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1 Einleitung

1.1 Galaktose-Stoffwechsel

In der menschlichen Nahrung wird D-Galaktose aus exogenen Quellen
hauptsachlich in Form des Disaccharids Laktose aufgenommen. In der Laktose
ist Galaktose B-glykosidisch mit Glukose verknupft. Die [-glykosidische
Bindung wird im Dudnndarm durch eine in den Mikrovilli lokalisierte [3-
Glukosidase (Laktase; EC 3.2.1.108) gespalten. Die D-Galaktose wird im
Dunndarm resorbiert und anschliel3end vor allem in der Leber weiter abgebaut.
Laktose kommt hauptsachlich in Milch und Milchprodukten vor. In 100 g
Kuhmilch sind etwa 2.5 g D-Galaktose, in Muttermilch sogar 3.5 g enthalten
(Hanus et al., 1992; Kunz et al., 1999). Die Aufnahme sowohl von freier als
auch glykosidisch gebundener D-Galaktose erfolgt jedoch auch durch den
Genuss von Getreide und Gemuse sowie von Fleisch (Acosta & Gross, 1995).
Neuere Untersuchungen von Berry et al. (2004) und Schadewaldt et al. (2004)
bestatigten die Vermutung von Gitzelmann & Steinmann, dass auch endogen
relevante Mengen an D-Galaktose gebildet werden (Gitzelmann & Steinmann,
1984).

Die Elimination freier D-Galaktose erfolgt in erster Linie Uber den so genannten
Leloir-Stoffwechselweg (Leloir, 1951; vgl. Abbildung 1).

Die D-Galaktose wird zunachst durch das Enzym Galaktokinase (GALK, EC
2.7.1.6) unter ATP-Verbrauch zu D-Galaktose-1-Phosphat phosphoryliert. D-
Galaktose-1-Phosphat wird durch die D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase (GALT; EC 2.7.7.12) mit UDP-Glukose zu D-Glukose-1-
Phosphat und UDP-Galaktose umgesetzt.

Alternativ kann die UDP-Galaktose auch aus D-Galaktose-1-Phosphat durch
Umsatz mit UTP entstehen. Diese Reaktion wird durch die UDP-Glukose-
Pyrophosphorylase (EC 2.7.7.9) katalysiert (Isselbacher, 1958). Die Kapazitat

dieses Alternativ-Stoffwechselweges ist jedoch dullerst gering.
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Galaktonat < Galaktose > Galaktitol
ATP
1
PP 2
UDP-Glukose + Galaktose-1-P // » Glukose-1-P
3 UTP
2 7
PP PP
v ) UDP-Galaktose ———— Glykolipide
\ Glykoproteine
UTP
Glukose-1-P Galaktose
Enzyme:

1 Galaktokinase (GALK)

2 Galaktose-1-Phosphat Uridyltransferase (GALT)
3 UDP-Galaktose-4-Epimerase (GALE)

4 Aldose-Reduktase

5 Galaktose-Oxidase/-dehydrogenase

6 UDP-Glukose-Pyrophosphorylase

7 UDP-Galaktose-Pyrophosphorylase

Abbildung 1: Stoffwechsel der D-Galaktose (Segal & Berry, 1995)

Die nukleotidaktivierte D-Galaktose kann zur Galaktosylierung von Proteinen
oder Lipiden bei der Synthese von Glykoproteinen bzw. Glykolipiden verwendet
werden. Haupteliminationsweg der exogen zugefuhrten D-Galaktose ist jedoch
die Einschleusung in den Stoffwechsel der D-Glukose. Dazu wird die UDP-
Galaktose mit Hilfe der UDP-D-Galaktose-4-Epimerase (GALE, EC 5.1.3.2)
reversibel zu UDP-Glukose epimerisiert. Die UDP-Glukose kann entweder
direkt fur die Glykogen-Synthese verwendet oder aber als Substrat in der
GALT-Reaktion eingesetzt werden. Das freigesetzte D-Glukose-1-Phosphat
wird schlieBlich in der Phosphogluko-Mutase-Reaktion (EC 5.4.2.2) in Glukose-

6-Phosphat umgewandelt und im Rahmen der Glykolyse weiter abgebaut.
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Neben dem Leloir-Stoffwechselweg existieren noch alternative Abbauwege. D-
Galaktose kann zu Galaktitol reduziert werden. Galaktitol ist ein Endprodukt,
welches nicht weiter verstoffwechselt werden kann und Uber die Niere
ausgeschieden wird (Weinstein & Segal, 1968).

Eine weitere Moglichkeit des Galaktoseabbaus besteht in der Umwandlung von
D-Galaktose zu Galaktonat (Cuatrecasas & Segal, 1966; Rancour et al., 1979).
Das Galaktonat kann entweder renal ausgeschieden oder Uber -
Ketogalaktonat weiter zu CO, und Xylulose metabolisiert werden. Letzteres wird
schliel3lich im Pentosephosphatzyklus verwertet. Allerdings durfte dieser
Abbauweg beim Menschen nur von sehr untergeordneter Bedeutung sein
(Holton et al., 2001).

1.2 Galaktosamie

Die Galaktosamie ist eine angeborene, autosomal rezessiv vererbte
Stoffwechselerkrankung. Bei der Erkrankung liegt ein Enzymdefekt im
Galaktose-Stoffwechsel vor. Dabei kann eines der drei folgenden Enzyme
betroffen sein: Die Galaktokinase (GALK), die D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase (GALT) oder die UDP-D-Galaktose-4-Epimerase (GALE).

Im Folgenden wird auf die Charakteristik des Galaktokinase-Mangels und des
UDP-D-Galaktose-4-Epimerase-Mangels nur kurz eingegangen, da diese

Enzymdefekte nicht Gegenstand dieser Arbeit sind.

Galaktokinase-Mangel

Der Galaktokinase-Mangel (MIM 230200) ist erstmals von Gitzelmann
beschrieben worden (Gitzelmann, 1965). Die Angaben zur Inzidenz der
Erkrankung variieren sehr stark und liegen im Bereich von 1:40.000 bis
1:1.000.000 (Mayes & Guthrie, 1968; Levy, 1980). Beim Galaktokinase-Mangel
fuhrt der enzymatische Block zu einer Konzentrationserhdhung von D-
Galaktose und Galaktitol im Blut. Die erhdhten Galaktitol-Konzentrationen
fuhren bei den Patienten haufig schon frih zur Kataraktbildung ("weil3er
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Schimmel"). Leber- und Nierenschadigungen oder kognitive Einschrankungen
sind bei dieser Form der Galaktosamie nicht beobachtet worden. Die
Behandlung erfolgt mit einer lebenslangen galaktosearmen Diat. Wird die Diat
bereits in den ersten Lebenstagen begonnen, bleibt die Kataraktbildung aus
(Gitzelmann, 1976; Bosch et al., 2002).

UDP-D-Galaktose-4-Epimerase-Mangel

Der UDP-D-Galaktose-4-Epimerase-Mangel (MIM 230350) wurde erstmals
1972 beobachtet (Gitzelmann, 1972). Die Inzidenz ist regional sehr
unterschiedlich. Sie lag in einer japanischen Screening-Untersuchung bei etwa
1:23.000 (Misumi et al., 1981). Zabransky schatzte die Inzidenz in Deutschland
auf 1:135.000 (Zabransky & Zabransky, 2004).

Bei den meisten Patienten liegt ein so genannter peripherer pGALE-Mangel vor,
der auf Leukozyten und Erythrozyten beschrankt ist, wahrend in
Hautfibroblasten und Lebergewebe eine normale Enzymaktivitdt gemessen
werden kann (Gitzelmann, 1976). Die Konzentration freier D-Galaktose im
Plasma ist im Gegensatz zur erhohten D-Galaktose-1-Phosphat-
Konzentrationen in den Erythrozyten normal (Gitzelmann & Steinmann, 1973).
Der klinische Verlauf dieser Patienten ist milde, sie haben meist unspezifische
und schwache Symptome und sind in der Regel nicht behandlungsbedurftig
(Gitzelmann & Holton, 1980; Gitzelmann, 2000; Holton et al., 2001).

Sehr viel seltener kommt der generalisierte gGALE-Mangel vor, der vermutlich
alle Organe betrifft und durch einen sehr schweren Krankheitsverlauf
gekennzeichnet ist. Die Patienten leiden bereits kurz nach der Geburt an
schweren Symptomen wie rezidivierendem Erbrechen mit Gewichtsverlust,
Leberversagen mit lkterus sowie Galaktosurie. Bisher sind mit einem gGALE-
Mangel weltweit lediglich 5 Patienten in zwei Familien asiatischer Herkunft
bekannt (Gitzelmann, 2000).

Nach Einleitung einer galaktosefreien Ernahrung sistieren die Symptome,
langfristig zeigen sich jedoch motorische und kognitive Defizite sowie auch
Taubheit bei den betroffenen Patienten (Henderson et al., 1983; Holton et al.,
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1980). Vorsorglich wird diesen Patienten 1-2 g D-Galaktose pro Tag mit der
Nahrung zugefuhrt, um madglichen Defiziten an UDP-D-Galaktose bei der

Synthese von Glykoproteinen und Glykolipiden vorzubeugen.

D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Mangel

Als klassische Form der Galaktosamie wird der Mangel an D-Galaktose-1-
Phosphat-Uridyltransferase bezeichnet (MIM 230400). Der GALT-Mangel ist der
haufigste Enzym-Defekt im Leloir-Stoffwechselweg und kommt weltweit mit
einer Inzidenz von ca. 1:70.000 vor. In der Bundesrepublik tritt die klassische
Form der Galaktosamie mit einer Haufigkeit von ca. 1:40.000 auf (Schweitzer-
Krantz, 2003). Die Erstbeschreibung erfolgte bereits 1908 durch von Reuss. Die
nachsten Fallbeschreibungen veroffentlichten Goppert im Jahr 1917 sowie
Mason & Turner im Jahr 1935 (von Reuss, 1908; Goppert, 1917; Mason &
Turner, 1935). Die Beschreibung der Ursache der Erkrankung erfolgte
schlie3lich in den 50er Jahren durch Isselbacher (Isselbacher et al., 1956).

Das GALT-Gen ist seit 1991 bekannt und befindet sich auf dem Chromosom 9
an der Stelle p13 (Reichardt & Woo, 1991). Es besteht aus 11 Exons und 10
Introns (Leslie et al., 1992). Die Enzymaktivitat der Patienten mit klassischer
Galaktosamie, die in den Erythrozyten gemessen wird, ist typischerweise auf <2

% der Norm reduziert.

Klinik

Klinisch fallen Neugeborene mit einem GALT-Mangel durch schwere
Krankheitssymptome nach Gabe von (Mutter-)Milch auf. Die Kinder nehmen
rapide an Gewicht ab und leiden an rezidivierendem Erbrechen. Bereits in den
ersten Lebenstagen zeigt sich ein toxisches Krankheitsbild: Die Kinder leiden
an schwerer Leberfunktionsstorung mit lkterus sowie an Nierenversagen. Die
Ausbildung eines Hirnddems ist ebenfalls im Rahmen der akuten
Krankheitsphase madglich. Als Ursache der Organschadigungen wird die
schnelle Akkumulation von D-Galaktose-1-Phosphat und Galaktitol diskutiert
(Belman et al., 1986; Holton et al., 2001).
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Fast alle Patienten entwickeln in der akuten Krankheitsphase einen Katarakt,
der auf eine hohe Aldose-Reduktase-Aktivitat (EC 1.1.1.21) der Augenlinse und
die konsekutive Akkumulation von Galaktitol zurlckgefihrt wird (van
Heyningen, 1959).

Unbehandelt ist die Akutphase der Erkrankung aufgrund der Akkumulation der
toxischen Metabolite Galaktose-1-Phosphat und Galaktitol lebensbedrohlich
und kann rasch zum Tode flhren. Wird jedoch unmittelbar nach der
Diagnosestellung eine laktosefreie und weitgehend galaktosearme Diat
begonnen, so sind die Leber- und Nierenfunktionsstérungen reversibel. Auch
die Katarakt-Bildung ist weitgehend reversibel.

Eine schnelle Diagnosestellung ist aufgrund der Schwere der akuten
Krankheitsphase mit potentiell tddlichem Ausgang von grof3er Bedeutung
(Schweitzer, 1995). In Deutschland ist daher seit 1978 die Untersuchung der
Neugeborenen auf Galaktosamie im Rahmen des Neonatalscreenings

gesetzlich vorgeschrieben.

Auch bei diatetisch adaquat behandelten Patienten kdnnen dennoch langfristig
Einschrankungen kognitiver und psychomotorischer Fahigkeiten auftreten. Der
Zeitpunkt des Therapiebeginns ist hierbei, entgegen friherer Annahmen, nicht
von Bedeutung (Schweitzer-Krantz, 2003).

Die irreversible Schadigung der Eierstocke, die bei etwa 90% der Frauen mit
klassischer Galaktosamie auftritt und die zu einem hypergonadotropen
Hypogonadismus fihrt, ist unabhangig vom Beginn und der strikten Einhaltung
einer galaktosearmen Diat. Patientinnen sind primar infertil. Der
Pathomechanismus der Stérung bei weiblichen Patientinnen ist bisher nicht
geklart. Die Akkumulation von D-Galaktose-1-Phosphat und anderen toxischen
D-Galaktosemetaboliten wird auch in diesem Zusammenhang diskutiert.
Mannliche Patienten mit Galaktosamie zeigen keinerlei gonadale Dysfunktion
(Kaufman et al., 1981; Kaufman et al., 1988).

Zur Kontrolle der Stoffwechseleinstellung bei Patienten mit Galaktosamie wird
ublicherweise der Gehalt an D-Galaktose-1-Phosphat in Erythrozyten bestimmt.
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Trotz strenger Diateinhaltung persistieren jedoch deutlich erhohte
Metabolitspiegel. Es wurde vermutet, dass dies auf eine endogene Bildung von
Galaktose z.B. im Rahmen des Abbaus von Glykoproteinen und -Lipiden
zuruckzuflhren sein konnte. In der Literatur ist dazu bisher nur wenig publiziert.
Eine altersabhangige, wachstumsabhangige endogene Galaktose-Bildung
konnte jedoch schliel3lich durch in vivo Studien nachgewiesen und quantifiziert
werden. Bei Patienten mit klassischer Galaktosamie wurden betrachtliche
Mengen an Galaktose endogen gebildet, dabei war die auf das Korpergewicht
bezogene Galaktose-Freisetzungsrate bei Kindern im Vergleich zu
Erwachsenen um ein Vielfaches erhdht (Berry et al., 2004; Schadewaldt et al.,
2004).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit war, die Charakteristik der renalen Ausscheidung von
Galaktose und ihren Metaboliten Galaktitol und Galaktonat bei Patienten mit
klassischer Galaktosamie im Vergleich zu einem gesunden Kontroll-Kollektiv
naher zu untersuchen. Hierzu wurden die renale Metabolit-Clearance, sowie
die fraktionelle renale Exkretion und tubulare Reabsorption von Galaktose,
Galaktitol und Galaktonat berechnet. Anhand der Ergebnisse konnte
abgeschatzt werden, ob eine Reabsorption und moglicherweise eine Sekretion
von Galaktose und ihren Metaboliten Galaktitol und Galaktonat in der Niere
stattfindet.

Einen speziellen Aspekt stellte die Altersabhangigkeit der Metabolit-
Ausscheidung dar. Zum Zeitpunkt der Probennahme war bereits bekannt, dass
eine Altersabhangigkeit der Metabolit-Ausscheidung bei Patienten und auch bei
Gesunden besteht. Nicht bekannt war jedoch, ob die erhdéhten Urin-
Konzentrationen bei Kleinkindern im Vergleich zu Erwachsenen auf
altersbedingte Unterschiede in der Nierenfunktion zurickzufihren waren.
Zusatzlich zu den beiden o.g. Untersuchungsgruppen wurden vergleichend
obligat heterozygote Eltern von Patienten mit klassischer Galaktosamie sowie

eine Gruppe von Patienten mit varianten Formen der Galaktosamie untersucht.
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2 Material und Methoden

21 Patienten und Probanden

An der Studie nahmen Patienten mit diatetisch behandelter klassischer
Galaktosamie (n=44), eine Gruppe von Varianten mit milderen Formen der
Galaktosamie (n=9), phanotypisch gesunde heterozygote Probanden (n=44)
und eine gesunde Kontrollgruppe (n=36) teil. Charakteristische

anthropometrische Daten sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

Fir alle Patienten und Probanden geltende Einschlusskriterien zur Teilnahme
an der Studie waren die freiwillige Teilnahme wund ein schriftliches

Einverstandnis nach entsprechender Aufklarung.

Allgemeine Ausschlusskriterien waren das Vorhandensein von akuten oder
chronischen Erkrankungen (mit Ausnahme des Mangels an Galaktose-1-

Phosphat-Uridyltransferase).

Patienten
Neben den allgemeinen o0.9. Einschlusskriterien war ein weiteres
Einschlusskriterium fir die Untersuchungsgruppe "Klassische Galaktosamie®

eine GALT-Aktivitat in den Erythrozyten von <2% der Norm (<0.5 pymol x h™" x
-1
OHb )-

Patienten, bei denen eine milde Form der Galaktosamie mit einer
Enzymaktivitit von >2 bzw. <25% (>0.5 bzw. <5 pmol x h”" x g4,"') gemessen
werden konnte, wurden gesondert betrachtet und als Patienten mit "varianter

Galaktosamie" bezeichnet.

Die Genotypen waren bei der Auswahl der Patienten nicht von Bedeutung. Sie

wurden jedoch zur Charakterisierung der Patienten mitbestimmt.
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Tabelle 1: Anthropometrische Daten der Patienten und Probanden 2°

Untersuchungs- Alter Grole Gewicht
gruppe (Jahre) (cm) (kg)
gesamt 17 £10 151 + 26 45 £ 20
p 2 M (16; 2 — 39) (160; 89 — 189) (52; 12 — 77)
-C H
3% 3 1649 155 + 28 49 + 22
8% n=20 (14; 2 — 38) (168; 89 — 189) (52; 12 — 77)
<
o 0 19+ 10 148 + 23 43 +18
n=24 (18; 4 — 39) (158; 98 — 172) (51; 13 — 65)
gesamt 17 £12 155 + 18 46 + 18
2 n=9 (13; 8 — 40) (157; 131 — 181) (48; 26 — 78)
O .
c g g 17 £13 148 + 21 43 +22
E- n=5 (12; 8 — 40) (148; 131 — 181) (41; 26 — 78)
s ©
©
o 0 18 + 11 163 £ 10 50 + 12
n=4 (14; 12 — 34) (164; 152 — 173) (49; 37 — 67)
gesamt 45+ 9 171+£9 76 £ 19
o _  n=44 (43; 29 — 74) (171: 153 —194)  (72; 52 — 120)
O o
=€ 3 46+7 179+ 6 88 + 18
S8 =19 (44; 38 — 59) (178: 170 — 194) (83; 67 — 120)
a
< 0 44 +10 165+ 7 67 + 16
n=25 (43; 29 — 74) (165; 153 — 175) (65; 52 — 112)
gesamt 28+ 9 176 £ 9 69+ 13
_ n=36 (25; 18 — 58) (176; 154 — 193) 66; 47 — 108)
O O
g2 g 29 + 10 179+ 7 74 +13
238  n=23 (26; 18 — 58) (178; 168— 193) (71; 52 — 108)
3
0 2847 1729 61+9
n=13 (25; 23 — 49) (172: 154 — 187) (62; 47 — 78)

® Gruppenzuordnung anhand der GALT-Aktivitat in den Erythrozyten in umol x h™ X gy

klassische Galaktosamie: GALT <0.5
variante Galaktosamie: GALT >0.5 bis <5
heterozygote Probanden: GALT 9 -17
gesunde Probanden: GALT >20

® Die Werte sind angegeben in Mittelwert + Standardabweichung, Median und Bereich in
Klammern
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Probanden
Zu den phanotypisch gesunden Probanden der Studie zahlten die Gruppe der

Heterozygoten sowie eine Gruppe von gesunden Normalpersonen.

Das Einschlusskriterium fur die Heterozygoten war eine auf ca. 50% der Norm
reduzierte GALT-Aktivitat (im Mittel 12 £ 2 ymol x h™ x gip™'). Die Gruppe setzte

sich aus Eltern der Galaktosamie-Patienten zusammen.

Einschlusskriterium fur das gesunde Kontroll-Kollektiv war eine GALT-Aktivitat
in den Erythrozyten von >20 pmol x h™ x gip ™.
Das Kollektiv bestand im Wesentlichen aus Mitarbeitern und Studenten des

Universitatsklinikums Disseldorf.

Die Studie wurde durch das Ethikkomitee der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf geprift und genehmigt.

2.2 Chemikalien und Enzyme

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in der
hochsten Reinheitsstufe von Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) bezogen. lonenaustauscher-Harze (Dowex 50WX8, H*-Form,
100-200 mesh und Dowex 1X8, CI-Form, 200-400 mesh) wurden von Serva
(Heidelberg) bezogen. Alkalische Phosphatase (E.C. 3.1.3.1, aus Kalbsdarm),
R-D-Galaktose-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.48, aus Pseudomonas fluorescens),
Hpall (aus Haemophilus parainfluenzae, 10 U/7uL), Ava Il (aus Anabeana
varabilis, 5 U/uL) und DNA-Langenstandard VIII (0.25 pg/pyL) wurden von
Roche Diagnostics (Mannheim) und die Tag-DNA-Polymerase (aus Thermus
aquaticus, rekombinant, E.coli, 5 U/uL)) von Qiagen (Hilden) bezogen. Die
synthetischen Oligonukleotide waren von MWG-Biotech (Ebersberg). D-
Galaktose-1-Phosphat (Dikaliumsalz) und UDP-Glukose (Dinatriumsalz) waren
von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen), das UDP-[U-'*C]-Galaktose-1-
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Phosphat (11 Gbg/mmol) wurde uber die Firma Biotrend (Koln) bezogen. D-[1-
3Cl-Galaktose (97% 1-"°C; 3% natiirlich markiert) und D-[U-'*Cg]-Galaktose-
Standard (98.5% U-"3C; 1% natiirlich markiert) kamen von Promochem (Wesel).
3C-markiertes Galaktitol war nicht kauflich zu erwerben. Daher wurde das D-[U-
13C¢]-Galaktitol aus D-[U-'C¢]-Galaktose durch Reduktion mit NaBH, nach der
Methode von Jakobs synthetisiert (Jakobs et al., 1984). Die Reinheit des
Produkts wurde mittels GC-MS-Analyse (berpriift. Die D-[U-'*Cg]-Galaktitol-
Praparation war rein (98.5% U-13C6) und enthielt weniger als 0.2% nicht
umgesetzte D-[U-">Cg]-Galaktose.

Da Galaktonolakton ebenfalls nicht kauflich zu erwerben war, wurde D-[U-13CG]-
Galaktono-1,4-Lacton nach Dahlqvist hergestellt (Dahlqvist A, 1983). D-[U-
3Cg]-Galaktose (10 mg) wurde in Tris/HCI-Puffer (1.8 mL, 0.25 mol/L, pH 8.7)
gelost. Dann wurde NAD™ (70 mg) und B-D-Galaktose-Dehydrogenase (1.5 U,
60 pL) zugegeben und bei 25°C 10 h inkubiert. Zur Bildung des y-Lactons
wurde der Ansatz mit HCI (6 mol/L, 0.15 mL) angesauert, bei 25°C Uber Nacht
inkubiert und anschlieRend das D-[U-"3Cg]-Galaktono-1,4-Lacton durch
lonenaustausch-Chromatographie gereinigt. Die Konzentrationsbestimmung
des y-Laktons wurde mittels inverser Isotopen-Verdinnung mit naturlich
markiertem D-Galaktono-1,4-Lakton bestimmt. Die Ausbeute an U-"3C-
markiertem y-Lakton war 45%. Bei der Reinheitsprufung mittels GC-MS wurde
eine [U-"Cg]-Anreicherung von 98.5% und weniger als 0.2% D-[U-'°Cg]-

Galaktose gefunden.
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2.3 Methoden

2.31 Probennahme

Die Probengewinnung bei den Galaktosamie-Patienten fand wahrend einer in
vivo-Stoffwechseluntersuchung zur endogenen Galaktose-Bildung oder
anlasslich der halb- bzw. jahrlichen Stoffwechsel-Kontroll-Untersuchung in der
Dusseldorfer Universitats-Kinderklinik statt.

Das Kollektiv der heterozygoten Probanden setzte sich hauptsachlich aus
Eltern der Patienten zusammen, die sich im Rahmen der Untersuchung ihrer
Kinder zu einer Blutabnahme und zur Urinabgabe bereit erklarten.

Alle Teilnehmer waren zum Zeitpunkt der Probennahme nuchtern (>10-

stiindiges Ubernachtfasten).

Bei der Probennahme wurde venoses EDTA-Blut enthommen und unmittelbar
anschlieRend Spontanurin gesammelt.

Das EDTA-Blut wurde sofort nach der Entnahme zentrifugiert (3500 x g, 5 min,
4°C) und die Zellen vom Plasma getrennt. Den Erythrozyten wurde
anschlieend ein aquivalentes Volumen physiologischer NaCl-Lésung zugefigt
und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt zweimal zur
Reinigung der Erythrozyten von Plasma-Resten wiederholt.

Erythrozyten, Plasma und Urin wurden bis zur Aufarbeitung bei -20°C
aufbewahrt. Zur Analyse genetischer Varianten wurde ein Aliquot EDTA-Blut

asserviert und bis zum Zeitpunkt der Analyse bei -20°C eingefroren.

2.3.2 Analytik der Galaktosemetabolite

Im Plasma und Urin aller Studienteilnehmer wurden die Konzentration von
Galaktose, Galaktitol und Kreatinin bestimmt. In den Erythrozyten wurde die
Galaktose-1-Phosphat-Konzentration gemessen und die GALT-Aktivitat

bestimmt.
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Bei den Patienten mit klassischer Galaktosamie wurde zusatzlich im Plasma

und im Urin die Konzentration von Galaktonat gemessen.

2.3.21 Probenvorbereitung und Extraktion

Urin

Der Testansatz zur Metabolitbestimmung im Urin der Patienten enthielt 20 pyL
Urin verdinnt mit H,O (80 uL). Der Testansatz fur heterozygote und gesunde
Probanden enthielt 100 yL unverdinnten Urin.

Zu allen Proben wurden HCI (6 mol/L; 30 pL) sowie zur internen
Standardisierung D-[U-"C¢]-Galaktose (50 pmol/L, 20 pL), D-[U-"*C¢]-Galaktitol
(50 umol/L, 100 pL) und D-[U-"*Cg]-Galaktonat (25 umol/L, 20 pL) hinzugefiigt.
Die Ansatze wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und es erfolgte
die Cyclisierung von Galaktonat zu y-Galaktonolakton. Anschlieend wurde 700
ML HO  hinzugefigt. Die Probe wurde durch Anionen- und
Kationenaustauscherchromatographie aufgereinigt und dabei 1000 pL Eluat
gewonnen (siehe Kapitel 2.3.2.2).

Zwei Aliquots mit jeweils 500 yL Eluat wurden im N»-Strom zur Trocknung
eingedampft. Ein Aliquot wurde zu Bestimmung der Galaktose und des
Galaktitols, das zweite Aliquot zur Bestimmung des Galaktonats weiter
verwendet. Die Unterschiede in der nachfolgenden chemischen Derivatisierung

fur die zwei Aliquots sind in Kapitel 2.3.2.2 beschrieben.

Plasma

Zur internen Standardisierung wurden 1:2 mit H,O verdinnte Plasmaproben
(1000 pL) der Patienten bzw. unverdiinnte Plasmaproben der Heterozygoten
und der gesunden Kontroligruppe mit D-[U-">C¢]-Galaktose (50 pmol/L, 20 L)
und D-[U-"*Cg]-Galaktitol (50 pmol/L, 20 pL) versetzt. H,O (210 uL) und HCIO,
(20%, v:v; 250 pL) wurden hinzugefugt und ergaben ein Gesamtvolumen von
1500 pL. Nach Zentrifugation (13 000 x g; 10 min; 4°C) wurden 1200 uL des
Uberstandes mit KHCO3z (2.5 mol/L; 200 uL) und Kaliumphosphatpuffer
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KoHPO4/H3PO4 (2.5 mol/L; pH 6.5; 100 pL) gemischt und ausgefallenes KCIO4
durch Zentrifugation (13 000 x g; 2 min; 4°C) entfernt. Zur Entfernung der D-
Glukose aus den Proben wurden zu 1300 pL des Uberstandes D-Glukose-
Oxidase (10-15 U in 50 pL; 50 pL) und Katalase (65 kU in 50 pL; 50 uL)
gegeben und der Ansatz wurde - mit Luft equilibriert - 90 min bei 25°C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von HCIO4 (30%; v:v; 150 uL) gestoppt und
das ausgefallte Protein durch Zentrifugation (13 000 x g; 2 min; 4°C) entfernt.
Zu 1400 pL des Uberstandes wurde KHCO3 (2.5 mol/L; 250 L) gegeben und
ausgefallenes KCIO,4 durch eine weitere Zentrifugation (13 000 x g; 1 min; 4°C)
entfernt. 1500 pL Uberstand wurden wie in Kapitel 2.3.2.2 beschrieben

aufgereinigt und anschlieRend derivatisiert.

FUr die Bestimmung von Galaktonat im Patienten-Plasma wurden 500 pL
Plasma mit 730 pL H,O verdiinnt und die Probe mit D-[U-'°Cg]-Galaktonolakton
(0.25 mmol/L, 20 yL) versetzt. Nach Hinzugabe von 250 yL HCIO4 (1.83 mol/L)
ergab sich ein Gesamtvolumen von 1500 yL. Nach Zentrifugation (10 000 x g; 3
min; Raumtemperatur) wurden 1200 pL des Uberstandes mit KHCO3; (2.5
mol/L; 225 uL) gemischt. Nach Zugabe von KOH (1 mol/L; 50 pyL) wurde die
Probe Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschliellend
ausgefallenes KCIO4 durch Zentrifugation (10 000 x g; 1 min; Raumtemperatur)
entfernt. AnschlieRend wurde die Probe wie in Kapitel 2.3.2.2 beschrieben

aufgereinigt und derivatisiert.

Erythrozyten

Bei Patienten, Heterozygoten und gesunden Probanden wurden gepackte
Erythrozyten mit dem gleichen Volumen physiologischer NaCl-Lésung (0.9%)
suspendiert. Zur internen  Standardisierung wurden 100 uL der
Erythrozytensuspension mit D-[U-">Cg]-Galaktose (50 umol/L, 20 pL) und D-[U-
3Cg]-Galaktitol (50 pmol/L, 10 pL) versetzt und 2 min im Ultraschallbad
behandelt. Tris/HCI-Puffer (0.4 mol/L; pH 8.6; 500 pL) wurde hinzugefugt,

anschlieRend wurden die Proben zur Enteiweiflung erhitzt (85°C; 5 min), auf
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Raumtemperatur abgekihlt und der Uberstand durch Zentrifugation (13 000 x g;
5 min; 4°C) gewonnen.

Zur Hydrolyse des Galaktose-1-Phosphats wurde der gewonnene Extrakt (500
ML) mit MgSOg4-Losung (5 mmol/L; 50 pL) und alkalischer Phosphatase (50
kU/L; 1:3 verdunnt mit H»O; 10 pL) versetzt und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde 300 uL H,O hinzugefligt und

die Proben aufgereinigt und anschlieRend derivatisiert (siehe Kapitel 2.3.2.2).

Zur Bestimmung der freien Galaktose wurden Parallelproben mitgefuhrt, deren
Ansatz 50 pL D-[U-">Cg]-Galaktose (50 pmol/L) enthielt und bei denen im
Unterschied zu o.g. Proben zur Galaktose-1-Phosphat-Bestimmung lediglich

der Hydrolyseschritt mit alkalischer Phosphatase nicht durchgefuhrt wurde.

2.3.2.2 Aufreinigung und Derivatisierung

Aufreinigung

Zur  Aufreinigung erfolgte die Behandlung mit  Anionen- und
Kationenaustauscherharzen. Hierfur wurde der jeweilige Extrakt aus der Urin-,
Plasma- und Erythrozyten-Aufarbeitung zunachst auf eine Dowex 1X8-Saule
(200-400 mesh, Acetatform, 4 mL in konischen Poly-Prep-Einmal-
Chromatographiesaulchen, Fa. Bio-Rad, Minchen) gegeben und mit 250 uL
H>O nachgesplilt. Die Eluate wurden verworfen. Die D-Galaktose bzw. das D-
Galaktitol wurden anschlieend mit 2000 pyL H20 eluiert. Dieses Eluat wurde auf
eine Dowex 50WX8-Saule (100-200 mesh, H'-Form; 4 mL, Saule wie oben)
aufgetragen und das Eluat verworfen. Danach wurde erneut mit 2000 pL H20
eluiert. Das Eluat wurde gesammelt und ein Aliquot von 1000 uL im Reactivial
(1000 L, Pierce) bei Raumtemperatur im Ny-Strom zur Trocknung

eingedampft.
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Aufreinigung der Plasma-Galaktonat-Probe

Zur Aufreinigung wurde die Probe zur Bestimmung von Galaktonat im Plasma
auf eine Anionenaustauschersaule (Dowex 1X8-Saule, 200-400 mesh,
Chloridform, 2 mL in konischen Saulenkartuschen "Bio-Prep", Fa. Bio-Rad,
Munchen) gegeben und dreimal mit 3 mL H,O nachgespult und das Eluat
verworfen. Es wurden weiterhin 0.5 mL HCI (0.5 mol/L) aufgetragen und das
Eluat ebenfalls verworfen. Das Galaktonat wurde mit 1 mL HCI (0.5 mol/L)
eluiert und die Probe Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Das Eluat wurde auf eine Kationenaustauschsaule Dowex 50WX8-Saule (100-
200 mesh, H*-Form; 2 mL, S&ule wie oben) aufgetragen und mit 1 mL H,O das
Eluat gewonnen. Ein Aliquot von 400 pyL des Eluats wurde zur Derivatisierung
im Reactivial (1000 pL, Pierce) bei Raumtemperatur im N2-Strom zur Trocknung

eingedampft.

Derivatisierung zur Bestimmung von Galaktose und Galaktitol

Zur Darstellung des Aldononitril-Pentaacetat-Derivats der Galaktose und des
peracetylierten Derivats des Galaktitols wurde der trockene Rickstand aus dem
Arbeitsschritt der Aufreinigung (s.o.) mit Hydroxylamin-Hydrochlorid (0.3 mol/L
in Pyridin; 50 pL) 30 min bei 90°C inkubiert. Nach Abkihlung auf
Raumtemperatur wurde 50 pL Essigsaureanhydrid zugesetzt und der Ansatz
erneut 60 min bei 90°C inkubiert. Nach Acetylierung von Galaktose und
Galaktitol wurden die Proben wiederum abgeklhlt und bei Raumtemperatur im
N2-Strom zur Trocknung eingedampft. Der trockene Rickstand wurde mit 200
ML Hexan extrahiert. Der Extrakt wurde in einen konischen Mikroeinsatz (200
puL; Fa. Welabo, Dusseldorf) dberfuhrt und nochmals eingedampft. Der
Ruckstand wurde in 50 yL Ethylacetat gelost und dann zur GC-MS-Analyse

verwendet.

Derivatisierung zur Bestimmung von Galaktonat

Zur Galaktonat-Bestimmung wurden dem trockenen Rulckstand der Aliquots
Butylamin/Pyridin (1/1; v/v; 100 uL) hinzugefigt und 30 min bei 60°C inkubiert.
Nach dem Abkudhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit N
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eingedampft und anschliellend mit Essigsaureanhydrid/Pyridin (1/1; v/v; 100
ML) 60 min bei 90°C inkubiert. Dabei wird N-(1-butyl)-Galaktonamid-Pentaacetat
als Derivat gebildet. Nach erneutem Abkuhlen wurden die Proben mit Nz
eingedampft und der trockene Ruckstand wie oben mit Hexan extrahiert und

geldst in Ethylacetat fur die GC-MS-Analyse verwendet.

2.3.2.3 GC-MS-Analytik

Zur Analyse wurde ein HP-6890-Gaschromatograph mit einer HP-5 MS-
Kapillarsaule (5% Phenylmethylpolysiloxan; Lange 30 m, id. 0.25 mm,
Filmdicke 0.25 ym; J&W Scientific, Folrom, CA) verwendet, die direkt an ein HP
MSD-Massenspektrometer angeschlossen war (Hewlett-Packard, Waldbronn).
Als Tragergas wurde Helium verwendet (0.9 mL x min™"). 1 pL der Probe wurde
injiziert. Der Injektor und dessen Verbindung zum Spektrometer wurden auf
250°C erwarmt. Die Anfangstemperatur der Kapillarsaule betrug 125°C. Nach
1.5 min erfolgte eine Temperaturerhdhung von 20°C/min auf 190°C und weiter
mit 2.5°C/min auf 215°C. Anschlielend wurde die Temperatur fir 2 min auf
280°C angehoben. Die massenspektrometrische Detektion wurde mittels
positiver chemischer lonisierung mit Methan als Reaktandgas durchgefuhrt. Die
lonenquelle wurde bei 170°C und bei einem Druck von 60 mPa betrieben. Zum
selektiven lonen-Monitoring der [MH-60]"-lonen wurden die Intensitaten bei m/z
328, m/z 329 und m/z 334 gemessen, das entsprach den chromatographischen
Peaks von 1-"2C-, 1-"®C und U-"*Cs-markierter Galaktose. Die entsprechenden
chromatographischen Peaks der 1-'2C-, 1-"*C und U-"*Cg-markierten Galaktitol-
bzw. Galaktonatspezies wurden bei m/z 375, m/z 376 und m/z 381, bzw. bei
m/z 402, m/z 403 und m/z 408 analysiert.
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233 Messung der Enzymaktivitat

Die Messung der Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Aktivitat in den
Erythrozyten wurde nach Shin mit einigen Modifikationen bestimmt (Shin,
1991).

Das Prinzip des Nachweises ist die Bildung von UDP-[U-14C]-GaIaktose aus D-

[U-'*C]-Galaktose-1-Phosphat nach folgender Reaktionsgleichung:

GALT
UDP-Glukose + D-[U-"*C]-Galaktose-1-Phosphat — UDP-[U-"*C]-Galaktose + D-Glukose-1-Phosphat

Gepackte Erythrozyten wurden 1:8 mit H,0 verdinnt. 50 yL des Hamolysates
wurden 1 min bei 25°C im Ultraschallbad behandelt, mit 50 yL GALT-
Bestimmungspuffer gemischt und 40 min bei 32°C inkubiert. Der GALT-

Bestimmungspuffer enthielt folgende Komponenten:

Glycin/NaOH-Puffer (500 mmol/L, pH 8.7)
Cystein/HCI-Puffer (40 mmol/L, pH 8.7)
D-Galaktose-1-Phosphat (5 mmol/L)
D-[U-"“C]-Galaktose-1-Phosphat (1 mCilL)
UDP-Glukose (2.5 mmol/L)

Zur Beendigung der Reaktion wurden die Ansatze 4 min im Wasserbad
gekocht. Danach wurde abgekuhlt und zentrifugiert (13 000 x g, 5 min, 4°C). 70
uL Uberstand wurde auf eine Dowex 1X8-Saule (200-400 mesh, CI-Form, 0.3
mL in Einmal-Filtersaulen; Mallinckrodt Baker, Griesheim) gegeben. Das nicht
umgesetzte D-[U-'*C]-Galaktose-1-Phosphat wurde durch Waschen mit 3 mL
HCI (25 mmol/L) entfernt. Die UDP-[U-"*C]-Galaktose wurde mit 1.6 mL HCI
(500 mmol/L) in Szintillationsgefalle (Zinsser, Frankfurt) eluiert. Das Eluat
wurde im Verhaltnis 1:10 mit Szintillationsflissigkeit (Quicksafe A; Zinsser,
Frankfurt) gemischt. In einem Flussigkeitsszintillationszéhler (LS 6000;

Beckmann, Minchen) wurde dann die Radioaktivitat gemessen.
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Als Leerwerte wurden Hamolysatproben verwendet, die vor Zugabe des GALT-
Bestimmungspuffers 4 min im Wasserbad gekocht worden waren. Als Kontroll-
Proben wurden Hamolysate zweier gesunder Erwachsener mitgefihrt.

Die Enzymaktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:

00puL

1
(DPM in Probe-DPM in Leerwert) x ( 70uL

- (DPM in 50uL GALT -Bestimmungspuffer x Inkubatiorszeit(h) x Hb (g in12.5ulErys)

) x Gal-1-P in 50uL (0.25umol)
A

A: Enzymaktivitat in umol/h pro g Hb

DPM: gemessene Radioaktivitat in Zerfalle pro min

Die Methode zur Bestimmung des Hamoglobin-Gehaltes wird in Kapitel 2.3.5

erlautert.

234 Mutationsanalyse

Fir die Analyse der genetischen Varianten wurde das Verfahren von Elsas
angewandt (Elsas et al., 1995). Die Mutationen g.1466A>G(p.Q7188R) in Exon 6
und g.2741A>G(p.N3714D) in Exon 10 flhren zu einer Schnittstelle fur die
Restriktionsenzyme Hpall bzw. Ava Il. Beide genetische Varianten konnen
durch PCR-Amplifikation des Exons 6 bzw. 10 und Analyse der RFLP
nachgewiesen werden. Aufgrund der Haufigkeit beider genetischen Varianten
wurden alle Patienten zuerst auf diese zwei Mutationen mit der PCR/RFLP-
Methode untersucht. Der Nachweis erfolgte Uber eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese.

Konnten die genetische Varianten mittels PCR/RFLP nicht nachgewiesen
werden, so wurden alle 11 Exone des GALT-Gens mittels PCR vervielfaltigt und

durch direkte Sequenzierung die entsprechenden Mutationen charakterisiert.
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Eine ausfuhrliche Darstellung der angewandten Verfahren ist in der
Inauguraldissertation von L. Kamalanathan beschrieben (Kamalanathan,
2005). Die Analysen der genetischen Varianten wurden in enger kollegialer

Zusammenarbeit mit L. Kamalanathan durchgefuhrt.

235 Sonstige Analyseverfahren

Kreatinin in Urin und Plasma wurde enzymatisch mit einem Hitachi 912
Analysegerat (Boehringer, Mannheim) bestimmt (Wahlefeld & Siedel, 1985).
Hamoglobin wurde mittels der Cyanmethamoglobin-Methode in einem KX-21

Analysator (Sysmex, Hamburg) gemessen.

24 Auswertung und Statistik
241 Berechnungen
Konzentrationen

Die Konzentrationen (Cha, umol/L) an natlrlich markierter D-Galaktose, D-
Galaktitol und D-Galaktonat in den Plasma- und Urin-Proben, die mit D-[U-"3Cg]-
Galaktose, D-[U-'°Cg]-Galaktitol und D-[U-'°C¢]-Galaktonat zur internen

Standardisierung versetzt wurden, wurden wie folgt berechnet:

Crat= [R1 x F1 x (0.985 x S) — (0.015 x S)] x D (1)

R1 steht fur die Ratio der lonen-Intensitatsrate in den chromatographischen
Galaktose-Peaks (m/z 328) / (m/z 334), den Galaktitol-Peaks (m/z 375) / (m/z
381) bzw. den Galaktonat-Peaks (m/z 402) / (m/z 408). F; stellt einen
Korrekturfaktor fir die hoheren lonen-Intensitaten der U-">Cg-markierten
Galaktose und der Metabolite Galaktitol und Galaktonat im Vergleich zu den
nattrlich markierten Formen dar (1.068 fur Galaktose und Galaktitol; 1.074 fur
Galaktonat).
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0.985 war der Anteil der U-'*Cg-markierten Molekiile in den Standards. S steht
fur die Menge in uL an zugefihrtem internen Standard (Galaktose 1 pmol;
Galaktitol 5 ymol; Galaktonat 1 pmol) und D fir die Verdinnung der Probe
(Patienten: Urin D = 5, Plasma D = 2, Erythrozyten D = 2; Gesunde und

Heterozygote: keine Verdunnung in Urin und Plasma, in Erythrozyten D = 2).

Renale Clearance

Die Renale Clearance von Galaktose, Galaktitol bzw. Galaktonat (CLg in ml x
min~' x 1.73 m?) wurden mit Hilfe der Formeln zur Kreatinin-Clearance nach
Schwartz sowie Cockroft & Gault ermittelt (Schwartz et al., 1976; Cockcroft &
Gault, 1976;):

ClLg = CLcr x 0.01 x FREG (2)

FREg steht flr die fraktionelle renale Exkretion von Galaktose, Galaktitol oder
Galaktonat und wird angegeben in % (siehe Formel Nr. 6). Die Kreatinin-
Clearance (CLcr) wurde anhand der unten stehenden Formeln fur Kinder unter
15 Jahren (3), mannliche (4) und weibliche (5) Patienten und Probanden alter
als 15 Jahre in mg/dL abgeschatzt (Schwartz et al., 1976; Cockcroft & Gault,
1976):

Clcr = 0.55 x KL / CRp (3)
CLcr = (140 - Alter) x KG / (72 x CRp) (4)
Clcr = 0.85 x (140 - Alter) x KG / (72 x CRp) (5)

CRp steht fur die Kreatinin-Konzentration im Plasma und wird angegeben in

mg/dL, KL steht fir die Kérperlange in cm und KG flr das Kérpergewicht in kg.

Fraktionelle renale Exkretion und tubuldre Reabsorption
Die fraktionelle renale Exkretion stellt den Anteil der in den Nieren glomerular

filtrierten Substanz dar, die mit dem Urin ausgeschieden wird. Die FRE von
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Galaktose, Galaktitol und Galaktonat (FREg in %) wird nach folgender Formel
berechnet (Steiner, 1984):

FREg = Gy / Gp x CRp / CRy x 100 (6)

Gy ist die Konzentration von Galaktose, Galaktitol und Galaktonat im Urin in
pmol/L, Gp ist die Konzentration von Galaktose, Galaktitol und Galaktonat im
Plasma in ymol/L. Die Kreatinin-Konzentrationen im Urin und im Plasma (CRy

und CRp) werden angegeben in mmol/L.

Die tubulére Reabsorption entspricht dem Anteil der in den Nieren filtrierten
Substanz, der von der Niere wieder rluckresorbiert wird. Sie wird wie folgt

berechnet:

TRe = 1 - FREG (7)

Die Einheiten entsprechen den bereits oben genannten zur Berechnung der
FREG.

242 Statistik

Wenn nicht anders gekennzeichnet, sind alle Ergebnisse als Mittelwerte (MW) +
Standardabweichung (SD) angegeben. Median und Bereich stehen in

Klammern.

Die  Signifikanzprifungen der  Mittelwertvergleiche  wurden  mittels
unverbundenem T-Test (Student-Test) bzw. univariater Varianz-Analyse (One-
Way-ANOVA) in GraphPad Software Inc., San Diego CA, U.S.A. durchgefuhrt.

Die Abbildungen wurden mit SigmaPlot 9.0 von Systat Software GmbH, Erkrath,
Deutschland erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Biochemisch-molekulargenetische Charakterisierung

Die biochemische Charakterisierung erfolgte bei Patienten und heterozygoten
Probanden durch Bestimmung der GALT-Aktivitdt sowie des Galaktose-1-
Phosphat-Gehaltes in Erythrozyten. Im Rahmen der molekulargenetischen
Charakterisierung wurde der Genotyp bestimmt.

Bei der gesunden Kontrollgruppe wurden die GALT-Aktivitat und der Gehalt an
Galaktose-1-Phosphat in Erythrozyten gemessen. Eine Genotypisierung

erfolgte aufgrund der normwertigen GALT-Aktivitaten nicht.

311 Biochemische Charakterisierung

Die GALT-Aktivitat sowie die Konzentration des Parameters Galaktose-1-
Phosphat in Erythrozyten aller Untersuchungsgruppen sind in Tabelle 2

zusammengefasst.

Normalpersonen und heterozygote Probanden

In der Gruppe der gesunden Normalpersonen (n=36) ergab sich fur die GALT-
Aktivitat in Erythrozyten ein Mittelwert von 21.9 + 3.3 pmol x h™ x g™, fir die
Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in Erythrozyten nach Ubernachtfasten ein

Mittel von 2 + 1 ymol/Lgy.

Bei heterozygoten Probanden war die GALT-Aktivitat in Erythrozyten im Mittel
auf 53% der Norm reduziert (11.6 + 1.9 ymol x h™ x gw ', n=44). Die
Konzentration von Galaktose-1-Phosphat in Erythrozyten war wie erwartet

normwertig (2 £ 1 ymol/Lgy).
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Tabelle 2: Biochemische Charakterisierung der Patienten und Probanden

Untersuchungs- GALT-Aktivitat GALT-Aktivitat Galaktose-1-P
gruppe (umol xh™* xgw™") (% der Norm) 2 (Umol/Lgry)
klassische

Galaktosamie 0.2+0.1 09+0.2 133 £ 38

(n=44) (0.2;0.1-0.3) (0.9;0.5-1.5) (125; 76 - 246)

variante Galaktosamie (n=9) °

Patient 1 04 2 37
Patient 2 0.7 3 12
Patient 3 0.9 4 6
Patient 4 1.0 5 7
Patient 5 1.8 8 3
Patient 6 2.8 13 n.b.°
Patient 7 4.5 21 5
Patient 8 5.0 23 4
Patient 9 5.2 24 n.b.°¢
heterozygote

Probanden ® 11.6+1.9 53+9 2+1
(n=44) (11;9-17) (52; 19 -78) (2;1-4)
gesunde

Probanden 219+33 100 + 15 2+1
(n=36) (22;15 © - 28) (100; 69 - 127) (2;1-3)

? bezogen auf den Mittelwert der GALT-AKktivitat in Erythrozyten bei gesunden Probanden

b Aufgrund der Heterogenitat der Gruppe Auflistung der einzelnen Patienten.

° n.b. = nicht bestimmt

 Die Galaktose-1-Phosphat-Konzentrationsbestimmung in Erythrozyten erfolgte bei n=29
Heterozygoten

® Bei einem Gesunden mit einer GALT-Aktivitat in Erythrozyten von ca. 70% der Norm war eine
Heterozygotie fir den Duarte-D2-Genotyp nicht auszuschlief3en.

Patienten mit varianter Galaktosamie

Probanden, die eine GALT-Aktivitat in den Erythrozyten von mehr als 2% der
Norm aufwiesen, wurden als Patienten mit einer varianten Form der klassischen
Galaktosamie bezeichnet. Aufgrund der Variabilitat der Enzymaktivitat (2 - 23%

der Norm), ergab sich eine sehr heterogene Gruppe.
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Die individuelle Auflistung der Patienten mit varianter Galaktosamie in Tabelle 2
ermdglichte die Betrachtung des Galaktose-1-Phosphat-Gehaltes in
Erythrozyten jedes einzelnen Patienten sowie der zugehorigen residualen
Enzymaktivitat. Der Zusammenhang der beiden Parameter ist in Abbildung 2

dargestellt.

1 1 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5
GALT-Aktivitat in Erys
(umol/h pro g Hb)

Galaktose-1-Phosphat in Erys
(umol/L)
N
o

Abbildung 2: Abhangigkeit der Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in Erythrozyten
von der GALT-Aktivitat in Erythrozyten bei Patienten mit varianter Form der
Galaktosamie (n=9).

Anpassung der experimentellen Daten an das Exponentialfunktionsmodell y =
yota*exp(-b*x). x = GALT-Aktivitat in Erythrozyten, y = Galaktose-1-Phosphat-
Konzentration in Erythrozyten; Durchgezogene Linie: Regressionskurve. y, = 4.0 £ 0.7;
a=296+80;b=5.2%+0.7; R*=0.995, p < 0.058.

Je hoher die restliche GALT-Aktivitat in den Erythrozyten war, desto niedriger
bzw. normnaher war die Konzentration von Galaktose-1-Phosphat in
Erythrozyten. Ein normwertiger Galaktose-1-Phosphat-Gehalt in Erythrozyten
konnte bereits ab einer Enzymaktivitat von etwa 1 umol x h™ x gy (ca. 5% der

Norm) erreicht werden.

Die noch folgenden Ergebnisse und Berechnungen der Urin- und Plasma-
Aufarbeitung zeigten, dass eine Gleichsetzung der Patienten mit varianter
Galaktosamie aufgrund ihrer unterschiedlichen Enzymaktivitaten weder mit dem

Kollektiv der Patienten mit klassischer Galaktosamie, noch mit heterozygoten
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Probanden oder Normalpersonen moglich war. Dieses Patienten-Kollektiv
wurde daher in der gesamten Arbeit als gesonderte Untersuchungsgruppe
betrachtet.

Patienten mit klassischer Galaktosdmie

Die Gruppe der Patienten mit der klassischen Form der Galaktosamie unter
diatetischer Therapie war bezlglich der GALT-Aktivitat in Erythrozyten sehr
homogen. Die Enzymaktivitdt lag bei allen Patienten dieser
Untersuchungsgruppe bei <2% der Norm.

Bezuglich der Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in Erythrozyten konnte bei
Patienten mit  klassischer  Galaktosamie erwartungsgemall  eine
Altersabhangigkeit bei allerdings betrachtlicher Streuungsbreite beobachtet
werden. Aus Abbildung 3 lasst sich ableiten, dass der Stoffwechselparameter
Galaktose-1-Phosphat in  Erythrozyten bei Neugeborenen gegenlber

erwachsenen Patienten im Mittel ca. 2- bis 3-fach erhoht ist.
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Abbildung 3: Altersabhangigkeit der Galaktose-1-Phosphat Konzentration in den
Erythrozyten bei Patienten mit klassischer Galaktosamie unter Diat-Therapie (n=44).

Anpassung der experimentellen Daten an das Exponentialfunktionsmodell y =
yota*exp(-b*x). x = Alter, y = Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in Erythrozyten;
Durchgezogene Linie: Regressionskurve. yo = 117 £+ 8; a =157 £ 60; b = 0.2 £ 0.1; R?
=0.949, p < 0.001.

Zusatzlich zu den galaktosespezifischen Parametern im Blut wurden bei 14

Patienten mit klassischer und varianter Form der Galaktosamie Leberwerte
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(GOT, GPT, yGT und AP), Nieren-Retentionswerte (Kreatinin und Harnstoff),
Serum-Elektrolyte (Natrium, Kalium, Kalzium, Phosphat und Magnesium) sowie
die Gerinnungs-Parameter Quick und pTT Uberprift. Alle Ergebnisse waren
normwertig. Es ergaben sich aus diesen Laborparametern keine Hinweise auf
Elektrolyt-, Nieren- oder Leberfunktionsstorungen.

Eine Aminoazidurie wurde am Beispiel der Aminosauren L-Leucin, L-Valin, L-
Isoleucin, Methionin, Phenylalanin oder Tyrosin bei acht Patienten untersucht

und konnte ebenfalls ausgeschlossen werden.

3.1.2 Genotypisierung

Bei allen Patienten sowie bei den heterozygoten Eltern wurden im Rahmen der
molekulargenetischen Charakterisierung die Genotypen bestimmt. Es wurden

insgesamt 25 verschiedene genetische Varianten im GALT-Gen gefunden.

3.1.21 Genetische Varianten und ihre Haufigkeiten

In Tabelle 3 sind die im untersuchten Kollektiv gefundenen 25 Mutationen mit
den daraus abgeleiteten Anderungen im GALT-Protein aufgefiihrt, darunter
auch die drei bisher in der Literatur nicht beschriebenen Mutationen
g.965A>C(p.H114P), g.974T>G(p.F117C) und g.2362T>G(p.S297P). Im
Folgenden wird zur molekulargenetischen Charakterisierung, wie zuvor bereits
erwahnt, die Bezeichnung der abgeleiteten Veranderungen auf genomischer

DNA sowie auf Proteinebene verwendet.
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Tabelle 3: Aquivalenztabelle fir die genetischen Varianten im GALT-Gen der
untersuchten Patienten und heterozygoten Probanden

Exon DNA-Ebene ? Proteinebene ®  Aminosauren-Austausch
2 82G>T D28Y Aspartat -Tyrosin
2 397T>A 132N Isoleucin - Asparagin
2 415A>C Q38P Glutamin - Prolin
2 501C>T R67C Arginin - Cystein
3 824 826delAAC N97del Asparagin - Deletion
4 965A>C H114P Histidin - Prolin
4 9747>G F117C Phenylalanin - Cystein
S 1163C>T T138M Threonin - Methionin
9 1175T>A M142K Methionin - Lysin
3 1192C>T R148W Arginin - Tryptophan
3 1202T7>C V151A Valin - Alanin
6 1466A>G Q188R Glutamin - Arginin
7 1649T>C L195P Leucin - Prolin
8 2061C>T R231C Arginin - Cystein
8 2145C>T R259W Arginin - Tryptophan
9 2328G>T K285N Lysin - Asparagin
9 2362T>C S297P Serin - Prolin
10 2741A>G N314D Asparagin - Aspartat
10 2748G>A W316X Tryptophan - Stop
10 2749G>A W316X Tryptophan - Stop
10 2758C>A H319Q Histidin - Glutamin
10 2759G>A A320T Alanin - Threonin
10 2790C>T A330V Alanin - Valin
10 2849A>G T350A Threonin - Alanin
11 3743T>C X380R Stop - Arginin

® Der Kennzeichnung liegt die NCBI-Sequenz NC 0000009.2 des GALT-Gens zugrunde (A des
ATG-Startcodon = Nucleotid 1) i

® Aus der genetischen Variante im GALT-Gen abgeleitete Anderung in der Primarsequenz der
GALT
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In Tabelle 4 ist die Mutations-Haufigkeit bei Patienten mit klassischer
Galaktosamie und bei den heterozygoten Probanden dargestellt. Bei den
Patienten kommt die genetische Variante g.1466A>G(p.Q788R) mit 61% am
haufigsten vor. Nachsthaufigere genetische Varianten sind
9.2328G>T(p.K285N) und g.1649G>C(p.L195P) mit 13% und 8%.

Tabelle 4: Mutationshaufigkeit bei Patienten mit klassischer Galaktosamie und
heterozygoten Probanden

enetische Allel relative Homo- Allel relative
g/ariante a | Haufigkeit  Haufigkeit zygotie Haufigkeit  Haufigkeit
(n) (%) (n) (n) (%)
klassische Galaktosamie (n=44) Heterozygote (n=40) °
Q188R 54 61 20 27 68
K285N 11 13 1 3 7
L195P 7 8 1 3 7
R148W 2 2 0 1 2
H319Q 2 2 0 3 7
D28Y 1 1 0 0 0
Q38P 1 1 0 0 0
R67C 0 0 0 1 2
AN97 1 1 0 0 0
H114P 1 1 0 0 0
F117C 1 1 0 0 0
M142K 1 1 0 0 0
V151A 1 1 0 0 0
R231C 1 1 0 0 0
R259W 1 1 0 0 0
S297P 1 1 0 0 0
N314D 0 0 0 1 2
A320T 1 1 0 2 5
X380R 1 1 0 0 0

4 Bezeichnung auf Proteinebene
® 4 von insgesamt 44 Heterozygoten nahmen nicht an der molekulargenetischen Untersuchung
teil
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3.1.21 Genotypen

Patienten mit klassischer Galaktosdamie

Insgesamt 22 Patienten mit klassischer Galaktosamie hatten einen
homozygoten Genotyp, darunter 20 mit Homozygotie fur die Mutation
g.1466A>G(p.Q788R) und jeweils ein Patient mit Homozygotie flr
g.1649G>C(p.L195P) und g.2328G>T(p.K285N). Bei 14 Patienten mit einem
compound heterozygoten Genotyp war die genetische Variante
g.1466A>G(p.Q188R) kombiniert mit  g9.2328G>T(p.K285N) (n=5),
g.1649G>C(p.L195P) (n=3), g9.1192C>T(p.R148W) (n=2),
g.824_826delAAC(p.AN97), g.2145C>T(p.R259W), g.2362T>G(p.S297P) oder
g.3743T>C(p.X380R) (jeweils n=1).

Als weitere compound heterozygote Genotypen kamen vor:

g.82G>T(p.D28Y) / g.415A>C(p.Q38P),

g.965A>C(p.H114P) | 9.2328G>T(p.K285N),

g.1175T>A(p.M142K) | 9.2328G>T(p.K285N),

g.1202T>C(p.V151A) / g.2328G>T(p.K285N),

g.974T>G(p.F117C) / g.2758C>A(p.H319Q),

g.2758C>A(p.H319Q) / 9.2061C>T(p.R231C),

g.2328G>T(p.K285N) / 9.2758C>A(p.H319Q) und

g.2758C>A(p.H319Q) / 9.2759G>A(p.A320T) (jeweils n=1).

Patienten mit varianter Galaktosdmie

Die einzelnen Genotypen aller Patienten mit varianter Form der Galaktosamie
sind in Tabelle 5 mit der entsprechenden GALT-Aktivitat in Erythrozyten jedes
Patienten dargestellt. Die drei Varianten mit der hochsten residualen
Enzymaktivitdt von >20% der Norm (Patient 7-9) hatten einen compound
heterozygoten Genotyp, bei dem die Mutation g.1466A>G(p.Q788R) mit der
Duarte-D2-Mutation g.2741A>G(p.N314D) in Exon 10 plus einer 4 Basen-
Deletion im Promotor (-119_-116delGTCA) des GALT-Gens kombiniert war.
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Patient 1 hatte ebenfalls einen compound-heterozygoten Genotyp mit einer D2-
Konstellation. Es ist nicht auszuschlieen, dass die D2-Mutation hier einen
zusatzlichen reduzierenden Effekt auf die GALT-Aktivitat hat.

Tabelle 5: Genotypen und entsprechende GALT-Aktivitat in Erythrozyten der Patienten
mit varianter Form der Galaktosamie

GALT-Aktivitat

Patient Genotyp @ (umol x h' x grs”")
1 R67C/N314D/W316X 0.4
2 Q188R/T138M 0.7
3 Q188R/A330V 0.9
4 Q188R/A330V 1.0
5 Q188R/T350A 1.8
6 Q188R/I32N 2.8
7 Q188R/N314D P 4.5
8 Q188R/N314D P 5.0
9 Q188R/N314D P 52

? Bezeichnung auf Proteinebene
b Duarte-D2-Genotyp mit 4-Basen-Deletion im Promotor (-119_-116delGTCA) des GALT-Gens

3.2 Galaktosemetabolite in Plasma und Urin

Im Plasma sowie im Urin aller Patienten und Probanden wurden die
Konzentrationen von Galaktose und Galaktitol bestimmt, bei Patienten mit
klassischer Galaktosamie zusatzlich der Metabolit Galaktonat.

Bei Normalpersonen, Heterozygoten und Patienten mit varianter Galaktosamie
konnte Galaktonat aufgrund seiner geringen Konzentration im Plasma und Urin

nicht quantifiziert werden.

Die Ergebnisse der Plasma- und Urin-Analysen waren Grundlage fur
nachfolgende Berechnungen zur renalen Clearance, fraktionellen renalen

Exkretion und tubularen Reabsorption.
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3.21 Plasma

Eine Ubersicht (iber die Plasma-Konzentrationen von Galaktose und Galaktitol
aller Untersuchungsgruppen sowie die von Galaktonat bei Patienten mit

klassischer Galaktosamie gibt Tabelle 6.

Ein signifikanter geschlechts- oder altersabhangiger Konzentrationsunterschied
der Galaktose und ihrer Metabolite im Plasma konnte in keiner der vier Gruppen

festgestellt werden.

Es konnten keine Konzentrationsunterschiede fir die Galaktose im Plasma bei
Gesunden und Heterozygoten festgestellt werden. Ebenso wenig bestand ein
Unterschied in der mittleren Galaktitol-Konzentration im Plasma zwischen
Gesunden und heterozygoten Probanden. Die mittleren Plasma-
Konzentrationen von Galaktose zu Galaktitol waren bei Normalpersonen und
Heterozygoten nahezu 1:1.

Bei den Patienten mit klassischer Galaktosamie waren die mittleren Metabolit-
Konzentrationen  erwartungsgemald im  Vergleich zum  gesunden
Kontrollkollektiv erhoht, die Galaktose im Mittel um den Faktor 10, Galaktitol

sogar um den Faktor 50.

Die mittlere Galaktose-Konzentration im Plasma der Patienten mit varianter
Galaktosamie war nahezu normwertig, die mittlere Galaktitol-Konzentration um

den Faktor 10 gegenuber dem Normkollektiv erhoht.
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Tabelle 6: Metabolit-Konzentrationen im Plasma 2

Untersuchungsgruppe
klassische variante heterozygote gesunde
Metabolit Galaktosamie  Galaktosamie Probanden Probanden
umol/L n=44"° n=9 n=44 n=36
(w: 24; m: 20) (w: 4; m:5) (w: 25; m: 19) (w: 15; m: 21)
E 27105 0.5+04 0.3+0.1 0.3+0.1
§ (2.7;,14-34) (04;03-15) (0.3;0.2-0.5) (0.3;0.2-0.5)
(@]
3 28404 0.5+0.5 0.3+ 0.1 0.3+ 0.1
¥ 4 (717-33)  (0303-15  (03;,02-05) (0.3;02-05)
g n=20 n=5 n=19 n=21
26105 0.5+01 0.31£01 0.31£01
0 (2.7;14-34) (05,05-0.6) (0.3;02-04) (0.3;0.3-0.5)
n=24 n=4 n=25 n=15
% 11(':1121_ S 21+3.0 0.2+0.1 0.2+0.1
(/0] Lot . . .
o 6.5-14.2) (0.5; 0.1-94) (0.2;0.1-0.6) (0.2;0.1-0.3)
e}
£ g 11.3+1.6 21140 0.2+01 0.2+01
K (11.5;8.0-14.2) (0.4;0.1-9.4) (0.2;0.1-0.4)  (0.2;0.1-0.3)
)
0 11.0+£13 21+15 0.2+01 0.2+01
(11.1;6.5-131) (2.4;0.2-3.4) (0.2;0.1-0.6) (0.2;0.1-0.3)
E 24+05
»  (2.4;1.1-3.7)
()
(@]
©
o 25+0.6
_c_z"; a  (2417-37)
(‘D" n=19
24+04
0 (2.3;1.1 - 3.0)
n=21

? Ergebnisse sind Mittelwerte + SD mit Median und Wertebereich in Klammern

® Galaktonat: n=40



3 Ergebnisse 36

Das Verhaltnis der mittleren Konzentrationen von Galaktose und Galaktitol im
Plasma war bei Patienten mit klassischer Galaktosamie sowie bei Patienten mit
varianter Galaktosamie mit nahezu 1: 4 sehr ahnlich. Quantitativ war jedoch die
Plasma-Konzentration des Galaktitols bei den Patienten mit klassischer
Galaktosamie gegenuber Patienten mit varianter Galaktosamie etwa 5-fach
erhoht.

Wurden die Plasma-Metabolit-Konzentrationen bei Patienten mit varianter
Galaktosamie in Abhangigkeit der residualen GALT-Aktivitat in Erythrozyten
betrachtet (siehe Abbildung 4), so zeigte sich bereits ab einer Enzymaktivitat
von etwa 1 pymol/h pro g Hb (5% der Norm) eine normwertige Konzentration der

Galaktose im Plasma.

10 |

®  Galaktitol
8t O Galaktose

) N e

0 1 2 3 4 5

Plasma-Metabolite (umol/L)

GALT-Aktivitat in Erys
(pumol/h pro g Hb)

Abbildung 4: Konzentration der Plasma-Metabolite Galaktose und Galaktitol bei
Patienten mit varianter Form der Galaktosamie in Abhangigkeit von der GALT-Aktivitat
in den Erythrozyten (n=9).

Anpassung der experimentellen Daten an das Exponentialfunktionsmodell y =
yota*exp(-b*x). x = GALT-Aktivitdt in Erythrozyten, y = Metabolit-Konzentration;
Durchgezogene Linie: Regressionskurve. Galaktose: yo =04+ 0.1;,a=22+31;b=7
+ 3; R* = 0.966, p < 0.0007. Galaktitol: yo = 0.5+ 0.5;a=44+24;b=4+ 1, R* =
0.927, p < 0.0162.
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3.2.2 Urin

Eine Ubersicht (ber die Variabilitit der Metabolit-Konzentrationen im

Morgenurin nach Ubernachtfasten bei Patienten und Probanden gibt Tabelle 7.

Tabelle 7: Konzentration der Galaktosemetabolite im Urin @

Untersuchungsgruppe
klassische variante heterozygote gesunde
Metabolit Galaktosamie  Galaktosamie Probanden Probanden
umol/L n=44" n=9 n=44 n=36

(w: 24; m: 20) (w: 4; m: 5) (w: 25; m: 19) (w: 15; m: 21)
8
e} 51135 14+7 157 116
fw (43; 5-130) (16; 3-21) (17; 1.4 - 33) (11; 1 - 30)
3
2 1538 + 032
% (1462_ 221 1+ 279 31+16 27 £ 15
8 155 — 4206) (61; 8 — 836) (27; 5 - 88) (24; 5-68)
g 374 + 246
2 (338;
©
= 34 —970)
o

¥ Ergebnisse sind Mittelwerte + SD mit Median und Wertebereich in Klammern

® Galaktonat: n=40 (w: 21, m: 19)

Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde der auf Kreatinin

normierte Gehalt von Galaktose, Galaktitol und Galaktonat im Urin ermittelt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: Metabolit-Konzentrationen im Urin normiert auf Kreatinin 2

Untersuchungsgruppe
Metabolit klassische variante heterozygote gesunde
umol/ Galaktosamie  Galaktosamie Probanden Probanden
mmol n=44" n=9 n=44 n=36
(w: 24; m: 20) (w: 4; m: 5) (w: 25; m: 19) (w:15; m: 21)
% 52+21 1.4+05 1.0+04 0.7+0.2
é (4.8;16-10) (1.3;0.7-23) (1.0,04-18) (0.6;0.3-1.2)
3
g 55125 1.3£0.6 1.0+£0.3 0.7+£0.2
S (48,16-10) (1.0;0.8-23) (0.9;05-17) (0.7;04-1.2)
3
49+1.8 14+0.6 1.2+05 06+£0.2
? (4.819-93) (1507-21) (1.2,05-1.8) (0.5 0.3-0.9)
% 162 + 61 25+ 33 21106 1.5+04
g",) (148; 64 — 318) (6.6; 1.6 —-100) (2.0;1.2-3.7) (1.5;0.9-2.5)
IS
£ 3 157 £ 71 23143 2006 1.5+04
3 (138; 64 —318) (2.7;1.6—-100) (2.0;1.2-3.2) (1.5, 1-2.6)
©)
o 167 + 52 28 +19 22+0,7 1.5+£03
(50;106 - 288)  (32;2.3-45)  (2.1;14-3.7) (1.5;0.9-2.0)
E 39 + 15
@ (34; 17 - 70)
(@]
©
c
£ 39 £ 17
© (31; 17 — 65)
©
©)
3914

? (37; 20 — 70)

? Ergebnisse sind Mittelwerte + SD, Median und Wertebereich in Klammern
® Galaktonat: n=40 (w: 21, m: 19)
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Ein signifikanter Unterschied in den Metabolit-Konzentrationen der
Normalpersonen und Heterozygoten zeigte sich im Urin ebenso wenig wie im

Plasma.

Das Verhaltnis Galaktose:Galaktonat:Galaktitol im Urin (normiert auf Kreatinin)
lag bei Patienten mit klassischer Galaktosamie im Mittel bei etwa 1:8:31. Das
Verhaltnis Galaktose:Galaktitol bei Patienten mit varianter Form der
Galaktosamie lag im Urin im Mittel bei 1:17, bei den Gesunden

(Normalpersonen und Heterozygote) bei ca. 1:2.

Bei den Patienten waren die auf Kreatinin normierten Metabolit-Konzentrationen
im Urin im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv erwartungsgemald erhoht.
Dabei lag die Galaktose- bzw. Galaktitol-Konzentration im Mittel bei Patienten
mit klassischer Galaktosamie ca. 10- bzw. >100fach hoher, bei Patienten mit
varianter Form der Galaktosamie im Mittel 2- bzw. 16fach hdher als bei

Kontrollpersonen.
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Abbildung 5: Galaktose- und Galaktitol-Konzentration im Urin in ymol/mmol Kreatinin
in Abhangigkeit von der GALT-Aktivitat in Erythrozyten bei Patienten mit varianter Form
der Galaktosamie (n =9).

Anpassung der experimentellen Daten an das Exponentialfunktionsmodell y =
yota*exp(-b*x). x = GALT-Aktivitdt in Erythrozyten, y = Metabolit-Konzentration;
Durchgezogene Linie: Regressionskurve Galaktitol: yo =4 +6;a=291+x117;b=2.7 %
0.8; R?=0.9342, p < 0.0144.

In Abbildung 5 ist anhand der Ergebnisse bei Patienten mit varianter
Galaktosamie der Zusammenhang zwischen der Metabolit-Konzentration im
Urin (normiert auf Kreatinin) und der GALT-Aktivitat dargestellt. Eine
Normalisierung der auf Kreatinin normierten Urin-Konzentration von Galaktitol
konnte ab einer Enzymaktivitat von etwa 1 pmol/h pro g Hb (5% der Norm)

vermutet werden.

Bei den Patienten mit klassischer Galaktosamie wurde im Urin eine deutliche
Altersabhangigkeit der Metabolit-Konzentrationen beobachtet (Abbildung 6). Die
Metabolit-Konzentrationen fielen exponentiell vom Neugeborenen bis zum
Erwachsenenalter ab. Dabei lag das Verhaltnis der Konzentrationen bei
Neugeborenen und Erwachsenen bei etwa 2:1 (Galaktose und Galaktonat) bzw.
bei ca. 3:1 (Galaktitol).
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Hier ist anzumerken, dass in vorangegangen Studien eine Altersabhangigkeit
der Metabolit-Konzentrationen im Urin auch bei Gesunden und Heterozygoten

gezeigt werden konnte (Schadewaldt et al., 2003).
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Abbildung 6: Altersabhangigkeit der Urin-Konzentration von Galaktose, Galaktitol und
Galaktonat (normiert auf mmol Kreatinin) bei Patienten mit klassischer Galaktosamie
(n=44).

Anpassung der Daten an das Exponentialfunktionsmodell y = yo+a*exp(-b*x). x = Alter,
y = Metabolit-Konzentration. Durchgezogene Linie: Regressionskurve. Galaktose: y, =
3.9+0.5;a=10+7;b=0.3+0.2; R>=0.8042, p < 0.0001. Galaktitol: Yo=102+13; a
=449 + 132; b = 0.2 + 0.1; R? = 0.8648, p < 0.0001. Galaktonat: yo =32+ 3;a=72 +
26; b =0.2 £0.1; R = 0.9230, p < 0.0001.
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3.3 Renale Ausscheidung von Galaktosemetaboliten

Um die renale Ausscheidung von Galaktose, Galaktitol und Galaktonat naher zu
charakterisieren, wurden die renale Clearance sowie die fraktionelle renale
Exkretion und die tubuldre Reabsorption mit Hilfe der zuvor gemessenen
Metabolit-Konzentrationen berechnet und analysiert. Ziel der Berechnungen
war, eine Aussage daruber treffen zu kénnen, ob und in welchem Umfang
Galaktose und ihre Metabolite in der Niere reabsorbiert bzw. sezerniert werden

und ob sich eine Altersabhangigkeit zeigt.

Geschlechtsspezifische Unterschiede waren im vorigen Kapitel ausgeschlossen
worden. Eine getrennte Darstellung erfolgte daher nicht mehr. Die
Normalpersonen und die heterozygoten Probanden unterschieden sich
hinsichtlich ihrer Metabolit-Konzentrationen im Plasma und Urin nicht und
wurden aus diesem Grund zu einem phanotypisch gesunden Kontrollkollektiv

zusammengefasst.

3.31 Renale Clearance

Bei 30 der 44 untersuchten Patienten mit klassischer Galaktosamie konnte die
in einer in vivo Untersuchung von Schadewaldt zur endogenen Galaktose-
Bildung direkt gemessene renale Clearance der Galaktosemetabolite mit der
berechneten bzw. geschatzten renalen Clearance verglichen werden
(Schadewaldt et al., 2004).

Der lineare Zusammenhang zwischen der gemessenen und der geschatzten
Clearance bei den 30 Patienten ist in Abbildung 7 dargestellt.
Die geschatzte Clearance zeigte eine  statistisch  befriedigende

Ubereinstimmung mit der direkt gemessenen Clearance aus der in vivo Studie.



3 Ergebnisse 43

Galaktose Galaktitol

o 5O0f 160 |

Qe

Gy 407 140

o ™~

5 % 30+ 120 t

q_)\—

Ng 207 100

=_‘C° €

o x 10+ 80 t

S E

o= 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 60 | | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 10 20 30 40 50 60 80 100 120 140 160

gemessene Clearance (ml x min-1 x 1.73 m-2)

Abbildung 7: Korrelation zwischen tatsachlich gemessener renaler Clearance und
geschatzter Clearance bei Patienten mit klassischer Galaktosamie (n=30). Die
Schatzung erfolgte anhand der Plasma- und Urin-Konzentrationen (siehe Kapitel
2.4.1.2).

Gleichung der Regressionsgeraden: y = a + b*x; x = gemessene Clearance in mL x
min™ x 1.73 m?, y = geschatzte Clearance in mL x min™ x 1.73 m? Galaktose: a = 3.4
+1.6;b=0.60.1; R*=0.937, p < 0,0001. Galaktitol: a=13 +17;b=0.8 £ 0.1; R* =
0.973, p < 0,0001.

Die Mittelwerte sowie auch die entsprechenden Wertebereiche der Kreatinin-
Clearance waren in den drei Untersuchungsgruppen altersentsprechend normal
(siehe Tabelle 9).

Die Ergebnisse zur renalen Clearance der verschiedenen Metabolite zeigten im
Mittel keine wesentlichen quantitativen Unterschiede zwischen den drei
Untersuchungsgruppen. Es war jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Clearance-Raten der Metabolite Galaktose und Galaktitol

vorhanden.

Dabei war erwartungsgemal® in allen drei Gruppen die mittlere renale
Clearance von Galaktitol -und von Galaktonat bei Patienten mit klassischer
Galaktosamie- im Vergleich zur Galaktose-Clearance deutlich erhdht. Bei
Patienten mit klassischer Galaktosamie entsprach die mittlere Clearance von

Galaktonat in etwa der mittleren Galaktitol-Clearance.
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Tabelle 9: Renale Clearance von Kreatinin, Galaktose, Galaktitol und Galaktonat ®

Untersuchungsgruppe
Metabolit klassische variante phanotypisch
mL x min™ x Galaktosamie Galaktosamie Gesunde °
1.73 m™ n =44 n=9 n=280
o 161 + 43 172 + 36 126 + 33
Kreatinin (155; 98 - 245) (167; 120 - 216) (121; 58 - 219)
14 +7° 22+10°¢ 28+19'
Galaktose (12; 6 - 38) (22; 9 - 40) (24; 9 - 134)
Galakiitol 100 + 27 © 89 +24" 78 + 30
(100; 55 - 154) (93; 45 - 117) (74; 11 - 153)

111317
Galaktonat © (112; 60 - 174)

? die Clearance wurde anhand der Plasma- und Urin-Konzentrationen geschatzt (Einzelheiten

siehe Kapitel 2.4.1.2)

heterozygote und gesunde Probanden wurden hier als ein phanotypisch gesundes Kollektiv
zusammengefasst, n=80 (44 Heterozygote + 36 Normalpersonen)

° Galaktonat: n=40 (w: 21, m: 19)

“ signifikante Unterschiede: d vs. e,f : p < 0.001; gvs. h:p <0.02;ivs.j: p < 0.0001

b

Bei Patienten mit einer varianten Form der Galaktosamie waren die Galaktose-
bzw. Galaktitol-Clearance statistisch nicht signifikant unterschiedlich zu denen

der beiden anderen Untersuchungsgruppen (p > 0.05).
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Abbildung 8: Altersabhangigkeit der Kreatinin- und Metabolit-Clearance bei Patienten
mit klassischer Galaktosamie (n=44, Galaktonat: n=40).

Anpassung der Clearance-Daten von Kreatinin, Galaktitol und Galaktonat an das
Exponentialfunktionsmodell y = yp+a*exp(-b*x); x = Alter, y = Metabolit-Clearance in
mL x min” x 1.73m™ Durchgezogene Linie: Regressionskurve. Kreatinin: y, = 125 *
26;a=103+24;b=0.1+0.1; R*=0.9559, p < 0.0001. Galaktitol: y, = 64 + 30; a =78
+22:b=0.1+0.1; R>=0.9562, p < 0.04. Galaktonat: yo=80+28;a=79+22; b=0.1
+ 0.1; R? = 0.9490, p < 0.006. Fir die Clearance von Galaktose ergab sich keine
Anpassung an das Modell (Mittelwert 14 +7; 12, 6-38).

Bei Patienten mit klassischer Galaktosamie zeigte sich eine statistisch
signifikante Altersabhangigkeit der Kreatinin-, Galaktitol- und Galaktonat-
Clearance (siehe Abbildung 8). Dabei konnte trotz der betrachtlichen Streuung
der Werte eine sehr ahnliche Charakteristik der Altersabhangigkeit der
genannten Metabolite vermutet werden. Quantitativ stellte sich eine gute
Ubereinstimmung der Clearance-Raten von Galaktitol, Galaktonat und Kreatinin
dar. Eine Altersabhangigkeit der Galaktose-Clearance konnte nicht festgestellt

werden.
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3.3.2 Fraktionelle renale Exkretion und tubulare Reabsorption

Eine Ubersicht Uber die Daten zur fraktionellen renalen Exkretion und tubuléren
Reabsorption der Galaktosemetabolite aller Untersuchungsgruppen gibt Tabelle

10.

Tabelle 10: Fraktionelle renale Exkretion (FRE) und tubulare Reabsorption (TR) von
Galaktose, Galaktitol und Galaktonat ?

Untersuchungsgruppe
klassische variante phanotypisch
Metabolit Galaktosamie Galaktosamie Gesunde
n=44° n=9 n=80°
9+3¢ 14+79 22 +13"
§ FRE (8; 4 - 18) (12; 6 - 27) (19; 6 - 78)
5
gv R 91+3 86+ 7 78+ 13
(92; 83 - 96) (88; 73 - 94) (81; 22 - 94)
_ FRE 62+7° 53+15" 60 + 15/
2 (62; 47 - 76) (55; 30 - 86) (63; 19 - 92)
©
I 38+7 47 + 15 39+ 15
(37; 24 - 53) (45; 14 - 70) (37; 8 - 81)
= 69 +15°
®
5 N5 (e5,44-116)
©
© 31+15
O
™ (35,16 - 56)

® Die fraktionelle renale Exkretion und tubulédre Reabsorption sind angegeben in %, Ergebnisse
sind Mittelwerte + SD, Median und Wertebereich in Klammern

® Galaktonat: n=40 (w: 21, m: 19)

° heterozygote und gesunde Probanden wurden hier als ein phanotypisch gesundes Kollektiv
zusammengefasst, n=80 (44 Heterozygote + 36 Normalpersonen)

ah signifikante Unterschiede: i vs. j: p <0.0001; d vs. e,f: p<0.001; e vs.f: p<0.01;gvs. h:
p <0.025

Wesentliche Unterschiede der fraktionellen renalen Exkretion und tubularen

Reabsorption zwischen den drei Untersuchungsgruppen zeigten sich weder flr
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die Galaktose noch fur das Galaktitol. Jedoch konnten signifikante quantitative
Unterschiede zwischen den Metaboliten Galaktose und Galaktitol in allen
Gruppen gesehen werden. Die fraktionelle renale Exkretion von Galaktitol war
hierbei deutlich hoher als die der Galaktose, die tubulare Reabsorption

signifikant niedriger.

Bei Patienten mit klassischer Galaktosamie entsprach die mittlere fraktionelle
renale Exkretion und tubulare Reabsorption von Galaktonat weitgehend der des
Galaktitols, statistisch gesehen jedoch war der Unterschied zwischen der

fraktionellen renalen Exkretion von Galaktitol und Galaktonat signifikant.

Da die fraktionelle renale Exkretion und tubulare Reabsorption jeweils einen
Quotienten aus der Kreatinin- und der Metabolit-Clearance darstellen, war eine
Altersabhangigkeit hier nicht zu erwarten. In Abbildung 9 ist das Verhaltnis der
fraktionellen renalen Exkretion der verschiedenen Metabolite zueinander am

Beispiel der Patienten mit klassischer Galaktosamie dargestellt.
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Abbildung 9: Fraktionelle renale Exkretion der Galaktose und ihrer Metabolite bei
Patienten mit klassischer Galaktosamie.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Ruckresorption der Galaktose in allen drei
Untersuchungsgruppen im proximalen Tubulus mit ca. 80-90% wesentlich
effektiver war als die des Galaktitols und des Galaktonats. Die beiden
Metabolite wurden zu ca. 30-50% tubular reabsorbiert.

Eine Sekretion von Galaktosemetaboliten im renalen Tubulus st
unwahrscheinlich, da die Clearance von Galaktose, Galaktitol und Galaktonat
jeweils nicht hoher war als die des Kreatinins und die fraktionelle renale
Exkretion nicht Gber 100% lag.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchungskollektive

Patienten mit klassischer Galaktosdmie

Das Kollektiv der in dieser Studie untersuchten Patienten mit klassischer
Galaktosamie war eine hinsichtlich der residualen Enzymaktivitdt homogene
Gruppe. Die GALT-Aktivitat in den Erythrozyten lag bei allen Patienten < 2%
der Norm. Bei vielen Patienten war bis zum Zeitpunkt dieser Untersuchung eine
lediglich nicht messbare Enzymaktivitat bekannt. Ahnlich wie in den in vivo-
Untersuchungen von Schadewaldt et al. (2004), konnte im Rahmen dieser
Studie aber bei jedem Patienten eine, wenn auch sehr geringe, residuale
GALT-Aktivitat gefunden werden.

Im Rahmen der Charakterisierung des Patienten-Kollektivs erfolgte fir alle
Patienten auch eine Genotypisierung. Dabei waren die Haufigkeiten der
jeweiligen Genotypen bzw. die relative Allelverteilung reprasentativ fur die in der
Literatur genannten Mutationshaufigkeiten der europaischen Bevolkerung
(Leslie et al., 1992; Elsas et al., 1995; Tyfield et al., 1999; Bosch et al., 2005).
Am haufigsten war die genetische Variante g.1466A>G(p.Q788R) mit einer
Allelhaufigkeit von 61%, gefolgt von g.2328G>T(p.K285N) mit einer Haufigkeit
von 13% und g.1649G>C(p.L195P) mit 8%. Durch in vitro-Expressionsversuche
in Hefe-Zellen konnte fur die genetische Variante g.1466A>G/p.Q188R belegt
werden, dass eine Homozygotie mit einer sehr geringen, bzw. nicht messbaren,
GALT-Aktivitdt in den Erythrozyten assoziiert ist (Fridovich-Keil & Jinks-
Robertson, 1993; Tyfield et al., 1999).

Auch fur die in diesem Patienten-Kollektiv vorkommenden genetischen
Varianten g.1175T>A(p.M142K), g.1192C>T(p.R148W), g.1202T>C(p.V151A),
g.1649T>C(p.L195P), 9.2328G>T(p.K285N) und g.2758C>A(p.H3719Q) liegen
in vitro-Daten zur funktionellen Auswirkung auf die humane GALT-Aktivitat vor.
Sie sind mit deutlich erniedrigten bzw. nicht messbaren GALT-Aktivitaten
assoziiert (Reichardt et al., 1992; Reichardt et al., 1993; Fridovich-Keil & Jinks-
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Robertson, 1993; Fridovich-Keil et al., 1995; Tyfield et al., 1999; Riehman et al.,
2001).

Sieben  Varianten, namlich g.82G>T(p.D28Y), g.415A>C(p.Q38P),
g.824 826delAAC(p.AN97), g.2061C>T(p.R231C), g.2145C>T(p.R259W),
g9.2759G>A(p.A320T) und g.3743T>C(p.X380R) sind in der Literatur
beschrieben (Elsas et al., 1995; Shin et al., 1996; Greber-Platzer et al., 1997;
Tyfield et al., 1999) und sind mit klassischer Galaktosamie und praktisch
vollstandigem Aktivitatsverlust der GALT assoziiert. Allerdings stehen hier die in
vitro-Nachweise, dass die jeweiligen Veranderungen auf DNA-Ebene auch
tatsachlich zu einem nahezu vollstandigen Verlust der GALT-Aktivitat fihren,
noch aus.

Fir die genetischen Varianten g.965A>C(p.H114P), 9.974T>G(p.F117C) und
g.2362T>G(p.S297P) ist bisher nicht bekannt, ob mit der jeweiligen
Veranderung auf DNA-Ebene obligat ein nahezu vollstandiger Verlust der
GALT-Aktivitat in den Erythrozyten einhergeht.

Abgesehen von dem compound heterozygoten Genotyp g.82G>T(p.D28Y) und
g.415A>C(p.Q38P) waren in unserem Patienten-Kollektiv alle oben genannten
Mutationen mit einer der schweren genetischen Varianten
g.1466A>G(p.Q188R), g.2328G>T(p.K285N), g.1649G>C(p.L195P) oder
g.2758C>A(p.H319Q) kombiniert. Aus den jeweiligen Genotypen resultierte
eine GALT-Aktivitat von < 2% der Norm. Eine funktionelle Auswirkung auf die
GALT-Aktivitat ist somit auch fur die bisher nicht durch Expressionsversuche

untersuchten genetischen Varianten sehr wahrscheinlich.

Im Rahmen der Genotypisierung wurden drei neue, bisher in der Literatur nicht
beschriecbene Mutationen g.965A>C(p.H114P), g.974T>G(p.F117C) und
g.2362T>G(p.S297P) gefunden.

Fir die genetischen Varianten g.965A>C(p.H114P) und g.974T>G(p.F117C)
sind bereits am jeweiligen Genlocus die Mutationen g.965A>C(p.H174L) und
g.974T>C(p.F117S) bekannt. Es ist anzunehmen, dass die funktionellen

Auswirkungen, die die bereits bekannten genetischen Varianten auf die GALT-
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Aktivitat in den Erythrozyten haben, sehr ahnlich sein durften. In unserem
Kollektiv lagen diese Mutationen in compound heterozygoter Form in
Kombination mit den Varianten 9.2328G>T(p.K285N) bzw.
g.1649G>C(p.L195P) vor und waren mit einer deutlich erniedrigten
Enzymaktivitat von < 2% der Norm assoziiert.

Far die bisher nicht beschriebene genetische Variante 9.2362T>G(p.S297P) ist
kein potentielles Aquivalent bekannt. Bei unserem Patienten war diese
genetische Variante kombiniert mit g.1466A>G(p.Q788R) und mit einer GALT-
Aktivitat von <2% der Norm assoziiert.

Ob es sich bei den drei neuen Mutationen um Spontan-Mutationen oder um
seltene genetische Varianten handelt, ist nicht bekannt. Die Genotypisierung
beider Elternteile der jeweiligen Patienten ware hierzu notwendig, jedoch stand
hieflr kein Probenmaterial zur Verfugung. Die Wahrscheinlichkeit, dass es sich

um eine seltene genetische Variante handelt, ist allerdings weitaus hoher.

Alle Patienten mit klassischer Galaktosamie dieser Studie waren diatetisch
behandelt. Die Homogenitat des Patienten-Kollektivs wurde auch anhand der
metabolischen Parameter deutlich. Der Parameter zur Beurteilung der
Patienten-Compliance, der Galaktose-1-Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten,
zeigte mit 76 - 246 pymol/Lrgc (Referenz: 103 - 185 umol/Lggc, vgl. Holton et al.,
2001; Schadewaldt, 2003) eine gute Stoffwechseleinstellung bei allen

Patienten.

Die Konzentration von Galaktose im Urin lag bei den Patienten mit klassischer
Galaktosamie in einem Bereich von 2 - 10 ymol/mmolkeatinin, der Bereich flr
Galaktitol lag bei 64 - 318 pmol/mmolkreatinin UNd der fur Galaktonat bei 17 - 70
pMmol/mmolkreatinin-

Die Konzentration von Galaktose im Plasma lag bei den Patienten mit
klassischer Galaktosamie bei 1 - 3 ymol/L, der Bereich fur Galaktitol bei 7 - 14
pmol/L und der flr Galaktonat bei 1 - 4 umol/L. Die Metabolit-Konzentrationen
im Urin und im Plasma sowie auch ihr Verhaltnis zueinander stimmten gut mit

den Angaben der Literatur bei diatetisch behandelten Patienten Gberein (Roboz
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et al.,, 1984; Jakobs et al., 1995; Jansen et al., 1986; Wehrli et al., 1997;
Palmieri et al., 1999; Kamalanathan, 2005)

Bei den Galaktosemetaboliten war die Konzentration von Galaktitol sowohl im
Plasma als auch im Urin am hochsten, gefolgt von den Konzentrationen der
Metabolite Galaktonat und Galaktose. Die Konzentration von Galaktitol war im
Vergleich zum gesunden Kontroll-Kollektiv im Plasma im Mittel ca. 50fach und
im Urin etwa 90fach erhoht. Dies entsprach den Beobachtungen anderer
Autoren (Schweitzer et al., 1993; Palmieri et al., 1999; Ning & Segal, 2000).

Die Konzentrationen der Plasma-Metabolite waren bei den Patienten mit
klassischer Galaktosamie nicht altersabhangig. Eine Altersabhangigkeit der
Metabolit-Konzentrationen konnte lediglich im Urin gesehen werden, wobei der
exponentielle Abfall der Galaktitol-Konzentration im Urin bei Patienten mit
klassischer Galaktosdmie im Vergleich zu Gesunden einen parallelen
Kurvenverlauf zeigte, jedoch bei Patienten auf einem deutlich hdheren Niveau
(Schadewaldt et al., 2003).

Das Phanomen der Altersabhangigkeit der Metabolit-Konzentrationen im Urin
sowie des Galaktose-1-Phosphat-Gehaltes in den Erythrozyten stimmt mit den
Ergebnissen vorangegangener Studien Uberein, in denen bereits eine
wesentlich hdhere Metabolit-Konzentration im Urin und ein héherer Galaktose-
1-Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten bei Sauglingen und Kindern im
Vergleich zu Erwachsenen gemessen wurde (Gao et al.,, 1992; Schweitzer et
al., 1993; Hutchesson et al., 1999; Palmieri et al., 1999; Schadewaldt et al.,
2003). Von verschiedenen Autoren wurde vermutet, dass die Ursache fur die
Altersabhangigkeit vermutlich eine hoéhere endogene Galaktose-Bildung bei
Sauglingen und Kindern sein konnte. Im Jahr 2004 konnte schlieBlich eine
alters- und wachstumsabhangige endogene Galaktose-Bildung nachgewiesen
und quantifiziert werden (Berry et al., 2004; Schadewaldt et al., 2004). Auf den
Zusammenhang zwischen der endogenen Galaktose-Bildung in Bezug auf die
Ergebnisse dieser Arbeit wird in Kapitel 4.3 naher eingegangen.
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Im Rahmen dieser Studie wurden bei einigen Patienten mit klassischer
Galaktosamie zusatzlich zu den Metabolit-Konzentrationen im Urin und im
Plasma Parameter der Leber- und Nierenfunktion sowie Gerinnungsparameter
und Elektrolyte  im Blut  untersucht.  AuRerdem  wurde  die
Aminosaurenausscheidung im Harn bestimmt, um das Vorhandensein einer
Aminoazidurie als Folge einer tubularen Schadigung zu prufen (Holzel et al.,
1952; Cusworth et al., 1955). Eine Galaktosamie-bedingte Organschadigung,
wie sie in der Akutphase der Erkrankung auftritt, oder auch pathologische
Veranderungen im Sinne einer chronischen Erkrankung konnten anhand der
Laborparameter ausgeschlossen werden. Es ergaben sich aus den
Ergebnissen keine Hinweise auf eine Elektrolyt-, Nieren- oder

Leberfunktionsstorung.

Zusammenfassend handelt es sich bei der Gruppe der Patienten mit
klassischer Galaktosamie um ein genotypisch, enzymotypisch und metabolisch

weitgehend homogenes und diatetisch gut eingestelltes Kollektiv.

Patienten mit einer varianten Form der Galaktosamie

Das Kollektiv der Patienten mit varianten Formen der Galaktosamie war keine
anfanglich geplante Untersuchungsgruppe. Im Laufe der Untersuchungen
wurde bei einigen Patienten entgegen den Vorbefunden eine GALT-Aktivitat in
den Erythrozyten von > 2% der Norm festgestellt. Ursachlich hierfur war
vermutlich eine unzureichende differentialdiagnostische Abklarung bei Stellung
der Erstdiagnose. Die Gruppe war mit insgesamt 9 Probanden klein und
bezuglich der GALT-Aktivitat und der biochemischen Parameter, im Gegensatz
zu den Patienten mit klassischer Galaktosamie, sehr heterogen (GALT-Aktivitat
2 - 23% der Norm bzw. 0.5 - 5 pmol x h”'xgup™'). Da eine GALT-Aktivitdt von >
2% der Norm nicht dem Einschlusskriterium fir das Kollektiv der Patienten mit
der klassischen Form der Galaktosamie entsprach, wurden diese Patienten
einer gesonderten Untersuchungsgruppe zugeteilt. Der Terminus der "varianten
Form" der Galaktosdamie wurde im Rahmen dieser Studie fur das hinsichtlich
der Enzymaktivitat und der Stoffwechselsituation sehr heterogene Kollektiv von
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Patienten mit einer residualen GALT-Aktivitat von > 2% und < 25% der Norm

verwendet.

Im Rahmen der Genotypisierung dieser Patienten mit varianter Form der
Galaktosamie konnten schlieBlich zwei Subgruppen unterschieden werden. Die
erste Subgruppe setzte sich aus funf Patienten mit einer varianten
Galaktosamie zusammen, die eine Enzymaktivitat von <4 pmol x h' x gHb'1 und
keinen Duarte-D2-Genotyp hatten.

Ein Patient der Gruppe der varianten Formen der Galaktosamie hatte einen
compound heterozygoten Genotyp mit einer schweren Mutation
g.501C>T(g.R67C) und einer Nonsense-Mutation g.2748G>A(p.W316X), die
ausschlieBlich mit der Duarte-D2-Mutation g.2741A>G(p.N374D) und den
Intron-Polymorphismen 1VS4nt-27G>C/IVS5nt24G>A einhergeht. Dieser Patient

hatte eine auf ca. 2% der Norm reduzierte Enzymaktivitat.

Die zweite Subgruppe bestand aus drei Patienten mit einer Duarte-D2-Variante.
Charakteristisch fur die Duarte-D2-Genotypen ist eine auf etwa 25% der Norm
reduzierte Enzymaktivitdt bei compound heterozygotem Genotyp mit einer
schweren genetischen Variante. Die Patienten dieses Kollektivs hatten einen
compound heterozygoten Genotyp mit der fir die Duarte-D2-Mutation
charakteristischen Trias g.2741A>G(p.N314D) in Exon 10, eine 4 Basen-
Deletion im Promotor (-119 -116delGTCA) des GALT-Gens und dem
Polymorphismus g.1387G>A kombiniert mit der Mutation g.1466A>G(p.Q788R).
Die GALT-Aktivitat lag bei diesen Patienten bei 4.5 - 5.2 ymol x h x gHb'1.

Fir drei in der ersten Subgruppe der Varianten vorkommenden Mutationen
konnten in der Literatur in vitro-Daten zur funktionellen Auswirkung auf die
humane GALT-Aktivitat gefunden werden. Dabei waren die genetischen
Varianten g.1163C>T(p.T138M), g.2849A>G(p.T350A) und g.397T>A(p.I32N)
jeweils mit einem milderen Phanotyp assoziiert (Elsas et al., 1995; Shin et al.,
1996; Greber-Platzer et al., 1997). In dieser Studie waren die zuvor genannten

genetischen Varianten bei allen drei Patienten mit der schweren Mutation
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g.1466A>G(p.Q788R) kombiniert, woraus eine residuale Enzymaktivitdt von
3%, 8% und 13% der Norm resultierte.

In der Literatur finden Patienten mit einer gering erhohten Enzymaktivitat, die
keinen Duarte-D2-Genotypen haben, bisher wenig Beachtung, da sie,
gemessen an der Inzidenz der Patienten mit schwerer klassischer
Galaktosamie, sehr selten vorkommen. Vermutet wurde nach bisheriger
Erfahrung eine Inzidenz von etwa einem Zehntel der schweren Form der
Galaktosamie, also etwa 1:400.000 (Kamalanathan, 2005). Vermutlich wurden
diese Patienten mit einer GALT-Aktivitat nahe 2% der Norm bisher meist unter

"Klassische Galaktosamie” subsumiert.

In den Landern mit Neonatalscreening konnten in den letzten zehn Jahren viele
Duarte-D2-Variante diagnostiziert werden, da sie nach der Geburt erhdhte
Galaktose-1-Phosphat-Konzentrationen aufwiesen. Die Inzidenz der Duarte-D2-
Varianten konnte auf ca. 1:4000 geschatzt werden. Diese Patienten kommen
damit etwa zehnmal haufiger vor als Patienten mit schwerer klassischer Form
der Galaktosamie (Ficicioglu et al., 2005). Friher wurden Patienten mit einer
milderen Form der Galaktosamie selbst in Landern mit Neugeborenen-
Screening oft nicht diagnostiziert, da keine ausreichend sensitiven Methoden
zur Diagnostik zur Verfugung standen und die meisten Patienten in der
Neugeborenen-Periode klinisch unauffallig waren. Die initial erhéhten Metabolit-
Konzentrationen normalisierten sich auch ohne eine Diat in der Regel nach
wenigen Monaten (Beutler et al., 1965; Levy et al., 1978). Da bei Kindern die
Galaktose-Toleranz niedriger als bei Erwachsenen ist, wird eine galaktosearme
Diat bei Patienten mit einer Duarte-D2-Variante von manchen Autoren aber

noch zumindest innerhalb des ersten Lebensjahres empfohlen (Ng et al., 1987).

Die Notwendigkeit eines Galaktosamie-Screenings bei Neugeborenen wurde
aufgrund der geringen Inzidenz der klassischen Galaktosamie immer wieder
diskutiert. Schweitzer (1995) vertritt die Meinung, dass durch ein frihes
Screening Todesfalle durch Galaktosamie verhindert werden kdénnen.
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Honeyman et al. hingegen vertreten die gegenteilige Meinung, da die
Ergebnisse des Screenings in der Regel nicht innerhalb der ersten 4-5
Lebenstage vorliegen und somit friihe Todesfalle in den ersten Lebenstagen
selbst durch ein Screening nicht verhindert werden konnen (Honeyman et al.,
1993). Vergleichsdaten zwischen Landern mit und ohne Screening (Schottland
und lIrland versus England und Wales) zeigen, dass die Diagnose einer
Galaktosamie in der Gruppe der gescreenten Patienten friher gestellt werden
konnte als in der nicht gescreenten Gruppe und somit die Dauer der Akutphase
der Erkrankung durch den Beginn einer Diat verkurzt werden konnte. Da das
Langzeit-Outcome der Patienten, entgegen friherer Meinungen, jedoch nicht
vom Beginn einer Diat abhangt, ist ein Neonatalscreening aus diesem Grund
aus Sicht von Honeyman et al. nicht erforderlich. Allerdings ist in Landern ohne
Screening eine entsprechende klinische Aufmerksamkeit der Padiater

unbedingt notwendig (Honeyman et al., 1993; Schweitzer-Krantz, 2003).

Diese Arbeit zeigt, dass eine differenzierte Betrachtung der heterogenen
Gruppe der Varianten durchaus sinnvoll ist, da bereits eine geringflgige
Erhéhung der residualen GALT-Aktivitdt zu signifikanten und auch klinisch
relevanten Anderungen in der Stoffwechseleinstellung fiihrt. In Kapitel 3 konnte
gezeigt werden, dass bereits ab einer Enzymaktivitat von >1 pmol x h™ x g™
(>5% der Norm) nahezu normwertige Galaktose- und Galaktitol-
Konzentrationen im Plasma- und im Urin vorliegen. Aus klinischer Sicht kann
dies bedeuten, dass diese Patienten vermutlich phanotypisch weitgehend
gesund sind und lediglich einer nur sehr moderaten oder gar keiner diatetischen
Behandlung bedurfen.

Die Patienten mit einer varianten Form der Galaktosamie, die keine Duarte-D2-
Varianten sind, stellen somit offenbar, die Stoffwechselsituation betreffend, ein
Ubergangskollektiv von der klassischen schweren Form der Galaktosamie zur
phanotypisch gesunden Duarte-D2-Variante mit einer GALT-Aktivitat in den
Erythrozyten von ca. 25% der Norm und schlieRlich zu den phanotypisch

gesunden Heterozygoten mit einer Enzymaktivitat von etwa 50% der Norm dar.
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Obligat heterozygote Eltern und Normalpersonen

Die Ergebnisse zeigten, dass sich phanotypisch gesunde Heterozygote und
Normalpersonen in ihren Metabolit-Konzentrationen im Plasma und im Urin
nicht unterschieden. Aus diesem Grunde wurden Heterozygote und

Normalpersonen in einer gesunden Kontrollgruppe zusammengefasst.

4.2 Renale Ausscheidung von Galaktosemetaboliten

Die primaren Parameter zur Charakterisierung der renalen Ausscheidung von
Galaktose und ihren Metaboliten stellten die fraktionelle renale Exkretion bzw.
die tubulare Reabsorption dar.

Eine Altersabhangigkeit dieser beiden Parameter konnte weder fur die
Galaktose noch fur Galaktitol oder Galaktonat bei Patienten mit klassischer
Galaktosamie  festgestellt  werden. Ebenso  wenig konnte eine
Altersabhangigkeit in der Gruppe der Patienten mit varianter Galaktosamie und

bei gesunden Probanden gesehen werden.

Im Folgenden wird die Charakteristik der renalen Ausscheidung fir jeden
Metaboliten gesondert dargestellt und die moglichen Transportmechanismen fur
die Reabsorption von Galaktose, Galaktitol und Galaktonat in der Niere
diskutiert.

Galaktose

Die fraktionelle renale Exkretion von Galaktose bei Patienten mit klassischer
Galaktosamie war mit im Mittel 9% sehr gering, der groflte Teil der Galaktose
wurde im proximalen Tubulus rluckresorbiert (> 90%). Dabei unterschied sich
die fraktionelle renale Exkretion und tubuldre Reabsorption von Galaktose bei
Patienten mit klassischer Galaktosamie nicht signifikant von den Ergebnissen
bei den beiden anderen Untersuchungsgruppen. Auch bei Patienten mit
varianter Galaktosamie und Normalpersonen wurde der groRte Teil der

Galaktose (etwa 80%) im proximalen Tubulus riickresorbiert.
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In Untersuchungen zum Zuckertransport in der Niere konnten die luminalen von
den Dbasolateralen Transportern unterschieden werden. Bei beiden
Transportsystemen handelt es sich um einen gerichteten Transport jeweils in

die Tubuluszelle und anschlielend in das Plasma.

Eine Natrium-Abhangigkeit des luminalen Zuckertransportes sowohl fir die
Glukose als auch fur die Galaktose wurde in den 60er und 70er Jahren von
verschiedenen Autoren zunachst in Tierversuchen bei Hunden und Kaninchen
postuliert (Kleinzeller et al., 1967; Kleinzeller & Kotyk, 1961; Silverman et al.,
1970; Oulianova & Berteloot, 1996). Im Jahr 1987 wurden die Natrium-
abhangigen Zucker-Transporter schlieBlich als Sodium dependent Glucose
Transporter (SGLT) bezeichnet (Hediger et al., 1987).

In vielen Studien ist der Natrium-abhangige Glukose-Transport weiter
charakterisiert und die Substrat-Spezifitdt naher untersucht worden (Semenza
et al., 1984; Berteloot & Semenza, 1990; Silverman, 1991; Wright, 1993). Es
konnten Transportmechanismen sowohl mit einer hohen als auch mit einer
niedrigen Affinitat fur D-Glukose und D-Galaktose unterschieden werden
(Moran et al., 1982).

Der luminale Transporter mit niedriger Affinitat (SGLT2) wurde dabei vor allem
im S1- und S2-Segment des proximalen Tubulus gefunden, die Transportrate
war fur beide Monosaccharide im Tierversuch bei Schweinen und Kaninchen
sehr gering (Turner & Moran, 1982a; Turner & Moran, 1982b; Turner & Moran,
1982c; Mackenzie et al., 1994; Oulianova & Berteloot, 1996;).

Weder der humane SGLT2 noch der SGLT2 der Ratte konnten Galaktose
transportieren (Rabito & Ausiello, 1980; Turner & Moran, 1982b; Moran et al.,
1982; Kanai et al., 1994; Hediger et al., 1995; Oulianova & Berteloot, 1996).

Der luminale Transporter mit hoher Affinitat (SGLT1) war hauptsachlich im S3-
Segment des proximalen Tubulus lokalisiert. Die Affinitat fir D-Galaktose war
im Tierversuch bei Ratten und Kaninchen ahnlich wie die Affinitat flir die D-
Glukose (Birnir et al., 1991; Turner & Moran, 1982b; Hediger & Rhoads, 1994,
Kanai et al., 1994; Oulianova & Berteloot, 1996). Diez-Sampedro et al. (2001)
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und Wright et al. (2001) konnten schliel3lich auch fur den SGLT1 beim
Menschen eine Substrat-Spezifitat flr die Galaktose finden.

Ein weiterer Natrium-abhangiger Glukose-Transporter, der SGLT3 konnte im
Tierversuch bei Schweinen keine Galaktose transportieren (Wright, 2001).
Untersuchungen zur Substrat-Spezifitat des SGLT3 beim Menschen sind bisher

nicht publiziert.

Vorraussetzung fur einen Zucker-Transport war eine D-Konfiguration der
Monosaccharide (Silverman et al., 1970; Aronson & Sacktor, 1974; Silverman &
Black, 1975). Ob auch eine Abhangigkeit der Zucker-Reabsorption zwischen
dem a-Monomer oder dem [-Monomer, also eine Abhangigkeit von der
Mutarotase besteht, ist bisher beim Menschen nicht untersucht worden. Im
Tierversuch zeigten sich hierzu unterschiedliche Ergebnisse bei verschiedenen
Spezies, so dass ein Ruickschluss auf eine Mutarotase-Abhangigkeit beim
Menschen nicht moglich ist (Bailey et al., 1969; Hill & Cowart, 1967; Elsas et al.,
1970; Silverman et al., 1970).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Natrium-abhangige Galaktose-
Transport an der luminalen Tubulusmembran beim Menschen nach aktuellem

Kenntnisstand ausschlielich Uber den SGLT1 erfolgen durfte.

Neben dem Natrium-abhangigen Glukose-Transport konnten auch nicht
Natrium-abhangige Zucker-Transporter, die als GLUT (Glucose transporter)
bezeichnet wurden, gefunden werden. GLUT sind im Gegensatz zu den SGLT
keine aktiven Transporter. Der Zucker-Transport erfolgt Uber die erleichterte
Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten. Die GLUT sind in der Niere
ausschlie3lich an der basolateralen Membran der Tubuluszellen lokalisiert. Ein
Vorkommen an der luminalen Blrstensaum-Membran wurde nicht gefunden
(Thorens et al., 1990).

Von Silverman wurde schon im Jahr 1977 vermutet, dass an der basolateralen
Tubulusmembran lediglich ein einziger Zucker-Transportmechanismus existiert.

Abgesehen von der Familie der GLUT ist dort bisher auch kein anderer Zucker-
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Transportmechanismus in der Literatur beschrieben. Mittlerweile sind Uber 10
verschiedene Isoformen des GLUT bekannt. Dabei werden die einzelnen GLUT
jeweils in verschiedenen Geweben exprimiert und haben eine unterschiedliche
Substrat-Spezifitat, wobei einige aber noch nicht einmal Glukose als Substrat

erkennen kdnnen.

Sowohl in der Niere von Saugetieren als auch beim Menschen gelang der
Nachweis von GLUT1 sowie auch von GLUT2, GLUT3 und GLUT 5 (Fukumoto
et al., 1988; Kayano et al., 1988; Bell et al., 1993; Olson & Pessin, 1996). Die
Substrat-Spezifitat der jeweiligen Transporter war sehr unterschiedlich. Ein
Galaktose-Transport konnte dabei fir den GLUT1, GLUT3 und den GLUT2
nachgewiesen werden (Gould et al., 1991; Bell et al., 1993; Colville et al.,
1993). Letzterer transportierte neben Galaktose und Glukose auch Fruktose
(Bell et al., 1993; Colville et al., 1993). Uber die Affinitat des GLUT2 fir die
Galaktose ist bisher nichts bekannt. Die Affinitat fir die Glukose ist gering.

Der GLUT5 wurde als reiner Fruktose-Transporter, der sowohl im Darm als
auch in der Niere vorkommt, identifiziert (Burant et al., 1992; Davidson et al.,
1992; Blakemore et al., 1995). Weder Glukose noch Galaktose wurden in
nennenswerten Mengen vom GLUTS transportiert (Burant et al., 1992; Bell et
al., 1993; Miyamoto et al., 1994).

Ein Glukose- oder Galaktose-Transport konnte weder fir den GLUT6 noch fir
den GLUT7 nachgewiesen werden. Es stellte sich im Verlauf heraus, dass es
sich beim GLUT6 um ein Pseudogen handelt (Kayano et al., 1990). Der GLUT7
konnte von Burchell (1998) als ein Cloning-Artefakt identifiziert werden
(Burchell, 1998).

Der GLUT?9 ist bei Mausen ebenso wie beim Menschen in der Niere lokalisiert
und transportiert Glukose (Phay et al., 2000; Keembiyehetty et al., 2006). Eine
Substrat-Spezifitat flir Galaktose ist bisher nicht beschrieben worden.

Der Glukose-Transport des GLUT10 wurde von Galaktose inhibiert, was darauf
schliel®en lasst, dass auch Galaktose als Substrat erkannt wird (Dawson et al.,
2001). Die Affinitat des GLUT10 fur die Glukose ist dabei héher als die von
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GLUT4 und GLUTS, die zuvor als die Glukose-Transporter mit der hdchsten
Affinitat beschrieben wurden. Die Affinitat fir Galaktose ist nicht bekannt.

Eine renale Expression des GLUT8 konnte nicht gefunden werden
(Carayannopoulos et al., 2000; Doege et al., 2000b), ebenso wenig kam der
GLUT4 in der Niere vor (Fukumoto et al., 1989).

Von vielen Autoren wurden die Glukose-Transporter sowohl an der
basolateralen als auch an der luminalen Tubulusmembran im Tierversuch
daraufhin untersucht, welche Konfigurationen die Monosaccharide aufweisen
mussten, um als Substrat erkannt zu werden. So konnte von Kolinska (1970)
eine Interaktion des basolateralen Transporters bei der Ratte mit der OH-
Gruppe an C2 eines Substrates gefunden werden, an der luminalen Membran
war sowohl das Vorhandensein einer OH-Gruppe an C2 und C6 von Bedeutung
(Kolinska, 1970). Dabei war die D-Konfiguration der OH-Gruppe an C2 flir den
natrium-abhangigen Transport essentiell wichtig (Ullrich et al., 1974; Ullrich &
Papavassiliou, 1985). Auch der Pyranose-Ring mit den Hydroxyl-Gruppen an
C2, C3 und C4 war wichtige Vorraussetzung fur die tubulare Reabsorption von
Monosacchariden in der Niere (Silverman et al., 1970; Roigaard-Petersen et al.,
1986). Die genannten Vorraussetzungen erflllen sowohl die D-Glukose als
auch die D-Galaktose.

Nach bisherigem Wissensstand stehen keine spezifischen Transporter in der
Niere zur Verfliigung, die ausschlieRlich D-Galaktose transportieren. Der einzige
Weg der Reabsorption von Galaktose in der Niere geschieht somit aller
Wabhrscheinlichkeit nach ausschliel3lich Uber den SGLT1 an der luminalen
Membran und Uber den GLUT 1-3 und den GLUT10 an der basolateralen
Membran. Die Galaktose konkurriert im proximalen Tubulus an den Transport-
Proteinen mit der Glukose, wobei eine vergleichbar hohe Affinitat zumindest
des SGLT1 fur beide Monosaccharide beschrieben ist (Diez-Sampedro et al.,
2001; Wright, 2001; Eskandari et al., 2005).
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Galaktitol

Die fraktionelle renale Exkretion und die tubulare Reabsorption von Galaktitol
waren in allen drei Untersuchungsgruppen sehr ahnlich. Die fraktionelle renale
Exkretion lag im Mittel mit etwa 60% signifikant hoher als die der Galaktose. Es
wurde demnach deutlich weniger Galaktitol als Galaktose in der Niere
ruckresorbiert. Dies war zu erwarten, da die renale Ausscheidung von
Galaktitol, welches ein Stoffwechselendprodukt ist, die einzige Moéglichkeit der
Elimination dieses potentiell toxischen Metaboliten ist. Da aber dennoch eine
geringe tubulare Reabsorption von Galaktitol gefunden werden konnte, lag die
Vermutung nahe, dass Transportmechanismen in der Niere fur die

Ruckresorption von Galaktitol vorhanden sein mussen.

Es sind verschiedene Untersuchungen von unterschiedlichen Autoren zum
renalen Polyol-Transport durchgefihrt worden. Allerdings konnte keine
Publikation gefunden werden, die spezifisch den renalen Galaktitol-Transport
untersucht hat. Zunachst werden daher die bekannten Polyol-Transporter
aufgezeigt. Anhand ihrer Substrat-Spezifitat wird die Maoglichkeit eines

Galaktitol-Transportes diskutiert.

Eine tubulare Reabsorption von D-Galaktitol (und D-Glucitol) an der luminalen
Tubulusmembran konnte sowohl fur die bekannten Natrium-abhangigen
Glukose-Transporter als auch fur den myo-Inositol- (bzw. Scyllitol-)Transporter
im Tierversuch ausgeschlossen werden (Kleinzeller et al., 1976; Takenawa &
Tsumita, 1974a; Takenawa & Tsumita, 1974b; Kleinzeller et al., 1980).
Entsprechend konnte auch keine Inhibierung der tubularen Reabsorption des
Polyols 1,5-Anhydro-D-Glucitol und des myo-Inositols durch Galaktose
nachgewiesen werden (Takenawa & Tsumita, 1974a; Takenawa & Tsumita,
1974b; Yamanouchi et al., 1996; Tazawa et al., 2005;).

Eine kompetitive Hemmung des natrium-abhangigen myo-Inositol-Transportes
uber den SMIT1 und SMIT2 durch Glukose konnte festgestellt werden, ebenso
wurde Chiro-Inositol transportiert (Whiteside et al., 1991; Coady et al., 2002).
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Galaktose wurde als Substrat nicht erkannt (Diez-Sampedro et al., 2001). Ob
ein Galaktitol-Transport Uber die Natrium-abhangigen myo-Inositol-Transporter
und den Protonen-abhangige HMIT erfolgt, ist nicht bekannt, da hierzu keine
spezifischen Untersuchungen erfolgten (You et al., 1995; Coady et al., 2002).
Eine einfache Diffusion des Galaktitols oder der Transport per Endozytose
erscheint als Mechanismus der Reabsorption unwahrscheinlich, da diese
Mdglichkeiten zumindest flir das Sorbitol ausgeschlossen werden konnten
(Siebens & Spring, 1989; Chatzilias & Whiteside, 1994).

Schuttert et al. beschrieben 2002 einen neuen Sorbitol-Transporter bei Ratten.
Dieser neue Transporter kam in den interstitiellen Zellen des inneren
Nierenmarkes vor und unterschied sich von der Sorbitol-Permease (Garty et al.,
1991) und allen bisher bekannten Glukose-Transportern (sowohl SGLT als
auch GLUT). Es zeigte sich eine Inhibierung des Transporters durch einige
Zucker und Polyole. Neben Sorbitol (Hydroxyl-Gruppe) wurden auch Glukose
(Aldose-Form) und Glukonsaure (Carbonsauren) transportiert. Fruktose und
Galaktose wurden nicht erkannt, ebenso wenig zyklische Substrate wie myo-
Inositol (Schuttert et al., 2002). Ein moglicher Transport von Galaktitol und
Galaktonat wurde nicht untersucht. Aufgrund der Konfiguration der
Hydroxylgruppe an C4 ist ein Transport von Galaktitol und Galaktonat jedoch
unwahrscheinlich. Bedauerlichweise konnte keine weitere Publikation der
Arbeitsgruppe von Schiuttert gefunden werden, die weitere Informationen Uber
diesen Transporter lieferte. Es bleibt zu berticksichtigen, dass bisher keine

Untersuchungen dieses Transporters beim Menschen durchgeftihrt wurden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zum Galaktitol-Transport in der Niere
und anderen Geweben in der Literatur bisher nichts bekannt ist. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die bekannten Glukose-Transporter fur die tubulare
Reabsorption von Galaktitol verantwortlich sind, ist aufgrund der bisherigen

Untersuchungen sehr unwahrscheinlich.
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Es konnte kein Nachweis flr einen Galaktitol-Transport Uber den Sorbitol- oder
die myo-Inositol-Transporter gefunden werden. Auch die Diffusion und
Endozytose scheinen als Transportmechanismus nicht wahrscheinlich.

Weitere Untersuchungen zum renalen Galaktitol-Transport an der luminalen

Tubulusmembran sind also in Zukunft notwendig.

Galaktonat

Auch fur das Galaktonat wurde eine tubulare Reabsorption von im Mittel etwa
30% gefunden, so dass Transport-Mechanismen zur Reabsorption dieses
Metaboliten in der Niere vorhanden sein mussen. Es konnte jedoch keine
Studie gefunden werden, in der ein Transporter, der ausschlielich
Zuckersauren als Substrat erkennt, beschrieben wurde. Auch im Rahmen der
zahlreichen Studien zum Glukose-Transport wurden die SGLTs bzw. GLUTs
nicht hinsichtlich eines Zuckersaure-Transportes untersucht. Aufgrund der
strukturellen Substrat-Eigenschaften, die Voraussetzung fur den luminalen und
basolateralen Glukose-Transport sind, scheint ein Zuckersauretransport Uber
diese Mechanismen sehr unwahrscheinlich (Kolinska, 1970; Silverman et al.,
1970; Roigaard-Petersen et al., 1986).

Der von Schuttert et al. (2002) beschriebene Sorbitol-Transporter hat im
Tierversuch zumindest Glukonsaure transportiert. Ein Galaktonat-Transport ist
jedoch aufgrund der Konfiguration der Hydroxylgruppe an C4 nicht

wahrscheinlich.

Die Reabsorption von Galaktonat Uber tubulare Anionen-Transporter oder
Monocarboxylat-Transporter ist als weiterer Transportmechanismus vorstellbar.
Organische Anionen sind eine heterogene Substanzgruppe, bestehend aus
einem Kohlenstoff-Atom-Gerust und einer negativen Netto-Ladung bei
physiologischem pH-Wert (Sekine et al., 2000). Die renalen Anionen-
Transporter (organic anion transporter, OAT) spielen bei der Elimination von
organischen Sauren eine grolte Rolle (Sweet et al.,, 2003). Die bekannten
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renalen Anionen-Transporter beim Menschen, OAT1 bis OAT3, sind in erster
Linie sekretorische Transporter, zum Teil Natrium-abhangig und ausschlieflich
in der basolateralen Tubulusmembran lokalisiert (Hosoyamada et al., 1999; Inui
et al., 2000; Cha et al., 2001; Enomoto et al., 2002; Motohashi et al., 2002;
Sweet et al., 2003; Hasannejad et al., 2004).

Ein luminaler Anionen-Transport konnte erst spat sowohl im Tierversuch (OAT-
K2) als auch beim Menschen (OAT4) nachgewiesen werden, nachdem uber die
Funktionsweise und Substrat-Spezifitat des luminalen Anionen-Transporters
Anfang der 90er Jahren noch debattiert wurde (Pritchard & Miller, 1993).
Sowohl eine Reabsorption als auch eine Sekretion tGber den OAT-K2 der Ratte
konnte fur verschiedene organische Anionen nachgewiesen werden (Masuda et
al., 1999; Inui et al.,, 2000). Eine Reabsorption von Galaktonat uUber den
luminalen OAT-K2 wurde zwar bisher nicht untersucht, ist aber durchaus
vorstellbar. Beim Menschen konnte der OAT4 an der luminalen Membran
nachgewiesen werden (Babu et al., 2002). Ob der OAT4 fur den luminalen

Transport von Galaktonat verantwortlich ist, ist bisher nicht untersucht worden.

Eine interessante Beobachtung konnte von Doege et al. (2000) gemacht
werden. Die Arbeitsgruppe stellte fest, dass beim renalen Anionen-Transporter
OAT1 in zwei transmembranaren Helices Arginine an einer dhnlichen Stelle wie
beim GLUT9 vorkommen (Sweet et al., 1997). Doege spekulierte daraufhin,
dass der GLUT9 aufgrund dieser Eigenschaft ein Zucker-Anionen-Transporter
sein kénnte (Doege et al., 2000a). Weitere Untersuchungen zur Uberpriifung

dieser Hypothese konnten allerdings in der Literatur nicht gefunden werden.

Durch welche genauen Mechanismen oder Transporter die tubulare
Reabsorption von Galaktonat in der Niere geschieht ist, wie beim Galaktitol,
bisher nicht genauer untersucht worden und bleibt offen.

Anhand von Abbildung 8 in Kapitel 3 koénnte aufgrund der &ahnlichen
Charakteristik der fraktionellen renalen Exkretion von Galaktitol und Galaktonat
zumindest vermutet werden, dass die beiden Metabolite durch denselben
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Transportmechanismus reabsorbiert werden. Aufgrund der Ergebnisse der

Literaturrecherche bleibt diese Vermutung jedoch letztendlich spekulativ.

4.3 Bedeutung der renalen Elimination

Der Stellenwert der renalen Elimination von Galaktose, Galaktitol und
Galaktonat soll nun, auch im Zusammenhang mit der endogenen Galaktose-
Bildung, am Beispiel eines erwachsenen Patienten mit klassischer
Galaktosamie dargestellt werden.

Die exogene Galaktose-Zufuhr betragt unter einer galaktosearmen Diat noch
etwa 5 pmol/kg Korpergewicht/Tag. Die totale endogene Galaktose-Bildung
hingegen liegt mit etwa 240 umol/kg Korpergewicht/Tag um ein Vielfaches
héher (Schadewaldt et al., 2004; Kamalanathan, 2005).

Durch in vivo-Untersuchungen konnte abgeschatzt werden, dass bei
erwachsenen Patienten mit klassischer Galaktosamie etwa zwei Drittel der
gesamten extrahepatisch gebildeten Galaktose direkt durch die residuale
GALT-Aktivitat in den Geweben oxidativ verstoffwechselt werden konnten. Etwa
25% der endogen gebildeten Galaktose wurde in das Plasma-Kompartiment
freigesetzt und schlieBlich in der Leber abgebaut. Nur etwa 10% wurden renal
eliminiert (Schadewaldt et al., 2004). Diese Angaben stimmen sehr gut mit den
Ergebnissen dieser Studie Uberein. Die renale Ausscheidung von Galaktose,
Galaktitol und Galaktonat konnte mit Hilfe der gemessenen Metabolit- und
Kreatinin-Konzentrationen im Plasma und Urin in dieser Studie auf insgesamt
etwa 27 ymol/kg Korpergewicht/Tag (etwa 10% der totalen endogen gebildeten
Galaktose) geschatzt werden.

Die  Galaktitol-Ausscheidung machte dabei mit ca. 21 pmol/kg
Korpergewicht/Tag, also etwa 80% der Gesamt-Ausscheidung den grofdten Teil
aus, gefolgt von Galaktonat mit etwa 5 pmol/kg Korpergewicht/Tag,
entsprechend einem Anteil von 18%. Die Ausscheidung von Galaktose war im
Vergleich dazu mit <1 pmol/kg Kérpergewicht/Tag, entsprechend einem Anteil

von 2% sehr gering.
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Beim Galaktitol handelt es sich um ein Stoffwechselendprodukt, das nicht weiter
abgebaut werden kann. Die renale Ausscheidung ist somit die einzige
Maoglichkeit, diesen potenziell toxischen Metaboliten zu eliminieren.

Die Bedeutung des oxidativen Abbaus von Galaktonat Uber den D-Galaktonat-
Weg wird in der Literatur noch diskutiert, ist aber vermutlich von
untergeordneter Bedeutung (Cuatrecasas & Segal, 1966; Holton et al., 2001).
Auch fir das Galaktonat ist die Ausscheidung Uber die Niere nach aktuellem

Kenntnisstand die wesentliche Moglichkeit der Elimination.

Bei gesunden Erwachsenen ist die totale endogene Galaktosebildung
hdchstwahrscheinlich identisch mit der totalen endogenen Galaktosebildung bei
den Patienten, jedoch ist die extrahepatische Galaktosefreisetzung bei
Gesunden sehr viel niedriger als bei Patienten mit klassischer Galaktosamie
(Kamalanathan, 2005). Nur etwa 0.2 umol/kg Korpergewicht/Tag der totalen
endogen gebildeten Galaktose wurden als Galaktose und 0.4 pmol/kg
Korpergewicht/Tag wurden in Form des Metaboliten Galaktitol ausgeschieden.
Die endogen gebildete sowie die exogen durch Nahrung zugefuhrte Galaktose
werden durch die Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase nahezu vollstandig in

der Leber oxidativ abgebaut (Kamalanathan, 2005).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei diatetisch behandelten Patienten
die renale Elimination von Galaktose-Aquivalenten insgesamt nur von
untergeordneter Bedeutung ist. Bei Gesunden hat die renale Elimination der

Galaktose und ihrer Metabolite praktisch keine quantitative Bedeutung.

4.4 Schlussfolgerung

Bei der Gruppe der Patienten dieser Studie mit klassischer Galaktosamie
handelte es sich um ein genotypisch, enzymotypisch und metabolisch
weitgehend homogenes und diatetisch gut eingestelltes Kollektiv. Eine weitere
Patientengruppe mit varianter Form der Galaktosamie war ein hinsichtlich der
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GALT-Aktivitdt heterogenes Kollektiv. Heterozygote und gesunde Probanden
konnten als eine Gruppe von phanotypisch Gesunden zusammengefasst
werden.

Eine tubulare Reabsorption von Galaktose, Galaktitol und Galaktonat konnte in
allen drei Untersuchungsgruppen gefunden werden. Die tubulare Reabsorption
von Galaktose war dabei mit ca. 90% vergleichsweise hoch (Galaktitol 38%,
Galaktonat 31%). Es zeigte sich fur keinen Metaboliten eine Altersabhangigkeit
der Exkretionsraten. Ebenso wenig konnten Unterschiede zwischen den
Untersuchungsgruppen gefunden werden.

Die Reabsorption der Galaktose geschient an der Iluminalen
Bustensaummembran allein tUber den SGLT2, an der basolateralen Membran
uber die GLUT1 bis 3 und den GLUT10. Im Hinblick auf die Menge an endogen
freigesetzter Galaktose spielt die renale Elimination von Galaktose bei
Patienten mit klassischer Galaktosamie eine unterordnete Rolle.

Galaktitol und Galaktonat werden hauptsachlich renal ausgeschieden. Der
Mechanismus der Reabsorption von Galaktitol und Galaktonat im proximalen
Tubulus ist bisher nicht spezifisch untersucht worden und bleibt unklar. Ein
Transport Uber die Glukose-Transport-Proteine ist unwahrscheinlich. Es bleibt
ebenso offen, warum eine Reabsorption der Metabolite erfolgt, da es sich

primar um Stoffwechselendprodukte handelt.

Die Bedeutung der renalen Elimination von Galaktosemetaboliten bei Patienten
mit klassischer Galaktosamie unter Diattherapie liegt bei etwa 10% der
gesamten Galaktose-Belastung und ist somit quantitativ von eher

untergeordneter Bedeutung.
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Zusammenfassung

Charakteristik der renalen Galaktosemetabolit-Exkretion
bei Patienten mit klassischer Galaktosdmie

A. Alejandra Stollwerck

Fragestellung: Ziel der Arbeit war, die renalen Ausscheidung von Galaktosemetaboliten
(Galaktose, Galaktitol, Galaktonat) bei Patienten mit klassischer Galaktosdmie (Galaktose-
1-Phosphat  Uridyltransferase-Mangel) und gesunden Kontrollen vergleichend zu
untersuchen.

Methodik: An der Studie nahmen 44 diatetisch behandelte Patienten mit enzymologisch,
metabolisch und genotypisch vergleichbarem Schweregrad der Erkrankung sowie 44
obligat heterozygote Eltern und 36 Normalpersonen teil. Nach Ubernachtfasten wurden
Plasma- und Urinproben gesammelt und darin die Konzentrationen von Galaktose-
metaboliten mit dem Stabilisotopen-Verdinnungsverfahren gaschromatographisch-
massenspektrometrisch bestimmt. Anhand der Daten wurden dann die fraktionelle renale
Exkretion (FRE) sowie die tubuldre Reabsorption (TR) als Parameter zur Beurteilung der
renalen Metabolit-Ausscheidung berechnet. Bei phéanotypisch Gesunden lag die
Konzentration des Galaktonats im Plasma unter der Quantifizierungsgrenze, so dass hier
FRE und TR nicht abgeschatzt werden konnten.

Ergebnisse: Obligat Heterozygote und Normalpersonen wiesen sehr &hnliche Ergebnlsse
auf. Sie wurden daher zu einer phanotypisch gesunden Kontrollgruppe zusammengefasst.
Bei den Patienten war die Galaktose-Konzentration im Plasma und Urin etwa 10fach, die
Galaktitol-Konzentration im Plasma etwa 50fach und die Galaktitol-Konzentration im Urin
>100fach gegeniiber den Kontrollen erhéht. FRE und TR der Metabolite waren weder bei
Patienten noch bei Kontrollen altersabhangig. Trotz teilweise deutlich ausgepréagter
quantitativer Unterschiede in der totalen taglichen Exkretionsrate ergaben sich bei FRE
und TR keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungsgruppen.
Bei den Patienten mit klassischer Galaktosdmie lag die TR fir Galaktose im Mittel bei
etwa 90%, die TR des Galaktitols und des Galaktonats lag mit etwa 35% deutlich
niedriger.

Interpretation: Der gréfte Teil der renal filtrierten Galaktose wird sowohl bei Patienten mit
klassischer Galaktosamie als auch bei Gesunden tubular reabsorbiert. Der Transport der
Galaktose im proximalen Tubulus wird luminal durch den SGLT2 und basolateral durch
den GLUT1 bis 3 sowie den GLUT10 gewabhrleistet. Galaktitol und Galaktonat werden zum
Uberwiegenden Teil mit dem Urin ausgeschieden. Die Mechanismen des
transmembranaren Transports dieser Metabolite im proximalen Tubulus sind bisher nicht
spezifisch untersucht worden und bleiben unklar. Eine Beteiligung der Glukose-
Transporter jedenfalls ist praktisch auszuschlieRen. Offen bleibt auch, warum bei
Galaktitol und Galaktonat eine Reabsorption erfolgt, da es sich hier primé&r um
Stoffwechselendprodukte handeln dirfte.

Quantitativ ist der Beitrag der renalen Ausscheidung an der Elimination von
Galaktosemetaboliten bei Patienten mit klassischer Galaktosamie unter Diattherapie mit
etwa 10% der endogen insgesamt gebildeten Menge von eher untergeordneter
Bedeutung.
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