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Fenielbottersuur (PBA) word as 'n behandeling vir ureum sikliese defekte gebruik, as
alternatiewe behandeling vir adrenoleukodistrofie en dit besit ook 'n neurobeskermende
effek teen oksidatiewe stres. Bekende metaboliete van fenielbottersuur in die mens en
primate is fenielasynsuur en fenielasetielglutamien, terwyl fenielasetielglisien by rotte
voorkom. Tans is die metaboliet(e) wat vir fenielbottersuur se toksisiteit verantwoordelik is
en die identiteit van ontbrekende metaboliete nog onbekend. Die huidige studie identifiseer
en bevestig die teenwoordigheid van metaboliete, wat voorheen in beide die mens en rot
se urine gevind is, in die urine van die blou-aap. Hierbenewens is aromatiese metaboliete,
wat voorheen onbekend was, in die urine van die blou-aap geidentifiseer. Hierdie nuwe
metaboliete vind moontlik hul ontstaan via mono-oksigenase, dehidro-orotase en as
B-oksidasie byprodukte.

Sleutelwoorde: fenielbottersuur, metaboliete, 3-hidroksifenielbottersuur, blou-aap

The identification of aromatic metabolites of phenylbutyrate in the vervet monkey.
Phenylbutyrate (PBA) is used as treatment of urea cycle disorders and as an alternative
treatment option for adrenoleykodystrophy, has neuroprotective effects and provides
protection against oxidative stress. Known metabolites of phenylbutyrate in humans and
primates are phenylacetate and phenylacetylglutamine and in rats, phenylacetylglycine.
Neither the metabolite(s) responsible for PBA toxicity nor the identification of missing
metabolites is known. This study confirms and identifies known metabolites in the urine
of the vervet monkey previously found in human and rats and report the identification
of new aromatic metabolites. These new metabolites originate from monooxygenase,
dihydroorotase and B-oxidation byproducts.

Inleiding

Fenielbottersuur (PBA, 4-fenielbutiraat) is 'n orale, biobeskikbare, aromatiese, kortkettingvetsuur.
Dit is 'n pro-geneesmiddel wat in die mitochondria van die lewer en niere na fenielasynsuur
omgeskakel word deur middel van B-oksidasie. Fenielbottersuur oefen verskeie biologiese
aktiwiteite uit. Aanvanklik is fenielbottersuur goedgekeur vir die behandeling van ureum
sikliese defekte (Zetlin 1999), maar dit kan ook as 'n inhibeerder van die ensiem, histoon-
deasetilase optree (Daosukho et al. 2007) en word gebruik as 'n anti-kankergeneesmiddel
(Burkitt & Liungman 2008). Fenielbottersuur besit ook chemiese begeleieraktiwiteite waardeur
die sellulére ruiling van verskeie misvormde mutasieproteine gekorrigeer word (Choi et
al. 2008). Fenielbottersuur kan ook neurobeskermende effekte uitoefen en is betrokke by die
vermindering van neuronale apoptose (Gardian et al. 2005). Een van die belangrikste aktiwiteite
van fenielbottersuur is dat dit weefsel teen oksidatiewe stres kan beskerm (Qi et al. 2004) en
ook tot die proliferasie van peroksisome lei (Carducci ef al.2001). Hierdie proliferasiemeganisme
van fenielbottersuur het tot 'n alternatiewe benadering om adrenoleukodistrofie (ALD) te
behandel, gelei. Die toename van peroksisome en die oor-uitdrukking van die ABCD2-geen, lei
tot 'n verhoging in die vervoer van baie langkettingvetsure wat ophoop in die peroksisome, en
die B-oksidasie van baie langkettingvetsure herstel (Kemp ef al. 1998). Peroksisoomproliferasie
verhoog ook katalitiese aktiwiteite om sodoende oksidatiewe stres te verlaag, wat 'n groot rol
in verskeie neurodegeneratiewe siektes speel. Fenielbottersuur word oor die algemeen goed
verdra, maar dit is al gevind dat hoé doserings met fenielbottersuur toksisiteit veroorsaak, dog
die meganisme hiervan is nog onbekend (Carducci et al. 2001).

Die metabolisme van fenielbottersuur verskil in die mens, rot en hond. Soos vroeér genoem,
is fenielbottersuur 'n pro-geneesmiddel wat na fenielasynsuur omgeskakel word deur
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middel van B-oksidasie in die mitochondria van die
lewer en niere. Fenielasynsuur is 'n metabolies-aktiewe
verbinding wat konjugasie met glutamien in die mens, via
asetilasie, ondergaan, om sodoende fenielasetielglutamien,
wat in die urine uitgeskei word, te vorm. Die bekende
fenielbottersuurmetaboliete in die mens is fenielasynsuur,
fenielasetielglutamien en fenielbutirielglutamien (Comte
et al. 2002, Batshaw, Thomas & Brusilo 1981). In die
rot en hond konjugeer fenielasynsuur met glisien om
fenielasetielglisien te vorm (James et al. 1972; Ambrose &
Sherwin 1933). Fenielasetielglutamien en fenielasetielglisien
is ook in die urine van primate geidentifiseer (James et al.
1972). Nuwe metaboliete wat tot op hede in die mens en rot
geidentifiseer is, is byprodukte wat uit die f-oksidasieweg,
of as gevolg van glukuronied-konjugasie ontstaan
(Kasumov et al. 2004). Uit die literatuur is dit duidelik
dat ‘n groot deel van fenielbottersuur se metaboliete nog
onbekend is en dat metaboliete ook a.g.v. hidroksilasie van
die benseenring gevorm kan word (Kasumov et al. 2004).
In die huidige studie rapporteer ons die identifisering
van voorheen onbekende fenielbottersuurmetaboliete in
die blou-aap en bevestig ook die teenwoordigheid van
reeds geidentifiseerde metaboliete wat in die mens en rot
voorkom in die urine van die blou-aap.

Materiaal en metodes

Die huidige studie (NWU 0019-09-A5) is goedgekeur
deur die Etiese Komitee vir die gebruik van diere vir eks-
perimentering aan die Noord-Wes Universiteit, Potchef-
stroom, Suid-Afrika en is uitgevoer in ooreenstemming met
die riglyne soos gestipuleer deur dié etiese komitee.

Proefdier

Een vroulike blou-aap (Cercopithecus aethiops), 2.4-3.1 kg,
van die Mediese Navorsingsraad, Tygerberg, Suid-Afrika
is gebruik. Die aap is in 'n knyptang-rug, vlek-vrye staal
hok gehuisves en 'n gebalanseerde dieet is gehandhaaf
deur die voorsiening van vars vrugte en groente. Voedsel
is twee maal per dag voorsien (9.00-9.30 vm en 3.00-3.30
nm), en water was vrylik beskikbaar (ad [libitum). Die
aap is met ongeveer 10 mg/kg ketamien hidrochloried
verdoof om die hantering en versameling van urine deur
middel van 'n kateter te vergemaklik. Voor behandeling
is die aap geweeg en kontrole urienmonsters versamel. 'n
Enkeldosering van 130 mg/kg fenielbottersuur (Berg et
al. 2001) is in 30 ml normale soutoplossing opgelos en is
vervolgens mondelings met behulp van ‘n buis toegedien.
Urine is in urienhouers versamel op tyd 15 minute, 30
minute, 1 uur, 2 uur, 3 uur, 7 uur en 24 uur na behandeling
met fenielbottersuur. Die urine is in houers gevries tot die
dag van analise.

Materiaal

Alle chemikalieé en oplosmiddels wat gebruik is vir die
bepaling van die kreatinienwaardes en GC-MS analise is
aangekoop by Sigma-Aldrich (Suid-Afrika).
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Urien-voorbereiding

Die organiese sure in die urine is met behulp van 'nge-
standaardiseerde gaschromatografie-massa-spektrometrie
(GC-MS) metode bepaal (Jooste et al. 1994). Die urienvolume
wat gebruik is vir die ekstraksie van die organiese sure
is volgens elke monster se kreatinienwaardes bepaal en
die gedroogde monsters is by -18 °C gevries. Voordat die
toetsmonsters in die GC-MS gespuit is, is bis-trimetielsiliel-
trifloorasetamied (BSTFA) en trimetielchlorosilaan (TMCS)
bydiegedroogtemonstersgevoeg, waarnaditvir1uurby60°C
geinkubeer is. Een mikroliter gederivatiseerde urienmonster
is in 'n Hewlett Packard 5880 GC gespuit wat toegerus is met
‘'n Hewlett Packard 5988A massaspektrometer. Organiese
sure is geidentifiseer deur gebruik te maak van standaard
massachromatogramme in die Nasionale Instituut van
Standaarde en Tegnologie (NIST) se massaspektra biblioteek
en met ChemStation® sagteware. Die konsentrasie van die
organiese sure (mg/g kreatinien) in urine is met behulp
van WsearchPro® sagteware bepaal.

Resultate en bespreking

Tydens die huidige studie is spektra van meer as 200 meta-
bolietein die urine van dieblou-aap gevind, waaronder sekere
metaboliete wat voorheen deur Kasumov en medewerkers
in mense en rotte gevind is (Kasumov et al. 2004) (Figuur 1).
Verder is nuwe metaboliete ook in die blou-aap se urine
geidentifiseer (Figuur 2). Die reeds geidentifiseerde mens-
en rotmetaboliete, wat ook in die blou-aap teenwoordig
was, sluit die volgende in: 4-fenielbutiriel-KoA, 4-feniel-tran
s-krotoniel-KoA,S-3-hidroksi-4-fenielbutiriel-KoA, 4-feniel-
3-keto-butiriel-KoA, fenielasetiel-KoA, fenielasynsuur (PA),
S-(+)-3-hidroksi-4-fenielbottersuur en R-(+)-3-hidroksi-
fenielbottersuur (Figuur 1). Die metaboliet, fenielasetiel-
glisien (PAG), voorheen geidentifiseer in rotte en primate,
was in klein hoeveelhede in die blou-aap teenwoordig.
Die metaboliet, 4-feniel-3-keto-bottersuur, wat voorheen
slegs in rotte geidentifiseer is, is ook in die blou-aap gevind
(Figuur 1). Fenielasetielglutamien (PAGN), 'n bekende
metaboliet teenwoordig in die mens en primate, is ook in die
urine van die blou-aap geidentifiseer (Figuur 1).

Figuur 2 dui die bekende metaboliete aan wat moontlik as
gevolg van B-oksidasie voorkom, tesame met 'n voorgestelde
weg vir die nuut-geidentifiseerde metaboliete. Twee nuwe
metaboliete wat tydens dié studie geidentifiseer is, is N-(2,6-
dioksopiperidien-3-yl)-4-fenielbutanemied, wat moontlik
afkomstig is vanaf fenielbutirielglutamien, deur die ensiem
dihidro-orotase en N-(2,6-dioksopiperidien-3-yl)-2-feniel-
asetamied, vanaf N-fenielasetielglutamien, deur die ensiem,
dehidro-orotase. 'n Nuwe bakteriéle mono-oksigenaseweg
word ook vir die metaboliete, 4-feniel-3-butenoésuur,
4-feniel-4-ketobottersuur en fenielglikolsuur (amandelsuur)
(Figuur 2) voorgestel. Verder kan 4-feniel-4-hidroksibotter-
suur (nie in die aap gevind nie) ook gemetaboliseer word na
g-feniel-g-butirolaktoon en 4-feniel-4-ketobottersuur. Op sy
beurt kan 4-feniel-4-ketobottersuur metaboliseer na bensoé-
suur, wat vervolgens na hippuursuur, deur die ensiem
glisien N-asilase, gemetaboliseer kan word.
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FIGUUR 1: Fenielbottersuur- (PBA-) metaboliete geidentifiseer in die urien van die blou-aap (donker gedruk) wat ooreenstem met metaboliete gevind in die urien van
die mens en rotte. PBS ondergaan B-oksidasie na fenielasynsuur (PA). Ensieme: (1) asiel-KoA sintetase; (2) asiel-KoA dehidrogenase; (3) enoiel-KoA hidratase; (4) S-3-
hidroksiasiel-KoA dehidrogenase; (5) 3-ketoasiel-CoA tiolase; (6) asiel-KoA hidrolase; (7) UDP-glukuroniel transferase; (8) asiel-KoA-L-glutamien N-asieltransferase;
(9) S-3-hidroksiasiel-KoA-sintetase; (10) R-B-hidroksibutiraat dehidrogenase; (11) glysien N-asilase; (12) spontane fenielketobutiraat dekarboksilering; (13) alkohol
dehidrogenase (James et al. 1972; Kasumov et al. 2004; Ebbel et al. 2010).
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FIGUUR 2: Voorgestelde metabolisme (gebroke lyne) vir die nuut-geidentifiseerde fenielbottersuurmetaboliete (in blok) in die urien van die blou-aap.
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Verdere navorsing het aangetoon dat 4-feniel-3-butenoé-
suur, die ensiem, peptidielglisien-a-hidroksilering mono-
oksigenase, in vivo inhibeer (Driscoll et al. 2000). Hierbe-
newens het hulle vasgestel dat 4-feniel-3-butenoésuur self
ook 'n substraat vir dié ensiem is, wat gehidroksileerde
produkte soos 2-hidroksi-4-feniel-3-butenoésuur en
4-hidroksi-4-feniel-2-butenoésuur oplewer, maar hierdie
produkte is nie tydens die huidige studie geidentifiseer nie.
Nog ‘n metaboliet wat moontlik sy oorsprong via mikrobiese
P450 mono-oksigenase vanaf fenielasynsuur vind, is
fenielglikolsuur (amandelsuur), wat op sy beurt verder na
bensoielmieresuur gemetaboliseer word (Figuur 2).

Figuur 3 toon die konsentrasie van 'n paar bekende en
nuut-geidentifiseerde metaboliete wat in die urien van
die blou-aap uitgeskei word, gemeet teenoor tyd. Die
konsentrasie van 4-feniel-3-hidroksibottersuur, 4-feniel-
3-ketobottersuur en fenielasynsuur (Figuur 3A) bereik
n piet 60 minute na behandeling, terwyl fenielasetiel-
glutamien (Figuur 3A) op 180 minute en fenielasetiel-
glisien (Figuur 3A) op 120 minute 'n piekkonsentrasit
bereik. Fenielbottersuur (PBS) het 'n halfleeftyd tussen 1 en
2 ure (Gondcaille et al. 2005) en dit word ook in Figuur 3
bevestig waar die meeste metaboliete hul pietk 60 minute
nadat fenielbottersuur toegedien is bereik en dan na 400
minute na die basislyn terugkeer.
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Die konsentrasie van y-feniel-y- butirolaktoon en 4-feniel-4-
ketobottersuur (Figuur 3B) het na 60 minute 'n piek bereik
met kreatinienwaardes van 64.28 en 121.61 mg/ g respektie-
welik terwyl die konsentrasie van fenielglikolsuur (aman-
delsuur) (Figuur 3B) se piek na 180 minute was (54.98 mg/g
kreatinien). Al die metaboliete se konsentrasies het na 400
minute na die basislyn teruggekeer. Hippuursuur, afkom-
stig van bensoésuur deur die ensiem glisien N-asilase, se
konsentrasie (Figuur 3C) het na 60 minute n piek bereik
(2993.00 mg/g kreatinien) en na 420 minute was daar nie
meer hippuursuur teenwoordig nie, maar na 1440 minute
is 'n verhoging van kreatinien wel waargeneem (177.11
mg/g kreatinien). Die vorming van 3-hidroksifeniel-
bottersuur is ook waargeneem en kan moontlik toegeskryf
word aan tirosien-hidroksilasie van fenielbottersuur.
Alhoewel 3-hidroksiefenielbottersuur ook B-oksidasie en
mono-oksigenase kan ondergaan, is hierdie intermediére
oksidasie-metaboliete nie tydens die studie geidentifiseer
nie, behalwe 3-hidroksifenielasynsuur afkomstig van
B-oksidasie (Figuur 3D). Beide 3-hidoksifenielbottersuur en
3-hidroksifenielasynsuur het ook ‘n piekkonsentrasie na 60
minute bereik (35449 mg/g en 788.85 mg/g kreatinien
onderskeidelik), waarna die konsentrasie van 3-hidroksi-
fenielbottersuur binne 120 minute na die basislyn terug-
gekeer het, terwyl 3-hidoksifenielasynsuurkonsentrasies
binne 2 dae geleidelik teruggekeer het (Figuur 3D). Verskeie
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FIGUUR 3: Die konsentrasie (mg/g kreatinien) van (A) reeds bekende en nuut-geidentifiseerde metaboliete van fenielbottersuur in die urien van die blou-aap
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http://www.satnt.ac.za Open Access




mikrobiese aromatiese suurmetaboliete is ook geidentifiseer,
byvoorbeeld, 3,4-dihidrofenielpropioonsuur en 3-hidro-
ksifenielpropioonsuur (Konishi & Kobayashi 2004).

Slot

Die huidige studie het gepoog om bekende en nuwe
metaboliete van fenielbottersuur in die blou-aap te iden-
tifiseer. Metaboliete wat voorheen deur Kasumov en mede-
werkers in die mens en rot geidentifiseer is, is met die
huidige studie in die blou-aap se urine gevind en bevestig
(Kasumov et al. 2004) (Figuur 1). Drie nuwe metaboliete,
naamlik N-(2,6-dioksopiperidien-3-yl)-4-fenielbutanemied,
N-(2,6-dioksopiperidien-3-yl)-2-fenielasetamied en 3-hidro-
ksiefenielbottersuur is geidentifiseer. Verder is addisionele,
nuwe metaboliete, moontlik afkomstig vanaf ‘n mono-
oksigenaseweg, geidentifiseer. Dit sluit in: 4-feniel-3-
butenoésuur, 4-feniel-4-ketobottersuur, fenielglikolsuur,
bensoésuur, hippuursuur en g-feniel-g-butirolaktoon. Die
identifisering van hierdie nuwe metaboliete maak die deur
oop vir verdere studies om die moontlikheid te ondersoek
of een of meer van hierdie aktiewe metaboliete dalk vir
sommige van fenielbottersuur se aktiwiteite verantwoor-
delik mag wees. Toekomstige navorsing moet op die iden-
tifisering van metaboliese strukture, afkomstig van
B-oksidasie van 3-hidroksiefenielbottersuur en die mikrobiese
mono-oksigenaseweg fokus, asook die sintese van geiden-
tifiseerde metaboliete om sodoende te bepaal watter meta-
boliet(e) 'n bydrae tot die aktiwiteit en/of toksisiteit van
fenielbottersuur lewer.

Erkenning

Ons bedank graag vir Cor Bester en Antoinette Fick by
die Vivarium, Noordwes Universiteit, vir die welstand
van die blou-aap en die Potchefstroom Laboratorium vir
Aangebore Metaboliese Foute vir die gebruik van hul
apparate. Hierdie studie is gedeeltelik deur die Suid-
Afrikaanse Akademie vir Wetenskap en Kuns, asook deur
die Nasionale Navorsingstigting (TTK2007042400002), Suid-
Afrika gefinansier. Die beurshouers erken hiermee dat die
opinies, resultate en gevolgtrekkings of aanbevelings wat
gemaak is in die artikel, slegs dié van die outeurs weerspieél
en dat die Suid-Afrikaanse Akademie vir Wetenskap en
Kuns, asook die NNS, nie verantwoordelik gehou kan word
vir die inhoud nie.

Mededingende belange:

Die outeurs verklaar dat hulle geen finansiéle of persoonlike
verhouding(s) het wat hulle op 'n voordelige of nadelige
wyse by die skryf van die artikel beinvloed het nie.

Outeursbydrae

GT was die projekleier. Proefdierhantering en dosering
is deur GT en WJvdL gedoen. Urienvoorbereiding en
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organiese analise is deur WJvdL en LJM uitgevoer. Die
interpretering van die data is deur L]JM en GT hanteer,
terwyl GT en L]JM die studie ontwerp het. GT, L]M, J]B en
MMvdW het die artikel geskryf.
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