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SUMMARY

Metabolomics is an emerging field and requires a global approach to metabolism.
It describes how varying factors (diet, exercise, disease, etc.) influences
metabolism. A metabolomic approach can not only make it easier to detect
changes in metabolic conversion but also shed new light on mechanisms in
metabolism. Biomarkers for a given metabolic disease can easily be detected in
the wurine by conventional metabolic screening tests such as Gas
Chromatography-Mass Spectrometry analysis of organic acids and Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry analysis of acylcarnitines for
homozygote patients. With this metabolomics based approach it might become
easier to also detect heterozygote patients by grouping of the same biomarkers.
In order to see if this is possible a metabolomics based approach was used in
this study to see if heterozygotes with defects in mitochondrial B-oxidation can be
diagnosed.

Two approaches were used. The effect of L-carnitine supplementation on B-
oxidation in normal persons were studied to generate reference values.
Heterozygote members of two families with different inborn errors in their fatty
acid oxidation (Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect and Multiple

Acyl-CoA Dehydrogenase Defect) were diagnosed by conventional urine tests.

A linear summation technique was designed and applied to the data obtained
from the two families. The heterozygote members of both families had
significantly elevated concentration values above reference values, but not so
high as the homozygote members. Thus it can be concluded that heterozygote
patients can be detected with urine tests with the use of the newly designed
linear summation technique.



Basic- and advanced acylcarnitine ratios were calculated to enhance the
differentiation between selected medications and diseases affecting B-oxidation
with varying degrees of success. The acylcarnitine ratios that were calculated are
only useful when it is already known that the disease is a defect of $-oxidation. It
nonetheless gave an indication that this approach can be useful to diagnose
heterozygote patients.



OPSOMMING

Metabolomika is ‘n ontwikkelende veld waar daar van ‘n globale benadering
gebruik gemaak word om metabolisme te bestudeer. Dit beskryf hoe 'n
verskeidenheid faktore (dieet, oefening, siekte, ens.) metabolisme beinviced. 'n
Metabolomika gebaseerde benadering kan dit moontlik makliker maak om 'n
verandering in metaboliese omset te bestudeer, insluitende die meganismes wat
betrokke is by die verandering in metabolisme. Biomerkers vir 'n gegewe
metaboliese defek kan maklik in die uriene opgespoor word deur middel van
konvensionele metaboliese siftingsanalises soos Gaschromatografie-Massa
Spektrometrie analises van organiese sure en Vloeistofchromatografie-Tandem
Massaspektrometrie analises vir asielkarnitiene by homosigotiese pasiénte. Met
die nuwe metabolomika gebaseerde benadering is biomerkers saamgegroepeer
om moontlike heterosigotiese pasiénte op te spoor. Die metabolomika
gebaseerde benadering is getoets deur te bepaal of heterosigote met defekte in
mitochondriale 3-oksidasie gediagnoseer kon word.

Daar is van twee benaderings gebruik gemaak. Die eerste deel van die studie
was om te bepaal wat die effek van L-karnitien supplementering op B-oksidasie
in normale persone was om sodoende verwysingswaardes te genereer.
Heterosigotiese lede van twee families met verskillende aangebore defekte van
vetsuuroksidasie (Mediumketting-asiel-KoA-dehidrogenase defek en
Meervoudige Asiel-KoA-dehidrogenase defek) is gediagnoseer deur middel van

konvensionele urientoetse.

'n Liniére sommeringstegniek is ontwikkel en toegepas op die data wat vanaf die
twee gesinne verkry is. Die heterosigotiese lede van beide gesinne se
konsentrasiewaardes was aansienlik verhoog bo die normaalwaardes, maar nie

50 verhoog soos die homosigotiese gesinslede se konsentrasiewaardes nie. Dit



kan dus afgelei word dat heterosigote wel deur middel van urientoetse

opgespoor kan word deur van die liniére sommeringstegniek gebruik te maak.

Basiese- en gevorderde asielkarntienverhoudings is bereken om die
differensiasie tussen geselekteerde medikasie en siektes, wat p-oksidasie
affekteer, te verhoog. Die berekende asielkarnitienverhoudings is slegs
bruikbaar as dit alreeds bekend is dat die betrokke siekte 'n B-oksidasie defek is.
Die metabolomika gebaseerde benadering dui wel aan dat dit 'n handige tegniek

kan wees om heterosigote te diagnoseer.



HOOFSTUK 1
INLEIDING

Aangebore defekte van mitochondriale vetsuur pB-oksidasie is outosomaal
resessief van aard en 'n kommerwekkende oorsaak van morbiditeit en dood by
jong kinders en pasgebore babas (Bennett et al., 2002). Daar word beraam dat
3-5% van alle onverwagte skielike dood by pasgebore babas en jong kinders 'n

oorsprong het in 'n defek van vetsuur 3-oksidasie (Roe, 2002).

'n Defek op 'n koderende geen (of gene) vir ensieme van mitochondriale -
oksidasie lei tot versteurde vetsuurkatabolisme. ’'n Enkele defekte alleel
(heterosigoties) presenteer gewoonlik geen simptome van ‘n aangebore defek
van metabolisme nie. Die ensiemaktiwiteit van die vetsuurcksidasie ensieme is
genoegsaam om die metabolisme so normaal as moontlik te laat verloop. By die
Laboratorium vir Aangebore Metaboliese Defekte (Potchefstroomkampus van die
Noordwes-Universiteit) is daar onlangs uriene ontvang van ’'n bevestigde
heterosigoot van Glutaarsuururie Tipe 2, wat eers in haar middeljare simptome

getoon het en wat dui op Glutaarsuururie Tipe 2.

Heterosigote se biomerkers, wat uniek is vir 'n vetsuuroksidasiedefek, se
konsentrasies kan geringe verskille toon ten opsigte van van normaalwaardes.
Die geringe verskil word nie met konvensionele benaderings van organiese suur-
(GC-MS) en asielkarnitien (LC-MSMS) siftingsanalises opgespoor nie. Duur,
tydsame molekulére metodes, op bloed- of biopsieweefsel, moet aangewend
word vir bevestiging dat 'n heterosigoot 'n draer is van 'n aangebore defek van

metabolisme.

As albei allele defek (homosigoties) is, presenteer simptome van 'n aangebore

defek van metabolisme in die meeste gevalle. Ensiemaktiwiteit is nui of te laag



vir normate metabolisme en versteurings vind plaas. Alternatiewe metaboliese
weé word geaktiveer en unieke metaboliete word gevorm. Die unieke
metaboliete is afkomstig van sekondére metaboliese weé wat help met
detoksifisering, byvoorbeeld. die sitochroom p450 ensiemsisteem of die

verskillende konjugasieweé (Liska, 1998).

Biomerkers van homosigote se konsentrasies wat ver bo nermaal verhoog is, is
maklik diagnoseerbaar met huidige siftingsanalises. GC-MS en LC-MSMS is
twee tegnieke wat relatief vinnig, goedkoop, sensitief en selektief is. Molekulére
metodes word slegs as stawende bewyse vir 'n siftingsdiagnose gebruik, maar

slegs indien die mutasie bekend is vir die betrokke populasiegroep.

Indien diagnose van 'n heterosigoot op 'n vinnig en relatief goedkoop wyse
gedoen kan word, net soos vir homosigote, kan vroegtydige berading en
behandeling verskaf word. 'n Heterosigoot presenteer nie hoé biomerker
konsentrasies soos ‘n homosigoot nie, maar ensiemaktiwiteit is verlaag ten
opsigte van normaal. 'n Geringe mate van biomerker akkumulasie kan dus

voorkom.

Huidige intrepretasie van siftingsanalises by die Laboratorium vir Aangebore
Metaboliese Defekte (Skool vir Biochemie, Potchefstroomkampus van die
Noordwes-Universiteit) vind plaas deur die verhoudings van die substraat tot die
produk in ag te neem vir 'n betrokke ensiem. As geen defek teenwoordig is nie,
sal die verhouding stoichiometries ('n massa verhouding tussen reaktante en
produkte) normaal voorkom. ’'n Defek sal dus die verhouding versteur. 'n
Metabolomikabenadering is voorgestel waar die somtotaal van die biomerkers
(primére en sekondére metaboliete) bereken word, asook verskillende
asielkarnitienverhoudings.

Die doel van die studie is om metabolomika toce te pas op aangebore

mitochondriale B-oksidasie defekte om moontlike heterosigote te identifiseer ap



metabolietvlak. 'n Sekondére doel is om te bepaal wat die effek van
karnitienbelading is op die metaboliete betrokke by mitochondriale §-oksidasie
van 25 proefpersone deur van dieselfde metabolomika toepassing gebruik te
maak.

Uriene van 25 proefpersone is verkry. Siftingsanalises is op die uriene gedoen
s00s vir verwysde kiiniese gevalle. Onlangse pasiénte en hulle ouers (waar

moontlik) se uriene is ook verkry.

Mitochondriale B-oksidasie is die teiken van die studie. Die eerste en
belangrikste rede is reeds in die eerste paragraaf van die hoofstuk genoem: Die
omvang en aard van die defek is ernstig. Verder is die metaboliese weg en sy
metaboliete bekend en kan relatief onafhanklik van ander metaboliese weé

uitgesonder word vir die studie.
Hoofstuk 2 is 'n literatuurstudie wat handel oor die metaboloom, metabolomika
en algemene agtergrondteorie cor mitochondriale B-oksidasie en geassosieerde

aangebore defekte van die metabolisme.

Hoofstuk 3 is 'n gedetailleerde uiteensetting van die metabolomika gebaseerde

benaderings wat gebruik is vir die studie.

Hoofstuk 4 bevat die materiaal en metodes wat vir die projek gebruik is en

Hoofstukke & en 6 is die weergee van resultate en die bespreking van die studie.

Hoofstuk 7 ts 'n finale gevolgtrekking oor die resultate verkry uit die studie.




HOOFSTUK 2
LITERATUUROORSIG

2.1 Inleiding

Metabolisme is per definisie die somtotaal van alle chemiese prosesse wat
plaasvind binne 'n grganisme en elke chemiese proses word deur 'n ensiem
gekataliseer.

Metaboliese weé is tradisioneel beskou as ‘n liniére chemiese
omskakelingsproses waar elke ensiem afsonderlik en individueel 'n spesifieke
substraat kataliseer. Die hedendaagse siening in proteomika is dat ensieme 'n
substraat of substrate nie individueel katatiseer nie, maar dat hulle substrate as
ensiemnetwerke kataliseer. Ensiemnetwerke (net soos individuele ensieme) is
afhanklik van die omringende fisiologiese en genotipiese omgewing wat 'n
invioed uitoefen op die driedimensionele konformasie van die ensiemnetwerk
(Cravatt et al., 2004).

Tydens abnormale metabolisme, hetsy dit weens 'n aangebore defek of ander
oorsake is, kan ensieme alternatiewe substrate kataliseer. Metaboliete kan dus
saamgegroepeer word vir substraattoekenning in die ensiemnetwerk. Die
saamgroepering van metaboliete vir toekenning aan 'n gegewe ensiemnetwerk
word metabolomika gencem. Hierdie tipe benadering het die potensiaal om 'n
beter verklaring te gee vir die heterogene fenotipiese manifestasies van

aangebore defekte van metabolisme.

‘n Beter begrip van fenctipiese manifestasie en die verband daarvan met die
genotipe, kan verbeterde kliniese diagnose van aangebore defekte van
metabolisme tot gevolg hé. Gevolglik kan die diagnoses vroeér geskied en
vroegtydige terapeutiese intervensie kan plaasvind.



Defekte van mitochondriale vetsuur -oksidasie is ‘n groep ernstige en potensieel
dodelike defekte. Daar is ‘n hoé heterogeniteit in simptome wat veroorsaak dat
die diagnose en onderlinge onderskeid tussen die mitochondriale defekte nie
altyd duidelik is nie. 'n Gepaste metabolomika benadering kan derhaiwe bydra
tot 'n alternatiewe benadering om milde vorme van aangebore mitochondriale
defekte op te spoor.

2.2 Die metaboloom en metabolomika in biochemie

Transcription &
Translation
- 3

D Disease -

E rvironment

Mutation
\ P

Digt ————— SM)

Metabolome

Genome Pioteome

Figuur 1: Die metaboloom verwantskap. SM! staan vir ‘Small Molecule in-
ventory (http:/iwww_esainc.com/Metabolomics/metabolomics.htm).

Die doel van die genoomprojek was om vas te stel hoeveel gene daar in die
genoom is. Die aantal gene en hulle lokus op die genoom is vasgestel. Die
oorgrote meerderheid van die gene se funksies is nog nie vasgestel nie. Die
klem het nou verskuif na die opkiaring van die proteiene waarvoor die gene



kodeer en wat die effek daarvan op die metabolisme en selseintransduksie is
(Ghassemian et al., 2005).

Die ‘omika’ (geheelbeeld / holistiese beeld) benaderingswyses (figuur 1) is
ontwikkel om die biochemiese funksie van die genoom op te klaar.
Transkriptoom (die geheelbeeld van DNA transkripte, dit wil s&. RNA) het 'n 1:1
verhouding met die genoom, dit wil s& 'n geen kodeer vir 'n transkrip. Die
proteoom {die geheelbeeld van alle protefene wat natuurlik voor gekodeer word
in 'n organisme), is meer kompleks vanweé faktore soos post translasionele
modifikasie. Die proteien se finale biochemiese rol is die bepalende faktor om
vas te stel hoeveel proteiene verwant is aan een transkrip (byvoorbeeld, die

globienfamilie).

Genomika en proteomika, die studie van die gencom en proteoom
onderskeidelik (figuur 1), het dit tot dusver moontlik gemaak om die koppeling
van geenuitdrukking tot translasieviak te identifiseer. Dit het egter nie
genoegsame inligting verskaf oor die biochemiese rol en onderlinge verband

tussen die ‘omikas’ nie.

Met metabolomika word daar gepoog om 'n beter begrip te verkry oor die
fenotipiese manifestasies, wat gepaardgaan met geenuitdrukking en hoe so 'n
verandering op metaboliese viak die genotipe kan beinviced (figuur 1). Die
metaboloom is heterogeen in fisies-chemiese eienskappe sowel as struktuur. Dit
bemoeilik 'n direkte koppeling met proteien- en geenviak. Die gencom beinvioed
die proteoom. Die metaboloom word deur beide die bogenoemde ‘omikas’

beinvioed en het 'n negatiewe terugkoppelingseffek (figuur 1).
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2.3 Die metaboloom

Net soos die genoom die somtotaal is van alle gene (koderend en nie~koderend),
is die metaboloom die somtotaal van alle metaboliete wat deelneem aan
fisiologiese prosesse. Die volgende paar paragrawe gee die definisie en

toepaslike teorie oor die metaboloom.

2.3.1 Definisie van die metahoioom

Die metaboloom is die somtotaal van alle metabcliete wat in 'n organisme

aangetref word. Dit is wuniek vir 'n organisme in

n spesifieke
ontwikkelingsstadium onder 'n gegewe fisiologiese toestand. Die metaboloom is
nie staties nie en verander soos die genoom, franskriptoom en proteoom
verander en het ‘n terugkoppeling wat deur endogene of eksogene faktore
beinvioed kan word (Berden et al., 2000; Bennet et al., 2002; Beecher, 2005).

Vanuit die definisie is dit duidelik dat die metaboloom 'n verteenwoordigende
beeld van allte relatiewe lae molekulére massa molekules is, wat betrokke is by
die totale metabolisme van 'n organisme. Anders gestel, die metaboloom is die
totale klein molekulére kompliment van 'n organisme, byvoorbeeld die ‘Small
Molecule Inventory’ {figuur 1).

2.3.2 Vereistes vir 'n molekuul om deel van die metaboloom te weas
Die metaboloom is die totale versameling van relatiewe lae molekulére massa
molekules wat betrokke is by metabolisme. Daarom kan daar verwarring

ontstaan oor die vereistes van 'n molekule om by die metaboloom ingesluit te

word.
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Eenvoudige organismes soos S. cerevisiae het ongeveer 600 metaboliete en
meer as 6000 proteien koderende gene (Berden et al,, 2000). In die diereryk is
daar ongeveer 40 000 unieke metaboliete geidentifiseer (Barret, 2003) en
ongeveer 100 000 metaboliete in die planteryk (Feihn et al., 2004). Derhalwe
moet daar vereistes wees waaraan 'n metaboliet moet voldoen, sodat dit as deel
van 'n spesifieke organisme se metaboloom beskou kan word. Hierdie vereistes

moet die volgende faktore in ag neem (Beecher, 2004):

i. Ensieme, proteiene, peptiede, DNA en RNA is nie deel van die
metaboloom nie. Hierdie makromolekules se afbraakprodukte ondergaan
wel metabolisme en word daarom ingesluit in die metaboloom.

ii. Strukturele en polimeriese makromoiekules wat nie chemies aktief is nie,
is ook nie deel van die metaboloom nie. Die betrokke afbraakprodukte
word wel in die metaboloom ingesluit.

iii. Xenobiotiese metaboliete word gewooniik nie by die metaboloom ingesiuit
nie.

iv.  Nutriénte wat noodsaaklik is vir korrekte metaboliese- en fisiologiese

werking vorm deel van die metaboloom.

2.3.3 Eienskappe van die metaboloom en faktore wat die metaboloom
beinvioed

DNA en RNA is saamgestel uit verskillende kombinasies van 4 basispare. Die
basispare van DNA en RNA kan met identiese analitiese tegnieke geidentifiseer
en gekwantifiseer word. Daar is dus ‘n redelike goeie behoud van fisies-
chemiese- en strukturele verwaniskap. Proteiene is saamgestel uit 20/21
aminosure. Elke aminosuur deel strukturele en fisies-chemiese soortgelyke
funksionele groepe, naamilik die -COOH groep en die -NH, groep. Aminostire is
struktureel homoloog en daar kan 'n univorme analitiese tegniek gebruik word

om hulle te identifiseer en te kwantifiseer.
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Metaboliete is baie heterogeen in struktuur, fisies-chemiese eienskappe en
massa. Metaboliete moet heterogeen wees sodat fisiologiese prosesse korrek
kan funksioneer. Elke metaboliet het sy eie unieke funksionele biochemiese rol.
Daar is tans geen universele analitiese tegniek waarmee alle moontiike
metaboliete met dieselfde metode geidentifiseer en gekwantifiseer kan word nie.
Die heterogeniteit van metaboliete is noodsaaklik vir die korrekte funksionering
van alle fisiologiese prosesse, waar elke metaboliet sy eie funksionele

biochemiese rol het.

Dit is dus baie duidelik dat die studie van die metaboloom baie meer kompleks

en omvangryk is.

2.3.3.1 Algemene faktore wat die metaboloom beinvioed

Die metaboloom verander voortdurend, soos wat die metabolisme voortdurend
verander. Hierdie verandering staan as die metaboliese flux bekend. Die
geringste verandering in die fisiologiese- of omgewingstoestand van 'n
organisme (hetsy as gevolg van endogene of eksogene faktore (figuur 1)) sal
daarom die metaboloom direk of indirek beinvioed.

Geenregulering is 'n endogene faktor wat 'n merkbare rol speel in die
verandering van die metaboloom.  Enige verandering in geenstabiliteit
(byvoorbeeld, mutasie) of geenekspressie (byvoorbeeld, oorekspressie,
onderdrukking van ekspressie of foutiewe translasie) sal weerspie&l word op
metaboliese viak (figuur 1). Post-translasionele modiftkasie is 'n verdere
voorbeeld van 'n endogene faktor. Indien 'n spiytingsensiem foutief is en post-
translasionele modifikasie van 'n proteien verkeerdelik plaasvind, kan die
proteien nie sy biochemiese ro} vervul nie. Indien die proteien dan 'n kataboliese
ensiem is, sal katabolisme nie korrek plaasvind nie.
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'n Verandering in die fisiologiese toestand van 'n organisme het 'n meer ge-
amplifiseerde effek op metabolietviakke as op die transkripsionete- of
transiasioneleviak (Berden et al., 2000; Goodacre, 2004; Dunn et al., 2004,
Beecher, 2004; Heijnen et al., 2005). Metaboliete is die stroomafprodukte van
die koderende gene en kan daarom dien as biomerkers van 'n geen se
funksionele status. Metaboliete kan ook optree as terugkoppelings- of
stroomopbeheerders van geenekspressie (Heijnin et al.,, 2005).

Eksogene faktore is alle fakiore wat van buite die organisme se ‘liggaam’ is.
Omgewingstoestande (UV-bestraling, besoedeling, ens.) en dieet is tipiese
voorbeelde. Indien 'n persoon baie in die son is, sal meer melanienpigment vorm
om teen sonbrand te beskerm. Dit is 'n tipiese voorbeeld van metaboliese vioed

in reaksie op 'n eksogene faklor.

'n Ander eksogene faktor is 'n persoon wat 'n kataboliese ensiemdefek het, waar
simptome slegs manifesteer as 'n gegewe voedingstof ingeneem word, wat nie
deur die betrokke kataboliese ensiem gekataliseer kan word nie. Dus is dieet

ook 'n eksogene faktor wat 'n rol kan speel op die metaboloom (figuur 1).

2.3.3.2 Ensieme en redes waarom metabolisme vanuit 'n ander oogpunt
bestudeer behoort te word

Metabolisme is tradisioneel beskou as 'n liniére proses (Figuur 2, links) waar 'n
ensiem ‘n substraat kataliseer om 'n produk te word wat op sy beurt weer as
substraat optree vir 'n ander ensiem. In die verlede is eksperimente in vifro
gedoen om te bepaal vir watter substraat is 'n betrokke ensiem spesifiek (Cravatt
et al 2006a; Cravatt et al.,, 2005b). Ongelukkig word daar fundamentele
biochemiese en fisiclogiese beginsels buite rekening gelaat met hierdie
eksperimentele benadering.
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Post-translasionele modifikasie van proteiene geskied nie noodwendig direk na
translasie nie en die post-transiasionele modifkasie kan afhanklik wees van
verskeie fisiologiese faktore waaraan die ensiem moet voldoen voor dit kan
plaasvind. Die biochemiese funksie van die ensiem is die bepalende faktor van
watter tipe post-translasionele modifikasie gaan plaavind. Post-translasionele
modifikasie kan nie volledig in vitro plaasvind nie en dus kan ensiemaktiwiteit en

substraatvoorkeur beinvioed word.

In die immunoglobien-famitie kan gesien word dat die hoofstruktuur soortgelyk is
vir al die protelene voor post-transiasionele modifikasie. Die verskil kom slegs in
tydens die post-translasionele modifikasie. Elke individuele immunoglobien het
'n spesifieke immunologiese funksie. As dit egter nodig sou wees, kan die
verskillende immunoglobiene se funksies oorvleuel om gapings wat ontstaan in
biochemiese funksionailteit, te vul. Dieselfde geld vir ensieme, dit wil sé&, indien
een ensiem nie sy biochemiese funksie kan vervul nie, sal ander ensieme

kompenseer om metabolisme so normaal moontlik te laat verloop.

Dit is 'n feit dat ensieme /n vitro anders funksioneer as in vivo. In vitro is ensiem
geisoleerde stelsels waar daar geen interaksie met ander metaboliese weé is
nie. Ook word slegs gekyk na watter substrate chemiese omskakeling
ondergaan. Ensieme kompeteer in vivo vir substrate en kan mekaar stimuleer of
inhibeer. Hulle funskioneer dus nie as individuele katalitiese entiteite nie; eerder
as katalitiese netwerke (Cravatt et al., 2004; Fridman et a/., 2005; Barret, 2005;
Cravatt et al., 2005a; Cravatt et af., 2005b).

Ensiemnetwerke (figuur 2, regs) is ondersteunend of koderend ten opsigte van
die onderlinge ensieme wat betrokke is by ‘'n netwerk. Elke ensiem het ‘n eie
unieke pH, temperatuur en veranderlike fisiologiese toestand waarby dit optimaal
sal funksioneer. Verskeie ensieme kompeteer vir substrate en op enige gegewe
oomblik kan een betrokke subsiraat 'n heterogene versameling produkte lewer,
as gevolg van die onderlinge ensiemnetwerke (Cravatt ef al., 2005a; Cravatt et
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al., 2005b). Prateomika het eksperimenteel bewys dat ensieme wat befrokke by
'n gemeenskaplike metaboliese weg is, waar die ensieme in iniére’
opeenvolging die onderlinge substrate en produkte kataliseer; 'n positiewe ko-
ekspressie op transkripsionele en translasionele viak kan ondergaan (Cravatt et
al., 2005a; Cravatt et al., 2005b:; Church et al., 2005).

Die koderende geen of gene van 'n ensiem wat stroomop is in 'n metaboliese
weg, se ekspressie bevorder die ekspressie van gene wat kodeer vir ensieme
stroomaf in daardie metaboliese weg (Church et al., 2005). Dit kan moontlik
verklaar waarom sekere defekte, waar die ensiem vroeg in die metaboliese weg
voorkom, 'n algehele inhibisie van die metaboliese weg tot gevolg het. Al is daar
genoegsame substraat beskikbaar vanaf alternatiewe metaboliese weé vir die
fatere ensieme in die betrokke metaboliese weg, funksioneer hierdie ensieme

nie.

Biochemici en molekulére bioloé het op die huidige stadium nie genoegsame
kennis van sellulére biologie om voldoende verduideliking te verskaf vir 'n
metaboliese weg en sy toegekende ensieme en verwante substrate nie. 'n
Ensiem het 'n groter affiniteit vir een spesifieke tipe substraat en 'n laer affiniteit
in vir 'n ander tipe substraat, maar 'n verandering in die fisiologiese milieu van 'n
ensiem kan die ensiem se affiniteit vir 'n tipe subtraat verander (Berden et al.,
2000; Cravatt et af., 2004; Hoefsloot et al., 2005).

Op 'n soorigelyke wyse kan die verandering in die fisiologiese milieu van 'n
metaboiiet die molekuul se fisies-chemiese eienskappe verander. Indien die
omgewing (waarin die metaboliet voorkom) se pH daal, kan die metaboliet se
struktuur verander (bv. 'n =O wat ‘'n —~OH word). Die ensiem het dan waarskynlik
n baie laer of hoér affiniteit vir die veranderde substraat wat die metaholiese
vioed sal verander en derhalwe ook die metaboloom.
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Liniariteit van 'n betrokke metaboliese weg moet dus eerder gesien word as 'n
weg van voorkeur vir 'n substraat waar die betrokke ensieme 'n hoé affiniteit het
vir die opeenvolgende substrate en produkte. 'n Metaboliese weg word dus
slegs 'n weg van voorkeur vir ensiemreaksies vir struktureel verwante

metaboliete onder ideale fisiologiese toestande (Rajasimha, 2004).

Na aanleiding van die vorige paragrawe is dit duidelik dat die tradisionele
benadering van metabolisme moet verander, aangesien ensieme as n
biochemiese eenheid funksioneer. Verder behoort in gedagte gehou te word dat
metabolisme 'n allesomvattende fisiologiese proses is en dat 'n klein
veranderinkie in een deel van die metaboloom weerspieél sal word in alle dele

van die metaboioom.

2.4 Aangebore defekte van metabolisme en die metaboloom

Die oorsaak van aangebore defekte van metabolisme is tradisioneel beskou as 'n
puntmutasie in die koderende geen of gene vir 'n ensiem. Verder is dit moontlik
dat aangebore defekie ook die gevolg kan wees van puntmutasies of geen
delesies in koderende gene vir transkripsie faktore of RNA-polimerase, foutiewe
transiasie of selfs die onvermoé van 'n epsiem om aan sy betrokke ko-faktor te
bind (figuur 2, regs).

Homosigote het 'n defek op albei allele van die geen of gene wat kodeer vir 'n
ensiem. Die ensiem het in die meeste gevalle ‘n verlaagde aktiwiteit. Die
onvermoeé van die ensiem om sy betrokke subsiraat te kataboliseer, iei tot die
opeenhoping van die substraat sodat sekondére of alternatiewe metaboliese weé
geaktiveer moet word om die gevaar van toksisiteit te vermy.
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Normale Metabolisme Abnormale Metabolisme

DNA DNA ?
?
Transkripsie Franskripsie
14 Y
?
Translasie 1 Translasie

v

Y
Ensiem 1 Ensiem 2 Ensiem 1 En;iéa{ 2

A —»B » A *»B 77 gt

D D
Figuur 2: Die verband tussen metaboliete, transkripte en gene (A, B en C is normale

primére metaboliete; D is alternatiewe sekondére metaboliete wat kan vorm;

? stel 'n enbekende fout voor).

Ensiemnetwerke wat by detoksifisering betrokke is, word in die meerderheid van
gevalle van aangebore defekte oorweldig, sodat fenotipiese manifestasie van die
defekte ensiem plaasvind. Die verandering in die metabolisme is as gevolg van
die akkumulasie van metaboliete en hierdie akkumuleerde metaboliete word as
biomerkers gebruik. Die biomerkers is uniek en is 'n goeie aanduiding van waar

in die metaboliese weq die defek is.

Metaboliese sifting word verkieslik op uriene gedoen, omdat dit 'n nie-
indringende metode is om biologiese materiaal te versamet. Dit is ook maklik
bekombaar en die biomerkers vir die oorgrote meerderheid van aangebore
defekte, word in meetbare hoeveethede in uriene aangetref en vergemaklik

diagnose.
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Hierdie benadering was tot dusver suksesvol vir die identifikasie en diagnose van
homosigote. Heterosigote aan die ander kant, kan nie met die tradisionele
benadering geidentifiseer of gediagnoseer word nie. Daar is gewoonlik
genoegsame ensiemakliwiteit om die metabolisme so na aan normaal te laat
plaasvind. Die gevolg is dat die metabolietprofiel normaal voorkom en wat die
diagnose van die heterosigote feitlik onmoontlik maak. Verder het die pasiénte
geen tot baie milde simptome van aangebore defekte van metabolisme. Om
hierdie probleem te oorkom, moet duur, tydsame molekulére metodes gebruik

word om positief te kan vasstel of 'n pasiént 'n heterosigoot is of nie.

Hierdie probleem kan moontlik oorkom word deur die identifikasie en
diagnostiese benadering te verskuif van individuele biomerkers na 'n
geheelbeeld van metaboliete, dit wil s&, om 'n metaboloomprofie! saam te stel
wat uniek vir 'n gegewe aangebore defek is. Dit verhoog die potensiaal vir meer

sensitiewe en meer selekiiewe diagnose van defekte.

Heterosigote in 'n spesifieke defek vertoon 'n afname in die ensiemaktiwiteit wat
by daardie defek voorkom. Daar kan dus 'n mate van metabolietakkumulasie
wees, maar nie genoegsaam om simptome te presenteer nie. Die geringe mate
van akkumulasie behoort sigbaar te wees in die metaboloom omdat die

metabolisme nie heeltemal normaal verioop nie.

‘n Outosomaal resessief aangebore defek van metabolisme, waarvoor daar al
geruime tyd siftingsanalises gedoen word, vir beide heterosigotiese en
homosigotiese pasiénte, is sistiese fibrose (Inal ef al., 2000; Grody et al., 2004).
Die siftingsanalise spoor slegs homosigotiese pasiénte op. Heterosigotiese
pasiénte kan slegs met behulp van molekulére tegnieke opgespoor word. Indien
heterosigotiese pasiénte opgespoor kon word, kan genetiese konsultasie verskaf
word (Grody et al., 2004). Vroegtydige behandeling kan dus plaasvind en
sodoende lewenskwaliteit verbeter (Inal et al., 2000; Grody et al., 2004).
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Soos afgelei vanuit die vorige paragraaf, sal dit 'n groot impak hé indien
heterosigotiese pasiénte van aangebore defekte van vetsuurkatabolisme deur
middel van siftingsanalises opgespoor kan word. Indien dit moontlik sou wees
om heterosigote op te spoor met siftingsanalises, kan daar vroegtydige

terapeutiese intervensie plaasvind.

Quers wat heterosigote is, kan  vroegtydig voorkomende- en
behandelingstrategieé beplan en toepas as hulle ‘n homosigotiese kind kry.
Kinders wat met 'n aangebore defek gebore word, word tetkemale eers
gediagnoseer nadat die siekte die eerste keer presenteer. In sommige gevalle
sterf daardie kind. Die moontlikheid bestaan dat meerdere kinders wat in
dieselfde gesin gebore word, ook kan sterf aan dieselfde defek, wat erg is vir so
'n gesin. Die emosionele impak kan dus cok beperk word deur vroegtydige
heterosigootdiagnose. Vroegtydige heterosigootdeteksie kan potensieel lewens
red en algehele lewenskwaliteit verbeter.

In die geval van homosigote wat aan verskillende aangebore defekte van
metabolisme ly (maar homogene simptome toon), kan die metaboloom dit
moontlik maak om hulle beier van mekaar te onderskei. Behandeling kan meer
spesifiek saamgestel word. Meer spesifieke behandeling kan die lewenskwaliteit
verbeter aangesien beter hersiel, die kanse op ocorlewing verhoog.

2.5 Metabolomika

Metabolomika is die mees komplekse afdeling van die nuwe ‘omika’ benaderings
in biochemie, want dit behels die metaboloom. Die metaboloom is baie
kompleks en heterogeen en dit maak die studie daarvan baie kompleks.
Verskeie onderafdelings van metabolomika benader die probleme wat die

metabotoom vanuit verskillende perspektiewe skep. In die volgende paar
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paragrawe word die aandag gevestig op metabolomika en sy onderafdelings

sowel as relevante teorie wat betrokke is.

Metabolomika het baie potensiaal, veral vir kliniese diagnostiek (L J Mienie,
2005, persoonlike gesprek):

i. Gewasse kan vroeér opgespoor word deur middel van verfynde analises.
Homovanilien is 'n  biomerker vir neuroblastoom. Roetine
laboratoriumanalises kan homovanilien as metaboliet opgespoor, lank voor
die gewas met konvensionele mediese metodes opgespoor word. N
Geheslbeeld van die metaboloom sal dus moontlike gewasmetaboliete
vroegtydig opspoor. Berading en behandeling kan vroegtydig verskaf word.

i.  Nuwe metaboliese weé of nuwe variasies op reeds bekende metaboliese
weé kan ontdek word. Verder kan metaboliete ontdek word en identifiseer
word wat diagnosties betekenisvol kan wees.

iii. Milde vorme van reeds bekende aangebore defekte kan ontdek word en
derhalwe gediagnoseer word.

iv. Dit kan moontlik wees om defekte in anabolisme te identifiseer.
Anaboliese defekte word moeilik gediagnoseer, want in teenstelling met
katabolisme, is daar geen produkie wat in die uriene of bloed voorkom nie.
Foutiewe anaboliese ensieme kataliseer nie die reaksie nie en die

molekules van die anaboliese weg akkumuteer nrie.

2.5.1 Definisie van metabolomika

Metabolomika sluit alle tegnieke en benaderingswyses in wat gebruik kan word
om die metaboloom wat geld vir 'n spesifieke fisiologiese toestand of
ontwikkelingsfase van 'n organisme op te spoor. 'n Dinamiese, verstaanbare
beeld van die metaboloom moet weergegee kan word. Geen metaboliet, wat eie
aan die organisme is, mag weggelaat word nie. Om dit te bereik, moet tegnieke

se selekliwiteit en sensitiwiteit so hoog moontlik wees dat dit voldoen aan die
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vermelde vereistes (Fiehn et al, 2002, Alvarez-Vasquez et al., 2004, Beecher,
2004; Davis et al., 2004).

Dit is duidelik dat daar vereistes is om metabolomika korrek toe te pas (Fiehn et
al., 2002; Alvarez-Vasquez et al., 2004; Beecher, 2004; Davis et al., 2004).
Huidige tegnolagie kan nie daaraan voldoen nie, omdat hedendaagse analitiese
metodes slegs ‘n statiese beeld van die metaboloom kan verskaf en evalueer.
Met 'n statiese beeld word bedoel dat slegs 'n oombliklike beeld verkry word van
die metabolisme. Geen verdere veranderings vind in die metabolisme plaas nie,
bv. in 'n urienmonster sal daar geen ensieme wees wat metaboliete kataliseer

nie. Die enigste invioed kan deur bakteriéle kontaminasie dan plaasvind.

In statiese toestande word alle metabotliese prosesse, eie aan die organisime wat
in die studie gebruik word, gestop en sodoende word metaboliese flux ook
gestop. Die toepaslike analitiese tegniek word dan in vitro of in sifico gebruik,;
met ander woorde, die bepaling word op 'n spesifieke tyd in die metaboliese
vioed gemaak. Dinamiese toestande is aan die ander kant die kontinue
evaluenng van die metaholoom in vivo en hoe die metaboliese vioed verander,

soos fisiologiese toestande verander.

As daar gewerk word met dinamiese- en statiese toestande, moet in gedagte
gehou word dat die metaboloom korrek weergegee moet word en dat die tegniek
of benaderingswyse nie die metaboliese vioed op enige manier mag beinviced
nie.

2.5.2 Onderafdelings van metabolomika

Metabolomika is die versamelnaam vir 'n groep verwante benaderingswyses en
tegnieke wat gebruik word om die metaboloom te beskryf. Elke tegniek het sy
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eie voordele en nadele, asook spesifiecke toepassings. In die volgende

paragrawe sal die hoofonderafdelings van metabolomika bespreek word.

2.5.2.1 Metaboliet Teikenanalises

n hierdie geval word ‘n vooraf gedefinieerde individuele metaboliet of
metaboliete, wat betrokke is by 'n spesifieke metaboliese reaksie, ondersoek.
Die benaderinsgwyse is kwalitatief en kwantitatief. Uitgebreide
monstervoorbereiding en metabolietskeiding vind plaas. Lae bepalingsgrense vir
die betrokke metaboliete is nodig om bruikbare data te genereer (Fiehn et al,,
2002; Beecher, 2004; Barret, 2005). Chromatografiese skeiding, gevolg deur 'n
sensitiewe bepaling deur middel van massaspektrometrie of UV metodes, word
gebruik vir metabolietanalises. Toepassings van die benaderingswyse sal tipies
wees om substraatspesifisiteit van 'n betrokke ensiem of ensiemnetwerk le
bepaal (Barret, 2005).

2.5.2.2 Metaboliese beeldskepping

Hierdie benaderingswyse behels die identifikasie en kwantifikasie van 'n aantal
vooraf gedefinieerde metaboliete wat by 'n spesifieke metaboliese weg betrokke
is. Monster voorbereiding behels die isolering en ekstraksie van die metaboliete
sodat iooninterferensie tydens deteksie verminder (Fiehn et al., 2002; Barret,
2005).

Skeiding van metaboliete is deur middel van gaschromatografie gedoen en
deteksie vind plaas deur middel van massaspekirometrie. Sensitiwiteit moet dus
baie hoog wees vir die korrekte skeiding en kwantifisering van die metaboliete
(Beecher, 2004).
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Die effekte van medikasie op 'n spesifieke metaboliese weg of seifs die effekte
van ’n siektetoestand daarop kan met behulp van dié tipe benadering ondersoek
word. Die funksionele opklaring van metaboliete en die metaboliete se
verbintenis tot 'n metaboliese weg, kan so opgeklaar word en staan bekend as

die sogenaamde funksionele metaboliase sifting (Dunn et al., 2005).

2.5.2.3 Metabonomika

Metabonomika is 'n term wat algemeen verwar word met metabolomika.
Metabolomika is die onbevooroordeelde studie van die somtotaal van alle
metaboliete in 'n betrokke metaboliese weg. Mefabonomika verskil in dié opsig
dat dit die onbevooroordeelde evaluering van endogene metaboliete in 'n
spesifieke weefsel of biologiese vioeistof behels. Metabonomika is dus 'n
onderafdeling van metabolomika (Beecher, 2004; Goodacre, 2004).

Die tegnieke wat gebruik word, wissel van chromatografiese- tot elektroforetiese
metodes om metaboliete te skei en verskeie metodes van deteksie
{massaspekirometrie, UV, ens.}. 'n Algehele beeld op 'n spesifieke tyd word
verkry (Goodacre, 2004).

Die benadering ondersoek hoe metaboliese flux verander vir spesifiecke kondisies
of vir veranderinge in die organisme - byvoorbeeld hoe die statiese metaboliese
profiele van 'n pasiént voor en na 'n behandeling lyk. In dié geval sal 'n statiese
metaboliese beeld verkry word, deur die neem van 'n bloed- of urienmonster op
die betrokke tydstip.
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2.5.2.4. Globale Metaboliese Beeldskepping

Dit is 'n vinnige, hoé deursetlingsbenadering waarmee ‘n globale beeld van 'n
monster verkry word van 'n biologiese monster vir algehele klassifikasie. Geen
identifisering of kwantifisering van metaboliete plaas nie. Slegs 'n kwalitatiewe
patroon van die biologiese status op 'n gegewe tyd word verkry en dit word
vergelyk met soortgelyke patrone wat op ander fye waar die biologiese status
verskil verkry (Beecher, 2004; Goodacre, 2004).

KMR (Kern Magnetiese Resonans) tegnologie word gebruik en monster
voorbereiding is eenvoudig en vinnig. Geen chromatografiese skeiding is nodig
nie. Resultate word vinnig gegenereer. Die tegniek is egter nie so sensitief of
selektief nie. Die patroon wat verkry word, word gewoontik voorgestel op 'n 3D-
grafiese stelsel. Hoogs gespesialiseerde rekenaarstelsels is nodig om die
onderskeie patrone te vergelyk (Kell, 2004; Charlton et al., 2005).

Hierdie metode kan uitgesproke veranderings in metabolietkonsentrasies
opspoor. Dus is kliniese diagnose van siektes met robuuste metaboliese

afwykings 'n goele toepassing hiervan.

2.5.3 Tekortkominge van metabolomika

Metabolomika is nie sonder tekortkominge nie, maar goeie kompensasie word
deur die benaderings gegee.

Metabolomika-verwante tegnieke genereer groot hoeveelhede data en dit is
problematies om die data sinvol, akkuraat en korrek te analiseer. Tans is daar
verskeie universiteite en maatskappye regoor die wéreld wat besig om rekenaar
gebaseerde stelsels te ontwikkel om die probleem op te los.

25



'n Verdere probleem is die feit dat daar nie 'n direkte liniére Korrelasie is tussen
die metaboloom en sy voorloper ‘omikas’ nie. Qor die algemeen het 'n
organisme ook meer proteien koderende gene as metaboliete. Hierdie twee

¥

probleme word op verskeie maniere opgelos. Elke groep wat 'n
metabolomikastudie doen, het ‘n eie unieke benaderingswyse om die twee

probleme aan te spreek.

Die analise van biologiese weefsels of viceistowwe sal slegs 'n tlotale
metabolietbeeld gee, wat uniek is vir daardie tipe biologiese monster. Die
metaboloom van hartweefsel verskil byvoorbeeld drasties van die wat in uriene
verkry word. Gevolglik is dit nie moontlik om ‘n geheelbeeld te verkry van die

totale metaboloom van die organisme nie.

'n Voorbeeld wat die laaste twee paragrawe goed demonstreer, is 'n pasiént met
'n aangebore defek van metabolisme wat 'n a-simptomatiese episode het en
geen verhoogde teikenmetaboliete tydens die urienversameling toon nie. In
hierdie geval squ 'n lewer- of spierbiopsie waarskynlik 'n duideliker diagnose kon
lewer van die betrokke aangebore defek (Mienie 2005, persoonlike gesprek).

Huidige studies in metabolomika gee slegs 'n statiese, in vitro beeld van die
metaboloom. Dit is ook in die meeste gevalle siegs 'n kiein deeltjie van die totale
metaboloom. Mens moet in gedagte hou dat die metaboloom van comblik tot
oomblik verander en dat dit afhanklik is van endogene en eksogene faktore.

Per definisie is huidige studies dus nie werklike metabolomika nie, omdat dit nie
voldoen aan al die vereistes wat vir metabolomika gestel word nie. Huidige
benaderingswyses is dus 'n stap na 'n ware metabolomika. Ware metabolomika
sal 'n kontinue, dinamiese beeld van die metaboloom in vivo weerspieél en die
metaboliese flux akkuraat weergee. Indien dit moontlik kan wees om 'n detektor
te ontwikkel wat in vivo kontinue metings kan doen, soos om die metabolisme te

verander, sal dit die eerste ware metabolomika wees per streng definisie.
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2.6 Toegepaste metabolomika op mitochondriale vetsuur p-oksidasie

Hierdie studie poog om 'n toegepaste metabolomika benadering te gebruik om 'n
heterosigoot van ‘n aangebore defek van metabolisme op te spoor. Verder poog
dit om die effek van karnitienbelading op proefpersone se mitochondriale vetsuur
B-oksidasie te ondersoek. Laastens is die moontlike onderskeid van die

verskillende defekte op metabolietvlak 'n verdere doet.

2.6.1 Diagnose by plaaslike laboratorium

Uriene- en bloedmonsters van pasiénte met moontlike aangebore defekte van
metabolisme word deur medici na die Laboratorium vir Aangebore Metaboliese
Defekte (Skool vir Biochemie, Potchefstroomkampus, Noordwes-Universiteit)
gestuur. Die uriene word dan volgens toepaslike, gestandaardiseerde
prosedures (Standard Operating Procedures) voorberei en respektiewelik met
die GC-MS en LC-MSMS gespuit om organiese sure en asielkarnitiene te
analiseer. Interne standaarde word gebruik vir kwalitatiewe en semi-

kwantitatiewe bepaling van metaboliete in uriene.

Absolute kwantifisering word nie gedoen nie, aangesien dit tydsaam is en omdat
'n semi-kwantitatiewe metode voldoende is vir diagnose. Semi-kwantitatief
beteken dat die interne standaard wat gebruik word, van die begin van die
analise by die monster ingesluit word, sodat dit dieselfde proses as die

metaboliete in die monster ondergaan.

Die interne standaard ondergaan dan teoreties dieselfde persentasie ekstraksie
vanuit die oorspronklike monster as wat die onderskeie metaboliete ondergaan
het. Foute wat tydens monstervoorbereiding plaasgevind het, bly dus konstant.
Die metaboliete word verder relatief tot die interne standaard as

persentasievoorkoms uitgedruk. Indien merker metaboliete vir 'n spesifieke
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aangebore defek van metabolisme verhoog is bo normaalwaardes, is die

diagnose positief.

2.6.2 Vereistes vir 'n goeie metabolomika benadering

Enige benadering moet aan sekere vereistes voldoen en verskeie faktore moet in
ag geneem word. Vir metabolomikagerigte navorsing moet daar verseker word
dat (Fiehn, 2002):

i. Genoegsame biologiese weefsel of biologiese vioeistof beskikbaar is
indien dit nodig is om analises te herhaal.

ii. Manipulasie van die verkrygde materiaal (homogenisering, ekstraksie of
stoor van die weefsel) moet sodanig gedoen word dat geen belangrike
metaboliete veriore gaan nie.

iii. Monstervoorbereiding (derivatisering) vir analises op die betrokke
apparaat moet so gedoen word dat 'n verstaanbare beeld verskaf word van

al die belangrike metaboliete in die monster.

Daar moet in gedagte gehou word dat die metabolomikabenadering slegs
suksesvol sal wees as die benaderingswyse verstaanbaar, selektief en sensitief

is.

Die voigende moet ingedagte gehou word met die keuse van ‘n metaboliese
reaksie, metaboliese weg of sel/weefsel-metabolisme om 'n sinvolle
metabolomika benaderingswyse te ontwerp (Fiehn, 2002; Hoefsloot ef al.,
2004):

i, Kies 'n metaboliese netwerk waar 'n statiese beeld 'n verstaanbare

weergawe van die werklike gebeure weerspieél en waarvan die

stoichiometrie goed bekend is. Die metaboliese reaksies moet gestop kan

28




word sodra weefsel of vioeistof versamel is, sodat 'n korrekte metaboliese
beeld gegee kan word. Kennis van die stoichiometrie van 'n metaboliese
weg kan diagnose vergemaklik.

ii. Dit moet in gedagte gehou word dat elke proteien koderende (sowel as
nie-koderende) geen meer as een biochemiese funksie kan hé en dat gene
nie 'n baie ho& homologie het met kodering vir ensieme nie.

ili. Metaboliese weé wat eksperimenteel ontdek word, moet vergelykbaar
wees met gemeenskaplike metaboliete van reeds bekende metaboliese

weé.

Die wyse waarop mitochondriale B-oksidasie in die studie benader word, is 'n
oorvieueling van metaboliese beeldskepping en metabonomika. Daar word
gekyk na die metaboliete betrokke by die metabolisme en hoe aangebore

defekte van metabolisme die urienkonsentrasies van die metaboliete beinvioed.

2.6.3 Toepaslikheid van GC-MS en LC-MSMS as analitiese tegnieke vir

metabolomika

'n Biclogiese monster moet op so 'n wyse gesuiwer word, dat dit die deteksie van
metaboliete van belang nog steeds toelaat, terwyl enige ongewenste
onsuiwerhede verwyder moet word, sodat dit moontlike isomeeronderskeid
vergemaklik.

Indien geen chromatografiese skeiding sou plaasvind nie, veral by baie kru
biologiese monsters, kan daar verskeie probleme opduik. Die dstektor kan

beskadig word en ioononderdrukking kan piaasvind.
Tot dusver is daar in verskeie metabolomikabenaderings gebruik gemaak van

een of ander vorm van chromatografiese skeiding, gevolg deur deteksie. Die

deteksie (s in die oorgrote meerderheid van gevalle massaspektrometrie. GC-
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MS en LC-MSMS is baie goeie keuses vir die studie van metabolomika, maar
daar moet onthou word dat slegs 'n statiese metaboliese geheelbeeld verkry kan

word.
Elkeen van die bogenoemde tegnieke het wel hulle eie voor- en nadele.

Die GC-MS het die voordeel van relatief vinnige metabolietidentifikasie met baie
goeie resolusie, maar is minder sensitief ten opsigte van nie-viugtige, hoé
molekulére metaboliete. Verder vereis dit ekstensiewe monstervoorbereiding.
Die GC-MS het goeie sensitiwiteit en selektiwiteit waar konsentrasies van so laag
as 10"'°M kan opgespoor word (Clarke et al., 2003; Mienie 2005, persoonlike
gesprek).

Die LC-MSMS werk by laer temperature as die GC-MS en viugtigheid van 'n
biologiese monster is nie 'n voorvereiste vir deteksie nie. Monstervoorbereiding
is refatief vinnig maar metabolietidentifikasie is meer tydsaam. Verswakte
ionisasie vind plaas by sekere metaboliete, bv. isoprenoide en ko-fakiore en
verlaagde sensitiwiteit vir globale metabolietanalises is die gevolg. 'n Groter
massadeteksiespektrum kan geanaliseer word en laer metabolietkonsentrasies
van so laag as 107°M (Clarke et al., 2003; Fiehn et al., 2004; Erasmus 2005,

persoonlike gesprek) kan gemeet word.

Beide die GC-MS en LC-MSMS is geskik vir metabolomiese toepassings, maar
as gevolg van die verskille in hoe metaboliete geanaliseer word deur die twee
tegnieke en die onderlinge variasie in enige gegewe datastel, kan die datastelle
nie direk met mekaar vergelyk word nie. Die datastelle kan wel komplementér
ten opsigte van mekaar gebruik word.
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2.6.4 Redes vir die keuse van mitochondriale vetsuur p-oksidasie

Die ensieme wat by mitochondriale vetsuur p-oksidasie betrokke is, is reeds
geidentifiseer en goed gekarakteriseer. Die betrokke ensiemdefekte is ook goed

bestudeer en kan effektief behandel word.

Die metaboliete wat betrokke is by mitochondriale vetsuur p-oksidasie is almal
geidentifiseer en toegeken aan spesifieke ensieme en gevolglik ook die verwante
ensiemdefekte. Die betrokke metaboliese defekte het 'n hoé heterogeniteit in
presentering, maar kan goed onderskei word van ander aangebore defekte van
metabolisme, ten spyte van die feit dat die defekte, wat verwant is aan
mitochondriale -oksidasie, nie altyd so goed van mekaar onderskei kan word

nie.

2.7 Mitochondriale p-oksidasie van vetsure, verwante defekte, inhibeerders

en promotors

In die afgelope 30 jaar is daar ongeveer 22 verskillende defekte van
mitochondriale B-oksidasie geidentifiseer (Matern et al.,, 2005; Singh et al.,
2002). Die defekte is heterogeen in fenotipiese manifestasie en wissel van
hepatiese ensefalopatie , kardiomiopatie, perifére neuropatie, skielike dood en
swangerskap gekompliseerd deur lewervervetting (Blaskovics et al., 2005;
Matern ef al.,, 2005). Die betrokke defekte se voorkoms wissel van 1:8000 tot
1:100 000 geboortes en is verantwoordelik vir 5-8% van alie SIDS (Sudden Infant
Death Syndrome) voorvalle (Matern ef al., 2005).

Defekte van mitochondriale B-oksidasie kan wees as gevolg van 'n vroeé
terminasie van ‘n stopkodon; splytingsetelveranderings; klein kodon delesies of
inplasings in die oopleesraamwerk of sogenaamde mis-sense volgorde variasies
(Bross et al., 2004).
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Die metaboliese rol van mitochondriale f-oksidasie is die katabolisme van
vetsure (< C16) om asetiel-KoA aan die Krebssiklus te lewer, sodat
gereduseerde eiektrondraers of ketogenese vir die produksie van 3-OH-
bottersuur gevorm kan word. ’'n Defek in die betrokke katabolisme sal akute
versteurings veroorsaak in die globale energiemetabolisme (Matern et al., 2005).
Die aangebore defekte van metabolisme van mitochondriale p-oksidasie moet
dringend aandag geniet. Huidige analises van die defekte kan gewoonlik slegs
homosigote identifiseer en net tydens fenotipiese manifestasie (simptomatiese
episodes) van die defekte. Ongelukkig word uriene meestal verkry van

homosigotiese pasiénte tydens a-simptomatiese episodes.

Tydens 'n a-simptomatiese episode, verkeer die vetsuurkatabolisme nie onder
enige metaboliese druk nie en alternatiewe metabolismes kan kompenseer. Dus
word ‘normale’ metabolietkonsentrasies waargeneem en ‘n diagnose kan gemis

word, wat lewens kan kos (Blaskovics et al., 2005).

Behandeling vir die defekte is oor die algemeen koolhidraatsupplementering om
energieviakke  konstant te  hou en  hipoglisemie te  vermy.
Karntiensupplementering word ook verskaf om asielkarnitienkonjugering te
bevorder. Natriumbikarbonaat word verder as behandeling gebruik in die gevalle
waar asidose voorkom. Korrekte dieet is die mees suksesvolie vorm van
behandeling in die meeste gevalle van die betrokke defekte (Blaskovics et af.,
2005).
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Figuur 3: Mitochondriale §-oksidasie van vetsure

(http:/lwww.med.unibs.it/~marchesi/beta_ox.gif)

2.7.1 Aangebore defekte van vetsuurkatabolisme
In die volgende paar paragrawe sal geselekteerde defekte van

vetsuurkatabolisme kortliks bespreek word. Slegs defekte wat by die studie
ingesluit is, gaan bespreek word, nl. MCADD (Mediumketting-asiel-KoA-
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dehidrogenase Defek), LCADD (Langketting-asiei-KoA-dehidrogenase defek) en

Glutaarsuururie Tipe Il

Net in die geval van MCADD en Glutaarsuururie Tipe I, was uriene van
heterosigote en homosigote vanuit dieselfde gesin vir elke defek beskikbaar
gewees. In die geval van LCADD kon slegs uriene van 'n homosigotiese pasiént

verkry word.

2.7.1.1 MCADD {Mediumketting-asiel-KoA-dehidrogenase defek)

Internasionaal is die voorkoms van MCADD 1 in 12000 geboortes; 1 in 10000
geboortes in Europa en 1 in 9000 geboortes in die VSA (OMIM — MCAD, 2005).
MCADD is die mees algemene vetsuurkatabolismedefek onder die kaukasiese
bevolking. Dit kan presenteer van geboorte tot middeljare (Bros et al., 2004;
OMIM — MCAD, 2005). Vetsure van C6 tot C10 kettinglengte word

gekataboliseer.

Mense met MCADD kan met tye a-simptomaties wees en het dan weer episodes
van hipoketotiese hipoglisemie, létargie, braking en hepatiese koma (OMIM —
MCAD, 2005}). In die ergste gevalle kan pasiénte sterf. Laboratoriumtoetse kan
moontlike verhoogde dikarboksielsure van mediumketting lengte en
mediumketting asielkarnitiene aandui en heksanoielglisien is 'n baie goeie
merker metaboliet (Biaskovics et al., 2005, OMIM — MCAD, 2005). Verder kan
metaboliete, wat met w-oksidasie, o-1-oksidasie en peroksisomale oksidasie
geassosieer word, voorkom. 'n Baie akkurate diagnose moet gemaak word,
want die metaboliete kom ook by diabetiese ketoasidose (Blaskovics et al., 2005;
OMIM — MCAD, 20605) voor.
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2.7.1.2 LCADD {Langketting-asiel-KoA-dehidrogenase defek)

Die voorkoms van LCADD is grootliks onbekend. In Finland is dit 1 in 240
geboortes {OMIM — LCAD, 2005). LCADD se kliniese beeld stem baie ooreen
met dié¢ van MCADD, maar veral hart- en skeletspiere word aangetas. Die
kettinglengte strek van C12 tot C16. Daar is twee bekende vorme: die
neonatale vorm tas die hartspier aan en die volwasse vorm tas die skeletspiere
aan (OMIM —~ LCAD, 2005). Pasiénte is met tye a-simptomaties en het dan weer
episodes van hipoketotiese hipoglisemie, braking, hepatomegalie en
kardiomegalie (Blaskovics et al., 2005; OMIM — LCAD, 2005).

Laboratoriumtoetse toon gewoonlik die teenwoordigheid van langketting
dikarboksielsure en  langkettingasielkarnitiene  aan. Karnitien-  en
koolhidraatsupplementering is die mees algemene behandeling vir die defek,
maar kan 'n vals metaboliese beeld verskaf tydens diagnose (Blaskovics et al.,
2005; OMIM — LCAD, 2005).

2.7.1.3 Glutaarsuururie Tipe I / MADD (Meervoudige Asiel-KoA-
dehidrogenase defek)

Verskeie asiel-KoA dehidrogenase ensieme word beinviced en gevolglik
verskeie metaboliese weé. Pasiénte presenteer binne 24 tot 48 uur na geboorte
met simptome van hipotonie, hepatomegalie, hipoglisemie en metaboliese
asidose (Grice ef a/,, 2000; Andresen, 2003). Die ensiem wat in die meerdere
van gevalle defek is, is ETF (Electron Transfer Flavoproteien) dehidrogenase
(OMIM, 2005). Weens die aard van die defek (dat verskeie vorme van die asiel-

KoA-dehidrogenases defek kan wees), is die spesifieke voorkoms onbekend.

Diagnose dui op verskeie metaboliete en sluit verskeie kettinglengtes van

dikarboksielsure en asielkarnitiene en ook Krebssiklus intermediére in (Grice et

35



al., 2000; Andresen, 2003; Blaskovics ef al., 2005). Hoewel daar twee vorme
van Glutaarsuururie is (tipe | en 1), word die onderskeid op grond van biomerkers
gedoen.  Glutaarsuururie Tipe | het 3-OH-glutaarsuur as biomerker en
Glutaarsuururie Tipe Il het 2-OH-glutaarsuur as biomerker (Grice et al., 2000;
Andresen, 2003). 'n Lae vet- en lae proteiendieet word aanbeveel met riboflavin
supplementering (Grice et al., 2000; Andresen, 2003; Blaskovics et al., 2005).

2.7.2 Tipes medikasie ingesluit by die studie

Per definisie van die metaboloom sal medikasie geklassifiseer word as
xenobiotika. Valproaat en statiene is ingesluit by die studie, maar slegs by die

bepaling van die asielkarnitienverhoudings. Beide die medikasies het 'n

steurende invioed op vetsuurkatabolisme (Mienie 2005, persoonlike gesprek).

2.7.2.1 Valproaat

CH-C
CHy=CHg—CH,” No#

Figuur 4 : Die chemiese struktuur van valproeésuur
{http://

Valproaat (2-n-propiel-pentanoésuur} is 'n vertakte ketting vetsuur wat gebruik
word in die terapeutiese behandeling van epilepsie, maar kan met langdurige
gebruik hepatotoksies wees (Duran et a/., 2001).

Behandeling met valproaat het verskeie effekte op B-oksidasie en nouverwante
metabolismes. Ketoonmetabolisme word beinvioed en daar ontstaan ook 'n

wanbalans in die KoASH:asiel-KoA verhouding. Verdere effekte is die induksie
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van w-oksidasie, asook verhoogde karnitien en glisienkonjugasie (Duran et al.,
2001).

Dit is duidelik dat valproaat 'n rol gaan speel as daar 'n metabolomika
gebaseerde benadering gebruik word om aangebore defekte in vetsuuroksidasie
te bestudeer. Om dié rede is valproaat in berekening gebring tydens die

asielkarnitienverhoudings in Hoofstuk 5.

2.7.2.2 Statiene

Statiene is medikasie wat alledaags gerbuik word om LDL cholesterol te verlaag
deur die inhibisie van 3-hidroksie-3-metiel-glutariel-KoA reduktase. Die inhibisie
het tot gevolg dat 3-hidroksie-3-metiel-glutariel-KoA ophoop en gekataboliseer
word na asefiel-KoA. Die totale asetiel-KoA metabolisme sal verskuif om
sodoende te kompenseer en dus sal vetsuuroksidasie beinvioed word, asoock die
Krebssiklus.

Verdere gevolge van die inhibisie van 3-hidroksie-3-metiel-glutariel-KoA

reduktase is dat geen cholesterol en isoprenoidsintese kan plaasvind nie. Die

ko-ensiem Q10 sintese word gevolglik cok daardeur geraak (Blizkanov, 2002).
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Fluvastatin
Figuur 5 : 'n Paar voorbeelde van die struktuur van statiene

(

2.7.2.3 L-karnitien

L-karnitien staan ook bekend as B-OH-y-N-trimetiel-amino-bottersuur. Sintese
vind primér in die niere plaas, waar die aminosure lisien en metionien 'n
kondensaat vorm, naamlik y-buturobetaine. Sekondére sintese vind in die lewer
plaas, waar die y-buturobetaine gehidroksileer word om L-karnitien te sintetiseer.
L-karnitiensintese aktiwiteit is ouderdomsverwant, waar aktiwiteit hoér is in
adolessente en volwassenes as in jong kinders en pasgeborenes (Cairns et al.,
2000). L-karnitien en die verwante karntienkonjugate is liggaamseie verbindings
en word dus ingesluit by die studie as belangrike metaboliete.
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Figuur 6 : Die struktuur van die L isomeer van karnitien
{http://www.pdrhealth.com/drug_info/nmdrugprofiles
/nutsupdrugs/ica_0060.shtml)

Maksimale konsentrasies in die bloed word bereik na 3.5 uur met 'n halfleeftyd
van 15 ure. Vrye karnitien wat oraal toegedien word, se biobeskikbaarheid
wissel tussen 54% en B1%; derhalwe kan nie alle vrye karnitien wat oraal
ingeneem word, geabsorbeer word nie (Kelly, 1998; Rebouche, 1998). 'n Orale
dosis van 2g versadig die intestinale slymvlies (Kelly, 1998). Dit moet ook
genoem word dat die biobeskikbaarheid van L-karnitien in die vorm van
supplementering wissel tussen 14% tot 18% van die dosis wat gegee is, en

geskied deur 'n passiewe absorbsiemeganisme (Rebouche, 2004).

'n Karnitienpoel kom voor in die weefsels van soogdiere waar daar onveresterde
L-karnitien (ook genocem vrye karnitien) asook 'n wye verskeidenheid

asielkarnitiene voorkom (Rebouche, 1998; Rebouche, 2004).

Die funksie van L-karnitien is die transport van langkettingvetsure oor die
mitochondriale binnemembraan na die mitochondriale matriks toe vir 3-oksidasie.
L-Kamitien supplementering is die algemene behandeling wat gegee word by
defekie van vetsuurkatabolisme. Fase 2 detoksifisering (konjugering) word

aangehelp detr meer vrye karnitien (Mienie, 2005, persoonlike gesprek).

Karnitien supplementering het die vermoé& om simptome te verlig van defekte van

vetsuurkatabolisme, maar tot dusver is geen beslissende resultate verkry wat
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kan bewys dat L-karnitien 'n positiewe- of nuleffek op vetsuuroksidasie of
laktaatproduksie het nie(Kelly, 1998; Cairns ef al., 2000).
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HOOFSTUK 3
DIE METABOLOMIKA BENADERINGSWYSE

In die volgende paragrawe word die benaderingswyse vir die studie bespreek.
Die metaboliete wat in die studie ingesluit is, sal bespreek word. Verder sal daar

bespreking wees oor die nuut ontwerpe asielkarnitienverhoudings.

Metabolisme: Tradisonele Melaboli_sme: Die Nuwe
Beskouing Benadering
Ensiem 3
—»F
Ensiem 7
Ensiem & \\
Ensiem 1 Ensiem 2 Ensiem 1~ Ensiem
A—B—C A B »
Ensiem 6 /
Ensiem 4 D Ensiem 8

Figuur 7: Die tradisionele beskouing van metabolisme teenoor die nuwe denkrigtings.

{A, B, C, D en E is willekeurige toekennings vir metaboliete)

Soos alreeds bespreek in Hoofstuk 2, is metabolisme in die geheel meer as net
die liniere opeenvolging van biochemiese reaksies wat deur ensieme
gekataliseer word. Deur na die geheelbeeld van metaboliete te gaan kyk, in
plaas van na individuele metaboliete, kan daar moontlik 'n beter begrip van
metabolisme verkry word. Die benadering wat in hierdie, asook die volgende
paragrawe, voorgestel word, is slegs 'n moontlike benaderingswyse en moet nie
as absoluut beskou word nie. Dit moet eerder beskou word as een van die vele

nuwe modelie wat voorgestel word.
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3.1 Die metabolomika benaderingswyse

Normale Huidige wyse van Voorgestelde diagnose
Metabolisme diagnose A B.
A » B » A » ]E » C A—=B —4=C
D D——1h
B:C =1, D weglaatbaar klein B:C > 1. D iz verhoog {A+B+D+An+Bn+Dn).C »> 1

Figuur 8: Skematiese voorstelling van die huidige diagnose van aangebore defekte van
metabolisme en die voorgesteide nuwe benaderingswyse {A, B, C, D, A,, B, en D, is

willekeurige voorstellings van metaboliete. Die reaksiepyle stel ensieme voor)

indien 'n teoretiese stoichiometrie van 1:1 tydens normale metabolisme voorkom
tussen substraat en produk vir 'n gegewe ensiem, sal A:B en B:C dus beide in ‘n
1:1 verhouding ten opsigte van mekaar wees. Die alternatiewe metaboliete wat

kan vorm, D, kom in weglaatbare konsentrasies voor (Figuur 8, linker skema).

'n Ensiemdefek (figuur 8, middel skema) sal C se konsentrasie laat daal. B sal
akkumuleer en net so sal A akkumuleer. Detoksifisering sal alternatiewe
metaboliete, D, se konsentrasies laat toeneem in diagnosties betekenisvolle
hoeveelhede. Die verhouding van B:C sal versteur word; dus is B:C > 1 wat
potensieel gebruik kan word om die defek te diagnoseer. Die akkumulasie van A
en D dien verder as biomerkers vir die gegewe ensiemdefek. Tradisioneel is die
diagnose gebaseer op die individuele metaboliete om 'n ensiemdefek te

identifiseer.
Vir die doeleindes van die studie, word daar aangeneem dat willekeurige

metaboliete A, B, C en D se waarde nooit gelyk sal wees aan nul nie en ook nie

negatief mag wees nie. Die aanname word gemaak op die beginsel, so0o0s in
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Hoofstuk 2 genoem, dat ensieme en/of ensiemnetwerke sal kompenseer indien

daar 'n versteuring in die normale metabolisme is.

Die alternatiewe metaboliete A,, B, en D, mag enige willekeurige positiewe
waarde hé en mag ook gelyk wees aan nul. Die alternatiewe metaboliete is die
gevolg van ensieme en/of ensiemnetwerke wat kompenseer vir versteurde
metabolisme. In dié geval mag die waardes nul wees omdat individue se
metabolisme van mekaar verskil. Dit is moontlik dat aktiwiteit van individue se

detoksifiseringsmeganismes verskil.

Die nuwe benadering stel voor dat die geheelbeeld van metaboliete wat
akkumuleer in ag geneem moet word, dit wil sé, dit moet alle biomerkers en
geakkumuleerde metaboliete wat met 'n gegewe ensiemdefek geassosieer word,

insluit.

Figuur 8 van regter skema: Sodra metaboliet B akkumuleer, sal metaboliet A
ook akkumuleer. Die akkumulasies sal oorvioei na ander metaboliese weé en
sekondére metaboliete, A, en B, respektiewelik, word gevorm. Alternatiewe
metaboliete D, en sekondére metaboliete D,, se konsentrasie sal verhoog na

diagnosties betekenisvolle vlakke.

Basiese algebra stel dat 'n verhouding tussen twee getalle die verband is tussen
die twee getalle se relatiewe groottes ten opsigte van mekaar
(http://www.themathpage.com/aTrig/ratio-and-proportion.htm#ratio). Vir twee

willekeurige positiewe getalle, x en y, sal die voigende dus geld:
xy=11asenslegsasx=y=1.

x:y = R:1 as en slegs as x >y, waar R > 1 en R is 'n willekeurige positiewe getal.

xy=T:1asenslegsasx <y waarT <1enTis’n willekeurige positiewe getal.
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Deur weer van algebraise beginsels gebruik te maak, word ‘n liniére sommering
gedoen van alle metaboliete wat akkumuleer as gevolg van 'n gegewe
ensiemdefek. Die liniere sommering verteenwoordig die geheelbeeld. Die liniére

som kan dan op die volgende wyse voorgestel word: (A+B+D+A,+B.+Dy).

Die liniere som word nou in 'n verhouding gebruik teenoor metaboliet C, nl.
(A+B+D+A,+B,+D;):C >> 1, waar n = 0 en n ‘n deelversameling van willekeurige
positiewe getalle is. Dit is duidelik dat (A+B+D+A.+B,+D;):C >> 1 (figuur 8,
regter skema) 'n groter numeriese waarde sal hé as B:C > 1 (figuur 8, middel
skema), omdat A, B, C en D nie nul mag wees nie. (A+B+D+A,+B,+D,) het baie
duidelik 'n groter waarde as B alleen.

Die verhouding B:C > 1 het dit moontlik gemaak om ernstige aangebore defekte
van metabolisme (homosigotiese pasiénte) te diagnoseer. iIn hierdie gevalle is

die betrokke ensiem se aktiwiteit baie laag of totaal onaktief.

Dit kan dan moontlik wees om milde vorme (heterosigotiese- en homosigotiese
pasiénte) van 'n betrokke defek op te spoor. Die benadering van
(A+B+D+A+BtD,):C >> 1 kan dit moontlik maak om miilde vorme
(hetrosigotiese en homosigotiese pasiénte) van die defek op te spoor. Met 'n
milde defek, het die ensiem genoeg aktiwiteit, maar hierdie verlaagde aktiwiteit

kan moontlik waargeneem word.

3.2 Keuses van metaboliete wat ingesluit is

3.2.1 Organiese sure

In tabel 1 word daar 'n uiteensetting gegee van die organiese sure van die

metaboliese weé wat by mitochondriale 3-oksidasie betrokke is, ingesluit. In die
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volgende paar paragrawe sal die redes en beredenering bespreek word waarom

die metaboliete ingesluit is.

Tabel 1: Groeperings van metaboliete vir metabolomika studie

Krebssiklus Tradisionele Ander Glisien-
Ketone* » ) . . . .
Intermediére | Dikarboksielsure | Dikarboksielsure konjugate
Isobuturiel-
3-OH Bottersuur Mailaat Adipiensuur Glutaarsuur o
glisien
3-OH-lIso- ) Metiel- Isovaleriel-
Sitroensuur Pimeliensuur .
bottersuur adipiensuur glisien
2-Metiel-3-OH- _ o
Akonitiensuur Suberiensuur 2-OH-Glutaarsuur | Tiglielglisien
Bottersuur
2-OH-adipiensuur
) . ) Hexanoiel-
Etielmaloonsuur | Suksiensuur Sebasiensuur / 3-OH- isi
glisien
adipiensuur
2-OH-
_ ] sebasiensuur / Glutariel-
Metielsuksiensuur | Fumaarsuur - -
3-OH- glisien
sebasiensuur
Metiel- Suberiel-
pimeliensuur glisien
4-Metiel- 2-Metiel-
suberiensuur buturielglisien
3-Metiel-

krotonielglisien

*Daar sal telkens in die teks na ketone verwys word.

Dit word nie bedoel soos in

organiese chemie dat daar noodwendig 'n ketoon funskionele groep gekoppel is

aan die molekule nie.

Dit is ook nie volgens biochemie noodwendig

ketoonliggaampies nie. Dit beteken wel dat die molekules almal op een of ander

manier 'n rol speel in die gevolglike metabolisme van 3-OH bottersuur.
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3.2.1.1 Ketone

Ketone is die voorkeurbron van energie vir breinweefsel. Dit is die enigste
substraat wat tydens vastende toestande en ten tye van abnormale
energiemetabolisme verbruik kan word. Die ketone wat geanaliseer is, het ‘n
gemeenskaplike struktuur van 'n monokarboksielsuur, R-CHOH-CH2-COOH met

'n OH-groep op die B-koolstof. R stel 'n alifatiese syketting voor.

Tydens vastende toestande of met abnormale metabolisme, sal ketone en
strukturele analoé deur 3-OH-bottersuur dehidrogenase gekataliseer word om
asetoasetaat en NADH te vorm. 3-OH-bottersuur dehidrogenase kataliseer 3-
OH-monokarboksielsure waarvan die B-koolstof nie steries geblok is nie
(http://www.genome.ad.jp/dbget-binfwww_bget?enzyme+1.1.1.30).  2-Metiel-3-
OH-bottersuur is afkomstig vanaf die isoleusienkatabolisme en 3-OH-
isobottersuur is afkomstig vanaf die valienmetabolisme. Beide is 3-OH-

monokarboksielsure.

Etielmaloonsuur en metielsuksiensuur is beide sekondére metaboliete wat uit die
butanoaatmetabolisme vorm as butanoésuur akkumuieer. Die ensiem
propioniel-KoA dekarboksilase kataliseer dan die butanoésuur as alternatiewe

substraat en vorm metielsuksiensuur en/of etielmaloonsuur (Jonker, 1995).

O o
>—C—
HO (|3H2 OH
I

CH

3

Figuur 9 : Die struktuur van etielmaloonsuur

Etielmaloonsuur en 2-metielsuksiensuur word oor die algemeen geassosieer met
aangebore defekte van die metabolisme wat die Krebssiklus en verwante

energiemetabolisme beinviced. Daar is wel onlangs bevind dat etieimaloonsuur
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'n moontlike inhibeerder van komplekse | — Il van die elektrontransportketting is,
sowel as die ensiem kreatienkinase (Andre et al., 2006).

2-Metielsuksiensuur en etielmaloonsuur is beide by die ketoongroepering

ingesluit weens die strukiurele verwantskap aan butanoésuur.

0 C|IH3 O
»—c—c
HO H H, OH

Figuur 10 : Die ailgemene struktuur van 2-metielsuksiensuur

3.2.1.2 Krebssiklus Intermediére

Die Krebssiklus gebruik asetiel-KoA om gereduseerde elektrondraers te
produseer en aan die elektrontransportketting te lewer. Die siklus is ook
amfibolies, met ander woorde, asetiel-KoA kan ook deur die siklus gesintetiseer
word. Al die intermediére, behalwe piruvaat, oksaloasetaat en laktaat is
ingesiuit. Die laasgenoemde is nie ingesluit nie, omdat hulle onstabiele
organiese sure is. Piruvaat word spontaan omgeskakel na laktaat onder suur

omstandighede.
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Figuur 11 : Die Krebssiklus

dehydrogenase complex

(http:/ichemistry.gsu.edu/glactone/PDB/Proteins/Krebs/Krebs.html

3.2.1.3 Dikarboksielsure

Dikarboksielsure het die algemene struktuurformule van COOH-(CH,),-COOH
4) en word gevorm deur die sitochroom p450 oksido-reduktase

ensieme as deel van fase | detoksifisering (figuur 12, Fase [).
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Figuur 12 : Die verskillende detoksifiseringspaaie. (fase | is die sitochroom p450 ensieme

en fase Il is die konjugeringsensieme (Liska et al., 1998)).

Sodra ‘n vetsuur 'n steriese hindernis het wat vercorsaak dat die betrokke
vetsuur nie B-oksidasie kan ondergaan nie, of as daar 'n opeenhoping van
vetsure in die sitoplasma voorkom, sal sitochroom p450 die vetsuur oksideer op
die w-koolstof om sodoende die vetsuur meer wateroplosbaar te maak. Die

vetsuur het dan 'n karboksie-groep (-COOH) op die a- en w-koolstof.

Die verhoogde wateroplosbaarheid van die dikarboksielsuur veroorsaak dat
transport na die mitochondriale matriks kan plaasvind of dat die dikarboksielsuur

deur die niere uitgeskei kan word.
Kort- en mediumketting dikarboksielsure word van die sitoplasma na die
mitochondriale matriks vervoer. Konjugasie met L-karnitien is noodsaaklik vir die

transport van langketting dikarboksielsure na die matriks. Binne die
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mitochondriale matriks ondergaan die dikarboksielsure B-oksidasie, indien daar

asetiel-KoA nodig is.

Enige funksionele groepe op die dikarboksielsuur, soos -CH; en —OH, sal nie B-
oksidasie verhoed nie. Oksidasie sal plaasvind tot die steriese hindernis bereik
word en dan sal w-oksidasie weer plaasvind of die dikarboksielsuur sal deur die

liggaam uitgeskei word.

3.2.1.4 Glisienkonjugate

Konjugering vorm deel van fase Il detoksifisering (figuur 12, fase IlI) waar
glisienkonjugate deel vorm van die aminosuurkonjugasiesisteem. Weer eens,
net soos vir fase | detoksifisering, maak fase Il detoksifisering die molekules
wateroplosbaar sodat dit makliker uitgeskei kan word deur die liggaam.

Vir glisienkonjugering om plaas te vind, moet mens ingedagte hou dat daar
genoegsame vrye glisien beskikbaar moet wees vir glisienkonjugering om plaas
te vind. Verder moet die molekuul wat gekonjugeer moet word, geaktiveer wees.

Derhalwe:

Asiel-KoA + Glisien  e=s===e-e-ea>  Asiel-glisien + KoA

Glisienasilase

Die glisienkonjugate wat gebruik is, is hoofsaaklik afkomstig van
isoleusien/leusien/valien katabolisme. ’'n Defek in (-oksidasie sal daarom die
vertakie ketting aminosuurkatabolisme beinviced. Die algemeen bekende
asielglisiene en dikarboksielglisiene, wat kenmerkend is van mitochondriale p-

oksidasie, is ook ingesluit.
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3.2.2 Asielkarnitiene ingesluit vir die studie

Asielkarnitiene vorm om asiel-KoA na die mitochondriale matriks te transporteer
(figuur 13) en om as 'n detoksifiseringsmeganisme (figuur 12, fase I1) op te tree

vir 'n verskeideinheid van verbindings wat toksies kan raak in hoé& konsentrasies.

Fatty dcyl CoA

+

Carnitine — Fatty acyl Carnitine

ou ter sur face

»»»»»
-------------------------------------------

inner sur fm:e

Carnitine “——— Fatty Acyl Carniting

+
Fatty Acyl CoA CoA

Figuur 13 : Die transport van langketting vetsure deur middel van L-karnitien na die
mitochondriale matriks. (http://medlib.med.utah.edu/NetBiochem/mml/fa_faact.gif)

Slegs ewe kettinglengte asielkarnitiene met 'n kettinglengte van 2 tot 16
koolstowwe is vir die analise gebruik. 3-OH-buturielkarnitien, propionielkarnitien,
adipielkarnitien, suberielkarnitien en karnitienkonjugate afkomstig van vertakte
ketting aminosuurkatabolisme metaboliete is ook gebruik. Ongekonjugeerde L-
karnitien (vrye karnitien) is slegs gebruik tydens die liniére sommering en nie

tydens die berekening van die asielkarnitienverhoudings nie.

Geen —OH asielkarnitiene is ingesluit nie, omdat asielkarnitien analises nie goeie
onderskeid kan tref tussen 'n asiel-KoA dehidrogenase defek en die ekwivalente
hidroksie-asiel-KoA dehidrogenase defek nie. Ensiemanalises moet gebruik

woard om tussen die twee verskillende ensiemdefekte te onderskei.
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3.3 Asielkarnitienverhoudings

Die konsentrasies {mmol/mol kreatinien) van die asielkarnitiene is gebruik vir die
ontwerp van asielkarnitienverhoudings.

‘n Asielkarnitien databasis wat hier saamgestel is, is gebruik om
verwysingswaardes vir verskillende ouderdomsgroepe en geslagte te bereken.
Die pasiénte met aangebore defekte van vetsuurkatabolisme was bevestigde
heterosigotiese en homosigotiese defekte. Die proefpersone wat aan 'n L-

karntien beladingstudie deelgeneem het, se resultate is ook gebruik.

Die berekenings vir die asielkarnitienverhoudings is ontwerp deur die
metabolisme vir elke aangebore defek in ag te neem. Die substraat- en produk
metaboliete vir elke defekte ensiem/ ensiemnetwerk van belang, is eerste in
berekening gebring en dan is die sekondére en indirekte metaboliete in
berekening gebring. In sekere gevalle is daar metaboliete ingesluit by die
asielkarnitienformule wat nie noodwendig direk verband hou met die betrokke
metaboliese weg nie, maar wel 'n gemeenskaplike tendens in afname of

toename getoon het vir die groep pasiénte.

Die metaboliete is in verhoudings ten opsigte van mekaar uitgedruk. Die

individuele metabolietverhoudings is dan met mekaar vermenigvuldig.

Wiskundige aanpassing van die verhoudings is dus gedoen om elke defek uniek
te probeer uitig met behulp van sy ontwerpte formule. Die wiskundige
manipulering is gedoen met die aanname dat dit bekend is watter pasiénte
heterosigoties, homosigoties en  metabolies normaal is. Die
asielkarnitienformules is dan ook so gemanipuleer dat slegs die homosigotiese

pasiénte uitgelig word.
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Die asielkarnitien databasis, wat gebruik is om die asielkarntienformules te
ontwerp, bestaan uit data van normale-, heterosigotiese- en homosigotiese
pasiénte. Met die ontwerp van elke formule is die wiskundige terme verander en
eksponente gebruik om die finale formule te verkry. Byvoorbeeld, gestel twee
willekeurige metaboliete se konsentrasies word gegee deur A en B
respektiewelik. A sal die substraat en B die produk vir 'n betrokke ensiem wees.
Indien die ensiem defek is, sal A se konsentrasie toeneem en B se konsentrasie
konstant bly of afneem. Die verhouding van A:B > 1 wees, en kan ook uitgedruk
word as A/B. Gestel daar is 'n sekondére metaboliet met konsentrasie C en die
metaboliet ontstaan weens die detoksifisering van A, dan kan C:B (C/B) ook
verhoog en moontlike diagnostiese betekenis hé. Aangesien A en C se waardes
sal toeneem in die geval van 'n defek en omdat hulle strukturele analog is of
betrokke is by dieselfde metabolisme kan ons sé dat (A + C):B > 1is. As ons al

die terme saamvoeg, lyk die formule soos volg:
(A + C) x (A/B) x (C/B} > 1waar A, B, en C positiewe rieéle getaile is.

Verder kan daar dan van eksponente gebruik gemaak word as diskriminante om
die formule meer spesifiek te maak vir die homosigotiese pasiénte met die
betrokke defek. Die formule mag dan soas volg lyk:

(A +C) x (A/B) x (C/B)M > 1, waar A, B, C, M en N positiewe rieéle getalle is.

Tydens die wiskundige aanpassing van die formules, is die pasiéntdata nie altyd
spesifiek uitgelig vir die betrokke defek se formule nie. Die eksponente is dan
ingevoeg en op 'n toetsbasis willekeurig verander om sodoende 'n
uitheffingseffek te hé op die pasiénte van belang en 'n uitdowingseffek op alle

ander pasiénte.

Daar moet in gedagte word, dat die asielkarnitienverhoudings slegs voorgestelde

formules is en, sover bekend, is daar geen ekwivalente formules in die literatuur
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beskryf nie. Die hoofdoel van die asielkarnitien formules was om plaaslike

diagnose en

vetsuurkatabolisme te vergemaklik.

onderskeid van pasiénte met aangebore defekte van

In die volgende paar paragrawe sal die

formules vir spesifieke vetsuurdefekte en sekere medikasies bespreek word. Die

beredenering vir die ontwerp en moontlike toepassing van die formule sal ook

bespreek word.

Daar word van afkortings en wiskundige terme gebruik gemaak vanuit die

volgende lys:

2
[]

AsetielKar
PropionielKar
ButurielKar
GlutarielKar
GlutakonielKar
30HButKar
TotAsielKar
CoKar

C8Kar
C10Kar
C12Kar
C1dKar
C16Kar
CC12Kar

CC14Kar

CC16Kar

U

VLol

L A A

!

Die liniére som van

Konsentrasie van {(mmol/mol kreatinien)

Asetielkarnitien

Propionielkarnitien

Buturielkarnitien

Glutarielkarnitien
Glutakonielkarnitien

3-OH Buturielkarnitien

Totale liniére som van asielkarnitiene
Heksanoielkarnitien
Oktanoielkarnitien
Dekanoielkarnitien
Dodekanoielkarnitien
Tetradekanoielkarnitien
Hexadekanoielkarnitien
Onversadigde 12 koolstof langketting
vetsuur

Onversadigde 14 koolstof langketting
vetsuur

Onversadigde 16 koolstof langketting

velsuur
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3.3.1. Glutaarsuururie Tipe Il (Meervoudige Asiel-KoA-dehidrogenase defek)

Die verhouding van glutarielkarnitien tot glutakonielkarnitien het potensiéle
diagnostiese betekenis, aangesien glutariel-KoA omgeskakel word na
glutakoniel-KoA deur glutariel-KoA dehidrogenase. 'n Defek van die glutariel-KoA
dehidrogenase ensiem sal 'n verhoging in glutariei-KoA en verlaging in
glutakoniel-KoA konsentrasies tot gevolg hé. Weens die aard van
glutaarsuururie tipe 1l, sal 'n heterogene versameling van dehidrogenase

ensieme geaffekteer wees.

Buturielkarnitien is ingesluit omdat die butanoaatmetabolisme sal kompenseer vir
die dehidrogenase ensiemdefekte en meer 3-OH-bottersuur probeer sintetiseer,
maar weens die dehidrogenases wat defek is, sal die metabolisme verskuif na
die akkumulasie van butanocaat. Verder is propionielkarnitien ingesiuit. Tydens
ongewone of abnormale metabolisme sal die liggaam die vertakte ketting
aminosure gebruik om propioniel-KoA te sintetiseer, wat omgeskakel kan word
na suksiniel-KoA wat aan die Krebssiklus gelewer kan word vir asetiel-KoA
produksie. Oktanoielkarnitien is ingesluit want die glutaarsuururie tipe Il pasiénte
toon oor die algemeen 'n groter afname in dié vetsuurkonsentrasie as die ander

vetsure.

Die liniére som van die totale asielkarnitiene is gebruik om die globale effek van
die betrokke defek op die vetsuurkatabolisme te weerspieel. Glutarielkarnitien is
in verhouding ten opsigte van glutakonielkarnitien ([Glutariel)/[Glutakon])
vitgedruk.  Verder is buturielkarnitien uitgedruk teenoor propionielkarnitien.
Buturielkarnitien sal akkumuleer as gevolg van die defek en propionielkarnitien
sal afneem weens verhoogde suksinaatsintese vanaf vertakte ketting
aminosuurkatabolisme. Dit is moontlik'n goeie aanduiding van die verskuiwing in

energiemetabolisme.
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Die asielkarnitienformule is verder met behulp van eksponente gemanipuleer om
sodoende te verseker dat slegs die Glutaarsuururie Tipe |l pasiénte se waardes
vitgelig word. Die eksponente is verder self ook so verander tot die
asielkamitienformule 'n dimensielose waarde gegee het. Die eksponente is
willekeurig verander todat die asielkarnitienformule die verwagte resultate

gelewer het.
Die asielkarnitien verhouding vir glutaarsuururie tipe Il sien soos volg daaruit:

([GlutarielKar]/[GlutakonKar]"®) x {[ButurielKar)/[PropionielKar])"* x
([TotAsielKar]"®/[C8Kar]®")

3.3.2 Langketting Asiel-KoA-dehidrogenase defek (LCADD)

Die verhouding van [C12)/[C10] word plaaslik gebruik om LCADD te diagnoseer.
Die bestaande databasis het pasiénte wat valproaatbehandeling ontvang het,
ingesluit. Valproaat kan LCADD induseer en met die asielkarnitienverhouding
wat gebruik is, is die LCADD- sowel as die valproaatpasiénte positief
gediagnoseer. Die eerste ideaal van die ontwerp van die nuwe
asielkarnitienformule was om LCADD uit te lig en die gevolglike uitsluiting van

valproaatpasiénte.

Die LCADD asielkarnitienverhouding is ontwerp, al was heterosigote met LCADD
nie beskikbaar vir die studie gewees nie. Tydens diagnose is dit soms moeilik
om te onderskei tussen MCADD en LCADD omdat daar ocorvleueling is van
merkermetaboliete (C10 vetsure en dikarboksielsure). Die tweede ideaal was
dus om 'n formule te ontwerp wat sou kon onderskei tussen pasiénte met
MCADD en LCADD.

Daar is 'n liniére sommering gedoen vir vetsure met kettinglengte van 12 tot 16

koolstowwe (C12 tot C16) asook die onversadigde langketting vetsure (CC12 tot
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CC16). Die onversadigde langkettingvetsure is in berekening gebring omdat
daar 'n vermoede was dat dit 'n effek kan hé op die valproaatdata. Die
valproaatpasiénte se data het lae konsentrasies getoon van onversadigde

langketting vetsure.

Die verhouding van asetielkarnitien tot propionielkamitien is in berekening
gebring omdat die mediumketting en kortketting vetsure p-oksidasie kan
ondergaan om asetiel-KoA te vorm. Die vertakte ketting aminosuurkatabolisme
sal in die geval moontlik nie soveel gebruik word vir propioniel-KoA produksie en
suksinaat sintese nie. Die resultaat kan dan moontlik 'n goeie beeld verskaf van

die totale energiemetabolisme.

Die formule is onderwerp aan wiskundige manipulasie met behuip van
eksponente om weer eens slegs die betrokke defek onder beskouing uit te lig. 'n
Sekondére doel van die eksponente was om die asielkarnitienformule
dimensieloos te maak. Die formule vir LCADD sien soos volg daaruit:

S([C12Kar], [C14Kar], [C16Kar], [CC12Kar], [CC14Kar], [CC16Kar]) x
(IC16Kar)/[C14Kar])*® x ([C12Kar)/[C14Kar])®® x ([CC14Kar]*3/[CC16Kar]'®)
x ([AsetielKar])/[PropionielKar])

3.3.3 Mediumketting-asiel-KoA-dehidrogenase defek (MCADD)

Volgens die literatuur word die oktanoielkarnitien tot dekanoielkarnitien
verhouding (C8:C10) en die oktanocielkarnitien tot asetielkarnitien verhouding
(C8:.C2) as die beste diagnostiese benaderings beskou om MCADD te
diagnoseer en word die diagnose met opvolg molekulére tegnieke bevestig
(Hoffmann et al., 2002). Plaaslik word die C6:C8 verhouding by voorkeur
gebruik. Die verhoudings van C6, C8 en C10 kan ook moontlik gebruik word.
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Die gebruik van C10 kan moontlike probleme gee omdat C10 'n substraat is vir
MCAD en LCAD.

Net soos vir die LCADD formule is daar 'n liniére sommering gedoen van die
betrokke metaboliete (C6 tot C10) waarna dit met verhoudings tussen die

onderlinge asielkarnitiene vermenigvuldig is.

Die plaaslike verhouding van [C6]:[C8] is in die berekening gebring. Die formule
was egter verbeter deur die inverse vorm ([C8]:[C6]) te gebruik. Die verhouding
van [C6]:[C10] het 'n beter uitliggingseffek gehad vir MCADD as die verhouding
van [C10}:[C6] en [C8]:{C10].

Die asetielkarnitien tot totale asielkarntienverhouding is gebruik omdat die
asetiel-KoA vilakke 'n direkte weerspieéling is van die energiemetabolisme in die
liggaam. Langketting vetsure, kortketting vetsure en vertakte ketting
aminosuurkatabolisme kan moontlik bydra tot die asielkarnitien- en totale

asielkarnitienkonsentrasies.

Die formule is dimensieloos en (soos in die vorige gevalle) is verhoudings en
eksponente gebruik om die formule spesifiek te ontwerp om die defek se
diagnose te versterk.

Die MCADD formule sien soos volg daaruit:

Y ([C6Kar], [C8Kar], [C10Kar]) x ([C8Kar]*5/[C6Kar]'®) x
([C6Kar]®*I[C10Kar]") x ([AsetielKar]>*/[TotAsielKar]*?%)
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3.3.4 Statiene verhouding

Statiene is HMG-KoA reduktase inhibeerders en word algemeen gebruik om
cholesterol te verlaag en die HDL/LDL verhouding te verander, sodat dit minder
aterogenies is. Met organiese suuranalises op die GC-MS is daar duidelike

interferensie as gevolg van statienmedikasie.

Die aard van statiene as medikasie, beinviced beide vetsuuranabolisme en
vetsuurkatabolisme en veroorsaak 'n groot versteuring op metabolietvliak
(Blizkanov, 2002).

Daar kon dus nie onmiddellik metaboliete uitgesonder word vir die ontwerp van
die asielkarnitienformuie nie. Derhalwe is willekeurig gebruik gemaak van
verskillende asielkarnitiene in die formule. Eksponente is gebruik om spesifisiteit

te verhoog en om die formule dimensieloos te maak.

{([C6Kar)/[C8Kar])? x ([AsetielKar)/[[30HButKar]) ** x
([PropionielKar)/[TotAsielKar]®® }/[ButurielKar]®*
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HOOFSTUK 4
MATERIALE EN METODES

4.1. Urienmonsters vir studie

Uriene van 25 normale proefpersone is gebruik. Die individue is almal tussen 24
tot 36 jaar oud manlik. Hiervan was 22 blankes en 3 nie-blankes. Elke
proefpersoon is ondersoek om te verseker dat geeneen aan enige bekende

aangebore defek van metabolisme ly nie.

'n Vaste dieet (bylaag D) is vir 14 dae lank aan elke proefpersoon verskaf. Die
proefpersone het elke oggend vroeg gerapporteer by die hospitaal om 'n
kospakkie vir die dag te ontvang. Daarna is hulle terug werk of huis toe. Op die
sewende dag is die eerste urienmonster (TO) onder toesig versamel. Daarna is
L-karnitien (200mg)} ingeneem en 24 uur later, op dag 8, is die tweede
urienmonster (T2) onder toesig geneem. Vanaf dag 8 tot dag 14 het die
proefpersone elke dag 200mg L-karnitien ingeneem en op dag 14 is die derde

urienmonster (T3) geneem. Alle L-karnitien supplementerings is oraal ingeneem.

Daar is praktiese probleme wat kan ontstaan, deur net manlike proefpersone te
gebruik, weens die moontlike verskil in metabolisme wat tussen geslagte kan
voorkom. Tydens die beplanning van die studieprotokol het die mediese dokter
betrokke nie voorsiening gemaak vir vroulike proefpersone nie. Gevolglik was
daar nie uriene beskikbaar vir vroulike proefpersone nie. In Hoofstuk 8 sal

toekomstige protokol idees bespreek word vir soortgelyk studies.
Pasiénte met aangebore defekte van mitochondriale p-oksidasie, asook hulle

familielede, se resultate is van die databasis van die Laboratorium vir Aangebore

Metaboliese Defekte (Skool vir Biochemie, Potchefstroomkampus van die
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Noordwes-Universiteit) verkry. Om goed vergelykbare resultate te verseker, is

slegs pasiéntdata gebruik wat na 2002 versamel is.

4.2 Kreatinienbepaling

Kreatinitienbepalings is gedoen by die plaaslike patologielaboratorium (Ampath
Drs Du Buisson, Bruinette & Kramer, Potchefstroomtak) volgens die Jaffe
reaksie. Die kreatinienwaarde word met 'n konstante, 11.312, vermenigvuldig
om 'n waarde te verkry in mg%. Die volume uriene wat gebruik moet word vir die

organiese suur ekstraksie, word volgens die kreatinienwaarde bepaal:

Kreatinien > 100mg% word 0.5mL uriene gebruik.
Kreatinien < 100mg% word 1mL uriene gebruik.
Kreatinien < 5mg% word 2mL uriene gebruik.

Kreatinien < 2mg% word 3mL uriene gebruik.

4.3 Organiese suur ekstraksie en voorbereiding

Organiese sure is geéksiraheer deur middel van vioeistof-vioeistof ekstraksie.
Die volume uriene, bereken in 3.2, is in 'n groot kimaxbuis gegooi en aangesuur
na pH=1 met 5N HCI.

Die interne standaard, fenielbottersuur (Sigma, # 27987-0), is bygevoeg in 'n
volume, bepaal deur 5 x kreatinien mg% (soos bepaal in 4.2). Die eerste
ekstraksie word met behulp van 6mL etielassetaat (Merck #88101086J) gedoen
waartydens die monster geroteer (Cole & Parmer Roto-Torque # 7637-10) word
vir 20min. Daarna word die monster gesentrifugeer {Optolabour, Sequrita) vir
3min teen 2000rpm en die organiese fraksie word versigtig afgesuig. Die

organiese fraksie word dan in 'n skoon kimaksbuis geplaas.
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Die tweede ekstraksie word met 3mL di-etieleter (Merck, #BB100946B) gedoen
en vir 10min geroteer gevolg deur sentrifugering vir 3min by 2000rpm. Die
organiese fraksie word weer eens versigtig afgesuig. Die twee organiese

fraksies word dan gekombineer.

Na;SQ, (Merck, # BB102644V) word by die organiese fraksies gevoeg om
oortollige water te verwyder. Die ekstrak word dan by kamertemperatuur onder

stikstof gedroog vir ongeveer 40min.

Derivatisering word gedoen met die derivatiseringsreagense BSTFA (N,o0-Bis-
Trimetielsiliel-trifiuoroasetamied), TMCS (trimetielchlorosilaan) en piridien by
70°C vir 45min. Die volume derivatiseringsreagens wat gebruik word, is bereken
met die volgende formule: BSTFA (uL) is 3 x kreatinien mg% en die volume
TMCS (uL}is 0.6 x kreatinien mg%.

Die GC-MS opstelling het bestaan uit 'n HP (Hewlett Packard) 6890
gaschromatgraaf en 'n HP 5973 massaspektrometer. Die kolom wat gebruik is,
is 'n Optima 1-MS Agilent 122-0132 (Agilent Technologies). 'n
Geautomatiseerde monster inspuitsisteem {(Agilent Technologies 7683 Series) is

gebruik om die monsters in te spuit.

Die gaschromatograaf se aanvanklike temperatuur was 60°C vir 2min. Daarna is
dit na 120°C verhoog teen 'n tempo van 4°C/min. Daarna is dit verder verhoog
na 285°C teen 6°C/min. Een pL monster word 'splitless’ ingespuit in die kolom
by 280°C teen 'n druk van 17.27psi vir ‘n vloeitempo van 2mL/min (met helium as
draergas) deur die kolom. Die massaspektrometer se bron is konstant by 'n
temperatuur van 280°C gehou. Skandering het geskied vanaf 50 — 550 atomiese
massa eenhede (amu). Na anailise is die gaschromatograaf geprogrammeer om
na 295°C te styg en konstant te bly vir Tmin. Die totale tyd was 48min per

analise.
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Die verkrygde data is gedekonvoleer met behulp van die sagteware pakket Nist
AMDIS™ (http://chemdata.nist.qovimass-spc/amdis). Die verwerkte AMDIS data

is vervolgens oorgedra na MS-Excel™. Die konsentrasies van die organiese
sure is bereken en met normaalwaardes vergelyk. Die formule vir

konsentrasieberekening, sien soos volg daaruit:

mg/g Kreatinien = (Piek area van organiese suur / Piek area van interne
standaard) x 262.5

mmol/mol Kreatinien = {mg/g Kreatinien) / (Mr [Verbinding])

4.4 Asielkarnitien voorbereiding en analise op die LC-MSMS

Die interne standaard is voorberei deur 410ulL isotoopmengsel (iaboratorium
samesteliing) en ‘n 100uL Pickering (Anatech Institute) te meng in 'n
eppendorfbuis. Die interne standaard word presies soos die urienmonsters na
eerste sentrifugering hanteer.

Die isotoopmengsel het bestaan uit die volgende isotope (m/z is massa per
lading):

L-karnitien (m/z 221)
Asetielkarnitien (nmvz 263)
Propionielkarnitien (rm/z 277)
|sovalerielkarnitien (m/z 311}
Oktanoielkarnitien (nvz 347)
Palmitoielkarnitien (m/z 459)

100ul uriene word in 'n eppendorfbuis gesentrifugeer (Kendro Lab Products,

Heraeus Biofuge pico) vir 20min by 13000 rpm waarma 10uL van die supernatant
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uriene oorgedra word na 'n tweede, skoon eppendorfbuis. Dan word 410uL van
die isotoopmengsel bygevoeg in die tweede eppendorfbuis en dan weer eens
gesentrifugeer by 20min teen 13000 rpm. Die supernatant word dan volledig
oorgedra na 'n derde epperndorfbuis en gedroog met stikstof vir 60-90 min by
65°C.

Die gedroogte monster is dan met butanoliese-HCI gebutileer en weer gedroog
onder stikstof vir 60min by 65°C. Na die laaste drogingstap is 100uL van ‘n
20:80 verhouding ddH.O:Asetonitriel {Merck, #8B152516Q) met 1% mieresuur
{(Merck, #2438000LC) by die gedroogte monster gevoeg.

'n HP 1090 Series Il hoédruk vioeistofchromatograaf was gekoppel aan ‘n VG
Quattro 1l 4000 tandem massaspektrometer. Positiewe elektronsproei ionisasie
is gebruik met behulp van 'n geautomatiseerde monster inspuitsisteem (Waters
2777 Sample Manager). Die monstervolume van 25pL is direk ingespuit in die
eletronsproeibron teen 'n tempo van 10pl/s.

Die konfigurasie van die tandem massaspektrometer was die volgende: Die
eerste massaspektrometer het geskandeer vir moederione oor 'n massagebied
van m/z 210 - 580. Argon is as botsingsgas gebruik teen 'n druk van 3.0 x 10
‘mBar. Die tweede massaspektrometer is op staties geste! om vir ’n
karakteristiecke dogterioon van m/z 85 te skandeer. Stikstof is as 'n
nebuleringsgas teen 500U/uur gebruik, terwyl die kapilére sproei op 50L/uur
gestel is. Die potensiaalverskil oor die kapiléer was 3.20kV en die
konieselensspanning was 35V. Die botsingsenergie was 25eV. Beide
massaspektrometers se resolusie is gestel na 13.5.

Die verkrygde data is deur MassLynx™ verwerk en omskep na 'n verdere

verwerkbare vorm vir in-huis makro’'s in MS-Excel™ en MS-Access™.

MassLynx™ is ‘n sagtewarepakket wat verskaf is saam met LC-MSMS apparaat.
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4.5 Statistiese verwerking

Aangesien die oorspronklike data nie vergelykbaar was nie, is die verskil tussen
die tye wanneer die urienmonsters versamel is (TO, T2 en T3) per individu
bereken (Hoofstuk 5). Die gemiddeldes en die standaardafwykings vir die
verskille is dan bereken. Alle statistiese teorieg€, berekeninge en verklarings is
gedoen met die hulp van Dr. Suria Ellis (Statistiese Konsultasie Dienste
Potchefstroomkampus, Noordwes-Universiteit).

Die T-toets word dan gebruik om te toets of die gemiddelde verskille in die
verskillende tye na karnitienbelading statisties betekenisvol was. Die p-waarde is
ook aangepas na die Bonferroni p-waarde, wat 'n baie strenger maatstaf is van
statistiese betekenisvolheid. Die Bonferroni p-waarde word soos volg bereken:

Bonferroni p-waarde (pg) = p-waarde x aantal verskille

Waar p-waarde — bepaal deur die T-toets.
Aantal verskille — die hoeveelheid verskille wat bepaal

word tussen verskillende metings.

In al die grafieke is die gemiddeld + 95% vertrouensinterval gebruik om die data
te normaliseer in verhouding met die aantal pasiénte (Dr. Suria Ellis, Statistiese
Konsultasie Dienste, Potchefstroom-kampus, Noordwes-Universiteit). Die

vertrouensinterval is soos volg bereken vir n = 25:

95% Vertrouensinterval = + 2.064 x ( Standaardafwyking / n®®)
Verder, in Hoofstuk 6, is daar met die liniére sommering van metaboliete sowel
as die ontwerpte asielkarnitien vergelykings 'n praktiese effek in berekening

gebring. Statisties betekenisvolle verskille beteken nie altyd dat daar 'n praktiese
waarde aan die data geheg kan word nie. Die p-waarde neem af in die
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meerderheid van gevalle hoe groter die datastel word en kan 'n minder akkurate

beeld van die data weergee.

Die praktiese effek bereken die verskil tussen datastelle op s6 'n wyse dat die
berekende verskil onafhanklik is van eenhede en die grootte van die datastel.
Die praktiese effek bring ook die verspreiding van die data in berekening. In die
geval waar die datastelle verskillende n-waardes het, sal die praktiese effek
tesame met 'n vertrouensinterval die data meer betekenisvol intrepreteer; data
wat nie statisties betekenisvol is nie, maar wel prakties betekenisvol dui op 'n

aansienlike verskil. Die praktiese effek is:

d = (|X1 - xZI)ISmax

Waar d

— praktiese effek grootte
Xn — gemiddeld,n=1,2, ..., =
Smax — maksimale standaardafwyking tussen die twee
gemiddeldes waarvoor praktiese effek bepaal
word.
As d<0.2 — Geen praktiese effek nie

2<d=s5b — Aansieniike praktiese effek
5<d=<8 — Duidelike praktiese effek
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HOOFSTUK 5
RESULTATE EN BESPREKING VAN
KARNITIENBELADINGS OP PROEFPERSONE

5.1 Resultate en bespreking

Alle Bonferroni p-waardes (pg), standaardafwykings en vertrouensintervalle word

in bylae A en B gegee.

Die TO waarde in hierdie hooftsuk is in hoofstuk 6 gebruik as die basislyn om met
pasiénte (hetero- en homosigote} met aangebore defekte van B-oksidasie te
vergelyk. Alle waardes vir die grafieke word in tabelle weergegee in bylaag C.

5.1.1 Karnitiene en asielkarnitiene uitgeskei in uriene

Die maksimumuitskeiding van L-karnitien en asielkarnitien vind 14 dae (T3) na
belading (figuur 14} plaas en T3 (1.931 mmoi/mol Kreatinien en 2.374 mmol/mol
kreatinien vir vrye karnitien en totale asielkarnitien, respektiewelik) gee vir beide
metabolietgroeperings die enigste statisties betekenisvolle verskil in
konsentrasie.

Soogdiere het 'n intrasellulére- en ekstrasellulére L-karnitien poel wat uit vrye L-
karnitien en 'n verskeidenheid asielkarnitiene bestaan (Rebouche, 2004).
Homeostase van die poel geskied deur verskeie sellulére meganismes vir die
handhawing van 'n streng konsentrasie gradiént tussen die intraselluiére en
ekstrasellulére poel (Rebouche et al; 1998; Rebouche, 2004). Die
proefpersone wat aan hierdie beladingseksperiment deelgeneem het, was almal

normaal en daar behoort dus nie ‘'n tekort aan L-karnitien in die liggaam te wees
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Invioed van L-karnitien belading op Karnitien en asielkarnitiene uitgeskei in uriene
30
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Figuur 14 ; Die invioed van L-karnitien Eaading en uitskeiding van karnitienmetasolietel.
TO, T2 en T3 stel onderskeidelik geen karnitienbelading (T0), 24 uur na karnitienbelading
{T2) en na 7 dae van karnitien {T3) belading voor. pg < 0.05 vir Vrye Karnitien en
Asielkarnitien na die tweede urienmonster na belading (T3). Waardes is gemiddeld en 95%
VI, n =25,

nie. Met 'n goeie dieet kan die liggaam self genoegsame |-karnitien sintetiseer
(Mitchell, 1978).

Die eerste L-karnitienbelading op dag 7 (T2) kan beskou word as 'n akute
toediening en die toediening van dag 8 na dag 14 (T3) kan beskou word as
kroniese toediening. Weens die halfleeftyd van L-karnitien in die liggaam (15 ure
volgens Kelly, 1998) het die kroniese toediening 'n akkumulerende effek gehad in

vergelyking met die akute toediening.
Kroniese binneaarse L-karnitien belading lei tot 'n toename in die plasma (Kelly,

1998) en spierweefsel (Rebouche, 1998; Rebouche, 2004) konsentrasies van L-

karnitien. Na akute binneaarse toediening van L-karnitien, is gevind dat daar 'n
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Die verhouding van die vrye karnitien tot asielkarnitien het vir alle praktiese
doeleindes konstant gebly (figuur 15) wat daarop dui dat die persone normaal is
en geen aangebore defekte van vetsuurkatabolisme gehad het nie. Die
hoeveelheid asielkarnitien wat in die uriene uitgeskei is, het in verhouding
toegeneem tot die vrye karnitien wat uitgeskei is. Die verskynsel kan verklaar
word deur die redenasie te gebruik dat die streng regulering van die endogene L-
karnitienpoel, oortollige L-karnitien sal uitskei in die uriene. Die toename in totale
asielkarnitiene sal dan wees as gevolg van  die stimulerende effek wat lae

dosisse L-karnitien het op vetsuurkatabolisme.

'n Moontlike defek sou aangetoon word as meer vrye karnitien gebruik word vir
detoksifiseringsdoeleindes en die verhouding verander. In sulke gevalle sou die

vrye karnitienkonsentrasie daal en die asielkarnitienkonsentrasie styg.

Die resultate in figuur 14 (T3) word deur die literatuur ondersteun, deurdat 'n
kroniese supplementering met 'n relatiewe lae dosis L-karnitien moontlik 'n meer
duidelike effek op vetsuurkatabolisme en die endogene L-karnitienpoel kan hé.
By T2, figuur 14 en 15, kan gesien word dat daar nie 'n noemenswaardige verskil
was na 'n akute belading nie en vanuit die literatuur is die moontlike verklaring
dat akute toediening geen merkwaardige verandering meebring in die endogene
poel van L-karnitien nie.

5.1.2 Organiese sure uitgeskei in die uriene

5.1.2.1 Ketone en dikarboksielsure

Daar was geen statisties betekenisvolle veranderings in konsentrasies van

ketone of dikarboksielsure in die uriene nie (figuur 16). Die ketoongroepering en
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Ketone en dikarboksielsure uitgeskei in uriene na L-karnitien belading

25

20 R R P T S

15 e

mglg Kreatinien

—

e

T0 T2 T3
Tye van belading

|_EKetone B Tradisionele Dik:_a(‘t}oliéielsure B Totale Dikarboksielsun_'_e{‘

ll=iguur 16 : Ketone en dikarboksielsure uitgeskei in uriene na L-karnitien belading. T0, T2
en T3 stel onderskeidelik geen karnitien belading (T0), 24 uur na karnitien belading (T2) en
na 7 dae van L- karnitien (T3) belading voor. Daar het geen statisties betekenisvolle
verskille oor die geheel plaasgevind nie (pg > 0.05). Waardes word gegee as gemiddeldes
en 95% VI, n = 25.

die dikarboksielsure (figuur 16, Ketone) het effe toegeneem met L-
karnitienbelading. Die invloed van L-karnitienbelading op ketogenese en

dikarboksielsuursintese is beide omstrede onderwerpe in die literatuur.

L-karnitien in lae dosisse ( dosis < 500mg/dag) stimuleer ketogenese (Akcetin et
al., 1987; Mitchell, 1978). Hoé dosisse ( 500mg/dag < dosis < 6000mg/dag) het
'n inhiberende effek (Akcetin et al., 1987). Die dosis L-karnitien, wat gebruik is
vir die belading, was relatief laag en stem dus ooreen met wat in die literatuur
aanvaar word. 3-OH-bottersuur het die grootste bydrae gelewer tot die liniére
sommering. Die strukturele analoé van 3-OH bottersuur het ‘n geringe bydrae
gehad. Dit kan moontlik verklaar word omdat die metabolisme normaal was en

geen alternatiewe bronne van energie benodig is nie.
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Die tempo van B-oksidasie word deur die intramitochondriale konsentrasie
verhoudings van [NADHJ/[NAD], [ATP)/[ADP] en [asetiel-KOA[[KoA] bepaal
(Dunlop et al., 1986). Op 'n soortgelyk wyse word ketogenese beheer deur die
[NADH], [asetiel-KoAJ/[KoA] en 3-OH-bottersuur konsentrasies
(http://web.indstate.edu/thcme/mwking/fatty-acid-oxidation.html).

L-karnitien (1g/kg liggaamsmassa) het 'n stimulerende effek op die sitochroom
p450 reduktasesisteem (omega oksidasie) in die teenwoordigheid van toksiese
xenobiotika in selkulture, maar die effek is eers na 72 uur waargeneem (Czech et
al., 2006). Indien die sitosolkonsentrasies van asiel-KoA hoog genoeg styg
sodat die asiel-KoA toksisiteit begin toon, kan daar 'n soortgelyke sisteem jv vivo

vir die mens bestaan.

Die proefpersone het nie tydens die beladingseksperiment gevas nie. Die dieet
van die proefpersone (bylaag D) het bloedglukose vlakke redelik konstant gehou,
sodat die brein geen of min 3-OH-bottersuur nodig gehad het. Hieruit kan volg
dat daar slegs gencegsame asetiel-KoA gebruik word vir ketogenese om te
voorsien in die aanvraag daarvan, indien daar 'n aanvraag is. Asetiel-KoA
Karboksilase sal dan 'n gedeelte van die asetiel-KoA omskakel na maloniel-KoA
en vetsuursintese bevorder (Bunlop, 1986, Mitcheli, 1978). Maloniel-KoA het 'n
inhiberende effek op die karitienpalmitoieltransferase | (CPT 1) (Cook et al.,
1983). As CPT | geinhibeer word, kan langketting vetsure nie oor die
mitochondriale buitemembraan getransporteer word nie. Maloniel-KoA is ook die

eerste stap van vetsuurbiosintese.

Die moontlike stimulerende effek van L-karnitien op ketogenese en sitochroom
p450 reduktase, suggereer dat L-karnitien se rol moontlik nie net beperk is tot
langketting vetsuurtransport en fase Il detoksifisering nie. Die lae dosis L-
karnitien wat toegedien is, kan die toename in ketone verklaar en moontlik ook
op verbeterde sitochroom p450 funksie dui. Dit bly egter spekulasie aangesien

die literatuur geen direkte verband kan aantoon nie.
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L-karnitien kan optree as 'n buffer vir asetielgroepe om sodoende te help om die
energiebalans te herstel as vetsuuroksidasie te veel asetiel-KoA lewer (Shafi,
1998). L-karnitien kan dus die verhouding van [asetiel-KoA]/[[KoA] laat verander
Hoé asetiel-KoA en NADH

konsentrasies mag dalk nie vetsuuroksidasie direk beinviced nie, maar inhibeer

volgens die liggaam se energiebehoeftes.

wel die piruvaatdehidrogenase kompleks omkeerbaar (Strumilo, 2005).

5.1.2.2 Krebssiklus intermediére

| Krebs-siklus intermediére uitskeiding na L-karnitien belading
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ﬁgruur 17 : Krebssiklus intermediére (Tabel 1, Hoofstuk'"?.) uitgeskei in die uriene na L-
karnitienbelading. T0, T2 en T3 stel onderskeidelik geen karnitienbelading (T0), 24 uur na
karnitienbelading (T2) en na 7 dae van karnitien {T3) belading voor. Belading het nie 'n
betekenisvolle verandering in uitskeiding veroorsaak nie (pg > 0.05). Waardes gegee as
gemiddelde en 95% VI, n = 25,

Die uitskeiding van Krebssiklus intermediére in die uriene veriaag gering 24 uur
na karnitienbelading en styg dan aansieniik na die kroniese belading van 7 dae.
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L-karnitien belading het egter nie statisties betekenisvolle verandering teweeg

gebring nie.

Die aanvanklike daling in Krebssiklus intermediére, alhoewel nie betekenisvol
nie, kan moontlik wees as gevolg van verhoogde Krebssiklus aktiwiteit. L-
karnitien word deur 'n aktiewe (farmakologiese toediening) sowei as passiewe
(dieet) meganisme deur die maagwand geabsorbeer, afhangende van wat die
bron van die karnitien is (Gudjonssen et al., 1992). Die presiese meganisme
waarvolgens aktiewe absorbsie plaasvind, is onbekend. Die proses kan heel
moontlik gebruik maak van NADH of ATP.

Die moontlikheid bestaan dat die verskynsel met die Krebssiklus metaboliete die
gevolg is van die bufferkapasiteit wat L-karnitien uitoefen op die asetiel-KoA
konsentrasies (scos genoem in 5.2.1) en sodoende die Krebssiklus reguleer.
Die ander moontlikheid is dat die asetiel-KoA konsentrasies te hoog was met die
aanvanklike L-karniten wat die weefsel bereik het. Dit kon die
piruvaatdehidrogenase kompleks inhibeer en so die Krebssiklus veriraag. Die
intermediére se konsentrasies sal gevolglik daal.

Die styging in die metaboliete by T3 is dalk 'n aanduiding dat L-karnitien die
energiebalans herstel het en dat asetiel-KoA nie meer die piruvaatdehidrogenase
kompleks inhibeer nie.

5.1.2.3 Glisienkonjugate

Geen tendens in verandering in die konsenirasie van glisienkonjugate is
waargeneem vir die verskillende tye nie en gevolglik was daar geen statisties
betekenisvolle verskille nie. Dit is moontlik dat die L-karnitien konjugering die
intraseliulére poe! van ko-ensiem A tot so 'n mate uitgeput het dat
glisienkonjugasie nie kon plaas-
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Figuur 18 : Glisienkonjugate uitgeskei in die uriene na L-karnitienbelading. T0, T2 en T3

stel onderskeidelik geen karnitienbelading (T0), 24 uur na karnitienbelading (T2} en na 7
dae van karnitien (T3} belading voor. Belading het nie 'n betekenisvolle verandering in

uitskeiding veroorsaak nie. Waardes gegee as gemiddeldes en 95% Vi, n = 25.

vind nie. Dit is so omdat glisienkonjugasie afhanklik is van die hoeveelheid KoA
en glisien wat beskikbaar is (Acara et al., 1998).

Tydens die organiese suur analises is daar ook by minder as die helfte van die
proefpersone glisienkonjugate gevind. As die Km waardes van glisien-N-
asieltransferase en karnitienasieltransferase vir spesifieke asiel-KoA verbindings
vergelyk word, is dit duidelik dat karnitien asieltransferase die beter
konjugeringsisteem is. Daar moet in gedagte gehou word, dat hoe laer die Km
waarde vir 'n betrokke substraat is, hoe hoér is die affiniteit van die ensiem vir die

betrokke substraat.
Vir oktanoiel-KoA as substraat is die Km waardes 198mM en 0.0503mM

(http:/fwww.brenda.uni-koeln.de) vir giisien-N-asieltransferase en karnitien

asieltransferase onderskeidelik. Qktanoielkarnitien is 'n biomerker vir MCADD.
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Derhalwe bestaan die potensiaal om hoér konsentrasies van die
karnitienkonjugate vir vetsuuroksidasie in die uriene te kry, behalwe as daar 'n

vrye karnitientekort bestaan.

5.2 Gevolgtrekking

Die L-karnitienbelading het geen noemenswaardige verskil veroorsaak in enige
metaboliete wat tydens analises opgespoor is nie, behalwe vir die asielkarnitiene

en vrye kamitien.

Vanuit die resultate kan die gevoigtrekking gemaak word dat L-karnitienbelading
vir metabolies normaal persone nie 'n merkwaardige verskil sal meebring in die

totale energiemetabolisme nie. Daar was wel 'n toename in totale
asielkarnitiene, maar geen verandering in die totale energiemetabolisme
isweerspieél nie. Met die metabolomika gebaseerde benadering wat gebruik is,
is dieselfde resultaat verkry vir L-karnitienbelading as vir ander

benaderingswyses in die literatuur.

L-karnitien supplementering vir metabolies normale persone is 'n kontroversiéle
onderwerp met geen duidelike eindpunte nie, maar in die studie toon die
resultate dat lae dosisse L-karnitien {gekoppel met kroniese toediening) slegs 'n
effek op die karnitien- en asielkarnitien metaboiisme gehad het.
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HOOFSTUK 6
RESULTATE EN BESPREKING VAN HOMOSIGOTE EN
HETEROSIGOTE VAN MITOCHONDRIALE B-OKSIDASIE
DEFEKTE

6.1 Kliniese beelde verkry van pasiénte

Daar is twee gesinne geidentifiseer vanuit die Laboratorium vir Aangebore
Metaboliese Defekte (Skool vir Biochemie, Potchefstroom Kampus van die
Noordwes-Universiteit) se databasis. Die eerste gesin is geidentifiseer vir
Glutaarsuururie Tipe 11 en die tweede gesin vir Medium Ketting Asiel-KoA-
dehidrogenase defek. In die volgende paar paragrawe sal die besonderhede van

elke gesin bespreek word.

Die gesinne se data sal gebruik word om die liniere sommering metabolomika
gebaseerde benadering te toets en te kyk of heterosigote wel in die uriene
opgespoor kan word met behulp van eenvoudige siftingsanalises (GC-MS en LC-
MSMS).

6.1.1 Glutaarsuururie Tipe Il (Meervoudige Asiel-KoA-dehidrogenase defek)

Urienmonsters is verkry vanaf 'n gesin waar Glutaarsuururie Tipe |l bevestig is.
Ensiemanalises het bevestig dat die ouers heterosigoties en die kinders
homosigoties is.  Albei kinders het simptome getoon van herhalende
brakingsaanvalle, ketose en het geweier om te eet. Tydens die diagnose van die

kinders was die vader en moeder a-simptormaties.
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Die moeder het eers onlangs (begin 2005) simptome begin toon, ondanks die feit
dat die kinders 'n geruime tyd gelede reeds gediagnoseer is. Spierswakheid en
letargie was van die algemene simptome wat voorgekom het by die moeder
tydens episodes. Die moeder en haar kinders ontvang L-kamitien
supplementering asook 'n hoé& koolhidraat, lae vet en lae proteindieet as
behandeling.

6.1.2 Mediumketting-asiel-KoA-dehidrogenase Defek (MCADD)

In hierdie gesin was daar alreeds 4 sterftes gewees weens MCADD. Onlangs
het ‘'n vyfde kind simptome getoon, maar het die episode oorleef. Die vierde en
vyfde kinders se uriene is verkry sowel as die ouers se uriene. Die vierde kind is
uitgesluit vir die eerste deel van die studie, maar word by die tweede deel
ingesluit. Ensiemanalises het bevestig dat beide ouers heterosigoties is en die
kind homosigoties vir MCADD.

Geen kliniese inligting van die gesin kan verkry word nie. Die enigste inligting
wat bekend is, is dat die oorlewende kind op L-karnitien behandeling geplaas is
met 'n hoé koolhidraat en lae vet dieet.

6.2 Resultate en bespreking: Liniére sommering vir heterosigote en

homosigote van aangebore defekte van vetsuurkatabolisme

Alle numeriese waardes vir die grafieke sal in tabelvorm weergegee word in
Bylaag C, Tabel 6 (Tabelle van numeriese waardes vir resultaatgrafieke). Verwys
na Tabel 1, Hoofstuk 3 vir alle beredenering en aanduidings van metaboliete in

elke groep ingesiuit.
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Die benadering wat gebruik word om die resultate weer te gee in die hoofstuk,
kan verkry word in Hoofstuk 3 (3.1 & 3.2). Die kontrolewaarde is die TO waarde

van Hoofstuk 5 met die 95% vertrouensinterval.

6.2.1 Karnitiene en asielkarnitiene

Karnitien en asielkarnitiene uitgeskei in die uriene van hetero- en homosigoot pasiénte
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Figuurﬁ_hz Karnitiene en asielkarnitiene van hetero en homosigotigse pasiénte wat ly aan
aangebore defekte van B-oksidasie. GAIl — Glutaricaciduria Type Il; MCADD - Medium
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Die Kontrole is die waarde wat ooreenstem met T0
vir metaboliet groeperings in Hoofstuk 5 met 95% vertrouensintervalle. Waardes kan in
Tabel 6, Bylaag C verkry word. Die praktiese effek d 2 0.5 (Tabel 12, Bylaag C).

‘n Verhoging in vrye karnitien en asielkarnitien (uitgeskei in die uriene) het by al
die pasiénte voorgekom, behalwe GAll-Kind2 (figuur 19). Verder was die
verhouding van vrye karnitien:totale asielkarnitien verhoog teenoor die kontrole
behalwe vir GAll — Pa en GAll - Kind1 (figuur 20). In alle gevalle het die
praktiese effek ‘n aansienlike tot baie groot verskil getoon vir alle metaboliete ten
opsigte van die kontrolewaarde (tabel 12, Bylaag C).
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Dia verhouidng van vry kamitien:totale asielkamnitien uitgeskei in die uriene
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Figu_ur 20 : Die verhouding van vrye karnitien:totale asielkarnitien uitgeskei in die uriene
vir heterosigotiese en homosigotiese pasiénte wat ly aan aangebore defekte van -
MCADD - Medium Chain Acyl-CoA

Dehydrogenase Defect. Die Kontrole is die waarde wat ooreenstem met TO vir metaboliet

oksidasie. GAll - Glutaric aciduria Type II;

groeperings in Hoofstuk § met 95% vertrouensintervalle. Waardes kan in Tabel 6, Bylaag C
verkry word. Die praktiese effek d 2 0.5 vir alle metaboliete behalwe GAll - Pa (Tabel 12,
Bylaag C).

Die urienmonsters wat ontvang is, was geneem tydens a-simptomatiese
Die
homosigotiese pasiénte was dus alreeds op behandeling gewees vir die betrokke

episodes in die geval van die homosigote en GAll — Ma (heterosigoot).

defekte, wat L-karnitien supplemetering insluit. Die L-karnitien supplementering
kon 'n moontlike effek gehad het op die vrye karnitien wat in die uriene uitgeskei
iS en kan die resultate beinvioed.

Gevolglik kan die aanname gemaak word dat die verhoogde konsentrasies vrye
karnitien (figuur 19) kan wees as gevolg van behandeling ontvang voor uriene
gekollekteer is of moontlik weens verhoogde in vivo karnitiensintese waar die
metabolisme probeer kompenseer vir verhoogde detoksifiseringdoeleindes. Die

dosisse L-karntien supplementering wat die pasiénte ontvang het, is onbekend.
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Derhalwe kan geen uitspraak gemaak word oor die effektiwiteit van die dosis L-
karnitien aan die pasiénte toegedien nie. Verder kan daar geen gevolgtrekking
gemaak word wat die invioed van die L-karnitien supplementering was op die

konsentrasie van vrye karnitien in die uriene uitgeskei nie.

Die verhoging van asieikarnitiene (figuur 19) is toe te skryf aan 'n defekte B-
oksidasie ensiem of verwante kataboliese ensiem (bv. vertakte ketting
aminosuurkatabolisme). 'n Defekte ensiem in vetsuur- en verwante katabolismes
sal lei tot 'n opeenhoping van asiel-KoA in die mitochondriale matriks sowel as
die sitosol en deur L-karnitien supplementering word fase |l, naamlik

detoksifisering en asielkarnitien konjugering bevorder (Blaskovics et al., 2005).

As daar gekyk word na Figuur 19, kan gesien word dat GAll - Kind2
(homosigoties vir Glutaarsuururie Tipe |l) se vrye karpitien en asielkarnitien
konsentrasies normaal vertoon, maar vanuit Figuur 20 kan duidelik gesien word
dat die verhouding van vrye karnitien:asielkarnitien (1.724:1) verhoog is teenoor
die kontrole (0.761 + 0.070). GAll. Kind1 vertoon volgens die verhouding (figuur
20) normaal (0.620), maar 'n moontlike verklaring kan wees dat die |-karnitien

behandeling baie suksesvol is in die pasiénte se geval.

Die heterosigotiese pasiénte vertoon almal 'n verhoging bo normaal vir die vrye
karnitien:totale asielkarnitien verhouding (figuur 20) behalwe GAIl — Pa. GAll —
Pa was onder geen behandeling nie, maar is 'n bevestigde heterosigoot vir
Giutaarsuururie Tipe Il

Daar moet in ag geneem word dat uriene wat vanaf mediese instansies ontvang
word, nie onder ideale laboratoriumtoestande versamel kan word nie. Uriene
word gewoonlik versamel tydens a-simptomatiese episodes of na behandeling
reeds toegedien is. 'n Pasiént se lewe kan nie in gevaar gestel word om die
ideale navorsingsurienmonster te verkry nie.
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6.2.2 Ketone en dikarboksielsure

Ketone en dikarboksielsure uitgeskel In uriene van hetero- en homosigotiese pasiénte wat ly aan
aangebore defekie van beta-oksidasie
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Figuur 21: Ketone en dikarboksielsure (Tabel 1, Hoofstuk 3) uitgeskei in die uriene van
hetero- en homosigotiese pasiénte wat lei aan aangebore defekte van p-oksidasie. GAIl -
Glutaric aciduria Type Il; MCADD —Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Die
Kontrole is die waarde van ooreenstemmende van TO0 vir metaboliet groeperings in
Hoofstuk 5 met 95% vertrouens intervalle. Waardes kan in Tabel 6, Bylaag C verkry word.
Die praktiese effek is d = 0.5 vir alle pasiénte en metaboliete behalwe GAll — Pa en GAll
Kind2 by Totale Dikarboksielsure {Tabel 13, Bylaag C).

Ketoonliggaampies was verhoog gewees (figuur 21) vir alle groepe ten opsigte
van die kontrole. In die geval van die homosigotiese pasiénte (GAlHl — Ma
ingesluit) is dit verstaanbaar en word in die literatuur beskryf (Blaskovics et al,
2005; Matern et al., 2005; OMIM, 2005). Verder toon die praktiese effek 'n
beduidende verskil aan vir alle pasiénte behalwe GAll — Pa (d = 0.01) en GAll -
Kind2 (d = 0.18).

Enige defek wat die katabolisme van verbindings beinvioed, wat gebruik kan
word vir asetiel-KoA produksie, sal 'n versteuring in energiemetabolisme

veroorsaak. Die ATP:ADP; NADH:NAD en asetiel-KoA:KoA verhoudings sal
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verskuif om soedoende te kompenseer deur meer asetiel-KoA te lewer vir

ketoonsintese (Dunlop et al., 1986).

Wat verder ingedagte gehou moet word, is dat individuele dieet 'n groot invioed
het op ketoonsintese. Die homosigotiese pasiénte (GAIll —~ Ma ingesluit) was,
s00s alreeds genoem, reeds op behandeling en het heel moontlik 'n aangepaste
dieet ingesluit soos in die literatuur voorgeskryf word. Die voorgeskrewe dieet vir
beide defekte onder bespreking, is 'n lae vet en ho& koolhidraat dieet vir die
handhawing van hoé& glukoseviakke sowel as genoegsame ketoonsintese
(Blaskovics et af., 2003).

L-karnitien supplementering in lae dosisse kan ketoonsintese bevorder (Akcetin
et al., 1987; Mitchell, 1987), maar dit is nie bekend wat die dosis L-karnitien was
wat verskaf is aan die homosigotiese pasiénte nie (GAll — Ma ingesluit).
Gevolglik kan geen kommentaar gelewer word met betrekking tot die effek wat

die L-karnitien behandeling op ketoonsintese gehad het nie.

Die heterosigotiese pasiénte, GAIl — Ma uitgesluit, het verder ook 'n toename in
ketoonkonsentrasies getoon (figuur 21), maar dit is onduidelik of dit die oorsaak
iI5 van 'n versteuring in die energiemetabolisme as gevolg van 'n milde
ensiemdefek in vetsuurkatabolisme en of dit weens 'n moontlike ketogeniese
dieet kan wees.

Daar moet in gedagte gehou word dat ketone nie net afkomstig kan wees vanaf
vetsuurkatabolisme nie, maar ook van alternatiewe weé waar ketogeniese
aminosure voorkom. Aangesien aminosure nie ingesluit is in hierdie studie nie,
is dit onduidelik hoe groot die rol was wat die groep verbindings gespeel het op
ketoonsintese. Die moontlikheid bestaan dat die liggaam proteienkatabolisme
sal bevorder tydens versteurde energiemetabolisme om asetiel-KoA en
propioniel-KoA te vorm vanaf die degradasie van aminosure. Indien dit die geval

was, sou ketoonsintese gestimuleer word deur die toename in asetiel-KoA.
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Die dikarboksielsure (tradisioneel) en verwante derivate (totale dikarboksielsure)
het nie 'n aansienlike toename getoon vir die verskillende pasiénte nie. Geen
beduidende verskil is waargeneem tussen die heterosigote en homosigote nie
behalwe vir GAIl — Ma (heterosigoot), MCADD — Pa (heterosigoot) en MCADD-

Kind1 (homosigoot) soos gesien kan word vanuit Figuur 21.

In die geval van die homosigotiese pasiént (MCADD — Kind1) kan verhoogde
dikarboksielsure verwag word (Blaskovics et al., 2005; Matern et al., 2005) wat
geassosicer word met die betrokke defek. Met die heterosigotiese pasiénte
(GAIl — Ma en MCADD - PA) kan dit moontlik wees dat, alhoewel die
ensiemdefek 'n milder vorm van die defek is, kan dit moontlik nog steeds die

biomerker metaboliete vorm wat kenmerkend aan die defek is.

Daar was in die bg. gevalle 'n meer beduidende toename in totale
dikarboksielsure as die tradisionele dikarboksielsure. By die totale
dikarboksielsure groepering (tabel 1, Hoofstuk 3) is daar dikarboksielsuurderivate
ingesluit wat afkomstig is vanaf verskillende aminosuurkatabolismes. Dit kan
daarop dui dat die aminosuurkatabolismes in gedagte gehou moet word vir
toekomstige studies. Vanuit die resultate blyk dit dat dat die aminosure moontlik

'n groter invioed kan hé as wat verwag was.

6.2.3 Krebssiklus Intermediére

'n Aansienlike toename in krebssiklus intermediére is waargeneem vir hetero- en
homosigote ten opsigte van die kontrolegroep (figuur 22) en word bevestig deur
die praktiese effek wat verhoog was vir alle pasiénte (d = 0.8, Tabel 13 Bylaag
C).

Die Krebssiklus is amfibolies en indien die verhoudings van ATP:ADP,

NADH:NAD en asetiel-KoA:KoA konsentrasies na die regterkant van elke ver-



Krebs intermedidre vitgeskei in die uriene van hetero- en homosigotiese pasignte wat lei aan
aangebore defekte van beta-oksidasie

I Kontrale GAll -Pa -Ma GAIl - Kind1 MCADD - Pa MCADD - Ma MCADD - Kind1

Figuur 22: Krebssiklus Intermediére (;l;ébet 1, Hoofstuk 3) uitgeskeiﬁ die uriene van
hetero- en homosigotiese pasiénte wat lei aan aangebore defekte van B-oksidasie. GAll —
Glutaric aciduria Type II; MCADD - Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Die
Kontrole is die waarde van ocoreenstemmende van T0 vir metaboliet groeperings in
Hoofstuk 5 met 95% vertrouensintervalle. Waardes kan in Tabel 6, Bylaag C verkry word.

Die praktiese effek was aansienlik verhoog vir alle pasiénte {d 2 0.8, Tabel 13 Bylaag C).

houding skuif, sal die Krebssiklus asetiel-KoA produseer. Indien dit nodig is, kan
van die aminosure omgeskakel word na die verskillende Krebssikius

intermediére.

Die homosigotiese pasiénte (GAll — Ma ingesluit) was op 'n lae vet — hoé
koolhidraat dieet. Verhoogde koolhidraatinname bevorder die glikoliseweg en
gevolglik sal die Krebssiklus ook bevorder word. Die homosigotiese pasiénte sal
heel waarskynlik verlaagde NADH:NAD, ATP:ADP en asetiel-KoA:KoA
verhouding hé&, met ander woorde energieproduksie word gepromoveer.

Dit is verder ook moontlik dat die L-karnitien behandeling voorkom het dat daar
nie asetiel-KoA ophoop nie en sodoende verder voorkom het dat daar nie

inhibisie van die piruvaatdehidrogenase kompleks plaasgevind het nie (Strumilo,
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2005; Shafi, 1998). In die geval van die Krebssiklus, as die Ig. aannames korrek
is, sal die Krebssiklus intermediére styg om ongestoord asetiel-KoA te iewer vir

energiebehoeftes van die liggaam.

Dit is onbekend of die heterosigotiese pasiénte (GAIl — Ma uitgesluit) dieselfde
dieet gevolg het as hulle homosigoties familielede. Die moontlikheid bestaan dat
die hele gesin 'n aangepaste dieet sal volg. Indien dit wel die geval is, kan
dieselfde verklaring verskaf word as in die vorige paragraaf. 'n Ander moontiike
verklaring kan wees dat aangesien die heterosigotiese pasiénte se
energiemetabolisme nie in dieselfde graad geaffekteer is soos die homosigotiese
pasiénte nie, kan daar waarskynlik beter kompensasie plaasvind in die
metabolisme deurdat vetsuuroksidasie genoegsaam asetiel-KoA lewer. Die Ig.

opmerking (gekoppel aan 'n alledaagse dieet) sal dan genceg energie verskaf.

6.2.4 Glisienkonjugate

Daar is verhoogde glisienkonjugate gevind in die uriene van al die pasiénte
(figuur 23) ten opsigte van die kontrole behalwe GAIll-Pa en MCADD-Pa (beide
heterosigote). MCADD-Pa het wel volgens die praktiese effek (d = 0.86) 'n
aansienlike verskil getoon ten opsigte van die kontrole. GAll-Pa (d = 0.13) het
nie 'n verskil getoon volgens die praktiese effek nie. GAIl — Ma (d = 2.97) en
MCADD — Ma (4.72), beide heterosigote, het wel 'n aansienlike verhoging in
glisienkonjugaatkonsentrasies getoon. Soos verwag, het al die homosigote

verhoogde glisienkonjugaatkonsentrasies gehad.
Glisienkonjugering is 'n alternatiewe weg as die karnitienkonjugeringsweg onder

hoé druk geplaas word en as die beskikbare L-karnitien uitgeput word. Die

laaste stelling word gestaaf deurdat die Km waardes van asiel-KoA's vir
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Glisienkonjugate uitgeskei in uriene van hetero- en homosigotiese pasiénte wat ly aan aangebore
defekte van beta-oksidasie
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Figuur 23 : Glisienkonjugate {Tabel 1, Hoofstuk 3) uitgeskei in die uriene van hetero- en
homosigotiese pasiénte wat lei aan aangebore defekte van B-oksidasie. GAll — Glutaric
aciduria Type Ii; MCADD - Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Die Kontrole is
die waarde van ooreenstemmende van TO vir metaboliet groeperings in Hoofstuk 5 met
95% vertrouensintervalle. Waardes kan in Tabel 6, Bylaag C verkry word. Die praktiese
effek het 'n aansienlike verskil getoon vir alle pasiénte ten opsigte van kontrolewaardes
behalwe vir GAIl - Pa (d £ 0.2). Die praktiese effek vir die pasiénte word weergegee in
Tabel 13, Bylaag C.

Karnitien-Asieltransferase laer vertoon as vir Glisien-Asilase (Hoofstuk 5, 5.2.3).
Indien die glisienkonjugate onder bespreking (Tabel 1, Hoofstuk 3) toeneem in
konsentrasie, kan daar die aanname gemaak word dat die

karnitienkonjugeringsisteem onder druk geplaas word.

Vanuit die literatuur word dit verwag dat homosigote 'n toename in
glisienkonjugate sal toon (Hoofstuk 2, 2.7.1). Die heterosigote het ook 'n
toename getoon in glisienkonjugate. 'n Moontlike verklaring vir die verskynsel by
die heterosigote kan verkry word deur te redeneer dat indien hulle 'n hoé
vetinname gehad het voor die neem van die urienmonster, sou die gereduseerde

ensiemaktiwiteit nie vetsuurkatabolisme vinnig genceg kan laat plaasvind nie.
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Geen L-karnitien is verskaf aan die heterosigote nie (GAIl — Ma uitgesluit) en die
liggaam kon moontlik nie genoegsame L-karnitien in vivo sintetiseer vir die

Karnitien-Asieltransferase detoksifisering nie.

Indien die aanames in die vorige paragraaf korrek is, sal die
glisienkonjugeringsweg in gebruik geneem word by die heterosigote, maar in 'n
geringer mate as vir homosigote. Heterosigote behou nog steeds genoegsame
ensiemaktiwiteit vir metaboliese kompensasie; derhalwe kan dit moontlik wees
dat die verbeterde metaboliese kompensasie weerspieél sal word in die

alternatiewe- of detoksifiseringsweé.

6.3 Samevattende bespreking: Liniére sommering vir heterosigote- en

homosigote van aangebore defekte van vetsuurkatabolisme

'n Defek in mitochondriale B-oksidasie sal veroorsaak dat biomerkers, wat uniek
is vir 'n betrokke ensiem van die weg, in aansienlike konsentrasies in die uriene
vitgeskei word (Blaskovics et al., 2005; Matern et al., 2005). Asielkarnitiene
(figuur 19), dikarboksielsure (figuur 21) en ketone (figuur 21} is die mees
algemene biomerkers (Blaskovics ef al., 2005, Matern et al., 2005).

Die invioed van die betrokke defekte op die Krebssiklus (figuur 22} kan duidelik
waargeneem word. As geen asetiel-KoA vanaf p-oksidasie aan die Krebssiklus
verskaf word nie, sal alternatiewe weé gebruik word, bv. ketogeniese en
glukogeniese aminosure. Die alternatiewe weé poog om die metaboliese
wanbalans te herstel na normaal, sodat voldoende energie gelewer kan word
aan die verskeie stelsels.

1

Die resultate toon 'n hoé& heterogeniteit met betrekking tot
metabolietgroeperingskonsentrasies vir dieselfde defek. Die mate van

heterogeniteit in metabolietkonsentrasies is moontlik die weerspieéling van ko-

88



ekspressie, negatief of positief, op geenvlak {Hoofstuk 2, 2.3.3.2). ’'n Defek
vroeg in 'n metaboliese weg, kan lei tot die onderekspressie van ensieme wat
later in die weg betrokke is en selfs die oorekspressie van ensieme wat in 'n
voorloper metaboliese weg teenwoordig is (Cravatt et al, 2005a; Cravatt et al.,
2005b; Church et al., 2005).

Die styging van Krebssiklus intermediére (f22) wat by die homosigote en
heterosigote waargeneem is, is 'n goeie aanduiding van hoe globaal die invioed
van 'n versteuring in die vetsuurkatabolisme is en hoe die totale
energiemetabolisme beinviced word. Vanuit die resultate blyk dit dat 'n ernstige-
(homosigotiese) sowel as 'n milde (heterosigotiese) defek in energiemetabolisme
weerspieél word.

Die geheelbeeld benadering het 'n merkbare verskil verkry in
konsentrasietoenames vir die oorgrote meerderheid van metabolietgroeperings.
Die globale konsentrasies van organiese sure (figuur 21, 22 en 23) toon 'n
aansienlike verskil ten opsigte van kontrolewaardes vir homosigote sowel as

heterosigote aan.

Sou die metaboliete individueel onder beskouing geplaas word, soos in die geval
van konvensionele benaderingsdiagnoses, sal 'n geringe verskil tussen die
metaboliete van 'n normale persoon en 'n heterosigoot voorkom. ‘n Homosigoot

sou 'n merkbare verskil getoon het ten opsigte van normaal.

Daar word dus afgelei dat selfs 'n geringe afname in ensiematiese aktiwiteit

kwantitatief opgespoor kan word deur eenvoudige urienanalises te doen.

Die konvensionele uriene siftingsanalises wat op die GC-MS (crganiese sure) en
LC-MSMS (asielkarnitiene) gedoen word en opeenvolgende dataverwerking
spoor slegs homosigotiese pasiénte op. Die metabolomika gebaseerde

benadering wat ontwerp is, se hoofdoel was om te bepaal of heterosigote
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opgespoor kon word in die uriene deur die konvensionele siftingsanalises. Die
SOP (Standard Operating Procedure) vir die GC-MS en LC-MSMS is
onveranderd gebruik. Slegs die daaropvolgende dataverwerking is vanuit 'n
ander oogpunt benader, naamlik 'n metabolomika gebaseerde benadering
(Hoofstuk 3, 3.1 & 3.2), wat die geheelbeeld van metaboliete betrokke by
vetsuurkatabolisme in berekening bring.

Vanuit die verskillende figure vir die metabolietgroeperings het die
heterosigotiese pasiénte sowel as die homosigotiese pasiénte aansienlike
verhoging getoon in metabolietkonsentrasies ten opsigte van normaal. Die
heterosigote se metabolietkonsentrasies was wel minder verhoog as die
homosigote s'n, maar die verhoging was genoegsaam om opspoorbaar te wees

met met die nuwe benadering.

Vanuit die literatuur word daar tans heterosigootsifting slegs vir geselekteerde
defekte gedoen en dit word gedoen met molekulére tegnieke nadat homosigote
deur middel van uriene siftingsanalises opgespoor is, soos in die geval van
sistiese fibrose (Inal et al., 2000; Grody et al., 2004). Tot op hede is daar geen
vermelding in die literatuur opgespoor met betrekking tot siftingsanalises vir
heterosigote van vetsuurkatabolisme defekte nie.

Vetsuurdefekte is 'n groep ernstige defekte wat verstandelike gestremdheid,
orgaanversaking, asock die dood tot gevolg kan hé en kom gewoonlik by
pasgeborenes voor. In uitsonderlike gevalle kan selfs volwassenes met
simptome presenteer (Grice et al., 2000; Andresen, 2003; Bros et al., 2004;
Blaskovics et al., 2005). As voorbeeld van laasgenoemde geval het 'n moeder
vroeg in 2005 simptome vertoon, wat kenmerkend vir 'n vetsuurkatabolisme
defek is (Hoofstuk 6, 6.1.1).

Die konvensionele siftingsanalises kon geen konkrete bewys lewer vir die defek

nie, anders as die kinders van dieselfde gesin nie. Ensiemanalises het bevestig
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dat die moeder Glutaarsuururie Tipe |l het, maar dat sy 'n heterosigoot is wat met
die defek se simptome presenteer.

Met die nuwe metabolomika gebaseerde bandering het dit duidelik na vore
gekom dat daar 'n probleem is vir die moeder op metaboliese vlak {((GAll - MA is
die pasiént (Figure 19 — 23)). Die ander heterosigote het wel nie gepresenteer

met simptome nie, maar hulle metaboliete het aansienlik verskil van normaal.

Die groep vetsuurkatabolisme defekte kan 'n ernstige lewenskwaliteitverlaging tot
gevolg hé. As vroegtydige deteksie van heterosigote kan plaasvind, kan
toekomstige voorvalle wat soortgelyk is aan GAIl — Ma doeltreffender opgespoor

word en daar kan beter voorsorg getref word vir 'n moontlike homaosigoot.

Indien heterosigotiese pasiénte opgespoor word, kan genetiese konsultasie
verskaf word (Grody ef al., 2004). Vroegtydige behandeling kan dus plaasvind
en derhalwe lewenskwaliteit verbeter (Inal et a/., 2000, Grody et al., 2004).

Daar kan dus gesé word dat dit suksesvol was om heterosigote van aangebore
defekte van vetsuurkatabolisme op te spoor in die uriene met konvensionele
sifingsanalises, wel gekoppel aan die nuwe metabolomika gebaseerde
benadering. Die benadering is nog nie spesifiek genoeg om 'n betrokke defek
uniek uit te lig nie, maar dit het aangetoon dat dit wel moontlik is om 'n
heterosigotiese pasiént op te spoor. Toekomstige verfyning van die proses kan

moontiik verbeterde diagnostiek met verhoogde spesifisiteit ot gevolg hé.

6.4 Resultate en bespreking: Asielkarnitien vergelykings vir heterosigote

en homosigote wat aan aangebore defekte van vetsuurkatabolisme ly

Die grafieke in hierdie gedeelte is almal dimensieloos op die y-as as gevolg van

die ontwerp van die asielkarnitienformules. Verder kan alle numeriese waardes
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vir die grafieke (gemiddeldes, 95% vertrouensintervalle, n-waardes) in Bylaag C

van nader bestudeer word (tabelle van numeriese waardes vir resultaat grafieke).

Die praktiese effek word gebruik om te onderskei tussen die kontroles en
pasiénte en om te bepaal of daar 'n verskil is tussen die pasiénte en die
kontroles van verskillende ouderdomsgroepe en geslagte. Die praktiese effek

waardes is in Bylaag C (Tabelle 14 en 15).

Die persone van verskillende ouderdomsgroepe en geslagte is almal na
organiese suur en asielkarnitien analises as normaal gediagnoseer ten opsigte
van aangebore defekte van metabolisme. Die data van die persone is in die
gedeelte gebruik om te bepaal hoe effektief die ontwerpte metabolomika
formules is ten opsigte van ouderdom en geslag. Verder word daar ook vergelyk
hoe die verskillende ouderdomsgroepesgroepe en geslagie vergelyk met lyers

van aangebore defekte van vetsuurkatabolisme.

Alle formules wat gebruik is, word volledig in Hoofstuk 3.3 bespreek.

6.4.1 Statien metabolomika formule

Die statienformule (Figuur 24) maak redelike goeie onderskeid tussen die
verskitiende aangebore defekte van vetsuurkatabolisme as die waardes met die
95% vertrouensinterval vergelyk word (Tabel 7, Bylaag C). Dit geld ook vir die
praktiese effek (d 2 0.5, Tabel 14 Bylaag C). Die onderskeid tussen kontroles
van verskillende ouderdomsgroepe en geslagte is nie baie goed (figuur 25) as
net die 95% vertrouensinterval gebruik word nie. Die praktiese effek toon wel 'n
beduidende verskil aan tussen die medikasiegebruikers en kontroles (d = 0.8,
Tabel 15 Bylaag C). Kyk ook Tabel 7, Bylaag C en die statienewaardes in Tabel
8 (Bylaag C).
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Kontrole Valproaat Statiene GAll MCADD
| Tipe defwk teenwoordig 1

L _

Fiéuur 24: Statien metabolomika formule wat onderskei tussen die verskillende aangebore
defekte van vetsuurkatabolisme. Valproaat en statiene is albei medikasies, GAll-Glutaric
aciduria Type ll, MCADD-Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Waardes kan in Tabel 7, Bylaag C verkry word. Die
praktiese effek (d 2 0.5) verskil aansienlik vir die pasiénte ten opsigte van die
statienwaarde (Tabel 14, Bylaag C}.

Propionielkarnitien, die karnitienkonjugaat van propioniel-KoA, is een van die
metaboliete wat gebruik is in die ontwerp van die formule. Propioniel-KoA
(Hoofstuk 3, 3.3.4) kan deur drie moontlike metaboliese weé geproduseer word:
vertakte ketting aminosuurkatabolisme, onewe ketting vetsuurkatabolisme en

cholesterolbiosintese,

Die kontrole (f24 & 25) was onder geen behandeling nie en het voor die begin
van die studie ongekontroleerde diéte gevolg. Die tipiese dieet in Suid Afrika
neig tot 'n hoé& vetinname wat kan lei tot verhoogde vetsuuroksidasie en
cholesterolsintese sodat meer asetiel-KoA en propioniel-KoA vorm.
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! Statiene metabolomika formule vir rormaal persone van verskillende cuderdomme en geslagte

4.0 T

‘ 36 ——

NSSN

N
prns
SRR
RN
RN
XOSK
RN

SN

20 —- —-

SRR
SRRA

AN

NN
RSN
NNNY
SRS

N
o

SR
AN

Y

A
SR

SESS
S
S Ny
SR
ASRRN

I

%

SRt
Aoy
“] SN

anh

50 51-85

T

Loy
R

SSAR
0.0 =

|
. [ ———
|
| |
|
|
T——
i
. —
)
i |
|
T
-

s (W]

« |

Wontrole (25 - 0-2 16 11-15 1625

35}

Ouderdomme

B Manlik CIVroulik|

J— 1

rTguur 25: Statienmetabolomika formule vir normale 7persor;a van verskillende

ouderdomsgroepe en geslagte. Valproaat en statiene is albei medikasies, GAll-Glutaric
aciduria Type Il, MCADD-Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Waardes kan verkry word in Tabel 8, Bylaag C.
Die praktiese effek toon dat die normale pasiénte aansienlik verskil ten opsigte van die
statiengebruikers (figuur 24) en kan in Tabel 15, Bylaag C verkry word (d 2 0.8).

Die kontrolegroep (Hoofstuk 4, 4.1 & Bylaag D) het 'n vaste gebalanseerde dieet
gevolg voor die uriene geneem is vir die studie. Die persone van verskillende
ouderdomsgroepe se urine is gekollekteer sonder enige vooraf behandeling vir
aangebore defekte van vetsuurkatabolisme en het ongekontroleerde diéte
gevolg.

As die formule gebruik word, moet daar in gedagte gehou word dat dit bekend
moet wees dat die defek wel betrokke is by vetsuuroksidasie en dat die

spesifisiteit nie baie hoog is nie.

Die formule was afhanklik van die propionielkarnitienwaardes van die pasiénte.
Daarom sal verfyning van die formule in dié geval noodsaaklik wees. As die
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formule sodanig verander word dat propionielkarntien nie so 'n groot rol speel in

die bepaling van die waardes nie, kan die probleem moontlik opgelos word.

6.4.2 LCADD metabolomika formule

LCADD metabolomika formule

— -

|
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800~ — — —— —

600 — — ——

| 400 +- —  — —

| 200 —_—

| BE BEm

Kontrole Valproaat Statiene GAll MCADD LCADD

1
| I

Figuur 26 : LCADD metabolomika formule wat onderskei tussen verskillende aani;ebore

defekte van vetsuurkatabolisme. Valproaat en statiene js albei medikasies, GAll-Glutaric
aciduria Type ll, MCADD-Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Waardes kan verkry word in Tabel 7, Bylaag C.
Die praktiese effek (Tabel 14, Bylaag C) vir al die pasiénte toon ‘n aansienlike verskil ten
opsigte van die LCADD formule, behalwe vir MCADD (d = 0.02) en GAll {d = 0.26).

Die formule tref goeie onderskeid tussen LCADD, kontrole en die ander defekte
en medikasies (figuur 26, Tabel 7, Bylaag C, LCADD kolom). Die praktiese effek
(Tabel 14, Bylaag C) het geen betekenisvolle verskil tussen die LCADD pasiénte
en die GAll- (d = 0.26} en MCAD {(d = 0.02) pasiénte voorspel nie. Daaris ook ’'n
goeie onderskeid tussen die perscne van verskillende ouderdomsgroepe en
geslagte en LCADD pasiénte (Tabel 7 & 9, Bylaag C). Die statienwaarde 226 +
221 (figuur 26) se vertrouensinterval was groot en kan in die grense val vir die
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LCADD metabolomika formule vir normaal persone van verskillende ouderdommae en geslagte
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Figuur 27 : LCADD metabolomika formule vir normale persone van verskillende
ouderdomsgroepe en geslagte. Valproaat en statiene is albei medikasies, GAll-Glutaric
aciduria Type I, MCADD-Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Waardes kan verkry word in Tabel 9, Bylaag C.
Die praktiese effek (Tabel 15, Bylaag C) toon ‘n aansienlike verskil tussen die normale
pasiénte en die LCADD pasiénte (Figuur 26).

LCADD waarde (877 £ 322).

Die praktiese effek (Tabel 15, Bylaag C) wys op 'n aansienlike verskil tussen die
LCADD pasiénte en die kontrole en persone van verskillende ouderdomsgroepe
en geslagte (d = 0.8).

Die oorvleueling van die statienewaarde se vertrouensinterval met dié van
LCADD (figuur 26), is moontlik die gevolg van die statienmedikasie wat
vertraging in vetsuurkatabolisme tot gevolg het. Die moontlikheid bestaan dat
daar meer langketting asielkarnitiene uitgeskei kan word in die uriene. Verder
kan MCADD en GAIll ook inmeng met die LCADD formule weens die

gemeenskaplike aard van die metaboliete wat deur die defekte beinvioed word.
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Die jaargroep 11-15 jaar vroulike persone se vertrouensinterval van 363 + 291
(Figuur 27) kan moontlik oorvleuel met die vertrouensinterval van die L.CADD
pasiénte in figuur 26. Die praktiese effek (Tabel 15, Bylaag C), aan die ander
kant, toon 'n aansienlike verskil aan waar d = 0.85. Dit is nie duidelik waarom dit
gebeur nie, want die vroulike 11-15 jaargroep persone is bevestig as normaal.
Die faktore wat die verhoging vir die betrokke ouderdoms- en geslagsgroep
veroorsaak, kan nie verklaar word nie. Die LCADD formule onderskei goed vir
die ouderdomsgroepe en geslagte sowel as vir die verskillende defekte en

medikasies van vetsuurkatabolisme. Die formule was meer spesifiek gewees.

Langketting asielkarnitiene (versadig en onversadig), propionielkarnitien en
asetielkarnitien (3 koolstowwe lank) is verder ingebou om die spesifisiteit van
diagnose van LCADD te probeer verhoog. Die hoé statien waarde (Figuur 26) is
moontlik toe te skryf aan die feit dat propionielkarnitien in berekening gebring is.

Verdere verfyning van die LCADD formule het die potensiaal om baie goeie
onderskeid tussen die verskillende defekte en medikasies te tref. Die formule
toon ook die potensiaal om onderskeid te tref tussen verskillende

ouderdomsgroepe en geslagte ten opsigte van die LCADD pasiénte.

6.4.3 MCADD metabolomika formule

Die formule kan baie goed onderskei tussen MCADD en die ander defekte en
medikasies (Figuur 28). Die kontrolewaarde was aansienlike hoé (0.87 £ 0.22) in
vergelyking met die MCADD waarde (1.69 + 1.10) as die 95% vertrouensinterval
(Tabel 7, Bylaag C) in ag geneem word. Die praktiese effek bevestig dat daar
nie 'n aansienlike verskil is tussen die kontrole (d = 0.39) en die MCADD

pasiénte nie.
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Figuur 28 : MCADD metabolomika formule wat onderskei tussen verskillende aéhgeboré
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defekte van vetsuurkatabolisme. Valproaat en statiene is beide medikasies, GAll-Glutaric
aciduria Type I, MCADD-Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydreogenase Defect. Waardes kan verkry word in Tabel 7, Bylaag C. Die
praktiese effek het ’n aansienlike verskil getoon tussen die MCADD pasiénte en die ander

pasiénte (Tabel 14, Bylaag C) behalwe vir die kontrolewaarde (d = 0.39).

Daar is nie 'n verklaring waarom die waarde vir die kontrole oorvleuel met die
MCADD waarde nie. Die kontrolepasiénte (Hoofstuk 5 se proefpersone met
vaste dieet, Bylaag D) se dieet het moontlik hoé konsentrasies mediumketting
vetsure bevat. In die ontwerp van die MCADD formule (Hoofstuk 3.3.3) is
hoofsaaklik mediumketting vetsure en asetielkarnitien gebruik. As die
kontrolegroep verhoogde mediumketting vetsure deur die dieet ingeneem het,
kon dit die MCADD formule beinvioed het.

Die formule onderskei duidelik tussen die kontrole, MCADD pasiénte en persone
van verskillende ouderdomsgroepe en geslagte (figuur 28 & 29). Die waardes vir
figuur 28 en 29 kan gevind word in bylaag C, Tabel 7 (MCADD kolom) en in
Tabel 10. Die formule is baie spesifiek vir MCADD pasiénte.
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Figuur 29 : MCADD metabolomika formule vir normaal persone van verskillende

cuderdomsgroepe en geslagte. Valproaat en statiene is albei medikasies, GAll-Glutaric
aciduria Type ll, MCADD-Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Waardes kan verkry word in Tabel 10, Bylaag C.
Die praktiese effek (Tabel 15, Bylaag C) toon aansienlike verskille aan tussen die MCADD

pasiénte (Figuur 29) en die normale pasiénte.

6.4.4 GAll metabolomika formule

Die formuie vir Glutaarsuururie Tipe il (GAIl) was hoogs spesifiek vir die betrokke
defek en kon goed onderskei tussen al die verskillende defekte en medikasies
wat vergelyk is (figuur 30). Daar was weer eens 'n goeie onderskeid tussen die
kontrole en die persone van verskillende ouderdomsgroepe en geslagte (figuur
31) asook met die Glutaarsuururie Tipe |l pasiénte in figuur 30. Tabel 7 (GAll

kolom) en Tabel 11 in Bylaag C kan vergelyk word om die stellings te bevestig.

Die 95% vertrouensintervalle word telkens ondersteun deur die waardes van die
praktiese effek wat aansienlike verskille tussen die GAll pasiénte en al die ander
pasiénte groeperings toon (Tabel 14 en 15, Bylaag C).
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IEiguur 30 : GAll metabolomika formule wat onderskei tussen verskillende_aangebdre
defekte van vetsuurkatabolisme. Valproaat en statiene is albei medikasies, GAH-Glutaric
aciduria Type Il, MCADD-Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Waardes kan verkry word in Tabel 7, Bylaag C. Die
praktiese effek toon aansienlike verskille aan tussen die GAll pasiénte en die res van die

pasiénte (Tabel 14, Bylaag C).

Die hoé spesifisiteit van die formule kan moontlik toegeskryf word aan die
metabolietgroeperings wat in ag geneem is om die formule te ontwerp (Hoofstuk
3.3.1). As die GAll defek in ag geneem word, word 'n wye verskeidenheid van
ensieme en s0 ook metaboliete geaffekteer. Daar is dus baie relevante
metaboliete ingesluit om die aard van die defek te weerspieel. Dit sluit kort-,
medium- en langketting asielkarntiene in en ook asielkarnitiene wat afkomstig is

vanaf die vertakte ketting aminosuurkatabolisme.
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Figuur 31 : GAIl metabolomika formule vir normaal persone van verskillende

ouderdomsgroepe en geslagte. Valproaat en statiene is albei medikasies, GAll-Glutaric
aciduria Type il, MCADD-Medium Chain Acyl-CaA Dehydrogenase Defect en LCADD-Long
Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect. Waardes kan verkry word in Tabel 11, Bylaag C.
Die praktiese effek verskil aansienlik tussen die GAIl pasiénte (Figuur 31) en die normale
pasiénte (Tabel 15, Bylaag Cj}.

'n Interessante verskynsel is dat die statienewaarde in figuur 30 baie meer
uitgehef is as die ander defekte en medikasies onder beskouing. Dit is moontlik
toe te skryf aan die effek wat statiene het op die koénsiem Q10 konsentrasies.
Statiene verlaag sellulére ubiquinone konsentrasies en ubiguinone speel 'n
belangrike rol in elektronoordrag in die elektrontransportketting (Paepe et al.,
2005; Altekin et al., 2002). Gevolglik kan dit dan 'n skynbeeld of induksie van
glutaarsuururie tipe 2 tot gevolg hé (Mienie 2006, persooniike gesprek).
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6.5 Samevattende bespreking: Asielkarnitien vergelykings vir heterosigote
en homosigote wat aan aangebore defekte van vetsuurkatabolisme ly

Die doel met die asielkarnitien vergelykings was om 'n verdere vlak van verfyning
in diagnose van vetsuurmetabolismeafwykings daar te stel. Dit was ongelukkig
net gedeeltelik suksesvol, aangesien die ontwikkelde formules net in sekere
gevalle effektief gebruik kon word, om tussen verskillende aangebore afwykings
te onderskei.

Verskille in dieet kan 'n groot invioed hé in metaboliete se konsentrasies in
uriene ten spyte van die feit dat alle analises identies gedoen is. Hou verder
ingedagte dat die LC-MSMS ‘'n 10% variasie het in die akkuraatheid van
analises.

Die doel van die ontwikkelde formules was om onderskeid te probeer tref tussen
die verskillende defekte en medikasies. Nie alle rolspelende faktore kan in ag
geneem word nie. Faktore soos dieet, omgewing (hitte, koue, humiditeit, ens.)
en emosionele welstand (stres, depressie, veg-of-vlug instink, ens.} kan ‘n
moontlike effek op metabolisme en gevolglik op die metabolietkonsentrasies hé.
Verdere wiskundige kennis sal nodig wees om die formules te verfyn, asook 'n
beter begrip van in vivo metabolisme.
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HOOFSTUK 7
SAMEVATTENDE GEVOLGTREKKING OOR DIE STUDIE

Die literatuur en ook die verkrygde resultate maak dit duidelik dat 'n globale
beeld van metabolisme, wat die betrokke metaboliete insluit, 'n beter beeld

verskaf van die werklike gebeure op metabolietviak.

Die 25 proefpersone wat die karnitienbelading ontvang het, het betekenisvolle
toenames in slegs die ketoon- en asielkarnitienkonsentrasies getoon (Hoofstuk
5). Daar kan dus aangeneem word dat, behalwe vir die stimulerende effek op
fase 2 detoksifisering, karnitienbelading 'n verandering in vrye karnitien en
asielkarnitien metabolisme tot gevolg sal hé. Die effek van die karnitienbelading
het 'n merkbare verskil gemaak in metabolietgroeperings. Die verskil was nie in
alle gevalle betekenisvol nie, maar 'n tendens in verandering van
metabolietkonsentrasies kon waargeneem word. Die sekondére doel van die
studie is bereik aangesien ‘n nuut ontwerpte metabolomika benadering gebruik is
om vas te stel wat die effek van L-karnitienbelading op die totale

energiemetabolisme van metabolies normale proefpersone is.

Die metabolietgroeperingseksperiment wat ontwerp is, is gebruik op twee
gesinne {een met MCADD en een met Glutaarsuururie Tipe 1l). Die ouers van
beide gesinne was heterosigote en hulle kinders almal homosigote. Dit is deur
molekulére toetse bevestig. Beide die homosigotiese en heterosigotiese lede
van die gesinne het aansienlike verhogings gehad in metabolietkonsentrasies.
Alhoewel die heterosigote se metabolietkonsentrasies nie verhoog was vir alle
metabolietgroeperings nie, was die verhogings tog duidelik sigbaar. Die
metabolomika benadering van liniére sommering van metaboliete wat betrokke is
by mitochondriale p-oksidasie, was suksesvol. Die heterosigote kon

gediagnoseer word op grond van die metaboliete wat in die uriene uitgeskei is.
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Homaosigote het baie verlaagde tot geen ensiemaktiwiteit vir ‘'n betrokke defek
nie, omrede beide allele van die koderende geen of gene vir die betrokke ensiem
defek is. opeenhoping van die metaboliet of metaboliete wat deur die geen
gekataliseer sou word, kan nou toksies word vir die liggaam. Die metaboliete
ondergaan dan verskillende detoksifiseringsmeganismes en word uitgeskei in die
uriene en dien dan as biomerkers vir 'n betrokke defek. Die biomerkers word
dan met behulp van GC-MS (organiese sure) en LC-MSMS (asielkarnitiene)
analies opgespoor. Individuele biomerkers word onder beskouing geplaas om

dié defek te diagnoseer.

Heterosigote behou genoegsame ensiemaktiwiteit vir 'n betrokke defek en daar
is dan min tot geen opspoorbare konsentrasies van biomerkers in die uriene nie.
Die individuele biomerkers val dan binne normaalgrense wat in die literatuur

verkry kan word.

Die primére doel is dus bereik: Heterosigote is deur middel van organiese suur
analises en ook asielkarnitien analises in die uriene opgespoor met behulp van

die nuwe metabolomika gebaseerde benadering.

Die verdere doel was om met behulp van asielkarnitienverhoudings formules te
probeer onderskei tussen verskillende mitochondriale B-oksidasie defekte. Die
formules is nog nie perfek nie, maar daar kon redelik onderskei word tussen die
verskillende defekte. Die effektiwiteit van die formules is beperk en moet eers

beproef word met genoegsame data en verdere wiskundige verfyning.
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HOOFSTUK 8
VOORSTELLE VIR SOORTGELYKE TOEKOMSTIGE
STUDIES

In die studie was daar nie gepoog om 'n absolute en beslissende antwoord te
verkry op metabolomika of metabolomika gebaseerde navorsing nie. Daar is wel
gepoog om te bepaal of dit die moeite werd sal wees om 'n metabolomika
gebaseerde studie toe te pas om aangebore defekte van metabolisme op te

spoor in die geval van heterosigotiese pasiénte. Die studie was suksesvol.

Vir toekomstige studies in die metabolomika veld is daar wel voorstelle. In die
Suid-Afrikaanse milieu is dit baie moeilik om proefpersone vir lang tydperke
onder ideale protokol vereistes te plaas. Om mense op te neem in die hospitaal
en 'n vaste dieet te verskaf kan problematies wees, weens die diverse dieet wat
onder die Suid Afrikaanse bevolking voorkom. Verder sal bitter min mense
instem om in 'n hospitaal opgeneem te word, veral in die armer dele van die land.
'n Dag sonder werk is 'n dag minder se geld. Kospakkies wat huis toe geneem
kan word, kan moontlik werk, maar daar sal nie kontrole gehou kan word of die
proefpersoon die dieet volg en of die kos weggegooi word of onder familie
versprei word nie. Die beste idee sal wees om vaste etenstye by 'n
goedgekeurde sentrum te gee waar die proefpersone kan inkom en dan die kos
kry, daar eet en dan weer huis toe gaan.

'n Proefgroep sal 'n weerspiéling moet hé van die totale samestelling van die
betrokke bevolking. Voordat so iets gepoog word, moet daar eers bepaal word
wat die voorkoms van die aangebore defekte van metabolisme in Suid Afrika is.
Dan kan 'n proefgroep saamgestel word wat die frekwensie van die defek onder
beskouing weerspieél.
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Uriene volgens my nie die beste liggaamsmateriaal om analises op uit te voer
nie, weens die hoé& voorkoms van bakteriéle kontaminasie wat voorkom nie. ’'n
Voorstel sal wees om bloed te trek en sodoende dan eksperimentele werk te
doen op die serum en plasma. Om bloed te trek, is wel meer indringend op die
perscon, maar 'n meer korrekte beeld van die metabolisme kan sodoende verkry
word. In die meerderheid van metabolomika studies word daar in elk geval

eerder met die serum of plasma gewerk as met uriene.

Wat die analises self betref stel ek voor dat die LC-MSMS gebruik moet word
eerder as die GC-MS. Een rede hiervoor is dat die voorbereiding van die
monsters vir LC-MSMS analises minder arbeidsintensief is as die GC-MS se
monstervoorbereiding. So kan die menslike faktor 'n kleiner rol speel op die
analise. Verder is die LC-MSMS se sensitiwiteit hoér as die GC-MS s’'n. Met die
LC-MSMS is daar ‘n 10% variasie in resultate verkry terwyl die GC-MS ‘n 25%
variasie toon met resultate. Die GC-MS moet nie heeltemal uit die studies gelaat
word nie, want dit kan baie goeie ondersteunende data lewer wat die verklaring
van resultate van die LC-MSMS vergemakilik.

Metabolomika is wel die studie van die geheelbeeld van die metaboloom, maar
daar moet in gedagte gehou word dat, om 'n beter begrip te verkry, moet daar op
'n punt begin word en dan vandaar uitgebrei word. Sou daar met die studie
voortgegaan word, moet daar defnitief meer aandag gegee word aan die
butanoaatmetabolisme, asook die vertakte ketting aminosuurkatabolisme.
Vandaar kan byvoorbeeld vitgebrei word en kan die koolhidraatmetabolisme ook

in ag geneem word.

Daar moet nie uit die vorige paragraaf afgelei word dat metaboliese weé
vitgesonder word nie. Inteendeel, die analises kan op die “shotgun” benadering
gedoen word, waar daar analises gedoen word vir soveel moontlik metabotiese
weé. Dit is by die interpretering van die data, waar ek sal aanraai dat die
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metaboliese weé individueel ondersoek en dan geintegreer word na 'n
geheelbeeldvoorstelling.

Verder, indien dit moontlik is, sal daar 'n beter begrip verkry word van die

metaboloom as die betrokke ensiemsisteme wat by die metabolismes betrokke

is, ook bestudeer word.
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BYLAAG A
TABEL VAN P-WAARDES EN BONFERRONI P-
WAARDES

Tabel 2: Berekende p-waardes vir die gemiddeldes van die verskille vir
metabolietkonsentrasies vir verskillende karnitienbeladingstye (p < 0.05 dui
op statistiese betekenisvolle verskil, pg is die Bonferroni p-waarde waar pg
< 0.05 dui op statisties betekenisvolle verskil). T0 is die waarde voor
karnitien belading, T2 is die waarde verkry 24 uur na belading en T3 is die

waarde na 7 dae van belading.

T2-TO T3-TO
Figuur p-waarde ps-waarde p-waarde pe-waarde
{p-waarde x2) (p-waarde x2)
Vrye karnitien Figuur 14, p.61 0.0487 0.0974 0.0003 0.0006
Totale Figuur 14, p.61 0.2440 0.4880 0.0002 0.0004
Asielkarnitiene
Vrye Karnitien : Figuur 15, p.62 0.1847 0.3684 0.0748 0.1496
Asielkarnitien
Ketone Figuur 16, p.64 0.1700 0.3400 0.0312 0.0624
Krebs- Figuur 17, p.66 0.0288 0.0576 0.1833 0.3666
intermediére
Totale Figuur 16, p.64 0.0598 0.1196 0.0377 0.0754
Dikarboksielsure
Tradisionele Figuur 16, p.64 0.1924 0.3848 0.0257 0.0514
Dikarboksielsure
Glisienkonjugate Figuur 18, p.68 0.4762 0.9504 0.2540 0.5080
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BYLAAG B

TABELLE VAN GEMIDDELDES,

STANDAARDAFWYKINGS EN VERTROUENS

INTERVALLE

Tabel 3: Gemiddeldes vir metaboliet konsentrasieveranderings tydens

karnitienbeladings {n = 25). (T0, T2 en T3 is onderskeidelik die waardes vir

geen karnitienbelading,

karnitienbelading voor).

24 uur na belading en na 7 dae van

Eenheid Figuur TO T2 T3
Vrye Karnitien mmol/mol Figuur 14, 1.156 1.313 1.931
Kreatinien p.61
mmol/mol Figuur 14, 1.576 1.687 2.374
Totale Kreatinien p.61
Asielkarnitien
mmol/mol Figuur 15, 0.761 0.817 0.861
Vrye Karnitien : Kreatinien p.62
Asielkarnitien
Ketone mg/g Kreatinien Figuur 16, 14.44 15.97 17.83
p.64
mg/g Kreatinien Figuur 17, 189.51 149.44 212.76
Krebssiklus p.66
intermediére
mg/g Kreatinien Figuur 16, 8.19 9.12 13.46
Totale p.64
Dikarboksielsure
Tradisionele mg/g Kreatinien Figuur 16, 248 2.76 4.47
Dikarboksielsure p.64
Glisienkonjugate | mg/g Kreatinien Figuur 18, 0.22 0.22 0.16

p.68
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Tabel

4: Standaardafwykings vir

metabolietkonsentrasieveranderings

tydens karnitienbeladings (n = 25). (T0, T2 en T3 is onderskeidelik die

waardes vir geen karnitienbelading, 24 uur na belading en na 7 dae van

belading voor).

p.68

Eenheid Figuur TO T2 T3
Vrye Karnitien mmol/mol Figuur 14, 0.422 | 0.394 | 0.683
Kreatinjen p.61
mmol/mol Figuur 14, 0.697 | 0.674 | 0.856
Totale Kreatinien p.61
Asielkarnitien
mmol/mol Figuur 15, 0.180 | 0.226 | 0.239
Vrye Karnitien : Kreatinien p.62
Asielkarnitien
Ketone mg/g Kreatinien Figuur 16, 4.96 8.36 10.42
~ p.64
mg/g Kreatinien Figuur 17, 82.83 | 86.65 | 124.99
Krebs- p.66
intermediére
mg/g Kreatinien Figuur 16, 2.89 3.55 14.64
Totale p.64
Dikarboksielsure
mg/g Kreatinien Figuur 16, 1.31 1.39 4.80
Tradisionele p.64
Dikarboksielsure
Glisienkonjugate | mg/g Kreatinien Figuur 18, 0.38 0.33 0.31
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Tabel 5: 95% Vertrouensintervalle vir metaboliet konsentrasie veranderings
tydens karnitien beladings (n = 25). (T0, T2 en T3 is onderskeidelik die

waardes vir geen karnitien belading, 24 uur na belading en na 7 dae van

belading voor).

p.68

Eenheid Figuur TO T2 T3
Vrye karnitien mmol/mol Figuur 14, 0.165 | 0.154 | 0.268
Kreatinien p.61
mmol/mol Figuur 14, 0.273 | 0.264 | 0.335
Totale Kreatinien p.61
Asielkarnitien
mmol/mol Figuur 15, 0.070 | 0.089 | 0.094
Vrye karnitien : Kreatinien p.62
Asielkarnitien
Ketone mg/g Kreatinien Figuur 16, 1.95 3.28 4.08
p-64
mg/g Kreatinien Figuur 17, 3247 | 33.97 | 49.00
Krebssiklus p.66
intermediére
mg/g Kreatinien Figuur 16, 1.13 1.39 .74
Totale p.64
Dikarboksielsure
mg/g Kreatinien Figuur 16, 0.51 0.55 1.88
Tradisionele p.64
Dikarboksielsure
Glisienkonjugate | mg/g Kreatinien Figuur 18, 0.15 0.13 0.12
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BYLAAG C
TABELLE VAN NUMERIESE WAARDES VIR LINIéRE
SOMMERING EN ASIELKARNITIENVERHOUDINGS
GRAFIEKE VAN HETERO- EN HOMOSIGOOT PASIENTE

Tabel 6: Numeriese waardes volgens die liniére sommering benaderings vir
metabolietkonsentrasies van homo- en heterosigoot pasiénte, wat ly aan
aangebore defekte van vetsuurkatabolisme. Die Kontrole is T0 van
Hoofstuk 5 en bylaag A en B. Figure 19 tot 23 se waardes is in die tabel).

Eenheid Figuur Kontrole Gluttarsuur Urie Tipe NI MCADD
{Gemiddeld _
en 95% V) Pa Ma Kind 1 Kind 2 Pa Ma Kind 1
Vrye karnitien mmol/mol 19 1.156 2 4216 3714 8.771 0.520 1.737 2407 4,502
Kreatinien 0.165
Totale Asielkarnitien mmol/mol 19 1576 % 3.303 4.026 5438 0.896 2.214 4272 11.942
Kreatinien 0.273
Vrye karnitien : 20 0.761 = 0.783 1.064 0.620 1.724 1.275 1.775 2.653
Asielkarnitien - 0.070
Ketone mg/g 21 14.44 + 29.87 65.68 28.72 24.37 70.95 54.14 310.36
Kreatinien 1.95
Krebssiklus mygly 22 189.51 £ 370.34 326.31 280.45 538.88 423.31 353.71 451.23
intermediére Kreatinien 32.47
Totale mglg 21 8.19+ 1,13 8.17 119.26 14.75 8.72 26.16 17.32 138.57
Dikarboksielsure Kreatinien
Tradisionele mylg 21 2.48 + 0.51 0.00 35.02 3.65 3.10 5.35 3.84 28.97
Dikarbeksielsure Kreatinien
Glisienkonjugate mg/g 23 0.22+015 0.27 1.36 6.08 572 0.55 203 18.35
Kreatinien
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Tabel 7: Numeriese waardes volgens die asielkarnitienverhoudings vir

homosigoot pasiénte wat aan aangebore defekte van metabolisme ly. Die

Kontrole is die TO waarde van die 25 normale proefpersone in Hoofstuk 5

waarop die betrokke asielkarnitienformule toegepas is. (Figuur 24 — Statien
Formule, Figuur 26 -LCADD Formule, Figuur 28 - MCADD Formule en

Figuur 30 — GAIll Formule)

Asielkarnitien Formule

Pasiénte (Aantal

Statiene (Gemiddeld

LCADD

MCADD (Gemiddeld

GAll

pasiénte) en 95% (Gemiddeld en 95% en 95% {(Gemiddeld en 95%
Vertrouensinterval) Vertrouensinterval) Vertrouensinterval) Vertrouensinterval)
(Figuur 15) (Figuur 17) {Figuur 19) (Figuur 21)
Valproaat (n=53) 0.25 + 0.08 70+ 23 0.11 £ 0.06 378+ 184
Statiene (n=4) 2.74+0.91 226 + 221 0.02:00 565 ¢ 518
Glutaarsuururie 013+ 0.15 109 £ B1 0.11 £ 0.11 23341 £ 7783
Tipe Il (GAII)
(n=5)
MCADD (n=4) 0.11 £ 0.11 213+ 93 1.69 £ 1.10 448 + 592
LCADD (n=14) 0.531£0.23 877 + 322 0.04+0.03 636 + 460
Kontrate {n=25) 0.03 £ 0.01 82+ 12 0.87 £0.22 153 + 44
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Tabel 8: Numeriese waardes volgens die statien asielkarnitien verhouding

vir

ouderdomsgroepe.

kontrolepasiénte

asook

normaalpasiénte

van verskillende

Die Kontrole is die T0 waarde van die 25 normaal

proefpersone in Hoofstuk 5 waarop die statien asielkarnitien formule

toegepas is (Figuur 25).

Quderdom
(jare) Asielkarnitien Formule
Statiene
Manlik {(n) Vroulik (n)
Gemiddeld 95% Aantal Gemiddeld 95% Aantal
Vertrouensinterval | pasiénte Vertrouensinterval | pasiénte
{halfwydte) (n) {halfwydte) {n)
0-2 1.17 0.40 11 0.95 0.29 17
3-6 1.47 0.36 26 0.77 0.32 10
7-10 1.45 0.69 16 1.17 0.62 13
11-15 1.57 0.71 10 0.81 0.30 3
16 - 25 2.02 1.48 29 1.73 0.72 16
26-35 1.62 0.76 13 1.89 0.82 24
36 - 50 1.69 0.60 45 1.74 0.41 45
51-65 1.41 0.51 25 2.18 0.81 37
Kontrole 0.03 0.01 25
{25 - 35)
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Tabel 9: Numeriese waardes volgens die LCADD (Long Chain Acyl-CoA

Dehydrogenase) asielkarnitienverhouding vir

normaalpasiénte van verskillende ouderdomsgroepe.

kontrolepasiénte asook

Die Kontrole is die

TO waarde van die 25 normaal proefpersone in Hoofstuk 5 waarop die

LCADD asielkarnitien formule toegepas is (Figuur 27).

Ouderdom
(jare} Asielkarnitien Formules
LCADD (Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect)
Maniik (n) Vroulik {n)
Gemiddeid 95% Aantal Gemiddeld 95% Aantal
Vertrouensinterval | pasiénte Vertrouensinterval | pasiénte
(halfwydte) (n} (halfwydte) (n)
0-2 147 90 11 110 41 17
3-6 113 41 26 61 10 10
7-10 198 74 16 154 64 13
14 -15 123 50 10 363 291 3
16-25 142 50 29 158 51 16
26-35 140 50 13 117 34 24
36 - 50 161 74 45 267 160 45
51 -65 235 138 25 208 81 37
Kontrole 82 12 25
(25 - 35)
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Tabel 10: Numeriese waardes volgens die MCADD (Medium Chanin Acyl-

CoA Dehydrogenase) asielkarnitienverhouding vir kontrolepasiénte asook

normaalpasiénte van verskillende ouderdomsgroepe. Die Kontrole is die

T0 waarde van die 25 normaal proefpersone in Hoofstuk 5 waarop die

MCADD asielkarnitien formule toegepas is (Figuur 29).

Ouderdom
{jare) Asielkarnitien Formules
MCADD {Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect)
Manlik (n) Vroulik {n)
Gemiddeld 95% Aantal Gemiddeld 95% Aantal
Vertrouensinterval | pasiénte Vertrouensinterval | pasiénte
{halfwydte) (n) {halfwydte) (n}
0-2 0.015 0.007 11 0.024 0.017 17
3-6 0.013 0.004 26 0.007 0.003 10
7-10 0.054 0.068 16 0.029 0.020 13
11 -15 0.010 0.005 10 0.025 0.018 3
16 - 25 0.023 0.009 29 0.092 0.146 16
26 -35 0.022 0.011 13 0.016 0.006 24
36 -50 0.013 0.003 45 0.022 0.009 45
51 - 65 0.025 0.014 25 0.028 0.022 37
Kontrole 0.869 0.225 25
{25 - 35)
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Tabel 11: Numeriese waardes volgens die GAll (Glutaarsuururie Tipe l)

asiel-karnitien verhouding vir kontrolepasiénte asook normaalpasiénte van

verskillende ouderdomsgroepe. Die Kontrole is die T0 waarde van die 25

normaal proefpersone in Hoofstuk 5 waarop die MCADD asielkarnitien

formule toegepas is (Figuur 31).

Ouderdom
(jare) Asielkarnitien Formules
MCADD (Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Defect)
Manlik (n) Vroulik {n)
Gemiddeld 95% Aantal Gemiddeld 95% Aantal
Vertrouensinterval | pasiénte Vertrouensinterval | pasiénte
(halfwydte) {n) {halfwydte} (n)
0-2 250 147 11 158 67 17
3-8 209 83 26 182 116 10
7-10 343 138 16 310 95 13
11-15 183 77 10 242 64 3
16 -25 275 151 29 280 112 16
26 -35 153 121 13 282 102 24
36 - 50 250 83 45 202 53 45
51-65 286 74 25 254 207 a7
Kontrole 153 44 25
{25 - 35)
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Tabel 12: Die praktiese effek bereken vir kamitien en asielkarnitiene. Die

praktiese verskil van die pasiénte ten opsigte van die kontrolewaarde (T0

van Hoofstuk 5, n = 25) is bereken . Die tabel het betrekking tot Figure 19 en

20.
_Praktiese Effek Waarde (d) Vir Karnitienmetaboliete
Totale Vrye karnitien:
Vrye karnitien Asielkarnitien Totale Asielkarnitien
(Figuur 19) (Figuur 19) (Figuur 20)
Pa-GAlI 7.25 2.48 0.13
Ma-GAll 6.06 3.52 1.80
Kind1-GAll 18.05 5.54 0.78
Kind2-GAll 1.51 0.98 5.36
Pa-MCADD 1.38 0.92 2.86
Ma-MCADD 2.96 3.87 5.64
Kind1-MCADD 7.93 14.88 . 10.53 |
Tabel 13: Die praktiese effek bereken vir organiese sure. Die praktiese

verskil is bereken wat daarop dui hoe die pasiénte verskil ten opsigte van

die kontrolewaarde (TO van Hoofstuk 5, n = 25). Die tabel het betrekking tot

Figure 21 tot 23.

Praktiese Effek Waarde (d) Vir Organiese Sure
Totale Tradisionele

Ketone | Krebssiklus Dikarboksielsure Dikarboksielsure Glisienkonjugate

{Fig 21) {Fig 22) {Fig 21} (Fig 21) {Fig 23)
Pa-GAl 3.11 2.18 0.01 1.90 0.13
Ma-GAll 10.32 1.65 38.41 24.90 2.97
Kind1-GAll 2.88 1.24 2.27 0.90 15.28
Kind2-GAll 2.00 4.22 0.18 0.48 14.34
Pa-MCADD 11.38 2.82 6.21 2.20 0.86
Ma-MCADD 8.00 1.98 3.16 1.04 4.72
Kind1-MCADD 59.61 3.18 45.43 20.27 49.88
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Tabel 14: Die praktiese effek vir die verskiliende asielkarnitienformules wat

ontwerp is. Die praktiese verskil toon die verskil van die verskillende
ontwerpte formules ten opsigte van mekaar aan (Figure 24, 26, 28, 30).
Asielkarnitien Formules Praktiese Effek Waarde(d
Formules
Statiene LCAD MCAD GAll
Pasiénte (Figuur 24) (Figuur 26) (Figuur 28) {Figuur 30)
2.93 1.29 0.39 1.60
Kontrole {n = 25)
8.60 1.31 1.02 1.58
Valproaat (n = 33) |
- 1.07 1.10 1.54
Statiene (n = 4) -
0.52 0.26 0.13 -
GAll (n=8)
0.54 0.02 - 1.58
MCAD (n = 6)
0.46 - 0.75 1.56
LCAD (n=17)

Tabel 15: Die praktiese effek van die asielkarnitienformules wat ontwerp is.

Die praktiese verskil toon aan hoe die pasiénte met die betrokke defek

verskil van normale persone van verskillende ouderdomsgroepe en
geslagte (Figure 25, 27, 29, 31).

Asielkarnitien Formules Se Praktiese Effek Waarde (d)

Statiene LCAD MCAD GAll

Quderdomsgroepe | Manlik | Vroulik Manlik | Vroulik | Manlik | Vroulik | Manlik | Vroulik
0-2 1.694 1.938 1.190 1.248 1.096 1.089 1.583 1.601

36 1.374 2.128 1.243 1.324 1.098 1.103 1.596 1.599

7-10 1.397 1.700 1.111 1.179 1.064 1.085 1.585 1.587

1115 1.266 2.088 1.227 0.854 1.101 1.088 1.601 1.583

1625 0.771 1.089 1.197 1.172 1.090 1.032 1.590 1.590

26-35 1.312 0.915 1.201 1.238 1.091 1.095 1.601 1.590

36-50 1.128 1.076 1.122 1.003 1.098 1.091 1.593 1,597

51-65 1.431 0.593 1.053 1.096 1.088 1.086 1.590 1.589
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BYLAAG D
DIEET VAN VRYWILLIGERS BETROKKE BY
KARNITIENBELADINGS

Ontbyt (7:00 vm)

2 snye wit brood met appelkooskonfyt en kaas
2 koppies Kellogs Corn Flakes®

240mL koue volroom melk

2 sakkies suiker

240mL lemoensap

240mL kaffeien vrye koffie

Ligte oggend verversing (10:00 vm)

175mL aarbei yoghurt
1 appel
1 piesang

Middagete {13:00 nm)
Pasta slaai (2 koppies pasta) met ham, kaas, uie, eiers, tamatie en

mayonaise

Ligte middag verversing (15:30 vm)

Voligraan botterbroodjie

Aandete {19:00 nm)

1 porsie gekookte hoender
2 gebakte aartappels

1 koppie wit rys

1 koppie broccoli

2 pampoen koekies

2 eetlepels roomys
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- 240mL kaffeien vrye koffie

Ligte laat aand verversing (21:00 nmj}
- 2 skyfies kaas
4 *‘cream crackers’

Elke vrywilliger is voorsien van twee 300mL Oros™ en twee 500mL

mineraalwater (1mg/L Magnhesium) wat ad libidum geneem kon word
gedurende die 24uur
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