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Galaktokinase-Defekt bei einem Neugeborenen 
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Ein bloekierter Metabolismus der Galaktose ist seit 
langem bei der sog. Galaktos~mie bekannt, die auf 
einem Mange] an GM-1-Phosphat-Uridyltransferase 
beruht und eine Anhgufung yon GM-1-Phosphat und 
Galaktito] zur Folge hat. Wenn der Milehzucker Ms 
Galaktosequelle nicht frfihzeitig aus der Nahrung eli- 
miniert wird, fiihrt dies zu einem Intoxikationssyn- 
drom, bei dem Hirnsehaden, HepatomegMie, Ieterus 
und Katarakte  das Krankheitsbild beherrsehen. Neuer- 
digs wird deshMb die Frfihdiagnose im Nabelsehnur- 
blut gefordert, damit eine galaktosefreie Di/tt jeder 
beginnenden Seh/~digung vorbeugen kann. 

Beutler u. Mitarb. haben 1966 die Duarte-Variante 
dieses Enzymdefektes beschrieben, die nur fiber die 
H&lfte der Aktivit&t verfiigt und wohl eine Hyper- 
galaktos&mie hervorruft,  aber keine kliniseh mani- 
festen Symptome zur Folge hat. Weiterhin haben Git- 
zelmann u. Mitarb. bei zwei erwaehsenen Geschwistern, 
die als Kinder irffolge Katarakten blind geworden wa- 
ren, einen Galaktokinasemangel gefunden. Die beiden 
genannten Enzymdefekte sind in Abb. 1 dargestellt. 

Thalhammer u. Mitarb. gelang es 1968, bei einem 
Screening-Test die gleiehe Anomalie sehon bei einem 
Neugeborenen mit Hypergataktosgmie aufzudeeken. In 
der Familienanamnese fehlen Hinweise auf Katarakte,  
MentMdefekt oder Leberaffektionen. Wghrend der er- 
sten drei Woehen blieb das Neugeborene ohne difiteti- 
sehe Behandlung und zeigte keinerlei Intoxikations- 
zeiehen, vor allem keine Katarakte.  Die Autoren ver- 
muten, dab Linsentrfibnngen bei Galaktokinasemangel 
sp~,ter auftreten als bei Uridyltrans~erasemangeI. 

Im folgenden wird fiber ein Neugeborenes beriehtet, 
dessen Befunde die Klinik und Bioehemie dieses En- 
zymdefektes weiter vervollst&ndigen. 

Klinische Be/unde 
Aus der Familienanamnese ist bekannt, dab es sieh 

um eine dunkelh~utige Sehausteller-Familie (Zigeu- 
her ?) handelt. Der Vater ist 22 Jahre, die Mutter 
21 Jahre alt; sie sind blutsverwandt, indem die Mutter 
des Vaters und der GroBvater der Mutter Geschwister 
sind. Der Patient ist das dritte Kind der Familie, die 
21/~ Jahre und 15 Monate alten Brfider sind kliniseh 
gesund. Der GroBvater und eine seiner Tauten sind 
in frfiher Kindheit  erblindet, waren abel" zu einer 
klinisehen und bioehemisehen Untersuehung nieht 
bereit. Die Eltern des Patienten weisen keinerlei 
SehstSrung auf und sind frei yon Kataraktenk 

Weibliches Neugeborenes mit einem Geburtsge- 
wieht yon 2340 g. Die Klinikseinweisung erfolgte we- 
gen perinatMer Asphyxie. Wghrend der klinischen Be- 
obaehtung wiederholte sich diese nicht, doeh wurde am 
7. Lebensta.ge eine positive Harnzuokerprobe festge- 
stetlt. Bei der Dfinnsehiehtehromatographie erwies sieh 
der Zucker als Galaktose. Im Blur lag der Hagedorn- 
Jensen-Wert stets betrgchtHch h6her als die enzy- 
matische Glueosebest/mmnng. Diese Differenz erh6hte 
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sieh naeh den Milehmahlzeiten. So betrug z.B. der 
enzymatisehe Blutzuckerwert 90 mg%, der naeh Hage- 
dorn-Jensen ermittelte dagegen 166 mg %. Naeh den 
Mahlzeiten stiegen die Werte auf 93 bzw. 204 rag%. 
Die Ernghrung bestand zu diesem Zeitpunkt aus 
200 ml Muttermflch und 160 ml Humana 1. Der Serum- 
bilirubinspiegel betrug am 32. Lebenstage 0,16 mg %, 
die SGPT 15,2 mU/ml, die SGOT = 18,0 mU/ml. Der 
Urin zeigte keine Hyperaminaeidurie. 
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Abb. 1. Schema des Galaktose-Metabolismus mit den dabei 

bekanntcn heredit/iren Enzymdefekten 

Die diatetisehe, galaktosefreie Therapie wurde am 
32. Lebenstage mit Nutramigen begonnen und 3 Wo- 
ehen sparer auf MBF Gerber umgestellt. Der S/~ugling 
zeigte im Alter yon 41/2 Monaten ein Gewieht yon 
4300 g. Die charakteristisehe Differenz z~5sehen enzy- 
matischer Blutzuckerbestimmung und dem Reduk- 
tionswert war werdge Tage nach Digtbeginn ver- 
sehwunden. 

Am Tage vor Beginn der galaktosefreien Di~t konn- 
ten erstmalig Trfibungen im Linsenzentrum mit reiter- 
artigen Verdichtungen in der Randzone der Trfibungen 
beobaehtet werden, die weir fiber die gelegentlieh vor- 
kommenden Trfibungen bei gesunden Neugeborenen 
hinausgingen; die peripheren, gquatorialen Linsenan- 
teile waren frei. Die Katarakte  dehnten sieh in den 
ersten Tagen naeh Di~tbeginn noeh weiter aus, waren 
aber eine Woehe sp~tter rfiekl£ufig und 6 Wochen sp&- 
ter kaum noeh erkennbar. 

Biochemische Unter~uchungen 
Mit Hilfe yon Galaktose-l-C 14 untersuehten wir die 

Aktivit/~t der Galaktokinase dureh Inkubation yon 
Erythrocyten-Httmolysat und papierchromatographi- 
sohe Auftrennung in phosphorylierte Galaktosederi- 
vate und nicht metabolisierte Gal~ktose (Ng, Donnell 
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und  Bergren) .  Diese Au to ren  konn ten  nachweisen,  dab  
dabe i  vorwiegend Ga lak tose - l -Phospha t  und  nur  e twa 
10% U r i d y l - D i p h o s p h a t - G a l a k t o s e  (UDP-Gal )  gebfl- 
de t  werden.  Da  un te r  diesen Versuehsbedingungen  die 
U D P - G a l - 4 - E p i m e r a s e  infolge Zers tSrung yon  N A D  
inak t iv i e r t  wird,  kSnnen UDP-Glucose  und  1~C0~ auf  
d iesem Wege  n ieh t  geb i lde t  werden.  

Methodik 
1. Bestimmung der Galaktokinase-Alctivitgt. 5 ml friseh ab- 

genommenes, heparinisiertes Blur wurden in der K~lte zentri- 
fugiert, Plasma und die Anreicherungszone der wei6en Blut- 
zellen abpipettiert. Die Erythroeyten wurden dreimal mit kal- 
ter physiologischer Kochsalzl6sung gewaschen, wobei das 
Waschvolumen dem des Erythrocyten-Riickstandes entsprach. 
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Abb. 2an.  b, Radiopapierehromatogramm: Phosphorylierte 
Galaktose (Gal-I-P+UDP Gal) und nicht umgesetzte Gal~k- 
rose bei a) Kind mit Galaktokinase-Defekt, b) gesundem Kon- 
trollkind. Relative Impulsraten (Summe der Gesamtaktivit~t 

der 2 em breiten Streifen == 100 

AnsehlieBend wurden die gewaschenen Erythrocyten dreimal 
eingefroren und ~deder aufgetaut. Dureh Zugabe yon dest. 
~Tasser in der ]V[enge des Ervthroeytenvolumens wurde ein 
50 % iges H~molys~t hergestellt. 

Die Inkubation wurde in PlastikrShrchen mit einer LSsung 
durchgefiihrt, die in 1,0 ml Gesamtvo]umen enthielt: 

0,56 ~mol Galaktose-l-C t~ (spezifisehe Aktivit~t 5 ~Ci/mg), 
4,0 ~mol ATP, 
0,08 Fmol MgSO~, 
150~.mol Trispuffer PH 7,0, 
0,4 ml 50 % iges Erythrocyten-H~molysat. 

Nach einer Inkubationszeit yon 30 min bei 37 ° C wurden die 
PtastikgefEBe zur Deprote/nisierung und Enzyminaktivierung 
der tnkubat, ions]Ssung ftir 4 rain in kochendes VWasser gebraeht 
und anschlieBend im Eisbad gekfihlt. Die erforderlichen Kon- 
trollen wurden dutch Denaturierung der Proteine vor der In- 
kubation und Zugabe yon Galaktose-l-C ~ hergestellt. 

Die gekfihlten GefiiBe wurden dureh mehrfaches Umschwen- 
ken gut durehmischt und bei + I°C zentrifugiert (ca. 12000 g). 
Zur Chromatographie wurde 0,1 ml des klaren ~berstandes in 
einer Breite yon 3,5 cm auI DEAE-Cellulosepapier (Whatman 
DE 20) aufgetragen. Die auf eine L~nge yon 30 cm gesehnitte- 
hen Streifen wurden im geschlossenen Tank absteigend mit 
destilliertem Wasser Ms Laufmit~el chromatographiert. Bei 
einer Laufmittel~ront yon ca. 20 cm, die nach ca. V/e Std er- 
reicht waren, wurde die Chromatographie abgebrochen. Die 
luftgetrockneten Chromatogramme wurden 1 em vor der Auf- 
tragsstelle beginnend in 2 cm breite Streifen geschnitten, in 
MeBgl~schen mi~ 15 ml SzintillationslSsung (4 g Omnifluor/ 
1 Toluol) getaucht und im Flfissigkeits-Szintillationsspektro- 
meter (Packard Tri Carb Modell 4322) zur Aktiviti~tsbestim- 
mung verwendet. 

Von jedem Versuchsansatz wurden drei Parallelen und ein 
Kontrollwert deproteinisierter LSsung inkubiert und chroma- 
tographiert. Neben den Versuchs- und Kontrollchromatogram- 
men lief jeweils ein Chromatogramm mit nicht inkubierter 
Galaktose-l-Ct4-StandardlSsung zur Kontrolle auf Verunreini- 
gung mit. 

In unseren Untersuchungen zeigten sieh in allen Chromato- 
grammen nur zwei Gipfel. Eine Trennung in phosphorylierte 
Produkte, die an oder in der Niihe der Au~tragsstelle Iagen, und 
in die mit der Laufmittelfront gewanderte, unveri~nderte G~- 
laktose war jedoch eimvandfrei mSglich (Abb. 2). 

Die Galaktokina, se-Aktivit~t wurde aus der Fr~k$ion der 
phosphorylierten Galaktose naeh Abzug der entsprechenden 
Kontrollwerte errechnet und in ~zmol phosphorylierte Galak- 
tose/mlErythroeyten-Konzentrat/Std ausgedriiekt. Ng u. 
Mitarb. konnten naehweisen, dab bei Normalpersonen inner- 
halb 90 rain die Konzentration der phosphorylierten Galaktose 
proportional der Zeit ansteigt. 

2. Bestimmung der Oxydationsrate yon Galaktose-l-C 1~ zu 
14C02. 1 ml ffisch abgenommenes heparinisiertes Blur wurde 
naeh Weinberg in Warburg-Gef~l~en mit zentralen Mikrokam- 
mern unter Zusatz yon 1 ml Ringer-Bicarbona.t-L6sung yon 
pH 7,4, die 1 mg Glueose/ml und 0,5 FCi Galaktose-l-C14/ml 
(spezifische Aktivit~t 5 FCi/mg) enthie]t, fiber 90 rain bei 37 ° C 
inkubiert. In die zentraIen ~Iikrokammern der Warbm~-Ge- 
f~lle waren 0,5 ml Hyamin eingefiillt worden. Vor Beginn der 
Inkubation wurden die Gef~Be kurze Zeit mit Sauerstoff be- 
gast. Naeh 90 min wurde durch Zugabe yon 0,2 ml 5 n H2S04 
die Inkubation beendet. Die Hyaminbase wurde in entspre- 
chende Mel]gl~schen abpipettiert, die zentralen Mikrokammern 
mehrmals mit SzintillationslSsung ausgespfilt und die Mel]- 
gl~sehen ~uf 15 ml mit $zintillationslSsung (4 g Omnifluor/ 
1 Toluol) aufgeffillt. 

Die im Spektrometer gemessenen Impulsraten wurden mit 
Hilfe externer Standardisierung (22~I~a) ~uf maximale Im- 
pu]sausbeute und auf 1 × 10 ~ weil~e BlutzelIen pro Ansatz kor- 
rigiert. Von jeder Blutprobe wurden 3 Para]lelen gleichzeitig 
angesetzt und yon den Ergebnissen die in entsprechenden 
Blindversuchen ohne Blu~zusatz ermittelten Impu]sraten ffir 
CO 2 subtrahiert. 

Ergebnisse der radiochemischen Untersuchungen 

Dem S~ugling wurde zweimal  in Abs t~nden  von 
l0  Tagen Blur  en tnommen  und  die Ga lak tok inase -  
Aktivit /~t nach der  beschr iebenen Methodik  be s t immt .  
Zu den  gleichen Zei ten abe t  wurden  paral le le  Unter -  
suchungen an  E r y t h r o c y t e n - H ~ m o l y s a t  eines gesunden 
S/~uglings der  gleichen At terss tufe  durchgef / ihr t .  Die  
Ergebnisse  dieser  Un te r suchungen  zeigt  Tabet le  1. 

Tabelle 1. Radiopapierchromatographische Bestimmung der Ga- 
laktokinase-Aktivitdt. Umsatz von D.Galaktose zu phosphory- 
lierten Produkten (Gal-l-P + UDP-- Gal). Einsatz yon 
2,8 ~Mol D.Galaktose/ml Erythrocyten; Inkubationszeit 30 rain 

Name A1Mr Phosphorylierung 
yon Galaktose 
(tzMol/ml Erythro- 
eyten) 

Einzel- Mittel- 
wer~e wert 

W., N.-M. 3 Mon. 0,036 0,02 
(Galaktokinasedefekt) 0,004 
G. S. (Kontrolle) 6 Mon. 0,430 0,54 

0,650 

Bci dem gesunden K i n d  l iegt  mi t  e inem Umsa tz  yon 
durchschn i t t l i ch  0,54 Fmol  Ga lak tose  zu phosphory-  
l ier ten P roduk t e n /m]  E r y t h r o c y t e n  und  S tunde  eine 
normale  G a l a k t o l d n a s e - A k t i v i t ~ t  vor.  Dieser  ~Vert ent-  
spr ich t  de r  yon  Ng u. Mitarb .  e rmi t t e l t en  Ga lak tok i -  
nase-Aktivi t /~t  von K i n d e r n  dieser  Al te rsgruppe .  Bei  
dem k r a n k e n  K i n d  dagegen l iegt  die Ga lak tok inase -  
Ak t iv i t / i t  gegeni iber  dem N orma lw e r t  auf  e twa 4% 
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erniedrigt. 1 ml Erythroeyten des kranken Kindes setz- 
ten in 1 Std yon den angebotenen 2,8 i, mol Galaktose 
weniger als 1% in Galaktose-t-Phosphat bzw. UridyI- 
diphosphatgalaktose um, wghrend bei dem gesunden 
Kontrollkind die Umsatzrate  bei etwa 20 % lag (Ahb. 2). 

Die Ergebnisse allein der ehromatographisehen Un- 
tersuchungen zeigen, dab es sich hier nicht um einen 
Fall des fiblichen Transferase-, sondern eines Galakto- 
kinase-Defektes handelt. Lgge ein Defekt der Gal-I-P- 
UDP-Transferase vor, so ware es bei dem kranken Kinde 
zu einer Anreieherung yon Gal-I-P gekommen, was in der 
ehromatographisehen Analyse zu einer entspreehend 
hohen Aktivi tgt  im Gipfel der phosphorylierten Pro- 
dukte nahe der Auftragsstelle geffihrt hgtte. 

Eine aueh bei dem erkrankten Kind und dem Kon- 
trollkind durehgeffihrte Untersuehung fiber den Um- 
satz yon Gataktose zu CO~, deren Ergebnisse in Ta- 
belle 2 wiedergegeben sind, bestgtigen auf Grund des 
nur gngerst geringen Umsatzes der wei/]en Blutzellen 
des erkrankten Kindes das Vorliegen des Stoffweehsel- 
bloekes. 

Tabel le  2. Umsatz yon 0,56 ~Mol Galalctose-l-14C (spezi/ische 
Aktivitiit 5 ~Ci/mg zu 1~C02 pro I × 10 ~ weifle Blutzelten). 90,rain 

Inkubation yon I ml Vollblut 

Name Alter Umsatz ZU 14CO2 
(Imp/min) 

W., N.-M. 3 Men. 112 
(Galaktokinasedefekt) 
G. S. (Kontrolle) 6 Men. 8900 

Die angewandte Methodik der Bebrfitung yon 
Erythrocyten-Hgmolysat  und die chromatographisehe 
Trennung ergeben einen sicheren Aufsehlul3 fiber die 
Galaktokinase-Aktivitgt,  da, wie bereits erwghnt, 
durch die Inaktivierung der Epimerase weder Glucose 
noeh CO 2 in naehweisbarer Menge gebildet werden kSn- 
hen. Es daft  daher als sicher angenommen werden, dab 
der Enzymdefekt  des kranken Kindes in einem Mangel 
an Galaktokinase-Aktivitgt  begriindet ist. 

Die radiochemisehen Befunde konnten dureh enzy- 
mologische Befunde bestgtigt werden, fiber die an ande- 
deter Stelle beriehtet wird. 

Diskussion 

Bei dem besehriebenen Falle handelt es sieh um den 
zweiten Fall eines Kindes mit  Galaktokinasemangel. 
Mit einer einfachen radiochromatographischen Metho- 
de naeh Ng, Donnell und Bergren wurde bewiesen, dab 
im Erythrocyten-Hgmolysat  weniger als 1% der einge- 
setzten Galaktose-l-CJ a umgesetzt wurde, wghrend bei 
dem Kontrollkind unter den gleichen Versuchsbedin- 
gungen etwa 20 % phosphoryliert wurden. Zur Siche- 
rung dieses Befundes wurde die Oxidation der Galak- 
tose-I-14C zu 14CO2 nach Weinberg best immt,  bei der 
sieh ebenfalls ergab, dab die Reaktion bei dem kranken 
Kinde zu kaum mel3baren Werten ffihrte. Weiterhin 

zeigte die Bestimmung der Gal-l-P-Uridyltransferase 
eine normale Aktivi tgt  und der Gal-I-P einen dem 
Normalen entspreehenden Nullwert, die zusammen die 
Bestgtigung brachten, dal~ der Stoffwechselblock schon 
bei der Phosphorylierung der GMaktose liegt. Die ra- 
dioehromatographisehe Ermit t lung der Phosphoryli- 
sation hat  jedoch sehon eine eindeutige Kl~rung der 
Lokalisation des Enzymdefektes gebraeht. So wird es 
m6glieh sein, auf dem einfaehen radioehromatographi- 
schen Wege weitere Fglle dieses heute noch sehr selte- 
nen Defektes zu linden. 

Zusammen[assung. Bei einem Neugeborenen wurde 
am 7. Lebenstage eine Galaktosurie und Hypergalakto-  
s/imie gefunden, die dureh Mangel an Galaktokinase 
bedingt ist. I~adiochromatographisch konnte an Ery- 
throeyten-Hydrolysat  gezeigt werden, dab die Bildung 
yon phosphorylierten Galaktosederivaten aus Galak- 
tose-l-14C auf etwa 4% und die Bildung yon 14C0~ eben- 
falls s tark herabgesetzt war. Die Galaktosed-P-Uridyl- 
transferase erwies sieh im optischen Test als normal 
aktiv. 

Vor Beginn einer milehfreien Digt im Alter yon 
5 Wochen entstanden Katarakte ,  die sieh spgter zu- 
rfiekbildeten. Die t tereditgt  dieser Erkrankung ist an- 
zunehmen, da die Eltern blutsverwandt und zwei Sip- 
penangeh6rige als Kinder erblindet sind. Auffgllig ist 
die Hgufung dieses Enzymdefekts  bei Zigeunern. 

Summary.  A newborn with hypergalactosaemia and 
galactosuria due to galactokinase deficiency was detec- 
ted by  inabili ty of blood cells haemolysates to form 
phosphorylated derivates from galactose-l-l~C and to 
oxidize this substance to 14C0~. The activi ty of galak- 
tose-l-phosphate-urydiltransferase was in normal  range. 
There was a family history of cataracts and the pat ient  
showed also opacities in consequence of a 5 week ex- 
posure to milk. There were no other symptoms  I .e.  
jaundice, hyperaminoaeiduria or vomiting, and no 
weight-loss. Mellituria disappeared upon elimination of 
all milk from the diet. The parents were related and 
apparent ly gypsies. 
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