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1 Galaktose-Stoffwechsel und Galaktosamie

1.1 Galaktose-Stoffwechsel

Zucker, oder Kohlenhydrate gehdren zu den wichtigsten Biomolekilen. Die
mengenmallig bedeutendsten Monosaccharide in der Ernahrung sind D-Glukose und
D-Galaktose. Sie dienen im menschlichen Organismus hauptsachlich als
Energielieferanten und - in Form von Glykogen - als Energiespeicher.

D-Galaktose ist das C-4 Epimer der D-Glukose, und wird vor allem mit Milch und
Milchprodukten in Form des Disaccharids Laktose (B-D-Galaktopyranosyl-(1,4)-D-
glukopyranose; s. Abb. 1.1) aufgenommen. Kuhmilch z.B. enthalt pro 100 g etwa 2.4
g, Muttermilch ca. 3.5 g D-Galaktose (Hanus et al., 1992; Kunz et al., 1999).

Abb. 1 Strukturformel der Laktose

In vielen Getreide- und Gemiuse-Sorten sowie Frichten, aber auch in Fleisch,
kommt, neben freier D-Galaktose, auch glykosidisch gebundene D-Galaktose vor
(Acosta & Gross, 1995). Die Bindung der D-Galaktose kann a-1,6- (z.B. in
Raffinose), p-1,3- oder p-1,4-glykosidisch (z.B. in Glykolipiden und
Glykoproteinen) sein (Berry et al., 1993).

Die mit der Nahrung aufgenommene Laktose wird durch das Enzym -
Galaktosidase (Laktase, EC. 3.2.1.23), das auf der Oberflache der Mikrovilli im
Dunndarm lokalisiert ist, gespalten. Die freigesetzte D-Galaktose wird dann im
Dunndarm Uber einen Natrium-gekoppelten Monosaccharid-Transporter, SGLT1

(sodium glucose transporter 1), resorbiert (Shirazi-Beechey, 1995; Ferraris &



Diamond, 1997). AnschlielRend wird die D-Galaktose vor allem in der Leber weiter
verstoffwechselt.
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Abb.2: Schematische Darstellung des D-Galaktose-Stoffwechsels.
Enzyme: 1: Galaktokinase, 2: Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase
3: UDP-Galaktose-4-Epimerase, 4: Galaktose-Pyrophosphorylase
5: Phosphatase, 6: Glukose-Pyrophosphorylase
7: Glykogen-Synthase, 8; Glykogen-Phosphorylase
9: Phosphogluco-Mutase, 10: Aldose-Reduktase
11: Galaktose-Oxidase/-dehydrogenase



Der Abbau freier D-Galaktose erfolgt beim Menschen vor allem Uber den
sogenannten Leloir-Stoffwechselweg (Leloir, 1951; vgl. Abb. 2). Hierbei wird die D-
Galaktose zunachst durch das Enzym Galaktokinase (GALK; EC 2.7.1.6) unter ATP-
Verbrauch zu D-Galaktose-1-Phosphat phosphoryliert. D-Galaktose-1-Phosphat wird
durch die D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (GALT; EC 2.7.7.12) mit UDP-
Glukose zu D-Glukose-1-Phosphat und UDP-Galaktose umgesetzt. Alternativ kann
die UDP-Galaktose auch aus D-Galaktose-1-Phosphat durch Umsatz mit UTP
entstehen. Diese Reaktion wird durch die UDP-Galaktose-Pyrophosphorylase
katalysiert (Isselbacher, 1957). Die Kapazitat dieses Weges ist beim Menschen
jedoch auflerst gering. Der Haupt-Eliminationsweg der D-Galaktose ist die
Einschleusung in den Stoffwechsel der D-Glukose. Dazu wird die UDP-Galaktose mit
Hilfe der UDP-Galaktose-4-Epimerase (GALE; EC 5.1.3.2) reversibel zu UDP-
Glukose epimerisiert. UDP-Glukose kann entweder durch die UDP-Glukose-
Pyrophosphorylase (EC 2.7.7.9) zu D-Glukose-1-Phosphat umgewandelt oder aber -
im Sinne eines Metabolit-Cyclings - wieder als Substrat fir die GALT-Reaktion
eingesetzt werden. Es gibt Hinweise daftr, dass die UDP-Glukose auch direkt fir die
Glykogen-Synthese in der Reaktion der Glykogen-Synthase (EC 2.4.1.11) verwendet
werden kann (Landau, 2001; Hellerstein et al., 1995). Das D-Glukose-1-Phosphat
wird schlief3lich in der Phosphogluco-Mutase-Reaktion (EC 5.4.2.2) in D-Glukose-6-

Phosphat umgewandelt und letzteres im Rahmen der Glykolyse weiter abgebaut.

Alternative Stoffwechselwege

Neben dem Leloir-Stoffwechselweg existieren noch alternative Stoffwechselwege. D-
Galaktose kann einerseits mit NADH als Coenzym durch das Enzym Aldose-
Reduktase (EC 1.1.1.21) zu D-Galaktitol reduziert werden (Heyman & Kinoshita,
1965; Heyman et al., 1966) und andererseits mit NAD" durch D-Galaktose-
Dehydrogenase (EC 1.1.1.48) oxidativ zu D-Galaktonat umgewandelt werden
(Rancour et al., 1979; Cuatrecasas & Segal, 1966). D-Galaktitol wird im
menschlichen Korper nicht weiter metabolisiert und kann nur durch die Nieren
eliminiert werden (Weinstein & Segal, 1968). Demgegenuber kann D-Galaktonat
entweder renal ausgeschieden oder Uber p-Ketogalaktonat weiter zu CO, und D-

Xylulose abgebaut und letzteres schlie3lich im Pentosephosphatzyklus verwertet



werden. Allerdings durfte dieser Abbauweg beim Menschen nur von sehr

untergeordneter Bedeutung sein (Holton et al., 2001).

Nukleotidaktivierte D-Galaktose (UDP-Galaktose) kann zur Galaktosylierung von
Proteinen oder Lipiden bei der Synthese von Glykoproteinen und Glykolipiden
verwendet werden. Dazu wird die UDP-D-Galaktose Uber den UDP-Galaktose-
Transporters (UGT) in das Lumen des Golgi-Apparats transportiert (Sprong et al.,
2003) und dann die Galaktosyleinheit der UDP-D-Galaktose vor allem durch das
Enzym B-1,4-Galaktosyltransferase (EC 2.4.1.22) auf N- bzw. O-glykosidisch
gebundenen Oligosaccharidkette tbertragen (Guo et al., 2001).

Zum Abbau werden die Glykokonjugate letztlich in die Lysosomen aufgenommen
und D-Galaktose hydrolytisch durch B-Galaktosidase (EC 3.2.1.23) aus den
Oligosaccharid-Ketten freigesetzt (Durand & Seta, 2000). Auf diese Weise kann
also endogen freie D-Galaktose entstehen und nachfolgend zu D-Galaktose-1-
Phosphat, D-Galaktitol oder auch D-Galaktonat, umgewandelt werden.

1.2 Klassische Galaktosamie

Bei Galaktosamie ist aufgrund eines autosomal rezessiv vererbbaren Mangels an

Enzymaktivitat der Abbau von D-Galaktose Uber den Leloir-Stoffwechselweg gestort.

Die haufigste und schwerste Form der Galaktosdmie ist ein praktisch vollstandiges
Fehlen an Aktivitat der D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (GALT). Diese
Erkrankung ist in Bevolkerungen kaukasischer Herkunft mit einer Inzidenz von ca.
1:40 000 die haufigste und die Kklinisch schwerste Form der Galaktosamie. Sie wird
auch als klassische Form der Galaktosamie bezeichnet. Dagegen treten der
Galaktokinase-Mangel (Inzidenz etwa 1:350 000) und der UDP-D-Galaktose-4-
Epimerase-Mangel (Inzidenz etwa 1:150 000) sehr viel seltener auf und die
Krankheitszeichen sind milder als bei der klassischen Galaktosamie (Holton et al.,
2001). Da sich diese Arbeit hauptsachlich mit dem GALT-Mangel beschaftigt, wird

auf diesen im folgenden ausfuhrlicher eingegangen. Bezuglich einer Darstellung der



beiden anderen Formen der Galaktosamie sei auf den Ubersichtsartikel von Holton et

al. (2001) verwiesen.

GALT-Mangel (MIM 230400; OMIM™ 2004)

Biochemie und Klinik

Weltweit tritt die klassische Form der Galaktosamie mit einer Inzidenz von etwa 1:70
000 auf. Die Haufigkeit ist regional sehr unterschiedlich. Die Inzidenz betragt z.B.
1:30 000 in einigen Staaten der USA, 1:96 000 in Norwegen, 1:81 000 in Schweden,
1:44 000 in England und 1:23 000 in Irland. In der Bundesrepublik Deutschland liegt
die Inzidenz bei ca. 1:40 000 (Inoue et al., 1990; Schweitzer, 1995; Holton et al.,
2001)

Bei Patienten mit einem angeborenen Mangel an D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltrasferase ist die residuale GALT-Aktivitat in den Erythrozyten und in anderen
Geweben typischerweise auf unter 1 % der Norm reduziert. Dadurch kommt es bei
Neugeborenen unter Milchflitterung zu einer Akkumulation von D-Galaktose und
auch von D-Galaktose-1-Phosphat und D-Galaktitol, potentiell toxischen D-Galaktose-
Metaboliten. Z.B. finden sich im Plasma von Neugeborenen mit GALT-Mangel D-
Galaktose-Konzentrationen von 10 - 20 umol/L gegenuber einem Normwert von <
0.15 pmol/L, sowie D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentrationen in den Erythrozyten,
die mit 5 - 20 mmol/Lgsc auf das 100- bis 200fache der Norm erhoht sind (Segal &
Berry, 1995). Unklar ist die Auswirkung der Stérung auf den UDP-D-Galaktose-
Gehalt. In den Erythrozyten von Patienten wurde sowohl ein Mangel an UDP-D-
Galaktose gefunden (Shin et al, 1985; Ng et al, 1989) als auch normale

Konzentrationen dieses Metaboliten festgestellt (Gibson et al., 1993; Kirkman, 1995).

Neugeborene mit klassischer Galaktosamie, die mit (Mutter-)Milch ernéhrt werden,
entwickeln  innerhalb  weniger Tage schwere Krankheitssymptome mit
Gewichtsabnahme und haufigem Erbrechen. Es entsteht ein toxisches Krankheitsbild
mit schwer gestorter Leberfunktion (Nadler et al., 1969; Roschlau, 1969), gestorter

Nieren(teil)funktion und Kataraktbildung. Bei unbehandelten Patienten kann die



Ausbildung einer hepatischen Enzephalopathie mit anschlieendem Koma zum Tode
fuhren (Belman et al., 1986). Die zur Zeit einzig verfugbare Therapie besteht in einer
lebenslangen strikt laktosefreien und galaktosearmen Diat. Bei friihzeitig eingeleiteter
Therapie kommt es rasch zu einem Rlckgang der akuten klinischen Symptome,
jedoch nicht zu einer vollstindigen Normalisierung der D-Galaktose-Metabolite
(Holton et al., 2001).

Um rechtzeitig diatetische Therapiemalinahmen einleiten zu kénnen und akute
Frihschaden zu vermeiden, muss die Erkrankung so friih wie moglich diagnostiziert
werden. Seit 1978 ist daher in Deutschland die Untersuchung der Neugeborenen auf
Galaktosamie vorgesehen. Diese wird heute i.d.R. am dritten Lebenstag im Rahmen

des erweiterten Neugeborenen-Screenings durchgefihrt.

Zur Kontrolle der Stoffwechseleinstellung wird allgemein der D-Galaktose-1-
Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten bestimmt. Die derzeit empfohlene Obergrenze
der D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration  fur Patienten mit  klassischer
Galaktosdmie liegt bei 150 pmol/Lrgc (Walter et al., 1999).

Trotz frihzeitig begonnener und strikter Diat-Behandlung kommt es bei den meisten
Patienten langerfristig zu einer mehr oder weniger ausgepragten Einschrankung der
Entwicklung kognitiver Fahigkeiten. Dieser Verlauf kann sich bereits im Kindesalter
manifestieren und scheint sich offenbar mit zunehmendem Alter zu verstarken
(Donell et al., 1961; Komrower & Lee, 1970; Waggoner et al., 1990; Schweitzer et al.,
1993; Cleary et al., 1995; Kaufmann et al., 1995).

Bei Uber 90% der betroffenen Frauen erfolgt bereits im Mutterleib eine irreversible
Schadigung der Eierstocke und es entwickelt sich ein hypergonadotropher
Hypogonadismus (Kaufmann et al., 1981). Daher sind weibliche Patienten haufig
primar infertil oder werden es sekundar nach der Geburt des ersten Kindes (Roe et
al.,, 1971; Tedesco et al., 1972; Kaufmann et al., 1981). Die Ursachen fir diesen

hypergonadotrophen Hypogonadismus sind bisher nicht geklart.



Da bei Patienten mit klassischer Galaktosamie trotz extrem galaktosearmer Diat
Langzeitschaden feststellbar sind, wird seit langem vermutet, dass diese Schadigung
durch eine chronische Autointoxikation aufgrund einer nicht unerheblichen
endogenen Produktion von freier D-Galaktose verursacht werden kdnnte (Gitzelmann
& Steinmann, 1984). In der Literatur liegen bisher jedoch keine zuverlassigen Daten
zur endogenen D-Galaktose-Bildung beim Menschen vor (Berry et al., 1995;
Schadewaldt et al., 2000).

Seit einiger Zeit steht eine knock-out-Maus mit fehlender D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase-Aktivitat zur Verfigung. Diese Tieren weisen deutlich erhohte
Konzentrationen von D-Galaktose im Plasma und von D-Galaktose-1-Phosphat in
den Erythrozyten und anderen Korperzellen auf. Dagegen sind die D-Galaktitol-
Konzentrationen nur geringfugig Uber die Norm erhdht. Bemerkenswert ist, dass
diese knock-out-Mausen phanotypisch gesund erscheinen und keinerlei Symptome
auftreten, die typischerweise bei der (unbehandelten) Galaktosamie des Menschen
zu beobachten sind. Die Ursache fur diesen Speziesunterschied ist bisher nicht
geklart (Elsas et al., 1995).

Zur Molekularbiologie

Das humane GALT-Gen befindet sich auf dem Chromosom 9 an der Stelle p13. Die
cDNA des menschlichen GALT-Gens wurde erstmalig 1988 kloniert (Reichard et al.,
1988) und 1990 sequenziert (Flach et al., 1990). Die cDNA hat eine Lange von 1295
bp und kodiert eine Polypeptid mit 379 Aminosauren. Das Gen-Produkt, die GALT, ist

ein Dimer mit einem Molekulargewicht von 88 kD.

Das gesamte GALT-Gen wurde von Leslie et al. (1992) kloniert und sequenziert
(GenBank M96264). Es hat ein Molekulargewicht von nur 4 kb und besteht aus 11
Exons und 10 Introns (Leslie et al., 1992). Der Promotor-Bereich des GALT-Gens
enthalt keine TATA-Box, umfasst dafur aber zwei GC-reiche SP-1-Sequenzen, eine
CCAAT-Sequenz und drei AP-1-Sequenzen (Leslie et al., 1992). Somit zeigt dieser
Bereich des GALT-Gens eine groRe Ahnlichkeit mit den Regionen anderer

“Housekeeping-Genes”.
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Beim Vergleich der Aminosauresequenz der GALT bei verschiedenen Spezies ergab
sich, dass die humane GALT-Sequenz eine 46%ige Homologie mit der GALT-
Sequenz von E. coli, eine 39%ige Homologie zu dem Gal-7-Protein der Hefe und
eine 87%ige Homologie zu dem GALT-Protein von der Maus aufwies. Aul3erdem
zeigte der Vergleich, dass die von den Exons 6, 9 und 10 codierten Aminosaure-
Sequenzen im Verlauf der Evolution sehr stark und die von den Exons 1, 2, 5 und 7

codierten nur wenig konserviert wurden (Holton et al., 2001).

Bisher wurden uber 150 verschiedene Mutationen im humanen GALT-Gen
beschrieben (Tyfield et al., 1999). Die weltweit haufigsten Mutationen sind Q188R
und K285N. Bei Patienten afrikanischer Herkunft wurde die S2135L-Mutation
besonders haufig gefunden. Alle anderen Mutationen kommen selten oder nur

vereinzelt vor (Holton et al., 2001).

Die Haufigkeit der Q188R-Mutation in der europaischen Bevolkerung liegt bei etwa
60 - 70% aller mutierten Allele (Holton et al., 2001). Bei dieser Mutation liegt am
Nukleotid 563 der cDNA-Sequenz (Bereich Exon 6) eine Transition von Adenin zu
Guanin vor. Diese fuhrt an der Stelle 188 der Aminosaure-Sequenz zu einem
Austausch von Glutamin gegen Arginin. Bei der in vitro Expression des humanen
GALT-Gens mit der Q188R-Mutation in Hefe-Zellen wurde ein praktisch vollstandiger
Verlust der Enzymaktivitat gefunden (Friedovich-Keil & Jinks-Robertson, 1993;
Friedovich-Keil et al., 1995). Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit Berichten,
dass bei Q188R-homozgoten Patienten keine GALT-Aktivitdt (in den Erythrozyten)
nachzuweisen ist und dass heterozygote Ubertrager eine auf 50% des Normwertes

reduzierte Enzymaktivitat aufweisen (Holton et al., 2001).

Die Haufigkeit der K285N-Mutation liegt in Europa bei etwa 8% (Holton et al., 2001).
Bei dieser Mutation liegt eine Transversion von Guanin zu Thymin am Nucleotid 855
der cDNA (Bereich Exon 9) vor. Dadurch kommt es an der Stelle 285 der
Aminosaure-Sequenz zu einem Austausch von Lysin zu Asparagin. Die Auswirkung
dieser Mutation auf die GALT-Aktivitdt wurde mittels in vitro Expressionsversuch

untersucht (Riehmann et al., 2001). Die dabei gemessene GALT-Aktivitat lag bei <
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0.2% des Wild-Typs. Diese Mutation hat damit eine der Q188R-Mutation
entsprechende Auswirkung.
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Abb. 3: Das GALT-Gen mit bisher identifizierten Mutationen (nach Holton et al., 2001)
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Fur weitere 13 der in der Literatur beschriebenen Mutationen liegen Daten zu
funktionalen Auswirkungen auf die humane GALT-Aktivitat (hGALT-Aktivitat) vor,
die mittels Expressions-Versuchen gewonnen wurden. Bei diesen Untersuchungen
wurden neben Mutationen mit schwerwiegender Auswirkung wie die Q188R- und
die K285N-Mutation auch mildere Mutationen im in vitro-System charakterisiert.
Z.B. fuhrte die L139P-Mutation zu einer residualen GALT-Aktivitdt von 2% des
Wildtyps und die E291K-Mutation zu einer Restaktivitdt von 63% des Wildtyps.
Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit den in den Erythrozyten der
entsprechenden Patienten gefundenen residualen Enzymaktivitaten (Reichardt &
Woo, 1991; Leslie et al., 1992; Reichardt et al., 1992; Fridovich-Keil & Jinks-
Robertson, 1993; Reichardt et al., 1993; Elsas et al., 1995; Fridovich-Keil et al.,
1995; Riehman et al., 2001).

In diesem Zusammenhang ist die N314D-Mutation (in Exon 10) besonders
erwdhnenswert. Diese Mutation wurde homozygot sowohl mit einer ca. 50%
reduzierten (sog. Duarte-D2-Variante) wie auch mit praktisch unveranderter GALT-
Aktivitat (sog. Los-Angeles-Variante) assoziiert gefunden (Podskarbi et al., 1997;
Podskarbi et al., 1996). In vitro Expressions-Versuche des humanen GALT-Gens mit
der N314D-Mutation zeigen, dass diese Veranderung nicht zu einer Verminderung
der GALT-Aktivitat fuhrt (Reichardt & Woo 1991; Friedovich-Keil et al., 1995). Dieser
scheinbare Widerspruch konnte in weitergehenden Studien aufgeldst werden. Diese
Untersuchungen zeigen, dass nur bei der Duarte-D2-Variante - nicht aber bei der
Los-Angeles-Variante - zuséatzlich zur N314D-Mutation im 5 -Promotor-Bereich des
GALT-Gens eine Deletion von 4 Basen (5’"UTR-119 -116delGTCA) vorkommt, die zu
einer Verminderung der Transkiptionsrate und damit der verfligbaren mRNA fir die
GALT fuhrt (Kozak et al., 1999; Elsas et al., 2001; Trbusek et al., 2001).

1.3 Zielsetzung

Wie bereits erwahnt persistieren bei den Patienten mit Galaktosdmie auch bei

strengster Diat deutlich tGber die Norm erhéhte Konzentrationen der D-Galaktose-
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Metabolite und langerfristig kommen neurologische und kognitive Defizite zur
Auspragung. Schon frih vermuteten Gitzelmann & Steinmann (1984), dass dies
maoglicherweise als ,Autointoxikation® durch endogene D-Galaktose-Bildung
gedeutet werden kdnnte. Allerdings sind bisher in der Literatur keine zuverlassigen
Daten zur Bedeutung der endogenen Synthese von D-Galaktose beim Menschen

publiziert worden.

Das primare Ziel dieser Arbeit war daher, die endogene D-Galaktose-Freisetzung
vergleichend bei Gesunden und bei Patienten mit klassischer Galaktosamie

quantitativ zu erfassen®.

Das Verfahren der Wahl fur in vivo Stoffwechselumsatzmessungen beim
Menschen ist die stabil-Isotopen-Verdinnungsmethodik (Wolfe, 1992). Daher
wurde fur die in vivo Untersuchungen zum D-Galaktose-Stoffwechsel das primed
continuous infusion (PCI) Verfahren (Wolfe, 1992) mit D-[1-'*C]Galaktose als

Substrat gewabhlt.

Entsprechend der Fragestellung gliedert sich die vorliegenden Arbeit in zwel

experimentelle Abschnitte:

(1) Etablierung und Ausarbeitung der Methodik
und

(2) In vivo D-Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen.

Zu (1): Eine ausfuhrliche Recherche ergab, dass in der Literatur bisher keine
geeigneten und/oder ausreichend sensitiven Methoden zur Bestimmung der
Konzentration und **C-Anreicherung der D-Galaktose-Metabolite in Zellen und
Korperflissigkeiten zur Verfligung standen. Daher wurde fir die Bestimmungen
aller relevanten Metabolite, i.e. D-Galaktose (Kapitel 2), D-Galaktose-1-Phosphat
(Kapitel 3), D-Galaktitol und D-Galaktonat (Kapitel 4) jeweils spezielle

gaschromatographisch-massenspektrometrische Analysenverfahren mittels der

' Von allen Patienten (bzw. deren Eltern) und Probanden wurde eine schriftliche

Einverstandniserklarung tber die Teilnahme an der Untersuchung eingeholt.
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stabil-Isotopen-Verdinnungstechnik ausgearbeitet und evaluiert. In diesem
Rahmen wurde auch die Anwendbarkeit des PCI-Verfahrens als steady-state-

Ansatz fur die Galaktose-Umsatzmessungen in vivo validiert.

Fur die Mutationsanalyse und fur die Bestimmung von Enzymaktivitat konnte im
Wesentlichen auf publizierte Methoden zurtickgegriffen werden (Kapitel 5 und 6).

Zu (2): Zunachst wurde bei gesunden Erwachsenen die Freisetzung von D-
Galaktose und D-Galaktose-Metaboliten aus endogenen Quellen bestimmt und
Referenzbereiche erstellt. Dann wurden entsprechende Untersuchungen an einem
genotypisch homogenen Kollektiv von Q188R-homozygoten Patienten (GALT-
Aktivitat in den Erythrozyten < 1% der Norm) durchgefuhrt. Hierbei wurden
bewusst Patienten vom Kleinkind- bis zum Erwachsenenalter (4 - 37 Jahre)
eingeschlossen, um auch zu klaren, ob die endogene D-Galaktose-Bildung mit
dem Wachstum - und dem damit einhergehenden grofReren Umsatz bei

Glykoproteinen und Glykolipiden - korreliert ist (Kapitel 7).

Danach wurde untersucht, inwieweit die bei Q188R-homozygoten Patienten
erhobenen Daten fir das gesamte Kollektiv der Patienten mit klassischer
Galaktosamie reprasentativ sind. Dazu wurden bei einem genotypisch
heterogenen Kollektiv compound heterozygoter Patienten im Alter zwischen 4 und
34 Jahren mit vergleichbar niedriger GALT-Aktivitdt (< 1% der Norm) in vivo

Stoffwechselumsatzmessungen durchgefiihrt (Kapitel 8).

Bei allen untersuchten Patienten mit klassischer Galaktoséamie war eine sehr
geringe, aber noch nachweisbare GALT-Enzymaktivitdt in den Erythrozyten
vorhanden. Bei allen Patienten war auch eine geringe in vivo D-Galaktose-
Oxidation nachweisbar. Dies lie3 vermuten, dass ein Teil der D-Galaktose direkt
am (extrahepatischen) Entstehungsort abgebaut wurde und daher analytisch nicht
erfassbar war. Die tatsachliche totale endogene D-Galaktose-Bildung bei
klassischer = Galaktosamie durfte also hoher liegen, als die bei
Stoffwechselumsatzmessungen gemessene D-Galaktose-Freisetzung. Um diese

Vermutung Zu prufen wurden vergleichende in Vivo
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Stoffwechselumsatzmessungen mit  Patienten  durchgefuhrt, die einen
vollstandigen Ausfall des D-Galaktose-Abbaus auf der Stufe der Galaktokinase
aufwiesen (Kapitel 7).

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass Patienten mit klassischer
Galaktosdmie D-Galaktose oxidativ verstoffwechseln koénnen. Daher war zu
vermuten, dass bereits geringfligig erhdhte GALT-Aktivitaten die Gesamtkapazitat
der D-Galaktose-Elimination in vivo deutlich verbessern sollten. Daher wurde
abschlieBend bei Patienten mit klassischer Galaktosdmie und bei Patienten mit
milderen varianten Formen (GALT-Aktivitat > 1.5% bis 25% der Norm) in vivo D-
Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen durchgefiihrt und untersucht, inwieweit
die endogene D-Galaktose-Freisetzung von der residualen GALT-Aktivitat abhangt
(Kapitel 9).

Hinweis: Die einzelnen Aspekte dieser Arbeit sind in eigenstandigen Kapiteln
abgehandelt. Daher kdnnen sich vor allem in Einleitung und Diskussion gewisse

Uberschneidungen ergeben.
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Kapitel 2

Galaktose im Plasma

Zusammenfassung. Fur die sensitive Bestimmung der Konzentration von D-Galaktose im
Humanplasma wurde eine Stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode etabliert. Dazu wurden
Plasmaproben mit U-'®Cg-markiertem D-Galaktose-Standard versetzt. Storende D-Glukose wurde
durch Behandlung mit D-Glukose-Oxidase entfernt und die Probe durch lonenaustausch-
Chromatographie gereinigt. Fir die gaschromatographisch-massenspektrometrische Analyse
wurden die Aldononitril-Pentaacetat-Derivate verwendet. Zur massenspektrometrischen Detektion
von 1-C-, 1-*C- und U-"Cg-markierter D-Galaktose mittels positiver chemischer lonisation
wurden die Intensitaten der [MH-60]"-lonen bei m/z 328, m/z 329 und m/z 334 bestimmt. Die
Konzentration der D-Galaktose wurde anhand des U-*Cg-markierten internen Standards
quantifiziert. Die Methode war linear (Bestimmungsbereich: 0.1 - 5 pmol x L™) und sowohl in
niedrigeren wie in héheren Konzentrationsbereichen gut reproduzierbar (VK's in der Serie und von
Tag zu Tag < 15%). Die Bestimmungsgrenze lag bei 0.02 pmol x L. Messungen in Plasmen
postabsorptiver Probanden ergaben bei gesunden Erwachsenen (n=16), Patienten mit Diabetes
mellitus (n=15), Patienten mit klassischer Form der Galaktosdmie (n=5) und deren heterozygoten
Eltern (n=5) Werte von (Mittelwert £ SD) 0.12 + 0.03, 0.11 +£ 0.04, 1.44 + 0.54 und 0.17 = 0.07 umol
x L' Diese Werte waren deutlich niedriger (4-18fach) als die mit einer konventionellen
enzymatischen Methode ermittelten Daten. Diese neue Methode wurde auch erfolgreich bei in vivo
Stoffwechselumsatzmessungen mit D-[1-13C]Galaktose zur Bestimmung der endogenen D-
Galaktose-Bildung eingesetzt. Die Befunde zeigen erstmals, dass im Humanplasma die aus
endogenen Quellen freigesetzte D-Galaktose quantitativ erfasst werden kann. Sie weisen
auBerdem darauf hin, dass bei Anwendung enzymatischer Methoden falsch hohe Konzentrationen

von D-Galaktose im Plasma bestimmt werden.
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2.1 Einleitung

Bei Patienten mit klassischer Form der Galaktosamie (MIM230400; OMIM™ 2004)
ist der Abbau von D-Galaktose aufgrund eines angeborenen Mangels an D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Aktivitét (EC 2.7.7.12) stark
beeintrachtigt. Bei Neugeborenen mit klassischer Galaktosamie entwickelt sich bei
uneingeschrankter Laktose-Zufuhr ein lebensbedrohliches organ-toxisches
Syndrom, vermutlich bedingt durch den Anstieg der (intrazellularen)
Konzentrationen potentiell toxischer D-Galaktose-Metabolite (D-Galaktose-1-
Phosphat, D-Galaktitol). Sofortige Unterbrechung jeglicher D-Galaktose-Zufuhr
wirkt hier lebensrettend und filhrt zu einem raschen Rickgang der klinischen
Symptomatik. Als Therapie der klassischen Galaktosdmie wird derzeit eine
lebenslange und weitgehende Restriktion der D-Galaktose-Zufuhr mit der Nahrung
empfohlen (Ubersicht bei Segal & Berry, 1995).

Trotz einer extrem strengen Diét sind aber Langzeitschdden zu beobachten, wie
z.B. eine verlangsamte Intelligenz-Entwicklung und das Auftreten neurologischer
Symptome. Bei den meisten Frauen kommt es zur Unfruchtbarkeit durch eine
irreversible Schadigung der Eierstocke (Segal & Berry, 1995). Gitzelmann &
Steinmann (1984) vermuteten, dass die Ursache fur die Langzeitkomplikationen in
einer ,Autointoxikation” der Patienten durch die endogene Bildung von D-
Galaktose liegen konnte. Ergebnisse einer ersten in Vivo
Stoffwechseluntersuchungen, die an einer begrenzten Anzahl erwachsener
Patienten und Normalpersonen durchgefuhrt wurden, deuten darauf hin, dass
relevante Mengen an D-Galaktose bei beiden Untersuchungsgruppen endogen

produziert werden kénnten (Berry et al., 1995b).

Fur die rationale Beurteilung der Wertigkeit einer lebenslangen Diat bei
klassischer Galaktosamie ist die Kenntnis der quantitativen Bedeutung der
endogenen D-Galaktose-Bildung wesentliche Voraussetzung. Daher erscheint es
wichtig zu prufen, ob bei klassischer Galaktosamie eine Altersabhéngigkeit der
endogenen D-Galaktose-Freisetzung besteht. Die Methode der Wabhl fur diese

Untersuchungen sind in vivo Stoffwechselumsatzmessungen bei postabsorptiven
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Probanden unter Verwendung von C-markierter D-Galaktose (Berry et al.,
1995b).

Bei der Planung einer entsprechenden Studie ergab sich, dass zwar zahlreiche
enzymatische, GC- und HPLC-Methoden zur Bestimmung von D-Galaktose
veroffentlicht worden sind (Sweeley et al., 1963; Dahlquist, 1983; Fujimura, 1983;
Schwarz et al., 1985; Jansen et al., 1986; Murakami et al., 1986; Watanabe &
Kawasaki, 1987; Pudeck et al.,, 1990; Gross & Acosta, 1991; Shin, 1991;
Diepenbrock et al., 1992; Tang & Hu, 1992; Yuh et al., 1998), dass aber keine
dieser Methoden sensitiv genug ist, um eine zuverlassige Bestimmung der *3C-
Anreicherung oder der Konzentration von D-Galaktose im Plasma von
postabsorptiven Normalpersonen und Patienten zu erlauben. Henderson et al.
(1982) fanden mit einer enzymatisch-fluorimetrischen Methode D-Galaktose-
Konzentrationen im Humanplasma in einem Bereich von etwa 5 - 100 pmol x L™.
Allerdings ist bekannt, dass enzymatische Messungen in Plasmaproben
storanfallig sind und es gibt Hinweise, dass die D-Galaktose-Konzentration,
insbesondere bei niedrigeren Plasma-Konzentrationen, utberbestimmt werden
kann (Watanabe & Kawasaki, 1987, Pudek et al.,1990, Yuh et al.,1998).

Das vermutlich sensitivste Verfahren wurde von Watanabe & Kawasaki (1987)
veroffentlicht. Bei dieser HPLC-Methode mit elektrochemischer Detektion liegt die
Bestimmungsgrenze bei 2.2 umol x L. Watanabe & Kawasaki konnten mit ihrer
Methode in Plasmaproben postabsorptiver Personen keine freie D-Galaktose
nachweisen und stellten fest: ,Absence of free galactose in human plasma is
usually the case unless deliberately added or infused" (Watanabe & Kawasaki,
1987).

Im folgenden wird eine stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode zur sensitiven und
zuverlassigen Bestimmung freier D-Galaktose im Humanplasma unter
Verwendung von U-*Cg-markierter D-Galaktose als internem Standard
beschrieben. Das groRte Problem bei der gaschromatographisch-
massenspektrometrischen Bestimmung der D-Galaktose, i.e. die Anwesenheit von

D-Glukose im vielfachen Uberschuss, wurde gelost, indem D-Glukose enzymatisch
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aus den Proben entfernt wurde. Diese neue Methode ermdglichte erstmals die
Bestimmung der freien D-Galaktose im Plasma von postabsorptiven Probanden.
AuRerdem wird gezeigt, dass die Methode fir Bestimmung der °C-
Isotopenanreicherung in der Plasma-D-Galaktose nach i.v. Infusion von D-[1-

13C]Galaktose geeignet ist.

2.2 Material und Methoden

Probanden und Patienten

Zur Bestimmung postabsorptiver D-Galaktose-Konzentrationen im Plasma wurden
Proben von EDTA-Blut zwischen 7 Uhr und 9 Uhr bei gesunden erwachsenen
Probanden (4 Frauen und 12 Manner; Alter 33 + 8 Jahre (Mittelwert + SD),
Gewicht 72 £ 6 kg, GroR3e 180 + 8 cm), Patienten mit Diabetes mellitus (8 Frauen,
8 Manner; Alter 55 + 12 Jahre, Gewicht 86 + 13 kg, Grof3e 166 = 9 cm), Patienten
mit klassischer Form der Galaktosamie (6 weiblich, 4 mannlich; Alter 17 + 10
Jahre, Gewicht 44 = 19 kg, GroRe 147 + 25 cm; GALT-Aktivitat in Erythrozyten (s.
Kap. 6.2) < 2% der Kontrolle) und deren obligat heterozygoten Eltern (2 Frauen, 3
Manner; Alter 43 + 16 Jahre, Gewicht 78 + 29 kg, Gro3e 174 £ 10 cm; GALT: 49 +
5% der Kotrolle) venés entnommen. Alle Probanden wurden in postabsorptivem
Zustand nach Ubernachtfasten von > 10 Stunden untersucht. Plasmaproben

wurden durch Zentrifugation der Blutproben (3000 x g, 5 min, 4 °C) gewonnen.

Galaktoseumsatz-Studie

Dazu wurde - in Anlehnung an die Angaben von Berry et al. (1995b) - ein ,primed-
continuous-infusions”-Test unter Ruhebedingungen durchgefihrt (vgl. Kap. 7.2):
Ein gesunder mannlicher Proband (25 Jahre) erhielt gegen 9 Uhr einen
einmaligen intravendsen Bolus von D-[1-}*C]Galaktose (5.5 pmol/kg KG, ,priming
dose). Danach wurde Uber 6 Stunden kontinuierlich D-[1-**C]Galaktose (0.8
pumol/h pro (kg KG) durch eine Venenverweilkanile in eine geeignete Vene eines
Armes infundiert. Zusétzlich wurde D-Glukose intravends (11 pmol/min pro kg KG)
von etwa 8 Uhr bis zum Ende des Versuchs infundiert. EDTA-Blutproben wurden

aus einer Venenverweilkanile entnommen, die im kontralateralen Arm gelegt war.
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Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in der hdchsten
erhaltlichen Reinheitsstufe von Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) bezogen. lonenaustauscherharze (Dowex 50WX8, H*-Form, 100-
200 mesh und Dowex 1X8, Cl-Form, 200-400 mesh) wurden von Serva,
Heidelberg, bezogen. Katalase (E.C. 1.11.1.6, aus Rinderleber), D-Galaktose-
Dehydrogenase (E.C.1.1.1.48, aus Pseudomonas fluorescens), D-Glukose-
Oxidase (E.C. 1.1.3.4, aus Aspergillus niger), D-Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.49, aus Hefe), Hexokinase (E.C. 2.7.1.1, aus Hefe)

und Coenzyme waren von Roche, Mannheim.

D-[1-1°C]Galaktose (Herstellerangaben: 1-*C, 99%) und D-[U-}*Cg]Galaktose
(Herstellerangaben: U-*Cg, 99%) waren Produkte der Firma Cambridge Isotope
Laboratories, Andover, MA, USA, und wurden von der Firma Promochem, Wesel,
geliefert. Die Reinheit dieser markierten Substanzen wurde mittels GC-MS-
Analyse Uberpriift. Dabei wurde in der D-[1-'*C]Galaktose-Praparation eine *C-
Anreicherung von 97 % 0.1% gefunden (n=14, Doppelmessungen an 7
verschiedenen Arbeitstagen). Die Reinheit der uniform markierten D-Galaktose

betrug 98.5 + 0.2% (n=6 an 2 verschiedenen Arbeitstagen).

Enzymatische Bestimmung von Galaktose und Glukose

Fur die Bestimmung der D-Galaktose wurde das von Fujimura (1983)
beschriebene Verfahren modifiziert. Drei Plasma-Aliquots von je 0.2 mL wurden
zur Erstellung von Eichstandards mit 0.025 mL H,O bzw. 10 umol x L™ und 50
umol x L* D-Galaktose-Standardldsung versetzt. Zur EnteiweiBung wurde
Perchlorsaure (10%, v:v; 0.1 mL) zugesetzt. Die Ansatze wurden zentrifugiert (2
min, 13 000 x g, 4 °C). 0.25 mL des sauren Uberstandes wurde abgenommen, mit
KHCO; (2.5 mol x L™; 50 pL) neutralisiert und ausgefallenes KCIO, durch eine
weitere Zentrifugation (s.0.) entfernt. Der neutralisierte Extrakt (0.25 mL) wurde
mit Tris/HCI-Puffer (1 mol x L™, pH 8.7; 0.6 mL) und NAD*-Lésung (5 mmol x L™*;
0.25 mL) gemischt. Nach der Bestimmung des Fluoreszenz-Leerwertes (Aex 340
nm, Aem 450 nm; Fluorimeter 650-40, Perkin/Elmer, Uberlingen) wurde die

Reaktion durch Zugabe von D-Galaktose-Dehydrogenase-Lésung (0.25 U in 10
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uL) gestartet. Nach etwa 60 min erfolgte keine weitere Erhéhung der Fluoreszenz
mehr. Die D-Galaktose-Konzentration in der nicht mit D-Galaktose-Ldsung
versetzten Probe wurde dann anhand der Erhdhung der Fluoreszenzintensitaten
in den Proben, die mit D-Galaktose-Standard versetzt worden waren, berechnet.
Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden Plasmapools verwendet, denen D-
Galaktose zugesetzt worden war (2.5 pmol x L™). Leerwerte wurden aus

authentischen Plasmapoolproben angesetzt.

Die D-Glukose-Konzentration wurde absorptionsspektrophotometrisch in einem
gekoppelten enzymatischen Test mit Hexokinase und D-Glukose-6-Phosphat-

Dehydrogenase nach Kunst et al. (1983) bestimmt.

Plasma-Extraktion und Glukose-Entfernung

Zur internen Standardisierung wurden Plasmaproben (1 mL) der Galaktosamie-
Patienten (1:2 verdinnt mit H,O) sowie Plasmaproben der heterozygoten Eltern,
gesunder Probanden und Patienten mit Diabetes mellitus mit D-[U-*C¢]Galaktose-
Lésung (50 pmol x L™; 20 pL) versetzt. Dann wurde H,O (0.23 mL) sowie HCIO,
(20%, v:v; 0.25 mL) zugesetzt. Nach einer Zentrifugation (13 000 x g, 5 min, 4 °C)
wurde 1.2 mL des Uberstandes mit KHCOs (2.5 mol x L* 0.2 mL) und
Kaliumphosphat-Puffer (2.5 mol x L™, pH 6.5; 0.1 mL) gemischt und ausgefallenes
KCIO,4 durch Zentrifugation (s.0.) entfernt. Zur Entfernung der D-Glukose wurde
Katalase (65 kU in 50 pL) und D-Glukose-Oxidase (10 - 15 U in 50 pL) zu 1.3 mL
gepuffertem Extrakt gegeben. Der Ansatz wurde - mit Luft equilibriert - 90 min bei
25 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von HCIO, (30%, v:v; 0.15 mL)
gestoppt und das ausgeféllte Protein durch Zentrifugation (s.0.) entfernt. Zu 1.4
mL Uberstand wurde 0.25 mL KHCOs (2.5 mol x L™) gegeben und KCIlO, durch
eine weitere Zentrifugation (s.0.) entfernt. Der Extrakt wurde schlief3lich durch

lonenaustausch-Chromatographie gereinigt (s.u.).

Reinigung und Derivatisierung

Der obige Extrakt (1.5 mL) wurde auf eine Dowex 1X8-Saule (200-400 mesh,
Acetatform, 4 mL in konischen Poly-Prep-Einmal-Chromatographieséaulchen, Fa.

Bio-Rad, Minchen) gegeben und mit 0.25 mL H>O nachgespult. Die Eluate
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wurden verworfen. Die D-Galaktose wurde anschlieBend mit 2 mL H,O eluiert.
Dieses Eluat wurde auf eine Dowex 50WX8-Saule (100-200 mesh, H*-Form; 4
mL, Saule wie oben) aufgetragen und das Eluat verworfen. Danach wurde mit 2
mL H,O eluiert. Das Eluat wurde gesammelt und ein Aliquot von 1 mL im
Reaktivial (1 mL, Pierce) bei Raumtemperatur im N,-Strom zur Trockene

eingedampft.

Zur Darstellung der Aldononitril-Pentaacetat-Derivate wurde der trockene
Riickstand mit 50 pL Hydroxylamin-Hydrochlorid (0.3 mol x L™ in Pyridin) 30 min
bei 90 °C inkubiert. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur wurde 50 pL
Acetanhydrid zugesetzt und der Ansatz 60 min bei 90 °C inkubiert. Die Probe
wurde wiederum abgekuhlt und bei Raumtemperatur im N,-Strom zur Trockene
eingedampft. Der trockene Ruckstand wurde mit 0.2 mL Hexan extrahiert. Der
Extrakt wurde in einem konischen Mikroeinsatz (0.2 mL; Welabo, Dusseldorf)
eingedampft (s.0.). Der Rickstand wurde in 50 pL Ethylacetat geldst und dann zur
GC-MS-Analyse verwendet.

GC-MC-Analyse

Die GC-MS-Analyse wurde mit einem HP-6890-Gaschromatographen (Hewlett-
Packard, Waldbronn) durchgefiihrt. Zur Trennung wurde eine HP-5 MS-
Kapillarsédule (5% Phenylmethylpolysiloxan, Ldnge 30 m, i.d. 0.25 mm, Filmdicke
0.25 um) verwendet, die direkt mit einem massenselektiven Detektor (HP-MSD,
Hewlett-Packard) verbunden war. Helium wurde als Tragergas verwendet. Der
splitlose Injektionseinlal® und das Verbindungsstiick zum Massenspektrometer
wurden auf 250 °C gehalten. Injiziert wurde 1 pL Probe bei einer Anfangs-
Saulentemperatur von 125 °C. Nach 1.5 min wurde die Temperatur mit 20 °C x
min™ auf 190 °C gebracht und weiter mit 2.5 °C x min™* auf 215 °C gebracht und
dann noch fur 2 min auf 280 °C erhdht. Die massenspektrometrische Detektion
wurde mittels positiver chemischer lonisierung mit Methan als Reaktandgas
durchgefuhrt. Die lonenquelle wurde bei 170 °C und bei einem Druck von 60 mPa
betrieben. Es wurde im ,selected-ion-monitoring” (SIM) Modus gearbeitet und die
Intensitat der [MH-60]"-lonen im gaschromatographischen D-Galaktose-Peak bei
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m/z 328, m/z 329 und m/z 334 gemessen, um die jeweiligen Galaktosespezies,

namlich 1-*2C-, 1-3C-, sowie U-*Cg-markierte b-Galaktose, zu bestimmen.

Berechnungen
Die Konzentration der natiirlich markierten b-Galaktose (Cpa in pmol x L) in den
Proben wurde aus dem lonenintensitatsverhaltnis Rna = (Mm/z 328)/(m/z 334), wie

folgt berechnet:

1

Plasma

Coi = {Ruax Fex Asx Pst) — [(1 — Pst) x As]} x 1)

nat

Mit dem Faktor Fc wird bertcksichtigt, dass die lonen m/z 328 fur natdrlich
markierte und m/z 334 fur die U-'3Ce-markierte D-Galaktose einen
unterschiedlichen Anteil an zugehdrigen lonencluster aufweisen. Das Signal von
m/z 328 hat namlich einen Anteil von 83.5% am gesamten Massenspektrum,
wahrend m/z 334 einen Anteil von 89.2% hat. F¢ ergibt sich damit zu 0.892/0.835
= 1.069. Ag; ist die Menge des U-*Cg-markierten internen Standards (in nmol) und
Ps: der Anteil der U-"*Cg-markierten Molekiile in den Standards (=0.985). 1-Pg; ist
der Anteil der naturlich markierten Metabolite, die durch die markierten Standards
zugefigt wurde. Vpiasma ISt das Probevolumen des Plasmas (in L).

Die Konzentration der 1-*3C markierten D-Galaktose in den Proben (Ci3 in pmol x
L) wurde aus dem lonenintensitatsverhaltniss Riz = (m/z 329)/(m/z 334) wie folgt

berechnet:

1

C,= (Riz— Rox Ruat) x Fc x Ast x Ast x 2

Plasma
Zur Bestimmung der natiirlichen **C-Anreicherung in den Hexosen des Plasmas
wurden die lonintensitadten bei m/z 328 und m/z 329 im chromatographischen
Peak von D-Galaktose und D-Glukose in einer reprasentativen Anzahl von
authentischen, d.h. nicht mit **C-markiertem Standard versetzten, Plasmaproben
gemessen. Bei beiden Hexosen wurde fur das mittlere Verhéltnis Rg = (m/z
329)/(m/z 328) ein Wert von 0.158 (SD * 0.003; n=20) gefunden und dieses flr die
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weiteren Berechnungen verwendet. Rp x Rpa berlicksichtigt den Anteil der
natlrlich markierten Spezies in der lonenintensitat bei m/z 329, zur Erfassung der
1-3C-Markierung. Der Korrekturfaktor Fc ergibt sich zu 0.892/0.844 =1.057 (vg|.
oben)

Die Konzentration der exogen zugefiuhrten, infundierten D-Galaktose (nattrliche

und 1-3C-markierte; Cexoin pumol x L) ist gegeben durch:

C,, = 1.031 x C,, ©)

Die Konzentration der D-Galaktose, die auf Freisetzung aus endogenen Quellen
zurtickzufiihren ist (Cendo, in pmol x L™), wurde bei dem ,primed continuous
infusions"-Test wie folgt berechnet:

Coo =Co — (0.031xC,,) 4)

endo

Die Konzentration der gesamten D-Galaktose (Ci, i.e. die Summe der endogenen

und der infundierten D-[1-*C]Galaktose, in umol x L™) wurde wie folgt berechnet:

+C (5)

endo exo

=C

tot

Die Freisetzungsrate der endogenen D-Galaktose in das Plasma, unter
apparenten steady state Bedingungen (Rj, in umol/h pro kg KG) wurde aus dem
Verhéltnis der 1-**C-markierten zur gesamten D-Galaktose, der Infusionsrate (Inf,
in umol/h kg KG) und unter Beriicksichtigung der nattrlich markierten D-Galaktose

in dem Infusat wie folgt berechnet:

R, = 0.97 x Inf x Cor _ Inf (6)

a
13



Die Isotopenanreicherung (,mol percent enrichment, MPE) der 1-*C-Markierung

in der D-Galaktose des Plasmas wurde nach folgender Formel berechnet:

Statistik
Im Allgemeinen sind die Ergebnisse als Mittelwert £ SD (Anzahl der unabhéangigen

Bestimmungen in Klammern) angegeben. Korrelationen wurden mit linearer
Regressionsanalyse (Methode der kleinsten Fehlerquadrate) Uberpruft. Zur
Prufung auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen Stichproben wurde der

Mann-Whitney U - Test verwendet.

2.3 Ergebnisse

Effektivitat der Entfernung von D-Glukose

Zur Uberprifung der Effektivitdt der enzymatischen Entfernung von D-Glukose
wurden zwei Plasmapools mit 7.0 £ 0.1 bzw. 18.2 £ 0.5 mmol D-Glukose pro L
(n=7) mit je 10 pmol D-Galaktose pro L angereichert und mit D-Glukose-
Oxidase/Katalase behandelt. Am Ende der 90minutigen Inkubationsperiode war
die D-Glukose weitgehend vollstandig abgebaut und die D-Glukose-
Konzentrationen auf 0.020 + 0.002 bzw. 0.058 + 0.019 mmol x L™ reduziert (s.
Abb.1).

Die Effektivitat des enzymatischen D-Glukose-Abbaus war damit 99.77 + 0.03%
bzw. 99.71 + 0.08% (n=7). Demgegenuber blieb die Konzentration der D-
Galaktose mit 10.1 + 0.5 bzw. 9.8 + 0.2 umol x L™ (n=7) unverandert. Somit wurde
in den Plasmapools der urspriingliche Uberschuss der D-Glukose gegeniiber der
D-Galaktose von etwa 700:1 bzw. 1800:1 um mehr als das 300fache auf 2:1 bzw.

6:1 reduziert.
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Abb. 1 Zeitlicher Verlauf und Spezifitat der Entfernung von D-Glukose aus Plasmaproben
mittels D-Glucose-Oxidase/Katalase-Behandlung. Proben von humanem Plasma mit 7 mmol D-
Glukose pro L wurden mit D-Galaktose (10 pmol x L™) angereichert, enteiwei3t und der gepufferte
Extrakt (pH 6.5) mit D-Glukose-Oxidase (10 kU x L™) und Katalase (50 MU x L) behandelt (25
°C). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots aus Ansatz enthommen und die D-
Galaktose- und D-Glukose-Konzentration bestimmt.

Zur Uberpriifung der Wiederfindung wurden jeweils 1 mL Plasmaprobe aus einem
geeigneten Plasmapool mit 5 nmol D-Galaktose angereichert und, wie bei Material
und Methoden beschrieben, aufgearbeitet. Nach der Aufreinigung mittels
lonenaustausch-Chromatographie wurde in den Proben 2.3 + 0.2 pmol D-
Galaktose wiedergefunden (n=11). Unter Berlcksichtigung der unvermeidlichen
Verluste an Probenvolumen bei den einzelnen Arbeitsschritten entsprach dies

einer Ausbeute von 81 + 7%.

Die Auswirkung der D-Glukose-Oxidase-Behandlung auf die
gaschromatographische  Trennung wurde an authentischen humanen

Plasmaproben gepriift.
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Abb. 2. Gaschromatographische Auftrennung der Aldononitril-Pentaacetat-Derivate von D-
Glukose und D-Galaktose aus humanen Plasmaproben. Zwei Aliquots einer Plasmaprobe eines
postabsorptiven gesunden Probanden wurden parallel, wie im Methoden-Teil beschrieben,
aufgearbeitet. Die Proben wurden jedoch nicht mit D-[U-*C¢]Galaktose angereichert. Die Probe A
(links) wurde ohne, die Probe B (rechts) mit D-Glukose-Oxidase/Katalase-Behandlung
aufgearbeitet. Die massenspektrometrische Detektion erfolgte mittels Methan-pCl und Bestimmung
der Intensitat der [MH-60]"-lonen bei m/z 328.

In Abbildung 2 sind typische Chromatogramme abgebildet, die ohne und mit einer
vorherigen enzymatischen Entfernung der D-Glukose erhalten wurden. Bei
unbehandelten Proben eluierte die D-Galaktose als kleiner Schulter-Peak auf der
abfallenden  Flanke des  breiten  D-Glukose-Peaks. Unter  diesen
chromatographischen Bedingungen ist eine zuverlassige Bestimmung der Flache
des D-Galaktose-Peaks unmoglich. Dagegen ergab sich nach der Entfernung der
D-Glukose eine gute Trennung der beiden Hexose-Peaks und ermdglichte so eine

sensitive Quantifizierung des D-Galaktose-Peaks.

Liniaritat und Prazision
Vorversuche an Plasmaproben mit der enzymatischen D-Galaktose-
Dehydrogenase-Methode deuteten auf eine Konzentration der D-Galaktose im

Plasma postabsorptiver Probanden von etwa 1 pmol x L™ hin. Daher wurden bei
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den folgenden Bestimmungen mit der stabil-lIsotopen-Verdiinnungsmethode die
Plasma-Proben mit 1 nmol D-[U-*Cg]Galaktose pro mL Probe als internem
Standard versetzt. Zunachst wurde die Methode auf Linearitdt und
Wiederholbarkeit geprtft. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3 und Tabelle 1

dargestellt.

Gal.-Konzgefynden (umol x Iy

I I I I I
0 1 2 3 4

_]_)

Galaktose-Spike (nmol x mL

Abb. 3: Linearitat der stabil-lsotopen-Verdiinnungsmethode zur Bestimmung der
Konzentration von D-Galaktose. Plasmaproben einer gesunden Person wurden mit steigenden
Konzentrationen von natirlich markierter D-Galaktose versetzt und, wie im Methoden-Teil
beschrieben, aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse stammen aus zwei getrennten
Analysenserien (Gleichung der Regressionsgeraden: y = 0.979 (SD + 0.004) x + 0.104 (SD *
0.005), r > 0.9998, n=14; der Y-Achsenabschnitt entspricht der urspringlichen D-Galaktose-
Konzentration in der Probe).

In Plasmaproben wurde eine ausgezeichnete lineare Korrelation der zugesetzten

zum gemessenen nattrlich markierten D-Galaktose erhalten.

Die Prazision der Bestimmung wurde mit zwei unterschiedlichen Plasmapools
untersucht, von denen einer eine niedrige (ca. 0.2 umol x L) und der andere eine
hohe (ca. 1.3 pmol x L) Konzentration an D-Galaktose aufwies. Sowohl die
Bestimmung in der Serie als auch die Bestimmungen von Tag zu Tag wiesen mit

Variationskoeffizienten von < 5% und < 15% eine sehr gute bis gute Prazision auf.
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Tabelle 1

Reproduzierbarkeit von Methoden zur Bestimmung von D-Galaktose in
Humanplasma

Plasmapool® Stabil-Isotopen-Verdinnungs Methode Enzymatische Methode

Variationskoeffizienten (%)°

In der Serie Von Tag zu Tag In der Serie  Von Tag zu Tag
(n=10) (n=10) (n=10) (n=12)
niedrige 5.0 14.2 3.2 7.2
Konzentration an D- (0.18 £0.01) (0.18 £0.03) (24+0.1) (1.6 £0.1)
Galaktose
hohe Konzentration 3.4 24 21 6.0
an D-Galaktose (1.32 + 0.04) (1.28 £ 0.03) (5.1+£0.1) (6.6 +0.4)

Bestimmungsgerenze (umol x L™)

<0.02 <0.2

2 verschiedene humane Poolplasmen wurden mit verschiedenen Konzentrationen D-Galaktose angereichert;
die D-Glukose-Konzentration lag zwischen 7 und 11 mmol x L™

® die mit der jeweiligen Methode bestimmte (apparente) D-Galaktose-Konzentration (Mittelwert £ SD) ist in
Klammem angegeben

Konzentration der D-Galaktose im Plasma postabsorptiver Probanden

Zur Bestimmung in verschiedenen Plasmaproben wurde die stabil-Isotopen-
Verdiinnungsmethode mit D-[U-*C¢]Galaktose als internem Standard verwendet.
Die Plasmaproben wurden im postabsorptiven Zustand entnommen, um den
Einflul3 einer unkontrollierten und variablen Zufuhr exogener D-Galaktose tber die

Nahrung auszuschlielR3en.

Die unter diesen Bedingungen ermittelten D-Galaktose-Konzentrationen im
Plasma sind flr verschiedene Untersuchungsgruppen in Tabelle 2 angegeben.
Bei gesunden Personen (n=16), Patienten mit Diabetes mellitus (n=5) und
obligat-heterozygoten Eltern von Patienten mit klassischer Form der
Galaktosamie (n=5) wurden jeweils &hnlich niedrige Werte um ca. 0.1 pmol x L™,

gefunden. Dagegen wurden bei postabsorptiven Patienten mit klassischer Form
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der Galaktosamie ca. 10fache hohere Konzentrationen an Plasma-D-Galaktose

bestimmt.

Tabelle 2
Freie D-Galaktose im Plasma postabsorptiver Probanden

Probanden? Konzentration der D-Galaktose® n
(umol x L)
gesunde Erwachsene 0.12 £ 0.03
(0.11; 0.08 — 0.18) 16°
Diabetes-Patienten® 0.11 + 0.04
(0.11; 0.07 — 0.21) 15°
Galaktosamie-Patienten® 1.44 +0.54
(1.59: 0.44 — 2.27) 10
obligat heterozgote Eltern' 0.17 £ 0.07
(0.20; 0.08 — 0.26) 5

? Probenentnahme nach Ubernachtfasten, > 10 h; Median und Bereich in Klammern.

bAnalyse mittels der stabil-Isotopen-Verdiinnungsmethode.

¢ Plasmaproben wurden doppelt analysiert; Die Abweichungen der individuellen Werte vom Mittelwert war bei
gesunden Probanden 3 £ 3 % (0 - 10 %) und bei Patienten mit Diabetes mellitus 7 £ 5 % (0 - 16 %).

d Blutglukose: 9.7 £ 2.9 (Bereich 5.8 — 15.1) mmol x L™

® GALT-Mangel. ' Eltern der Galaktosamie-Patienten

Methodenvergleich

Wie im vorigen Abschnitt erwahnt, erbrachten erste Vergleichmessungen
unerwarteterweise bei der enzymatisch-fluorimetrischen Methode deutlich hohere
D-Galaktose-Konzentrationen im Plasma als die stabil-Isotopen-
Verdinnungsmethode. Daher wurde die enzymatische Methode néher Uberprift.

Hierzu wurden eine Serie von Vergleichmessungen durchgefihrt.

Angaben zur Préazision der enzymatisch-fluorimetrischen Methode sind in Tabelle
1 enthalten. Die mit den beiden Methoden in individuellen Plasmaproben
ermittelten Konzentrationen sind in Abbildung 4 wiedergegeben. Tabelle 3 enthéalt

eine Zusammenfassung der Ergebnisse.
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Abb. 4: Methodenvergleich bei der D-Galaktose-Konzentrationsbestimmung an
postabsorptiven gesunden Personen und Galaktosamie-Patienten. Die mit der D-[U-
13CG]GaIaktose-Isotopen-VerdUnnungsmethode (SID) erhaltenen Daten wurden mit denen der
enzymatischen Methode verglichen. Zwischen den Daten der beiden Methoden besteht
offensichtlich keine statistische Korrelation (r < 0.5; lineare Regression, Methode der kleinsten
Fehlerquadrate). Die Daten fir das nicht-galaktosamische Personenkollektiv (niedriger
Konzentrationsbereich) sowie das der Galaktosamie-Kranken (hoher Konzentrationsbereich) sind
jeweils mit einer Hintergrund-Schattenflaiche gekennzeichnet.

Bei gesunden Erwachsenen und Patienten mit Diabetes mellitus waren die mit der
enzymatisch-fluorimetrischen Methode bestimmten Werte bis zu 18fach héher als
die mit der stabil-lsotopen-Verdinnungsmethode ermittelten Werte. Bei
Galaktosamie-Patienten mit erhohten Konzentrationen von D-Galaktose im
Plasma wurde im Mittel immer noch eine ca. 3fache Uberbestimmung gefunden.

Bemerkenswert ist, dass der Betrag der Uberbestimmung mit der enzymatisch-
fluorimetrischen Methode (nicht-Galaktosamie-Personen: +0.91 + 0.50 (Median
0.75; Bereich 0.26 - 2.21) umol x L™, n=30; Galaktosamie-Patienten: +2.54 + 1.42
(Median 1.94, Bereich 0.58 - 5.19) pumol x L™, n=9) sehr variabel war. Weiterhin
wurde bei keiner der drei Untersuchungsgruppen eine statistisch signifikante
Korrelation  zwischen den  gaschromatographisch-massenspektrometrisch
ermittelten und den mit der enzymatischen Methode gemessenen Werten

gefunden.
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Tabelle 3

Enzymatisch-fluorimetrische Analyse der Konzentration von D-Galaktose im
Plasma postabsorptiver Probanden

Untersuchungsgruppe Apparente D-Galaktose- Apparente n®
Konzentration in Plasma- Uberbestimmung® (-fache)®
Proben

gesunde Erwachsene 0.9+05 7.6+35 16
(0.8;0.4-2.2) (7.5; 3.5 -15.9)

Diabetes-Patienten 1.2+0.5 10.8+4.3 14
(1.0; 0.7 — 2.4) (10.2; 5.1 — 18.2)

Galaktosamie-Patienten 4.1+05° 3.0+ 1.6° 9
(3.5;29-6.1) (2.1;1.3-6.7)

% Probanden wie in Tabelle 2; Mangel an Plasmavolumen bei einem Patienten mit Diabetes mellitus und
einem Patienten mit Galaktosamie.

b Mittelwert + SD, Median und Bereich in Klammern.

¢ verglichen mit den Werten, die mittels der stabil-Isotopen-Verdiinnungsmethode erhalten wurden (vergl.
Abb. 3)

9 statistisch signifikanter Unterschied zu den anderen Untersuchungskollektiven (p < 0.001)

Galaktose-Stoffwechselumsatzmessung in vivo

Die Anwendbarkeit der neuen GC-MS-Methode fur die Bestimmung der
Isotopenanreicherung wurde an Plasmaproben aus einer
Stoffwechselumsatzmessung geprift. In Abbildung 5 sind die Ergebnisse
dargestellt, die anlaRlich eines ,primed continuous infusion"-Versuchs mit
intravendser Applikation von D-[1-'*C]Galaktose bei einem gesunden Probanden

erhalten wurden.

Etwa 3 h nach Beginn der Infusion von D-[1-*C]Galaktose wurde ein stabiler
steady-state der 1-'*C-Anreicherung in der D-Galaktose des Plasmas (76 * 2
MPE, n=7) erreicht. Aus den Ergebnissen wurde eine Freisetzungsrate von
endogener D-Galaktose in das Plasma zu 0.17 pmol/h pro kg KG berechnet. Unter
Verwendung von D-[U-'3C¢]Galaktose zur internen Standardisierung konnte
zusatzlich gezeigt werden, dass der Anteil der aus endogenen Quellen
stammenden D-Galaktose an der gesamten D-Galaktose-Konzentration des

Plasmas wahrend des Versuchs weitgehend konstant blieb.
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Abb. 5: Konzentration und C-Anreicherung der D-Galaktose im Plasma eines
postabsorptiven gesunden Probanden bei einem , primed continuous infusion"-Versuch mit
intravenoser Applikation von D-[1-'*C]Galaktose. Der Proband erhielt zu Beginn einen
intravendsen Bolus (5.5 umol/kg KG) und dann eine kontinuierliche Infusion tber 6 Stunden (0.8
pmol/h pro kg KG). Plasma-Kontrollproben (Basalwerte) wurden vor Gabe des Bolus genommen.
Die Analyse der Plasmaproben erfolgte mittels GC-MS. Zur Konzentrationsbestimmung der
Gesamtgalaktose (Galy,) wurde D-[U-*Cg]Galaktose als interner Standard verwendet. Der Anteil
der endogenen D-Galaktose (Galengo) Wurde anhand 1-'*C-Isotopenanreicherung und der totalen
D-Galaktose-Konzentration berechnet. Mittelwerte sind als durchgezogene Linien eingezeichnet;
grau unterlegt sind die Bereiche von + 2 SD.

2.4 Diskussion

Die Anwesenheit eines vergleichsweise riesigen Uberschusses an D-Glukose stellt
das primare Problem bei der Etablierung von gaschromatrograpisch-
massenspektrometrischen Analysenmethoden fir die Bestimmung von D-
Galaktose in Humanplasma dar. Die hier erhobenen Daten zeigen, dass unter
postabsorptiven Bedingungen der Uberschuss der D-Glukose gegeniiber der D-
Galaktose in Plasmen von gesunden Erwachsenen ca. 30 000 - 60 000, bei
Patienten mit Diabetes mellitus ca. 50 000 - 20 0000 und bei Patienten mit
klassischer Form der Galaktosamie ca. 2000 - 10 000 betragt. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die D-Glukose aus

Plasmaproben spezifisch und praktisch vollstandig durch Behandlung mit D-
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Glukose-Oxidase aus Aspergillus niger entfernt werden kann (Tygstrup et al.,
1954, Sondergaard 1958). D-Galaktose wurde durch das Enzym nicht umgesetzt,
so dass es wahrend der Probenaufarbeitung nur zu geringen Verlusten bei der
Aufreinigung mittels lonenaustausch-Chromatographie kam.

Die bisher wohl empfindlichste Methode zur Bestimmung der Plasma-D-Galaktose
wurde von Watanabe & Kawasaki (1987) etabliert, die mittels HPLC und
elektrochemischer Detektion eine untere Nachweisgrenze von 2.2 pmol x L*
erreichen konnten (Watanabe & Kawasaki 1987). Das in dieser Arbeit
beschriebene Analysenverfahren ist damit um mehr als 2 Gréf3enordnungen
empfindlicher als alle bisher publizierten Methoden zur Bestimmung von D-
Galaktose im Plasma (Henderson et al.,1982; Dahlquist, 1983; Fujimura, 1983;
Schwarz et al.,, 1985; Watanabe & Kawasaki, 1987; Pudek et al., 1990; Shin,
1991; Diepenrock et al., 1992; Tang & Hu, 1992; Yuh et al., 1998).

Zur GC-MS-Analyse wurde das Aldononitril-Pentaacetat-Derivat der D-Galaktose
verwendet. Dieses Derivat hat mehrere Vorteile: Acylierte Aldononitrile von
Hexosen stellen chemisch einheitliche Substanzen dar. Demgegeniber entstehen
bei anderen Derivatisierungsmethoden zwei oder mehr Produkte. Zum Beispiel
ergibt die Alkylsilylierung von Aldohexosen vier zyklische Tautomere in
unterschiedlichen Anteilen. Durch die Aufteilung auf mehrere
gaschromatographische Peaks wird dabei die Sensitivitat der
massenspektrometrischen Detektion vermindert (Pfaffenberger et al., 1975; Laker,
1980; Martinez-Castro et al., 1989; Rubino, 1989).

Dariber hinaus haben die Aldononitril-Pentaacetat-Derivate  glnstige
Eigenschaften bei der Massenspektrometrie, da sie sehr stabil sind und bei der
Anwendung chemischer lonisationsmethoden kaum fragmentieren. Bei dem
Derivat der D-Galaktose waren die lonen fast vollstandig auf das [MH-60"]-
lonencluster konzentriert (vergl. Tserng & Kalhan, 1983). Bei der Detektion im
.selected ion monitoring (SIM)“-Modus wurden bei m/z 328, m/z 329 und m/z 334
keine stérenden lonen beobachtet, so dass eine hohe Spezifitat und Sensitivitat

der quantitativen Bestimmung gegeben ist.
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Die mit der neuen Methode gewonnenen Daten zeigen nun erstmals, dass D-
Galaktose - auch im postabsorptiven Zustand - ein normaler Bestandteil des
humanen Plasmas ist. Allerdings sind die Konzentrationen im allgemeinen sehr
niedrig. Konzentrationsbestimmungen in den Proben aus der in vivo
Stoffwechselumsatzmessung mit D-[1-*C]Galaktose zeigten, dass D-Galaktose
aus endogenen Quellen mit einer weitgehend konstanten Rate in das Plasma
freigesetzt wird. Aufgrund der Ergebnisse kann weitgehend ausgeschlossen
werden, dass die in das Plasma abgegebene D-Galaktose letztlich aus (exogenen)
Nahrungsquellen stammte. Ware dies der Fall gewesen, so ware bei
Normalpersonen nach Uber 10stiindigem Fasten eine Abnahme der D-Galaktose-
Konzentration im Plasma wahrend des Versuchszeitraums zu erwarten gewesen.
Dies nicht zuletzt auch deshalb, da bei den Probanden D-Galaktose mit relativ
hoher Rate (ca. 1 pmol/h pro kg kG) wéahrend des Versuchs oxidativ abgebaut
wurde. In diesem Zusammenhang ist auch darauf hinzuweisen, dass eine
konstante Isotopenverdiinnung der infundierten D-[1-*C]Galaktose im Plasma
keinen direkten Indikator fur stabile Plasma-Konzentrationsverhéltnisse darstellt.
Daher ist es bei solchen in vivo Stoffwechselumsatzmessungen unbedingt
erforderlich, zum Nachweis eines metabolischen ,steady state" eine Akkumulation

von D-Galaktose im Plasma experimentell auszuschliel3en.

Verglichen mit den von Berry et al. (1995b) angegebenen Werten war bei dem
hier untersuchten Probanden die Freisetzungsrate der endogenen D-Galaktose in
das Plasmakompartiment mit 0.17 pmol/h pro kg KG bemerkenswert niedrig. Berry
et al. (1995b) bestimmten unter weitgehend vergleichbaren Versuchsbedingungen
bei drei gesunden Erwachsenen D-Galaktose-Produktionsraten von 2.9 bis 5.4
umol/h pro kg KG. Ein kurzlich durchgefuhrter eigener Kontrollversuch mit einem
weiteren gesunden Erwachsenen, bei dem dieselbe **C-Dosierung wie bei Berry
et al. (1995b) appliziert wurde, ergab mit 0.43 pmol/h pro kg KG ebenfalls eine
deutlich niedrigere Rate der Freisetzung von D-Galaktose aus endogenen
Quellen. Die Ursachen fur diese offensichtlichen Diskrepanzen sind bisher noch
nicht bekannt. Es bleibt prifen, ob die Erklarung z.B. in einer betrachtlichen
intraindividuellen Variabilitat der endogenen Bildung von D-Galaktose beim

Menschen zu suchen ist.
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Wie erwartet, waren die Konzentrationen der D-Galaktose im Plasma von
Patienten mit klassischer Form der Galaktosamie deutlich héher als bei den nicht-
galaktosdmischen Untersuchungsgruppen. Ob diese erhdhten Konzentrationen
bei den Patienten mit Galaktosamie letztlich vor allem auf eine sehr langsame
metabolische Clearance von D-Galaktose in der Leber zurickzufihren ist, oder
aber durch eine im Vergleich zu Normalpersonen etwas erhéhte Freisetzungsrate
aus extrahepatischen Gewebe verursacht wird, muss nun durch in vivo

Stoffwechselumsatzmessungen an Galaktosamie-Patienten geklart werden.

In dieser Arbeit wurde eine konventionelle enzymatisch-fluorimetrische Methode
(Fujimura, 1983) soweit modifiziert, dass es mdglich wurde, enzymatische
Bestimmungen der D-Galaktose im Plasma auch im  niedrigen
Konzentrationsbereich durchzufiihren. Ein Vergleich der enzymatischen mit den
GC-MS-Daten ergab, dass mit der enzymatischen Methode, aufgrund bislang
noch nicht klar definierbarer Interferenzen, viel zu hohe D-Galaktose-
Konzentrationen im Plasma bestimmt werden. Ahnliche Beobachtungen wurden
auch von anderen Autoren mitgeteilt (Watanabe & Kawasaki, 1987; Pudek et al.,
1990; Yuh et al., 1998). Aufgrund dieser Ergebnisse muss festgestellt werden,
dass die enzymatisch-fluorimetrische Methode fiir eine Analyse niedrigerer D-

Galaktose-Konzentration im Plasma nicht geeignet ist.

Abschlie3end ist festzuhalten, dass mit der hier vorgestellten GC-MS-Methode
eine hochsensitive und zuverlassige Messung von Konzentration und *3C-
Anreicherung der D-Galaktose in humanen Plasmaproben durchgefuhrt werden
kann. Eine wesentliche Voraussetzung fir valide Ergebnisse ist jedoch, dass jede
Préaparation stabil-Isotopen-markierter D-Galaktose, die als interner Standard oder
zur Infusion verwendet werden soll, vorher grundlich geprift werden muss, da
unterschiedliche Praparationen auch unterschiedliche Menge an stérenden

Komponenten enthalten kdnnen (Tserng & Kalhan, 1983).
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Kapitel 3

Galaktose-1-Phosphat in Erythrozyten

Zusammenfassung. Fir die Bestimmung der Konzentration von D-Galaktose-1-Phosphat in
Erythrozyten wurde eine stabil-Isotopen-Verdiinnungsmethode etabliert. Dazu wurde D-Galaktose-
1-Phosphat enzymatisch zu D-Galaktose umgewandelt und das Aldononitril-Pentaacetat-Derivat
gaschromatographisch-massenspektrometrisch (GC-MS) analysiert. Die massenspektrometrische
Quantifizierung der [MH-60]"-lonen erfolgte nach positiver chemischer lonisation im ,selected-ion-
monitoring“ (SIM) Modus. Zur internen Standardisierung wurde U-"*Cg-markierte D-Galaktose
verwendet. Vergleichsmessungen wurden mit einer etablierten enymatisch-fluorimetrischen und
einer radioenzymatischen Methode durchgefiihrt. Die GC-MS-Methode war linear (Bereich: O bis
600 pmol x Lggc® gepackte Zellen) und sowohl in niedrigeren wie in hoheren
Konzentrationsbereichen gut reproduzierbar (VK’s in der Serie und von Tag zu Tag < 15%). Die
Bestimmungsgrenze lag bei 0.01 pmol x Lggc™. Bei Vergleichmessungen in Erythrozyten von
Galaktosamie-Patienten waren die Werte mit den Ergebnissen der konventionellen enzymatischen
Methoden gut korreliert (R* > 0.927). Bestimmungen in Erythrozyten postabsorptiver Patienten
unter diatetischer Behandlung (n=41), Q188R-heterozygoter Eltern (n=8) und gesunder
Erwachsener (n=33) ergaben Werte des D-Galaktose-1-Phosphats von (Mittelwert +SD) 142 +38,
1.4 +0.2 und 1.9 +0.5 pmol x Lrec . Die Konzentrationen der freien D-Galaktose lagen bei 3.8 £1.7,
0.49 +0.19 und 0.43 +0.20 pmol x LRBC'l. Die Methode kann auch verwendet werden, um den

Einbau von **C-Markierung in andere D-Galaktose-Metabolite des Erythrozyten zu analysieren.
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3.1 Einleitung

Bem Menschen wird D-Galaktose hauptsachlich Gber die Nahrung, vor allem mit
Milch und Milchprodukten zugefiihrt. Die Elimination der D-Galaktose erfolgt im
Wesentlichen tber den Leloir-Stoffwechselweg. Hierbei wird D-Galaktose mit Hilfe
der Enzyme D-Galaktokinase (EC 2.7.1.6), D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase (EC 2.7.7.12) und UDP-Galaktose-4-Epimerase (EC 5.1.3.2)
abgebaut. Bei Galaktosamie ist aufgrund eines erblichen Mangels an einer dieser
Enzymaktivitdten der Abbau von D-Galaktose gestort. Die haufigste Ursache der
Galaktosamie ist ein angeborener Mangel an D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase (klassische Galaktosamie; OMIM 230400). Bei Neugeborenen
mit klassischer Form der Galaktosamie, die mit Milch erndhrt werden,
akkumulieren die potentiell toxischen Metabolite D-Galaktose-1-Phosphat und D-
Galaktitol und es entwickelt sich ein lebensbedrohliches organ-toxisches Syndrom.
Als Therapie der klassischen Galaktosamie wird derzeit eine lebenslange und
weitgehende Restriktion der D-Galaktose-Zufuhr mit der Nahrung empfohlen
(Ubersicht bei Holton et al., 2001).

Zur Uberwachung der Stoffwechseleinstellung bei klassischer Galaktosamie wird,
wenn auch nicht unumstritten (Schwarz, 1960; Walter et al., 1999), der D-
Galaktose-1-Phosphat-Gehalt in den Erythrozyten bestimmt. Bisher verfligbare
Methoden fur die Konzentrationsbestimmung von D-Galaktose-1-Phosphat sind:
() Enzymatische Abspaltung der Phosphatgruppe und Bestimmung der
entstandenen D-Galaktose mit einer gekoppelten D-Galaktose-Oxidase- (EC
1.1.1.39) oder D-Galaktose-Dehydrogenase- (EC 1.1.1.48) Indikatorreaktion
(Dahlqgvist, 1983). (ii) Bestimmung der D-Galaktose-1-Phosphat-abhangigen, durch
die Uridyltransferase katalysierten, Freisetzung von **C-markiertem D-Glukose-1-
Phosphat aus UDP-[**C]-Glukose oder, wenn Radiochemikalien nicht verwendet
werden kénnen, Kopplung mit der D-Glukose-6-Phosphat-Mutase- (EC 5.4.2.6) / -
Dehydrogenase- (EC. 1.1.1.49) Indikatorreaktion (Shin, 1991).  (iii)
Gaschromatographisch-massenspektrometrische Bestimmung der Trimethylsilyl-
Derivate des D-Galaktose-1-Phosphats mittels stabil-Isotopen-Verdiinnung (Chen
et al., 2002a).
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Diese Methoden sind zur Bestimmung von erhéhten Konzentrationen von D-
Galaktose-1-Phosphat bei Patienten mit klassischer Galaktosamie gut geeignet
und die Werte zeigen eine vergleichbare gute Ubereinstimmung. Keine dieser
Methoden ist jedoch von ausreichender Empfindlichkeit, um eine zuverlassige
Bestimmung der niedrigen Konzentrationen an D-Galaktose-1-Phosphat in
Erythrozyten von Normalpersonen und postabsorptiven Patienten mit milderen

Formen der Galaktosamie zu erlauben (Chen et al., 2002a).

Im Folgenden wird eine Modifikation der im Kapitel 2 entwickelten GC/MS-
Methode zur Bestimmung freier D-Galaktose beschrieben. Diese erlaubt es, die
Konzentration und den *3C-Gehalt des D-Galaktose-1-Phosphats iiber den
gesamten (patho)physiologisch relevanten Konzentrationsbereich zu bestimmen.

3.2 Material und Methoden

Probanden und Patienten

Zur Bestimmung postabsorptiver D-Galaktose-Metabolit-Konzentrationen im Blut
wurden Proben von EDTA-Blut zwischen 7 Uhr und 9 Uhr bei Patienten mit D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Mangel (15 weiblich, 12 mannlich; Alter
15 + 9 Jahre (Mittelwert + SD), Gewicht 41 + 21 kg, Grof3e 147 + 28 cm), deren
obligat heterozygoten Eltern (4 Frauen, 4 Manner; Alter 41 + 4 Jahre, Gewicht 71
+ 11 kg, GrofRe 172 + 2 cm) und gesunden erwachsenen Probanden (15 Frauen,
18 Méanner; Alter 28 + 9 Jahre, Gewicht 68 + 13 kg, GroR3e 175 + 8 cm) vends
entnommen. Alle Probanden wurden in postabsorptivem Zustand nach
Ubernachtfasten von > 10 Stunden untersucht. Unmittelbar nach der
Blutentnahme wurden die Zellen vom Plasma durch Zentrifugation (3000 x g, 5
min) getrennt. Die Erythrozyten wurden zwei mal mit gleichem Volumen
physiologischer NaCl-Lésung gewaschen. Plasma- und Erythrozyten-Proben

wurden bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.
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Galaktoseumsatz-Studie

Dazu wurde - in Anlehnung an die Angaben von Berry et al. (1995b) - ein ,primed-
continuous-infusions"-Test nach Ubernachtfasten > 10h unter Ruhebedingungen
durchgefuhrt (vgl. Kap. 7.2):

Ein Galaktosamie-Patient (ménnlich, 18 Jahre) erhielt gegen 08:30 Uhr einen
einmaligen intravendsen Bolus von D-[1-*C]Galaktose (8.0 umol/kg KG, ,priming
dose”). Danach wurde Uber eine in einer geeigneten Armvene platzierten
Venenverweilkaniile tber 5.5 Stunden kontinuierlich D-[1-**C]Galaktose (1.25
pumol/h pro kg KG) infundiert. EDTA-Blutproben wurden ab 150 min im Abstand in
15 Minuten Uber eine Dauer von 3 Stunden aus einer Venenverweilkantle
entnommen, die im kontralateralen Arm gelegt war. Die Blutproben wurden wie

oben beschrieben aufgearbeitet und gelagert.

Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Chemikalien und Enzyme
bereits im Kap. 2.2 spezifiziert. Alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1, aus
Kalbsdarm), D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (EC 2.7.7.12, aus Hefe),
D-Galaktose-1-Phosphat (Dikaliumsalz) und UDP-Glukose (Dinatriumsalz) waren
von Sigma-Aldrich (Taufkirchen). UDP-[U-'*C]Galaktose-1-Phosphat (11 Gbq /

mmol) wurde von Biotrend (KdIn) bezogen.

D-[U-'3C¢]Galaktitol-Standard war nicht im Handel erhéltlich. Daher wurde D-[U-
13Cg]Galaktitol aus D-[U-'*Cg]Galaktose durch Reduktion mit NaBH,4 synthetisiert
(Jakobs et al., 1984). Die Reinheit des Produkts wurde mittels GC-MS-Analyse
Uberprift. Die D-[U-*C¢]Galaktitol-Praparation war rein (98.5% [U-*Cg]) und

enthielt weniger 0.2% nicht umgesetzte b-[U-*Cg]Galaktose.

Galaktose-1-Phosphat
Fur die Bestimmung von D-Galaktose-1-Phosphat wurden folgende Methoden

eingesetzt.
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Stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode

Erythrozyten-Proben wurden mit gleichem Volumen von physiologischer NaCl-
LOsung gemischt. Zur internen Standardisierung wurden
Erythrozytensuspensionen (100 pL) der Patienten mit D-[U-"*C¢]Galaktose-Losung
(50 umol x L™ 100 pL) und D-[U-'3Cg]Galaktitol-Lésung (50 pmol x L™ 10 uL)
versetzt und 1 min im Ultraschall-Bad behandelt. Danach wurde 400 pL Tris/HCI-
Puffer (0.5 mol x L™, pH 8.6) zugefiigt, und zur EnteiweiRung erhitzt (95 °C, 5
min), und der Uberstand durch Zentrifugation (5 min, 10 000 x g, 4 °C) gewonnen.
Zur Hydrolyse des D-Galaktose-1-Phosphats wurde der Extrakt (500 puL) mit MgCl,
(0.5 mmol x L") und alkalischer Phosphatase (90 kU x L™) versetzt, und 2 h bei 25
°C inkubiert. Das Inkubat (500 pL) wurde mit H,O (1 mL) und HCIO, (30%, V:v;
0.15 mL) versetzt und das ausgeféllte Protein durch Zentrifugation (s.0.) entfernt.
Der Uberstand (1.4 mL) wurde mit KHCO3 (2.5 mol x L™, 0.25 mL) neutralisiert
und KCIO4 durch Zentrifugation (s.0.) abgetrennt. Die weitere Reinigung durch
lonenaustausch-Chromatographie und die Derivatisierung erfolgte wie bereits im

Kap. 2.2 beschrieben.

Zur Bestimmung der Vollstandigkeit der enzymatischen Hydrolyse wurden in jeder
Serie Kontroll-Proben mitgefiihrt, denen 10 nmol D-Galaktose-1-Phosphat
zugesetzt worden war. Als Leerwerte wurden Proben mitgefuhrt, die 0.5 nmol U-
13Cs-markierte D-Galaktose enthielten und die ohne Zusatz von alkalischer
Phosphatase aufgearbeitet wurden. Bei Proben von obligat heterozygoten Eltern
und gesunden Erwachsenen wurden 200 uL Erythrozytensuspension verwendet,
mit 10 pL (0.5 nmol) U-*Ce-markierten Standard-Lésungen versetzt und, wie oben
beschrieben, weiter aufgearbeitet.

Die gaschromatographisch-massenspektrometrische Analyse des Aldononitril-
Pentaacetat-Derivats der D-Galaktose erfolgte mittels pCl und SIM der [MH-60]"-
lonen wie bereits im Kap. 2.2. beschrieben. Zusatzlich wurde das Alditol-
Hexaacetat-Derivat des D-Galaktitols analysiert. Dazu wurde die Intensitat der
[MH-60]"-lonen im D-Galaktitol-Peak bei m/z 375, m/z 376, m/z 381 gemessen,
um 1-*2C-, 1-3C-, U-*3C¢-markiertes D-Galaktitol zu erfassen.
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Abb. 1: Gaschromatographisch-Massenspektrometrische Bestimmung von freier D-
Galaktose, totaler D-Galaktose (Summe aus freier D-Galaktose und D-Galaktose-1-Phosphat)
und D-Galaktitol aus humanen Erythrozytenproben. Zwei  Aliquots  einer
Erythrozytensuspension eines Patienten mit D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Mangel
wurden parallel, wie im Methoden-Teil beschrieben, aufgearbeitet. Die Probe A (links) wurde ohne,
die Probe B (rechts) mit alkalischer Phosphatase-Behandlung aufgearbeitet. Die
massenspektrometrische Detektion der Aldononitrilderivate der D-Galaktose sowie der
Hexaacetate des D-Galaktitols erfolgte mittels Methan-pClI, und die Bestimmung der Intensitaten
der [MH-60]"-lonen bei m/z 328 und m/z 375. Die Metabolit-Konzentrationen waren in A: freie D-
Galaktose 2.9 pmol x L™, D-Galaktitol 8.4 pmol x L™"; in B: totale D-Galaktose 99.7 pmol x L™, D-
Galaktitol 8.6 pmol x L™,

Die Konzentration von D-Galaktose und D-Galaktitol (Cpa;; in pmol x Lrec™) wurde
aus den lonenintensitatsverhaltnissen Rna = (m/z 328)/(m/z 334) und Rpa = (M/z
375)/(m/z 381) wie im Kap. 2.2 (Gleichung 1) beschrieben berechnet. Dabei wurde
Vpiasma durch Vggc ersetzt (Vrsc = Volumen gepackten Erythrozyten in mL).
Entsprechend wurde die Konzentration von 1-**C-markierter D-Galaktose und D-
Galaktitol (Cy3; in pmol x Lrsc™) aus den lonen-Intensitatsverhaltnissen Ry = (m/z
329)/(m/z 334) und Ri3 = (m/z 376)/(m/z 381) berechnet (s. Kap. 2.2; Gleichung
2). Fir D-Galaktitol wurde die natirliche 1-*C-Anreicherung aus den lonen-
Intensitatsverhéltnissen Ro= (m/z 376)(m/z 375) im chromatographischen Peak
von D-Galaktitol in einer reprasentativen Anzahl von authentischen Plasmaproben
(n=54) zu 0.179 experimentell bestimmt und fir die Berechnung verwendet. Alle

weiteren Berechnungen erfolgten genau wie im Kap. 2.2 beschrieben.
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Enzymatisch-fluorimetrische Methode

Fur die Bestimmung des D-Galaktose-1-Phosphats wurde das von Dahlqvist
(1983) beschriebene Verfahren verwendet. Drei Aliquots der
Erythrozytensuspension (160 pL) wurden zur internen Standardisierung mit D-
Galaktose-1-Phosphat-Standardlésungen (0, 125 und 250 pmol x L™; 40 pL)
versetzt, und fur 1 min im Ultraschall-Bad behandelt, dann wurde Tris/HCI-Puffer
(0.5 mol/L, pH 8.6, 400 uL) zugeflgt und zur Proteinfallung erhitzt (95 °C, 5min).
Danach wurden die Proben zentrifugiert (5 min, 10 000 x g, 4 °C) und der
Uberstand gewonnen. Der Ansatz (Endvolumen 1 mL) fir die fluorimetrische
Bestimmung enthielt Uberstand (330 pL), Tris/HCI-Puffer (0.5 mol x L™, pH 8.0),
NAD*-Lésung (1 mmol x L), MgCl; (0.45 mmol x L) und D-Galaktose-
Dehydrogenase-Lésung (125 U x L™). Nach Bestimmung des Leerwertes (Aex 340
nm, Aem 450 nm; Fluorimeter SFM 25, Kontron, Zurich, Schweiz) wurde die
Hydrolyse von D-Galaktose-1-Phosphat durch Zugabe von alkalischer
Phosphatase (50 kU x L™) gestartet. Nach vollstandiger Hydrolyse (ca. 90 min)
wurde der Anstieg der Fluoreszenzintensitat gemessen. Die Berechnung der D-
Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in den Erythrozyten erfolgte dann auf der

Basis der Fluoreszenzintensitat der internen Standards.

Radioenzymatische Bestimmung

Fur vergleichende Messungen wurde aulerdem eine weitere gebrauchliche
Methode verwendet. Bei dieser Methode wird die D-Galaktose-1-Phosphat-
abhangige Freisetzung von **C-markiertem D-Glukose-1-Phosphat aus UDP-[U-
14C]Glukose - katalysiert durch die D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase -
gemessen. Die Analyse erfolgte wie bei Shin (1991) beschrieben mit der
Ausnahme, dass zur chromatographischen Abtrennung des *C-markierten D-
Glukose-1-Phosphats anstelle einer DEAE-Séaule eine Dowex 1X8-Saule (ClI -

Form, 200-400 mesh, 0.5 mL) verwendet wurde.

Sonstige Analysen
Die Aktivitdt der D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase in den Erythrozyten

wurde wie im Kap. 6.1 beschrieben gemessen. Das Screening auf die Q188R-
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Mutation erfolgte wie im Kap. 5.2 beschrieben. D-Galaktose und D-Galaktitol im
Plasma wurden, wie bereits im Kap. 2.2 beschrieben, mittels stabil-Isotopen-

Verdinnung bestimmt.

Statistik

Im Allgemeinen sind die Ergebnisse als Mittelwert + SD (Anzahl der unabhangigen
Bestimmungen in Klammern) angegeben. Korrelationen wurden mit linearer
Regressionsanalyse (Methode der kleinsten Fehlerquadrate, RGP-Funktion,
Microsoft-Excel) Uberpruft. Zur Prifung auf statistisch signifikante Unterschiede

zwischen Stichproben wurde der Mann-Whitney U-Test verwendet.

3.3 Ergebnisse

Linearitat und Prazision
Zunachst wurde die neue Methode auf Linearitdt geprift. Dazu wurden
Erythrozytensuspensionen mit D-Galaktose-1-Phosphat in Konzentrationen
angereichert, die typischerweise bei klassischer Galaktosamie auftreten kénnen
(50 bis 500 pmol x Lgec™).

Sowohl mit dem Erythrozyten-Pool des Patienten als auch mit dem Erythrozyten-
Pool eines gesunden Probanden wurde eine ausgezeichnete lineare Korrelation
zwischen zugesetztem und analytisch bestimmtem D-Galaktose-1-Phosphat
gefunden. Eine vergleichbar gute Linearitat wurde auch mit Erythrozyten-Proben,
denen D-Galaktose-1-Phosphat im niedrigen Konzentrationsbereich zugesetzt war
(0-20 umol x Lrec™; Abb. 2B), ermittelt. Die Nachweisgrenze (d.h. Signal-Rausch-
Verhaltnis im D-Galaktose-Peak von 3:1) lag bei 0.01 umol x Lrgc™ (siehe Abb.1).

Die Préazision wurde mit einem Erythrozyten-Pool von einem gesunden
Erwachsenen (D-Galaktose-1-Phosphat: ca. 3 pmol x Lgac’) sowie dem
Erythrozyten-Pool eines Patienten mit Galaktosamie (D-Galaktose-1-Phosphat: ca.

90 pmol x Lgac™) untersucht.
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Abb. 2: Linearitdt der stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode zur Bestimmung der
Konzentration von D-Galaktose-1-Phosphat (Gal-1-P) in Humanerythrozyten.

A) Erythrozytenproben eines Patienten mit klassischer Galaktosémie, sowie Erythrozytenproben
gesunder Erwachsenen wurden mit steigenden Konzentrationen von natlrlich markiertem D-
Galaktose-1-Phosphat versetzt, und wie im Methoden-Teil beschrieben, aufgearbeitet und
analysiert (Gleichungen der Regressionsgeraden: y = 1.014(+0.012)x + 113.8(+£3.4); Syx =5.6, r >
0.999; y = 1.011(x0.011)x +5.6(x3.1); Syx =5.1, r > 0.999; der Y-Achsenabschnitt entspricht der
urspringlichen b-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in der Probe).

B) Zu Erythrozytenproben gesunder Erwachsener wurde in den angegebenen Konzentrationen D-
Galaktose-1-Phosphat zugegeben und analysiert (Gleichung der Regressionsgeraden: y =
0.991(x0.014)x + 1.5(£0.2); Syx =0.2, r > 0.999; der Y-Achsenabschnitt entspricht der
ursprunglichen b-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration in der Probe).

Bei der hohen Konzentration lagen die VK’s in der Serie und von Tag zu Tag bei
0.6% bzw. 4%. Bei der niedrigen Konzentration lagen die entsprechenden VK’s
bei 12.9% bzw. 14.3%.

Methodenvergleich

Die stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode wurde weiter evaluiert, indem
Vergleichmessungen in Erythrozyten-Proben von Patienten mit Galaktosamie mit
der konventionellen enzymatisch-fluorimetrischen Methode (56 Proben, D-
Galaktose-1-Phosphat 123 +38; Bereich 9 - 231 pmol x Lggc’) sowie mit der
radioenzymatischen Methode (26 Proben, D-Galaktose-1-Phosphat 126 +41;

Bereich 159 - 217 pmol x Lgasc™) durchgefithrt wurden. Die Ergebnisse sind in
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Abbildung 3 dargestellt. Sie zeigen, dass alle drei Methoden untereinander linear
korreliert waren und Ergebnisse mit einer guten Ubereinstimmung erbrachten (r >

0.963, Syx < 11 umol x Lrec™).
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Abb. 3: Methodenvergleich bei der Konzentrationsbestimmung von D-Galaktose-1-Phosphat
postabsorptiven Patienten mit D-Galaktosel-Phosphat-Uridyltransferase-Mangel. Die mit der
stabil-Isotopen-Verdiinnungsmethode (SID) erhaltenen Daten wurden mit der konventionellen
radioenzymatischen Methode (n=26), und der enzymatisch-fluorimetrischen Methode (n=56)
verglichen, und in beiden Fallen gute statistische Korrelation gefunden (Gleichung der
Regressionsgeraden: A (oben): y = 0.978(£0.056)x + 5.1(£7.2); Syx =11.3, r > 0.963; B (unten): y =
0.993(+0.031)x + 3.8(£3.9); Syx =9.1, r > 0.97). Die Daten der enzymatisch-fluorimetrischen
Methode (x) und die Daten der radioenzymatischen Methode (Y) zeigen ebenfalls eine statistische
Korrelation (Gleichung der Regressionsgeraden: y = 0.966(+0.060)x + 2.9(+8.1); Syx =12.5; n=26).
Bemerkung: Im Allgemeinen wurde in Erythrozyten der Patienten die Aktivitat der D-Galaktose-1-
Phosphat-Uridyltransferase < 1% der Norm gemessen. Die niedrige Konzentration von D-
Galaktose-1-Phosphat wurde in Erythrozyten einer Patientin mit Duarte-Variante (D,) bestimmt.
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Galaktose-Metabolite in Erythrozyten

Diese Methode wurde angewendet, um die Relationen der D-Galaktose-
Metaboliten in Humanerythrozyten zu bestimmen. Die Daten fur Galaktosamie-
Patienten, deren obligat heterozygoten Eltern und fir gesunde Erwachsene sind in

Tabelle 1 zusammengestellt.

Tabelle 1
D-Galaktose-Metabolite in Erythrozyten postabsorptiver Probanden

Probanden® D-Galaktose-1-Phosphat®  D-Galaktose® D-Galaktitol® n

(umol x Lgac™)

Galaktosamie-Patienten® 142 + 38 3.8+1.7 83+1.5 41
75 -233 16-85 50-11.2

(3.3+1.0) (11.2+1.4)

obligat heterozyote Eltern® 1.4+0.2 0.49+0.19 0.73+0.30 8
1.0-1.7 0.13-0.75 0.37 - 1.08
(0.26 £ 0.05) (0.17 + 0.04)

gesunde Erwachsene' 1.9+05 0.43+£0.20 0.81+£0.38 33
1.2-3.2 0.10-0.87 0.25-1.79

(0.33+0.06)  (0.21 + 1.06)

# Blutprobenentnahme nach Ubernachtfasten, postabsorptive Periode > 10 h.

b Analyse mittels der stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode; Mittelwert und Bereich sind flr gepackte
Erythrozyten angegeben.

¢ Zum Vergleich sind Konzentrationen im Plasma in Klammern angegeben; wie im Kapitel 2 beschrieben,
analysiert.

4In den Erythrozyten der 26 Galaktosdmie-Patienten betrug die GALT-Aktivitat < 1% der Norm.

¢ Q188R-heterozygote Probanden mit GALT-Aktivitat von 50 + 5 % der Norm.

" GALT-Aktivitat lag bei 23 + 3 umol/h pro g Hb.

In Erythrozyten postabsorptiver Patienten mit Galaktoséamie (n=41) ergaben sich
bei einer mittleren D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration von 142(+38) pmol x
Lrec” folgende Verhaltnisse fiir freie D-Galaktose (=1)/D-Galaktitol/D-Galaktose-1-
Phosphat von 1: 2.5(+0.9): 42(+16). Die intra- zur extrazellulare-Ratio von D-
Galaktose betrug 1.2(+0.7), die von D-Galaktitol 0.7(+0.1). Diese Rationes deuten
darauf hin, dass freie D-Galaktose intrazellular geringfligig akkumuliert,
wohingegen im D-Galaktitol Gleichverteilung zwischen dem extra- und

intrazellularen Kompartiment gegeben ist.
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In den Erythrozyten obligat heterozygoter Eltern (n=8) waren die Konzentrationen
des D-Galaktose-1-Phosphats wesentlich niedriger (1.4 + 0.2 pmol x Lrgc'1l) und
das Verhaltnis D-Galaktose (=1)/D-Galaktitol/D-Galaktose-1-Phosphat betrug 1: 1.7
(£0.7): 3.0 (£1.3). Die intra-extrazellulare-Ratio von D-Galaktose war 2.1 (£1.0), die
von D-Galaktitol 4.4 (+1.9). Diese Werte deuten darauf hin, dass sowohl D-
Galaktose als auch D-Galaktitol intrazellular akkumulierte. Mit Erythrozyten

gesunder Kontrollpersonen wurden, wie erwartet, mit den obigen Befunden

Ubereinstimmende Ergebnisse erhalten (s. Tab. 1).
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Abb. 4: *C-Anreicherung von D-Galaktose-Metaboliten im Plasma und in Erythrozyten eines
postabsorptiven erwachsenen Patienten bei einem ,primed continuous infusion“-Versuch
mit intravendser Applikation von D-[1-°C]Galaktose. Der Patient mit Q188R-homozygoter
Mutation erhielt zu Beginn einen intravendsen Bolus (8.0 pmol/kg KG) und dann eine
kontinuierliche Infusion Uber 5.5 Stunden (1.25 pmol/h pro kg KG). Vendse Blutproben wurden
entnommen, und wie im Methoden-Teil beschrieben, die 13C-Anreicherung mittels GC/MS
bestimmt. In Plasmaproben wurde ein apparenter ,steady-state* in der **C-Anreicherung in D-
Galaktose gefunden (Gal; 33.9 +0.8; r < 0.09). In Erythrozyten wurde eine statistisch hoch
signifikante lineare Erhdhung der **C-Anreicherung in D-Galaktose und D-Galaktose-1-Phosphat
bestimmt (p < 0.001). Gleichung der Regressionsgeraden (gerade Linien); fir D-Galaktose: y =
0.91(£0.11)x + 18.8(+0.4); Syx =0.36, r > 0.932; fiir D-Galaktose-1-Phosphat: y = 1.36(+0.12)x +
17.5(0.5); Syx =0.42, r > 0.957. In D-Galaktitol (Galol) wurde keine 3c-Anreicherung gefunden

Diese Methode kann auch fur die Bestimmung der Isotopenanreicherung
verwendet werden. In unserer Arbeitsgruppe wird sie z.B. im Rahmen von in vivo

D-Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen zur Analyse des Einbaus von *°C-
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Markierung aus intravends applizierter D-[1-**C]Galaktose in Galaktose-Metabolite
der Erythrozyten eingesetzt. Beispielhaft sind in Abbildung 4 Ergebnisse
dargestellt, die anlasslich einer Stoffwechselumsatzmessung bei einem Patienten

mit Galaktosamie erhalten wurden.

3.4 Diskussion

Eine stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode zur sensitiven und zuverlassigen
Bestimmung der D-Galaktose in Humanplasma wurde bereits friher etabliert und
ist im vorangehendem Kapitel ausfuhrlich beschrieben (Kap. 2). Diese Methode
wurde nun modifiziert, um auch das D-Galaktose-1-Phosphat in Erythrozyten
sensitiv. bestimmen zu konnen. Dazu wurde die Phosphatgruppe durch
Behandlung mit alkalischer Phosphatase vom D-Galaktose-1-Phosphat

abgespalten und danach die freigesetzte D-Galaktose mittels GC-MS quantifiziert.

Die Ergebnisse der Linearitats- und Wiederholbarkeitsprifung zeigen, dass D-
Galaktose-1-Phosphat mit dieser Methode im gesamten Konzentrationsbereich
von den sehr niedrigen Konzentrationen bei Normalpersonen bis zu den deutlich
erhéhten Konzentrationen bei Patienten mit klassischer Form der Galaktosamie

zuverlassig bestimmt werden kann.

Vergleichende Messungen in Erythrozyten von Galaktosamie-Patienten ergaben
eine gute Ubereinstimmung der neuen stabil-Isotopen-Verdiinnungsmethode mit
den haufig verwendeten konventionellen enzymatisch-fluorimetrischen (Dahlgvist,
1983) und radioenzymatischen Methoden (Shin, 1991, s. Abb. 3). Da fir den
statistischen Vergleich lineare Regression verwendet wurde, ist erwdhnungswert,
dass Bland-Altman-Plots (Bland und Altman, 1986) eine gleichmaRige Verteilung
der Residuen zeigten und dass die Korrelationskoeffizienten innerhalb der

empfohlenen Grenzen lagen (Martin, 2000).

Bei der radioenzymatischen Methode entsteht D-[**C]-Glukose-1-Phosphat aus

dem Umsatz von **C-markierter UDP-Glukose und D-Galaktose-1-Phosphat nach
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Zugabe von D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase. Diese Methode ist damit
spezifisch fir D-Galaktose-1-Phosphat. Bei der enzymatisch-fluorimetrischen
Methode wie auch bei der GC-MS-Methode wird jedoch die Phosphatase-
katalysierte Freisetzung von D-Galaktose aus D-Galaktose-1-Phosphat gemessen.
Bei Verwendung der alkalischen Phosphatase sind jedoch Stérungen durch D-
Galaktose-6-Phosphat nicht a priori auszuschlieen, weil dieser Metabolit ein
Substrat der Phosphatase ist. Ein Vergleich der Daten der radioenzymatischen
Methoden mit den alkalischen Phosphatase-Behandlungsmethoden ergab aber
keinen Hinweis auf eine Uberbestimmung. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass
bei der Bestimmung von D-Galaktose-1-Phosphat in Erythrozyten die
Interferenzen durch D-Galaktose-6-Phosphat, wenn Uberhaupt, vernachlassigbar
gering sind. Die Bildung von relevanten Mengen an D-Galaktose-6-Phosphat ist
kaum zu erwarten, da D-Galaktose bekanntermal3en ein sehr schlechtes Substrat

fur Saugetiere-Hexokinase ist (Fornaini et al., 1982).

Zur Bestimmung von  D-Galaktose-1-Phosphat standen  bisher die
radioenzymatische, enzymatisch-fluorimetrische und eine GC/MS-Methode zur
Verfigung (Shin, 1991; Dahlqvist, 1983; Chen et al.,, 2002a). Diese Methoden
hatten eine untere Nachweisgrenze von > 2 pmol x Lgagc™. Mit diesen Methoden
kann daher keine zuverlassige Bestimmung der niedrigen Konzentration von D-
Galaktose-1-Phosphat in Erythrozyten bei den gesunden Erwachsenen
durchgefuhrt werden (Chen et al., 2002a). Kirzlich wurde eine Elektrospray-
lonisations-Tandem-Massenspektrometrie-Methode zur direkten Bestimmung von
Glykosyl-Phosphat-Derivaten (Wolucka et al., 1998) vorgestellt und auch beim
Neonatalscreening auf Galaktosamie verwendet (Jensen et al., 2001). Diese
Methode ist aber nicht spezifisch, da die Summen aller Hexosemonophosphate
gemessen werden. Aul3erdem liegt die untere Nachweisgrenze dieser Methode
bei 100 pmol x Lgec™ und ist daher fiir die meisten Untersuchungen, die in dieser

Arbeit durchgefuhrt wurden, ebenfalls nicht geeignet.

Die hier vorgestellte stabil-Isotopen-Verdinnungsmethode ist um mehr als 1
GroRRenordnung empfindlicher als alle bisher publizierten Analysenverfahren. Mit

der Methode kann eine untere Nachweisgrenze unter 0.1 umol x Lgac™ erreicht
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werden. Wegen der hohen Sensitivitdt konnte mit dieser Methode erstmals gezeigt
werden, dass D-Galaktose-1-Phosphat sowohl in Erythrozyten gesunder
Probanden als auch obligat heterozygoter Eltern immer enthalten ist. Allerdings ist
diese Konzentration ca. 80-fach niedriger als die bei diatetisch behandelten

Galaktosamie-Patienten.

Gegenuber allen bisher etablierten Methoden hat die neue Methode den Vorteil,
dass neben freier D-Galaktose auch D-Galaktitol in Erythrozyten zuverlassig
erfasst werden kann. Bemerkenswert ist, dass die Konzentration dieser beiden
Metabolite bei den Patienten deutlich geringer erhéht war als die des D-Galaktose-
1-Phosphats.

D-Galaktose-1-Phosphat wird zur Zeit hauptsachlich zur Kontrolle der
Stoffwechseleinstellung bei Patienten mit Galaktoséamie gemessen. Zu diesem
Zweck ist die neue Methode mit den etablierten Methoden vergleichbar gut
geeignet. Vorteilhaft fir Routine-Messungen ist, dass die neue Methode relativ
preiswert ist und die Verwendung von Radiochemikalien vermieden wird. Fir die
Bestimmung von D-Galaktose-1-Phosphat bei Patienten mit Galaktosamie ist von
praktischem Interesse, dass die Konzentration der freien D-Galaktose in
Erythrozyten sehr niedrig ist (< 3% der Konzentration von D-Galaktose-1-
Phosphat). Fur die Stoffwechseliberwachung kann daher auf die Bestimmung der
freien D-Galaktose verzichtet werden, ohne dass dies zu einer relevanten

Uberbestimmung des D-Galaktose-1-Phosphats fiihren wiirde.
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Kapitel 4

Galaktonat und Galaktitol im Urin

Zusammenfassung. Fir die sensitive Bestimmung der Konzentration von D-Galaktonsaure im
Humanurin  wurde eine stabil-Isotopen-Verdiinnungsmethode etabliert. Zur internen
Standardisierung wurde D-[U-"*Cg]Galaktono-1,4-Lakton synthetisiert. Zur gaschromatographisch-
massenspektrometrischen Analyse wurde das N-(1-Butyl)Galaktonamid-Pentaacetat-Derivat
dargestellt. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte mittels positiver chemischer lonisation
und Bestimmung der Intensitaten der [MH-60]"-lonen bei m/z 402 und m/z 408. Diese Methode
wurde angewendet, um die Variabilitit der D-Galaktonat-Ausscheidung bei gesunden Probanden
und Galaktosamie-Patienten zu untersuchen und um die Relation von D-Galaktonat zu D-Galaktitol
im Humanurin zu bestimmen.
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4.1 Einleitung

Beim Menschen wird D-Galaktose mit Hilfe der Enzyme D-Galaktokinase (EC
2.7.1.6), D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (EC 2.7.7.12) und UDP-
Galaktose-4-Epimerase (EC 5.1.3.2) abgebaut und in den Glukose-Stoffwechsel
eingeschleust. Bei klassischer Galaktosdmie ist aufgrund eines erblichen Mangels
an D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (OMIM 230400) der Abbau von D-
Galaktose gestort. Prinzipiell kénnten die Bildung und Ausscheidung von D-
Galaktitol und D-Galaktonsdure mogliche alternative Eliminationswege fir D-
Galaktose beim Menschen darstellen (Ubersicht bei Holton et al., 2001).

Vor etwa 30 Jahren konnten Bergren und Kollegen (1972) in humanen Urinproben
erstmals D-Galaktonat nachweisen, nachdem sie Galaktosamie-Patienten grol3e
Menge an D-Galaktose oral verabreicht hatten. Seither haben sich weniger
Studien mit diesem alternativen D-Galaktose-Stoffwechselweg befasst (Wehrli et
al., 1997; Berry et al., 1998). Bis heute ist unklar, ob die einmal gebildete D-
Galaktonsaure vor allem tUber die Nieren ausgeschieden wird, oder aber tUber den
Xylulose-Stoffwechselweg weiter abgebaut wird (Cuatrecasas & Segal, 1966;
Bergren et al., 1972). Zu quantitativen Aspekten der D-Galaktonat-Ausscheidung

beim Menschen ist bisher nichts bekannt (Holten et al., 2001).

Zur Bestimmung von D-Galaktonsaure wird héaufig das Trimethylsilyl-Derivat
verwendet und mittels Gaschromatographie oder Gaschromatographie-
Massenspektrometrie analysiert (Sweeley et al., 1963; Bergren et al.,, 1972,
Peterson, 1974; Szafranek et al., 1974; Rogers et al., 1984; Wada & Tsumita,
1984; Xu et al., 2001; Chen et al.,, 2002b). Fir die Bestimmung kann auch
Pentaacetyl-Aldonmethylester (Hochstein et al., 1976) oder das Butylboroacetat-
Derivat (Rogers et al., 1984) verwendet werden. Lehrfeld (1985a; 1985b) hat eine
Methode zur spezifischen Synthese des N-Alkylamid-Peracetat-Derivates aus
Aldonsaure beschrieben. D-Galaktonsaure kann auch mittels lonenaustausch-
Chromatographie (Blake et al., 1984), lonenausschluss-Chromatographie (Hicks
et al., 1985; Fischer et al., 1995), HPLC (Rakotomanaga et al., 1991) und Kapillar-
Elektrophorese (Bergholdt et al., 1993; Ye & Baldwin 1994; Schmitt-Kopplin et al.,
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1998) bestimmt werden. Vor kurzem wurde auch eine *H- und **C-NMR-Methode

zur Analyse von D-Galaktonsaure publiziert (Wehrli et al., 1997; Berry et al., 1998).

Keine dieser Methoden ist jedoch sensitiv genug, um eine zuverlassige
Bestimmung der Konzentration von D-Galaktonat in Korperflissigkeiten von
gesunden Probanden oder behandelten Galaktosamie-Patienten zu ermdglichen.
Bei einigen Methoden kann zudem das D-Galaktonséure-Derivat nicht vom D-
Glukonsaure-Derivat abgetrennt werden (Bergren et al., 1972; Blake et al., 1984;
Rogers et al., 1984). Bei allen anderen Methoden - ausgenommen ist nur die von
Lehrfeld etablierte Methode - stort die reversible Umwandlung der D-
Galaktonsaure in ihr Lakton. Das Verhaltnis von Lakton zur freien Aldonséaure ist
sehr variabel und stark von pH, Temperatur und Losungsmittel abh&angig. Daher
besteht die Gefahr einer Unterbestimmung, wenn das analytische Verfahren nur
eine der Spezies erfasst (Szafranek et al., 1974; Lehrfeld 1985a; Lehrfeld 1985b).

Im folgenden wird eine sensitive und zuverldssige stabil-Isotopen-
Verdinnungsmethode zur gaschromatographie-massenspektrometrischen
Analyse der totalen D-Galaktonsédure-Konzentration im Humanurin beschrieben.
Hierbei wurde die von Lehrfeld (1985a) etablierte Methode modifiziert. Zur
internen Standardisierung wurde selbst hergestelltes D-[U-'*Cg]Galaktono-1,4-
Lakton verwendet. Zur Quantifizierung wurde im ,selected-ion-monitoring” (SIM)-
Modus die Intensitat der [MH-60]"-lonen des natiirlich markierten und des [U-*3Cg]-

markierten N[1-Butyl]Galaktonamid-Pentaacetat-Derivats bestimmt.

4.2 Material und Methoden

Probanden und Patienten

Zur Bestimmung der Relation von D-Galaktose-Metaboliten im humanen Urin
wurden Spontan-Urinproben zwischen 7 Uhr und 9 Uhr bei Patienten mit D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Mangel (11 weiblich, 10 mannlich; Alter
16 + 10 Jahre (Mittelwert = SD) (Bereich 4-39), Gewicht 40 + 21 kg (Bereich 13-
77), GroRe 147 + 28 cm (Bereich 98-189)), deren obligat heterozygoten Eltern (12



60

Frauen, 12 Manner; Alter 42 + 8 Jahre, Gewicht 74 + 17 kg, Grof3e 172 + 10 cm)
und gesunden Erwachsenen (11 Frauen, 9 Manner; Alter 29 + 8 Jahre, Gewicht
67 + 15 kg, GroRe 174 + 9 cm), nach Ubernachtfasten von > 10 Stunden

gesammelt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —20 °C gelagert.

Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Chemikalien und Enzyme
bereits im Kap. 2.2 spezifiziert. Die Praparation von D-[U**Cg]Galaktitol wurde im
Kap. 3.3 beschrieben.

Da es im Handel nicht erhéltlich ist, wurde D-[U-*Cg]Galaktono-1,4-Lakton nach
Dahlqvist (1983) hergestellt. D-[U-*Cg]Galaktose (10 mg) wurde in Tris/HCI-Puffer
(1.8 ml, 0.25 mol x L*, pH 8.7) gelést. Dann wurde NAD' (70 mg) und R-D-
Galaktose-Dehydrogenase (1.5 U, 60 uL) zugegeben und bei 25 °C 10 h inkubiert.
Zur Bildung des &-Laktons wurde der Ansatz mit HCl (6 mol x L™, 0.15 mL)
angesauert, bei 25 °C dber Nacht inkubiert und anschlieBend das D-[U-
13Cg]Galaktono-1,4-Lakton durch lonenaustausch-Chromatographie, wie weiter
unten fir die Urin-Analyse beschrieben, gereinigt. Die Konzentrationsbestimmung
des o-Laktons wurde mittels inverser Isotopen-Verdinnung mit nattrlich
markiertem D-Galaktono-1,4-Lakton bestimmt. Die Ausbeute an U'*Cg-markierten
5-Laktons war 45%. Bei der Reinheitspriifung mittels GC-MS wurde eine [U-*Cg]-

Anreicherung von 98.5% und weniger als 0.2% D-[U-"*Cg]Galaktose gefunden.

Galaktonat und Galaktitol im Urin

Zur internen Standardisierung wurden Urinproben (1:5 verdiunnt; 100 pL) der
Patienten sowie Urinproben (100 pL) der heterozygoten Eltern und gesunden
Probanden mit D-[U-'3C¢]Galaktitol-Lésung (50 pmol x L™*; 100 pL) und D-[U-
13C¢]Galaktono-1,4-Lakton-Losung (250 pmol x L™; 20 pL) versetzt. Zur Bildung
von D-Galaktono-1,4-Lakton wurde mit HCI (6 mol x L™, 30 pL) angesauert, die
Ansétze bei 25 °C Uber Nacht inkubiert, und dann mit H,O verdinnt
(Gesamtvolumen add. 2000 pL). Die Proben wurden schlieBlich durch Dowex

1X8- und Dowex 50WX8-lonenaustausch-Chromatographie wie im Kap. 2.2
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beschrieben gereinigt. AnschlieRend wurde ein Aliquot von 1 mL im Reaktivial bei

Raumtemperatur im N,-Strom zur Trockene eingedampft.

Die Darstellung der D-Galaktitol-Hexaacetate und N-(Butyl)Galaktonamid-
Pentaacetate erfolgte im Wesentlichen nach Lehrfeld (1985a): Der trockene
Ruckstand wurde mit Butylamin-Pyridin (1:1 (v/v), 100 pL) 30 min bei 60 °C
inkubiert. Die Proben wurden bei Raumtemperatur im N»-Strom zur Trockene
eingedampft. Danach wurde Acetanhyrid-Pyridin (1:1 (v/v), 100 pL) zugesetzt und
der Ansatz 60 min bei 90 °C inkubiert. Die Proben wurden erneut eingedampft
(s.0.). Der Ruckstand wurde mit Hexan (200 pL) extrahiert, der Extrakt wie oben
eingedampft, der Rickstand in 50 pL Ethylacetat gelést und zur GC-MS-Analyse

verwendet.

Die GC-MS-Analyse erfolgte wie im Kap. 2.2 beschrieben. Mit folgenden
Modifikationen: Injiziert wurde 1 bis 2 ul Probe bei einer Anfangs-
Saulentemperatur von 125 °C. Nach 1.5 min wurde die Temperatur mit 20 °C x
min~* auf 190 °C, und weiter mit 5 °C x min™ auf 260 °C gebracht und dann noch
fur 2 min auf 280 °C erho6ht. Bei positiver chemischen lonisation mit Methan als
Reaktandgas wurde im ,selected-ion-monitoring” (SIM)-Modus gearbeitet und die
Intensitat der [MH-60]"-lonen im gaschromatographischen D-Galaktitol-Peak bei
m/z 375 und m/z 381, sowie im D-Galaktonat-Peak bei m/z 402 und m/z 408
gemessen, um die jeweiligen D-Galaktose-Spezies, namlich 1-'?C- sowie U-'3Ce-
markiertes D-Galaktitol und 1-'2C- und U-'*Cg-markiertes D-Galaktonat, zu

erfassen.

Die Konzentration von D-Galaktitol und D-Galaktonat (in umol x L™) wurde im Urin
aus den lonenintensitatsverhaltnissen Rny = (M/z 375)/(m/z 381) und Rpa = (M/z
402)/(m/z 408) wie im Kap. 2.2 (Gleichung 1; fur D-Galaktitol, Fc = 1.071; fur D-
Galaktonat, Fc = 1.073) beschrieben berechnet. In der Formel wurde Vpjasma durch

Vy ersetzt. Vy ist das Probevolumen des Urins (in mL).
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Sonstige Analysen

Die Aktivitatsbestimmung der D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase in den
Erythrozyten erfolgte wie im Kap. 6.1 beschrieben. Zur Konzentrationsbestimmung
des D-Galaktose-1-Phosphats in den Erythrozyten wurde das im Kap. 3
beschriebene Verfahren angewendet. Die Bestimmung der Kreatinin-

Konzentration im Urin wurde enzymatisch durchgefuhrt (s. Kap. 6.3).

Statistik

Im Allgemeinen sind die Ergebnisse als Mittelwert + SD (Anzahl der unabhangigen
Bestimmungen in Klammern) angegeben. Die Prazision der D-Galaktitol-
Konzentrationsbestimmung wurde in einer Urinprobe eines gesunden Probanden
(D-Galaktitol: ca. 30 umol x L™) sowie in einer Urinprobe eines Patienten mit
Galaktosamie (D-Galaktitol: ca. 1360 pmol x L™) untersucht. Bei Bestimmungen in
der Serie (n=8) und von Tag zu Tag (n=10) lagen die VK’s bei der niedrigen
Konzentration bei 6.1 und 7.3%, bei der hohen Konzentration dagegen bei 2.1 und
2.4%. Die Linearitat der Bestimmung wurde mit D-Galaktitol dotierter Urinprobe
eines gesunden Probanden geprift. Dabei wurde sowohl im niedrigen
Konzentrationsbereich (0 - 200 pmol x L™; Gleichung der Regressionsgeraden: y =
1.02 (#0.01)x + 8.3 (£1.4), sy/x = 2.3, R > 0.999) als auch im hohen
Konzentrationsbereich (0-4.0 mmol x L™; Gleichung der Regressionsgeraden: y =
0.97 (#0.01)x + 0.02 (£0.02), sy/x = 0.03, R > 0.999) eine ausgezeichnete lineare
Korrelation des zugesetzten (x) zum gemessenen (y) D-Galaktitol erhalten. Bei der

Bestimmung der auf Kreatinin bezogenen D-Galaktitol-Konzentration lagen die

totalen analytischen Variationskoeffizienten (VK _\/VKzgalol + VK% wea ) in

total —
Proben der gesunden Probanden bei 7.5% und in Patienten-Proben bei 3.1%
(Schadewaldt et al., 2003). Korrelationen wurden mit linearer Regressionsanalyse
(Methode der kleinsten Fehlerquadrate, RGP-Funktion von Microsoft-Excel)
Uberpruft. Zur Prifung auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen

Stichproben wurde der Mann-Whitney U-Test verwendet.
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4.3 Ergebnisse

Cl- Fragmentationsmuster
Das mittels positiver chemischer lonisation erhaltene Massenspektrum des N-(1-

Butyl)-Galaktonamid-Pentaacetates ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb.1: Fragmenationsmuster der N-(Butyl)-Pentaacetat-Derivate der unmarkierten (A) und
[U-3Cg]-markierten (B) D-Galaktonsaure. Zur Detektion wurde mit Methan als Reaktandgas
positiv chemisch ionisiert. Bei der nicht markierten Spezies war die lonenintensitat auf das Molekdl-
lon [MH]"-bei m/z 462 und [MH-60]"-lon bei m/z 402 am starksten konzentriert gewesen. Bei der
[U-13C6]-markierten Spezies war diese entsprechend bei m/z 468 und m/z 408.

Charakterisierte lonen traten an folgenden m/z Werten auf: 490, 462, 420, 402,
360, 342, 300, 284, 242. Bei dem lon bei m/z 462 handelt es sich um das Pseudo-
Molekularion [MH]". Von diesem kann mehrfach Essigsdure (C,H4O,, -60 U)
abgespalten werden. Dadurch entstehen die lonen bei m/z 402 und m/z 342. Die
Fragmente bei m/z 420, 360, 300 sind hoéchst wahrscheinlich durch die -
zusatzliche - Abspaltung von Keten (CH,CO, -42 U) der bereits genannten
Fragmente entstanden. Entsprechend wurde das lon bei m/z 242 wahrscheinlich
durch Keten-Abspaltung aus dem Fragment bei m/z 284 gebildet. Die Bildung des
letzteren Fragments ist nicht eindeutig zu erklaren. Mdglicherweise entsteht es



64

aus dem [MH-120]" lon (m/z 342) durch aufeinander Spaltung von CH,O und CO
(-58 U). Die lonen bei m/z 490 sind hochst wahrscheinlich auf die Addition von
Ethylen (C;H4, +28 U) an das Pseudo-Molekularion zuriickzufuhren. Alle
Fragmente enthalten das Ce-Skelett der D-Galaktonsdure. Dies zeigt die
massenspektrometrische Analyse der U-*Cg-markierten D-Galaktonséaure, da dort
das gleiche Fragmentierungsmuster mit den um 6 U héheren m/z auftrat (Abb.
1B).

Etwa 80% der lonenintensitat des Spektrums waren auf die [MH]"- und [MH-60]"-
lonen konzentriert. Bei natirlich markiertem D-Galaktonat lagen diese bei m/z 462
und m/z 402, bei D-[U**Cg]Galaktonat bei m/z 468 m/z 408. Das Verhaltnis [MH]" /
[MH-60]" war bei 0.7. Das Massenspektrum konnte nicht auf eines dieser lonen
konzentriert werden. Es gelang nicht, die lonenkonzentration durch Anderung der

Analysenbedingungen auf eine der Hauptmassen zu konzentrieren.

¢ m/z 375 ¢A¢ m/z 402 ¢

?:) % Ef: ¢m/z375 ¢B¢ m/z 402 ¢ %
— — | —
x x X x
— 30 _ — - 30 10 _ " - 10
g [ & IS} S
> £ S S S
P S < s &
S S © 3 T
£ 20+ ; O - 20 ; ()
] (&) é o !
465 o
()] 5F -15
10 - 10
il | b
o0+ S _“Jll\jk_, L_ ) = '1] L Pt pasrn il 0
I I I I I I [ B [ R

10 11 12 15 16 17 10 11 12 15 16 17
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 2: Gaschromatographisch-massenspektrometrische Bestimmung von D-Galaktonat
und D-Galaktitol im Urin eines (A) Patienten mit Galaktoséamie (GALT-Mangel) und eines (B)
gesunden Probanden. Proben wurden nach Ubernachtfasten gesammelt und, wie im Material und
Methoden beschrieben, aufgearbeitet. Die massenspektrometrische Analyse des N-
(Butyl)Galaktonamid-Pentaactats und D-Galaktitol-Hexaacetats erfolgte mittels pCl und Detektion
der [MH-60]"-lonenintensititen im SIM-Modus.
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Daher wurde fiur die Quantifizierung im selected-lon-Monitoring-Modus die
Intensitat der [MH-60]"-lonen bei m/z 402 und m/z 408 gemessen. In Abbildung 2
sind beispielhafte lonenchromatogramme dargestellt, die bei der Bestimmung von
D-Galaktose-Metaboliten im Urin eines Galaktosdmie-Patienten und eines
gesunden Probanden erhalten wurden. Hierbei ist anzumerken, dass die
Quantifizierung von D-Galaktonséure nicht durch vorhandene D-Glukonséaure in
den Proben gestért wurde, da das D-Glukonamid-Derivat etwa 0.5 min vor dem D-

Galaktonamid-Derivat gut abgetrennt eluiert wurde.

Vollstandigkeit

In Korperflissigkeiten konnen neben D-Galaktono-1,4-Lakton auch variable
Mengen D-Galaktonsaure vorhanden sein. Um die Vollstandigkeit der Bildung des
d-Lakton unter den in dieser Arbeit gewahlten Analysenbedingungen zu prufen,
wurden Urinproben mit Ca-D-Galaktonat und D-Galaktono-1,4-Lakton in variablen
Verhaltnissen dotiert, wie im Methoden-Teil beschrieben, ausgearbeitet und
analysiert. Die in Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die
Ausbeute des o-Laktons unabhéngig vom urspringlichen D-Galaktonat / D-
Galaktono-1,4-Lakton Verhaltnis war und dass die Bildung des &-Laktons aus D-

Galaktonsaure vollstandig ablief.

Tabelle 1
Bestimmung der totalen Konzentration von D-Galaktonat in humanen Urin
mittels GC-MS-Analyse der N-[1-Butyl]Galaktonamid-Pentaacetat-Derivate

Zugabe von D-Galaktonat-Spezies® totale Konzentration”
D-Galaktonat (Ca-Salz) D-Galaktono-1,4-Lakton D-Galaktonat
pmol x L™
100 0 98 +2
80 20 99+2
60 40 99+2
40 60 99+2
20 80 101+2
0 100 98+2

& Urinproben eines postabsorptiven gesunden Probanden wurden mit natirlich markierten Spezies versetzt,
um die angegebenen nominalen Konzentrationen zu erreichen. ® Mittelwert + SD; Ergebnisse aus vier
Bestimmungen.
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Linearitat und Prazision

Zur Linearitatsprufung wurden Aliquots der Urinprobe eines Galaktosamie-
Patienten bzw. eines gesunden Probanden mit naturlich markierter D-Galaktonat-
Lésung im Konzentrationsbereich von 0.1 bis 2 mmol x L™ (typisch fiir klassische
Galaktosamie) bzw. im Konzentrationsbereich von 0.01 bis 0.2 mmol x L*
(vermuteter Konzentrationsbereich flur gesunde Probanden) angereichert. Die
Ergebnisse in Abbildung 3 zeigen, dass in beiden Fallen eine ausgezeichnete
lineare Korrelation des zugesetzten zum gemessenen D-Galaktonat erreicht
wurde. Die untere Nachweisgrenze (d.h. Signal-Rausch-Verhaltnis im D-
Galaktonat-Peak von 3:1, vgl. Abb. 2) wurde an 10 Probanden untersucht und lag
bei 1.0 + 0.4 umol x L™,
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Abb. 3: Linearitdt der stabil-lsotopen-Verdinnungsmethode zur Bestimmung der
Konzentration von D-Galaktonat in humanen Urinproben. A) Urinproben eines Patienten mit
klassischer Galaktosdmie wurden mit steigenden Konzentrationen von natirlich markiertem D-
Galaktonat versetzt und, wie im Methoden-Teil beschrieben, aufgearbeitet und analysiert
(Gleichungen der Regressionsgeraden (lineare Regression): y = 1.06(x0.01)x + 0.18(x0.01); Sy
=0.03, r>0.998; der Y-Achsenabschnitt entspricht der urspriinglichen p-Galaktonat-Konzentration in
der Probe).

B) Zu Urinproben eines gesunden Probanden wurden in den angegebenen
Konzentrationsverhéltnissen nattrlich markiertes D-Galaktonat zugegeben und analysiert
(Gleichung der Regressionsgeraden: y = 1.06(x0.01)x + 0.010(+0.001); S, =0.001, r>0.999; der Y-
Achsenabschnitt entspricht der urspriinglichen b-Galaktonat-Konzentration in der Probe).
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Die Prazision der Bestimmung wurde mit zwei unterschiedlichen Urinproben
untersucht, von denen die eines gesunden erwachsenen Probanden eine niedrige
Konzentration (ca. 40 pmol x L™) und die eines Patienten mit Galaktosamie eine
hohe Konzentration (ca. 161 pmol x L™) an D-Galaktonat aufwies. Sowohl die
Bestimmungen in der Serie als auch von Tag zu Tag (je n=10) wiesen bei der
hohen Konzentration mit VK’s von 1.5 und 8.4% eine sehr gute bis gute Prazision

auf. Bei der niedrigen Konzentration lagen die VK’s ahnlich bei 1.5 bzw. 7.1%.

Relation der Galaktose-Metabolite im Urin

Diese Methode wurde angewendet, um das Verhdltnis der D-Galaktonat- zur D-
Galaktitol-Ausscheidung bei Galaktosdmie-Patienten, deren obligat heterozygoten
Eltern und gesunden Erwachsenen zu bestimmen. Die Ergebnisse sind in Tabelle

2 dargestellt.

Tabelle 2

Relation von D-Galaktonat zu D-Galaktitol im Urin postabsorptiver Probanden

Probanden® D-Galaktonat D-Galaktitol Ratio®
(umol X L_lKreatinin) (HmOI X I—-1Kreatinin)
Galaktosamie- 42 +13 185+ 62 0.23 +£0.03
Patienten (n = 21)° (39: 24 — 66) (157; 100 — 306) (0.22: 0.18 — 0.33)
heterozygote 28+21 22+0.7 1.2+0.7
Eltern (n = 24)° (2.3; 0.4 - 8.6) (2.2;1.3-3.8) (1.1;0.2-2.5)
Gesunde 25127 16+04 1.3+1.0
Erwachsene (n = 20)° (1.7: 0.4 — 11.6) (1.7, 0.6 — 2.1) (1.1, 0.1 - 4.6)

& Ubernachtfasten, postabsorptive Periode > 10 h; Mittelwert + SD; Median und Bereich sind in Klammern
angegeben.

® Galaktosamie-Patienten unter diatetischer Behandlung (D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration lag im Mittel
bei 132 + 33 pumol x L'lFeBc); die GALT-Aktivitatin den Erythrozyten betrug weniger als 1% der Norm.

¢ GALT-Aktivitat von 50 + 5 % der Norm.

4 GALT-Aktivitat lag bei 23 £ 3 pmol/h pro g Hb.

¢ D-Galaktonat-Konzentration / D-Galaktitol-Konzentration

Postabsorptive Patienten mit Galaktosamie schieden unterschiedliche und
betrachtliche Mengen an D-Galaktonat (79 - 949 umol x L, entspricht 24 - 66
pmol x mmolkreatinin *) und D-Galaktitol (238 - 4831 umol x L, entspricht 100 - 306
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pmol x mmolkreainin ) aus. Das Verhaltnis D-Galaktonat zu D-Galaktitol lag recht
konstant bei 4:1.

Erganzend wurde bei einem Galaktosamie-Patienten Uber 4.5 Wochen die
intraindividuelle Variabilitatt der Metabolit-Ausscheidung im postabsorptiven

Zustand untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb. 4: Die intraindividuelle Variabilitat der Ausscheidung von D-Galaktonat und D-
Galaktitol bei einem Patienten mit klassischer Galaktosdmie. Urinproben wurden bei einem
Patienten mit D-Galaktose-1-Phosphat-Mangel Uber einen Zeitraum von vier Wochen gesammelt.
Die Konzentration von D-Galaktonat und D-Galaktitol wurde mittels der stabil-Isotopen-
Verdinnungsmethode bestimmt und auf Kreatinin bezogen. Mittelwerte sind als unterbrochene
Linien eingezeichnet.

Bertcksichtigt man die analytische Imprazision der Bestimmungsmethoden, so
lagen die intraindividuellen VK’s fur die D-Galaktonat- und D-Galaktitol-
Ausscheidung unter 10%. Diese Ergebnisse konnten spater bei weiteren funf

Patienten bestatigt werden (Ergebnisse sind nicht dargestellt).

Bei obligat heterozygoten Eltern wurde im Urin eine wesentlich niedrigere
Ausscheidung von D-Galaktonat (6 - 99 pmol x L™, entspricht 0.4 - 8.6 pmol x

MMOlkreatinin-) und von D-Galaktitol (17 - 94 pmol x L™, entspricht 1.3 - 3.8 pmol x
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mmolkreatinin*) gefunden. Verglichen mit der mittleren Ausscheidung der Patienten
betrug die mittlere Ausscheidung von D-Galaktonat und D-Galaktitol bei
heterozygoten Eltern ca. 6% bzw. 1%. Das Verhéltnis D-Galaktonat zu D-Galaktitol
war sehr variabel und lag im Mittel bei 1.2 + 0.7. Damit Ubereinstimmende

Ergebnisse wurden auch fur gesunde Erwachsene erhalten (Tabelle 2).

4.4 Diskussion

Eine neue GC-MS-Methode wurde zur sensitiven und zuverlassigen Bestimmung
von D-Galaktonat im Humanurin etabliert. Mit dieser Methode kann gleichzeitig die
Konzentration des D-Galaktitols im Urin bestimmt werden. Im Gegensatz zur D-
Galaktose-Ausscheidung, die vernachlassigbar gering ist, kann die Bildung und
Ausscheidung von D-Galaktonat und D-Galaktitol alternativ zur Elimination von D-
Galaktose beitragen (Holton et al., 2001). Dies kénnte vor allem bei verschiedenen
Formen der Galaktosdmie eine Rolle spielen, bei denen aufgrund eines
angeborenen Enzymmangels der Abbau von D-Galaktose Uber den normalen
Leloir-Stoffwechselweg gestort ist (Wehrli et al., 1997; Schadewaldt et al., 2003).

Das Prinzip der stabil-Isotopen-Verdinnungsanalyse fir D-Galaktitol wurde von
Jakobs et al. (1985) bereits vor einiger Zeit ausgearbeitet. Das Verfahren ist in
unserer Arbeitsgruppe in einer friheren Studie extensiv verwendet worden
(Schadewaldt et al., 2003). Hinsichtlich einer Diskussion der D-Galaktitol-Analyse
mittels GC-MS wird daher auf diese friheren Arbeiten verwiesen. Der Focus der

folgenden Ausfihrungen liegt auf der Diskussion der D-Galaktonat-Analyse.

Bei der neuen GC-MS-Methode wurde zur internen Standardisierung U-'*Ce-
markiertes  D-Galaktono-1,4-Lakton verwendet, um eine gegenseitige
Beeinflussung der Isotopen-Cluster der natiirlich markierten und U*3Cg-markierten
D-Galaktono-1,4-Lakton auszuschlieen. Da zudem alle Haupt-Fragmente im CI-
Massenspektrum alle Kohlenstoffatome des D-Galaktonats enthielten, erscheint
diese Methode auch besonders fir Markierungsstudien geeignet, bei denen
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spezifisch markierte Precursoren, wie z.B. D-[1-'*C]Galaktose bei in vivo

Stoffwechselumsatzmessungen, eingesetzt werden.

Fur die GC-MS-Analyse wurde das N-(1-Alkyl)Aldonamid-Pentaacetat-Derivat des
D-Galaktonats ausgewahlt. Dieses Derivat hat gegentber dem héaufig
verwendeten N,O-Bistrimethylsilyltrifluoroacetamid-Derivat viele Vorteile: Das D-
Galaktonamid-Derivat ist vergleichbar stabil und lasst sich gut vom D-Glukonamid-
Darivat abtrennen. Bei der positiven chemischen lonisation waren die lonen
héherer Molekular-Spezies auf das [MH]*- und das [MH-60]"-lon konzentriert.
Damit war eine sensitive und eine hoch selektive Detektion im ,selected ion
monitoring (SIM)“-Modus maoglich. Das Verfahren ist quantitativ, da ausschlie3lich
D-Galaktono-1,4-Lakton bestimmt wurde, unabhangig von der Relation der freien
Saure und des Laktons in der urspringlichen Probe. Diese ist insofern wichtig, da
das Verhaltnis von D-Galaktonséure zu D-Galaktono-1,4-Lakton in verschiedenen
physiologischen Proben unterschiedlich sein kann. AuRerdem kann sich dieses
Verhéltnis auch schnell bei der Aufarbeitung der Proben andern, da die Lakton-
Bildung stark mit pH- und Temperatur-Anderungen variiert (Lehrfeld 1985a;
Lehrfeld 1985b).

Das hier vorgestellte Analysenverfahren ist mindestens eine Grof3enordnung
empfindlicher als alle bisher publizierten Methoden. Daher konnte nun erstmals
das D-Galaktonat in Urinproben von gesunden Probanden nachgewiesen und
quantitativ erfasst werden. Bei allen anderen Arbeiten, unabhangig von den
angewendeten Methoden, konnte D-Galaktonat im Urin bei gesunden Probanden
erst nach Gabe von gro3en Mengen D-Galaktose (50 — 60 g; p.O.) nachgewiesen
werden (Bergren et al., 1972; Wehrli et al., 1997). Die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten darauf hin, dass D-Galaktonat-Bildung und -Ausscheidung, wenn auch in
geringen Mal3en, mit an der D-Galaktose-Elimination beteiligt ist.

Auch bei Patienten mit Galaktosamie wurden bisher die quantitativen Aspekte und
die Bedeutung der D-Galaktonat-Bildung nicht untersucht. Einige wenige
fragmentarische Daten wurden zur Urin-Konzentration von Bergen et al. (1972) mit

einer GC-MS-Methode erhoben, und eine etwas ausfihrlichere Studie von Wehrli
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et al. (1997), verwendete ‘H- und *C-NMR-Methode. Wehrli et al. (1997) fanden
D-Galaktonat-Konzentrationen im Urin von 20 - 100 pmol x mmol kreatinin UNd €in D-
Galaktitol / D-Galaktonat Verhaltnis von 3:1. Diese Daten stimmen mit den
Ergebnissen aus dem hier untersuchten Patientenkollektiv recht gut tberein.
Daten zur intraindividuellen Variabilitat der Ausscheidung von D-Galaktose-
Metaboliten sind bisher in der Literatur nicht beschrieben und wurden in dieser

Arbeit erstmals erhoben.

Abschlie3end ist festzuhalten, dass mit der hier vorgestellten GC-MS-Methode
eine hochsensitive und zuverldssige Messung der Konzentration und **C-
Anreicherung des D-Galaktonats in humanen Urinproben durchgefihrt werden
kann. Dies ermoglicht weiterfuhrende Untersuchungen der Physiologie und
Pathophysiologie des humanen D-Galaktonat-Stoffwechsels, z.B. in in vivo

Stoffwechselumsatzmessungen mit 1-**C-markierter b-Galaktose (vgl. Kap. 7).
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Kapitel 5

Methoden zur

genotypischen Charakterisierung

Zusammenfassung: Die genotypische Charakterisierung der Patienten mit GALT-Mangel erfolgte
als Mutationsscreening auf die Q188R- und N314-Mutation mittels PCR/RFLP-Methodik, die
Mutationsanalytik erfolgte Uber direkte Sequenzierung aller Exone des GALT- und GALK-Gens
mittels etablierter Methoden.
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5.1 Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in der hochsten
erhaltlichen Reinheitsstufe von Merck (Darmstadt), Applichem (Darmstadt), Merck
Biosciences (Schwalbach am Taunus), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) oder Serva
(Heidelberg) bezogen.

Acrylamid:Bisacrylamid-Losung (37.5:1, v/v) wurde von Mobitec (Gottingen), der
dNTP-Mix (je 10 mmol x L) von Peglab (Erlangen), Tag-DNA-Polymerase (aus
Thermus aquaticus, rekombinant, E.Coli, 5 U/pL) von Qiagen (Hilden) bezogen.
Ava Il (aus Anabeana variabilis, 5 U/uL), Hpa Il (aus Haemophilus parainfluenzae,
10 U/pL) und der DNA-Langenstandard VIII (0.25 ug/pL) wurden von Roche
(Mannheim) bezogen. Alle synthetischen Oligonukleotide waren von MWG-
Biotech (Ebersberg).

5.2 Mutationsdetektion bei Patienten mit klassischer Galaktosamie

Die Mutationen Q188R in Exon 6 und N314D in Exon 10 fUhren jeweils zu einer
Schnittstelle fur die Restriktionsenzyme Hpa |l bzw. Ava Il. Beide Mutationen
konnen daher durch PCR-Amplifikation des Exon 6 bzw. Exon 10 und Analyse des
RFLP nachgewiesen werden. Aufgrund der Haufigkeit der beiden Mutationen
wurden alle Patienten zuerst auf diese zwei Mutationen mit der PCR/RFLP-
Methode untersucht. Der Nachweis erfolgte Uber eine Polyacrylamid-

Gelelektrophorese.

Konnten die Mutationen mittels PCR/RFLP nicht nachgewiesen werden, so
wurden alle Exone vervielfaltigt und durch direkte Sequenzierung (Yang et al.,

2001) die Mutationen charakterisiert.

DNA-Isolierung

Die Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Blut wurde mittels QlAamp Blood Mini
Kit (Qiagen, Hilden) nach Anweisung des Herstellers durchgefiuhrt. Zur DNA-
Konzentration wurde Ageo mit einem Spektralphotometer (Spectrometer DU 640 B,



Beckmann, Minchen) bestimmt und die Konzentration wurde wie erfolgt

berechnet: ¢ = Ay, x 50 ug/mL .

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Aus der genomischen DNA wurden die DNA-Fragmente mittels spezifischer
Oligonukleotide vervielfaltigt. In Tabelle 1 sind die fur die PCR verwendeten

Oligonukleotide aufgefuhrt. Ein Reaktionsansatz hatte ein Volumen von 50 pL und

enthielt folgende Komponenten:

- 120 ng genomische DNA

- 62.5 pmol von jedem Oligonukleotid
- 20 nmol von jedem dNTP
- 2.5 U Tag-DNA-Polymerase

- 1xPCR-Puffer (Tris/HCI 10 mmol x L™ pH 8.8, KCI 50 mmol x L™, MgCl, 1.5

mmol x L)

Tabelle 1: Oligonukleotide fur die Amplifikation und Sequenzierung der
genomischen DNA des GALT-Gens

Bereich Frgment- Sequenz (5°-3") Sequenz (5°-3")
GroRe (Bp) Primer-Sense Primer-Antisense
Exon 1* 218 cggagaaagtgaaaggtgag ggggacgaaagcttccta
Exon 2 245 agctctgaggactgatcttga ccgtggceccagcectgcagatg
Exonbereich 2+3 536 agctctgaggactgatcttga agcagcagttggagccaggtt
Exonbereich 3+4 256 gtacgatagcaccttcctgtt gctgagtctccaactetggtt
Exon 5 256 ttggggttcgccectgeccgta caaagcttcatcaccccctce
Exon 6 183 aggagggagttgacttggtgt ctgttcccatgtccacagtge
Exon 7 269 tgggacagaggaaatatgcca cctttacacacctctctcatg
Exon 8 249 ggctcctatgtcaccttgatg caacctccatccagtgcctag
Exon 9 206 ggtcagcatctggaccccagg aggttgcagttcactaggctg
Exon 10 271 aggtgctaacctggataactg cacatactgcatgagagagtc
Exon 11* 219 agtccatgccaccattctt® aggccctttctgcttaattc™

*Oligonukleotide wurden mittels http://igh.gsf.de/cgi-bin/primer/ExonPrimer.pl ausgewahlt.
Andere Oligonukleotide nach Elsas et al. (1995).


http://igh.gsf.de/cgi-bin/primer/ExonPrimer.pl
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Die Ansatze wurden mit 50 pL Mineraldl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
uberschichtet und in einem Personal Cycler 20 (Biometra, Goéttingen) wie folgt
inkubiert:

1 Zyklus: 95°C 3 min
30 Zyklen: 95 °C 1 min (Denaturierung)
57 °C 1 min (Primer-Anlagerung)
72 °C 1 min (Primer-Verlangerung)
1 Zyklus: 72°C 6 min (Primer-Endverlangerung)
4°C o0 (Aufbewahrung)

Nach Beendigung der Reaktion werden die PCR-Produkte entweder fur RFLP-
Analyse (Exon 6 und Exon 10) oder flr die Sequenzierungsreaktion weiter

verwendet (s.u.).

RFLP-Analyse

Mutationsscreening auf die Q188R- und N314D-Mutation erfolgte mittels RFLP
(Elsas et al., 1995). Bei der Q188R-Mutation liegt eine Transition von Adenin zu
Guanin in Position 563 der cDNA-Sequenz vor. Dadurch kommt es einer
Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Hpa Il. Die vervielfaltigten DNA-Fragmente
des Exons sechs mit den flankierenden Intronbereichen haben unter hier
gewahlten Bedingungen eine Lange von 183 bp. Das PCR-Produkt mit der
Q188R-Mutation wird durch die Zugabe von Enzym Hpa Il in zwei Fragmente von

68 und 115 bp geschnitten und kann mittels PAGE (s.u.) nachgewiesen werden.

Bei der Mutation N314D liegt in Position 940 der cDNA-Sequenz eine Transition
von Adenin zu Guanin vor und flhrt zu einer neuen Schnittstelle flir das
Restriktionsenzym Ava Il in Exon 10. Daneben exisitiert unabhangig von der
N314D-Mutation noch eine weitere Schnittstelle fir Ava Il. Eine Inkubation der
PCR-Produkte (Lange: 270 bp) mit der N314D-Mutation mit Ava Il ergibt daher
drei DNA-Fragmente von 68, 100 und 102 bp, die mittels PAGE (s.u.)

nachgewiesen werden.
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Die Restriktionshydrolyse-Ansatze (20 pL) enthielten:
10 yL PCR-Produkt

0.5 pL Restriktionsenzym

2 uL 10x Inkubationspuffer

(fur Hpa IlI: Puffer L; fur Ava Il: Puffer A; wurden mit den Endonukleasen geliefert)

Die Inkubation erfolgte 1 h bei 37 °C. Als Positivkontrolle fir die Q188R-Mutation
wurde das PCR-Produkt eines Q188R-homozygoten Patienten, als
Negativkontrolle das PCR-Produkt eines gesunden Erwachsenen mitgeflhrt. Dann
wurden 4 pL Inkubat bzw. 2 pL PCR-Produkt mit 2 L Auftragspuffer (s.u.)
gemischt und elektrophoretisch (s.u.) aufgetrennt. Die GroRenbestimmung erfolgte

anhand des mitgefuhrten Langenstandards (4 uL).

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte Uber Polyacrylamidgele. Zum
Gielten der Gele, wurde eine Ldsung hergestellt, die in 100 mL die folgende
Komponenten enthielt:

48 g Harnstoff

26.8 mL Acrylamid:Bisacrylamid

2 mL 10x Na-TAE-Puffer

(400 mmol x L Tris/CH,COOH, pH 8.6, 10 mmol x L' EDTA, 1 mol x L
Natriumacetat)

4 mL Glycerol (40%, v/v)

mit H,O auf 100 mL aufgefullt

Die L6sung wurde im Kuhlschrank aufbewahrt, und kurz vor dem Verbrauch bei 25
°C fur 3 min mit Ultraschall behandelt. Danach wurden 4 mL dieser Losung in
einem Messzylinder vorgelegt und mit 20 pbL TEMED und 40 pL
Ammoniumpersulfat (10%, m/v) gemischt. Diese Loésung wurde auf eine
Polybondfolie (9 cm x 9 cm; Biometra, Goéttingen) mit einer Pasteurpipette aus
Glas (Brand, Werthheim), gegossen.

4 yL PCR-Produkt wurden mit 2 pL 1:10 verdinntem Auftragspuffer versetzt und

auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. 10 mL Auftragspuffer-Losung enthielten:
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2 mL 10x Na-TAE (s.0.)
4.8 g Harnstoff

10 mg Xylencyanol

10 mg Bromphenolblau
1 mL Triton x-100

add. 10 mL mit H,O

Zur Grolenbestimmung der DNA-Fragmente wurden in der ersten Spur (Slot) 4 uL
des Langenstandard-Losung (bestehen aus 50 uyL Langenstandard VIII, 20 uL
Auftragspuffer, 30 uL H2O) aufgetragen. Als Laufpuffer diente ein 0.2x Na-TAE-
Losung, die aus der 10x Na-TAE hergestellt wurde. Die Elektrophorese erfolgte
bei 300 V und 25 °C fur 30 min (TGGE System und TGGE System Controlle,

Firma Biometra, Gottingen).

Silberfarbung

Die Anfarbung der aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgte mit einer Silberfarbung
(Schumacher et al., 1983):

Das Polyacrylamidgel wurde zunachst in Fixierlosung (Ethanol, 10%, vl/v;
Essigsaure, 1%, v/v) 5 min inkubiert, danach in Silbernitrat-Losung (AgNOs3,
0.19%, m/v) 10 min gefarbt und 3mal kurz mit H,O gewaschen. Anschliel3end
wurde 10 min das Gel in Entwickler-Losung [NaOH, 1.5%, m/v; NaBH; 0.08%;
Formaldehyd (37%, v/v) 0.04%, v/v] gelegt und fur weitere 5 min in
Natriumcarbonat-Losung (Na,COs, 0.75%, m/v) neutralisiert. Zum Schluss wurde
das Gel 5 min in H,O gelegt. Alle Schritte, bis auf die kirzeren Waschvorgange
mit Wasser, wurden unter Schuttelen (IKA) durchgefihrt. Zur Dokumentation

wurde das Gel luftgetrocknet und in Plastikfolie eingeschweil3t.

DNA-Sequenzierung (Cycle-Sequencing-Reaction)

Fur Sequenzierungsreaktion wurden die DNA-Fragmente aus den PCR-
Reaktionen mit dem QIAquick PCR-Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach
Vorschrift des Herstellers aufgereinigt und die Reinheit mittels PAGE

charakterisiert.
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Die zyklische Sequenzierungsreaktion wurde mit Hilfe des Big Dye Terminator
v1.1 Cycle Seqenzierung Kits (Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefthrt. Flr
diese Reaktionen wurden die aufgereinigten PCR-Produkte und die in Tabelle 1
angegebenen Oligonukleotide eingesetzt. Es wurde je ein Ansatz fur die
Sequenzierung des Sense- und des Antisense-Stranges hergestellt. Ein Ansatz
mit 20 uL enthielt 10 ng PCR-Produkt, 7.5 pmol Primer-Sense oder Primer-
Antisense und 3 pL Big Dye-Mix. AnschlieRend wurden die Proben mit 20 pL
Mineraldl (Sigma-Aldrich, Minchen) uberschichtet. Die Sequenzierungsreaktion

wurde im Perconal Cycler 20 (Biometra, Goéttingen) wie folgt durchgefuhrt:

1Zyklus : 96 °C 1 min (initiale Denaturierung)
25 Zyklen: 96 °C 10 sec (Denaturierung)
50 °C 5 sec (Primer-Anlagerung)
60 °C 4 min (Primer-Verlangerung)
1Zyklus : 4°C o (Aufbewahrung)

Nach Beendigung der Cycling Sequenzierung Reaktion wurden die Ansatze (ohne
Mineraldl) mit dem Dye Ex™ 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden) nach Anweisung des
Herstellers aufgereinigt. 10 pL des aufgereinigten Produktes wurden mit 10 pL
Formamid gemischt und mittels des automatischen Sequenziergerates ABI 310

(Applied Biosystems, Weiterstadt) analysiert.

5.3 Mutationsdetektion bei Patienten mit Galaktokinase-Mangel

Zum Nachweis der Mutationen wurde aus EDTA-Blut die genomische DNA
gewonnen (s. 5.2). Die Exone 1 bis 8 wurden mittels PCR amplifiziert und

aufgereinigt. AnschlieRend wurden die DNA-Fragmente sequenziert.

Amplifikation von DNA-Fragmenten
Fur die PCR der Exone wurden die in Tabelle 2 aufgefihrten Oligonukleotide
verwendet (Kolosha et al., 2000). Die PCR-Ansatze (50 pL) wurden wie oben

beschrieben angesetzt (s. 5.2). Der Ansatz enthielt, um die Amplifikationseffizienz
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zu verbessern, zusatzlich 7.5 uyL Glycerin. Die Proben wurden mit Mineraldl (50
ML) Uberschichtet und die PCR-Amplifikation mit dem bereits oben beschriebenen
Programm inkubiert (s. 5.2). Die PCR-Produkte wurden mittels PAGE und

Silberfarbung anhand des mitgefuhrten Langenstandards charakterisiert.

Tabelle 2: Oligonukleotide fur die Amplifikation und Sequenzierung der
genomischen DNA des GALK-Gens

Bereich Frgment- Sequenz (5°-3") Sequenz (5°-3") Annealing-
GroRe (Bp) Primer-Sence Primer-Antisence Temperatur (°C)
Exon 1 360 ccgagcatcccgegecgac cagctgcccgecccacatct 60
Exon 2 370 gactgtggaggcatcagaacct atcagacaaatgaatgggctctgt 60
Exon 3 300 gctgeccttcccgecaggaca  acctccataaggcatagtagaa 55
Exon 4 340 agggggtggcagggaatctc  aatgggggagatgacgaggccaa 55
Exon 5 400 cactcagcagctcctgggtgga gactggggagagcatggcagaa 60
Exon 6 350 tcaccgtccagccagggcecact gcagctcacctcatagtegtct 55
Exon 7 400 ctgagacgtggcgactacaga cgccgtagtgctcctgtaaga 55
Exon 8 375 tccgcetgetcceccacgecatg  tagggtaggggagceggttctga 60

Oligonukleotide wurden nach Kolosha et al. (2000) ausgewahlt.

Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Jedes PCR-Produkt wurde Uuber ein PAGE wie im Kap. 5.2 beschrieben
aufgetrennt. Dazu wurden 40 pL des PCR-Produktes mit 20 uL Auftragspuffer
(1:10 verdunnt) gemischt auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Gel enthielt 8
Spuren, pro Spur wurden 6 pL des Gemisches aufgetragen. Nach der
Gelelektrophorese wurde die erste Spur ausgeschnitten und, wie oben
beschrieben, gefarbt. AnschlieRend wurden die nicht gefarbten Spuren mit der
gefarbten Spur verglichen und die DNA-Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten.
Zur Isolierung der DNA-Fragmente aus dem Polyacrylamidgel wurde sie
zerkleinert und die Extraktion mit dem E.Z.N.A. Poly-Gel DNA Extraktion Kit
(Peqlab, Erlangen) nach der Vorschrift des Herstellers durchgefuhrt (Extraktion 65
°C Uber Nacht). Die Konzentrationen der zuruckgewonnenen DNA-Fragmente

wurden im Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt (s.o0.).
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DNA-Sequenzierung

Die aufgereinigten PCR-Produkte und die Oligonukleotide aus der Tabelle 2
wurden fur die zyklische Sequenzierungsreaktion verwendet. Ein Ansatz mit 20 pL
enthielt 15 ng PCR-Produkt, 10 pmol Primer-Sense oder Primer-Antisense und 5
ML Big Dye-Mix. Danach wurden die Ansatze mit Mineraldl Gberschichtet und zur
Amplifikation mit dem im Kap. 5.2 beschriebenen Programm inkubiert. Nach der
PCR-Reaktion wurden die Proben mit dem Dye Ex™ 2.0 Spin Kit (Qiagen, Hilden)
wie oben beschrieben gereinigt und mit Formamid (1:1 v/v) gemischt.
AnschlieBend wurden die Proben mit dem automatischen Sequenziergerat ABI

310 analysiert.
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Kapitel 6

Sonstige Methoden

Zusammenfassung: Im Folgenden werden in dieser Arbeit verwendete sonstige Methoden, die

bereits in der Literatur beschrieben wurden, aufgefihrt.
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6.1 Enzymaktivitatsbestimmung

Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in der hochsten
erhaltlichen Reinheitsstufe von Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
bezogen. Anionenaustauschharz wurde von Serva (Heidelberg) bezogen, D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (EC 2.7.7.12, aus Hefe), D-Galaktokinase
(EC 2.7.1.6, aus Hefe), D-Galaktose-1-Phosphat (Dikaliumsalz) und UDP-Glukose
(Dinatriumsalz) waren von Sigma-Aldrich (Taufkirchen). ATP (Dinatriumsalz)
wurde von Roche (Mannheim) bezogen. D-[U-'*C]Galaktose-1-Phosphat (12.2
Gbg x mmol™"), p-[1-"*C]Galaktose (2 Gbq x mmol™) wurden von Biotrend (K&In)

bezogen.

Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase

Die GALT-Aktivitat in Erythrozyten wurde nach Shin (1991) mit einigen
Modifikationen bestimmt.

Das Prinzip des Nachweises ist die 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 ——— UDP-[U-"*C]Galaktose + D-Glukose-1-Phosphat

EDTA-Blutproben wurden vends entnommen, wie im Kapitel 2 beschrieben
aufgearbeitet und bei -20 °C gelagert. Die Proben wurden aufgetaut, und 1:4 mit
H,0 verdlinnt. 50 yL des Hamolysates wurden 1 min bei 25 °C im Ultraschallbad
behandelt, mit 50 yL GALT-Bestimmungspuffer gemischt und 40 min bei 32 °C

inkubiert. Der GALT-Bestimmungspuffer enthielt folgende Komponenten:

Glycin/NaOH-Puffer (500 mmol x L™, pH 8.7)
Cystein/HCI-Puffer (40 mmol x L™, pH 8.7)
D-Galaktose-1-Phosphat (5 mmol x L)

D-[U-"*C]Galaktose-1-Phosphat (1 mCi x L)
UDP-Glukose (2.5 mmol x L)
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Zur Beendigung der Reaktion wurden die Proben 4 min im Wasserbad gekocht.
Danach wurden die Proben abgekuhlt und 5 min bei 13000 x g zentrifugiert. 70 L
Uberstand wurde auf eine Dowex 1X8-Saule (200-400 mesh, CI'-Form, 0.3 mL in
Einmal-Filtersdulen; Mallinckrodt Baker, Griesheim) gegeben. Das nicht
umgesetzte D-[U-"*C]Galaktose-1-Phosphat wurde durch Waschen mit 3 mL HCI
(25 mmol x L) entfernt. Die UDP-[U-"*C]Galaktose wurde mit 1.6 mL HCI (500
mmol x L") in SzintillationsgefaRen (Zinsser, Frankfurt) eluiert. Das Eluat wurde im
Verhaltnis 1:10 mit Szintillationsflissigkeit (Quicksafe A; Zinsser, Frankfurt)
gemischt und in einem Fllssigkeitsszintillationszahler (LS 6000; Beckmann,

Minchen) die Radioaktivitadt gemessen.

Als Leerwerte wurden Hamolysat-Proben verwendet, die vor Zugebe des GALT-
Bestimmungspuffers 4 min im Wasserbad gekocht worden waren. Als Kontroll-

Proben wurden Hamolysate zweier gesunder Erwachsenen mitgeflhrt.
Die Enzymaktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:

100 uL

(DPMinProbe - DPM in Leerwert) x 70L

x Gal-1-P in 50 pL (0.25 ymol)
A =

(DPM in 50 uL GALT-Bestimmungspuffer x Inkubationszeit (h) x Hb (g in 12.5uLErys.)

A: Enzymaktivitat in pmol/h pro gHb

DPM: gemessene Radioaktivitat in Zerfalle pro min.

Der Hamoglobin-Gehalt wurde, wie im Kap. 6.3 beschrieben, bestimmt.

Galaktokinase Aktivitatstest

Zur Bestimmung der Galaktokinase-Aktivitat im Blut wurde das von Shin (1991)
beschriebene Verfahren modifiziert.

Das Prinzip des Nachweises ist die Bildung von "C-markiertem D-Galaktose-1-

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

Galaktokinase
D-[U-"*C]Galaktose + ATP > D-[U-"“C]Galaktose-1-Phosphat + ADP
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EDTA-Blutproben wurden vends entnommen und 1:2 mit physiologischer NaCl-
Lésung (0.9%, w/v) verdunnt. 50 yL der Probe wurden mit 100 pL GALK-
Bestimmungspuffer gemischt und 40 min bei 32 °C inkubiert. Der GALK-
Bestimmungspuffer enthielt folgende Komponenten:

Tris/HCI-Puffer (200 mmol x L™!, pH 8.1)

Dithiothreitol (20 mmol x L™

Saponin (0.2 %, m/v)

D-Galaktose (1.2 mmol x L)
(

D-[1-"*C]Galaktose (1.5 mCix L")
Natriumfluorid (4 mmol x L)
Magnesiumsulfat (8 mmol x L™

ATP (8 mmol x L)

Nach der Inkubation wurden die Proben 4 min im Wasserbad gekocht. Danach
wurden die Proben abgekuhlt und 5 min bei 13000 x g zentrifugiert. 80 pL
Uberstand wurde auf eine Dowex 1X8-Saule (200-400 mesh, CI-Form, 0.3 mL in
Einmal-Filtersaulen; Mallinckrodt Baker, Griesheim) aufgetragen und mit 3 mL H,O
nachgespiilt, um die nicht umgesetzte D-[1-"*C]Galaktose zu entfernen. Das D-[1-
*C]Galaktose1-Phosphat wurde mit 1.6 mL HCI (500 mmol x L™) eluiert.
Anschlieend wurde das Eluat mit 20 mL Szintillationsflissigkeit gemischt und die

Radioaktivitat in einem Flussigkeitsszintillationszahler gemessen (s.o0.).

Als Leerwerte wurden Hamolysat-Proben verwendet, die vor Zugebe des GALT-
Bestimmungspuffers 4 min im Wasserbad gekocht wurden waren. Als Kontroll-
Proben wurden Hamolysate zweier gesunder Erwachsenen mitgeflhrt.

Die Enzymaktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:

150 pL

(DPMinProbe - DPM in Leerwert) x 80 L

x Galaktose in 100 yL (120 nmol)

A= (DPM in 100 uL GALK-Bestimmungspuffer x Inkubationszeit (min) x Hb (g in 25 uL Blut)

A: Enzymaktivitat in nmol/min pro gHb

DPM: gemessene Radioaktivitat in Zerfalle pro min.

Dann wurde der Hamoglobingehalt bestimmt (s. Kap. 6.3).
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6.2 Bestimmung der CO,-Exhalationsluft

Die Bestimmung der Isotopenanreicherung im CO, erfolgte mit einem
Isotopenratio-Massenspektrometer (Finnigan MAT 251; Finnigan MAT, Bermen).
Dazu wurden Proben der Exhalationsluft aus den Atembeuteln mit Hilfe einer 50
mL-Infusionsspritze (B. Braun; ausgestattet mit einem Drei-Wege-Hahn) in
evakuierte 10 mL-Roéhrchen (Exetainer; Spectromat, Bremen) Uberfuhrt. Es wurde
ein gegen Pee Dee Belemniten-kalibrierter Standard (PDB; Wolfe, 1992)
verwendet. Die '*C/'?C-Ratio im CO, der Exhalationsluft (R) wurde anhand der
Isotopenanreicherung, bezogen auf dem Pee Dee Belemniten-Standard (Faktor
0.011237), wie folgt berechnet (Wolfe, 1992):

R = [0 4 1]« 0.011237 (1)
1000

R: Verhéltnis der lonenintensitaten bei m/z 45 zu m/z 44 (**C/"C-Ratio im CO, der Exhalationsluft).

3PDB: Isotopenanreicherung bezogen auf den Pee Dee Belemniten: Standard, %o

Die COj,-Exhalation unter Ruhebedingungen wurde aus Korpergewicht und -
groRe, auf der Basis einer CO,-Produktion von 5 nmol x min" x m?
Korperoberflache (Schreeve et al.,, 1970) unter Berucksichtigung der

Korperoberflache (nach Haycock et al., 1978) wie folgt berechnet.

VCO, =5 x 22.4 x M>®"® x H%%* x 0.024265 (2)

VCO,: mittlere CO,-Exhalationsrate, ml x min™
M: Kérpergewicht, kg

H: KorpergréfRRe, cm

Die ®*CO,-Exhalation (V'*CO,) iiber basal wurde mittels der "*C-Anreicherung im
CO;, der Ausatmungsluft wie folgt berechnet (Wolfe, 1992):
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v13c02=vcozx( R___R JXlOOO LoF

— X
R+1 R,+1) 224 m (3)

V'®C0,: *CO,-Exhalation tiber basal, pmol x min” x kg™

VCO,: mittlere CO,-Exhalationsrate, mL x min™

R: "*C/"C-Ratio im CO, nach Gabe von D-[1-'>C]Galaktose.

Ro: "*C/"*C-Ratio im CO, vor Gabe der D-[1-'°C]Galaktose (Basalwerte)

m: Korpergewicht, kg

F: Faktor (=1.25) zur Berlcksichtigung der CO,-Retention im Organismus nach Allsop et al. (1978)

6.3 Andere

Kreatinin-Bestimmung

Die Bestimmung der Kreatininkonzentration in Plasma- und Urinproben erfolgte
mittels eines enzymatischen Farbtestes (Kreatinin PAP-Test; Roche, Mannheim)
auf einem Autoanalyzer (Hitachi 704, Roche) (Wahlefeld & Siedel, 1985).

Hamoglobin-Bestimmung
Die Messung des Hamoglobingehaltes im Blut und in Erythrozyten wurde mittels
der Cyanmethamoglobin-Methode auf einem Analysator (KX-21; Sysmex,
Norderstedt) durchgefuhrt.
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Teil I11

Endogene Galaktose-Bildung

bei Galaktosamie
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Kapitel 7

Endogene Galaktose-Bildung bei Q188R-

homozygoten Patienten mit Galaktosamie

Zusammenfassung: Wir haben bei Q188R-homozygoten Patienten mit Galaktosamie (n=18; Alter
4-38 Jahre) die Altersabhangigkeit der endogenen D-Galaktose-Bildung untersucht. Die
Untersuchungen wurden bei einer guten diatetischen Stoffwechseleinstellung und nach mindestens
10stiindigem Ubernachtfasten mittels der ,primed continuous infusion“-Methode mit D-[1-
3C]Galaktose als Substrat durchgefiihrt. Dabei wurde die Rate der Freisetzung von D-Galaktose
aus endogenen Quellen in das Plasma-Kompartiment (,rate of appearance” R,) bestimmt. Die R,
nahm mit dem Alter der Patienten ab, und lag im Bereich von 4.6 bis 2.0 umol/h pro kg KG. Die
Freisetzungsraten von D-Galaktitol und D-Galaktonat nahmen parallel zu der D-Galaktose-R, ab,
und waren jedoch niedriger als die D-Galaktose-R,. Das Verhdltnis der Freisetzungsrate von D-
Galaktose/D-Galaktitol/D-Galaktonat lag im Mittel bei 10:5:1. Die totale D-Galaktose-
Freisetzungsrate (i.e. Summe von D-Galaktose-R, und der Freisetzungsraten von D-Galaktonat
und D-Galaktitol) war statistisch hoch signifikant (p < 0.0001) invers mit dem Alter der Patienten
korreliert. Die Ergebnisse (y = totale Freisetzungsrate, t = Alter) konnten mittels nicht linearer
Regression am besten an das einfache Exponentialfunktionsmodell y = y, + a*exp(-bt) angepasst
werden. Dabei ergaben sich folgende Schatzwerte fir Parameter: yo =3.0£0.2,a=6.5+ 0.4, b =
0.11 + 0.02. Der Wert y, entspricht einem mittleren Schatzwert fir die totale endogene D-
Galaktose-Freisetzung bei erwachsenen Patienten (ca. 13 mg/d pro kg KG), X (yo + &) gibt einen
Schéatzwert fur die totale endogene D-Galaktose-Freisetzung bei Neugeborenen mit Galaktosémie
(ca. 41 mg/d pro kg KG). Die Ergebnisse zeigen erstmals, dass bei Patienten mit Galaktoséamie
betrachtliche Menge an D-Galaktose endogen gebildet wird, und dass die Freisetzungsrate von D-
Galaktose bei Sauglingen vielfach héher als bei Erwachsenen ist. Diese Befunde kénnen die bei
Galaktosamie-Patienten trotz strikter Diatfiihrung persistierende hohe intrazellulare Konzentration
an D-Galaktose-1-Phosphat sowie deren Altersabhéngigkeit erkléaren.
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7.1 Einleitung

Die wesentlichen Symptome der klassischen Galaktosamie (OMIM 230400)
wurden erstmals von von Reuss (1908) vor etwa 100 Jahren beschrieben. Heute
wissen wir, dass diese Erkrankung durch eine verminderte Aktivitat der D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (GALT, E.C. 2.7.7.10) verursacht wird.
Bei Neugeborenen mit klassischer Galaktosamie, die mit (Mutter-)Milch ernahrt
werden, entwickelt sich ein toxisches Krankheitsbild mit gestérter Leberfunktion,
gestorter Nierenfunktion, gestorter Gehirnfunktion und Kataraktbildung, bedingt
durch die Akkumulation von potentiell toxischem D-Galaktose-1-Phosphat und D-
Galaktitol. Eine sofortige Unterbrechung jeglicher D-Galaktose-Zufuhr wirkt hier
lebensrettend und fuhrt zu einem raschen Rickgang der klinischen Symptomatik.
Als TherapiemalBhahme wird derzeit eine lebenslange Laktose-freie und
weitestgehend D-Galaktose-reduzierte Diat empfohlen. Aber trotz strengster
Restriktion der D-Galaktose-Zufuhr mit der Nahrung persistieren erhohte
Konzentrationen von D-Galaktose-Metaboliten in Zellen und Kérperflissigkeiten,
und es konnen sich langfristig Komplikationen, wie z.B. eine gestorte
Sprachentwicklung, eine verminderte Wahrnehmungsfahigkeit oder eine
neurologische Symptomatik entwickeln. Bei den meisten Frauen kommt es

Uberdies zu einer Ovarialinsuffizienz (Ubersicht bei Holton et al., 2001).

Die pathophysiologischen Ursachen fiir die Langzeitkomplikationen sind bisher
nicht bekannt. Gitzelmann & Steinmann (1984) vermuteten, dass die Ursachen
letztlich in der endogenen Bildung von D-Galaktose, die z.B. beim Abbau von
Glykoproteinen und Glykolipiden freigesetzt wird, begrindet sein kdnnen.
Vorlaufige Ergebnisse aus ersten in vivo Stoffwechseluntersuchungen an
Erwachsenen deuten darauf hin, dass bei Gesunden und bei Patienten mit
Galaktosamie vergleichbare und relevante Mengen an D-Galaktose endogen
gebildet werden durften (Berry et al., 1995b). Die in dieser ersten Studie
ermittelten Freisetzungsraten waren jedoch, wie sich spater herausstellte,
insbesondere bei Gesunden weit Uberbestimmt, da eine inadaquate
Analysenmethodik verwendet worden war (Ning et al.,, 2000, Schadewaldt et al.,

2000). Dennoch geben die von Berry und Kollegen (1995b) publizierten Daten
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erste Hinwiese auf die Gliltigkeit fir die oben genannten ,Autotintoxikations*-
Hypothese (Gitzelmann & Steinmann, 1984). In diesem Zusammenhang ist
erwahnenswert, dass sowohl die Konzentrationen von D-Galaktose-1-Phosphat in
den Erythrozyten als auch die renale D-Galaktitol-Ausscheidung mit
zunehmendem Alter der Galaktos&dmie-Patienten, die mit Diat behandelt werden,
abnimmt (Schweitzer et al., 1993; Hutchesson et al., 1999). Damit erhebt sich die
Frage, ob diese Abnahme mit entsprechenden Anderungen der endogenen D-

Galaktose-Freisetzung zusammenhangen konnte.

Um die Bedeutung der endogenen D-Galaktose-Bildung bei Galaktosamie-
Patienten unterschiedlichen Alters naher zu charakterisieren, wurde bei einem
genotypisch homogenen Kollektiv von Q188R-homozygoten Patienten D-
Galakose-Stoffwechselumsatzmessungen durchgefihrt. Dabei wurde die primed
continuous infusion-Methode mit D-[1-2*C]Galaktose als Substrat eingesetzt. Die
Analyse von Konzentration und **C-Isotopenanreicherung der verschiedenen D-
Galaktose-Metaboliten in Plasma, Erythrozyten und Urin ermdglichte dann eine
Bestimmung wesentlicher quantitativer Aspekte des D-Galaktose-Stoffwechsels in

Vivo.

7.2 Material und Methoden

Probanden und Patienten

Sieben gesunde Erwachsene und achtzehn Patienten (12 weiblich, 6 méannlich)
mit klassischer Galaktosamie (GALT-Mangel) nahmen an den Untersuchungen
teil. Bei den Kontrollpersonen wurde bei einer korperlichen Untersuchung weder
eine akute noch eine chronische Erkrankung festgestellt. Bei Patienten wurden
auler der angeborenen Stoffwechselstorung keine weiteren akuten oder
chronischen Erkrankungen festgestellt. Die Patienten waren zwischen 4 und 38
Jahre alt und wiesen Homozygotie fur die Q188R-Mutation auf. Weitere
charakteristische Daten der Gesunden und der Patienten sind in den Tabellen 1a

und 1b wiedergegeben.
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Tabelle 1a: Charakteristische Daten der gesunden Erwachsenen?®

Probanden Geschlecht Alter Gewicht GroRe

(M/W) (Jahre) (kg) (cm)

Gl M 26 75 180

G2 M 26 80 180

G3 M 21 90 186

G4 M 23 83 193

G5 M 28 61 170

G6 w 28 55 162

G7 M 27 63 175
Mittelwert + SD 26+ 3 72 +13 177 +8

& Zum Zeitpunkt der D-Galakose-Stoffwechselumsatzmessung mit D-[1-13C]Galaktose

Tabelle 1b: Charakteristische Daten der Patienten mit Galaktosamie®”

Patienten Geschlecht Alter Gewicht Grole

(M/W) (Jahre) (kg) (cm)

P1 w 4.4 15 103

P2 w 4.8 12 98

P3 w 5.7 14 107
P4 w 5.9 20 117
P5 w 6.4 22 120
P6 M 6.8 20 118
P7 w 9.2 26 126
P8 M 11.1 33 143
P9 w 14.5 49 169
P10 w 15.8 42 157
P11 M 16.7 66 173
P12 w 171 46 160
P13 M 17.8 74 180
P14 M 18.6 67 178
P15 w 20.3 65 160
P16 w 27.8 59 159
P17 w 30.3 72 166
P18 M 37.6 68 166

& Zum Zeitpunkt der D-Galakose-Stoffwechselumsatzmessung mit D-[1-13C]Galaktose
b Homozygotie fir die Q188R-Mutation

Proben zur Bestimmung der Basalwerte (Kontrollwerte) wurden zwischen 8 und

8:30 Uhr unmittelbar vor der D-Galaktose-Stoffwechselumsatzmessung
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genommen. Vor Beginn der Untersuchung wurden die Patienten und Probanden
gebeten, die Blase zu entleeren und eine Kontroll-Urinprobe genommen. Danach
wurden zwei EDTA-Blutproben im Abstand von 15 Minuten entnommen. In dieser
Zeit wurden auch funf Proben der Exhalationsluft unter Ruhebedingungen in
Atembeuteln (1.5 L Tecobag; Tessaurex Container, Burstadt) gesammelt. Um eine
praanalytische  Veradnderung der Plasma-D-Galaktose-Konzentration  zu
verhindern, wurden die Blutproben sofort nach der Entnahme zentrifugiert (5 min,
3000 x g, 4 °C) und das Plasma gewonnen. Erythrozyten wurden zweimal mit
gleichem Volumen physiologischer NaCl-Losung gewaschen. Plasmaproben,
Erythrozytenproben sowie Aliquots der Urinprobe wurden bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -20 °C gelagert. Proben der Exhalationsluft wurden aus den
Atembeuteln in evakuierte 10 mL-Réhrchen (Exetainer; Spectromat, Bremen)

Uuberfuhrt.

Galaktose-Stoffwechselumsatzmessung

Dazu wurden ,primed continuous infusion“-Tests unter Ruhebedingungen im
Liegen durchgefihrt. Zunachst wurde den postabsorptiven Galaktosamie-
Patienten und Probanden eine Venenverweilkanile (Vasofix-Braunile, 1.2 mm;
B.Braun, Meslungen) in die V.basilica eines Armes gelegt. Nach der
Kontrollproben-Entnahme fur die Basalwerte wurde gegen 08:30 Uhr Uber diese
Venenverweilkaniile 5.5 pmol p-[1-*C]Galaktose pro kg KG (sterile Lésung, 50 mg
x mL™Y) als initialer Bolus gegeben. Unmittelbar danach schloss sich eine
kontinuierliche Infusion mit einer Rate von 0.8 umol D-[1-**C]Galaktose/h pro kg
KG (sterile Losung, 200 mg gel6ést in 1 L 0.9% NaCl) fur eine Dauer von 5.5
Stunden an (Infusomat, B.Braun, Melsungen). Dann wurden EDTA-Blutproben ab
der 150. min im Abstand von 15 Minuten tber eine Dauer von 3 Stunden aus einer
weiteren Venenverweilkantle entnommen, die im contralateralen Arm gelegt war.
Parallel zu den Blutproben wurden Proben der Exhalationsluft gesammelt. Am
Ende der Untersuchung wurde erneut der Urin gesammelt und das Gesamt-
Volumen gemessen. Blutproben, Atemproben und die Urinprobe wurden bis zu

weiteren Analysen, wie oben beschrieben, aufgearbeitet und gelagert.
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Chemikalien
Soweit nicht gesondert vermerkt, wurden die verwendeten Chemikalien und

Enzyme bereits im Kap. 2.2 spezifiziert.

Analytische Verfahren

Konzentration und **C-Anreicherung (MPE) in den D-Galaktose-Metaboliten der
Plasma-, Erythrozyten- und Urinproben wurden mit Gaschromatographie-
Massenspektrometrie bestimmt. Die Methoden fir die Bestimmung von D-
Galaktose (Kap. 2), D-Galaktitol (Kap. 4), b-Galaktonat (Kap. 4) und D-Galaktose-
1-Phosphat (Kap. 3) wurden bereits friiher detailliert beschrieben. **CO, in der
Atemluft wurde mit der IRMS bestimmt (s. Kap. 6.2).

Das Screening auf die Q188R-Mutation erfolgte nach Kap. 5.2. Die Aktivitat der D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase  wurde nach Kap. 6.1 gemessen.

Kreatinin und Hamoglobin wurden wie im Kap. 6.3 angegeben bestimmt.

Berechnungen

Die Freisetzungsrate der endogenen D-Galaktose in das Plasma unter apparenten
steady state Bedingungen (R, in umol/h pro kg KG) wurde aus dem Verhaltnis der
1-13C-markierten zur gesamten D-Galaktose und der Infusionsrate (Inf, in pmol/h
pro kg KG) berechnet (s. Kap. 2.2, Gleichung 6).

Da in D-Galaktitol und D-Galaktonat praktisch keine Inkorporation der *3C-
Markierung nachzuweisen war, und die Plasma-Konzentrationen dieser Metabolite
wahrend der Beobachtungszeit konstant blieben, muss die mit dem Urin
ausgeschiedene Metabolit-Menge der Menge entsprechen, die systemisch aus
endogen Quellen in das Plasma-Kompartiment freigesetzt wurde. Die endogene

Freisetzung (Re, umol/h pro kg KG) dieser Metabolite wurde daher wie folgt

abgeschatzt:
R = C,xV,x1
) t x KG

Cu: Metabolit-Konzentration in Urin in pmol x L, Vy: Gesamtes Urin-Volumen am der
Untersuchungsperiode in L, t: Dauer der Untersuchung in h, KG: Képergewicht in kg.

Die Bestimmung der **C-Exhalation erfolgte wie im Kap. 6.2 beschrieben.
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Statistik

Im Allgemeinen sind die Ergebnisse als Mittelwert + SD (Anzahl der
Bestimmungen in Klammern) angegeben. Korrelationen wurden mit linearer
Regressionsanalyse (Methode der kleinsten Fehlerquadrate, RGP-Funktion von
MS Excel) Uberprift. Die Daten wurden unter Anwendung des Marguardt-
Levenberg-Algorithmus fir nicht-lineare Regressionsanalysen (Sigma Plot 8.0,
Jandel Scientific) angepasst. Zur Prifung auf statistisch signifikante Unterschiede
zwischen Stichproben wurde der Wilcoxon Matched-Pairs-Signed-Rank-Test
(2seitig) und der Mann-Whitney U-Test (2seitig) verwendet.

7.3 Ergebnisse

Biochemische Charakterisierung der Probanden und Patienten

Erwachsene Kontroll-Personen wie auch die Patienten wurden ausfuhrlich
hinsichtlich fur biochemische Parameter des D-Galaktose-Stoffwechsels (i.e.
GALT-Enzymaktivitdt und Gal-1-P in Erythrozyten, D-Galaktose, D-Galaktitol ggf.
D-Galaktonat im Plasma und Urin) charakterisiert. Die Gesunden wurden hier zur
Etablierung von Vergleichswerten untersucht. Die Daten sind in den Tabellen 2a

und 2b zusammengefasst.

Tabelle 2a: Biochemische Charakterisierung der gesunden Erwachsenen?®

Erythrozyten (RBC) Plasma Urin Exhalationsluft

GALT D-Gal-1-P D-Galaktose  D-Galaktitol ~ D-Galaktose D-Galaktitol Bco,

(umol x ™ x g™ (umol x L™rec) (mol x L™ (umol x LY (umol x mmol™es)  (umol x mmol'es)  (Spps-Werte)”
Gl 22.7 1.3 0.26 0.14 0.61 1.42 -28.1
G2 24.7 1.2 0.22 0.13 0.70 1.50 -27.5
G3 26.2 0.9 0.19 0.14 0.40 1.65 -27.2
G4 21.8 1.2 0.16 0.11 0.37 1.22 -26,0
G5 23.4 1.4 0.21 0.14 0.51 1.29 -28.0
G6 26.4 2.1 0.20 0.11 0.46 1.76 -27.0
G7 24.3 1.0 0.20 0.13 0.48 1.23 -27.0

MW + 23.5+22 1.3+04 0.20 £ 0.03 0.13+£0.01 0.50+0.12 1.44+0.21 -27.3+0.7

SD

& Blut-, Spontanurin- und Atem-Proben wurden unmittelbar vor der in vivo Untersuchung gesammelt.
P Mittelwert aus drei Atemproben.
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Tabelle 2b: Biochemische Charakterisierung der Patienten mit Galaktosémie

Erythrozyten (RBC) Plasma Urin Exhalationsluft
GALT D-Gal-1-P D-Galaktose D-Galaktitol D-Galaktose D-Galaktitol Bco,
(mol x h™ x g™ (umol x Llgge)  (umol x L) (mol x L™ (umol x mmolkea)  (MMol x mmol™yea) (8ppe-Werte)®

Galaktosamie-Patienten®

P1 0.15 105 3.0 11.1 5.0 255 n.a.
P2 0.24 161 3.6 11.0 4.8 289 -27.5
P3 0.16 238 2.9 9.7 5.0 202 -27.3
P4 0.17 161 3.4 115 9.5 209 -28.9
P5 0.19 129 2.7 12.3 n.a. n.a. -25.4
P6 0.18 201 3.3 11.6 9.3 266 -27.0
P7 0.14 206 3.1 10.5 8.0 216 -25.4
P8 0.22 91 31 12.1 4.4 110 -28.5
P9 0.18 143 2.5 9.7 4.9 148 -23.6
P10 0.19 115 2.8 11.7 3.9 133 -27.4
P11 0.20 130 2.9 11.4 n.a. n.a. -27.5
P12 0.16 104 25 9.5 n.a. n.a. -28.8
P13 0.20 120 2.8 11.3 5.7 135 -28.2
P14 0.24 129 2.8 11.8 3.3 101 -27.9
P15 0.29 120 2.8 11.7 7.5 138 -28.3
P16 0.26 117 2.2 10.0 3.4 154 -25.4
P17 0.18 173 2.5 10.0 n.a. n.a. -27.1
P18 0.10 130 2.7 11.8 6.2 131 -29.3

& Blut-, Spontanurin- und Atem-Proben wurden unmittelbar vor der in vivo Untersuchung gesammelt.
® Mittelwert aus funf Atemproben. © Q188R-homozygote Patienten.

Bei allen Patienten wurde in den Erythrozyten eine geringe Aktivitdt der D-
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (ca. 0.2 pumol/h pro gup, entsprechend <
1% der Norm) nachgewiesen. Postabsorptiv lag die D-Galaktose-1-Phosphat-
Konzentration im Bereich zwischen 2.36 und 6.17 mg x dLgac™ (91 - 238 pmol x
Lrec}). Demgegeniiber war diese bei postabsorptiven gesunden Erwachsenen <
0.05 mg x dLgsc™ (< 2 pmol x Lrsc™). Die Konzentrationen von D-Galaktose (2.9 +
0.4 umol x L™) und p-Galaktitol (11.0 + 0.9 umol x L") im Plasma der Patienten
waren ca. 25fach und 70fach hoher als bei den Kontrollpersonen. Die
interindividuelle Variabilitdt der D-Galaktose- bzw. D-Galaktitol-Konzentration im
Plasma war relativ gering (VK 12% bzw. 8%; n=18). Die Konzentrationen von D-

Galaktose und D-Galaktitol im Urin lagen im Bereich zwischen 3.3 und 9.5 bzw.
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101 und 289 pmol x mmolkea™* und waren damit ca. 10fach bzw. 100fach héher

als bei Normalpersonen.

Steady state Bedingungen

Die Untersuchungen bei gesunden Erwachsenen ergaben, dass im Plasma und in
der Ausatmungsluft nach einer 2.5stiindigen Aquibilierungsphase stabile
metabolische sowie isotopische steady state Bedingungen erreicht wurden. Die
unter steady state Bedingungen bei Gesunden ermittelten Umsatzraten sind in
Tabelle 3a zusammengestellt.

Tabelle 3a: Individuelle Daten der gesunden Erwachsenen aus der in vivo
D-[1-*3C]Galaktose-Stoffwechselumsatzmessung®

Probanden Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7

D-Galaktose im

Plasma
totale 0.81 0.70 0.79 0.62 0.82 0.62 0.78
(umol x L) SD 0.02 0.02 0.03 0.04 0.05 0.01 0.05
endogene 0.21 0.20 0.20 0.16 0.20 0.19 0.22
(umol x L™ SD 0.01 0.01 0.004 0.005 0.005 0.01 0.02
3¢c-Markierung 72.2 69.7 73.0 72.1 73.6 66.5 70.0
(MPE) SD 0.6 1.0 1.0 1.4 1.4 1.3 1.1
Plasma-D-Galaktitol 0.15 0.11 0.12 0.10 0.12 0.10 0.11
(umol x L) SD 0.01 0.004 0.003  0.002 0.01 0.005  0.005
13c0,-Exhalation 0.65 0.55 0.53 0.57 0.70 0.73 0.60
(umol x kg™ x h™) SD 0.05 0.04 0.02 0.02 0.03 0.02 0.03

? Postabsorptive Probanden erhielten ein Priming (5.5 umol/kg KG) und eine kontinuierliche Infusion von D-[1-
13C]Galaktose (0.8 umol/h pro kg KG) Uber 6 h. 2.5 h nach dem Beginn der Infusion wurden Proben von
EDTA-Blut vents im Abstand von 15 Minuten entnommen. Parallel zu den Blutproben wurden Proben der
Exhalationsluft gesammelt. Angegeben sind MW + SD.

Aufgrund der Erfahrungen bei den Gesunden wurden bei den Patienten 2.5 h nach
Beginn der Isotopen-Infusion mit der Proben-Entnahme begonnen. Ein typisches

Ergebnis fur den zeitlichen Verlauf ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: *C-Isotopenanreicherung und Konzentrationen von D-Galaktose-Metaboliten im Blut
sowie *CO,-Exhalation bei einem Patienten (Q188R-Homozygot) mit klassischer Form der
Galaktosamie wahrend der in vivo D-Galaktose-Stoffwechselumsatzmessung. Ein primed
continuous infusion-Versuch wurde mit D-[1-13C]Galaktose als Substrat (priming mit 8 pmol/kg KG
und kontinuierliche Infusion mit 1.2 pmol/h pro kg KG) unter postabsorptiven Bedingungen
durchgefuhrt. Im Plasma wurden ab der 2.5 Stunde der Tracer-Infusion apparente stabile steady
state Bedingungen in den D-Galaktose-Metaboliten erreicht. Wahrend der 3stiindigen Messphase
wurde eine langsame, aber hoch signifikante (p < 0.0001) lineare Akkumulation der **C-
Markierung, sowohl im D-Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten (Regressionslinie; y = 16.6 (+
0.2) + 1.29 (= 0.06)x; y = MPE, x = Stunde, r = 0.989) als auch in der Exhalationsluft
(Regressionslinie: y = 0.27 (+ 0.12) + 0.33 (+ 0.03)x; y = 3C0,-Exhalation, x = Zeitin h, r = 0.962)
bestimmt.

Die Befunde fur jeden einzelnen Patienten sind in Tabelle 3b aufgefiihrt. Die
Daten zeigen, dass wahrend der steady state Phase sowohl die Konzentration als
auch die **C-Markierung von p-Galaktose und D-Galaktitol im Plasma recht stabil
waren. Auch die Konzentration des D-Galaktose-1-Phosphats blieb in den

Erythrozyten konstant.



Tabelle 3b: Individuelle Daten der Q188R-homozygoten Patienten aus der in vivo D-[1-**C]Galaktose-
Stoffwechselumsatzmessung®

Patienten P1® P2® P3° P4° pP5*° pe®  P7°  P8® P9 P10° P11 P12 P13° P14° P15° P16 P17 P18°
(Alter) (4.4) (4.8) (5.7) (5.9 (6.4) (6.8) (9.2) (11.1) (145) (15.8) (16.7) (17.1) (17.8) (18.6) (20.3) (27.8) (30.3) (37.6)

D-Galaktose im Plasma

totale 3.87 4.46 440 4.69° 431 423 431 479 374 442 3.68 383 485 478 482 320 340 4.72
(umol x L™ Ssb 0.06 0.10 0.07 0.04 0.07 0.09 008 013 014 005 012 009 0.15 0.08 009 0.09 0.11 0.12
endogene 326 3.69 3.33 358" 319 345 348 346 288 3.07 278 285 328 311 320 229 247 294
(umol x L™ SD 0.06 0.08 0.06 008 008 008 006 011 011 004 0.13 008 0.12 0.08 0.08 0.06 0.09 0.08
¥C-Markierung 150 16.6 235 23.0° 251 176 183 26.8 221 29.6 231 247 314 339 326 273 262 36.4
(MPE) SD 06 04 0.4 0.3 0.8 0.6 0.3 0.7 0.4 0.4 0.4 0.5 0.5 0.9 0.6 0.6 13 0.5

Plasma-D-Galaktitol 10.8 10.1 93 105 115 116 116 117 9.6 11.3 109 094 10.8 118 109 93 9.8 11.9
pmol x L™ SD 06 0.1 0.3 1.0 0.2 0.1 0.3 0.3 0.5 0.1 0.4 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2 0.9 0.5

Gal-1-P in RBC 126 183 286 189 155 222 238 121 173" 151 154 129 156 171 158 147° 206 182
(umol x L™ SD 6 9 16 17 15 18 9 5 11 7 6 10 6 7 4 12 9 9

13C0, in der Exhalationsluft

Erhéhungsraten® na. 000 0.25 0.27° 027" 000 0.14" 020 0.01 020 0.03 -0.10 0.34" 036 027 004 na 023
(ASPDB x hY) SE 000 0.07 0.05 007 000 005 006 0.06 004 004 007 088 007 005 005 na 0.06
3C0,-Exhalation® na. 008" 0.09" 011" 020" 004 0.10" 0.09" 0.14" 0.08" 0.06" 000 0.11" 012" 012" 008" na 011
(umol x kg™ x h™%) (0.49) (0.58) (0.88) (1.54) (0.31) (0.79) (0.81) (1.37) (0.71) (0.66) (-0.1) (1.25) (1.36) (1.44) (0.87) (1.31)

Legende s. Seite 102
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Wahrend der 3stindigen Messphase lagen die VK’s im Mittel < 5%, und waren nie
hoher als 10%. Eine lineare Regressionsanalyse zeigte, dass Metabolit-
Konzentrationen und die **C-Markierung, bis auf einige wenige Ausnahmen, nicht
mit der Zeit korreliert waren (r < oder << 0.45). Dagegen wurde bei den meisten
Patienten ein leichter, statistisch signifikanter Anstieg der **C-Markierung im CO;
der Exhalationsluft gemessen (0.15 + 0.14 Ad-Werte pro Stunde).

Die Infusion von D-[1-'®C]Galaktose fiihrte bei Patienten zu einem dosis-
abhangigen Anstieg der Konzentration von Plasma-D-Galaktose. Die Halfte der
Patienten (n=9) erhielt eine Standard-Dosierung von 0.8 pumol/h pro kg KG, die
andere Halfte der Patienten (n=9) eine 1.5fache Dosierung von 1.2 pmol/h pro kg
KG. Bei der Standard-Dosierung stieg die steady state Konzentration der Plasma-
D-Galaktose im Mittel um 1.03 + 0.21 umol x L™, bei der 1.5fachen Dosierung um
1.72 + 0.27 pmol x L™ tiber den Basalwert an. Die 1-**C-Isotopenanreicherung in
der D-Galaktose des Plasmas bei Standard-Dosierung lag im Mittel bei 21.2 + 4.5
MPE, bei 1.5facher Dosierung bei 28.3 + 4.2 MPE. Die Konzentration des D-
Galaktitols im Plasma wurde durch die b-Galaktose-Gabe nicht beeinflusst und lag
im Mittel bei 10.6 + 0.9 umol x L. Bemerkenswert ist, dass im D-Galaktitol kein

Einbau von **C-Markierung nachgewiesen werden konnte.

Fortsetzung Tabelle 3b:Legende

ab Postabsorptive Patienten erhielten ein Priming (5.5 pmol/kg KG) und eine kontinuierliche Infusion von D-[1-
13ClGalaktose (0.8 pmol/h pro kg KG) tber 6 h. 2.5 h nach dem Beginn der Infusion wurden Proben von
EDTA-Blut vends im Abstand von 15® Minuten bzw. 30® Minuten entnommen. Parallel zu den Blutproben
wurden Proben der Exhalationsluft gesammelt. Angegeben sind MW + SD. Die Alter der Patienten sind in
Klammern angegeben.

¢ Patienten erhielten eine 1.5fache Dosierung von D-[1-13C]Galaktose.

¢ Statistisch (lineare Regressionsanalyse) signifikanter Anstieg (p < 0.001) mit der Zeit (< oder << 7 % des
Mittelwerts pro h).

€ Steigung + SE (lineare Regressionsanalyse) wahrend der 3stiindigen Messphase.

" Statistisch signifikanter Anstieg (p < 0.001).

9 Minimum-Schatzwerte wurden auf der Grundlage des mittleren Anstiegs des 13C0,-Gehaltes wahrend der
letzten Stunde der Infusion berechnet. In Klammen sind die mittleren A3-Werte tUber den mittleren Basal-
Werten (s. Tabelle 2b) angegeben.

" Statistisch (Wilcoxon-Test) signifikante Erhéhung iiber den Basal-Wert (n=5, p < 0.05).
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Die Konzentration von D-Galaktosel-Phosphat stieg im Mittel um 26 + 5 (+ 19 +
5%) pumol x Lrec™ bei der Standard-Dosierung, und um 33 + 14 (+28 + 7%) pmol x
Lrec™ bei der 1.5fachen D-[1-}3C]Galaktose-Dosierung an. Die Erhéhung war
ausschlieflich auf die Akkumulation von 1-*C-markiertem D-Galaktose-1-
Phosphat zurtickzufihren. Bei den meisten Patienten deutete sich wéhrend der
3stiindigen steady state Phase ein geringfiigiger, kontinuierlicher Anstieg der
totalen D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration an. Dieser Effekt war bei einigen
Patienten statistisch hoch signifikant (p < 0.002). Bei allen Patienten wurde ein
statistisch hoch signifikanter linearer Anstieg der Akkumulation von **C-
Markierung im D-Galaktose-1-Phosphat tber die Zeit gefunden (p < 0.001). Die
Rate des *C-Anstiegs betrug unter Standard-Bedingungen 0.76 + 0.23 MPE/h
und bei der 1.5fachen D-[1-**C]Galaktose-Dosierung 1.10 + 0.30 MPE/h.

Der mittlere Anstieg des **C-Gehaltes in der Exhalationsluft wahrend der letzten
Stunde der Infusion betrug 0.63 + 0.5 A3-Werte (n=7) bei der Standard-Infusion
und 0.91 + 0.5 bei der 1.5fachen D-[1-'*C]Galaktose-Dosierung. Die mittlere
13C0,-Exhalationsrate (iber Basal lag damit bei 0.07 + 0.04 und bei 0.12 + 0.04
pmol/h pro kg KG.

Galaktose-Stoffwechselumsatzraten

Aus den Analysen der D-Galaktose-Metabolite in Plasma und Urin sowie des CO,
in der Ausatmungsluft (s. Tabelle 3a und 3b) wurden die D-Galaktose-
Stoffwechselumsatzraten bei Gesunden (Tabelle 4a) und bei Patienten mit

klassischer Galaktosamie (Tabelle 4b) abgeschatzt.

Bei den Gesunden war die endogene D-Galaktose-Freisetzung in das Plasma (Ra)
mit 0.29 + 0.04 pumol/h pro kg KG recht niedrig. Die D-Galaktose-Oxidationsraten
zeigen, dass sowohl die endogene, systemisch freigesetzte, als auch exogene,
infundierte D-Galaktose vollstandig oxidativ abgebaut wurden. Die renale
Exkretion von D-Galaktose und D-Galaktose-Metaboliten (D-Galaktitol, D-

Galaktonat) war bei den gesunden vernachlassigbar gering (< 5%).
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Tabelle 4a: In vivo D-Galaktose-Stoffwechselumsatzraten

bei gesunden Erwachsenen?®

Probanden D-Galaktose
endogene Infusionsrate Oxidation
Freisetzung (Ra)
in pmol x (kg KG)™* x h™*

Gl 0.27 0.8 1.12
G2 0.32 0.8 0.96
G3 0.26 0.8 0.92
G4 0.28 0.8 0.96
G5 0.25 0.8 1.19
G6 0.37 0.8 1.38
G7 0.31 0.8 1.08
Mittelwert + SD 0.29 £ 0.04 0.8 1.09£0.16

% Umsatzraten wurden auf der Grundlage der in der Tabelle 3a dargestellten Daten aus primed continuous
infusion-Untersuchungen mit D-[1-13C]Galaktose als Substrat berechnet (s. Kap. 2.2 und Kap. 6.3).

Tabelle 4b: In vivo D-Galaktose-Stoffwechselumsatzraten bei Patienten?

Patienten (Alter) endogene D-Galaktose

D-Galaktitol

Freisetzungs- Oxidation®
Rate (Ra)

renale”
Ausscheidung

Renale

Ausscheidung

D-Galaktonat®

renale
Ausscheidung

in umol x (kg KG)™* x h*

Galaktosamie-Patienten®

P1 (4.4) 458 n.a.
P2 (4.8) 4.29 0.50
P3 (5.7) 3.89 0.36
P4 (5.9) 4.00 0.46
P5 (6.4) 3.68 0.75
P6 (6.8) 3.73 0.24
P7 (9.2) 3.66 0.56
P8 (11.1) 3.26 0.31
P9 (14.5) 2.90 0.61
P10 (15.8) 2.87 0.24
P11 (16.7) 2.57 0.25
P12 (17.1) 2.35 0.00
P13 (17.8) 2.60 0.30
P14 (18.6) 2.33 0.29
P15 (20.3) 2.46 0.32
P16 (27.8) 2.12 0.27
P17 (30.3) 2.18 n.a.
P18 (37.6) 2.05 0.31

0.07
0.07
0.08
0.08
0.06
0.12
0.10
0.06
0.06
0.08
0.04
0.06
0.08
0.08
0.05
0.03
0.05
0.14

1.91
1.99
2.21
1.99
1.95
211
2.04
1.59
131
1.24
1.06
1.06
1.12
1.09
1.05
1.05
1.01
1.01

0.52
0.46
0.56
0.49
0.44
0.58
0.46
0.37
0.25
0.21
0.26
0.21
0.27
0.24
0.28
0.26
0.23
0.23

% Umsatzraten wurden auf der Grundlage der in der Tabelle 3 dargestellten Daten berechnet (Details s. Kap.
2.2 und Kap. 6.3). b Bestimmung in dem am Ende der D-[1-13C]Galaktose-Umsatzmessung gesammelten
Spontanurin. * Minimum-Schéatzwerte (vgl. Ergebnisse und Tabelle 3b). d Q188R-homozygote Patienten.
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Bei Patienten mit Galaktosamie nahm die Freisetzungsrate von D-Galaktose aus
den endogenen Quellen in das Plasma-Kompartiment (R;) von ca. 4.6 umol/h pro
kg KG bei einem 5jahrigen auf ca. 2.1 umol/h pro kg KG im Erwachsenenalter ab.
Ahnlich wie die Freisetzungsraten von D-Galaktose, nahmen auch die renalen
Ausscheidungsraten von D-Galaktitol und D-Galaktonat von ca. 2.0 bzw. 0.6
umol/h pro kg KG bei Sauglingen auf ca. 1.0 bzw. 0.2 pumol/h pro kg KG bei
Erwachsenen ab. Interessanterweise wurde ein recht stabiles Verhaltnis zwischen
der D-Galaktose-R, und der D-Galaktitol-Ausscheidung beobachtet. Es lag im
Mittel bei 2.1 + 0.2 (Bereich 1.8 - 2.5). Das Verhaltnis der Ausscheidung von D-
Galaktitol und D-Galaktonat war ebenfalls recht konstant und lag im Mittel bei 4.4 +
0.6 (Bereich 3.6 - 5.9). Bei allen Patienten war die renale D-Galaktose-

Ausscheidung vernachlassigbar gering und betrug < 3.5% der D-Galaktose-Ra.

Im Allgemeinen wurde bei Patienten eine messbare D-[1-*C]Galaktose-Oxidation
(extra *CO,-Exhalation bis zu 0.2 pmol/h pro kg KG) gefunden. Allerdings konnte
bei den Patienten die Ganzkoérper-D-Galaktose-Oxidation nicht berechnet werden,
da - im Gegensatz zu den Studien bei den Gesunden - wahrend der Messperiode

keine steady state Bedingungen im *3CO, der Exhalationsluft erreicht wurden.

Sowohl die D-Galaktose-R, als auch die Ausscheidung von D-Galaktitol und D-
Galaktonat (= y) waren statistisch hoch signifikant (p < 0.001) invers mit dem Alter
(= t) der Patienten korreliert. Bei einer Anzahl getesteter Funktionsmodellen
konnten die Ergebnisse (mittels nicht-linearer Regressionsanalyse) am besten an

das folgende einfache Exponentialfunktionsmodell angepasst werden (s. Abb. 2):

y=Yyo+a

Bei diesem Modell gibt yo einen mittleren Schatzwert fir Erwachsene und X (yo +
a) einen mittleren Schatzwert flur Sauglinge. Auf der Grundlage der
experimentellen Daten ergaben sich mit dem Modell folgende Umsatzraten fir
Sauglinge: D-Galaktose-R, 5.7 pmol/h pro kg KG, D-Galaktitol-Ausscheidung 2.9
pmol/h pro kg KG und D-Galaktonat-Ausscheidung 0.8 pmol/h pro kg KG. Fur
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Erwachsene lagen die entsprechenden Schatzwerte bei 1.9, 0.8 und 0.2 pumol/h
pro kg KG.
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Abb. 2: Die Altersabhangigkeit der endogenen D-Galaktose-Freisetzung (R;) und die renale
Ausscheidung von D-Galaktitol bzw. D-Galaktonat bei einem Q188R-homozygoten
Galaktosamie-Patienten. Die Stoffwechselumsatzraten wurden wahrend der in vivo D-Galaktose-
Umsatzmessung unter postabsorptiven Bedingungen mit D-[1-"*C]Galaktose (priming mit 5.5 pmol
/kg KG und kontinuierliche Infusion mit 0.8 pumol/h pro kg KG; graue Punkte: 1.5fache Dosierung)
ermittelt. Die D-Galaktose-R, (Freisetzungsrate in das Plasma-Kompartiment) wurde anhand der
3C-Isotopenverdiinnung im Plasma errechnet. Die Ausscheidungsrate von D-Galaktose und D-
Galaktonat wurde mittels Analyse des Spontanurins bestimmt. Die experimentellen Daten konnten
mittels nicht-linearer Regression sehr gut an das einfache Exponentialfunktionsmodell y = yq +
a*exp(-b*x) angepasst werden (x = Alter in Jahren, y = Umsatzraten). Durchgezogene Linien:
Regressionskurven (Koeffizienten (+ SE): Fur D-Galaktose: yp = 1.95 (+ 0.15), a = 3.79 (£ 0.24), b
=0.102 (+ 0.016), Sy/x = 0.16, r = 0.931, p < 0.0001; Fur D-Galaktitol: yo = 0.85 (+ 0.16), a = 2.11
(£ 0.24), b = 0.10 (£ 0.03), Sy/x = 0.16, r = 0.943, p < 0.0001; Fir D-Galaktonat y, = 0.20 (+ 0.03),
a=0.64(+ 0.13), b = 0.13 (£ 0.04), Sy/x = 0.05, r = 0.920, p < 0.0001).

Im D-Galaktitol und D-Galaktonat des Urins wurde keine oder vernachlassigbar
geringe *C-Anreicherung gefunden. Daher stammte das im Urin gemessene D-
Galaktonat und D-Galaktitol praktisch nur aus der endogenen D-Galaktose. Daraus
kann abgeleitet werden, dass die Summe aus D-Galaktose-R, plus D-Galaktitol-
und D-Galaktonat-Ausscheidungsrate (= totale D-Galaktose-Freisetzungsrate)

einen Minimum-Schéatzwert fur die Ganzkorper-D-Galaktose-Bildung darstellt.
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Die totalen D-Galaktose-Freisetzungsraten sind in Abbildung 3 fur die einzelnen
Patienten wiedergegeben. Die mit dem obigen Modell ermittelten Schatzwerte fur
die totale D-Galaktose-Freisetzung nehmen exponentiell von ca. 9.5 pumol/h pro kg
KG bei Neugeborenen mit Galaktosamie auf ca. 3.0 pumol/h pro kg KG bei
erwachsenen Patienten mit Galaktosdmie ab. Dies entspricht bei Sauglingen einer
Menge von ca. 40 mg D-Galaktose-Aquivalenten/Tag pro kg KG und bei
Erwachsenen ca. 12 mg/Tag pro kg KG.
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Abb. 3: Die Altersabhangigkeit der totalen endogenen D-Galaktose-Bildung bei Q188R-
homozygoten Galaktosdmie-Patienten. Die Freisetzungsraten wurden wahrend der in vivo
Umsatzmessung mittels dem primed continuous infusion-Verfahren mit D-[1-'*C]Galaktose als
Substrat ermittelt. Die weiblichen Patienten sind mit grauen Punkten und die mannlichen Patienten
mit schwarzen Punkten dargestellt. Die Summe aus der D-Galaktose-Freisetzungsrate (R,) und der
Ausscheidungsrate von D-Galaktitol und D-Galaktonat ergibt die totale endogene D-Galaktose-
Freisetzungsrate (s. Abb. 2 und Text). Durchgezogene Linie: Regressionskurven nach Anpassung
an das Exponentialfunktionsmodell (Koeffizienten (= SE): Fiir D-Galaktose: yo = 3.03 (+ 0.24), a =
6.45 (+ 0.41), b =0.10 (£ 0.02), Sy/x =0.27,n =18, r = 0.983, p < 0.0001).

7.4 Diskussion

Zur Methodik
Um den mdglichen Einfluss einer genotypischen Variabilitat auszuschliel3en,

wurden in dieser Studie ausschlieRlich Galaktosamie-Patienten untersucht, die
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eine Homozygotie fur die haufigste Q188R-Mutation aufwiesen. Bei allen
Patienten wurde in den Erythrozyten vergleichbar geringe (< 1% der Norm) GALT-
Aktivitat nachgewiesen. Vor der Untersuchung wurden die Konzentrationen der D-
Galaktose-Metabolite im Plasma sowie des D-Galaktose-1-Phosphats in den
Erythrozyten bestimmt. Diese Daten zeigten, dass die diatetische
Stoffwechseleinstellung der Patienten gut bis befriedigend war. Die untersuchten
Patienten haben phanotypisch die schwere Form der klassischen Galaktosamie
und wiesen eine vergleichbare Stoffwechseleinstellung auf. Somit stellen sie ein
einheitliches Patientenkollektiv dar.

Die in vivo D-Galakose-Stoffwechselumsatzmessungen wurden bei Patienten im
postabsorptiven Zustand nach Ubernachtfasten durchgefiihrt, um eine
Verfalschung durch eine diatabhangige (versteckte) D-Galaktose-Zufuhr soweit
wie moglich auszuschlieRen (Acosta & Gross, 1995; Schadewaldt et al., 2003). In
der Tat wurden bei diesen Untersuchungen keine Hinweise auf einen Einfluss der
mit der Nahrung aufgenommenen D-Galaktose festgestellt. Obwohl eine
betrachtliche Menge an natirlich markierter D-Galaktose und D-Galaktitol durch
die Nieren ausgeschieden wurde, blieben die Konzentrationen dieser Metabolite
im Plasma wahrend der gesamten Untersuchungszeit (7 h) konstant. Daher kann
weitgehend ausgeschlossen werden, dass die im Plasma gemessene
Konzentration von D-Galaktose-Metaboliten letztlich aus Nahrungsquellen
stammte. Wére dies der Fall gewesen, so hatte die Konzentration dieser

Metabolite wahrend der Untersuchung signifikant abnehmen mussen.

Wesentliche Voraussetzung far zuverlassige Quantifizierung von
Freisetzungsraten (rate of appearance, R,) und renalen Ausscheidungsraten aus
dem primed continuous infusion-Versuch ist die Einstellung stabiler steady state
Bedingungen (Thompson et al., 1989). Bei den Stoffwechselumsatzmessungen
wurden Blut- und Atem-Proben Uber einen langeren (3 h) Beobachtungszeitraum
und relativ oft (n= 7 - 13) gewonnen, um die Einstellung der apparenten steady
state Bedingungen mit statistischen Methoden analysieren zu kénnen. Tatséchlich
zeigten (lineare) Korrelationsanalysen der Daten, dass sich in D-Galaktose und in

D-Galaktitol des Plasmas keine signifikante, zeitabhangige Anderung der
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Konzentration und der ‘*C-Markierung festzustellen war. Zu D-Galaktonat im
Plasma liegen keine Daten vor, da zum Zeitpunkt der Untersuchungen keine
geeignete Methode zur Verfigung stand. Im D-Galaktonat des Urins wurde nur
eine sehr geringe '°C-Anreicherung festgestellt. Daher kann angenommen
werden, dass Konzentration und *C-Anreicherung des D-Galaktonats im Plasma,

wie bei D-Galaktose und D-Galaktitol, weitgehend konstant war.

In Erythrozyten blieb die Konzentration von natirlich markiertem D-Galaktose-1-
Phosphat wahrend der gesamten Untersuchungszeit konstant. Wahrend der
3stindigen Messphase stieg die totale Konzentration von D-Galaktose-1-Phosphat
durch Akkumulation von *2C-markiertem D-Galaktose-1-Phosphat an. Ein
statistisch hoch signifikanter, zeitabhéngig linearer Anstieg der **C-Anreicherung
im D-Galaktose-1-Phosphat wurde bei allen Patienten gefunden. Dagegen konnte
eine statistisch signifikante Erhéhung der totalen D-Galaktose-1-Phosphat-
Konzentration nur bei einigen Patienten festgestellt werden. Diese offensichtliche
Diskrepanz ist vermutlich vor allem darauf zurlickzufiihren, dass der Anstieg des
13C-markierten D-Galaktose-1-Phosphats im Vergleich zur totalen D-Galaktose-1-
Phosphat-Konzentration sehr gering war. Erwdhnenswert ist in diesem
Zusammenhang auch, dass die Bestimmung der 1-'*C-Anreicherung als
Verhaltnis m/z (329) / m/z (328) analytisch wesentlich prézise maoglich ist, als die

eine GC/MS-Konzentrationsbestimmung mittels internen Standard.

Die aufwendige Analyse des D-Galaktose-1-Phosphats in den Erythrozyten hat
folgende Hintergrinde: Bei den Patienten lag (intrazelluléar) die Konzentration von
D-Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten im Mittel bei 143 pmol x Lggc™ und
war somit etwa 50fach hoher als die mittlere D-Galaktose-Konzentration im
Plasma. Beim Menschen ist das Verhaltnis vom Intrazellular- zum Extrazellular-
Raum 2:1. Intrazellular wird D-Galaktose durch die Galaktokinase-Reaktion
praktisch vollstandig in D-Galaktose-1-Phosphat umgewandelt. Daraus kann
abgeleitet werden, dass bei den untersuchten Patienten der Ganzkorper-D-
Galaktose-1-Phosphat-Pool etwa 200fach groR3er als der freie D-Galaktose-Pool
war. Selbst wenn nur eine geringe Menge an D-Galaktose aus dem

vergleichsweise grof3en Pool von D-Galaktose-1-Phosphat-Pool freigesetzt wirde,



110

konnte das bereits zu signifikanten Veranderung in der GroRRe des freien D-
Galaktose-Pools fuhren. Daher wére es vorstellbar, dass in vivo D-Galaktose-
Stoffwechselumsatzmessungen mit stabilen Isotopen eine apparente D-Galaktose-
Freisetzung (R,) in das Plasma ausschlie3lich auf einem extra- / intrazellularen D-
Galaktose-Cycling beruht: Die 'C-markierte D-Galaktose, infundiert in
vergleichsweise geringen Mengen, wird in den intrazellularen Raum
aufgenommen und zu '°C-markiertem D-Galaktose-1-Phosphat umgewandelt.
Zum Ausgleich konnte naturliche D-Galaktose aus den Zellen in das Plasma
freigesetzt werden. Die Analysen der Konzentration und **C-Anreicherung in den
Plasma-Metaboliten alleine - ohne entsprechende Analyse der intrazellularen
Metabolite - sind nicht ausreichend, um zwischen einem Cycling-abhangigen D-
Galaktose-Austausch und einer Netto-Freisetzung von D-Galaktose aus dem

intrazellularen Raum zu unterscheiden.

Hier konnte ein Cycling-Artefakt aus folgenden Grinden weitgehend
ausgeschlossen werden: (1) Zwischen der D-Galaktose-R, und der D-Galaktose-1-
Phosphat-Konzentration in den Erythrozyten bestand keine Korrelation. (2)
Wahrend der gesamten Untersuchungszeit blieb die Konzentration von nattrlich
markiertem D-Galaktose-1-Phosphat konstant. (3) Die totale D-Galaktose-1-
Phosphat-Konzentration wurde nur durch die Akkumulation des **C-markierten p-
Galaktose-1-Phosphats  erhéht  (entspricht dem  Gleichgewicht der D-
Galaktokinase-Reaktion unter physiologischen Bedingungen) (4) Durch die
Erhdhung der Infusionsrate von **C-markierter D-Galaktose wurde die gemessene
D-Galaktose-Freisetzungsrate (Ra) nicht beeinflusst. (5) Der fehlende oder sehr
geringe Einbau von '3C-Markierung in D-Galaktitol und D-Galaktonat deutet
daraufhin, dass infundierte D-[1-'3C]Galaktose von extrahepatischen Gewebe
praktisch nicht aufgenommen wurde. Diese Beobachtung steht vermutlich nicht
im Widerspruch zu zahlreichen anderen Studien, bei denen nach D-Galaktose-
Belastung eine erhohte renale Ausscheidung von D-Galaktose und D-Galaktitol
bestimmt wurden, weil in diesen Studien weit hohere D-Galaktose-Dosierungen
appliziert wurden (Bergren et al., 1972; Roe et al., 1973; Ng et al., 1975; Sitzmann
et al., 1977; Schwarz et al., 1985; Wehrli et al., 1997, Palmieri et al., 1999) als in

der vorliegenden Untersuchung. Aus diesen Uberlegungen kann angenommen
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werden, dass die mit der primed continuous infusion-Methode bestimmte D-
Galaktose-Freisetzungsrate (R,) tatsachlich ein MalR fir die Rate der

systemischen D-Galaktose-Freisetzung darstellt.

Bei gesunden Probanden wurde ein apparenter steady state der **CO,-Exhalation
in der Regel innerhalb von 2.5 h nach dem Beginn der D-[1-*C]Galaktose-Infusion
erreicht. Dagegen wurde bei Patienten im Allgemeinen keine steady state Phase
der 3CO,-Exhalation festgestellt. Fast bei allen Patienten wurde ein mit der Zeit
im Wesentlichen linearer Anstieg der **CO,-Exhalation bestimmt. Der Unterschied
zu den Gesunden ist vermutlich dadurch zu erklaren, dass bei Patienten nur eine
geringe Menge an D-Galaktose oxidiert wird, und somit nur wenig CO, freigesetzt
wird. Demgegenuber werden betrachtliche Mengen an natirlichem CO, aus dem
viel groReren Hydrogencarbonat-Pool freigesetzt. Daher kann sich ein
Gleichgewicht zwischen dem natiirlichen und dem **C-markierten CO, wahrend
der 5.5stundigen Infusionszeit nicht einstellen. Theoretisch kann dieses Problem
vermieden werden, in dem der Hydrogencarbonat-Pool durch das Priming mit
NaH'3CO; aufgefiillt wird (Allsop et al., 1978). Dieser Versuchsansatz wurde bei
der Planung dieser Studie bewusst nicht gewahlt, da zwischen der erwarteten
geringen *CO,-Exhalation aus der Oxidation von *C-markierter D-Galaktose und
einer '3CO,-Exhalation aus dem markiertem NaHCOs; letztlich nicht
unterschieden werden kann. Mit der Bestimmung der **CO,-Exhalation sollte
jedoch eine geringe D-Galaktose-Oxidation bei Patienten erfasst werden. Letztlich
konnte die gesamte D-Galaktose-Oxidation des Ganzkdrpers jedoch nicht
bestimmt werden, da sich im **CO, der Exhalationsluft keine steady state Phase
einstellte. Auf jeden Fall zeigt aber die bei allen Patienten bestimmter signifikanter
Anstieg der *CO,-Freisetzung, dass bei Q188R-Homozygotie in vivo D-Galaktose-
Oxidation stattfindet. Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit der hier
gefundenen, geringen residualen GALT-Aktivitat der Patienten (s. Tabelle 2).

Zur Bildung endogener D-Galaktose
Um die Frage einer Altersabhéangigkeit der endogenen D-Galaktose-Bildung bei
Patienten mit Galaktosamie Zu Klaren, wurden D-Galaktose-

Stoffwechselumsatzmessungen durchgefuhrt. Hier sollte die wichtige Frage
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geklart werden, ob die endogene D-Galaktose-Freisetzung von der
Wachstumsrate abhéngig ist. Die in dieser Studie erhobenen Befunde zeigen
deutlich, dass die D-Galaktose-R,; mit zunehmendem Alter der Patienten abnimmit.
Die Ergebnisse konnten sehr gut an ein einfaches Funktionsmodell angepasst
werden. Das Modell geht von einer exponentiellen Abnahme der D-Galaktose-
Freisetzung mit dem Alter und dem Erreichen eins konstanten Wertes im
Erwachsenenalter aus. Vermutlich stammt die endogen freigesetzte D-Galaktose
primar aus zwei Quellen. Eine bestimmte basale Menge von D-Galaktose wird
generell beim Abbau von Glykoproteinen und -Lipiden im Rahmen des
Erhaltungsstoffwechsels gebildet. Zusatzlich kann eine von der Wachstumsrate
abhangige Menge aus dem (zuséatzlichen) Umsatz von Glykoproteinen und -
Lipiden freigesetzt werden.

Die renalen Ausscheidungsraten von D-Galaktitol und D-Galaktonat nahmen,
parallel zu der D-Galaktose-R, altersabhangig ab, allerdings mit niedrigeren Raten.
Die renale Ausscheidung von D-Galaktitol lag bei 50%, die des D-Galaktonats bei
10% der systemischen D-Galaktose-R,. Diese Relationen wiesen eine
Uberraschend geringe Variabilitdt auf und waren offensichtlich unabhangig vom
Alter der Patienten. Diese Befunde zeigen, dass die aus den endogenen Quellen
freigesetzte D-Galaktose mit recht konstanten Raten Uber verschiedene

Abbauwege der D-Galaktose intrazellular verstoffwechselt wird.

D-Galaktitol ist ein Endprodukt beim D-Galaktose-Stoffwechsel (Weinstein & Segal,
1968), wird weiter nicht verstoffwechselt und Gber die Nieren ausgeschieden. Bei
den Stoffwechselumsatzmessungen wurde in Plasma und Urin im D-Galaktitol
keine *3C-Markierung nachgewiesen. Daraus kann abgeleitet werden, dass aus
infundierter D-[1-°C]Galaktose kein D-Galaktitol gebildet wurde. Da die
Konzentration von D-Galaktitol wahrend der gesamten Untersuchungszeit im
Plasma konstant blieb, muss daher die Ausscheidungsrate des D-Galaktitols im

Urin der Ganzkorper-D-Galaktitol-Produktionsrate entsprechen.

Ob die renale Ausscheidungsrate von D-Galaktonat auch der Ganzkoérper-D-

Galaktonat-Produktionsrate entsprechen, ist unklar. Zwar wurde die Bildung von
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D-Galaktonat bei Galaktosamie bereits vor 35 Jahren beschrieben (Roe et al.,
1973), doch ist nicht geklart worden, ob D-Galaktonat vollstandig tUber die Nieren
ausgeschieden oder auch Uber den sogenannten D-Galaktonat-Weg oxidiert
werden kann (Cuatrecasas & Segal, 1966). Die bisher verfugbaren
experimentellen Resultate deuten darauf hin, dass beim Menschen die D-
Galaktose-Elimination Uber den D-Galaktonat-Oxidatiosweg, wenn Uberhaupt, nur

geringe Bedeutung haben durfte (Holton et al., 2001).

Aus den obigen Befunden wird deutlich, dass fur die Quantifizierung der totalen
endogenen D-Galaktose-Bildung bei Patienten nicht nur die systemische D-
Galaktose-R,, sondern auch die renalen Ausscheidungsraten von D-Galaktitol und
D-Galaktonat bertcksichtigt werden muissen. Die in dieser Studie ermittelten
Daten zur totalen D-Galaktose-Freisetzung liegen jedoch vermutlich deutlich unter
der tatsachlichen endogenen Produktion von freier D-Galaktose im gesamten

Organismus.

Da intrazellulare D-Galaktose-Stoffwechselraten - insbesondere der oxidative
Abbau - in extrahepatischen Geweben bisher experimentell nicht erfasst werden
konnen, kann die wahre Ganzkdrper-D-Galaktose-Bildung bei Galaktosamie-
Patienten prinzipiell nicht quantitativ erfasst werden. Dass die peripheren Gewebe
eine aktive Rolle beim Stoffwechselumsatz der endogenen D-Galaktose spielen,
zeigt die Freisetzung von natirlich markierten D-Galaktose, D-Galaktitol und D-
Galaktonat. Der aktive D-Galaktose-Stoffwechsel in extrahepatischen Geweben
erklart vermutlich die sehr niedrige D-Galaktose-Freisetzung bei gesunden

Erwachsenen.

Da die Konzentrationen der D-Galaktose-Metabolite im Blut wahrend der
Stoffwechselumsatzmessung konstant blieben, und da Uber die Nieren
vernachlassigbar geringe Mengen an D-Galaktose ausgeschieden wurden, kann
angenommen werden, dass die systemisch in das Blut-Kompartiment freigesetzte
D-Galaktose in der Leber verstoffwechselt wurde. Demzufolge sollte die
Eliminationskapazitat der Leber fir die D-Galaktose zumindest gleich, vermutlich

aber grof3er als die gemessene D-Galaktose-R, sein.
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Quantitative Aspekte der endogenen Galaktose-Bildung

Mit oben erwahnten Funktionsmodell wurden Stoffwechselumsatzraten fur D-
Galaktose bei erwachsenen Q188R-homozygoten Patienten abgeschatzt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt.

extrahepatische Gewebe Plasma Niere
Abbau D-Galaktonat ] 1 [ p-Galaktonat —| 1 [
k D-Galaktitol | 4 =P D-Galaktitol ~ __] 4
X | Exkretion
freie
D-Galaktose ﬁ}{» D-Galaktose .[ ().2 |- >
8
13+ X
Glykoproteine )
Glykolipide hepatischer
Katabolismus

Abb. 4: Quantitative Aspekte der endogenen D-Galaktose-Bildung und der
Galaktosehomoostase bei postabsorptiven erwachsenen Patienten mit Kklassischer
Galaktosamie. X entspricht der bisher unbekannten Menge an endogener D-Galaktose, die direkt
in den Zellen abgebaut wird. Flussraten sind in D-Galaktose-Aquivalenten angegeben.

Aus peripheren Geweben wurden ca. 5 mg D-Galaktose-Aquivalente/Tag pro kg
KG nach vorheriger intrazellularen Umwandlung zu D-Galaktitol (4 mg D-Galaktose
-Aquivalente) und D-Galaktonat (1 mg D-Galaktose-Aquivalente) an die Zirkulation
abgegeben und anschlieRend Uber die Nieren ausgeschieden. Etwa 8 mg D-
Galaktose/Tag pro kg KG wurden direkt in das Plasma-Kompartiment freigesetzt
und in der Leber verstoffwechselt. Aus diesen Daten ergibt sich, dass bei einem
Patienten mit 70 kg Korpergewicht die totale endogene D-Galaktose-Bildung mehr
als 0.9 g pro Tag betragen sollte.
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In allen Geweben und Zellen wird D-Galaktose im Allgemeinen Uber den Leloir-
Weg verstoffwechselt. Bei allen Patienten wurde eine geringe, aber messbare
residuale GALT-Aktivitat in den Erythrozyten nachgewiesen. Daraus kann die
Hypothese abgeleitet werden, dass ein - experimentell nicht bestimmbarer - Anteil
X direkt in den Zellen nach der Freisetzung aus Glykoproteinen und -Lipiden noch

am Entstehungsort abgebaut wird.

Hinweise auf die GroRe der intrazellularen Abbaurate konnen vielleicht aus
Ergebnissen von D-[1-}*C]Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen bei drei
erwachsenen Patienten mit Galaktokinase-Mangel (GALK) abgeleitet werden. Bei
diesen Patienten war keine residuale Aktivitat der D-Galaktokinase in den
Erythrozyten nachweisbar. Somit sollte bei diesen Patienten der Abbau von D-
Galaktose praktisch vollstandig blockiert sein. Die wesentlichen Ergebnisse aus
den Untersuchungen dieser sehr kleinen Zahl von Patienten sind in Tabelle 5

aufgefihrt.

Tabelle 5: D-Galaktose-Stoffwechselumsatzraten in vivo

bei Patienten mit Galaktokinase-Mangel®

Patienten endogene D-Galaktose D-Galaktitol D-Galaktonat totale
D-Galaktose
Freisetzungs-  renale renale renale Bildung”
Rate (R,) Ausscheidung Ausscheidung Ausscheidung

in umol x (kg KG)™* x h*

P1 4.34 3.56 4.80 0.99 10.13
P2 2.90 2.42 2.48 0.56 5.94
P3 3.84 1.75 491 0.74 9.49

% Keine nachweisbare GALK-AKktivitat in den Erythrozyten; Umsatzraten wurden wie bei den GALT-Patienten
experimentell ermittelt (vgl. Material und Methoden).

® Minimum Schatzwert (s. Text) ergibt sich als Summe von D-Galaktose plus D-Galaktitol- und D-Galaktonat-
Ausscheidung.

Die endogene D-Galaktose-Freisetzungsrate (R,) lag hier im Mittel bei 3.7 pumol/h
pro kg KG. Die Ausscheidungsrate von D-Galaktitol betrug etwa 4.1 pmol/h pro kg
KG, die von D-Galaktonat 0.8 umol/h pro kg KG. Diese Daten zeigen, dass bei

diesen Patienten mindestens 40 mg/Tag pro kg KG an endogener D-Galaktose
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gebildet wurde. Dies entspricht einer endogenen D-Galaktose-Freisetzung von
etwa 2.5 g pro Tag bei einem 70 kg schweren Patienten mit GALK-Mangel. Die
totale endogene D-Galaktose-Freisetzung ist damit fast 3fach hdher als bei
Patienten mit GALT-Mangel.

Sowohl bei Patienten mit GALT-Mangel als auch bei Patienten mit GALK-Mangel
sollte intrazellular die gleiche Menge an freier D-Galaktose beim Abbau von
Glykoproteinen und -Lipiden entstehen. Da sich die endogene D-Galaktose-
Freisetzungsrate bei den Patienten mit GALK-Mangel von den Patienten mit
GALT-Mangel deutlich unterscheidet, ist es wahrscheinlich, dass die totale
Ganzkorper-D-Galaktose-Bildung bei Patienten mit GALT-Mangel bei den in vivo
Untersuchungen unterschatzt wird. Moglicherweise betragt der analytisch nicht
fassbare Anteil an endogener D-Galaktose, der direkt in den Zellen abgebaut wird,
bei erwachsenen Q188R-homozygoten Patienten mehr als 20 mg/Tag pro kg KG.
Bertcksichtigt man die obigen Befunden, kann angenommen werden, dass bei
den Q188R-homozygoten Galaktosdmie-Patienten ca. 60% der endogen
freigesetzten D-Galaktose intrazellular in den Geweben verstoffwechselt und ca.

40% als D-Galaktose-Metabolite an das Blut-Kompartiment abgegeben werden.

Im Vergleich zu den erwachsenen Patienten wurde bei den Q188R-homozygoten
Kleinkindern eine mehrfach erhéhte endogene D-Galaktose-Freisetzungsrate
gefunden. Es erhebt sich die Frage, ob dieses eher auf eine erhdhte endogene
Bildung oder aber auf einen geringeren intrazellularen D-Galaktose-Abbau
zurliickzufiihren ist. Die zweite Erklarung ist allerdings sehr unwahrscheinlich, weil
die residualen GALT-Aktivitaiten bei Kleinkindern und erwachsenen Patienten
durchaus vergleichbar waren und dartber hinaus keine Hinweise auf irgendwelche
altersabhangige Veranderungen der GALT-Aktivitdt in menschlichen Geweben -
einschliellich in Leber - gibt (Holton et al., 2001).

Mit dem Exponentialfunktionsmodell wurde bei Sauglingen 3- bis 4fach hdhere
Freisetzungsrate von D-Galaktose-Metaboliten als bei Erwachsenen geschétzt.
Fur Sauglinge lagen die Schatzwerte fur die D-Galaktose-R,, fur die D-Galaktitol-

Ausscheidung und D-Galaktonat-Ausscheidung bei 25, 13 und 4 mg D-Galaktose-



117

Aquivalenten/Tag pro kg KG. Daraus ergab sich eine totale D-Galaktose-
Freisetzungsrate von etwa 42 mg/Tag pro kg KG. Bei erwachsenen Patienten lag
dagegen die mittlere totale D-Galaktose-Freisetzungsrate bei ca. 13 mg/Tag pro
kg KG. Berucksichtigt man die intrazellular oxidativ verstoffwechselte D-Galaktose,
bei Sauglingen - wie auch bei erwachsenen Patienten - ca. 20 mg/Tag pro kg KG
(s. oben), dann kann die totale endogene D-Galaktose-Bildungsrate bei
Sauglingen etwa 60 mg/Tag pro kg KG betragen und wéare somit etwa doppelt so
hoch wie bei erwachsenen Patienten. Diese Uberlegungen zeigen, dass zur
Aufklarung der Altersabhangigkeit totaler D-Galaktose-Bildungsrate im Korper
weitere Untersuchungen notwendig sind. Experimentell kénnte die hier vermuteten
unterschiedlichen Relationen von totaler D-Galaktose-Bildung und D-Galaktose-
Freisetzung bei S&auglingen im Vergleich zu Erwachsenen, durch D-Galaktose-
Stoffwechselumsatzmessungen bei Sauglingen bzw. Kleinkindern mit einem
vollstandigen Block der D-Galaktose-Verwertung, z.B. jungere Patienten mit einem

kompletten Ausfall der D-Galaktokinase-Aktivitat, verifiziert werden.

Auf jeden Fall zeigen die Daten eindeutig, dass bei Saugligen und Kleinkindern die
Belastung durch die endogene D-Galaktose viel hoher als bei Erwachsenen ist.
AuBBerdem zeigen die Ergebnisse, dass bei S&auglingen das Lebergewebe
(bezogen auf eine vergleichbare Lebermasse) etwa 3mal mehr endogene D-
Galaktose aus extrahepatischen Quellen abbaut als das Lebergewebe bei
erwachsenen Patienten. Daher wird die Leber im Erwachsenenalter weniger mit
endogener D-Galaktose belastet. Da sich die Kapazitat des Lebergewebes (i.e.
GALT-AKktivitat/g, eper) fur die D-Galaktose-Elimination mit dem Alter nicht signifikant
andert, durfte bei erwachsenen Patienten die Toleranz fur exogen mit der Nahrung

zugefihrte D-Galaktose hoher als bei Sauglingen liegen.

Schétzt man auf der Grundlage der hier erhobenen Daten die D-Galaktose-
Toleranz fur erwachsene Q188R-homozygote Patienten ab, so ergibt sich eine
Toleranz von etwa 20 mg/Tag pro kg KG, entsprechend > 1 g D-Galaktose pro Tag
bei 70 kg KG. Dieser Schatzwert stimmt recht gut mit den Ergebnissen einer
kirzlich durchgefuhrten D-Galaktose-Toleranz-Studie Uberein. (Bosch et al.,

2002). Bei dieser Untersuchung wurde Q188R-homozygoten erwachsenen
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Patienten bis zu 0.6 g D-Galaktose pro Tag zusétzlich zu ihrer normalen Diat fur
zwei Wochen verabreicht. Dabei blieben die klinischen und biochemischen
Parameter unverandert. Wir bereiten zur Zeit eine mehrmonatige Studie vor, in der
die Langzeit-Toleranz fur D-Galaktose bei Patienten mit klassischer Galaktosamie

ermittelt werden soll.

Schlussfolgerungen

Die hier erhobenen Befunde zur endogenen D-Galaktose-Bildung bei Q188R-
homozygoten Patienten mit Galaktosdmie zeigen, dass die D-Galaktose-R; vom
Sauglingen bis zum Erwachsenen - statistisch hochsignifikant - exponentiell
abnimmt. Die hohe endogene D-Galaktose-Bildung und die relativ hohe
Galaktokinase-Aktivitat bei Sauglingen und Kleinkindern im Vergleich zu
Erwachsenen durften urséchlich fir die, trotz strikt laktosefreier Diat, zu
beobachtenden relativ hoheren Konzentrationen von D-Galaktose-1-Phosphat in
den Erythrozyten bei jingeren Patienten sein. Aufgrund der Altersabhangigkeit der
endogenen D-Galaktose-Bildung erscheint es erforderlich, altersabhéangige
Zielbereiche zu etablieren, wenn D-Galaktose-1-Phosphat als Parameter fur die
Kontrolle der Stoffwechseleinstellung bei Galaktosamie (Walter et al., 1999)
verwendet werden soll. Die Befunde weisen zudem daraufhin, dass die Belastung
durch die endogene D-Galaktose-Bildung mit zunehmendem Alter allmahlich bis
zum Erwachsenenalter abnehmen sollte. Daraus kann abgeleitet werden, dass die
Toleranz flr exogene D-Galaktose mit zunehmendem Alter zunehmen sollte.
Diese Uberlegung kénnte von Bedeutung fiir zukiinftige Empfehlungen zur Diéat

bei Galaktosamie sein.
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Kapitel 8

Endogene Galaktose-Bildung bei compound-
heterozygoten Patienten mit klassischer

Galaktosamie

Zusammenfassung: Bei einer Gruppe von nicht-Q188R-homozygoten Patienten mit
Galaktosamie (n=17; 4-34 Jahre) wurde die endogene D-Galaktose-Bildung untersucht. Alle
Patienten hatten eine vergleichbar niedrige GALT-Aktivitéat (< 1% der Norm) in den Erythrozyten. D-
Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen in vivo wurden nach > 10stiindigem Ubernachtfasten
und bei guter diatetischer Stoffwechseleinstellung mittels der primed continuous infusion-Methode
und mit D-[1-13C]Galaktose als Substrat durchgefiihrt. Die D-Galaktose-Freisetzungsrate (R,) aus
endogenen Quellen nahm mit dem Alter der Patienten ab, und lag in einem Bereich von 4.6 bis 1.7
pmol/h pro kg KG. Die Freisetzungsraten von D-Galaktitol und D-Galaktonat nahmen parallel zu
der D-Galaktose-R, ab, und waren niedriger als die D-Galaktose-R,. Das Verhaltnis der
Freisetzungsrate von D-Galaktose (R,) zu D-Galaktitol zu D-Galaktonat lag im Mittel bei 10:5:1. Die
totalen  D-Galaktose-Freisetzungsraten (die Summe aus D-Galaktose-R, plus der
Freisetzungsraten von D-Galaktonat und D-Galaktitol) konnten mittels nicht linearer Regression am
besten (p < 0.0001) an das einfache Exponentialfunktionsmodell y =y, + a*exp(-bt) (y = totale D-
Galaktose, t = Alter) angepasst werden. Dabei ergaben sich folgende Schatzwerte fir die
Parameter: yo=3.4+0.4,a=6.2+ 1.7 und b = 0.12 + 0.05. Der Wert y, entspricht einem mittleren
Schatzwert fur die totale endogene D-Galaktose-Freisetzung bei erwachsenen Patienten (z.B. etwa
15 mg/Tag pro kg KG), die X (yo + a) gibt einen Schatzwert fur die totale endogene D-Galaktose-
Freisetzung bei Neugeborenen mit Galaktoséamie (z.B. etwa 42 mg/Tag pro kg KG). Die
Ergebnisse stimmen ausgezeichnet mit friiheren Befunden bei Q188R-homozygoten Patienten
Uberein. Dartiber hinaus bestatigen diese Daten, dass bei Patienten mit klassischer Galaktosédmie
betrachtliche Mengen an D-Galaktose endogen gebildet werden. Schlie3lich wurde Uber die
maogliche Bedeutung dieser Ergebnisse fiur eine differenzierte Didtempfehlung bei Galaktoséamie
diskutiert.
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8.1 Einleitung

Bei Galaktosamie ist aufgrund eines angeborenen Enzym-Mangels der Abbau von
D-Galaktose Uber den Leloir-Stoffwechselweg gestort. Haufigste und schwerste
Form der Galaktosamie ist der Mangel an D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase (GALT, E.C. 2.7.7.10). Diese sog. klassische Galaktosamie
(OMIM 230400) hat in Europa eine Inzidenz von ca. 1:45000. Eine strikt
laktosefreie Diat ist vor allem bei Neugeborenen erforderlich, um eine
Akkumulation von potentiell toxischen D-Galaktose-Metaboliten (D-Galaktose-1-
Phosphat, D-Galaktitol) zu vermeiden und die damit verbundenen hepatischen,
renalen und neuronalen Schadigungen zu verhindern (Ubersicht bei Holton et al.,
2001).

Bei Galaktosamie-Patienten persistieren, trotz strengster diatetischer D-
Galaktose-Restriktion, erhdhte Konzentrationen von D-Galaktose-Metaboliten, und
langfristig kdnnen neurologische kognitive Stérungen auftreten (Waggoner, 1990;
Schweitzer et al., 1993). Schon lange wurde vermutet, dass diese Schadigungen
in Sinne einer chronischen Autointoxikation durch endogene Bildung von D-
Galaktose, die z.B. beim Abbau von Glykoproteinen und Glykolipiden freigesetzt
werden, verursacht werden kdnnten (Gitzelmann & Steinmann, 1984). Tatsachlich
zeigten eigene in vivo Stoffwechseluntersuchungen bei Q188R-homozygoten
Patienten, dass betrachtliche Mengen an D-Galaktose endogen freigesetzt werden
(s. Kap. 7).

Die Q188R-Mutation ist zwar mit 60% die haufigste Mutation bei klassischer
Galaktosamie, jedoch werden bei mehr als 50% der Galaktoséamie-Patienten
kaukasischen Ursprungs nicht-Q188R-homozygote Mutationen gefunden (Holton
et al., 2001). Daher war von grol3em Interesse, ob und in welchem Umfang die
Ergebnisse, die bei Q188R-Homozygotie erhoben wurden, auch fir Patienten mit

anderen Genotypen reprasentativ sind.

Um diese Frage zu klaren, wurde in der folgenden Untersuchung die

Altersabhangigkeit der endogenen D-Galaktose-Freisetzung mittels in vivo D-
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Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen bei siebzehn Patienten mit klassischer
Galaktosamie zwischen 4 und 34 Jahren mit nicht-Q188R-homozygotem Genotyp
durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden mit den Befunden bei Q188R-homozygoten
Patienten verglichen.

8.2 Material und Methoden

Vorbemerkung

Die hier verwendeten Materialien, wie auch die angewendeten analytischen und
statistischen Methoden sind mit den bereits im Kapitel 7 detailliert beschriebenen
Methoden identisch. Daher wird bezlglich des Materials und Methoden auf dieses

Kapitel verwiesen.

Patienten

Siebzehn Patienten (8 weiblich, 9 mannlich) mit D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase-Mangel (GALT-Mangel) nahmen an den primed continuous
infusion-Untersuchungen teil. Alle Patienten wurden in postabsorptivem Zustand
nach Ubernachtfasten von > 10 Stunden untersucht. Sie waren zwischen 4 und 34
Jahre alt und wiesen, mit einer Ausnahme, compound-heterozygote Mutationen
auf. Die charakteristischen klinischen Daten der Patienten mit Galaktosamie sind

in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Charakteristische Daten der Patienten?

Patienten Mutationen Geschlecht Alter Gewicht Grole

(M/W) (Jahre) (kg) (cm)

Galaktosamie-Patienten

P1 Q188R/R148W M 4.4 20 112
P2 Q188R/K285N M 6.1 16 109
P3 Q188R/R259W M 8.9 28 133
P4 H319Q/A320T W 9.7 25 134
P5 Q188R/S297P W 11.1 26 141
P6 Q188R/R148W M 11.1 34 143
P7 Q188R/K285N M 11.3 27 141
P8 D28Y/Q38P M 14.3 52 177
P9 Q188R/L195P M 19.7 77 189
P10 H319Q/A320T W 22.6 51 171
P11 Q188R/K285N W 23.3 49 164
P12 F117C/L195P W 25.6 53 163
P13 V151A/K285N W 26.8 55 165
P14 Q188R/K285N M 29.8 52 176
P15 Q188R/AN97 W 31.7 57 157
P16 K285N/H319Q M 33.8 75 169
P17 L195P/L195P W 34.3 60 172

gesunde Erwachsene”

Mittelwert: SD 1W,6M 2513 72+13 178 + 10

& Am Tag der primed continuous infusion-Untersuchung mit D-[1-13C]Galaktose. ® Zum Vergleich angegeben.

8.3 Ergebnisse

Biochemische Charakterisierung der Patienten
Zunachst wurde jeder Patient ausfuhrlich hinsichtlich der biochemischen
Galaktosdmie-Parameter charakterisiert. Die Daten sind in Tabelle 2

Zusam mengefasst.

Bei allen Patienten wurde in den Erythrozyten eine geringe residuale Aktivitat der
D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase (etwa 0.1 - 0.3 pmol/h pro gup;

entspricht < 1.5% der Norm) nachgewiesen. Die D-Galaktose-1-Phosphat-
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Konzentration lag im Bereich von 2.0 bis 4.5 mg x dLgec™ (78-173 umol x Lrec™),

war damit wesentlich héher als bei gesunden Erwachsenen (< 2 pmol x Lrac™).

Tabelle 2: Biochemische Charakterisierung der untersuchten Patienten®

Erythrozyten (RBC) Plasma Urin Exhalationsluf
GALT D-Gal-1-P  D-Galaktose  D-Galaktitol D-Galaktose D-Galaktitol Bco;,
(umol x h™* x g™ (Mol x L™gec) (umol x L™ (umol x L) (umol x mMolkes)  (UMOI x MMOlkea?)  (Spos-Werte)®

Galaktosamie-Patienten
P1 0.2 159 3.4 13.3 5.1 234 -27.2
P2 0.1 148 2.7 9.8 6.6 271 -25.6
P3 0.1 81 23 10.8 4.3 166 -26.6
P4 0.3 173 29 11.2 2.7 153 -28.2
P5 0.1 125 3.1 9.8 7.7 125 -25.5
P6 0.2 151 2.7 9.9 4.0 171 -26.7
P7 0.2 130 2.7 9.2 4.0 161 -27.3
P8 0.3 139 3.1 10.5 51 94 -24.5
P9 0.2 104 1.7 7.7 4.7 89 -24.9
P10 0.3 97 2.7 11.4 4.8 127 -27.8
P11 0.2 78 2.5 9.3 59 120 -28.5
P12 0.3 129 1.9 9.7 3.2 109 -28.3
P13 0.2 172 2.8 11.8 n.a. n.a. -27.3
P14 0.1 163 23 14.3 3.6 140 -25.6
P15 0.1 91 2.3 12.5 6.7 182 -27.8
P16 0.2 156 2.9 13.3 3.0 97 -25.7
P17 0.1 127 2.0 10.5 2.5 139 -26.4
gesunde Erwachsene®
MW £ 235+22 1.3+04 0.20£0.03 0.13+£0.01 0.50+0.12 1.44+0.21 -27.3+0.7
SD

& Blut-, Spontanurin- und Atem-Proben wurden unmittelbar vor der in vivo Untersuchung gesammelt.
> Mittelwert aus fiinf Atemproben. © Zum Vergleich angegeben.

Basal waren die Konzentrationen von D-Galaktose (2.6 + 0.5 pmol x L) und b-

Galaktitol (10.9 + 1.7 pmol x L) im Plasma der Patienten tber 10fach bzw.

70fach hoher als bei Kontroll-Personen. Im Urin lag die Konzentration von D-

Galaktose und D-Galaktitol im Bereich 2.5 bis 7.7 pmol x mmolkea* bzw. 89 bis

271 pmol x mmolkea” und war damit tiber 10fach bzw. 100fach héher als bei

Normalpersonen.
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Steady state Bedingungen

Frihere Untersuchungen ergaben, dass nach 2.5 h stabile metabolische und
isotopische steady state Bedingungen erreicht waren. Daher wurde bei dieser
Studie 2.5 h nach Beginn des Infusionsstarts mit der Probennahme begonnen. Ein
typisches Ergebnis ist in Abbildung 1 dargestellit.
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Abb. 1: *C-Isotopenanreicherung und Konzentrationen von D-Galaktose-Metaboliten im Blut
sowie *CO,-Exhalation bei einem Patienten (P4; Compound-Heterozygotie fur H319Q und
A320T) wahrend der in vivo D-Galaktose-Stoffwechsel-Umsatzmessung. Ein primed
continuous infusion-Versuch wurde mit D-[1-'*C]Galaktose als Substrat (priming mit 8 pmol/kg KG
und kontinuierliche Infusion mit 1.2 pmol/h pro kg kG) unter postabsorptiven Bedingungen
durchgefiihrt. Im Plasma wurden ab 2.5 Stunden nach der Tracer-Infusion apparente stabile steady
state Bedingungen in den D-Galaktose-Metaboliten erreicht. Wahrend der 3stiindigen Messphase
wurde eine langsame, aber hoch signifikante (p < 0.001) lineare Akkumulation von **C-Markierung,
sowohl im D-Galaktose-1-Phosphat in den Erythrozyten (Regressionslinie: y = 12.6 (= 0.1) + 1.21
(= 0.02)x; y = MPE, x = Stunde, r = 0.998) als auch in der Exhalationsluft (Regressionslinie: y =
0.06 (+ 0.24) + 0.36 (+ 0.06)x; y = *CO,-Exhalation, x = Zeit in Stunde, r = 0.879) bestimmt.



Tabelle 3: Individuelle Daten der nicht Q188R-homozygoten Patienten aus der in vivo D-[1-*C]Galaktose-

Stoffwechselumsatzmessung®

Patienten P1° P2 P3* P4° P5° PE° P7° P8 P9  P10° P11° P12 P13 P14 P15 P16° P17°
(Alter) (4.4) (6.1) (8.9) (9.7) (11.1) (11.1) (11.3) (14.3) (19.7) (22.6) (23.3) (25.6) (26.8) (29.8) (31.7) (33.8) (34.3)
D-Galaktose im Plasma

totale 419 343 287 479 381 408 400 3.66 268 405 408 325 355 304 320 535 3.35
(umol x L™ SD 0.06 0.09 0.08 007 011 006 011 011 009 011 011 012 0.12 014 013 015 0.11
endogene 353 287 219 339 307 294 288 304 187 275 275 219 281 227 248 316 207
(umol x L™ SD 0.06 0.07 008 005 010 0.05 009 009 006 0.07 008 0.08 010 0.12 011 010 0.09
3C-Markierung 148 155 21.8 283 189 270 270 163 293 313 316 314 202 243 219 395 369
(MPE) Ssb 02 05 06 04 06 04 05 05 09 09 06 08 04 07 05 09 10
Plasma-D-Galaktitol 101 96 110 112 98 93 87 107 7.8 107 94 97 111 140 120 134 93
pmol x L sb 02 02 02 02 02 05 01 03 01 01 09 02 03 04 05 03 03
Gal-1-P in RBC 208 197 94 212 138 182 159 160 125 124 108" 160 194 174 104 207 160
(umol x L™ SD 13 11 4 13 2 11 6 9 5 10 5 6 14 14 7 12 6
*CO, in der Exhalationsluft

Erhéhungsraten® 0.78" 0.46' -05 0.17" 016 052" 062" 006 065 020 057 050 010 052" 012" 042" 054
(ASPDB x h™) SE 0.06 0.06 0.09 003 008 0.04 007 007 006 004 002 0.07 005 0.07 004 006 008
3C0,-Exhalation® 0.29" 0.18" 0.01 0.11" 0.09 024" 028" 008 023" 007" 017" 016" 0.07" 021" 0.04 0.12" 0.22"
(umol x kg™ x h™) (2.2) (1.3) (0.2) (0.9) (0.7) (21) (22) (0.8) (2.7) (0.7) (1.7) (1.6) (0.8) (2.1) (05) (1.5) (2.4)

Legende s. Seite 126
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Die Befunde fiir jeden Patienten sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. Die Daten zeigen,
dass sowohl die Konzentration als auch die **C-Markierung von D-Galaktose und
D-Galaktitol im Plasma stabil blieben. Aul3erdem blieb die Konzentration des D-
Galaktose-1-Phosphats in den Erythrozyten konstant. Wahrend der 3stiindigen

Messphase lagen die VK’'s im Mittel < 5%, und waren nie héher als 10%.

Auch eine statistische Korrelationsanalyse (lineare Regression) zeigte, dass die
Metabolit-Konzentrationen und die **C-Markierungen, mit einer Ausnahme (s.
Tabelle 3), Uber die Zeit konstant blieben (r < oder << 0.6). Dagegen wurde bei
den meisten Patienten ein leichter, statistisch signifikanter Anstieg der *CO,-

Exhalation gefunden.

Bei zehn Patienten, die eine Standard-D-[1-*C]Galaktose-Infusion von 0.8 pmol/h
pro kg KG erhalten hatten, stieg die mittlere Konzentration der Plasma-D-
Galaktose um 0.8 + 0.2 umol x L™* Uber den Basalwert an. Bei den sieben
Patienten, die eine 1.5fache Dosierung von 1.2 pmol/h pro kg KG erhalten hatten,
stieg die Konzentration um 1.6 + 0.4 pmol x L™ iiber den Basalwert an. Die mittlere
13C-Isotopenanreicherung in der Plasma-D-Galaktose bei Standard-Dosierung lag
bei 21.4 + 56 MPE und bei 1.5facher Dosierung 31.6 + 4.9 MPE. Die
Konzentration von D-Galaktitol im Plasma blieb unverandert. Sie lag im Mittel bei
10.5 + 1.6 (n=17) pmol x L™, und es konnte keine **C-Anreicherung im D-Galaktitol

nachgewiesen werden.

Fortsetzung Tabelle 3: Legende

ab Postabsorptive Patienten erhielten ein Priming (5.5 pmol/kg KG) und eine kontinuierliche Infusion von D-[1-
13C]Galaktose (0.8 pmol/h pro kg KG) tUber 5.5 h. 2.5 h nach dem Beginn der Infusion wurden Proben von
EDTA-Blut vends im Abstand von 15@ Minuten bzw. 30® Minuten entnommen. Parallel zu den Blutproben
wurden Proben der Exhalationsluft gesammelt. Angegeben sind MW + SD. Die Alter der Patienten sind in
Klammern angegeben.

¢ Patienten erhielten eine 1.5fache Dosierung von D-[l-lSC]GaIaktose.

4 Statistisch (lineare Regressionsanalyse) signifikantrer Anstieg (p < 0.01) mit der Zeit (< 4% des Mittelwerts
pro h).

€ Steigung+ SE (lineare Regressionsanalyse) wéhrend der 3stiindigen Messphase.

" Statistisch signifikanter Anstieg (p < 0.005).

9 Minimum-Schatzwerte wurden auf der Grundlage des mittleren Anstiegs des 3c0,-Gehaltes wahrend der
letzten Stunde der Infusion berechnet. In Klammen sind die mittleren Ad-Werte Uber den Initialwerten

angegeben.
" Statistisch (Wilcoxon-Test) signifikante Erhdhung iiber den Basalwert (n=5, p < oder << 0.01).



127

Bei der Standard-D-[1-}*C]Galaktose-Infusion lag die Konzentration von D-
Galaktose-1-Phosphat im Mittel bei 25 + 15 (+19 + 10%) pmol x Lgec™ ber den
Basalwert. Bei der 1.5fachen Dosierung betrug der mittlere Anstieg 31 + 11 (+27 +
6%) pmol x Lgsc™. Diese Erhéhungen waren auf die Akkumulation von 1-*C-
markiertem D-Galaktose-1-Phosphat zuriickzufiihren. Diese lag im Mittel bei 20 +
5 bzw. 35 + 10 pmol x Lgec™. Obwohl bei den meisten Patienten sich wéhrend der
3stundigen steady state Phase ein langsamer und kontinuierlicher Anstieg der
totalen D-Galaktose-1-Phosphat-Konzentration andeutete, war dies nur bei einem
Patienten statistisch signifikant (p < 0.01) zu sichern. Im Gegensatz dazu war bei
allen Patienten ein hoch signifikanter (p < 0.001) linearer Anstieg der *C-
Markierung festzustellen. Die Rate des Anstiegs der **C-Markierung betrug bei der
Standard-D[1-'*C]Galaktose-Infusion 0.7 + 0.2 MPE/h und bei der 1.5fachen
Dosierung 1.2 + 0.4 MPE/h.

In der *3CO,-Exhalation stellten sich keine steady state Bedingungen ein. Sie stieg
kontinuierlich Uber die Beobachtungszeit an. Wahrend der letzten Stunde der
Untersuchung lag der mittlere Anstieg des *C-Gehalts unter Standard-
Bedingungen bei 1.3 + 0.8 As-Werte (n=10), bei der 1.5fachen Dosierung 1.6 + 0.6
A8-Werte (n=7). Diese Werte entsprachen eine mittlere **CO,-Exhalationsrate von

0.14 £+ 0.09 pmol/h pro kg KG und 0.17 + 0.08 umol/h pro kg KG.

Galaktose-Stoffwechselumsatzraten
Aus den Ergebnissen der Tabelle 3 wurden die in Tabelle 4 wiedergegeben

Stoffwechselumsatzraten abgeschétzt (vgl. Kap. 7).

Die Freisetzungsrate von D-Galaktose aus endogenen Quellen in das Plasma-
Kompartiment (R,) nahm von ca. 4.6 pmol/h pro kg KG bei einem 4jahrigen auf ca.
2.3 umol/h pro kg KG im Erwachsenenalter ab. Ahnlicherweise nahmen auch die
renalen Ausscheidungsraten von D-Galaktitol und D-Galaktonat von ca. 2.0 bzw.
0.4 pumol/h pro kg KG bei Kleinkindern auf ca. 1.0 bzw. 0.2 pmol/h pro kg KG bei
Erwachsenen ab. Das Verhéltnis zwischen der D-Galaktose-R, und der D-
Galaktitol-Ausscheidung war stabil und lag bei 2.3 + 0.5 (Bereich 1.7 - 3.6). Das
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Verhéltnis der Ausscheidung von D-Galaktitol und D-Galaktonat war ebenfalls
recht konstant und lag im Mittel bei 5.0 + 1.4 (Bereich 3.1 - 8.8). Bei allen
Patienten war die renale D-Galaktose-Ausscheidung vernachlassigbar gering. Sie

betrug < 3.5% der D-Galaktose-R,.

Tabelle 4: D-Galaktose-Stoffwechselumsatzraten in vivo?

Patienten endogene D-Galaktose D-Galaktitol®  D-Galaktonat”
(Alter)

Freisetzungsrate Oxidation® renale” Renale renale
Ausscheidung Ausscheidung Ausscheidung

in umol x (kg KG)™* x h*

Galaktosamie-Patienten

P1 (4.4) 4.61 2.01 0.06 1.90 0.34
P2 (6.1) 4.36 1.23 0.07 2.31 0.46
P3(8.9) 2.86 0.04 0.04 1.37 0.29
P4 (9.7) 3.02 0.35 0.04 1.32 0.15
P5 (11.1) 3.42 0.48 0.07 1.50 0.35
P6 (11.1) 3.22 0.81 0.06 1.42 0.30
P7 (11.3) 3.22 0.95 0.05 1.74 0.35
P8 (14.3) 4.10 0.51 0.07 1.14 0.31
P9 (19.7) 1.92 0.69 0.06 1.07 0.30
P10 (22.6) 2.63 0.19 0.05 1.09 0.21
P11 (23.3) 2.57 0.46 0.03 0.91 0.25
P12 (25.6) 1.73 0.44 0.03 0.76 0.16
P13 (26.8) 3.15 0.35 0.05 1.09 0.24
P14 (29.8) 2.48 0.82 0.03 1.05 0.34
P15 (31.7) 2.84 0.18 0.03 0.99 0.13
P16 (33.8) 1.81 0.23 0.03 1.07 0.22
P17 (34.3) 2.03 0.47 0.03 1.05 0.20

gesunde Erwachsene®

Mittelwert: SD 0.29 £ 0.04 0.31+0.07 0.006 +0.001 0.013+0.002 n.b.

# Umsatzraten wurden auf der Grundlage der in der Tabelle 3 dargestellten Daten berechnet (Details s. Kap.
2.2 und Kap. 6.3).

b Bestimmung in dem am Ende der D-[1-13C]Galaktose-Umsatzmessung gesammelten Spontanurin.

¢ Minimum-Schatzwerte (s. Ergebnisse). 9n=7 (Details s. Tabelle 1).
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Im Allgemeinen wurde bei den Patienten eine messbare D-[1-*C]Galaktose-
Oxidation (extra **CO,-Exhalation bis zu 0.3 pmol/h pro kg KG) gefunden.
Allerdings wurden im **CO, der Exhalationsluft keine steady state Bedingungen
erreicht. Daher konnte bei den Patienten die Ganzkorper-D-Galaktose-Oxidation

nicht ermittelt werden.

Sowohl die D-Galaktose-R, als auch die Ausscheidung von D-Galaktitol und D-
Galaktonat (= y) waren statistisch hoch signifikant (p < 0.0001) invers mit dem
Alter (= t) der Patienten korreliert. Bei einer Anzahl getesteter Funktionsmodelle
konnten die Ergebnisse (mittels nicht linearer Regressionsanalyse) - wie bereits
bei den friiheren Untersuchungen der Q188R-homozygoten Patienten - am besten
an das folgende einfache Exponentialfunktionsmodell angepasst werden (s. Abb.

2):y=yo+a”
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Abb.2: Die Altersabhangigkeit der endogenen D-Galaktose-Freisetzung (R.) und die renale
Ausscheidung von D-Galaktitol bzw. D-Galaktonat bei nicht-Q188R-homozygoten Patienten
mit klassischer Galaktosémie. Die Stoffwechselumsatzraten wurden wéahrend der in vivo D-
Galaktose-Umsatzmessung unter postabsorptiven Bedingungen mit D-[1-*C]Galaktose (priming
mit 5.5 pumol/kg KG und kontinuierliche Infusion mit 0.8 umol/h pro kg kG; graue Punkte: 1.5fache
Dosierung) ermittelt. Die D-Galaktose-R, (Freisetzungsrate in das Plasma-Kompartiment) wurde
anhand der '3C-Isotopenverdiinnung im Plasma errechnet. Die Ausscheidungsrate von D-
Galaktose und D-Galaktonat wurde mittels Analyse des Spontanurins bestimmt. Die
experimentellen Daten konnten mittels nicht-linearer Regression sehr gut an das einfache
Exponentialfunktionsmodell y = y, + a*exp(-b*x) angepasst werden (x = Alter in Jahren, y =
Umsatzraten). Durchgezogene Linien: Regressionskurven (Koeffizienten (+ SE): Fir D-Galaktose:
Yo = 2.24 (£ 0.33), a = 3.84 (+ 1.38), b = 0.12 (+ 0.06), Sy/x = 0.55, r = 0.795, p < 0.001; Fir D-
Galaktitol: yo = 0.95 (+ 0.11), a = 2.13 (+ 0.58), b = 0.13 (+ 0.05), Sy/x = 0.20, r = 0.881, p < 0.0001;
Fir D-Galaktonat y, = 0.18 (+ 0.12), a = 0.25 (+ 0.09), b = 0.06 (+ 0.10), Sy/x = 0.07, r = 0.602, p <
0.05).
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Der Parameter y, gibt einen mittleren Schatzwert fir Erwachsene; £ (yo + a) gibt
einen mittleren Schatzwert fir Sauglinge. Mit dem Modell wurden folgende
Umsatzraten fur Sauglinge abgeschatzt: bD-Galaktose-R,, 6.1 pmol/h pro kg KG; D-
Galaktitol-Ausscheidung, 3.1 umol/h pro kg KG; D-Galaktonat-Ausscheidung 0.4
pmol/h pro kg KG. Fur Erwachsene lagen die entsprechenden Schéatzwerte bei
2.2, 0.9 und 0.2 pmol/h pro kg KG.

Da auch bei diesen Untersuchungen im D-Galaktitol und D-Galaktonat des Urins
keine oder vernachlassigbar geringe **C-Anreicherung gefunden wurde, wurde die
totale D-Galaktose-Freisetzungsrate als Summe aus D-Galaktose-R, plus D-

Galaktitol- und D-Galaktonat-Ausscheidungsrate ermittelt (vgl. Kap. 7)
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Abb.3: Die Altersabhéangigkeit der totalen endogenen D-Galaktose-Bildung bei nicht-Q188R-
homozygoten Galaktosdmie-Patienten. Die Bildungsraten wurden wéahrend der in vivo
Umsatzmessung mittels primed continuous infusion-Verfahren mit D-[1-13C]Galaktose als Substrat
ermittelt. Die weiblichen Patienten sind mit grauen Punkten und die mannlichen Patienten mit
schwarzen Punkten dargestellt. Die Summe aus D-Galaktose-Freisetzungsrate (Rp;) und der
Ausscheidungsrate von D-Galaktitol, D-Galaktonat ergibt die totale endogene D-Galaktose-
Freisetzungsrate (s. Abb.2 und Text). Durchgezogene Linie: Regressionskurve nach Anpassung an
das Exponentialfunktionsmodell y = y, + a*exp(-b*x) (x = Alter in Jahren, y = Umsatzraten)
(Koeffizienten (+ SE): yo = 3.40 (£ 0.39), a = 6.22 (+ 1.75), b = 0.12 (+ 0.05), Sy/x = 0.67,n =17, r
=0.864, p < 0.0001).

Die totalen D-Galaktose-Freisetzungsraten sind in Abbildung 3 wiedergegeben.
Die mit dem obigen Modell berechneten mittleren Schéatzwerte fur die totale D-
Galaktose-Freisetzung nehmen exponentiell von ca. 9.6 pmol/h pro kg KG bei
Neugeborenen auf ca. 3.4 umol/h pro kg KG bei erwachsenen Patienten ab. Bei
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Sauglingen entspricht dies einer Menge von ca. 42 mg D-Galaktose-

Aquivalenten/Tag pro kg KG; bei Erwachsenen ca. 14 mg/Tag pro kg KG.

8.4 Diskussion

Genotypische Heterogenitat des Untersuchungskollektivs

Bei den 17 Patienten wurden insgesamt 13 verschiedene Mutationen detektiert.
Darunter waren 12 Missens-Mutationen (2 bisher nicht beschrieben: F117C,
S297P) und 1 Deletion, in 12 verschiedenen Genotypen. Alle Patienten, mit einer
Ausnahme (L195P-Homozygotie) waren compound Heterozygote, 10 (= 63%)
Patienten wiesen jeweils ein Allel fur die sehr haufig vorkommende Q188R-

Mutation auf.

Tabelle 5: Mutierte Allele dieser Studie:
Zusammenstellung von Daten der Expressions-Versuche

Mutierte Allele n® Expressionssystem Residuale hGALT-Aktivitat® Referenz
(%)

Q188R° 10 Hefe-Zellen n.d.?/0.0/<0.2 1/2/3
K285N 6 COS-Zellen <0.2 3
L195P 4 COS-Zellen 0.0 4
H319Q 3 COS-Zellen n.d.® 5
R148W 2 COS-Zellen <0.2° 4
A320T 2 n.e'
V151A 1 Hefe-Zellen 3.1/4.6 2/3
R259W 1 Hefe-Zellen <0.2 3
D28Y, Q39P, F117C? S297P% und AN97 (je n = 1) n.e'

& Anzahl der mutierten Allele, die in dieser Studie detektiert wurden; b Expressions-Versuche bei

Homozygotenstatus, verglichen mit dem Wildtyp ( = 100%); ° Bei der ersten Transfektions-Studie in COS-
Zellen (Referenz 1) lag die residuale hGALT-Aktivitat bei 10%; ¢ Nicht nachweisbare Aktivitat; © Instabiles
Protein; " Bisher nicht mittels Expressions-Test untersucht; ¢ Neue, bisher nicht beschriebene Mutationen; 1:
Fridovich-Keil & Jinks-Robertson, 1993; 2: Fridovich-Keil et al., 1995; 3: Riehmann et al., 2001; 4: Reichardt et
al., 1992 ; 5: Reichhart et al., 1993.

Far 27 von 34 mutierten Allelen liegen Daten zu funktionalen Auswirkungen auf
die humane GALT-Aktivitat (hGALT-Aktivitat) vor, die mittels Expressions-

Versuchen, z.B. in Hefe-Zellen oder COS-Zellen gewonnen wurden (Reichardt &
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Woo, 1991; Reichardt et al., 1992; Fridovich-Keil & Jinks-Robertson, 1993;
Reichardt et al., 1993; Fridovich-Keil et al., 1995; Riehman et al., 2001). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

Ingesamt stehen die Ergebnisse der Expressionsstudien hinsichtlich der Wirkung
der individuellen Mutationen auf die GALT-Aktivitat in guter Ubereinstimmung mit
den sehr geringen Enzymaktivitaten, die in den Erythrozyten der Patienten dieser

Studie gemessen wurden.

Zur Methodik

Das hier angewendete experimentelle Verfahren wurde bereits zur Bestimmung
der endogenen D-Galaktose-Freisetzung bei Q188R-homozygoten Patienten
verwendet (Kap. 7). Die Methodik dieses Verfahrens wurde dort ausfihrlich
diskutiert. Daher wird in diesem Abschnitt nicht weiter darauf eingegangen.
Ebenso sei bezlglich eine Erérterung folgender Aspekte auf das vorhergehende
Kapitel verwiesen: (i) Das nicht-Erreichen von steady state Bedingungen bei der
13C-Markierung im CO, der Exhalationsluft und im D-Galaktose-1-Phosphat der
Erythrozyten hat keinen Einfluss auf die Bestimmung der endogenen D-Galaktose-
Freisetzungsrate. (ii) Welche Bedeutung hatte die verschiedener Abbauwege flur
die D-Galaktose-Elimination. (iii) Welche endogene Quellen sind fiir die Bildung

freier D-Galaktose von Bedeutung.

Hier soll jedoch noch einmal betont werden, dass sowohl die friheren (Kap. 7) als
auch die hier vorgestellten Schatzwerte zur totalen D-Galaktose-Freisetzung
niedriger liegen mussen als die wahre Ganzkorper-D-Galaktose-Bildung bei
Patienten mit klassischer Galaktosamie. Die erhéhte *CO,-Exhalation zusammen
mit den niedrigeren, aber nachweisbaren GALT-Aktivitdten zeigen namlich, dass
bei Patienten D-Galaktose Uber den Leloir-Weg abgebaut wurde. Da in Plasma
und Urin keine *C-Anreicherung in D-Galaktitol und D-Galaktonat gefunden
wurde, kann angenommen werden, dass die infundierte D-[1-**C]Galaktose nur in
die Leber, und nicht in die extrahepatischen Gewebe, wo D-Galaktonat und D-
Galaktitol gebildet wird, gelangt. Daher konnte bei dem hier verwendeten

Versuchsansatz die extrahepatische D-Galaktose-Elimination Gber den oxidativen
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Abbau analytisch nicht erfasst und quantifiziert werden. Dieser unbekannte Anteil

fehlt also in der gesamten Bilanz.

Zur endogenen Galaktose-Bildung

Zielsetzung dieser Studie war zu prifen, in wieweit die bei Q188R-homozygoten
Patienten erhobenen Befunde zur Altersabhangigkeit der endogenen D-Galaktose-
Freisetzung auf Patienten mit nicht Q188R-homozygoten Mutationen Ubertragbar
sind. Zur letzteren Gruppe gehoéren in Europa mehr als 50% der Patienten mit

klassischer Galaktosamie (Holton et al., 2001).

Die hier bei Patienten mit compound-heterozygoten Mutationen erhobenen Daten
zeigen, dass, ahnlich wie bei dem Q188R-homozygoten Patientenkollektiv, die
endogene D-Galaktose-Freisetzung (Ra) exponentiell mit zunehmendem Alter bis
zum Erwachsenenalter abnimmt. Ebenso konnten die Raten der D-Galaktose-Rj,
D-Galaktitol- und D-Galaktonat-Ausscheidung sehr gut an das einfache
Exponentialfunktionsmodell y = yo + a*exp(-bt) (y = Rate, a = Alter) angepasst
werden. Dabei wurden fur beide Patientenkollektive tbereinstimmende Werte fur

die Parametern yo, a und b bestimmt.

Tabelle 6: Vergleich der Altersabhangigkeit der endogenen D-Galaktose-
Freisetzungsrate bei Q188R-homozygoten und nicht-Q188R-homozygoten
Patienten mit klassischer Galaktosamie®

Mittlere Schatzwerte” Q188R-homozygote® nicht—Q188R—homozygoted

Neugeborene Erwachsene Neugeborene Erwachsene

D-Galaktose-Aquivalente in mg x (kg KG)™* x d™

Plasma-D-Galaktose-R, 24.8 8.4 26.3 9.7
D-Galaktitol-Ausscheidung 11.6 3.7 13.3 4.1
D-Galaktonat-Ausscheidung 3.6 0.9 1.9 0.8
Summe 41.0 13.1 41.6 14.7

% Primed continuous infusion-Versuch wurde mit D-[1-13C]Galaktose als Substrat unter postabsorptiven
Bedingungen durchgefiihrt; ® Schatzwerte wurden mit dem Exponentialfunktionsmodell berechnet (Details s.
Ergebnisse); ¢ GALT-Aktivitat in den Erythrozyten < 0.3 umol/h pro gup,, N=18 (Daten aus dem Kap. 5); °
GALT-Aktivitat in den Erythrozyten < 0.3 pmol/h™ pro gup, N =17 (Daten in dieser Studie).
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Dies bedeutet letztlich, dass zwischen den beiden Patientengruppen kein
Unterschied in der Altersabgéangigkeit der endogenen D-Galaktose-Freisetzung
festzustellen war. Dies zeigt auch ein Vergleich der (mit dem
Exponentialfunktionsmodell ermittelten) Schatzwerte von Stoffwechselraten fur

Neugeborene und Erwachsene beider Patientenkollektive (s. Tabelle 6).

Die totalen endogenen D-Galaktose-Freisetzungsraten sind fur beide
Patientenkollektive gemeinsam in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb. 4: Vergleich der ermittelten Ergebnisse der totalen endogenen D-Galaktose-Bildung bei
Galaktosdmie-Patienten. Die im vorigen Kapitel bei Q188R-homozygoten Patienten (weil3e
Punkte) erhaltene Daten wurden mit denen in dieser Studie bei nicht-Q188R-homozygoten
Patienten (graue Punkte) verglichen. Alle Daten wurden an das Exponentialfunktionsmodell y = vy,
+ a*exp(-b*x) angepasst (x = Alter in Jahren, y = Umsatzraten). Durchgezogene Linie:
Regressionskurve (Koeffizienten (= SE): yo = 3.3 (+ 0.2), a = 6.4 (£ 0.7), b = 0.12 (+ 0.02), s.
Legend Abb. 3, Sy/x =0.49, n = 35, r = 0.933)

Der einzige Unterschied zwischen beiden Kollektiven war die hohere
interindividuelle Variabilitat bei Patienten mit compound-Heterozygotie. Vermutlich
liegt die Ursache fur die hohere Variabilitat in einer ausgepragten
Mikroheterogenitat der residualen GALT-Aktivitat. Patienten mit Q188R-
Homozygotie durften dagegen eine insgesamt homogenere residuale GALT-
Aktivitat aufweisen. Mit den bisher verfugbaren Methoden (Shin, 1991, Xu et al.,
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1995) konnen allerdings solche geringfigigen Unterschiede im niedrigen

Enzymaktivitatsbereich nicht ausreichend genau aufgeldst werden.

Die obigen Vergleiche zeigen, dass die bereits friher bei Q188R-homozygoten
Patienten erhobenen Befunde zur endogenen D-Galaktose-Freisetzung
reprasentativ fur die D-Galaktose-Stoffwechselraten bei klassischer Galaktosamie
sind. Insbesondere bestatigen sie, dass die renale Ausscheidung von D-Galaktitol
und D-Galaktonat nur zu einem vergleichsweise geringeren Mal3 (wahrscheinlich <
30%) zur gesamten D-Galaktose-Elimination beitragt. Selbst bei Patienten mit
geringer GALT-Aktivitdt (< 1% der Norm) wird offensichtlich der grofite Tell
(vermutlich > 60%) der endogen gebildeten D-Galaktose auch uber den

endogenen D-Galaktose-Katabolismus abgebaut.

Die Entwicklung der mittleren Ganzkoérper-D-Galaktose-Freisetzung mit dem Alter
ist in dem Nomogramm in Abbildung 5 skizziert.
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Abb. 5: Hypothetisches Nomogramm fir die Ganzkodrper-D-Galaktose-Freisetzung bei
Patienten mit D-Galaktose-1-Phosphat-Mangel (residuale GALT-Aktivitat < 1% der Norm).
Gepunktete Linien sind Mittelwerte, die mittels des Exponentialfunktionsmodells zur
Altersabhéangigkeit der totalen D-Galaktose-Freisetzung und der 50%-Percentile des
altersentsprechenden Koérpergewichts ermittelt wurden. Zum Vergleich wurden die aus den in vivo
Umsatzmessungen erhaltenen Daten der individuellen Patienten als Punkte dargestellt.
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Dieses Nomogramm wurde auf der Grundlage der altersentsprechenden mittleren
D-Galaktose-Freisetzungsrate (berechnet aus dem Exponentialfunktionsmodell)
und der 50%-Percentilie des alters- und geschlechtsentsprechenden
Korpergewichtes (Brandt & Reinken, 1988) berechnet. Aus dem Nomogramm
kann abgelesen werden, dass die endogene Ganzkorper-D-Galaktose-Freisetzung
von etwa 200 mg pro Tag bei Neugeborenen auf etwa 1000 mg pro Tag bei
erwachsenen Patienten ansteigt. Eine schnelle und nicht-lineare Steigerung findet
sich in Phasen starken Wachstums (in den ersten Lebensjahren und wahrend der
Pubertat). Die in Abbildung 4 auf kg Korpergewicht normierten Daten geben
keinen Hinwies auf einen geschlechtsabhangigen Unterschied der endogenen D-
Galaktose-Freisetzung. Die Unterschiede zwischen Frauen und Mannern in
Abbildung 5 sind daher auf die geschlechtsspezifischen

Kdrpergewichtsunterschiede zurtickzufuhren.

Mogliche Auswirkung dieser Studie

Die hier erhobenen Befunde konnten zu einer Anderung der bisherigen
Diatempfehlung bei Galaktosamie fuhren. Zur Zeit wird einheitlich eine lactose-
freie und galaktose-arme Diat bei Galaktosamie-Patienten aller Altersstufen
empfohlen (Walter et al, 1999). In Zukunft kann vielleicht eine
altersentsprechende Lockerung der Diatfihrung empfohlen werden. Diese

Vermutung basiert auf folgender Uberlegung:

Bisher publizierte Daten zeigen, dass die spezifische GALT-Aktivitat in humanen
Geweben weitgehend altersunabhangig ist, mit der mdglichem Ausnahme eines
Aktivitatsabfalls in den ersten Lebensmonaten (Segal et al., 1971; Shin, 1991).
Demzufolge sollte die auf kg KG normierte Enzymkapazitat fur den p-Galaktose-
Abbau tber den Leloir-Weg bei allen Altersstufen im Wesentlichen identisch sein.
Im Gegensatz dazu nimmt die endogene D-Galaktose-Freisetzungsrate mit dem
Alter ab. Mit zunehmendem Alter wird also verfiigbare Enzymkapazitat durch die
endogene D-Galaktose-Freisetzung weniger beansprucht. D.h. dass Patienten mit
Galaktosdmie mit ansteigendem Alter eine zunehmende - ungenitzte -
Enzymkapazitat z.B. fir den Abbau exogener D-Galaktose zur Verfigung stehen

sollte.
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Hypothese zur Galaktose-Toleranz

Quantitative Daten zur in vivo Toleranz flr exogene (Nahrungs) D-Galaktose, die
bei der Diatbehandlung der Galaktosamie-Patienten von ausschlaggebender
Bedeutung sein kdnnen, sind bisher nicht verfiigbar. Im Prinzip sollte die Toleranz
fur die exogene D-Galaktose der Differenz zwischen der D-Galaktose-
Abbaukapazitat und der endogenen D-Galaktose-Belastung entsprechen (s.0.). Da
Nahrungsgalaktose vor allem von der Leber aufgenommen und metabolisiert wird,
ist dieses Organs fur die Toleranz exogener D-Galaktose von ausschlaggebender
Bedeutung. Bei Patienten mit Galaktosamie wird die extrahepatische Freisetzung
von endogener D-Galaktose durch den D-Galaktose-Katabolismus in der Leber
ausgeglichen. Mit dem Exponentialfunktionsmodell kann der Abbau endogener D-
Galaktose bei Sauglingen auf 26 mg/kg KG und Tag abgeschatzt werden. Bei
einem mittleren Leber-Anteil von ca. 30 g/kg KG sollte die in vivo Abbaukapazitéat
der Leber mindestens etwa 1 mg D-Galaktose pro Gramm Leber pro Tag

betragen.

Auf der Basis der obigen Uberlegungen wurde die Altersabhangigkeit der mittleren
D-Galaktose-Abbaukapazitat bei Galaktosamie abgeschétzt. Dabei wurde
berticksichtigt, dass das Verhéltnis von Lebergewicht zu Ganzkérpergewicht mit
dem Alter etwas abnimmt (Wissenschaftliche Tabellen Geigy, 1977). Die

Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.

Nach unseren Schatzungen durfte die D-Galaktose-Abbaukapazitat der Leber im
Mittel von etwa 100 mg pro Tag bei einem 5 kg schweren Neugeborenen mit
Galaktosamie auf etwa 1850 mg pro Tag bei einem Galaktosamie-Patienten mit
einem 70 kg Korpergewicht zunehmen. Dagegen nimmt die endogene D-
Galaktose-Freisetzungsrate im Mittel von etwa 100 mg pro Tag beim
Neugeborenen auf etwa 680 mg pro Tag beim Erwachsenen zu. Die Daten deuten
darauf hin, dass Neugeborene und Kleinkinder keine oder eine sehr geringe
Toleranz fur exogene D-Galaktose haben durften. Mit zunehmendem Alter sollte

sich die Toleranz erh6hen und bei Erwachsenen > 1 g betragen.
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Abb. 6: Vereinfachtes hypothetisches Modell fir die altersabhéngige Entwicklung der
exogenen D-Galaktose-Toleranz bei Patienten mit klassischer Galaktosamie (residuale
GALT-AKktivitat < 1% der Norm). Mit dem Modell wurde sowohl fiir pro kg KG (A) als auch fur
Ganzkdrpergewicht (B) die D-Galaktose-Toleranz ermittelt. Bei der Berechnung der
Leberabbaukapazitat (gepunktete Linien) wurde angenommen, dass endogen freigesetzte D-
Galaktose (Ra) vollstédndig bei Neugeborenen mit Galaktosamie abgebaut wird, die D-Galaktose-
Abbaukapazitat pro kg Lebergeweicht bei allen Altersgruppen ahnlich ist und das Verhaltnis vom
Lebergewicht zum Ganzkdrpergewicht minimal von etwa 3% bei Sauglingen auf etwa 2% bei
Erwachsenen (Wissenschaftliche Tabellen geigy, 1977) abnimmt. Mittlere D-Galaktose-R, wurde
aus den in dieser Studie erhaltenen Daten pro kg KG (Abb. 4), und das mittlere Kérpergewicht
wurde aus der 50%-Percentile der Jungen berechnet (Brandt & Reinken, 1988).

Naturlich durfen diese hypothetischen Ergebnisse nicht direkt die Diatfuhrung bei
Patienten mit Galaktosdmie beeinflussen. Dazu missen die Daten zun&chst
experimentell verifiziert werden, am besten mit Hilfe von Langzeitstudien zur
oralen D-Galaktose-Belastung. Wir haben kurzlich eine erste Pilotstudie bei einer
erwachsenen Q188R-homozygoten Patientin durchgefiihrt. Dabei wurde
beobachtet, dass Gabe von bis zu 10 mg D-Galaktose/kg KG pro Tag zusétzlich

zu normaler Diat auch Uber mehrere Wochen nicht zu einer signifikanten
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Anderung der Stoffwechselwerte fiihrte. Diese Ergebnisse stehen in guter
Ubereinstimmung mit den obigen Uberlegungen. Um neue, Evidenz-basierte Diét-
Empfehlungen fur die Behandlung der klassischen Galaktosamie zu erarbeiten,
sind jedoch weiter ausgedehntere Langzeitstudien dringend erforderlich.

Schlussfolgerungen

Die in diesem und im vorigen Kapitel vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die
endogene D-Galaktose-Belastung bei Patienten mit klassischer Galaktosamie
(GALT-Aktivitat < 1% der Norm) exponentiell vom Neugeborenen- bis zum
Erwachsenalter hin abnimmt, und zwar unabhéngig von Genotyp. Obwohl bei
Erwachsenen die endogene D-Galaktose-Freisetzung immer noch betréchtlich ist,
sollte die Toleranz fir exogene D-Galaktose bis zum Erwachsenenalter deutlich
zunehmen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es notwendig ist, die aktuellen
Diatempfehlungen experimentell zu Uberprifen. Die pathophysiologischen und
pathobiochemischen Ursachen der langerfristigen Kklinischen Stérungen bei
Patienten mit Galaktosamie sind aus den Ergebnissen nicht ableitbar und
bedurfen weiter eine Aufklarung.
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Kapitel 9

Bedeutung der residualen Enzymaktivitat

far die endogene Galaktose-Freisetzung

Zusammenfassung: Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen
endogener D-Galaktose-Freisetzung und residualer GALT-Aktivitat bei Patienten mit GALT-
Mangel. Dazu wurden bei Patienten mit klassischer Galaktosamie (GALT-Aktivitdt in den
Erythrozyten < 0.2 pmol/h pro gy, N=5; 9-12 Jahre) und bei Patienten mit milderen Formen des
GALT-Mangels (GALT-Aktivitat in den Erythrozyten > 0.3 bis 5 pmol/h pro gy, N=5, 9-14 Jahre) in
vivo D-Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen mit dem primed continuous infusion-Verfahren,
mit D-[1-'°C]Galaktose als Substrat durchgefiihrt. Die Rate der aus endogenen extrahepatischen
Geweben in das Plasma freigesetzten D-Galaktose (R,;) nahm mit zunehmender residualer GALT-
Aktivitat von 3.7 bis zu normnahen 0.4 pmol/h pro kg KG ab. Die renalen Ausscheidungsraten von
D-Galaktitol und D-Galaktonat nahmen weitgehend parallel zu der D-Galaktose-R, ab, lagen jedoch
niedriger als die D-Galaktose-R,. Die totale D-Galaktose-Freisetzungsrate (i.e. Summe aus D-
Galaktose-R, plus Ausscheidungsraten von D-Galaktonat und D-Galaktitol) war statistisch hoch
signifikant (p = 0.0002) invers mit der residualen GALT-Aktivitat korreliert. Die Ergebnisse (y =
totale D-Galaktose-Freisetzung in pmol x h™ x (kg KG)?, t = GALT-Aktivitat in umol x h™ x gyp™)
konnten mittels nicht linearer Regression am besten an das einfache Exponentialfunktionsmodell y
=y + at™ angepasst werden. Der Wert fir yq (0.4 umol/h pro kg KG) entspricht einem mittleren
Schatzwert fir die totale endogene D-Galaktose-Freisetzung flir Personen mit normaler GALT-
Aktivitat (GALT in den Erythrozyten > 20 pumol/h pro gup). X (Yo + @) (7 umol/h pro kg KG) gibt einen
mittleren Schéatzwert fur die totale endogene D-Galaktose-Bildung bei Patienten mit einem
vollstandigen Ausfall der Enzymaktivitat an. Die Ergebnisse zeigen, dass die endogene
Freisetzungsrate von D-Galaktose bei klassischer Galaktosamie vielfach héher als bei milderen
Formen der klassischen Galaktosdmie ist. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass bereits eine
relativ geringe Erhéhung der residualen GALT-Aktivitdt bei Galaktosamie die intrazellulare D-
Galaktose-Elimination in den extrahepatischen Geweben deutlich verbessert. Es ist zu vermuten,
dass entsprechend auch die Toleranz gegeniber einer D-Galaktose-Zufuhr mit der Nahrung bei

hoheren residualen GALT-Aktivitaten zunimmt.
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9.1 Einleitung

In den beiden vorhergehenden Kapiteln wurden Untersuchungen zur quantitativen
Bedeutung der systemischen endogenen D-Galaktose-Freisetzung bei Patienten
mit klassischer Galaktosamie (GALT-Aktivitat < 1% der Norm) beschrieben. Die
Ergebnisse dieser Studien zeigten, dass bei Kklassischer Galaktosamie
betrachtliche Mengen an D-Galaktose aus endogenen Quellen freigesetzt wurden.
Die Befunde zeigten auch, dass bei den Patienten, trotz der geringen GALT-
Aktivitat in den Erythrozyten, die im Plasma erscheinende D-Galaktose vollstandig

in der Leber abgebaut wurde.

Bertcksichtigt man, dass die GALT in allen bisher untersuchten humanen
Geweben exprimiert wird, kann aus den obigen Befunden abgeleitet werden, dass
bei klassischer Galaktosamie die D-Galaktose auch in den extrahepatischen
Geweben Uber den Leloir-Stoffwechselweg abgebaut wird. Demzufolge sollte auch
eine geringfugige Erhohung der Enzymaktivitdt zu einer Steigerung der
Gesamtkapazitat der D-Galaktose-Elimination in extrahepatischen Geweben und
in der Leber fuhren. Kénnte eine solche, mit der residualen GALT-Aktivitat positiv
korrelierte Kapazitatsdnderung fur die D-Galaktose-Elimination experimentell
nachgewiesen werden, ware dies nicht nur von theoretischem Interesse, sondern
auch fur die individuelle Diateinstellung bei Galaktosdmie von praktischer

klinischer Bedeutung.

Daher wurden in den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen der Einfluss
der residualen GALT-Aktivitat auf die D-Galaktose-Freisetzung geprtft. Dazu
wurden in  vivo D-Galaktose-Umsatzmessungen bei  Patienten  mit
unterschiedlichen residualen GALT-Aktivitdten durchgefihrt. Das Spektrum der
GALT-Aktivitat reichte dabei von der typisch klassischen Form mit einer Aktivitat
von < 1% der Norm uber mildere Varianten (GALT > 2% bis 15% der Norm) bis zu

den sog. Duarte-D2-Varianten mit einer Restaktivitat von ca. 25% der Norm.
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9.2 Material und Methoden

Vorbemerkung

Die hier verwendeten Materialien, wie auch die angewendeten analytischen und
statistischen Methoden sind mit den bereits im Kapitel 7 detailliert beschriebenen
Methoden identisch. Daher wird beziiglich des Materials und Methoden auf dieses

Kapitel verwiesen.

Patienten
In diese Studie wurden Patienten aufgenommen, die eine residuale GALT-Aktivitat

in den Erythrozyten von < 25% der Norm, d.h. <5 umol/h pro gnp aufwiesen. Bei

der Auswahl der Patienten musste zudem darauf geachtet werden, dass alle ein
ahnliches Alter hatten, um den Einfluss der Altersabhangigkeiten der endogen D-

Galaktose-Freisetzung weitestgehend zu minimieren.

Tabelle 1: Charakteristische Daten der Patienten mit Galaktosamie?

Patienten GALT Mutationen Geschlecht Alter Gewicht GrofRe

(umol x h™* x g™ (M/W) (Jahre) (kg) (cm)
p3° 0.1 Q188R/R259W M 8.9 28 133
p7° 0.1 Q188R/Q188R w 9.2 26 126
p5° 0.1 Q188R/S297P W 111 26 141
pg® 0.2 Q188R/Q188R M 11.1 33 143
P4° 0.2 H319Q/A320T W 9.7 25 134
V1 0.4 R67C/N314D,W316X M 8.6 27 133
V2 0.7 T138M/Q188R W 11.6 37 152
V3 1.8 Q188R/T350A M 11.3 51 157
V4 2.6 I32N/Q188R M 10.5 30 138
V5 5.0 Q188R/N314D M 9.5 29 134

& Zum Zeitpunkt der primed continuous infusion-Untersuchung mit D-[1-13C]Galaktose.
® Daten der Patienten aus Kap. 7;° Daten der Patienten aus Kap. 8

Fir diese Studie konnte ein Kollektiv von 10 Patienten im Altersbereich von 8.6 bis
11.6 Jahren gewonnen werden. Fiunf Patienten (3 weiblich, 2 mannlich) hatten die

typische Form der klassischen Galaktosdmie mit GALT-Aktivitaten < 1% der Norm,
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weitere 5 Patienten (1 weiblich, 4 méannlich) hatten mildere Formen mit GALT-
Aktivitaten > 2 bis 25% der Norm. Die charakteristischen Daten der Patienten mit

Galaktosamie sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

9.3 Ergebnisse

Biochemische Charakterisierung der Patienten

Die Patienten wurden ausfuhrlich mittels biochemischer Parameter der
Galaktosamie charakterisiert. Die Daten sind in Tabelle 2 angegeben. Sie zeigen,
dass bei allen D-Galaktose-Metaboliten umso geringere Konzentrationen in Zellen
und in Koperflussigkeiten festzustellen waren, je hoher die in den Erythrozyten
gemessene residuale GALT-Aktivitdt war. Bemerkenswert war, dass bei dem
Patienten, der eine residuale GALT-Aktivitdt von (nur) 25% der Norm aufwies,

bereits nahezu normale Metabolit-Konzentrationen beobachtet wurden.

Tabelle 2: Biochemische Charakterisierung der Patienten mit Galaktosamie®

Patienten  Erythrozyten Plasma Urin Exhalationsluft

(GALT")

Gal-1-P Galaktose Galaktitol Galaktose Galaktitol ¥co,

(umol x Lrec™)  (umol x L") (umol x L") (umol x mmolkea™) (Mol xmmolkea™)  (Spps-Werte)°

Patienten mit GALT-Aktivitdten > 2% der Norm

V1 (0.4) 42.4 1.35 8.3 4.0 118 -26.8
V2 (0.7) 13.7 0.45 1.7 1.2 25.4 -28.8
V3 (1.8) 2.9 0.34 0.53 1.0 6.6 -28.5
V4 (2.6) 0.7 0.27 0.26 0.94 2.2 -24.7
V5 (5.0) 1.9 0.28 0.17 1.7 2.7 -27.2

Patienten mit GALT-Aktivitaten < 1% der Norm®

MWtSD 135+535 29+03 10.9£0.9 54+23 154 +41.1 -26.8£1.5

gesunde Erwachsene®
MW+SD 1.3+04 0.20+0.03 0.13+0.01 0.50+0.12 14+0.2 -27.3+0.7

4 Blut-, Spontanurin- und Atem-Proben wurden unmittelbar vor der in vivo Untersuchung gesammelt.
® GALT-Aktivitat in pmol/h pro gup. © Mittelwert aus fiinf Atemproben. 4n=5 (weitere Einzelheiten s. Tabelle 1)
€ Zum Vergleich mit angegeben (n=7; s. Kap. 7 Tab. 2a)
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Steady state Bedingungen

Wie bei den friheren in vivo Untersuchungen mit D-[1-}3*C]Galaktose-Infusion
stellten sich auch hier bei allen Patienten weitgehend stabile metabolische und
isotopische steady state Bedingungen nach einer initialen 2.5stindigen
Aquilibrierungsphase ein (s. Kap. 7 und 8). Die Befunde fiir die Patienten V1 bis
V5 sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Befunde fir die anderen, bereits friher
untersuchten Patienten sind in den vorhergehenden Kapiteln enthalten (Patienten
P3, P4 und P5, s. Kap. 8, Tab. 3; P7 und P8, s. Kap. 7, Tab. 3b).

Tabelle 3: Individuelle Daten der Patienten aus in vivo
D-[1-*C]Galaktose-Stoffwechselumsatzmessung?®

Patienten \Vake V2 V3 v4° V5

D-Galaktose im Plasma

Total 2.47 0.93 0.77 0.63 0.70
(umol x L'l) SD 0.10 0.03 0.02 0.03 0.04
Endogen 1.47 0.44 0.33 0.22 0.26
(umol x L'l) SD 0.08 0.01 0.02 0.01 0.01
13C-Markierung 39.3 51.4 55.4 63.7 60.4
(MPE) SD 1.3 1.0 1.9 1.1 1.1
D-Galaktitol im Plasma 9.2 1.70 0.55 0.16 0.19
(umol x L'l) SD 0.6 0.03 0.03 0.01 0.03
Gal-1-P in RBC 44.9 22.8 4.9 0.94 2.2
(umol x L'l) SD 2.9 1.4 0.6 0.12 0.4
13c0,-Exhalation 0.66 0.59 0.46 0.58 0.57
(umol x kg‘l x h'l) SD 0.03 0.03 0.02 0.04 0.05

b postabsorptive Patienten erhielten ein Priming (5.5 pmol/kg KG) und eine kontinuierliche Infusion von D-[1-
13C]Galaktose (0.8 umol/h pro kg KG) uber 6 h. 2.5 h nach dem Beginn der Infusion wurden Proben von
EDTA-Blut vends im Abstand von 15® Minuten bzw. 30® Minuten entnommen. Parallel zu den Blutproben
wurden Proben der Exhalationsluft gesammelt. Angegeben sind MW + SD.

° pPatient erhielt eine 1.5fache Dosierung von D-[1-**C]Galaktose.

Bemerkenswert ist, dass bei den Patienten V1 bis V5, die gegenuber dem
typischen Patientenkollektiv mit klassischer Galaktosamie mehr oder weniger
deutlich héhere residualen GALT-Aktivitaten aufwiesen, sich nicht nur bei den D-
Galaktose-Metaboliten im Blut, sondern auch bei der **CO,-Exhalation steady
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state Bedingungen einstellten. Dies steht im deutlichen Gegensatz zu den

friheren Beobachtungen bei Patienten mit GALT-Aktivitdten < 1% der Norm, bei

denen in keinem einzigen Fall steady state Bedingungen bei der **CO,-Exhalation

erreicht wurden (vgl. Kap.7, Tab 3b und Kap.8, Tab 3).

Galaktose-Stoffwechselumsatzraten

Basierend auf obigen Ergebnissen und der Analyse des am Ende der

Untersuchung gesammelten Urins wurden die Umsatzraten der D-Galaktose-

Metaboliten bei Galaktosdmie-Patienten ermittelt. Die Ergebnisse fir das hier

betrachtete Patientenkollektiv sind in Tabelle 4 wiedergegeben.

Tabelle 4: D-Galaktose-Stoffwechselumsatzraten in vivo?

Patienten

endogene D-Galaktose

Freisetzungs-
Rate

Oxidation

Renale
Ausscheidungb

D-Galaktitol

renale
Ausscheidung”

D-Galaktonat

renale
Ausscheidung”

in umol x (kg KG)™* x h*

milde Formen der klassischen Galaktosamie

Vi 1.84 1.28 0.04 0.92 0.19

V2 0.74 0.70 0.02 0.17 0.03

V3 0.63 0.46 0.02 0.03 0.01

V4 0.46 0.41 0.03 0.03 0.01

V5 0.51 0.45 0.03 0.02 0.01
klassische Galaktosamie®

Mittelwert + SD  3.24 £ 0.32 0.35+0.20° 0.06 +0.02 1.56 +0.29 0.32+£0.11
gesunde Erwachsene®

Mittelwert + SD  0.29 £ 0.04 0.31+0.07 0.006 +0.001 0.013 +0.002 n.d.

% Umsatzraten wurden auf der Grundlage der in der Tabelle 3 dargestellten Daten berechnet (Details s.
Material und Methoden).
® Bestimmung in dem am Ende der D-[1-*C]Galaktose-Umsatzmessung gesammelten Spontanurin.
“n=5 (Patienten Details s. Tabelle 1; individuelle Umsatzraten s. Kap. 7 Tab. 4b und Kap. 8 Tab. 4).
4 Minimum-Schatzwerte (s. Kapitel 7 und 8).

¢ Zum Vergleich angegeben (n=7; s. Kap. 7 Tab. 4a).

Dabei sind die Stoffwechselumsatzraten fir Patienten mit milderen Formen (Pat
V1 bis Pat. V5) individuell aufgefiihrt. Fur die Patienten mit GALT-Aktivitaten < 1%
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der Norm sind nur die Mittelwerte angegeben, da diese Patienten bereits friiher
untersucht wurden (Patient P3, P4 und P5 s. Kap. 8, Tab. 4; P7 und P8 s. Kap. 7,
Tab. 4b).

Bei den Patienten V1 bis V5 stellten sich im Gegensatz zu den anderen Patienten
die steady state Bedingungen in der *CO,-Exhalation ein. Daher konnte bei
diesen Patienten eine D-Galaktose-Oxidationsrate berechnet werden. Wie im
Kapitel 7 bereits erlautet wurde, ist dieser Wert ein Mal3 fur die Oxidation
endogener D-Galaktose im Lebergewebe. Bei den Patienten V1 bis V5 féllt auf,
dass diese hepatische D-Galaktose-Oxidationsrate weitgehend der D-Galaktose-
Freisetzungsrate (R,) aus extrahepatischen Geweben entspricht. Eine
vergleichbare Entsprechung von D-Galaktose-R, und -Oxidationsrate wurde
bereits bei den Untersuchungen an gesunden Erwachsenen beobachtet (s. Kap.
7, Tab 4a).

In dieser Arbeit sollte vor allem geklart werden, ob ein Zusammenhang zwischen
der residualen GALT-Aktivitat einerseits und D-Galaktose-
Stoffwechselumsatzraten andererseits besteht. In Abbildung 1 sind nun die D-
Galaktose-Freisetzungsraten (R,) sowie die Ausscheidungsraten von D-Galaktitol
und D-Galaktonat gegen die in Erythrozyten der Patienten gemessenen GALT-

Aktivitaten aufgetragen.

Die Daten zeigen, dass die D-Galaktose-Freisetzungsrate bei niedrigen residualen
GALT-Aktivitdten (< 5% der Norm) zun&chst mit zunehmender GALT-AKktivitat
exponentiell abfallt und dann bei einer GALT-Aktivitdt um 2 pmol/h pro gyp in eine
offenbar konstante, von der GALT-Aktivitat bis 5 pmol/h pro gy, unabhéngige,
Freisetzungsrate Uberzugehen. Diese konstante D-Galaktose-Freisetzungsrate
betrug etwa 0.4 pmol/h pro kg KG und war damit - wenn man den
Altersunterschied berlicksichtigt - recht gut mit dem bei gesunden Erwachsenen
(GALT-Aktivitat > 20 umol/h pro gup) gefundenen Wert (0.3 pumol/h pro kg KG;
Kap.7, Tab. 4a) vergleichbar.
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Abb.1: Die endogene D-Galaktose-Freisetzung (Rp) und die renale Ausscheidung von D-
Galaktitol bzw. D-Galaktonat bei Galaktosamie-Patienten in Abhangigkeit von residualer
GALT-Aktivitat. Die Stoffwechselumsatzraten wurden waéhrend der in vivo D-Galaktose-
Umsatzmessung unter postabsorptiven Bedingungen mit D-[1-13C]Galaktose (priming mit 5.5
pmol/kg KG und kontinuierlicher Infusion mit 0.8 pmol/h pro kg kG) ermittelt. Die D-Galaktose-R,
(Freisetzungsrate in das Plasma-Kompartiment) wurde anhand der **C-Isotopenverdiinnung im
Plasma errechnet. Die Ausscheidungsrate von D-Galaktitol und D-Galaktonat wurde mittels
Analyse des Spontanurins bestimmt. Die experimentellen Daten konnten mittels nicht-linearer
Regression sehr gut an das einfache Exponentialfunktionsmodell y = yo + a*exp(-b*x) angepasst
werden (x = GALT-Aktivitaten; y = Umsatzraten). Durchgezogene Linien: Regressionskurven
(Koeffizienten (= SE): Fur D-Galaktose: yo = 0.43 (£ 0.29), a = 3.82 (+ 0.53), b = 2.11 (£ 0.74), Sy/x
= 0.46, r = 0.95, p = 0.002; Fur D-Galaktitol: y, = -0.03 (£ 0.18), a = 2.15 (+ 0.03), b = 2.00 (+ 0.78),
Sy/x =0.29, r = 0.944, p = 0.004; Fir D-Galaktonat y, = 0.0006 (+ 0.045), a = 0.53(+ 0.11), b = 3.23
(+1.38), Sy/x = 0.08, r =0.918, p = 0.0015).

Die renalen Ausscheidungsraten von D-Galaktitol und D-Galaktonat waren deutlich
niedriger als die D-Galaktose-R,. Zudem war der exponentielle Abfall der
Ausscheidungsraten bei zunehmender GALT-Aktivitdt dieser Metabolite noch
deutlicher ausgepragt als bei der D-Galaktose-Freisetzungsrate. Wie bei der D-
Galaktose-R, wurden dann ab einer residualen GALT-Aktivitat von etwa 2 pumol/h
pro gup auch bei diesen Metaboliten konstante Ausscheidungsraten erreicht.

Wie bereits friher ausgefihrt, stellt die Summe aus D-Galaktose-Freisetzungsrate
plus D-Galaktitol- und D-Galaktonat-Ausscheidung einen Minimum-Schatzwert fur
die Ganzkdrper-D-Galaktose-Bildung dar. Die entsprechenden Werte sind in

Abbildung 2 gegen die residualen GALT-Aktivitaten der Patienten aufgetragen.
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Abb.2: Die Korrelation zwischen der totalen endogenen D-Galaktose-Bildung und der
residualen GALT-Aktivitat bei Patienten mit Galaktosamie. Die Bildungsraten wurden wéhrend
der in vivo Umsatzmessung mittels primed continuous infusion-Verfahren mit D-[1-*C]Galaktose
als Substrat ermittelt. Die Summe aus der D-Galaktose-Freisetzungsrate (R,) und der
Ausscheidungsrate von D-Galaktitol und D-Galaktonat ergibt die totale endogene D-Galaktose-
Bildungsrate (s. Abb.1 und Text). Durchgezogene Linie: Regressionskurve nach Anpassung an das
Exponentialfunktionsmodell y =y, + a™ (x = GALT-Aktivitaten; y = Umsatzraten) (Koeffizienten (+
SE): yo = 0.41 (+ 0.49), a = 6.48 (+ 0.90), b = 2.14 (+ 0.75), Sy/x = 0.78, n=10, r = 0.983, p =
0.0002).

Der Zusammenhang dieser Daten mit residualen GALT-Aktivitaten liel3 sich
statistisch sehr gut (p < 0.0002) mit dem bereits friher verwendeten
Exponentialfunktionsmodell y = yo + a™ beschreiben. Dabei ist y die totale D-
Galaktose-Freisetzungsrate und x die GALT-Aktivitat; yo, a und b sind Konstanten.
Nach Anpassung der experimentellen Daten an das Modell mittels nicht-linearer
Regression ergaben sich als mittlere Schatzwerte fir die Konstanten yo= 0.4,
a=6.5 und b=2.1. Mit dem Modell kann errechnet werden, dass bei einem
vollstandigen Ausfall der Enzymaktivitat die totale D-Galaktose-Freisetzungsrate
(ergibt sich als X yp+a) etwa 7 pmol/h pro kg kG betragen durfte. Entsprechend
ergibt das Modell einen mittleren konstanten Wert fir die totale D-Galaktose-
Freisetzung von 0.4 umol/h pro kg KG ab einer GALT-Aktivitat von etwa 2 pmol/h
pro gup. Die Halfte des exponentiellen Abfalls der totalen D-Galaktose-Freisetzung
sollte bereits bei einer GALT-Aktivitdt von nur etwa 0.4 pmol/h pro gqy, erreicht

werden.
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9.4 Diskussion

Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Ziel der in diesem Kapitel durchgeflihrten Untersuchungen war es, den Einfluss
der residualen GALT-Aktivitat auf die endogene Freisetzung von D-Galaktose bei
Patienten mit klassischer Galaktosdmie zu untersuchen. Zudem sollte letztlich die
Frage geklart werden, wie viel residuale GALT-Aktivitat erforderlich ist, um eine
Normalisierung des endogenen D-Galaktose-Stoffwechsels sicher zu erméglichen.
Dazu sollten in vivo D-Galaktose-Umsatzmessungen bei Patienten mit
unterschiedlicher residualen GALT-Aktivitat zwischen < 1% und ca. 25% der Norm

durchgefuhrt werden.

Urspringlich war geplant, fur diese Untersuchungen nur erwachsene
Galaktosamie-Patienten zu rekrutieren, um einen moglichen Einfluss der
Altersabhangigkeit der endogenen D-Galaktose-Freisetzung auszuschliel3en. Es
war jedoch nicht méglich, ein entsprechendes Patientenkollektiv zu gewinnen. Die
primare Ursache dafiur liegt in der Tatsache, dass mildere Formen der
Galaktosamie mit GALT-Restaktivitaten zwischen 2 und 20% der Norm deutlich
seltener sind als die typisch schweren Formen mit einer GALT-Restaktivitat < 1%
der Norm (Inzidenz ca. 1:40 000). Nach unserer noch begrenzten Erfahrung
durften die milderen Varianten nur mit ein zehntel der Haufigkeit der schweren
Form auftreten. Dies entsprache einer Inzidenz von etwa 1:400 000 und damit, in
Deutschland, ca. ein bis zwei neue Patienten pro Jahr.

AulRerdem kann vermutet werden, dass einige Patienten mit milderer Form nicht
das typische klinische Bild der klassischen Galaktosamie in der
Neugeborenenperiode entwickelt hatten und die Stoffwechselstérung daher nicht
diagnostiziert wurde. Selbst in den Gebieten, in denen seit Jahrzehnten ein
flachendeckendes Neugeborenen-Screening auf Galaktosamie durchgefuhrt wird,
durften manche Patienten mit milder Form friher unentdeckt geblieben sein, da
erst seit ca. einem Jahrzehnt mit ausreichend sensitiven Methoden untersucht

wird.
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In diesem Zusammenhang muss noch die sogenannte Duarte-D2-Variante der
Galaktosamie erwahnt werden. Personen mit diesem Genotyp weisen eine auf
25% der Norm verminderte GALT-Aktivitat auf. Sie werden heute beim
Neugeborenen-Screening aufgrund erhohter D-Galaktose-1-Phosphat-
Konzentration entdeckt und sind relativ haufig. In aller Regel wird trotz
Milchfutterung keinerlei klinische Symptomatik beobachtet, und die Kinder
entwickeln sich normal. Auch die anfanglich erhdhte Metabolit-Konzentration
normalisiert sich innerhalb weniger Monate. Diese Personen sind auch im
Erwachsenenalter klinisch und biochemisch vollstandig unauffallig, so das man
hier eigentlich nicht von Patienten sprechen sollte. Dieses Kollektiv ist flr unsere
Fragestellung nicht von primarer Bedeutung, da aufgrund der vorigen
Ausfihrungen angenommen werden kann, dass bei der hier vorliegenden
residualen GALT-Aktivitdt von 25% der Norm ein normaler Stoffwechsel der
endogenen Galaktose vorliegt. Die hier vorgestellten Befunde der D-Galaktose-
Umsatzmessungen bei einer Person mit Duarte-D2-Genotyp bestatigen diese

Annahme und durften reprasentativ fur das gesamte Kollektiv sein.

Eine deutschlandweite Suche nach Patienten mit residualer GALT-Aktivitat im
Bereich von 2 bis 20% der Norm ergab letztlich ein Kollektiv von 4 nicht
erwachsenen Patienten mit etwa ahnlichem Alter. Dieses Kollektiv haben wir dann
auf die oben genannte Duarte-D2-Variante und um funf bereits friiher untersuchte

Patienten mit residualer GALT-Aktivitat < 1% der Norm erweitert.

Bei den 10 Patienten wurden insgesamt 11 verschiedene Mutationen gefunden.
Fur sechs Mutationen, namlich R67C, Q188R, R259W, N314D, H319Q und
T350A liegen Daten zu funktionalen Auswirkungen auf die humane GALT-Aktivitat
vor. Diese wurden mittels Expressions-Versuchen in Hefe-Zellen gewonnen
(Riehman et al., 2001). Diese sechs Mutationen reprasentieren 16 der insgesamt
20 mutierten Allele (entspricht 80%). Insgesamt stimmen die, in dem Expressions-
System erhobenen Befunde gut mit den bei diesen Patienten gemessenen

residualen GALT-Aktivitaten Uberein.
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Endogene Galaktose-Bildung und Galaktose-Toleranz

Die hier erhobenen Daten zeigten eine inverse Korrelation zwischen der
residualen GALT-Aktivitat in den Erythrozyten der Patienten und der endogenen
D-Galaktose-Freisetzung. Dabei nahm die Freisetzungsrate exponentiell mit
zunehmender GALT-Aktivitat ab. Bei einer Restaktivitat von ca. 5% der Norm
wurde eine konstante und normnahe Freisetzungsrate erreicht. Eine Extrapolation
der Daten mittels eines einfachen Exponentialfunktionsmodels ergab bei
vollstandigem Ausfall der GALT-Aktivitat eine zu erwartende totale D-Galaktose-
Freisetzung von ca. 7 umol/h pro kg KG. Dieser Wert ist etwa doppelt so hoch wie
der bei den Patienten mit GALT-Aktivitaten < 1% der Norm gemessene Wert. Dies
lasst vermuten, dass bei diesen Patienten etwa die Halfte der insgesamt in
extrahepatischen Geweben aus dem Abbau von Glykoproteinen und Glykolipiden
freigesetzten D-Galaktose am Ort der Freisetzung auch wieder tber den Leloir-

Stoffwechselweg abgebaut wird.

Die Befunde zeigen weiter, dass bereits eine relativ geringfiigige Steigerung der
residualen GALT-Aktivitdt zu einer Verbesserung der Stoffwechselsituation fuhrt
(vgl. Abb. 1). Bereits bei einer GALT-Aktivitat in den Erythrozyten von etwa 1
pmol/h pro gup, entsprechend einer residualen GALT-Aktivitat nicht einmal ca. 5%
der Norm, werden hinsichtlich des endogenen D-Galaktose-Umsatzes Werte
erreicht, die denen gesunder Personen entsprechen. Diese Normalisierung gilt
gleicherweise fur die dynamischen Parameter, diese sind die endogene D-
Galaktose-R, und die Bildungs- und renalen Ausscheidungsraten von D-Galaktitol
und D-Galaktonat, wie auch fur die statischen Parameter, i.e. die intra- und
extrazellularen Konzentrationen von D-Galaktose-Metaboliten. Insgesamt reicht
also eine residuale GALT-Aktivitdt von ca. 5% Norm aus, um in allen Geweben,
insbesondere in extrahepatischen Geweben, sicher zu stellen, dass die endogen
gebildete D-Galaktose vollstandig Uber den Leloir-Weg oxidativ abgebaut wird. Es
kann also vermutet werden, dass bei einer residualen GALT-Aktivitat von > 5% der
Norm keine Effekte einer sogenannten ,Autointoxikation“ mehr zu befirchten sind.
Offensichtlich kommt es unter diesen Bedingungen nicht mehr zu einer auf eine
endogene D-Galaktose-Bildung zuriickzufihrende Akkumulation der potentiell

toxischen Stoffwechsel-Metaboliten D-Galaktose-1-Phosphat und D-Galaktitol.
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Die Ergebnisse belegen auch, dass mit zunehmender residualer GALT-Aktivitat
die Belastung des Lebergewebes durch endogene D-Galaktose abnimmt. Da die
Leber das Organ fir die Verwertung der exogenen D-Galaktose darstellt, ist
anzunehmen, dass durch die verminderte endogene Belastung einerseits und die
relativ erhéhte Abbaukapazitdt andererseits die Vertraglichkeit oder Toleranz fur
exogene D-Galaktose mit steigender residualer GALT-Aktivitat deutlich zunimmt.
Allerdings konnen aus den bisherigen Ergebnissen keine quantitativen Daten fir
die Toleranz fur exogene, mit der Nahrung zugefiihrte, D-Galaktose abgeleitet

werden.

Im vorigen Kapitel wurden Uberlegungen zur Abschatzung der minimalen Toleranz
fur exogene D-Galaktose bei Patienten mit Galaktosdmie vorgestellt. Im
Folgenden soll versucht werden mit einem ganz anderen Ansatz die maximale
Toleranz fur D-Galaktose abzuleiten. Diese Uberlegungen basieren auf den
inzwischen Uber viele Jahren akkumulierten Daten zur D-Galaktose-
Eliminationskapazitat der Leber (GEC) bei Menschen. Dieser Ansatz wurde von
Tygstrup (1963) etabliert und bestimmt die maximale GEC. Der Test qilt

inzwischen als etablierter Leberfunktionstest.

Zur Ermittelung der GEC werden i.d.R. 500 mg D-Galaktose pro kg KG als
intraventdser Bolus appliziert und dann der lineare Abfall der D-Galaktose-
Konzentration im Plasma-Kompartiment und renale D-Galaktose-Ausscheidung
bestimmt. Die D-Galaktose-Elimination erfolgt dabei zu ca. 90% durch den Leber-
Metabolismus und ca. 10% durch die Nieren (Tygstrup 1963). Bei gesunden
Erwachsenen wurde, uUbereinstimmend bei zahlreichen Autoren, mit dieser

Methode eine mittlere GEC von 7 mg/min pro kg KG ermittelt.

Sollen diese Daten fur eine Abschéatzung der GEC bei Patienten mit Galaktosamie
verwendet werden, ist zunachst zu berucksichtigen, dass bei Gesunden nicht die
Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-Reaktion sondern die Galaktokinase-
Reaktion der geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des D-Galaktose-Abbaus
darstellt. Bei gesunden Erwachsenen ist die GALT-Aktivitat etwa zweifach héher
als die GALK-Aktivitat. Die GALT-Reaktion wird erst dann zum
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geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, wenn die GALT-Aktivitat um 50%
vermindert ist. Diese Situation tritt typischerweise bei den heterozygoten Eltern

von Patienten mit Galaktosdmie auf.

Aufgrund dieser Uberlegung sollte bei weiterer Verminderung der GALT-AKktivitat
die GEC entsprechend der Reduktion der geschwindigkeitsbestimmenden Enzym-
Reaktion abnehmen. D.h. bei einer residualen GALT-Aktivitat von 25% der Norm,
die typischerweise bei Personen mit Duarte-D2-Genotyp auftritt, dirfte die GEC
auf ca. 3 mg/min pro kg KG reduziert sein. Bei einer residualen GALT-AKktivitat von
5% der Norm, also dem o.a. Grenzwert fur die Normalisierung der endogenen D-
Galaktose-Elimination, kann die GEC auf unter 1 mg/min pro kg KG geschatzt
werden. Bei einer residualen Enzymaktivitat von ca. 0.5% der Norm, die
typischerweise bei Patienten mit klassischer Galaktosamie zu finden ist, kdnnte
die GEC dann entsprechend 0.1 mg/min pro kg KG betragen. Falls z.B. letzteres
zutrifft, sollte ein erwachsener Patient mit klassischer Galaktosamie bei einem
Korpergewicht von 70 kg Uber den Tag verteilt bis zu 10 g D-Galaktose durch den
Leber-Stoffwechsel eliminieren koénnen. Diese Abschatzung liegt nahe der
mittleren D-Galaktose-Zufuhr gesunder Erwachsene, die 10 bis 15 g D-Galaktose
pro Tag mit der Nahrung aufnehmen. Tats&chlich gibt es auch sporadische
Berichte Uber Patienten mit klassischer Galaktoséamie, die auch ohne Einhaltung
einer Diat, D-Galaktose-Metabolit-Konzentrationen in Zellen und
Korperflissigkeiten aufweisen, die mit Konzentrationen bei diatetisch behandelten
Patienten vergleichbar sind (Lee et al., 2004). Anzumerken ist hier, dass unter Diat
die Patienten ca. 50 mg D-Galaktose pro Tag zu sich nehmen (Berry et al., 1993).

Falls diese Uberlegungen letztlich zutreffen, sollte bei einer GALT-Aktivitat von 5%
der Norm die maximale D-Galaktose-Toleranz ca. 70 g D-Galaktose pro Tag
betragen, eine Zufuhrmenge (i.e. 4 L Milch), die mit einer normalen Erndhrung
nicht erreicht wird. Entsprechend sollte bei Patienten mit Duarte-D2-Genotyp
(GALT-Aktivitat ca. 25% der Norm) aufgrund der hohen theoretischen D-
Galaktose-Toleranz im Erwachsenenalter keine Zufuhr-Beschrankung erforderlich
sein. Eine Vermutung, die zumindest durch die Erfahrung voll bestétigt wird.

Allerdings steht dies im scheinbaren Gegensatz dazu, dass Neugeborene mit dem
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Duarte-D2-Genotyp durch deutlich erhéhte Konzentrationen an D-Galaktose-1-
Phosphat im Neugeborenen-Screening auffallig werden (ohne dass jedoch die
typischen klinischen Zeichen der klassischen Galaktosamie auftreten). Die
Erklarung durfte darin liegen, dass bei diesen Neugeborenen aufgrund der
reduzierten GALT-AKktivitat diese Enzymreaktion insgesamt zum
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt flir die D-Galaktose-Elimination wird. Da
die spezifische GALT-Aktivitdt im Leber-Gewebe nicht vom Alter abhangig ist,
kann die maximale GEC fur diese Neugeborenen zu etwa 5 g D-Galaktose pro kg
KG pro Tag abgeschatzt werden. Dies entspricht bei einem 3.5 kg schweren
Neugeborenen 32 g Laktose pro Tag. Diese Menge ist in etwa 500 mL Muttermilch
enthalten. Das Volumen entspricht der normalen Trinkmenge des Sauglings von
etwa ein funftel bis ein sechstel seines Koérpergewichts. Unter diesen Bedingungen
ist damit die Grenze der Eliminationskapazitat der GALT-Reaktion beinahe
erreicht. Aufgrund des groRen Uberschusses an GALK-Aktivitat kann es initial zu
einem moderaten Anstieg des D-Galaktose-1-Phosphats kommen. Aufgrund des
Ruckgangs der GALK-Aktivitdt normalisieren sich die Stoffwechselparameter dann

innerhalb von zwei bis drei Monaten.

Ausblick

Zu diesen Uberlegungen muss allerdings kritisch angemerkt werden, dass es sich
um eine theoretisch abgeschétzte Toleranz bei Patienten auf der Grundlage der
maximalen Toleranz bei Gesunden handelt. Da unklar ist, ob eine solche
Ubertragung tatsachlich moglich ist, muss in nachfolgenden Studien experimentell
die D-Galaktose-Toleranz bei Patienten mit klassischer Galaktosamie ermittelt
werden. Aufgrund der Befunde zur Altersabhangigkeit der endogenen D-
Galaktose-Bildung durfte hier auch eine Altersabhangigkeit der Toleranz fur
exogene D-Galaktose von wesentlicher Bedeutung sein. Wir vermuten, dass diese
Toleranz-Studien letztlich zu einem Paradigmen-Wechsel der Diatfihrung bei

Galaktosamie filhren werden.
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10 Zur endogenen Galaktose-Bildung beim Menschen

Fragestellung und primare Zielsetzung

Bei der klassischen Form der Galaktosamie ist der Abbau von D-Galaktose
aufgrund eines angeborenen Mangels an Aktivitdt der D-Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase gestort. Als Folge akkumulieren die potentiell toxischen
Metabolite D-Galaktose-1-Phosphat und D-Galaktitol. Die Therapie besteht in einer
lebenslangen strikt laktose-freien und galaktose-armen Diét. Trotz strengster Diat
persistieren bei den Patienten jedoch deutlich Uber die Norm erhohte
Metabolitspiegel. Seit langem wird vermutet, dass dies auf die Bildung von
endogener D-Galaktose im Rahmen des Abbaus von Glykoproteinen und
Glykolipiden zuriickzufuihren sein konnte. Zur Bedeutung der endogenen D-
Galaktose-Synthese beim Menschen sind in der Literatur bisher allerdings keine

zuverlassigen Daten publiziert.

Ziel dieser Arbeit war zunachst, die endogene D-Galaktose-Freisetzung mittels in
vivo Stoffwechselumsatzmessung vergleichend bei Gesunden und bei Patienten

mit klassischer Galaktosamie quantitativ zu erfassen.

Die vermutete endogene D-Galaktose-Bildung aus Glykoprotein- und
Glykolipidumsatz wird nicht nur vom normalen Erhaltungsstoffwechsel beeinflusst
sondern durfte auch mit der Wachstumsrate korreliert sein. Um diese
weitergehende Hypothese zu prufen, wurde bei Patienten mit Galaktosdmie
untersucht, ob und inwieweit die endogene D-Galaktose-Freisetzung vom

Wachstum, also dem Alter der Patienten, abhangig ist.

Etablierung spezieller Analysenverfahren

Eine ausfuhrliche Literaturrecherche  vor Beginn der in Vivo

Stoffwechselumsatzmessungen ergab, dass bisher keine geeigneten und/oder

ausreichend sensitiven Methoden zur Bestimmung der Konzentration und **C-
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Anreicherung der D-Galaktose-Metabolite in Zellen und Korperflussigkeiten
publiziert wurden. Daher wurde fiir die Bestimmungen der Metabolite D-Galaktose,
D-Galaktose-1-Phosphat, D-Galaktitol, und D-Galaktonat jeweils spezielle
gaschromatographisch-massenspektrometrische Analysenverfahren unter Einsatz
U-*C-markierter interner Standards ausgearbeitet. Nach Metabolitextraktion,
Aufreinigung durch lonenaustauschchromatographie und Metabolit-spezfischer
Derivatisierung erfolgte die Quantifizierung mittels der stabil-Isotopen-
Verdinnungs-Technik.

Alle Verfahren wurden hinsichtlich der Anwendbarkeit fir Analysen bei Gesunden
und Patienten evaluiert und waren hochsensitiv (D-Galaktose < 0.02 pmol/L, D-
Galaktose-1-Phosphat < 0.01 pmol x Lggc?, D-Galaktitol < 0.01 pmol x L™, D-
Galaktonat < 1.0 pmol x L™) und gut reproduzierbar (VK < 15%).

Endogene Bildung von Galaktose

Die in vivo Umsatzmessungen zum D-Galaktose-Stoffwechsel wurden unter
Einsatz der stabil-Isotopen-Technik mit D-[1-'*C]Galaktose als Substrat

durchgefuhrt.

Zur Etablierung eines Referenzbereichs wurden zunachst gesunde Erwachsene
(n=7) untersucht. Bei diesem Kollektiv lag die Rate der D-Galaktose-Freisetzung
aus endogenen, extrahepatischen Geweben (R,, ,rate of appearance in plasma*)
im Mittel bei 0.29 + 0.04 umol/h pro kg KG. Die in das Plasma freigesetzte
endogene D-Galaktose wurde praktisch vollstandig (> 98%) von der Leber
aufgenommen und oxidativ abgebaut. Die D-Galaktose-Ausscheidung Uber die

Nieren war dagegen vernachlassigbar gering (< 2%).

Danach wurden die in vivo Umsatzmessungen bei einem genotypisch homogenen
Kollektiv. von achtzehn Q188R-homozygoten Patienten mit klassischer
Galaktosamie (GALT-Aktivitat in Erythrozyten < 1% der Norm) im Alter zwischen 4

und 38 Jahren durchgefihrt. Die extrahepatische Freisetzungsrate endogener D-
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Galaktose (R,) war altersabhéngig und nahm von etwa 4.6 umol/h pro kg KG bei
Kleinkindern exponentiell auf etwa auf etwa 2.0 umol/h pro kg KG bei
Erwachsenen ab. Die R, bei erwachsenen Patienten war damit tiber 10fach hoher
als bei Gesunden. Ahnlich wie bei Gesunden wurde ins Plasma freigesetzte D-

Galaktose zu > 99% in der Leber verstoffwechselt.

Parallel zur R, der D-Galaktose nahmen bei den Patienten auch die
Freisetzungsraten von D-Galaktitol- und die D-Galaktonat mit zunehmendem Alter
ab. Das Verhdltnis der Freisetzungsraten von D-Galaktose zu D-Galaktitol zu D-
Galaktonat war mit etwa 10:5:1 weitgehend konstant. Im Gegensatz zur D-
Galaktose wurden D-Galaktitol und D-Galaktonat nahezu vollstandig tber die Niere
ausgeschieden.

Die totale endogene D-Galaktose-Freisetzungsrate wurde als Summe aus der D-
Galaktose-R, und der Ausscheidung von D-Galaktitol und D-Galaktonat berechnet.
Die totalen D-Galaktose-Freisetzungsraten konnten sehr gut an das einfache
Exponentialfunktionsmodell y = yp + a*exp(-b*t) angepasst werden. Mit diesem
Model ergaben sich Schatzwerte fir die totale D-Galaktose-Freisetzungsrate von
ca. 41 mg/Tag pro kg KG bei Sauglingen und Kleinkinder und von 13 mg/Tag pro
kg KG bei erwachsenen Patienten.

Um zu prifen, inwieweit die bei Q188R homozygoten Patienten erhobenen Daten
fur das gesamte Patientenkollektiv reprasentativ sind, wurden auch bei einer
Anzahl (n=17) compound heterozygoter Patienten im Alter zwischen 4 und 34
Jahren mit vergleichbar niedriger GALT-Aktivitat (< 1% der Norm) in vivo
Stoffwechselumsatzmessungen durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten insgesamt
eine sehr gute Ubereinstimmung mit den Daten fir das Q188R-homozygote
Patientenkollektiv. Z.B. lagen bei den compound heterozygoten Patienten die
mittleren Schatzwerte des Exponentialfunktionsmodells fir die totale endogene D-
Galaktose-Freisetzung bei 42 mg/Tag pro kg KG fir Neugeborene und bei 15

mg/Tag pro kg KG fir erwachsenen Patienten.
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Insgesamt zeigten diese Befunde, dass bei Patienten mit klassischer Form der
Galaktosamie (GALT < 1% der Norm) - unabhangig von Genotyp - betrachtliche
Mengen an D-Galaktose endogen freigesetzt wurden. Durch diese Ergebnisse
wird letztlich die Hypothese zum Einfluss der endogenen D-Galaktose-Bildung auf
die Metabolitkonzentrationen bei Galaktosamie bestatigt. Zudem steht die hier
beobachtete Altersabhangigkeit der totalen D-Galaktose-Freisetzungsrate in
Ubereinstimmung mit unserer Vermutung, dass die Bildungsrate der endogenen
D-Galaktose im Rahmen des Glykoprotein- und Glykolipidstoffwechsels auch mit

der Wachstumsrate korrelierten sein durfte.

Bei allen Patienten wurde eine geringe residuale GALT-Aktivitat in den
Erythrozyten nachgewiesen. In Ubereinstimmung damit war auch bei allen
Patienten eine oxidative Verstoffwechselung der D-Galaktose in vivo
nachweisbar. Daraus konnte geschlossen werden, dass ein noch unbekannter
Anteil der D-Galaktose nach der Freisetzung aus der Protein- bzw. Lipid-Bindung
intrazellular direkt am Entstehungsort metabolisiert wurde und damit einer
Messung im Blut-Kompartiment nicht zuganglich war. Demzufolge sollte die
endogene D-Galaktose-Bildung bei klassischer Galaktosdmie insgesamt héher
sein, als die mittels D-Galaktose-Stoffwechselumsatzmessungen erfasste totale D-

Galaktose-Freisetzung.

Um diese Vermutung zu prifen wurden in vivo Studien bei Patienten mit
weitestgehend blockiertem Abbau der D-Galaktose durchgefuhrt.
Stoffwechseluntersuchungen bei drei erwachsenen Patienten mit vollstandigem
Ausfall der D-Galaktokinase-Aktivitdt ergaben, dass die totale D-Galaktose-
Freisetzungsrate bei diesen Patienten etwa 3fach hoher lag als bei
altersentsprechenden Patienten mit D-Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase-
Mangel. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte abgeschatzt werden, dass bei
erwachsenen Patienten mit klassischer Galaktosdmie ca. 65% der gesamten in
extrahepatischen Geweben endogen gebildeten D-Galaktose direkt abgebaut
wurde. Etwa 25% wurde in das Plasma-Kompartiment freigesetzt und in der Leber

abgebaut. Etwa 10% wurde als D-Galaktitol oder D-Galaktonat renal eliminiert.
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Die obigen Befunde deuteten darauf hin, dass Patienten mit klassischer
Galaktosamie, trotz sehr geringer residualer GALT-Aktivitat, betrachtliche Mengen
an D-Galaktose oxidativ verstoffwechseln konnen. Demzufolge sollte jede
Erhdhung der residualen GALT-Aktivitat zu einer deutlichen Erhohung der
Kapazitat fur die Elimination von D-Galaktose fuihren. Auch bei deutlich reduzierter
GALT-AKktivitat sollte es damit letztlich zu einer Normalisierung des D-Galaktose-
Stoffwechsels kommen. Um den Einfluss der residualen GALT-Aktivitat auf die D-
Galaktose-Freisetzung zu prifen, wurden Stoffwechselumsatzmessungen bei
Patienten durchgefihrt, die bei vergleichbarem Alter unterschiedliche residuale
GALT-Aktivitdten zwischen < 1% und 25% der Norm aufwiesen. Diese
Untersuchungen zeigten eine exponentielle Abnahme der totalen endogenen D-
Galaktose-Freisetzung mit zunehmender residualer GALT-Enzymaktivitat. Ab
einer residualen Enzymaktivitat von etwa 5% der Norm wurden praktisch normale

Freisetzungsraten erreicht.

Mogliche Bedeutung der Ergebnisse

Insgesamt bestatigen die in dieser Arbeit erhobenen Befunde sowohl die
ursprunglich Hypothese einer relevanten endogenen D-Galaktose-Bildung beim
Menschen als auch die weiterfiihrende Hypothese einer positiven Korrelation von

Wachstumsrate und endogener D-Galaktose-Bildung (s. Kap. 7,8).

Diese Befunde lieferten auch eine Erklarung dafir, dass bei Neugeborenen und
Sauglingen, trotz vergleichbar strikter Diat, immer hohere Konzentrationen der D-
Galaktose-Metabolite gefunden werden als bei erwachsenen Patienten. Aul3erdem
legt die altersabhangige Reduktion der endogenen D-Galaktose-Belastung aus
extrahepatischen Quellen nahe, dass mit zunehmendem Alter die Toleranz der

Patienten fur exogene, mit der Nahrung zugefuhrte D-Galaktose zunehmen sollte.

Auf der Grundlage der Befunde wurden erste theoretische Schatzung zur D-
Galaktose-Toleranz durchgefihrt. Danach kann die Toleranz fir exogene D-

Galaktose z.B. bei einem erwachsenen Galaktosamie-Patienten von 70 kg
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Kdrpergewicht mindestens ca. 1 g D-Galaktose pro Tag (s. Kap. 8) mdglicherweise
aber auch mehr als etwa 10 g pro Tag (s. Kap. 9) betragen. Berlcksichtigt man,
dass bei der derzeitigen diatetischen Therapie die Zufuhr mit der Nahrung deutlich
weniger als 0.1 g D-Galaktose pro Tag bei erwachsenen Patienten betragt, sollte
also zumindest im Erwachsenenalter eine diatetisch relevante D-Galaktose-

Toleranz bei klassischer Galaktosamie vorhanden sein.

Das Vorliegen einer solchen Toleranz fir exogene D-Galaktose muss nun in
nachfolgenden D-Galaktose-Belastungsstudien experimentell geprift werden.
Sollte die Toleranz in der erwarteten GréRenordnung verifiziert werden kdnnen,
durfte dies zu einem Paradigmenwechsel bei den Diatempfehlungen fuhren. Diese
sind derzeit fur Patienten unabhéngig vom Alter, auf3erst restriktiv und nur

schwierig einzuhalten.

Bezuglich der langfristigen Entwicklung von neurologisch-kognitiven Defiziten bei
Patienten mit Galaktosamie deuten die Ergebnisse dieser Arbeit daraufhin, dass
nicht die exogen mit der Nahrung zugefihrte D-Galaktose, sondern vor allem die
endogen gebildete D-Galaktose die entscheidende Rolle spielt. Weiterfihrende
Untersuchungen zur zellularen Pathobiochemie der D-Galaktose-Metaboliten sind
nun erforderlich, um zu klaren, welche Mechanismen den Langzeitsch&den im

Zentralnervensystem zugrunde liegen.
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