie was alleen de LPL-

activiteit in de vroege fase bij de patienten significant verlaagd.
Heparine-resistentie van de LPL-release van het endotheel of ver-
kieining van de LPL-pool aan het endotheel worden gesuggereerd.

. De insuline-concentratie in het plasma van de patienten varidert

van normaal tot licht verhoogd en is positief gecorreleerd met de
TG-concentratie in nuchtere toestand. Relaties van het insuline-
gehalte met de Tipolytische activiteiten tijdens continue stimulatie
met heparine zijn bij de patienten, noch de normalen, gevonden.

. Dieet noch duur van de intermitterende behandeling met dialyse hiel-

den verband met de bovenbeschreven afwijkingen in de stofwisseling
van plasma-lipiden.



HOOFDSTUK V.

ONDERZOEK NAAR DE LIPOPROTEINE LIPASE REMMENDE ACTIVITEIT IN HET PLASMA
VAN PATIENTEN MET EEN CHRONISCHE NIERINSUFFICIENTIE, BEHANDELD MET
HAEMODIALYSE .,

1. Literatuurgegevens.

PHLA-metingen worden niet alleen beTnvloed door voedselopname en con-
centraties van bepaalde hormonen, maar tevens door andere in de circula-
tie aanwezige activerende en remmende substanties. Werd aanvankelijk de
nadruk geiegd op remming (Anfinsen e.a. 1952, Nikkild 1953}, dit veran-
derde met het onderzoek van Korn {(1955a, b), die tevens aantoonde dat een
component van de o-lipoproteine-fractie verantwoordelijk is voor het
activerend effect van plasma.

Ook in de kTiniek, waar juist de "diet-heart era“*) aanving, bestond
rond 1950 belangstelling voor dit probleem, getuige de vele onderzoekingen
over een verminderds "clearing factor activity" bij patienten met klini-
sche verschijnselen van atherosclerose {Block e.a. 1951, Gliver en Boyd
1953, Mitchell 1959a en Slack e.a. 1964). Op grond van dierproeven, boven-
staande verminderde "clearing factor activity" en de gunstige werking van
heparine op angina pectoris {Graham e.a. 1951}, heeft heparine enige
tijd deze behandelings-indicatie gekend. Hoewel Angervall en Hood {1957)
geen verschil in "¢learing fTactor activity" tussen normalen en patienten
met atherosclerose konden aantonen, werd wel een grotere mate van remming
door plasma van de laatsten waargenomen. Tevens toonden de auteurs aan
dat bij toevoeging van toenemende hoeveelheden normaal plasma aanvankeiijk
een activatie, later een remming van de “clearing™ optreedt (gemeten aan
veranderingen in optische dichtheid van een mengsel bestaande uit room en
"¢learing factor" bereid uit post-heparine plasma). Volgens Mitchell
{1959b) zou de remmende activiteit in de thrombocyten~fractie aanwezig
zijn, terwijl Hollett en Nestel (1960) remmende activiteit zowel in de

%)

term ontleend aan G.V.Mann, Current Concepts: Diet-Heart: End of an Era.
N. Engl. J. Med. 297: 644, 1977.
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thrombocyten alsook in het plasma konden aantonen. Onlangs is de groep
van Schotz op dit probleem teruggekomen (Song e.a. 1974, Nilsson-Ehle e.a.
1975): Zij stelden vast dat thrombocyten geen effect of een geringe acti-
verende werking op LPL uitoefenen afhankelijk van het gekozen substraat.

Een tweede aanleiding fot belangsteiling vanuit de kliniek voor remming
van LPL vormde het optreden van dit verschijnsel bij pancreatitis {Kessler
e.a. 1962, 1963, Hulsmans e.a. 1971, Prokofowicz en Gabryelewicz 1973).
Gang e.a. (1976, 1977) toonden bij een verscheidenheid van acute en chro~-
nische ontstekingsprocessen en bij nierinsufficientie aan, dat de post-
heparine activiteit van LPL en histaminase (diamine-oxidase, DAQ) geremd
zijn, terwijl de activiteiten van beide enzymen gecorreleerd bleken te
zijn.

Yijftien jaar nadat Korn (1955a, b) soortgelijke bevindingen deed
toonden twee groepen onderzoekers {Havel e.a. 1970, LaRosa e.a. 1870) aan,
dat een specifiek apoproteine uit de VLDL-fractie (ock aanwezig in chylo-
micronen en de HDL-fractie) verantwoordelijk is voor de activatie van LPL
door plasma: apo-LP-Giu of apo—Cllﬁ). Gelijktijdig werd voor apo-CIII een
geringe stimulatie van lage en een remmende werking bij hogere concentra-
ties vasigesteld (Havel e.a. 1970). Brown en Baginsky {1972)schrijven het
stimulerend effect van lage concentraties apo-CIII toe aan een veront-
reiniging met apc-CII. Chung en Scanu (1974} komen eveneens tot de conclu-
sie dat apo-CII activerend en apo-CIII remmend werkt op de LPL-activiteit.
Tenslotte vonden Ganesan e.a. (1971) ook noy activatie van LPL door apo-CI,
maar dit kon door Havel e.a. {1973) niet worden bevestigd. Latere onder-
zoekingen maken aannemelijk dat een deel van de tegenstrijdige resultaten
verklaard kan worden door de omstandigheden waaronder de experimenten
verricht zijn.

*) Aanvankelijk zijn drie benoemings-systemen voor apolipoproteinen gehan-
teerd: Benceming naar het COCH-eindstandige aminozuur {Brown e.a. 1969),
benoeming naar de dichtheid bij ultracentrifugeren (Scanu en Ritter
1873) en het thans algemeen gevolgde, op immunoprecipitatie berustende,
systeem van alfabetische benoeming der apolipoproteinen-families met
onderverdeling door toegevoegde romeinse c¢ijfers (Alaupovic 1871), het-
geen overigens op het onjuiste concept, dat elke scort Tipoproteine-
partikel een constante samenstelling heeft, gebaseerd is.
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Brown en Baginsky (1974) toonden aan dat bij stijgende substraat-
concentraties de remming door apo-CIII te niet wordt gedaan, terwij)
Ostlund-Lindguist en Iverius (1975) lieten zien, dat activatie van LPL
door apo-CII bij constante substraat-concentratie dosis-afhankelijk is met
een duidelijk optimum, omgekeerd bestond eveneens een optimale substraat-
concentratie bij constant gehalte apo-CII.

Als illustratie van deze ontwikkeling kan de beschrijving van het
ontbreken van een response van de PHLA als gevolg van afwezigheid van
apo-CII bij een patient met hypertriglyceridaemie worden gezien
(Breckenridge e.a. 1878).

Het vOdrkomen van zowel remmende als activerende substanties in het
plasma heeft tot gevolg gehad, dat voor Zo nauwkeurig mogelijke PHLA-
metingen steeds kieinere eindvolumina werden gebruikt. In de tweede plaats
heeft het geleid tot de ontwikkeling van methoden om de "netto" LPL~
activerende, ¢.q. -remmende activiteit van plasma te meten {Murase e.a.
1975, Chu e.a. 1976, Rogers e.a. 1976a, b, Cryer en Jones 1978).

In het verleden zijn diverse pogingen ondernomen een normale dan wel
abnormale hoeveelheid PHLA bij uraemici aan te tonen {zie Tab. XI, Hfdst.
III). Alleen Boyer e.a. {1970) slaagden er met mengproeven in remmende
activiteit bij deze categorie patienten aan te tonen. De mate van remming
was echter zeer uiteenlopend, terwijl geen correlatie met de TG-concentra-
tie of de eigen PHLA bestond. Murase e.a. {1975) gebruikten een maximaal
geactiveerd LPL, afkomstig uit vetweefsel van ratten, ter bestudering van
remmende activiteit van plasma. De maximale activatie werd met plasma
(0.1 ml) van patienten (n = 5} zowe] als van gezonden {n = 5) bereikt.
Toevoeging van meer plasma (0.4 ml) van patienten gaf, in tegenstelling
tot bij gebruik van piasma van normalen een sterke remming van de LPL-
activiteit. De auteurs hebben niet kunnen aantonen dat deze remming gecor-
reieerd is met de TG-concentratie in nuchtere toestand. Een gering deel
van de remmende activiteit was diaiyseerbaar. Werd plasma gescheiden in
een lipoproteine-bevattende en een Tipoproteine-vrije fractie, dan bleek
het verschil in remming tussen patienten en gezonden voornamelijk in de
laatstgenocemde fractie aanwezig. Mogelijk gaat het hier slechts om een
kwantitatief verschil gezien de dosis-effect-gegevens. De gegevens van
Murase e.a. {1975) wijzen erop dat het een eiwit is.

Een stof die ook een rol zou kunnen spelen is het methylguanidine,
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een "uraemisch toxine" (Giovannetti e.a. 1973), waarvan is aangetoond dat
het in het dierexperiment een hypertriglyceridasmie veroorzaakt (Balestri
e.a. 1970}, terwijl Gdng e.a. (1976, 1977) aantocnden dat methylguanidine
histaminase remt, een enzym dat evenals LPL door heparine geactiveerd
wordt en verlaagd is bij patienten met een nierinsufficientie.

Onlangs zijn ock de z.g. "middle molecules" (stoffen die zich in het
bloced van uraemische patienten ophopen met sen molecuulgewicht variérend
van 10.000 - 60.000, waardoor zij bij de gangbare dialyse niet verwijderd
worden) als factor in de pathogenese van de hypertriglyceridaemie bij nier-
insufficientie genocemd (Bergstrdm en Fiirst 1978). Preliminaire resultaten
met haemofiltratie {(een dilayse-techniek waarbij de "middle molecules" wel
verwijderd worden) bracht biJj erkele patienten, tevoren met haemcdialyse
behandeld, een verlaging van de TG-concentratie teweeg (Henderscn 1978).

Het feit dat Murase en medewerkers (1975) geen verschil in remming
tussen normaal en "uraemisch" plasma zagen bij gebruik van de lipoproteine-
bevattende fractie, maakt het minder waarschijnlijk, dat een veranderde
samenstelling van apoproteinen verantwoordelijk is voor de LPL-remmende
activiteit van het plasma van patienten met nierinsuffcientie.

2. ¥Yraagstelling.

Eén van de mogelijkheden ter verklaring van de bij patienten met nier-
insufficientie gevenden verlaging van de LPL-activiteit, is het bij deze
patienten {meer) in het plasma voorkomen van een stof, die dit enzym remt.
Gezien de resultaten verkregen door Murase e.a. (1975) door meting in een
maximaal geactiveerd enzym-substraat-systeem, werd dezelfde proefopzet in
ohze experimenten toegepast.

De belangrijkste vragen, die wij op deze wijze hoopten op te lossen,
luidden:

1. Is er een verschil in LPL-remmende activiteit van het plasma van patien-
ten met een nierinsufficientie, behandeld met intermitterende haemodia-
lyse, resp. van gezonden ? Om practische redenen, het niet vaak en in
de tijd zeer gespreide voorkomen, werden patienten met een ernstige
nierinsufficientie, die {nog) niet behandeld werden met haemodialyse,
niet in het onderzoek betrokken.
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2. Is de concentratie van TG in plasma gecorreieerd met de mate van even-
tuele remming 7

3. Methodiek,

Tien patienten (vier vrouwen en zes mannen} met nierinsufficientie, die
reeds geruime tijd met intermitterende haemcdialyse waren behandeld, wer-
den vergeleken met vijf gezonde vrouwen en vijf gezonde mannen {controle-
groep). Op grond van het verschil in resultaten verkregen bij de controle-
groep in vergelijking met die van Murase e.a. (1975), werden zowel de
normale individuen als de patienten na een half jaar opnieuw onderzocht.
Hierdoor was het verioop van het onderzoek in de tijd als volgt: Eerste
onderzoek normalen in de winter, daarop volgende zomer tweede onderzoek
bij normalen en eerste onderzoek patienten, de dazarop volgende winter wer-
den de patienten voor de tweede maal onderzocht. In de controle-groep werd
&én persoon (nr. 6) alleen de eerste maal onderzocht. Bij zeven van de
tien patienten kon het onderzoek worden herhaald. E&n persoon uit de con-
trole-groep {(nr. 5) bleek bij het eerste onderzoek een marginaal ver-
hoogde TG-concentratie te hebben {2.02 mmol/1), dat bij herhaling van het
onderzoek gestegen bleek te zijn tot 3.06 mmoi/1l.

Na twaalf tot veertien uur vasten werd veneus bloed afgencmen voer de
bepaling van de concentraties TG, vrije vetzuren en insuline in het plasma,
terwijl enkele ml plasma direct werden gecentrifugeerd om &T dezelfde dag
of.enkeledagen later op LPL-remmende activiteit te worden onderzocht. In
het laatste geval werd het plasma bij -20° ¢ bewaard. Bij de patienten
viel het tijdstip van bloedafname steeds direct vodr een nieuwe dialyse-
zitting, zodat de voorgaande behandeling drie tot vier dagen tevoren had
plaats gevonden.

Teneinde de resultaten uit de drie bovengenoemde onderzoeksperioden te
kurinen vergelijken werd in elke serie experimenten het gedrag ven gedialy-
seerd pool-plasma, afkoemstig van de bloedtransfusiedienst (drie verschil-
lende batches), ten aanzien van het LPL-remmend effect nagegaan (Fig. 9).
Om onze gegevens met die in de Titeratuur te kunnen vergelijken, werden
de methoden van Murase e.a. (1975) op de voet gevolgd. Op de door Salaman
en Robinson {1966) beschreven wijze werd met behulp van aceton-aether LPL
geextraheerd uit epididymaal vetweefsel van Wistarratten. Meting van de
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Effect van toenemende hoeveelheden gedialyseerd "pool"-plasma (bloedtransfusiedienst, batch I, 11 en III} op
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LPL-activiteit vond plaats in een totaal volume van 1.0 ml, als voligt
samengesteld: 0.4 ml substraat, 0.4 ml of minder plasma waarbij het
volume dar werd aangevuld tot 0.8 ml met 4 % boviene serum albumine {BSA)
in 0.2 M tris-HC] buffer (pH 7.4) en 0.2 m1 (3 mg) enzymextract. Alvorens
de reactie te starten werd opnieuw geBmulgeerd. Het substraat had de vol-
gende samenstelling: 1 uCi glycerol-trioleaat —1—14C, 0.133 g glyceral-
trioleaat, 0.9 ml van een 1 %-oplossing Triton X-10G, 0.9 ml van een 4 %-
oplossing boviene serum albumine (BSA, pH 8.6) en 10.2 wl 0.2 M tris-HCT
buffer (pH 8.6). GeEmulgeerd werd 5ij 0° C met ultrageluid (3 minuten,

75 kHz). Nadat de eigenschappen van dit systeem (Fig. 10) vergelijkbaar
bieken met die van de ocrspronkelijk beschreven opzet werd steeds ge-
durende 30 minuten bij 37°% ¢ geTncubeerd, terwijl steeds gebruik ge-
maakt werd van 3 mg vetweefselextract als enzympreparaat.

Daar het ons in de eerste plaats ging om de vraag of er verschillen in
LPL-remmende activiteit bestonden in beide onderzochte groepen, en zo ja,
of de gevonden mate van remming een correlatie met de TG-concentratie ver-
toont; werd vooralsnog geen poging ondernomen de remmende activiteit nader
te identificeren.

4. Resyltaten.

De per individu verkregen resultaten van de LPL-bepaling bij toevoeging
van opklimmende hoeveelheden plasma zijn weergegeven in de Figuren 11 t/m
14. Bij de onderzochte ncrmalen is, met uitzondering van &&n vrouw en &én
man {nr. 10 en nr. 5) in de winter en &8n man (nr. 4) in de zomer, te
spreken van een min of meer typisch "winter"- en "zomer"-patroon, waarbij
in de zomer met 0.05 tot 0.1 ml plasma reeds een sterke remming optreedt.
Opvallend is de uniformiteit in het patroon van de curves bij de patienten,
vrouwelijke en mannelijke, zowel bij vergelijking onderling (Fig. 13 en
14}, als bij vergelijking van de resultaten verkregen in zomer en winter
{Fig. 15). Het bij normalen gevonden "zomer"-patroon 1ijkt veel op dat,
gevonden bij patienten, zij het dat de curven in het eerste geval naar
Tinks verschoven zijn en na maximale remming weer activatie vertonen, zo-
dat zowel 's zomers als 's winters hij toevoeging van de grootste hoeveel-
heid piasma (0.4 ml} een significant grotere remming van de LPL-activiteit
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Eigenschappen van het in navolging van Murase e.a. (1975) gebruikte
enzym-substraat-systeem.

A. Het effect van toenemende hoeveslheden enzympreparaat bij toevoeging
van 0.1 m]l gedialyseerd normaal plasma en 30 minuten jncubatie, op
de lipolytische activiteit.

B. Het effect van de incubatiseduur op de 1ipolytische activiteit van
een constante hoeveelheid enzympreparaat (3 mg) in aanwezigheid van
0.1 ml gedialyseerd normaal plasma.

72



bij patienten dan biJ normalen wordt gevonden. Deze remming bedroeg bij
normalen 19 + 12% (gemiddelde + S.D.) in de winter en 40 + 15% in de
zomer, terwijl deze bij de patienten 84 + 8%, respectievelijk 72 + 20%
bedroeg. Zowel in de winter (p <0.025) als in de zomer (p <0.025*) hadden
de patienten een hogere TG-concentratie dan normaal. In de zomer

{p <0.005) en in de winter {p<0.005) hadden de patienten Tagere concen-
traties vrije vetzuren in het plasma dan normaal, waarbij geen seizoen-
verschil werd gezien. Dit staat in tegenstelling tot bij de normalen die
in de winter significant {p <0.05) hogere concentraties vrije vetzuren

in het pTasma hadden. De concentratie insuline in het plasma van patienten
was in beide seizoenen hoger dan normaal, doch alleen het verschii in de
zomer bleek significant (p <0.05). Al deze waarnemingen zijn samengevat

in Fig. 16. Bij de patienten werden ook bepalingen van totaal plasma-
chalesterol en van cholesterol in de HDL-fractie verricht. Seizoenverschil-
len werden niet gevonden. Het HBL-cholesterol-gehalte was duidelijk ver-
Taagd (vgl. Hfdst. III}.

De mate van remming van de LPL~activiteit bij toevoeging van 0.4 m]
plasma van patienten en normalen vertoont geen correlatie met het gehalte
aan vrije vetzuren en insuline in het plasma, bij patienten evenmin met
de TG-concentratie, terwijl de laatste correlatie wel bestond bij normalen
(r = 0.56, p<0.05; Fig. 17). Er bestaat geen verschil in remming bij toe-
voeging van 0.4 ml plasma biJ patienten met een normotrigiyceridaemie en
die met een hypertriglyceridaemie: 76 + 18%, respectievelijk 80 + 14%. Bij
de patienten werd evenmin een correlatie gevonden van deze remming met het
plasma-cholesterol of HDL-cholesterol,

Moch bij patienten noch bij normalen werden correlaties gevonden tussen
de concentraties van TG en vrije vetzuren in het plasma, tussen insulipe
en vrije vetzuren en tussen TG en insuline.

* wanneer in de controle-groep nr. 5 niet werd meegenomen.
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Individuele resultaten van toavoeging van opklimmende hoeveelheden plasma aan het enzym-substraat-systeem
bij gezonde vrouwen in de winter (A) en de zomer (B}. De toegevoegde hoeveelheden plasma zijn op een log-

schaal weergegeven.
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Individuele resultaten van toevoeging van opklimmende hoeveelheden plasma aan het enzym-substraat-systeem
bij gezonde mannen. Nr. 5 bleek in de winter een marginaal en in de zomer een duidelijk verhoogde TG-concen-
tratie te hebben. A = winter, B = Zomer.
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Fig. 13
Individuele resultaten van toevoeging van opklimmende hoeveelheden plasma aan het enzym-substraat-systeem
bij vrouwelijke patienten met chronische nierinsufficientie. A = winter, B = zomer.
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Individuele resultaten van toevoeging van opklimmende hoeveelheden plasma aan het enzym-substraat-systeem
bij mannelijke patienten met chronische nierinsufficientie. A = winter, B = zomer.
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Fig. 15.
Effect van toenemende hosveelheden plasma van patienten met chronische
nierinsufficientie (gemiddelde + S.E.M.} in de zomer {getrokken 1iin)
en in de winter (gestippelde 1ijn). Ter vergelijking zijn de gemiddelde
resultaten bij patienten (n = 5), beschreven door Murase e.a. (1975),
eveneens weergegeven {onderbroken 1ijn).
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Overzicht van de resultaten (gemiddelde + $.D.) verkregen bij norma-
len (C} en patienten {P) in de winer en in de zower. Smaile kolom-
men geven de resultaten van vrouwen (gearceerd) en mannen afzonder-

1ijk weer, brede kolommen de resultaten van vrouwen en mannen te-

samen.

1) Indien nr. 5 uit de controie-groep wordt weggelaten: p <0.025.
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Fig. 17.
Het verband tussen de concentratie van TG in nuchtere toestand en de mate

van remming bij toevoeging van de maximale hoeveelheid plasma (3.4 ml} van
normale vrouwen (gesloten symbolen) en mannen (open symbolen).

a = regressielijn berekend m.b.v. alle punten: y = 14.33 x + 16.28;

r = 0.56, p<0.05.

regressielijn berekend zonder de waarnemingen bij nr. 5: y = 33.44

X+ 3.22; r = 0.61, p<0.01.

o
i}

5. Bespreking van de resultaten.

De invloed van toenemende hoeveelheden piasma van normalen op de LPL-
activiteit in het beschreven enzym-substraat-systeem blijkt een "zomer"-
en een "winter"-patroon te hebben. In de zomer vertonen acht van de negen
onderzochte personen een "zomer"- en &2n een "winter'-patroon, terwijl in
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dewinter acht van de tien normalen een "winter"- en twee een "zomer"-
patroon vertonen {Fig. 18}. Theoretisch bestaan nu twee mogelijkheden:

6f er bestaan twee seizoen-gebonden patronen, &f er zijn twee niet-
seizoen-gebenden patronen, waarbij seizoen-gebondenheid bij toeval wordt
gesuggereerd door het betrekkelijk geringe aantal waarnemingen. Gezien de
afhankelijkheid van de LPL-stimulatie van de substraat-concentratie en

van de hoeveelheid remmende, c.q. activerende stof {Ostlund-Lindguist en
Iverius 1975, Brown en Baginsky 1974) kan het verschil in deze twee grond-
patronen samenhangen met wisselingen in &én of meer der voornoemde concen-
traties. Inderdaad werd in de zomer een significant hogere TG-concentratie
bij normalen vastgesteld en bleek de mate van remming bij toevoeging van
0.4 ml plasma positief gecorreleerd met de TG-concentratie. Op grond hier-
van achten wij de eerstgenocemde mogelijkheid het meest waarschijnlijk.

Deze voorstelling van zaken past bij de in de patienten-groep verkregen
resultaten. In zomer en winter wordt eenzelfde grondpatroon gevonden: een
naar rechts verschoven "zomer"-patroon {zie m.n. de curves van nr. 1&, 17
en 18 in Fig. 13B en 14B). Er zijn ook geen verschillen in de TG-concen-
tratie in zomer en winter.

Bij patienten met en zonder hypertriglyceridaemie treedt eenzelfde mate
van remming op bij toevoeging van 0.4 ml plasma en er bestaat geen corre-
latie tussen deze remming en de concentratie van TG in plasma, zodat de
significant sterkere remming van de LPL-activiteit dan die gevonden bij
normalen geen belangrijke rol 1ijkt te spelen bij het tot stand komen van
de hypertriglyceridaemie in deze patientengroep.

In het Ticht van de bevindingen van Murase e.a. {1975} 1ijkt het verder
minder waarschijnlijk, dat de sterkere rewming dan normaal berust op een
veranderde samenstelling van de (apo)lipoproteinen bij deze patienten.. Zij
vonden immers dat het verschil in remming van de LPL-activiteit bij nor-
malen en patienten juist voornamelijk in de lipoproteine-vrije fractie
van het plasma voorkomt (zie par. 1}. Evenals dezeonderzoekers vinden wij
een significant sterkers remming bij dialyse-patienten dan bij normalen
bij toevoeging van 0.4 m] plasma aan het enzym-substraat-systeem. Verge-
Tijking van onze resultaten met die van hen bij normalen, zou evrop kunnen
duiden dat Murase e.a. {1975) hun vijf normale proefperscnen in de winter
hebben onderzocht.

Bij onze patienten is een significant verlaagd gehalte aan vrije vet-
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systeem. De twee grondpatronen in vergelijking met die noermalen, die het tegenovergestelde patroon vertonen

(onderbroken Tijnen}.



zuren in het plasma gevonden, mogelijk een uiting van een remming van de
lipolyse door de verhoogde concentratie van insuline in het plasma. Het
feit dat de vrije vetzuur-concentratie bij de patienten, beschreven in
dit hoofdstuk, Tager is dan die bij de in Hoofdstuk III besproken patien-
ten, berust mogelijk eveneens op het feit dat de eerstgencemde patienten
gemiddeld hogere concentraties insuline in het plasma hebben. Remming van
de lipolyse door de uraemie zelf is minder waarschijnlijk, daar Schwartz
en Goodman (1976) en Kather e.a. (1977} geen verschil in stimulatie van
het adenylaat-cyclase-systeem van vetcellen vonden afkomstig van normale
en acuut of chronisch uraemische ratten.

6. Conclusies.

1. Er is geen verschil in toe te voegen hoeveelheid plasma van normaien
respectievelijk van patienten met een nierinsufficientie, behandeld
met haemodialyse, nodig voor een maximale stimulatie van de LPL-
activiteit, geg&xtraheerd uit epididymaal vetweefsal van de rat. Toe-
voeging van 0.4 ml plasma aan het enzym-substraat-systeem geeft
indien afkomstig van patienten, een significant grotere remming dan
bij toevoeging van plasma afkomstig van normalen.

2. Het effect van toevoeging van opklimmende hoeveelheden plasma aan
het enzym-substraat-systeem vertoont bij normalen twee grondpatronen,
athankelijk van het seizoen waarin getest wordt. Bij de patienten
wordt steeds hetzelfde (afwijkende} patroon gevonden. Dit patroon is
onafhankeiijk van het al of niet bestaan van hypertriglyceridaemie
bij de patient, noch is de mate van remming L1j toevoeging van 0.4 ml
plasma gecorreleerd met de TG-concentratie, zodat de waargenomen
LPL-remming waarschijnlijk geen belangrijke rol speelt in de patho-
genese van de hypertriglyceridaemie bij deze patienten.

Bij normalen bestaat wel een positieve correlatie tussen de mate
van remming van de LPL-activiteit, verkregen bij toevoeging van
0.4 ml plasma, en de TG-concentratie in nuchtere toestand.

3. De concentratie vrije vetzuren in het plasma van patienten is in de
zomer, zowel als in de winter significant lager dan bij de controle-
groep, duidend op een remming van de lipolyse door de aanwezige
hyperinsulinaemie.
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HOOFDSTUK V.

ONDERZOEK NAAR DE PLAATS VAN DE STOORNIS IN DE STOFWISSELING VAN PLASMA-
TRIGLYCERIDEN BIJ RATTEN MET EXPERIMENTELE, CHRONISCHE NIERINSUFFICIENTIE.

1. Literatuurgegevens.

Experimenteel copgewskte, chronische nierinsuffcientie bij de rat is
bruikbaar als model om afwijkingen in de pTasma-lipiden-stofwisseling,
zoals deze voorkomen bij chronische nierinsufficientie in de kliniek, te
bestuderen (Gregg e.a. 1977). Met de hiervoor gebruikelijke methode, de
subtotale nefrectomie, wordt een niet-nefrotische vorm van chronische
nierinsufficientie opgewekt (Heuck e.a. 1978},

Bij de hieronder te bespreken onderzcekingen werd de subtotale nefrec-
tomie in twee tempi uitgevoerd. Zes tot acht dagen na een subtotale ne-
fectomie van &én nier {waarbij Heuck e.a. {1978) ook nog een rdntgenbe-
straling op het resterende parenchym gaven), werd de andere nier in zijn
geheel verwijderd. Gregg e.a. (1977) bestudeerden aileen de TG-stofwisse-
ting. De verhoogde concentratie van TG in het plasma bij de uraemische
ratten ging gepaard met een normale snelheid van secretie van TG naar de
bloedbaan (gemeten met behulp van de Triton-methode, zie Hfdst. II, par.
2) en een verlenging van de halfwaarde-tijd van geinjiceerd, radioactief
gefierkt VLDL. De conclusie van de auteurs was, dat de gevonden hypertri-
glyceridaemie veroorzaakt wordt door vertraging van de afbraak van TG.
Ook Bagdade e.a. (1978a) vonden geen aanwijzigingen voor een verhoogde
synthese van plasma-TG bij uraemische ratten. Evenmin konden zij verschil-
Ten vaststellen in de met heparine te elueren hoeveelheid LPL-activiteit
in vet-, hartspier- en diafragmaweefsel bij normale en uraemische ratten.
Echter met de door Murase e.a. (1975) beschreven methode werd meer LPL-
remmende activiteit in plasma afkomstig van uraemische ratten, in verge-
1ijking met plasma van normale ratten, gevonden. Ook deze resultaten
maakten een vertraging van de afbraak van TG in plasma als oorzaak van de
hypertriglyceridaemie waarschijnlijk. Onlangs rapporteerden dezelfde onder-
zoekers, zoals Cantin jn 1965 reeds had gedaan, over de mogelijke rol van
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parathyreoied hormoon als hypertriglyceridaemie-begunstigende factor
(Bagdade e.a. 1978b). Gezien de gevolgde methode en het gebruik van niet-
uraemische ratten, zijn ten aanzien van de hypertriglyceridaemie bij
chronische nierinsufficientie nog geen conclusies te trekken. Het onder-
zoek van Heuck e.a. {1978) verschilt in zoverre van de bovengenoemde dat
de verkregen uraemie van aanzienlijk ernstiger aard was. Zij komen tot
dezelfde conclusies. Voor de door hen vastgestelde hypercholesterolaemie
bleek evenmin een verhoogde synthese verantwoordelijk.

Samenvattend: In het chronische uraemie-model bij de rat zijn dezelfde
afwijkingen in de stofwisseling van TG gevonden als, waarvoor in de
kliniek aanwijzigingen zijn verkregen. Een verlaging van de snelheid van
de afbraak van TG 1ijkt verantwoordelijk voor de hypertrigliyceridaemie.
Volgens Bagdade e.a. {1978a) betreft het een niet goed functioneren van
LPL.

Opvallend verschil met de kliniek bestaat in de verhocogde concentratie
HDL-cholesteral bij de chronisch uraemische rat (Bagdade e.a. 1978a,
Heuck e.a. 1878), terwijl bij patienten met chronische nierinsufficientie
verlaagde spiegels HDL-cholesterol zijn gevonden (zie Hfdst. III).

2. Vraagstelling.

Gezien het in de voorgaande hoofdstukken beschreven onderzoek bij de
mens, en de hiervoor onder par. 1. beschreven dierexperimentele gegevens,
waarbij in beide gevallen vooral een verlaging van de snelheid van de
afbraak van plasma-TG verantwoordelijk Tijkt te zijn voor de wetmatig
optredende hypertriglyceridaemie, hebben wij in het dierexperimentele
model getracht deze stoornis in de afbraak nader te localisersn. Hiarbij
vroegen wij ons in de eerste plaats af of toename van de snelheid van
secretie van TG naar de bloedbaan uitgesloten kan worden geacht als factor
bij het ontstaan van de hypertriglyceridaemie. Vervolgens werd nagegaan
of verschillen tussen uraemische en normale proefdieren in de omvang van
de LPL-poots {vgl, Hfdst., III) bestaan,

Wij hebben getracht een indruk van eventuele verschillen in de snelheid
van synthese van LPL te krijgen door meting van de totale activiteit van
LPL in vetwesfsel, hartspier, skeletspier en lever. De vraag of heparine-
resistentie van de aan endotheel gebonden LPL-, resp. HTGL-pool bestaat,
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hebben wij getracht te beantwoorden met behulp van onderzoek naar dosis-
effect-relaties biJ meting van PHLA.

3. Experimentele, chronische nierinsufficientie bij ratten.

VYoor alle in dit en het volgende hoofdstuk te beschrijven experimenten
werd uitgegaan van omstreeks tien weken oude (180 - 200 gram) vrouwelijke
Wistarratten van een ingeteelde stam {TNO, Zeist}.

Experimentele nierinsufficientie werd in &&n zitting met de techniek
volgens Souhami e.a. {1973) verkregen. De operatie wordt witgevoerd onder
anaesthesie met aether. Aan 2&n zijde wordt via een lumbotomie een totale
nefrectomie werricht met onderbinding van de arteria en vena renalis en de
ureterstomp. Aan de andere zijde wordt de nier via Tumbotomie naar buiten
gebracht en de vaatsteel wordt met een omwoelde klem afgeklemd, zodat
onder bloedleegte kan worden gewerkt. Gaande van boven naar beneden wordt
langs de laterale zijde ongeveer 2 mm, tot in het midden 3 mm, van de
nierschors verwijderd. De vddr- en achterzijde van de schors blijven staan.
Vanaf dit punt is de methode door ons enigszins gewijzigd. Door de gecre&r-
de wondoppervlakie met een verhitte, metalen spatel e coaguleren, bleken
wij veldeende verwoesting van het onderliggende nierparenchym te bereiken.

Op deze wijze wordt een matige tot ernstige nierinsufficientie verkre-
gen, die gedurende erkele maanden weinig progressief is. Wordt bij de
operatie te veel nierweefsel verwijderd, dan overlijdt het proefdier
omstreeks de vierde dag postoperatief. Wanneer een slechts lichte nier-
insufficientie aanwezig is, kan na enkele maanden een spontane verbetering
intreden. Meestal treedt vier tot zes maanden na de ingreep een verergering
van de nierinsufficientie op, die tenslotte tot de doed Teidt. Vooral de
eerste dagen postoperatief is het van groot belang, dat het dier zijn toe-
genomen dorst kan lessen. Afhankelijk van de ernst der uraemie treedt een
{normale) geleidelijke foename van het Tichaamsgewicht, dan wel geen toe-
name, tot zelfs een daling van het Tichaamsgewicht op bij aldus opgewekte
nierinsufficientie. In het laatste geval treedt tevens een daling van de
haematocriet op.

In de door Gregg e.a. {1977) en Bagdade e.a. {1978a) beschreven onder-
zoekingen was sprake van een minder ernstige nierinsufficientie, althans
afgemeten aan de concentratie van ureum in het plasma, hetgeen echter bij
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de laatste groep onderzoekers mogelijk samenhing met het gebruik van zout-
arim en ejwit-arm voer. Bij de nierinsufficientie zoals door Heuck e.a.
(1978) bij ratten opgewekt, was sprake van een ernstige uraemie. Tussen de
vijfde en de 358 dag schommelde het ureum-gehalte van het piasma tussen de
50 en 70 mmol/1. Onze observatie-periode bij uraemische ratten liep tot
zes maanden na de operatie. Wij zagen een slechts Tangzame stijging van
het ureum-gehalte van het plasma tot drie maanden postoperatief {ureum 20
tot 30 mmol/1). Vanaf die tijd trad bij de meeste dieren een snellere
stijging van het ureum op (Fig. 19). Voor alle ratten (n = 93), waarvan

in Figuur 19 de gemiddelde concentratie van ureum in plasma is weergegeven,
tesamen, bestaat een significante, positieve correlatie tussen de hoogte
van het ureum-gehalte van het plasma en de tijd verstreken sinds de opera-
tie (r = 0.36, p<0.005}. Wij hebben als regel de eerste bepaling van
ureum ongeveer €&n maand na de operatie uitgevoerd, maar het is gebleken
dat zeker al twee weken na de operatie een duidelijke verhoging van het
ureum-gehalte in plasma bestaat.

Heuck e.a., {1978) toonden reeds aan, dat de nierinsufficientis, ontstaan
in aansluiting aan een subtotale nefrectomie, een niet-nefrotisch karakter
heeft. Dat dit cok voor onze uraemische ratten geldt, wordt aannemelijk
gemaakt door het afwezig zijn van een verlaagd albumine-gehalte van het
plasma. Bij vijf uraemische ratten werd 4 tot 6 maanden na de operatie het
albumine-gehalte bepaald: 50.8 + 3.7 g/1 (gemiddeld + 5.D.}. Dit verschil-
de niet van het op hetzelfde moment bij vijf normale ratten bepaalde
plasma-aibumine: 50.4 + 1.0 g¢/1.

Alle in dit en het volgende hoofdstuk beschreven experimenten vonden
minstens een maand na de operatie plaats. De meeste experimenten werden
2 tot 4 maanden na operatie uitgevoerd. Op grond hiervan is het onwaar-
schijnlijk dat bij de proeven nog factoren rechtstreeks terug te voeren op
de operatie, anders dan de nierinsufficientie zelf, een rol hebben ge-
speeld in de vergelijking tussen de normale en de uraemische ratten. Van-
daar dat bij de controle-groep geen "sham"-operatie werd uitgevoerd.
Bovengenoemde veronderstelling wordt bevestigd door het onderzoek van
Heuck e.a, (1978), die bij gebruik van twee controle-groepen (&é&n "sham-
operated and pair-fed", de andere zonder operatie en met ad 1ib. voeding),
geen verschil tussen beide konden vaststellen voor wat betreft de concen-
traties van lipiden in het plasma.
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Het beloop van de experimenteel verkregen nierinsufficientie in de tijd.
De concentratie van ureum {(gemiddelde + S.E.M.) is uitgezet tegen de tijd.
Tussen haakjes het aantal ratten waarbij op het betreffende tijdstip het
ureum-gehalte werd bepaald. De hoogste concentratie van ureum

{13.8 mmol/1), door ons bii een normale rat gemeten, is aangegeven met de
stippellijn.

4. Overige methodieken.

A. Meting van de secretie-sneiheid van plasma-triglyceriden bij ratten
met nierinsufficientie.

Door blokkade van de afbraak van TG-rijke partikels met behulp van
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Triton WR 1339% {Otway en Robinson 1867b} wordt, bij het nuchtere proef-
dier, uit de lineaire stijging {Fig. 20} van de concentratie van plasma-
TG een maat verkregen voor de sneiheid van secretie van TG in het plasma
{zie Hfdst. II, par. 2). E1f normale en twaalf uraemische proefdieren
werden onderzocht. De uitvoering van de proef verliep als vclgt. Na mini-
maal 16 uur vasten werd zonder anaesthesie op tijdstip t = 0 bloed uit

de staartvene afgenomen voor de bepaling van ureum en TG. Vervolgens werd
100 mg Triton WR 1339 {1 ml van een 1C %-oplossing in fysiologisch zout,
Otway en Robinson 1967b) per rat snel in een staartvene geTnjiceerd. fAnder-
half uur later (t = %0') werd opnieuw zonder anaesthesie bloed uit een
staartvene afgenomen voor de bepaiing van TG. De secretie-snelheid van
plasma~TG (triglyceride secretion rate, TGSR} werd uitgedrukt in

pmol TG/uur/200 g lichaamsgewicht en berekend uii de formule

200

2 .
TGSR = (TG90 - TGO) X3 x P.V. x T (Otway en Robinson 1967k},

waarin TGO en T690 = concentratie (= pmol/ml) van plasma-TG op t = O,
resp. t = 90", P.V. = plasma-volume in ml. LG = lichaamsgewicht in grammen.

Het piasma-volume werd bepaald bij acht uraemische en negen normale
ratten volgens de kieurstof-verdunningsmethode. Yan een 4 %-oplossing
Evans Blue in fysiologisch zout werd 0.2 ml in een staartvene geTnji-
ceerd. Direct voorafgaand aan de injectie en vijf minuten erna werd bloed
afgenomen. Na centrifugeren {20 min, 2500 g) werd het plasma-monster tien-
maal verdund met fysiolegisch zout. Vervolgens werd de verdunning van de
ingespoten kleurstof bepaald door meting van de absorptie van het verdunde
plasma-monster en standaard-opiossingen van de kleurstof en het blanco
plasma-monster bij 600 nm. Daar geen verschillen in plasma-voiume
{uraemische ratten 9.93 + 1.13 ml, centrole-groep 9.71 + 0.35 ml} tussen
beide groepen proefdieren werd vastgesteld, noch in de relatie tussen
plasma-volume en Tichazamsgewicht (Fig. 21), werd in navolging van anderen
(Robertson e.a. 1973, Gregg e.a. 1976, Bagdade e.a. 1978a) het plasma-
voiume bij alle proefdieren berekend op basis van het lichaamsgewicht:
P.V. = 0.029 LG + 3.751.

* octylfenol-polyaethyleen-glycolaether, Serva Feinbiochemica.
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Fig. 20.
Yoorbeeld van het, ook bij de chronisch uraemische rat, lineair stijgen
van de concentratie van TG in plasma, nadat op t = 0 100 mg Triton WR
133% intraveneus is toegediend.

B. Meting van de LPL-activiteit in weefsel.

Na minimaal 16 uur vasten werd in gepaarde experimenten steeds van
één uraemische en &&n normale rat onder anaesthesie met aether door middel
van een hartpunctie bloed afgenomen ter bepaling van de haematocriet en de
concentratie van ureum, insuline, TG en cholesterol (de laatste twee zowel
in plasma als in de HDL-fractie). Vervolgens werd een brokje peri-ovarigel
vet {van de rechterzijde}, een stukje skeletspier (M. pecioralis, Re), een
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Fig. 21.
Relatie tussen lichaamsgewicht en plasma-volume bij normale {open
symbolen, n = 9} en uraemische ratten (gesloten symbeien, n = 8).
De regressielijn van de eerste groep (c¢) wordt beschreven door
y = 0.030 x + 3.326 (r = 0.87, p <0.01), die van de uraemische ratten
(u) door y = 0.032 x + 3.390 {r = 0.85, p<0.01}.

stukje leverweafsel (leverrand Re kwab) en het gehele hart uit de rat
genomen. Het vetweefsel werd kortdurend in fysiologisch zout gedompeld,
terwijl van het hart na afspoelen met fysiologisch zout een stukje van de
linker ventrikelpunt werd afgesneden. Vervolgens werden van de vier weef-
selstukjes aceton-asther-poeders bereid volgens de procedure beschreven
door Garfinkel en Schotz (1972). Het poeder werd vervolgens opgeiost in
50 mM  l-methyleen-glycol-trisbuffer (pH 8.0), waarna een deel bij -20% ¢
werd bewaard voor bepaling van het eiwit-gehalte volgens Lowry e.a.
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(1951). Van de rest werd dezelfde dag in duplo de LPL-activiteit bepaald.
Met uitzondering van de activiteitsbepaling in Teverweefsel (0.5 mg
drooggewicht /20 pi buffer, incubatietijd 20 min), die werd verricht als

beschreven voor de PHLA-meting in Hoofdstuk III, par. 4, werd voor de
andere metingen (vetweefsel: 0.5 mg drooggewicht /100 ul1 buffer, incuba-
tietiid 30 min; hartspier: 0.5 mg drooggewicht /100 ul buffer, incubatie-
tijd 20 min; skeletspier: 1.0 mg drooggewicht /100 pl buffer, incubatie-
tijd 30 min)gebruik gemaakt van een stabiele emulsie van "koud" en radio-
actief (in het vetzuur met 146) gemerkt glycerclitrioleaat in glycerol
als substraat (Nilsson-Ehle en Schotz 1976, Corey en Zilversmit 1977). De
hoeveelheid te testen extract en de duur van de incubaties, zoals hierbo-
ven vermeld, werden gekozen op groend van het lineaire verband tussen deze
parameters en de LPL-activiteit in het betreffende gebied.

Daar het opviel, dat de uraemische proefdieren over het algemeen minder
vetweefsel bezaten werd besloten de LPL-activiteit zowel per eenheid vers
gewicht, als per mg eiwit uit de drukken.

C. Bestudering van de relatie tussen heparine-doses en PHLA (LPL resp.
HTGL)Y.

Evenals in de bovenbeschreven experimenten werd dit onderzoek uitge-
voerd bij ratten die minimaal 16 uur hadden gevast. Bij de PHLA-meting
werd op cezelfde wijze te werk gegaan als beschreven is in Hoofdstuk III,
par. 4, met dit verschil dat thans ter precipitatie een antilichaam tegen
ratte-HTGL {(Jansen e.a. 1973) werd gebruikt om vervolgens de extra-
hepatische [PL-activiteit selectief te meten.

Het effect van heparine op de LPL- en HTGL-activiteit van plasma, ver-
kregen vijf minuten na intraveneuze toediening, werd onderzocht bij de
volgende doses, uitgedrukt in internationale eenheden (I.E.) per rat: 0.5,
2, 10, 30, 50 en 100. Injectie van heparine en afname van blced geschied-
den zonder anaesthesie van de rat. Bij ongeveer de helft van de proef:
dieren vond onderzoek met verscheidens tot alle doses plaats bij dezelfde
ratten. In die gevallen ilieten wij steeds &én tot twee weken verstrijken,
alvorens een nieuw experiment plaats vond. £1k experiment omvatte het
meten van het effect van é&én dosis heparine op de lipolytische activiteit
bij een controle-groep {n = 5) en een groep uraemische ratten {(n = 3,
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behoudens het experiment waarin het effect van 2 I.E. heparine per rat
werd getest: n = 4}.

In alle experimenten werd in het plasma-monster tevens de concentratis
van ureum bepaald. Indien, zoals een enkele maal voorkwam, het ureum-
gehalte van één der geopereerde ratten <13.8 mmol/1 was (hoogste waarde
door ons bij een normale rat gemeten), werden de resultaten van de PHLA-
meting buiten beschouwing gelaten.

5. Resultaten.
A. De secretie-snelheid van plasma-TG bij ratten met nierinsufficientie.

Bij de ratten met chrenische nierinsufficientie varigerde op het
moment van de meting van de secretie-snelheid van plasma-TG {TGSR) het
ureum~gehalte in het pTasma van 15.1 tot 95.0 mmol/1, bij de normale
ratten van 5.9 tot 13.5 mmol/1. Het lichaamsgewicht van de uraemische
ratten was significant lager dan dat van de controle-groep.Het gemiddelde
TG-gehalte was bij de uraemische ratten meer dan drie maal zo hoog als bij
normale ratten. De TGSR was voor beide groepen ratten gelijk. Deze gege-
vens zijn samengevat in Tabel XV.

Tabel XV Snelheid van secretie van TG in plasma {TGSR) bij chronisch
uraemische en normale ratten.

uragmische ratten normale ratten p
{n=12) fn = 11)
gewicht (g) 180 + 16* 203 + 11 <0.001
ureym (mmol/%) 39.6 + 27.0 6.8+ 2.3 <0.005
TG (mmol/1) 1.51 + 1.00 0.41 + C.15 <0.005
TGSR {umol/u/200g)** 39.0 + 13.0 37.4 + 6.5 n.s.
* gemiddelde + S.D. A* gemeten over 90 min.
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In Figuur 22 is naar analogie met de wijze waarop in Hoofdstuk II de
snelheid van de turnover van plasma-TG tegen de concentratie van plasma-
TG werd uitgezet, de TGSR uitgezet tegen de TG-concentratie in het plasma.
De punten verkregen bij de uraemische proefdieren Tiggen in grote meerder-
heid rechts van de puntenwolk verkregen vocr de controle-groep. In geen
van beide groepen bestaat een correlatie tussen beide parameters.

TGSR
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Fig. 22,

Relatie tussen de concentratie van TG in plasma {in nuchtere toestand) en

de TGSR bij normale (open symbolen, n = 11) en uraemische ratten (ge-
sleten symbolen, n = 12).
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Fig, 23
Relatie tussen de concentratie van ureum en TG in het plasma van ratten
met een chronische nierinsufficientie {voor het merendeel de onder 5A en
5B beschreven uraemische proefdieren). De stippellijn geeft de boven-
grens van de concentratie van TG in plasma (gemiddelde + 2 S.D.} in
normale ratten weer.
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Voorts werd geen relatie gevonden tussen de ernst van de nierinsufficien-
tie enerzijds en de TG-concentratie {in nuchtere toestand) of de TGSR
anderzijds. Wel werd een min of meer bifasisch patroon van het TG-gehal-
te met toenesmende nierinsufficientie gezien, aanvankelijk een stijging,
in het (pre)terminale stadium een daling (Fig. 23).

B. De LPL-activiteit in vet-, hartspier-, skeletspier- en lever-
weefsel van ratten met nierinsufficientie.

Zoals reeds vermeld, hadden de uraemische ratten een matige tot
ernstige nierinsufficientie. De concentratie van ureum in plasma varigerde
van 18.4 tot 113.3 mmol/1. Het TG-gehalte van het plasma was bij de
uraemische proefdieren ruim tweemaal verhoogd. Verder is de significante
verhoging van HOL~cholesterol bij de uraemische ratten, bij een niet
significant verschillen van het niveau van de totale cholesterol-concen-
tratie in het plasma in de controle-groep.opvallend. De HDL-TG-concen~
tratie bleef normaal. De concentratie van insuline in het plasma was niet
significant verschillend voor beide groepen, hoewel bij de uraemische
dieren iets hogere concentraties werden gemeten (10 - 32 mE/T, vs. 4 -

20 mE/T). Deze gegevens zijn samengevat in Tabel XVI.

De resultaten van de metingen van LPL-activiteit in weefsels bij nor-
male en uraemische proefdieren zijn weergegeven in Tabel XVII. Noch bij
vitdrukking van de LPL-activiteit per eenheid vers gewicht, noch bij uit-
drukking per mg eiwit werden significante verschillen tussen beide groepen
dieren gevonden. Verschillen tussen de uraemische en de normale ratten
traden evenmin aan het licht bij uitdrukking van de LPL-activiteit van
hartspier, skeletspier en lever, relatief ten opzichte van de in vet-
weetsel gemeten activiteit. Het patroon van de LPL-activiteit in de
onderzochte weefsels is bij de uraemische ratten jdentiek aan dat,
gevonden hij de controle-groep (Fig. 24).

Er bestaat geen correlatie tussen LPL-activiteit in de onderzochte
weefsels en de in nuchtere toestand gemeten concentratie van TG in plasma.
Zowel bij normale als bij uraemische ratten 1ijkt een negatief verband
te bestaan tussen het gehalte HOL-cholesterol in plasma en de LPL-activi-
teit van alle onderzochte weefsels. Een correlatie tussen beide para-
meters bestaat bij de controle-groep alleen voor de LPL-activiteit in
skeletspier (r=-0.91, p <0.05), terwijl bij de urasmische proefdieren de
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Tabel XVI Insuline-gehalte en piasma-Tipiden-spiegels bij normate en
uraemische ratten. (Bij deze groepen werd de LPL-activiteit in
verschillende weefsels bepaald, zie Tab. XVII).

controle-groep uraemische ratten p**

{n=8) (n=28)
gewicht (g) 200 + pa* 196 + 13 n.s.
ureum (mmol/7) 9.3+ 2.1 42.8 + 35.6 <0.05
plasma-TG {mmol1/1) 0.88 +0.14 1.73 + 0.47 <0.025
plasma-cholesterol (mmol/1) 1.74 + 0.48 2.19 + 0.50 n.s.
HDL-TG (mmol1/1) 0.082 + 0.074 C.077 + 0.028 n.s.
HOL-cholesterol (mmol1/T) 0.89 +0.24 1.25 + 0.31 <0.05
insuline {(mE/1 2 +7 6 +9 n.s.

* gemiddelde + 5.D.; *A gepaarde t-test.

relatie met de LPL-activiteit in vetweefsel (r = -0.85, p<0.05) en Tever
{(r =-0.84 , p<0.05) significant is. Voor het verband tussen het insuli-
ne-gehalte van het plasma en de LPL-activiteit in weefsels geldt het
omgekeerde: Er wordt steeds een tendens tot een positief verband tussen
beide waargenomen, dat bij de centrole-groep significantie bereikt voor
LPL-activiteit van vetweefsel {(r = (.96, p <0.01).

Correlaties tussen de lipide-fracties onderling, of met de concentratie
van insuline in plasma, zijn niet aanwezidg. Evenmin bestaat een correlatie
tussen de concentratie van ureum en insuline in plasma van beide groepen
proefdieren.

C. De relatie tussen heparine-doses en PHLA (LPL resp. HTGL).
Bij alle experimenten was de concentratie van ureum in plasma bij
de uraemische groep significant verhoogd (p <0.025) in vergelijking met

de controle-groep. Er was sprake van een matige nierinsufficientie: Het
ureum-gehalte schommelde rondom 20.0 mmoi/1. Er waren geen belangrijke
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Tabel XV¥II LPL-activiteit (nmol FFA/min, gemiddelde + S.D.) in weefsel bij normale {n = 6) en uraemische
{n = 6) ratten., Statistisch (gepaarde t-test) significante verschilien in LPL-activiteit tussen

beide groepen waren niet aanwezig.

vetweefsel hartspier skeletspier lever
LPL-activiteit/g vers gewicht
controle ratten 57.41 + 44,97 586.33 + 304,58 37.56 + 19.77 241.66 + 56.25
uraemische ratten 62.03 + 65.08 586.00 + 293,77 30.83 + 16.52 219.66 + 38.04

LPL-activiteit/mg eiwit
controle ratten 10.02 + 5.53 12.22 + 7.00 0.77 + 0.40 3.2 + 0.76
uraemische ratten 16.70 + 19.62 11.34 + 6.82 0.73 + 0.48 2.7 +0.39
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Fig. 24.
LPL-activiteit van hartspier, skeletspier en lever uitgedrukt ten opzichte
van de activiteit van vetweefsel. In het bovenste deel (A) werd uitgegaan
van activiteit/g vers gewicht, in het onderste deel (B) van activiteit/mg
eiwit. Het gemiddelde + S.0, van de ratio is weergegeven voor controle
ratten (open kolom) en uraemische proefdieren {gearceerde kolom). De
verschillen zijn niet significant.
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verschillen in lichaamsgewicht en haematocriet tussen de verschillende
experimenten. Binnen elk experiment bestonden geen significante verschil-
Ten in lichaamsgewicht en haematocriet tussen de uraemische en de controle-
groep.

Het verband tussen de dosering heparine en de LPL-activiteit in het
plasma is weergegeven in Figuur 25, De LPL-activiteit verkregen vijf
minuten na intraveneuze injectie van 0.5, 2 en 100 I.E, heparine per rat
is significant hoger bij de uraemische groep, na 10, 30 en 50 I.E. niet.
De curve als gehaal lijkt naar links verschoven: Er is sprake van grotere
gevoeligheid voor heparine dan bij de controle-groep. Figuur 26 geeft de
corresponderende curves voor de HTGL-activiteit weer, De HTGL-activiteit
verkregen vijf minuten na intraveneuze tcediening van 2 I.E. heparine per
rat is significant hoger, die na toediening van 10 en 30 I.E. heparine
per rat is significant lager bij de uraemische groep dan de bij de con-
trole-groep gemeten activiteit. Bij lage doses heparine is sprake van
een verhoogde gevoeligheid, bij hogere doses heparine van een zekere re-

sistentie tegen heparine, die met nog hogere doseringen 1ijkt te ver-
dwiinen.

6. Bespreking van de resultaten.

Ter lgcalisatie van de stoornis{sen) in de TG-stofwisseling bij ratten
met chronische nierinsufficientie werden achtereenvoigens enkele aspecten
van de aanmaak en de afbraak van TG uit plasma bestudeerd. Als maat voor
de snelheid van synthese van TG werd de snelheid van secretie van plasma-
TG gemgten met de z.g. Triton-methode (A). Yoor wat betreft de afbraak
werd enerzijds als maat voor de synthese van LPL de totale LPL-activiteit
van diverse weefsels onderzocht (B), terwijl anderzijds om stoornissen
in de snel vrij te maken, aan de endotheelwand gebonden, LPL-paol op te
sporen, de dosis-effect-relatie van heparine met de hoogte van de gefndu-
ceerde LPL-, resp. HTGL-activitaeit in het plasma werd onderzocht (C).

Uit de onder A en B beschreven resultaten blijkt bij een matige tot
ernstige nierinsufficientie een hypertriglyceridaemie (gemiddeld 2 & 3
hoger dan bij de controle-groep) te bestaan, zoals ock voor milder
(Gregg e.a. 1977, Bagdade e.a. 1978a) en ernstiger (Heuck e.a. 1978)
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Verband tussen de log dosering heparine en de LPL-activiteit (gemiddelde
+ 5.E.M.), bepaald in plasma vijf minuten na intraveneuze toediening van
de heparine, bij normale (open symbolen, getrokken 1ijn) en uraemische
ratten (gestoten symbolen, onderbroken 1ijn).
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Fig. 26
Verband tussen de log dosering heparine en de HTGL-activiteit bij normale
en uraemische ratten. Zelfde symbolen gebruikt als in Figuur 25.
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graden van nierinsufficientie is vastgesteld. Een tweede opvallend ver-
schil in samenstelling van Tipiden in plasma tussen ratten met een
chrorische nierinsufficientie en normale proefdieren is de verhoging van
het HDL-cholesterol bij een slechts lichte (niet-significante) toename
van de concentratie van totaal cholesterol in plasma. Dit in tegenstelling
tot de bevindingen bij mensen met een chronische nierinsufficientie (zie
Hfdst. II1I). De verhoudingsgewijs belangrijke rol van de HDL-fractie bij
het transport van cholesterol in het plasma van de rat (Schlag en
Winkler 1878) werd in dit onderzoek bevestigd. Hierbij werden geen
verschillen tussen uraemische en normale ratten gevonden: 58, resp. 53%
van de totaal in plasma aanwezige hoeveelheid cholesterol bevond zich

in de HDL-fractie. Ter vergelijking zij opgemerkt, dat bij de gezonde
mannen en vrouwen, beschreven in Hoofdstuk 11T, deze percentages slechts
22, resp. 29% bedroegen terwijlde percentages daalden tot 11, resp. 14%
bij de mannen en vrouwen met een chronische nierinsufficientie.

Er bestaat geen verschil in de snelheid van secretie van plasma-TG
tussen uraemische en normale proefdieren, zedat het onwaarschijnlijk is,
dat de stoornis(sen) in de TG-stofwisseling aan de aanmaakzijde is (zijn)
gelocaliseerd. Hoewel de beide groepen naast het significante verschil in
de concentratie van ureum , ook een significant verschil in iichaams-
gewicht vertoonden (zie Tab. XV), 1ijkt dit niet van invloed te zijn op
covenvermelde conclusie. Enerzijds bestaat noch bij normale, noch bij
uraemische proefdieren een verband tussen lichaamsgewicht en de concen-
tratie van TG in het plasma of de snelheid van secretie van plasma-TG,
anderzijds vonden Gregg e.a. (1977) en Bagdade e.a. {1878a) in ean verge-
1ijkbare proefopzet, waar geen significant verschil in Tichaamsgewicht
tussen beide groepen aanwezig was, eveneens een gelijke sneiheid van
secretie van plasma-TG voor uraemische en normale ratten. Heuck e.a.
{1978) vonden tussen twee controle-groepen met sterk verschillend Tichaams-
gewicht geen verschillen in de concentraties van lipiden in het plasma.

Daar de onder B en C beschreven experimenten niet bij de onder A
gebruikte ratten werden uitgevoerd, konden geen correlaties tussen de
snelheid van secretie van plasma-TG enerzijds en de concentratie van
tipolytische activiteit in weefsel resp. PHLA anderzijds, worden berekend.

De totale LPL-activiteit in vetweefsel, hartspier, skeletspier en lever
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is gelijk bij uraemische en normale proefdieren of deze nu wordt uitge-
drukt per gram vers gewicht of per hoeveslheid eiwit. Ook de verhouding

van de LPL-activiteit in de diverse weefsels is gelijk voor beide groepen
proefdieren. Daar geen verschil in lever-gewicht tussen uraemische en
normaie ratten bestaat (zie Hfdst. VI), Tijkt ook de totale hoeveelheid
HTGL gelijk voor beide groepen proefdieren, Hoewel wij hiervan geen
metingen hebben, viel steeds op, dat de hoeveelheid subcutaan en intra-
abdominaal vetweefsel bij de uraemische ratten duidelijk verminderd is.

Het 1igt dan voor de hand te stellen, dat de totale hoeveelheid vetweefsel-
LPL verminderd is bij uraemische ratten.

Rechtstreeks vergelijkbaar onderzoek is niet beschreven in de litera-
tuur. Wel rapporteerden Bagdade e.a. (1978a) tijdens ons onderzoek dat zij
een fractie van de totale weefsel-LPL-activiteit hepaald hadden bij nor-
male en uraemische ratten. Het betrof de z.g. “heparin releasable" LPL-
activiteit: De uit weefselbrokjes bij incubatie met heparine vrijkomends
LPL-activiteit. Mogelijk geeft deze activiteit een maat voor de capaciteit
van klaring van TG uit plasma {Pykdiistd e.a. 1975). Tussen normale en
uraemische ratten waren geen verschillen in "heparin releasable" LPL-
activiteit van vetweefsel, hartspier en skeletspier (diafragma} aantoon-
baar. Op grond hiervan, van de gelijke snelheid van synthese van plasma-
TG {gemeten met de z.g. Triton-methode) en van de aanwezigheid van meer
LPL-remmer in het plasma van de uraemische ratten komen Bagdade e.a.
(1978} tot de veronderstelling, dat een functionele insufficientie van
LPL {van spier- en vetweefsel] de oorzaak van de verminderde klaring van
TG wit de bloedbaan bij de uraemische rat vormt.

Wij vonden dat de totale LPL- (HTGL-}activiteit van de onderzochte
weefsels noch bij de controle-groep, noch bij de uraemische proefdieren
gecorreleerd was met de concentratie van TG in plasma. Opvallend is dat
voor alle weefsels een negatief verband tussen de LPL-activiteit en de
concentratie van HDL-cholesterol in het plasma bestaat, dat in de urae-
mische groep zowel voor vetweefsel als lever significant is. Bij de
(normale) mens is juist een positieve correlatie tussen HDL-cholesterol
en LPL-activiteit van vetweefsel vastgesteld (Nikkild e.a. 1978), zij
het dat door hen niet totale, maar "heparin releasable™ activiteit is
onderzocht. Dezelfde auteurs zagen geen correlatie tussen HDL-cholesterc]
en de I"heparin releasable"” LPL-activiteit van skeletspier. Wij vonden bij
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de normale ratten een significante, negatieve correlatie tussen HDL-
cholesterol in plasma en de totale LPL-activiteit van skeletspier. De
concentratie van insuline in plasma bleek positief gecorreleerd met de
totale LPL-activiteit van vetweefsel van de normale ratten.

Uit de onder A en B beschreven resultaten wordt duidelijk, dat geen
correlatie bestaat tussen de ernst van de chronische nierinsufficientie,
uitgedrukt in de concentratie van ureum in plasma, en de betreffende
parameters van de TG-stofwisseling. Zulk een correlatie bestaat evenmin
tussen de hoogte van het ureum gn die van het HDL-cholesterol. Wel werden
aanwijzigingen verkregen voor een bifasisch verloop van de concentratie
van TG in plasma bij toenemende nierinsufficientie, zoals bi]) patienten
met een chronische nierinsufficientie cok door ons is gezien { zie Hfdst.
II).

De onder A en B vermelde resultaten leiden tot de conciusie dat stoor-
nis (sen} in de synthese van plasma-TG, noch afwijkingen van het gehalte
van LPL in vetweefsel, hartspier, skeletspier en Tever verantwoordeiqjk
zijn voor de hypertriglyceridaemie bij chronische nierinsufficientie bij
ratten. Gezien de resultaten verkregen door Bagdade e.a. {1978a) kan hier
neg aan worden toegevoegd, dat evenmin stoornissen in een deel van de
LPL-weefsel-pool {het zg. "heparin releasbale" gedeelte) van vet-, hart-
spier- en skeletspier-weefsel voor de hypertriglyceridaemie verantwoorde-
1ijk zijn. Niet uitgesloten is, dat vermindering van de totale vetweefsel-
{PL-pool t.g.v. afname van de hoeveelheid vetweefsel een rol speelit. Even-
min is uitgesloten, dat onderzoek van de (vetjweefsel-activiteit tijdens
voeden wel verschilien tussen normale en uraemische proefdieren aan het
licht brengt.

Op grond van bovenvermelde conclusie en onze veronderstelling, dat
heparine-resistentie een verklaring voor de veriaagde vroege fase-LPL-
activiteit zou kunnen vormen (zie Hfdst. I1I), werd de vrijmaking van LPL
(resp. HTGL) uit de, aan de endotheelwand gebonden, LPL-poci bestudeerd.
De resultaten van dit onderzoek zijn onder C beschreven.

Bij uraemische ratten, werd in vergelijking met een controle-groep aan
de hand van de vrijmaking van LPL-activiteit, een ongeveer tweemaal zo
grote gevoeligheid voor heparine vastgesteld. De vrijmaking van HIGL-acti-
viteit is bij uraemische ratten eveneens veranderd in vergelijking met die
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bij normale proefdieren. De betreffende dosis-effect-curve laat voorname-
1ijk het beeld van een resistentie tegen heparine zien, dat pas bij de
hoogste dosering heparine, die getest werd (100 I.E.} Tijkt te worden
overwonnen. Dat bij een Tage dosering heparine {2 I.E./rat) een verhoogde
"release" van HTGL-activiteit wordt gevonden, maakt het minder waarschijn-
1ijk dat de verkregen curve verklaard moet worden uit de aanwezigheid in
plasma van een remmer van de HTGL-activiteit.

Alleen Jansen e.a. {1974} hebben in de rat eveneens onderzoek verricht
naar de dosis-effect relatie van heparine en PHLA, gedifferentiderd naar
(extra-hepatische} LPL- en HTGL-activiteit. Hoewel er verschillen in de
opzet van hun en onze experimenten zijn (mannelijke Wistarratten, bloed-
afname twee minuten na de toediening van heparine, onderzoek verricht
onder anaesthesie met Nembutal), werden bij onze conirole-groep in essen-
tie dezelfde resultaten verkregen. Ook zij vonden bij lage doses heparine
een activiteits-verhouding van HTGL en LPL kleiner dan 1.0, die bij hogere
doses heparine omsloeg in een verhouding groter dan 1.0. Het omslagpunt
lag tussen toediening van 5 en 25 [.E. heparine per rat (twee op eenvoi-
gende doses, vgl. het omslagpunt bij onze experimenten tussen 2 en 10 I.E.
heparine).

be onder C verkregen resultaten kunnen wijzen op een stoornis in het
vrijkomen van HTGL-activiteit uit de aan de endotheelwand gebonden pool
bij ratten met chronische nierinsufficientie. Hoewel hiermede dezelfde
Tocalisatie van de stoornis in de TG-stofwisseling wordt verkregen bij de
rat, als die bij de mens gesuggereerd werd nl. in de afbraakfase (zie
Hfdst. III), valt op dat de stoornis uiteenlopende lipoiytische activi-
teiten betreft. Een tweede opvallend verschijnsel bij vergelijking van
de Figuren 6, 25 en 26 is het onder verschillende omstandigheden (con-
tinue infusie van heparine, vs. uiteenlopende &&nmalige, intraveneuze
doses heparine) tegengestelde gedrag van LPL- en HTGL-activiteit.

Tenslotte blijken, mede op grond van de in dit hoofdstuk verkregen
resultaten, aanzienlijke verschillen te bestaan in de plasma-lipiden-
stofwisseling van de rat en de mens, waardoor nog eens de aandacht wordt
gevestigd op de voorzichtigheid, die geboden is, wanneer men inzicht
omtrent pathofysiologie bij de mens door onderzoek in het proefdier-model
tracht te verkrijgen.
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7. Conclusies.

108

. Met de deor ons toegepaste techniek van subtotale nefrectomie in

&én zitting uitgevoerd, wordt bij de rat een chronische niet-nefro-
tische nierinsufficientie verkregen, die gedurende enkele maanden
een weinig progressief karakter heeft, om vervolgens vier tot zes
maanden na de operatieve ingreep over te gaan in de terminaie fase.
Bij ratten met een matig tot ernstige nierinsufficientie bestaat
een hypertriglyceridaemie, die niet berust op een verhoogde aanmaak,
maar ¢op een vertraging van de afbraak van TG uit plasma. Tevens
bestaat bij deze ratten een verhoging van de concentratie van HDL-
cholesterol in plasma.

. Hoewel de totale vetweefsel-LPL-poc? naar alle waarschijnlijkheid

verlaagd is bij de uraemische rat, bestaat na toediening van
heparine een supra-normale afgifte van LPL uit de, aan de endo-
theelwand gebonden, LPL-pool. Anderzijds vindt een sierk verminder-
de afgifte van HTGL plaats, zonder dat de totaal in de lever aan-
wezige HTGL-pool verminderd is onder deze omstandigheden, zodat bij
de rat de primaire stoornis in het afbraakproces van TG mogelijk
gelocaliseerd is op het niveau van de vrijmaking van HTGL uit zijn,
aan de endotheelwand gebonden, pool,

. Er is geen correlatie tussen de ernst van de nierinsufficientie en

de parameters van de TG-stofwisseling (TGSR, weefsel-LPL, PHLA).

. Er bestaan geen correlaties tussen de concentratie van TG in plasma

en de LPL-activiteit van de onderzochte weefsels. In enkele weef-
sels was bij normale en bij uraemische ratten de LPL-activiteit wel
gecorreleerd met de concentratie van insuline in plasma en/of de
HOL-cholesterol-spiegel.



HOOFDSTUK VI.

ONDERZOEK NAAR DE AFBRAAK VAN TG-RIJKE PARTIKELS IM RATTEN MET
EXPERIMENTELE, CHRONISCHE NIERINSUFFICIENTIE DOCR BESTUDERING VAN DE
KLARING VAN RADIOACTIEF GEMERKTE CHYLOMICRONEN.

1. De afbraak van TG-rijke partikels {chylomicronen, VLDL).

Pas in 1951 werd duidelijk vastgesteld, dat na absorptie uit het darm-
kanaal, het transport van cholesterol naar de bloedbaan voor het overgrote
deel via de lymfe plaatsvindt (Biggs e.a. 1951). Goodman {1962) tconde bij
de rat aan, dat é&n uur na intraveneuze injectie van met radicactief
cholesterol gemerkte chylomicronen meer dan negentig procent van de radio-
activiteit wordt teruggevonden in de lever. Nestel e.a. {1963) toonden bij
honden eenzelfde snelle opname van cholesterol in de lever aan. Functio-
nele hepatectomie veroorzaakie een duidelijke vertraging van de klaring
van cholesterol uit de bloedbaan. Eerder was door dezelfde groep onder-
zoekers (Havel en Goldfien 1961) reeds aangetoond dat de snelle klaring
van TG {uit met radicactief TG gemerkte chylomicronen) voornamelijk in
extrahepatische weefsels plaatsvond en vrijwel niet werd veranderd door
hepatectomie. In het onderzoek van Nestel e.a. (1963), waarbij gebruik
gemaakt werd van chylomicronen gemerkt met zowel radioactief TG als radio-
actief cholesterol, kwam dit onderscheid duidelijk naar voren.

Deze dissociatie van het cholesterol- en het TG-deel van chylomicronen
zou op twee manieren kunnen plaatsvinden. Cholesterol wordt opgencmen in
de lever, vervolgens bereikt het cholestercolarme, TG-rijke partikel de
periferie waar TG-opname plaatsvindt. De tweede mogelijkheid is eerst TG-
opname in de periferie, waarna opname van het cholesterolrijke, TG-arme
partikel in de lever plaatsvindt. Dat de tweede mogelijkheid het meest
waarschijnlijk is, wordt duidelijk aangetoond door de experimenten van
Redgrave {1970) in de rat. Hepatectomie geeft ophoping van een cholesterol-
rijk, TG-arm "vemnant" partikel in de circulatie, dat, wanneer geTscleerd
en ingespoten bij normale ratten, zeer snel in de lever wordt opgencmen.
Dat het hierbij (bij de rat) gaat om coname van het gehele "remnant”
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partikel is onlangs waarschijnlijk gemaakt (Felts e.a. 1975, Ccoper
1977, Sherrill en Dietschy 1878).

Bij de rat geldt vocr het TG-rijke partikel van endogene oorsprong
(VLDL) eveneens dat het eerst overgaat in een "remnant" partikel {IDL:
"intermediate density Tipoprotein”, Eisenberg e.a. 1973}, dat niet ts
onderscheiden is van het "remnant" partikel afkomstig van chylomicronen
(Mids e.a. 1975). Bij de mens verloopt dit Taatste proces anders (vgl.
Fig. 1). Siggurdson e.a. (1975) stelden vast dat negentig procent van met
radicactief jodium gemerkt apo B in VLDL vervolgens werd teruggevonden
in LDL partikels, terwijl de specifieke activiteitscurven van VLDL-apo B
en LDL-apo B een "precursor-product"-relatie zeer aannemelijk maken.
Eisenberg en Rachmi lewd tz (1973}, die met dezelfde methoden dit aspect
bij ratten hebben bestudeerd, vonden daar slechts 10% gemerkt apo B in
LDL-partikels terug.

In de kliniek 1ijkt &&n ziekte te bestaan, waarbij de ophoping van
"remnant" partikels een primaire rol speelt: Type III hyperlipoprotein-
agemie (Chait e.a. 1977). In hoeverre een hierbij tevens aanwezige deficien-
tie van apo E-III (Utermann e.a. 1975) een rol speelt, is nog onduidelijk.
Tevens bestaan aanwijzigingen voor ophoping van "remnant" partikels als
secundaire hyperlipoproteinaemie bij hypothyreoidie (ROssner en Rosenguist
1974), diabetes mellitus {Schonfeld e.a. 1974) en leverziekten (Miller
e.a. 19743, Laatstgencemde auteurs vonden tevens een verlaagde HTGL-acti-
viteit na toediening van heparine, reden waarom aan HTGL een rol is toe-
bedacht bij de afbraak, c.q. opname van "remnant" partikels.

In het dierexperiment zijn evensens aanwijzigingen verkregen voor op-
heping van "remnant" partikels in secundaire hyperlipaemie bij hypo-
thyreoidie en diabetes mellitus (Redgrave en Snibsen 1977) en bij voeding
met een cholesterolrijk dieet {Ross en Zilversmit 1977). Al eerder was
door Zilversmit (1973) en Hiilsmann en Jansen (1974, 1975) een verband
gelegd tussen een hoge concentratie “"remnant" partikels en atherosclerose.

Of ophoping van "remnant" partikels een rol speelt in de hypertrigliyce-
ridaemie bij nierinsufficientie is niet duidelijk. Weliswaar is een
veranderde samenstelling van de VLDL- en LDL-fracties beschreven (Samar
e.a. 1975, Norbeck e.a. 1976}, doch aljeen de resultaten van het onderzoek
van één groep (Wada e.a. 1975, Minamisono e.a. 1978) suggerersn op grond
van electroforetisch en ultracentrifuge-onderzoek een op type III
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gelijkende hyperlipaemie bij dialyse-patienten. Bij nierinsufficientie
zijn vrijwel geen cnderzoekingen met gebruik van TG-rijke partikels,
radioactief gemerkt in het cholesterol- en/of het TG-deel, verricht.

Gregg e.a. (1977) toonden aan, dat VLDL in vivo met 2—3H—g1ycero1
gemerkt, ingespoten bij ratten met een chronische nierinsufficientie, een
aanzienlijk langzamer verdwijning vertoont dan bij normale ratten.

2. Vraagsteiling,

Teneinde beide stappen in de afbraak van TG-rijke partikels, nl. TG-
verdwijning in de perifere weefsels en opnaine van cholesterolrijke, TG-
arme partikels in de lever, te bestuderen, hebben wij gebruik gemaakti van
dubbel radicactief gemerkte {nl. in cholesterol en TG) chylomicronen.
Ophoping van “remnant" partikels in de c¢irculatie wordt dan weergegeven
door gen abnormaal sterke daling van de verhouding van TG-gebonden:
cholesterol-gebonden radioactiviteit gecombineerd met een daling van de
opname van radiocactiviteit in de Tever. Een verminderde opname van de
radioactiviteit in de lTever alleen is niet noodzakelijkerwijze een teken
van "remnant"-ophoping. Het kan ook voorkomen bij een stoornis in de
eerste stap (TG-verdwijning in de perifere weefsels), daar intakte chylo-
micronen (vrijwel} niet in de rattelever worden opgencmen (Felts e.a.
1975, Noel e.a. 1975, Cooper 1977, Sherrill en Dietschy 1978),

De vraagsteliingen Tuidden:

1. Wordt de vertraagde verdwijning van TG uit de circulatie vercorzaakt

door een stoornis in één of beide processen ?

2. Is er een relatie tussen de op deze wijze gemeten verdwijning van TG

uit de bloedbaan en de ernst van de nierinsufficientie ?

3. Methodiek.

Behoudens de ratten, die als donoren voor lymfe werden gebruikt, werden
alle experimenten uitgevoerd bij vrouwelijke Wistarratten. Waar sprake is
van ratten met een chronische nierinsufficientie, werd deze aandoening te-
weeggebracht op de wijze zoals heschreven in het voorafgaande hoofdstuk.

Alle experimenten met uraemische ratten werden minstens &én maand na de
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subtotale nefrectomie verricht.

Mannelijke Wistarratten (+ 300 gram, TNO, Zeist) werden gebruikt als
donoren voor lymfe. Dr. P.H.E.Groot (afd. Biochemie I, EUR} was ons
behulpzaam bij het aanleggen van de lymfe-fistel. Een half tot &&n uur
voor de ingreep, die onder anaesthesie met aether verricht werd, kregen
de proefdieren 5 tot 10 ml Intralipid 10% (Vitrum) via een maagsonde toe-
gediend. Op de dcor Bollman e.a. (1948a) beschreven wijze werd de ductus
mesentericus {afvioed van-]ymfe voornamelijk afkomstig uit de dunne darm)
gecanuleerd met een dunne plastic catheter {Portex, polythene tubing
PP50) gevuld met fysiclogisch zout, die tevoren dorsaal van de rechter
nier door spierliaag en huid naar buiten was gebracht. Vervolgens werd een
tweede soortgelijke canule, na eerst via spierlaag en huid in de Tinker
flank naar buiten te zijn gebracht, gelegd in het proximale deel van het
jejunum. Na sluiten van de buikholte werden beide canules aan de huid ge-
fixeerd. Het proefdier werd na afloop van de operatie in een kooitje dat
slechts beperkte bewegingsvrijheid toelazat, geplaatst (Bollman 1848b).
Boven de kooi werd een infra-rood lamp geplaatst om, met name de eerste
uren postoperatief, de lichaamstemperatuur van de rat op peil te houden.
Voedsel en vocht werden hem voorgezet, terwijl via de in het jejunum ge-
legen canule een oplossing van 0.6 % NaCl en 0.03 % KCL werd toegediend
via een infusiespompje met een snelheid van &&n tot twee ml per uur. Zodra
de Tymfe op deze wijze helder werd en de afvloed onbelemmerd plaatsvond,
werd bovengenoemde perfusie-vloceistof vervangen door de proefmaaltijd
samengesteld volgens Redgrave en Snibson k1977).

Radicactief gemerkt cholesterol en TG (4—14C~cho1esteral, specifieke
activiteit 55.8 mCi/mmol, batch 59 en 2—3H—g1ycero1trioleaat, speci fieke
activiteit 682 mCi/mmoi, batch 16; beide afkomstig van The Radiochemical
Centre, Amersham) werden tesamen met C.03 ml van een 10%-opliossing van
cholesterol in chl¢roform toegevoegd aan 2.5 ml Intralipid 10 %, waarna
een emulsie werd verkregen met ultrageluid { 3 minuten, 75 kHz). Al-
vorens beide radicactief gemerkte stoffen werden gebruikt, vond eerst
zuivering via dunne laag-chromatografie plaats. Uitgegaan werd van
56 uCi 4-1%C-cholesterol en 338 uCi 2-SH-glyceroltrioleaat.

Na toediening van de maaltijd werd weer overgeschakeld op de perfusie-
vloeistof. Vanaf het moment dat de lymfe melkachtig werd, vond gedurende
vier tot acht uur verzameling plaats onder koeling in ijs. Van het radio-
actief gemerkte triglyceride werd aldus 40% in de lymfe teruggevonden;
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van cholesterol 4%. Binnen 48 uur werd de lymfe voor de hieronder te
beschrijven experimenten gebruikt, tot die tijd werd zij bewaard bij 4% ¢.

Hoewel Redgrave (1970} geen verschil in resultaten van proeven met
injectie van radicactief gemerkte lymfe vond bij gebruikmaking van onbe-
werkte, resp. gezujverde lymfe, besloten wij toch gezuiverde lymfe
(chylomicrenen-fractie met geringste dichtheid) te gebruikten, gezien de
moge 1ijkheid van inbouw van de radioactief gemerkte steffen in VLDL
(Risser e.a. 1978} en HDL {(Green e.a. 1878). Voor zuivering werd gebruik
gemaakt van de door Nestel e.a. (1963) beschreven methode waarbij Tymfe
eerst gewassen wordt met fysiologisch zout en vervolgens gedurende 20
minuten bij 30.000 g wordt gecentrifugeerd. De onderlaag wordt via een
docr de bodem geprikte naald voorzichtig afgezogen, de bovendrijvende Taag
wordt opnieuw in fysiologisch zout gesuspendeerd. Bij de zuivering van
Tymfe, werd vastgesteld dat de bewerking niet fot verlies van label leidt.
De "recovery" van radicactiviteit in boven- en onderlaag bedroeg voor
3H—TG 85.5 en 20.3%, voor 14C—cho]estero] 57.8 en 52.6% van de radioacti-
viteit corspronkelijk aanwezig in de onbewerkte lymfe.

Zes uraemische en acht normale ratten werden onderzocht. Alle proef-
dieren hadden gedurende minimaal 16 uur gevast voorafgaande aan het expe-
riment. Zonder anaesthesie werd 1 ml van de bovenlaag in enkele seconden
in een staartvene ingespoten, halverwege werd een stopwatch ingedrukt,
zodat precies twaalf minuten later onder anaesthesie met aether met be-
hulp van acrtapunctie bloed kon worden afgenomen. Direct hierna werd de
lever in toto verwijderd. Het bloed werd in EDTA opgevangen, gecentrifu-
geerd en indien verdere bewerking niet aansluitend plaatsvond, maximaal
24 uur bij -20° ¢ bewaard. De lever werd gespoeld en doorgespoten met
fysiologisch zout, gewogen, fijngeknipt en, indien verdere bewerking
niet aansluitend plaatsvond, maximaal 24 uur bij —20O C bewaard. Bij de
injectie van 1 ml van de bovenste fase werd 5 mg TG per rat toegediend.

Naast bepaling van de radicactiviteit in leverweefsel en plasma, werd
in het plasma zowel bij de controle-groep als bij de uraemische ratten
ook de concentratie van ureum bepaald. Voor de bepaling van de radioacti-
viteit werd het plasma-monster (250 ul1, in duplo) onder vaculim ingedampt
en vervolgens opgelost in 1 mi 0.5 N ammeniumhydroxyde in tolueen
{Sclueen-350, Packard), waaraan 10 ml scintillatie-vloeistof, bestaande
uit tolueen, waarin per liter was opgelost & g 2.5-difenyloxazol (PPO)
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Tabel XVIII

Basale gegevens (gemiddelde + $.D.} van normale en uraemische ratten, waarbij radioactief

gemerkte chylomicrenen werden ingespoten.

Lichaamsgewicht {g)

Ureum {mmo1/1)

Plasma volume (ml)
Levergewicht (g)
Levergewicht {% lich. gew.)

cantroles uraemische p
(n = 8) ratten

(n =6)
179 + 3 199 + 14 <0.065
7.0 +0.8 229t 4.6 <0.001
8.94 + 0.09 9.52 + 0.39 < (.005
5.3 +0.4 6.6 + 1.2 <0.025
3.0 +0.3 3.4 + 0.8 n.s.




en 0.3 g 1.4-bis-2-(4-methyl-5 fenyloxazolyl) benzol (PCPOP), werd toe-
geveegd. Na equilibratie bijJ 4° ¢ werd telling van de radiocactiviteit
verricht. Van de fijngeknipte Tever werd tweemaal 0.5 g afgewogen, waar-

na homogenisatie van het weefsel en extractie van de lipide-fractie
plaatsvond volgens de door Folch e.a. {1957) beschreven methode. De
extracten werden onder vaculim ingedampt en ondergingen vervolgens dezelf-
de bewerking als hierboven voor plasma-monsters beschreven. Er werd gelijk-
tijdig in twee kanalen van de scintillatie teller geteld, die zodanig wa-
ren ingesteld dat in het ene kanaal uitsluitend 146 {gemiddelde "efficien-
cy" 15%), in het andere 18¢ en 3y {gemiddelde "efficiency" 30%) werd ge~
teld. Met behulp van interne standaarden werd gecorrigeerd voor
"quenching" en de kanaalfactor werd berekend door 14
kanalen te tellen.

C-standaarden in beide

Bij twee normale en drie urasmische ratten werd tevens de verdeling
van de radicactiviteit gver de verschillende lipoproteine-fracties nage-
gaan deor ultracentrifugeren van het plasma-monster volgens Redgrave e.a.
(1975). Teneinde het effect van plasma in vitro op de radiocactief gemerk-
te chylomicronen na te gaan, werd 4 ml plasma {afTkomstig van een normale
rat} gedurende twaalf minuten bij 379 ¢ geTncubeerd met &énzelfde hoeveel-
heid gezuiverde lymfe, zoals in vivo werd ingespoten ( in het vervolg zaj}
dit het incubaat genocemd worden}. De verdeling van de radicactiviteit
over de lipoproteine-fracties werd ook in het incubaat bepaald.

In de gezuiverde Tymfe, in plasma in de d <1.006 fractie en in de
lever werd middels dunnelaag-chromatografie (op silicagel in cyclohexaan:
ethylacetaat -6 : 4-) de verdeling van de 14C~radioactivite1t over vrij
cholesteral en cholesterclester, resp. de hoeveelheid 3H—radioactiv1te1t
aanwezig in TG, bepaald.

4, Resultaten,

De basale gegevens van de in het experiment gebruikte uraemische en
normale ratten zijn samengevat in Tabel XVIII. Er bestond wel een ver-
schil in absoluut, niet in relatief uitgedrukt, gewicht van de lever. In
een grotere groep uraemische ratten {n = 18} bestond geen verschil van het
lever-gewicht met dat bij 19 normale ratten: 6.2 + 1.0 g, resp. 6.6 +
1.0 g en uitgedrukt in percentages van het Tichaamsgewicht 3.3 + 0.4,
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Tabel XIX Verdwijning uit plasma en opname in de Jever van radioactiviteit afkomstig van
merkt in het TG (3H)- en cholesterc] (1ac)dee1, twaalf minuten na intraveneuze
dwijning en opname zijn weergegeven als percentages {(gemiddelde + 5.D.) van de
De verhouding van de 3H : 146 radiocactiviteit in plasma en lever is uitgedrukt

verhouding in de toegediende chylomicronen (gesteid op 1.00).

chylomicronen ge-
injectie. De ver-
toegediende dosis.
ten opzichte van de

controles uraemische p
n=2=8 ratten
n==aé

Verdwijning uit plasma
14 80.7 +6.0 13.5 + 10.1 < 0.0001
3 90.9 + 1.4 32.8 +17.4 < 0.0001
Opname in de Tever
14, 58,2  + 3.1 22.0 + 7.1 < 0.0001
3, 59 +0.8 3.8 + 0.6 < 0.001
Verhouding 3H : 146
plasma 0.54 +0.12 0.76 + 0.15 < 0.0l
lever ¢.1c +0.01 0.18 + 0.08 < 0.025




resp. 3.3 + 0.5.

Tabel XIX geeft een overzicht van de resultaten, die bij de tellingen
van de radioactiviteit in plasma-monsters en lever-extracten zijn ver-
kregen. Duidelijke verschillen in klaring worden gevonden in controles en
uraemische ratten, daar echter een belangrijk deel van de 14C-rad10act1—
viteit, in snel ujtwisselbaar, vrij cholesterol voorkomt, wordt op deze
wijze onvolidoende inzicht verkregen in de klaring van cholesterolester.

Tabel XX geeft een overzicht van de verdeling van de radicactiviteit
over de lipoproteine-fracties in het incubaat en biJ controles en urae-
mische proefdieren. Bij de uraemische ratten bevindt zich twaalf minuten
na injectie vrijwel alle activiteit in de d <1.006 fractie, terwijl de
verdeling over de fracties weinig afwijkt van die, gevonden in het incu-
baat. De verdwiining van 3H~-TG en 14C—cho1ester0?ester uit de d «<1.006
fractie en de opname van beide gemerkte stoffen in de Tever is weergege-
ven in Tabel XXI. De verdwijning van 3H—TG verlocpt in beide groepen
proefdieren sneller dan die van MC—choiestermester. De snelheid van
klaring is voor beide stoffen Tager in de uraemische ratten. Beide groe-
pen proefdieren vertonen een geringe opname van 3H--TG in de lever. Voor
14C—cho1estero1ester geldt het omgekeerde: Het merendeel van de geklaar-
de cholesterolester wordt in de lever opgenomen. Dit komt duidelijk tot

uiting in de lage verhouding 3H~TG : 14C—cholestero1ester in de lever.
Zowel in plasma, als in de Tever wordt bij de uraemische ratten een hoge-
re verhouding 3H—TG : 14C—ch01estero1ester gevonden.

De totale recovery van de toegediende radjoactiviteit werd niet be-
paald. Wel werd de recovery van radicactiviteit in het plasma-comparti-
ment en in de lever bepaald {de som van beide wordt in het vervolg aan-
geduid als subtotale recovery). De subtotale recovery van radicactief
gemerkt cholesterol bedraagt 77 + 6% en 105 + 5% voor de normale, resp.
de uraemische ratten. De subtotale recovery van radicactief gemerkte TG
bedraagt 1€ + 2% on 73 + 17% voor de normale, resp. de uraemische ratten.
De Tagere percentages voor de subtotale recovery van radjocactief gemerkte
TG in vergelijking met cholesterol Tiggen voor de hand, gezien de belang-
rijke rol die extra-hepatische weefsels bij de verdwijning van TG uijt
plasma spelen.

Correlaties tussen de parameters, verkregen bij de bestudering van de
stofwisseling van dubbel gemerkte chylomicronen, en de ernst van de
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Tabel XX Procentuele verdeling (gemiddelde + 5.D.} wvan de 3H— en 14€-radioact1v1teit over de verschillende
lipoproteine-fracties in plasma twaalf minuten na de injectie van dubbelgemerkte chylomicrenen. De
recovery van de radicactiviteit in de fracties tesamen varieerde van 88 - 98% van de in plasma
aanwezige radioactiviteit. Ter vergelijking wordt tevens de verdeling in het incubaat opgegeven.
De verschillen in procentuele verdeling van de uraemische en controle proefdieren zijn in alle ge-
vallen sianificant, uitgezonderd die van de 3-radinactiviteit in de 1.006 - 1.019 fractie.

dichtheid incubaat contrale ratten (n = 2) uraemische ratten (n = 3)
g/ml
3y 14. 3y 14 3y 14C

< 1.006 9z.0 78.2 19.5 + 2.1 57.6 + 2.6 87.4 + 3.3 78.9 + 1.5
1.006 - 1.019 1.1 1.0 0.5+ 0.1 1.9+ 0.3 0.4 +0.1 .7 + 0.4
1.019 - 1.063 0.7 3.1 4.2 + 0.3 8.7 +0.2 0.9 + 0.3 4.4 +0.3
1.063 - 1.21 2.7 146 26.7 + 0.4 24.7 + 3.0 4.7 + 1.1 4.0+1.2
>1.21 3.6 z.1 49.2 + 1.6 8.0 + 0.4 6.6 + 1.9 2.1+0.3
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Tabel XXI Verdwijning uit de d <1.006 fractie en cpname in de lever van 3H—TG en

14C—cho1estero1ester uit

chylomicronen, twaalf minuten na intraveneuze injectie. De verdwijning en opname zijn weergegeven
als percentage {gemiddelde + 5.0.) van de toegediende dasis. De verhouding 3H—TG : 14C—cho1estero]—
ester is uitgedrukt ten opzichte van die verhouding in de toegediende chyiomicronen {gesteld op
1.00). Van de toegediende “H-radioactiviteit was 94% aanwezig als SH-TG, van de 1*C-radicactivi-
teit 46% als 14C—cho]estero1ester. Van de na twaalf minuten nog aanwezige 3H—radioact1v1teit in de
d<1.006 fractie was 78 + 9% aanwezig als 3H—TG bij normaien, 95 + 1% bij de uraemische nroefdieren.
Yoor de lqc—cho]estero1ester radipactiviteit waren deze percentages bij normalen 60 + 0%, resp.

54 + 1% bij de uraemische proefdieren. Van de in de lever cpgenomen 3H-rad10act1v1teit was bij de
controles 79 + 4%, bij de uraemische ratten 76 + 3% als 316 aanwezig. Van de Meoracioactiviteit
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was bij de controles 36 + 5%, bij de uraemische ratten 23 + 3% als " 'C-cholesterolester aanwezig.

controles uraemische ratten D
{n=23) {n=13)

verdwijning uit d <1.006 fractie:
Yc.cholesterotester 81.3 + 2.4% | 19.4+ 114 <0.01
3-Te 98.3+0 * 42.5 + 16.3 <0.025
opname in de Jever:
140 _cholesterolester 24.7 + 6.5 13.1 + 1.4 <0.005
18 5.4 + 0.9 2.7+ 0.3 <0.01
verhouding 3H—TG : }4C—cho1ester01ester in:
piasma 0.09 + 0.01% | 0.71 + 0.11 £0.005
lever 0.12 + 0.01 0.21 + 0.01 <0.0005
*



nierinsufficientie, uitgedrukt in de concentratie van ureum in plasma,
werden niet waargenomen.

5. Bespreking van de resultaten.

Hoewel onze resultaten niet zonder meer met die van Redgrave en
Snibson {1977), verkregen bij ratten met experimenteel opgewekte diabetes
mellitus en hypothyreoidie, kunnen worden vergeleken (bij hun onderzoek
werd een andere rattestam tijdens een vetrijke maaltijd met niet-gezuiver-
de Tymfe onderzocht), werden de thans bekende kenmerken van de stofwisse-
ling van chylomicronen in de rat bevestigd.

Het merendeel van de radiocactief gemerkte cholesterolester, die uit
plasma verdwijnt, b1ijkt in de lever te zijn opgenomen (Goodman 1962,
Quarfordt en Goodman 1967, Redgrave 1970), terwijl slechts een klein ge-
deelte van de uit plasma verdwenen, radioactief gemerkte TG in de lever
wordt opgenomen (Olivecrona en Belfrage 1965, Redgrave 1870).

De door ons gevonden sterk verlaagde verhouding van 3H—TG en ~ 'C-cho-
lesterolester in de Tever ten opzichte van die in de toegediende, gezui-
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verde lymfe past bij het gegeven, dat in de lever vrijwel alleen
"remnant" partikels worden opgenomen (Redgrave 1970, Felts e.a. 1975,
Cocper 1977, Sherriil en Dietschy 1978).

Twaalf minuten na injectie van de dubbel gemerkte chylomicronen werd
bij de uraemische ratten in vergelijking met de normale ratten geen lage-
re verhouding 3H : 14C in plasma vastgesteld, integendeel er werd een
sterk verhoogde verhouding 3H—TG : 14C—cho1estero1ester in de d <1.006
fractie gevonden. Dit wijst eerder op een stoornis in de eerste stap
{klaring van TG in extra-hepatische weefsels), dan op een ophoping van
“remnant" partikels in de circulatie als verklaring voor de hypertri-
glyceridaemie bij chronische nierinsufficientie. Hoewel het uitgesproken
verschil in grootte van de d <1.006-TG-pocl van de controles en de uras-
mische ratten hier storend werkt, 1ijkt, gezien 1) de grootte van de TG-
belasting in vergelijking tot de poolgrootte en 2) het feit dat bij de
uraemische ratten minstens eenzelfde percentage van de totaal geklaarde
hoeveelheid 14C—cho1estero1ester in de lever wordt opgenomen als bij de
controle-groep, bovenstaande conclusie houdbaar. Mogelijk wijst de verhou-

ding van 3H—TG : 14C—cho1estero1ester in de lever bij uraemische ratten
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op opname van een naar verhouding TG-rijker “"remnant® partikel. De door
ons gedane waarnemingen sluiten afwijkingen in het tweede proces, de
opname van "remnant" partikels in de Tever, bij uraemische ratten echter
niet geheel uit. Lichte dalingen in de snelheid van opname van "remnant”
partikels in de Tever zouden kunnen worden opgespoord door rechtstreeks
de verdwijning van deze partikels bij uraemische ratten te bestuderen.

Wij beschikken niet aver de totale recovery van radicactiviteit twaalf
minuten na injectie van de gezuiverde lymfe. Door onze subtotale recovery
te vergelijken met de in de literatuur vermelde bijdrage van plasma-com-
partiment en lever aan de totale recovery (Redgrave 1970) kon worden vast-
gesteld, dat geen abnormaal verlies van radicactief gemerkte stof optrad.
Redgrave {1970} vond tien minuten na intraveneuze injectie van gewassen
Tymfe 27% van de 3H— en 83% van de 14C—radioactiviteit terug in lever en
plasma-compartiment tesamen bij een totale recovery van 96.5 en 100.6%.
Bovenstaande "recoveries" komen redelijk overeen met de door ons bij de
controle-groep na twaalf minuten gevonden waarden. De recovery van 14C~
radicactiviteit was bij de uraemische groep iets groter dan bij normalen.
De recovery van 3H—radioactiviteit was bij de uraemische proefdieren veel
hoger dan bij de controle-groep (73 + 17 vs. 16 + 2%): Een gevolg van de
vermindering van de snelheid van opname van TG uit de bloedbaan in de
extra-hepatische weefsels in de eerste groep.

Net zo min als in de kliniek, konden in het proefdier-model met chro-
nische nierinsufficientie correlaties worden vastgesteld tussen de graad
van nierinsufficientie enerzijds en de stoornissen in de stofwisseling
van TG-rijke partikels anderzijds.

&. Conclusies.

1. Met de in dit hoofdstuk gebruikte techniek worden bij uraemische
proefdieren aanwijzigingen voor een vertraagde verdwijning van TG
uit plasma gevonden. De snelneid van verdwijning van in de chyio-
micronen-fractie getransporteerde cholesterolester blijkt eveneens
verminderd te zijn.

2. Deze stoornis in de stofwisseling van TG-rijke partikels 1ijkt ver-
porzaakt te worden door een verminderde vorming van “remnant" par-
tikels en niet door een ophoping van deze partikels in de circulatie.
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3. Bij uraemische ratten bestaal geen correlatie tussen de ernst van
de chronische nierinsufficientie, uitgedrukt in de concentratie van
ureum in het plasma, en de parameters van de stofwisseling van
chylomicronen, verkregen op de in dit hoofdstuk beschreven wijze.

122



HOOFDSTUK VII.

ENKELE OPMERKINGEN OVER DE BEHANDELING VAN HYPERTRIGLYCERIDAEMIE BIJ
CHRONISCHE NIERINSUFFICIENTIE.

Hoewel de behandeling van de hypertriglyceridaemie dij nierinsufficien-
tie op enkele plaatsen reeds ter sprake is gekomen, zullen wij hier meer
systematisch ingaan op de mogelijkheden tot behandeling.

Uit de Titeratuur en in dit proefschrift beschreven onderzoek komt
naar voren, dat hypertrigiyceridaemie bij deze categorie patienten voor-
namelijk wordt veroorzaakt door een verminderde snelheid van afbraak van
plasma-TG, hoewel bij niet met haemodialyse behandelde patienten ook
sprake kan zijn van een verhoogde aanmaak. De vertraagde afbraak van
plasma-TG 1ijkt samen te hangen met een vermindering van de, met heparine
vrij te maken, lipolytische activiteit. Op grond van bovenstaande is onder
de huidige omstandigheden de meest voor de hand liggende mogelijkheid om
de hypertriglyceridaemie bij nierinsufficientie te bestrijden, een vermin-
dering van de belasting van het afbraak-systeem. Hiertoe staan ons twee
wegen ter beschikking. Enerzijds kan de toevoer van exogene- met het dieet
toegediende - TG worden beperkt, anderzijds de toevoer van endogene - in
de Tever geproduceerde - TG, hetgeen in het eerste geval een beperking van
de hoeveelheid vet, in het tweede geval een beperking van de hoeveelheid
koolhydraten in de voeding inhoudt. Laatstgencemde mogelijkheid, gecombi-
neerd met een verhoging van de hoeveelheid meervoudig onverzadigde vet-
zuren 11ijkt evensens effectief. Beide maatregelen zijn gemakkelijker door
te voeren bij patienten met een nierinsufficientie, die behandeld worden
met haemodialyse, dan bij diegenen, die daarmede (nog) niet behandeld
worden, gezien de minder ernstige beperking van de hoeveelheid eiwit in
het dieet waarmee bij de eerstgenoemde groep kan worden volstaan. In
Hoofdstuk Il, par. 2 en 6, kwam echter al ter sprake, dat tegenstrijdige
mededelingen voor wat betreft de invloed van dieet(maatregelen) op de
hypertriglyceridaemie zijn gedaan, zodat de vraag of een dergelijke ver-
zwaring van de dieet-voorschriften leidt tot het gewenste resultaat nog
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niet éénduidig is te beantwoorden.

De laatste jaren zijn ook mededelingen over medicinale therapie ter
bestrijding van de hypertriglyceridaemie bij nierinsufficientie ver-
schenen. In alle publicaties betreft het echter slechts kleine groepen
patienten. Goldberg e.a.(1977) toonden aan dat clofibraat, mits in een
aangepaste dosering {twee & drie maal 0.5 g per week) gegeven, geen
toxische verschijnselen, maar wel een daling van de concentratie van
plasma-TG teweeg bracht bij dertien dialyse-patienten. Actieve kool in een
dosering van 35 gram per dag, oraal toegediend, veroorzaakte bij drie van
de zes patienten met nierinsufficientie een daling van de concentratie van
TG en cholesterol in plasma {Friedman e.a. 1978). Gokal e.a. {1978b)
stelden vast dat behandeling met een nicotinezuur-verbinding wel leidde
tot een verlaging van de concentratie van TG en cholestercl in plasma,
doch tevens bij alle zes patienten tot bijverschijnselen in die mate,
dat de behandeling moest worden gestaakt.

Van c¢lofibraat is aangetcond, dat het de LPL-activiteit en niet de
HTGL-activiteit (Nikkild e.a. 1977) stimuleert, zowel indien gemeten als
PHLA (Kissebah e.a. 1974b, Nikkild e.a. 1977}, als gemeten in vet-

{Boberg e.a. 1977) en spierweefsel (Lithell e.a. 1978). Hierbij verhoogt
het de concentratie van HDL-cholesterol (Wilson en Lees 1972) en verlaagt
het de concentratie van plasma-TG.

Op grond van bovenstaande betrekkelijk summiere onderzoekingen bij
patienten met nierinsufficientie, de aangehaalde experimentele gegevens
over de invloed van toediening van clofibraat aan mensen en de in dit
proefschrift beschreven onderzoekingen, dient de toepasbaarheid van clefi-
braat als mjddel ter hestrijding van de hypertriglyceridaemie bij nier-
insufficientie nader te worden onderzocht. De indicatiestelling zal echter
worden beTnvloed door het zojuist verschenen rapport van een internationa-
le studie-groep (Oliver e.a. 1978) betreffende het gebruik van clofibraat
als primaire preventie-maatregel bij de hestrijding van ischaemische hart-
ziekten, waarbij belangrijke lever-, galweg- en darm-pathologie geasso-
cieerd bleek te zijn met het langdurig gebruik van dit middel.
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SAMEMNVATTING.

In dit proefschrift wordt gepoogd meer inzicht in de pathofysiolegie
van de hypertriglyceridaemie bij chronische nierinsufficientie te ver-
krijgen. Hiertoe is zowel onderzoek verricht in de kliniek biJ patienten
met een chronische nierinsufficientie, al dan niet behandeld met haemo-
dialyse, alsook in een proefdier-model: De rat met een subtotale
nefrectomie.

In Hoofdstuk II wordt het onderzoek beschreven naar de snelheid van
turnover van plasma-TG bij patienten met een ernstige chronische nier-
insufficientie tijdens conservatieve behandeling (d.w.z. niet behandeld
met haemodialyse). Uitgezonderd de patienten met de hoogste klaring van
creatinine binnen de groep, werd een duidelijk verlaagde fractionele
turnover-snelheid van plasma-TG vastgesteld, van VLDL-TG aannemelijk ge-
maakt. Bij het merendeel van de onderzochte patienten is dus sprake van
een stoornis in de afbrazk van plasma-TG. Door tevens enkeie patienten
met een matige nierinsufficientie in het onderzoek te betrekken, werd
een bifasisch verloop in de concentratie van TG in plasma bij voort-
schrijdende nierinsufficientie waarschijniijk gemaakt, waarvocr in de
Titeratuur aanwijzigingen zijn te vinden.

Lipoproteine lipase (LPL}, resp. triglyceridase afkomstig uit de lever
(HTGL), enzymen betrokken bij de afbraak van plasma-TG, werden bestudeerd
bij vijftien patienten met een chronische nierinsufficientie, behandeld
met haemodialyse, terwijl bij een grotere groep patienten uit deze cate-
gorie de aard en omvang van afwijkingen in de plasma-lipiden-spiegels
werden vastgesteld (Hfdst. III). Ruim de heift van de patienten had een
hypertriglyceridaemie. Dit percentage lag aanzienlijk lager dan bij de
patienten die (neg) niet gedialyseerd werden. Het feit dat slechts twee
van de tien patienten die een hilaterale nefrectomie hadden ondergaan
een verhoogde concentratie van TG in plasma vertoonden, wekt de suggestie
dat een factor afkomstig uit de zieke nier een rol kan spelen. Vrijwel
alle in dit hoofdstuk beschreven patienten hadden een duidelijk verlaagde
concentratie van HDL-cholesterol bij een meestal normale concentratie van
totaal cholesterol in het plasma.

LPL- en HTGL-activiteit werden bepaald tiJdens een vier uur durende
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infusie van heparine, waardoor veranderingen in het bifasisch patroon van
deze activiteiten kunnen worden bestudeerd. Alleen de vroege fase (30 min
na het begin van de infusie} van de LPL-activiteit, samenhangend met de
vrijmaking van LPL-activiteit uit de aan de endotheslwand gebonden "pooi",
was bij patienten met chronische nierinsufficientis, behandeld met haemo-
dialyse, duidelijk verlaagd. Verlaging van de HIGL-activiteit werd bij de
door ons onderzochte patienten niet gevonden.

Tussen de concentratie HDL-cholesterol en beide typen lipelytische
activiteit bestond een verband, zij het tegengesteld: Een positieve
correlatie met de LPL-activiteit in de vroege fase, een negatieve correla-
tie met de HTGL-activiteit in dezelfde fase. Er bestond geen correlatie
tussen de 2 typen lipelytische activiteit en de concentratie van insuline
in plasma. Daar tevens een negatieve correlatie tussen de verlaagde LPL-
activiteit in de vroege fase en de TG-concentratie in plasma in nuchtere
toestand bestaat, 1ijkt ook bij patienten met een nierinsufficientie,
behandeld met haemodialyse en bestudeerd met een geheel andere techniek
dan in Hoofdstuk II, de hypertriglyceridaemie te worden verocrzaakt door
gen stoornis in de afbraak van plasma-TG. Gesuggereerd wordt, dat de
stoornis berust op een verkleining van de, aan de endotheelwand gebonden,
LPL-"poot" en/of een stoornis in het vrijkomen van LPL uit deze "pool".

Hoofdstuk IV is gewijd aan de vraag of de verlaging van de (extra-
hepatische) LPL-activiteit bij haemodialyse-patienten kan worden toege-
schreven aan in het plasma aanwezige stof({fen), die de LPL-activiteit
remt (remmen). Weliswaar werd in plasma van de patienten een grotere
concentratie van LPL-remstof gevonden dan in plasma van gezonden, doch
deze was gelijk voor patienten met en zonder hypertriglyceridaemie, zodat
een rechtstreeks verband tussen de concentratie remstof en de concentratie
van plasma-TG niet kon worden aangetoond.

In de Hoofdstukken V en VI zijn onderzoekingen naar de localisatie van
de stoornis{sen) in de TG-stofwisseling bij chronisch uraemische ratten
beschreven. Allereerst wordt in Hoofdstuk V de operatie~techniek van sub-
totale nefrectomie besproken voor het opwekken van een chronische, niet-
nefrotische nierinsufficientie, die na een weinig progressieve fase van 3
maanden meestal binnen een half jaar tot de dood leidt. Ook in het proef-

dier-model werd bij toenemende nierinsufficientie een bifasisch verloop
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van de concentratie van TG in plasma vastgesteld: Aanvankelijk een stij-
ging, bij ureum-concentraties in het plasma van meer dan 50 mmol/T een
daling van de plasma-TG.

In dit proefdier-model werden achtereenvolgens de secretie van TG in
nlasma, de weefsel-LPL (resp. HTGL)-activiteit en het met heparine vrij-
maken van LPL, resp. HTGL uit de aan de endotheelwand gebonden, "pool"
van deze enzymen onderzocht (Hfdst. V). De snelheid van secretie van TG
in plasma werd bij vastende ratten bestudeerd met de zg. Triton-methode.
Er werden geen verschillen in snetheid van secretie gevonden tussen
uraemische en normale ratten, terwijl de eerste groep een twee tot drie
maal zo hoge cencentratie van TG in plasma vertoonde. Tevens werd vast-
gesteld, dat uraemische ratten, in tegenstelling tot mensen met een nier-
insufficientie, een verhoogde concentratie HDL-cholesterol in het plasma
hebben.

De Tipelytische activiteit in vet-, hartspier-, skeletspier- en ifever-
weefsel werd bepaald bij ratten na 16 yur vasten. Verschillen in activi-
teit tussen uraemische en normale ratten werden niet gevonden, zodat
belangrijke stocrnissen in de synthese van de enzymen minder waarschijn-
1ijk zijn, al moet rekening gehcuden worden met de mogelijkheid dat bij
gevoede ratten verschillen bestaan. Daar geen verschil in gewicht van de
Tever tussen uraemische en normale ratten bestaat, Tijkt ook de totale
voorraad HTGL-activiteit niet verschillend. Voor vetweefsel-LPL is deze
totale voorraad bij uraemische ratten waarschijnlijk verlaagd, gezien de
vermindering in hoeveelheid vetweefsel die bi] deze dieren optreedt. Op-
vallend is de negatieve correlatie die tussen HDL-cholesterol in het plas-
ma en de Tipolytische activiteit van zowel vet- als leverweefsel bij
uraemische ratten bestaat.

Het onder inviced van heparine vrijkomen van LPL- en HTGL-activiteit in
plasma blijkt bij uraemische ratten afwijkend te verlopen. Er is, afhanke-
1ijk van de dosis heparine, sprake van een zekere heparine-resistentie
voor wat betreft het vrijkomen van HTGL-activiteit en van verhoogde
gevoeiigheid voor heparine voor wat hetreft de LPL-activiteit.

Door gebruik te maken van zowel met radicactief TG (3H—gTycer01trﬁo1eaat)
als cholesterol (145) gemerkte chylomicronen werd vastgesteid (Hfdst. VI),
dat met name de eerste fase in de afbraak van TG-rijke partikels in de
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circulatie (opname van TG in extra-hepatische weefsels) vertraagd 1ijkt
te verlopen. Aanwijzigingen voor afwijkingen in de tweede fase, nl. de
opname van “remnant” partikels in de lever,werden bij dit onderzoek niet
gevonden.

Op grond van bovenstaande gegevens 1ijken de stoornissen in de TG~
stofwisseling in het door ons bestudeerds proefdier-mode! op twee plaatsen
in het afbraakproces gelocaliseerd te zijn. Enerzijds betreft het een
vertraagde initi&le TG-opname in de extra-hepatische weefsels, mogelijk
samenhangend met de verminderde totale voorraad vetweefsel-LPL. Ander-
z1jds een mogelijk vertraagd vrijkomen van HTGL-activiteit uit de aan de
endotheelwand gebonden "pool", waarvan de betekenis voor de gestoorde
afbraak minder duidelijk is.

TensTotte wordt in Hoofdstuk VII kort op de mogelijkheden tot behan-
-deling van de hypertrigliyceridaemie bij nierinsufficientie ingegaan.
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SUMMARY

Investigations concerning the pathophysiology of the hypertriglyceri-
daemia in chronic renal failure are described. Studies were carried out
in patients with chronic renal insufficiency, treated or not with inter-
mittent haemodialysis and in an experimental model: The subtotally
nephrectomized rat.

Plasma TG turnover studies in patients with severe chronic renal
failure, not treated with haemodialysis, are described in Chapter II.
Except the patients with the highest c¢reatinine clearance within the
group, all patients showed a decreased fractional turnover rate of plasma
TG, the same is likely for VLDL-TG, Thus, in most patients studied, there
is a decreased rate of removal of plasma TG. With regard to the results
obtained in some patients with milder forms of renal insufficiency, a
biphasic pattern of plasma TG concentration in the course of progressive
renal failure, is suggested. Indications for such a pattern are also
found in the iiterature.

Lipoprotein lipase {LPL}, resp. triglyceridase from the liver {HTGL),
enzymes involved in the removal of plasma TG, were studied in fifteen
patients with chronic renal failure, treated with haemodialysis. In a
targer group of such patients the nature and frequency of changes in
plasma iipid levels were studied (Chapter III). About half the patients
were hypertriglyceridaemic, which is distinctly lower than in the non-
dialyzed group. The fact, that only two cut of ten patients with bilateral
nephraectemy were hypertriglyceridaemic, suggests the aeticlogical involve-
ment of a factor from the diseased kidney. Nearly all patients described
in this chapter had a lowered plasma HDL-cholesterol concentration with
no changes in total plasma cholesterol concentration.

LPL and HTGL activity were measured during a continuous four hour
infusion of heparin to study changes in the biphasic response of these
activities. Compared to normals, dialyzed patients showed only decreased
early phase LPL activity (30 minutes after the start of the infusion),
thought to be an indication for the release of activity from the endo-
thelial wall pool. No differences between dialyzed patients and the control
group were found for HTGL activity.

Plasma HDL-cholesterol concentration was correlated with both lipolytic
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activities: A positive correlation was present with the early phase LPL
activity, a negative one with the early phase HTGL activity. No corre-
tation was found between insulin and lipolytic activities. The inverse
relationship between Towered LPL activities and fasting TG indicafes that
also in dialyzed patients, studied with a method totally different from
the one used in Chapter II, the hypertriglyceridaemia is caused by a
removal defect. The suggestion is made, that this defect is located near
or in the rapidly releasable endothelial LPL pocl {decreased pool size
and/or defect in release mechanism).

Chapter IV deals with the guestion whether the decrease of LPL activity
is re1éted to circulating inhibitor(s). Although increased inhibition in
dialyzed patients was found, there was no difference in inhibiting acti-
vity of patients with and without hypertriglyceridaemia, so a direct
relation between the two is uniikely.

Investigations concerning the localisation of the defect in TG metabo-
1ism of chronically uraemic rats are described in Chapter V and VI. First
the operative procedure for subtotal nephrectomy is described. The obtained
non-nephrotic renal insufficiency is characterized by a gradually increa-
sing loss of kidney function over three to four months, with subsequently
a more rapid progression to terminal faiiure, leading to death within six
months after operation. In this experimental model also a biphasic pattern
of plasma TG concentration emerges during the ccurse of the renal insuffi-
ciency: Initially an increase, at urea concentrations. above 50 mmol/1 a
decrease.

The secretion rate of TG into plasma, lipolytic activity in tissue and
the release of Tipolytic activity into the circulation after heparin
injection were subsequently investigated in the chronically uraemic rat
{Chapter V). The secretion rate of TG into plasma was studied in the star-
ved rat with the socalled Triton method. No differences were found between
normal and uraemic animals, aithough the latter group had a two to three
fold increase in plasma TG concentration., In contrast to patients with
renal failure, uraemic rats had jncreased HDL-cholestero]l levels.

Tissue Tipolytic activity was determined in adipose tissue, cardiac and
skeletal muscle and Tiver of starved rats. No differences were found
between rormal and uraemic rats, s0 important disturbances in synthesis of
the enzyme are unlikely, although the possibility is not excluded that
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under feeding conditions differences exist. Because no difference in
liver weight of normal and uraemic animals was found, also the total body
HTGL pool is normal in uraemic rats. All uraemic rats showed less adipose
tissue, so the whole body adipose tissue LPL pool seems to be decreased

in these animals. In the uraemic group lipelytic activity of adipose
tissue as well as of liver was inversely related to piasma HDL-cholesterol
concentration.

The release of lipelytic activity into the circulation by heparin
appears to be disturbed in the uraemic rats. Bepending on the amount of
heparin used heparin resistence is found for HTGL activity, while release
of LPL activity showed an increased sensitivity.

Using double labeled (2-3H—g]ycer0]trio1eate and 4—14C—choiester01)
chylomicrons, it could be demonstrated {Chapter VI) that especially the
first step in the breakdown of TG-rich particles in the circulation (TG
uptake in extrahepatic tissues) seems to be disturbed in the uraemic
animals. The rate of the second step, the uptake of socalled "remnant"
particles in the liver, was normal.

Based on the above mentioned data the defect in TG metabolism in our
experimental medel is located at two sites. First a slowed initial uptake
of TG in extrahepatic tissues, possibly related to the decrease in the
whole body adipose tissue LPL pool. Second a pessibly sluggish release of
HTGL from the endothelial pooi into the circulation, the meaning of which
is not yet clear.

Chapter VII discusses briefly the main possibilities for treatment of
the hypertrigiyceridaemia in chronic renal failure presently available.
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Omslag:

Het bovenste gedeelte van Tabula 42 uit de "Anatomia Humani Corporis"
van Godefridi Bidloo (Amstelodami, MDCLXXXY) is weergegeven,

Govert Bidloo (1648 - 1713) heeft zijn roem vooral te danken aan de
higerboven genoemde anatomische atlas. Hoewel hij in 1688 hier ter stede
zijn diensten aanbood, werd hij bencemd tot “Hoogvoorleezer in de
Ontleding- en Heelkunst binnen 's Graavenhaage". In 1694 volgde zijn
benceming tot hoogleraar in Leiden.
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