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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hypophosphatasie

Die Hypophosphatasie (HPP) stellt eine heterogene Gruppe von genetischen

Erkrankungen des Phosphatstoffwechsels dar, deren gemeinsames Merkmal eine

Mutation im fur die gewebeunspezifische Alkalische Phosphatase (TNSALP, AP)

kodierenden Gen ALPL ist und die haufig skelettale Dysplasien zur Folge hat.

Tabelle 1 fasst relevante klassifikatorische Merkmale der Erkrankung zusammen.

Tabelle 1: Uberblick Gber Merkmale der Hypophosphatasie

HPP
Synonyme HOPS
Phosphoethanolaminurie
Rathbun-Syndrom
OMIM-Nummer 146300, 241500, 241510
ICD-10 E83.3
ICD-11 5C64.3
Erbgang Autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv
Genlocus 1p36.12

Die Hypophosphatasie wurde anhand klinischer Merkmale lange Zeit in sechs
Subgruppen unterteilt (Whyte 2016):

perinatal tédlich (Hyperkalzamie und respiratorische Insuffizienz)

pranatal benigne (Skelettmanifestationen mit potentieller Ruckbildung)
kindlich (Rachitis)

HPP im Kindesalter (syn.: infantle HPP; Kontinuum von
Mineralisationsstérung bis Rachitis)

HPP im Erwachsenenalter (syn.. adulte HPP; friher Zahnausfall,
Stressfrakturen)

Odonto-HPP (isolierter Zahnbefall, friher Verlust der Milchzahne und/oder

schwere Karies)

In neueren Veroffentlichungen zeichnet sich mehrheitlich eine Abkehr von dieser

Uberwiegend altersbezogenen Klassifikation zu einer auf dem klinischen

Schweregrad basierenden Dreiteilung in leichte, mittelschwere und schwere
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Hypophosphatasie ab (Fenn et al. 2021). Pravalenzschatzungen variieren je nach
Publikation. So kommt die schwere Form mit einer H&aufigkeit von zwischen
1/100.000 und 1/300.000 vor (Fraser 1957; Mornet et al. 2011). Milde
Verlaufsformen scheinen hingegen mit einer Pravalenz von 1/508 deutlich haufiger
zu sein (Mornet et al. 2011). Damit wird die definitionsgemal3e Hochstpravalenz fir
seltene Erkrankungen in der Européischen Union deutlich tberschritten (European
Commission Directorate-General for Research and Innovation 2017). Aufgrund der
unspezifischen Symptomatik erscheint es zudem nicht abwegig, dass ein relevanter
Anteil mild Erkrankter nie formell diagnostiziert wird und die reale Pravalenz milder
Hypophosphatasie somit noch hdher ist (vgl. Schmidt et al. 2021).
Krankheitszeichen sind abhangig von der zugrunde liegenden Mutation hochgradig
variabel und reichen von Totgeburt mit nahezu unkalzifiziertem Knochen bis zu
klinisch inapparenten Verlaufen (Mornet 2008). Insbesondere bei mittelschweren
und milden Verlaufen ist die Heterogenitdt der Symptome stark ausgepragt.
Betroffene Patientinnen und Patienten berichten Uber schlecht verheilende
Frakturen, Verlust des Milch- sowie des bleibenden Gebisses, muskuloskelettale
Schmerzen und Fehlhaltungen, Stressfrakturen der Metatarsalia oder Femora und
zentralnervoser Beschwerden wie Migrane, Depression und Epilepsie (Jandl et al.
2021; Fenn et al. 2021).

Diagnostiziert wird die Erkrankung in Zusammenschau typischer anamnestischer
Beschwerden und Befunden der korperlichen Untersuchung, radiologischer
Bildgebung sowie relevanten laborchemischen Biomarkern (Bangura et al. 2020).
Hochsuggestiv ist hier die laborchemische Kombination aus erniedrigter Alkalischer
Phosphatase bei gleichzeitiger Erhhung von Pyrophosphat (PPi), Pyridoxal-5'-
phosphat (PLP) und Phosphatidylethanolamin (PEA) (Mornet 2008, vgl. Tabelle 2).
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Tabelle 2: diagnostische Charakteristika der Hypophosphatasie (AP: Alkalische Phosphatase; PPi:
Pyrophosphat; PLP: Pyridoxal-5-phosphat; PEA: Phosphatidylethanolamin)

Frakturen, Zahnprobleme, muskuloskelettale Schmerzen,

Anamnese
Familienanamnese

Korperliche Untersuchung Zeichen der Rachitis
Mineralisationsstérungen, Rachitis-Zeichen, Kno-
chendeformitaten, Achsabweichung der langen

Radiographische Befunde ) i
Réhrenknochen, epiphyséare Hypodensitaten, Osteophyten,

Craniosynosthosen, Frakturen und Pseudofrakturen
AP im Serum |

PPiim Serum 1
PLP im Serum 1
PEA im Serum 1

Laborbefunde

Therapeutisch steht seit 2015 mit Asfotase alfa (Strensig®, Alexion Pharma
Germany GmbH) eine Enzymersatztherapie mit Zulassung fur Patientinnen und
Patienten mit Manifestation der Erkrankung im Kindes- und Jugendalter zur
Verfiigung. Diese rekombinante TNSALP konnte in der Zulassungsstudie bei
schwer erkrankten Kindern den Gesundheitszustand signifikant verbessern und
zeigte auch in der Langzeitanwendung gute Ergebnisse (Millan et al. 2008; Whyte
et al. 2012; Whyte et al. 2016; Hofmann et al. 2019). Asfotase alfa konnte auch bei
erwachsenen Patienten, deren HPP im Kindesalter aufgetreten war und die mit
schwer heilenden Frakturen vorstellig wurden, erfolgreich eingesetzt werden
(Starznickel et al. 2021). Versuche einer vektorbasierten Gentherapie zur Reduktion
der Nebenwirkungen und Steigerung der Lebensqualitat der Betroffenen durch
Elimination der regelmalligen Injektionen befinden sich aktuell noch in der
vorklinischen Phase (Kinoshita et al. 2021). Obwohl der Fortschritt der
therapeutischen Optionen bei Hypophosphatasie insgesamt erfreulich ist stellt sich
in Anbetracht der vergleichsweise hohen Pravalenz milder Formen, bei denen
ebenfalls pathologische Frakturen, Skelettdeformitdten und muskuloskelettale
Schmerzen auftreten und fur welche die Enzymersatztherapie nicht zugelassen ist,
die Frage nach Mdglichkeiten, auch solchen Patientinnen und Patienten mit milder

Krankheitsform Linderung zu verschaffen.
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1.2 Alkalische Phosphatase

Im Zentrum der Pathogenese der Hypophosphatasie steht die Aktivitat der
gewebeunspezifischen Alkalischen Phosphatase! (TNSALP, EC 3.1.3.1,
NM_000478), einem im Gegensatz zu den gewebespezifischen Alkalischen
Phosphatasen (PLAP im Syncitiotrophoblasten, GCAP im Hoden und IAP in der
intestinalen Mukosa) vorwiegend in Leber, Knochen und Nieren sowie dem sich
entwickelnden Nervensystem exprimierten Enzym mit vielfaltiger biologischer
Wirkung (Millan 2006). Im Knochen wird die TNSALP priméar von Osteoblasten
exprimiert. Diese differenzieren aus mesenchymalen Stammzellen und sind im
Rahmen der Knochenbildung verantwortlich fur die Bildung von Osteoid, der
kollagenbsen und noch weichen Knochengrundsubstanz, und deren
anschlielBender Mineralisation (Hadjidakis und Androulakis 2006). Mechanistisch
wird fur den Differenzierungsprozess neben einer Regulation des
Phosphatangebots durch die direkte Wirkung der TNSALP eine Induktion des
Transkriptionsfaktors RUNX2 diskutiert (Nakamura et al. 2020). Etwa 15 % der
Osteoblasten differenzieren schlie3lich zu in die Knochenmatrix eingeschlossenen
Osteozyten, welche wiederum aufgrund ihrer primaren Funktion der Zell-Zell-
Kommunikation signifikant weniger Alkalische Phosphatase exprimieren (Bonewald
2011). Im Gegensatz zu den knochenabbauenden Osteoklasten sind Osteoblasten
fur den Aufbau der Knochenmatrix verantwortlich. Hierzu kénnen Osteoblasten zum
einen den organischen Anteil der Knochenmatrix, der grof3tenteils aus Typ |
Kollagenfasern besteht, synthetisieren und zum anderen die Mineralisation der
organischen Matrix durch die Einlagerung von Calciumphosphat in Form von
Hydroxyapatit-Kristallen regulieren. Hierzu kdnnen Osteoblasten Vesikel mit
Mineralisationskeimen sezernieren und den Mineralisationsprozess durch
Konditionierung der lokalen Umgebung begtinstigen. Einer dieser Mechanismen
basiert auf der Aktivitat der TNSALP, die den Mineralisationsinhibitor Pyrophosphat
spaltet und daraus einzelne Phosphat-lonen generiert, wodurch lokal die
Phosphatkonzentration weiter steigt und die Mineralisation begunstigt wird. Bei der
TNSALP handelt es sich um ein obligates Homodimer mit je einem katalytischen

Zentrum und drei metallbindenden Domanen (M1-3, vgl. Abbildung 1), welches tber

11m weiteren Textverlauf wird zur einfacheren Lesbarkeit, falls nicht anders vermerkt, mit Alkalischer
Phosphatase stets die gewebeunspezifische Alkalische Phosphatase gemeint.

4
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GPI-Anker an der Extrazellularmembran haftet. Cofaktoren sind jeweils zwei Zink-
lonen sowie ein Magnesium-lon, welche die Hydrolyse von Phosphatestern
ermdglichen. Substitution anderer Kationen an die Zink-bindenden Doméanen M1
und M2 reduzieren mit Ausnahme von Co?* die katalytische Aktivitat. M3 kann
neben Mg?* auch von Mn?*, Co?*, Ni** und Ca?* allosterisch aktiviert werden
(Hoylaerts et al. 2015). Eine vierte metallbindende Domane M4 ist physiologisch mit
Ca?* besetzt und hat nur geringen Einfluss auf die Enzymaktivitat (Hoylaerts et al.
2015). Hohe Kalziumkonzentrationen, beispielsweise in der Spatphase des
Mineralisierungsvorgangs am Knochen, fiihren durch Verdrangung von Zn?* von M1
und M2 zu einer Reduktion der katalytischen Leistung (Genge et al. 1988). Es
konnte experimentell gezeigt werden, dass Zn?*, Mg?* und Sr?* (in Form von
Strontiumranelat) die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase steigern kdnnen
(Fernandez et al. 2014). Strontiumranelat hat dartber hinaus multifaktorielle
Wirkung am Knochenstoffwechsel (Kotodziejska et al. 2021; Llinas et al. 2006).
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Abbildung 1: Quartérstruktur der gewebeunspezifischen Alkalischen Phosphatase im SWISS-Model, Repository
Code P05186. a) Farbliche Kenntlichmachung der Monomere. b) Hervorhebung des aktiven Zentrums (rote
Markierung). c) Hervorhebung der Magnesium-Bindungsstellen (rote Markierung). d) Hervorhebung der Zink-

Bindungsstellen (rote Markierung). e) Hervorhebung der Calcium-Bindungsstellen (rote Markierung).

Bildquelle: verandert nach https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/P05186, zuletzt abgerufen am
10.06.2023; Waterhouse et al. 2018

Die Alkalische Phosphatase zeichnet sich durch eine breite Substratspezifitat aus,
wobei die relevantesten physiologischen Substrate im menschlichen Korper
anorganisches Phosphat (Py), Pyridoxal-5"-phosphat (PLP) sowie
Phosphatidylethanolamin (PEA) sind (Martland und Robison 1929; Eaton und Moss
1967; Fernley und Walker 1967). Anorganisches Pyrophosphat (PPi) wird
physiologisch von der Alkalischen Phosphatase in anorganisches Phosphat (Pi)
gespalten, welches mit Calcium den anorganischen Teil der Knochenmatrix in Form

6
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von Hydroxylapatit bildet (Orimo 2010; Vimalraj 2020). In hohen Konzentrationen,
beispielsweise bei Funktionsminderung der Alkalischen Phosphatase, hat es
hingegen eine inhibitorische Wirkung auf die Knochenmineralisation, indem es die
Kristallstruktur unterbricht (Fleisch et al. 1966; Orriss et al. 2016).

1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, fur bestimmte, im Patientenkollektiv des Instituts fur
Osteologie und Biomechanik des UKE nachgewiesene Hypophosphatasie-
assoziierte Mutationen das Potential der Beeinflussbarkeit der enzymatischen
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase zu bestimmen. Dabei stand die Uberlegung
im Mittelpunkt, Patientinnen und Patienten mit milder Hypophosphatasie eine
niedrigschwellige therapeutische Option anbieten zu konnen, mit deren Hilfe
maoglicherweise Krankheitszeichen reduziert und die Lebensqualitat verbessert
werden konnen. Beachtenswert ist hierbei, dass eine Vielzahl der nach aktueller
Klassifikation leichtgradig Betroffenen einen relevanten symptombedingten
Leidensdruck aufweist, welcher bis dato lediglich mit supportiven und rein
symptomatischen Therapieversuchen adressiert wird (Lefever et al. 2020; Schmidt
et al. 2017). Zu diesem Zweck wurde die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase bei
Vorliegen definierter Mutationen (Tabelle 3) in vitro nativ und nach Zugabe der

Additive Magnesium, Zink und Strontiumranelat gemessen.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit untersuchten ALPL-Mutationen

ALPL-Mutation Aminoséureaustausch Klinische Form

c.119C>T p.Ala40Val perinatal, infantil

c.212G>A p.Arg71His perinatal, infantil, odonto
€.299C>T p.Thrl00Met infantil, adult, perinatal
c.340G>A p.Alal14Thr infantile, adult

€.346G>T p.Alal16Ser adult

€.394G>A p.Ala132Thr adult, odonto

c.406C>T p.Arg136Cys adult, odonto

c.407G>A p.Arg136His infantil, odonto, adult
c.422C>A p.Thrl41Asn infantil

c.500C>T p.Thrli67Met infantil, adult

c.526G>A p.Alal76Thr infantil, perinatal, odonto, adult
c.535G>A p.Alal79Thr perinatal

c.542C>T p.Serl8lLeu infantil, perinatal, odonto, adult
c.571G>A p.Glul91lLys infantil, perinatal, odonto, adult
C.661G>T p.Gly221Arg perinatal

C.738G>T p.Arg246Ser infantil

C.746G>T p.Gly249Vval perinatal

€.976G>C p.Gly326Arg perinatal

€.1228T>C p.Phe410Leu infantil

c.1250A>G p.Asn417Ser perinatal, odonto, adult

Zusatzlich sollte ein Mausmodell zur Untersuchung moglicher Effekte in vivo
etabliert werden. Als Mutation wurde hierfur ¢.571G>A gewahlt. Dieser
Entscheidung zugrunde lag die Beobachtung, dass bei den routinemaflig genetisch
getesteten Patienten der Ambulanz des Instituts fir Osteologie und Biomechanik
des UKE diese Mutation eine vergleichsweise hohe Pravalenz aufweist (Jandl et al.
2021). AuBerdem wurde die Tatsache berlcksichtigt, dass compound heterozygote
Patientinnen und Patienten einen schweren Krankheitsverlauf entwickeln und daher
die Annahme bestand, dass homozygote Mause ebenfalls schwer erkranken
wurden. Zudem konnte in institutsinternen, bislang nicht veroéffentlichten und nicht
als Bestandteil dieser Arbeit durchgefuihrten Versuchen gezeigt werden, dass sie
sowohl eine relevante Residualaktivitat von 4,4 % verglichen mit der Aktivitat der
Wildtyp-AP, insbesondere aber eine Aktivitatssteigerung um das etwa 5,5-fache auf
24 % nach Zugabe von 1 mM MgCl2 aufweist (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: in-vitro Aktivitatsverhalten der AP bei Vorliegen der Mutation ¢.571G>A in Relation zur Wildtyp-AP
nativ sowie nach Zugabe von 20 uM ZnClz, 1 mM MgCl. sowie beiden Additiven

Bildquelle: Tabea Neumann, Institut fur Osteologie und Biomechanik 2020
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 4: im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gerate und Ausriistungsgegenstéande

Bezeichnung Hersteller Funktion
LAUDA-GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Lauda-
1012 ) Wasserbad
Koénigshofen, Deutschland
2050 Bavimed Laborgerate GmbH, Birkenau, Deutschland Gewebeinfiltrationsautomat
_ , _ Rontgen-
uCT 40 Scanco Medical AG, Wangen-Brittisellen, Schweiz

Mikrocomputertomograph

50mm F2.8 Macro

Sigma Corporation, Kawasaki (Kanagawa), Japan

Objektiv

Axio Scope A.1

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Mikroskop

Axiocam Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland Mikroskopkamera
Axioskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland Mikroskop
BBD 6220 Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland CO,-Inkubator

BBD 6220 CO, Incubator

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

COgz-Inkubator

Beckman GS-6 Centrifuge Beckman Coulter Inc., Brea, CA/USA Zentrifuge
BX50 Olympus K.K., Shinjuku (Tokio), Japan Mikroskop
Centrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland AG, Hamburg, Zentrifuge
Deutschland
Centrifuge 5425 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Zentrifuge
Centrifuge 5430 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Zentrifuge
Certomat MV B. Braun SE, Melsungen, Deutschland Vortexer
CintigPro24P Wacom K.K., Kazo (Saitama), Japan Stiftdisplay
CPA 2245 Sartorius AG, Géttingen, Deutschland Feinwaage
DPU-414 Seiko Instruments K.K., Ginza (Tokio), Japan Thermodrucker
E-Box VX2 VILBER LOURMAT Deutschland GmbH, Eberhardzell, Geldokumentationsgerat

Deutschland

Emission Filter 460nm

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

FluoreszenZfilter

Emission Filter 538nm

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

FluoreszenZzfilter

Emission Filter 590nm

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

FluoreszenZzfilter

EOS 200D

Canon Inc., Ota (Tokio), Japan

Spiegelreflexkamera

Excitation Filter 355nm

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

FluoreszenZfilter

Excitation Filter 485nm

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

FluoreszenZfilter

Excitation Filter 530nm

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

FluoreszenZfilter

Fluoroscan Ascent

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

Fluoreszenz-Platereader

FM-120DE Hoshizaki Denki K.K., Toyoake (Aichi), Japan Eisbereiter
HBO 50/AC Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland Fluoreszenzlichtquelle
HERAsafe Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland Sterilwerkbank

innova 4000 Incubator

New Brunswick Scientific, Edison, NJ/JUSA Inkubator
Shaker
IX50 Olympus K.K., Shinjuku (Tokio), Japan Mikroskop
Komet Variomag Mono HP Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim, Deutschland Magnetruhrgeréat

10
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Tabelle 4 (fortgesetzt)

LX-60

Faxitron X-Ray LLC, Lincolnshire, IL/JUSA

digitales Rontgenkabinett

Mamoray EU cassette

Adfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien

Rontgenfilmkassette

MasterCycler epgradient S Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland PCR-Cycler
MasterCycler S Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland PCR-Cycler
Mini Centrifuge .

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland Zentrifuge
ROTILABO®
Model 1004 Hybridization . .

Sheldon Manufacturing Inc., Cornelius, OR/USA Ofen

Oven

Model 200/2.0 Power
Supply

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA/USA

Elektrophoresenetzteil

MSC-ADVANTAGE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

Sterilwerkbank

Multipette

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Serienpipette

NanoDrop ® ND-1000

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA/USA

Spektralphotometer

Optimax 1170-1-0000

Protec GmbH & Co. KG, Oberstenfeld, Deutschland

Filmentwickler

pH Meter pH538

Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co. KG,
Weilheim, Deutschland

pH-Meter

Pipetboy acu

INTEGRA Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Pipettierhilfe

Pipetman L P1000L, 100-

Gilson Inc., Middleton, WI/USA Pipette
1000pl
Pipetman L P20L, 2-20pl Gilson Inc., Middleton, WI/USA Pipette
R-223 Sharp K.K., Osaka, Japan Mikrowelle
) IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau,
RCT basic Magnetrihrgerat
Deutschland
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Reax tap Vortexer
Deutschland
Research 10yl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Pipette
Research 100pl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Pipette
Research 1000pl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Pipette
Research 20ul Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Pipette
Research 200pl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Pipette
Scanjet G4050 HP Inc., Palo Alto, CA/USA Scanner

StepOnePlus Real-Time

Applied Biosystems, Waltham, MA/USA

RT-qPCR-Cycler

PCR System

TE 2101 Sartorius AG, Géttingen, Deutschland Waage
Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Heizblock
Thermomixer comfort 1,5ml  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Heizblock
ThermoStat plus 1,5ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland Heizblock

Ultra-Turrax T25

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau,

Deutschland

Dispergiergeréat

Ultrospec 2100 pro

Biochrom Ltd., Cambridge, UK

Spektralphotometer

U-RFL-T

Olympus K.K., Shinjuku (Tokio), Japan

Fluoreszenzlichtquelle

VersaMax tunable

Microplate Reader

Molecular Devices LLC, San José, CA/USA

Microplate Reader

Wide Mini-Sub® Cell GT

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA/USA

Gelelektrophorese-kammer

Xray Sterile

Faxitron X-Ray LLC, Lincolnshire, IL/JUSA

Rontgenkabinett
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 5: im Rahmen dieser Arbeit verwendetes Verbrauchsmaterial

) Referenz- )
Bezeichnung Hersteller Funktion
nummer
100 Sterican® Gr. 16 B. Braun SE, Melsungen, Deutschland 4657667 Spritzenkanule
Greiner Bio-One, Kremsminster,
14ml PP Tube sterile . ) 187261 Rundbodenrdhrchen
Osterreich
Beliiftungsstopfen fir Rohrchen Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
65.722 Stopfen
12mm Deutschland
Bemis™ Curwood Parafim™ M Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, )
] 12613586 Verpackungsfolie
Labor-Verpackungsfolie MA/USA
) ) ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, . )
Biosphere® Filter Tips 10 70.760.210 Pipettenspitze
Deutschland
) ) ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, . )
Biosphere® Filter Tips 100 70.760.212 Pipettenspitze
Deutschland
) ) ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, . )
Biosphere® Filter Tips 1000 70.762.211 Pipettenspitze
Deutschland
) ) ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, . )
Biosphere® Filter Tips 20 70.760.213 Pipettenspitze
Deutschland
) ) ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, ) )
Biosphere® Filter Tips 200 70.760.211 Pipettenspitze
Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Cell Scraper M 833.951 Zellschaber
Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, )
Cellstar® Tubes 15ml . ) 188271-N Reagiergefall
Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, .
Cellstar® Tubes 50ml R ) 227261 Reagiergefald
Osterreich
Combitips® 5ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 30089456 Pipettenspitze
Combitips® advanced 25ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 30089685 Pipettenspitze
Chemikalienschutz-
Dermatril® P KCL GmbH, Eichenzell, Deutschland 743
handschuhe
ELISA-Platte, 96 Well, Flachboden, Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
821.581.220 ELISA-Platte
schwarz Deutschland
Inject®-F 1ml B. Braun SE, Melsungen, Deutschland 9166017V Spritze
LABSOLUTE® Vernichtungsbeutel Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, .
7696994 Vernichtungsbeutel
2,5L Deutschland
Mamoray HDR-C Plus 18x24cm Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien n/a Rontgenfilm
Millex®-FG Vent Filter Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland SLFGO05010  Abluftfilter
Nitra-Tex™ Micro-Touch Ansell Ltd., Yarra City, Australien 700114 Einmalhandschuhe
. Anders+Redelfs GmbH, WeilRenburg in .
Pasteuerpipette Glas 230m 1100802 Pasteurpipette
Bayern, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
PCR-8er-Kette Multiply-uStrip 77.991.992 Reagiergefal
Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Regiergefall 1,5ml SafeSeal 72.706.400 Reagiergefal
Deutschland
. Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, .
Regiergefall 2ml SafeSeal 72.695.400 Reagiergefal

Deutschland
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Tabelle 5 (fortgesetzt)

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, )
Roéhre 50ml, 115x28mm, PP 62.559.001 Reagiergefald
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Ro6hre 5ml, 75x12mm, PS 55.476.005 Rundbodenrdhrchen
Deutschland

Rotilabo®-Einbettkassetten, POM, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, )
K116.1 Einbettkassette
grin Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, .
SafeSeal GefaR 5ml 72.701.400 Reagiergefald

Deutschland

) ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, ) .
Sarstedt Serological Pipette 10ml 861.254.001  Serologische Pipette
Deutschland

. ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, ) .
Sarstedt Serological Pipette 25ml 861.685.001 Serologische Pipette
Deutschland

. ) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, ) .
Sarstedt Serological Pipette 5ml 861.253.001  Serologische Pipette
Deutschland

) C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, )
Skalpellklinge Nr. 23 323 Skalpellklinge
Deutschland

) ) . Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, ) .
Syringe Filter 25mm, sterile 7699822 Spritzenvorsatzfilter
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht,
TC-Platte 12 Well, Standard 833.921 Zellkulturplatte
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
TC-Schale 100, Standard 833.902 Zellkulturplatte
Deutschland

Tissue Culture Plate 96 Well Corning Inc., Corning, NY/USA 353072 Zellkulturplatte
UVette® 220-1600nm Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 30.106.300 UV-Kivette

) Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Wageschalen, quadratisch, PS 7696257 Wageschale

Deutschland

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Zahlkammer nach Neubauer 9161086 Zellzahlkammer
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Zellkulturflasche T-75 83.3911.02 Zellkulturflasche
Deutschland

2.1.3 Reaktionssatze

Tabelle 6: im Rahmen dieser Arbeit verwendete Reaktionssatze

) Referenz- )
Bezeichnung Hersteller Funktion
nummer
Qiagen N.V., Venlo, Plasmid-
EndoFree® Plasmid Maxi Kit 10 12391
Niederlande Aufreinigung
) ) Life Technologies, Carlsbhad, .
Lipofectamine® LTX & PLUS Reagent 15338-030  Transfektion
CA/USA
) Macherey-Nagel GmbH & Co. 740.609.20 PCR-Produkt-
NucleoSpin® Gel and PCR Clean Up n
KG, Duren, Deutschland 0 Aufreinigung
) ) Macherey-Nagel GmbH & Co. 740.933.25 o
NucleoSpin® RNA/Protein RNA-Aufreinigung
KG, Duren, Deutschland 0
) ) ) ) ) Thermo Fisher Scientific Inc., o
Phire Animal Tissue Direct PCR Kit F140WH Genotypisierung

Waltham, MA/USA
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Tabelle 6 (fortgesetzt)

Phosphatidylethanolamine Assay Kit

Phosphatidyletha-

) BioVision Inc., Milpitas, CA/JUSA  K499-100 ) .
(Fluorometric) nolaminnachweis
PhosphoWorks® Fluorometric Pyrophosphate  AAT Bioquest Inc., Sunnyvale, 21614 Pyrophosphat-
Assay Kit *Enhanced Selectivity* CA/USA nachweis
Pyridoxal-5’-phosphate (Vit B6) Fluorometric o o Pyridoxal-5'-

) BioVision Inc., Milpitas, CA/JUSA  K2009-100 )
Assay Kit phosphatnachweis
o ) Qiagen N.V., Venlo, Plasmid-
QlAprep® Spin Miniprep Kit 250 ) 27104 o
Niederlande Aufreinigung
QuikChange Il XL Site-directed Mutagenesis Agilent Technologies Inc., Santa 200521 Plasmid-
Kit Clara, CA/USA Mutagenese
QuikChange Lightning Site-directed Agilent Technologies Inc., Santa 210518 Plasmid-
Mutagenesis Kit Clara, CA/USA Mutagenese
) o Stanbio Laboratory L.P., )
Stanbio Phosphorus Liqui-UV® 0830-125 Phosphatnachweis
Boerne, TX/USA
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Verso cDNA Synthesis Kit AB-1453/B  cDNA-Synthese

Waltham, MA/USA

2.1.4 Chemische Substanzen

2.1.4.1 Chemikalien

Tabelle 7:

Reaktionssatzes sind

im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien, sofern diese nicht Bestandteil eines

Bezeichnung Hersteller Referenznummer  Summenformel
) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
(+)-Natrium-L-Ascorbat A4034 CeH;NaOs
MOJ/USA
2-Propanol ROTIPURAN® 299,8%, Carl Roth GmbH + Co. KG,
6752 CsHsO
p.a., ACS, ISO Karlsruhe, Deutschland
) . Roche Diagnostics
4-(2-Aminoethyl)benzolsulfonylfluorid .
International AG, Rotkreuz, 04693132001 CsH10FNO,S.CIH

(cOmplete™ Tablets, EDTA-free)

Schweiz

4-Nitrophenyl phosphate disodium salt
hexahydrate

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,

N2640-50TAB

MO/USA

CeHsNOgP

B-Glycerophosphat Dinatriumsalz

Carl Roth GmbH + Co. KG,

6847.1 CsH;Na,OgP * 5 H,0
Pentahydrat Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
B-Mercaptoethanol M3148 HSCH,CH,0OH
MOJ/USA
. . Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Diethanolamin 31589 C4H1:NO,
MOJ/USA
) . Merck KGaA, Darmstadt,
Dimethylsulfoxid 1.029.521.000 C,HsOS
Deutschland
) Carl Roth GmbH + Co. KG,
Essigsaure 3738 C,H,0,
Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt,
Ethanol absolut 107017 C,HsO

Deutschland
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Tabelle 7 (fortgesetzt)

Ethylendiamintetraessigsaure-

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,

o . 1.08454 C10H16N205.2H,0.2Na
Dinatriumsalz-Dihydrat MOJ/USA
Glycerin ROTIPURAN® 299,5%, p.a., Carl Roth GmbH + Co. KG,
_ 3783.2 C3HgO3
wasserfrei Karlsruhe, Deutschland
Kanamycinsulfat Gibco, Carlsbad, CA/USA 154705940 Ci18H36N4011.H204S
. . Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
L-alpha-Phosphatidylethanolamin ) P7943 n/a
MO/USA-Aldrich
Biozym Scientific GmbH,
LE Agarose Hessisch Oldendorf, 840004 Ci12H1509
Deutschland
) ) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Magnesiumchlorid, anhydrous M8266 MgCl,
MOJ/USA
) ) Merck KGaA, Darmstadt,
Magnesiumchlorid-Hexyhydrat 1.05833 MgCl, - 6H,0
Deutschland
) . Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Natriumchlorid S7653 NaCl
MOJ/USA
Natriumhydroxid, 98% J.T.Baker, Waltham, MA/USA 402 HNaO
. o Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Natriumphosphat, dibasisch S3264 HsO04P.2Na
MOJ/USA
) o Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Natriumpyrophosphat dibasisch ) P8135 NazH,P,0-;
MO/USA-Aldrich
) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Pyridoxal-5’-phosphat ) P9255 CsH1o0NOgP - xH,0
MO/USA-Aldrich
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Salzséure K025 HCI
Karlsruhe, Deutschland
) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
SDS 20% (Natriumlaurylsulfat) 05030 C12H2604S.Na
MOJ/USA
o Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, NH2(CHz)sNH(CH,)4N
Spermidin S0266-1G
MOJ/USA H.
) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, NH2(CHz)sNH(CH,)4N
Spermin S4264-1G
MO/USA H(CH,)sNH;
) Merck KGaA, Darmstadt,
Strontiumranelat SML0596 C12HsN2OgSSTI,
Deutschland
. Merck KGaA, Darmstadt,
Tltrlplex 1 1.08418 C10H1GN203.2H20.2N3
Deutschland
. . Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
TRIS HCL (Trizma® hydrochlorid) T5941 C4H1:NO3.CIH
MO/USA
) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
TRIS-Base (Trizma®-Base) T1503 C4H1:NO3
MO/USA
) Merck KGaA, Darmstadt,
Triton™ X-100 1.08603 (C2H40)nC14H220
Deutschland
Wasser, for molecular biology, sterile Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
. 95284 H.O
filtered MO/USA
. . Merck KGaA, Darmstadt,
Zinkchlorid 208086 ZnCl,

Deutschland
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2.1.4.2 Fertiglésungen und Pulver

Tabelle 8: im Rahmen dieser Arbeit verwendete Fertigldsungen und Pulver, sofern diese nicht Bestandteil eines

Reaktionssatzes sind

) Referenz-
Bezeichnung Hersteller
nummer
Thermo Fisher Scientific Inc.,
10x DreamTag Green Buffer B71
Waltham, MA/USA
. Adefo-Chemie GmbH, Neu-Isenburg,
Adefofix Fixierkonzentrat REF 00061
Deutschland
o Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Alizarinrot S AbB533
MOJ/USA
Alpha MEM Eagle, w: L-Glutamine, w: Ribonucleosides, w: PAN Biotech GmbH, Aidenbach, P04-21500
Desoxyribonucleosides, w: 2,2g/L NaHCO3 Deutschland
) ) NewEngland BioLabs Inc., Ipswitch,
Antarctic Phosphatase Reaction Buffer B0289S
MA/USA
) ) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Bovines Serum Albumin (BSA) A7030
MOJ/USA
. Hanna Instruments Deutschland
Buffer Solution pH 10,01 HI5010
GmbH, Véhrungen, Deutschland
. Hanna Instruments Deutschland
Buffer Solution pH 4,01 HI5004
GmbH, Véhrungen, Deutschland
) Hanna Instruments Deutschland
Buffer Solution pH 7,01 HI5007
GmbH, Véhrungen, Deutschland
) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Calcein C0875
MOJ/USA
o ) Adefo-Chemie GmbH, Neu-Isenburg,
Citroline 2000 Entwicklerkonzentrat REF 00023
Deutschland
) ) Hanna Instruments Deutschland
Cleaning Solution pH-Elektrode B HI7061
GmbH, Véhrungen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.,
DNA-Gel-Ladefarbstoff (6x) R0611
Waltham, MA/USA
Thermo Fisher Scientific Inc.,
dNTP Mix R0192
Waltham, MA/USA
DPBS (1x), Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Solution  Gibco, Carlsbad, CA/USA 14190-094
Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Ethanol 80% MEK vergallt 2203
Renningen, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Ethidiumbromid-L&sung E1510
MO/USA
) Grimm med. Logistik GmbH,
Formaldehydlésung Formafix® 3,5%, phosphatgepuffert 70002-10-10
Torgelow, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.,
GeneRuler 1kb+ DNA Ladder SM1333
Waltham, MA/USA
HBSS, Hank’s Buffered Saline Solution Gibco, Carlsbad, CA/USA 14175-095
. . o Thermo Fisher Scientific Inc., SV30160.03,
HyClone™ Fetal Bovine Serum, South American Origin
Waltham, MA/USA LOT TYL3591
Lennox L Agar, powder Invitrogen AG, Waltham, MA/USA 22700-025
Lennox L Broth Base, powder Invitrogen AG, Waltham, MA/USA 12780-052
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Tabelle 8 (fortgesetzt)

Penicillin-Streptomycin 10000 U/ml Gibco, Carlsbad, CA/USA 15140148
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Protein Assay Dye Reagent Concentrate 500-0006
CA/USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

ROTI® Phenol/Chloroform/Isoamylakohol A156.2
Deutschland

S.0.C. Medium Invitrogen AG, Waltham, MA/USA 15544-034

. Hanna Instruments Deutschland
Storage Solution pH-Elektrode HI70300

GmbH, Véhrungen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.,

TagMan™ Gene Expression Master Mix 4369510
Waltham, MA/USA

Terrific Broth Invitrogen AG, Waltham, MA/USA 22711022

Trypsin/EDTA 0,05% 1x, Phenolrot Gibco, Carlsbad, CA/USA 25300096

2.1.4.3 Enzyme

Tabelle 9: im Rahmen dieser Arbeit verwendete Enzyme, sofern diese nicht Bestandteil eines Reaktionssatzes
sind. Die jeweilige Aktivitat entspricht der Herstellerangabe

Bezeichnung Hersteller Referenznummer Aktivitat
Alkalische Phosphatase grade | from Roche Diagnostics International AG,
. . . 1,0108E+10 2000U/mg
calf intestine Rotkreuz, Schweiz
. NewEngland BioLabs Inc., Ipswitch,
Antarktische Phosphatase M0289S 5000U/ml
MA/USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
DreamTaq DNA Polymerase EPQ702 5U/ul
MA/USA
Human Alkaline Phosphatase /ALPL Sino Biological Europe GmbH,
] ) 10440-HO8H 50U/ug
Protein (His Tag) Eschborn, Deutschland
Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
Pfu Turbo DNA Polymerase 600250 2,5U/ul
CA/USA
o ) Roche Diagnostics International AG,
Proteinkinase K, rekombinant 3115852001 2U/mg

Rotkreuz, Schweiz

) . Roche Diagnostics International AG,
Pyrophosphatase, inorganic from yeast ) 1,0109E+10 200U/mg
Rotkreuz, Schweiz

2.1.5 Kultivierte Zellen

Tabelle 10: im Rahmen dieser Arbeit verwendete Zelllinie

Bezeichnung Hersteller Referenznummer  Beschreibung

American Type Culture Collection, Préosteoblasten, isoliert aus
MC3T3-E1 Subclone 4 CRL-2593 . .

Manassas, VA/USA murinen Calvaria
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2.1.6 Puffer, Lésungen, Medien, Gele

Die verwendeten Reagenzien sind in Abschnitt 2.1.4 aufgefuhrt. Sofern nicht anders

angegeben erfolgte die Lagerung bei Raumtemperatur.

Alizarinrot-L6sung

a-MEM +/+

Agarosegel:

AP-Puffer

Ascorbat-Stammldsung

B-Glycerophosphat-

Stammldésung

Alizarinrot S

ad H20

pH 4,2

Lagerung bei 4 °C

Penicillin/Streptomycin
fetales Kalberserum Obl
ad Alpha-MEM Eagle
Lagerung bei 4 °C

Agarose
ad TAE-Puffer (1x)
Aufkochen in Mikrowelle

Ethidiumbromidlésung

zum sofortigen Gebrauch

Diethanolamin
Triton X-100

ad H20

pH 9,8

Lagerung bei 4 °C

(+)-Natrium-L-Ascorbat
ad H20
Lagerung bei -20 °C

B-Glycerophosphat
ad H20
Lagerung bei -20 °C

40 mM

1 % (v/v)
10 % (v/v)

0,7 -1 % (w/v)

1 % (viv)
0,01 % (v/v)

10 mg/mi

2M
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Biopsie-Lyse-Puffer

Calcein-Injektionsldsung

LB-Medium

MgClz-Stammldsung

Osteoblasten-

Differenzierungsmedium

pNPP-Substratldsung

TRIS HCI

EDTA

SDS

NaCl

ad H20

pH 8,6

Lagerung bei 4 °C

Calcein

NaCl

NaHCOs

ad H20

pH 7,4

Lagerung bei 4 °C

Lennox L Broth Base

ad H20

50 mM
1,5mM
0,1 % (w/v)
100 mM

16 mM
150 mM
238 mM

32 g/l

Autoklavieren 15 min bei 121 °C

Lagerung bei 4 °C

Magnesiumchlorid
ad H20

Ascorbat
B-Glycerophosphat
ad a-MEM +/+

zum sofortigen Gebrauch

4-Nitrophenylphosphat

ad AP-Puffer

zum sofortigen Gebrauch

100 mM

50 pg/ml

10 mM

1,67 % (w/v)
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Proteaseinhibitor-

Stammldsung

Proteinkinase-K-

Stammldsung

Strontiumranelat-

Stammldsung

TAE-Puffer (50x)

TB-Medium

TE-Puffer (10x)

Ubernachtkultur E. coli

Vorkultur E. coli

ZnCl2-Stammlésung

cOmplete™
PBS

Lagerung bei -20 °C

Proteinkinase K
ad H20

Lagerung bei -20 °C

Strontiumranelat
ad H20

TRIS HCI
EDTA

ad H20
pH 7,8

Terrific Broth
ad H20

1 Tablette
2ml

1 % (wiv)

5mM

2M

50 mM

47 gl

Autoklavieren 15 min bei 121 °C

Lagerung bei 4 °C

TRIS-Base
EDTA

ad H20

pH 8,0

TB-Medium

Kanamycin (100mg/dl)

TB-Medium

Kanamycin (100mg/dl)

Zinkchlorid
ad H20

10 mM
1mM

250 ml
62,5 pl

5 ml
1,25 ul

2 mM
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2.1.7 Oligonukleotidprimer

Alle verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von der Eurofins Genomics GmbH

(Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die Konzentration der Stammldsung, gelost in

H20, betrug fir Mutageneseprimer 100 pM, fur Genotypisierungsprimer 200 uM.

2.1.7.1 Mutageneseprimer

ALPL_C119TF
ALPL_C119TR
ALPL_G212AF
ALPL_G212AR
ALPL_C299T F
ALPL_C299TR
ALPL_G340AF
ALPL_G340AR
ALPL_G346TF
ALPL_G346TR
ALPL_G394AF
ALPL_G394AR
ALPL_C406T F
ALPL_C406TR
ALPL_G407AF
ALPL_G407AR
ALPL_C422AF
ALPL_C422AR
ALPL_C500T F
ALPL_C500T R
ALPL_G535AF
ALPL_G535AR
ALPL_G542TF
ALPL_G542TR
ALPL_G526A F
ALPL_G526A R
ALPL_G661TF
ALPL_G661TR
ALPL_G738TF
ALPL_G738TR
ALPL_G746TF
ALPL_G746TR
ALPL_G976CF
ALPL_G976CR
ALPL_T1228CF
ALPL_T1228CR
ALPL_A1250G F
ALPL_A1250G R

5" CTTCTGAAGCTCCAGGACATATTTCAGTGTCTCTT 3
5" AAGAGACACTGAAATATGTCCTGGAGCTTCAGAAG 3’
5 ACCCTTGAGGATGTGGGCAGCCGTCAC 3°

5 GTGACGGCTGCCCACATCCTCAAGGGT 3’

5 GGCATTGGTGTTGTACATCTTGGAGAGGGCCAC 3’
5 GTGGCCCTCTCCAAGATGTACAACACCAATGCC ¥
5 GTAGGCGGTGGTGGTGCCGGCGC 3’

5" GCGCCGGCACCACCACCGCCTAC 3’

5" CACACAGGTAGGAGGTGGCGGTGCC 3’

5" GGCACGCCACCTCCTACCTGTGTG 3’

5" CGCTCAGTGGCTGTGTGCTTACCCCCACG 3

5 CGTGGGGGTAAGCACAGCCACTGAGCG 3

5" TTGCACCGGGAACACTCAGTGGCTGCG 3’

5" CGCAGCCACTGAGTGTTCCCGGTGCAA 3’

5" GTTGCACCGGGAATGCTCAGTGGCTGC 3’

5" GCAGCCACTGAGCATTCCCGGTGCAAC 3

5 GTTCCCCTGGGTGTTGTTGCACCGGGA 3’

5" TCCCGGTGCAACAACACCCAGGGGAAC ¥

5 GGCATGGTTCACTCTCATGGTGGTCACAATGCC 3’
5 GGCATTGTGACCACCATGAGAGTGAACCATGCC ¥
5 AGCCGAGTGGGTGTAGGCGGCGC 3’

5" GCGCCGCCTACACCCACTCGGCT ¥

5 GGTCAGCCAAGTGGGCGTAGGCGG 3’

5" CCGCCTACGCCCACTTGGCTGACC ¥

5 GGCGTAGGCGGTGCTGGGGGTGG 3’

5" CCACCCCCAGCACCGCCTACGCC 3’

5 TGTATTTCCGGCCACACCCCATGATCACGTC 3

5 GACGTGATCATGGGGTGTGGCCGGAAATACA 3’
5" CAGGCCGTCCAGACTCGTGCCCCTG ¥

5" CAGGGGCACGAGTCTGGACGGCCTG 3

5" ACGAGGTCCAGGACGTCCAGCCTCG 3’

5" CGAGGCTGGACGTCCTGGACCTCGT 3

5" CAGCAAGAAGAAGCGTTTGGGGTTCTTCCGCA 3
5" TGCGGAAGAACCCCAAACGCTTCTTCTTGCTG 3
5" TACAGGATGGCAGTGAGGGGCTTCTTGTCTGTG 3’
5" CACAGACAAGAAGCCCCTCACTGCCATCCTGTA 3
5" GCCAGGCCCACTGCCATACAGGATGGCAGT 3’

5" ACTGCCATCCTGTATGGCAGTGGGCCTGGC 3’
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2.1.7.2 Genotypisierungsprimer

ALPL-F1 5 GGCGTTCAGCTGCATCTGTCTTCATG 3’
ALPL-rev516 5" CTTGACCTCATAGCTCCACTGCAGAG 3’

2.1.7.3 Sequenzierungsprimer

Die folgenden Oligonukleotidprimer wurden den eingesendeten Proben von der
Micosynth Seqglab GmbH (Géttingen, Deutschland) im Rahmen der Sanger-

Sequenzierung zugesetzt.

M13 Reverse 5 CAGGAAACAGCTATGAC 3°
17 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

2.1.7.4 TagMan®-Sonden

Alpl Mm00475834_m1
Gapdh 4308313

2.1.8 PCR-Bedingungen

2.1.8.1 PCR-Programme

Tabelle 11: Agilent QuikChange Il XL Mutagenese PCR-Programm

95 °C 1 min

95°C 50 s

60 °C 50s 18 Zyklen
68 °C 8 min

68 °C 7 min

4°C ©
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Tabelle 12: Agilent QuikChange Lightning Kit Mutagenese PCR-Programm

95 °C 2 min

95 °C 60 s

55°C 50s 18 Zyklen
68 °C 4 min

68 °C 10 min

4°C 0

Tabelle 13: Agilent QuikChange Lightning Kit Mutagenese PCR-Programm, optimiert fir die Mutationen
€.738G>T, ¢.976G>C und ¢.1228T>C

95 °C 2 min

95°C 60 s

65 °C 50 s 18 Zyklen
68 °C 4 min

68 °C 10 min

4°C o

Tabelle 14: PCR-Programm fur die Genotypisierung der ALPL-KI-Mause

94 °C 4 min

94 °C 30s

58 °C 30s 40 Zyklen
72°C 1 min

72 °C 10 min

4°C ©
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2.1.8.2 PCR-Reaktionsansatze

Tabelle 15: Agilent QuikChange Lightning Kit Mutagenese PCR-Reaktionsansatz (x = spezifische Mutation)

Reagenz Volumen fur 1 Ansatz [pl]
10x Reaction Buffer 3

QuikSolution Reagent 2

Primer 1 ALPL_x F 1,25

Primer 2: ALPL_x R 1,25

dNTP Mix 10mM 1

QuikChange Lightning Enzyme 1

dsDNA Template pPCMV6-ALPL 0,5

ddH,0 36,5

Tabelle 16: Agilent QuikChange Il XL Mutagenese PCR-Reaktionsansatz (x = spezifische Mutation)

Reagenz Volumen fur 1 Probe [ul]
10x Reaction Buffer 5

QuikSolution 3

Primer 1: ALPL_x F 1,25

Primer 2: ALPL_x R 1,25

dNTP Mix 10mM 1

PfuUltra HF DNA Polymerase 1

dsDNA Template pPCMV6-ALPL 0,5

ddH,0 37

Tabelle 17: PCR-Reaktionsansatz fiir die Genotypisierung der ALPL-KI-Mause

Reagenz Volumen fir 1 Probe [ul]
10x DreamTaq Buffer Green 2,5

DMSO 0,5

Primer 1: ALPL-F1 1

Primer 2: ALPL-rev516 1

dNTP Mix 10mM 0,5

DreamTaq Polymerase 0,5

genomische DNA 1

ddH,0 13
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2.1.9 Software

Tabelle 18: im Rahmen dieser Arbeit verwendete Software

Bezeichnung

Versionsnummer

Lizenzgeber

uCT 40 6.1 Scanco Medical, Wangen-Brttisellen, Schweiz
Ascent Software™ 2.6 Thermo Labsystems, Helsinki/Finland
AxioCam HR 5.07.03 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
AxioVision 3.1.21 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
BioEdit Sequence Alignment
7.2.5 Tom Hall
Editor
BIOQUANT OSTEO 2020 20.8.60 ME BIOQUANT Image Analysis Corp., Nashville, TN/USA
Citavi 6.10 Swiss Academic Software, Wadenswil, Schweiz
Filezilla 3.54.1 Tim Kosse
GraphPad Prism® 7.04 GraphPad Software Inc., San Diego, CA/USA
. Build . .
Microsoft® Excel® 2013 MSO Microsoft Corporation, Redmond, WA/USA
15.0.5353.1000
] Build . .
Microsoft® Excel® 2016 MSO Microsoft Corporation, Redmond, WA/USA
16.0.4266.1001
Microsoft® PowerPoint® 2013  Build . )
Microsoft Corporation, Redmond, WA/USA
MSO 15.0.5345.1000
Microsoft® PowerPoint® 2016  Build . )
Microsoft Corporation, Redmond, WA/USA
MSO 16.0.4266.1001
] Build . .
Microsoft® Word 2013 MSO Microsoft Corporation, Redmond, WA/USA
15.0.5357.1000
Build

Microsoft® Word 2016 MSO

16.0.4266.1001

Microsoft Corporation, Redmond, WA/USA

Coleman Technologies Inc. for NanoDrop Technologies,

NanoDrop ND-1000 3.5.2 Wilmington, DE/USA

OsteoMeasure64 1.0.3.0 Osteometrics Inc., Decatur, GA/USA

PuTTY 0.75 S. Tatham/A. Lanes/B. Harris/J. Nevins, Cambridge, England
Serial Cloner 26.1 SerialBasics

SoftMax Pro 7.1, Build 246936 Molecular Devices LLC, San José, CA/USA

StepOne™ Software 2.3 life Technologies, Karlsbad, CA/USA

Xming 6.9.0.31 Colin Harrison

25



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Erfassung der AP-Enzymaktivitat in vitro

Fur die Quantifizierung der nativen und durch Additive beeinflussten Aktivitat der
Wildtyp- sowie mutierten Alkalischen Phosphatase wurden die im Folgenden
beschrieben Schritte fur jede untersuchte Mutation sequentiell durchlaufen.

Die Plasmid-DNA von pCMV6-Entry und pCMV6-ALPL (s. Abbildung 3) wurden aus
laborinternen Vorversuchen tibernommen. Das Vektorplasmid pCMV6-Entry wurde
dabei von der OriGene Technologies Inc. (Rockville, MD/USA) unter der
Referenznummer PS100001, pCMV6-ALPL unter der Referenznummer RC205692
bezogen.

F1 ori_15...6028 165...182 M13-fwd
SV40 ORI_5682...5605

952..971 T7

pCMV6-ALPL
6453 Bp

ColE1 origin 4118...3490 \ 2619...2648 c-Myc
2667...2690 Flag tag
[2736...3216 hGH polyA signaII

Abbildung 3: zirkulare Darstellung von pCMV6-ALPL in SerialCloner. Projektrelevant sind neben dem ALPL-
Gen (hellgriin gefarbt) u.a. die Kanamycin-Resistenz (KanR, orange gefarbt) und die Loki fiir die Primer T7 und
M13 Reverse (im LacZ-Gen).
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2.2.1.1 Mutagenese

Die Mutagenese von pCMV6-ALPL mit den in Tabelle 3 beschriebenen Mutationen
erfolgte ortsspezifisch nach dem Ligation-During-Amplification-Verfahren (Shenoy
und Visweswariah 2003) mithilfe der Reaktionssatze QuikChange Il XL sowie
QuikChange Lightning (vgl. Abschnitt 2.1.3) nach Herstellerangaben. Die
eingesetzten Oligonukleotidprimer sind in Abschnitt 2.1.7.1 aufgefthrt, fir die PCR-
Programme sowie -reaktionsansatze siehe Abschnitt 2.1.8. Zur Optimierung der
Reaktionsbedingungen, insbesondere der Hybridisierungstemperatur, wurde am
PCR-Cycler ein Temperaturgradient von 50 — 65 °C eingestellt.

Zur Erfolgskontrolle der Mutagenese wurden 0,7 % Agarosegele mit 5 pl GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder sowie je 20 ul PCR-Produkt (nach Zusatz von 6x DNA-Gel-
Ladefarbstoff im Verhdltnis 5:1) beladen und die Proben 20 Minuten bei 100 V
aufgetrennt. Anschlieend wurden die resultierenden Banden unter UV-Licht

sichtbar gemacht und dokumentiert (vgl. beispielhaft Abbildung 4).
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Abbildung 4: Gelektrophorese zur Beurteilung der vorausgegangenen PCR. a) Links GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder, rechts PCR-Produkt der Mutagenese von c.119C>T mit deutlicher Bande bei etwa 5 kBp. Dies
entspricht dem als Supercoil vorliegenden Plasmid. b) Von links: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder,
Negativkontrolle mit dH20 zum Ausschluss von Verunreinigungen, PCR-Produkt von c¢.212G>A mit
technischem Replikat, PCR-Produkt von ¢.299C>T mit technischem Replikat. Die zweite Bande bei ca. 7 kBp
lasst sich durch den hier noch nicht erfolgten Dpnl-Verdau mit Vorliegen von linearisiertem und als Supercoil
vorliegendem Plasmid erkléren.

2.2.1.2 Transformation

Im Anschluss an die erfolgreiche PCR wurden die in den QuikChange Kits
enthaltenen XL10 Ultrakompetenten Zellen nach Herstellerangaben transformiert.
Dabei wurde im letzten Schritt ein Volumen von 200 ul auf drei Agarplatten je
Mutation ausgebracht und diese Uber Nacht, jedoch mindestens 16 Stunden, bei
37 °C inkubiert. Als Selektionsantibiotikum kam Kanamycin zum Einsatz. Bei
makroskopisch sichtbarem Wachstum von Kolonien (vgl. beispielhaft Abbildung 5)
am Folgetag wurden je Platte drei Kolonien mit 1000 pl Pipettenspitzen gepickt und
in einem 14 ml Bakterienkulturréhrchen in Vorkultur E. coli (s. Abschnitt 2.1.6)
erneut Uber Nacht, jedoch mindestens 16 Stunden, bei 37 °C und bei 245 rpm
horizontal schittelnd inkubiert. Die Agarplatten wurden mit Parafilm verschlossen
und bei 4 °C gelagert.
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Abbildung 5: Bakterienkultur auf Kanamycin-Agarplatten. a) Kultur von ¢.119C>T mit Markierungen der
gepickten Kolonien. b) Zweite Kultur von ¢.119C>T, noch ohne Markierungen

2.2.1.3 Plasmidaufreinigung

Die Aufreinigung und Praparation der Plasmide erfolgte in zwei Arbeitsschritten.
Zunachst wurde aus der in Abschnitt 2.2.1.2 beschriebenen Vorkultur 625 ul gut
angewachsene Bakterienkultur abgenommen, mit 375 pl 80 % sterifiltrierter
Glycerollésung vermischt und als Kryostock bei -80 °C gelagert. Mit der Ubrigen
Vorkultur erfolgte eine Aufreinigung mithilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits nach
Herstellerangaben. Die Konzentrationsbestimmung aller in dieser Arbeit generierten
Produkte erfolgte mit dem NanoDrop™ ND-1000 Spektralphotometer; als Leerwert
diente hier der im Miniprep Kit enthaltene Buffer EB.

Zum Nachweis der gewtinschten Mutation wurden 15 pl der so gewonnenen DNA
mit ddH20 auf eine Endkonzentration von 80 — 100 ng/ul verdinnt und von der
Microsynth Seqglab GmbH (Goéttingen, Deutschland) mit der Didesoxymethode nach
Sanger (Sanger et al. 1977) sequenziert. Fur bis zu 746 Positionen vom Beginn des
offenen Leserahmens entfernte Mutationen wurde durch den Dienstleister der
Primer T7, ab 976 Positionen der Primer M13 Reverse zugesetzt. Die Ergebnisse
wurden in SerialCloner und BioEdit mit der Sequenz von pCMV6-ALPL verglichen
(vgl. beispielhaft Abbildung 6).
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c.119C>T 137 AATATGTCCTGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCAACGTGGCTARGAATGTCATCATGTTCC 196

Frrrrtsrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrerer e e e e e e e e e

pCMV6-ALPL 1141 1200

Abbildung 6: Ergebnis der Sequenzierung fiir c.119C>T. Oben ist der direkte Sequenzvergleich abgebildet
(pCMV6-ALPL in grun als Seq_2). Die Veranderung der DNA-Sequenz von Cystein zu Threonin ist damit

bestatigt. Unten ist das Ergebnis der Sanger-Sequenzierung abgebildet. Der rote Pfeil markiert das
muationsbedingte Threonin.

Bei positivem Sequenzierungsergebnis wurden aus den zuvor eingelagerten
Kryostocks 40 pl E. coli Suspension fir eine Kultur mit 5 ml Vorkultur (s. Abschnitt
2.1.6) entnommen und in einem 14 ml-Bakterienkulturréhrchen fiir 6 — 8 Stunden
bei 37 °C und bei 245 rpm horizontal schittelnd inkubiert. Die eigentliche
Bakterienkultur erfolgte durch Zugabe dieser Vorkultur zur Ubernachtkultur E. coli
(s. Abschnitt 2.1.6) fur mindestens 16 Stunden, bei schwer zu kultivierenden
Mutationen bis zu 26 Stunden, bei 37 °C und bei 245 rpm horizontal schittelnd in
500 ml Erlenmeyerkolben. Die endotoxinfreie Aufreinigung der DNA zur endgultigen
Verwendung fand unter Anwendung des EndoFree® Plasmid Maxi Kits statt, wobei
im letzten Schritt das Plasmid-Pellet in 200 pl im Kit enthaltenem Buffer TE gel6st
wurde, der auch als Leerwert fir die Konzentrationsbestimmung diente. Die
Produkte wurden bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert; die Konzentrationen

sowie das im Rahmen der Transfektion fir 1 pg DNA bendtigte Volumen sind in
Tabelle 19 wiedergegeben.
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Tabelle 19: Konzentrationen und benétigte Volumina fiir 1ug DNA der untersuchten Mutationen sowie pCMV6-
Entry und pCMV6-ALPL nach DNA-Praparation

Bendtigtes Volumen fur 1pg

Mutation Konzentration [ng/pl] DNA ]
pCMV6-Entry 857,2 1,17
pCMV6-ALPL 876,8 1,14
C119T 642,2 1,56
G212A 402,8 2,48
C299T 118,4 8,45
G340A 615,4 1,62
G346T 547,5 1,83
G394A 270,7 3,69
C406T 294,7 3,39
G407A 504,9 1,98
C422A 268,7 3,72
C500T 3225 3,10
G526A 290,3 344
G535A 391,5 2,55
C542T 448,0 2,23
G661T 614,9 1,63
G738T 320,6 3,12
G746T 252,5 3,96
G976C 405,5 2,47
T1228C 405,9 2,46
Al1250G 359,8 2,78

2.2.1.4 Zellkultur

Als Grundlage der Zellkultur dienten MC3T3-E1l-Zellen, eine Préosteoblasten-
Zelllinie murinen Ursprungs (Kodama et al. 1981). In der Erhaltungskultur erfolgte
ein Mediumwechsel mit a-MEM +/+ (s. Abschnitt 2.1.6) nach mikroskopischer
Wachstumskontrolle in Intervallen von 48 — 72 Stunden und ein Aufteilen der
kultivierten Zellen im Verhaltnis 1:8 nach jeweils 7 Tagen bei stets 95 —-100 %
Konfluenz.

Fur die osteoblastare Differenzierung wurden in 12-Well-Zellkulturplatten je Well
2:10° Zellen mit a-MEM +/+ ausgebracht und ab dem ersten Mediumwechsel nach
48 Stunden mit Osteoblasten-Differenzierungsmedium (s. Abschnitt 2.1.6) versorgt
(Franceschi et al. 1994; Franceschi und lyer 1992).

Die transiente Transfektion der MC3T3-Zellen erfolgte mittels Lipofektion (Felgner
et al. 1987) mit Lipofectamine® LTX und PLUS Reagenz nach Herstellerangaben
in 12-Well-Zellkulturplatten mit 3-10° Zellen je Well. Die eingesetzten DNA-Mengen
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sind Tabelle 19 zu entnehmen. Fur jede Mutation sowie pCMV6-Entry und pCMV6-
ALPL wurden 4 Wells im Sinne biologischer Replikate angesetzt. Auf eine dedizierte
Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde aufgrund der fehlenden Konsequenz fir

das weitere Vorgehen verzichtet.

2.2.1.5 AP-Aktivitdtsassay mit pNPP als Substrat

24 — 48 Stunden nach Transfektion wurden die MC3T3-Zellen fir die
Aktivitdtsmessung prapariert. Dafir wurde nach Absaugen des Mediums und
zweimaligem Waschen mit PBS jedem Well 1 ml PBS sowie 40 pl Proteaseinhibitor-
Stammlosung (s. Abschnitt 2.1.6) zugegeben, die Zellen mit einem Zellschaber
abgekratzt, in 5 ml Rundbodenréhrchen tberfihrt und von hieran auf Eis gekuhlt.
AnschlieRend wurden die Zellsuspensionen mechanisch lysiert und 100 pl des
Zelllysats fur mogliche spatere Diagnostik bei -80 °C gelagert.
Fir jede Mutation sowie pCMV6-Entry und pCMV6-ALPL erfolgten jeweils 4
Messungen mit den folgenden Konditionen:

1. Natives Zelllysat (d.h. ohne Zugabe von Additiven)

2. MgClz [ImM]

3. ZnCl2 [20uM]

4. Strontiumranelat [50uM]
Das Assaysystem war dabei gemal Herstellerangaben frei von Magnesium, Zink
und Strontiumranelat. pPCMV6-Entry und pCMV6-ALPL wurden dabei sowohl in ihrer
jeweiligen Aktivitdt untersucht, als auch als Negativ- bzw. Positivkontrolle zur
Beurteilung der internen Validitat des Versuches eingesetzt.
Fur jede Kondition wurden 200 ul Zelllysat nativ belassen oder mit 7 ul der jeweiligen
Stammldsungen (s. Abschnitt 2.1.6) versehen, um die gewlnschte End-
konzentration zu erreichen, und mit 500 pul pNPP-Substratlésung (s. Abschnitt 2.1.6)
gemischt. Die Inkubationsdauer bei Raumtemperatur wurde in jedem Versuch in
Abhéngigkeit von der geschéatzten Transfektionseffizienz nach augenscheinlicher
Gelbfarbung der pCMV6-ALPL-Proben gewahlt und lag in der Regel zwischen 15
und 45 Minuten. Fir die folgenden Reaktionen nach Zugabe von Additiven wurde
die nativ bestimmte Inkubationszeit streng repliziert, um eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten. Der enzymatische Umsatz von pNPP wurde durch
Zugabe von 200 pl 2,5 M NaOH, bei spateren Versuchen durch thermische
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Inaktivierung bei 95 °C fur 2 Minuten, beendet. Anschlie3end erfolgte der Transfer
von je 200 pl jeder Probe in Wells einer transparenten 96-Well-Mikrotiterplatte und
Messung der Extinktion bei 405 nm im Microplate Reader. Zur Auswertung wurden
die Extinktionswerte der jeweiligen Proben in Verhéltnis zum Mittelwert der

Extinktionswerte von pCMV6-ALPL gesetzt:

E405nm(Pr0be) _
D Eso5nm (pCMV6 — ALPL)

Aktivitat [%] = 100

Zusatzlich sollte die Proteinkonzentration der Proben mittels Bradford-Assays
bestimmt werden (Bradford 1976). Hierzu wurden 50 pl Zellsuspension mit 750 pl
dH20 sowie 200 ul Protein Assay Dye Reagent Concentrate gemischt, 100 pl des
Gemisches in Wells einer transparenten 96-Well-Zellkulturplatte tberfuhrt und die
Extinktion bei 595 nm gemessen. Fur die Eichreihe wurde BSA (2mg/ml) 1:9
vorverdinnt und anschlieRend eine Verdinnungsreihe entsprechend Tabelle 20
erstellt und nach demselben Prinzip wie die Proben gemessen. Die Ermittlung der

Proteinkonzentration in den Proben erfolgte automatisch in der Ascent™ Software.

Tabelle 20: Verdunnungsreihe fir BSA zur Konzentrationsbestimmung im Bradford-Assay.

pg BSA in Losung pl BSA-Lésung (1:9) pl H.O
0 0 800
5 25 775
10 50 750
15 75 725
20 100 700

2.2.1.6 qRT-PCR

Die Transkriptionsanalyse erfolgte nach am Institut fir Osteologie und Biomechanik
des UKE etablierten Methoden (Zhao et al. 2021). Es wurde aus kultivierten MC3T3-
Zellen RNA mithilfe des NucleoSpin® RNA/Protein Reaktionssatzes isoliert. Dies
erfolgte nach Herstellerangaben, nachdem die Zellen mit dem im Kit enthaltenen
Lysepuffer sowie 10 pl/ml B-Mercaptoethanol lysiert und mit einem Zellschaber

abgel6st wurden. Die Elution erfolgte in 50 pl ddH20.
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Die so gewonnene RNA wurde mit dem Verso cDNA Synthesis Kit mit integriertem
DNase-Verdau entsprechend den Herstellerangaben unter Verwendung der
oligo-dT Primer in cDNA umgeschrieben. Als Template kamen dabei 500 ng RNA
zum Einsatz.

Zur quantitativen Analyse der Genexpression von ALPL wurde eine quantitative
Reverse Transkriptase Real Time PCR (qRT-PCR) durchgefuhrt (Higuchi et al.
1992; Holland et al. 1991). Hierzu wurde auf das TagMan-System zurtickgegriffen,
fur die verwendeten Sonden siehe Abschnitt 2.1.6.4. Ein Reaktionsansatz bestand
aus 7 ul ddH20, 10 pl TagMan-Mastermix, 2 pl cDNA sowie 1 pl Primer. Als PCR-
Cycler wurde das StepOnePlus Real-Time PCR System verwendet; die StepOne ™ -
Software ermittelte automatisch die Schwellenwerte der Fluoreszenzintensitat der
Proben (Cr-Wert). Fur die Berechnung der relativen Genexpression von ALPL

wurde GAPDH als interne Referenz verwendet und die AACr-Methode angewandt:

AC; = Cr(ALPL) — Cr(GAPDH)
AAC; = AC;(ALPL) — C,(GAPDH)

Relative Expression = 2724Cr

2.2.2 Tierversuche

Alle Tierversuche wurden von der Tierschutzkommission des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf sowie der Behorde fur Soziales, Familie, Gesundheit und
Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen,
begutachtet und genehmigt (G73/19, Org869) und unter Berlcksichtigung der
Richtlinie 2010/63/EU des Europaischen Parlaments und des Rates vom 22.
September 2010 zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
durchgefuhrt. Der Umgang mit Versuchstieren erfolgte stets unter Aufsicht und
Anleitung von nach FELASA-KTriterien geschulten Wissenschaftlern. Alle vom Autor
dieser Arbeit durchgefihrten Téatigkeiten im Rahmen der Tierversuche
beschrankten sich auf den Zeitraum nach deren Totung.

Die Tiere wurden in den Raumlichkeiten der Zentralen Forschungstierhaltung (FTH)
des Universitatsklinikkums Hamburg-Eppendorf in einer spezifisch pathogenfreien
Umgebung mit 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus, 45 - 65 % relativer

Luftfeuchtigkeit und 20 — 24 °C Raumtemperatur gehalten und von den Tierpflegern
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der FTH mit Leitungswasser und Trockenfutter (1328P, Altromin Spezialfutter
GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland) ad libitum versorgt. Das Ansetzen der
Verpaarung wurde ebenfalls von Mitarbeitern der FTH Glbernommen.

Als murines Modell der Hypophosphatasie wurde vor dem in Abschnitt 1.3
dargestellten Hintergrund ein Knockin der Mutation ¢.571G>A (p.Glul91Lys bzw.
p.E191K) in das ALPL-Gen von C57BL/6-M&usen gewahlt.

Die Erschaffung der Mauslinie erfolgte in Zusammenarbeit mit der Transgene Maus
Core Facility des UKE (Leitung: PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer / PD Dr. Uwe
Borgmeyer) durch CRISPR/Cas9 Genome Editing (Ochiai 2015) und tragt die
Bezeichnung B6-AlplemHHt9/Uke. Fir die Zwecke dieser Arbeit erfolgt die

Benennung wie folgt:

Wildtyp Alpl*/*
Heterozyot Alpl*/d
Homozygot Alpl|9/d

2.2.2.1 Genotypisierung

Die Genotypisierung neugeborener Mause erfolgte mittels Polymerase-
Kettenreaktion (Saiki et al. 1988). Hierfur wurde aus Biopsien der Schwanzspitze
oder des Ohres mithilfe des Phire Animal Tissue Direct PCR Kits nach
Herstellerangaben DNA gewonnen. Diese wurde als DNA-Template fur die in
Abschnitt 2.1.8 dargestellten PCR-Laufe eingesetzt.

Bei Versagen des 0.g. Kits wurde die zu untersuchende DNA mit Phenol/Chloroform
isoliert. Hierzu wurden zunachst die Biopsien in 325 pl Biopsie-Lyse-Puffer und 25
ul Proteinkinase K (s. Abschnitt 2.1.6) fur 120 Minuten bei 55 °C und horizontal
schittelnd mit 900 rpm lysiert und die darin enthaltene DNA in die Pufferldsung
freigesetzt. Anschliel3end wurden 350 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung
zugegeben und nach grindlichem Schutteln far 10 Minuten bei 21300 rcf und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde in neue 1,5ml-
Reagiergefal3e uberfuhrt, mit 500 pl Isopropanol vermischt und erneut fir 10
Minuten bei 21300 rcf und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und fur 7 Minuten bei 21300 rcf
und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das

entstandene DNA-Pellet in 50 pl TE-Puffer gelést und zur Verwendung am selben
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Tag 30 Minuten bei 37 °C und horizontal schuttelnd mit 300 rpm inkubiert. Bei
Verwendung am Folgetag oder spéater entfiel dieser Inkubationsschritt unter
Lagerung bei Raumtemperatur.

Die resultierenden PCR-Produkte wurden mit dem NucleoSpin® Gel and PCR
Clean Up Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elution erfolgte in 20 pl im
Kit enthaltenem Buffer NE, welcher auch als Leerwert fur die
Konzentrationsbestimmung diente. Die so gewonnene DNA wurde in 15 pl-
Ansatzen mit 1,5 pl Primer (ALPL-F1, Konzentration 20 uM) und ddH20 auf eine
Endkonzentration von 15 ng/pl verdinnt und der Micosynth Seqglab GmbH
(Gottingen, Deutschland) zur Sequenzierung tbersandt.

Die Auswertung der Genotypisierung der ALPL-Mause erfolgte durch Analyse der
folgenden Zielsequenzen in den Chromatogrammen mithilfe der BioEdit Software
(vgl. Abbildung 7):

WT 5 GGCCGATCGGGACTGGTACTCGGATAACG 3*
Kl 5 GGCCGATCGGGACTGGTACTCGGATAACA 3f
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Wildtyp (Alpl*/*)
i GCCGATCGGGACTGGTACTCGGATAACKsE RNt

|| || ) ’1\

tGCCGATCGGGACTGGTACTCGGATAACES

Abbildung 7: Auswertung der Genotypisierung der Alpl-M&use in der BioEdit-Software. Schwarz hinterlegt ist
die 5-3-Sequenz mit Ende vor der fur die Mutation verantwortlichen Aminoséure. Die darauf folgende
Aminosdaure zeigt das Ergebnis der Genotypisierung an: Glycin bei Wildtyp-Tieren, Alanin bei homozygoten und
ein Ubereinander liegendes Signal fur sowohl Glycin als auch Alanin (in der Software dargestellt als R) bei

heterozygoten Tieren.

2.2.2.2 Praparation der Versuchstiere

Die Préparation der Versuchstiere folgte am Institut fir Osteologie und Biomechanik
des UKE etablierten und mehrfach publizierten Standardverfahren (Zhao et al.
2021; Rolvien et al. 2020; Luther et al. 2018). Fr die im Folgenden beschriebenen
Untersuchungen erfolgte die Tétung der Mause im Alter von 12 Wochen durch
Betaubung mit 80 % CO2 / 20 % O2 Mischgas und anschlielBender Asphyxie mit

100 % CO2. Der sichere Tod wurde durch Fehlen des Zwischenzehenreflexes
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Uberpruft und die Tiere anschlieRend gewogen. Um insbesondere Haarflug zu
reduzieren wurden die Kadaver vor der weiteren Préparation mit 80 % Ethanol
bespruht. Anschliel3end erfolgte eine transkutane transapikale Aspiration von
Vollblut aus den Herzhéhlen. Das so gewonnene Blut wurde 30 Minuten bei
Raumtemperatur in einem 1,5 ml Reagiergefald belassen, um die Gerinnung
vollstandig ablaufen zu lassen. Es folgte eine Zentrifugation bei 3300 rcf fur 6
Minuten, um die korpuskularen Blutbestandteile zu sedimentieren. Das sich nun im
Uberstand befindliche Serum wurde in frische 1,5 ml ReagiergefaRe tberfiihrt und
bei -80 °C fur zukunftige Untersuchungen gelagert.

Die weitere Praparation der Mause erfolgte durch Entfernen von Fell sowie
thorakalen und abdominellen Organen und Fixieren der Kadaver in longitudinal
gestreckter Position auf Korkplatten. Zur Fixierung des Gewebes wurden die
Praparate 24 — 48 Stunden in 3,5 % Formafix-Losung gehalten und anschlie3end
in 80 % Ethanol gelagert.

2.2.2.3 Radiographische Untersuchungen

Von den fixierten Kadavern der Versuchstiere wurden nach Abschluss der Fixierung
Kontaktrontgenaufnahmen in Rontgenkabinetten der Firma Faxitron X-Ray LLC
(Lincolnshire, IL/USA) gefertigt. Bei dem analogen Gerat Xray sterile wurde dabei
eine Rohrenspannung von 35 kV fir 2 Sekunden eingestellt. Die belichteten
Rontgenfilme wurden mit dem Filmentwickler Optimax 1170-1-0000 und Entwickler-
und Fixierkonzentraten der Firma Adefo-Chemie GmbH (Neu-Isenburg,
Deutschland) entwickelt und anschlieRend mit einem Flachbettscanner digitalisiert
(vgl. beispielhaft Abbildung 8). Die digitalisierten Réntgenaufnahmen dienten zur
radiologischen Beurteilung des Gesamtskeletts und insbesondere zur Detektion von

frischen oder kallésen Frakturen als Krankheitszeichen.
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Abbildung 8: beispielhafte Kontaktréntgenaufnahme einer ALPL-KI-Maus

Nach Anfertigung der Rontgenaufnahmen wurde jeweils ein Femur freiprapariert
und in einem speziell dafir am Institut fir Osteologie und Biomechanik des UKE
gefertigten Probenhalter per Mikro-Computertomographie (UCT) untersucht. Der
Probenhalter wurde im uCT 40 (Scanco Medical AG, Wangen-Briittisellen, Schweiz)
mit der Langsachse orthogonal zur Strahlrichtung der Réntgenréhre platziert und
mit einer VoxelgrélRe von 10 um gescannt. Das Gerat nahm 1000 Projektionen pro
Schicht mit 2048 Abtastungen und 200 Millisekunden Abtastungszeit auf, die
Rohrenenergie betrug 55 kVp und die Intensitat 145 pA. Die Schichten wurden von
der zugehorigen Software rekonstruiert und damit untersucht. Ebenfalls in dieser
Software wurden 3D-Modelle der untersuchten Knochen erstellt. Dazu wurde das
herstellerseitig vorgegebene Skript ,UCT_EVALUATIONG“ verwendet. Es wurden
manuell Bereiche der Femora fur die Auswertung des trabekuldren und des
kortikalen Knochens festgelegt; die Auswertung im Folgenden weiter definierter
Strukturparameter erfolgte automatisch.
Fur den trabekularen Knochen wurde in der distalen Metaphyse ein Volumen,
welches sich 2500 pm bis 500 um proximal der Wachstumsfuge befand, mit den
Skripten
,UCT_EVALUATION6_MULTIAUTO"

sowie

LIPLV6_AUTOCONTOUR_DUALTH_GAUSS_SLIMIRR"
analysiert. Die Analyseparameter waren dabei:

Seg: 0.8/1]250]1000|6]/0.8]1|250|1000|6/0.8|2| 300|1000|6
Misc:  25|30]10]2|3]|1
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Dieselben Skripte kamen zur Analyse des kortikalen Knochens zum Einsatz. Das
untersuchte Volumen wurde hierfir entlang einer Strecke von 1000 pm in der Mitte
der Diaphyse definiert. Es wurden folgende Analyseparameter angewandt:

Seg:  0.8]1]300|1000|6]0.8|1|300|1000|6]0.8]|2|350]|1000|6|0.8|2|350|1000|6
Misc: 10|20|1|1|0|

Entsprechend der standardisierten Nomenklatur der American Society for Bone
Mineral Research (ASBMR) konnten so die in Tabelle 21 dargestellten
dreidimensionalen histomorphometrischen Parameter erhoben werden (Dempster
et al. 2013).

Tabelle 21: Histomorphometrieparameter nach Richtlinien der ASBMR im uCT

Bezeichnung Abkiirzung Einheit
Bone Volume BV mm3

Bone Volume Fraction BVITV %

Cortical Porosity Ct.Por %

Cortical Thickness Ct.Th mm
Cortical Tissue Mineral Density Ct.TMD mg HA/cm®
Tissue Volume TV mm3
Trabecular Number Th.N 1/mm
Trabecular Separation Th.Sp mm
Trabecular Thickness Tb.Th mm
Trabecular Tissue Mineral Density Th.TMD mg HA/cm®

Die Mal3e der Mineralisierungsdichte Tb.TMD und Ct.TMD wurden automatisch
entsprechend des softwareeigenen Algorithmus aus den
Strahlenabsorptionswerten des untersuchten Knochengewebes ermittelt (Bouxsein
et al. 2010). Auch die tbrigen abgeleiteten Messwerte wurden automatisch von der

Analysesoftware auf Basis der folgenden allgemeinen Formeln ermittelt:

Ct.Por = BV/TV !

BV/TV

Th.N ==

1
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2.2.2.4 Histologie

Fur die histologische Aufarbeitung wurden den fixierten Kadavern nach Fertigung
der Rontgenaufnahmen die zusammenhangenden Wirbelkdrper L1 bis L4 sowie
jeweils eine Tibia, idealerweise mit Fibula, entnommen. Fixierung, Farbung und
Schnitt der Proben wurden von den technischen Assistentinnen des Instituts far
Osteologie und Biomechanik in standardisierter Vorgehensweise durchgeftihrt und
die fertigen Schnitte freundlicherweise zur Analyse zur Verfigung gestellt. Es
wurden fur jede Probe von Wirbelkdrpern und Tibia jeweils zwei Praparate mit je 2
Schnitten und einer Schichtdicke von je 4 um sowie ein Préaparat mit je 2 Schnitten
und einer Schichtdicke von je 12 um angefertigt.

Die Farbung der 4 pum dicken Schnitte entsprach der Von Kossa/Van Gieson-
Farbung, einer Versilberungsfarbung, bei der mineralisierter Knochen schwarz,
Osteoid und Bindegewebe rot und Muskeln und Erythrozyten gelb zur Darstellung
kommen (Bonewald et al. 2003; Tripp und Mackay 1972), und erlaubte die
Ermittlung struktureller Histomorphometrieparameter. Alle in diesem Verfahren
angefertigten Schnitte wurden mithilfe der Axiocam montiert auf einem Axioscope
Mikroskop mit 1,25x Objektiv (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einer
Auflésung von 3200 x 2030 Pixel fur die weitere Auswertung digitalisiert.

Die 12 um dicken Schnitte wurden nicht gefarbt, da die Beurteilung kinetischer
Histomorphometrieparameter, insbesondere der Knochenformationsrate, durch den
vitalen Mausen injizierten und sich folglich am wachsenden Knochen anlagernden
Fluoreszenzfarbstoff Calcein ohne weitere Aufbereitung moglich war (Porter et al.
2017). Aufgrund der Lichtsensibilitat der Schnitte erfolgte die Lagerung
lichtgeschutzt.
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Abbildung 9: beispielhafte Histologische Schnitte. a) Lendenwirbelkérper, gefarbt nach Von Kossa/Van Gieson,
1,25x VergroRRerung. b) Tibia und Fibulafragment, geféarbt nach Von Kossa/Van Gieson, 1,25x VergroRerung.
¢) Calceineinlagerungen in neu formiertem Knochen unter Fluoreszenzlicht (Ex 495 nm, Em 515 nm), 10x
VergréRerung

2.2.2.5 Histomorphometrie

Allgemein wird zwischen struktureller, zellularer und kinetischer Histomorphometrie
unterschieden (Malhan et al. 2018; Revell 1983). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich Ergebnisse struktureller Histomorphometrie ausgewertet; die
zellulare und kinetische Histomorphometrie soll im Rahmen von Nachfolgearbeiten
erfolgen und wurde entsprechend Abschnitt 2.2.2.6 vorbereitet.

Die strukturelle Histomorphometrie erfolgte einerseits durch Auswertung der uCT
wie in Abschnitt 2.2.2.5 beschrieben, andererseits durch semiautomatische Analyse
der nach Von Kossa/Van Gieson gefarbten histologischen Schnitte. Hierzu wurden
die Wirbelkorper L3 und L4 in diesen Schnitten in der BIOQUANT OSTEO 2020
Software mit einem Schwellenwert zur Erkennung von Knochengewebe von 110 im
Rot-Kanal vermessen. Diese Analyse ergab die Parameter BV/TV, Th.Th, Th.N
sowie Th.Sp (s. Tabelle 21).

2.2.3 Statistische Auswertung und Ergebnisdarstellung

Die statistische Auswertung aller Ergebnisse erfolgte in der GraphPad Prism®
Software nach vorausgegangener Beratung durch das Institut fir Medizinische
Biometrie und Epidemiologie des UKE (Leitung: Prof. Dr. Heiko Becher). Fir
Vergleiche von zwei Gruppen wurde nach einem orientierenden Varianzvergleich

ein zweiseitiger Student’s t-Test durchgefuhrt. Vergleiche von mehr als zwei
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Gruppen wurden bei nicht gepaarten Proben als One-way ANOVA, bei gepaarten
Proben als Repeated-Measure One-Way ANOVA durchgefihrt. Dabei wurde eine
Normalverteilung der Messwerte angenommen. Die Korrektur fir Mehrfachtestung
erfolgte durch Dunnett’s Test.

Als a-Niveau fur statistische Signifikanz wurde 5 % (entsprechend p = 0,05)
festgelegt. Alle angegebenen p-Werte sind fur Mehrfachtestung adjustiert. Die

Abstufungen der Signifikanzniveaus kbnnen Tabelle 22 entnommen werden.

Tabelle 22: Signifikanzniveaus in dieser Arbeit und deren Darstellung in Graphiken.

p-Wert Zeichenkodierung
<0,05 *
< 0,005 *
< 0,0005 bl
< 0,0001 Frkk

Sofern nicht anders angegeben sind in den Abbildungen alle Ergebnisse als
Mittelwert und 95 % Konfidenzintervall dargestellt. Die Darstellung der Ergebnisse
in Tabellen und Abbildungen erfolgte immer im vollstdndigen Kontext der jeweiligen
Mutation mit Hervorhebung der fur den entsprechenden Abschnitt relevanten
Teilergebnisse.

Fur tabellarische Ubersichten werden Messwerte mit zwei Dezimalstellen
angegeben. Rohdaten mit mehr als zwei Dezimalstellen wurden durch Abschneiden
gerundet.

Sind Aktivitatsveranderungen in % angegeben, so ist damit ohne weitere Angabe

die absolute Differenz der Verhéltnisse in Prozentpunkten gemeint.
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3 Ergebnisse

3.1 Erfassung der AP-Enzymaktivitat in vitro

Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase aus MC3T3-E1-Zellen fir ausgewahlte
ALPL-Varianten sowie pCMV6-Entry wurde wie in Abschnitt 2.2.1.5 beschrieben
untersucht. Aufgrund der nach dreimaliger Durchfihrung konsistent nicht
verwertbaren Ergebnisse der Proteinkonzentrationsbestimmung, a.e.
zurUckzufuhren auf insgesamt niedrige Proteinbiosynthese der MC3T3-E1-Zellen,
und der geringen Relevanz fir die Auswertung der Ergebnisse der Aktivitatsassays,

wurde diese flr spatere Versuche nicht mehr durchgefuhrt.

3.1.1 Verhalten von pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry

Das Verhalten der AP-Varianten pCMV6-ALPL, entsprechend der Alkalischen
Phosphatase vom Wildtyp, und pCMV6-Entry, entsprechend der inharenten
Alkalischen Phosphatase der MC3T3-E1-Zellen, wurde Uber alle durchgefuhrten
Versuche aufgezeichnet und gepoolt ausgewertet (siehe Abbildung 10).

Fur pCMV6-ALPL ergab sich eine hochsignifikante und mit 20,97 % relevante
Erhéhung der Enzymaktivitdit nach Zugabe von Magnesiumchlorid, wahrend
hierunter bei pCMV6-Entry keine signifikante Aktivitditsanderung zu beobachten
war. Die Zugabe von Zinkchlorid hatte ebenfalls keinen Einfluss auf pCMV6-Entry,
hatte jedoch fur pPCMV6-ALPL eine hochsignifikante Aktivitatsreduktion um 66,84 %
zur Folge. Die Zugabe von Strontiumranelat hatte keinen Einfluss auf die
Enzymaktivitat beider Varianten, wobei die statistische Signifikanz bei pCMV6-
ALPL mit einem adjustierten p-Wert von 0,08 knapp verfehlt wurde. Fur die
statistische Zusammenfassung der Aktivitaten von pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry
siehe Tabelle 23.
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Tabelle 23: Aktivitatsverhalten von pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry

Mittlere Differenz [%)] 95%-CI [%] Signifikanzniveau p-Wert
pCMV6-ALPL
nativ vs. MgCl, [1mM] 20,97 29,65 -12,3 ok <0,0001
nativ vs. ZnCl, [20uM] -66,84 -59,39 - -74,29 ok <0,0001
nativ vs. Strontiumranelat [50puM] 10,66 22,5--1,18 ns 0,0847
pCMV6-Entry
nativ vs. MgCl, [ImM] 1,27 4,04 - -1,50 ns 0,5347
nativ vs. ZnCl, [20uM] 0,65 2,92 --1,62 ns 0,8192
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] -0,48 1,17 - -2,13 ns 0,8104
pCMV6-ALPL pCMV6-Entry
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Abbildung 10: gepoolte Aktivitdt von pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry Uber alle Versuche
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3.1.2 Nativaktivitat

Der nativen, also ohne Zusatz von Additiven, gemessenen Enzymaktivitat kommt
aus zweierlei Grinden besondere Bedeutung zu. Zum einen stellt diese die
Grundaktivitdt der Alkalischen Phosphatase in unbehandelten Patienten mit
Hypophosphatasie und damit einen — zumindest mechanistisch plausiblen — Marker
fur die Krankheitsschwere dar, andererseits bildet sie die rechnerische Grundlage
fur die Beeinflussbarkeit der Aktivitat durch Additive. Die jeweiligen prozentualen
Aktivitaten in Relation zur Wildtyp-AP pCMV6-ALPL sind in Tabelle 24 aufgelistet
und in Abbildung 11 dargestellt.

Tabelle 24: native Aktivitat der untersuchten ALPL-Varianten und pCMV6-Entry.

ALPL-Variante Aktivitat (% von pCMV6-ALPL)
pCMV6-ALPL 100,00
pCMV6-Entry 1,20

c.119C>T 3,55
C.212G>A 11,47
€.299C>T 3,94
C.340G>A 10,25
€.346G>T 7,97
C.394G>A 43,17
c.406C>T 3,70
c.407G>A 8,07
c.422C>A 23,39
¢.500C>T 2,46
Cc.526G>A 18,24
c.535G>A 5,74
c.542C>T 2,46
c.661G>T 1,21
c.738G>T 1,90
Cc.746G>T 17,99
c.976G>C 1,58
€.1228T>C 3,96
c.1250A>G 0,60
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Ubersicht Nativaktivitat (ohne Additive)

1501

1254

1004

754

504 f--+

AP-Aktivitat [% von pCMV6-ALPL]

254 -fee-

Abbildung 11: Ubersicht aller untersuchten ALPL-Varianten sowie pCMV6-Entry hinsichtlich ihrer nativen
Aktivitat. Fur pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry sind die gepoolten Ergebnisse aller Versuche dargestellt.

Die Aktivitdt von pCMV6-Entry als Marker der inharenten AP-Aktivitat der MC3T3-
El-Zellen betrug 1,2 %. Die Spannbreite der residuellen Aktivitat der untersuchten
Mutationen lag zwischen 0,6 und 43,17 %. Dabei wiesen sechs Varianten eine
Aktivitat von mehr als 10 % der Wildtypaktivitat auf; die enzymatisch aktivste HPP-

assoziierte Variante war c.394G>A.
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3.1.3 Aktivitatssteigerung durch MgCl.

Ubersicht MgCl, [1mM]
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Abbildung 12: Ubersicht der Aktivitét aller untersuchten Mutationen sowie pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry nach
Zugabe von 1 mM MgClz. Fir pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry ist die gepoolte Aktivitat tiber alle Versuche

dargestellt.

Einen Uberblick tiber alle untersuchten Varianten und deren Aktivitat nach Zugabe
von 1 mM MgCl2 gibt Abbildung 12.

Im Rahmen der Aktivitatsassays konnte bei finf Mutationen eine Steigerung der AP-
Aktivitat nach Zugabe von 1 mM MgCl2. zum Reaktionsansatz nachgewiesen

werden. Die entsprechenden Varianten waren (vgl. Tabelle 25 und Abbildung 13):

- €.340G>A (nativ 10,25 %, nach MgCl2 24,67 %, 2,4-fache Steigerung)
- €.346G>T (nativ 7,97 %, nach MgCl2 10,27 %, 1,3-fache Steigerung)
- €.406C>T (nativ 3,67 %, nach MgCl2 5,92 %, 1,6-fache Steigerung)

- ¢.526G>A (nativ 18,24 %, nach MgClz 25,05 %, 1,4-fache Steigerung)
- ¢.542C>T (nativ 2,46 %, nach MgCl2 5,19 %, 2,1-fache Steigerung)
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Tabelle 25: Aktivitdtsverhalten derjenigen Mutationen,

welche nach Zugabe von MgCl2

mit einer

Aktivitatssteigerung reagieren. Die Aktivitatsveranderung nach MgClz in Relation zur Nativaktivitat ist grau

hinterlegt.

Mittlere Differenz [%)] 95%-ClI [%] Signifikanzniveau  p-Wert
C.340G>A
nativ vs. MgCl, [1mM] 14,42 24,32 - 4,52 w* 0,0087
nativ vs. ZnCl, [20puM] -1,31 9,19 - -11,82 ns 0,9646
nativ vs. Strontiumranelat [S0uM] 12,77 23,81 -1,73 * 0,0267
C.346G>T
nativ vs. MgCl, [ImM] 2,30 3,58 - 1,02 *x 0,0099
nativ vs. ZnCl, [20puM] -2,62 -0,13 - -5,12 * 0,0435
nativ vs. Strontiumranelat [S0uM] 1,15 3,54 --1,24 ns 0,263
c.406C>T
nativ vs. MgCl,[1mM] 2,21 2,88 -1,54 b 0,0017
nativ vs. ZnCl,[20uM] 2,87 7,01 --1,26 ns 0,1227
nativ vs. Strontiumranelat [S0uM] 0,49 2,16 - -1,17 ns 0,5371
C.526G>A
nativ vs. MgCl, [ImM] 6,81 10,96 — 2,66 ** 0,0045
nativ vs. ZnCl, [20uM] -9,27 -6,10 — -12,44 rork 0,0002
nativ vs. Strontiumranelat [S0uM] -7,76 -3,43 - -12,09 ki 0,0028
c.542C>T
nativ vs. MgCl, [ImM] 2,73 5,06 - 0,40 * 0,0327
nativ vs. ZnCl, [20uM] -2,18 3,19 - -7,56 ns 0,3504
nativ vs. Strontiumranelat [5S0uM] 1,63 6,10 - -2,82 ns 0,4076
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€.340G>A €.346G>T €.406C>T
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Abbildung 13: Aktivitatsverhalten der auf MgCl2 mit Aktivitéatssteigerung reagierenden Mutationen.

Aufgrund der ausgepragten und damit mdoglicherweise klinisch relevanten
2,4-fachen  Aktivitatssteigerung der Variante  ¢.340G>A wurde ein
Dosisfindungsversuch mit MgClz2-Konzentrationen zwischen 0,01 und 3 mM
unternommen. Als Referenz erfolgte der gleiche Versuch mit Zelllysat von
pCMV6-ALPL-transfizierten Zellen. Das Ergebnis ist in Abbildung 14 dargestellt.
Auffallend ist, dass die Aktivitat von ¢.340G>A bei Magnesiumkonzentrationen von
weniger als 0,1 mM unter die Nativaktivitat abfallt und die initial beschriebene
Aktivitatssteigerung nicht reproduzierbar war. Die starkste Aktivitatssteigerung
erfahrt diese Variante zwischen 0,3 und 1 mM MgClz; fur die Wildtyp-AP liegt der
Bereich des starksten Aktivitdtsanstiegs zwischen 0,03 und 0,3 mM.
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Dosis-Wirkungs-Beziehung pCMV6-ALPL
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Abbildung 14: Dosis-Wirkungs-Beziehung fir pCMV6-ALPL und ¢.340G>A nach Zugabe von MgClz. Der griin
markierte Bereich entspricht dem physiologischen Magnesiumspiegel in humanem Serum (0,85 - 1,1 mM;
Referenzbereich des Instituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf).
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3.1.4 Aktivitatsreduktion durch ZnCl»

Ubersicht ZnCl, [20uM]
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Abbildung 15: Ubersicht der Aktivitat aller untersuchten Mutationen sowie pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry nach
Zugabe von 20 pM ZnClz. Fur pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry ist die gepoolte Aktivitat Gber alle Versuche

dargestellt.

Einen Uberblick tiber die Aktivitat aller untersuchten Varianten nach Zugabe von
20 pM ZnCl2 bietet Abbildung 15.

Bei allen Varianten, bei denen eine statistisch signifikante Veranderung der
Enzymaktivitat zu beobachten war, kam es zu einer Aktivitatsreduktion um zwischen
1,80 % und 33,61 %. Am starksten ausgepragt fiel diese Absenkung der Aktivitat
bei der Mutation c.394G>A aus, welche gleichzeitig die hochste Nativaktivitat aller
untersuchten Mutationen aufwies (vgl. Abschnitt 3.1.2). Hier kam es zu einer etwa
4,5-fachen Verminderung des enzymkatalysierten Substratumsatzes von nativ
43,17 % auf 9,56 % nach Zugabe von ZnClz. Ebenfalls relevant war die Reaktion
von c.422C>A (23,39 % auf 4,28 %, etwa 5,4-fache Reduktion) und c.746G>T
(17,99 % auf 5,42 %, etwa 3,3-fache Reduktion).
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Tabelle 26: Aktivititsverhalten derjenigen Mutationen,

welche nach Zugabe von ZnCl2

mit einer

Aktivitatsreduktion reagieren. Die Aktivititsveranderung nach ZnCl2 in Relation zur Nativaktivitat ist grau

hinterlegt.
Mittlere Differenz [%)] 95%-ClI [%] Signifikanzniveau p-Wert
c.119C>T
nativ vs. MgCl, [ImM] -0,72 0,94 - -2,40 ns 0,3142
nativ vs. ZnCl, [20uM] -2,18 -0,76 - -3,60 * 0,0154
nativ vs. Strontiumranelat [SOpuM] -0,09 2,90 - -3,08 ns 0,9981
€.346G>T
nativ vs. MgCl, [1mM] 2,30 3,58 - 1,02 * 0,0099
nativ vs. ZnCl, [20uM] -2,62 -0,13 - -5,12 * 0,0435
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] 1,15 3,54 --1,24 ns 0,263
€.394G>A
nativ vs. MgCl, [ImM] 2,73 10,69 - -5,22 ns 0,4475
nativ vs. ZnCl, [20uM] -33,61 -23,66 - -43,56 ** 0,0016
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] -3,00 12,25 - -18,27 ns 0,7557
Cc.407G>A
nativ vs. MgCl, [ImM] 0,16 2,27 --1,94 ns 0,9721
nativ vs. ZnCl, [20puM] -6,42 -3,76 - -9,08 ki 0,0042
nativ vs. Strontiumranelat [SOuM] 1,31 7,05 --4,41 ns 0,6799
C.422C>A
nativ vs. MgCl, [1mM] 4,77 13,39 - -3,83 ns 0,1995
nativ vs. ZnCl, [20uM] -19,11 -9,37 - -28,84 > 0,0077
nativ vs. Strontiumranelat [5S0uM] -0,49 9,91 - -10,90 ns 0,9932
c.526G>A
nativ vs. MgCl, [ImM] 6,81 10,96 - 2,66 * 0,0045
nativ vs. ZnCl, [20uM] -9,27 -6,10 - -12,44 e 0,0002
nativ vs. Strontiumranelat [5S0uM] -7,76 -3,43 - -12,09 ki 0,0028
Cc.746G>T
nativ vs. MgCl, [ImM] 2,71 6,23 --0,81 ns 0,0964
nativ vs. ZnCl, [20uM] -12,56 -6,82 - -18,31 * 0,0056
nativ vs. Strontiumranelat [5S0uM] -6,43 -3,07 - -9,78 ki 0,0082
c.1250A>G
nativ vs. MgCl, [ImM] -0,60 0,50 - -1,70 ns 0,2067
nativ vs. ZnCl, [20uM] -1,80 -0,16 - -3,45 * 0,0386
nativ vs. Strontiumranelat [5S0uM] -3,92 -1,66 - -6,17 * 0,0109

Fur eine graphische Darstellung der acht Mutationen, welche nach ZnCl2-Zugabe

eine signifikante Aktivitatsreduktion zeigten, siehe Abbildung 16. Fur die Mutationen
€.119C>T, ¢.407G>A und c.1250A>G kommen hierbei Aktivitatswerte unter 0 % zur

Darstellung. Dies

ist auf die Berechnungsmethode der Enzymaktivitdt im
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eingesetzten Assay zuriick zu fuhren (vgl. Abschnitt 2.2.1.5) und kein Ausdruck

einer tatsachlichen Umkehr der enzymatischen Reaktion.
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Abbildung 16: Aktivitatsverhalten der auf ZnClz2 mit Aktivitatsreduktion reagierenden Mutationen.

54



Ergebnisse

3.1.5 Auswirkung von Strontiumranelat

Ubersicht Strontiumranelat [50uM]
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Abbildung 17: Ubersicht der Aktivitét aller untersuchten Mutationen sowie pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry nach
Zugabe von 50 pM Strontiumranelat. Fir pCMV6-ALPL und pCMV6-Entry ist die gepoolte Aktivitat Gber alle

Versuche dargestellt.

Einen Uberblick lber die Aktivitat aller untersuchten Varianten nach Zugabe von
50 uM Strontiumranelat bietet Abbildung 17.

Strontiumranelat als Additiv zum Reaktionsansatz fihrte bei lediglich einer
Mutation, ¢.340G>A, zu einer Steigerung der Enzymaktivitat von nativ 10,25 % auf
24,67 % (etwa 2,4-fache Steigerung).

Bei den Mutationen ¢.526G>A, ¢.661G>T, ¢.746G>T sowie ¢.1250A>G kam es zu
einem Absinken der AP-Aktivitat um zwischen 1,4 % und 12,56 %. Von relevantem
Ausmall ist dieser Effekt bei c.526G>A (von nativ 18,24 % auf 8,97 %, etwa 2-fache
Reduktion) und c.746G>T (von nativ 17,99 % auf 11,56 %, etwa 1,5-fache
Reduktion).
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Tabelle 27: Aktivitatsverhalten derjenigen Mutationen, welche nach Zugabe von Strontiumranelat mit einer

Aktivitatsveranderung reagieren. Die Aktivitatsveranderung nach ZnClz in Relation zur Nativaktivitat ist grau

hinterlegt.
Mittlere Differenz [%)] 95%-ClI [%] Signifikanzniveau p-Wert
C.340G>A
nativ vs. MgCl, [1mM] 14,42 24,32 - 4,52 * 0,0087
nativ vs. ZnCl, [20uM] -1,31 9,19 - -11,82 ns 0,9646
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] 12,77 23,81 - 1,73 * 0,0267
¢.526G>A
nativ vs. MgCl, [1mM] 6,81 10,96 - 2,66 * 0,0045
nativ vs. ZnCl, [20uM] -9,27 -6,10 - -12,44 ik 0,0002
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] -7,76 -3,43 - -12,09 b 0,0028
C.661G>T
nativ vs. MgCl, [ImM] -0,60 0,25 --1,46 ns 0,1191
nativ vs. ZnCl, [20uM] -1,40 0,07 - -2,89 ns 0,0574
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] -4,62 -4,12 - -5,11 ok <0,0001
Cc.746G>T
nativ vs. MgCl, [ImM] 2,71 6,23 - -0,81 ns 0,0964
nativ vs. ZnCl, [20uM] -12,56 -6,82 - -18,31 * 0,0056
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] -6,43 -3,07 - -9,78 ki 0,0082
¢.1250A>G
nativ vs. MgCl, [ImM] -0,60 0,50 - -1,70 ns 0,2067
nativ vs. ZnCl, [20uM] -1,80 -0,16 - -3,45 * 0,0386
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] -3,92 -1,66 - -6,17 * 0,0109

In Abbildung 18 sind die funf Mutationen dargestellt, welche nach Addition von
Strontiumranelat eine Aktivitdtsveranderung zeigten. Fur die Mutationen ¢.661C>T
und ¢.1250A>G kommen hierbei Aktivitatswerte unter 0 % zur Darstellung. Dies ist
wie in Abschnitt 3.1.4 auf die Berechnungsmethode der Enzymaktivitdt im
eingesetzten Assay zuruck zu fuhren (vgl. Abschnitt 2.2.1.5) und zeigt keine

tatsachliche Umkehr der enzymatischen Reaktion an.
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Abbildung 18: Aktivitatsverhalten der auf Strontiumranelat mit einer Aktivitatsveranderung reagierenden

Mutationen.
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3.1.6 Nicht responsive Mutationen

Fur sieben der untersuchten Mutationen konnte keine Veranderung der AP-Aktivitat
durch eines der zugegebenen Additive beobachtet werden. Bei den
entsprechenden Varianten handelt es sich um:

- C.212G>A

- €.299G>T

- ¢.500C>T

- €.535G>A

- ¢.738G>T

- €.976G>C

- €.1228T>C
Bemerkenswert ist, dass bei den Versuchen mit allen o0.g. Mutationen eine
vergleichsweise hohe Varianz der Einzelmesswerte auftrat.
Die statistische Ubersicht des Aktivitatsverhaltens der 0.g. AP-Varianten findet sich

in Tabelle 28; fur die graphische Darstellung siehe Abbildung 19.

Tabelle 28: Aktivitdtsverhalten der nicht additivresponsiven Mutationen. Fir ¢.212G>A konnte die

Beeinflussbarkeit durch Strontiumranelat wegen methodischer Fehler nicht ausgewertet werden.

Mittlere Differenz [%)] 95%-ClI [%] Signifikanzniveau p-Wert
€.212G>A
nativ vs. MgCl, [ImM] -7,52 16,36 — -31,41 ns 0,4634
nativ vs. ZnCl, [20uM] -7,16 16,92 - -31,25 ns 0,494
€.299C>T
nativ vs. MgCl, [ImM] 2,30 5,63 - -1,03 ns 0,1247
nativ vs. ZnCl, [20uM] -0,16 2,15 --2,48 ns 0,9788
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] 0,49 1,70 - -0,72 ns 0,3504
¢.500C>T
nativ vs. MgCl, [ImM] 2,73 9,72 - -4,25 ns 0,372
nativ vs. ZnCl, [20uM] -0,81 10,33 - -11,97 ns 0,9764
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] 2,5-10° 1,90 - -1,90 ns >0,9999
c.535G>A
nativ vs. MgCl, [ImM] 5,46 18,91 - -7,98 ns 0,3504
nativ vs. ZnCl, [20uM] -0,81 16,65 - -18,29 ns 0,9934
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] 1,63 8,62 - -5,34 ns 0,669
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Tabelle 28 (fortgesetzt)

C.738G>T

nativ vs. MgCl, [ImM] -1,42 3,67 — -6,52 ns 0,5699
nativ vs. ZnCl, [20puM] -3,64 0,23 - -7,52 ns 0,0588
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] 0,95 12,23 - -10,33 ns 0,9658
c.976G>C

nativ vs. MgCl, [ImM] -0,79 4,98 - -6,56 ns 0,8845
nativ vs. ZnCl, [20puM] -3,48 0,56 - -7,54 ns 0,0735
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] -0,15 5,61 --5,93 ns 0,9986
€.1228T>C

nativ vs. MgCl, [ImM] 3,96 16,22 - -8,29 ns 0,4835
nativ vs. ZnCl, [20puM] -1,10 8,40 - -10,62 ns 0,9215
nativ vs. Strontiumranelat [50uM] 1,90 5,87 - -2,07 ns 0,2657
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Abbildung 19: Aktivitdtsverhalten der auf keines der zugegebenen Additive responsiven Mutationen. Fir
€.212G>A konnte die Beeinflussbarkeit durch Strontiumranelat wegen methodischer Fehler nicht ausgewertet

werden.
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3.2 Tierexperimentelle Ergebnisse

Die nach 12 Lebenswochen untersuchten ALPLE?-Knockin-Tiere wurden
entsprechend ihres Alpl-Genotyps in die drei Gruppen Wildtyp sowie fur die
Mutation E191K heterozygot und homozygot aufgeteilt und nach Geschlecht
getrennt miteinander verglichen. Alle Tiere wiesen ein vergleichbares
Korpergewicht auf, die Femurlange wich in der heterozygoten Gruppe mannlicher
Tiere geringfligig nach unten ab (s. Abbildung 20). Bei den weiblichen Tieren war
diese in allen Gruppen vergleichbar (s. Abbildung 21).
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Abbildung 20: exemplarische radiographische Gegenuberstellung von mannlichen Wildtyp-, heterozygoten und
homozygoten (v.l.) ALPLE®IK-Mausen im Alter von 12 Wochen (links) sowie Vergleich von Kérpergewicht und
Femurldnge der untersuchten Gruppen (rechts).

Radiographisch zeigten sich keine rachitischen Zeichen, insbesondere keine
Achsabweichung der langen Réhrenknochen oder metaphysare Auffalligkeiten (s.
Abbildung 20, Abbildung 21).
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Abbildung 21: exemplarische radiographische Gegeniberstellung von weiblichen Wildtyp-, heterozygoten und
homozygoten (v.l.) ALPLE191K-M&usen im Alter von 12 Wochen (links) sowie Vergleich von Kérpergewicht und
Femurléange der untersuchten Gruppen (rechts).

In der lumbalen und femoralen Histologie konnten fiur keine Gruppe Zeichen
kortikaler oder trabekularer Strukturminderung oder Mineralisationsdefekte
nachgewiesen werden. In der semiautomatischen  Auswertung der
histomorphometrischen Parameter nach ASBMR zeigten sich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Eine angedeutete Steigerung
der Knochen-Gewebe-Ratio sowie der trabekuldren Dicke und Anzahl bei
Reduktion des trabekularen Abstandes bei mannlichen heterzygoten Tieren konnte
keine statistische Signifikanz erreichen. (s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: exemplarische histologische Gegenuberstellung von mannlichen Wildtyp-, heterozygoten und
homozygoten (v.0.) ALPLE9K-Mausen im Alter von 12 Wochen (links) sowie statistische Darstellung der

relevanten histomorphometrischen Parameter der untersuchten Gruppen (rechts).

Bei den weiblichen Tieren stellten sich alle drei Gruppen vergleichbar dar (s.
Abbildung 23).
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Abbildung 23: exemplarische histologische Gegeniberstellung von weiblichen Wildtyp-, heterozygoten und
homozygoten (v.0.) ALPLE®K-Mausen im Alter von 12 Wochen (links) sowie statistische Darstellung der

relevanten histomorphometrischen Parameter der untersuchten Gruppen (rechts).

Die Serumaktivitat der Alkalischen Phosphatase war in den mutationstragenden
Tieren signifikant reduziert, mit starkerem Effekt in der homozygoten Gruppe (s.
Abbildung 24).
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Abbildung 24: Serumaktivitat der Alkalischen Phosphatase bei den untersuchten Tieren.

In der computertomographischen Untersuchung der Femora ergaben sich keine
relevanten Unterschiede zwischen Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten
Tieren. Ein Trend zu erniedrigter kortikaler Dicke und Mineraldichte sowie
trabekularer Mineraldichte bei heterozygoten méannlichen Mausen erreichte bei
starker Streuung der Einzelwerte keine statistische Signifikanz (s. Abbildung 25).
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Abbildung 25: exemplarische computertomographische Gegeniberstellung von mannlichen Wildtyp-,
heterozygoten und homozygoten (v.0.) ALPLE®K-M&usen im Alter von 12 Wochen (links) sowie statistische

Darstellung der relevanten histomorphometrischen Parameter der untersuchten Gruppen (rechts).

Bei den weiblichen Tieren war dieser Trend nicht sichtbar (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: exemplarische computertomographische Gegenuliberstellung von weiblichen Wildtyp-,
heterozygoten und homozygoten (v.0.) ALPLE191K-M&usen im Alter von 12 Wochen (links) sowie statistische

Darstellung der relevanten histomorphometrischen Parameter der untersuchten Gruppen (rechts).

Anekdotisch fielen in der radiographischen Untersuchung bei zwei homozygoten
mannlichen Tieren im Rahmen des standardisierten Praparationsverfahrens
artifizielle kntécherne Ausrisse der Deckplatten thorakaler und lumbaler
Wirbelkdrper sowie kallose Verdickungen der proximalen Rippen am ehesten als
Ausdruck ausgeheilter Frakturen auf (s. Abbildung 27). Die histomorphometrische

Untersuchung war fur beide Tiere hinsichtlich der erhobenen Messwerte unauffallig.
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Abbildung 27: artifizielle Knochenveranderungen bei homozygoten ALPLE*K-Mausen. a) Deckplattenausriss
bei LWK 4 sowie kallose Verdickung der proximalen vierten Rippe. b) Deckplattenausrisse bei BWK 2 und LWK
1. ¢) Computertomographische Rekonstruktion des knéchernen Ausrisses bei LWK 4.
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4 Diskussion

Fir erwachsene Patienten mit milder Hypophosphatasie stehen im klinischen Alltag
bislang keine kausal ansetzenden Therapieoptionen zur Verfigung. Ziel dieser
Arbeit war es, das Potential der Beeinflussbarkeit der AP-Aktivitat fur in Patienten
des IOBM am UK-Eppendorf nachgewiesene HPP-assoziierte Mutationen im ALPL-
Gen in vitro und in vivo im Mausmodell zu untersuchen. Hierzu wurde zellkulturell
mutierte Alkalische Phosphatase gewonnen und mithilfe etablierter Assaysysteme
untersucht. Ein Mausmodell als Trager der Alpl-Mutation c¢.571G>A wurde

histomorphometrisch auf Zeichen skelettaler Anomalien untersucht.

Die Ergebnisse zur Magnesiumsubstitution insbesondere bei Vorhandensein der
Mutationen ¢.340G>A und ¢.526G>A sind bemerkenswert. Hier konnte fir beide
Mutationen eine Steigerung der Enzymaktivitdt um mehr als das Doppelte gezeigt
werden. Ein mdglicher Mechanismus dieses Effekts ist der Austausch von Glycin zu
Alanin in unmittelbarer Nahe des Kkatalytischen Zentrums respektive der
metallbindenden Domaéne. Insgesamt zeigt sich bei den positiven Ergebnissen ein
tendenzielles Muster bezlglich der Bindungsstellen der Alkalischen Phosphatase
(vgl. Abbildung 28).
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Abbildung 28: raumliche Anordnung der Mutationen ¢.340G>A, ¢.346G>T und c.406C>T (von oben nach unten)
in Relation zu den metallbindenden Domé&nen und dem aktiven Zentrum (vgl. auch Abbildung 1).

Bildquelle: verandert nach https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/P05186, zuletzt abgerufen am
10.06.2023; Waterhouse et al. 2018

Eine relevante Limitation dieses Ergebnisses ist allerdings die fehlende
Reproduzierbarkeit der Aktivitatssteigerung in der Dosis-Wirkungs-Messung fur die
Mutation ¢.340G>A. Auch der Verlauf der Aktivitatssteigerung Uber die steigende
Magnesiumkonzentration schrankt den Nutzen der Ergebnisse ein. Der
physiologische Bereich der Serum-Magnesiumkonzentration koinzidiert bei der
Mutation ¢.340G>A bereits mit einer gesteigerten Enzymaktivitat. Eine weitere
Konzentrationssteigerung von Magnesium fihrte im Experiment nicht mehr zu einer
relevanten Aktivitatssteigerung, im erniedrigten Konzentrationsbereich kam es

sogar zu einer Reduktion der Aktivitat. Unter Beriicksichtigung der Limitationen von
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in-vitro-Versuchen wirde dies am ehesten zu der Empfehlung fihren, betroffene
Patientinnen und Patienten mit Magnesiummangel bis zum Erreichen
laborchemischer Normwerte zu substituieren. Eine supraphysiologische
Magnesiumsupplementation erscheint auf Grundlage der vorliegenden Ergebnisse
maoglicherweise mit einem geringen Nutzen verbunden. Deren Effektivitat und
Sicherheit missen jedoch durch weitere, insbesondere in vivo durchgefiihrte
Studien separat beurteilt werden, da eine mdglicherweise resultierende
Hypermagnesiamie wiederum eigene adverse gesundheitliche Effekte begriinden
kann (Aal-Hamad et al. 2023).

Fir die Mutationen c¢.394G>A, c.422C>A und c.746G>T suggerieren die
experimentellen Ergebnisse, dass eine Zinksubstitution zu einer aufgrund der
gemessenen Effektstarke relevanten Aktivitatsreduktion fihren kénnte. Sollte diese
Einschrankung der Enzymaktivitat in vivo in vergleichbarem Ausmal} eintreten, so
ware bei diese Mutationen tragenden Patientinnen und Patienten von einer
Verschlechterung des Krankheitsbildes auszugehen. Folglich wéare bei diesen
Personen eine Ernahrung mit niedrigem Zinkgehalt angezeigt. Einschrankend gilt
zu bemerken, dass diese Folgerung allein aufgrund der vorliegenden Daten nicht
getroffen werden kann. Es ware zuvor notwendig einerseits zu Uberprifen, ob der
aktivitdtseinschrankende Effekt von Zink bei den vorliegenden Mutationen auch in
vivo zustande kommt. Andererseits brauchte man fir zielgerichtete Empfehlungen
verlassliche Informationen dartber, welcher Zinkspiegel im Serum zur Optimierung
der Enzymaktivitat bei o0.g. Mutationen beitragen wirde. In eigenen
Untersuchungen konnten wir zeigen, dass bei 23,9 % der HPP-Patienten, die sich
im IOBM in Behandlung befinden, ein Zinkmangel vorliegt, welcher im Rahmen der
Therapie standardmalig entsprechend aktueller Leitlinien substituiert wird (Berger
et al. 2022; Wiedemann et al. 2023). Diese Praxis ware vor dem Hintergrund der
vorausgehend beschriebenen Uberlegungen kritisch zu hinterfragen.

In Zusammenschau der in Abschnitt 3.1 dargestellten molekularbiologischen
Ergebnisse ergibt sich in Summe ein sehr variables Verhalten verschiedener
Hypophosphatasie-assoziierter Mutationen in Anwesenheit der untersuchten Stoffe.
Fir den Grol3teil der Mutationen konnte keine relevante Beeinflussbarkeit der
enzymatischen Aktivitdt gezeigt werden. Insbesondere Strontiumranelat scheint
keine positive Auswirkung auf die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im Rahmen

der Hypophosphatasie zu haben, obwohl in vorausgegangenen Untersuchungen
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positive Effekte beschrieben wurden (Fernandez et al. 2014; Llinas et al. 2006).
Somit ergeben sich keine relevanten Argumente fir eine erneute Bewertung des
Risiko-Nutzen-Profils, welche im Jahr 2017 wegen schwerer Nebenwirkungen und
zugelassener Therapiealternativen mit vergleichbarer Wirksamkeit zur Ricknahme
der Zulassung des osteoanabolen Pharmakons gefuihrt hat (Rika Rausch 2017; a-t
2004).

Zusammenfassend ist die Aussagekraft der durchgefihrten in-vitro-Experimente
naturgemald beschrénkt. So konnen auf Grundlage der erhobenen Daten
beispielsweise Interaktionen zwischen Zellsystemen oder Verteilungseffekte von
Stoffen wie Magnesium, Zink oder Strontiumranelat in Organkompartimenten nicht
beurteilt werden. Auch homdostatische Veranderungen im Rahmen pathologischer
Prozesse oder mogliche epigenetische Effekte im  Verlauf des
Krankheitsgeschehens sind im Zellmodell nicht abgebildet. Da die Untersuchungen
nicht an vitalen Zellen, sondern an Zelllysat durchgeftihrt wurden, erlauben sie
keinen Ruckschluss Uber Effekte jenseits der isolierten Enzymwirkung.
Pathophysiologisch ist diese Einschrankung jedoch nur von begrenzter Relevanz,
da die Alkalische Phosphatase extrazellular vorkommt und durch zellbiologische
Vorgange nicht relevant beeinflusst wird (Millan und Whyte 2016).

Des Weiteren beschrankten sich die vorliegenden Untersuchungen mit dem
Knochen lediglich auf ein einziges Organsystem. Es ist in Kenntnis des
Pathomechanismus der Hypophosphatasie zunachst plausibel, dass von anderen
Organsystemen ausgehende Symptome durch Korrektur der defizienten Alkalische-
Phosphatase-Aktivitat ebenfalls gemindert werden. So konnte im Mausmodell durch
Enzymersatztherapie das Auftreten epileptischer Anfalle vermieden werden
(Oikawa et al. 2014). Eine experimentelle Uberpriifung dieser Annahme im Kontext
von Mikron&hrstoffsupplementation ist jedoch schon aus Griunden der
Patientensicherheit unumgénglich.

Allen Einschrankungen zum Trotz geben die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse jedoch wertvolle Ansatzpunkte fur weitere Untersuchungen, in deren
Rahmen die in-vivo-Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sowie die Kklinische
Relevanz fur Patientinnen und Patienten mit Hypophosphatasie evaluiert werden
kann. So sollte zunachst die Replikation der Ergebnisse mit physiologischen
Substraten der Alkalischen Phosphatase wie Pyridoxal-5-phosphat oder
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Phosphatidylethanolamin erfolgen. Erste Vorbereitungen hierfiir erfolgten bereits im
Rahmen dieser Arbeit.

Einen essenziellen Beitrag auf dem Weg zu belastbaren Empfehlungen fir
Patientinnen und Patienten mit spezifischen Hypophosphatasie-assoziierten
Mutationen der Alkalischen Phosphatase muss an nachster Stelle ein in-vivo-Modell
leisten. Aus den vorangehend beschriebenen Ergebnissen zum untersuchten
Mausmodell mit Tragern der Mutation ¢.571G>A wird ersichtlich, dass nach 12
Wochen Lebenszeit der Tiere kein statistisch signifikanter und klinisch relevanter
Phanotyp generiert werden konnte, wobei die Validitdt des Modells durch die
signifikant reduzierte Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im Serum der hetero-
und homozygoten Tiere gesichert ist. Es zeigten sich lediglich Tendenzen in den
Datenpunkten sowie anekdotische Skelettpathologien. Bemerkenswert ist, dass die
histomorphometrischen Trends bei heterozygoten Mutationstragern, die
Skelettpathologien jedoch bei homozygoten Tieren vorkommen. Zudem betreffen
beide Phédnomene lediglich mannliche Tiere. Aufgrund der geringen
GruppengrofR3en von lediglich vier oder funf Tieren lasst sich hier keine belastbare
Aussage uber Zufalligkeit der Messwerte treffen. Zum Versuch der Prézisierung der
Ergebnisse ware eine Erhohung der GruppengréRen zur Steigerung der
statistischen Power notwendig.

Im Ganzen ist die Aussagekraft der Tierexperimente zusatzlich zu den kleinen
Fallzahlen je Gruppe mdglicherweise durch die ideale alimentare Versorgung der
Tiere mit relevanten Mikronahrstoffen, in diesem Fall insbesondere Magnesium,
eingeschrankt. Die heterozygote Mutation ¢.571G>A verursacht in menschlichen
Patientinnen und Patienten vergleichsweise milde Symptome (Jandl et al. 2021) und
ist in-vitro-experimentell stark magnesiumabhangig. Das verwendete Trockenfutter
der Versuchstiere enthélt laut Herstellerangabe 0,2 % (entsprechend 20g/kg)
Magnesium (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG 2023). Dies entspricht dem 28-
bis 40-fachen Mineralstoffoedarf von Laborm&usen (National Research Council
(US) Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition 1995, S. 89). Demgegentber
erreichen in der deutschen Bevdlkerung 26 % der Manner und 29 % der Frauen die
von der Deutschen Gesellschaft fir Ernahrung empfohlenen Referenzwerte der
taglichen Magnesiumzufuhr nicht (Deutsche Gesellschaft fiur Ernahrung,
Osterreichische Gesellschaft fur Ernahrung, Schweizerische Gesellschaft fur

Ernahrungsforschung, Schweizerische Vereinigung fir Ernahrung (Hg.) 2021; Max-
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Rubner-Institut (Hg.) 2008). Folglich ist nicht auszuschliel3en, dass die basale
Magnesiumversorgung des Organismus einen relevanten Beitrag zum Phanotyp bei
Tragern der ALPL-Mutation ¢.571G>A beitragt und die signifikante Uberversorgung
der Versuchstiere im vorliegenden Experiment ein Auftreten von Krankheitszeichen
verhindert hat. Ein dedizierter Futterungsversuch mit magnesiumarmen
Futtermitteln kdnnte hierlber Klarheit schaffen. Hierfiur sollte idealerweise eine
alimentare Magnesiumkonzentration angestrebt werden, welche nicht zu weit unter
dem empfohlenen Tagesbedarf liegt. Bei zu starker Magnesiumdefizienz wére
einerseits eine realistische Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Patientinnen und
Patienten nicht mehr zu gewéhrleisten. Zudem sind in der Literatur unter anderem
neurokognitive und intestinale Komplikationen von ausgepragtem
Magnesiummangel bei Laborméusen beschrieben, wodurch ein auffalliger
Phanotyp nicht mehr zweifelsfrei der ALPL-Mutation zugeschrieben werden kénnte
(Kantak 1988; Singewald et al. 2004; Pyndt Jargensen et al. 2015).

Anzumerken ist au3erdem, dass der skelettale Phanotyp der Hypophosphatasie in
Mausen auch in vorangegangenen Experimenten in milden Formen zur Auspragung
kam (Salles 2015). So zeigte das erste Mausmodell eines Alpl-Knockouts zwar eine
hohe Rate an zentralnervosen Effekten, jedoch ohne nachweisbare
Knochenmineralisierungsstérungen (Waymire et al. 1995). Dieses Ergebnis wurde
prinzipiell durch andere Knockout-Modelle bestatigt, und auch im Knockin-Modell
konnte kein der menschlichen Erkrankung vergleichbarer skelettaler Phanotyp
erreicht werden (Fedde et al. 1999; Foster et al. 2015). Es stellt sich also zusatzlich
zu den bereits diskutierten Faktoren der statistischen Unschérfe und mdglicher
nutritiver Confounder die Frage, ob das murine Skelett intrinsische
Resistenzmechanismen gegen einen Verlust der TNSALP und die daraus
resultierenden Stoffwechselverdnderungen aufweist. Eine Mdglichkeit wére hierbei
eine gesteigerte Aktivitat anderer Phosphatasen (Millan 2012). Letztlich besteht
unabhangig des kausalen Mechanismus das Problem, dass die Ubertragbarkeit

vom murinen auf das humane Modell eingeschrénkt bleibt.

Zusammenfassend bieten die hier dargestellten Ergebnisse Grundlage flr weitere
Untersuchungen, an deren Ende eine niedrigschwellige und kostengunstige
Therapiealternative  fir erwachsene Patientinnen und Patienten mit

Hypophosphatasie etabliert werden kdnnte. Da die durchgefiihrten Untersuchungen
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gewisse methodische Schwachen aufweisen, sind weiterfihrende Studien
notwendig. Hierzu sollten idealerweise zunachst weitere Tierexperimente unter
Bedingungen stattfinden, welche die Versorgungsrealitdt von Patientinnen und
Patienten besser reflektieren. Sollten sich hier positive Ergebnisse zeigen, welche
die in-vitro Ergebnisse bestétigen, sind humanexperimentelle Studien angezeigt.
Bis zum Vorliegen der daraus gewonnenen Ergebnisse sollte sich die medizinische
Versorgung von Patientinnen und Patienten mit milden Verlaufsformen der
Hypophosphatasie an den Leitlinien der Fachgesellschaften und am aktuellen

Stand der medizinischen Wissenschaft orientieren.
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5 Sicherheit und Entsorgung

Alle fur die Tatigkeit in einem Labor der Schutzstufe 2, Sicherheitsstufe 1
notwendigen Unterweisungen und Belehrungen gemaf3 den Richtlinien des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf wurden vor Beginn der praktischen
Tatigkeit durchgefiihrt. Die Handhabung chemischer Substanzen erfolgte stets
unter Berucksichtigung der zugehorigen, aktuellen Sicherheitsdatenblatter.
Chemikalien, deren gesundheitsschadigendes Potential nicht bekannt ist, wurden —
insbesondere in Hinblick auf die persdnliche Schutzausriistung sowie Entsorgung —
analog zu gesundheitsschadlichen Substanzen behandelt. Die personliche
Schutzausrustung, mindestens bestehend aus einem geschlossenen Laborkittel
und Einmalhandschuhen, wurde jederzeit in den Laboren getragen und bei Bedarf
um eine Schutzbrille oder Chemikalienschutzhandschuhe erweitert. Der Umgang
mit Tieren erfolgte unter Aufsicht von nach FELASA-Kriterien geschulten
Wissenschaftlern unter Einhaltung der gultigen Sicherheitsrichtlinien des UKE.

Die Entsorgung samtlicher aus der Laborarbeit resultierender Abfalle erfolgte in
Einklang mit den Entsorgungsrichtlinien des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf. Insbesondere wurden alle mit Zellen oder Bakterien kontaminierten
Medien und Materialien der Autoclaving Core Facility zum Autoklavieren und
anschlieRenden Entsorgen zugefuhrt.
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5.1 H-und P-Satze der eingesetzten Substanzen

Tabelle 29: CAS- und EG-Nummern sowie H- und P-Satze der eingesetzten chemischen Substanzen (vgl.
Abschnitt 2.1.4). Aufgefiihrt sind nur diejenigen Substanzen, deren Sicherheitsdatenblatter H- und P-Satze

ausweisen. Bei Gemischen sind CAS- und EG-Nummern aller relevanten Inhaltstoffe angegeben.

Bezeichnung CAS-Nummer EG-Nummer H-Satze P-Séatze
2-Propanol
ROTIPURAN®
509,8%, p.a., ACS, 67-63-0 200-661-7 225, 319, 336 210, 233, 305+351+338
ISO
4-(2- 260, 280, 301+330+331,
Aminoethyl)benzolsul  30827-99-7 608-547-2 314 303+361+353, 304+340+310,
fonylfluorid 305+351+338
4-Nitrophenyl
phosphate disodium 333338-18-4 224-246-5 315, 318, 373 280, 305+351+338
salt hexahydrate
301+331, 310, 273, 280, 301+310,
B-Mercaptoethanol 60-24-2 200-464-6 315, 317, 318, 302+352+310, 304+340+311,

361d, 373, 410

305+351+338

Citroline 2000

584-08-7, 6381-

209-529-3, 228-

77-7,111-46-6, 973-9, 203-872- 315, 319, 335 280, 332+313, 337+313, 501
Entwicklerkonzentrat
13047-13-7 2, 235-920-3
. . 302, 315, 318, 273, 280, 301+312, 302+352,
Diethanolamin 111-42-2 203-868-0
373, 412 305+351+338, 314
210, 280, 301+330+331,
Essigsaure 64-19-7 200-580-7 226, 314 303+361+353, 305+351+338,
310
210, 233, 241, 243,
Ethanol 80% MEK 200-578-6, 201-
64-17-5, 78-93-3 225, 319 305+361+353, 337+313,
vergallt 159-0
403+235
210, 240, 305+351+338,
Ethanol absolut 64-17-5 200-578-6 225, 319
403+233
Ethidiumbromid-
1239-45-8 214-984-6 331, 341 201, 304+340+311, 308+313
L6sung
Ethylendiamintetraes
sigsaure- 260, 271, 273, 304+340+312,
T 6381-92-6 205-358-3 332, 373, 412
Dinatriumsalz- 314, 501
Dihydrat
Formaldehydl6sung
317, 341, 350, 261, 280, 302+352, 308+313,
Formafix® 3,5%, 50-00-0 200-001-8
208 333+313, 403+233
phosphatgepuffert
201, 260, 280, 264, 202,
Kanamycinsulfat 25389-94-0 246-933-9 360, 372
308+313, 314, 501
Natriumhydroxid, 303+361+353, 305+351+338,
1310-73-2 215-185-5 233, 280
98% 310
Natriumpyrophosphat
o 7758-16-9 231-835-0 319 305+351+338
dibasisch

Tabelle 29 (fortgesetzt)
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Penicillin-

3810-74-0, 61-33-

223-286-0, 200-

Streptomycin 10000 7102 361 201, 202, 280, 308+313, 501
u/ml
. 302, 312, 314, 210, 303+361+353, 403+235,
Protein Assay Dye 7664-38-2, 67-56- 231-633-2, 200-
332, 370, 290, 501, 234, 406, 370+378,
Reagent Concentrate 1 659-6
226 301+330+331, 305+351+338
Proteinkinase K, 315, 317, 319, 261, 280, 285, 333+313,
39450-01-6 254-457-8
rekombinant 334, 335 337+313, 342+311
ROTI® 67-66-3, 108-95-2,  200-663-8, 203- 302, 314, 331,
201, 270, 280, 304+340,
Phenol/Chloroform/ls  123-51-3, 7647- 632-7, 204-633- 341, 351, 361d,
305+351+338, 308+313
oamylakohol 01-0 5, 231-595-7 372,412
234, 280, 303+361+353,
Salzséure 7647-01-0 231-595-7 290, 314, 335
305+351+338+310, 390
264, 280, 302+352,
SDS 20% 151-21-3 205-788-1 315, 318 305+351+338, 332+313,
362+364
280, 301+330+331,
Spermidin 124-20-9 204-689-0 314 303+361+353,
305+351+338+310
Spermin 71-44-3 200-754-2 314 280, 305+351+338, 310
) 280, 301+312+330,
Strontiumranelat 135459-87-9 n/a 302+312+332
302+352+312, 304+340+312
260, 271, 273, 304+340+312,
Titriplex 1 6381-92-6 205-358-3 332, 373, 412
314, 501
TRIS HCL (Trizma®
. 1185-53-1 214-684-5 315, 319, 335 261, 305+351+338
hydrochlorid)
Tris-Base (Trizma®-
77-86-1 201-064-4 315, 319, 335 261, 305+351+338
Base)
302, 315, 318, 264, 273, 280, 301+312+302,
Triton™ X-100 9036-19-5 n/a
410 352, 305+351+338
260, 273, 280, 301+330+331,
Zinkchlorid 7646-85-7 231-592-0 302, 314, 410

303+361+353, 305+351+338

77



Sicherheit und Entsorgung

5.2 Schlussel flur H-Satze

Tabelle 30: H-Satze der unter 5.1 aufgefuihrten Substanzen entsprechend Verordnung (EG) Nr. 1272/2008, Art.

21, Anhang lll
H200-Reihe: Physikalische Gefahren
208 Gefahr durch Feuer; erhéhte Explosionsgefahr, wenn das Desensibilisierungsmittel reduziert
wird.
225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.
226 Flussigkeit und Dampf entziindbar.
280 Enthalt Gas unter Druck; kann bei Erwarmung explodieren.
290 Kann gegenuber Metallen korrosiv sein.
H300-Reihe: Gesundheitsgefahren
302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.
312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.
314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.
315 Verursacht Hautreizungen.
317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
318 Verursacht schwere Augenschaden.
319 Verursacht schwere Augenreizung.
331 Giftig bei Einatmen.
332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen.
334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden verursachen.
335 Kann die Atemwege reizen.
336 Kann Schléafrigkeit und Benommenheit verursachen.
341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.
350 Kann Krebs erzeugen.
351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.
360 Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib schadigen.
361 Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib schadigen.
361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.
302+312+332 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
370 Schédigt die Organe.
372 Schédigt die Organe bei langerer oder wiederholter Exposition.
373 Kann die Organe schadigen bei langerer oder wiederholter Exposition.
H400-Reihe: Umweltgefahren
410 Sehr giftig fur Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.
412 Schédlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
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5.3 Schlussel fur P-Satze

Tabelle 31: P-Satze der unter 5.1 aufgefiihrten Substanzen entsprechend Verordnung (EG) Nr. 1272/2008, Art.
22, Anhang IV

P200-Reihe: Pravention

201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

210 Von Hitze, heiBen Oberflachen, Funken, offenen Flammen sowie anderen
Zindquellenarten fernhalten. Nicht rauchen.

233 Behélter dicht verschlossen halten.

234 Nur in Originalverpackung aufbewahren.

240 Behélter und zu befiillende Anlage erden.

241 Explosionsgeschitzte Gerate verwenden.

243 MafRnahmen gegen elektrostatische Entladungen treffen.

260 Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.

261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.

264 Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

271 Nur im Freien oder in gut bellfteten Raumen verwenden.

273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

280 Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

285 Bei unzureichender Belliftung Atemschutz tragen.

P300-Reihe: Reaktion

301+312 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum/Arzt anrufen.

301+330+331 Bei Verschlucken: Mund aussplilen. Kein Erbrechen herbeifiihren.

302+352 Bei Bertihrung mit der Haut: Mit viel Wasser waschen.

30243524312 Bei Beriihrung mit der Haut: Mit viel Wasser waschen. Bei Unwohlsein
Giftinformationszentrum/Arzt anrufen. (n. offi)

30343614353 Bei Bertihrung mit der Haut oder dem Haar: Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort
ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen oder duschen.

304+340 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und fir ungehinderte Atmung sorgen.

304+340+310 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und fir ungehinderte Atmung sorgen.
Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

304+340+311 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und fir ungehinderte Atmung sorgen.
Giftinformationszentrum/Arzt anrufen. (n. offi)

305+351+338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spulen. Eventuell
vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen. Weiter spiilen.
Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spulen. Eventuell

305+351+338+310 vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen. Weiter spiilen. Sofort
Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

308+313 Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

310 Sofort Giftinformationszentrum/Arzt anrufen.

314 Bei Unwohlsein &rztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

332+313 Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

333+313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

337+313 Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

79



Sicherheit und Entsorgung

Tabelle 31 (fortgesetzt)

342+311

Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum/Arzt anrufen.

352 Mit viel Wasser waschen.
362+364 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.
3704378 Bei Brand: Trockenen Sand, Trockenldschpulver oder alkoholbestéandigen Schaum zum
Ldschen verwenden.
390 Verschittete Mengen aufnehmen, um Materialschaden zu vermeiden.
P400-Reihe: Aufbewahrung
403+233 An einem gut bellfteten Ort aufbewahren. Behélter dicht verschlossen halten.
403+235 An einem gut bellfteten Ort aufbewahren. Kihl halten.
406 In korrosionsbestandigem Behélter aufbewahren.
P500-Reihe: Entsorgung
501 Inhalt/Behélter einer zugelassenen Einrichtung zur Abfallentsorgung zuftihren.
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6 Zusammenfassung / Abstract

Einleitung: Patienten mit Hypophosphatasie, einer genetischen Erkrankung mit
funktionsmindernder Mutation im ALPL-Gen, stehen nur begrenzte therapeutische
Optionen zur Verfugung. Ziel dieser Arbeit war es, die Beeinflussbarkeit der
Enzymaktivitat der Alkalischen Phosphatase (AP) bei bestimmten Mutationen durch
Magnesium, Zink und Strontiumranelat zu untersuchen und deren potentiellen

Nutzen als Therapeutika zu beurteilen.

Methoden: Fir die ausgewahlten Mutationen wurden in MC3T3-E1-Zellen Enzyme
generiert und deren Aktivitat mit und ohne Additive bestimmt. Zusatzlich wurde im
Mausmodell die Auswirkung von Mutationen in Alpl histomorphometrisch

untersucht.

Ergebnisse: Fur die ALPL-Mutationen ¢.340G>A und c.526G>A stieg die
Enzymaktivitat nach Zugabe von Magnesium relevant an. Fur ¢.340G>A war die
starkste Steigerung bereits bei physiologischen Serum-Magnesiumkonzentrationen
erreicht. Zink und Strontiumranelat hatten keinen relevanten positiven Effekt, fir die
Mutationen ¢.394G>A, c.422C>A und c.746G>T zeigte sich nach Zinkzugabe eine
Reduktion der Aktivitat. Im Tierversuch zeigte sich kein eindeutiger skelettaler

Phanotyp.

Diskussion: Die Maoglichkeit der Nutzung alimentdren Magnesiums zur
Behandlung von Patienten mit Hypophosphatasie und Vorhandensein der
Mutationen ¢.340G>A und c¢.526G>A muss in weiteren, insbesondere in-vivo-
Experimenten validiert werden. Es zeigten sich Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen Lage der Mutation und Bindungsstellen des Enzyms. Hierdurch kénnte
eine niedrigschwellige und kostengunstige Therapiealternative fur erwachsene

Patientinnen und Patienten mit Hypophosphatasie etabliert werden.
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Introduction: Hypophosphatasia is a genetic disorder characterised by loss-of-
function mutations in the ALPL gene for which few therapeutic options exist. This
project aimed at determining whether Alkaline Phosphatase (AP) activity could be
influenced by magnesium, zinc and strontium ranelate to potentially use them in a

therapeutic context.

Methods: Selected mutations were introduced into MC3T3-E1 cells to determine
the activity of the produced enzymes with and without additives. Additionally, the
effects of Alpl mutations were studied by means of histomorphometry in a murine

model.

Results: ALPL mutations ¢.340G>A and ¢.526G>A showed a relevant increase in
enzymatic activity after addition of magnesium. The highest increase for c.340G>A
was found within physiological serum magnesium levels. Zinc and strontium
ranelate did not show relevant increases in activity, c.394G>A, c.422C>A and
c.746G>T showed decreased activity after addition of zinc. The murine model did

not yeald a distinct skeletal phenotype.

Discussion: Alimentary use of magnesium in treating patients suffering from
Hypophosphatasia with the mutations ¢.340G>A and c¢.526G>A needs further
evaluation in vivo. There appears to be a connection between the location of the
mutation and the enzymatic binding sites. These results hint at a low cost, low risk

therapeutic option for adult patients with Hypophosphatasia.
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7 Abkirzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

uCT Mikro-Computertomographie bzw. Mikro-Computertomogramm
ALPL humanes Gen, welches fir die Alkalische Phosphatase kodiert
Alpl murines Gen, welches fur die Alkalische Phosphatase kodiert
ANOVA engl.: Analysis of Variance (dt.: Varianzanalyse)

AP Alkalische Phosphatase

ASBMR American Society for Bone and Mineral Research

BSA Bovines Serum Albumin

cDNA engl.: complementary DNA (dt.: komplementare DNA)

Cl engl. Confidence Interval (dt.: Konfidenzintervall)

Cr engl.: Cycle Threshold (dt.: Zyklus-Schwellenwert)

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

dH.0 destilliertes Wasser

DNA engl.: desoxyribonucleic acid (dt.: Desoxyribonukleinsaure)

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

E Extinktion

E. coli Escherichia coli (Kolibakterium)

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Em Emission

EtOH Ethanol

Ex engl.: Excitation (dt. Anregung)

GCAP germ cell Alkaline Phosphatase (dt. Keimzell Alkalische Phosphatase)
GPI Glycosylphosphatidylinositol

H>O Wasser

HPP Hypophosphatasie

IAP intestinal Alkaline Phosphatase (dt. intestinale Alkalische Phosphatase)
10BM Institut fiir Osteologie und Biomechanik am UKE

Kl Knockin

KO Knockout

LB Lysogeny Broth

M Stoffmengenkonzentration [mol/l]

MgCl, Magnesiumchlorid

NaCl Natriumchlorid

NaHCOs Natriumbicarbonat

Obl Osteoblast(en)

Ocl Osteoklast(en)

oD Optische Dichte

PBS engl.: phosphate buffered saline (dt.: Phosphatgepufferte Salzlésung)
PCR engl.: polymerase chain reaction (dt.: Polymerase-Kettenreaktion)
PEA Phosphatidylethanolamin

P; anorganisches Phosphat

PLAP placental Alkaline Phosphatase (dt. plazentale Alkalische Phosphatase)
PLP Pyridoxal-5‘-phosphat
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pNPP p-Nitrophenylphosphat

PP; anorganisches Pyrophosphat

gRT-PCR guantitative Reverse-Transkriptase-PCR

rcf engl.: relative centrifugal force (dt.: relative Zentrifugalkraft)

RNA engl.: ribonucleic acid (dt.: Ribonukleinsaure)

pm engl.: revolutions per minute (dt.: Umdrehungen pro Minute)

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR

RUNX2 Runt-related transcription factor 2

DS engl.: Sodium dodecyl sulfate (dt.: Natriumdodecylsulfat, auch
Natriumlaurylsulfat)

SPD Spermidin

SPM Spermin

TAE TRIS-/Acetat-/EDTA

B Terrific Broth

TE TRIS-/EDTA

TNSALP tissue non specific alkaline phosphatase (dt.: gewebeunspezifische
Alkalische Phosphatase)

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

ZnCl, Zinkchlorid
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