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Overzichten

Erfelijke ziekten in het GABA metabolisme

N. M. VERHOEVEN!, K. M. GIBSON? en C. JAKOBS!

4-Aminoboterzuur (y-aminobutyric acid, GABA) is
een belangrijke remmende neurotransmitter die, ver-
spreid over het centrale zenuwstelsel, in relatief hoge
concentraties voorkomt. De werking van GABA be-
rust op een verandering van de transmembraan po-
tentiaal door binding aan twee verschillende recepto-
ren, de GABA A en de GABA B receptor. In zowel
hersenen als extra neuronaal weefsel, waaronder de
pancreas en de nier, speelt GABA ook een rol in het
oxidatieve metabolisme (1). GABA wordt voorname-
lijk gesynthetiseerd uit glutaminezuur in een door
glutaminezuur decarboxylase (GAD) gekatalyseerde
reactie. Het katabolisme van GABA behelst de
opeenvolgende reacties van GABA transaminase
(GABA-T), dat GABA omzet in succinaat semial-
dehyde (SSA), en succinaat semialdehyde dehydro-
genase (SSADH), dat uit SSA succinaat vormt.
Succinaat wordt verder gemetaboliseerd in de Kreb's
cyclus (figuur 1) (zie 2 voor een overzicht van het
GABA metabolisme).

Dit overzichtsartikel beschrijft de aangeboren ziekten
in het metabolisme van GABA: pyridoxine afhanke-
lijke epilepsie (McKusick 266100), GABA transami-
nase deficiéntie (McKusick 137150; EC 2.6.1.19) en
SSADH deficiéntie (McKusick 271980; EC 1.2.1.24)
(tabel 1)

Trefwoorden: GABA; pyridoxine afhankelijke epilepsie;
succinaat semialdehyde dehydrogenase deficiéntie;
GABA transaminase deficiéntie; CSF, erfelijke meta-
bole ziekten

Pyridoxine afhankelijke epilepsie

Pyridoxine afhankelijke epilepsie, een autosomaal re-
cessief overervende ziekte, kan, hoewel overtuigend
enzymatisch bewijs ontbreekt, worden beschouwd als
een ziekte in het GABA metabolisme. De klinische
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presentatie van pyridoxine afhankelijke epilepsie kent
twee varianten: de typische vroeg beginnende vorm
en de atypische, later beginnende vorm, beide be-
schreven in tabel 2 (3). Beide vormen kenmerken
zich door het ontbreken van een reactie op conventio-
nele anti-epileptica, maar goede respons op farmaco-
logische doses pyridoxine (10-100 mg/dag) (4,5). Er
is geen sprake van pyridoxine deficiéntie. Bij het sta-
ken van de behandeling keren de klinische verschijn-
selen terug. Recent zijn er aanwijzingen gevonden
dat de optimale dosis pyridoxine niet die is, waarbij
alleen de epilepsie verdwijnt. Bij hogere doses wordt
mentale retardatie waarschijnlijk voorkomen (6).

De concentratie van vrij GABA in de CSF is, voor
behandeling, meestal verlaagd. Totaal GABA kan
verlaagd of in het laag-normale gebied zijn. Zowel
het vrije GABA als het totaal GABA stijgen bij py-
ridoxine behandeling. GAD, het enzym dat verant-
woordelijk is voor GABA productie, gebruikt py-
ridoxaal-5-fosfaat als co-factor. Algemeen wordt
aangenomen dat patiénten met pyridoxine afhanke-
lijke epilepsie een deficiénte GAD activiteit hebben,
door gestoorde binding van de co-factor.
Aanwijzingen dat pyridoxine afhankelijke epilepsie
veroorzaakt wordt door GAD deficiéntie zijn gele-
verd door Yoshida en zijn medewerkers (7). Zij be-
schreven een afwijkende binding van pyridoxaal-5-
fosfaat aan apo-GAD in nier cortex biopt van een
patiént met mentale retardatie en pyridoxine afhanke-
lijke epilepsie. In een in vitro assay werd een afwe-
zigheid van '*CO; vorming uit uniform gelabeld glu-
tamaat aangetoond. Na toevoeging van co-factor
steeg de '*CO, vorming tot boven de waarden in con-
trole weefsel. Hoewel hiermee een GAD deficiéntie
in de nier wordt aangetoond, bewijst dit niet dat in de
hersenen ook een enzymdefect aanwezig is, gezien
het voorkomen van verschillende isoenzymen (65
kDa, GADgs en 67 kDa, GADg7).

Meer recent onderzoek van Gospe et al. toonde een
verlaagde GABA synthese in fibroblasten van patién-
ten met pyridoxine afhankelijke epilepsie (8). Dit is
in lijn met de verhoogde concentraties glutamaat die
gevonden zijn in de hersenen en CSF van patiénten
met pyridoxine afhankelijke epilepsie (9). In muizen
die deficiént zijn in een van beide isovormen van
GAD, GADgs;, werden verlaagde GABA concentra-
ties in de cerebrale cortex gevonden (10).

In contrast met deze bevindingen, die pleiten voor de
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Figuur 1. Het metabolisme van GABA.
Tabel 1. Aangeboren ziekten in het GABA metabolisme
Ziekte Aantal McKusick Enzym Chromo- EC nr.
patiénten nr. soom
Pyridoxine >50 266100 GAD? 10p11.23 4.1.1.5
afhankelijke 2q31
epilepsie
GABA-T 2 137150 4-aminobutyraat 2.6.1.19
deficiéntie 2-ketoglutaraat
aminotransferase
SSADH deficiéntie >150 217980 succinaat 6p23 1.2.1.24
semialdehyde
dehydrogenase

betrokkenheid van GAD in de pathogenese van pyri-
doxine afhankelijke epilepsie staan de bevindingen
van Bu et al (11). Deze onderzoekers hebben de beide
genen, die coderen voor de 2 isovormen van GAD
geanalyseerd. Zij concluderen dat de meeste patién-
ten met pyridoxine afhankelijke epilepsie geen mu-
taties in het coderende gebied van de GAD genen
hebben. De oorzaak van pyridoxine afhankelijke epi-
lepsie moet naar hun mening gezocht worden in een
defect in een ander pyridoxine afthankelijk enzym in
het neurotransmitter metabolisme.

GABA transaminase deficiéntie

GABA transaminase defici€ntie is voor het eerst be-
schreven in twee Vlaamse kinderen, broer en zus
(12). Beide kinderen hadden vanaf de geboorte ern-
stige voedingsproblemen, ernstige psychomotore re-
tardatie, hypotonie, hyperreflexie, epilepsie en een
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versnelde lengtegroei. Beide zijn overleden voordat
zij 3 jaar oud waren. Autopsie toonde leucodystrofie
in de hersenen van de jongen.

In tabel 3 worden de biochemische en enzymatische
bevindingen in GABA transaminase deficiéntie sa-
mengevat. Vrij GABA en B-alanine zijn verhoogd in
plasma en CSF. Totaal GABA is verhoogd in CSF. De
verhoogde GABA concentraties hebben een groei-
hormoon vrijmakend effect, waardoor de concentratie
groeihormoon in plasma verhoogd is (8-38 ng/ml,
normaal <5), wat de versnelde lengtegroei van de
twee pati€nten kan verklaren.

GABA transaminase deficiéntie werd aangetoond in
een leverbiopt en in leukocyten van het meisje. Hoewel
niet direct bewezen, suggereert deze deficiéntie van
GABA-T in perifeer weefsel ook een deficiéntie in de
hersenen, gezien de overeenkomst in kinetische eigen-
schappen van GABA-T in de verschillende weefsels
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Tabel 2. Pyridoxine afhankelijke epilepsie; klinische en bio-
chemische bevindingen en behandeling

Tabel 4. Klinische, biochemische en enzymatische bevindingen
in SSADH deficiéntie

Klinische presentatie

Typisch:
begin van convulsies vodr of kort na de geboorte
snelle respons op pyridoxine
geen of slechte respons op conventionele anti-epileptica
athankelijkheid van continue therapie
afwezigheid van pyridoxine gebrek

Atypisch:
later begin van convulsies, lange periode convulsievrij
zonder pyridoxine
de noodzaak van hogere doses pyridoxine in sommige
patiénten
hogere incidentie dan de typische presentatie

Biochemische bevindingen

lage concentratie GABA in hersenen en CSF
hoge concentratie glutamaat in hersenen en CSF
enzymdefect niet bekend; hypothese: GAD deficiéntie

Behandeling

minimale orale dosis varieert van 10-100 mg pyridoxine
per dag

convulsies stoppen vaak binnen een paar minuten bij
parenterale toediening, na enkele uren bij orale toediening
bij staken van behandeling komen convulsies terug

bij intra-uteriene convulsies is behandeling van de moeder
effectief (100 mg/dag)

Tabel 3. Biochemische en enzymatische bevindingen in GABA-
T deficiéntie

Biochemische bevindingen

Materiaal Metabolieten Verhoging
t.o.v. controle
CSF totaal GABA 3x
vrij GABA 60x
[-alanine 10x
Plasma vrij GABA 9x
[-alanine 4x

Enzymatische bevindingen

Weefsel GABA-T restactiviteit
leverbiopt patiént 17%

leucocyten patiént 3%

leucocyten ouders 13-37%

(13). De intermediaire GABA transaminase activiteit in
leukocyten van de ouders van de eerste 2 patiénten
impliceert een autosomaal recessieve overerving.

Een poging tot behandeling met pyridoxine, de co-
factor van het enzym GABA-T, had helaas geen suc-
ces (12).

De diagnose GABA transaminase deficiéntie kan niet
gesteld worden in gekweekte huidfibroblasten of am-
niocyten omdat deze cellen het enzym niet tot expres-
sie brengen. GABA transaminase is wel aanwezig in
chorion villi (14).

Humaan cDNA van GABA-T is gekloneerd. Bij ana-
lyse van het cDNA van een van de twee pati€nten
met GABA-T deficiéntie is een missens mutatie ge-
vonden (15).
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Klinische bevindingen®

psychomotore retardatie 94
vertraagde spraakontwikkeling 88
hypotonie 76
hyporeflexie 54
convulsies 50
ataxie 46
hyperkinesie 28
agressief gedrag 26
oculomotore apraxie 16
macrocefalie 14
microcefalie 2
choreoathetosis 10
myopathie met ragged red fibres 4
nystagmus 4
globus pallidus afwijkingen 4
opticus atrofie 4
retinitis pigmentosa 2

Biochemische bevindingen: metabolieten®

4-hydroxyboterzuur 95
3,4-dihydroxyboterzuur 38
4,5-dihydroxyhexaanzuur 32
glycolzuur 27
3-hydroxypropionzuur 24
2,4-dihydroxyboterzuur 24
adipinezuur 22
glycine 22
3-keto-4-hydroxyboterzuur 14
glutaarzuur 14
suberinezuur 11
succinaat semialdehyde 5

Biochemische bevindingen: enzymactiviteiten®
lymfocyten (n=16) 0-19% (gem. 4%)
lymfoblasten (n=21) 0- 6% (gem. 2%)
intacte lymfoblasten (n=14) 4-12% (gem. 8%)

a: Percentage patiénten met dit verschijnsel uit een totaal van
50; b: Percentage patiénten met een verhoogde uitscheiding
van deze metaboliet uit een totaal van 37 onderzochte patién-
ten. Niet in alle gevallen werden de concentraties van de ver-
schillende metabolieten gerapporteerd; c: Enzym resultaten uit
een totaal van 21 onderzochte patiénten

Succinaat semialdehyde dehydrogenase (SSADH)
deficiéntie (4-hydroxybutyric aciduria)

De eerste patiént met verhoogde uitscheiding van
4-hydroxyboterzuur (y-hydroxybutyric acid, GHB)
werd in 1981 door Jakobs en medewerkers beschre-
ven (16). Sindsdien zijn meer dan 150 pati€énten met
SSADH deficiéntie gediagnostiseerd (tabel 4). In
SSADH deficiéntie is de omzetting van SSA in succi-
naat geblokkeerd, waardoor SSA stapelt. SSA wordt
gereduceerd tot GHB in een reactie die gekatalyseerd
wordt door SSA reductase (1.1.1.61), wat leidt tot
verhoogde concentraties GHB in urine, plasma en
CSF. Hoewel GHB een aantal neuromodulaire eigen-
schappen heeft, is het niet bekend of GHB, net als
GABA, een neurotransmitter is. GHB is bekend om
zijn sedatieve en anesthetische eigenschappen. De
laatste jaren is GHB populair geworden in de drug-
scene, door de euforische stemming die optreedt na
inname van een lage dosering GHB. Een hogere dosis
is echter gevaarlijk, omdat geheugen- en bewustzijns-
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verlies, ataxie en epileptische aanvallen het gevolg
kunnen zijn.

De klinische presentatie van SSADH deficiéntie is
erg heterogeen, zelfs binnen families (17, 18). Vaak
presenteert de ziekte zich op de vroege kinderleeftijd
als milde encefalopathie met ataxie, hypotonie, ver-
traagde spraakontwikkeling en milde tot matige men-
tale retardatie. Er zijn ook patiénten beschreven met
een veel ernstiger fenotype met neurologische ver-
schijnselen zoals epilepsie, pyramidale en extrapyra-
midale verschijnselen, retina afwijkingen en perifere
neuropathie. MRI scans van twee kinderen met
SSADH deficiéntie toonden bilaterale symmetrische
signaalveranderingen in de globus pallidus (19) Het
gebrek aan een eenduidig klinisch fenotype en de
variabiliteit in de presentatie maken het waarschijn-
lijk dat SSADH vaak ongediagnostiseerd blijft (17).
De biochemische diagnose kan meestal worden ge-
steld door het aantonen van GHB in lichaamsvloei-
stoffen, waaronder urine, plasma en CSF. Een goede
kwantificering van deze metaboliet is echter moeilijk,
door zijn hoge vluchtigheid. Bovendien is er, in de tot
nu toe geanalyseerde patiénten een tendens tot leef-
tijdsafthankelijke uitscheiding van GHB, met lage
concentraties vlak na de geboorte en bij volwassen
patiénten. De soms marginale verhogingen in de
GHB concentraties kunnen met de klassieke technie-
ken (organische zuren profilering in urine) gemist
worden (20, 21).

Naast GHB worden in de urine van patiénten met
SSADH deficiéntie ook andere metabolieten in ver-
hoogde mate uitgescheiden. B-Oxidatie van GHB
leidt tot de vorming van 3,4-dihydroxyboterzuur en
4-hydroxy-3-ketoboterzuur (16, 22). Omzetting van
3,4-dihydroxyboterzuur leidt tot vorming van glycol-
zuur. Glycolzuur kan worden omgezet in glycine, wat
de glycinurie in sommige patiénten zou kunnen ver-
klaren. Bij a-oxidatie van GHB wordt 2,4-dihydroxy-
boterzuur gevormd, dat verder kan worden omgezet
in 3-hydroxypropionzuur. Dicarbonzuren, mogelijk
gevormd door remming van mitochondriale vetzuur-
oxidatie door accumulerend GHB, kunnen aanleiding
geven tot verwarring, daar zij een vetzuuroxidatie-
defect suggereren. Belangrijke metabolieten bij de
diagnostieck van SSADH deficiéntie zijn threo- en
erythro-4,5-dihydroxyhexanoic acid en hun corre-
sponderende lactonen. Deze metabolieten zijn niet
verhoogd bij enige andere aangeboren stofwisselings-
ziekte, zodat zij, naast GHB, kunnen dienen als marker
voor SSADH deficiéntie. De dihydroxyhexaanzuur
derivaten ontstaan mogelijkerwijs door condensatie
van een 2 koolstofeenheid uit het pyruvaat metabo-
lisme met het stapelende SSA. De identificatie van
metabolieten uit het metabolisme van vetzuren, pyru-
vaat en glycine in de urine van pati€nten met SSADH
deficiéntie suggereert dat het enzym defect metabole
consequenties heeft, die verder gaan dan het GABA
metabolisme.

SSADH deficiéntie kan worden aangetoond in geiso-
leerde en gekweekte leukocyten en fibroblasten. Bij
ouders en familieleden worden intermediare activitei-
ten gevonden, wat wijst op een autosomaal recessieve
overerving van de ziekte (23).
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Prenatale diagnostiek van SSADH deficiéntie is mo-
gelijk door het aantonen van verhoogde concentraties
GHB in vruchtwater door middel van stabiele isotoop
dilutie gas chromatografie massa spectrometrie in
combinatie met enzym studies in gekweekte amnio-
cyten of chorion villi (24-27).

De irreversibele GABA transaminase remmer, y-vinyl-
GABA (vigabatrin, Sabril®) wordt toegepast als the-
rapie voor SSADH deficiéntie (28-32). Bij een deel
van de patiénten die met dit medicijn behandeld zijn,
is een vermindering van de neurologische en gedrags-
problemen en een verbetering van de spraak waarge-
nomen. Sommige patiénten reageren niet op behande-
ling. Als gevolg van de therapie is er een daling van
de GHB concentratie en een stijging van de GABA
concentratie in de CSF (31).

Het gen van het SSADH is gelokaliseerd op chromo-
soom 6p22 (33). Het cDNA is gekloneerd en tot ex-
pressie gebracht in bacterién (34). Bij een patiént is
een deletie aangetoond, die onder meer 5 aminozuren
die geconserveerd zijn bij aldehyde dehydrogenasen
omvat (35). Huidig onderzoek behelst mutatie-ana-
lyse bij patiénten met SSADH deficiéntie.

CSF en de identificatie van aangeboren ziekten in
het GABA metabolisme

Er zijn reeds verschillende review artikelen versche-
nen over de aangeboren ziekten in het GABA meta-
bolisme (4, 36-38). Het aantal gediagnosticeerde pa-
tiénten, met name met GABA-T defici€ntie, blijft
echter relatief klein. Een mogelijke verklaring hier-
voor is de geringe kans dat een ziekte in het GABA
metabolisme, SSADH deficiéntie uitgezonderd, wordt
gediagnosticeerd zonder CSF onderzoek.

Naast vrij GABA komen er verschillende andere
vormen van GABA voor in CSF: GABA peptides
(voornamelijk homocarnosine, GABA lysine en
GABA cystathionine), N-carboxyethyl-GABA en 2-
pyrrolidinon. Homocarnosine en 2-pyrrolidinon zijn
hiervan kwantitatief de belangrijksten. 2-Pyrrolidi-
non, het cycliseringsproduct van GABA, vormt bijna
al het ongeidentificeerde GABA, het verschil tussen
totaal GABA en de som van homocarnosine en vrij
GABA. De GABA concentratie in CSF is waarschijn-
lijk een reflectie van de GABA concentratie in de
hersenen, en wordt slechts in geringe mate beinvloed
door veranderingen in de perifere GABA concentra-
tie. De meeste methoden voor de bepaling van vrij
GABA in hersenweefsel zijn niet gevoelig of speci-
fiek genoeg om de lage concentraties vrij GABA in
CSF te kunnen bepalen. Enkele methoden hebben
wel de vereiste gevoeligheid en specificiteit: ionuit-
wisselings- of reversed phase chromatografie met
fluorescentie detectie (39) of stabiele isotoop dilutie
gas chromatografie massa spectrometrie (40). De be-
paling van vrij GABA in CSF wordt bemoeilijkt door
een gradiént in de GABA concentraties, met lage
concentraties in de eerste fracties en hogere concen-
traties in de volgende fracties van een lumbaal punc-
tie. Een andere complicerende factor is de toename
van de concentratie vrij GABA in CSF door enzy-
matische hydrolyse van homocarnosine als het CSF
monster niet direct na afname wordt diepgevroren.
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De

concentraties van vrij GABA in CSF van controle

kinderen zijn leeftijdsathankelijk, met de laagste
waarden in de jongere kinderen (39). De concentratie

vrij
neo

GABA in CSF neemt toe van 15 nmol/l in de
natale periode tot ca. 65 nmol/l op de leeftijd van

1 jaar, waarna hij stabiel blijft. Ook de concentraties
totaal GABA stijgen in het eerste levensjaar van ca.
4 umol/l tot ca. 7 wmol/l (4).
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Summary

Inherited disorders of GABA metabolism. Verhoeven NM,
Gibson KM and Jakobs C. Ned Tijdschr Klin Chem 1998, 23:
124-129.

Gamma-aminobutyric acid (GABA) is an important inhibitory
neurotransmitter, present in relatively high concentrations in
the mammalian central nervous system. GABA acts on GABA
A and GABA B receptors, resulting in a change in the trans-
membrane potential.

In both brain and extra-neuronal tissues, among which the
pancreas and kidney, GABA plays a role in oxidative metabo-
lism (1). GABA is mainly produced from glutamic acid in a
reaction catalysed by glutamic acid decarboxylase (GAD).
The catabolism of GABA involves sequential reactions catal-
ysed by GABA transaminase (GABA-T), converting GABA
into succinic semialdehyde (SSA) and succinic semialdehyde
dehydrogenase, converting SSA into succinate. Succinate is
further metabolised in the Krebs cycle. (See 2 for a review on
GABA metabolism).

This review describes the inborn errors of GABA metabolism:
pyridoxine dependent seizures (McKusick 26600), GABA-T
deficiency (McKusick 137150; EC 2.6.1.19) and SSADH defi-
ciency (McKusick 271980; EC 1.2.1.24).

Key words: GABA; pyridoxine dependent seizures; succinic
semialdehyde dehydrogenase deficiency;, GABA transaminase
deficiency; cerebrospinal fluid; diagnosis

Screening op microalbuminurie: aanbevelingen voor urineverzameling,
conservering en analyse

A.J. BAKKER

Maatregelen om complicaties bij diabetes mellitus te
voorkomen of af te remmen, worden in toenemende
mate beinvloed door de uitkomst van laboratorium-
bepalingen. Het aantonen van microalbuminurie is
daarvan een belangrijke exponent die de laatste jaren
flink aan populariteit heeft gewonnen. In dit over-
zicht zal kort worden ingegaan op de veranderingen
bij diabetes mellitus, die leiden tot nefropathie en de
daarmee samenhangende microalbuminurie, en aan
de belangrijkste maatregelen, die het ontstaan van de
complicaties kunnen afremmen. Vervolgens wordt
aandacht geschonken aan de oorzaken van de grote
intra-individuele variabiliteit, die de bepaling van
microalbuminurie kenmerkt, en aan een aantal ana-
lytische aspecten, die de uitkomst van deze bepaling
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kunnen beinvloeden. Tot slot wordt stilgestaan bij
de verschillende procedures voor het verzamelen en
bewaren van urine voor de bepaling van deze licht
verhoogde albumineconcentraties en de met de urine-
verzameling samenhangende wijze van rapportage.

Trefwoorden: Microalbuminurie; urineverzameling;
diabetes mellitus, albumineconcentratie, albumine
excretie snelheid; albumine-kreatinine ratio, intra-
individuele variatie, bepalingsmethoden, urinecon-
servering, referentiewaarden

De belangrijkste complicaties bij diabetes mellitus
(DM) zijn verlies van nierfunctie (nefropathie), ge-
zichtsvermogen (retinopathie), atherosclerose (myo-
cardinfarct en apoplexie) en zenuwbeschadiging
(neuropathie). Van de patiénten met DM type I
(insuline-afhankelijke diabetes mellitus: IDDM) krijgt
45% te maken met nefropathie; de incidentie hiervan
neemt sterk toe vanaf het 10e jaar na het stellen van
de diagnose (1-3). De progressie van het nierfunctie-
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