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GALT (Galaktose-1-Phosphat-Uridyltranferase)

Mutation GALT (Q188R) verursacht Galaktosemie

Organs Affected by Galactosemia

Brain

! Eyes
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Akute Symptome: beeintrachtigte
Nierenfunktion, gehemmte motorische
Funktionen, eingeschrénktes Wachstum
und verzogerte mentale Entwicklung

Chronische Langzeitsymptome:
Hypogonadismus, verringerte
Funktionalitdt der Geschlechtorgane in
Bezug auf Hormonproduktion,
organische LLangzeitschaden,
eingeschrankte geistige Entwicklung



Gestorte Zuckeranhdftung an Proteine und Lipide
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Defekte Transferase (GALT) ¢ Quelle: Glykostrukturfabrik
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Glykoproteine: Auf der Oberfldche der Zelle und auf Exosomen ,,

Exosome haben ihren Ursprung I 1 ‘ O
U A )

auf der Zelloberflache - v
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Flotillin-1
Ezrinvillin-2
Actin
MUCH
G protein MVB

Annexin A2
Hsp70 chaperone family
Transmembrane proteins

I. Lipid raft mit Glykoprotein

II. Glykoprotein wird in die Zelle aufgenommen
IT1. Ansammlung der spdteren Exosomen

IV. Transport der Exosome zur Zelloberflache

V. Abgabe der Exosomen zB.: (in den Urin/ ins Blut)




Strategie:
Zuckerketten der Glykoproteine auf urindren
Exosomen vergleichen

-Frisches Material
-Menge unbegrenzt

-Technisch leichte Aufreinigung

Exosom mit Glykoproteinen auf der
Oberflache



Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Exosomen
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N-Glykosylierung auf Exosomen
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Verhaltnis High-Mannose / Komplex Typ

High-Mannose-Typ [] Komplex Type
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Kontrollen GALT-defiziente Personen

Wilcoxon-Rangsummen-Test
p-value = 0.001850 > sehr signifikant - **



Menge der analysierten Proben

12 Galaktosdamie

5 Kontrollen

Wo sind die restlichen Proben?

Coomassiegele, Proteinbestimmungen, Evaluierung der idealen Menge
zum Einsetzen fiir N-Glycan-Analytik, O-Glykananalytik, Westernblots,
Test Gesamtexosomen oder Rafts aus Exosomen, Tamm-Horsfall-
Protein Untersuchung/Entfernung, Elektronenmikroskopie, Analyse
Glykolipide und vieles mehr = kein Rest



EGF-Rezeptor Kontrollperson

EGF-Rezeptor verbleibt im Lipid raft auf der Zelloberfldche
und wird nicht in die Exosomen transportiert



EGFR Galaktosamie Patient

Der EGF-Rezeptor wird aus den Lipid rafts in die Exosomen transportiert



Ohne EGF-Rezeptor

Die Struktur der Lipid rafts wird beeintrachtigt und die Signalweiterleitung des Rezeptors wird gestort



Ausblick

Identifizierung unterschiedlicher Glykosylierung von Gangliosiden auf Exosomen, im Vergleich Kontrollpersonen mit
Galaktosdmiepatienten

Schlussfolgerungen aus der Relevanz der Disglykosylierung fiir die Zelle ziehen:

- Gestorte Signalweiterleitung,

- Fehltransport von Rezeptoren (EGFR),

- gestorter Aufbau von Lipid rafts,

- gesteigerte Endozytose und exosomaler Export

Proteom Studie, Methode iTRAQ (4 parallele Proben: Exosomen, 2 gesunde Personen verglichen mit 2 Galaktosémiepatienten)

G = Galaktosamiepatient

K = Kontrollperson




Ziel der Forschung

-Die Disglykosylierung in Bezug zur verdnderten Proteinsortierung setzen
-Schlussfolgerungen fiir die Signalweiterleitung in der Zelle ziehen

-Aspekte der Langzeitschdadigung von Organen bei chronischer Galaktosdmie
aufkldren



Freiwillige Probenspende (Morgenurin)

jeder kann teilnehmen, das Geschlecht oder Alter spielen keine Rolle

Die Aktion ist freiwillig, bei nicht Teilnahme entstehen keinerlei
Nachteile

Sie konnen einen wertvollen Beitrag zur Forschung liefern
Durchfiihrung;:

Sie unterschreiben die Einvertsandniserklarung mit einer Nummer
(1-24)

Sie nehmen sich das entsprechende verschliefSbare Gefdls mit der
zugehorigen Nummer.

Nach dem Aufstehen am Sonntagmorgen oder wahrend der Nacht
befiillen Sie dieses mit Urin (grolse Mengen sind erwiinscht)

Sonntagmorgen stellen Sie bitte die Probe vor dem FEriihstiick oben auf
den Tisch



Danke fiir Ihre Aufmerksamkeit

Spinnen sind toll!
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The iTRAQ-Strategy

l lyse cells
AN P NN .
| j‘g;ag (j VS Design of the ITRAQ reagent

Tag 1 l digest € IsobaricTag
L 3 (Total 145)

|
. Reporter

combine taged digests

Fractionate peptides
{SCX HPLC)

|

MALDI TOF-TOF

| =MS/MS Fragmentation Site

——— fragment ion series is used for identification —————4




Activated




Boxplot Wilcoxon rank sum test with continuity correction
W = 60, p-value = 0.001850

Proportion Complex-type/High-mannose

Proportion Complex-type/High-mannose:

1 healthy control

2 galactosemic patient









Sucrose gradient centrifugation

Figure 1
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