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1 Einleitung

1.1 Galaktose-Stoffwechsel

Kohlenhydrate, Proteine und Lipide sind die wesentlichen Energielieferanten in der
menschlichen Nahrung. Die quantitativ bedeutendsten Monosaccharide sind dabei
D-Glukose und D-Galaktose, das C-4 Epimer der D-Glukose.

Uber die Nahrung wird D-Galaktose in erster Linie (ber das in Milch und
Milchprodukten vorkommende Disaccharid Laktose, in dem Galaktose B-glykosidisch
mit Glukose verknupft ist, zugefiihrt. D-Galaktose kommt aber auch in freier und
glykosidisch gebundener Form in vielen Obst- und Gemusesorten sowie in Fleisch
vor (Acosta & Gross, 1995).

Laktose wird durch eine epithelstandige B-Glukosidase (Laktase; EC 3.2.1.108) im
Dinndarm in die Monosaccharide D-Glukose und D-Galaktose gespalten. D-
Galaktose wird im Dunndarm resorbiert und hauptsachlich in der Leber
verstoffwechselt (Shirazi-Beechey, 1995; Ferraris & Diamond, 1997).

Neben der exogenen Zufuhr der D-Galaktose uUber die Nahrung hat die endogene
Synthese freier D-Galaktose beim Abbau von Glykoproteinen und -lipiden im
menschlichen Gewebe eine wichtige Bedeutung im Gesamtstoffwechsel der D-
Galaktose (Gitzelmann & Steinmann, 1984; Berry et al.,, 2004; Schadewaldt et al.,
2004).

In in vivo Studien konnte als ein wesentlicher Parameter der endogenen Galaktose-
Bildung eine betrachtliche alters- und wachstumsabhangige Galaktose-Freisetzung
aus endogenen Quellen in das Blutplasma nachgewiesen und quantifiziert werden.
Dabei war die Galaktose-Freisetzungsrate bezogen auf das Koérpergewicht bei
Kindern im Vergleich zu Erwachsenen um ein Vielfaches hdher und zeigte eine
exponentielle Abnahme mit zunehmendem Alter. Dies lasst sich auf den erhdhten
Umsatz von Glykoproteinen und -lipiden im Wachstum zurtckfuhren.

Im Vergleich zu Gesunden weisen Patienten mit klassischer Galaktosamie erhdhte
endogene Galaktose-Freisetzungsraten auf (Kamalanathan, 2005; Schadewaldt et
al., 2004).

Der Abbau freier D-Galaktose erfolgt beim Gesunden fast ausschlieRlich Uber den
Leloir-Stoffwechselweg (Leloir, 1951; vgl. Abbildung 1). Dabei wird D-Galaktose im
ersten Schritt durch das Enzym Galaktokinase (GALK; EC 2.7.1.6) unter Verbrauch
von ATP zu D-Galaktose-1-Phosphat phosphoryliert. Im zweiten Schritt wird D-



Galaktose-1-Phosphat mit UDP-D-Glukose durch die D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase (GALT; EC 2.7.7.12) zu UDP-D-Galaktose und D-Glukose-1-
Phosphat umgesetzt.
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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-Pyrophosporylase

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

UDP-D-Galaktose kann alternativ auch aus dem Umsatz von D-Galaktose-1-
Phosphat mit UTP durch die UDP-D-Galaktose-Pyrophosphorylase (EC 2.7.7.9)
hervorgehen (Isselbacher, 1958). Dieser Stoffwechselweg spielt aufgrund seiner
geringen Kapazitat im menschlichen Stoffwechsel jedoch nur eine untergeordnete
Rolle. Die entstandene UDP-D-Galaktose kann im weiteren Verlauf zur Synthese von
Glykolipiden und -proteinen verwendet werden. Hauptsachlich jedoch wird sie im
dritten Schritt des Leloir-Stoffwechselwegs durch die UDP-D-Galaktose-4-Epimerase
(GALE; EC 5.1.3.2) zu UDP-Glukose epimerisiert, um dann Uber die Einschleusung
in den D-Glukose-Stoffwechsel abgebaut zu werden. UDP-Glukose kann zum einen

direkt zur Glykogen-Synthese verwendet werden oder zum anderen erneut als



Substrat fur die D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase dienen. Das entstehende
D-Glukose-1-Phosphat kann durch Umwandlung zu D-Glukose-6-Phosphat in der
Phosphogluko-Mutase-Reaktion (EC 5.4.2.2) in die Glykolyse eingeschleust und so
abgebaut werden.

Neben dem Leloir-Stoffwechselweg existieren noch alternative Stoffwechselwege.
D-Galaktose kann mit NADH durch das Enzym Aldosereduktase (EC 1.1.1.21) zu D-
Galaktitol reduziert werden (Heyman & Kinoshita, 1965; Heyman et al., 1966). D-
Galaktitol kann vom Organismus nicht weiter verstoffwechselt werden und wird daher
unverandert renal ausgeschieden (Weinstein & Segal, 1968).

Ein weiterer Abbauweg der D-Galaktose, der beim Menschen wahrscheinlich nur von
untergeordneter Bedeutung ist (Holton et al., 2001), wird durch die D-Galaktose-
Dehydrogenase (EC 1.1.1.48) katalysiert. Dabei wird die D-Galaktose zu D-
Galaktonat oxidiert (Cuatrecasas & Segal, 1966). D-Galaktonat wird ebenfalls renal
eliminiert oder Uber 3-Ketoglutarat zu CO, und D-Xylulose abgebaut. Die D-Xylulose

kann schlieBlich in den Pentosephosphatzyklus einfliel3en.

1.2 Angeborene Storungen des Galaktose-Stoffwechsels

Einfihrung

Unter dem Begriff Galaktosamie werden drei angeborene Stérungen des Galaktose-
Metabolismus zusammengefasst, bei denen es aufgrund eines autosomal - rezessiv
vererbbaren Mangels an Enzymaktivitaten zu einer gestorten Elimination von D-
Galaktose kommt (Segal & Berry, 1995).

Von diesem Defekt konnen folgende drei Enzyme betroffen sein: die Galaktokinase
(GALK), die D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (GALT) oder die UDP-
Galaktose-4-Epimerase (GALE).

Die mit einer Inzidenz von 1:40 000 in der Bundesrepublik Deutschland (Inouye et
al., 1990; Schweitzer, 1995; Holton et al., 2001) haufigste Form der Galaktosamie
beruht auf einer nahezu vollstdndig reduzierten D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase-Aktivitat.

Ein Mangel an Galaktokinase oder UDP-D-Galaktose-4-Epimerase ftritt deutlich
seltener auf. Die Angaben zur Inzidenz des Galaktokinase-Mangels variieren stark
und reichen von 1:40.000 bis 1:1.000.000 (Mayes & Guthrie, 1968; Levy, 1980).



Die Inzidenz fur UDP-D-Galaktose-4-Epimerase-Mangel in Deutschland wird auf
1:135.000 geschatzt (Zabransky & Zabransky, 2004).
Die beiden letzteren Formen sind nicht Gegenstand der Arbeit, daher wird auf sie im

Folgenden nur kurz eingegangen.

Galaktokinase- und UDP-Galaktose-4-Epimerase-Mangel

Ein Mangel an Galaktokinase (MIM 230200) fuhrt zu einem Anstieg der
Konzentration von D-Galaktose und D-Galaktitol im Blut. In der Folge kommt zu einer
Ablagerung des D-Galaktitols in Geweben, v.a. betroffen ist dabei die Augenlinse.
Dies fuhrt zur Ausbildung eines Kataraktes schon im Sauglingsalter.

Im Vergleich zur klassischen Galaktosamie werden toxische Verlaufsformen und
neurologische Beeintrachtigungen bei den Patienten nicht beobachtet.

Die Therapie besteht in einer lebenslangen Restriktion der Galaktose-Zufuhr. Bei
frihem Therapiebeginn in den ersten Lebenstagen kann damit eine Kataraktbildung
verhindert werden (Gitzelmann, 1976; Bosch et al., 2002).

Der UDP-Galaktose-4-Epimerase-Mangel (MIM 230350) ist meist auf die
Erythrozyten und Leukozyten beschrankt. Man bezeichnet ihn dann als so genannten
peripheren pGALE-Mangel. Bei dieser Form liegt eine normale hepatische
Enzymaktivitat vor (Gitzelmann, 1976), die Plasmakonzentration freier D-Galaktose
ist ebenfalls normal (Gitzelmann & Steinmann, 1973). Die Patienten sind meist
asymptomatisch oder zeigen nur schwach ausgebildete, uncharakteristische
Symptome. Eine Therapie ist meist nicht erforderlich.

Der sehr viel seltenere generalisierte gGALE-Mangel ist bisher nur bei funf Patienten
aus zwei Familien diagnostiziert worden (Gitzelmann, 2000) und geht bei diesen mit
schweren Krankheitsbildern einher. Die Patienten werden bereits kurz nach der
Geburt symptomatisch. Sie leiden unter anhaltendem Erbrechen, Gewichtsverlust,
Ikterus infolge von Leberversagen sowie Galaktosurie. Durch Restriktion der
Galaktose-Zufuhr konnen die akuten Symptome gemildert, die langfristigen
neurologischen Defizite jedoch nicht verhindert werden (Holton et al., 1981,
Henderson et al., 1983).



Klassische Galaktosamie

Die haufigste und klinisch bedeutendste Form der Galaktosamie ist die so genannte
klassische Galaktosamie (MIM 230400). Zugrunde liegt ein nahezu vollstandiger
Mangel an GALT-Aktivitat. Typischerweise liegt die residuale Enzymaktivitat in den
Erythrozyten unter 2% der Norm (<0.5 ymol x h™ x gip ™).

Die klassische Galaktosamie wird autosomal - rezessiv vererbt. Das GALT-Gen liegt
auf dem Chromosom 9 an der Stelle p13 (Reichardt & Woo, 1991) und besteht aus
11 Exons und 10 Introns (Leslie et al., 1992). Bisher wurden mehr als 150
Mutationen des GALT-Gens beschrieben (Tyfield et al., 1999). Die haufigste
genetische Variante in der kaukasischen Bevolkerung ist die Mutation g.1466A>G (p.
Q188R)" (Holton et al., 2001). Sie bewirkt einen nahezu vélligen Ausfall der D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (Fridovich-Keil & Jinks-Robertson, 1993;
Fridovich-Keil et al., 1995).

Aufgrund des Stoffwechselblocks kommt es zu einer Akkumulation von D-Galaktose
und Galaktose-1-Phosphat sowie zu einer gesteigerten Metabolisierung der D-
Galaktose zu D-Galaktitol und D-Galaktonat Gber die alternativen Stoffwechselwege
mit Akkumulation der potentiell toxischen Metaboliten.

An klassischer Galaktosamie erkrankte Neugeborene werden mit Beginn der
Milchflutterung symptomatisch. Der Krankheitsverlauf ist gekennzeichnet durch
Inappetenz, Diarrhoe, Erbrechen und in der Folge rapidem Gewichtsverlust. Die
Kinder zeigen ein toxisches Krankheitsbild mit stark gestorter Leberfunktion und
Ikterus sowie Nierenfunktionsstérungen bis hin zum Nierenversagen. In einigen
Fallen treten in der akuten Phase auch Hirnédeme auf. Bei der Uberwiegenden Zahl
der Patienten wird die Ausbildung von Katarakten bereits in den ersten Lebenstagen
beobachtet.

Laborchemisch lassen sich erhdohte Konzentrationen von D-Galaktose und D-
Galaktitol in Blut und Geweben sowie ein deutlich gesteigerter D-Galaktose-1-
Phosphat-Gehalt der Erythrozyten nachweisen. Die renale Exkretion von D-
Galaktose, D-Galaktitol und D-Galaktonat ist ebenfalls stark erhdht.

Als Ursache der Organschadigung wird die schnelle Akkumulation von D-Galaktose-
1-Phosphat und D-Galaktitol in der akuten Krankheitsphase diskutiert (Belman, 1986;
Holton et al., 2001). Die rasche Kataraktbildung wird auf die hohe Aldose-Reduktase-
Aktivitat (EC 1.1.1.21) in der Augenlinse und damit besonders stark ausgepragter

" Im Folgenden werden zur Bezeichnung der genetischen Varianten die abgeleiteten Veranderungen
auf genomischer DNA- und Proteinebene angegeben.



Akkumulation von D-Galaktitol zurlckgefihrt (van Heyningen, 1959). In
unbehandelten Fallen kann der Verlauf in der Akutphase tédlich enden (Belman et
al., 1986).

Aufgrund der raschen Entwicklung eines lebensbedrohlichen Krankheitsbildes ist
eine moglichst schnelle Diagnosestellung unerlasslich (Schweitzer, 1995). In
Deutschland wird daher bereits seit 1978 jedes Neugeborene innerhalb der ersten
funf Lebenstage im Rahmen des Neonatalscreenings auf das Vorliegen einer
Galaktosamie getestet. So kann im Falle einer Erkrankung schnellstmoglich mit der
Therapie begonnen werden. Diese besteht in einer lebenslangen, weitgehenden
Restriktion der exogenen Galaktose-Zufuhr.

Nach der Diagnosestellung erfolgt die Kontrolle der diatetischen Compliance und
Stoffwechseleinstellung aktuell Uber die Bestimmung des D-Galaktose-1-Phosphats
in den Erythrozyten, also uber ein Verfahren mit invasiver Probennahme. Kontrollen
sollen regelmalig, im ersten Lebensjahr alle 3 Monate, bis zum 14. Lebensjahr
halbjahrlich und anschlie3end jahrlich durchgefihrt werden (Walter et al., 1999).
Unter strenger Restriktion der exogenen Galaktose-Zufuhr lasst sich bei den
Patienten ein Abfall der D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in den Erythrozyten
beobachten. Aufgrund der betrachtlichen Menge endogen gebildeter Galaktose
bleiben die Werte jedoch im Vergleich zu Gesunden weiterhin erhoht.

Der Behandlungszielwert fur den D-Galaktose-1-Phosphat-Gehalt in den
Erythrozyten bei Patienten mit klassischer Galaktosamie liegt derzeit bei 150
pumol/Ley (Walter et al., 1999), im Vergleich dazu ist bei Gesunden der D-Galaktose-
1-Phosphat-Gehalt der Erythrozyten mit Werten von 0-12 pmol/Lgr, sehr gering (Shin,
1991; Hutchesson et al., 1999).

Unter diatetischer Therapie kommt es schnell zu einer Ruckbildung der initialen
Symptome.

Im weiteren Verlauf treten jedoch trotz Restriktion der exogenen Galaktose-Zufuhr,
also von der diatetischen Einstellung weitgehend unabhangig, langfristige
Komplikationen auf. Dabei hat auch der Zeitpunkt des Therapiebeginns keinen
Einfluss auf den langfristigen Verlauf der Erkrankung (Schweitzer-Krantz, 2003).

So zeigen die Patienten verschiedenste neurologische Symptome wie z.B. Ataxie
und Tremor sowie Einschrankungen psychomotorischer und kognitiver Fahigkeiten,
haufig in Form von Sprachstérungen und Rechenschwache (Waggoner, 1990;
Schweitzer et al., 1993).



Bei weiblichen Patientinnen kann es aus bisher noch ungeklarten Grinden zu einer
irreversiblen Schadigung der Ovarien bereits in utero kommen, so dass diese durch
einen hypergonadotropen Hypogonadismus auffallig werden und in der Regel primar
infertil sind (Kaufmann et al., 1981).

Im Vergleich zu den Patientinnen weisen mannliche Patienten keine gonadalen
Stoérungen auf (Kaufmann et al., 1981; Kaufmann et al., 1988).

Als Ursache fur die langfristigen, ernahrungsunabhangigen Komplikationen wurde
eine Autointoxikation mit Galaktose-Metaboliten aufgrund der betrachtlichen
endogenen Galaktose-Bildung bei den Patienten vermutet (Gitzelmann & Steinmann,
1984). Die bereits erwahnten in vivo Studien untermauern diese Annahmen
(Kamalanathan, 2005; Schadewaldt et al., 2004).

Trotz friher Initialisierung einer Diat und guter Stoffwechseleinstellung treten bei
einer Vielzahl der Patienten Langzeitkomplikationen auf. Daher werden, neben den
ublichen laborchemischen Kontrollen, spezielle Begleituntersuchungen an
Stoffwechselzentren zur Uberwachung der kérperlichen und geistigen Entwicklung
der Patienten gefordert (Schweitzer et al., 1993; Walter et al., 1999). So werden z.B.
Friherkennungsuntersuchungen zur Detektion von motorischen oder sprachlichen
Entwicklungsstorungen anhand standardisierter neurologischer Protokolle bei allen
Patienten empfohlen. Bei prapubertdren Madchen sollten zusatzlich hormonelle
Untersuchungen zur Fruherkennung eines hypergonadotropen Hypogonadismus

durchgefuhrt werden.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Als Alternative zum bisher gebrauchlichen Parameter flr die Beurteilung der
Stoffwechseleinstellung, dem D-Galaktose-1-Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten,
wird seit langerer Zeit die D-Galaktitol-Konzentration im Urin als moglicher Parameter
im Stoffwechsel-Monitoring bei klassischer Galaktosamie diskutiert (Roe et al., 1973;
Yamazaki et al., 1991; Berry et al., 1993; Hutchesson et al., 1999; Palmieri et al.,
1999; Walter et al., 1999; Schadewaldt et al., 2003).

Bisher fehlen jedoch systematische Untersuchungen zur Eignung des D-Galaktitols

als Stoffwechselkontrollparameter.



Daher war das Ziel dieser Arbeit zunachst die Charakterisierung der intraindividuellen
Variabilitat der D-Galaktitol-Ausscheidung im Urin von Patienten mit klassischer
Galaktosamie. Die intraindividuelle Variabilitdt wurde hinsichtlich einer moglichen
Alters- und Geschlechtsabhangigkeit untersucht und mit den Ergebnissen zum
konventionellen Stoffwechselkontrollparameter, dem D-Galaktose-1-Phosphat-Gehalt
in den Erythrozyten, verglichen.

Darauf aufbauend wurden altersabhangige Erwartungsbereiche fur die Konzentration

von D-Galaktitol im Urin fur Patienten mit guter Compliance erstellt.

2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Im Rahmen dieser Studie wurden zwei unterschiedliche Patientenkollektive mit
klassischer Galaktosamie untersucht.

Im ersten Studienabschnitt erfolgte zur Bestimmung der intraindividuellen Variabilitat
und Erstellung von altersabhangigen Referenzbereichen der Galaktitol-Ausscheidung
bei Patienten mit klassischer Galaktosamie zunachst eine kontrollierte
Probensammlung bei einer phanotypisch und genotypisch definierten Gruppe von
Patienten mit diatetisch gut eingestellter klassischer Galaktosamie.

AnschlieRend wurden zur Uberprifung der Anwendbarkeit der erstellten
Referenzbereiche im Rahmen des Routine-Stoffwechsel-Monitorings gewonnene
Zufallsurinproben einer zweiten Patientengruppe untersucht.

Die Patientengruppe der kontrollierten Probensammlung lieferte multiple Urinproben
Uber einen Zeitraum von ca. 6 Wochen (siehe Kapitel 2.3.1). Sie umfasste insgesamt
40 Patienten mit klassischer Galaktosamie. Weibliche und mannliche Patienten
waren dabei nach Alter gematched (weiblich n=21, mannlich n=19). Die
anthropometrischen Daten der Patienten sind in Tabelle 1 (siehe Kapitel 3.1)
zusammengefasst.

Grundlage fur die Aufnahme der Patienten in die Studie war das Vorliegen einer
diatetisch gut eingestellten klassischen Galaktosamie mit einer residualen GALT-

Aktivitat in den Erythrozyten von weniger als 2% der Norm (<0,5 pmol x h™ x gip™).



Neben den Angaben der Patienten und deren regelmaliger Teilnahme an
Stoffwechselkontrolluntersuchungen, wurde die individuelle diatetische Compliance
zu Beginn der Studie anhand der Bestimmung der D-Galaktose-1-Phosphat-
Konzentration in den Erythrozyten objektiviert.

Ausschlusskriterium fur die Teilnahme an der Studie war das Vorhandensein von
anderen akuten oder chronischen Erkrankungen. Weitere Teilnahmebedingung war
eine schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten oder deren Eltern zur
Freiwilligkeit der Teilnahme sowie zu Art und Umfang der Studie nach
entsprechender Aufklarung.

Das Untersuchungskollektiv im zweiten Studienabschnitt, die Monitoring-Gruppe,
umfasste 164 Patienten (Patientinnen n=85, Patienten n=79) mit klassischer
Galaktosamie. Da bei dieser Untersuchungsgruppe die Mitteilung einer extern
gesicherten klassischen Galaktosamie erfolgte, wurde auf eine Bestimmung der
GALT-Aktivitat verzichtet.

Die Patienten sandten Urin- und Blutproben lediglich zur Stoffwechselkontrolle mittels
Bestimmung des D-Galaktitols im Urin und des D-Galaktose-1-Phosphat-Gehalts in
den Erythrozyten ein. Eine Genotypisierung dieser Patienten wurde daher nicht
durchgeflhrt.

Aufgrund des individuell z.T. langen Beobachtungszeitraumes von bis zu sechs
Jahren konnen die anthropometrischen Daten dieser Gruppe nicht sinnvoll analog
zur ersten Untersuchungsgruppe dargestellt werden. Einzelheiten zur
molekularbiologischen und/oder biochemischen Charakterisierung der Patienten
folgen in Kapitel 3.1.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf gepruft und beflrwortet.
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Tabelle 1 Anthropometrische Daten der Patienten mit GALT-Mangel @

Patienten Weiblich Mannlich
(n=21) (n=19)

Alter 18.2+10.3 145+9.2

(J) (16.9; 4.9 — 35.4) (11.5; 2.9-37.7)

GroRe 146 + 24 148 + 27

(cm) (160; 98 — 170) (150; 98 — 191)

Gewicht 41 +£18 42 + 22

(kg) (45; 12 - 68) (34; 13 - 80)

@ Referenzkollektiv des ersten Studienabschnittes bei Studienbeginn

angeben sind Mittelwerte + SD sowie Median und Bereich in Klammern

2.2 Chemikalien und Enzyme

Falls nicht anders vermerkt, stammen alle Chemikalien in der hdchsten
Reinheitsstufe von Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

Die lonenaustauscherharze (Dowex 50WX8, H*-Form, 100-200 mesh und Dowex
1X8, CI' -Form, 200-400 mesh) wurden von Serva (Heidelberg) bezogen.

Die alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1, aus Kalbsdarm), pB-D-Galaktose-
Dehydrogenase (EC 1.1.1.48, aus Pseudomonas fluorescens), Hpa Il (aus
Haemophilus parainfluenzae, 10 U/uL), Ava Il (aus Anabeana variabilis, 5 U/uL) und
DNA-Langenstandard VIII (0.25 U/uL) wurden von Roche Diagnostics (Mannheim)
bezogen, die Tag-DNA-Polymerase (aus Thermus aquaticus, rekombinant, E.coli, 5
U/uL) von Qiagen (Hilden).

Die synthetischen Oligonukleotide waren von MWG-Biotech (Ebersberg). D-
Galaktose-1-Phosphat (Dikaliumsalz) und UDP-Glukose (Dinatriumsalz) wurden von
Sigma-Aldrich  (Taufkirchen) bezogen. UDP-[U-'"*C]Galaktose-1-Phosphat (11
Gbg/mmol) war von Biotrend (Kaoln).

D-[1-"®C]Galaktose (97% 1-°C; 3% natiirlich markiert) und D-[U-">Cg]Galaktose-
Standard (98.5% U-'Cg; 1% natiirlich markiert) kamen von Promochem (Wesel,
Deutschland).
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D-[U-"*C]Galaktitol war nicht kauflich zu erwerben und wurde, wie von Jakobs et al.
(1984) beschrieben, durch Reduktion von D-[U-">Cg]Galaktose mit NaBH, hergestellt.
Die Reinheit des Produkts wurde mittels GC-MS-Analyse Uberpruft. Die D-[U-
3Cg]Galaktitol-Praparation war rein (98.5% U-'3Cg) und enthielt weniger als 0.2%

nicht umgesetzte D-[U-">C¢]Galaktose.

2.3 Methoden

2.3.1 Probensammlung

Multiple Urinproben und Blutproben der kontrollierten Probensammlung

Im ersten Studienabschnitt wurden die an der Studie teilnehmenden 40 Patienten mit
klassischer Galaktosamie aufgefordert, jeweils 15 Nuchternurinproben zu sammeln.
Diese sollten in Abstanden von 2-3 Tagen nach einer Ubernachtfastenperiode von
mehr als 10 Stunden gewonnen und unmittelbar nach Probengewinnung bei -20°C
eingefroren werden.

Die Patientinnen sammelten im Mittel 15 + 1 Proben (Median 15; Bereich 14 - 17)
Uber einen Zeitraum von 42 + 11 (37; 26 - 66) Tagen in mittleren Intervallen von 3 + 1
(2; 1 - 24; 24 Einzelfall) Tagen. Die Patienten sammelten im Durchschnitt 15 + 1 (15;
15 - 16) Proben in einem Zeitraum von 39 £ 12 (39; 16 - 69) Tagen in Abstanden von
3+ 1(2;1-24; 24 Einzelfall) Tagen (bei den beiden Einzelfallen mit erheblichem
Abstand der Probensammlung handelt es sich um ein Geschwisterpaar).

Die Urinproben wurden nach Abschluss der Sammeldauer gefroren in Kihlboxen per
Eilversand mit einer Transportdauer von weniger als einem Tag zum
Stoffwechsellabor transportiert und dort bis zur Aufarbeitung bei -20°C aufbewahrt.
Insgesamt wurden 319 Proben von den weiblichen und 287 Proben von den
mannlichen Patienten eingesandt.

Wahrend der Phase der Nuchternurinprobensammlung wurde von jedem Patienten
zusatzlich eine EDTA-Blutprobe zur Analyse des Galaktose-1-Phosphat-Gehaltes in
den Erythrozyten und, falls bisher noch nicht erfolgt, zur Bestimmung der D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Aktivitat entnommen.

Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme zentrifugiert (5 min, 3500 x g,

4°C) um die Erythrozyten vom Plasma zu trennen. AnschlieBend wurden die
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Erythrozyten zweimal mit einem &quivalentem Volumen NaCl (0.154 mol/L)

gewaschen und die gepackten Erythrozyten bis zur Analyse bei -20°C tiefgefroren.

Einzelurinproben und Blutproben der Monitoring-Gruppe

Im zweiten Studienabschnitt wurden Zufallsurinproben im Rahmen des Routine-
Stoffwechsel-Monitorings von 164 Patienten (weiblich n=85, mannlich n=79) mit
klassischer Galaktosamie unter diatetischer Therapie (Monitoring-Gruppe)
gewonnen. Die Urinproben wurden im Stoffwechsellabor eingefroren und bis zur
Aufarbeitung bei -20°C aufbewahrt.

Insgesamt standen uns 503 Urinproben von Patienten mit klassischer Galaktosamie
zur Verfugung. Davon stammten 243 Proben von weiblichen und 260 von
mannlichen Patienten.

40 weibliche und 29 mannliche Patienten gaben jeweils eine Urinprobe ab. Bei 14
weiblichen und 15 mannlichen Patienten konnten zwei Zufallsurinproben gewonnen
werden. Bei 8 weiblichen und 6 mannlichen Patienten wurden jeweils drei Urinproben
gesammelt. 22 weibliche und 28 mannliche Patienten gaben vier bis zehn
Zufallsurinproben ab. Jeweils eine Patientin und ein Patient gaben mehr als zehn
Urinproben ab.

Der Zeitabstand zwischen den gesammelten Zufallsurinproben eines individuellen
Patienten war dabei sehr unterschiedlich und bei jungeren Patienten tendenziell
kirzer. Bei weiblichen Patienten mit >3 Proben lag das Intervall zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Proben im Mittel bei 0.6 + 0.5 (0.5; 0.1 - 3.3) Jahren, bei den
mannlichen Patienten mit >3 Proben lag es bei 0.7 + 0.6 (0.6; 0.1 - 3.6) Jahren. Der
mittlere Beobachtungszeitraum war variabel und lag bei Sammlung von funf oder
mehr Proben bei 4.0 + 1.1 (4.1; 1.6 - 6.3) Jahren.

Von 99% der Patienten, die Zufallsurinproben schickten, standen ebenfalls EDTA-
Blutproben aus dem Untersuchungszeitraum zur Verfligung. So wurden bei 475 der
insgesamt 503 Zufallsurinproben parallel EDTA-Blutproben gewonnen. Diese wurden
analog zu den Blutproben der Referenzgruppe nach der Entnahme vorbereitet und

bis zur Analyse bei -20°C tiefgefroren.
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2.3.2 Analytik der Galaktose-Metaboliten

In den Urinproben aller Patienten wurden die Konzentrationen von D-Galaktose, D-
Galaktitol und Kreatinin bestimmt.

Aus den Blutproben wurden die D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in den
Erythrozyten und bei den Proben der kontrollierten Probensammlung die GALT-

Aktivitat und der Genotyp bestimmit.

2.3.2.1 Probenvorbereitung und Extraktion

Urinproben

Zur quantitativen Bestimmung der Konzentrationen von D-Galaktitol und D-Galaktose
in den Urinproben wurde zunachst ein Testansatz aus 20 pyL Urin und 80 uL H,O
erstellt. Es wurden dann HCI (6 mol/L; 30 pL) und zur internen Standardisierung D-
[U-"3Cg]Galaktose (10 pmol/L; 20 pL) und D-[U-">Cg]Galaktitol (50 umol/L; 100 uL)
zugefugt. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung durch lonenaustausch-

Chromatographie (siehe Kapitel 2.3.2.2).

Blutproben

Zur Bestimmung der D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration der Blutproben wurden
gepackte Erythrozyten mit dem gleichen Volumen physiologischer NaCl-Lésung
(0.154 mol/L) suspendiert. 100 yL der Erythrozytensuspension wurden zur internen
Standardisierung mit D-[U-'*Cg]Galaktose (50 pmol/L; 100 pL) und D-[U-
3Ce]Galaktitol (50 pmol/L; 10 pL) versetzt und fiir eine Minute im Ultraschallbad
behandelt. Dann wurden 400 pL Tris/HCI Puffer (0.5 mol/L, pH 8.6) hinzugeflgt.
Durch funfminitiges Erhitzen im Wasserbad bei 95°C und anschliellende
Zentrifugation (10000 x g, 4°C, 5 min) wurde der Ansatz enteiweil3t. Zur Hydrolyse
des D-Galaktose-1-Phosphats wurden MgCl, (0.5 mmol/L) und alkalische
Phosphatase (90 kU/L) zu 500 uL des Uberstandes hinzugefligt und dann 2 Stunden
bei 25°C inkubiert. AnschlieRend wurden 500 uL des Inkubats mit 1 mL H,O
verdunnt und mit HCIO4 (30%, v:v; 150 pL) versetzt. Das ausgefallte Protein wurde
durch Zentrifugation (s.0.) entfernt. Der Uberstand (1.4 mL) wurde mit KHCO3 (2.5
mol/L; 250 uL) neutralisiert und KCIO4 durch Zentrifugation (s.0.) abgetrennt. Die
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weitere Reinigung erfolgte mittels lonenaustausch-Chromatographie (siehe Kapitel
2.3.2.2).

Zur Bestimmung der freien Galaktose wurden parallel Proben als Leerwert
mitgefiihrt, die mit 50 pL D-[U-'*Cg]Galaktose (50 pmol/L) versetzt und ohne

alkalische Phosphatase aufgearbeitet wurden.
2.3.2.2 Aufreinigung und Derivatisierung

Aufreinigung

Die weitere Aufreinigung der jeweiligen Extrakte aus Urin- und Blutproben erfolgte
mittels Anionen- und Kationenaustausch-Chromatographie. Dazu wurden die
Extrakte zunachst auf eine Dowex 1X8-Saule (200-400 mesh, Acetatform, 4 mL in
konischen Poly-Prep-Einmal-Chromatographiesaulchen, Fa. Bio-Rad, Mdunchen)
aufgetragen und mit 250 yL H,O nachgespult. Die Eluate wurden verworfen. D-
Galaktose und D-Galaktitol wurden anschlieRend mit 2 mL H,O eluiert. Dieses Eluat
wurde auf eine Dowex 50WX8-S&ule (100-200 mesh, H*-Form, 4 mL, Saule wie
oben) aufgetragen und das Eluat verworfen. Dann wurde wieder mit 2 mL H,O
eluiert. Von dem gewonnenen Eluat wurde ein Aliquot von 1 mL im Reactival (1 mL;

Pierce) bei Raumtemperatur im N2-Strom zur Trockene eingedampft.

Derivatisierung zur Bestimmung von Galaktose und Galaktitol

Zur Darstellung des Aldonitril-Pentaacetat-Derivats der Galaktose und des
peracetylierten Derivats des Galaktitols wurde der trockene Rickstand mit 50 pL
Hydroxylamin-Hydrochlorid (0.3 mol/L in Pyridin) versetzt und verschlossen fir 30
Minuten bei 90°C erhitzt. Nachdem die Proben wieder auf Raumtemperatur
abgekuhlt waren, wurde 50 pL Acetanhydrid zugeflugt und die Proben eine weitere
Stunde bei 90°C inkubiert. Nach Acetylierung von Galaktose und Galaktitol und
erneutem Abklhlen wurden die Proben im Nx-Strom eingetrocknet. AnschlielRend
wurde der trockene Ruckstand mit 200 uL n-Hexan extrahiert. Der Extrakt wurde in
einem konischen Mikroeinsatz (0.2 mL; Welabo, Dusseldorf) eingedampft. Der
Rickstand wurde in 50 pyL Ethylacetat gel6st. Diese Proben wurden nun zur GC-MS-

Analyse verwendet.
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2.3.2.3 GC-MS-Analyse

Die Analyse der Proben erfolgte in einem HP 6890 Gas-Chromatographen (Hewlett-
Packard, Waldbronn), ausgestattet mit einer DB-5 MS-Kapillarsaule (5%
Phenylmethylpolysiloxan; Lange 30 m; i.d. 0.25 mm; Filmdicke 0.25 pm; J&W
Scientific, Folrom, CA). Dieser war direkt an ein HP-MSD-Massenspektrometer
angeschlossen (Hewlett-Packard, Waldbronn). Helium diente als Tragergas (0.9 mL
x min™"). Die Temperatur des Injektors und dessen Verbindung zum Spektrometer
betrug 250°C. Es wurden jeweils 1.0 uL der Probe injiziert. Dabei wurde die
Kapillarsaule zunachst auf 125°C temperiert, nach 1.5 min wurde die Temperatur in
Schritten von 20°C pro min auf 190°C erhoht. Dann wurde die Temperatur mit 2.5°C
pro min auf 215°C erhoht und schlieBlich fur weitere 2 min auf 280°C angehoben.
Die massenspektrometrische Detektion wurde mittels positiver chemischer
lonisierung mit Methan als Reaktandgas durchgeflhrt. Die lonenquelle wurde bei
170°C und einem Druck von 60 mPa betrieben. Zum selektiven lonen-Monitoring der
[MH-60]"-lonen wurden die Intensitdten bei m/z 375, m/z 376 und m/z 381
gemessen. Das entsprach den chromatographischen Peaks von 1-'?C-, 1-"*C und U-
3Ce-markiertem Galaktitol. Die entsprechenden chromatographischen Peaks von 1-
12C-, 1-*C und U-"*Ce-markierter Galaktose wurden bei m/z 328, m/z 329 und m/z

334 registriert.
2.3.3 Aktivitat der Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase

Zur Bestimmung der GALT-Aktivitat in den Erythrozyten wurde die Methode nach
Shin (1991) modifiziert (Schadewaldt et al., 2003).
Das Prinzip des Nachweises beruht auf der Bildung von UDP-[U-"*C]Galaktose aus

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

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

Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte aus venés entnommenem EDTA-Blut.
Dieses wurde wie unter 2.3.2.1 beschrieben vorbereitet und aufbewahrt. Die

aufgetauten Proben wurden 1:4 mit H,O verdunnt. Je 50 yL des Hamolysats wurden
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fur 1 Minute bei 25°C in ein Ultraschallbad gegeben, anschliel’iend mit 50 uyL GALT-
Bestimmungspuffer versetzt und bei 32°C fir 40 Minuten inkubiert.

Der GALT-Bestimmungspuffer setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

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 mCi/L)
UDP-Glukose (2.5 mmol/L)

Die Proben wurden zur Beendigung der Reaktion 4 Minuten im Wasserbad gekocht
und nach dem Abkuhlen fir 5 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert. 70 pL des
Uberstandes wurden auf eine Dowex 1X8-Saule (200-400 mesh, CI'-Form, 0.3 mL in
Einmal-Filtersaulen; Mallinckrodt Baker, Griesheim) aufgetragen. Durch Waschen mit
3 mL HCI (25 mmol/L) wurde das nicht umgesetzte D-[U-'*C]Galaktose-1-Phosphat
entfernt. Die UDP-[U-'*C]Galaktose wurde mit 1.6 mL HCI (500 mmol/L) in
Szintillationsgefalle (20 mL, Zinsser, Frankfurt) eluiert. Schliel3lich wurde dem Eluat
Szintillationsflussigkeit (Quicksafe A; Zinsser, Frankfurt) im Verhaltnis 1:10 (v:v)
zugefugt und die Radioaktivitat in einem Flussigkeitsszintillationszahler (LS 6000;
Beckmann, Mdunchen) gemessen. Als Leerwert wurden Hamolysat-Proben
verwendet, die vor Zugabe des GALT-Bestimmungspuffers 4 Minuten im Wasserbad
gekocht wurden. Als Kontrollproben wurden die Hamolysate zweier gesunder
Erwachsener mitgeflhrt.

Die Enzymaktivitat berechnete sich nach folgender Formel:

—dpm, 100uL x Gal-1-P

mLeerwert) X 70” in50uL(0.25umol)

(dpm,

inProbe

A=

(APM50,1.GaLT - Bestimmungpugier X IMkubationszeit(h) x Hb (g in 12.5ul  Erys)

A: Enzymaktivitat in pmol/h pro g Hb

dpm: gemessene Radioaktivitat in Zerfalle pro min
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2.3.4 Sonstige Analyseverfahren

Hamoglobin-Bestimmung
Der Hamoglobingehalt in den Erythrozyten wurde mittels der Cyanmethamoglobin—

Methode auf einem Analysator (KX-21; Sysmex, Hamburg) bestimmt.

Kreatinin-Bestimmung
Die Bestimmung der Kreatinin-Konzentration im Urin erfolgte enzymatisch auf einem
Hitachi 912 Analyzer (Boehringer, Mannheim) (Wahlefeld & Siedel, 1985).

2.3.5 Genotypisierung

Zur Analyse der Mutationen wurde zunachst die genomische DNA aus EDTA-Blut
mittels QlAamp Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.
Anschlielend wurden die Exone 1 bis 11 des GALT-Gens mittels PCR amplifiziert
und die Mutationen durch direkte Sequenzierung (Yang et al., 2002) charakterisiert.
Die Analysen wurden in enger kollegialer Zusammenarbeit mit L. Kamalanathan
durchgefuihrt. Die verwendeten Verfahren sind ausfihrlich in  dessen

Inauguraldissertation beschrieben (Kamalanathan, 2005).

2.4 Auswertung und Statistik
2.4.1 Auswertung

Die Konzentrationen (Cnat pmol/L) von natlrlich markiertem D-Galaktitol und D-
Galaktose in den mit D-[U-">Cg]Galaktitol und D-[U-">Cg]Galaktose intern
standardisierten Urinproben wurden mit folgender Formel berechnet:

Cnat :{(Rnat XF; xASt XPSt)_[l_PSz)XASt]}x;

VPrube

Dabei steht Rpqt flr das Verhaltnis der lonen-Intensitatsraten (m/z 375)/ (m/z 381) in
den chromatographischen Galaktitol-Peaks, bzw. (m/z 328)/ (m/z 334) in den
chromatographischen Galaktose-Peaks. Fc (1.069 fur Galaktose und 1.071 far
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Galaktitol) wird als Korrekturfaktor in die Formel eingebracht, um die hohere
lonenintensitat von U-'>Cg-markierten Galaktose-Metaboliten im Vergleich zu
natiirlich markierten Formen auszugleichen. As; ist die Menge des U-">Cg-markierten
internen Standards (in nmol). Ps; ist der Anteil der U-">Cg-markierten Molekiile in den
Standards (0.985) und 1 — Pst der Anteil der natlrlich markierten Metaboliten, die
durch die markierten Standards zugefiugt wurden. Vpope ist das Probenvolumen (in
mL). Die Konzentration der Galaktose-Metaboliten im Urin wird im Weiteren immer
bezogen auf die Kreatinin-Konzentration angegeben.

Die Konzentration des Galaktose-1-Phosphats in den Erythrozyten wurde indirekt
nach enzymatischer Umwandlung in Galaktose ermittelt. Sie berechnet sich aus der
Differenz zwischen der Konzentration der totalen Galaktose (Summe aus freier
Galaktose und Galaktose-1-Phosphat) nach Behandlung mit alkalischer
Phosphatase und der Konzentration der freien Galaktose ohne Zusatz von

alkalischer Phosphatase.

2.4.2 Statistik

Soweit nicht anders vermerkt, werden alle Ergebnisse als Mittelwert (MW) +
Standardabweichung (SD) angegeben. Median und Bereich stehen in Klammern.
Korrelationen wurden mittels multipler linearer Regression (Methode der kleinsten
Fehlerquadrate) Uberpruft. Mittelwertdifferenzen wurden mit dem U-Test (Wilkoxon-
Mann-Whitney) auf ihre statistische Signifikanz geprift. Die intraindividuelle
Variabilitat der Galaktose- und Galaktitol-Ausscheidung (CVint) wurde nach folgender
Formel aus der Gesamtvariabilitat (Abbildungen 3 und 4) unter Bericksichtigung der
untersuchungsabhangigen Variabilitat (CV Galaktose, 7.1%; CV Galaktitol, 3.1%; CV

Kreatinin, 2.0%) berechnet.

CVi = \/CVTital - CVC?al/Galakﬁtol -CVvy

Kreatinin
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2.4.3 Modell der Galaktitol-Ausscheidung

Zur Erstellung eines provisorischen Nomogramms der Altersabhangigkeit der
Galaktitol-Ausscheidung im Nuchternurin bei diatetisch behandelten Patienten mit

klassischer Galaktosamie wurde ein einfaches Wachstumsraten-Modell gewanhlt.
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Abbildung 2 Modell der Altersabhangigkeit der Galaktitol-Ausscheidung im Urin

Es wurde ein einfaches Wachstumsratenmodell verwendet, das einen exponentiellen Abfall (1) der
Ausscheidungsrate wahrend der Kindheit bis zum Alter t und eine fortschreitende Verlangsamung (2)
des Abfalls wahrend der Adoleszenz bis zum Alter T (modelliert durch einen quadratischen Spline)
umfasst, und schliellich zu einer stabilen Ausscheidungsrate im Erwachsenenalter (3) fuhrt. Es
resultierte wie dargestellt eine stetige und differenzierbare Kurve. Schatzwerte fiir die Parameter a, b, t
und T wurden durch die Anpassung der experimentellen Daten an das Modell mittels linearer
Regressionsanalyse erhalten. Die Indizes f und m weisen auf die statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen weiblichen und méannlichen Teilnehmern hin.

Das Modell in Abbildung 2 umfasst einen exponentiellen Abfall der Galaktitol-
Ausscheidungsrate wahrend der Kindheit (<8 Jahre), eine fortschreitende
Verlangsamung des Abfalls wahrend der Adoleszenz und weist schlieBlich eine
stabile Ausscheidungsrate im Erwachsenenalter auf.

Fur die Berechnung wurden die logarithmierten Werte der Galaktitol-Ausscheidung
verwendet, um der Schiefe der Verteilung und der Altersabhangigkeit der

intraindividuellen Streuung Rechnung zu tragen:
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In[Galaktitoll,; = Rp + Fit(x) + €,

Galaktitol,; = i-te Messung am Patienten p
Ry = zufalliger Patienteneffekt R, ~N(0,0%nter) (random shift)
£, = intraindividuelle Variabilitit des Patienten €, ~N(0,0%nta)

Fit(x) war fUr die unterschiedlichen Phasen definiert als:

lineare Phase, x<8
a+bx
_ 2
Fit(x)= a+lb(x+T)+lu .
2 2 8-T Ubergangsphase, 8<x<T
a+ %b(S +7) konstante Phase, x=T

Hierbei stehen die Parameter a und b fur den Achsenabschnitt bzw. die Steigung der
linearen Phase. T ist der Zeitpunkt ab dem die konstante Phase erreicht ist.

Die Ubergangsphase wurde mit einem quadratischen Spline modelliert, so dass die
entstehende Kurve stetig und differenzierbar ist.

Zur Schatzung der Modellparameter wurde ein nicht-lineares gemischtes Modell
unter Nutzung nicht-linearer Regressionsanalyse (Methode der groften
Wahrscheinlichkeit) verwendet, um die durch SAS Routine NLMIXED gewonnenen
Daten anzupassen.

In einer ersten Berechnung stellte sich die Differenz der Schatzwerte fur die
Parameter a und b in der linearen Phase bei Mannern und Frauen als nicht
signifikant heraus. Daher wurde das Modell vereinfacht, in dem angenommen wurde,
dass der Achsenabschnitt und die Steigung in der linearen Phase bei Mannern und
Frauen gleich sind. Unter Benutzung der Schatzwerte und der o.g. Definitionen
wurden die prognostischen Wertebereiche fiur die Galaktitol-Ausscheidung

([Galaktitol]) zum Zeitpunkt x folgendermal3en berechnet:
[Galaktitol](q) = expFit(x)*exp(0.1639*u(q))

wobei u(q) das g-Quantil der Standardnormalverteilung ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Biochemisch-molekulargenetische Charakteristik der Patienten

Zur biochemischen Charakterisierung der Patienten wurden bei den Patienten der
Referenzgruppe mit kontrollierter Probensammlung die GALT-Aktivitdt und der D-
Galaktose-1-Phosphat—Gehalt in den Erythrozyten bestimmt.

Zur molekulargenetischen Charakterisierung erfolgte die Bestimmung des GALT-
Genotyps.

Bei den Patienten der Monitoring-Gruppe erfolgte lediglich die Bestimmung des D-

Galaktose-1-Phosphat—Gehalts in den Erythrozyten (siehe Kapitel 2.1).
3.1.1 Biochemische Charakterisierung

Die biochemischen Charakteristika der Patienten der Referenzgruppe sind in Tabelle
2 zusammengefasst.

In dieser Untersuchungsgruppe ergab sich fur die GALT-Aktivitat in den Erythrozyten
sowohl bei weiblichen als auch bei mannlichen Patienten ein Mittelwert von 0.2 £+ 0.1
(0.2; 0.1 = 0.3) ymol x h™ x g»™". Bei allen Patienten lag somit die residuale GALT-
Aktivitdat in  den Erythrozyten, den Teilnahmebedingungen an der Studie
entsprechend, unter 2% der Norm.

Die D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in den Erythrozyten betrug bei den
weiblichen Patienten im Mittel 124 + 39 (115; 73 — 236) pmol/Ley und bei den
mannlichen Patienten 121 £ 36 (118; 66 — 227) ymol/Lgy.

In der zweiten Untersuchungsgruppe betrug die mittlere D-Galaktose-1-Phosphat-
Konzentration in den Erythrozyten der weiblichen Patienten 128 + 44 (120; 38 - 460)
pumol/Ley und 132 + 56 (126; 51 - 597) uymol/Lgry bei den mannlichen Teilnehmern. D-
Galaktose-1-Phosphat-Werte in den Erythrozyten deutlich Uber dem oberen
Behandlungszielwert zeigten sich lediglich bei einer Patientin und vier Patienten, alle
in einem Alter von weniger als 8 Wochen.

Eine Bestimmung der GALT-Aktivitat erfolgte nicht (siehe Kapitel 2.1), jedoch lassen
diese Daten darauf schlieRen, dass alle im Rahmen des Stoffwechsel-Monitorings
eingesandten Urinproben von Patienten mit stark herabgesetzter D-Galaktose-1-

Phosphat-Uridyltransferase-Aktivitat stammen.
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Patient GALT-Aktivitat® Galaktose-1-Phosphat®
(umol x ™" x g™ (Umol/Len)

1 0.1 73

2 0.2 236
3 0.2 121
4 0.3 157
5 0.2 111
6 0.1 157
7 0.2 161
8 0.2 138
9 0.1 80
10 0.2 145
11 0.2 107
12 0.1 128
13 0.2 66
14 0.2 91

15 0.3 116
16 0.3 115
17 0.1 150
18 0.1 118
19 0.1 145
20 0.1 111
21 0.2 104
22 0.1 182
23 0.3 227
24 0.1 85
25 0.3 96
26 0.1 81

27 0.2 125
28 0.1 161
29 0.2 118
30 0.3 118
31 0.2 129
32 0.2 95
33 0.2 91

34 0.4 81

35 0.2 101
36 0.2 154
37 0.2 105
38 0.2 120
39 0.1 92
40 0.1 116

Patienten der kontrollierten Probensammlung
Normbereich: 23.8 + 3.8 umol x h™ x gy (Li et. al., 2010)
¢ Normbereich: 1.9 £ 0.5 pmol/Lg,, (Kamalanathan, 2005)
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3.1.2 Genotypisierung

Zur molekulargenetischen Charakterisierung der Patienten wurden bei allen
Patienten der Referenzgruppe die Genotypen bestimmt.

Insgesamt wurden 11 verschiedene Varianten des GALT-Gens und 12 verschiedene
Genotypen gefunden. In Tabelle 3 sind die genetischen Variationen und die daraus
resultierenden Anderungen im GALT-Protein der Patienten zusammengefasst. Dabei
wurden zur molekulargenetischen Charakterisierung die Bezeichnung der

abgeleiteten Veranderungen auf genomischer DNA- und Proteinebene angegeben.

Tabelle 3 Aquivalenztabelle fir die genetischen Varianten im GALT-Gen der Patienten®

Exon DNA-Ebene® Proteinebene® Aminosaure-Austausch
3 824 826delAAC N97del Aspartat - Tyrosin
4 974T>G F117C Phenylalanin - Cystein
5 1192C>T R148W Arginin - Tryptophan
5 1202T>C V151A Valin - Alanin
6 1466A>G Q188R Glutamin - Arginin
7 1649T>C L195P Leucin - Prolin
8 2145C>T R259W Arginin - Tryptophan
9 2328G>T K285N Lysin - Asparagin
10 2758C>A H319Q Histidin - Glutamin
10 2759G>A A320T Alanin - Threonin
11 3743T>C X380R Stop - Arginin

Patienten der kontrollierten Probensammlung

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

¢ Aus der genetischen Variante im GALT-Gen abgeleitete Anderung in der Primarsequenz der
GALT

Tabelle 4 =zeigt die Verteilung der genetischen Varianten im untersuchten
Patientenkollektiv. Die Mutation g.1466A>G (p.Q188R) ist mit 70% am haufigsten
vertreten. In 9% der untersuchten Allele wurde die Variante g.2328G>T (p.K285N)
gefunden, in 3% der Allele lag die Variante g.1649G>C (p.L195P) vor.

Andere Allele kamen mit einer Haufigkeit von bis zu 2.5% vor.
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Tabelle 4 Molekularbiologische Charakterisierung der Patienten®

Genetische Variante® Weiblich Mannlich
(n=21) (n=19)

Homozygot:

Q188R / Q188R 14 7

L195P / L195P 1 0

Compound Heterozygot:

Q188R / K285N
Q188R / AN97P
Q188R / R148W
Q188R / L195P

Q188R / R259W
Q188R / X380R
L195P / F117C

K285N / V151A

K285N / H319Q
H319Q / A320T

2~ O 2 20000 -~NDN
[ NN o T o JIES QR G G o JIC N |

Patienten der kontrollierten Probensammlung
Bezeichnung auf Proteinebene

3.2 Altersabhangigkeit der Galaktitol-Ausscheidung bei Galaktosamie

3.2.1 Schatzung der Referenzbereiche

Um zu prifen, ob D-Galaktitol im Urin fir das metabolische Monitoring bei
klassischer  Galaktosdmie verwendet werden kann, mussten zunachst
Referenzbereiche fur die D-Galaktitol-Ausscheidung bei Patienten mit klassischer
Galaktosamie abgeschatzt werden. Dazu wurden die Altersabhangigkeit und die
intraindividuelle ~ Variabilitdt der  D-Galaktitol-Ausscheidung in multiplen
Nuchternurinproben bei ausgewahlten weiblichen (n=21) und mannlichen (n=19)
Patienten im Alter von 4 - 37 Jahren untersucht (kontrollierte Probensammlung).

Die Patienten lieferten jeweils 15 Urinproben, gesammelt im Abstand von einigen
Tagen, um die intraindividuelle Variabilitat abzubilden. Die Proben wurden nach einer

Ubernachtfastenperiode gewonnen um erndhrungsbedingte Interferenzen zu
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vermeiden. Abbildung 3 gibt exemplarisch die Ergebnisse einer Patientin wieder,
Abbildung 4 die Ergebnisse aller Patienten und Patientinnen. In Tabelle 5 sind die D-
Galaktose- und D-Galaktitol-Konzentrationen der Nuchternurinproben, normiert auf

die Kreatinin-Konzentration, angegeben.
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Abbildung 3 Mehrwochiger Verlauf der Galaktose- und Galaktitol-Konzentration im
Nuchternurin einer Patientin (Alter 32 Jahre) mit klassischer Galaktosdmie und guter
diatetischer Compliance
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Abbildung 4 Galaktitol-Konzentrationen im Urin aller Patienten mit klassischer Galaktosamie
und guter diatetischer Compliance

Die aus den Analysen multipler Urinproben gewonnenen Daten eines individuellen Patienten der
kontrollierten Probensammlung sind dem Alter bei Studienbeginn zugeordnet in Saulen dargestellt.



Tabelle 5a Galaktose- und Galaktitol-Konzentration® im Nichternurin der Patientinnen

b
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Patientin Alter © Galaktitol Galaktose
(Jahre) (Mmol/mmol Krea) (umol/mmol Krea)
1 4.9 248 + 16 4+1
(250; 221 - 271) (4; 3-5)
2 5,6 259 + 25 61
(247; 228 - 299) (6;4-9)
3 5,8 226 £ 17 11 +£2
(222; 205 - 261) (11;9-17)
4 59 190 = 20 7 +1
(193; 136 - 215) (7;5-10)
5 7,9 179 + 16 9+4
(175; 150 - 207) (8;6-18)
6 9,6 221 £ 15 72
(224; 194 - 252) (7,5-12)
7 10,7 143 £ 13 6+1
(141; 127 - 181) (6;4-9)
8 10,7 195 + 12 5+0
(200; 167 - 210) (5;4-5)
9 12,6 107 7 8+2
(109; 86 - 113) (7,5-13)
10 15,3 147 £ 8 42
(146; 134 - 161) (4;1-6)
11 16,9 126 £ 17 4+1
(125; 98 - 154) (4;,3-7)
12 19,5 135+ 8 4+1
(132; 125 - 153) (4;2-5)
13 20,2 138 £ 13 5+1
(134; 120 - 166) (5;4-7)
14 23,7 10327 82
(103; 88 - 112) (8;5-11)
15 23,8 112+ 14 82
(112; 85 - 138) (7;,5-11)
16 28 147 £ 18 82
(148; 100 - 174) (8;5-12)
17 29,3 146 = 10 2+0
(145; 131 - 170) (3;1-3)
18 29,6 136 £ 15 2+1
(136; 112 - 167) (2;1-3)
19 32,9 130+ 9 62
(132; 107 - 141) (6;4-10)
20 33,6 153 = 21 62
(153; 105 - 189) (6;4-12)
21 35,4 131 = 21 31
(131; 99 - 171) (3;0-4)




Tabelle 5b Galaktose- und Galaktitol-Konzentration? im Niichternurin der Patienten

b
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Patient Alter © Galaktitol Galaktose
(Jahre) (umol/mmol Krea) (pmol/mmol Krea)

1 2,9 380 = 40 13+3
(381; 314 - 448) (13;9-21)

2 3,8 224 + 22 8+2
(233; 186 - 250) (8;6-13)

3 5,9 247 + 42 71
(238; 183 - 317) (7; 5-10)

4 7,8 217 £ 16 71
(216; 188 - 245) (7;6-12)

5 8,3 190 £ 13 5+1
(192; 163 - 207) (4; 3-6)

6 9 156 + 18 4+1
(156; 132 - 183) (4; 3-6)

7 10,5 185+ 17 71
(183; 155 - 220) (7;6-9)

8 10,6 179 £ 13 82
(179; 161 - 209) (7; 5-10)

9 11,3 163 £ 17 5+1
(165; 131 - 189) (5;4-7)

10 11,5 129+ 7 5+1
130; 113 - 139) (5;3-7)

11 12,7 140 £ 12 5+1
(138; 126 - 161) (5;4-7)

12 12,8 148 £ 13 4+1
(151; 124 - 166) (4; 3-6)

13 16,6 110+ 7 6+1
(108; 98 - 123) (5;4-7)

14 17,6 106 + 8 6+1
(107; 96 - 127) (6; 5-8)

15 19,2 125+ 10 30
(121; 111 - 144) (3;2-23)

16 20,5 131+ 18 5+2
(133; 101 - 156) (5;3-9)

17 25,5 88+8 3+1
(88; 74 - 99) (3;2-4)

18 31,6 118 £ 13 4+2
(114; 93 - 136) (4;2-9)

19 37,7 119+ 9 8+1
(116; 104 - 138) (7; 6 - 10)

Ergebnisse sind Mittelwerte £ SD mit Median und Wertebereich in Klammern
Patienten der kontrollierten Probensammlung

c

Alter bei Studienbeginn
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Die Auswertung der Urinproben aller 40 Teilnehmer zeigt mit mittleren D-Galaktitol-
Konzentrationen im Urin von mehr als 220 pmol/mmol Kreatinin im Alter von unter
sechs Jahren und weniger als 150 pymol/mmol Kreatinin im Alter von mehr als 20
Jahren eine deutliche Altersabhangigkeit der D-Galaktitol-Ausscheidung (siehe
Abbildung 4 und 7).

Zur Beurteilung der intraindividuellen Variabilitat der D-Galaktitol-Ausscheidung im
Urin wurden die Variationskoeffizienten (CV) der D-Galaktitol-Konzentration im Urin
der einzelnen Patienten berechnet. Der mittlere Variationskoeffizient aller weiblichen
Patienten betrug 8.3 + 3.2 (8.4; 4.3 - 15.5)%, der der Patienten war sehr ahnlich und
betrug 8.4 + 3.1 (7.7; 3.5 - 16.7)%. Es lag weder eine Geschlechts- noch eine
Altersabhangigkeit der intraindividuellen Variabilitat vor (siehe Abbildung 5).

Die interindividuelle Variabilitat war mit einem Variationskoeffizienten von 29% bei

weiblichen und 41% bei mannlichen Patienten jedoch vergleichsweise hoch.
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Abbildung 5 Variabilitdt der Galaktose-Metabolit-Konzentration im Urin bei Patienten mit
klassischer Galaktosamie und guter diatetischer Compliance

Die Koeffizienten der intraindividuellen Variabilitat der Galaktitol- und Galaktose-Konzentration im Urin
wurde aus den Daten aus Abbildung 6 und 7 unter Berlicksichtigung der untersuchungsabhangigen
Variabilitat der Galaktitol-, Galaktose- und Kreatinin-Bestimmung berechnet. Die Mittelwerte der
Variationskoeffizienten des Kollektivs flir die Galaktose- bzw. Galaktitol-Ausscheidung sind durch
gestrichelte bzw. gepunktete Linien dargestellt.
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Im Gegensatz zu der, im Vergleich zu Gesunden, betrachtlich erhéhten D-Galaktitol-
Konzentration im Urin lag die D-Galaktose-Konzentration im Urin der Patienten mit
klassischer Galaktosamie im normalen Wertebereich.

Verglichen mit der D-Galaktose-Konzentration im Urin, war die D-Galaktitol-
Konzentration im Urin bei den Patientinnen im Mittel um den Faktor 33 £ 17 (27; 14 -
71) héher, bei den Patienten um das 30 £ 8 (30; 16 - 47)-fache hdher.

Der altersabhangige Abfall der D-Galaktose-Ausscheidung war weniger stark
ausgepragt (siehe Abbildung 6) als der der D-Galaktitol-Ausscheidung.

Die intraindividuelle Variabilitat der D-Galaktose-Konzentration im Urin war deutlich
héher als die der D-Galaktitol-Konzentration im Urin. Die Variationskoeffizienten
lagen hier im Mittel bei 22 £+ 8 (20; 5 - 39)% bei den Patientinnen und bei 17 £ 8 (15;
6 - 38)% bei den Patienten (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 6 Galaktose-Ausscheidung im Urin bei Patienten mit klassischer Galaktosamie
und guter diatetischer Compliance

Die aus den Analysen multipler Urinproben gewonnenen Daten eines individuellen Patienten der
kontrollierten Probensammlung sind dem Alter bei Studienbeginn zugeordnet in Saulen abgebildet.



30

Die experimentellen Daten der D-Galaktitol-Ausscheidung wurden schlieRlich dazu
verwendet, ein vorlaufiges Nomogramm der Ausscheidungsraten von nlchternen
Patienten mit diatetisch behandelter klassischer Galaktosamie zu erstellen (siehe
Abbildung 7 und Kapitel 2.4.3)

Auf der Basis des Wachstumsraten-bezogenen Modells (siehe Abbildung 2) wurden
Schatzwerte der Parameter und asymptotische Standardfehler ermittelt, indem die
Daten dem Modell mittels nicht-linearer Regressionsanalyse angepasst wurden. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Die Differenz der Parameter a und b
bei mannlichen und weiblichen Patienten stellte sich als nicht signifikant heraus (p-
Wert 0.73 bzw. 0.88), daher wurden die entsprechenden Daten beider Geschlechter
zusammengefasst. Die Differenz der T-Werte war jedoch signifikant von Null
verschieden (p-Wert 0.0018). Aus den Schatzwerten wurden Perzentile von 1% bis
99%, ausgehend von der Normalverteilung, erstellt.

Unabhangig vom Geschlecht lasst sich hier ein exponentieller Abfall der D-Galaktitol-
Ausscheidung im Urin vom Kleinkind bis zum Jugendalter mit Ubergang in ein

konstantes Niveau im Erwachsenenalter feststellen (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7 Modellierung der Altersabhangigkeit der Galaktitol-Konzentration im Urin bei
Patienten mit klassischer Galaktosamie

Die Symbole stellen MittelwertetSD der Analysen multipler Urinproben der kontrollierten
Probensammlung dar (siehe Tabellen 1 und 5). Die gesammelten Daten wurden mittels einer
gemischten, nicht linearen Regressionsmodellanalyse (SAS routine NLMIXED; Methode der héchsten
Wahrscheinlichkeit) an das Wachstumsraten-bezogene Modell (Abbildung 2) angepasst. Die Zahlen
geben die Perzentile des Modells an.
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Tabelle 6: Modellerstellung der altersabhangigen Galaktitol-Ausscheidung bei Patienten mit
klassischer Galaktosamie

Parameter Schatzwert SE p-Wert

a® 5,949 0,099 < 0,0001
b @ -0,0843 0,0116 < 0,0001
Teivlich 17,4 1,7 < 0,0001
Trménniich” 21,1 2,3 < 0,0001
6inter © 0,0172 0,0040 0,0001
6%intra 0,0096 0,0006 < 0,0001

In der initialen In-linearen—Phase waren der Achsenabschnitt (a) und die Steigung (b) bei
mannlichen und weiblichen Patienten statistisch nicht signifikant unterschiedlich, daher
wurden die entsprechenden Daten beider Geschlechter zusammengefasst.

Die Parameter fiir den Beginn eine konstanten Galaktitol-Ausscheidung (im Modell &quivalent
zum Erwachsenenalter) war signifikant unterschiedlich bei mannlichen und weiblichen
Patienten (p < 0,002)

Inter- und intraindividuelle Varianz

3.2.2 Ergebnisse des Stoffwechsel-Monitorings

Nach Erstellung des vorlaufigen Nomogramms wurde mit der Routine-Bestimmung
der D-Galaktitol-Konzentration im Urin fur das Stoffwechsel-Monitoring bei Patienten
mit klassischer Galaktosamie begonnen.

Dafur standen Datensatze von weit mehr als je 200 Proben von mannlichen und
weiblichen Patienten zur Verfligung. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 auf dem
Hintergrund der Perzentile des vorlaufigen Nomogramms aus Abbildung 7
veranschaulicht.

Es wird deutlich, dass die Verteilung der hier gewonnenen Daten durch das Modell
zufriedenstellend beschrieben wird (siehe Tabelle 7). So liegen bei weiblichen und
mannlichen Patienten 53 bzw. 55% der gemessenen Galaktitol-Werte im Urin unter
der 50%-Perzentile und 88 bzw. 92% unter der 95%-Perzentile.
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Allerdings zeigte eine genauere Analyse der Haufigkeitsverteilung, dass sowohl bei
den weiblichen, als auch bei den mannlichen Patienten die Anzahl der Werte unter
der 1%-Perzentile und Uber der 99%-Perzentile grolRer als statistisch zu erwarten war
(siehe Tabelle 7).

Wahrend die Werte unter der 1%-Perzentile Uber das gesamte Altersspektrum
verteilt zu sein scheinen, scheinen die Werte Uber der 99%-Perzentile in jingeren
Altersgruppen gehauft aufzutreten (siehe Abbildung 8). Mdgliche Grinde fur diese
Ergebnisse werden in der Diskussion erortert.

In der Betrachtung der langerfristigen Entwicklung der Galaktitol-Ausscheidung eines
Patienten zeigt sich ein Verlauf entlang einer Perzentile, so dass von einer
weitgehenden Konstanz der Perzentilenwerte bei der Galaktitol-Ausscheidung bei
Patienten mit klassischer Galaktosdmie und guter diatetischer Compliance

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 8 Galaktitol-Konzentration in Zufalls-Urinproben von Patienten mit klassischer
Galaktosamie

Dargestellt sind die Ergebnisse der Analysen von Zufalls-Urinproben der Monitoring-Gruppe auf dem
Hintergrund der vorlaufigen Perzentilenkurven aus Abbildung 7. Es wurden 243 Proben von 85
weiblichen Patienten und 260 Proben von 79 mannlichen Patienten untersucht.
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Tabelle 7: Verteilung der Galaktitol-Konzentration in Zufalls-Urinproben von Patienten mit
klassischer Galaktosamie

Perzentile (%)? Anzahl der Proben unter der Perzentile
weiblich (n = 243)° mannlich (n = 260) °
1 12 (5)° 13 (5)
5 31 (13) 41 (16)
10 42 (17) 52 (20)
50 128 (53) 142 (55)
90 201 (83) 224 (86)
95 213 (88) 238 (92)
99 228 (94) 247 (95)

Bezogen auf die Perzentile aus dem vorlaufigen Nomogramm dargestellt in Abbildung 7
Gesamtzahl der analysierten Proben
Prozentualer Anteil an der Gesamtzahl angegeben in Klammern

3.2.3 Relation der Leitmetaboliten in Urin und Erythrozyten

Bei 99% der Patienten waren neben den Urinproben auch EDTA-Blutproben zur
Bestimmung des D-Galaktose-1-Phosphat-Gehalts in den Erythrozyten verflgbar.

In Abbildung 9 sind die D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentrationen in den
Erythrozyten der Patienten in Abhangigkeit vom Alter dargestelit.

Mit Ausnahme der ersten Lebenswochen, in denen eine diatetische Behandlung
initiiert wird, ist bei beiden Geschlechtern gleichermalen lediglich ein leichter Abfall
der D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentrationen in den Erythrozyten mit zunehmendem
Alter zu verzeichnen. Dies steht in deutlichem Kontrast zur ausgepragten
Altersabhangigkeit der D-Galaktitol-Konzentration im Urin.

Zur Beurteilung der intraindividuellen Variabilitdt der D-Galaktose-1-Phosphat-
Konzentration in den Erythrozyten der Patienten wurde der Variationskoeffizient von
Patienten, die mehr als acht Blutproben zur Analyse abgaben, berechnet. Der
mittlere Variationskoeffizient betrug 18 + 4 (18; 13 - 25)%. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 10 dargestellt.
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Im Vergleich zur D-Galaktitol-Konzentration im Urin weist die D-Galaktose-1-
Phosphat-Konzentration in den Erythrozyten somit eine signifikant hdhere
intraindividuelle Variabilitat auf.

In dem Kollektiv der 84 weiblichen und 78 mannlichen Patienten, die im Rahmen des
Stoffwechsel-Monitorings sowohl Urin- als auch Blutproben einsandten, zeigte sich
kein Uberzeugender Zusammenhang zwischen der D-Galaktitol-Ausscheidung im
Urin und dem D-Galaktose-1-Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten (siehe Abbildung
11). So war z.B. bei einer Korrelationsanalyse (lineare Korrelation) das
Bestimmheitsmal} im Bereich der D-Galaktitol-Ausscheidung unter 400 pmol/mmol
Kreatinin, der immerhin mehr als 90% der Probenpaare umfasst, bei den weiblichen
Patienten lediglich R? = 0.0817 (n=213) und bei den mannlichen Patienten R? =
0.1753 (n=227).
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Abbildung 9 Altersabhangigkeit des Galaktose-1-Phosphat-Gehaltes in den Erythrozyten
bei Patienten mit klassischer Galaktosamie

Dargestellt sind die Ergebnisse aus den Analysen der Blutproben der Monitoring-Gruppe. Es wurden
232 Proben von 84 weiblichen Patienten und 243 Proben von 78 mannlichen Patienten analysiert. Die
Proben wurden parallel zur Sammlung der Zufalls-Urinproben aus Abbildung 8 gewonnen.
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Abbildung 10 Intraindividuelle Variabilitat der Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in den
Erythrozyten bei Patienten mit klassischer Galaktosdmie

Die untersuchten Blutproben von drei weiblichen und drei mannlichen Patienten (Abgabe von min. 9
Blutproben) der Monitoring-Gruppe wurden parallel zur Abgabe der Urinproben in einem
Beobachtungszeitraum von ca. 4 Jahren gewonnen. Die weiblichen Patienten gaben 9, 9 und 16
Proben ab, die mannlichen 10,10 und 13 Proben. Die Ergebnisse sind mit individuell unterschiedlicher
Farbgebung fiir weibliche Patienten als Kreise dargestellt, die der mannlichen Patienten als Dreiecke.
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Abbildung 11 Verhaltnis der Galaktitol-Konzentration im Urin zum Galaktose-1-Phosphat-
Gehalt in den Erythrozyten bei Patienten mit klassischer Galaktosamie

Zum Vergleich wurden die Daten aus den Abbildungen 8 und 9 kombiniert. Es wurden 232 Proben
von 84 weiblichen und 243 Proben von 78 mannlichen Patienten verglichen.

Die eingefugten Linien sind Regressionskurven (linear, Methode der kleinsten Abweichungs-Quadrate,
Koeffizienten £ asymptotischer Standardfehler)

Durchgezogen: weiblich (y = 91 (x7) + 0.17 (£0.03)x, R? = 0.1440, Syx=41)

Gestrichelt: mannlich (y = 71 (+7) + 0.29 (+0.03)x, R* = 0.3153, Syx = 47)
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4 Diskussion

4.1 Referenzkollektiv und Referenzbereiche fir die Galaktitol-Ausscheidung

im Urin bei klassischer Galaktosamie

4.1.1 Referenzkollektiv

Zur Erstellung von Referenzbereichen der Galaktitol-Ausscheidung bei Patienten mit
klassischer Galaktosamie mit guter diatetischer Compliance wurde ein Kollektiv von
40 Patienten untersucht.

Bei Patienten mit klassischer Galaktosamie bleiben die biochemischen
Kontrollparameter, wie das Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten und das
Galaktitol im Urin, im Vergleich zu Gesunden selbst unter optimaler diatetischer
Einstellung signifikant erhoht (Roe et al., 1973; Schwarz, 1960; Walter et al., 1999;
Yamazaki et al., 1991). Daher konnten als Referenzkollektiv keine Gesunden
herangezogen werden.

Aufgrund der mit etwa 1000 Patienten (davon ca. 600 in der Galaktosamie Initiative
Deutschland e.V. engagiert) geringen Grofde des Patientenkollektivs in Deutschland
und der stringenten Einschlusskriterien flr die Teilnahme an der Studie konnte nur
ein relativ kleines Referenzkollektiv mit 40 Teilnehmern rekrutiert werden.

Da aus fruheren Untersuchungen eine Altersabhangigkeit der endogenen Galaktose-
Bildung und der Galaktitol-Ausscheidung im Urin bekannt war (Berry et al., 2004;
Hutchesson et al., 1999; Palmieri et al., 1999; Schadewaldt et al., 2003), wurden die
Patienten so ausgewahlt, dass ein moglichst breites Altersspektrum abgebildet
werden konnte.

Das untersuchte Referenzkollektiv war ein hinsichtlich der biochemischen
Charakteristik und metabolischen Einstellung der teilnehmenden Patienten
homogenes Kollektiv. Die residuale GALT-Aktivitat aller Patienten dieser Gruppe lag
unter 2% der Norm und spricht somit fur das Vorliegen einer klassischen
Galaktosamie und einen vergleichbar stark ausgepragten Stoffwechseldefekt bei
allen Patienten.

Durch personlichen Kontakt zu den teilnehmenden Patienten bzw. deren Eltern
konnte die hohe Compliance unserer Patienten und die Einhaltung der Ublichen

Ernahrungsgewohnheiten im Untersuchungszeitraum bestatigt werden. Zusatzlich
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wurde die Compliance der Patienten und lhre Stoffwechseleinstellung anhand des
Galaktose-1-Phosphat-Gehalts in den Erythrozyten objektiviert. Mit Galaktose-1-
Phosphat-Werten von 75 - 236 pmol/Lgy, zeigte sich hier die gute
Stoffwechseleinstellung der Patienten. Galaktose-1-Phosphat-Werte deutlich Uber
dem oberen Behandlungszielwert von 150 pmol/Lgy, traten lediglich bei einer
Patientin und einem Patienten auf.

Bei samtlichen Patienten dieser Untersuchungsgruppe erfolgte eine Genotypisierung.
Die haufigste genetische Variante war mit einer Allelhaufigkeit von 70% die Variante
g.1466A>G (p.Q188R), in 8% lag die Variante g.2328G>T (p.K285N) und in 3% die
Variante g.1649G>C (p.L195P) vor. Andere Mutationen kamen in der Regel zu unter
2.5% vor. Die Verteilung der im Referenzkollektiv gefundenen Genotypen entspricht
somit den in der Literatur fir das europaische Patientenkollektiv beschriebenen
Mutationshaufigkeiten (Leslie et al., 1992; Elsas et al., 1995; Holton et al., 2001).
Insgesamt ist das untersuchte Patientenkollektiv. somit bezuglich seiner
metabolischen Eigenschaften homogen und reprasentativ fir das deutsche

Gesamtkollektiv von Patienten mit klassischer Galaktosamie.

4.1.2 Modell fiir Referenzbereiche

Die Daten zur Galaktitol-Ausscheidung der Referenzgruppe wurden zur Erstellung
eines Nomogramms verwendet, das die Referenzbereiche der Galaktitol-
Ausscheidung von Patienten mit klassischer Galaktosamie in Form von
Perzentilenkurven darstellt. Das auf einem einfachen Wachstumsraten-Modell
basierende Nomogramm bertcksichtigt die geschlechtsspezifischen Unterschiede
und die Altersabhangigkeit der Galaktitol-Ausscheidung sowie die intraindividuelle
Variabilitat uber einen kurzen bis mittleren Untersuchungszeitraum von ca. sechs
Wochen.

Zur Beurteilung der Anwendbarkeit des Modells im Stoffwechsel-Monitoring von
Patienten wurden die Daten zur Galaktitol-Ausscheidung eines Monitoring-Kollektivs
herangezogen und ihre Ubereinstimmung mit den Referenzbereichen des Modells
Uberprift. Dazu standen Daten von 164 der ca. 1000 an Galaktosamie erkrankten
Patienten in Deutschland zur Verfigung. Dies reprasentiert ca. 15% der Patienten in

Deutschland. Einzige Voraussetzung fur die Aufnahme eines Patienten in das
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Monitoring-Kollektiv war das extern gesicherte Vorliegen einer klassischen
Galaktosamie.

Es zeigte sich hier eine groRe Koharenz der im Stoffwechsel-Monitoring gewonnenen
Daten mit dem Referenz-Modell. Bei beiden Geschlechtern traten jedoch Werte unter
der 1%-Perzentile und Uber der 99%-Perzentile haufiger als statistisch erwartet auf.
Ursachlich hierfir kdénnten geringfigige differentielle Unterschiede der residualen
GALT-AKktivitat sein, die in der Enzymaktivitatsanalyse nicht detektierbar sind, jedoch
in vivo von pathophysiologischer Relevanz sein konnten.

Die Werte unter der 1%-Perzentile treten Uber das gesamte Altersspektrum verteilt
auf. Dies kdnnte durch die auliergewohnlich restriktive Stoffwechseleinstellung dieser
Patienten in der Monitoring-Gruppe erklart werden.

Im Gegensatz dazu treten die Werte Uber der 99%-Perzentile in jungeren
Altersgruppen gehauft auf. Eine Erklarung dafir koénnte, neben individuellen
metabolischen Eigenschaften der betroffenen Patienten, eine in jungeren
Altersgruppen noch nicht optimale diatetische Einstellung der einzelnen Patienten
sein. Mdglicherweise kann auch eine, aufgrund weniger verfugbarer Datenpunkte im
jungen Kindesalter, schwachere Definition des jlingeren Altersbereichs im
Referenzkollektiv ursachlich fur diese Beobachtung sein. So wurden 26% der Proben
des Monitoring-Kollektivs von Patienten im Alter von unter vier Jahren gewonnen,
wahrend im Referenzkollektiv lediglich 5% der Proben aus dieser Altersgruppe
stammten.

Insgesamt jedoch wird auch das Monitoring-Kollektiv gut durch das erstellte Modell
beschrieben. Dies lasst darauf schlieRen, dass das Modell im Stoffwechsel-
Monitoring des Gesamtkollektivs anwendbar ist und zeigt zusatzlich, dass das
Patientenkollektiv in Deutschland analog zur definierten Referenz-Gruppe insgesamt
ein metabolisch gut eingestelltes Kollektiv ist. Dafur spricht auch die allgemeine
Situation der Galaktosamie-Patienten in Deutschland.

Die Mehrzahl der Patienten mit klassischer Galaktosamie (ca. 600 der etwa 1000
Patienten in Deutschland) ist aktiv in die Galaktosamie Initiative Deutschland e.V.
eingebunden und durch ein flachendeckendes Netz an Stoffwechselzentren
engmaschig betreut. Neben einem intensiven Informationsaustausch und standiger
Fortbildung der Patienten Uber ihre Erkrankung fuhrt das Engagement der Patienten
zu einer hohen Compliance bei der diatetischen Einstellung und zur regelmafldigen

Teilnahme an den Kontrolluntersuchungen.
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4.2 Biochemisches Monitoring bei klassischer Galaktosamie

4.2.1 Galaktitol im Urin

Aus der Literatur waren bereits eine Altersabhangigkeit der Galaktitol-Ausscheidung
bei Patienten mit klassischer Galaktosamie sowie eine im Vergleich zu Gesunden
persistierend erhdhte Galaktitol-Ausscheidung unter guter diatetischer Einstellung
bekannt (Roe et al., 1973; Schadewaldt et al., 2003; Stollwerck, 2009; Yamazaki et
al.,, 1991). Unsere Untersuchungen bestatigen diese Befunde und beschreiben
dariber hinausgehend den zunachst exponentiellen Abfall der Galaktitol-
Ausscheidung und anschlieBenden Ubergang in eine stabile Phase mit
zunehmendem Alter unabhangig vom Geschlecht. Darauf aufbauend konnten
erstmals altersabhangige Referenzbereiche der Galaktitol-Ausscheidung erstellt
werden.

Zur Etablierung der Referenzbereiche der Galaktitol-Ausscheidung wurden von den
einzelnen Patienten Nuchternurinproben Uber einen Zeitraum von ca. sechs Wochen
analysiert, um neben der Altersabhangigkeit auch die intraindividuelle Variabilitat
Uber kurze bis mittlere Zeitrdume zu untersuchen.

Im Rahmen des Stoffwechsel-Monitorings konnten erganzend Individualverlaufe und
somit auch die intraindividuelle Variabilitat Uber einen langeren Zeitraum von
mehreren Jahren beobachtet werden.

Um die intraindividuelle Variabilitdt der Galaktitol-Ausscheidung moglichst
unabhangig von ernahrungsbedingten Interferenzen untersuchen zu kénnen wurde
vorausgesetzt, dass die Proben des Referenzkollektivs nach einer Ubernachtfasten-
Periode gewonnen wurden und alle Patienten wahrend des
Untersuchungszeitraumes ihre gewohnte Diat unverandert beibehielten. Dies konnte
Uber einen engmaschigen personlichen Kontakt zu den Patienten Uberprift werden.
Im Falle auffalliger Galaktitol-Werte im Urin erfolgte eine unmittelbare Ricksprache
mit den Patienten Uber mdgliche diatetische oder situative Besonderheiten vor der
Probennahme. Somit kann die hier ermittelte intraindividuelle Variabilitat als
weitgehend unabhangig von extrinsischen Faktoren gelten. Als ursachlich fur die
intraindividuelle Variabilitat mussen also intrinsische Faktoren und hier, neben
individuellen metabolischen Eigenheiten, in erster Linie die endogene Galaktose-

Bildung betrachtet werden.
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In dem Referenzkollektiv war die intraindividuelle Variabilitdt mit einem mittleren
Variationskoeffizienten von 8.3% bei Patientinnen und 8.4% bei Patienten deutlich
geringer als bisher in der Literatur von Hutchesson et al. (1999) beschrieben. In
dieser Studie wurde ein geschlechtstbergreifender Variationskoeffizient von 37%
ermittelt, jedoch wurden im Gegensatz zu unseren Untersuchungen Zufalls-
Urinproben analysiert, so dass hier die hdhere intraindividuelle Variabilitat
wahrscheinlich auf Effekte der zufalligen Probengewinnung zurtckzufuhren ist.
Daher scheint fur das metabolische Monitoring eine praprandiale Probenahme zur
Bestimmung der Galaktitol-Ausscheidung sinnvoller.

Die interindividuelle Variabilitat der Galaktitol-Ausscheidung im Referenzkollektiv war
mit Variationskoeffizienten von 29% bei den Patientinnen und 41% bei den Patienten
betrachtlich. Diese Beobachtung stimmt mit frGheren Untersuchungen uberein
(Hutchesson et al., 1999). Aufgrund dessen scheint ein interindividueller Vergleich
der Stoffwechseleinstellung anhand der Galaktitol-Ausscheidung im Urin ebenfalls
nicht sinnvoll.

Im Stoffwechsel-Monitoring konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung der
Galaktitol-Ausscheidung eines individuellen Patienten weitgehend entlang seiner
Perzentile verlauft. Dies ermoglicht es, Zielwerte der Galaktitol-Ausscheidung fur
einzelne Patienten festzulegen, anhand derer ihre individuellen
Stoffwechseleinstellungen im Langzeitverlauf eingeschatzt werden konnen.

Galaktitol im Urin kann demnach unter diesen Bedingungen ein geeigneter
Monitoring-Parameter  fir die Beurteilung einer individuellen Gesamt-
Stoffwechselsituation und der metabolischen Einstellung eines Patienten Uber einen
langeren Zeitraum sein.

Da in dieser Studie Nuchternurinproben von diatetisch gut eingestellten Patienten
untersucht wurden, konnen aus dieser Untersuchung keine ernahrungsbedingten
Effekte auf die Galaktitol-Ausscheidung beurteilt werden. Zur Klarung der Frage, ob
Galaktitol im Urin ein geeigneter Parameter zur Uberwachung speziell der
diatetischen Compliance sein kann, sind weitere Studien erforderlich.

Nach eigenen Untersuchungen an einem begrenzten Kollektiv von Patienten mit
klassischer Galaktosamie und guter diatetischer Compliance (n=6) betragt die taglich
im Rahmen der normalen Diat aufgenommene Galaktose-Menge unter 2 mg/kg
(Schadewaldt et al., 2009, unveroffentlichte Daten). Der Einfluss

ernahrungsbedingter Faktoren auf die Galaktitol-Ausscheidung unter daruber
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hinausgehender exogener Galaktose-Zufuhr musste in langfristigen
Belastungsstudien experimentell untersucht werden.

Bisherige Studien zu diesem Thema zeigen, dass eine akute exogene Galaktose-
Belastung dosisabhéngig zu einer kurzfristigen Erhdhung der Galaktitol-
Ausscheidung fuhrt (Berry et al., 1993; Palmieri et al., 1999; Roe et al., 1973; Wehrli
et al., 1997; Yamazaki et al., 1991). So hatten einmalige hohe Gaben (1.25 g/kg) von
Galaktose eine signifikante Erhdhung der Galaktitol-Ausscheidung zur Folge. Das
alte Niveau wurde nach mehr als zehn Tagen wieder erreicht. Demgegenuber fiel die
kurzfristig erhdhte Galaktitol-Ausscheidung nach einmaliger geringerer Galaktose-
Gabe (0.15 g/kg) schneller, namlich innerhalb von 24 Stunden, auf den
Ausgangswert (Yamazaki et al., 1991). In den ersten zwei Stunden nach oraler
Galaktose-Belastung von 350 mg/kg wurden bereits 95% des vermehrt
ausgeschiedenen Galaktitols im Urin gefunden (Sitzmann et al., 1977).

Bezluglich des Effektes einer langerfristig erhdhten Galaktose-Zufuhr sind
unterschiedliche Ergebnisse publiziert, wobei in allen diesen Studien mit bis zu drei
Patienten sehr kleine und somit wenig reprasentative Kollektive untersucht wurden.
Eine hohe Galaktose-Supplementation von bis zu 30 g/d Uber finf Tage fuhrte zu
einer signifikant erhohten Galaktitol-Ausscheidung (Roe et al., 1973). Eine
langfristige moderate Galaktose-Supplementation von 200 mg/d flihrte nach drei
Wochen ebenfalls zu einer signifikanten Erhdhung des Galaktitols im Urin (Berry et
al.,, 1993). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten in einer anderen Studie
nach Gabe von ansteigenden Wochendosen von zunachst 200 mg/d und schlie3lich
600 mg/d Uber insgesamt sechs Wochen keine signifikante Veranderung der
Galaktitol-Ausscheidung beobachtet werden (Bosch et al., 2004). Die Grunde fur
diese unterschiedlichen Studienergebnisse sind unbekannt.

Neben diesen Belastungsstudien konnte in Galaktose-Umsatzstudien gezeigt
werden, dass Galaktitol im Urin nicht direkt aus exogen zugefihrter, markierter
Galaktose stammt, sondern aus endogenen Quellen freigesetzt wird (Kamalanathan,
2005; Schadewaldt et al., 2004). Ob dies ein Widerspruch zu den Ergebnissen der
Belastungsstudien ist oder auf die im Vergleich zu den Belastungsstudien geringe
Applikation von Galaktose in den Galaktose-Umsatzstudien zuruckzufuhren ist, bleibt
unklar.

Diese Befunde lassen vermuten, dass Galaktitol im Urin geeignet sein kdnnte, eine

dauerhaft erhdhte Galaktose-Zufuhr insgesamt anzuzeigen, wahrend einmalige
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Diatfehler aufgrund der raschen Normalisierung der Galaktitol-Ausscheidung der
Detektion entgehen kénnen. Ob das Galaktitol im Urin nach wiederholten Diatfehlern
kumuliert und somit Uber periodische Messungen eine nachlassige Diatfuhrung
anzeigen kann, bleibt noch unklar. Dies musste in einem grof3eren Patientenkollektiv
Uberpruft werden.

Ebenso misste in Umsatzstudien mit hoherer Galaktose-Zufuhr Uberprift werden,
welchen Einfluss eine exogene Galaktose-Zufuhr auf die endogene Galaktitol-
Bildung und -Ausscheidung hat und ob es bei einer erhdhten exogenen Galaktose-
Zufuhr zu einer Bildung von Galaktitol aus exogen zugeflhrter Galaktose kommt.
Unbekannt bleibt auch weiterhin, ob eine Korrelation zwischen dem Galaktitol im Urin
und einer potentiellen Organschadigung besteht. Dies in Belastungsstudien naher zu
untersuchen erscheint jedoch ethisch bedenklich.

Zusammenfassend liegen derzeit nur unzureichende Daten zur Beurteilung der
langfristigen Effekte einer erhdhten exogenen Galaktose-Zufuhr auf die Galaktitol-
Ausscheidung vor.

Ebenso existieren weder fur das Galaktitol im Urin noch fur das derzeit als
Monitoring-Parameter verwendete Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten
gesicherte  Daten zur Beurteilung der Unbedenklichkeit oder des

Gefahrdungspotentials der beobachteten Metabolit-Spiegel.

4.2.2 Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten

Seit 1960 ist das Galaktose-1-Phosphat als Stoffwechselkontrollparameter bei
Galaktosamie-Patienten etabliert (Schwarz et al., 1960).

In Deutschland gilt fur alle Patienten einheitlich ein Galaktose-1-Phosphat-Wert von
150 ymol/Lgry als oberer Behandlungszielwert, wobei von einem zelltoxischen Wert
des Galaktose-1-Phosphats erst bei ca. 550 pmol/Lgy ausgegangen werden muss
(Schwarz et al., 1960). In der Literatur findet sich nicht sicher begrindet, woran sich
der obere Behandlungszielwert orientiert. So scheint dieser Wert in gewissem Sinne
relativ willkurlich gesetzt und aus der Beobachtung der unter optimaler Diat
erreichbaren Galaktose-1-Phosphat-Werte bei Galaktosamie-Patienten

hervorgegangen zu sein.
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Auch unter optimaler diatetischer Einstellung bleibt das Galaktose-1-Phosphat in den
Erythrozyten im Vergleich zu Gesunden erhéht (Holton et al., 2001).

Im Gegensatz zur Galaktitol-Ausscheidung im Urin findet sich bei dem Galaktose-1-
Phosphat in den Erythrozyten nach einem initialen Abfall bei Beginn der Diat eine
weit weniger ausgepragte Altersabhangigkeit. Dies lasst darauf schlieRen, dass der
Galaktose-1-Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten nicht in dem Malie parallel zur
endogenen Galaktose-Synthese verlauft wie das Galaktitol im Urin. Dies wiederum
lieBRe vermuten, dass das Galaktose-1-Phosphat, weil unabhangiger von der
individuellen endogenen Galaktose-Bildung, ein geeigneter Parameter zur
Beurteilung der exogenen Galaktose-Zufuhr, also der diatetischen Compliance sein
konnte.

In Studien konnte eine kurzfristige Erhohung des Galaktose-1-Phosphats in den
Erythrozyten nach hoher exogener Galaktose-Belastung von einmalig 2 g
nachgewiesen werden (Donnell et al., 1963). Andererseits zeigten sich weder bei
einer dauerhaften moderaten Galaktose-Belastung von taglich 200 mg Uber einen
Zeitraum von drei Wochen noch bei ansteigenden Tagesdosen von anfanglich 200
mg taglich bis zu 600 mg taglich Uber einen Zeitraum von sechs Wochen messbare
Effekte auf den Galaktose-1-Phosphat-Gehalt der Erythrozyten (Berry et al., 1993;
Bosch et al., 2004).

Stoffwechselumsatz-Studien konnten eine '*C-Anreicherung des Galaktose-1-
Phosphats nach Infusion von '*C-markierter Galaktose nachweisen, jedoch nur in
Einzelfallen konnte auch eine signifikante Erhéhung des gesamten Galaktose-1-
Phosphats festgestellt werden (Kamalanathan, 2005; Schadewaldt et al., 2004).
Nach einer oralen Galaktose-Belastung fallen die Galaktose-1-Phosphat-Werte
innerhalb von 24 Stunden auf ihr altes Niveau (Walter et al., 1999), daher scheint
dieser Parameter ungeeignet fir das Langzeit-Monitoring der diatetischen
Einstellung.

Auch beim Galaktose-1-Phosphat fehlen Aussagen zur Korrelation von
Metabolitkonzentrationen und dem Beginn einer Organschadigung. So bleibt unklar,
ob und in welchem Mal3e erhdhte Galaktose-1-Phosphat-Gehalte in den Erythrozyten
mit Organschadigungen korrelieren und welche exogen zugefuhrten Galaktose-
Mengen zu einer Schadigung fuhren konnten. (Schweitzer et al., 1993; Waggoner et
al., 1990).
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Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten, wie es derzeit in der klinischen Routine
verwendet wird, kann nur als eine Art Absicherung verstanden werden. Solange
Patienten Werte im Behandlungszielbereich aufweisen, kann eine schadigende
exogene Galaktose-Zufuhr als unwahrscheinlich gelten. Bei dauerhafter Erhéhung
der Galaktose-1-Phosphat-Werte kann eine Uberlastung des metabolischen Systems
drohen, es muss dann die Empfehlung zur Kontrolle der Diat ausgesprochen werden,
bevor letztlich organschadigende Bereiche erreicht werden.

Derzeit wird ein Galaktose-1-Phosphat-Zielwert fir alle Patienten verwendet. Sowonhl
altersabhangige als auch individuell unterschiedliche metabolische Toleranzen von
exogen zugeflhrter Galaktose bleiben hier unbericksichtigt. Zur sinnvolleren
Bewertung des Galaktose-1-Phosphats scheint die Einfuhrung von altersabhangigen
Galaktose-1-Phosphat-Zielwerten wiinschenswert.

Da aus Studien bekannt ist, dass die intraindividuelle Variabilitdt des Galaktose-1-
Phosphat mit einem Variationskoeffizienten von 36% hoch und das Verhaltnis der
intraindividuellen zur interindividuellen Variabilitdt mit einem Variationskoeffizienten
von 61% niedrig ist, scheinen Einzelmessungen zur Beurteilung der
Stoffwechseleinstellung genauso ungeeignet wie Vergleiche eines Individuums mit
den Referenzwerten der Gesamtpopulation (Hutchesson et al., 1999). Wie auch fur
das Galaktitol im Urin sollte eine individuelle Langzeitbetrachtung dieses Monitoring-

Parameters erfolgen.

4.2.3 Differentielle Betrachtung der Monitoring-Parameter

Mittels linearer Regressionsanalyse konnte aus unseren Daten keine Korrelation
zwischen der Galaktitol-Ausscheidung im Urin und dem Galaktose-1-Phosphat in den
Erythrozyten gefunden werden. Frihere Studien bestatigen diese Beobachtung
(Hutchesson et al., 1999; Jakobs et al., 1995).

Das und die Tatsache, dass die beiden Parameter in unterschiedlichen
Stoffwechselkompartimenten Gber verschiedene Stoffwechselwege entstehen, lassen
darauf schlieRen, dass diese zwei Galaktose-Metaboliten unterschiedliche Aspekte
des Galaktose-Stoffwechsels widerspiegeln.

Bei Patienten hat eine exogene Galaktose-Zufuhr zunachst Auswirkungen im Blut-

Leber-Kompartiment. Im Blutplasma kommt es zu einem Anstieg der freien
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Galaktose, in der Folge wird in den Erythrozyten nach Aufnahme der freien
Galaktose vermehrt Galaktose-1-Phosphat, sowie in geringen Ausmal} auch
Galaktitol und Galaktonat gebildet. Schlie3lich erfolgt im hepatischen Gewebe der

oxidative Abbau der aufgenommenen Galaktose.
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Ausscheidung Oxidativer Abbau

Abbildung 12 Schematische Darstellung der unterschiedlichen Stoffwechselwege endogen
gebildeter und exogen zugefliihrter Galaktose

Endogen in den extrahepatischen Geweben gebildete Galaktose wird zu ca. 25% in Form freier
Galaktose und nach Metabolisierung Uber die alternativen Stoffwechselwege zu 10% in Form von
Galaktitol und Galaktonat an das Blutplasma abgegeben. Galaktitol und Galaktonat werden renal
eliminiert. Exogen zugefihrte Galaktose fihrt in erster Linie zu einem Anstieg der freien Galaktose im
Plasma und konsekutiv zu einer vermehrten Aufnahme in die Erythrozyten und vermehrter Bildung
von Galaktose-1-Phosphat. In der Leber erfolgt der oxidative Abbau der freien Galakiose. Bei
Auslastung der Leberkapazitat zum Abbau von Galaktose kommt es zu einer Aufnahme der Galaktose
in die extrahepatischen Gewebe (dargestellt durch den gestrichelten Pfeil) und in der Folge
gesteigerter Metabolisierung zu Galaktitol und Galaktonat.
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Demgegenulber entsteht das renal ausgeschieden Galaktitol aus endogen gebildeter
Galaktose in den extrahepatischen Geweben Uber die alternativen
Stoffwechselwege.

Der Grolteil der in den extrahepatischen Geweben endogen gebildeten Galaktose
wird noch vor Ort oxidativ abgebaut. Etwa 25% der gebildeten Galaktose werden als
freie Galaktose an das Plasma abgegeben und schliel3lich hepatisch abgebaut. Ca.
10% der endogen entstandenen Galaktose werden in Form von Galaktitol und
Galaktonat an das Plasma abgegeben und schliel3lich renal eliminiert (Schadewaldt
et al., 2004).

Vorstellbar ware also, dass eine erhdhte exogene Galaktose-Belastung des
Organismus an erster Stelle das Blut- und Lebersystem beeinflusst und es daher
zunachst zu einem Anstieg der Galaktose-Metaboliten, wie Galaktose, Galaktitol,
Galaktonat und Galaktose-1-Phosphat im Blut kommt. Daflr sprechen auch die
Ergebnisse der Studie bei Patienten mit einer Duarte-Variante (Ficicioglu et al.,
2010). Hier konnte eine signifikante Korrelation der exogenen Galaktose-Zufuhr im
Rahmen der normalen Erndhrung mit den Galaktose-Metaboliten Galaktose-1-
Phosphat, Galaktitol und Galaktonat in den Erythrozyten ermittelt werden. Wobei
diese fur Galaktitol und Galaktonat starker war als fur Galaktose-1-Phosphat. Im
Gegensatz dazu zeigte sich keine Korrelation der exogenen Galaktose-Zufuhr mit
den Galaktose-Metaboliten in Plasma und Urin.

Bei Patienten mit klassischer Galaktosamie unter diatetischer Therapie kommt es
nicht zur ungehinderten Akkumulation der Galaktose-Metaboliten, sondern zur
Ausbildung eines steady-state der Galaktose-Metaboliten in den einzelnen
Stoffwechselkompartimenten. Dies lasst darauf schlieRen, dass auch bei Patienten
mit Galaktosamie metabolische Kapazitaten zum Abbau der Galaktose vorhanden
sind.

Stoffwechsel-Umsatzstudien konnten zeigen, dass bei Patienten mit klassischer
Galaktosamie exogen zugefuhrte Galaktose oxidativ abgebaut werden kann, jedoch
in weit geringerem Ausmal bzw. deutlich langsamer als dies bei Gesunden der Fall
ist. So wurden nach exogener Zufuhr von 7 mg/kg Galaktose bei den Patienten in
den ersten funf Stunden zunachst nur ca. 4% der Galaktose oxidativ abgebaut (Berry
et al., 1995). Allerdings zeigte sich, dass nach 24 Stunden etwa 60% der zugefuhrten
Galaktose oxidativ abgebaut worden waren, wahrend dies bei Gesunden in einem

Funftel der Zeit erfolgte (Berry et al.,, 2004). Dies ist zum einen auf die residuale
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Aktivitat der Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase, zum anderen aber auch auf die
in geringem Umfang mogliche direkte Oxidation Uber die Bildung von Galaktonat
zuruckzufuhren.

Wahrend die Parameter im Blut, vor allem das Galaktose-1-Phosphat in den
Erythrozyten, somit unmittelbar auf eine exogene Galaktose-Zufuhr ansprechen,
reagiert die Galaktitol-Ausscheidung offenbar erst verzdgert auf eine Galaktose-
Belastung des Organismus.

Erst wenn die metabolischen Kapazitaten von Blut und Leber zur Aufnahme und
Verstoffwechselung von exogener Galaktose gesattigt sind, reagieren die
extrahepatischen Gewebe auf die Galaktose-Belastung mit einer Galaktose-
Aufnahme, einer erhdhten Bildung von Galaktitol und, in geringerem Umfang, von
Galaktonat, Abgabe der Metaboliten an das Plasma und konsekutiv erhdhter
Ausscheidung im Urin.

Madglicherweise geben zukinftig Befunde bei Patienten mit einer Duarte-Variante der
Galaktosamie Anhaltspunkte flr weitere Untersuchungen, um die Rolle der
unterschiedlichen Stoffwechselwege und Metaboliten besser zu verstehen.

Diese phanotypisch gesunden Patienten weisen eine residuale Galaktose-1-
Phosphat-Uridyltransferase-Aktivitat von etwa 25% auf. Im Gegensatz zu Patienten
mit klassischer Galaktosamie liegen die Galaktose-1-Phosphat-Werte bei allen
Patienten mit einer Duarte-Variante im normalen Bereich. Bei einem Teil dieser
Patienten liegen die Galaktose-Metaboliten der alternativen Stoffwechselwege, also
Galaktitol und Galaktonat, in den Erythrozyten ebenfalls im normalen Wertebereich.
Ein anderer Teil der Patienten zeigt jedoch analog zu Patienten mit klassischer
Galaktosamie eine erhohte Konzentration von Galaktitol und Galaktonat in den
Erythrozyten. Bemerkenswerterweise konnte keine Korrelation der erhdhten
Galaktose-Metaboliten in den Erythrozyten mit den Metabolit-Spiegeln im Plasma
ermittelt werden. Die Ursachen fur diese Befunde sind unklar, kénnten letztlich aber
auf unterschiedlichen erythrozytaren Eigenschaften der beiden Patientengruppen
beruhen.

Bei diesen Patienten ist, anders als bei Patienten mit klassischer Galaktosamie, die
Galaktonat-Konzentration in den Erythrozyten hoher als die Galaktitol-Konzentration
und sogar hoher als die Galaktonat-Konzentration bei Patienten mit klassischer
Galaktosamie (Ficicioglu et al., 2005). Die Galaktitol-Galaktonat-Ratio ist bei

Gesunden und Patienten mit einer Duarte-Varianten kleiner Eins, wahrend sie bei
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Patienten mit klassischer Galaktosamie grofer Eins ist. Die Griunde dafur sind
ebenfalls noch unklar und missten in Zukunft ndher untersucht werden.

Betrachtet man die renale Ausscheidung der Galaktose-Metaboliten, so zeigt sich bei
Patienten mit einer Duarte-Variante im Vergleich zu Gesunden eine zweifach hdhere
Galaktonat-Ausscheidung, wahrend die Galaktitol-Ausscheidung jedoch im normalen
Referenzbereich lag (Yager et al., 2006). Dabei konnte keine Korrelation der
Metabolit-Spiegel im Urin zur exogenen Galaktose-Zufuhr festgestellt werden
(Ficicioglu et al., 2010). Moglicherweise jedoch konnte die Relation der Galaktose-
Metaboliten im Urin zueinander ein Parameter sein, der durch eine exogene
Galaktose-Zufuhr deutlicher beeinflusst wird, als die individuelle Rate der Metabolit-
Ausscheidung. Dies musste zukunftig in Belastungsstudien untersucht werden.

Auch bei diesen Patienten konnte weder eine Korrelation des Galaktose-1-
Phosphats in den Erythrozyten zu dem Galaktitol im Urin, noch eine Korrelation
beider Parameter zum klinischen Outcome der Patienten, die allesamt phanotypisch
gesund sind, gefunden werden.

Bei Patienten mit einer Duarte-Variante wurde aber eine signifikante Relation der
exogenen Galaktose-Zufuhr zu dem Galaktitol und Galaktonat in den Erythrozyten
ermittelt. Die Ursachen flur diese Beobachtung sind unklar (Ficicioglu et al., 2010).
Eine Ubertragbarkeit dieser Befunde auf Patienten mit klassischer Galaktosamie und
eine mogliche Eignung dieser Parameter im Stoffwechsel-Monitoring in Zukunft

genauer untersucht werden sollte.

Insgesamt betrachtet haben beide Parameter, das Galaktose-1-Phosphat in den
Erythrozyten und das Galaktitol im Urin, einen eigenen Stellenwert im Stoffwechsel-
Monitoring bei Patienten mit klassischer Galaktosamie.

Das Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten scheint eher ein sensitiver Parameter
fur eine akute hohe Galaktose-Belastung des Blut-Leber-Systems zu sein.

Im Sinne eines Fruhwarnsystems kann ein steigender Galaktose-1-Phosphat-Gehalt
der Erythrozyten eine exogene Belastung des Organismus anzeigen, wobei aber
unklar bleibt wie grold der Spielraum zu einer drohenden Organschadigung ist.

Das Galaktitol im Urin spiegelt vielmehr die Stoffwechselsituation in den
extrahepatischen Geweben wieder. Nach Ausschopfung der metabolischen
Kapazitat des Blut-Leber-Systems kann eine steigende Galaktitol-Ausscheidung eine

zunehmende Belastung der extrahepatischen Gewebe und damit eine dauerhafte
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Uberlastung des steady-state des Galaktose-Metabolismus anzeigen. Galaktitol im
Urin kann somit der Beurteilung der gesamten Galaktose-Homobostase eines

Organismus dienen.

4.3 Schlussfolgerung

Zusammenfassend lasst sich aus den bisherigen Untersuchungen nicht endgultig
beantworten, ob einer der beiden betrachteten biochemischen Parameter besser zur
Beurteilung der Stoffwechselsituation eines Patienten geeignet ist.

Aufgrund der Nicht-Korrelation der beiden Metaboliten kann der bisherige Monitoring-
Parameter Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten nicht durch das Galaktitol im
Urin ersetzt werden.

Da sie vermutlich unterschiedliche Stoffwechsel-Aspekte widerspiegeln, erganzen
sich die beiden Parameter im Stoffwechsel-Monitoring und legen eine gemeinsame
Betrachtung im Routine-Monitoring von Galaktosamie-Patienten nahe.

In Zukunft mussten weitere Belastungsstudien erfolgen, um die Effekte einer
langfristig erhdhten exogenen Galaktose-Zufuhr auf beide Parameter naher zu
charakterisieren.

Die in dieser Untersuchung erstellten Referenzwerte der Galaktitol-Ausscheidung
kénnen die betreuenden Arzte bei der Beurteilung der Galaktitol-Ausscheidung ihrer
Patienten unterstlitzen und einer langfristigen Verlaufsbeurteilung der Stoffwechsel-
Situation der Patienten dienen.

FUir eine sinnvollere Beurteilung der Galaktose-1-Phosphat-Werte in den
Erythrozyten waren die Etablierung altersabhangiger Zielwerte und eine
individuellere Betrachtung der Galaktose-1-Phosphat-Werte im Langzeitverlauf
wunschenswert.

Ob die wiederholte Messung anderer Galaktose-Metaboliten wie z.B. Galaktitol in
Erythrozyten oder Plasma erganzende Informationen zur Stoffwechsel-Situation
liefern kdnnen, bleibt derzeit noch unbeantwortet und musste in weiteren Studien
untersucht werden.

Unabhangig von ihrer Eignung als Stoffwechselmonitoring-Parameter konnte in
Studien gezeigt werden, dass keiner der moglichen Monitoring-Parameter mit dem

Auftreten oder dem Ausmal} von langfristigen Komplikationen korreliert (Schweitzer
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et al., 1993). Anhand der biochemischen Kontrollparameter ist daher eine Prognose

des langfristigen klinischen Outcomes der Patienten nicht moglich.
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Zusammenfassung

Charakteristik der renalen Galaktitol-Ausscheidung
bei Patienten mit klassischer Galaktosamie

Miriam Woffler

Fragestellung: Ziel der Arbeit war, die renale Galaktitol-Ausscheidung bei Patienten
mit klassischer Galaktosamie im Hinblick auf eine mogliche Eignung als
Stoffwechselmonitoring-Parameter systematisch zu untersuchen und mit dem
konventionellen Stoffwechselmonitoring-Parameter, dem Galaktose-1-Phosphat in
den Erythrozyten zu vergleichen. Dazu sollte eine Charakterisierung der
intraindividuellen Variabilitdt und Erstellung von altersabhangigen Referenzwerten
erfolgen.

Methodik: Zur Bestimmung der intraindividuellen Variabilitat und Erstellung von
altersabhangigen Referenzbereichen fur die Galaktitol-Ausscheidung im Urin wurden
von einem molekularbiologisch und biochemisch homogenem Referenzkollektiv von
40 Patienten mit klassischer Galaktosamie und guter diatetischer Einstellung
Nuchternurinproben Uber einen Zeitraum von ca. sechs Wochen gesammelt und
darin die  Konzentration des  Galaktitols mit dem  Stabilisotopen-
Verdlinnungsverfahren gaschromatographisch-massenspektrometrisch bestimmt.
Anhand eines einfachen Wachstumsraten-Modells wurde aus den Ergebnissen ein
Nomogramm der altersabhangigen Galaktitol-Ausscheidung erstellt. Zur Beurteilung
der Anwendbarkeit des Modells wurden in einem Monitoring-Kollektiv 503
Nuchternurinproben von 164 Patienten hinsichtlich ihrer Galaktitol-Konzentration
analysiert und die Koharenz der Daten mit dem Modell Uberprift.

Ergebnisse: Die Galaktitol-Ausscheidung im Urin des Referenzkollektivs zeigte eine
geschlechtsunabhangige Altersabhangigkeit mit einem zunachst exponentiellen
Abfall wahrend der Kindheit, einer fortschreitenden Verlangsamung des Abfalls
wahrend der Adoleszenz und schliellich einer stabilen Ausscheidungsrate im
Erwachsenenalter.

Zur Beurteilung der intraindividuellen Variabilitdt der Galaktitol-Ausscheidung wurden
die Variationskoeffizienten berechnet, bei weiblichen Patienten betrug er 8.3 + 3.2 %
und bei mannlichen Patienten 8.4 £ 3.1%. Die intraindividuelle Variabilitat war alters-
und geschlechtsunabhangig.

Die Verteilung der Daten des Stoffwechsel-Monitorings wurde gut durch das Modell
beschrieben. Dies zeigt die Anwendbarkeit des Modells im Gesamtkollektiv der
Patienten.

Es konnte keine Korrelation der Galaktitol-Ausscheidung mit dem Galaktose-1-
Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten ermittelt werden.

Interpretation: Bei Patienten mit klassischer Galaktosamie sind Galaktitol im Urin
und Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten sind nicht miteinander korreliert und
scheinen unterschiedliche Aspekte des Galaktose-Stoffwechsels widerzuspiegeln,
daher kann der eine den anderen Parameter im Stoffwechsel-Monitoring nicht
ersetzen, sondern sie sollten gemeinsam betrachtet werden. Die erstellten
altersabhangigen Referenzwerte der Galaktitol-Ausscheidung ermoglichen es, die
individuelle Gesamt-Stoffwechselsituation der Patienten im Langzeitverlauf zu
beurteilen und individuelle Zielwerte fur die Galaktitol-Ausscheidung festzulegen.
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