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LIJST VAN AFKORTINGEN

adenosine 3'5' monofosfaat

de stijging van de cAMP excretie in de urine
(in nmol/100 cc GF) tijdens de EDTA infusie-
test berekend als het verschil in cAMP ex-
cretie tijdens het tweede infusieuur en de
controleperiode

cyclisch guanosine monofosfaat

1,25 dihydroxycholecalciferol
desoxyribonucleinezuur

ethyleen diamine tetraacetaatzuur

guanosine trifosfaat

guanosine difosfaat

25 hydroxycholecalciferol

{concentratie) immunoreactief bijschild-
klierhormoon

de tijdens de EDTA infusietest per uur
gemiddelde iPTH concentratie in het bloed

de stijging van de bijschildklierhormooncon-
centratie in het blced tijdens de EDTA infu-
sietest berekend als het verschil tussen de
TPTH tijdens het tweede infusieuur en de
IPTH tijdens de controleperiode

nefrogene cAMP~excretie (nmol/1060 cc GF)
cAMP concentratie in het plasma

primaire hyperparathyreoidie

Een proefdier waarbij de bijschildklieren
verwijderd zijn

ribonucleinezuur

regulerend proteine, het eiwit dat de scha-
kel vormt tussen het hormoonreceptorcomplex
en de activering van het adenylcyclase
tubulaire terugresorptie van fosfaat, bere-
kend op de wijze beschreven door Walton en
Bijvoet {1975)

cBMP concentratie in de urine
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HISTORISCHE INLEIDING

Adenosine 3'5' monofosfaat (3'5°'~AMP, CAMP) werd in
1957 gelijktijdig door onderzoekers van twee verschil-
lende laboratoria gefidentificeerd. Een van deze groe-
pen, bestaand uit Cook, Lipin en Harkham en verbonden
aan de Washington University, ontdekte dat deze stof
gevormd wordt tijdens verhitting van adenosine trifos-
faat (ATP) met bariumhydroxide. In hetzelfde jaar iso-
leerden Sutherland en Rall, verbonden aan de Western
Reserve University te Cleveland een warmtestabiele stof
na toevoeging van epinefrine of glucagon aan leverweef-
sel. Toen de twee groepen de door hen geidentificeerde
stoffen uitwisselden, bleek de door Cook c.s. gesynthe-
tiseerde stof biologisch actief te zijn en dezelfde
chemische en fysische eigenschappen te bezitten als de
door Sutherland en Rall geisoleerde stof. Het molecuul
bleek opgebouwd uit een purinering (adenine), gekoppeld
aan een pentosesuiker (B-D-ribose); de hydroxylgroepen
gekoppeld aan het derde en vijfde koolstofatoom van de
pentosering vormen een ester met de Ffosfaatgroep
{(figuur 1.1).

Figuur 1.1
De structuurformule van 3'5'-AMP (Haynes e.a. 1960).



Spoedig bleek dat c¢AMP in tal van weefsels gevormd
wordt om de rol van "second messenger™ voor verschil-
lende hormonen te spelen (Haynes e.a. 1960, Sutherland
en Rall 1960); de stof wordt in de receptorcel gevormd
uit ATP, dat onder invloed van het enzym adenylcyclase
gesplitst wordt in 3'5'-AMP en pyrofosfaat (Sutherland
e.a. 1962, Rall en Sutherland 1962). Enzymatische de-
gradatie van cAMP bleek in vive plaats te vinden onder
invlioed van het enzym fosfodiesterase, waardoor 375°'AMP
omgezet wordt in 5'AMP (Butcher en Sutherland 1962).

CcAMP werd aangetoond in zowel plasma (Butcher en
Sutherland 1962, Broadus e.a. 1970a) a&als in urine
{Butcher en Sutherland 1962; Ashman e.a. 1963). Het in
de urine geidentificeerde CcAMP bleek te bestaan uit
door de glomerulil gefiltreerd plasma cAMP en uit in de
niertubuluscellen gevormd en aan de urine toegevoegd
cAMpP ("nefrogeen cAMP"; Broadus e.a. 1%70a).

De cAMP bepaling deed als diagnostisch hulpmiddel zijn
intrede in de Kkliniek toen bleek dat patiénten met
pseudohypoparathyrecidie in tegenstelling tot gezonden
na PTH infusie geen toename van de cAMP excretie in de
urine vertoonden (Chase e.a. 196%b). Later werd duide-
1ijk dat de nefrogene cAMP excretie een goede maat is
voor de PTH activiteit bij de individuele patiént en
daarom bruikbaar is bij de diagnostiek van de primaire
hyperparathyrecidie (Broadus e.a. 1977, Shaw e.a. 1977,
Schmidt-Gayk e.a. 1977). Kortgeleden meldden Steward
e.a. (1980a) dat sommige maligne tumoren een substantie
produceren, die in een aantal opzichten afwijkt van PTH
en eveneens in staat is, de productie wvan nefrogeen
CAMP te stimuleren.



DE CORSPRONG VAN HET cAMP IN BLOED EN URINE

De fysiologische rol van cAMP als schakel tussen de
hormoonreceptor en het biologisch effect van de respon-

derende cel

De rol van cAMP als schakel in de receptorcel is sche-
matisch samengevat in figuur 2.1.

Receptoren veoor polypeptidehormonen en neurotransmit-
tors bevinden zich aan de buitenkant van de celmembraam
{Kahn 1976, Baxter en Funder 1979). Bij een aantal wvan
deze hormonen resulteert de binding tussen hormoon en
receptor in activering van het enzym adenvlcyclase, dat
aan de binnenzijde van de celmembraam gelokaliseerd is
{Cuatrecasas 1974, Rodbell e.a. 1970). Adenylcyclase
fungeert in dit geval als "effector™ (zet de biologi-
sche response in gang) door vorming van cAMP uit ATP,
Een aantal hormonen waarvan aangetoond is dat zij in de
receptorcel de caMP-concentratie doen toenemen, staan
vermeld in tabel I.1.

Het hormoonreceptorcomplex activeert het adenylcyclase
niet direct; activatie vindt plaats via het "guanine
regulatory protein™ (RP) {Rodbell 1980, Jochnson e.a.
1¢80) dat mogelijk weer uit meerdere afzonderlidke com-
ponenten 1s opgebouwd (Welton e.a. 1977, Johnson e.a.
1980) . Van een aantal hormonen is aangetoond dat acti-
vatie van adenvlcyclase alleen kan plaatsvinden in aan-
wezigheid van GTP (Ross e.,a. 1976, Rodbell e.a. 1970a)
dat waarschiinlijk onder invloced wvan het hormoonre-
ceptorcomplex aan het RP gebonden wordt en GDP, dat
in de basale staat zan het RP gebonden is, verdringt
(Pfeuffer 1979, Rodbell 1980). GTP wordt, dgebonden aan
het RP, snel gehydrolyseerd tot GDP onder invlced van
het enzym GTP-ase; inhibitie van deze GTF-ase activi-
teit door bijvocrbeeld choleratoxine heeft een voort-
durende adenylcyclaseactivering tot gevolg (Cassel en
Sellinger 1977; Sharp en Hynie 1971) terwijl niet hy-
drolyseerbare GTP-analogen in vitreo in staat ziin een
krachtige en voortdurende adenylcyclaseactivering te
bewerkstelligen (Londos e.a. 1974).
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Figuur 2.1
De rol van cAMP als schakel in de receptorcel.



adrenocorticotroop hormocon (ACTH)
calcitonine

catecholamines (B-adrenergisch)
humaan choriongonadotrofine (HCG)
follikelstimulerend hormoon (FSH)
glucagon

luteiniserend hormoon (LH)

LE releasing hormoon (LHRH)
melanoforen stimulerend hormoon (MSH)
bijschildklierhormoon (PTH)
prostaglandine E1

thyreoid releasing hormoon (TRH)
vasopressine (ADH)

thyreoid stimulerend hormoon (TSH)

Tabel I.1: hormonen welke in de receptorcel de caMP

concentratie toenemen {ontleend aan: Baxter
en Funder 1979).



Volgens Cassel en Sellinger (1977) stimuleert het hor-
moon enerzijds activatie van het adenylcyclase doordat
onder invlced van het hormoonreceptorcomplex aan het RP
gebonden GDP vervangen wordt door GTP terwijl het hor-
moonreceptorcomplex anderzijds de GTP-ase activiteit
stimuleert, waardoor het adenylcyclase terug zou vallen
naar de inactieve staat indien niet voortdurend de bin-
ding van nieuw GTP aan het RP destimuleerd zou worden.
Iin overeenstemming hiermee maakten Rendell e.a. (1977)
en Levitzki (1977) met een mathematisch model aanneme-
1ijk dat de voortdurende afbraak van GTP een bepalende
factor is voor de mate waarin een hormonale stimulus
adenylcyclaseactivering tot gevelg heeft.

GTP beinvicedt niet alleen mede de mate van adenvlcy-
claseactivering, doch 1lijkt ook de mate waarin de re-
ceptor vrij hormoon bindt, te beinvloeden: van o©.a.
glucagon (Rodbell e.a. 1970z), angiotensine {Glossman
e,a, 1974) en B-agonisten (Ross e.a. 1977) kon worden
aangetoond dat GTP de bindingsaffiniteit van de mner-—

braamreceptor wvoor het betreffende hormoon doet afne~
men.

In de hormonaal niet gestimuleerde staat lijken de hor-
moonreceptor en het adenylcyclase fysisch niet aan
elkaar gebonden structuren te zijn (Cuatrecasas 1974;
Johnson e.a. 1980). Singer en Nicolson (1972) beschou-
wen de celmembraam als een relatief vlceibare dubbel-
laag van lipiden waarin componenten geimpregneerd zijn
die voor een deel in staat zijn zich over het oppervlak
van de celmembraam te verplaatsen. Door een aantal
onderzoekers wordt verondersteld dat het hormoonrecep-
torcomplex zich over het oppervlak van de celmembraam
verplaatst en zich ten gevolge van deze mobiliteit aan
het adenvlcyclase kan binden ("collision coupling”
theorie; Cuatrecasas 1974). Voor een aantal hormoon—
receptoren kon voortdurende mobiliteit over het celmem-
braamoppervlak inderdaad worden aangetoond (Eing en
Cuatrecasas 1981) terwidl met behulp van lasertechnie-
ken wvoor o.a. acetylcholinereceptoren (Axelrod e.a.
1976) de gemiddelde snelheid waarmee de receptor zich
over het celmembraamoppervlak beweegt zelfs kon worden
berekend.



In vitro lijkt aangetoond te zijn dat de mate van mobi-
iiteit van het hormoonreceptorcomplex over de celmem-
braam een medebepalende factor is wvoor de mate waarin
binding wvan een hormoon aan ziin receptoren resulteert
in adenylcyclaseactivering (Rimon e.a. 1978; King en
Cuatrecasas 1981). Volgens Rimon e.a. (1978) is er
hierbij geen sprake van een universele eigenschap van
hormoonreceptoren en zouden receptoren van een aantal
hormonen wel permanent gekoppeld =zijn aan adenyl-
cyclase.

Een aantal cnderzoekers toonden aan dat de aanwezige
concentraties calcium en magnesium eveneens van invlioed
zijn op de mate waarin het adenylcyclase wordt geacti-
veerd. %0 vereist zowel de stimulatie van adenylcycla-
seactiviteit in geisoleerde levermembraamfracties onder
invleoed van glucagon (Pohl e.a. 1971) als de stimulatie
van adenylcyclaseactiviteit in membraamfracties wvan
vetcellen (Birnbaumer e.a. 1969) de aanwezigheid wvan
magnesium terwijl voor de laatste reactie ook aange-
toond lijkt, dat de aanwezigheid van calcium in het in-
cubaat essentieel is (Birnbaumer en Rodbell 1969). De
gestimuleerde adenylcyclaseactiviteit van het eerste
model neemt echter weer af bij oplopende magnesiumcon-
centraties ({Pohl e.,a. 1971) terwijl ook in het andere
model de gestimuleerde adenylcyclaseactiviteit afneemt
bij aanwezigheid van hogere concentraties calcium in
het incubaat {Pohl e.a. 1971; Birnbaumer e.a. 1969).

Terwiijl de hormoonreceptor specifiek €én bepaald soort
hormoon bindt, kunnen receptoren van verschillende
soorten hormonen die zich op dezelfde cel bevinden,
hetzelfde adenylcyclase binnen de cel activeren
{Cuatrecasas 1974; Rodbell 1980). Zo kan in geisoleerde
vetcellen hetzelfde adenyleyclase door zeven verschil-
lende hormonen geactiveerd worden (Birnbaumer en
Rodbell 1969; Rodbell e.a. 1970b}. Dit is waarschiin-
1ijk één van de mechanismen waardoor verschillende hor-
monen eenzelfde biologische response tot gevolg Kunnen
hebben terwijl het effect wvan meervoudige maximale
receptorstimulatie door diverse hormonen tegelijkertijd
niet altijd additief is (Kahn 1976).



Het gevormde cBMP doet dienst als "second messenger”
voor het hormoon. Sutherland en Robinson {1966) en
Liddle en Hardman (1971) formuleerden een aantal Kkrite-
ria waaraan voldaan moet worden voordat aangenomen kan
worden dat voor een bepaald hormoon cAMP als "second
messenger" fungeert.

Beinvlceding van de intracellulaire cAMP concentratie
1ijkt in een aantal gevallen ook te kunnen verklaren
hoe hormonen een antagonistische werking ten opzichte
van elkaar kunnen bezitten. Zo remt insuline de door
adrenaline geinduceerde cAMP productie in geisoleerde
vetcellen (Zumstein e.a., 1974) en de door glucagon ge-
induceerde CAMP productie in leverweefsel (Jefferson
e.a. 1968).

In de literatuur neemt men van meet af aan (Sutherland
en Rall 1960; Aurbach e.a. 1969) dat hormonen waarvoor
cAMP dienst doet als "second messenger” de hoeveelheid
cAMP in de receptorcel verhogen door adenylcyclaseacti-
vering en niet door fosfodiesteraseinhibitie. Van o.a.
schildklierhormoon {Marcus 1975, Mandel en Kuhl 1987)
en corticosterciden (Ross e.a. 1977), hormonen waarvan
aangenomen wordt dat het hormonale effect tot stand
komt zonder gebruik van cAMP als "second messenger”
{(vide infra} 1lijkt fosfodiesteraseinhibitie in vitro
aangetoond. Mogelijk gaat het hierbij om een mechanisme
waardoor ock in viveo deze hormonen in staat zijn de ac~
tiviteit van polypeptidehormonen te beinviceden,

Het gevormde cAMP activeert cAMP-afhankelijke protein-
kinasen door afsplitsing van een inhiberend deel wvan
het enzym (Gill en Garren 1970; Tac e.a. 1970;
Erlichman e.a. 1971); deze proteinkinasen stimuleren in
de cel fosforyleringsreacties en beinvlceden daarmee de
activiteit van enzymen en andere eiwitten welke het
hormooneffect bepalen (Greengard 1978; Baxter en Funder
1979; Pollet en Levey 1980). Zo leidt vorming van CAMP
in leverweefsel onder invlced van glucagon ©f epine-
frine en in spierweefsel onder invlced van epinefrine
via activering van fosforylasekinase tot omzetting wvan
inactief fosforylase b in actief fosforylase a, waar-—
docr de glycegenolyse geactiveerd wordt (Sutherland en
Rall 1960; Haynes e.a. 1960}.



Van o.a. groeihormoon, insuline, prolactine en de cate-
cholamines (g~adrenergisch) kon tot dusverre niet over-
tuigend worden aangetoond dat de binding van het hor-
moon aan de receptor activering van het adenylcyclase
tot gevolg heeft. Voor een aantal van deze hormonen
zijn de verschillende stappen tussen hormoonreceptor-—
binding en biologisch effect nog niet geidentificeerd.
Wel lijkt ook in deze gevallen het uiteindelijk biolo-
gisch effect tot stand te komen via eiwitfosforylering
{Greengard 1978). In een aantal gevallen lijkt cGMP de
rol van second messenger te vervullen (Baxter en Funder
1979, Greengard 1978). Calcium lijkt de fosforylering
van een aantal eiwitten in de cel te kunnen stimuleren
{Krueger e.a. 1977). Van een aantal hormonen is aange-
toond dat zij de opname van calcium vanuit het extra-
cellulaire compartiment en verplaatsingen van calcium
van het ene celcompartiment naar het andere beXnvloe-
den. Het lijkt daarom mogelijk dat het biolegisch ef-
fect van een aantal hormonen (mede) tot stand komt door
beinvloeding van de cellulaire calciumhomeostase

(Greengard 1978; Baxter en Funder 1979). Van een aantal
hormonen lijkt aangetoond dat de wverschillende biolo-
gische effecten tot stand komen door gebruik van meer-
dere van de bovengenoemde processen. Tenslotte bestaan
er aanwijzingen dat een aantal biologische effecten wan
polypeptidehormonen tot stand komen doordat een beperkt
deel van de hormoonreceptorcomplexen zich na internali-
satie aan celorganellen (o.a. de celkern} binden waar-
door biclogische processen (RNA en DNA preoductie,
eiwitsynthese) zonder gebruik wvan een second messenger
in gang gezet worden (King en Cuatrecasas 1981),

Het biologisch effect van steroidhormeonen komt op ge-
heel andere wijze teot stand. De receptoren voor
steroidhormonen (inclusief wvitamine D en haar metabo-
lieten) bevinden zich intracellulair. Het vrije hormoon
penetreert de celmembraam en bindt zich in het cyto-
plasma aan de receptor. Deze interactie leidt tot een
verandering in het hormoonreceptorcomplex welke *acti-
vatie®™ genoemd wordt en resulteert na translocatie in
een binding van het hormoonreceptorcomplex met het
chromatine in de celkern (Chan en O'Malley 1978; Munck
en Foley 1979).



Hierna wordt door transcriptie van DNA in RNA messenger
RNA geproduceerd, waardoor na translatie op ribosomen
de synthese van het eiwit, nodig voor het biologisch
effect, plaatsvindt (Chan en O'Malley 1978), waar-
schijnlijk eveneens deoor beinvlceding wvan de intracel-
lulaire proteinkinaseactivitelt (Greengard 1978). Hoe-
wel vaststaat dat steroidhormonen in een aantal weef-
sals de cAMP-concentratie kunnen beinvloeden (Weiss en
Crayton 1970, Rosenfeld en O'™™Malley 1970) 1lijkt cAMP
geen rol te spelen bij het tot stand komen van het bio~
logisch effect van stercidhormonen en lijkt deze bein-
viceding langs indirecte weg tot stand te komen (Gorski
en Gannon 1976; Thompson en Lippman 1974). Wel =ziijn
sterolidhormonen in staat, de activiteit van cAMP-afhan-
kelijke proteinkinasen te beinvlceden hetgeen
{Greengard 1978; Lamberts e.a. 1975), naast de reeds
gencemde fosfodiesteraseinhibitie, een mogelijke ver-
klaring biedt voor het feit dat een aantal steroidhor-
monen synergistisch en/of antagonistisch werken ten op-
zichte van hormonen waarvan het biologisch effect tot
stand kemt door adenylcyclaseactivering.

Samenvattend blijkt cAMP voor een aantal polypeptide-
hormonen te fungeren als schakel in de receptorcel. De
mate van activering door het hormoonreceptorcomplex
blijkt echter afhankelijk te zijn van een aantal facto-
ren zoals de aanwezigheid wvan GTP, de GTP-ase activi-
teit en de intracellulaire calcium en magnesiumconcen-
tratie. Bovendien lijken in vele gevallen andere hormo-
nen in staat, de mate van adenylcyclaseactivering door
een bepaald hormoon mede te bepalen.

De ocorsprong en eliminatie van het plasma CAMP

Aanvankelijk werd verondersteld dat celmembramen weinig
of niet docrlaatbaar zijn voor cAMP. Zowel in vitro als
in vivostudies toonden echter aan dat transport van het
intra- naar het extracellulaire compartiment na hormo-
nale stimulatie plaats heeft (Cramer en Lindl 1974},
terwiil er voor een aantal biologische systemen aanwij-
zingen bestaan dat het een actief transpeortmechanisme
betreft {(Davoren en Sutherland 1963).
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Omdat plasma geen adenylcyclaseactiviteit bevat wordt
aangenomen dat het in plasma aangetroffen cAMP geheel
van intracellulaire oorsprong is. In vivo onderzoek
maakte aannemelijk, dat het onder basale omstandigheden
in het plasma aangetroffen cAMP afkomstig is uit o.a.
de nieren (Kaminsky e.a. 1970a}, de lever (Liljenguist
e.a, 1974), longen en darm (Wehman e.a. 1974) en waar-
schijnliik verder uit de zeer vele andere weefsels waar
cAMP als intracellulaire second messenger dienst doet
(Broadus 1977). De cellulaire elementen wvan het bloed
lijken geen bijdrage van betekenis aan het plasma cAMP
te leveren (Broadus e.a. 1870a).

De cAMP concentratie in het plasma is vele malen lager
dan de intracellulaire concentratie welke nodig is om
een biologisch effect tot gevolg te hebben, Karlberg
e.a. (1974) stelden vast dat de plasma cAMP concentra-
tie van de door hen onderzochte proefpersonen slechts
1% bedroeg van de concentratie welke aangetroffen werd
in van de proefpersonen afkomstig gehomogeniseerd
spier- en vetweefsel. Carchman e.a. (1971} berekenden
uit hun experimenten met geisoleerde bijnieren afkom-
stig van de kat, dat per minuut 1 tot 2% van het intra-—
cellulaire cAMP door de celmembraam naar de extracel-
lulaire ruimte penetreert.

Broadus e.a. (1970a) berekenden de plasmaproductionrate
{productie in de cAMP pool welke uitwisselbaar is met
plasma) bij gezonden op 9-17,4 nmol/min.

Bij infusiestudies met caMP 3H, uitgevoerd bij gezonde
menselijke proefpersonen, blijkt de verdelingsruimte
van cBMP3H het extracellulaire volume met 50% te over-—
treffen (Broadus e.a. 1970a) zodat er niet alleen tran-
sport lijkt te bestaan van het intra- naar het extra—
cellulaire compartiment doch eveneens in omgekeerde
richting. In overeenstemming thiermee bleken o.a.
hepatocyten (Levine e.a., 1969; Strange en Percy-Robb
1975), nierweefsel (Coulson en Bowman 1974) en hart-
spierweefsel (Rossberg e.a. 1975) in vitro in staat
CAMP uit het incubatie of perfusiemedium op te nemen.



Broadus e.a. (1970a) bestudeerden de eliminatie van het
plasma cAMP in vivo bij een aantal gezonde vrijwilli-
gers. De halfwaardetijd van geInfundeerd‘cAMP3H bedroeg
bii hun proefperscnen gemiddeld 30 minuten. De plasma-
clearancerate (het volume. plasma dat per tijdseenheid
volledig van cAMP3H ontdaan wordt)bleek vijf maal =zo
hoog als de renale clearancerate (het volume plasma dat
per tijdseenheid door renale klaring volledig wvan
cAaMp3H ontdaan wordt) waaruit Broadus e.a. concludeer—
den dat het plasma cAMP bij gezonden voor ongevear 80%
extrarenaal ge€limineerd wordt. Deze conclusie is in
overeenstemming met eerdere bevindingen bij de rat
{Chase en Au;bach 1967).

Extrarenale eliminatie wvan het extracellulaire cCcAMP
1ijkt grotendeels plaats te vinden door intracellulaire
enzymatische degradatie na passage van de celmembraam
{(0.a. Levine e.a. 1969). Een aantal onderzoekers kwamen
op grond van in vitro studies tot de conclusie dat de-—
gradatie van cAMP door in of aan de buitenzijde van de
celmembraam aanwezig fosfodiesterase wellicht eveneens
een rol van betekenis speelt (Rossberg e.a, 1975}, De
langzame in vitro hydrolyse van plasma CAMP suggereert
dat de in het plasma aanwezige vrije Ffosfodiesteraseac-
tiviteit {Broadus e.a. 1971, Asano en Hidaka 1975) een
relatief kleine rol speel bij de eliminatie van het ex-~
tracellulaire cAMP (Hemington e.a. 1973). Een aantal
onderzoekers veronderstelden dat een aanzienlijk deel
van het extracellulaire cBMP door biliaire excretie uit
het lichaam verwijderd wordt. Hoewel de lever waar-
schijnlijk een belangrijke rol speelt bij de eliminatie
van het extracellulaire cAMP (Blonde e.a. 1974) 1lidjkt
het in dit geval wvoornamelijk om intracellulaire degra-
datie te gaan {Levine e.a. 1969); biliaire excretie
lijkt kwantitatief gezien een mechanisme van onderge-
schikt belang {Strange en Percy-Rcbb 1975).

De bovenstaande gegevens duiden erop, dat het extra-
cellulaire cAMP beschouwd moet worden als een deel wvan
een pool in dynamische steady state. Er bestaat een re-
latief groot distributievolume met cnder basale omstan—~
digheden een hoge turnover door productie en afbraak in
talloze weefsels.
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2.4

De oorsprong van het cAMP in de urine

Broadus e.a. (1970a) zagen dat de renale klaring wvan
zowel lage als zeer hoge doseringen van bij gezonden
geinfundeerd cAMP3H steeds in dezelfde orde van grootte
lag als de renale klaring van geinfundeerd inuline; zij
concludeerden dat uitscheiding van het plasma cAMP in
de urine uitsluitend plaatsvindt via glomerulaire fil-
tratie.

De renale klaring van het endogene plasma cAMP blijkt
bij gezonden echter 18-52% hoger te zijn dan de klaring
van geinfundeerd inuline of geinfundeerd cAMP 3H
{Broadus e.a. 1%7Ca, Kaminsky e.a. 1970a), zodat 48-82%
van het in de urine gevonden cBMP afkomstig moet zijn
van glomerulaire filtratie ("gefiltreerd cAMP") terwijl
het overige deel door het nierparenchym zelf aan de
urine wordt toegevoerd ("nefrogeen cBMP™),

Het nefrogeen geproduceerde cAMP bleek voor het over-
grote deel afkomstig uit de corticale tubuluscellen,
waar intracellulair cAMP geproduceerd wordt onder in-
vlioed wvan PTH-gevoelig adenvlcyclase (zie 3.1). Er be-
staat nog geen overeenstemming over de vraag op welke
wijze het in de tubuluscel gevormde cAMP de celmembraam
passeert (Broadus 1981}).

Parametrische expressiewijze van de chAMP-excretie in de
urine

De cAMP-excretie staat op twee wijzen in verband met de

nierfunctie:

a. de nefrogene cAMP-excretie (uitgedrukt in nmol/min)
toont binnen een bepaalde populatie steeds een
lineair verband met de GFR (in ml/min) {Broadus
e.a. 1977) zolang de GFR hoger is dan 20 ml/min. Het
bestaan van deze relatie is niet onverwacht omdat de
GFR een maat 1is wvoor het aantal Ffunctionerende,
adenyleyclase bevattende nefronen. Indien de nefro—
gene cAMP excretie in mmol/min de totale hoeveelheid
geactiveerd renaal adenylcyclase karakteriseert, is
het guotiént cAMP (nmol/min) : GFR{(ml/min) te be-
schouwen als een maat voor de hoeveelheid geacti-
veerd adenylcyclase per eenheid functionerend nier-
weefsel.



b. de filtered load (mmol/min), berekend als het pro-
duct van de plasma cAMP-concentratie (nmol/ml) en de
GFR (ml/min}) wvertoont, zolang de GFR hoger is dan 20
ml/min, binnen een bepaalde populatie eveneens een
vrijwel lineair verband met de GFR (Broadus e.a.
1977} . Dit is te verwachten uit de eerder genoemde
verhouding tussen extrarenale en renale eliminatie
{4 : 1) waardoor de plasma cAMP concentratie betrek-
kelijk onafhankelijk is van de GFR.

Uit het bovenstaande volgt, dat, in vergelijkend onder-
zoek waarbij de totale en/of nefrogene cAMP excretie
van verschillende individuen vergeleken wcrdt een uit-
drukkingswijze van de CAMP excretie waarbij gecorri-
geerd wordt wvoor de nierfunctie, theoretisch de meest
juiste is. De totale cAMP excretie kan dan gekarakteri-
seerd worden als:

Ucamp * V
————— X 100 (nmo1/100 cc GF)
KlKr

en de nefrogene cAMP excretie als:

Ucamp X V ~ Poamp % Klgy
=T * 100 (nmo1/100 cc GF)
Kt

{Ucamep €0 Poamp = cAMP~concentratie in mmol/ml in
urine en plasma;

V¥ = urineproductie in ml/min;

Klg, = kreatinineklaring in ml/min}.

In de oudere literatuur werd de CcAMP excretie veelal
uitgedrukt in nmol per tijdseenheid. De uitdrukking wvan
de cAMP excretie in nmol/g kreatinine werd gebruikt
toen bleek dat met deze wijze van uitdrukken de cAMP
bepaling in de urine een beter onderscheid mogelijk
maakte tussen gezonden en patienten met primaire hyper-—
parathyreoidie; verder werd met deze uyitdrukkingswijze
de chMP excretie gedeeltelijk gecorrigeerd op fouten in
het verzamelen van de urine. Daarentegen hangt ds uit-
komst wan de bepaling dan weer mede af wvan de functio-
nerende spiermassa van de onderzochte personen en bin-
nen een bepaalde populatie blijkt steeds een aanzien-
lijke sprelding aanwezig te =zijn (Schmidt-Gayk e.a.
1977: Broadus e.a. 1977).
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In de moderne literatuur wordt de cAMP excretie meestal
uitgedrukt in nmol/100 cc GF.

Variabiliteit van de cAMP excretie in de urine: repro-
duceerbaarheid en dag~nachtritme

De cAMP excretie in de urine blijkt, indien van dag tot
dag bepaald, redeliijk constant te zijn; de in de lite-
ratuur aangegeven variaties zijn in het algemeen niet
groter dan 10, in enkele gevallen 20% (Holmes e.a.1974;
Taylor e.a.1970; Murad en Pak 1972). Wel stelden Taylor
e.a. (1970} vast dat de cAMP excretie (uitgedrukt in
nmol/24 uur} gedurende een menstruele cyclus vervolgd
bij drie menopausale vrouwen, steeds een kortdurende
doch aanzienlijke stijging toonde in de dagen rond de
ovulatie.

Een aantal onderzoekers vonden zowel bij transversaal
(Holmes e.a. 19%74; Sagel e.a. 1973) als longitudinaal
(Murad en Pak 1972; Kopp e.a. 1974) onderzoek aanwiij-
zingen voor het bestaan van een dag-nachtritme in de
CAMP excretie. Murad en Pak (1972) en Murad (1973)
stelden vast dat ieder individu een eigen, tijdens
langdurige follow-up consistent dag- en nachtritme in
de CcAMP excretie vertoont. De maximale CcAMP excretie
(in nmol/4 uur of in mmol/g kreatinine) bleek bij een
meerderheid der proefpersonen steeds in de middag
plaats te vinden terwijl een aantal proefpersanen
steeds een maximale cAMP excretie tijdens de ochtend of
avonduren vertoonden; de minimale excretie vond onge-
veer 12 wuur later plaats en bedroeg volgens deze
auteurs in het algemeen 60-70% van de maximale waarde.
Bij geen van de geciteerde onderzoeken werd echter ge-
bruik gemaakt van de theoretisch meest juiste expres-
siewijze voor de cAMP excretie in de urine (nmol/100 cc
GF) terwijl een aantal onderzoekers de beschreven waar-
nemingen in het geheel niet %konden bevestigen (Shaw
e.a. 1977).

Holmes e.a. (1974) vonden aanwijzingen dat de plasma
cAMP concentratie ook aan een dag-nachtritme onderhevig
is.

Vooralsnog lijkt het ons wenselijk vooral bij follow-up
onderzoek van proefpersonen gebruik te maken van urine-
porties die steeds op dezelfde uren van de dag ver-—
zameld werden.
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DE INVLOED VAW ENKELE HORMONALE FACTOREN OP DE PLASMA
CAMP CONCENTRATIE EN DE cAMP EXCRETIE IN DE URINE

Bijschildklierhormoon

PTH stimuleert de adenylcyclaseactiviteit en cAMP accu-
milatie in gehomogeniseerd botweefsel (Chase e.a.
196%a; 196%b; Chase en Aurbach 1970). Dibutyryl caMp
heeft dezelfde metabole en histologische effecten op in
weefselcocultuur gebracht bhotweefsel als PTH (Vaes 1968)
en heeft, toegediend bij de rat dezelfde effecten op de
serumcalcium en fosfaatconcentratie als PTH (Rasmussen
e.a. 1968; Wells en Lloyd 1963}. Alle genoemde auteurs
concludeerden dat cAMP dienst doet als second messenger
ten aanzien van de effecten van PTH op botweefsel. Peck
{1979) meent echter dat het sluitend bewijs dat cAMP
dienst doet als exclusieve second messenger voor PTH op
botweefsel nog niet geleverd is en dat calcium en cGMP
mogelijk eveneens een rol van betekenis spelen.

PTH gevoelig adenycyclase werd in geisoleerde rattenie-
ren geldentificeerd en bleek voornamelijk gelokaliseerd
in de niercortex {(Chase en Aurbach 1968; Melson e.a.
1970) en wel specifiek in de cellen langs de proximale
tubulus (Amiel e.a. 1981). Tal van in vitro en in viveo
experimenten maakten aannemelijk dat cAMP ten aanzien
van een aantal effecten van PTH op de nier dienst doet
als second messenger (0.a. Rasmussen ea 1968; Chase en
Rurbach 1967}; algemeen werdt aangenomen dat de PTH af-
hankelijke fosfaatterugresorptie in de niertubulus tot
stand komt door activering van het renale adenylcycla-
sesysteem; over een in dit opzicht exclusisve rol van
cAMP lijkt meer overeenstemming te bestaan dan t.a.v.
de effecten van PIH op botweefsel (Amiel e.a. 19%81).
Het is nog niet duidelijk of cAMP een exclusieve rol
speelt bij de activering van het 1 hydroxylase o.i.v.
PTH (Broadus 1981).

Zowel bij de rat (Chase en Aurbach 1987) als bii de
mens {(Chase en Aurbach 1967; Kaminsky e.a. 1970a)
treedt na infundering van PTH een zeer sterke stijging
van de CcAMP excretie van de urine op. De excretiesnel-
heid van bij de rat geinfundeerd 3'5° caMP14¢  neemt
echter niet toe tijdens PTH infusie (Chase en Aurbach
1967) terwijl bij de mens tijdens PTH infusie de camp/
inuline klaringsratio zeer sterk stijgt (zie 2.3).
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De toename van de cAMP excretie lijkt dan ook geen ge-
volg te zijn van toegenomen glomerulaire filtratie doch
van een toegenomen nefrogene cAMP productie als gevolg
van gestimuleerd tubulusadenylcyclase.

Een aantal onderzoekers hebben aannemelijk gemaakt dat
bij gezonden ook onder basale omstandigheden veruit het
grootste deel van het nefrogene cAMP geproduceerd wordt
onder invlioed van PTH gevoelig renaal adenylcyclase.
Tijdens bijschildkliersuppressie door infusie van grote
hoeveelheden calcium zagen Kaminsky e.a. (1970a) de to-
tale cAMP excretie bij gezonden met 20-50% afnemen;
Broadus e.a. (1978) vonden met eenzelfde proefopstel-
ling een afname van de nefrogene cAMP productie van ge-
middeld 81%. Toch is het de vraag of men uit deze waar-
nemingen mag concluderen dat onder basale omstandighe-
den bij gezonden eenzelfde percentage van de nefrogene
CAMP excretie direct wvan het circulerend PTH afhanke-
1lijk is., Mayer e.a, (1976) maakten aannemelijk, dat het
niet mogelijk is de bijschildklieractiviteit door een
geinduceerde hypercalciaemie wvolledig te onderdrukken.
Dit duidt erop dat mogelijk een nog groter percentage
van de nefrogene cBMP excretie PTH-afhankeliijk is; bij
de rat lijkt door middel van een andere proefopstelling
aangetoond, dat de nefrogene cAMP productie 100% PTH
afhankelijk is (Butlen en Jard 1972). Anderzijds duiden
in vitro en in wvivo studies bij de rat en het koniijn
(Beck ea 1974; Streetoc 1969%2) op de mogeliikheid dat
calcium langs directe weg (dus niet via PTH suppressie}
in staat is de renale adenylcyclaseactiviteit te rem-—
men. Dit zou kunnen betekenen dat bij calciuminfusie de
daling van de nefrogene cAMP excretie niet uitsluitend
het effect hoeft te zijn van PTH suppressie.

Dat evenwel een zeer aanzienlijk deel van het nefrogene
cAMP deproduceerd wordt onder invloed van PTH-gevoelig
renaal adenycyclase blijkt mede uit de ten opzicht van
gezonden Jlage waarden voor de totale (Broadus e.a.
1977; Murad en Pak 1972; Taylor e.a. 1970) en nefrogene
CcBMP excretie welke gevonden wordt bij patiénten met
hypoparathyreodie: de nefrogene cAMP excretie van 186
door Broadus (1981) onderzochte patiénten was gemiddeld
80% lager dan bij gezonden.
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Infusie van PTH bij gezonden resulteert niet alleen in
een toename van de nefrogene cAMP excretie doch ook in
een stijglng van het plasma cAMP. Deze is echter rela-
tief klein: Kaminsky e.a. {1970a} zagen na infusie van
40 mU per kg. per minuut bovine PTH bij gezonden de
CAMP eycretie met 430% toenemen terwijl het plasma cAMP
met 40% steeg. De stijging van de plasma CcAMP
concentratie trad echter niet op bij patiénten bij wie
beide nieren verwijderd waren zelfs al werd gebruik
gemaakt van aanzienlijk hogere PTH-doser ingen;
kennelijk wvindt er tijdens PTH infusie niet alleen
transport van cAMP plaats wvanuit de tubuluscel naar de
urine, doch eveneens vanuit de tubuluscel naar de
extracellulaire vliceistof. Tomlinson e.a. (1975) namen
hetzelfde waar en toonden bovendien aan dat de cAMP
concentratie in de vena renalis na PTH infusie een
snellere en hogere piek vertoont vergeleken met de
cconcentratie in een perifere vene.

Tiidens infusie wvan grote hoeveelheden calcium bij ge-
zonden daalt de plasma cAMP concentratie met gemiddeld
10% {(Kaminsky e.a. 1970a) zodat waarschiinlijk bij ge-
zonden onder basale omstandigheden eenzelfde percentage
van het in het plasma gevonden c2aMP afkomstig is uit
cellen met een op PTH reagerend adenylcyclase.

De cAMP bepaling im de urine deed zijn intrede in de
kliniek toen bleek dat patiénten met pseudohypopara-
thyreoidie een verminderde of afwezige stijging wvan de
CAMP excretie in de urine toonden na toediening van PTH
(Chase e.a. 1969b).

Omdat er een direct verband bestaat tussen bijschild-
klieractiviteit en nefrogene cAMP excretie, leek de be-
paling van de cAMP uitscheiding van waarde bij de diag-
nostiek van de primaire hyperparathyreoidie (PHP).

%cals op thecretische gronden te verwachten is (zie
2.4) bleek een juiste parametrische expressiewijze
hierbij van essentieel belang.Uitgedrukt in nmol/24 uur
bestaat er een aanzienlijke overlap tussen de waarden
bij gezonden en die bij patiénten met PHP (Debacker
e.a. 1974, Shaw e.a. 1977). Een aantal onderzoekers
vonden in het geheel geen verschil tussen beide groepen
{(Neelon e.a. 1973: Dchan e.a. 1972).
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Dit kan een gevolg zijn van de grote spreiding in beide
groepen en van de lagere GFR welke bij groepen patién-
ten met PHP doorgaans gevonden wordt (Schmidt-Gayvk
e.a. 1977, Broadus e.a, 19%977). Uitgedrukt in Hmol/g
kreatinine discrimineert de cAMP bepaling in de urine
aanzienlijk beter tussen patiénten met PHP en gezonden:
de cAMP excretie wordt bij gebruik van deze expressie-
wijze bij 60-B0% van de patiénten met PHP te hoog ge-
vonden {Murad en Pak 1972; Shaw e.a. 1977; Broadus
e.,a. 1977) doch ook met deze expressiewijze wordt niet
op adequate manier gecorrigeerd voor de nierfunctie.
Uitgedrukt in mmol/100 cc GF is de nefrogene CcAMP
excretie bij 90-95% wvan de patiénten met PHP verhoogd
{(Broadus e.a. 1977; Schmidt-Gayk e.a. 1977), hetgeen
illustreert dat deze expressiewijze zowel om theoreti-
sche als practische redenen de voorkeur verdient.

Hoewel tijdens infusie van grote hoeveelheden PTH bij
gezonden het plasma c¢AMP in relatief geringe mate
stijgt {Kaminsky e.a. 1970a} is er geen duideliijk wver-
schil tussen de gemiddelde plasma cAMP concentratie bij
gezonde proefpersonen en patiénten met PHP: Broadus
{(1979) vond bij 100 gezonden een dgemiddelde plasma CAMP
concentratie van 1,61 nmol/100cc en bij 115 patiénten
een gemiddelde plasmaconcentratie van 1,59 nmol/100cc.
Omdat de plasma cAMP concentratie binnen de wverschil-
lende groepen een relatief kleine spreiding vertoont,
voldoet bepaling van de totale cAMP excretie bij de
diagnostiek wvan de PHP gvengoed als de moeizamere bepa-
ling van de nefrogene cAMP excretie,

De bepaling van de cAMP excretie in de urine, uitge-
drukt in nmol/100cc GF, 1is een gevoelig diagnostisch
hulpmiddel gebleken bij de diagnostiek van de PHP.

Bij gebruik van dit hulpmiddel dient men zich echter
wel te realiseren dat een aantal andere aandoeningen,
die aanleiding kunnen geven tot een hypercalciaemie,
zoals maligniteiten (hoofdstuk 11} eveneens gepaard
kunnen gaan met een verhoogde excretie van cAMP in de
urine,

Spiegel e.a. (1980) menen dat per operatieve bepaling
van de CcAMP excretie wvan nut kan =zijn tijidens hals-
klierexploratie in verband met PHP teneinde wvast te
stellen of (vcldoende) pathologlisch weefsel is verwij-
derd.



Ben aantal auteurs {(Pak e.a. 1975; Broadus ea 1981) me-
nen dat de bepaling van de cAMP excretie in de urine
voor en na orale belasting met calcium een waardevol
hulpmiddel is bij de differentiaaldiagnostiek tussen de
renale en de absorptieve "idiopatische"™ hypercalciurie.

R~adrencceptoren

Adrenaline was een van de eerste hormonen waarvan aan-
getoond kon worden dat het in tal van zijn eindorganen
de adenylcyclaseactiviteit stimuleert (Sutherland en
Rall 1960). Spoedig bleek dat cAMP de rol van second
messenger vervult bij het tot stand komen van een aan-
tal van de metabole effecten van catecholamines cp de
lever (Haynes e.a. 1960), hartspier {Murad e.a. 1962)
en vetweefsel (Sutherland e.a. 1965). cAMP lijkt echter
pitsjuitend een rol te spelen bij het tot stand komen
van de B-adrenerge effecten van de catecholamines ter-
wijl door een aantal auteurs aangenomen wordt dat ten
aanzien van de o -adrenerge effecten <¢GMP de rol wvan
second messenger vervult (Ball ea 1972; Greengard
1978). Hiermee in overeenstemming resulteren infusies
van epinefrine en norepinefrine in combinatie met een
o-antagonist bij gezonden in een stijging wvan de cAMP
concentratie in het plasma terwijl de plasma CGMP con-
centratie niet verandert; omgekeerd verccrzaakt infusie
van catecholamines in combinatie met een B-antagonist
een stijging van het plasma cGMP zonder een verandering
in de plasma cAMP concentratie (Ball e.a. 1972).

Hoewel niet zeker is of £fysiologische variaties in de
catechclamine—concentraties in het bloed de plasma cAMP
concentratie mede bepalen, bestaan hiervoor wel aanwij-
zigingen.

Farmacologische stimulatie van de endogene catechol-
aminesecretie in =zowel zenuwuiteinden als bijniermerg
resulteert bij de rat in een stijging van de plasma
CAMP concentratie (Kunitada e.a. 1978); de plasma CAMP
concentratie ig bij gezonde menselijke proefpersonen in
staande houding hoger dan in liggende houding (Hamet
e.a. 1974; Kuchel e.a. 19753}, stijgt tijdens hypogly-
caemie (Brodows e.a. 19276} en tijdens stress situaties
zoals inspanning (Lin 1978} en een myccardinfarct
(Strange e.a. 1974). Voor o.,a. de hypoglycaemie werd
bovendien aangetoond dat de stijging wvan het plasma
CAMP niet optreedt tijdens B-blokkade.
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Toediening van een B-antagonist bij gezonden beinvlcedt
in het acute experiment de plasma cAMP concentratie
niet (Ball e.a. 1972; Karlberg e.a. 1974) zodat onder
basale omstandigheden de bijdrage van cathecholamineac-

tiviteit aan de plasma cAMP concentratie niet groot
lijkt.

Wat betreft de invloed van de catecholamines op de cAMP
excretie in de urine zou men verwachten dat stimulatie
van de B-receptoren via een toename van de filtered
load resulteert in een stijging van de CcAMP excretie in
de urine. Verschillende onderzoekers namen echter waar
dat tijdens selectieve farmacologische stimulatie wvan
de receptoren bii gezonde proefpersonen de plasma cAMP
concentratie stijgt, doch de waargenomen stijging wvan
de cAMP excretie bleek steeds aanzienlijk minder te
zijn dan men op grond van de toename van de filtered
load (plasma cAMP concentratie x inulineclearance) zou
verwachten. Het lijkt dus alsof tiijdens adrenerge sti-
mulatie de nefrogene CcABMP excretie afneemt (Ball e.a.
1972; Kaminsky e.a. 1970b). Deze waarnemingen lijken op
het eerste gezicht niet goed in overeenstemming te zijn
met de resultaten van in vitro onderzoek, waarbij aan-
getoond kon worden dat de adenylcyclaseactiviteit in
geisoleerde rattenieren {Melson e.a. 1270} en de cAMP
concentratie in geisgleerde hondenieren (Beck e.a.
1972) (hoewel 1in geringe mate) toeneemt tijdens stimu-
latie met B-agonisten; bovendien zou men eerder wver-
wachten dat toediening van fA~agonisten in het acute ex-
periment de nefrogene cBMP excretie verhoogt via adre-
nerge stimulatie van de biischildklieren (hoofdstuk
10). Guder en Rupprecht (1975) toonden aan dat norepi-
nefrine in gelsoleerde ratteniertubuli de vorming wvan
cAMP onder invlicoed van PTH remt. De resultaten van hun
wark zouden echter maar voor een deel een verklaring
kunnen bieden voor de in vivowaarnemingen bij de mens,
omdat de remmende werking van norepinefrine geheel te-
niet gedaan bleek te kunnen worden door toevoeging van
een (-antagonist, zodat deze remming een gevolg zou
moeten zijn van stimulatie van a-receptoren, terwijl de
effecten van RB-agonisten onbelemmerd zouden moeten
blijven.

De ocorzaak wvan de discrepantie tussen de veranderingen
in de plasma cAMP concentratie en de cBMP excretie in
de wurine tijdens adrenerge stimulatie blijft dan ook
vooralsnog conopgehelderd.



Antidiuretisch hormoon

Orloff en Handler (1962} toonden als eersten aan, dat
CAMP in een aantal experimentele in vitrosystemen de-
zelfde effecten op water en natriumtransport heeft als
vasopressine; zij postuleerden als eersten dat ADH zijn
werking op de nier uitoefent via stimulatie van het re-
nale adenylcyclasesysteem. Later werd duidelijk, dat
het adenylcyclasesysteem een centrale rol speelt bij
het tot stand komen van het antidiuretisch effect wvan
ADH {Doussa 1973). Brown e.a. {1963} identificeerden
voor vasopressine-gevoelig adenylcyclase in nierweef-
sel; terwijl PTH vooral adenvlicyclase gelokaliseerd in
de niercortex activeert, bleek het voor vasopressine-
gevoelige adenylcyclase vooral gelckaliseerd in de me-
dulla (Chase en Aurbach 1968; Melson e.a. 1970), in de
cellen rond de distale verzamelbuisjes (Imbert e.a.
1975} .

Een aantal onderzoekers zagen na toediening van farma-
cologische hoeveelheden vasopressine bij de rat (Chase
en Aurbach 1967) en de mens {Taylor e.a. 1970; Fichman
en Brooker 1872; Takahasi e.a. 1966) de cAMP excretie
in de urine toenemen. Kaminsky e.a. (1970b) zagen bij 3
gezonden de cAMP excretie niet veranderen na vasopres-
sineinfusie doch de door hen gehanteerde vasopressine-
dosering bedroeg de helft (5mU/min} van die welke door
de eerder gencemde auteurs geinfundeerd werd.

De vraag of in afwezigheid van ADH (diabetes insipidus)
de cBRMP excretie lager is dan normaal, wordt in de 1li-
teratuur controversieel beantwoord {Fichman en Brooker
1972 vs Raij e.a. 1974).

Fysiologische variaties in de ADH secretie lijken bij
gezonden de cAMP excretie echter niet in belangrijke
mate te beinvioeden. Hardman e.z. (1969) en Butlen en
Jard (1972) stelden vast dat bij de rat de CcAMP excre-
tie in de urine onafhankelijk is van de per periocde ge-
produceerde hoeveelheid urine. Takahasi e.a. {1966} za-
gen bij hun in de literatuur freguent geciteerde studie
de cAMP excretie tijdens orale vochtbelasting afnemen
doch hun waarneming betrof slechts één proefperscon.
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Owen en Moffat (1973), Murad (1973) en Broadus (1977}
vonden bij onderzoek wvan gezonden geen duidelijk ver-
band tussen de cBAMP excretie enerzijds en de hydratie-
toestand waarin de proefpersonen onderzocht werden en/
of de urineflow anderziids.

Waarom ADH in tegenstelling tot PTH de nefrogene cAMP
excretie (vrijwel) niet beinvlcedt is niet duidelijk.
Wellicht speelt een relatieve impermeabiliteit van de
cellen van het distale nefron een rol (Broadus 1976,
1981).

Andere hormonale invloeden

Glucagon was één van de eerste hormonen waarvan aanne-
melijk gemaakt kon worden dat het zijn werking op een
aantal van de eindorganen uitoefent via activatie van
het adenylcyclasesysteem (Sutherland en Rall 19857;
Haynes e.,a. 1960; Sutherland en Rall 18%60). Infusie van
dit hormoon resulteert bij zowel de rat (Hardman e.a.
196%) als de mens (Broadus e.a. 1970b; Taylor e.a.
1970) in een sterke stijging van zowel de plasma CcAMP
concentratie als de cAMP excretie. De nefrogene cAMP
excretie verandert tijdens glucageoninfusie niet, zodat
de stijging van de cAMP excretie uitsluitend een gevolg
moet 2zijn van een toegenomen filtered load (Broadus
e.a. 1970b; Kaminsky e.a. 1970b}. De sterke stijging
van de plasma ¢AMP concentratie tijdens glucagoninfusie
lijkt een gevolg te ziin van het vrijkomen van cBAMP uit
de lever (Broadus e.a. 1970; Lildenguist e.a. 1974}.
Fysiologische variaties in de plasmaglucagonconcentra-
tie beinvloeden de plasma CAMP concentratie en de cAMP
excretie in de urine echter niet duidelijk. Zo veran-
dert Gde plasma cBAMP concentratie bij zowel het proef-
dier als de mens tijdens wvasten niet (Turinsky 1973;
Turpin e.a. 1278).

Gezien de duidelijke effecten van PTH op de cBMP excre-
tie kan men zich afvragen welke de invloed hierop is
van een tweede bij de calciumhomeostase betrokken hor-
moon, het calcitonine. Hoewel dit hormoon de adenylcy-
claseactiviteit in gehomogeniseerd rattenier- en bot-
weefsel activeert (Murad e.a. 1970: Heersche e.a. 1974;
Chase en Aurbach 1970; Marx e.a. 1972; Melson e.a.
1970} lijken zowel zalm, bovine als humaan calcitonine
niet in staat humaan renaal adenylcyclase te activeren
{(Marx en Aurbach 1376).
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Mede om deze reden lijkt dan ook niet bewezen, dat cAMP
bij de mens dienst doet als second messenger voor alle
metabole effecten van calcitonine (Austin en Heath
1881) . Xaminsky e.a. (1970b) en Adachi e.a. {1974} von-
den bij hun proefpersonen een stijging van de CAMP ex~
cretie na calcitoninetoediening welke echter uitslui-
tend een gevolg was van een toename van de filtered
lcad via een verhoging van de plasma cAMP concentra-
tie. Anderen konden deze waarnemingen echter niet be-
vestigen (Barnett e.a. 1975; Biivoet e.a. 1971). Voor-
zover calcitonine enig effect heeft op de plasma cAMP
concentratie of de cAMP excretie, 1lijkt dit vele malen
zwakker dan dat van PTH,

Receptoren wvoor schildklierhormoon lijken ({vrijwel)
uitsluitend in de celkern gelokaliseerd; na binding van
het hormoon aan deze nucleoreceptoren vindt productie
van messenger RNA plaats, waardoor de synthese van ei-
witten welke het biologisch effect bepalen, op gang
komt (Baxter en Funder 197%). cAMP lijkt bij dit proces
geen rol te spelen. Verschillende onderzoekers wvonden
echter bij patiénten met hyperthyreoidie een verhoogde
en bii patiénten met hypothyreoidie een verlaagde plas-
ma CcAMP concentratie (Xarlberg e.a. 19743 Lin 1979;:
Nilson e.z. 1980). Nilson e.a. {1980) en Karlberg e.a.
{1574) namen waar dat de plasma cAMP concentratie bij
patignten met hyperthyreoidie wel doch bij gezonden
niet daalde na propranolol toediening en schreven de
verhoogde plasma cAMP concentratie bij hyperthyreocidie
toe aan een verhoogde adrenergde gevoeligheid. Het be-
staan van een verhoogde adrenerge prikkeling en/of ge-
voeligheid bij hyperthyreoidie wordt echter door een
aantal auteurs aangevochten (Verhceven 1378).

In vitro lijken triiodothyronine en thyroxine in een
aantal organen in staat adenylcyclase te activeren
{Levey en Epstein 1969) en fosfodiesterase te inhiberen
{Mandel en Kuhl 1967; Marcus 1975); deze effecten tra-
den echter pas op bij hormoonconcentraties die vele ma-
len hoger waren dan in vivo ooit worden aangetroffen
terwijl het vermeogen van de verschillende schildklier-
hormoon {derivaten) om deze effecten teweeg te brengen
vaak niet correspondeerde met de relatieve biologische
activiteit.
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Campbell en Kane-Maguire (1973) namen waar dat de stij-
ging van de intracellulaire cAMP concentratie in ratte-
hepatocyten ©.i.v. glucagon groter was indien schild-
klierhormoon aan het incutiemedium toegevoegd. Hiermee
in overeenstemming stelden Glittler e.a. (1274, 1975) en
Elkeles e.a. (1975) vast dat de toename van de plasma
cAMP concentratie tijdens epinefrine- of glucagon infu-
sie en de toename van de cAMP excretie tijdens PTH in-
fusie bij pati&nten met hyperthyrecidie groter en bhij
patiénten met hypothyrecidie kleiner was dan bij gezon-
den. Deze gegevens wijzen erop dat schildklierhormoon
een modulerend effect zou kunnen hebben op de responsi-
viteit van verschillende receptorcellen.

De literatuurgegevens over de cAMP excretie bij hypo-
en hyperthyreoidie zijn verwarrend. Bij hypothyreoidie
werd de cBAMP excretie, uitgedrukt in nmol/24 uur, door
een aantal auteurs verlaagd gevonden (Tucci en Kopp
1976; Carter en Heath 1974); uvitgedrukt in nmol/g krea-
tinine bleek de cBAMP excretie echter normaal (Tuccie en
Kopp 1976; Carter en Heath 1974). Bij hyperthyreoidie
is de cAMP excretie, uitgedrukt in nmol/g kreatinine,
verhoogd (Nilson e.a. 1980; Rosen 1972; Tuccli en Ropp
1976;: Lin e.a., 1973; Carter en Heath 1977}. Hierbij
dient men zich echter te realiseren dat bii hyperthyre-
oidie veranderingen in het kreatininemetabolisme optre-
den welke resulteren in een verlaagde kreatinineexcre-
tie t.c.v. normalen (Ruhlbach 1957) zodat het hier om
een schijnbare verhoging van de cAMP excretie zou kun-
nen gaan: dit conderstreept de reeds in 2.4 gencemde be-
zwaren tegen het gebruik van deze expressiewijze. Lite-
ratuurgegevens over de CcAMP excretie, ultgedrukt in
nmol/100cc GF, bij schildklierfunctiestoornissen zijn
niet beschikbaar.
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ENKELE TECHWISCHE ASPECTEN BETREFFENDE DE CcAMP-BEPALING
IW BLOED EN URINE; DE INVLOED VAN ZWARE LICHAMELIJKE

ARBEID EN VENEUZE STUWING.

De cAMP bepaling in bloed en urine

De cAMP bepaling in bloed en urine werd door ons steeds
uitgevoerd op de wijze, beschreven door Tovey e.a.
{1974) met gebruik wvan een commercié€le kit wvan het
Radiochemical Center {Amershan). Het betreft hier een
competatieve eiwitbindingsmethode waarbij gebruik ge-
maakt wordt van een bindingseiwit bereid uit bovine
skeletspier. De interferentie met niet-specifieke
{ionen, eiwitten) en specifieke (andere nucleoctiden)
factoren welke i.v.m. de lage cAMP concentratie bij de
plasmabepaling een potentigel probleem vormt 1is met
deze assay minimaal doordat gebruik gemaakt wordt van
een sSterk gezuiverd bindingseiwit met hoge affiniteit
en specificiteit voor cAMP, door toepassing van een op-
timale scheidingstechniek wvan vrij en gebonden caAMP
m.b.v. norit en door gebruik van een incubatiemedium
dat EDTA bevat teneinde de interferentie met bivalente
metaalionen tot een minimum te beperken. Bowvendien
wordt door gebruik van bovine serum albumine en een op-
timale pH het bindingseiwit zoveel mogelijk geactiveerd
waardoor potentiéle interferentie met eiwitten sterk
beperkt wordt. Deze maatregelen tesamen maken een
directe bepaling van cAMP in plasma en urine mogelijk
zonder dat gebruik behoeft te worden gemaakt wan blan-
cocorrecties met cAMP-vrij plasma of moeizame extrac-
tieprocedures (Tovey e.a. 1974).

De verzorging van urinemonsters

Inleiding

Door een aantal laboratoria wordt geadviseerd HCI
aan de urinemonsters toe te voegen teneinde afbraak
of toevoeging van c¢AMP door bacteriéle groei te
voorkomen. Het belang van deze factor bij de mon-
sterverzorging werd onderzocht. Tevens werd onder-
zoek verricht naar de stabiliteit van het cAMP in de
urine bij verschillende temperaturen.
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4.2.3

Proefopstelling

Tien urinemonsters werden direct na het uwiturineren
in ieder vier porties verdeeld. Ran de eerste, derde
en vierde portie werd steeds terstond 12 N HC1 (0,5
cc per portie van 1 uurs diurese) toegevoegd. De pE
van deze monsters bleek hierna steeds lager dan 3.
Aan de tweede portie werd geen zuur toegevoegd.
Direct na het verzamelen werden de eerste en de
tweede portie in een ifskast (+4° C) gezet. De derde
portie werd eerst gedurende 60 minuten in een water-
bad (38° C) geplaatst en hierna bij de eerste twee
porties gevoegd. Het eerste, tweede en derde portie
urine werden gelijktijdig, binnen 20 wur, bij -20°
opgeslagen. De vierde portie urine werd gedurende 48
uur bij kamertemperatuur bewaard en vervolgens bij
-20° opgeslagen. Enkele dagen tot weken later werden
geliiktiidig de concentraties cAMP in de verschil-
lende porties bepaald.

Teneinde na te gaan of cAMP in aangezuurde urine,
bij -20° opgeslagen, een stabiele concentratie ver-
toont, werden twee urinemonsters gedurende tien
maanden bij deze temperatuur bewaard. Om de 5 tot 9
weken werd in de monsters de concentratie cAMP be-
paald.

Resultaten

In de monsters wWaaraan dgeen zuur toegevoegd was
bleek de cAMP concentratie steeds lager dan in de
aangezuurde monsters {gemiddelde cAMP concentratie
in portie 13 1,54 + 1,28, in portie 2: 1,06 + 1,15
nmol/ml, FEiguur 4.7:A). In de aangezuurde monsters
bleek de cAMP concentratie significant lager indien
de monsters niet direct 1in een 1ijskast geplaatst
werden doch eerst gedurende 60 minuten bij 38° C
{portie 1: 1,54 + 1,28, portie 3: 1,30 + 1,07 nmol/
ml, p <0,05, figuur 4.1.B) of gedurende 48 uur bij
kamertemperatuur (portie 1: 1,54 + 1,28, portie 4:
1,33 4+ 1,09 nmol/ml, p< 0,02, figuur 4.1.C) bewaard
werden.

De cBAMP concentratie in twee monsters welke over een

periode van 10 maanden bij -20° werden opgeslagen,
bleek niet duidelijk te veranderen (figuur 4.,2),
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Figuur 4.1: De invloed van de toevoeging wvan zuur en tijde-

lijke opslag bij hogere temperatuur op de cAMP concentratie
in urinemonsters.
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Figuur 4.2: Het verloop van de cAMP concentratie in twee
arinemonsters (A en B) tijdens opslag bij -20°.
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4.2.4

Bespreking

Verschillende onderzoekers namen waar, dat de cAMP
concentratie in urinemonsters in het wverloop van de
tijd geleidelijk lager wordt, ook, indien de urine
bij lage temperatuur bewaard werd (Broadus e.a.
1971}. Een aantal bacterie soorten zijn in staat
cAMP in een groeimedium af te scheiden (Peterkovsky
en Gadzar 1971; Okabayashi e.a. 1983) of juist cAMP
te hydrolyseren (Monard e.a. 1969; Broadus 1981). In
de literatuur wordt daarom wel verondersteld, dat de
vermindering wvan de cAMP concentratie in urinemon-
sters een gevolg is van bacterié&le contaminatie en
groei (Murad 1973; Broadus 1977). Om deze reden
wordt door een aantal laboratoria geadviseerd de
bacteri®le groei in urinemonsters te remmen dJdoor
direct na het uiturineren =zoutzuur (Hardman e.a.
1966, Broadus 1977}, natriummetabisulfiet (Paul
e.a. 1971) of chloreform (Abdulla en Hamadah 1870)
aan de monsters toe te voegen.

In ons onderzoek bleek de concentratie cAMP in de
monsters, welke met zuur behandeld werden, hoger dan
de concentratie in monsters waaraan geen zuur toege-
voegd werd. Omdat toevoeging van HCL, in de gebruik-
te hoeveelheid, de cAMP bepaling niet direct bein-
vlcedt (Brocadus 1977} bevestigen onze resultaten dat
deze wijze van monsterbehandeling de stabiliteit van
het ¢c2MP in de urine verhoogt.

Zelfs 1in aangezuurde urine bleek het cAMP echter
niet stabiel, indien de urine gedurende kortere of
langere tijd bij hogere temperatuur bewaard werd.
Voor de vermenigvuldiging van bacteri&n is een gun-
stige pH wvan het groeimedium nocdzakelijk, welke
doorgaans aanmerkelijk hoger ligt dan de pH van de
aangezuurde monsters {Carpenter 1967). Bacteriéle
groei lijkt daarom niet de enige factor welke ver-
antwoordelijk is voor de degradatie van het ¢AMP in
de urine. Het lijkt redeliijk te veronderstellen dat,
indien de ¢AMP concentratie in urinemonsters tijdens
incubatie bij 38° reeds na 60 minuten aantoonbaar
verminderd is, de cAMP concentratie ook tijdens op-
slag in de urineblaas terugloopt. Om deze reden
lijkt het gewenst, tijdens de wverzamelperiode door
middel van een ruime vochttoevoer een adegquate diu-
rese bij de proefpersoon te bewerkstelligen.
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4.3 De

Op grond van de resultaten van dit cnderzoek kan ge-

concludeerd worden dat het van belang is een aantal

voorzorgen te nemen teneinde de stabiliteit van het

cAMP in verzamelde urinemonsters zoveel mogelijk te

garanderen door:

a. terstond na het uiturineren 12 W HC1 (0,5 cc per
verzameluur) aan de monsters toe te voegen en

b. de monsters direct hiercp bij lage temperatuur op
te slaan.

verzorging van blcedmonsters

4.3.1

4.3.2

Inleiding

Bij de monsterverzorging dient men er zich reken-
schap van te geven dat humaan plasma fosfodiestera-
seactiviteit bevat (Broadus e.a. 1971). Fosfodieste-
rase wordt aangetroffen in leucccyten {(Bourne e.a.
1971), trombocyten ({Salzman en Weisenbergen 1972)
en erythrocvten (Patterscn e.a. 1975}, Volgens
Patterson e.a. {1875) is deze vrije fosfodiesterase-
activiteit voor een aanzienlijk deel afkomstig uit
de cellulaire elementen van het bloed en vooral een
gevolg van beschadiging van de trombocyten tijdens
of na afname van de bloedmonsters.

De fosfodiesteraseactiviteit in het bloed kan geremd
worden door theofylline aan de monsters toe te voce-
gen (Tovey e.a. 1974); de relatief slechte oplos-—
baarheid wvan deze stof vormt echter een practisch
bezwaar. De fosfodiesteraseactiviteit is magnesium-
afthankelijk {(Asano en Hidaka 1975) en een in de 1li-
teratuur aangegeven alternatief bestaat uit toevoe-
ging van EDTA aan de monsters teineinde door binding
van het magnesium de fosfodiesteraseactiviteit ter-
stond te inhiberen. Tevens dient EDTA dan als anti-
coagulans. In dit hoofdstuk weorden onze ervaringen
betreffende de stabiliteit van het cAMP in bloedmon-
sters met en zonder toegevoeygd EDTA beschreven.

Proefopstelling

Bloedmonsters afkomstig wvan 10 patiénten werden
steeds in duplc afgenomen. Het eerste monster werd
opgevangen in een voorgekoelde buis, waaraan tevoren
0,1 cc 0,5 N EDTA ph 7,5 was tcegevoegd {Tovey e.a.
1974), het duplomonster in een venocject heparine—
buis (143 E natriumheparine)}.
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De monsters werden direct gecentrifugeerd (1500 G
gedurende 20 minuten, na afpipeteren gevolgd door
2000 G gedurende 20 minuten) en in aansluiting hier-
op bij -20° ingevroren.

Teneinde de stabiliteit van het cAMP bii kamertempe-
ratuur verder te onderzoeken, werden bleoedmonsters
afkomstig van 10 patiénten steeds in drievoud afge-
nomen. Alle monsters werden opgevangen in buizen
waaraan tevoren 0,1 cc 0,5 N EDTA pH 7,5 was toege-
voegd. Het eerste monster werd steeds in een voorge-
koelde buis opgevangen, binnen 15 minuten op de bo-
venbeschreven wijze gecentrifugeerd en direct hierna
bij -20° opgeslagen. Het tweede monster werd steeds
op dezelfde wijze bewerkt met dit verschil, dat het
plasma na het centrifugeren gedurende acht uur bij
kampertemperatuur bewaard werd. Het derde bloedmon-
ster werd gedurende 24 uur bij kamertemperatuur be-
waard, vervolgens gecentrifugeerd en hierna bij -20°
opgeslagen.

Resultaten

In alle gevallen was de cBMP concentratie in het du-
plomonster opgevangen met heparine aanzienlijk lager
dan in het monster waaraan EDTA was toegevoegd (ge-
middelde waarden: 0,52 vs 2,18 nmol/100 cc; figuur
4.3).

Indien het plasma na afdraaien gedurende 8 uur bij
kamertemperatuur bewaard werd alvorens het in te
vriezen, veranderde de cAMP concentratie niet duide-
1lijk ten opzichte van de gevonden waarden bij direct
invriezen {(gemiddeld: 1,97 vs 1,92 nmol/100 cc; fi-
guur 4.4.A). Indien de bloedmonsters gedurende 48
uur bij kamertemperatuur bewaard werden, bleek de
CBMP concentratie gemiddeld wel iets hoger {2,011 vs
1,89 nmol/100 cc; figuur 4.4.B); het wverschil was
bij teepassing van de gepaarde t-test niet signifi-
cant. Omdat echter in 7 van de 9 (één monster ging
verlcren) monsters de cAMP concentratie inm het bij
kamertemperatuur bewaarde monster hoger was;, werd
een rangrekentoets (de Jonge 1963) verricht., Bij een
onbetrouwbaarheidsdrempel van 0,05 (eenzijdige toet-
sing} kon de hypothese dat de gevonden verschillen
op toeval berustten, verworpen worden,
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De plasma cAMP concentratie in EDTA en heparine duplomonsters.
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Figuur 4.4

De effecten van kamertemperatuur op de cAMP concentratie in
EDTA plasma en bloedmonsters.
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Bespreking

De c¢AMP concentratie bleek in de heparinemonsters
aanzienliijk lager dan in de EDTAmonsters. Omdat EDTA
niet met de door ons gebruikte assay interfereert
{Tovey e.a. 1974) kan hieruit geconcludeerd worden,
dat door toevoeging wvan EDTA de afbraak van het cAMP
in de monsters geblokkeerd werd. Deze conclusie is
in overeensteming met de onderzoeksresultaten wvan
Tovey e.a. {1974) en Broadus (1977).

Indien plasma gedurende 8 uur of EDTA bloed geduren-
de 24 uvur bij kamertemperatuur bewaard werd, vermin-
derde de cAMP concentratie in de monsters niet. Bij
gebruik van EDTA bloed 1ijkt de nocodzaak om monsters
in voorgekoelde buizen op te wvangen en zorg te dra-
gen veoor wvoortdurende afkoeling tussen het moment
van monsterafname en monstercpslag b.v. door gebruik
van een koelcentrifuge (Tovey e.a. 1974; Murad 1973)
dan ock niet aanwezig. Het feit dat zelfs bij -20°
fosfodiesteraseactiviteit in onbehandeld plasma aan-
toonbaar is (Patterson e.a. 1971; O'Dea e.a. 1971)
onderstreept de betekenis wvan de toevoeging wvan
EDTA.

Bii de monsterverzorging dient men zich er werder
rekenschap wvan te geven dat bloedplaatjes en leuco-
cyten relatief hoge concentraties c¢AMP bevatten
{Stossel e.a. 1970). Om deze reden is het wvan belang
de cellulaire elementen van het bloed tijdens het
centrifugeren zo volledig mogelijk van het plasma te
scheiden. Na centrifugatie bij 1600-2000 g bevat het
plasma vrijwel geen leucocyten meer en nog slechts
4-8% van het oorspronkelijk aantal bloedplaaties.
Bij het overpipeteren wvan het plasma dient men er
zorg voor te dragen, medenemen van de "buffy coat"®
zoveel mogelijk te vermijden, omdat hierdoor de cCAMP
concentratie in de monsters met ongeveer 20% toe kan
nemen {Broadus 1977). De stijging van de cBAMP con-
centratie in 7 van de 9, gedurende 48 uur bij kamer-
temperatuur bewaarde bloedmonsters is wellicht even-
eens een gevolg van het vrijkomen van cBMP uit de
leucocyten en bloedplaatijes, en pleit ervoor de
scheiding van cellulaire elementen zc snel mogelijk
uit te voeren.
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De variabiliteit van de cAMP bepaling

4.5.1

De intraassayvariatie van de cAMP bepaling, uitgevoerd
in urine volgens de door Tovey e.a. (1974} beschreven
methode, werd berekend uit een precigieprofiel gecon-
strueerd met behulp wvan 55% in duplec verrichte bepalin-
gen, allen uitgevoerd op het endocrinologisch laborato-
rium van het Bergwegziekenhuis. Bij een cAMP concentra-
tie in de urine van 2-10 nmol/l bedroeg de variatie-
coéffeciént constant 4,5-5%. Bij lagere concentraties
cAMP in de monsters was de variatiecoéffici&nt hoger
(bij 1 nmol/1: 6,0%; bij 0,5 nmol/1l: 8,2%).

De interassayvariatie wvan duplobepalingen, ultgevoerd
op urine, werd berekend door steeds, indien in een
groep monsters de cAMP concentratie werd bepaald, de
concentratie cAMP in twee, bij -20° opgeslagen monsters
mee ke bepalen. De variatieccéfficiént, berekend uit de
gevonden concentraties cAMP in het eerste monster
{gemiddelde concentratie: 2,8 mmol/ml) bedroeg 8,9%;
berekend uit het tweede monster (gemiddelde cAMP con-
centratie 0,43 nmol/ml) bedroeg de variatiecoéfficiént
0,6%.

De invlioed van lichamelijke inspanning op de plasma
CAMP concentratie en de cBMP excretie in de urine

Bij vier gezonde medewerkers van het Bergwegziekenhuis
werd het effect van lichamelijke inspanning op de plas-—
ma CcAMP concentratie, de totale en de nefrogene cAMP
excretie nader bestudeerd.

Proefopstelling

Op de ochtend van het onderzoek werd de nuchtere
proefpersonen gevraagd om 09.00 uur zo volledig mo-
gelijk uit te urineren. Om 09.0C uur en vervolgens
ieder uur werd 250 cc water per os toegediend ten-
einde een voldoende diurese te bewerkstelligen. Van
09.00 tot 10.00 uur (periode 1} van 10.00 tot 10.45
uur (periode 2) en van 10.45 tot 11.45 uur (pericde
3) werd urine verzameld terwijl halverwege iedere
periode bloedmonsters afgenomen werden. In de bloed-
en urinemonsters werden Steeds de concentraties
kreatinine en cAMP bepaald.

- 3% -



4.5.2

Gedurende de eerste en derde periode bevonden de
proefpersonen zich in liggende houding op een bed,
van het begin tot het einde van de tweede periode
werd de proefpersoon lichamelijk belast met behulp
van een fietsergometer, waarbij gestreefd werd naar
een voortdurende belasting van 60 Watt.

Resultaten

De waarden van de plasma~cAMP concentratie, de tota-
le en nefrogene cAMP excretie tijdens de drie perio-
des zijn vermeld in tabel IV.1 en figuur 4.5.

Bij alle proefpersonen was de plasma-cAMP concentra-
tie in de tweede pericde hoger dan in de eerste
periode: gemiddeld bedroeg het verschil 0,75 nmol/
160 cc. In de derde pericde was de plasma-cBMP con-
centratie steeds hoger dan in de eerste periode,
doch lager dan in de tweede periode.

De totale cAMP excretie nam bilj de eerste, tweede en
derde proefperscoon tijdens de tweede periode toe en
veranderde bij de vierde proefpersocn niet duide-
lijk: gemiddeld was de cAMP excretie in de tweede
periode 0,26 nmol/100 cc GF hoger dan in de eerste
verzamelpericde.

De nefrogene cAMP excretie was bij de eerste, derde
en vierde proefpersocn tijdens de tweede periode be-
duidend lager dan tijdens de eerste periode, terwijl
bij de tweede proefperscon de nefrogens cAMP excre-
tie in beide periodes wrijwel gelijk was. Gemiddeld
was de nefrogene cBAMP excretie tijdens de tweede
periode 0,46 nmol/100 cc GF lager dan tijdens de
cerste periode.

Bespreking

Eccleston e.a. (1270} en Williams e.a. (1972) namen
waar dat de cAMP excretie in de urine, uitgedrukt in
nmol/24 uur en nmol/mg kreatinine, tijdens inspan-
ning groter wordt. Lin (1978) zag bij 12 proefperso-
nen tijdens inspanning de plasma cAMP concentratie
sterk stijgen, terwijl er slechts een geringe, niet
significante toename van de cAMP excretie in de uri-
ne {nmol/mg kreatinine) optrad.
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PcAnp (nmol/100cc)

per, 1 per, 2 per. 3
Proefperscon 1 1,46 2,04 1,99
Proefpersoon 2 1,04 1,68 1,56
Proefpersoon 3 1,80 2,55 1,94
Proefpersoon 4 0.48 1,52 0,60
TcAMP-excretie (nmol/100cc GF
per. 1 per, 2 per. 3
Proefpersoon 1 1,95 2,09 2,20
Proefpersocon 2 2,60 3,20 3,26
Proefpersoon 3 4,14 4,48 4,49
Proefpersoon 4 2,70 2,66 2.11
NcAMP-excretie {nmol/100cc GF
per. 1 per. 2 per. 3
Proefpersoon 1 0,49 0,05 0,21
Proefpersoon 2 1,44 1,52 1,70
Proefpersoon 3 2,34 1,93 2,55
Proefpersoon 4 2,22 T:14 1,51

Tabel IV 1: Veranderingen in de plasma cAMP-concentratie
(PchMP}, de totale chMP-excretie (TcAMP) en de nefrogene
CAMP-excretie (NcAMP) tijdens inspanning. Per, 1,2 en 3
= periode 1,2 en 3 (zie tekst}.
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Figuur 4.5

Veranderingen in de plasma cAMP concentratie (P cAMP), de
totale cAMP excretie (TcAMP} en de nefrogene cBMP excretie
{NcAMP) tijdens inspanning.
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Ook in ons onderzoek was de toename van de cAMP ex-
cretie in de urine kleiner dan men op grond wvan de
stijging van de plasma cAMP concentratie zou ver-
wachten, doordat de nefrogene cAMP excretie tijdens
de tweede periode bij drie van de vier proefpersonen
afnam, De waargenomen veranderingen tonen een opval-
lende gelijkenis met de effecten, welke optreden
tijdens beta-~ adrenerge stimulatie (3.2). Tiijdens
inspanning treden multipele hormonale weranderingen
op, zodat op grond van onze bevindingen niet direct
geconcludeerd kan worden, dat er hierbij sprake is
van een oorzakelijk verband.

Hamet e.a. {1974} namen waar dat de plasma cAMP con-
centratie bij een groep gezonde proefpersonen in
staande houding gemiddeld 42% hoger was dan in lig-
gende houding, waarschijnlijk ten gevolge wvan de in
staande houding verhoogde adrenerge tonus (Hamet
e.a2., 1973, 1974).

Gezien de door ons waargenomen effecten van inspan-
ning en de door Hamet beschreven invlced van de
lichaamshouding op de plasma cAMP concentratie lijkt
het zinvol wvoor deze factoren te standariseren. Om
deze reden werden de in dit proefschrift beschreven
onderzoeken steeds met de proefpersoon in liggende
houding uitgevoerd.

4.6 De invlioed van veneuze stuwing op de plasma cAMP con-

centratie :

4.6.1

4.6.2

Inleiding

Van zowel practisch als theoretisch belang is de
vraag of het plasma cAMP volledig ultrafiltrabel is
en/of dat er sprake is van binding aan plasmaeiwit-
ten., Wij besloten te trachten deze vraag te beant-
woorden met behulp van de door Gerbrandy e.a. (19257;
1958; 1960) beschreven in vivo filtratiemethode.

Proefopstelling
Bij 21 proefpersonen werd met behulp van een bloed-

drukmanchet de bovenarm gedurende 7 minuten gestuwd
met een druk van %0 mm Hg.
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4.6.3

4.6.4

vliak voor en aan het einde van de stuwing werden
bloedmonsters afgenomen waarin de serumeiwit en
plasma cAMP concentratie werden bepaald.

Resultaten

De resultaten zijn vermeld in tabel IV.2. De totale
eiwitconcentratie in het serum steeg wvan gemiddeld
70,0 tot 83,3 g/l. Uitgedrukt in serumwater (Gutman
en Gutman 1937) steeg de totale eiwitconcentratie
van 74,7 naar 89,% g/1, hetgeen een toename van ge-
middeld 20,2% betekent. De plasma cAMP concentratie
gteeg ten gevolge van de stuwing van gemiddeld 2,10
naar -2,15 mmel/100 cc terwijl omgerekend in serum-—
water de concentratie van gemiddeld 1,97 tot 1,95
mmol/ 100 cc daalde.

Bespreking

Indien men de bovenarm stuwt, is de druk in de venen
in de onderarm na korte tijd gelijk aan de druk in
de bloeddrukmanchet. Ten gevolge hiervan stijgt de
filtratiedruk in de cappilairen. De mate waarin de
concentratie van een stof in het plasma tijdens stu-
wing verandert geeft dan aan, in hoeverre deze stof
de cappilairwand passeert. Na correctie voor het
waterverlies uit het plasma ten gevolge van de stu-
wing komt de verhouding tussen de procentuele stij-
ging van een component van het plasma en de procen-
tuele stidging van het plasma-eiwit dan overeen met
het percentage van deze component dat nilet filtrabel
is (Gerbrandy e.a. 1957; 1958: 1959). Ondanks een
stijging van de totale eiwitconcentratie van 20,2%
veranderde de C¢AMP concentratie in het plasma door
de stuwing in het geheel niet. Derhalve moet aange-
nomen worden dat het cAMP in het bloed in het geheel
niet aan eiwit gebonden is en volledig ultrafiltra-
bel is. De practische consegquentie hiervan is, dat
men bij de monsterafname niet bevreesd hoeft te zijn
voor een te hoge uitslag van de bloedbepaling ten
gevolge van. langdurig stuwen,
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Proef-

T.E. Concentratie

Plasma chMP

persoon vOoOor na vOOr na
stuwen stuwen
1 75:7 90,5 2,56 2,59
2 70,8 82,5 1,78 1,76
3 69,1 81,4 1,49 1,53
4 71,7 85,6 1,45 1,52
5 70,0 85,2 2,77 3,22
6 65,3 82,2 2,38 2,69
7 65,1 72,7 1,81 1,93
g 75,0 85,3 3,18 2,84
9 65,6 76,1 2,50 2,42
10 71,5 85,0 1,82 1,84
11 59.8 69,7 1,34 1,61
12 72,0 80,5 1,67 1,65
i3 67,3 78,1 2;19 2,55
14 67,0 81,0 2,48 2,38
15 66,0 83,2 2,03 2,00
16 65,8 77.:0 1,66 1,74
17 73,9 85,3 2,43 2,43
18 73,6 98,1 1,88 1,98
19° 77,7 93,8 1,58 1,66
20 75,7 50,5 3,65 3,41
21 71,7 85,6 1,35 1,37
22
Gemiddelde 70,0 83,3 2,10 2,15

Tabel IV 2: De totale eiwitconcentratie in het serum en de
plasma cAMP concentratie voor en na 7 minuten stuwen bij 90

mm Hg.
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VRAAGSTELLINGEN

In de wverdere hoofdstukken wordt getracht een nader
antwoord te geven op de volgende vraagstellingen:

De CcAMP excretie in de urine is een bruikbare maat ge-
bleken woor de PTH activiteit bij de individuele pa-
tiént (zle 3.1). Uitgedrukt in nmel/100 cc GFR blijkt
deze maat voor de biclogische PTH activitelt wvrijwel
cnafhankelijk van nierfunctie {zie 2.4) en hoeveelheid
diurese {(zie 3.3). In de literatuur wordt verschillend
gedacht over de vraag of bij de verschillende ziekte-
toestanden welke gepaard gaan met een verhoogde bij-
schildklieractiviteit het renale adenylcyclasesysteem
in eenzelfde mate gevoelig is voor veranderingen in de
bijschiidklierhormoonconcentratie., Er is daarom behoef-
te aan een maat waarmee deze gevoeligheid in vivo ge-
kwantificeerd kan worden. De bijschildklieren kunnen in
vivo gestimuleerd worden door infusie van BEDTA. Wij
vroegen ons af, of, indien men wvoor en tijdens infusie
van EDTA steeds gelijktiijdig de iPTH concentratie en de
CBMP excretie in de urine bepaalt, het mogelijk is uit
de stijging van beide parameters een indruk te kriigen
over deze gevoeligheid en of het mogelijk 1is deze
gevoeligheid te kwantificeren b.v. als het guotiént wvan
de opgewekte stijging van de cAMP excretie en de opge-
wekte 1PTH stijging. Met behulp van dit model werd ge-
tracht inzicht te krijgen in de vraag of deze PTH ge-
voeligheid bij primaire hyperparathyreoidie is afgeno-
men zoals door anderen wel is gesuggereerd. Tevens werd
getracht een antwoord te krijgen op de vraag of deze
gevoeligheid bij primaire hyperparathyrecidie even
groot is als bij secundaire hyperparathyreocidie ten ge-
volge wvan vitamine D deficiéntie. De resultaten wvan
deze beide groepen patié&nten werden vergeleken met de
resultaten van een groep normocalcilaemische niersteen-
lijders {(hoofdstuk 7}.

Het beloop van de serumcalciumconcentratie tijdens EDTA
infusie is een resultante van enerzijds binding van ex-
tracellulair calcium aan EDTA en anderzijds het gelijk-
tijdig wvrijkomen van calcium uit het skelet (Parfitt
196%) . Het verloop van de serumcalciumconcentratie tij-
dens EDTA infusie werd beschreven voor pati&nten met
primaire hyperparathyreoidie, normalen en patiénten met
hypoparathyreodie.
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Wij vroegen ons af of het beloop bij patiénten met vi-
tamine D deficiéntie hetzelfde zou zijn als bij de ge-
noemde groepen. Om deze reden werd het beloop van de
serumcalciumconcentratie tijdens de bij de in hoofdstuk
7 beschreven patiéntengroepen uitgevoerde EDTA infusie-
testen nader bestudeerd (hoofdstuk 8).

In de literatuur bestaat een controverse over de vraag
of de histamine receptorantagonist cimetidine in staat
is de pathologische bijschildklieractiviteit bij pa-
tiénten met primaire hyperparathyreocidie te beilnvlioce-
den. Een aantal patiénten met primaire hyperparathy-
reoidie werd behandeld met cimetidine; het iPTH en een
aantal parameters van PTH activiteit, waaronder de cAMP
excretie in de urine, werden vervolgd. Aan de hand van
de resultaten werd getracht de vraag te beantwoorden of
cimetidine bij primaire hyperparathyreoidie de bij-
schildklieractiviteit beinvlcedt (hoofdstuk 9).

Zowel in vitro als in vivo onderzoek heeft aanwijzingen
opgeleverd dat het adrenerge zenuwstelsel mede de bij-
schildklierfunctie beinvlicedt. In enkele publicaties
wordt melding gemaakt van een daling van de iPTH spile-
gel na propranciocltoediening. Van Badrenoreceptor blok-
kers 1s echter niet bekend welke invlced zij hebben op
het gehele systeem van de PTH secretie en de renale me-
tabole effecten van dit hormoon. Evenmin bestaan gege-
vens over de duurzaamheid van een eventuele werking bij
voortgezet gebruik wan B blokkers. Bij een aantal pa-
tié€nten met hypertensie werd de invloed van toediening
van een B blokker (propranclol) op het iPTH, de serum-
calciumconcentratie, de TRP en de totale cAMP excretie
bestudeerd (hoofdstuk 10).

In covereenstemming met de resultaten van een aantal an-
dere groepen onderzoekers werd in het Bergwegziekenhuis
vastgesteld dat bij een aanzienlijk deel van de hyper-
calciaemische tumorpatiénten de nefrogene cAMP produc-
tie verhoogd gevonden wordt. Getracht werd nader in-
zicht te krijgen in de vraag welke factor hierbij ver-
antwoordelijk is voor de activering van het renale ade~
nylcyclasesysteem. Verder werd onderzocht of, en in
welke mate, de nefrogene cAMP excretie bij normocal-
ciaemische tumorpatiénten reeds verhoogd is (hoofdstuk
11} .
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6.2

METHODEN EN NORMALE WAARDEN

Chemische methodieken en normale waarden

De concentraties calcium en fosfaat in bloed en urine
werden bepaald met behulp van een automatic analyzer
(Cenco) op de wijze beschreven door Kessler en Wolfman
(1964) {normaalwaarden serum calcium concentratie:
2,20-2,60 mmol/l; serumfosfaatconcentratie §,80-1,30
mmol/1) . Het geioniseerd calcium werd {steeds binnen 30
minuten na afname) bepaald met een nova 2 "ionised cal-
ciumanalyzer™ (Nova Biomedical). De kreatinineconcen-
traties in bloed en urine werden bepaald met de Jaffé-
reactie, de totale eiwitconcentratie in bloed met de
biureetmethode. De 25 HCC concentratie in het bleoed
werd bepaald door Dr., W.H.P. Schreurs, CIVO-TNO (Zeist)
volgens de methode beschreven door Edelstein e.a.
{1974) . Het betreft hier een competatieve eiwitbin-
dingsmethode waarbij door TNO in afwijking van de door
Edelstein e.a. beschreven methodiek geen gebruik wordt
gemaakt van chromatografische isclatie van het steroid
met behulp van een Sephadex LHE~20 kolom; wel wordt een
dedeeltelijk gezuiverd bindingseiwit uit ratteserum ge-
bruikt. De door CIVO-TNO gevonden waarden bij gezonden
worden, zonder seizoenscorrectie (Juttman e.a. 1981)
opgegeven als 30-100 nmol/l. -

Statistische methoden

De statistische berekeningen werden uitgevoerd met de
Student-t-toets voor gepaarde en ongepaarde waarnemin-
gen. Bij duidelijke afwijkingen van de normale verde-~
ling werd, indien vermeld, de Wilcoxon toets of de
rangcorrelatietoets wvan Kendall gebruikt (de Jonge
1963).

De PTH bepaling

Het iPTH werd bepaald op het endocrinologisch laborato-
rium van het Bergwegziekenhuis volgens de door Schop-
man; Hackeng en Leguin (1270) beschreven methode na in-
voering van een aantal modificaties. Het betreft hier
een bepaling waarbii gebruik gemaakt wordt wvan een
antiserum {as 311) tegen runder PTH bij de cavia opge-
wekt, wvan 1257 runder PTH als tracer en van runder PTH
2000 B/mg als standaard.
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Teneinde beinvloeding wvan de binding tussen PTH en
antiserum door aspecifieke serumeiwitten te vermijden,
wordt het PTH eerst geadsorbeerd aan een microkristal-
1ijn silicaat, Quso0-32, waarna het hormoon gedesorbeerd
wordt met 1,5% NH3. De totale recovery bij deze proce-
dure, gemeten met tracer en standaardhormoon, bedraagt
%0~926%. Om correcties te vermijden worden de standaar-—
den aan hypoparathyroid serum toegevoegd en op dezelf-
de wijze als de monsters geéxtraheerd. Vijf dagen na
het begin van de incubatie van monster of standaard en
antiserum (in een incubatiemedium bestaande uit 0,1 m
fosfaatbuffer, 0,5% runderalbumine en 0,01% merthiclaat
pE 7.,4) wordt de tracer toegevoegd. Drie dagen later
worden het vrije en aan antiserum gebonden hormecon met
behulp van chromatografie (0,15% dextraan 70, 1% norit)
gescheiden en het vrije aan norit gebonden radioactieve
hormoon dgemeten met behulp van een gammaspectrofoto
meter,

De kruisreactie tussen runder PTH en menselijk PTH (de
gewichtshoeveelheid runder wversus humaan PTH nodig om
eenzelfde hoeveelheid tracer van het antiserum te wver-
dringen) bedraagt met dit systeem 1:7 met paralellisme
van verdunningen van menselijk hyperparathyroid serum
met de runder PTE standaardlijn.

Wordt met bovenstaande tracer en antiserum een mense-—
lijke weefselkweekstandaard, molecuulgewicht 9900 (PTH
1-84), vergeleken met één van molecuulgewicht 6500 (C
regionale fragmenten), dan blijkt 1 mol (9900) de tra-
cer net zo goed te verdringen als 12,5 mol (6506). Het
is dus een typisch NC antiserum (N-regionaal en C-regi-
onaal).

De normaalwaarde van het met behulp van dit systeem be-
paalde iPTH bedraagt volgens opgave van het epdocrinoc-
logisch 1laboratorium wvan het Bergwegziekenhuis 0,02-
0,24 pug aeg r-PTH/1l, hetgeen redelijk in overeenstem-
ming is met de waarden, welke bij een controlegroep,
bestaande uit 25 proefpersonen, gevonden werden (tabel
Vi.1). De maximale IPTH sprong tijdens EDTA infusie
(maximaal bereikte 1iPTH minus uitgangs iPTH) is bij
nocrmalen kleiner dan 0,20 ug aeq r-PTH/l. De intraassay
en de interassayvariatie van het op de bovenbeschreven
wijze bepaalde iPTH bedragen 11,1 en 10,3% (voor het
gebied 0,10-0,20 g aeg r-PTH/1},
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cAMP metingen in blced en urine

De cAMP bepaling in bloed en urine

De methodiek van de cAMP bepaling in bloed en urine
werd reeds beschreven in 4.1.

Naar aanleiding van de resultaten van het in hoofd-
stuk 4 beschreven onderzoek werden steeds een aantal
voorzorgen in acht genomen bij de monsterverzor-
ging. De bloedmonsters werden opgevangen in buizen
waaraan teveren 06,1 cec 0,5 N EDTA was toegevoegd
teneinde de in het monster aanwezige fosfodieste-
raseactiviteit terstond te inhiberen. Na centrifu-
geren (1500 G gedurende 20 minuten, na afpipeteren
gevolgd door 2000 G gedurende 20 minuten} werden de
monsters bij een temperatuur van -~-20° opgeslagen. De
urinemonsters werden direkt na het opvangen aange-
zuurd met 12N HCL{0,5 cc per verzameluur) en vervol-
gens bij -20° opgeslagen.

Gestandar iseerde omstandigheden bij cAMP metingen in
bloced en urine in basale toestand

De plasma ¢AMP concentratie, de totale en nefrogene
cAMP excretie werden, tenzii anders vermeld, steeds
in nuchtere toestand en in liggende houding bij onze
proefperscnen bepaald. De proefpersoon werd gevraagd
om 9.00 uur de blaas zo volledig mogelijk te ledi-
gen. Om 9.00 uuf, en hierna om het uur, werd 200 cc
agqua dest gedronken. Om 12.00 uur werd wederom 2o
volledig mogelijk uitgeurineerd. In de wvan 9.00 tot
12.00 uur verzamelde urine werden de concentraties
kreatinine en cAMP bepaald. Om 9.00 uur en 11.90 aur
werd bloed afgenomen voor het bepalen van de krea-
tinineconcentratie en, indien tevens de nefrogene
CAMP excretie werd bepaald, voor het bepalen van de
plasma cAMP concentratie. Voor de berekening van de
totale en nefrogene CcAMP excretie werd gebruik ge-
maakt van de gemiddelde cAMP en kreatinineconcen-

traties in de om 9.00 uur en 11.00 uur afgenomen
monsters.

De totale cAMP excretie werd, uitgedrukt in nmol/100
cc GF, berekend volgens de formule:
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6.4.3

Ucamp X V UcaMP ¥ SKr

¥ 100 ofwel: —. - : 10
Klgy URr

De nefrocgene <cAMP excretie werd, uitgedrukt in
nmol/100 cc GF, berekend volgens de formule:

(Ucamp ¥ V) - (Pcamp x Klgy)
x 100 =

Ucpamp ¥ V

KlKr

x 100 - P x 100 =
Klg, CAMP

totale cAMP excretie (rmol/100 cc GF) -

Pcamp
{nmol/100 cc)

It

(Sgy serumkreatinineconcentratie in pmol/l;
Ukyr urinekreatinineconcentratie in nmol/1:
Peamp = plasma cAMP concentratie in nmol/ml:
UsamMp = urine cBMP concentratie in nmol/ml;
V = urineproductie in ml/min;

Klgy = kreatinineklaring in ml/min).

Controlegroep

Als controlegroep fungeerden 25 proefpersonen be-
staande uit 10 gezonde medewerkers van de afdeling
inwendige geneeskunde van het Bergwegziekenhuis en
15 klinische patiénten, geselekteerd op grond wvan
lichte, enkelvoudige aandoeningen waarbij botziek-
ten, stress en endocrinclogische stocornissen waren
uitgesloten, terwijl ocok de nier- en leverfuncties
normaal waren en algemene symptomen zoals keoorts
ontbraken. De diagnosen van de klinische patiénten
zijn in tabel VI.1 vermeld, Geen der proefpersonen
had in de . 40 uur, voorafgaand aan het onderzoek,
medicamenten gebruikt. Bij allen werd de totale cAMP
excretie op de in 6.4.2 beschreven wijze berekend,
Bovendien werd bij 14 proefpersonen de plasma CAMP
concentratie gemeten, zodat de nefrogene c2MP excre-
tie eveneens bepaald kon worden.
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6.4.4 Resultaten en bespreking

Gegevens betreffende de normaalwaarden van de CcAMP
excretie, uitgedrukt in nmcl/100 cc GF en bepaald in
grotere series proefpersonen zijn betrekkelijk
schaars. Bovendien zijn de verschillen tussen de
normaalwaarden afkomstig uit verschillende laborato-
ria aanzienliijk. Zo wvonden Broadus e.a. {(1977) bij
een controlegroep van 40 gezonden een nuchtere cAMP
excretie (gemiddeld + SD) van 3,19 + 0,68 nmol/100
cc GF, terwiil Pak en Galosy {1979) bij 45 gezonden
een aanzienlijk hogere cAMP excretie vonden: 4,14 +
1,80 nmol/100 cc GF. Alston e.a. {1980) vonden bij
12 gezonden een dgemiddelde cAMP excretie wvan 2,45
nmol/100 cc GF., Het is daarom noodzakelijk eigen
normaalwaarden af te grenzen.

De resultaten van het eigen onderzoek bij medewer-
kers van het Bergwegziekenhuis en geselecteerde
patiénten zijn samengevat in figuur &.1 en tabel
Vi.i. De totale CcAMP excretie {gemiddelde + SD) in
de controlegroep bedroeg 2,80 + 0,67 nmol/100 cc GF
(spreiding: 1,75-3,85); de plasma cAMP concentratie
bedrceg 1,40 + 0,41 mmol/100 cc (spreiding: 0,48~
2,01), de nefrogene cAMP excretie 1,45 + (0,65 nmol/
100 cc GF (spreiding: 0,49-2,37). De né?iogene CAMP
excretie bedroeqg gemiddeld 49,5% van de totale cBMP
excretie.

De Tmp04/GFR, TRP en nuchtere calciumexcretie

Iindien gelijktijdig met de cAMP Mexcretie de Tmpoé/
GFR werd bepaald, werd in de om 9%.00 en 11.00 uur afge~
nomen bloedmonsters en in de verzamelde urine tevens de
fosfaatconcentratie gemeten. Voor de berekening van de
Tmpo4/GFR werd gebruik gemaakt wvan de gemiddelde
fosfaat~ en kreatinineconcentraties in de om %.00 uur
en 11.00 uur afgenomen bloedmonsters. De Tmpg,/GFR
werd op de gebruikelijke wijze berekend met behulp van
het nomogram van Walton en Bijvoet (1975). De waarden,
gevonden bij de proefpersonen die de in 6.4.3 besproken
controlegroepen vormden, komen redelijk overeen met de
door deze onderzoekers opgegeven normaalwaarden (0,80-
1,35 mmol/1l; tabel VI.?! en figuur 6.2).
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Figuur 6.1

De totale cAMP excretie, de plasma cAMP concentratie en de
nefrogene cAMP excretie bij de controlegroep.
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Figuur 6.2

De TmpoéjGFR bij de controlegroep
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Diagnese gesl 1ft Serum Ca Serum Serum iPTH Tm /GFR  totale plasma nefrogene nuchtere
concentratle POy concentratie PO CAMP cAMP chMP calclium
concentratie 4 excretie concentratie excretie excretie
{mmol/1) {mmol/1}) ©{ g aeq {mmol/1) (nmol/10¢ {nmol/100 {nmoi/ 100  {mmol/toD
EPTH/ 1) cc GF) [-13] cc GF} 1 GF)
medewerker BWZ vr 26 2,29 0,9 0,1t 1,23 2,51 - - -
medewerker BWZ n 22 2,35 1,08 9,22 1,13 1,86 - - -
medevwerker BWZ m 22 7,44 1,05 0,20 0,89 2,94 - -
medewerker BWE vr 21 2,44 9,81 0,15 9,85 3,21 - -
nedewerker BWZ vr 12 2,34 9,92 0,10 0,82 2,63 - - -
medewerker BWEI m 25 2,45 1,15 - 1,25 3,83 1,46 2,37 -
madeverker BWZ wr 25 2,33 1,17 0,17 1,15 3,25 $,04 2,21 7.3
medevwerker BWZ m 25 2,39 1,08 0,22 1,39 3,64 1,80 1,84 0,8
medewerker PWZ vE 28 2,27 1,20 0,21 1,09 2,02 0,48 1,54 0,6
medewerker BWZ m 28 2,33 0,87 0,19 9,98 2,09 1,46 0,63 4,6
spastisch calon vr 75 2,31 1,17 0,20 1,19 1,75 - - -
hyperventilatiesyndroom mn 25 2,30 1,02 0,24 1,07 2,59 - - -
cholelithiasis vt BE 2,33 t.08 0,18 0,98 31.58 - - -
intercostaalneuralgie vr 24 2,28 0,98 9,17 1,07 3,85 - - -
spastisch colon m 25 2,3% 0,80 0,18 0,70 3,35 - - -~
choletithiasls vE 49 2,39 1,17 0.05 1,32 1,084 1,35 0,49 5,2
gastritis m 49 2,50 1,013 - 1,33 2,55 1,59 0,96 3.7
cholelithtasis vr ms 2,22 t,03 a,10 0,94 1.83 - - 3,5
intercostaalneuralgie m 44 2,33 1,00 0,26 0,76 2,81 1,55 .26 0,7
gastritis m 40 2,40 1,28 4,20 1,45 2,52 1,74 0,78 0,4
intercostaalneuralgie vr 9 2,38 1,36 0,8 1,24 2,70 1,57 1,13 0,4
spastisch colon vr 72 2,41 1,26 0,13 1,17 3,16 2,01 1,15 1.5
attrose schouders vE 49 2,48 1,22 0,22 1,13 2,78 1,37 1,41 0,7
giardiasts m 34 2,35 1,15 4,20 1,13 2,8% 0,69 2,12 0,5
Frozen shoulder m 39 2,41 0,87 0,26 0,79 3,84 t,47 2,37 a,7
gemiddelide 2,37 1,07 9,18 1,08 2,80 1,49 1,45 1,7
standaard deviatie 0,07 0,15 0,05 0,20 0,567 0,41 0,65 1.7

Tabel ¥I.1

De totale cAMP excretie, de plasma cAMP concentratie en de nefyogene chMP excretie bij de controlegroep.



In het in hoofdstuk 10 beschreven onderzoek werd ge-
bruik gemaakt wvan de 24-uurs TRP. De urine werd dan
steeds verzameld van 9.00 uur s ochtends tot 9.00 uur
de volgende ochtend, waarbij aan het eind van de ver-
zamelperiode in nuchtere toestand bleced afgencomen werd.
De 24 uwurs TRP werd berekend als:

Up 2 S
(1- _E 7 "ET v~ 100s

UKI X 8 P
{U = urineconcentratie in mmol/1l:
8 = serumconcentratie in mmol/1;
P = fogfaat:

Kr = Kreatinine).

Indien gelijktijdig met de cAMP excretie de nuchtere
calciumexcretie werd bepaald, werd in de tussen %.00 en
12.00 uur verzamelde urine tevens de calciumconcentra-
tie gemeten. De nuchtere calciumexcretie, uitgedrukt in
mmol/100 1 GF (Nordin 1967) kon dan berekend worden
volgens de formule:

U % 8
_Ca” "Kr . 100

UK:

Bij een aantal proefpersonen uit de controlegroep werd
op deze wiize de nuchtere calciumexcretie bepaald. De
gevonden waarden lagen steeds tussen de 0,3 en 5,2
mmol/100 1 GF (tabel VI.1).
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DE STIJGING VAN DE cAMP EXCRETIE IN DE URINE ALS GEVOLG

VAN ACUTE TOENAME VAN DE PTH SECRETIE; EEN VERGELIJREND

ONDERZOEK BIJ PATIENTEN MET PRIMAIRE HYPERPARATHYREOI~

DIE, VITAMINE D DEFICIENTIE EN EEN NIERSTEENLIJDEN

Inleiding

Onder basale omstandigheden is de excretie van cAMP in
de urine, uitgedrukt in nmol/100 cc GF, bruikbaar ge-
bleken om patiénten met primaire hyperparathyreoidie
{(PHP} wvan normalen te onderscheiden (3.1). Het is even-
wel niet bekend of het effect wvan PTH op het renale
adenylcyclase bij diverse klinische beelden gelijkwaar-
dig is, met andere woorden of de hormonale werking wvan
een bepaalde PTH concentratie steeds op dezelfde wiijze
evenredig is met de cAMP-excretie als patidnten met
verschillende ziektebeelden naast elkaar en met geszonde
proefpersonen worden vergeleken., De zin van deze vraag
is tweeledig. BEnerzijds kan men zich de practische
vraag stellen of bij de wverschillende ziektebeelden
waarbiij de bijschildklierfunctie betrokken is, de bepa-
ling van de cAMP excretie in de urine de iPTH bepaling
als maat voor de bijschildklieractiviteit kan vervan-
gen. Anderziijds bestaat er een theoretisch aspect name-
lijk de vraag of verschillende ziektetoestanden de in-
teractie tussen hormoon en doelergaan beinvloeden,

Anderen hebben zich met de bovengencemde vraagstelling
beziggehouden waarbij de toename van de cAMP excretie
in de urine na infusie van bovine PTH werd bestudeerd
{0.a. Von Lilienfeld-Toal e.a. 1974, 1978;: Tomlinson
e.a. 1975; Alida e.a. 1975). Bij deze studies werd ech-
ter een farmacologische hoeveelheid PTH geinfundeerd
zodat veeleer de maximale responsiecapaciteit en niet
de sensitiviteit van de nier werd onderzocht. Een twee-
de nadeel van deze methodiek is de mogelijke invloed
welke verschillende ziektebeelden op het katabolisme
van bovine PTH hebben. Eenzelfde hoeveelheid geinfun-
deerd PTH leidt dan tot een verschillende concentratie
welke immers mede bepaald wordt door de PTH afbraak.

De meting van de basale iPTH concentratie zoals deze in
de meeste laboratoria wordt uitgevoerd, is bij lagere
bloedspiegels wvaak minder nauwkeurig. Dit bemoeiliikt
het betrouwbaar wvastleggen van de relatie tussen de
basale 1iPTE concentratie en de cAMP excretie in de
urine bij normalen en bij lichte vormen van PHP.
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Slechts in ernstige gevallen waarbij het 1PTH sterk
verhoogd is, geeft de uitkomst van de iPTH bepaling een
betrouwbare indruk over de biischildklieractiviteit.
Dit gegeven was de aanleiding om een onderzoesk te ver-
richten naar de interactie tussen het iPTH en de nier
voor en tijdens kunstmatige stimulatie wvan de bij-
schildklieractiviteit. Bovendien is in wverband met de
vraag naar de gevoeligheid van het renale adenylcyclase
een onderzoek van de proefperscon bij verschillende
niveaus van de iPTH concentratie meer informatief over
de interactie tussen hormoon en effector dan een soli-
tailre meting; men verkrijgt voor ledere afzonderlijke
proefpersoon een dosis-response curve welke zich met
die van andere proefpersonen laat vergelijken en waar-
uit een indruk wordt verkregen over de wijze, waarop de
nier reageert op veranderingen van de PTH concentratie,

De bovengenoemde overwegingen deden ons besluiten, ge-
bruik te maken van een onderzoeksmodel waarin de PTH-
secretie werd gestimuleerd en waarbij de reactie van de
nier werd gemeten op veranderingen van de iPTH concen-
tratie binnen min of meer fysiclogische grenzen. De PTH
secretie kan in vivo worden gestimuleerd doocr infusie
van EDTA. Gelijktijdige bepaling van het serum iPTH en
de cAMP excretie in de urine tijdens EDTA stimulatie
levert dan een dynamisch proefmodel op, waarbij veran-
deringen in de cAMP excretie kunnen worden bestudeerd
in relatie tot de opgewekte iPTH stijgingen.

Teneinde de bruikbaarheid van dit model te onderzoeken,
werd binnen verschillende patiéntengrocepen nagegaan of
de door EDTA opgewekte stijgingen van het serum iPTH en
de cAMP excretie in de urine dusdanig nauw gerelateerd
zijn, dat uit deze betrekking een indruk kan worden
verkregen omtrent de gevoeligheid wvan het PTH-respon-
sieve renale adenylcyclase.

Met het bovenbeschreven proefmodel werden drie patién-

tengroepen onderzocht:

groep 1: een controlegroep bestaande uit normocalciae-
mische niersteenpatiénteny

groep 2: pati#nten met primaire hyperparathyrecidie
{PHP)} en

groep 3: patiénten met vitamine D deficiéntie.
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Door de gevoeligheid van het renale adenylcyclasesys-
teem met behulp van het beschreven proefmodel te kwan-
tificeren, werd getracht een antwoord te krijgen op de
in de literatuur controversieel beantwoorde vraag of de
gevoeligheid wvan het renale adenylcyclasesysteem bij
patiénten met PHP lager is dan normaal. Verder werd na-
gegaan hoe deze gevoeligheid bij patiénten met een se-
cundaire hyperparathyrecidie ten gevolge van vitamine D
deficiéntie zich verhoudt tot die van patiénten met PHP
en de patiénten uit de controlegroep.

Patiénten en methoden van onderzoek

Groep 1 omvatte 11 patiénten met een niersteenlijden
{tabel VII.1). Alle patiénten waren normocalciaemisch;
bij 3 wvan hen bestond een hypercalciurie (gedefinieerd
als een calciumexcretie groter dan 7,5 mmol/24 uur tij-
dens vrij dieet; Pak e.a. 1975), bij 5 patiénten was de
calciumexcretie kleiner dan 7,5 mmol/24 uur en 3 pa-
tiénten werden op dit punt niet onderzocht. Deze pa-
tiénten fungeerden in 4dit onderzoek als controlegroep,
omdat geen EDTA testen bij gezonden werden uitgevoerd.
De basale waarden van het iPTH en de cAMP excretie (ge-
middeld + 8D} verschilden echter niet van de waarden,
gevondenuhij de groep van 25 gezonden, beschreven in
6.4.3 (iPTH: gezonden 0,180 + 0,05, niersteenpatiénten:
0,172 + 0,04 Vg aeq tPTH/1; cAMP excretie: gezonden
2,80 +~5,67, niersteenpatiénten 2,68 + 0,61 nmol/100 cc
GF). In overeenstemming met de bevindingen van anderen
{(Lockefeer e.a. 1977) was de maximale stijging van het
iPTH tijdens de EDTA infusietest bij allen kleiner dan
0,20 Ug aeg rPTH/1,.

Groep 2 omvatte 14 patiénten met een PHP {tabel VII.2).
Bij 11 van hen werd de diagncse geverifieerd door mid-
del van halsexploratie. De 3 patiénten die niet geope-
reerd werden hadden allen een persisterende, niet op
andere gronden te verklaren hypercalcizemie, een ver-
laagde serum POy concentratie, cen verlaagde
TmP04/GFR en een verhoogde serum 1PTH concentratie
met een supranormale toename tijdens EDTA infusie
{Lockefeer e.a. 1974).
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Patiént gesl

no .

vr
vr

=3

om
vr
vr

—- 328D~ T B W R —
3

B Y

Tabel VII.1

1ft

54
60
52
45
k3|
59
27
26
42
51
48

Serum Ca

concentratie

mmol/1

2,32
2,61
2,45
2,43
2,10
2,29
2,48
2,44
2,49
2,42
2,32

Serumkreat
concentratie
u mol/l

67
68
68
65
68
112
80
90
61
66
109

gerumiPTR
concentratie
.4 g rPTH/1

0,22
0,205
0,145
0,18
0,155
0,185
0,215
0,185
0,13
0,10
¢,17

ALPTH
U g rPIH/L

0,17
0,10
0,10
0,12
0,17
0,14
0,12
0,14
0,19
o, 11
a,1

chAMP
excretie
nmol/100cc GF

2,44
2,85
3,26
3,18
1,60
. 3,35
2,06
3,16
2,98
2,81
1,83

Calcium
excretie
mmol/24u

oOnderzochte patiénten met een niersteenlijden. De waarden van de serum calcium-, kreatinine en iPTH concentra-
ties zijn de gemiddelden van de bij de EDTA test op t-60 en t0 (controleuur) gevonden concentraties. De ALPTH
geeft het verschil weer tussen het maximale i{PTH, bereikt tijdens de FEDTA test, en de witgangswaarde. De cAMP
excretie werd berekend uit de serum kreatinineconcentratie en de cAMP en kreatinineconcentratie in de tussen
t-60 en t0 verzamelde urine. De weergegeven calciumexcretie geeft de gemiddelde calciumexcretie weer, bepaald
uit tenminste drie 24 uurs urineporties tijdens vrij dieet.
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pPatiént gesl 1ft Serum Ca Serumkreat Serum PO, ™ /GFR serum iPTH iPTH CcAMP Diagnose

no. concentratlie concentratie c¢oncentratie PO4 concentratie excretie operatief

{mmol/1) fumol/1) {mmol /1) fmmOl/l) (ug rPTH/L} qjg rPTH/1} {(nmol/100cc GF) bevestigd
1 vr 64 2,66 54 0,78 0,64 0,22 0,26 4,02 +
2 vr 70 2,49 69 1,07 0,90 ¢,185 g,16 2,70 +
3 vr 52 2,61 81 1,36 1,12 0,15 0,20 2,28 +
4 vr 76 2,61 8BS 0,66 0,34 0,33 0,39 4,44 -
5 vr 58 2,55 61 ' 0,88 0,76 0,395 0,38 4,19 +
6 m 85 2,58 98 0,52 0,37 0,37 6,29 5,29 -
7 vr 70 2,85 74 0,63 0,45 0,435 0,50 4,64 +
B vr 68 2,73 30 0,72 6,43 0,305 0,21 3,90 +
9 m 77 2,77 107 0,94 0,60 0,29 0,54 4,87 +
10 vr 60 2,61 73 0,50 0,34 0,25 6,72 4,24 +
11 vr &7 2,92 68 0,94 1,06 0,13 0,49 6,59 +
12 vr 78 2,64 iz 0,66 0,56 0,21 0,38 3,14 -
13 vr 58 3,06 86 0,54 0,42 0,44 1,59 5,47 +
14 vr 59 2,55 74 0,85 0,64 0,305 0,38 4,98 +

Tabel VIT.2
onderzochte patié&nten met PHP. De waarden van de serum calcium-, kreatinine en iPTH concentraties zijn de gemiddelden van de

bij de EDTA test op t-60 en t0 (controleuwur) gevondem concentraties. De AiPTH geeft het verschil weer tussen het maximale
iPTH, bereikt tijdens de EDTA test, en de uitgangswaarde. De cAMP excretie werd berekend uit de serumkreatinineconcentratie
en de cAMP en kreatinineconcemtratie in de tussen t-60 en t0 verzamelde urine, De Tmpg,/GFR en de serumfosfaatconcentra-
tie werden op een afzonderlijke ochtend bepaald vanwege de invlced van de tijdens het c¢ontroleuvur geinfundeerde glucoseop-
lossing op de serumfosfaatconcentratie (zie hooFdstuk 8).
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Patiént gesl

noe.

1 vr

2 vr

1 vr

viE

5 m

6 vr

7 vr

a n

g vE

10 vr
11 m
12 m
13 VI

Tabel VII.J

1ft

64

83

82

62
45

31

a5

61

8

63

75

Serum Ca

concentratie

{mmol/E}
2,38

1.78

2,05

Serum POy
concentratie
{mmol/1)

Serumkreat Berum Hg
concentratle concentratie
{mol/1} (mmol/1)

87 0,88

LE] 0,719

s 0,88

6D 0,75

95 6,65

109 1,0t

69 0,92

101 0,84

a3 0,99

58 0,74

51 -

64 0,75

80 0,99

onderzochte pati&nten met vitamine p deficidntie.
De waarden van de gserum calcium- en kreatinineconcentratles ziin de gemiddelden van de bij de EDTA test op t-60 en t0 {controleuur} gevonden

concentraties; de serum magnesium en totazl eiwitconcentratle werden bepaald in een op b0 afgenomen bloedwonster.

Serum aP8%¢  Secum TE
concentratle concentratie

BLE a/1
41 12,0
1,9 50,7
4.1 58,7
26,6 M1
5,7 6R, ¢
7,7 68,6
1,5 67,2
12,0 61,8
12,2 70,8
7.6 66,0
19,3 58,1
6,0 85,0
6.1 70,6

25 RCC Kliniache diagnose
concentratie
{nmol/1)

6 anorexiat+vermagering)
ocesofagitis,

6 cachexte; atrofische
gaatritis; vie B12 + Fe
deficilntie; verwaarlozing

13 cachexier verwaarlozing;
fol lumzourzuurdeficientie

4 primaire blliaicre citrhose

7 chronische pancreatitia

9 status na B2 resectier
gastritis; ¥e deflclentie;
ostaoporose

12 chronisch malabsorpties. s
cachexie; lactasedefi-
clentie

9 status na B2 resectie;
compressiefractuur th 10

K micronodulaire lever-
cirrhoge

H.B, st. na Whippleoperatie
{1959} ; asteatotrrhoe

4 verwaarlozings tuberculose

4 chronisch malabaorptiesyn-
droom; st. na
dunnedarmresectie
{mesenteriaaltrombose)

12 chronische pancreatitls,

steatorrhoe



Groep 3 (tabhel VII.3) omvatte 13 pati&nten met een vi-
tamine D defici&ntie. Deze patiénten waren geselecteerd
uit een groep wvan 16 patiénten, waarbij op grond van
een predisponeerde aandoening het bestaan van een vita-
mine D deficiéntie werd vermoed. In afwachting van het
resultaat van de 25 HCC bepaling werd een EDTA test bij
de pati&nten uitgevoerd, waarbij het monster voor de 25
HCC bepaling vlak voor het begin van de EDTA test afge-
nomen werd. Tevoren hadden wij als arbitraire grens om
tot het onderzoek te worden toegelaten een 25 HCC con-
centratie lager dan 14 nmol/l gekozen. Bij 3 patiénten
bleek de 25 HCC concentratie in het bloed hoger dan 14
nmol/Ll: zij werden alsnog van het onderzoek uitgeslo-
ten. Bij één patié&nt (no. 10} werd de 25 HCC bepaling
niet uitgevoerd; omdat bij deze patiént het bestaan van
een ernstige vitamine D deficiéntie aannemelijk was
{status na Whipple operatie, zeer ernstige steatorrhoe,
hypocalciaemie) werd deze patiént wel in deze groep op-
genomen.

Alle patiénten hadden toegestemd in het onderzoek nadat

zij tevoren gewezen waren op het experimentele karakter
hiervan.

De EDTA test werd bij alle 38 proefpersonen in nuchtere
toestand en liggende houding uitgevoerd. Om 9.00 uur

(t -60) werd de proefperscon gevraagd de blaas zo vol-
ledig mogeliik te ledigen; de betreffende urine werd
weggegooid. Hierna werd op ieder heel uur tot het einde
van de test zo volledig mogelijk uitgeurineerd, waarbij
de betreffende porties urine werden verzameld. Tussen
10.00 uur (£ 0 en 12.00 vur (t 120) werd via een infu-
siepompie 50 mg/kg EDTA, opgelost in 53 cc glucose 5%
toegediend terwijl tegelijkertijd 30 cc novocaine 2%
via een zijinfuus werd geinfundeerd.

Bij de patiénten met vitamine D deficiéntie werd direct
na de EDTA infusie {om 12.00 uur} intraveneus calcium-—
gluconaat toegediend, waarop de test als be&indigd werd
beschouwd; bij de andere groepen werd het spontane ver-—
loop van de herstelfase tot 14,00 uur gevolgd. Teneinde
een ruime diurese te bewerkstelligen, werd tussen 8.00
uwur en 92.00 uur 500 cc, tussen 9.00 uur en 10.00 uvur
250 cc en tussen 10.00 wur en 12.00 uwur en (bij de
patiénten met PHP en een niersteenlijden) 12.00 uur en
14.00 uur 500 cc glucose 5% geinfundeerd,
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terwijl bovendien om 9.00 uur, en hierna ileder heel
uur , 250 cc agua dest per o5 werd toegediend. Om 9.00
uur en 10.00 uur en hierna om de 30 minuten {tot 14.00
uur) werden bloedmonsters afgenomen waarin de concen-
traties calcium, <fosfaakt, kreatinine, totaal eiwit,
iPTH en, bij een aantal proefpersonen, geioniseerd cal-
cium werden bepaald, terwijl in het eerst afgenomen
bloedmonster tevens de concentraties alkalische fosfa-
tase en magnesium werden bepaald. In een aantal geval-
ien werd bovendien om 10.00 en 12.00 uur bloed afgenoc-
men voor het bepalen van de cAMP concentratie. In de
verzamelde urineporties werden de concentraties kreati-
nine en cAMP bepaald.

De ¢AMP excretie {(mmol/100 cc GF) werd op de in 6.4.2
beschreven wiize per verzameluur berekend uit de krea-
tinine en de caAMP concentratie in het betreffende uri-
nemonster en de serumkreatinineconcentratie.

De samenhang tussen de CAMP excretie en het iPTH van de
corresponderende periode werd bepaald met behulp van de
gemiddelde waarde berekend uit de begin- of eindwaarde
{controlepericde} en de begin-, midden- en eindwaarde
{(hiercp volgende perioden) van het 1iPTH (de gemiddelde
iPTH oftewel de IPTH).

Teneinde veranderingen van de CcAMP excretie tijdens de
test te kunnen bestuderen in relatie tot veranderingen
van het iPTH werd voor iedere test de A IPTH berekend
als het wverschil tussen het IPTH tijdens het tweede
infusieuur en de controleperiode en de A cAMP excretie
als het verschil in cAMP excretie tussen de betreffende
perioden.

Teneinde de PTH gevoeligheid wvan het renale adenylcy-
clasesysteem te kwantificeren, werd zowel voor iLedere
patiént afzonderliik als voor iedere groep als geheel
het guotiént AcAMP excretie : AIPTH berekend: de PTH-
sensitiviteitsindex {(rmol/100 cc GF : U g aeg rPTH/L).
Deze index geeft de verandering in de cAMP excretie per
eenheid iPTH verandering weer.
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7.3.1

Resultaten

De figurenr 7.1, 7.2 en 7.3 tonen de veranderingen in de
gemeten parameters bij de drie patiéntengroepen. De
tijdens de EDTA test gemeten waarden van de serum cal-
cium en iPTH concentraties alsmede de berekende waarden
van het TPTH en de cAMP excretie zijn vermeld in tabel
Vii.4 - VII.6.

De serumcalciumconcentratie tijdens het controleuur

De serumcalciumconcentratie tijidens de controle-
periode (berekend als Jde gemiddelde waarde van de
concentraties op t~60 en t0) bedroceg voor de groep
patiénten met een niersteenlijden {gemiddelde + 5D)
2,40 + 0,13 mmol/l en was daarmee significant lager
dan de waarde geveonden bij de groep patigénten metb
PHP (2,69 + 0,16 mmol/l; p< 0,001} en significant
hoger dan de waarde, gevonden bij de groep patignten
met vitamine D deficiéntie (2,16 + 0,19 mmol/l;
p<0,001).

Het IPTH en de cBAMP excretie tijdens het controle-
uur

Het IPTH tijdens het controleuur (gemiddeldeli SD)
bedroeg bij de groep niersteenpatiénten 0,172 + 0,04
ug aeg rPTH/1, hetgeen significant lager is dan de
waarde welke gevonden werd bij de greoep patié&nten
met PHP (0,287 + 0,10 ug aeg rPTHE/1l; p< 0,05} doch
niet significant verschilt van de waarde, gevonden
bij de groep patiénten met vitamine D deficiéntie
(0,202 + 0,05 ug aeqg rPTH/1l). Het IPTH bij de groep
patiénten met PHP was significant hoger dan bii de
groep patiénten met vitamine D deficiéntie {p< 0,01,
tabel VII.4 - VII.6}.

De cAMP excretie tijdens het controleuur bedroeg bij
de groep niersteenpatiénten 2,68 + 0,61 nmol/100 cc
GF (gemiddelde + 8D):; deze waarde is significant la-
ger dan de waarden, welke gevonden werden bij de pa-
tiénten met PHP (4,34 + 1,14 nmol/i0¢ cc GF,
P <0,001) en de groep patiénten met vitamine D defi-
ciéntie (4,74 + 1,65 nmol/100 cc GF, p< 0,001, tabel
VII.4 ~ VII.6).
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Figuur 7.1

‘Het beloop van de verschillende gemeten parameters {gemid-
delde % SEM) bij de 11 pati&nten met een niersteenlijden

tijdens de EDTA infusietest.
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Figuur 7.2

Het beloop van de verschillende gemeten parameters (gemid-
delde % SEM) bij de 14 pati&nten met PHP tijdens de EDTA
infusietest.
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Figuur 7.3

Het beloop van de verschillende gemeten parameters {gemid-
Gelde + SEM) biij de 13 patiénten met vitamine D deficiéntie
tijdens de EDTA infusietest,



Pat jént
no.

iPTH
istH
CAMP

ieTH
TPy
CAMP

iPTH
TPTH
ChiP

TetTH
CAMP

iPTH
TPTH
cAMP

ey
CAMP

iPTH
Tty
cAMP

iPTH
TeTH
chME

TPTH
CAMP

iPTH
e
AP

iPTH
TPTH
cAMT

ca dem
it gem
TETR gem
GAMP den

excr . 5o

Tabel VIT,4

excrerie

sxGrecie

excratie

axGrecie

exceatie

excraria

excierin

exeretia

excretie

excretie

excretie

t-60

2,2%

2,359
a,17

0,173
0,04

1443

2,309
0,14

0,237
0,06

2.20
0,39
9.3
3,52

2,54
n,29
0,245
4,86

2,28
a,21
a,170
3,20

a.19
a,197
5,40

2,10
0,33
0,233
2,684

2,04
Q9,32
a,270
3,60

2,56
,24
Q0,227
3,41

2,27
0,12
0,266
4,59

2,19
0,25
e,217
4,95

1.27
05
0,130
3,87

2,07
0,23
0,223
.92

2,252
a,18

0,26%
0,07

0,228
0,05

0,32

2,180
9,14

0,284
Q.05

e1za

FR ]
0.1%
9,340
3,70

2,27
0.,3%
0,293
3.85

2,22
0,2%
0,220
S, 44

z,24
09,28
0,260
5,98

2,80
07
0,253
2,42

2,11
0,28
0,310
1,73

2,37
8,34
§.30%
3,62

2,04
0.27
8,100
6.65

1,93
0,30
0,290
4,50

2,15
Q.17
0,177
3,76

1,91

0,265
3,12

2123
0,15

0,262
0,06

0,274
Q2,05

K150

1,98
Q.22

2,103
0,14

0,244
a,07

t180

2,20
a,19
0,231
31,48

.35
¢,
0,303
1,95

2,27
¢, 25
9,213
5,37

Z,10
Q.30
9,283
4,52

2.1¢
6,08
0.121
2,64

2,09
.3
0,303
3.8

2.7
q.z28
0,31
2,90

2,19
4,24
0,27)
5013

0,22
0.2%3

7,18
o, 17
0.160
4,26

1.96
6.22
9,220
2,70

2,161
B,11

0,234
4,07

09,245
.06

216

2,108
0,09

0,207
0,08

Het verloop vas de serumcalciutconcentratie, het i{PTH, de TIPTH en de oAMP axcretie tijdena 4= EDPA infusietest bli de patifnten met cen niec-

steenlijden,
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infugsietest bij de patiénten met vitamine D deficiéntie.
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serumcalciumconcentratie, het iPTH, de TPTH en de cAMP~excretis tijdens de EDTA



7.3.3

Terwiil dus het basale IPTH bi] de patiénten met PHP
significant hoger was dan bij de patiénten met vita-
mine D deficiéntie, was de basale CBAMP excretie in
beide groepen gelijk.

De ASPTH en de AcCAMP excretie in het tweede infusie-
ar,

Het iPTH maximum tijdens de test werd bij elk der
drie groepen patiénten steeds in het tweede infusie-
uur bereikt. De AIPTE bedroeg voor de niersteen—
patiénten (gemiddelde + SD} 0,102 + 0,026 u g aeg
¢PTH/]l, hetgeen significant lager was dan de ATPTH
bij de patiénten met PHP (§,357 + 0,258, m=0,01) en
de patiénten met vitamine D deficidntie (0,154 +
0,073 g aeg rPTH/1, p<0,05). De ATPTH bij de
patiénten met PHP was significant hoger dan bij de
patidnten met vitamine D deficiéntie (0,02 tabel
VIii. 7).

De A cAMP excretie bij de patiénten met een nier-
steenlijden ({gemiddeld + SD) bedroeg 1,59 + 0,91
nmol/100 cc GF en was daarmee significant lager dan
de ACAMP excretie bij de patiénten met PHP (4,57 +
3,65 nmol/100 cc GF, ™=0,02) en de patiénten met vi-
tamine D deficiéntie (4,52 + 2,29 nmol/100 cc GF,
p<l,001 tabel VII.7).

Hoewel dus de gemiddelde A IPTH bij de patiénten met
PHP significant groter was dan bij de patiénten met
vitamine D deficig&ntie, bleek er tussen de beide
groepen geen verschil te bestaan in ACAMP excretie.

De relatie tussen het IPTH en de CcAMP excretie tii-
dens de EDTAE infusietest.

Binnen de drie groepen pati&nten bleek steeds een
samenhang aantoonbaar tussen het YPTH en de CAMP ex-—
cretie ({(figuur 7.4 - 7.8). Bi] de patiénten met PHP
en vitamine T deficié€ntie was er sprake van een nau-
we lineaire samenhang. De hellingshoek wvan de re—
gressielijn was bij de patiénten met vitamine D de-
ficigntie ganmerkeliik groter dan bij de patifnten
met PHP. De gevonden samenhang bkid de patiénten met
een nlersteenliijden laat zich niet goed met die der
andere groepen vergelijkenm omdat de spreiding wvan
zowel het IPTH als de cAMP excretie aammerkeligk
kleiner is.
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Figuur 7.4

De relatie tussen het TPTH en de cAMP excretie tijdens de
EDTA infusietest bij de patiénten met een niersteenlijden.
Bij ieder van de 11 patiénten werden beide parameters be-
paald tijdens het controleuur, het eerste en het tweede in-
fusieuur,
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De relatie tussen het TPTH en de CAMP excretie tijdens de
EDTA infusietest bij PHP. Bij ieder van de 14 pati&nten wer-
den beide parameters bepaald tijdens het controleuur, het
eerste en het tweede infusieuur.
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Figuur 7.6

De relatie tussen het TPTH en de cAMP excretie tijdens de
EDTA infusietest bij de patiénten met vitamine D deficién-~
tie. Bij ieder van de 13 patiénten werden beide parameters
bepaald tijdens het controleuur, het eerste en het tweede
infusieuur.
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7.3.6

De relatie tussen de AIPTH en de ACAMP excretie

Bij de patiénten met een niersteenliijden waren de
veranderingen in het IPTH en de CcAMP excretie tij-
dens de test relatief gering; binnen deze groep werd
geen correlatie tussen de ATIPTH en de AcCAMP excretie
gevonden. Zowsl bij de patiénten met PHP als bii de
patignten met vitamine D deficiéntie bhleek een di-
rect verband aantoonbaar tussen de ATPTH en de AcAMp
excretie {figuur 7.7 en 7.8). Vergelijki men echter
de per groep gevonden samenhang, dan valt het ver-
schil in regressieccefficiént op; bij de patiénten
met vitamine D defici&ntie werd per eenheid IPTH
verandering een wveel grotere stijging gezien in de
cAMP excretie,

De PTH sensitiviteitsindex

De waarden van de PTH sensitiviteitsindex {de veran-
dering in de cAMP excretle per eenheid iPTH verande-
ring), berekend uit de gevonden waarden wvan het
iPTH en de cAMP excretie tijdens het tweede infusie-
uur en het controleuur =zijn samengevat in tabel
ViI.7 en figuur 7.%. Deze index bleek bij de patién-
ten met vitamine D deficiéntie significant groter
dan bij de patiénten met PHP {32,1 + 17,7 respec-
tievelijk 13,8 + 4,9; p<0,001) en de patiénten met
een niersteenliijden (32,1 + 17,7 respectieveliik
16,7 + 10,3: p<0,02). B

De sensitiviteitsindex wvan de patinten met PHP was
niet duildelijk verschillend van die van de patién-
ten met een niersteenlijden. Ock indien bij de pa-
tiénten met vitamine D deficiéntie de patiént met de
veruit hoogste indexwaarde {patiént 11) buiten be-
schouwing gelaten werd, bleven de gevonden verschil-
len tussen de patiénten met vitamine D deficigntie
enerzijds en de pati€nten met PHP en een niersteen-
lijden anderzijds statistisch significant (p<0,001
respectievelijk p<0,07).

Qok indien een sensitiviteitsindex berekend werd op
basis van de veranderingen in IPTH en cAMP excretie
die optraden in het eerste infusieuur ten opzichte
van het controleuvur, bleek deze bij de patignten met
vitamine D deficiéntie significant groter dan bij de
patiénten met PHP (tabel VII.E:
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A cAMP excr.
nmol/100ce GF
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Figuur 7.7

Het verband tussen de ATPTH en de AcAMP excretie bij de
patiénten met PHP,
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A cAMP excr,
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Het verband tussen de LTPTH en de AcAMP excretie bij de
patiBnten met vitamine D deficiéntie.
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A cAMP excr,
ATPTH -
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Figuur 7.9

De PTH sensitiviteitsindex (gemiddelde % SD) bij de patién-
ten met een niersteenlijden {I}, PHP (II} en de pati#&nten
met vitamine D deficiéntie (TII}.
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94

A: Niersteenpatiénten

KPTH AChMP
excretie

H 0,120 1,26

2 0,088 1,00

3 G,075 2,18

1 4,080 2,80

5 0,098 0,82

[ 0,125 0,44

7 0,085 1,56

: 9,115 3,49

9 0,160 1,52

1o 0,077 0,95

1% 0,095 1,49

12 - -

13 - -

14 - -
Gem., 0,102 1,59
5D 0,026 3,91
ATPTR

A cAMP—excretie
PTH sensitiviteitsindex

Tabel VEII.?

PTH-sens £IPTH
index
10,5 0,160
11,4 0,155
29,1 a,117
35,0 0,323
B,4 0,218
3,5 0,237
18,4 0,405
30,3 0,155
9,5 0,450
12,3 0,697
15.7 0,447
- 0,237
- 1,070
- 0,312
16,7 0,357
0,3 0,258
p<0,0f p< 0,02
p< 0,02 n.g.
n.s. p<Q,001

B: Patiénten met PHP

AcAMP
excretie

3,61
2,11
1,01
4,00
2,57
3,92
4,40
1,54
1,56
6,28
3,93
3,48
16,57
4,95

4,57
3,65

p< 0,05
p< 0,001
p< 0,02

PTH-8ena
index

20,1
13,6

C: Patiénten met Vit D Def.

ATIPTH

0,258
0,097
0,110
0,163
0,083
0,278
0,105
0,080
0,147
0,257
0,073
0,210
0,145

0,154
0,673

A chMp
excretie

4,56
2,07
3,18
5,29
2,56
7,96
2,64
3,06
2,61
9,64
5,12
4,47
4,46

PTH-gens
index

17,7
21,3
28,7
32,5
it,8
28,6
25,1
39,2
17,8
37,5
46,6
21,3
30,8

32,1
17,7

pe ATIPTH { g aeq rPTH/1), de AcAMP-excretie (nmol/100 cc GF) en de PTH gensitiviteitsindex bij de verschillende patié&ntengroepen.



ATPTH

1 0,120

2 0,088

3 0,067

4 0,237

5 0,105

6 0,130

7 0,165

8 9,145

9 0,230

10 0,370

i1 0,183

12 0,0%3

13 0,277

14 0,105

Gem., 0,165

sp 0,086
ATIPTH

A CAMP excretie
PTH sens.index

Tabel VII.E8

A: Patid@nten met PHP

AcAMP
excretie

1,60
0,15
1.01
1,75
1,90
1,74
1,64
0,35
0,00
2,06
2,33
0,97
4,63
2,23

PTH-sens
index

-

s

OO N A OO = W

w v o

—

- n

-
R N R

-~ o~

Buws C

p<0,02
n.s.
p<0,01

AIPTH

0,158
0,053
0,067
0,097
o027
0,135
0,072
0,013
0,063
0,123
0,083
0,097
0,042

9,081
0,045

B: Pati&nten met Vit D Def.

ACAMP
excrektie

3,40
2,58
1,88
5,02
0,97
2,67
1,74
1,55
a,3s
4,30
1,00
1,27
1,28

216

r

PTH-s&ns
index

21,5
48,9
28,1
51,8
17,2
24,2

5,6
35,0
13,1
13,1
30,5

De stijging in het IPTH en de cAMP-excretie (eerste infusieuwur vs controleuur) en de
PTH sensitiviteitsindex, berekend op basis van de veranderingen tijdens het eerste
infusiewur, bij de patidnten met PHP en vitamine D deficiéntie. Voor de patidnten 5
en 8 wit groep B werd geen sensitiviteitsindex berekend omdat de stijging in het
iPTH bij beide patiénten nihil (0,03]] aeq rPTH/1} was,



7.3.8

7.3.9

figuur 7.1C.: sensitiviteitsindex bij de patiénten
met wvitamine D deficiéntie 26,3 + 14,7: bij de
patiénten met PHP: 10,6 + 6,5; p<0,01). Omdat de
iPTH stijging tijdens het eerste infusieuur bij een
aantal patiénten met niersteenlijden nihil was, werd
voor deze groep geen sensitiviteitsindex wvoor het
eerste uur berekend.

De relatie tussen het basale 1PTH en de sensitivi-
teitsindex bij PHP.

Nagegaan werd, of er binnen de groep patiénten met
PHP een verband aantoonbaar was tussen het iPTH tij-
dens het controleuur en de sensitiviteitsindex. De
resultaten zijn samengevat in figuur 7.%11.: er bleek
geen significante correlatie tussen beide parameters
aantoonbaar.

De relatie tussen de basale serumcalciumconcentratie
en de sensitiviteitsindex bij PHP,

Nagegaan werd, of er binnen de groep patiénten met
PHP een verband aantoonbaar was tussen de serumcal-
ciumconcentratie tijdens het controleuvur {gemiddelde
waarden van t-60 en t 0) en de sensitiviteitsindex.
De resultaten zijn samengevat in Ffiguur 7.12.: ey
bleek geen significante correlatie tussen de beigde
parameters te bestaan.

De plasma cAMP concentratie tijdens de EDTA infusie-
test. '

Bij 16 patiénten (8 patiénten met PHP en 8 patiénten
met vitamine D deficiéntie) werd op t 0 en t 120 een
bloedmonster afgenomen waarin de concentratie caAMP
werd bepaald. Op t 0 bedroeg de cAMP concentratie
bij deze patiénten (gemiddelde + SD} 1,57 + 0,40
nmol/100 ccs op t 120 1,86 + 0,46 nmol/100 cc; het
verschil was statistisch significant (p<0,05). Het
gemiddelde verschil tussen de plasma cBAMP concentra-
tie op t 120 en t 0 bedroeg 0,29 + 0,46 nmol/ 100 cc.
Bij deze 18 patiénten bedroeg de AcAMP excretlie 4,76
+ 3,43 nmol/100 cc GF, zodat de stijging in de cAMP
excretie bij deze patiénten voor gemiddeld 94% een
gevolg was van een toename van de nefrogene cAMP
productie {tabel VII.S.).
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Figuur 7.10

De PTH gensitiviteitsindex, berekend op basis van de veran~
deringen in het eerste infusieuur, bij de patiénten met PHP
{II}) en vitamine D deficiéntie (III).

- 78 -



PTH-
sensitiviteits
index
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ug aeq rPTH/!

Figuur 7.11

Het TPTH tijdens het contreleuur vs de PTH sensitiviteits-
index bij de patiénten met PHP.
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Figuur 7.12

De baszle serumcalciumconcentratie (gemiddelde waarden van t
-60 en t0) vs de PTH sensitiviteitsindex bij de patié&nten
mnet PHP,
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A

controleuur tweede Infusieuur

cAMP PcBMP NoAHP CAMP PoAMP NcAMP Acamp A peamp ANehMp
excretie . excretie excretie

1 §,19 2,62 2.7 6,76 1,76 5,00 2,57 -0,26 2,83

2 5,29 1,77 3,52 9,21 2,07 7,14 3,42 0,10 3,62

3 4,64 1,87 2,77 9,04 1,53 7,54 4,40 -0,34 4,74
4 3,90 1,84 2,06 5,44 1,86 3,58 1,54 0,02 1,52

5 4,24 2,03 2.2 10,52 1,94 8,58 &,28 -0,09 6,37

] 6,59 1,42 5,17 10,52 2,04 B.,48 3,93 0,62 EPER]

7 5,47 1,t8 4,29 22,04 1,95 20,09 16,57 0,77 15,80

B 4,98 1,26 3,72 9,93 1,50 8,43 4,98 ¢, 24 4,71

9 3,81 1,95 1.B6 6,97 1,94 5,03 3,36 -0,01 3,17
10 31,97 1,83 2,14 9,26 2,17 7,09 5,29 0,34 4,95
1 3,19 1,26 1,93 5,83 1,65 4,18 2,64 G,39 2,25
12 2,43 2,74 0,2¢% 5,49 2,59 2,90 3,06 G,45 2,61
13 6,25 1,05 5,20 B .86 1,05 7,81 2,61 0 2,61
14 6,22 0,90 5.33 12,55 1,01 1,54 6,12 0,11 6,21
15 1,80 1,15 2,65 ° 8,27 2,69 5,58 4,47 1,54 2,92
16 4,59 1,52 3,07 9,05 2,07 6,98 4,46 0,55 3,91
Gem. 4,60 1,57 3,02 9,36 1,B6 7,50 4,76 6,29 4,47
5D 1,15 0,40 1,42 3,92 0,46 4,02 3,43 0,46 3,32

Tabel VII.9
De toename van de totale cAMP excretie { AcAMP excretie; nmol/100 cc GF), de toename van de plasma chAMP concentratie (A PoAMP;
nmol/100 cc) en de toename van de nefrogene cAMP excretie (A NoAMP; amol/T00 co GF) tijdens de EDTA infusietest (tweede infusieuwr vs con-

troleunr) bij 16 pati&nten,



7.4 Bespreking

7.4.1

De brulkbaarheid van het model

Ferder in de literatuur vermeld onderzoek naar de
gevoeligheid van het renale adenylcyclasesysteem bij
verschillende groepen proefpersconen werd uitgevoerd
met behulp van infusie wvan (meestal bovine) PTH. De
interpretatie van de resultaten van deze studies
wordt ons inziens bemoeilijkt door een aantal facto-
ren:

a) de gehanteerde dosering PTH was veelal van een
farmacologische omvang, zodat eerder een maximale
regponsiecapaciteit werd onderzocht dan een sen-
gitiviteit:

b} de verdelingsruimte en de katabolische snelheid
van exogeen PTH zijn wellicht bij werschillende
groepen proefpersonen ongelijk;

¢) de cAMP excretie in de urine werd veelal niet ge-
corrigeerd op de niermassa, hetgeen bij vergelij-
king van grcoepen op theoretische gronden onijuist
is (zie 2.4).

Met het door ons ontwikkelde model werden fluctua-
ties in de cAMP excretle onderzocht bij iPTH veran-
deringen die niet uitgingen boven een niveau van
300% van de uitgangswaarde en die reacties opwekten
ver onder de maximale responsiecapaciteit wvan de
nier. De directe iPTH metingen maken het mogeliijk
een indruk te krijgen over de mate waarin de nierre-
ceptoren worden gestimuleerd onafhankelijk van ver-
delingsruimte en verdwijningssnelheid wvan het hor-
moon. Verder werd wel de noodzakelijke correctie op
de functionerende niermassa toegepast.

Aangetoond kon worden, dat de tijdens de test waar-
genomen toename van de cAMP excretie slechts voor
een verwaarloosbaar deel een gevolg was van een
stijging in de gefiltreerde fractie {(7.3.9) en dien-
tengevolge vrijwel geheel een gevolg is van een toe-
name van de nefrogene cAMP excretie,

Bij de patiénten met PHP en vitamine D deficiéntie
bleek een nauwe lineaire samenhang tussen de tijdens
de test (controleuur, eerste en tweede infusieuur)
gevonden waarden van het IPTH en de cAMP excretie in
de urine te bestaan, zoals blijkt uit figuur 7.5 en
7.6.
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Bij beide groepen kon worden aangetoond dat ook tus-
sen de docr EDTA infusie opgewekte veranderingen in
het TPTH en de cBMP excretie in de urine een zeer
nauwe betrekking bestaat (figuur 7.7 en 7.8). Deze
gegevens duiden erop dat het gebruikte onderzoeks-
model geschikt kan worden geacht om bij pati&nten
met primaire en secundaire hyperparathyreoidie de
relatie tussen het renale adenylcyclasesysteem en
iPTH veranderingen te bestuderen.

De nauwe betrekking tussen de opgewekte stiigingen
in het IPTH en de cAMP excretie in de urine recht-
vaardigt het gebruik van de PTH-sensitiviteitsindex.
Deze index geeft de verandering in de cAMP excretie
(nmol/100 ¢c GF) per eenheid iPTH wverandering (g
aeq rPTH/1l) weer en vormt een bruikbare kwantita-
tieve maat om in vivo de PTH gevoeligheid wvan het
renale adenylcyclasesysteem binnen en tussen ver-
schillende groepen proefpersonen te definiéren res-
pectievellijk te vergelijken.

De controlegroep

Omdat het niet mogelijk was een voldoende aantal
EDTA testen uit te voeren bij gezonden, fungeerden
cen groep patiénten met een niersteenlijden in ons
onderzoek als controlegroep. Bij deze groep patién-
ten bestond een zwakkere correlatie tussen het TIPTH
en de ¢AMP excretie dan bij de patignten met PHP en
vitamine D deficiéntie ({figuur 7.4). De totale cBAMP
excretle was echter bij deze groep patiénten zowel
tijdens het controleuur, het eerste en het tweede
infusieuur aanzienijk lager dan bii de beide andere
patiéntengroepen; verschillen in de hoeveelheid ge-
filtreerd ¢AMP tussen de verschillende proefpersonen
bepalen dan in relatief grote mate de uitkomst van
de totale cAMP excretie,

Tusgen de AIPTH en de A cAMP excretle kon in deze
groep patiénten geen duldelijke correlatie worden
aangetoond waarschijnlijk omdat bij de relatief
kleine wveranderingen in beide parameters bij deze
groep patiénten normale laboratoriumvariaties een
grotere rol gaan spelen. Wel kon een indruk over de
PTH gevoeligheid van het renale adenylcyclasesysteem
worden verkregen door voor de groep patiénten als
geheel de PTH sensitiviteitsindex te berekenen.
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De PTH gevoeligheid van het renale adenylcyclasesys-
teem bij PHP.

De vraag of bij PHP de gevoeligheid wvan het renale
adenylcyclasesysteem voor iPTH veranderingen is ver-
anderd, wordt in de literatuur controversieel beant-
woord, Von Lilienfeld-Toal e.a. (1974, 1978} vonden
bii een groep patiénten met PHP een verminderde toe-
name van de cAMP excretie in de urine na toediening
van 100 E bovine PTH vergeleken met een groep gezon-
den. Tomlinscon e.a. (1975) en Aida e.a. {1975) kwa-
men bij gebruik wvan een gelijke proefopstelling,
waarbij echter 200 E bovine PTH werd geinfundeerd,
tot eenzelfde conclusie. De onderzochte patiénten-
populatie was bij alle gencemde studies klein; de
CcAMP excretie werd steeds uitgedrukt in nmol per
tijdseenheid.

In tegenstelling tot de genocemde auteurs vonden
Tuceci e.a. (1979) geen verschil tussen de door toe-
diening van 200 E bovine PTH opgewekte stijgingen in
de cAMP excretie {(mol/g kreat) bij 12 gezonden, 21
patiénten met PHP en 12 patiénten met hypoparathy-
reoidie. Op de bezwaren verbonden aan de bij de ge-
noemde studies gehanteerde onderzoeksmethodiek werd
reeds eerder ingegaan (7.4.1).

Indien bij PHP de gevoeligheid van het renale ade-
nvlcyclasesysteem voor iPTH veranderingen is afgeno-
men, zou men verwachten dat de PTH gevoeligheid af-
neemt bij een toenemende ernst van de hyperparathy-
reoidie. Er was echter bij onze patiénten geen ver-
band aantconbaar tussen het basale TPTH en de basale
serumcalciumconcentratie enerzijds en de PTH sensi-
tiviteitsindex anderzijds (figuur 7.11 en 7.12).
Verder verschilde de PTH sensitiviteitsindex van de
patiénten met PHP niet duidelijk van die der nier-
steenpatiénten {(figuur 7.9). Ons onderzoek leverde
derhalve geen argumenten op voor het bestaan van een
verminderde PTH gevoeligheid van de nierreceptoren
bij patiénten met PHP.
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De PTH gevoeligheid van het renale adenylcyclasesys-—
teem biji vitamine D deficiéntie

In de literatuur werd melding gemaakt van een toege-
nomen CAMP excretie bij rachitische kinderen
{Vainsel e.a. 1976; Sovik e,a. 1976), osteomalacie
{Schmidt-Gayk e.a. 1977) en patiénten met gastroin-
testinale aandoeningen, mogelijk gecompliceerd door
vitamine D deficiéntie {Von Lilienfeld-Tcal g.a.
1878) . De verhoogde cAMP excretie werd door deze au-
teurs echter uitsluitend toegeschreven aan de ver-
hoogde PTH secretie, terwijl het bestaan van een
buitensporig verhoogde cAMP excretie ten opzichte
van de bijschildklieractiviteit niet werd overwogen.
Sisson en Tuccli {1980} beschreven &én patié&nt met
vitamine D deficiéntie bij wie de cAMP excretie in
de urine zeer sterk verhoogd was ondanks een slechts
licht verhoogd iPTH.

Forte e.a. (1976) verrichtten PTH-infusiestudies bij
ratten waarbij de bijschildklieren verwijderd waren
en die gedurende langere tijd opgesloten waren in
cen donkere ruimte en vitamine D deficiént voedsel
toegedierd kregen. De toename van de CAMP excretie
was bij gebruik van verschillende hoeveelheden gein-
fundeerd PTH steeds kleiner dan bij een groep con-
troleratten. Bovendien bleek ook in wvitro het renale
adenylcyclase afkomstig van de vitamine D deficiénte
ratten verminderd stimuleerbaar. Over de resultaten
van PTH infusiestudies bii menselijke proefpersonen
met vitamine D deficiéntie zijn slechts sporadisch
gegevens bekend. Sisson en Tucci (19280} wvonden na
toediening van bovine PTH bij een patiént met vita-
mine D deficiéntie een sterkere stijging van de caMp
excretie in de urine dan bij een groep gezonden. Von
Lilienfeld-Toal e.a. (1978) vonden biji 4 patiénten
met gastrointestinale aandoeningen, welke mogelijk
gecompliceerd werden door vitamine U deficiéntie, na
toediening van bovine PTH een sterkere stijging van
de c©cAMP excretie in de urine dan bij een groep ge-
zonden en bij een groep patiénten met PHP,

Bij ons cnderzoek bleek het iPTH tijdens het contro-
le-uur bij de groep patignten met vitamine D defici-
éntie significant lager dan bij de groep patignten
met PHP:; voor de CAMP excretie in de urine bleek
echter het omgekeerde het geval {7.3.2}.
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De PTH sensitiviteitsindex bleek bij de groep patién-
ten met vitamine D deficiéntie significant groter dan
bij de groep patiénten met PHP en de controlegroep
{7.3.6). Deze resultaten duiden alle aan, dat in ge-
val van vitamine D deficiéntie de gevoeligheid van
het renale adenyicyclasesysteem voor PTH veranderin-
gen toegenomen is.

Enkele hypothesen betreffende de oorzaak van de ver-

schillende PTH gevoeligheid bij de onderzochte pa-
tiéntengroepen

Thecoretisch zijn met de huidige inzichten in het wer-
kingsmechanisme van membraamreceptoren een groot aan-
tal mechanismen denkbaar waardoor de verschillen in

PTH gevoeligheid tussen de verschillende patiénten—

groepen verklaard zou kunnen worden ({(zie 2.71). Cp
grond van beschikbare literatuurgegevens lijken een

aantal mogelijkheden bijzondere aandacht te verdie-
nen,

Uit de literatuur is bekend, dat de gevoeligheid van
receptorcellen voor veranderingen in hormoonconcen—
traties in grote mate samenhangt met het per cel be-
schikbare aantal bindingsplaatsen. Voor een aantal
hormoon-receptorsystemen is aangetoond dat, indien
de receptorcel voortdurend blootgesteld wordt aan ho-
ge hormoonconcentraties, het aantal bindingsplaatsen
per cel, en daarmee de gevoeligheid van de receptor=-
cel voor de veranderingen in de hormoonconcentratie,
afneemt en, bij voortdurende blootstelling aan lage
hormoonconcentraties, toeneemt (Pollet e.a. 1980).
Dit mechanisme zou Kkunnen verklaren waarom de PTH
sensitiviteitsindex bij de groep patiénten met PHP
lager was dan bij de groep patiénten met vitamine D
deficiéntie, die immers een gemiddeld lagere bhasale
serum TPTH concentratie hadden (7.3.2). De PTH sensi-
tiviteitsindex van de groep patiénten met PHP - de
groep patiénten met de hoogste basale TPTH concentra-
tie - verschilde echter niet duidelijk van die der
patiénten met een niersteenlijden - de groep patién-
ten met de laagste basale TPTH concentratie - (fi-
guur 7.8); verder werd binnen de groep patiénten met
PEP geen duidelijk verband gevonden tussen de basale
iPTH concentratie en de PTH sensitiviteitsindex (fi-
guur 7.11). Het gencemde mechanisme biedt dan ook
geen verklaring voor onze conderzoeksresultaten.
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In vitro zijn wel aanwijzingen gevonden dat de aanwe-
zige calciumconcentraties de gevoeligheid van het re-
nale adenvlcyclasesysteem voor veranderingen in PTH
concentratie beinvliocedt.

Zo bleek in gehomogeniseerd nierschorsweefsel afkom-
stig van de rat (Beck e.a. 1974) en het konijn
{Streeto 1963) de PTH gestimuleerde adenylcyclase-
activiteit af te nemen bij incubatie met oplopende
concentraties calcium in het medium. De betekenis
van deze 1n vitro waarnemingen voor de situatie in
vivo is echter nog niet duidelijk. Zo toonden Nagata
en Rasmussen {1970) aan dat toevoeging van calcium
in een dusdanige concentratie dat de PTH gestimuleer-
de adenylcyclaseactiviteit in gehomogeniseerde nier-
tubuluscellen wordt geremd, deze invlioed niet ver-
toonde op de PTH gestimuleerde ¢AMP concentratie in
geiscleerde intacte tubuluscellen. Beck e.a. {(1974)
vonden bij ratten na verwijdering van de bijschild-
klieren een verminderde stijging van de CAMP excretie
na PTH toediening indien de dieren tevoren hypercal-
ciaemisch gemaakt waren door middel van calciuminfu-
sies. Popovitzer e.a. {1975) konden deze waarneming
met een in vele opzichten identigke proefopstelling
echter niet bevestigen. Indien in vivo de serumcal-
ciumconcentratie bepalend zou zijn voor de gevoelig-
heid wan het renale adenylecyclasesysteem, zou ver-
klaard kunnen worden waarom de PTH sensitiviteits-
index bij de patiénten met vitamine D defici&ntie ho-
ger was dan bij de beide andere groepen; de serumcal-
ciumconcentratie was bij deze groep immers lager dan
bij de beide andere patiéntengroepen (7.3.%1}. Cok dit
mechanisme 1ijkt echter onze onderzoeksresultaten
niet wvolledig te wverklaren. Ondanks een significant
hogere gerumcalciumconcentratie was de sensitivi-
teitsindex bij de patiénten met PHP vrijwel gelijk
aan die van de patiénten met een niersteenliiden ({fi-
guur 7.9: 7.3.8); verder was er binnen de groep pa-
tiénten met PHP geen duidelijk wverband aantoconbaar
tussen de serumcalciumconcentratie en de PTH sensiti-
viteitsindex {(figuur 7.12).

Een volgende verklaring voor de toegenomen PTH gevoe-
ligheid bilj de patiénten met vitamine D deficiéntie
zou kunnen zijn dat het 25 HCC of één van de andere
vitamine D derivaten de PTH afhankelijke cAMP produc-—
tie in de tubuluscellen remt.
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Dit zou verklaren waarom de PTH-sensitiviteitsindex
bij de patiénten met wvitamine D deficiéntie zowel
ten opzichte wvan de niersteenpatiénten als ten op-
zichte wvan de patienten met PHP verhoogd was. Deze
veronderstelling wordt ondersteund door de waarnemin-
gen van Popovtzer en Rcebinette (1975) die vaststelden
dat bij de rat de cAMP excretie (pmol/min) verminder-
de tijdens infusie van 25 HCC. Gezien de aanwezigheid
van een intacte bijschildklierfunctie bestaat de mo-
gelijkheid dat deze afname wvan de CcAMP excretie ver-
corzaakt werd deoor suppressie wvan de PTH secretie.
Cok bii ratten waarbij door parathyroidectomie de
endogene bijschildklieractiviteit was ultgeschakeld
(PTX ratten) en waarbij een constante hoeveelheid PTH
werd geinfundeerd, bleek na toediening van 25 HCC de
cAMP excretie te verminderen. Voor de waarnemingen
van Popovtzer en Robinette in het rattenexperiment
zowel als onze waarnemingen in het humane in vivo ex-
periment lijken dan een aantal verklaringen mogelijk.
Een eerste mogelijkheid is, dat de vitamine D metabo-
lieten de bhinding tussen het PTH en zijn renale
receptor beinvloeden. Een tweede mogelijkheid is, dat
de vitamine D metabolieten de activatie van het PTH
gevoelige renale adenylcyclasesysteem remmen, hetzij
op directe wijze, hetzij op indirecte wijze door be-
invloeding van één of meerdere van de vele schakels
welke de mate van activering van het adenylcyclase-
systeem bepalen (zie 2.7). Een derde mogelijkheid is,
dat de vitamine D metabolieten de afbraak van het in
de tubuluscellen gevormde CAMP gtimuleren.

Cmdat het effect van PTH op de tubulaire terugresorp-
tie van fosfaat tot stand komt via een verhoging van
de intracellulaire cAMP concentratie in de tubulus-
cellen {zie 3.1) lijkt het redelijk te wverconderstel-
len dat, indien de laatste verklaring juist is, de
vitamine D status mede van invloed is bij de mnate,
waarin veranderingen in de PTH secretie de tubulaire
terugresorptie van fosfaat belinvloeden. Ons proefmo-
del leende zich vanwege de multipele dynamische ver-
anderingen in het fosfaatmetabolisme (zie hoofdstuk
8) niet voor bestudering van de invlced van iPTH ver-
anderingen op de fosfaatterugresorptie. De rol wvan
vitamine D biji de tubulaire terugresorptie van fos-
faat is complex en veoor een deel nog niet duidelijk.
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Experimenten met PTX proefdieren maakten aannemelijk
dat wvitamine D een direct, PTH onafhankelidik, verho-
gend effect heeft op de tubulaire terugresorptie van
fosfaat. Zo vonden Puschet e.a. (1972, 1274) na een-
malige toediening van 25 HCC bij PTX honden een ver-
mindering van de fractionele fosfaatexcretie (fos-
faatklaring: inulineklaring). Popovizer e.a. (1974}
zagen echter de fractionele fosfaatexcretie bij PTY
ratten tijdens infusie wvan 25 HCC en 1,25 DHCC niet
veranderen. De soms tegenstrijdige bevindingen in de
literatuur worden mogelijk voor een deel verklaard
door de onderzoesksresultaten van Bonjour e.a. (1877,
1278) die wvaststelden dat 1,25 DHCC in staat is om
blj PTX ratten het vermogen tot tubulaire aanpassing
aan variaties in de fosfaattoevoer te herstellen: zo
werd bij PTH-ratten die fosfaatrijke voeding toege-
diend kregen de tubulaire terugresorptie van fosfaat
door 1,25 DHCC verlaagd en bij toediening van fos-
faatarme vwvoeding Jjuist verhoogd. Volgens De Luca
{1877} doet vitamine D de tubulaire terugresocrptie
van Ffosfaat afnemen bij een normale of verhoogde
serumfosfaatconcentratie. Vitamine D beinvlicedt in
vivo de tubulaire fogfaatterugresorptie ock cop een
tweede wijze nameliik door de effecten van het hor-
moon op het calciummetabolisme in de darm, het ske-
let en mogelijk ook de nieren waardoor de bijschild-
klierfunctie onderdrukt wordt (De Luca 1977): boven-
dien 2zijn er aanwijzingen dat diverse vitame D meta-
bolieten de bijschildklierfunctie rechitstreeks belin-
vioeden (Canterbury e.a2.1978). De waarnemingen wvan
Popovtzer en Robinetti (1975) die wvaststelden dat
pij PTX ratten waarbil een constante hoeveelheid PTH
werd geinfundeerd zowel de cAMP excretie als de
fractionele fosfaatexcretie afnam na iv tocediening
van 25 HCC tesamen met de resultaten van ons eigen
onderzoek suggereren het bestaan van een specifieke
inviced van vitamine D op de interactie tussen PTH
en de niertubuli. Deze invloed zou van dien aard
zijn dat een normale vitamine D status gen remmende
werking heeft op de cAMP productie in de tubuluscel,
waardoor de. fosfaatreabsorptie bevorderd wordt. Bij
gen vitamine D deficiéntie zou de interactie tussen
het PTH en het renale adenyleyclase versterkt zijn
resulterend in een toegencmen CAMP excretie en fos-
faturie.
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Op deze wijze moduleert de vitamine D status de
interactie tussen het PTH en één van zijn effector-
celsystemen, een modulatie die gericht is op een
efficiénter gebruik wvan het circulerend PTH door de
nier.

Conclusies

Indien men bij een groep proefpersonen de iPTH concen-
tratie in het bloed en de cAMP excretie in de urine
voor en tijdens een EDTA infusieproef, verricht volgens
het door ons gebruikte proteocol, bepaalt, vormt het
quotiént van de stijging van de cAMP excretie in de
urine en de iPTH concentratie in het bloed (de PTH sen-
sitiviteitsindex)} een bruikbare maat voor de gevoelig-
heid van de nier van het endogene PTH. Deze gevoelig-
heid is bij patiénten met vitamine D defici&ntie groter
dan bij patiénten met PHP of een niersteenlijden. Moge-
lijk hangt dit verschil in de eerste plaats samen met
verschillen in de vitamine D status. De resultaten van
ong onderzoek leverden geen argumenten op voor het be-
staan van een afgenomen PTH gewvoeligheid bij patiénten
met PHP, zoals door anderen wel is gesuggereerd,

- g1 -



8.2

DE VERANDERINGEN IN DE CALCIUM EN FOSFAAT CONCENTRATIE
1IN EET BLOED TIJDENS EDTA INFUSIE

Inleiding

Tifdens de EDTA infusie-test, zoals die in ons onder-
zoek werd ultgevoerd, werd in 2 uur tijd 250 mg EDTA
per liter extracellulair wolume (EVC) toegediend. Deze
hceveelheid bindt zich met 0,7 wmmol calcium {Parfitt
1969}, waardoor de concentratie van calcium in het se-
rum bij de gebruikte meetmethode {ongecheleerd calcium)
met deze grootheid zou moeten afnemen, indien niet
tegelijkertijd een zekere mate van buffering plaats zou
vinden door mobilisatie wvan calcium vanuit het skelet.
Door dit laatste mechanisme weerspiegelt het beloop van
serumcalciumconcentratie tijdens EDTA infusie de mate
waarin de calciumontrekking dcor EDTA uit de extracellu-
laire vloceistof wordt gebufferd vanuit een snel mobili-
seerbare reservepool. Een aantal onderzoekers beschreven
dit belcop bij patiénten met PHP, normalen en patiénten
met hypoparathyrecidie (Lockefeer e.a. 1974; Burckhard
e.a, 1980; Klotz e.a. 1963; Parfitt 19269).

Een vergelijkend onderzoek tussen patiénten met PHP en
vitamine D~deficiéntie wvoor wat betreft de daling wvan
de serumcalciumconcentratie tijdens EDTA infusie werd
niet eerder beschreven. COver de veranderingen van de
fosfaatconcentratie tijdens EDTA infusie ziijn slechts
schaarse gegevens bekend., De in hoofdstuk 7 beschreven
patiéntengroepen (11 patiénten met euparathyreold nier-
steenliiden, 14 patiénten met een PHP en 13 patiénten
met sen vitamine D-deficiéntie) werden derhalve verge-
leken wat betreft het beloocp wvan de serumcalcium en
fosfaatconcentratie tijdens de EDTA infusie-test,

Methoden

De EDTA test werd steeds in nuchtere toestand en liggen-
de houding uitgevoerd. Tussen 10.00 uur (t8) en 12.00
{£120) werd via een infusiepompie 50 mg/kg EDTA, opge-
lost in 53 cc glucose 5% toegediend terwiil tegelijker~
tijd 30 co novocaine 2% via een zijinfuus werd geinfun-—
deerd. Bij de patiénten met vitamine D deficiéntie werd
direct na de EDTA infusie {(om 12.00 wuur) intraveneus
calciumgluconaat toegediend, waarop de test als beein-
digd werd beschouwd; bij anderen groepen werd het spon-
tane verloocp van de herstelfase tot 14.00 uur gevolgd.
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Bij alle proefpersonen werd tussen 8.00 en %.00 uur 500
cc, tussen %.00 en 10.00 uur 250cc en tussen 10.00 en
12.00 uur en (bij patiénten met PHEP en een niersteen-
lijden) 12.00 en 14.00 uur 500 c¢ glucose 5% geinfun-
deerd, terwijl bovendien om 9.00 uur en hierna ieder
heel uur, 2%0 cc aguadest per os werd toegediend.

Om 9.00 en 10.00 uur en vervolgens iledere 30 minuten
{tot 14.00 uur) werden bloedmonsters afgencomen waarin
de concentraties calcium en fosfaat werden bepaald.

Bij 11 en 15 patiénten, afkomstig uit de verschillende
patiéntengroepen werd bovendien iedere 60 minuten bloed
afgenomen wvoor het bepalen van de concentraties totaal
eiwit respectievelijk geioniseerd calcium (calecium *7).

Resultaten

In ieder der onderzochte patiéntengroepen daalde de se-
rumcalciumconcentratie tijdens de EDTA infusie t.o0.v.
de waarde, gevonden tijdens de controleperiode (bere-
kend als de gemiddelde waarde van de concentraties op

t 60 en t0) (tabel VII.4-VII.6; figuur 8.1}. De mate
waarin de serumcalciumconcentratie daalde (ACa) bleek
echter wvoor de verschillende patiéntengroepen te
verschillen ({figuur 8.2; tabel VIII.1). DeA Ca bij de
groep patiénten met PHP was op elk tiddstip met
uitzondering van t 60 significant groter dan bij de
groep patiénten met vitamine D-deficiéntie. Op de
verschillende tijdstippen bedroeqg de A Ca bij de groep
patiénten met vitamine D-deficié&ntie gemiddeld 55% wvan
de waarde gevonden bij de groep patiénten met PHP. De
euparathyrecide niersteenpatiénten hadden szen A Ca in
dezelfde corde van grootte als de patiénten met PHP. Dit
gold ock voor de periode £ 120 - t 240. Er was evenwel
op diverse tijdstippren geen significant verschil inAcCa
tussen deze droep en de groep patiénten met wvitamine
D—deficiéntie, hetgeen wellicht een gevolg is van het
kleinere aantal individuen in de niersteengroep.

Bij de 11 patiénten, bij wie tevens de concentratie ge-
joniseerd calcium in het bloed bepaald werd, werd de
gemiddelde daling van het geioniseerd calcium (deld Ca
*+) op de verschillende tijdstippen vergeleken met de
gemiddelde daling van het ongecheleerde calcium (de
ACa; figuur 8.3).

- 93 -



~40 0 60 120 180 240 Tijd (min)
— ; T ; I S, T T t

Ca {(mmol/1) EEDTA INFUSIE
2.50

2.40

H

2.30
2.20

2.10

2.00

2.80

2.70

2.60

2.50

2.40
2,30

1

2.30
2.20

T

T

c 2.10
2.00F

1.90
1.801

Figuuar 8.1

De calciumconcentratie in het bloed {(mmol/1; gemiddelde %
SEM) tijdens de EDTA infusietest bij pati&nten met een nier-
steenliiden (A; n = 11), primaire hyperparathyrecdie

{B: n = 14) en vitamine D deficié&ntie (C:; n = 13).
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Piguur 8.2

De tijdens EDTA infusie bij de patié&nten met een niersteen-—
liiden (g}, PHP ( 4— ) en vitamine D deficiéntie
(0—0). De A ca geeft op de diverse tijdstippen het gemid-
deld verschil (& 3EM) in gevonden waarden t.o.v. de contro-
lewaarde {gemiddelde van de waarden gevonden op t—-60 en t 0}
weer.
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Niersteen- patiénten patidnten met
patiénten met PHP vit., D def.
t 3¢ -0,085+0,076 -0,089+0,057 -0,032+0,064%
t 60 -0,139+0,718 ~0,145+0,083 -0,094+0,077
£ 90 -0,206+0,119 -0,266+0,118 -0,135+0,089%%
£120 =0,272+0,141 -0,313+0,07¢ ~0,188+0,100%%X
£150 -0,292+0,083 -0,272+0,088
£180 ~0,224+0,107 ~0,269+0,136
€210 -0,238+0,1729 ~0,256+0,081
£240 ~0,260+0,138 -0,256+0,086

Tabel VIII.1

Het wverloop van de Aca tijdens EDTA infusie bij patiénten met
een niersteenlijden (n=11), pati&nten met PHP (n=14) en pa-
tiénten met vitamine D deficiéntie {n=13).

®#=p < 0,05;: ®xx=p<c0,01; xxx=p <0,001 ten opzichte van patiénten
met PHP.
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A Ca/ACa**
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T n 3
60 120 180 240 Tijd (min)
n.s. p<0.05 n.s.
Figuur 8.3
De Aca | ) en deAcatt ( — — —~ ) bij 11 patiénten tij-

dens de EDTA infusietest. De Aca resp.A catt geeft op de
verschillende tijdstippen het gemiddeld verschil (f SEM} in
gevenden waarden t.o.v. de controlewaarde {(gemiddelde van de
waarden gevonden op t-60 en t ) weer,
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Op de t 120, t 180 en ¢ 240 bleek de gemiddelde ACa
groter dan de gemiddeldep Ca *F; het verschil was ech-
ter alleen op t 180 significant {(p«<0,05).

De gemiddelde concentratie van het totale eiwit in het
bloed, bepaald bii 15 patiénten, bleef tussen ¢ 60 en t
120 constant (tabel VIII.Z2).

Het gemiddelde wvan de serumfosfaatconcentratie dazlde
in het verloop van de test bij ieder der 3 groepen (fi-
guur B8.4)}. In iedere groep was de serumfosfaatconcen-
tratie op t 0 lager dan op ©-60; dit wverschil was voor
de groep patiénten met wvitamine D-deficiéntie en de
groep patignten met een niersteenliijden significant
{vitamine D-deficiéntie: t-60: 1,086 +0,22 mmol/l, t O

0,99 + 0,23 mmol/1l, p<0,05; nierstéénpatiénten: t-60:
0,88 + 0,10 mmol/1, t 0: 0,83 + 0,16 mmol/1, p< 0,05)

Bespreking

Veranderen in de serumcalciumconcentratie.

De door andere onderzoekers gevonden maximale serum-
calciumdaling aan het einde van EDTA infusie-testen
verricht bij gezonden en bij pati&nten met PHP, be-
droeg bij gebruik van eenzelfde hoeveelheid EDTA en
eenzelfde infusieduur gemiddeld 0,45~0,535 mmol/l
{Lockefeer e.a. 1974; Burckhard e.a. 1380; Adams en
Chalmers 1965; Xlotz e.a. 1983). De daling wvan de
serumcalciumconcentratie t.o.v. de ultgangswaarde
was bij de door cons onderzochte patidnten steeds
kleiner en bedroeg op &t 120 voor de groep patiénten
met PHP 0,313 + 0,070 mmol/l, voor de groep patién-
ten met vitamine D-deficiéntie 0,188 + 0,100 mmol/1
en voor de groep patiénten met een niersteenliiden
0,272 + 0,141 mmol/l. Waarschijnlijk is de oorzaak
van het verschil in de door genoemde onderzoekers en
ons waargenomen maximale serumcalciumdaling een ge-
volg van een verschillende proefopstelling. Door de
genoemde onderzoekers werd tegelijkertijd begonnen
met intraveneuze vochttoediening (500 cc glucose 5%
oplossing in 2 uur) en toediening van EDTA. Hierdoor
wordt een diluterende factor mede bepalend voor de
verandering van de serumcalciumconcentratie.
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t -60 67,4 + 6,8 gr/1
t 0 67,9 + 7,1 gr/1
t 60 67,6 + 6,6 gr/1
t 120 67,4 + 5,2 gr/l
t 180 65,9 + 4,4 9r/1
t 240 65,9 + 4,1 gr/1

Tabel VIII.2

Het verloop van de totale eiwitconcentratie (gemiddelde
+ 8D} tijdens de EDTA infusietest, gemeten bij 15 patiénten.
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Figuur 8.4

De fosfaatconcentratie in het bloed {(mmel/1; gemiddelde +
SEM} tijdens de EDTA infusietest bij patiénten met een nier-
steenliiden {&; n = 11), primaire hvperparathyrecidie

{B; n = 14} en vitamine D deficiéntie (C; n = 13).
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Burckhard e.a. (1980} stelden dan ook wvast dat bij
gebruik van deze proefopstelling de eiwitconcentra-
tie in het bloed tijdens EDTA infusietesten, uitge-
voerd bij 18 proefpersonen met gemiddeld 10,3% daal-
de. Bij onze patiénten werd in de 2 uur voorafgaand
aan de EDTA infusie reeds 750 cc glucose 5% geinfun-
deerd, zodat een eventuele dilutie zich reeds vol-~
trokken had; tijdens de periode waarin de proefperso-
nen EDTA toegediend kregen, veranderde de serumeiwit-
concentratie dan ook in het geheel niet (tabel
VIII.2).

be daling wvan de concentratie geloniseerd calcium in
het bloed was op t 120, t 180 en t 240 kleiner dan
de daling van de totale (niet EDTA gebonden) serum-
calciumconcentratie; het verschil was op t 180 sta-
tistisch significant (p <0,05; figuur 8.3). Omdat de
serumeiwitconcentratie tijdens de test niet duide-
lijk wveranderde (tabel VIII.2) 1lijkt het gevonden
verschil verklaarbaar door een toenemende dissocia-
tie wvan het aan eiwit gebonden calcium als gevolg
van een afname van de concentratie géioniseerd cal-
- cium in het bloed {(Soffer en Toribara 1961).

De daling wvan de serumcalclumconcentratie bleek bij
de patiénten met vitamine D-deficiéntie op t 30, t
80 en t 120 significant kleiner dan bij de patiénten
met PHEP (figuur 8.2 en tabel VIII.1}. Het 1ijkt op
het eerste gezicht aantrekkelijk deze wverschillen te
verklaren door aan te nemen dat er bij vitamine D-de-
ficiéntie niet alleen voor de nier (hocfdstuk 7},
doch ook op botniveau een tocegenomen PTH gevoeligheid
bestaat, resulterend in een effectievere calciummobi-
lisatie uit het bot tijdens de geinduceerde hypocal-
ciaemie. Zowel in vitro (Robertson e.a. 1%72) als in
vivo (Parfitt 1969, Parsons e.a. 1971, Parsons en
Robinson 1971} lijkt echter aangetoond dat de onder
invliced van PTH optredende mobilisatie van calcium
uit botweefsel pas + 90 minuten na aanvang van de
PTH-stimulatie begint, zodat voor het door ons gevon-
den "vroege” verschil naar een andere verklaring moet
worden gezocht. Omdat de binding van calcium aan EDTA
een puur chemisch gebeuren is, voor beide groepen
volledig gelijk, moet worden aangenomen dat de com-
pensatie van het uit ECV onttrckken calcium effectie-
ver verloopt bij de groep met vitamine D-deficiéntie.
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Theoretisch kan dit compensatieverschil bestaan uit
een verschil in renale excretie of in toevloced uit
een "reserve pool”:

P2

T.

Renale compensatie,

Hierbij kunnen twee mechanismen worden wveronder-
steld:

Terugresorptie van gefiltreerd calcium na disso-
clatie van het calcium-EDTA complex in het zure
milieu van de tubulaire urine. Het calcium-EDTA
complex wordt voor een aanzienlijk deel reeds
tijdens de infusie-periode in de urine ultge-
scheiden {Parfitt 1969). De binding tussen cal-
cium en EDTA is in zuur milieu instabiel (Rubin
1863: Soffer en Toribara 1961);: men zou zich kun-
nen voorstellen dat een verschil in de mate van
dissociatie of in de mate van terugresorptie van
onder invloed van het zure urinemilieu van het
EDTA gedissocieerde calcium het verschillend be-
loop van de serumcalciumconcentratie bij de on-
derzochte patiéntengroepen zou kunnen verklaren.
Infusie van calcium EDTA in eenzelfde als de door
ons gehanteerde hoeveelheid natrium EDTA vercor-
zaakt echter geen stijging van de nietcomplexge-
bonden calciumconcentratie in het bloed, terwijl
er biij gebruik van calcium- of natrium EDTA, geen
duidelijk verschil is in de tijdens de infusiepe-
ricde optredende toename van de calciumexcretie
in de urine (Parfitt 1969} . Bovendien bestaat er
geen aanleiding om aan te nemen dat dit proces,
zo het al enige rol speelt, meer uitgesprocken zou
zijn bij vitamine D-deficié&ntie dan bij PHP,

De terugrescorptie van niet complexgebonden cal-
cium zou dusdanig kwantitatief kunnen verschillen
dat er in het tijdsbestek wvan de EDTA infusie bij
de vitamine D-deficié&nte groep minder calcium uit
het ECV verdwijnt. Om het door ons gevonden con-
centratieverschil tussen beide groepen van 0,13
mmol/1 op t 120 met dit mechanisme te verklaren,
zou er +tijdens de 2 uur durende infusieperiode
tussen de 2 groepen een verschil in calciumexcre-
tie moeten bestaan van 0,13 x 0,2 mmocl calcium
per kg lichaamsgewicht (concentratie verschil x
volume ECV per kg in liters).

- 102 -



Een calciumexcretie wan 0,026 mmol/kg per 2 uur
vormt een veelvoud van de hoeveelheid welke bij
patiénten met PHP basaal wordt uitgescheiden. Bo-
vendien toonden Nordin e.a. (1967) aan dat er
tijdens EDTA infusie een daling optreedt van de
excretie van niet gecomplexeerd calcium ten op-
zichte van de basale excretie.

B. Compensatie door mobilisatie uit de "bufferpoel®
tijdens calciumontrekking door EDTA.

Er begstaan verschillende literatuurgegevens, die het
bestaan van een bufferpool van snel mobiliseerbaar
calcium bevestigen. In weefselcultuur gebracht bot-
weefisel bliikt, ook in afwezigheid van hormonen, in
Staat calcium op te nemen of te mobiliseren. Bij een
calciumconcentratie in het medium, welke de normale
calciumconcentratie in het bloed overtreft, wordt
calcium door het botweefsel opgenomen terwiijl er bij
een lagere calciumconcentratie juist calcium uit het
bot wordt afgegeven; een nieuwe evenwichtssituatie
wordt hierbi} steeds binnen 120 minuten bereikt
{(Noerdin 1976 ¢). De calciumconcentratie in het incu-
batiemedium, waarbij geen opname of afigifte van cal-
cium plaatsvindt, is bij avitaal bot aanzienlijk la-
ger, zodat een actief transport wvan calcium moet
worden verondersteld, langs de cellulaire barriére,
welke de extracellulaire vloeistof van het botweef-
sel scheidt (Matthews e.a. 1973). Er zijn aanwijzin-
gen dat het beschreven buffermechanisme in vivo
vooral een rol speelt bij het tegengaan van acute
veranderingen van de calcium~concentratie in de ex-
tracelliulaire vlioeistof (Neuman 1972; Nordin 1976c).

Men zou dan verwachten dat toediening van EDTA re-
sulteert in een snelle mobilisatie van calcium uit
het skelet. Voor zover uit de literatuur gegevens
bekend zijin over het beloocp van de totale (complex
en niet complexgebonden) serumcalciumconcentratie
tijdens infusie van EDTA in de door ons gehanteerde
dosering (50 mg/kg in 120 minuten) daalde deze tij-
dens de infusieperiode (Parfitt 196%9). Men dient
zich echter te realiseren dat infusie van EDTA een
belangrijke toename wvan de calciumexcretie tot ge-
volg heeft, welke voor een deel reeds binnen 2 uur
na het begin van de infusieperiode optreedt (Parfitt
1969; Nordin e.a. 1967).
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Spencer e.a. {(1956) infundeerden 2 gram EDTA over
een aanzienlijk kortere pericde (40 minuten) bij een
gezonde proefperscon; tijdens de infusiepericode trad
een sterke stijging van de totale (complex en niet
complexgebonden} calciumconcentratie in het bloed
op. Peacock en Care (19%76) infundeerden EDTA bij
varkens in een dosering van 80 mg per minuut; de to-
tale serumcalciumconcentratie bleek vanaf het moment
dat met EDTA toediening begonnen werd {en dus lang
voordat een PTH effect verwacht zou mogen worden) te
stijgen waaruit deze auteurs concludeerden dat de
geinduceerde daling van de serumcalciumconcentratie
resulteerde in een snelle mebilisatie wvan calcium
vanuit het skelet. Rodan e.a, {[1967) kwam met behulp
van experimenten waarbij EDTA geinfundeerd werd in
een geisoleerde hondepoct tot esenzelfde conclusie en
toonden, in overeenstemming met de resultaten wvan
het gencemde in vitro-onderzoek aan dat het "hbuffer-
regervoir® dat in het skelet beschikbaar is voor het
tegengaan van een acute daling van de calciumconcen-
tratie in het extracellulaire compartiment slechts
een beperkte capaciteit heeft,

Onze onderzoceks-resultaten 1lijken er op indirecte
wijze op te duiden dat het vermogen tot mobilisatie
vanuit het "bufferreservoir® bij patiénten met vita-
mine D-deficiéntie groter is dan bij patiénten met
PEP. DeZe voor ons verrassende bevinding is op het
serste gegzicht strijdig met de algemeen aanvaarde
opvatting dat er bij de laatste categorie een ver-
hoogde turnover van calcium in het skelet bestaat.
Om tot een sluitend inzicht te komen, moet men aan-
nemen dat een verhoogde turnover geenszins betekent
dat bij verstoring van de steady state situatie zo-
als de EDTA-test die oproept, er ook een snellere
terugkeer naar dJde basale calclumconcentratie mag
worden verwacht., Kenneliik houdt het herstel van de
evenwichtstoestand geen direct verband met de basale
turnover wvan calcium en spelen hierbij andere fac-
toren een rol. Een mogelijke factor zou de lagere
uitgangsconcentratie van het calcium bij de vitamine
D~deficiénte groep kunnen ziin. Hiermee in overeen-
stemming zijn de resultaten wvan het onderzoek van
Spencer e.a. {1956 .
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8.4.2

Deze onderzoekers vergeleken het beloop van de serum-
calciumcongentratie tijdens EDTA infusie bij hyper-
calciaemische kankerpatiénten met de waarden, gevon-
den bil gezonden; bij de gezonden trad een stijging
van de totale {complex en niet complexgebonden) se-
rumcalciumconcentratie op als uiting wvan compensa-
toire mobilisatie ult het skelet; deze stijging werd
bij de hypercalciaemiepatiénten niet waargenomen.
Anderzijds is de hoogte van de uitgangsserumcalcium-—
concentratie zeker niet de enige factor, die de
sterkte van de daling bepaald, gezien de resultaten
van het wvergelijkend onderzoek wvan Parfitt (1969)
tussen normalen en pati&nten met hypoparathyreoidie
{post-thyreoidectomie) en pseudo-hypoparathyreoidie.
De beide laatste ¢groepen hadden bij een lagere uit-
gangswaarde van de serumcalciumconcentratie op t 120
eenzelfde A Ca als de groep normalen.

Onze bevinding 1lijkt er mede op te duiden dat EDTA
infusie bij vitamine D-deficiéntie zelfs wanneer er
een hypocalciaemie bestaat, een relatief wveilig on-
derzoek is, omdat men niet bevreesd hoeft te zijn
voor dezelfde mate van calciumdaling als bij de tot
dusverre onderzochte ziektebeelden.

Veranderingen in de serumfosfaatconcentratie,

Tijdens de EDTA infusietest trad bij de drie onder-
zochte groepen proefpersonen steeds een daling van de
gemiddelde serumfosfaatconcentratie op. Op grond van
gegevens uit de literatuur lijken er een aantal moge~
lijke verklaringen hiervoor te bestaan:

A. Tijdens infusie van calcium bij gezonde proefper-
sonen treedt een stijging van de serumfosfaatcon-
centratie op; deze stijging is tenminste voor een
deel een gevolg van mobilisatie van fosfaat uit de
weefsels {Nordin en Fraser 1954; Nordin 1976a).0m-
gekeerd zagen Mazzuoli en Naccarato (1959) tijdens
infusie van 3,8 gr. EDTA, opgelost in 500cc fysio-
logisch zout bij gezonden de serumfosfaatconcen-—
tratie dalen; deze daling was te aanzienlijk om
verklaard te kunnen worden door een haemodilutie-
effect en trad te snel op om verklaard te kunnen
worden uit de ten gevolge van biijschildklierstimu-
latie afnemende tubulaire terugresorptie van fos-
faat: zij concludeerden hieruit dat er ten gevolge
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van de geinduceerde hypocalciaemie een zanzien-
1ijk transport van fosfaat van de extra-naar de
intracellulaire ruimte plaatsvindt.

Intraveneuze toediening van glucose leidt via een
verhoogde insuline-productie tot een toegenomen
transport van fosfaat wvan het extra- naar het
intracellulaire compartiment {Knochel 1977:
Zamrazil e.a. 1980; Xeller en Berger 1980). Bij
de door ons onderzochte proefpersonen werd tussen
t-120 en t 120 steeds 1250 cc glucose 5% geinfun-
deerd. Dit mechanisme zou kunnen verklaren waarom
de serumfosfaatconcentratie bij de 3 onderzochte
patiéntengroepen op t 0 reeds lager was dan op
t-60.

Uit de literatuur is bekend dat volume-expansie
door een afname wvan de tubulaire fosfaatterug-
resorptie tot een toename van de fosfaatexcretie
in de urine leidt. De invloced van deze factor is
bij de door ons gebruikte proefopstelling waar-
schiinlijk slechts van beperkte betekenis, omdat
bij de hiernaar verrichte studies steeds gebruik
werd gemaakt van grote hoeveelheden zoutoplossing
als infusievloeistof, waarbij de afname wvan de
tubulaire fosfaatterugresorptie waarschiinlijk
secundair was aan de afgenomen terugresorptie van
natrium (Frick 1968; Massry e.a. 1969; Suki e.a.
1969; Steele 1970). Bij onze proefopstelling werd
echter gebruik gemaakt van een glucose 5% oplos-
sing als infusievloeistof.

De daling van de serumfosfaatconcentratie zou
theoretisch voor een deel verklaard kunnen worden
uit een tijdens de test afnemende tubulaire Ffos-
faatterugresorptie als gevolg van de opgewekte
bijschildklierstimulatie. Een sterke daling van
de tubulaire fosfaatterugresorptie via dit mecha-
nisme treedt echter pas op vanaf & 2 uur na het
begin van de EDTAR infusie {(Mazzuoli en HNaccarato
1959}, zodat ock degze factor slechts van beperikte
betekenis liikt te ziijn.
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Samenvattend 1ijkt de waargenomen daling van de
serumfosfaatconcentratie tijdens de EDTA infusie-
test, uitgevoerd op de in 8.2 beschreven wijze,
vooral een gevolg te zijn wvan een toegenomen fos-
faattransport wvan het extracellulaire naar het in-
tracellulaire compartiment, veroorzaakt door de
geinduceerde daling van de gerumcalciumconcentratie
en een verhoogde insulineproductie door het gebruik
van glucose 5% oplossingen als infusievloeistof.
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DE INVLOED VAN CIMETIDINE OF DE SERUM IPTH CONCENTRATIE

EN DE BICLOGISCHE ACTIVITEIT VAN PTH BIJ PRIMAIRE HYPER-

PARATHYREQIDIE

Inleiding

De incidentie van primaire hyperparathyreoidie (PHP) is
aanzienlijk hoger dan vroeger wel verondersteld werd
{Heath e.a. 1980). Dit heeft geleid tot een toesgencmen
belangstelling voor niet-chirurgische behandelingsmetho-
den voor patiénten waarbij operatieve therapie nist mo-
geliik of gewenst is. Van zowel propranolol {(hoofdstuk
10} als cimetidine zou wvolgens een aantal onderzoekers
een remmende werking op de bijschildklierfunctie uit-
gaan. Van cimetidine werd totnutoe voornamelijk de in-
viced op het iPTH bestudeerd, terwijl veranderingen in
de biologische activiteit wvan het PPH niet systematisch
bestudeerd werden, Het onderhavige onderzoek werd ver-
richt teneinde na te gaan in hoeverre tijdens behande-
ling met cimetidine bij patiénten met PHP veranderingen
in het iPTH optreden en of deze gevolgd worden door cor-
responderende veranderingen in enkele parameters die de
biologische activitelt van het PTH weergeven.

Patiénten en preoefopstelling

Het onderzoek werd verricht bij vier patiénten met een
hypercalciaemie ten gevolge van PHP. Allen voldeden aan
de volgende kriteria:s

a. de serumcalciumconcentratie was bij drie opeenvolgen-
de bepalingen, verricht met =zen interval van minstens
een week, steeds verhoogd:;

b. uitveoerig klinisch onderzoek leverde geen andere ver-—
klaring voor de hypercalciaemie op:

c. de serumfosfaatconcentratie en de Tmpgé/GFR wa-
ren bij allen verlaagd;

d. het serum iPTH was verhoogd terwijl er een supranor-
male toename van het iPTH bestond tijdens EDTA infu-
sie;

e, de kreatinineclearance was bij allen groter dan %0 ml
per minuut,

Bij twee wvan de wvier patiénten vond na het onderzosk

halsklierexploratie plaats, waarbij bij beiden sen bij-
schildklieradencom verwijderd werd.
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Onderzoek naar de PTH status védSr aanvang van de cime-
tidinebehandeling wvond op twee opeenvolgende dagen
plaats (dag -2 en dag =«1). Vanaf dag 0 werd dageliiks
2000 mg cimetidine (4x500 mg TagametR®) per os toege-
diend. De patié&nten werden wederom onderzocht op dag 16
en 17 van de cimetidinebehandeling. Bij twee patiénten
werd de cimetidinebehandeling hierna nog gedurende vier
weken voortgezet, waarna op de 42% dag van de cimeti-

dinebhehandeling opnieuw een evaluatie van de PTH-status
plaatsvond.

Alle patiénten hadden toegestemd in het onderzoek nadat
zij tevoren gewezen waren op het experimentele karakter
van het onderzoek,

Evaluatie wvan de PTH status wvan de patiénten vond
plaats door middel van de volgende metingen: iPTH, se-
rum calcium en fosfaatconcentratie, Tmpg,/GFR en de
CRMP excretie in de urine. De waarden wvan de Tmpo /
GFR en de cAMP excretie werden bepaald op de in 6.4.2
en 6.5 beschreven wiize:; in de hiervoor om 9.00 uur en
11.00 uur afgenomen bloedmonsters werden tevens de con-
centraties calcium en iPTH bepaald.

Teneinde een mogelijke directe interferentie van cime-
tidine met de iPTH bepaling uit te sluiten, werden een
aantal bloedmonsters in duplo afgenomen waarbij aan het
ene monster geen, aan het duplomonster wel cimetidine
toegevoegd werd. De concentratie cimetidine in de du-
plomensters varieerde van 5 to 27 mg/l. Cimetidine
bleek de 1iPTH concentratie in de monsters niet te bein-
vlceden.

Resultaten

De onderzoeksresultaten zijn samengevat in tabel IX.1
en figuur 2.1

Bij drie van de vier patiénten daalde het serum iPTH
tijdens behandeling met cimetidine; bij deze drie pa-
tiénten was het 1iPTH, tijdens behandeling met cimeti-
dine, lager dan de laagste waarde, gemeten voordat met
de behandeling begonnen werd. Bij patiént 1 daalde het
iPTH van 0,50 (gemiddelde van drie bepalingen) tot 0,39
{gemiddelde van vier bepalingen) g aeg rPTH/1;
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Patiént
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Patiént
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Patiént
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Patiént 1
2
3
4

Tabel IX.1

pe invloed van Cimetidine op het serum iPTH, de serum calclum- en fosfaatconcentratie, de Tmp04/GFR en de cAMP-excretie in de urine.

iPTH {(ig meg B PTH/1)

dag -2

0,43
0,34
0,52

serum calclumconcentratie {mmol/1)

dag -t

0,52
0,31
0,48
0,22

dag -2

2,63
2,74
2,92
2,99

serum fosfaatceoncentratie (mmol/L)

2,1
2,74
3,03
3,02

dag -1

2,68
2,76
3,03
2,90

dag -2

0,73
0,48
0,50
0,69

Tmpag/GFR {mmol/1)

dag -2

0,34
0,37
0,45
0,43

0,60
0,56
0,66
0,75

dag -1\

0,69
9,51
9,68
9,76

dag -1

0,56
0,35
6,50
0,4%

cAMP-excretie (nmal/100 cc GF}

dag -2

0,54
0,37
0,50
0,25

2,58
2,75
3,04
2,92

9,173
0,53
0,68
0,79

daq 16

0,39
0,25
0,43
0,28

dag 16

2,59
2,81
3,00
2,99

dag 16

t¢,82
0,62
9,67
0,81

dag té

0,63
0,48
0,48
0,45

0,37
0,28
0,45
a,36

2,73
2,1
2,91
2,98

0,68
0,73
0,69
0,79

dag 17

0,37
0,31
0,36
&, 31

dag 17

2,60
2,73
2,96
2,89

dag 17

0,74
t,6%
0,72
6,80

dag 17

0,66
0,3
0,51
0,47

0,42
0,33
0,32
0,30

2,60
2,67
Z,92
2,87

0,67
0,67
0,72
0,78

dag 42

0,76



cimetidine

: ey 3
Day -2 -1 +16 +17 + 42
PTH 0. 80 e pat. |
g oeq o pat. 2
Bov. PTH/I . ® pat. 3
G.50 4 o~ & pat. 4
0.404
0.304
OAZO-J
0]
Ca 3.004
mmal/}
/ 2.804
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2.404
1,001
PO4
mmol,/| 0.801
0.40-
0.40
Tm POy 0.804
GFR
0.401
G.40J
0.204
0.004
cAMP |
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nmol /100 ml 124
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104
84
44
44
2
0-
Figuur 8

De invlced van cimetidinebehandeling op het serum iPTH, de
serum calcium en fosfaatconcentraties, de Tmpg,GFR en de
CAMP excretie in de urine. De gearceerde gebiegen geven de
normaalwaarden aan.
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bij patiént 2 van 0,26 tot 0,29 lg aeq rPTH/L en Dbij
patiént 3 van 0,51 tot 0,39 pg aeg rPTH/1 (gemiddelden
van vier bepalingen op twee opeenvolgende dagen) tii-
dens de eerste 17 dagen van behandeling. ¥Wa 42 dagen
behandeling bij patiént 3 bleek het iPTH niet duideliijk
lager dan na 17 dagen behandeling. Het iPTH daalde bij
geen der patiénten tot normale waarden.

Het uitgangs 1PTH van patiént 4 was slechts licht ver-
hoogd. Bij deze patiént werd een geringe stiijging van
het iPTH tijdens de behandeling waargenomen.

Tijdens behandeling met cimetidine werden geen duide-
l1iike veranderingen waargencmen in de serumcalcium en
fosfaatconcentraties en de Tmpg,/GFR. De CcAMP ex-
cretie in de urine was bij alle patiénten verhoogd en
bleef tijdens behandeling constant of liep iets op.

Bespreking

De literatuur betreffende de invloed van cimetidine op
het serum 1PTH is verwarrend. Sherwood e.a. (1979) na-
men als eersten waar dat bl) een patiént met PHP en een
ulcusliiden zowel de serumcalciumconcentratie als het
serum iPTH normaliseerden tijdens behandeling met 1200
mg cimetidine per dag. Deze publicatie werd gevolgd
door een studie, verricht bij 12 patiénten met PHP
{Sherwood e.a. 1980a); bij alle patiénten normaliseerde
het serum iPTH binnen 10 dagen na aanvang van behande-
ling met 12060 mg cimetidine per dag. De serumcalcium—
concentratie daalde volgens de auteurs bij alle patién-
ten, hoewel hierover in de betreffende publicatie geen
getallen worden wvermeld. 1In een derde publicatie
{Sherwood e.a. 1980b) werd wederom melding gemaakt van
drie patidnten met PHP, waarbij zowel het serum iPTH
als de serumcalciumconcentratie tot normale waarden
daalden tijdens behandeling met parenteraal toegediend
cimetidine.

De methodologie van de gencemde onderzoeken werd bekri-
tiscerd (o0.a. Heath 19%80) terwijl wverschillende onder-
zoekers de resultaten van Sherwood's onderzoeken nilet
konden reproduceren, zowel wat betreft de invlioed van
cimetidinebehandeling op het serum iPTH (Ljunghall
e.a. 1980a + b; Graziani e.a. 1980; Williams e.a. 1981)
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als wat betreft de invloed van cimetidinetoediening op
de serumcalciumconcentratie bij PHP (Ljunhall e.a. 1380
a + b: Palmer e.a. 1980; Graziani e.a. 1980; Awoke en
Lawrence 1980). Bovendien bleek in het onderzoek wvan
Graziani e.a. (1980) de Tmpp,/GFR niet te verande-
ren tijdens cimetidinebehandeling.

Jacob e.a. (1980a) vonden bij zeven haemodialysepatién-
ten met een hoog serum iPTH een geleidelijke daling van
het serum iPTH tot gemiddeld 26% van de uitgangswaarde
na 10 weken behandeling met 600~900 mg cimetidine per
dag. De serumcalciumconcentratie veranderde echter tij=-
dens de behandeling niet. Hetzelfde fenomeen werd reeds
eerder bil een dialysepatiént waargenomen door Beehler
e.a. {(1979). Lanier e.a., (1980) =zagen bij twee haemo-
dialysepatiénten met een hypercalciaemie tijdens behan-
deling met 600 mg cimetidine per dag de serumcalcium-
concentratie normaal worden.

Ons onderzoek richtte zich op de invloed van cimetidine
op zowel het serum iPTH als de biologische activiteit
van het hormoon bij patiénten met PHP. Onder invlced
van cimetidine trad bij drie van de vier patiénten een
daling van het serum iPTH op; de daling van het serum
iPTH was echter niet zo spectaculair als in het onder-
zoek van Sherwood e.a. {1980a): bii geen van de patién-
ten traden er echter, ondanks daling wvan het serum
iPTH, duidelijke veranderingen in de serum calcium en
fosfaatconcentraties of de Tmpg,/GFR op. Ook de
cAMP excretie in de urine, welke als een gevoelige
parameter veoor PTH activiteit te beschouwen is (hoofd-
stuk 3.1) bleef tijdens behandeling met cimetidine con-
stant of liep iets op.

Waarom bij de wierde patiént het serum iPTH tijdens
cimetidinebehandeling niet daalde, 1lijkt in eerste
instantie niet duidelijk., Wellicht hangt het verschil-
lend beloop van het iPTH samen met het feit, dat het
uitgangs iPTH bij deze patiént slechts licht wverhoogd
was, hetgeen suggereert dat de verlagende invloed van
cimetidine op de serum iPTH concentratie afhankeliijk is
van het uitgangs iPTH. Robinson e.a. (19%80) beschreven
hun ervaringen met cimetidinebehandeling bij twee
patiénten met PHP als onderdeel van een MEA-syndroom.
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In een longitudinale studie bleek cimetidine geen in-—
viced te hebben op het serum iPTH en een aantal indices
van PTH activiteit, inclusief de cAMP excretie in de
urine. Wellicht is het van betekenis dat het serum iPTH
bij hun patiénten hocgnormaal was, zodat hun patié&nten
om deze reden eenzelfde beloop in het iPTH toonden als
patiént 4. Het kleine azantal in dit onderzoek beschre-
ven patiénten laat hierover echter geen definitieve
conclusies toe.

In de literatuur zijn wverschillende verklaringen gege-
ven voor de waargenomen dalingen in het serum iPTH en
de discrepantie in onderzoeksresultaten. Lanier e.a.
{1380) en Sherwood e.a. (1980a) postuleerden een direct
remmend effect wvan cimetidine op biischildklierniveau.
Higtamine HZ receptoren zijn in wvitro in bijschild-
klierweefsel aangetoond (Brown 1980; Abboud e.a. 1980:
Williams e.a. 1981). Deze wverklaring lijkt niet aanne-
melijk omdat men dan zou verwachten dat de parameters
voor biologische PTH activiteit dan in eenzelfde mate
zouden veranderen als het iPTH zelf, tenzij tegeliiker~
tijd de gevceligheid van de PTH receptoren voor PTH zou
toenemen {hcoofdstuk?). Dezelfde argumenten gelden ten
aanzien wvan de door Lanier e.a. {1980) en Jacob e.a.
{1980b) geopperde mogelijkheld dat cimetidine zowel de
PTH secretie zou kunnen remmen als een directe, verho-
gende invlced zcu kunnen hebben op de intestinale cal-
ciumabsorptie.

Op grond van de discrepanties in waarnemingen vermeld
in de literatuur lijken alternatieve hypothesen aanne-
melijker. Zo zgou onder invliced van cimetidine een ver-
minderde secretie van biologisch inactieve PTH fragmen-—
ten kunnen plaatsvinden. Een tweede mogeliijkheid is,
dat cimetidine één of meerdere stappen in de metabole
verwerking van het PTH bevordert wat zou kunnen leiden
tot wverlies van immunoreactiviteit in sommige assays
ondanks behoud van biclogische activiteit. Reeds eerder
werd op de heterogeniteit van de voor de 1iPTH bepaling
in omloop zijnde antisera gewezen (Raisz e.a. 19879).
Beide hypcthesen bieden een verklaring voor de waarne-
ming dat de mate van daling van het iPTH tijdens cime-
tidinebehandeling mede afhankelijk is van het gebruikte
antiserum (Fiore e.a. 1981; Jacob en Bourgoigni 1980).
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Verder is het niet uitgesloten, dat hoewel cimetidine
in vitro niet interfereert met de PTHE bepaling, in vivo
gevormde omzettingsproducten de bepaling van het iPTH
wel beinvloeden.

Conclusies

Tijdens behandeling van vier patiénten met PHP met 2000
mg cimetidine per dag gedurende 17-42 dagen werden de
volgende waarnemingen gedaan:

a. het serum iPTH daalde tijdens behandeling biij drie
van de vier onderzochte patiénten; bij een vierde
patiént, met een lager uitgangs iPTH, trad een lich-
te stijging van het serum iPTH tijdens behandeling
op;

b. de serumcalcium en fosfaatconcentratie, de TmPO4/
GFR en de cAMP excretie in de urine wvertoonden bij

geen van de bestudeerde patiénten een tendens tot
nermalisering.

Uit eigen onderzoek in combinatie met literatuuronder-
zoek kan de conclusie getrokken worden, dat cimetidine
mogelijk de fragmentatie van het intacte PTH molecuul
bevordert doch bij PHP geen invlieed heeft op de aanwe-
zige biologische PTH activiteit.
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10.

10.1

DE INVLCED VAN PROPRANOLOL OP DE BIJSCHILDKLIERACTIVI-
TEIT BIJ PATIENTEN MET HYPERTENSIE

Inleiding.

De bijschildklieren blijken bij electronenmicroscopisch
onderzoek een rijke adrenerge zenuwvoorziening te be-
zitten (Altenahr 1971; Yeghiavan e.a. 1972}). Met behulp
van studies waarbij gebruik gemaakt werd wvan radioac~
tief gemerkte B blokkers konden B receptoren direct op
de bijschildklieren geidentificeerd worden (Brown e.a.
1977 a}.

Farmacologische stimulatie of inhibitie van dea rescep-
toren lijkt de bijschildklieractiviteit niet aantoon~
baar te beinvliceden (Kukreja e.a. 1%75; Metz e.a. 1978:
Rodriguez e.,a. 1978). 5 adrenerge agonisten bleken ech-
ter 1in geiscleerd bovine bijschildklierweefsel de PTH
productie te stimuleren (Brown e.a. 1977 b; Kukreia
e.a. 1980 a) waarbij uitgaande wvan de c¢lassificatie
volgens Lands e.a. (1967} de response het meest geliikt
op die van esen B~2 receptor (stimulerende potentie wvan
isoproterenol ¥ epinefrine % norepinefrine; Brown
e.a. 1277 b; Eukreja e.a. 1980 a). Selectieve 5B-1
agonisten bleken echter in staat de bijschildklieracti-
viteit te stimuleren terwijl selectieve 8-2 agonisten
in dit opzicht geen effect hadden; bovendien zag men
geen stimulatie wvan de bijschildklieractiviteit
optreden indien tegelijkertijd met isoproterenol ook
A-1 antagonisten toegevoegd werden. Kenneliijk verschilt
de adrenerge PTH receptor in termen wvan selectieve
versus nonselectieve adrenerge stimulatie van de klas-
sieke B8-~1 receptor in het hart en de B-2 receptor in de
bronchiaalboom (Kukreja e.a. 1980a).

Zowel een hypocalciaemische als een adrenerge stimulus
kunnen de adenylcyclaseactiviteit in geiscleerd bij-
schildklierweefsel doen toenemen (Williams e.a. 1973;
Abe en Sherwood 1972; Brown e.a. 1%77a, 1977b). 0Ook
kunnen beide stimuli afzonderlijk in een biologisch ef-
fect resulteren.
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Zo wordt de stimulatie van de PTH secretie, teweegge-
bracht door incubatie van bijschildklierweefsel in een
medium met een lage calciumconcentratie, niet belemmerd
door de toevoeging van propranolol (Brown e.a. 1977b);
na maximale stimulatie van de bijschildklierfunctie
door epinefrine neemt de PTH secretie nog wel verder
toe onder invlced van een hypocalciaemische stimulus
(Blum e.a. 1978). Bij zowel in vitro als in vivo onder-
zoek is gebleken dat de mate van de response van de
bijschildklieren op B adrenerge stimulatie afhankelijk
is wvan de extracellulaire calciumconcentratie (Blum
e.,a. 1978; Brown e.a. 1979).

De vraag is, welke betekenis deze mechanismen hebben
voor de regulatie wvan de biischildklieractiviteit in
vivo. BLij runderen stijgt de 1PTH concentratie in het
bloed na éénmalige toediening van B agonisten (Fischer
e.a. 1973; Blum e.a. 1978). Een aantal onderzoekers
stelden vast dat ook bij gezonde menselijke proefperso-
nen de 1PTH concentratie in het bloed stifjgt na éénma-
lige toedliening van lisoproterenol of epinefrine; deze
stijging trad niet op indien gelijktijdig propranclol
toegediend werd (Kukreja e.a. 1975, 1980a; Williams
@.a. 1975; Metz e.a. 1978). De bijschildklieren lijken
echter zowel in wvitreo als in vive snel refractair te
worden voor een continue toegediende B-adrenerge stimu-
lus (Brown e.a. 19%77b; Blum e.a. 1978). Anderzijds
toonden Kukreja e.a., (1975) en Williams e.a. (1975,
1876) aan dat bij gezonden de iPTH concentratie in het
bloed daalt na éénmalige toediening van propranolol,
hetgeen suggereert dat een continue B-adrenerge tonus
een rol speelt bij de regulatie van de bijschildklier-
activiteit. Het doel wvan ons onderzeoek was het effect
van langdurige B blokkade op zowel de iPTH concentratie
in het bloed als op een aantal bioclogische parameters
van de bijschildklierhormocnactiviteit (serumcalcium-
concentratie, tubulaire terugresorptie wvan fosfaat en
de cAMP excretie in de urine) te bestuderen.

Patiénten en proefopstelling

Als proefpersonen fungeerden 8 patiénten met essentiéle
hypertensie, bij wie door de behandelend arts een indi-
catie tot behandeling met B-blokkers werd gesteld. Het
onderzoek vond steeds tijdens ziekenhuisopname plaats,
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Tijdens het onderzoek kregen de proefpersonen geen an-
dere medicamenten dan propranolol (InderalR) toege-
diend. De patié&nten werden tevoren over het doel wvan
het onderzoek geinformeerd en gaven hiervoor hun toe-
stemming. Teneinde de calcium en fosfaatopname tijdens
het onderzoek zo constant mogelijk te houden kregen de
proefpersonen vanaf 48 uur voordat met het verzamelen
van urine begonnen werd, een dieet voorgeschreven dat
per 24 uur steeds eenzelfde hoeveelheid calcium (200
mg} en fosfaat (750 mg)} bevatte.

Urine werd steeds verzameld over perioden van 24 uur,
van 9.00 uur tot 9.00 uur, waarbij steeds aan het einde
van ledere verzamelperiocde in nuchtere toestand bloed
afgenomen werd. De urine werd opgevangen in speciale
flessen, waaraan tevoren 12 cc 12 N zoutzuur was toege-
voegd (4.3}, In de urine werden de concentraties krea-
tinine, fosfaat en ¢AMP bepaald, In de bloedmonsters
werden de concentraties calcium, fosfaat, kreatinine en
iPTH bepaald.

Na 3 verzamelperiocden werd, direct na de bloedafname,
begonnen met orale toediening van propranclol in een
dosis van 4 ¥ 10 mg per 24 uur. Na het be&indigen van
de vijfde en de =zevende verzamelperiode werd de dosis
verhoogd tot 4 x 20 respectieveliijk 4 x 40 mg propra-
nol. Na afloop van de negende verzamelpericde werd het
onderzoek be&indigd.

Teneinde een mogelijke directe interferentie wvan pro-
pranolol met de 1PTH bepaling uit te sluiten, werden
een aantal bloedmonsters in duplc afgenomen waarbii aan
het ene monster geen, aan het andere monster wel pro-
pranclol toegevoegd werd.,

De concentratie propranoicol in de duplomonsters vari-
cerde tussen de 10 en 500 Hg per liter; de laatste con-
centratie is hoger dan de bloedconcentratie welke te
verwachten is na tcediening van propranolel in de door
ons gehanteerde dosis (Heagerty e.a. 1981). Hetr iPTH
met en zonder toevoeging van propranclcol werd in deze
monsters onderling vergeleken; er bleek geen aantoon-
baar verschil te bestaan.

De tubulaire terugresorptie van fosfaat (TRP) en de
cAMP excretie in de urine werden berekend op de in
6.4.2 en 6.5 beschreven wijze.
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10.4

Resultaten

De resultaten zijn samengevat in tabel X.1 en figuur
10.1.

Voor de groep als geheel bleek de serumcalciumconcen—
tratie tijdens behandeling met propranclol niet syste-
matisch veranderd ten opzichte van de contrcleperiode.
Bij slechts één proefperscon (patiént 2} trad tijdens
de behandeling met propranolol een duidelijke daling
van de serumcalciumconcentratie op. Bij deze patiént,
bij wie de serumcalciumconcentratie tijdens de contro-
leperiode sterk verhoogd bleek, werd enkele maanden la-
ter een biischildklieradenocom verwijderd. Bij de overi-
ge 7 patignten veranderde de serumcalciumconcentratie
onder invloed van de propranololbehandeling niet.

Tijdens behandeling met 4x10 mg propranclol was de ge-
middelde iPTH concentratie in het bloed significant la-
ger dan tijdens de controleperiode (0,141 + 0,045 vs
¢, 177 + 0,071 yg aeq rPTH/1;<p 0,05). Hoewel ook tij-
dens behandellng met 4x20 en 4x40 mg propranolcl de
iPTH concentratie lager was dan tijdens de controlepe-
riode (0,131 + 0,062 respectievelijk 0,140 + 0,048 yg
aeg rPTH/1l) was het wverschil ten opzichte van de con-
troleperiode statistisch niet significant.

De gemiddelde TRP veranderde door de behandeling met
propranclol niet.

Oock de cBMP excretie in de urine verschilde tijdens
geen der behandelingsperioden met propranolol signifi-
cant van de waarde, gevonden tijdens de controlepericde
terwijl ook geen trendmatig dalende tendens uit het be-
loop blijkt.

Bespreking

Verschillende onderzoekers stelden vast dat de iPTH
concentratie in het bloed daalt na é&énmalige toediening
van propranclol bij gezonden. Zo zagen Williams e.a.
{1975, 1976} de 1iPTH concentratie in het bloed bij 2
gezonden dalen tot gemiddeld 65% van de uitgangswaarde
nadat 15-120 minuten tevoren propranolol toegediend
werd (1 mg intraveneus gevolgd door 60 ug per minuut).
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Serumcalciumconcentratie (mmol/l} 1PTH concentratie In het blcoed (Vg aeg rPTR/1)

Pati&nt controleperiode propeanololdosering {mg/24u} Patidént controleper {ode proprenoleldosering (mg/24u}
No, 4210 4x20 4u40 ‘ No. 4x10 4x20 4x40
1 2,51 2,59 2,57 2,57 1 0,170 0,115 0,120 0,135
2 2,92 2,80 2,59 2,38 2 0,200 0,180 o,19¢ 0,210
3 2,42 2,44 2,45 2,45 3 9,120 9,095 0,050 0,100
4 2,42 2,41 2,35 2,41 4 0,340 0,225 G,225 ¢,20%
5 2,50 Z,43 2,47 2,51 5 0,153 0,110 0,080 0,085
[3 2,40 2,41 2,41 2,35 6 0,170 0,145 0,670 6,095
7 2,5t 2,50 2,47 2,35 7 0,130 0,100 0,140 0,145
8 Z2.10 2,19 2,22 2,32 a 0,130 0,160 0,475 0,145
Gem, ' 2,473 2,47 2,441 2,418 Gem, 0,177 0,143 0,131 0,140
5D 0,23 0,17 a,t2 0,09 sD 0,071 0,045 0,062 0,048
TRP (%) cAMP excretie in de urine (nmol/10C CCGE)

Patiént controleperiode proprancloldosering (mg/24u) Pati#nt controleper iode propranoloidosering (mg/24u}
No. ix10 4x20 §x40 No. 4x4to 4% 20 4x40
1 B7 a8 a7 as 1 3,45 3,65 3,10 3,70
2 91 92 91 91 z 3,50 5,60 3,20 3,90
3 B2 78 79 78 3 2,90 4,05 3,75 2,40
4 84 78 B6 86 4 4,03 4,25 31,65 3,70
5 ia ) [1:] 79 73 5 z,70 2,710 2,85 2,95
& at B7 88 87 6 1,30 4,90 4,15 6,85
1 93 1 91 91 7 3,63 3,25 3,75 31,95
B as 90 89 85 B 4,90 5,20 4,9% 4,65
Gem 84,6 84,0 86,3 B4,5 Gem. 3,63 4,20 3,68 4,01
sp 6,9 8,5 4,8 6,2 5D 0,69 7,99 0,656 1,33
Tabel ¥.1

De serumcalcium en iPTH concentratie, de TRP en de cAMP excretie in de urine voor en tijders behandeling met 4x10, 4x20 en 4x40 mg
propranolel, De contralewaarde werd voor iedere patidnt berekend als het gemiddelde van de 3 dagen voorafgaand aan de propranolol-
behandeling, De waarden tijdens propranololbehandeling werden voor federe patiént berekend als het gemlddelde van de 2 dagen tijdens
welke de betreffende Sosering propanolol constant werd gehouden.
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Figuur 10.1

?

p<.05 n.s. n.s.

1.5, LS. n.s.

- 4x10 4x20 4x40Q
dag 1-3 dog 4-5 dag &7 dag 7-8

De serumcalcium en iPTH concentratie, de TPR en de CcAMP ex-
cretie (berekend over een 24-uurs verzamelperiode) tijdens
behandeling met propranolol {(gemiddelde % SEM). De controle-
waarde werd voor iedere patiént berekend als de gemiddelde
waarde over de 3 verzamelperioden vocrafgaand aan de propra-
noclolbehandeling. De waarden tijdens propranclolbehandeling
werden veor iedere patiént berekend als de gemiddelde waarde
over de 2 verzamelperioden tijdens welke de betreffende do-
sering propranolol toegediend werd.
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Bovendien trad een geringe daling wvan de wvoor de groep
gemiddelde serumcalciumconcentratie op. Rukreja e.a.
{1975) vonden 30-60 minuten na toediening van proprano-
lol bii 6 gezonden een daling wvan de iPTH concentratie
tot gemiddeld 70% van de uitgangswaarde; de serumcal-
ciumconcentratie veranderde niet duidelijk.

In ons onderzoek bleek de gemiddelde iPTH concentratie
in het bloed ock tijdens langer voortgezette blokkade
lager dan tijdens de controleperiode; het wverschil was
voor de periode, gedurende welke de proefpersconen he-
handeld werden met 4x10 mg propranclol, statistisch
significant. Een effect wvan farmacclogische B-blokkade
op de bijschildklieractiviteit zou wverklazard kunnen
worden door veranderingen in de bloedvoorziening van de
bijschildklieren, directe beinvloceding wvan de bij-
schildklieractiviteit en vermindering van de calcitoni-
nesecretie onder invlced wvan de 8-blokkade (Heijnen
e.a. 1977, Coevoet e.a. 1980, Vora 1978) waardoor in-
direct de bijschildklieractiviteit geremd =zou kunnen
worden (Fisher e.a. 1971; Dufresne en Gitelman 1%72).
Gelijktiidige remming wvan de calcitoninesecretie zou
dan kunnen verklaren waarom bij 6 van de 8 patiénten de
serumcalciumconcentratie niet duidelijk veranderde
{Metz e.a. 1978). Indien ten gevolge van de farmacclo-
gische f#-blokkade de activitelt van de bijschildklieren.
zou afnemen, zou men echter gelijktijdig met de daling
van de iPTH concentratie in het bloed een afname van de
cBMP excretie in de urine en een lichte stijging van de
TRP verwachten. Zowel de cAMP excretie in de urine als
de TRP bleken echter tijdens behandeling met proprano-
1ol onveranderd ten opzichte wvan de controleperiode.
Deze gegevens dulden erop, dat ondanks een daling wvan
de iPTH concentratie in het bloed de bioclogische PTH
activiteit tijdens farmacologische B-blokkade niet ver-
andert,

Voor onze, op het eerste gezicht tegenstriidige onder~-
zoeksresultaten liijken een aantal verklaringen moge-
lijk. Zo zou farmacologische fA-blokkade kunnen resulte-
ren in een vermindering van de bilischildklieractiviteit
en een gelijktijdige stijging wan de gevoeligheid wvan
de renale PTH-receptoren. Een tweede mogeliikheid is,
dat propranolol ultsluitend de secretie van biologisch
inactieve PTH fragmenten remt.
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Tenslotte is het mogelijk dat farmacologische B-blok-
kade in vivo de bijschildklieractiviteit in het geheel
niet beinvlcedt doch één of meerdere stappen in de
metabole verwerking van het PTH bevordert of vertraagt
wat zou kunnen leiden tot verlies van immunoreactivi-
teit in sommige assays ondanks behoud van biologische
activiteit.

De vraag is dan, of de in de inleiding beschreven waar-
nemingen betreffende de invloed van cathecholamines op
de bijschildklieractiviteit voor de kliniek enige bete-
kenis hebben. In de literatuur =zijn mededelingen ver-
schenen waarin patiénten beschreven werden met een feo-
chromocytoom en een hypercalciaemie bij wie de serum-
calciumconcentratie tot een normale waarde daalde na
verwijdering van het feochromocytoom; het betreft hier
echter slechts twee casuistische mededelingen (Kukreia
e.a., 1973; Swinton e.a. 1972). Carc and Besarab (197§,
1979) bestudeerden het effect van proprancloltoediening
op de iPTH en calciumconcentratie in het bloed bij pa-
tiénten met PHP omdat de auteurs veronderstelden dat de
verhoogde bijschildklieractiviteit bij deze ziekte wel-
licht mede onderhouden wordt door een continue B adre-
nerge tcenus. Deze onderzoekers behandelden 8 patiénten
met PHEP gedurende 5 maanden met propranonol in een do-
sering van 40-320 mg per dag; de iPTH concentratie in
het bloed daalde tot gemiddeld 60% van de ulitgangswaar-
de terwijl de serumcalciumconcentratie met gemiddeld
slechts 5% daalde. Ons insziens mag op grond van deze
studie niet zonder meer geconcludeerd worden dat behan-
deling met propranclol bij patiénten met PHP die niet
voor chirurgische therapie in aanmerking komen zinvol
is. In de eerste plaats was het aantal onderzochte
patiénten klein en de response zeer variabel. In de
tweede plaats toonden Brown e.a. (18792 b) aan dat bij-
schildklierweefsel van patiénten met PHP in tegenstel-
ling tot bijschildklierweefsel afkomstig wvan gezonden
in vitro niet altijd reageert op farmacolcogische §J-
adrenerge stimulatie. In de derde plaats is dan niet
duidelijk, waarom Williams e.a. (1975) na d&énmalige
toediening van propranolel bij 6 pati&nten met PHP in
het geheel geen verandering van de gemiddelde iPTH en
serumcalciumconcentratie wvonden. Tenslotte suggereren
de resultaten van ons eigen onderzoek, dat een daling
van de iPTH concentratie in het bloed kan optreden zon-
der dat de biologische PTH activiteit proportioneel
verandert.

- 123 -



10.5

Het effect wvan propranclol op de verhoogde biijschild-
klieractiviteit bij secundaire hyperparathyreoidie ten
gevolge van een nierinsufficiéntie is eveneens omstre-
den, Caro e.a. (1978) vergeleken het iPTH en de serum
calciumconcentratie van 8 haemodialysepatiénten die in
verband met angina pectoris of hypertensie behandeld
werden met 40-320 mg propranclol per dag met de waarden
van een controlegroep bestaande uit 25 haemocdialysepa-
tiénten; hoewel de gemiddelde serumcalciumconcentratie
van de twee groepen niet verschilde, bedrceg de gemid-
delde 1iPTH concentratie in het bloed bij de eerste
groep patiénten gemiddeld 25% van de waarde, welke bij
de tweede groep gevonden werd, Het betreft hier echter
een retrospectief onderzoek waarbij bovendien geen
gegevens vermeld werden over de 1PTH-concentratie v&dr
behandeling met propranclol. Farington e.a. {1980)
behandelde 10 haemodialysepatiénten gedurende 12 weken
met 40-80 mg propranclol per dag: de gemiddelde serum
iPTH concentratie bedzoeqg na 6§ en 12 weken behandeling
gemiddeld 9%2% (p<0,05) respectlievelijk 85% (N.S.) wvan
de uitgangswaarde; de gemiddelde serumcalciumconcentra-
tie veranderde echter niet. Coevoet e.a, (1880) =zagen
na éénmalige toediening van propranolol bij 9 patiénten
met een nierinsufficiéntie de iPTH concentratie in het
bloed dalen tot gemiddeld 60% wvan de uitgangswaarde;
ook deze onderzoekers zagen echter geen effect op de
serumcalciumconcentratie.

Conclusies

Samenvattend blijkt uit literatuuronderzoek dat de bij-
schildklierfunctie 'in wvitro gestimuleerd kan worden
dcor B adrenerge farmaca. Enkele onderzoekers vonden
een daling van de iPTH ceoncentratie in het bloed na
édénmalige toediening van propranslol bij gezonden. Ook
in ons onderzoek, waarbij de inviced van gedurende &
dagen toegediend propranclol op de bijschildklieracti-
viteit werd bestudeerd, leek de 1PTH concentratie in
het bloed na toediening van 4it medicament te dalen. De
biologische activiteit wvan het bijschildklierhormoon,
waarvoor de serumcalciumconcentratie, de TRP en de CAMP
excretie in de urine als maat genomen werden, nam ech-
ter tiijdens de farmacclogische 5 blokkade niet duide-
liik af. Ons inziens is een daling wvan de serumiPTH
concentratie geen overtuigend bewilis voor een wijziging
van de parathyrecide status bij normalen of pati&nten
met primalre of secundalre hyperparathyrecidie.
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11.1

DE CAMP EXCRETIE IN DE URINE BIJ PATIENTEN MET MALIGNE

TUMOREN

Inleiding

In verreweqg de meeste klinische situaties is een ver-—
hoogde serumcalciumconcentratie het gevolg van het
bestaan van een primaire hyperparathvreoidie (PHP) of
van een maligniteit. Omdat de cAMP excretie in de urine
een goede maat gebleken 1s voor de PTH status, meenden
een aantal onderzoekers dat de bepaling hiervan bij
hypercalciaemische patiénten zinvol is om deze twee
ocrzaken wan elkaar te kunnen onderscheiden (Dohan
e.a. 1972: Drezner e.a. 1976y Murad en Pak 1872).
Inmiddels is echter duidelijk geworden dat cok bij een
groot aantal patiénten met een hypercalciamie ten
gevelge van een maligne tumor de cAMP excretie in de
urine verhoogd is (Rude e.a. 1978; 1981; Steward e.a.
1979; 1980);: een verhoogde cAMP excretie bleek wvooral
voor te Komen bij patiénten bij wie geen botmetastasen
konden worden aangetcond {Rude e.a. 1978, 198171, Shaw
¢.2. 1977; Steward e.a. 1980) zodat het 1ijkt of in
deze gevallen een humorale factor verantwoordelidk is
voor zowel de Thypercalclaemie als de verhocogde
nefrogene cAMP productie. Het 1ijkt aantrekkelijk te
veronderstellen dat er bij deze patiénten sprake is van
ectopische PTH secretie door tumorweefsel; 2o zijn er
aanwiizingen dat deze humorale factor, evenals PTH de
botresorptie stimuleert (Minkin e.a. 1981), het renale
adenylcyclasesysteem activeert (zie boven) en een
remmende werking op de tubulaire terugresorptie wvan
fosfaat uitoefent (Steward e.a. 19%80). De gencemde
humorale factor bleek echter in een aantal opzichten
van PTH te verschillen; 2zo kon een stimulerende
werking op de 1,25 DHCC productie in de nier en op de
tubulaire terugresorptie wvan calcium niet worden
aangetoond.

Minder duidelijk komt uit de literatuur naar voren of,
en in welke mate, de cBMP excretie bij normocalciae-
mische tumorpatiénten verhoogd is. Prognostisch kan dit
van belang ziin, omdat speculatief te verwachten is dat
normocalclaemische tumorpatiénten met een verhoogde
nefrogene cAMP excretie in de loop van hun ziekteproces
een hypercalciaemie =zullen ontwikkelen tengevolge wvan
de aanwezigheid van de genoemde humorale factor.
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Om deze reden bepaalden wij zowel bij aantal (6} hyper-
calciamische als bij een aantal {27) normocalciaemische
tumorpati®nten de cAMP excretie in de urine,

Een tweede vraag die wij ons stelden heeft betrekking
op de aard van de humorale factor. Bij een aantal tumo-
ren lijkt productie wvan de prostaglandines Ei en EZ2
aangetoond (Seyberth e.a. 1975; Easty e.a. 1977;

Tashjian 1978, Powles e.a. 1973). Deze prostaglandines
bleken in vitro krachtige simulatoren van zowel de bot-
rescrptie {Rlein en Ralsz 1%71) als de renale adenylcy-
claseactiviteit (Hermann e.a. 1%879%; Biddulph e.a. 1979;
Currie en Biddulph 1979). Wij vroegen ons daarom af of
de genoemde humorale factor identiek is met het pros-
taglandine E1 of E2. Om deze reden vergeleken wii bij 5
patiénten met een maligne tumor en een hoge nefrogene
cAMP excrebie de cAMP excretle woor en tijdens behande-
ling met de prostaglandinesyntheseremmer indomethacine,

Pati&nten en methoden

Bij het onderzoek werden 33 patiénten met maligne tumo-
ren betrokken: 27 patigénten waren normocalciaemisch
terwiijl & patiénten een hypercalciaemie hadden. De
diagnosen van de verschillende patiénten zijn vermeld
in tabel XI.%?! en XI.2. Alle patidnten hadden een krea-
tinine concentratie in het bloed, lager dan 130 umol/1.

Bij alle patignten werd volgens de 6.4.2. en 6.5 be-
schreven methode de totale cAMP excretie in de urine en
de Tmpeé/GFR bepaald; bij 4/6 Thypercalciaemische
patiénten en bij alle normocalciaemische patiénten werd
tevens de CAMP concentratie in het blced bepaald zodat
de nefrogene cAMP excretie berekend kon worden. In de
afgenomen bloedmonsters werden verder de concentraties
calcium en iPTH bepaald, Bij alle hypercalciaemische en
20/27 normocalciaemische tumorpatiénten werd de cal-
ciumconcentratie in de tussen 9.00 uur en 12.00 uur ge-
produceerde urine bepaald zodat de nuchtere calcium-
excretie (mmol/1001GF) berekend kon worden wvolgens de
in 8.5 beschreven methode. De bij de normo- en hyper-
calciaemische -tumorpatiénten gevonden waarden van de
serumcalcium- en IPTH concentratie, de Tmpg,/GFR en
de cAMP en calciumexcretie in de urine werden vergele-
ken met de waarden gevonden bij een groep normalen {zie
6.4.4) en bij een groep patiénten met primaire hyper-
parathyreoldie (PHP, zie 7.2)}.
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Bij 5 normocalciaemische tumorpatié&nten die een hoge
nefrogene cBMP excretie hadden (patiént 10, 25, 26,
28 en 30} werd het onderzoek herhaald na behandeling
met indomethacine (Indocid R} in een dosering wvan
3 x 50 mg per dag gedurende 5 dagen. Deze dosering
werd gekozen, omdat uit de literatuur bekend is dat
hierbij de synthese van de prostaglandines E1 en E2
aanzienlijk wordt geremd@ (Flower 1974 Seyberth e.a.
1975). De laatste dosering indomethacine werd steeds
één uur woor aanvang van het tweede onderzoek
toegediend.

11.3 Resultaten

11.3.1

De hypercalciaemische tumorpatiénten

De totale cAMP excretie in de urine bleek bij ieder
der 6 hypercalciaemische tumorpatignten verhoogd te
ziin terwijl de nefrogene cAMP excretie bij de 4 hy-
percalciaemische tumorpatiénten waarbij deze bere-
kend kon worden, eveneens steeds verhoogd bleek. De
bij deze patiénten gevonden waarden van de totale en
nefrogene cAMF excretie bleken significant hoger dan
bij de 27 normocalciaemische tumorpati&nten (tabel
XT.1 en X1.2; figuur 11.1 en 11.2). De TMpg /GRF
was bij ieder der hypercalciaemische tumorpatienten
verlaagd {figuur 11.3). Een gemiddeld verhoogde to-
tale en nefrogene cAMP excretie en een verlaagde
TMpg,/GFR werd ook gevonden bij de groep patién-
ten met PHP (figuur 11.71-11.3). Hoewel de serumcal-
ciumconcentratie bij de hypercalciaemische tumorpa-
tiénten gemiddeld hoger was dan biij de patiénten met
PEP (figuur 11.4) bleek de iPTH concentratie bij de
tumorpatiénten steeds nermaal (figuur 11.5). Qok be-
stond er tussen beiden dgroepen een opvallend ver-
schil in de nuchtere calciumexcretie; deze bleek bij
de hypercalciaemische tumorpatiénten gemiddeld meer
dan dubbel zo hoog als bij de patiénten met PHP
(13,79 + 6,42 vs 6,42 + 3,18 mmol/100 1 GF; p<0,01;
figuur 11.86).
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Gesl Lft Tumortype botscan botboring

vr 55 mamma-

carcinoom +

m 75 plaveisel-
celcarcinoom
long nv

m 63 plaveisel-
celcarcinoon
lonmg +

ve 70 plavelsel-
celcarcinoom
long . -

m 75 plaveisel-
celcarcinoom
long -

] 73 kleincellig
longcarcinocom ~

Gemliddelde

5D

Hormaalwaarde

Tabel Xi.1

pe onderzochte hypercalciaemische

nv

Serum ca

concentratie concentratie concentratie

{mmol/1}

2,60

2,67

2,67

2,85
6,29

2,20-2,60

mmol/1

tumorpetidnten.

Serum POg4 Serum iPTH
{mmol/1) pg rPTH/L
0,96 O,16
0,85 0,16
0,84 0,13
0,89 0,14
0,30 9,10
0,84 0,15
0,140
0,02
0,80-1,20 0,02-0,24
mnol/1 9 aeg rPTH/1

Plasma CAMP
concentratie
mmol/100 to

1,97

2,34

1,54

1,8%

0,44
0,48-2,01
nok/ 1 00ce

totale cRMP
excretie

nmol/ 100¢cGE

6,20

6,78
4,60
5,51

6,98
1,75-3,85

nefr. cAHMP
excretie
nmol/ 100ccGr

4,23

3,50
1,47
0,49~2,37

mot/100ceGF  nmol/100ccGF

Tmpo4/GFR  nuchtere

mmol/l

¢,58

0,12
0,80-1,35
mno 1/

Ca—-exXCcr,
mmo 1/ FGFR

3,39
13,35
15,53
16,48

18,04
21,93

13,79

6,42
0,25-5,18
mmo1/1001GF



6Cl

pat. Gesl LEt

No.
T m
8 m
9 vr
10 vr
11 m
12 vr
13 m
t4 vr
15 vr
16 vt
17 vr
18 ve
19 ™
20 m
21 m
22 m
23 m
24 m
25 m
26 m
27 vE
28 m
293 m
30 vre
31 m
32 M
33 m
Gemiddelde
SD
Normaalwaarde
Tabel XI.2

Tumor type Serum ca
concentratie
{mmol/1)
mesothelioom 2,16
plaveiselcelcarcinoom long 2,13
adenccarcinoom long 2,20
plaveiselcelcarcinoom long 2,43
adenccarcinoom pancreas 2,08
kleincellig tongcarclnoom 2,22
plaveiselcelcarcinoom long 2,17
adenocarcinoom maag 2,38
mammacar ¢inoom 2,46
adenocarcinoom colon 2,13
mammacazcincom 2,20
. mammacar ¢incom 2,58
adenccarcinoom long 2,30
ongedifferentieerd
longcatcinoom 2,36
plaveiselcelearcinoom long 2,27
adenocarcinoom colon 2,10
adenacarcinnom pancreas 2.30
plaveiselcelcarcinoom long 2,11
plaveiselcelcarcinoom long 2,37
plaveiselcelcarcincom long 2,30
mammacarcinoom 2,20
kleincelliqg longcarcinoom 2,52
plaveiselcelcarcinoom long 2,27
mammacarcinoom 2,16
plaveiselcelcarcinoom long 2,36
gemetastaseerd adeno-
carcinoom £ 28
kleincellig longcarcinoom 2,13
2,22
0,13
2,20-2,60
mmol/1

pe onderzochte normocalciaemische tumorpatiénten,

Serum POy
concentratie

{rmol/1}

1,20
1,07
1,12
1,15
1,18
E,32
1,09
1,11
1.0t
1,15
1,18
0,82
1,03

1,32
1,30
G,98
1,17
0,94
1,17
1,04
.17
0,97
1,25

1,14
G,13

0,80~1,20

nmol/1

Serum iPTH Plasma cAMP
concentratie

U9 aeq EPTH/L mmol/ 100 co

a,06 1,12
0,13 2,43
0,05 0,96
0,27 1,71
0,13 1,73
0,17 1,22
0,17 1,49
0,09 1,88
0,18 2,18
.21 2,14
0,16 1,80
0,74 2,33
0,21 2,1
0,14 1,40
0,12 1,57
0,20 1,48
0,09 1,68
0,14 2,11
0,24 1,42
0,11 1,75
- 1,22
0,15 1,19
0,18 3,56
0,07 2,12
0,06 2,41
0,08 1,36
0,05 1,99
0,138 1,79
0,060 0,55
0,02-0,24 0,48-2,01

o aeq TPTH/L

concentratie

nmol/100ccGF

totale cAMP
excretie
amel/100ccGF

3,26
2,60
3,54
4,58
2,98
4,27
3,39
2,7
3,65
4,38
1,68
4,10
3,07

3,98
2,73
2,17
2,57
3,48
4,34
4,06
6,14
3,47
5,48
4,61
1,56

2,13
2,16

3,61
9,97
1,75-3,85
nmol/ t00ccGF

nefr. cAMP
excretie
nmal/ ) GGG

2,14
0,47
2,58
2,87
1,25
3,05
1,90
0,83
1,47
2,24
1,88
1,77
0,96

2,58
1,56
0,89
0,89
1,37
2,92
2,3
4,92
2,28
1,82
2,49
1,15

0,83
0,17

1,81
1,02
0,49-2,37

mmal/L

nmol/100ccGF  mmol/1l

Tmnoe4/GFR  nuchtere
ca-excr,
mmol/ 1GFR
1.12 -
0,67 -
t,51 -
Q0,93 -
1,00 -
1,49 2,03
t,01 5,62
1,50 2,53
0,97 2,24
0,97 1,67
1,01 1,25
9,76 1,22
9,91 3,18
1,15 2,59
1,68 2,32
1,05 -
1,11 3,27
t,16 5,10
1,19 1.6
0,95 2,50
0,99 4,36
9,62 15,17
1,23 7,06
1,00 -
1,00 0,82
1,70 4,08
1,98 5,22
1,14 3.86
0,32 3,12
0,80-1,35 0,3-5,2
mmol/ 100 1GF
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De totale cAMP excretie (nmol/100 cc GF) bij normalen
{n = 25), normocalciaemische tumorpatiénten (n = 27),

patiénten met PHP (n = 14) en hypercalciaemische tumor-
patiénten (n = 6).
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Figuur 11.2
De nefrogene cAMP excretie (nmol/100 cc GF) bij normalen
in = 14), normocalciaemische tumorpatiénten (n = 27},

patignten met PHP {n = 10) en hypercalciaemische tumor-
patiénten (n = 4). Het normale gebied is gearceerd aan-
gegeven,
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Figuur 11.3

De Tmpp,/GFR (mmol/1) bij patiénten met PHP (n = 14) en
de hypercalciaemische tumorpatié&nten (n = 6). Het normale
gebied is gearceerd aangegeven.
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Figuur 11.4
De serumcalciumconcentratie {(mmol/1) bij de patiénten met
PHP (n = 14) en de hypercalciaemische tumorpatiénten (n =
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Figuur 11.5

De iPTH concentratie in het bloed (ug aeq r PTH/1) bij pa-
tiénten met PHP {n = 14} en hypercalciaemische tumorpatiénten
{n = 6). Het normale gebied is gearceerd aangegeven.
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Figuur 11.6 fae p <0011
De nuchtere calciumexcretie (mmol/1 GF} biij normalen (n = 21},
normocalciaemische tumorpati&nten (n = 21}, patiénten met PHP
{n = 14) en hypercalciaemische tumorpatiénten (n = 6).
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11.3.2

11.3.3

OCmdat de gemiddelde serumcalciumconcentratie bij de
hypercalciaemische tumorpati&nten hoger was dan die
van de patiénten met PHP (figuur 11.4) werd de nuch-
tere calciumexcretie van de patiénten met PHP met een
sterk verhoogd serumcalcium (serumcalciumconcentratie
hoger dan 2,63 mmol/1, gemiddeld 2,81 mmol/1, n=7)
apart vergeleken met de nuchtere calciumexcretie wvan
de  hypercalciaemische tumorpatié&nten (gemiddelde
serumcalciumeoncentratie 2,83 mmol/1 n=6); o0k nu was
het verschil statistisch significant (7,14 + 3,99 vs
13,79 + 6,42 mmol/100 1 GF; p<0,05).

De normocalciaemische tumorpatiénten

De totale CAMP excretie was bij de groep normocal-
ciaemische tumorpatiénten significant hoger dan bij
de groep normalen (3,53 + 0,97 vs 2,80 + 0,67 nmol/
100 cc GF; p<0,01, figuur 11.1). Cok de cAMP concen-—
tratie in het bloed was bij de eerste groep signifi-
cant hoger (1,79 + 0,55 vs 1,40 + €,47 nmol/100 cc
GF; p<0,05; figuur 11.7). De nefrogene CcAMP excretie
bleek bij 7 van degze 27 patiénten verhoogd ({figuur
11.2). Uitgesplitst naar tumortype ({figuur 11.8) be-~

- trof het hier 2 van de 9 patiénten met een plaveisel-

celcarcinoom van de long, 3 van de 6 patiénten met
een longcarcinoom van een ander histologisch type en
2 van de 5 patiénien met een mammacarcincom; de 5 pa-
ti€nten met een adenocarcinoom van de tractus diges-
tivus hadden allen een normale nefrogene CcAMP excre-—
tie. Zowel de totale als de nefrogene cAMP excretie
van deze 7 patiénten bleken gemiddeld lager dan de
waarden, dgevonden bij de hypercalciaemische tumorpa-
tiénten (4,59 + 0,69 vs 5,51 + 0,98 nmol/100 cc GF;
p<0,05 respectievelijk 3,06 + 0,84 vs 3,80 + 1,17
nmol/100 cc GF; N.S.). Bij geen van de 7 normocal-
ciaemische tumorpatiénten met een verhoogde nefrogene
CAMP excretie was de Tmpoé/GFR verlaagd terwijl
de nuchtere calciumexcretie bij allen normaal was
(figuur 11.9).

Resultaten van de indomethacinebehandeling

De resultaten van het onderzoek naar het effect wvan
indomethacine op de nefrogene cBMP =zijn samengevat
in tabel XI.3 en figuur 11.10. Bij slechts één pa-
tiént (pati&nt 10) was er sprake van een daling wvan
de nefrogene cAMP excretie, tot een overigens bij het
tweede onderzoek nog steeds verhoogde waarde.
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Figuur 11.7

De cAMP concentratie in het plasma (nmol/100cc) bij normalen
{n = 14} en de normocalciaemische tumorpatiénten.
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Figuur 1.8

De nefrogene cAMP excretie (nmol/11 cc GF) bij 27 normocal-
ciaemische tumcorpatiénten, uitgesplitst naar maligniteits-
.type. Het normale gebied is gearceerd aangegeven.
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0.30 r &
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Figuur 1.9

De iPTH concentratie in het bloed {yg aeq rPTH/1}, de nuchte-
re calciumexcretie {(mmol/1001 GF) en de Tmpg,/GFR {mmol/
i) bij de normocalciaemische tumorpatiénten met een verhcogde
nefrogene cAMP excretie (n = 7). De normaalwaarden zijn gear-
geerd aangegeven.
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Figuur 11.10
Het effect van indomethacine, 3 x 50 mg gedurende 5 dagen, op
de nefrogenen cAMP excretie bij 5 normocalciaemische tumor-

patiénten met een hoge nefrogene cBMP excretie. Het normale
gebied is gearceerd aangegeven,
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Nefrogene cAMP excretie {(nmol/100 ccGF)

Patiént Indomethacine
No. - +
10 3,81 2,84
25 2,92 2,84
26 2,31 2,48
28 2,28 3,25
30 2,49 2,49

Serumcalciumconcentratie (mmol/1l)

Patiént Indomethacine
No. - +
10 2,43 2,42
25 2,37 2522
26 2,30 2,34
23 2,52 3,22
30 2,16 2,15

Tabel XI.3:
De nefrogene cAMP excretie (nmol/100 cc GF)}) en de serumcal-
ciumconcentratie {(mmol/1) bkij 5 normocalciaemische tumor-

patidénten voor en na behandeling met indomethacine 3x50 mg
gedurende 5 dagen.
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Opvallend was het belcop bij patiént 28. Deze pa-
tiént was bij het eerste onderzoek normocalciaemisch
(serumcalciumconcentratie 2,52 mmol/l); de Tmpy /
GFR was op dat moment verlaagd (0,62 mmol/l) en 3e
nefrogene cAMP excretie hoognormaal (2,28 nmol/100
cc GF). Na 5 dagen behandeling met indomethacine
bleek deze patiént hypercalciaemisch (serumcalcium-
concentratie 3,22 mmol/l) terwijl de Twmpp,/GFR
gedaald (0,46 mmol/l) en de nefrogene cAMP excretie
gestegen was (3,25 nmol/190 cc GF); de nuchtere cal-
ciumexcretie bij deze patiént bedroeg bij het eerste
onderzoek 15,1 mmel/100 1 GF en bleek na behandeling
met indomethacine gestegen te zijn tot 22,8 mmol/100
1 GF. Patiént overleed enkele weken na het staken
van de indomethacinebehandeling; de serumcalciumcon-
centratie bleef tot het overlijden sterk verhoogd.

11.4 Bespreking

Bij een aantal patiénten met een maligne tumor lijkt
het ontstaan van een hypercalciaemie geen direct gevolg
te zijn wvan osteolytische skeletmetastasen zcdat de
productie wvan humorale substanties welke osteolyse
stimuleren, werd overwogen. Humorale factoren waaraan
door een aantal auteurs een belangrijke rol is toege-
kend, zijn het PTH en PTH fragmenten {Sherwood e.a.
1967; Omenn e.a. 1969), de prostaglandines, in het bij-
zonder de prostaglandines E! en E2 (Mundy e.a. 1974b;
Easty e.a. 1977; Sevberth e.az. 1975; Tashjian 1978) en
de "osteoclastic activating factor™ (OAF, Mundy e.a.
1974a,1974b, 1978). Een hypercalciaemie als gevolg van
ectopische PTH productie door tumorweefsel lijkt zeld-
zamer te zijn dan vroeger wel werd verondersteld (Mundy
1978; Neer 1981; Powell e.a. 1873); productie wvan OAF
lijkt vooral een rol te spelen bij het ontstaan van een
hypercalciaemie bij pati&nten met een leukemie, maligne
lymfoom of multipel myeloom (Mundy 1978).

Een aantal onderzoekers menen, dat dezelfde factor wel-
ke bij een aantal hypercalciaemische tumorpatiénten
verantwoordeliijk is voor de hoge nefrogene cBAMP excre-
tie, een centrale rcl speelt bij het ontstaan van de
*"humorale™ hypercalciaemie bij tumorpatiénten.
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Steward e.a. (1980a) bepaalden de nefrogene cAMP excre—
tie bij 57 patiénten met een hypercalciaemie en een
maligne tumor; deze bleek bij 41 patidnten verhoogd en
bij 9 patiénten verlaagd te zijn. De CAMP excretie bij
de eerste groep patiénten was significant hoger dan bij
een groep van 15 normocalciaemische tumcrpatiénten.
Alle patiénten met een verlaagde nefrogene cAMP excre-
tie hadden uitgebreide skeletmetastasen terwijl bij 13
van de 32 patié&nten met een verhoogde cAMP excretie bij
wie een botscan werd verricht, geen botmetastasen aan-
toonbaar waren,Ook Shaw e.a. {1877) en Rude e.a. {1378,
1981) vonden bij de door hen onderzochte hypercalciae-
mische tumorpatiénten minder vaak botmetastasen indien
de cAMP excretie hoog was. Het 1ijkt dus of er binnen
de groep hypercalciaemische tumorpatiénten een subgrcep
bestaat waarbij de hypercalciaemie geen of niet uit-
sluitend een gevolg is van skeletmetastasering doch
samenhangt met de productie van de gencemde humorale
factor.

De resultaten van ons onderzoek, waarbij een aanzien-
1ijk kleinere groep hypercalciaemische tumorpatiénten
onderzocht werd, zijn met de conclusies van de bovenge-
neoemde auteurs in overeenstemming. Bij de & hypercal-
claemische tumorpatiénten die door ons onderzocht wer-
den, bleek de cAMP excretie in de urine wverhoogd ter-
wijl de nefrogene CAMP excretie bij de 4 patiénten bij
wie deze berekend kon worden eveneens verhoogd bleek,
De cAMP excretie bij deze patiénten bleek niet alleen
verhoogd ten opzichte van een controlegroep bestaande
uit normalen, doch cok ten opzichte van een groep nor-
mocalciaemische tumorpatiénten (figuur 11.1.-11.2) het-
geen suggereert dat bij deze patiénten één factor ver-
antwoordelijk is voor zowel het ontstaan van de hyper-
calciaemie als voor de verhoogde nefrcgene cAMP excre-
tie. De hypercalciaemische tumorpatié&nten hadden allen
een verlaagde Tmpo,/GFR (figuur 11.3) =zodat het
effect wvan deze humbrale factor ook in dit opzicht
overeenkomt met dat wvan PTH.

Shaw e.a. (1977} veronderstelden dat bij hypercalciae-
mische tumorpatiénten met een verhoogde nefrogene cAMP
excretie sprake is van ectopische PTH productie door
tumorweefsel. Enkele waarnemingen suggereren echter dat
de humorale factor in meerdere opzichten van PTH ver-
schilt.
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In de eerste plaats bleek de iPTH concentratie in het
bloed bij de hypercalciaemische tumorpatiénten niet
verhoogd te zijn (figuur 11.5)}. In de tweede plaats
bleek ook na correctie voor verschillen in serumcal-
ciumconcentratie de waarde van de nuchtere calciumex-
cretie bij de hypercalciaemische tumorpatiénten dubbel
zo hoog als bij de patiénten met PHP (figuur 11.6).

PTH stimuleert de terugresorptie van calcium in de dis=~
tale tubulus (Nordin en Peacock 1969). Indien de terug-
resorptie van calcium in de distale tubulus bij beide
patiéntengroepen gelijk zou ziljn, zou de twee maal =0
hoge nuchtere calciumexcretie bij de hypercalciaemische
rumorpatiénten bij gelijke proximale terugresorptie
alleen te verklaren zidn door een twee maal zo hoge
filtered lcad m.a.w. een twee maal zo hoge waarde wvan
de concentratie geioniseerd calcium in het bloed. Omdat
de totale serumcalciumconcentratie bij beide patiénten-
groepen gelijk was, moet dit betekenen dat de humorale
factor de terugresorptie wvan calcium in de distale
tubulus in mindere mate stimuleert dan PTH. Onze resul-
taten zijn op deze punten in overeenstemming met die
van Steward e.a. {1980 en Rude e.a. (1981).

Steward e.a. (1980) toonden aan dat er een derde ver-
schil is tussen de humorale factor en het PTH; terwijl
ten gevolge van de verhoogde PTH secretie de 1,25 DHCC
concentratie in het bloed bij patiénten met PHP in de
meeste gevallen verhoogd is, wordt deze bij hypercal-
claemische tumorpatiénten met een hoge nefrogene cAMP
excretie meestal verlaagd gevonden: kennelijk wordt de
1 hydroxylaseactiviteit door de renctrope factor niet
geactiveerd.

Goltzman e.a. (1981) stelden vast dat de renotrope fac-—
tor in staat is om evenals PTH de glucose~6-fosfaatde-
hydrogenaseactiviteit in de niertubuluscellen te acti-
veren; met behulp van een cytochemische bicassay, waar-
bij van deze eigenschap gebruikt werd gemaakt, konden
deze onderzoekers bovendien productie van de humorale
factor door in weefselkweek gebrachte tumorcellen aan-
tonen,

Literatuurgegevens over de cAMP excretie bij normocal-
ciaemische tumorpatiénten zijn betrekkelijk spaarzaam.
Gennari e.a. (1978) wvonden bij 177 normocalciaemische
tumorpatiénten een significant lagere cAMP excretie dan
bij 149 gezonden:
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de cAMP excretie werd hier echter uitgedrukt in mmol
per gram kreatine hetgeen op theoretische gronden niet
juist is {zie 2.4). Rude e.a. (1981) vonden bii een
groep bestaande uit 15 normocalciaemische tumorpatién-
ten een significant hogere nefrogene cAMP excretie
{uitgedrukt in nmol/100 cc GF} vergeleken met de waar-
den die gevonden werden bij een groep bestaande uit 18
gezonde proafpersonen, Kukreja e.,a. (7980b) wvonden een
verhoogde nefrogene cAMP excretie (mmol/100 cc GF) bij
14 wvan de 16 door hen onderzochte normocalciaemische
patidnten met een longtumor.,

Bij ons onderzoesk bleken zowel de cAMP concentratie in
het bloed als de totale cAMP excretie bil een groep bhe-
staande uit 27 normocalciaemische tumorpatifnten signi-
ficant hoger dan bij een groep bestaande uit 14 norma-
len {figuur 1%1.1, 11.7}. De nefrogene cAMP ecxcretie
bleek bii 7 van de 27 patienten verhoogd {(figuur 11.2).
Eerder onderzoek bij hypercalciaemische tumorpatidnten
suggereerde dat wooral patiénten met plaveisel- en
niercarcinomen de renctrope Ffactor produceren (Steward
e,a, 19%80a; Rude e.a. 1981). Bij ons onderzoek, ver-
richt bij normocalciaemische tumcrpatiénten, blesek de
nefrogene ¢AMP excretie ook verhoogd te zijn bij een
aantal patiénten met een leongcarcinoom van een ander
histologisch tyvpe of een mammacarcinoom (figuur 11.8).
In tegenstelling tot wat bij de hypercalciaemische
tumorpatiénten het geyal was ., bleek de'?mpgé/GFR bij
geen wvan de normocalciaemische tumorpatiénten met een
verhoogde nefrogene CBMP excretie vwverlaagd ({figuur
11.9). Een goede verklaring is hiervoor niet te geven.
De verhocgde serumcalciumconcentratie 1ijkt de werlaag-
de Tmpo4/GFR bii de hypercalciaemische tumcorpatién-
ten niet te kunnen verklaren (Steward 19%980). Mogeliijk
betreft het hier eerder een kwantitatief effect aange-
zien de nefrogene cAMP excretie bij de normocalciae-
mische tumorpatiénten bilij wie deze verhoogd gevonden
werd gemiddeld lager was in wvergelijking met de hyper-—
calciaemische tumorpatignten,

De wraag is of -het bestaan van een verhoogde nefrogene
cAMP excretie bij de normeocalciasmische pati&nt een
voorbode is wvan het ontstaan van een hypercalciaemie.
Ons onderzoek laat hierover geen duidelijke uitspraak
toe, omdat alle patiénten aansluitend aan het onderzoek
voor hun maligniteit behandeld werden.
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3 van de 7 patiénten (patiént 9, 27, 30} =zijn nog
steeds in een remissie. Patiént 10 en 12 overleden 10
respectievelijk 8 weken na het onderzoek. De serumcal-
ciumconcentratie was kort wvoor het overlijden normaal.
Patiént 20 bleek 4 weken na het onderzoek hypercalciae-
misch ({serumcalciumconcentratie 3,82 mmol/l} en over-
leed korte tijd hierna. Patiént 25 onttrok =zich aan
verder onder=zoek.

Bij 9 van de 27 normocalciaemische tumorpati&nten bleek
de cAMP concentratie in het plasma verhoogd. De corzaak
hiervan is niet duidelijk. Slechis één van deze patién-
ten had tevens een verhoogde nefrogene cAMP excretie.

De aard van de humorale factor is nog onbekend. Een
aantal auteurs veronderstellen dat productie van de
prostaglandines E1 en E2 in vele gevallen verantwoorde-
1ijk is voor het ontstaan van ‘humorale® hypercalcilae-
mien bij patiénten met maligniteiten. Synthese van deze
prostaglandines werd bij een aantal tumortypen aange-
toond (Seyberth e.a. 1%75; EREasty e.a. 1977; Demers
e.a. 1977). De prostaglandines El en E2 bleken in vitro
krachtige stimulatoren wvan de botresorptie (Rlein en
Raisz 1971} terwiil infusie van het prostaglandine E2
bij de rat het ontstaan van een hypercalciaemie tot
gevolg heeft (Franklin en Tashjian 1%75). Omdat het
prostaglandine EZ2 in vitro tevens een krachtige stimu-
lator wan het renale adenylcyclasesysteem is gebleken
{(Hermann e.a. 1979; Biddulph e.a. 1979: Currie en
Biddulph 1979) vroegen wij ons af of de humorale factor
identiek is met het prostaglandine E1 of E2. Op grond
van de resultaten wvan ons onderzoek lijkt deze vraag
ontkennend beantwcord te kunnen worden. Bij 4 van de 5
patié&nten die met indomethacine behandeld werden bleek
de nefrocgene cBMP excretie niet duidelijk af te nemen.
Illustratief was het beloop bij patiént 28. Deze
patiént was voordat met de indomethacinebehandeling be-
gonnen werd normocalciaemisch. Na de behandeling bleek
patiént hypercalciaemisch terwijl de nefrogene CcAMP
excretie en de nuchtere calciumexcretie gestegen en de
Trpg,/GFR  gedaald bleek. Het beloop bij deze pa-
ti&nt illustreert tevens dat waarschijnlijk eenzelfde
factor verantwoordelijk is voor zowel de hypercalciae-
mie, de renale adenylcyclaseactivering als de afgenomen
tubulaire fosfaatterugresorptie.
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11.5 Conclusies

Op grond wvan literatuur- en eigen onderzoek kan gecon-
cludeerd worden dat bij een aanzienlijk deel van de
hypercalciaemische tumorpatiénten een humorale factor
aanwezig is, welke waarschijnlijk in belangrijke mate
mede bepalend is woor het conistaan van de hypercalciae-~
mie. Evenals PTH verocorzaakt deze factor een toename
van de nefrogene cAMP excretie en een afname wvan de
tubulaire fosfaatterugresorptie. In tegenstelling tot
PTH l1liikt deze factor de tubulaire terugresorptie van
calcium en de renale 1 ¢ hydroxylaseactivitelt niet te
stimuleren, terwidl de factor niet als PTH herkenbaar
is met de door ons en anderen gebruikte radioimmunoas-
say. De renotrope factor lijkt evenmin identiek te zijn
met de prostaglandines E1 en E2Z. Ock bij een deel der
normocalciaemische tumorpati€nten bleek de nefrogene
CAMP excretie wverhoogd te zijn. De tubulaire terug-
resorptie van fosfaat bleek bij deze patiénten echter
steeds normaal; de oorzaak hiervan is niet duideiijk.
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SAMENVATTING

In dit proefschrift worden een aantal aspecten bespro-
ken betreffende de cAMP concentratie in het bloed en de
CAMP excretie in de urine.

Na een korte historische inleiding (hoofdstuk 1) wordt
in hoofdstuk 2 ingegaan op de fysiologische rol van het
CAMP als schakel tussen de receptor en het bioleogisch
effect wvan het betreffende hormoon, de oorsprong en
eliminatie wvan het c¢2MP in het bloed en de oorsprong
van het ¢cAMP in de urine. In hoofdstuk 3 wordt de in-
viced wan enkele hormenale factoren op de plasmacAMP
concentratie en de cAMP excretie in de urine besproken.

Een aantal factoren, welke de uitkomst van de cAMP be-
paling in bloed en urine zouden kunnen beinvloeden,
werden nader onderzocht (hoofdstuk 4). De cAMP bepaling
in bloed en urine, verricht volgens de dcor Tovey e.a.
(1974) beschreven methode blijkt redelijk reproduceer-
baar; de intraassay en interassayvariatie bleek in het
algemeen niet groter dan 5 respectieveliik 10,6 %. Wel
is- het wvan belang een aantal voorzorgsmaatregelen te
nemen ten aanzien van de monsterverzorging. Voor blcoed-
monsters bleek de opvang in sgpeciale buizen, waaraan
een fosfodiesteraseremmer (bijv. EDTA) 1is toegevoegd,
essentieel. Ook bij de verzorging van urinemonsters
dient men speciale maatregelen te nemen teneinde de
stabiliteit wvan het cAMP in de urine te verzekeren
b.v. door toevoeging van 12N gzoutzuur (0,5 cc per ver-
zameluur) en hieropvolgende directe opslag bij lage
temperatuur. De cAMP concentratie in bij -20° opgesla-
gen, aangezuurde urinemonsters bleek over een periode
van 10 maanden niet duidelijk te veranderen. Ten aan-.
zien van de wijze van afname van bloedmonsters werd
vastgesteld, dat veneuze stuwing de cAMP concentratie
in het bloed niet beinvloedt. Wel lijkt het met name
bij ambulante patiénten van belang er rekening mee te
houden, dat de cAMP concentratie in het bloed aanzien-
1iik stijgt tiidens lichameliike inspanning.

In hoofdstuk 5 wordt nader ingegaan op de vraagstellin-
gen van het onderhavige onderzoek; de onderzosksmetho-
den en gevonden normaalwaarden voor de plasma cAMP con-
centratie en de CcAMP excretie in de urine worden be-
schreven in hoofdstuk 6.
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In hoofdstuk 7 worden de resultaten beschreven van een
onderzoek naar de relatie tussen het iPTH en de cAMP
excretie in de urine bij verschillende dgroepen proef-
personen, Bij 11 euparathyrecide niersteenpatiénten, 14
patidnten met PHP en 13 patiénten met vitamine D defi-
cigntie werden EDTA stimulatieproeven verricht waarbij
de basale en gestinuleerde waarden wvan het iPTH en de
cAMP excretie in de urine werden bepaald. Bii de pa-
tignten met PHP en vitamine D deficiéntie werd een nau-
we lineaire samenhang gevonden tussen de tijdens de
test op diverse tijdstippen gevonden waarden van de
iPTH concentratie in het bloed en de cAMP excretie in
de wurine (n=42 en r=0,87 respectievelijk n=3% en
r=0,78);: ook bleek er bij beide groepen een nauw ver-
band aantocnbaar tussen de door EDTA opgewekte stijgin-
genn in het 1iPTH {de A iPTH} en de A CAMP excretie {de
ACAMP excretie) {n=14, r=0,90, p<0,007 respectieveliijk
=13, r=0,867, p0,02).

De stijging van de cAMP excretie in de urine bleek voor
gemiddeld 94% een gevelg van een toename van de nefro-
geng cAMP-fractie., Deze gegevens duiden erop, dat het
gebruikte onderzoeksmodel geschikt kan worden geacht om
bij patiénten met PHP en vitamine D deficiéntie de re-
latie tussen variaties in de endogene PTH concentratie
en de hierdoor veroorzaakte stijging van de cAMP excre-
tie in de urine te bestuderen. Ook bii de patiénten met
een nliersteenlijden was een verband tussen de op de
diverse tijdstippen gemeten iPTH concentraties in het
bloed en de cAMP excretie in de urine aantoonbaar; de
correlatie tussen beide parameters was bij deze groep
patiénten aanzienlijk lager (n=33, r=0,40) terwiijl bij
deze groep een duidelijk verband tussen de ALIPTH en de
AcAMP excretie ontbrak. Teneinde de gevoeligheid wvan
het renale adenylcyclasesysteem vocr het endogene PTH
te kwantificeren, werd voor ieder der patiéntengroepen
de PTH sensitiviteitsindex, gedefinieerd als het
guotigént AcCAMP excretie: A iPTH berekend. Deze index
bleek bij de groep patiénten met vitamine D deficiéntie
significant groter dan bij de patiénten met PHP (32,1 +
17:,7, n=13 wvs& 13,8 + 4,%, n=14, p<0,007) en de
patié&nten met een niersteenlijden (32,1 + 17,7, n=13 vs
16,7 + 10,3, n=11, p<0,02); de index bij de patiénten
met PHP was niet duidelijk verschillend van die van de
patiénten met een niersteenliiden.
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Dit gegeven duidt aan, dat bij pati&nten met vitamine D
deficiéntie de gevoeligheid van het renale adenylcycla-—
sesysteem voor endogeen PTH is toegenomen, hetgeen wel-
licht als een teleologisch zinrijke aanpassing van de
eindorgaangevoeligheid gezien kan worden. Onderzoeks-
resultaten van anderen suggereren dat bij patiénten met
PHP de gevoeligheid van de PTH receptoren voor endogeen
PTH is afgenomen. Onze onderzoeksresultaten steunen
deze opvatting niet. De PTH sensitiviteisindex wvan de
patiénten met PHP verschilde immers niet duidelijk wvan
die van de niersteenpatiénten, terwijl er wverder binnen
de groep patiénten met PHP geen direct verband aantoon-
baar was tussen de serumcalcium en iPTH-concentratie
enarzijds en de PTH sensitiviteisindex anderzijds.

In hoofdstuk 8 worden de in hoofdstuk 7 beschreven
patiéntengroepen vergeleken ten aanzien van het beloop
van de serumcalcium- en fosfaatconcentratie tijdens de
EDTA infusietest. De daling wvan de serumcalciumconcen-
tratie t.o.v. de uitgangswaarde bleek bij de patiénten
met vitamine D deficiéntie op 30, 90 en 120 minuten na
het begin wvan de EDTA infusie significant kleiner dan
dé daling bij de patiénten met PHP. De meest logische
verklaring voor dit verschil is, dat het vermogen tot
mobilisatie van calcium uit de ‘bufferpool’ in het ske-
let bij patiénten met vitamine D deficiéntie groter is
dan bij patiénten met PHP. De niersteenpatiénten hadden
een daling van de serumcalciumconcentratie in dezelfde
orde van dgrootte als de patiénten met PHP; er bestond
echter geen statistisch significant werschil ten
opzichte van de patiénten met wvitamine D deficié&ntie.
Bij de 3 onderzochte patiéntengroepen trad tijdens de
EDTA infusie steeds een daling van de serumfosfaatcon-
centratie op, waarschijnlijk als gevolg van fosfaat-
transport van het extracellulaire naar het intracellu-
laire compartiment.

In hoofdstuk ¢ worden de resultaten beschreven van een
onderzoek naar de invioced van cimetidine op de serum
iPTH-concentratie en de biologische activiteit van PTH
bij patiénten met PHP, Dit onderzoek werd verricht om-
dat onderzoeksresultaten van anderen suggereren dat
cimetidine bij deze patiénten een direct remmende wer-
king op de bijschildklierfunctie uitoefent.
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Tijdens behandeling van 4 patiénten met PHP met 2000 mg
cimetidine per dag gedurende 17-42 dagen bleek de serum
ipTHE~concentratie bij drie van de vier onderzochte pa-
tiénten te dalen:; deze patiénten hadden allen een sterk
verhoogd iPTH. Bij een vierde patiént, bij wie het uit-
gangs iPTH slechts licht verhoogd was, trad tijdens be-
handeling een lichte stijging van de serum iPTH-concen-
rratie op. De serumcalciumconcentratie en cAMP-excretie
in de urine waren bij alle pati&nten verhoogd, terwiijl
de Tmpp,/GFR en de serumfosfaatconcentratie bij al-
le patiénten verlaagd waren; deze biologische parame-
ters wvan de bijschildklieractiviteit wvertoonden bij
geen der bestudeerde patiénten een tendens tot normali-
sering. Hieruit kan de conclusie getrokken worden dat
cimetidine mogelijk de secretie van biclogisch inactie-
ve PTE-fragmenten remt of de fragmentatie wvan het in-
tacte PTH-molecuul bevordert, doch bij PHP geen invioced
heeft op de bioclogische PTH-activiteit.

In hoofdstuk 10 worden de resultaten beschreven van esen
onderzoek naar de invlioed wvan B-blokkade op de biij-
schildklierfunctie. 8 patiénten met essentiele hyper-
tensie werden gedurende 6 dagen met opklimmende hoe-
veglheden propranolol {maximaal 4 x 40 mg.) behandeld.
Dagelijks werden de serumcalcium en iPTH-concentratie,
de TRP en de cAMP-excretie in de urine bepaald. Tijdens
behandeling met propranolol bleek de voor de groep ge-
middelde serum iPTH-concentratie lager dan de uitgangs-
waarde; het verschil was voor de dagen, waarop 4 x 10
mg. proprancleol toegediend werd statistisch significant
{0,141 4 0,45 ve 0,177 + 0,071 Ug asq rPTH/1; p< 0,05).
De biologische activiteit van het bijschildklierhor-
meon, waarvoor de serumcalciumconcentratie, de TRP en
de cBMP-excretie in de urine azls maat genomen werden,
nam echter tijdens de propranclol-behandeling niet dui-
deliik af.

In hoofdstuk 11 worden de resultaten besproken van een
onderzoek naar de cAMP excretie bij normo- en hypercal-
ciaemische tumorpatiénten. Bij 6 onderzochte hypercal-
ciaemische tumorpatiénten bleek de totale cAMP excretie
steeds verhoogds; bij 4 van deze patié&nten werd tevens
de nefrogene cAMP excretie bepaald, welke eveneens ver-
hoogd bleek. De bij deze & patiénten gevonden waarden
van de totale en nefrogene cAMP excretie bleken signi-
ficant hoger dan de waarden, gevonden blj 27 normocal-

- 148 -



cizemische tumorpatiénten (5,51 + 0,98 vs 3,61 + 0,97
nmo/ 100 cc GF; p<0,001 respectieveliik 3,90 + 1,17 vs
1,81 + 1,02 nmol/100 cc GF; p < 0,001} hetgeen tesamen
met reeds uit de literatuur bekende gegevens sugge-
reert, dat bij deze patiénten een humorale, renotrope
factor aanwezig is, welke zowel verantwoordelijk is
voor het ontstaan van de hypercalciaemie, als voor de
verhoogde nefrogene ¢AMP excretie. De 6 hypercalciae-
mische pati&nten hadden allen een verlaagde Tmyn4/GFR,
zodat het effect van deze renotrope factor in dit op-
zicht met dat van PTH overeenkomt. Deze renoctrope fac-
tor bleek echter in twee opzichten van PTH te verschil-
len: de iPTH-concentratie bleek bij de 6 hypercalciae-
mische tumerpatiénten steeds normaal, zodat deze factor
niet als PTH herkenbaar is met de door ons gebruikte
radio-immunoassay; verder bleek de nuchtere calciumex-
cretie bij de 6 hypercalciaemische tumorpatiénten sig-
nificant hoger dan bij de 14 patienten met PEP {13,799 %
6,42 vs 6,42 + 3,18 nmol/ 100 1 GF; p < 0,01), zodat
deze factor in mindere mate dan PTH de tubulaire terug-
resorptie van calcium lijkt te stimuleren. Bij 7 van de
27 normocalciaemische tumorpatiénten bleek de nefrogene
CBMP excretie verhoogd, zodat deze renotrope factor cok
bij een deel der normocalciaemische tumcrpatiénten aan~
wezig lijkt te zijn. De prostaglandines E1 en E2Z zijn
in vitro krachtige stimulatoren gebleken van zowel de
botresorptie als de renale adenylcyclase activiteit. 5
Patiénten met een verhoogde nefrogene cAMP excretie
werden gedurende 5 dagen behandeld met indometacine in
een dosering van 3 x 50 mg per dag. Bij slechts 1 pa-
tiént was er sprake van een daling van de nefrogene
CAMP excretie tot een overigens bij het tweede onder-
zoek nog steeds verhoogde waarde; de renotrope factor
lijkt derhalve niet identiek te zijn met de prostaglan-
dines E1 en E2.
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SUMMARY

In this thesis, a number of questions concerning the
cAMP concentration in blocod and the cAMP excretion in
urine are explored. After a short historic introduction
{chapter 1} the physiclogic role of cAMF as intracel-
lular second messenger, the origin and elimination of
cAMP in blood and the origin of cAMP in urine are dis-
cussed (chapter 2). In chapter 3 the influence of some
hormonal factors on plasma cBMP concentration and cAMP
excretion in urine is described.

A number of factors which might influence the result of
the cBMP assay in blood and urine were examined in more
detail ({chapter 4). The cAMP assay according tco the
method of Tovey et al (1974} seems reascnably reprodu-
cable; in general the intra assay variation was no
larger than 5% and the interassay wvariation no larger
than 10,6 %. It is important to take a number of pre-
cautions concerning the collection of samples. The col-
lection of blood samples in special tubes containing a
fosfodigsterase inhibitor {e.g. EDTA) is essential.
Special precautions are also necessary in colliecting
urine samples to ensure the stablility of cAMP e.g. by
adding 12N hydrocloric agid (0,5 ml/collectionhour)
foliowed by immediate storage at low temperature. The
CAMP concentration in acidified urine samples d4id not
change significantly during a period of ten months when
stored at -20° C. Concerning the collection of bloocd
samples it was found that venous stasis does not influ-
ence cAMP concentration in blood. It is important to
realise that in ambulant patients the c2BMP concentra-
tion in blood rises significantly during physical exer-
tion.

In chapter 5 the problems which have initiated the
present study and form the subject of this thesis, are
being defined. The methods and normal values found for
plasma cAMP-concentration and the cAMP excretion in
urine are described in chapter 6. In chapter 7 the
results are described of an investigation into the
relation between iPTH and cAMP excretion in urine in
various groups of patients. EDTA stimulation tests 1in
which basal and stimulated values of iPTH and cAMP
excretion in urine were determined were done in 11
euparathyreoid kidney stone patients, 14 patients with
PHP en 13 vitamin D deficient patients.
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In the PHP and vitamin D deficient patients a close
lineair correlation was found between the iPTH-concen-
tration in blood and cAMP excretion in urine at various
moments during the test (n=42 and r=0,87; n=39% and
r=0,78 respectively), A close correlation was also
found in both groups between increases in iPTH (AiPTH)
and cBAMP excretion (AcAMP excretion), caused by EDTA.
(n=14, r=0.90, p< 0,001 resp. n=13, r=0,67, p< 0,02).
The increase of cBMP excretion in urine proved for on
average 94% to be caused by an increase of the nephro-
genic cAMP-fraction. These results point out that the
study model which was applied is suitable to study the
relationship between variations in endogenous PTH-con-—
centration and the cAMP excretiocn in urine in patients
with PHP and vitamin D deficiency. Alsc in patients
with kidney stones a correlation between the iPTH-con-
centraticns measured in blood at wvaricus moments and
the cAMP-excretion in urine was found; the correlation
between both parameters in this group of patients was
considerably lower (n=33, r=0,40) while & clear corre-
lation between the iPTH and the ¢AMP excretion was
absent in this group. To quantify the sensitivity of
the renal adenylcyclassesystem for endogencus PTH, the
PTH sensitivity index defined as the quotient of A cAMP-
excretion: A iPTH was calculated for each ¢f the patient
groups. This index was significantly larger in the
group of patients with vitamin D deficiency than in the
patients with PHP (32,1t + 17,7 n=13 vs 13,8 + 4,9,
n=14, p < 0,001) and the patients with kidney stones
{32,171 + 17,7 n=13 vs 16,7 + 10,3, n=11, p< 0,02);: the
index in patients with PHP was not clearly different
from that in the patients with kidney stones. This
result shows that in patients with vitamin D deficiency
the sensitivity of the renal adenylcyclase system for
endogenous PTH is increased, which might well be seen
as a teleologically useful adaption of the end organ
sensitivity. Other studies suggested that in patients
with PHP the sensitivity of the PTH-receptor for endo-
genous PTH is decreased, Our results do not support
this opinion, as the PTH sensitivity index of patients
with PHP did not clearly differ from those of the
patients with kidney stones, while within the group of
patients with PHBP there was no direct correlation
between the serum calcium and iPTH~concentration on one
hand and the PTH sensitivity index on the other.

- 151 -



In chapter B8 the patient groups described in chapter 7
are compared concerning the course of serum calcium and
phosphate concentrations during the EDTA infusiontest.
The decrease of the serum calcium concentration com-
pared to the wvalue at the start of the test was signi-
ficantly smaller at 30, 20 and 120 minutes after the
beginning of the EDTA-infusion in patients with vitamin
D deficiency than in the patients with PHP. The most
logical explanation for this difference is that the
ability to mobilise calcium from the buffer pool in the
skeleton of patients with vitamin D deficiency is
larger than in patients with PHP. The kidney stone
patients had a decrease in serumcalcium concentration
of much the same magnitude as the patients with PHP;
there was however no statistically significant diffe-
rence compared with the patients with vitamin D defi-
ciency. In the 3 groups of patients examined there was
always & decrease 1in serum phosphate concentration
during EDTA infusion, probably caused by transport of
phosphate from the extracellulair tc the intracellulair
compartment.

In chapter 9 the results of a study on the influence of
cimetidine on the serum iPTH-concentration and the bic-
logical activity of PTH in patients with PHP are des-
cribed. This study was done because study results from
elsewhere suggested that cimetidine has an immediate
inhibitory effect on parathyroid function in these
patients. During treatment of 4 patients with PHP with
2000 mg of cimetidine daily during 17 - 42 davs, the
zerum iPTH-concentration in three of the four patients
studied was shown to drop:; all these patients had a
strongly raised iPTH. In the fourth patient in whom
serum iPTH was only slightly raised, a slight increase
of the serum iPTH concentration occured during
treatment. The serum calcium concentration and cBAMP
excretion in the urine were raised in all patients
while the Tmpg,/GFR and the serum phosphate concen-
tration in all patients were depressed; these biologi-
cal parameters of parathyroid activity did not show any
tendency to normalise in the patients who were exa-
mined. Therefore one can draw the conclusion that
cimetidine may inhibite the secretion of bioclogically
inactive PTH-fragments or may promcte fragmentation of
the intact PTH-molecule but that has no influence on
the biolegical PTH-activity in PHP.
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In chapter 10 the results of a study on the influence
of béta-blockade on parathyroid function are described.
Eight patients with essential hypertension were treated
with increasing doses (max. 4 times 40 mg) of propra-
nolol during 6 days. The serum calcium and 1PTH-concen-
tration, the TRP and the cAMP excretion in urine were
measured. During treatment with propranoleol the group
average for serum iPTH concentration was lower than the
starting value; the difference was statisticly signifi-
cant for the days on which 4 x 10 mg propranolol was
administered (0,141 + 0,45 vs 0,177 *+ 0,071 pyg aeq
tPTH/1; p 0,05). The_Biological activity of the para-
thyroids, for which the serum calcium concentration,
the TRP and the cAMP excretion in urine were taken as a
measure, did not clearly decrease during propranclol
treatment.

In chapter 11 the results of a study on the cAMP excre-
tion 1in normo- and hypercalcemic cancerpatients are
digscussed. In 6 hypercalcemic cancerpatients the total
cAMP excretion was continually raised; in 4 of these
patients the nephrogenic cAMP excretion was determined
as well and was also raised. The values found in these
6 patients for total and nephrogenic cBAmp-excretion
were significantly higher than the values found in 27
normecalcemic cancerpatients (5,51 + 0,98 vs 3,67 +
0,97 nmol/100 cc GF ; p<0,001 respectively 3,80 + 1,17
vs 1,81 + 1,02 nmol/ 100 cc GF : p<0,001, which suggests
together with the results which are already known from
the literature that a humoral renoctropic factor is pre-
sent in these patients, which is responsible bhoth for
the development of the hypercalcemia and for the raised
nephrogenic cAMP-excretion, The 6 hypercalcemic pa-
tients all had a depressed TmP04/GFR, indicating that
this factor, like PTH, inhibits tubular reabsorpticn of
phosphate. However this renotropic factor appears to
differ from PTH in two wavs: the iPTH-concentration was
found to be normal in the 6 hypercalcemic cancer pa-
tients, so that this factor is not recognised as PTH by
the radic immuncassay used by us; furthermore the fas-
ting calciumexcretion in the 6 hypercalcemic cancer pa-
tients was significantly higher than in 14 patients
with PHP (13,79 + 6,42 vs 6,62 + 3,18 nmol/1801 GF;
P<0,01), indicating that this factor seems to stimulate
the tubulair reabsorption of calcium less than PTH.
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In 7 of the 27 normocalcemic cancer patients the
nephrogenic cAMP excretion appeared to be raised so
that the renotropic factor seems to be present in a
number c¢f normocalcemic cancer patients. The prosta-
glandins E1 and E2 have been shown in wvitro to be
potent stimulators of both bone resorption and renal
adenylcyclase activity. Five patients with a raised
nephrogenic CcAMP excretion were treated with indome-
tagin in a dose of 3 times 50 mg. per day during 5
days. In only 1 patient was there a decrease of the
nephrogenic cAMP-excretion to a value which was still
raised also in the second test. Thus the renotropic
factor does not seem tc be identical to the prostaglan-
dins E1 and B 2.
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