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1. Einleitung

1.1 Hypophosphatasie

Die Hypophosphatasie (HPP) ist eine seltene hereditare Erkrankung, die durch
Mutationen im ALPL-Gen (1p36.12) hervorgerufen wird, welches fur den gewebe-
unspezifischen Typ der Alkalischen Phosphatasen (Tissue-nonspecific Alkaline
Phosphatase, TNAP) kodiert (Millan and Whyte, 2016). Erstmals gepragt wurde der
Begriff HPP 1948 von John C. Rathbun, der das Krankheitsbild seines jungen Patienten
mit einer verminderten Enzymaktivitat der TNAP in Verbindung brachte (Rathbun, 1948).
Kennzeichnende Symptomatik bei HPP-Patienten ist ein Mineralisierungsdefizit von
Knochen und Zahnen, die auf das charakteristische Merkmal einer verminderten
enzymatischen Aktivitdt der TNAP zurtckzufiihren sind. Daneben ist der vorzeitige
Verlust von Milchzéhnen mit intakter Wurzel vor dem 4. Lebensjahr ein weiteres
Leitsymptom fiir die Erkrankung. Neben Knochen und Zahnen kénnen auch Muskulatur,
Lunge, Leber und das zentrale Nervensystem von der multisystemischen Krankheit
betroffen sein (Millan and Whyte, 2016).

Heute sind bereits Uber 400 Mutationen im ALPL-Gen beschrieben https://alplmutation
database.jku.at; aufgerufen am 05.03.2023). Diese gro3e genetische Variabilitat fuhrt zu
einer hohen klinischen Heterogenitat, die von sehr schweren, lebensbedrohlichen bis hin
zu sehr milden Formen reicht. Glicklicherweise ist die schwere Variante mit einer
Inzidenz von 1:300 000 selten, wahrend die Pravalenz der moderaten bei 1:2430 und
der milden Form bei 1:508 in Europa liegt (Mornet et al., 2021).

Obwohl inzwischen viel ber HPP bekannt ist, fiihren die Seltenheit der Erkrankung und
das Fehlen charakteristischer Symptome, insbesondere bei der kiirzlich neu entdeckten

milden Form, héufig zu Fehldiagnosen und falschen Therapieansatzen.

1.1.1 Klinische Aspekte der HPP und Klassifikation

Das klinische Erscheinungsbild der Erkrankung ist hinsichtlich des Manifestationsalters
sowie der Schwere und Variabilitat der Symptome sehr unterschiedlich. Auffalligste aller
Folgen eines TNAP-Defizits sind Mineralisierungsstorungen, die zu Hypomineralisierung
des Knochens und der Zahnhartsubstanz fihren. Auf3erdem ist das Krankheitsbild durch
eine verminderte Enzymaktivitdt im Serum gekennzeichnet (Mornet, 2018).

Derzeit wird eine Klassifizierung verwendet, die in erster Linie auf dem Alter beim

Auftreten der ersten Symptome basiert und fur die Prognose maf3geblich ist (Whyte,



2016, Fraser, 1957). Dabei werden funf Formen der HPP unterschieden: perinatale,
infantile, kindliche, adulte und Odonto-HPP, die auf orodentale Manifestationen
beschrankt ist (Whyte, 2016). Der Schweregrad der Erkrankung ist sehr variabel, aber
in der Regel umgekehrt proportional zum Alter beim Auftreten erster Symptome
(Rockman-Greenberg, 2013).

Perinatale HPP

Die perinatale Form ist die am starksten ausgepragte Form der HPP und manifestiert
sich bereits in utero. Vor Einfuhrung der Enzymersatztherapie (s. Kapitel 1.1.4)
verstarben die Betroffenen in der Regel noch vor der Geburt oder wenige Tage bis
Wochen danach. Schwere Atemprobleme aufgrund einer Thoraxdeformation in
Verbindung mit Muskelinsuffizienz sind in der Regel die Ursache fur die Todesfélle
(Castells etal., 2018, Millan and Whyte, 2016). Allerdings wurden auch Félle beobachtet,
bei denen sich die gestorte Mineralisierung ab dem dritten Trimenon der Schwanger-
schaft verbesserte (Linglart and Biosse-Duplan, 2016). Diese Form ist als préanatal
benigne Form beschrieben und fihrt zu einem infantilen bis odontogenen Phanotyp und
geht somit mit einer wesentlich glinstigeren Prognose einher (Wenkert et al., 2011). In
der fetalen Sonographie ahneln sich die beiden Formen sehr und zeigen verkirzte,
gekrimmte RoOhrenknochen. Die benigne Form geht jedoch trotz der Knochen-
deformation nicht mit Frakturen einher (Pauli et al., 1999). Daher ist es obligat die

benigne Form als Differentialdiagnose in Betracht zu ziehen.

Infantile HPP

Bei Patienten mit infantiler HPP manifestiert sich das Krankheitsbild innerhalb der ersten
sechs Lebensmonate (Fraser, 1957). Neben skelettalen Symptomen wie Hypo-
mineralisation, Frakturen und Knochenschmerzen sind auch respiratorische
Komplikationen charakteristisch. Diese filhren zusammen mit Pyridoxin-abhéngigen
Krampfanfallen in etwa 50 % der Falle zu einem letalen Verlauf (Whyte, 2017,
Baumgartner-Sigl et al., 2007). Vorzeitige Verkntcherungen der Schadelnéhte,
sogenannte Kraniosynostosen, sind ebenfalls hdufig und fihren zu einem erhdhten

intrakraniellen Druck (Collmann et al., 2009).

Juvenile HPP

Die HPP im Kindesalter zeigt ihre ersten Symptome zwischen dem 6. Lebensmonat und

dem 18. Lebensjahr und kann von Klinisch leichter bis schwerer Auspragung sein



(Mornet, 2018). Der vorzeitige Verlust der Milchzéhne ist haufig das erste offensichtliche
Symptom, welches zu einem zahnmedizinischen Konsil fuhrt (Bloch-Zupan, 2016).
Rachitis, Knochenbriiche, skelettale Deformationen wie gekrimmte Beine oder ein
skaphozephaler Schadel, Gelenk- und Knochenschmerzen und gelegentlich eine kleine
Statur sind weitere Symptome, unter denen die jungen Patienten leiden kbnnen (Mornet,
2018).

Adulte HPP

Klassischerweise manifestiert sich diese Form im mittleren Lebensalter. Die klinische
Auspragung der HPP ist bei Erwachsenen sehr heterogen, aber deutlich milder als die
frihen Formen. Erwachsene kénnen asymptomatisch sein, unspezifische Symptome
wie Gelenkschmerzen oder den Verlust von bleibenden Zadhnen aufweisen (Whyte et al.,
1982, Villa-Suarez et al., 2021, Shapiro and Lewiecki, 2017, Mornet, 2018). Meistens
werden die Patienten wegen Schmerzen aufgrund von Belastungsfrakturen vorstellig
(Briot and Roux, 2017). Bei weiterer Anamnese berichten Betroffene haufig Uber eine
leichte Rachitis im Kindesalter und friihzeitigen Milchzahnverlust (Berkseth et al., 2013,
Villa-Suarez et al., 2021). Weitere charakteristische Symptome sind muskuloskelettale
Schmerzen, multiple Frakturen sowie Chondrokalzinosen, die zu Gelenkschmerzen und

Bewegungseinschrankungen fuhren (Berkseth et al., 2013).

Odonto-HPP

Die Odonto-HPP ist die mildeste und haufigste Form der Erkrankung (Whyte et al.,
2015). Das Hauptmerkmal ist der vorzeitige Verlust eines oder mehrerer Milchzahne
ohne Resorption der Wurzel (Lundgren et al., 1991, Whyte et al., 2015). Skelettale
Anomalien sowie Hinweise auf Rachitis oder Osteomalazie treten bei dieser Form nicht
auf (Mornet, 2018). Daruiber hinaus zeigt das klinische Bild Abweichungen in der
Zahnform (bauchige Krone, zervikale Verengungen, vergroRertes Pulpenkavum), sowie
Farbe und Struktur der Zahnhartsubstanz, die sowohl den Schmelz und das Dentin als
auch das Zement betreffen kénnen und somit das Kariesrisiko erhéhen (Kramer et al.,
2021, van den Bos et al., 2005). Reibel et al. berichteten bei einigen der untersuchten

Patienten auch Uber einen horizontalen Attachmentverlust (Reibel et al., 2009).

1.1.2 Die Gewebeunspezifische Alkalische Phosphatase (TNAP)

Alkalische Phosphatasen (AP) gehéren zu einer grof3en Familie von dimeren Enzymen,

die Monophosphatester bei hohem pH-Optimum hydrolysieren (Millan, 2006). Im



Menschen kodieren insgesamt vier verschiedene Gene fir unterschiedliche Isoformen
der AP (Harris, 1990). Das ALPL-Gen (NCBI Gene-ID: 1p36.1-p34), das sich auf
Chromosom 1 befindet, kodiert hierbei fir den gewebeunspezifischen Typ der AP
(Millan, 2006). Das Gen besitzt eine Lange von mehr als 50 kb und umfasst 12 Exons,
von denen jedoch nur 11 (Exon 2-12) translatiert werden, sowie zwei alternative nicht-
kodierende Varianten von Exon 1 (1A und 1B, Knochen- und Lebervariante) (Weiss et
al., 1986, Whyte, 2017). Die drei weiteren Isotypen sind gewebespezifisch und auf
Chromosom 2 lokalisiert (Harris, 1990). Es wird zwischen einer intestinalen (ALPI),
plazentaren (ALPP) und einer Keimzell-AP (ALPP2) unterschieden, welche bei HPP
nicht betroffen sind. Wie bereits aus der Nomenklatur hervorgeht, wird die TNAP
ubiquitar exprimiert: Auf3er in Niere, Leber, Lunge und ZNS ist das Enzym besonders
haufig in Zellen von mineralisiertem Gewebe, namlich Knochen und Zahnen, zu finden
(Millan and Whyte, 2016).

1.1.2.1 TNAP-Struktur

Die TNAP ist ein homodimeres Ektoenzym mit insgesamt flnf strukturell und funktionell
wichtigen Doméanen. Fir die katalytische Aktivitat und die Stabilitat der Struktur ist die
Homodimerisierung des Enzyms erforderlich (Le Du and Millan, 2002). Die stark
hydrophobe Monomer-Monomer-Grenzflache wird durch 2zwei Disulfidbriicken
aufrechterhalten und erstreckt sich von der sogenannten Kronendomé&ne bis zum
N-Terminus der Alpha-Helix (Hoylaerts et al., 2006, Hummer and Millan, 1991). Diese
beiden Domanen leisten einen entscheidenden Anteil zur Stabilisierung der dimeren
Struktur (Hoylaerts et al., 1997). Zusatzlich verfiigt das Enzym Uber eine Kronendomane,
die die Interaktion mit der Extrazellularmatrix (ECM), insbesondere Kollagen, ermdglicht
und fur das allosterische Verhalten essentiell ist. Entscheidend fir die Freisetzung von
anorganischem Phosphat (Pi) ist das biochemisch aktive Zentrum. Dieses besitzt drei
Metallbindestellen, die wéhrend der TNAP-vermittelten Katalyse von zwei Zink-lonen
und einem Magnesium-lon besetzt sind (Mornet et al.,, 2001). AuBBerdem ist eine
Calcium-Bindestelle beschrieben, die jedoch keinen direkten Einfluss auf die
katalytische Enzymaktivitat zu haben scheint (Hoylaerts et al., 2015).

Verankert sind die beiden Monomere des Enzyms Uber einen Glykosylphosphatidyl-
inositol-Anker (GPI) auf der au3eren Oberflache der Plasmamembran. Es handelt sich
hierbei um eine posttranslationale Modifikation des Proteins, die entscheidend fur die
Beweglichkeit des Enzyms ist (Sharom and Lehto, 2002). Auf3erdem wird die
Wirksamkeit der TNAP auch durch die Stabilitdt des Ankers bestimmt (Garcia et al.,



2015). Die Verbindung zwischen dem Protein und dem GPI-Anker kann von
Phospholipasen gespalten werden, was die Freisetzung von TNAP in den Blutkreislauf
erklart. Auch ohne Membranverankerung weist die TNAP eine katalytische Aktivitat auf
(Buchet et al., 2013, Lehto and Sharom, 2002, Low and Huang, 1991).

1.1.2.2 Molekulare Rolle der TNAP im Mineralisierungsprozess

Im Mineralisierungsprozess kommt der TNAP eine entscheidende Schlisselfunktion zu:
Das Enzym reduziert zum einen die Menge des Mineralisierungsinhibitors Pyrophosphat
(PPi) (Meyer, 1984) und erzeugt dabei zum anderen Pi fiir die Synthese von Hydroxyl-
apatit (HA), das das zentrale Molekil der Biomineralisierung darstellt (s. Abbildung 1)
(Millan and Whyte, 2016). PPi wird sowohl intrazellular gebildet und Uber das
Transportprotein ANKH (Ankylosis Progressive Homolog) in den Extrazellularraum
exportiert, die Mehrheit wird jedoch durch die Ektonukleotid Pyrophophatse
Phospodiesterase 1 (ENPP1) aus extrazellularem Adenosintriphosphat (ATP) erzeugt
(Bessueille et al., 2020).

Zusatzlich dephosphoryliert die TNAP Pyrodoxal-5‘-Phosphat (PLP), die aktive Form von
Vitamin B6 (Whyte et al., 1985). Zur Bereitstellung von Pi baut das Enzym auch
Nukleotide wie ATP schrittweise zu Adenosin ab, wobei Adenosindi- und monophosphat
(ADP/AMP) als Zwischenprodukte entstehen (Millan and Whyte, 2016, Abbracchio et al.,
2009). Ein weiteres Substrat der TNAP ist das phosphorylierte Osteopontin (p-OPN)
(Narisawa et al., 2013), welches die Kristallisation von HA in seinem phosphorylierten
Zustand verhindert (Addison et al., 2007). Dartber hinaus besitzt die ubiquitér
vorkommende TNAP die katalytische Fahigkeit das Lipopolysaccharid gramnegativer
Bakterien zu dephosphorylieren (Pettengill et al., 2017).

ATP

PP, — 7—» Hydroxylapatit
Ca%

PLP
p- OPN

Abbildung 1: Substrate der TNAP. Zur Bereitstellung von Pi fur die HA-Synthese spaltet die
TNAP das inhibitorische PPi, ATP, PLP und OPN. Die Abbildung wurde mit dem Programm
Biorender (https://biorender.com) erstellt und basiert inhaltlich auf den im vorhergehenden
Abschnitt genannten Quellen.



Exprimiert wird die TNAP auf der Zelloberfliche von Osteo-, Chondro-, und
Odontoblasten, einschliel3lich der sekretierten Matrix Vesikel (MV) (Hoshi et al., 1997,
Miao and Scutt, 2002). Letztere sind ebenfalls am friihen Stadium des Mineralisierungs-
prozesses beteiligt (Millan, 2013, Roberts et al., 2004).

MVs sind extrazellulare membranumhillte Korper, in denen die HA-Kristallbildung
beginnt. Diese erste Phase der Kristallisierung wird durch eine Reihe von molekularen
Interaktionen gesteuert, die auf intravesikuléare Anreicherung von Calcium und Phosphat,
den beiden Hauptbestandteilen des HA, abzielen. In einem zweiten Schritt rupturiert das
Vesikel und setzt HA in den Extrazellularraum frei, welches anschlieRend in
Kollagenfibrillen eingelagert wird (Anderson, 1995, Boskey, 1998). Abbildung 2 zeigt
eine modellhafte Darstellung des zweiphasigen Mineralisierungsprozesses.

‘“\/\ Kollagen

m) ./

l

Phosphochohn

e [ PHOSPHO1
\ P; + Cholin
'\’ Matrix Vesikel
\ l/

.y» PP ]
PP E A ™ ca?
Osteoblast/ J
Odontoblast/ / ANKH
Chondrozyt 4
__

Abbildung 2: Modell des Mineralisierungsprozess. Dargestellt ist der zweiphasige Ablauf der
Mineralisierung. Das friihe Stadium beinhaltet die HA-Synthese im MV. Das hierfur bendétigte Pi
wird Uber zweierlei Prozesse angereichert: intravesikular durch das enzymatische Zusammen-
spiel von SMPD3 und PHOSPHO1 und extravesikular von TNAP. In der spaten Phase des
Prozesses rupturiert das MV und setzt HA in den Extrazellularraum frei. Die Abbildung wurde mit
dem Programm Biorender (https://biorender.com) erstellt und basiert inhaltlich auf den im
vorhergehenden Abschnitt genannten Quellen.

In Studien mit ALPL”- Mausen konnte gezeigt werden, dass die HA-Synthese im MV
auch in Abwesenheit der TNAP stattfindet, die Mineralisierung der extrazellularen Matrix
jedoch scheitert (Anderson et al., 2004, Millan, 2013). Diese Erkenntnis deutet darauf

hin, dass TNAP nicht essentiell fir die friilhe Phase der Mineralisierung ist und legt nahe,



dass auch andere Phosphatasen fur die Bereitstellung von Pi verantwortlich sind. So
wurde beispielsweise beschrieben, dass die intravesikuldare Phosphatase Orphan 1
(PHOSPHO1) in mineralisierenden Geweben 100-fach starker exprimiert wird (Houston
et al., 2004). Der endgulltige Nachweis dafir, dass das Enzym PHOSPHO1 einen
wichtigen Part im Mineralisierungsprozess tbernimmt, wurde von Yadav et. al geliefert.
Durch den Vergleich von PHOSPHO1” und ALPL” Mausen mit PHOSPHO1” und
ALPL*" Mausen konnte gezeigt werden, dass die doppelte Ablation zu einem
vollstandigen Fehlen der Mineralisierung fiihrte und die Uberexpression von
PHOSPHO1 den Knochenphanotyp nicht korrigierte (Yadav et al., 2011).

PHOSPHO1 hat eine hohe Spezifitat gegeniber Phosphocholin (PCh) und
Phosphoethanolamin (PEA) und kann somit durch Abbau der Phospholipide aus der
Vesikelmembran die Anhaufung von Pi fordern (Roberts et al., 2004). Unterstitzt wird
das Enzym durch die Sphingomyelin Phosphodiesterase 3 (SMPD3), einem zell-
membrangebundenen Enzym im Vesikel (Murshed, 2018). SMPD3 katalysiert den
Abbau des Sphingomyelins zu Ceramid und PCh und liefert somit zusatzliche

Phosphocholine zur Bereitstellung von Pi (Merrill et al., 1997).

1.1.2.3 TNAP in dentalen Geweben

Zahne sind mineralisierte Organe, die aus drei einzigartigen Hartsubstanzen bestehen:
Schmelz, Dentin und Zement. Obwohl sich die Odontogenese in einigen Aspekten von
der Osteogenese unterscheidet, ist der Mineralisierungsprozess in d@hnlicher Weise
anfallig fur Entwicklungsstérungen wie der Knochen (Foster et al., 2014). Der Isotyp
Odonto-HPP mit lediglich dentaler Symptomatik liefert Evidenz dafur, dass Zahnhart-
substanzen noch sensitiver auf einen Funktionseinschrankung der TNAP reagieren als
der Knochen (Reibel et al., 2009). Sicherlich spricht hierfir auch die hohe Aktivitat des
Enzyms im dentoalveoldren Komplex. So konnte der Knochen-Isotyp der TNAP in der
Pulpa, dem parodontalen Ligament und dem Zahnsackchen nachgewiesen werden
(Goseki-Sone et al., 1999). Auch in Zemento-, Odonto- und Ameloblasten ist die TNAP
vorhanden (Yadav et al., 2012, Hasselgren et al.,, 1978). Die Ameloblasten
synthetisieren den Schmelz der Zahnkrone, das harteste Gewebe im ganzen Korper,
das einen Mineralgehalt von 95 % aufweist (Simmer et al., 2010, Frank, 1979). Die
Synthese des Dentins, das den Grol3teil des Zahnes bildet, wird von den Odontoblasten
Ubernommen (Goldberg et al., 2011). Zur ordnungsgemafien Entwicklung dieser

Gewebe erfordert es der Kontrolle des Pi/PPi-Verhéaltnis einschliefRlich Calciums und



weiteren Kofaktoren der Biomineralisierung (Foster et al., 2008, Martin et al., 2021,
Zweifler et al., 2015, Millan, 2013).

Bei HPP kommt es aufgrund der eingeschrankten TNAP-Funktion zu einer Anhaufung
des Mineralisierungsinhibitors PPi und dadurch auch zu Beeintrachtigungen in der
orodentalen Gesundheit (Millan, 2013). So zeigen Patienten einen vorzeitigen Verlust
der Milchzdhne ohne Resorption der Wurzel, hypomineralisierten Alveolarknochen mit
horizontalem Attachmentverlust, sowie verminderte Mineralisierung des kraniofazialen
Knochens. Auch ein verzdgerter Zahndurchbruch, vergréRerte Pulpenkammern und
Defizite in der Mineralisierung von Schmelz, Dentin und Zement sind Ublich (Reibel et
al., 2009, Olsson et al., 1996, Liu et al., 2014, Foster et al., 2013, Kramer et al., 2021).
Das Wurzelzement ist ein Bestandteil des Zahnhalteapparates. Der Zahnhalteapparat,
der zur Verankerung des Zahnes im Knochenfach dient, besteht aus Zement, das der
Wurzeloberflache aufliegt, dem parodontalen Ligament (PDL) und dem Alveolarknochen
(Hassell, 1993). In der Literatur wird haufig darauf verwiesen, dass die gestorte
Mineralisierung des azellularen Zementes wahrscheinlich urséchlich fur die verfrihte
Exfoliation der Milchzahne ist (Foster et al., 2012, Bruckner et al., 1962, Olsson et al.,
1996, Zweifler et al., 2015, McKee et al., 2011, Yadav et al., 2012). Der azellulare
Zement bedeckt den zervikalen Bereich des Zahnes und ist entscheidend fur die
Befestigung des Zahnes im Desmodont Uber Sharpey‘sche Fasern, wohingegen der
apikal gelegene zellulare Anteil bei HPP nicht betroffen ist (Colard et al., 2017). Eine
weitere Erklarung fur den vorzeitigen Milchzahnverlust bei HPP-Patienten kénnte auch
die Tatsache sein, dass die Erkrankung eine genetische Disposition flir eine
Parodontitis-Erkrankung darstellt. Die Parodontitis kann als eine Stérung der
mikrobiellen Okologie betrachtet werden, die zunéachst zu einer Entziindung und in der
Folge zu einer Zerstérung des zahntragenden Gewebes fihrt. Die bakterielle Dysbiose
hat aufgrund einem Uberwachsen von gramnegativen und anaeroben Bakterien im
Sulkus eine proinflammatorische Wirkung und beginstigt die Einleitung des
entziindlichen Prozesses (Hajishengallis, 2020). In der Literatur werden hierzu
verschiedene Meinungen vertreten: Es konnte gezeigt werden, dass das subgingivale
Mikrobiom von HPP-Patienten mit der gesunden Kontrolle vergleichbar ist und diese nur
leicht erhdhte Sondierungstiefen von 4-5 mm aufwiesen (Valenza et al., 2006). In
anderen Fallberichten wurden wiederum Zusammenhange zwischen HPP und einer
Parodontitis beschrieben (Watanabe et al., 1993, Baab et al., 1985).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass eine gehemmte TNAP-Aktivitat im Zellkulturmodell

mit parodontalen Stammzellen (PDLSCs) zu einer Unterdrickung von osteogenen



Markergenen und daruber hinaus zu einer gesteigerten proinflammatorischen Aktivitat
fuhrt, die den Knochenverlust wahrscheinlich zusatzlich fordert (Melms et al., 2020).
Levamisol bewirkte in diesem Experiment eine gesteigerte Expression des ATP-
Rezeptors P2X7 und reduzierte die Genexpression von DMP1, welches eine schiitzende
Wirkung gegen Entztindungen hat.

Das entziindungsfordernde extrazellulare ATP ist allerdings auch Substrat der TNAP
und kann in das entziindungshemmende Adenosin gespalten werden (Graser et al.,
2021). Eine Stérung des Gleichgewichts, wie dies beim Krankheitsbhild der HPP der Fall
ist, beginstigt die Verstdrkung der Entzindung zusatzlich: Extrazellulares ATP
interagiert mit dem P2X7-Purinrezeptor und induziert zum einen die Synthese von
RANKL, dem Schliisselmolekil bei der Regulation des Knochenumbaus und férdert zum
anderen die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 in den
Entzindungszellen (Boyce and Xing, 2007, Binderman et al., 2017). AuRerdem wird
extrazellulares ATP auch von Bakterien produziert und an Orten der Entziindung von
geschadigten Zellen freigesetzt, die den ATP-Spiegel weiterhin erhéhen (Kawase et al.,
2007).

DarUber hinaus wird die Préadisposition fur entziindliche Prozesse aufgrund der
Akkumulation von PPi in Geweben und Gelenken zusatzlich erhoht (Bianchi et al., 2020,
Beck et al., 2009a, Watanabe et al., 1993).

1.1.3 Genetik der HPP

Die molekulare Grundlage der HPP stellen variable Mutationen im ALPL-Gen dar. Seit
der Identifizierung der ersten Mutation, sind mittlerweile tGber 400 Mutationen fir die
klinische Variabilitat verantwortlich (https://alplmutationdata-base.jku.at, 05.03.2023)
(Weiss et al., 1988). Die Pravalenz von HPP in Europa wird auf 1:300 000 bei schweren
und 1:6370 bei moderaten Fallen geschatzt (Mornet et al., 2011). In einer kirzlich
vergffentlichen Studie wurde eine neue Form der HPP entdeckt: Die milde, adulte HPP,
die bisher aufgrund unspezifischer Symptome in Kombination mit einer geringen AP-
Aktivitat unterdiagnostiziert wurde, hat eine Pravalenz von 1:508 (Mornet et al., 2021).
Dies impliziert, dass die einst seltene Erkrankung gar nicht so selten ist.

HPP ist eine autosomal-vererbte Krankheit, die durch homozygote, heterozygote oder
compound-heterozygote Mutationen verursacht werden kann, die entweder dominant
oder rezessiv sind. Schwere Varianten (infantil und perinatal) werden autosomal-
rezessiv, moderate (juvenile, adulte und Odonto-HPP) dominant oder rezessiv und milde
Formen (adulte) dominant vererbt (Mornet, 2017, Brun-Heath et al., 2005).



Die meisten Genotypen sind heterozygot und filhren zu Missense-Mutationen, die zu
einer Veranderung einer Aminoséaure (AS) fihren und dem Enzym je nach betroffener
Aminoséuresequenz im Protein ein unterschiedliches MalR an Restaktivitat verleihen
kénnen (Mornet, 2017). Bei den Ubrigen Mutationen handelt es sich um viel seltenere
kleine Deletionen und Insertionen, sowie Nonsense- und SpleiRmutationen (Brun-Heath
et al., 2005, Liu et al., 2021a).

Die Problematik, die Heterozygote mit sich bringen, ist der dominant-negative Effekt
(DNE). Dabei unterdriickt eine dominante Mutation das Wildtyp-Allel. In diesem Fall
dimerisiert das gesunde Protein mit dem strukturell veranderten Protein und interagiert
negativ (Lia-Baldini et al., 2001, Fauvert et al., 2009). Haufig befinden sich diese
sensiblen Positionen in funktionell und strukturell wichtigen Regionen des Proteins wie
dem aktivem Zentrum, dem Homodimer-Interface, der Kronendoméane oder der Calcium-
Bindungsstelle und fihren dann zu schwerwiegenden Phanotypen ohne enzymatische
Restaktivitat (Silvent et al., 2014, Zurutuza et al., 1999). Mutationen in weniger kritischen
Domanen ermdglichen eine deutlich hohere Restaktivitat der TNAP und sind héaufig im
Genotyp moderater Varianten der HPP zu finden (Mornet, 2007). Homozygote
Mutationen, die bei perinataler und infantiler HPP einen hohen Anteil ausmachen, sind
ebenfalls ein erschwerender Faktor fur die Erkrankung (Mornet et al., 2021).

Trotz der Vielzahl an Studien, in denen die klinische Auswirkung von Mutationen
untersucht wurden, lasst sich fur die meisten keine eindeutige Korrelation zwischen
Genotyp und Phanotyp herstellen. Sowohl die Koexistenz beider Vererbungsarten, die
hohe genetische Heterogenitat der ALPL-Varianten, als auch die Variabilitdt der
klinischen Auspragung, einschlie3lich innerfamiliarer, machen diese Beurteilung sehr

komplex und erschweren die genetische Beratung immens (Hofmann et al., 2014).

1.1.4 Diagnostik und therapeutisches Management der HPP

Die Diagnose der HPP bereitet haufig erhebliche Schwierigkeiten. Einerseits ist HPP
eine seltene Erkrankung, jedoch weisen die unterschiedlichen Subtypen variable
klinische Symptome auf, die viele differentialdiagnostische Uberlegungen aufwerfen
(Mornet et al., 2011): Hierzu zahlen beispielsweise die Osteoporose, Rachitis,
Osteogenesis imperfecta oder bei lediglich dentaler Problematik die Amelogenesis oder
Dentinogenesis imperfecta (Bloch-Zupan, 2016). So sind Bisphosphonate, die die
Ubermafige Knochenresorption bei Osteoporose verhindern sollen, aufgrund ihrer PPi-
ahnlichen chemischen Struktur bei der Therapie der HPP absolut kontraindiziert

(Flanagan and Chambers, 1991, Sutton et al., 2012). Ihr Ausschluss ist daher obligat
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und unterstreicht nochmals die Wichtigkeit der richtigen Diagnose in diesem komplexen
Krankheitshild.

Die Diagnostik schwerer Formen der HPP basiert hauptséachlich auf der Anamnese, der
korperlichen Untersuchung und laborchemischen Parametern. Jedoch sind
insbesondere klinisch milde Auspréagung schwierig zu diagnostizieren (Bianchi, 2015,
Cole, 2008). Die genetische Sequenzierung des ALPL-Gens ist daher fiir eine zweifels-
freie Diagnose unerlasslich, gerade wenn klinische und labordiagnostische Daten nicht
eindeutig sind (Mornet, 2007).

Eine verringerte AP-Aktivitdt im Serum ist der wichtigste Laborparameter, der den
Verdacht einer HPP-Erkrankung aufkommen lasst. Dabei ist zu bedenken, dass AP-
Spiegel alters- und geschlechtsabhangig sind. Fir eine gesicherte Diagnose ist dieser
Wert jedoch nicht ausreichend, da Schwankungen des Enzyms auch bei Erkrankungen
wie Zobliakie und Hyperthyreose, aber auch bei einer Schwangerschaft und der
Einnahme bestimmter Medikamente auftreten kdnnen (Mornet, 2007, Hofmann et al.,
2013). Daruber hinaus kann die Anhaufung von TNAP-Substraten (PLP, PEA) ein
Indikator fur eine niedrige AP-Aktivitat sein. In vielen Féllen kann ein erhéhter Wert des
nicht-pathognomonischen Markers PEA im Urin nhachgewiesen werden (Whyte, 2012).
Ein wesentlich sensitiverer Marker ist dagegen ein erhdhter PLP-Plasmaspiegel (Whyte
et al., 1985). AuBerdem kdnnen auch bildgebende Verfahren, die beispielsweise hypo-

mineralisierten Knochen zeigen kdnnen, hilfreich sein (Offiah et al., 2019).

Obwohl das Verstandnis fur die Erkrankung weit vorangeschritten ist, gibt es bislang
keine kurative Behandlung. Aufgrund der multisystemischen Symptomatik umfasst die
Therapie eines HPP-Patienten ein interdisziplindres Monitoring.

Eine Linderung der klinischen Merkmale, insbesondere der starken Schmerzen,
Frakturen, neurologischen und dentalen Symptome kann lediglich durch therapeutische
Intervention erreicht werden (Bianchi, 2015). Der intermittierende Einsatz von nicht-
steroidalen Antirheumatika eignet sich sehr gut fiur die Reduktion von Gelenk- und
Knochenschmerzen und fihrt zu einer Normalisierung des Prostaglandin-E2-Spiegels
(Girschick et al., 1999).

Die zahnarztliche Problematik betrifft in erster Linie den vorzeitigen Verlust der
Milchzéhne ohne die Resorption der Wurzel. Dies ist ein aufRerst charakteristisches
Merkmal der HPP, weshalb Zahnarzte nicht selten die vorlaufige Verdachtsdiagnose
stellen. Die Folgen einer vorzeitigen Exfoliation sind in der Literatur zahlreich

beschrieben und sollten durch Zahnersatz oder kieferorthopéadische MalRnhahmen
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verhindert werden. Neben Platzmangel im bleibenden Gebiss und einer eingeschrénkten
transversalen Entwicklung der Kiefer, fihrt der Verlust der Milchzéhne zu asthetischen
und funktionellen Einschrankungen, die beispielsweise die Phonation des Patienten
beeinflussen (Magnusson, 1979, Hoffding and Kisling, 1978, Gable et al., 1995). Dartber
hinaus sind eine ordentliche Mundhygiene und der Einsatz von Fluoriden bei HPP-
Patienten noch deutlich essentieller als tblich.

Ein grofRer Fortschritt in der Therapie der Erkrankung wurde durch die Zulassung der
Enzymersatztherapie (ERT) mit Asfotase alfa (Strensiq®) erreicht. Es handelt sich bei
diesem Medikament, das fiur die Behandlung der HPP mit kindlicher Manifestation
eingesetzt wird, um eine rekombinante humane TNAP (Whyte, 2017). Im Tiermodell mit
TNAP-null-Mausen konnte die infantile HPP verhindert werden, wenn die Mause von
Geburt an mit subkutanen Injektionen des Enzyms behandelt werden. Die ERT
verhinderte sowohl die skelettalen als auch dentalen Probleme und hatte positiven
Einfluss auf die Uberlebensrate der Mause und der HPP-Patienten (Narisawa et al.,
1997, Millan et al., 2008, McKee et al., 2011, Yadav et al., 2012, Whyte et al., 2016).

1.2 Parathormon und das Parathormon-verwandte Peptid

Das Parathormon (PTH) ist ein Polypeptidhormon der Nebenschilddriise, das eine
Schlusselfunktion bei der Vermittiung des Knochenumbaus hat und die Calcium-
Homoostase reguliert (Chorev, 2002, Silva and Bilezikian, 2015, Martin et al., 2021,
Sammon et al., 1970). Das 84 AS lange Peptid wird im rauen endoplasmatischen
Retikulum (ER) als Pra-Pro-PTH translatiert. Cotranslational wird die Pra-Sequenz
abgespalten, sodass Pro-PTH entsteht. Eine weitere Abspaltung erfolgt nach der
Translokation in den Golgi-Apparat, wo das Pro-PTH in das reife PTH umgewandelt wird
(Habener et al., 1984, Sakwe et al., 2002). Bei Absinken des Calciumspiegels unter den
physiologischen Normalbereich sorgt PTH durch Einwirkung auf den Knochen und die
Niere fur die Bereitstellung von Calcium (Gesek and Friedman, 1992, Sammon et al.,
1970, Swarthout et al., 2002).

Das Parathormon-related Protein (PTHrP) ist ein parakriner / autokriner Mediator, der im
Gegensatz zu PTH, ubiquitar gebildet wird (Philbrick et al., 1996, Martin et al., 1997).
Neben der physiologischen Bedeutung von PTHrP in der embryonalen Skelett-
entwicklung, tbernimmt der lokale Faktor vielféltige Aktivitaten, unter anderem bei dem

plazentaren Calciumtransfer, der Laktation, der Relaxation der glatten Muskulatur und
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dem Wachstum von Epithelzellen (Moseley and Gillespie, 1995, Kronenberg, 2006, de
Papp and Stewart, 1993, Martin et al., 2021, Karaplis et al., 1994).

Trotz ihrer unterschiedlichen Funktionen teilen sich die beiden Polypeptide den PTH1-
Rezeptor, was sich durch die strukturelle Ahnlichkeit von acht AS in ihrer Amino-
terminalen Sequenz erkléaren lasst (Burtis, 1992).

Viele Daten weisen darauf hin, dass PTH an der Regulation von Genen beteiligt ist, die
eine katabole oder anabole Wirkung auf das Skelett haben (Silva and Bilezikian, 2015,
Partridge et al., 1994). Jedoch gibt es nur wenige Studien tber die Effekte von PTH auf
die Expression des osteogenen Markers ALPL, welcher eine wichtige Komponente des
erfolgreichen Mineralisierungsprozesses ist. Houston et al. untersuchte die Auswirkung
der kontinuierlichen PTH-Stimulation wahrend der osteogenen Differenzierung in einer
murinen Osteoblasten-Zelllinie. Die Stimulation bewirkte eine gesteigerte Expression
von ALPL und reduzierte die von SMPD3 und PHOSPHO1 (Houston et al., 2016). In
einer weiteren Studie wurde durch kurzzeitige PTH-Stimulation die Aktivitdt der AP in
PDL Stammzellen tiber den PKC-Signalweg moduliert (Wolf et al., 2013). Zum besseren
Verstandnis der Regulation von ALPL durch PTH sollen in vorliegender Arbeit in-vitro-
Zellkulturuntersuchungen an nicht-mutierten und TNAP-defizienten Zelllinien durch-

geflihrt werden.

1.2.1 Der PTH1-Rezeptor

Der PTH1-Rezeptor (PTH1R) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben Trans-
membrandoménen und einer extrazellularen Doméane, sowie einem intrazellularen
C-terminalen Schwanz (Juppner et al., 1991, Chorev, 2002). Das Gen, welches fir den
Rezeptor kodiert, ist auf Chromosom 3 lokalisiert und besteht aus 15 Exons und
14 Introns (Kong et al.,, 1994). Die Aktivierung erfolgt durch die Interaktion der
C-terminalen Region des Hormons bzw. Peptids mit dem N-Terminus des Rezeptors
und fahrt anschlieBend zu einer Konformationsdnderung, die die Bindung des
G-Proteins fordert (Pal et al., 2012). Der Proteinkinase-A-(PKA)-Signalweg und der
Proteinkinase-C-(PKC)-Signalweg, die durch heterotrimere G-Proteine vermittelt
werden, sind fur den gro3ten Teil der regulatorischen Effekte von PTH verantwortlich
(s. Abbildung 3) (Abou-Samra et al., 1992).

Die Bindung von Gas stimuliert die Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) durch Aktivierung der Adenylatzyklase. Das cAMP bindet wiederum an die
Untereinheit der PKA und setzt eine Signalkaskade in Gang, die in der Transkription von

Genen resultiert, die ein auf cAMP reagierendes Element (CRE) in ihrem Promoter
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besitzen (Chase and Aurbach, 1970, Datta and Abou-Samra, 2009). Nach der Bindung
von PTH kann aber auch der PKC-Signalweg aktiviert werden. So fihrt die Verknipfung
des Rezeptors mit Gaq zur Aktivierung der Phospholipase CR und folglich zur Anhaufung
von Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) (Civitelli et al., 1988). IP3 erhdht
die intrazellulare Calcium-Konzentration und ermdglicht so die Verlagerung der PKC zur
Plasmamembran, wo diese dann durch DAG aktiviert wird. Welche der beiden Kaskaden
letztendlich ausgel6st wird, hangt vom Zelltyp ab. Jedoch wird davon ausgegangen,
dass der cAMP/PKA-Signalweg der dominante Mechanismus fiir die Knochenbildung ist
(Khundmiri et al., 2016, Barros et al., 2003, Siddappa et al., 2008).
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Abbildung 3: Signhalwege des PTH1R. A: PTH1R-positive dentalen Stammzellen der Pulpa
(DPSCs), des parodontalen Ligaments (PDLSCs) und des Knochens (BMSCs). B: Dargestellt ist
das allgemeine Prinzip der Signallibertragung nach Aktivierung des PTH1R. Die Bindung von
PTH oder PTHrP induziert eine PTH1R-Konformationsdnderung, die die Kopplung und Aktivie-
rung von heterotrimeren G-Proteinen fordern. Gas aktiviert die Adenylatzyklasen, was zur CAMP-
Synthese und zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) fuhrt. Gaq aktiviert die Phospholipase
C (PLC), die Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in DAG und IP3 spaltet. IP3 diffundiert dann
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durch das Zytosol und aktiviert IP3-gesteuerte Calcium-Kanéle in der Membran des ERSs,
wodurch gespeichertes Calcium in das Zytosol freigesetzt wird. Ein Anstieg des zytosolischen
Calciums fordert die Translokation der Proteinkinase C (PKC) zur Plasmamembran und die
anschlieBende Aktivierung durch DAG. Die Abbildung wurde mit dem Programm Biorender
(https://biorender. com) erstellt und basiert inhaltlich auf den im vorhergehenden Absatz
genannten Quellen.

Beide Polypeptide binden Uber denselben Rezeptor und kénnen abhéngig von dem
Verabreichungsmodus unterschiedliche Gruppen von Genen regulieren (Chen et al.,
2021, Silva et al., 2011). Die Umsetzung der verschiedenen Effekte auf der Ebene der
Signaltransduktion ist bisher jedoch noch nicht geklart. In vielen Studien konnte gezeigt
werden, dass kontinuierliche PTH-Stimulation zur Knochenresorption fuhrt, wahrend
intermittierende Gabe einen anabolen Effekt hatte und die Knochenapposition férderte
(Silva and Bilezikian, 2015, Wein and Kronenberg, 2018, Greenfield, 2012).

Die Fahigkeit von PTH die Knochenbildung zu steigern, eignet sich daher sehr gut fir
die Therapie von Krankheiten, die mit einem Knochenverlust verbunden sind (Neer et
al.,, 2001, Lindsay et al., 1997). Seit 2003 steht das PTH-Fragment Teriparatid
(PTH 1-34, Forsteo®) zur Therapie der postmenopausalen Osteoporose zur Verfligung.
Das PTHrP-Analogon Abaloparatid (PTH 1-34, Tymlos®) eignet sich ebenfalls fur die
Steigerung der Knochenmineraldichte (Miller et al., 2016). Die Zulassung auf
Genehmigung des Medikamentes wurde jedoch 2018 durch die Europaischen
Arzneimittel-Agentur abgelehnt.

Aufgrund des Einflusses des Hormons auf die Expression von osteogenen Markern tber
den PKA-Signalweg wurde rekombinantes humanes PTH auch in der Therapie der
adulten HPP eingesetzt, allerdings mit unterschiedlichen Ergebnissen (Tascau et al.,
2016, Silva et al., 2011, Ishizuya et al., 1997): In einigen Fallen wurden die Symptome
gelindert, in anderen wiederum zeigte das Medikament keinen Effekt (Camacho et al.,
2008, Laroche, 2012, Whyte et al., 2007, Schalin-Jantti et al., 2010).

1.2.2 Der Einfluss von PTH, PTHrP und PTH1R auf dentale Gewebe

Auch im dentalen Bereich hat der PTH1R-Signalweg weitreichende Auswirkungen und
ist dort an der Zahneruption, der Wurzelbildung, der Reparatur des Zahnhalteapparates
und der Alveolarknochenregeneration beteiligt (Aggarwal and Zavras, 2012, lwasaki et
al., 2019, Nagata et al., 2020, Ono et al., 2016, Zhang et al., 2020).

Dass der PTH1R in PDLSCs exprimiert wird, wurde bereits mehrfach nachgewiesen
(Lossdorfer et al., 2006, Abuduwali et al., 2014). Auf die hormonelle Stimulation mit PTH
reagieren die PDLSCs &ahnlich wie Osteoblasten, jedoch ist die Wirkung abhangig von
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der Konfluenz der Zellen. Ein prakonfluenter Zustand ermoglicht den Anstieg des
Osteoprotegerin, einem physiologischen Inhibitor der Knochenresorption und die
Zunahme der Differenzierung, wohingegen diese bei konfluenten Zellen abnimmt
(Ouyang et al., 2000, Aggarwal and Zavras, 2012, Lossdorfer et al., 2005).

Vieles spricht dafir, dass die PTH1R-Signalibertragung eine entscheidende Rolle
wahrend des Zahndurchbruchs spielt. So wurden heterozygote Mutationen im PTH1R
mit dem Krankheitsbild der Primaren Durchbruchsstérung in Verbindung gebracht. Dabei
bricht ein primar nicht ankylosierter Zahn aufgrund einer beeintrachtigten Signal-
Ubertragung nicht oder nur teilweise durch (Subramanian et al., 2016, Stellzig-
Eisenhauer et al., 2010). Verschiedene Studien im Mausmodell unterstreichen die
Bedeutung des PTH1R-Gens, denn die Ablation fuhrt nicht nur zur Primaren
Durchbruchsstérung, sondern bedingt auch einen verengten Parodontalspalt mit
unregelmaRig ausgerichteten Kollagenfasern (Cui et al., 2020, Ono et al., 2016).
Weitere vielversprechende Erkenntnisse aus in-vitro-Studien unterstitzen das Potenzial
des PTH in der Therapie der HPP. Beispielsweise wurde durch intermittierende PTH-
Applikation die Zementbildung durch Aktivierung von zementogenese- und
differenzierungsrelevanten Markern gefordert. (Li et al., 2017). Ebenso beglnstigte
diese Applikationsweise die odontogene bzw. osteogene Differenzierung von Stamm-
zellen aus der dentalen apikalen Papille, die fiir die Dentinbildung im Bereich der Wurzel
verantwortlich sind (Pang et al., 2020). Ein exemplarisches Protokoll fur die
intermittierende PTH-Administration im Zellkulturmodell ist in Abbildung 4 dargestellt
(Chen et al., 2016, Lossdorfer et al., 2011).

I 6h } 42 h i
Basismedium Osteogenes Medium K
10 nM PTH Osteogenes Medium PTH

Abbildung 4: Exemplarisches in-vitro-Applikationsprotokoll von PTH. Die Zellen der
Kontrollgruppe (K) werden zunachst 6 h in Basismedium kultiviert und anschlieend fir die
verbleibenden 42 h des 48 h-Zyklus mit PTH-freiem osteogenen Medium versorgt. In der PTH-
Gruppe (PTH) werden die Zellen in den ersten 6 h mit 10 nM PTH in Basismedium behandelt und
erhalten ebenso osteogenes Medium fir die weiteren 42 h. Die Abbildung wurde mit dem
Programm Biorender (https://biorender.com) erstellt (Chen et al., 2016, Lossdorfer et al., 2011).

Das Hauptziel der intermittierenden PTH-Behandlung bei Parodontitis oder Knochen-
defekten aufgrund von Kiefernekrosen sind die PTH1R-positiven Stammzellen des

Alveolarknochens (Sim et al., 2020, Bashutski et al., 2010). In einer Tiermodell-Studie
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von Barros et al. wurde gezeigt, dass die intermittierende Gabe von PTH den
Parodontitis-assoziierten Knochenverlust verringert (Barros et al., 2003). Zudem lasst
sich auch die Infiltrationsrate von Entziindungszellen in die Gingiva mit diesem
Administrationsverfahren vermindern (Chen et al., 2017). Darlber hinaus konnten auch
durch lokale Injektionen von PTH verbesserte Ergebnisse bei der chronischen Form der
Parodontitis erzielt werden (Yoshida et al., 2019).

Diese Daten weisen darauf hin, dass viele orofaziale Gewebe durch PTH1R-Signale
reguliert werden und erklart, warum PTH bzw. PTHrP immer haufiger therapeutische

Anwendung im dentalen Bereich finden.

1.3 Die hTERT PDL Zelllinie und transgene Varianten mit Mutationen im
ALPL-Gen

Zum besseren Verstandnis der Auswirkungen eines TNAP-Mangels im dentalen Bereich
wurden in vorliegender Arbeit Untersuchungen an primar isolierten Stammzellen
(PDLSCs) und immortalisierten Zellen des parodontalen Ligaments (hnTERT PDLs) und
davon abgeleiteten TNAP-defizienten Zelllinien durchgefihrt.

PDLSCs sind Stammzellen des PDL, einem faserreichen Bindegewebe, welches sich
zwischen dem Wurzelzement und dem Alveolarknochen befindet und der Verankerung
des Zahnes in der Alveole dient (Nanci and Bosshardt, 2006, Lyu et al., 2021,
Fleischmannova et al., 2010). Es konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass
diese Zellen mesenchymale Stammzellmarker exprimieren und ein mehrschichtiges
Differenzierungspotenzial aufweisen (Lekic et al., 2001, Seo et al., 2004, Melms et al.,
2020). In-vivo tragen die PDLSCs zur Bildung von parodontalen Gewebe bei und sind
in-vitro in der Lage knochenahnliche Strukturen zu bilden (Ninomiya et al., 2014, Seo et
al., 2004, lwasaki et al., 2019). Dartber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass das
regenerative Potenzial der Zellen die Verbindung zwischen Alveole und Zement bei
Parodontitis wiederherstellen kann (Hernandez-Monjaraz et al., 2018).

Die begrenzte in-vitro Lebensdauer von Stammzellen erschwert jedoch langfristige
Studien, weshalb die Arbeitsgruppe um Docheva et al. PDLSCs durch lentiviralen
Gentransfer mit hTERT (humane Telomerase-Reverse-Transkriptase) immortalisierten.
Verglichen mit den primaren PDLSCs wiesen die hTERT PDLs eine &hnliche
Morphologie und Populationsverdopplungszeit auf und hatten die gewiinschte langere

Lebensspanne (Docheva et al., 2010).
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Zur Generierung eines in-vitro-Zellkulturmodells fur HPP wurde in einer voran-
gegangenen Dissertation ein CRISPR/Cas9-basiertes Genomediting im ALPL Gen der
hTERT PDL Zelllinie durchgefiihrt (Dissertation Sofia Paulus, 2021). Hierflr wurden zwei
unterschiedliche CRISPR-RNA-Konstrukte (crRNA) mit verschiedenen Zielen im ALPL-
Gen verwendet.

Das CRISPR/Cas9-System wurde auf der Grundlage der RNA-gesteuerten Cas9-
Endonuklease entwickelt, die im Immunsystem von Bakterien vorkommt (Barrangou and
Horvath, 2012). Die Anwendung dieses Systems in-vitro erfordert zum einen die Cas9
und zum anderen die Single Guide RNA (sgRNA), die sich aus einer Target-spezifischen
crRNA und einer trans-aktivierenden cRNA (tracrRNA) zusammensetzt (Ran et al.,
2013). Damit dieser Komplex an die Ziel-DNA binden kann, muss diese unmittelbar vor
einer 5-NGG PAM (protospacer-adjacent motif) liegen, die im menschlichen Genom
durchschnittlich alle 8-12 Basenpaare zu finden ist (Cong et al.,, 2013). Durch
Veranderung der 20-Nukleotid-Leitsequenz innerhalb der sgRNA kann die Cas9 auf
nahezu jedes Ziel von Interesse in unmittelbarer Nahe der PAM-Sequenz umgelenkt

werden, was CRISPR zu einem aulRert prézisen Werkzeug des Genomeditings macht.

Isolation Immortalisierung
Docheva et al.
— —
PDLs hTERT PDLs
Etablierung von
ALPL-defizienten
dentogenen
Zelllinien
Mutationen im ALPL-Gen: a Dr. Sofia Paulus
H
1.1 homozygote Deletion C i NS
—
1.2 heterozygote Deletion C Oy
1.3 heterozygote Deletion T
1.5 heterozygote Deletion von 48 bp CRISPR/Cas9
2.3 heterozygote Punktmutation (Afpﬂ?%lgu)

Abbildung 5: Zellen in Kultur. Diese Abbildung visualisiert den Entstehungsprozess der
Zelllinien, die in vorliegender Arbeit zur Erforschung dentaler Aspekte der HPP verwendet
wurden. Die Abbildung wurde mit dem Programm Biorender (https://biorender.com) erstellt.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die molekularbiologischen Auswirkungen von PTH im Zusammenhang mit der HPP-
Erkrankung sind derzeit nur unzureichend erforscht. In der Literatur wurde bereits einige
Male gezeigt, dass das Hormon positiven Einfluss auf die Genexpression von ALPL und
die Enzymaktivitat nehmen kann (Houston et al., 2016, Wolf et al., 2013).
HPP-Patienten weisen haufig schwere dentogene Symptome auf, weshalb in der
vorliegenden Arbeit ein in-vitro-Modell aus Zelllinien des parodontalen Ligaments mit
Mutationen im ALPL-Gen verwendet wurde, um die Effekte des Hormons in dentalen
Bereich genauer zu analysieren.

Im ersten Teil der Arbeit sollen die Zelllinien zunachst weiterfuihrend charakterisiert
werden. Hierbei ist von Interesse, ob CRISPR/Cas9 bereits Mutationen in Gen-
abschnitten erzeugt hat, die die Differenzierungsprozesse weiter beeintrachtigen
kénnten, sowie eine weitere Analyse des Phanotyps des ALPL-Genotyps.

Im zweiten Teil liegt der Fokus der Experimente auf der Ergrindung der Effekte von PTH
einige Stunden nach der Stimulation sowie der Evaluierung der funktionellen
Auswirkungen bei intermittierender Supplementierung des Hormons. Um einschétzen zu
kénnen, wie sich das Hormon auf die Genexpression, Proteinlevel und Differenzierungs-
prozesse in gesunden Zellen auswirkt, sollen die Kultivierungsmodelle zunachst in
PDLSCs etabliert und anschlieBend auf die transgenen Zelllinien mit Mutationen im
ALPL-Gen angewandt werden.

Nach aktuellem Kenntnisstand kénnte die Analyse molekularbiologischer Mechanismen
nach PTH-Administration zweifellos wichtige Informationen zum besseren Verstandnis
des Krankheitsbildes liefern und somit Ansatzpunkte fir neue Therapiestrategien der

dentalen Symptome bei HPP offenlegen.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Fur die biologischen Versuche wurden primére Stammzellen verwendet, die aus dem
PDL frisch extrahierter Zéhne isoliert wurden. Die hier verwendeten Zahne fielen als
Abfallprodukt nach Extraktionen an und wurden freundlicherweise aus der Poliklinik ftir
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der Universitat Wiirzburg zur Verfigung gestellt.

Das Material wurde anonymisiert verwendet und fortlaufend nummeriert. Es wurden
keine Daten zu den Spendern erhoben oder gespeichert. Eine Unbedenklichkeits-
bescheinigung der Ethikkommission (20210819 01) zur Verwendung des Patienten-

materials liegt vor.

2.2 Zellbiologische Methoden

Die im nachfolgenden Abschnitt beschriebene Arbeit mit Zellen erfolgte stets in einer
Reinraumwerkbank (Thermo Fisher, MSC-Advantage ™) unter Verwendung von steriler
Glas- und Plastikausstattung sowie Losungen. Als Kulturgefal3e dienten beliiftete, aus
Polysterol gefertigte Monolayer-Zellkulturflaschen unterschiedlicher Grof3e mit Filter-
deckel (CELLSTAR® Filter, Greiner Bio-One, 25 cm?, 75 cm?, 150 cm?), die in einem
New Brunswick™ Galaxy 170S Inkubator bei konstanten Standardbedingungen von
37 °C, einer Atmosphére von 5 % CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit aufbewahrt
wurden. Ferner wurden die Zellen in regelméRigen Abstidnden mikroskopisch (Zeiss,

Axio Vert.Al) auf Proliferation, Konfluenz und Kontaminationen tberpruft.

2.2.1 Aufarbeitung und Isolation der PDLSCs

Zur lIsolation der PDLSCs wurde zundchst das Desmodont von den unteren beiden
Dritteln der Wurzel abprapariert und anschlieend in die Verdaulésung, bestehend aus
Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline modified
without calcium chloride and magnesium chloride, Sigma-Aldrich, D8537-500 ml) und
dem Zusatz von 0,4 mg/ml Kollagenase (= 0,1 U/mg) (Nordmark, S1745402) und
4 mg/ml Dispase (= 0,5 U/mg) (Sigma Aldrich, D4693) Uberflihrt. In dieser verlieb das
Gewebe fir 1 h bei 37 °C. AnschlieBend folgte die Uberfiihrung in eine T25
Zellkulturflasche. Hier wurde bereits ein entsprechendes Volumen an Stammzell-

Medium (s. Kapitel 2.2.2) vorgelegt, sodass das Gewebestlick vollstandig mit Medium
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bedeckt war. Zusatzlich wurde diesem Amphotericin B (Sigma Aldrich, A2942-20ML) in
einer 1:100-fachen Verdinnung beigeflgt.

2.2.2 Zellkultivierung

Fur optimale in-vitro-Bedingungen, die Proliferation, Wachstum und Differenzierung
ermoglichen, bedarf es Kulturmedien, die eine solche Umgebung schaffen. Die in dieser
Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Fur die hTERT PDL Zelllinie und die transgenen Zelllinien mit Mutationen im ALPL-Gen
wurde DMEM High Glucose Medium (DMEM 1x+4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamin, -
Pyruvat, Gibco, 41965-039) ausgewahlt, dem 10 % Fetales Kalberserum (FCS,
Bio&Sell, BS.FCS 0.500 EUA) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep, Sigma
Aldrich, P4333) beigefligt wurde.

Die PDLSCs wurden mit DMEM/F-12 (1:1) (DMEM 1x + GlutaMax-I, Gibco, 31331-028)
versorgt, ebenfalls mit Zusatz von 10 % FCS und 1 % Pen/Strep. Zusatzlich enthielt das
Kulturmedium der PDLSCs zur Neutralisierung der Stoffwechselprodukte 5 % der
Puffersubstanz HEPES (Sigma-Aldrich, HO887-100ML).

Zur Foérderung des Wachstums wurde den Zellen 5 ng/ml Fibroblast Growth Factor (FGF,
PeproTech, 100-18C-500 ug) zugefiigt.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Zelllinien. WT = Wildtyp; C = Cytosin; T = Thymin; bp =
Basenpaare.

Zelllinie Mutation

hTERT PDL Nicht mutiert (nicht transfiziert)

WT Nicht mutiert, Transfektion mit ALPL2
1.1 Homozygote Deletion C

1.2 Heterozygote Deletion C

1.3 Heterozygote Deletion T

15 Heterozygote Deletion von 48 bp

2.3 Heterozygote Punktmutation

Zwei- bis dreimal wochentlich wurde das Kulturmedium erneuert. Vor dem Wechsel
wurden die Medien stets in einem Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt, um einen moglichst
schonenden Umgang mit den Zellen zu gewahrleisten.

Nach Erreichen der Konfluenz mussten die Zellen passagiert werden, um einer
Wachstumshemmung entgegen zu wirken. Hierfir wurde das Medium zunéchst mit Hilfe

von Pasteurpipetten (Brand, 747720) oberhalb des Zellrasens abgesaugt, bevor

21



anschlie3end ein Waschschritt mit 10 ml PBS folgte. Um die Zellen dann von ihrer
adhéarenten Unterlage zu l6sen, wurde 3 ml Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetra-
essigsaure, 0,05 %, Gibco, 15400- 54) in PBS hinzu pipettiert und das Kulturgefand fur
3 Minuten im Brutschrank inkubiert. Daraufhin konnten die Zellen mit kraftigem Klopfen
auf die Seitenwénde der Kulturflasche abgeltst und in Suspension gebracht werden. Die
enzymatische Wirkung des Trypsins wurde mit 7 ml des entsprechenden Mediums
abgestoppt, bevor die Zellen in ein 15 ml Falcon-Réhrchen (CELLSTAR® Réhrchen,
Greiner Bio-One, 15 ml, 50 ml) Uberfuhrt und anschlieend fir 5 min bei 1200 rpm
(290 x g) zentrifugiert wurden. Das Zellpellet wurde in 3 ml frischem Medium
resuspendiert und folgend die Zellzahl, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, bestimmt.
Danach wurden 25 ml Medium in eine neue T150 Zellkulturflasche vorgelegt und 0,5*10°

Zellen ausgesét.

2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Schaffung vergleichbarer Konditionen in den Experimenten wurde vor Aussaat die
Zellzahl manuell mittels Neubauer Zahlkammer bestimmt. 10 pl Zellsuspension wurden
hierfir mit 90 ul Trypanblau 0,4 % (Gibco, 15250-061) vermischt und anschlie3end
10 pl in die Z&hlkammer pipettiert. Trypanblau eignet sich zur Bestimmung der
Zellviabilitat, da die Substanz von abgestorbenen Zellen aufgenommen wird und diese
folglich dunkelblau verfarben. Bei der Zellzahlung wurden diese Zellen nicht
berlicksichtigt. Die Gesamtsumme der gezédhlten Zellen wurde durch die vier
Eckquadranten geteilt, anschlieBend mit dem Verdinnungsfaktor 10 und dem

Kammerfaktor 10000 multipliziert, um die Zellzahl pro Milliliter zu errechnen.

2.2.4 Berechnung der Populationsverdopplung pro Tag

Zur Bestimmung der Populationsverdopplung pro Tag wurden die Zellen im Rahmen der
Passagierung gezahlt. Es wurden jeweils 0,5*10° Zellen in einer T150 Flasche ausgesét
und nach erreichter Konfluenz erneut gezahlt nachdem die Zellen abgel6st worden
waren. Anhand der Gesamtzellzahl und der Anzahl der Tage konnte mit untenstehender

Formel die Populationsverdopplung pro Tag bestimmt werden.

Zellzahl
Populationsverdopplung _ In (0,5 * 106) *3,33
Tag B x Tage
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2.2.5 Stimulation mit PTH

Die im Folgenden beschriebenen Behandlungen wurden alle unter gleichen
Bedingungen durchgefiihrt. Zunachst wurden die Wells einer Zellkulturplatte (Techno
Plastic Products) mit 10 pg/ml Fibronektin (Promocell, C43060) in sterilem PBS
beschichtet, um einem Ablésen der Zellen im Verlauf der osteogenen Differenzierung
entgegenzuwirken. AnschlieBend wurden die Platten bei 37 °C inkubiert und die
Uberschissige Losung nach zehn Minuten abgesaugt. Um den Einfluss des
Peptidhormons PTH auf die unterschiedlichen Zelllinien zu untersuchen, wurden diese
mit einer Dichte von 20 000 Zellen/ cm? in 6-Well Zellkulturplatten fir die RNA- und
Protein-Ernte bzw. 24-Well Platten (Techno Plastic Products) fiir den Nachweis der

Differenzierung (Alizarin-Farbung) ausgesat.

2.2.5.1 Untersuchung der Kurzzeiteffekte von PTH

Zur Analyse der kurzfristigen Auswirkungen des Hormons wurden pro Probe und
Zeitpunkt je 2 Wells fir die Analyse der Genexpression bzw. 3 Wells fur die Analyse auf
Proteinebene ausgeséat. Nach erreichter Konfluenz wurden die Zellen zunachst fur vier
Tage mit osteogenem Medium vorbehandelt, um der differenzierungshemmenden
Wirkung von PTH auf die Zellkultur entgegenzuwirken. Das Differenzierungsmedium
bestand aus Basalmedium (vgl. Kapitel 2.2.2) mit Zusatz von 10 mM 3-Glycerophosphat
(Sigma-Aldrich, G9422-100G), 100 nM L-Ascorbinsaure (Sigma-Aldrich, A8960-5G) und
100 nM Dexamethason (Sigma-Aldrich, D4902-25MG). Vor der Stimulation erfolgte ein
Mediumwechsel. Hierfiir wurden entsprechendem Basalmedium 10 nM bzw. 50 nM
Parathormon (Fragment 1-34, Sigma Aldrich, P3796 0.1MG) beigefiuigt und
anschliel3end auf die Wells gegeben (s. Abbildung 6A). Die Kontrolle wurde mit reinem
Basalmedium versorgt. Proben wurden zu Beginn des Mediumwechsels und nach 1, 3

und 6 Stunden geerntet.

2.2.5.2 Evaluation der funktionellen Auswirkungen durch intermittierende PTH-

Zugabe

Zur Untersuchung der funktionellen Einfliisse des Hormons wurden die Zellen nach
Erreichen von Konfluenz in Prasenz von 50 nM PTH Kkultiviert. Die Zellen wurden
innerhalb eines 48-stuindigen Inkubationszyklus fur 6 Stunden mit PTH in Basismedium
(vgl. Kapitel 2.2.2) kultiviert und fur die restlichen 42 Stunden jedes 48 h-Zyklus mit PTH-
freiem osteogenem Medium versorgt (s. Abbildung 6B). Das Medium wurde vor

Gebrauch frisch angesetzt. Zellen, deren Kulturmedium kein PTH enthielt, dienten als
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Kontrollgruppe. Proben fur die Analyse der Genexpression wurden an Tag 0, 8, 14 und
22 gesammelt bzw. flr die Analyse der Proteinaktivitéat an Tag 0, 8 und 22.

8 — nach Tag 4
. — P — —
A e —
+

90-100% Konfluenz 50 pg/ml Ascorbinsédure PTH
10 mM B-Glycerophosphat
100 nM Dexamethason

P Y B

50 pg/ml Ascorbinsdure

50nM PTH b
90-100% Konfluenz Mt 10 mM B-Glycerophosphat
100 nM Dexamethason
Xﬁh X42h
X 48h pro
Zyklus

Abbildung 6: Administration von Parathormon auf die Zellkulturmodelle. Die Abbildung stellt
schematisch das Protokoll der PTH-Administration dar. A: PTH-Stimulation zur Untersuchung der
kurzfristigen Auswirkungen des Hormons. B: PTH-Stimulation im 48 h-Zyklus. Die Abbildung
wurde mit dem Programm Biorender (https://biorender.com) erstellt.

2.3 Analyse von Off-Target Effekten

Off-Target Mutationen stellen eine haufige Problematik bei der Verwendung von
CRISPR/Cas9 dar. Mit Hilfe des CRISPOR Tools (https://crispor.tefor.net) konnte fir
jedes Konstrukt nach Genloci mit Anfalligkeit fur Off-Target Mutationen gesucht werden.
Genauer analysiert wurden hier in den ALPL-defizienten Zelllinien nur die

Genabschnitte, die auf kodierenden Bereichen der DNA liegen.

2.3.1 DNA-Isolation

Um festzustellen, ob das CRISPR/Cas9-basierte Genediting im ALPL-Gen zu
unbeabsichtigten Mutationen gefuhrt hat, wurden entsprechende Off-Target
Lokalisationen sequenziert. Zur Bestimmung der Nukleotid-Abfolge musste zunachst
genomische DNA aus den zu analysierenden Zelllinien isoliert werden. Hierfur wurde

das NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel, 749052.50) nach Angaben des
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Herstellers verwendet. Im letzten Schritt wurde die DNA in 50 pl Puffer eluiert und vor
Zentrifugation eine vierminitige Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT) abgewartet.
Die DNA-Proben wurden bei -20 °C gelagert.

2.3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Analyse eines entsprechenden Genabschnittes, musste dieser zunéchst Sequenz-

spezifisch amplifiziert werden.

Folgende Reagenzien wurden hierfiir pro Probe angesetzt:

0,5 ul dNTP Mix (10 mM, Promega, U1511)
0,5 Sense Primer (10 uM)
0,5 Antisense Primer (10 uM)
4 ul MgCl. (25 mM, Promega, A351H)
10 5x Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega, M890OA)
0,2 pl GoTaq® DNA Polymerase (5 U/ul) (Promega, M780B)
31,3 ul Nuklease-freies H.O (Promega, P199E)
3ul DNA

Die hierfur verwendeten Primer sind Tabelle 2 zu entnehmen. Einige der Off-Target
Primer wurden von dem Tool CRISPOR (http://crispor.tefor.net) vorgeschlagen und
konnten folgend tbernommen werden, wohingegen der grof3e Anteil tber die Funktion
Primerblast (NIH U.S. National Library of Medicine, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/

primer-blast/index.cgi) entworfen wurde. Die Primer wurden Uber biomers.net bezogen.

Die PCR erfolgte in einem in einem Thermocycler (Labcycler Gradient, Sensoquest 011-
101) und beinhaltete folgende Schritte:

95 °C 10 min
95 °C 30 sec
55°C 30 sec 40 Zyklen
72 °C 30 sec
72 °C 7 min
4°C -
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Tabelle 2: Primer zur Analyse von Off-Target Mutationen. s: Sense Primer, as: Antisense
Primer; Produktlange in [bp]. RefSeq = Referenzsequenz.

Primer

Sequenz 5'-3'

ALPL Konstrukt 1

CRELD2

NCOR2

RNF168

SVEP1

TRIM42

TSCC1

WDR1

WDR59

s: TCGATCCAGAGTCCCTCCAC

as: TAGTCCTCAGGGAGAAGCCG

s: TGGCCAGACGGTCCCT

as: CCCCTCATTTCACAGGACCC

s: TCGTCGGCAGCGTCCCAACAAACACGCCATGGTT
as: GTCTCGTGGGCTCGGAGACGTGTTGGATGCTCCTG
s: TCGTCGGCAGCGTCTCTGAAGTCTGGGGAAGGCT
as: GTCTCGTGGGCTCGGCCACTGGCACCACATAGGAG
s: TCGTCGGCAGCGTCCGTGCCCTTGGACTTTGTTG
GTCTCGTGGGCTCGGCTTGGCAGCTCTTGGGTACA

s: TCAGACACAGACCTCCTCATCA

as: AACCCGTTTTCCACTAATCAGC

s: TCGTCGGCAGCGTCGAGACCCACAACTCTTCCGG
GTCTCGTGGGCTCGGTCGCTGGCATAGAGTTAGCG

s: TCGTCGGCAGCGTCCACACTGCAGCTTTCCAACC
as: TCTCGTGGGCTCGGGGGAAGAAACGAGGCTCACA

ALPL Konstrukt 2

ABCCS8

C30rf30

C1l5o0rf41

CHCHD2P8

PTPRE

s: GAGAGGGGTGGGGAAGAGTC

as: GAAAGATGGGCCCCCACAG

s: CAACCTAGACCAGTCAGGGACG

as: CTGACCATCACTCTGTTCATGC

s: TCGTCGGCAGCGTCGAAACCACTGTCTTGGGCTG
GTCTCGTGGGCTCGGGGCAGGAAAACAGGAAGCTT

s: CCGCGTGACCCCTCTA

as: TCAGCACCTCATTGAAACCC

s: TCGTCGGCAGCGTCGAGGCCTTCTGTAGTTGGGT
as: GTCTCGTGGGCTCGGCCCCTCCAATGACTGGTCTT

2.3.3 Aufreinigung des PCR-Produkts

[bp]

424

400

483

757

439

393

420

440

430

430

391

386

484

RefSeq

NM_001372060.1

NM_006312.6

NM_152617.4

NM_153366.4

NM_152616.5

NC_000002.12

NM_017491.5

NM_030581.4

NC_000011.10

NC_000003.12

NM_001321759.2

NC_000013.11

NM_006504.6

Fur eine gezielte Weiterverarbeitung der PCR-Fragmente in der Sequenzierung musste

das PCR-Produkt aufgereinigt werden, da dieses nicht nur aus dem gewiinschten DNA-

Fragment, sondern beispielsweise aus nicht-inkorporierten Primern oder unver-
brauchten dNTPs bestand.
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Die Aufreinigung erfolgte mittels einem kommerziell erwerblichen Kit von Macherey-
Nagel (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, 740609.50) entsprechend dem vom
Hersteller empfohlenen Protokoll. Die DNA wurde in 20 pl Puffer eluiert und vor dem
letzten Zentrifugationsschritt eine vierminitige Inkubationszeit bei RT abgewartet.
AnschlieRend wurde die DNA-Konzentration aller Proben an einem Tecan Infinte

Lesegerat unter Verwendung einer NanoQuant Plate™ (Tecan) bestimmt.

2.3.4 Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurden 150 ng des aufgereinigten PCR-Produkts, 1 pl Primer (10
MM), 4 ul BigDye Terminator-Mix (v 1.1. Applied Biosystems 4336774), 4 ul 5x BigDye
Sequencing Buffer (v3.1 Applied Biosystems, 4336697) und Nuklease-freies H,O
vermischt, so dass sich ein Gesamtvolumen von 20 pl ergab. Die Besonderheit am
BigDye sind die fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide (ddNTPs). Aufgrund der
fehlenden Hydroxylgruppe kommt es zu keiner DNA-Kettenverlangerung, sondern zum
Kettenabbruch. Die Methodik folgt dabei dem Sequenzierungsprinzip nach Sanger
(Sanger et al., 1977).

Die hierbei entstehenden Sequenzprodukte kdnnen dann mittels Kapillarelektrophorese
aufgetrennt und die Fluoreszenz durch Laserstrahlen sichtbar gemacht werden.
StandardmaRig sind die nachfolgend aufgefuhrten Schritte zur Durchfihrung der

Sequenzier-PCR angewandt worden:

94 °C 5 min

94 °C 30 sec

50 °C 1 min 30 Zyklen
60 °C 3 min

72 °C 5 min

12 °C -

Nach Beendigung der PCR wurden die Produkte mittels einer NucleoSEQ®-Saule
(Macherey-Nagel, 740523.50) nach Herstellerangaben aufgereinigt. AnschlieRend
wurde die DNA mit 2 ul Natriumacetat (Roth, 6733.2) und 80 ul 96 % Ethanol (Roth,
5054.4) ausgefallt und fiir 15 min bei 14000 rpm (14462 x g) zentrifugiert. Der Uberstand
konnte danach verworfen werden. Das Pellet wurde mit 200 ul 70 % Ethanol gewaschen

und erneut fir 3 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Uberschiissiges Ethanol wurde
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verworfen und das Pellet getrocknet, welches anschlieRend in 30 ul HiDi™-Formamid
resuspendiert und in eine 96-Well Sequenzierplatte (Biozym, 710897) pipettiert wurde.

Die Sequenzierung erfolgte im Institut fir Humangetik in einem ABI 3730 Sequencer.
Zur Darstellung der Ergebnisse wurde der SnapGene Viewer (Version 5.3.2, GSL
Biotech LLC) verwendet.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Fur die Gewinnung von RNA wurden pro Probe und Zeitpunkt je zwei Wells einer 6-Well
Platte geerntet und in diesem Schritt zusammengefuhrt. Zunéchst wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen anschlielend mit sterilem PBS gewaschen, um alle
Mediumreste zu entfernen. Im darauffolgenden Schritt wurde ein Gemisch aus 175 ul
Lysepuffer aus dem NucleoSpin RNA |l Kit (Macherey-Nagel, NZ740955250) und
1,75 ul 3-Mercaptoethanol (Roth, 42227.1) in entsprechende Wells pipettiert. Die Zellen
wurden mit einem Zellschaber (SPL Life Sciences, 90020) abgeldst und in ein
Reaktionsgefal3 gegeben. Es resultierte ein Gesamtvolumen von 350 pl. Die Probe
wurde anschlie3end bei -80 °C gelagert.

Die Isolierung und Aufreinigung erfolgte gemar dem Protokoll des NucleoSpin RNA I
Kits. Im letzten Schritt wurde die RNA in 20 pl RNAse-freiem H,O eluiert, um eine hdhere
Konzentrierung der Losung zu erreichen. Die Proben wurden bei -80 °C gelagert.

Zur Messung der RNA-Konzentration wurde ein Tecan Infinite Reader verwendet.
Hierfir wurden je 2 ul Probe auf eine NanoQuant Plate™ pipettiert. Als Nullabgleich

diente RNAse-freies Wasser.

2.4.2 Synthese der cDNA

Um quantitative PCRs durchzufiihren, muss im Vorfeld die RNA mittels Reverse
Transkiptase in cDNA umgeschrieben werden, um dann die gewlnschten Ziel-
sequenzen amplifizieren zu kénnen.

In diesem Verfahren wird die RNA nach Konzentrationsbestimmung auf 1 pg in 17 pl
Nuklease-freiem Wasser verdunnt. Anschlielend werden 1 pl Oligo-DT Primer
(50 pmol/ul, Promega, C110A) zugegeben. Diese sind zur Initiation der eigentlichen
reversen Transkiption notwendig, da sie der Reversen Transkiptase als Primer dienen,

um den zur RNA komplementéaren cDNA Strang zu synthetisieren.
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Nach dem ersten Denaturierungsschritt bei 70 °C fur 5 min einem Thermocycler

(Sensoquest) wurde jeder Probe 7 ul des Reaktionsansatzes zugefiigt:

5l M-MLV Reverse Transkriptase 5x Reaction Buffer
(Promega, M531A)

1l M-MLV Reverse Transkriptase
(200 U/ul) (Promega, M170B)

0,8 ul dNTP Mix (10 mM, Promega, U1511)

0,2 ul Nuklease-freies Wasser

Diesem Schritt folgte eine Elongationsphase von 1 h bei 42 °C und zuletzt eine

Hitzeinaktivierung der Reversen Transkiptase bei 92 °C fur 10 min.

2.4.3 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Bei der Echtzeit-PCR handelt es sich um eine Modifikation der klassischen PCR. Hier
kommen in die DNA interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz, die eine
Quantifizierung der PCR-Produkte ermdglichen.

Folgende Reagenzien wurden pro Probe angesetzt:

10 ul GoTaq® gPCR Mastermix 2x (Promega, A6002)
0,5 Sense Primer (10 uM)
0,5 Antisense Primer (10 M)

7 pl Nuklease-freies Wasser

Dem Reaktionsmix wurden anschlielend 16 ng cDNA beigefiigt. Diese diente nun als
Matrize in der PCR-Reaktion fur Primer, die spezifisch fur die gesuchte Zielsequenz sind.
Als Negativkontrolle wurde dem Mix 2 ul des Nuklease-freien H,O zugegeben. Jede
Probe wurde als Duplikat pipettiert. Pro Replikat ergab sich ein Gesamtvolumen von

20 pl. Die verwendeten Primer kénnen Tabelle 3 entnommen werden.

Die qPCR wurde nach dem folgenden Programm in einem gPCR-Thermocycler (CXF96,
C100™ Thermal Cycler, BioRad) unter Verwendung der Software Bio-Rad CFX
Manager (Bio-Rad) durchgeflhrt:
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95 °C 4 min

95 °C 30 sec
60 °C 30 sec
72 °C 30 sec 40 Zyklen
95 °C 10 min

Schmelzkurve 65-95 °C

Aufgrund der unspezifischen Einlagerung des Fluoreszenzmarkers in doppelstrangige
DNA erfolgte im Anschluss an die Genexpressionsanalysen eine Aufnahme der

Schmelzkurve, um Auskunft Uber die Spezifitat der PCR-Produkte zu erhalten.

Tabelle 3: Primer der gPCR. s: Sense Primer, as: Antisense Primer; Produktlange in [bp].
RefSeq = Referenzsequenz.

Primer Sequenz 5'-3' [bp] RefSeq
House Keeping Gen

B2M s: GATGAGTATGCCGCCGTGT 104 NM_004048.4

as: TGCGGCATCTTCAAACCTCC
Osteogene Differenzierung

ALPL s: AGAACCCCAAAGGCTTCTTC 74 NM_00127501.4

as: CTTGGCTTTTCCTTCATGGT

RUNX2 s: GAGTGGACGAGGCAAGAGTT 127 NM_001015051.4
as: CTGTCTGTGCCTTCTGGGTT

PPARG s: CGTGGCCGCAGAAATGAC 73 NM_005037.7
as: CACGGAGCTGATCCCAAAGT

PHOSPHO1 s: CCCCACTTTCTTACACTCCAAAC 153 NM_001143804.2

as: GCCAGAAACTGGAAAACAGC

SMPD3 s: GCAGAAGGTCCTGGAGAGTGAG 180 NM_018667.4
as: CTGAATTCTTCCACCTCGGCCTT

Sonstige

PTHIR s: GGGCTGCAGATGAGGAAACT 70 NM_000316.3

as: GGCCCAGTTGTGTGTCCTG

Die Auswertung der gPCR Daten erfolgte mittels der Livak-Methode (2-22°T) im Microsoft
Office Programm Excel. Diese Methode eignet sich fur die Analyse der relativen
Veréanderungen der Genexpression aus quantitativen Echtzeit-PCR-Experimenten. Die
Werte der untersuchten Gene wurden in Relation zum Haushaltsgen Beta-2-
Mikroglobulin (B2M) gesetzt.
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2.4.4 Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung

Pro Probe und Zeitpunkt wurden fir die Proteinernte drei Wells einer 6-Well Platte
geerntet und zusammengefuhrt. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen zwei
Mal mit sterilem PBS gewaschen. Die nachfolgenden Schritte erfolgten auf Eis: Pro Well
wurden 300 pl PBS und Protease Inhibitor (Pl) (Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Roche 04693116001) entsprechend den Angaben des Herstellers hinzugegeben. Die
Zellen wurden mittels Zellschaber geldst und anschlie3end in ein Reaktionsgefaf
Uberfuhrt. Das Zelllysat wurde fir 5 min bei 3000 rpm (664 x g) und 4 °C zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 350 pl + PI
resuspendiert.

Die Proben konnten bei -20 °C gelagert oder direkt sonifiziert werden. Hierflr wurden
die Proben unter permanenter Eiskihlung mit 10 Impulsen und einer Intensitat von
80 % lysiert, anschlief3end bei 14000 x g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt. Bis zur Weiterverarbeitung wurden
die Proben bei -20 °C gelagert.

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte unter Verwendung des Pierce BCA
Protein Assay Kits (Thermo Fisher, 23225).

Das Kit sieht vor zundchst eine Reihe von Verdinnungen mit bekannten
Konzentrationen des Bovinen Serumalbumin (BSA) herzustellen, welche als Referenz
fur den Proteingehalt der untersuchten Proben dienen. Die Messungen erfolgten als
Triplikate.

Hierfur wurden 95 pl der Arbeitslésung bestehend aus 50 Teilen BCA Reagent A und

1 Teil BCA Reagent B in eine flache 96-Well Platte (TPP, 92696) gegeben. Anschliel3end
wurden in die Wells je 5 ul Probe bzw. 5 pl Albuminstandard gegeben. Nach 30-minutiger
Inkubationszeit bei 37 °C und nachfolgender Abkthlung auf RT konnte die Absorption
bei 562 nm in einem Tecan Infinite Reader gemessen werden. Anhand der Standkurve

fur Albumin wurden die Proteinkonzentrationen der unbekannten Proben errechnet.

2.4.5 CSPD-Assay: Messung der Aktivitat der AP

Das CSPD-Assay stellt eine Mdglichkeit dar, die Aktivitat der AP auf Proteinebene zu
messen. Das CSPD ist ein Chemilumineszenz-Substrat der AP und wird von dieser
durch eine enzymatische Dephosphorylierung in ein metastabiles Phenolat-Anion
umgewandelt. Dieses zersetzt sich und emittiert dabei Licht, welches als

Lumineszenzsignal erfasst werden kann.
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Hierflir wurden die Proben in einer finalen Konzentration von 10 pg in PBS + PI
eingesetzt. Um die Aktivitat der TNAP gegenuber den anderen Isoformen der AP
abgrenzen zu kénnen, wurde die Gesamtprobe geteilt. Einer Halfte wurde 1 mM
Levamisol (Merck 31742- 250MG), ein spezifischer TNAP-Inhibitor, und der anderen ein
entsprechendes Volumen PBS + PI hinzugefigt. Je 100 yl der Proben mit und ohne
Levamisol wurden in zweifacher Ausfiihrung in eine 96-Well uClear® Platte (Greiner Bio-
One, 655094) transferiert, anschlieRend 100 yl CSPD ready to use Reagenz (Merck,
11755633001) hinzugefigt und die Platte vorsichtig geschwenkt. Dem folgte eine
Inkubationszeit von 5 min bei 37 °C. Zuletzt wurde das Lumineszenzsignal im Tecan
Infinite Reader bestimmt.

Zur Auswertung der generierten Daten wurde zunachst die Differenz aus den
Mittelwerten der Lumineszenzsignale mit und ohne den Zusatz von Levamisol errechnet.
Die Kontrollen der untersuchten Zeitpunkte wurden als 100 % angesetzt und die
Differenzwerte der behandelten Proben darauf bezogen, um die Effekte des PTHs

besser zu visualisieren.

2.46 ATP-Assay

ATP ist die Energiequelle aller lebender Zellen und dient der TNAP als Substrat. Dieses
Assay stellt eine Mdaglichkeit dar, um zum einen Rickschlisse auf die Auswirkungen der
TNAP-Defizienz auf die ATP-Konzentration in entsprechenden Zelllinien zu ziehen, aber
auch um Erkenntnisse beziiglich metabolischer Eigenschaften wie beispielsweise dem
Wachstum zu gewinnen.

Das Reagenz CellTiter-Glo® (Promega, G7570) kann zur Quantifizierung des ATP-
Gehalts verwendet werden. Dabei wird die enzymatische Reaktion der Luciferasen
genutzt, deren ATP-abhéngiger Zerfall zu Biolumineszenz fuhrt. Fir dieses Assay
wurden pro Replikat 1000 Zellen in 25 pl Medium in eine 384-Well Platte (Greiner Bio-
One, 781074) pipettiert und anschlieBend das gleiche Volumen des CellTiter-Glo®-
Reagenz hinzugegeben, bevor das Lumineszenzsignal nach 10-mindtiger
Inkubationszeit bei RT an einem Tecan Infinite Reader gemessen wurde.

Anhand der ATP-Standardkurve (Bereich 0-1000 nM) wurde die Konzentration des ATPs
der unbekannten Proben errechnet. Die Standards wurden in Duplikaten, die Proben in

Triplikaten gemessen.
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2.4.7 Western Blot

Zum Nachweis der gewebespezifischen AP auf Proteinlevel in den ALPL-defizienten

Zelllinien wurden Western Blots durchgefihrt.

2.4.7.1 Isolation von Proteinen und Vorbereitung der Zelllysate

Zur Durchfiihrung des Experimentes wurde Protein aus einem Pellet von 1,0*10° Zellen
isoliert. Hierfur wurde konstant auf Eis gearbeitet. Zunachst wurde das Pellet zwei Mal
mit kaltem PBS gewaschen. Anschlieliend wurden 300 pl Lysepuffer, bestehend aus
Pierce™ RIPA Puffer (Thermo Fisher, 89900), dem Protease Inhibitor und EDTA
(Thermo Fisher, 78440) im Verhaltnis 10 yl/ml zugefligt wurden, auf die Zellen gegeben.
Nach 15-mindtiger Inkubationszeit auf Eis, wurde das Lysat fir 15 Minuten bei
10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin in ein neues Eppendorf-
Behaltnis transferiert und bei -20 °C aufbewahrt. Die Konzentration des Proteingehalts
wurde mittels BCA Kit ermittelt.

Fur die Auftrennung per SDS-Page der untersuchten Proteine wurden die Zelllysate 1:4
mit 5x Ladepuffer (340 mM Tris Base pH 6,8, 10 % SDS, 30 % Glycerin, 6 mg
Bromphenol-blau Natriumsalz (Sigma-Aldrich, SAFSB5525-10G)) und 5 % [3-Mercapto-
ethanol (Sigma-Aldrich 444203) versetzt und bei 95 °C flr 5 min verkocht.

2.4.7.2 Nachtriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur eine semiquantitative Bestimmung der TNAP wurden die Proteine aus den Lysaten
der Grof3e nach in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Zur Herstellung des Gels wurde zunachst der Giel3stand zusammengebaut und
anschlieBend auf Dichtheit Uberprift. Im nachsten Schritt wurde ein 10 % Trenngel
vorbereitet. Die Reagenzien wurden der Reihenfolge des untenstehenden Rezeptes
(s. Tabelle 4) hinzugefigt.

Die Reagenzien APS 40 % (Ammoniumperoxodisulfat) und TEMED (Tetramethyl-
ethylendiamin) wurden jeweils kurz vor dem Giel3en des Gels zugegeben.
AnschlieRend wurde VE-Wasser auf das Trenngel gegeben, um eine gerade Grenze
zwischen Trenn- und Sammelgel gewéhrleisten zu kénnen. Dieses wurde nach erfolgter
Polymerisation entfernt. Folgend wurde direkt das Sammelgel vorbereitet, gegossen und
der Kamm vorsichtig in das Gel eingebracht. Dabei entstehen Taschen, in denen spéter
die Proben aufgetragen werden kénnen.

Nach erfolgter Polymerisation wurde der Kamm aus dem Sammelgel entfernt,

unpolymerisierte Reste des Polyacrylamids mit 1x Laufpuffer (10x: 250 mM Tris Base
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pH 6,8, 1,5 % SDS, 1,9 M Glycerin ad 1 | H,0) ausgespiilt und das Gel in eine Elektro-
phoresekammer (PegLab) eingesetzt. Diese wurde mit 1x Laufpuffer befillt.
AnschlieRend wurden die vorbereiteten Proben und ein Proteinmarker (ProtLadder
ProSieve QuadColor, 00193837) aufgetragen und eine Stromstarke von 25 mA bei

maximaler Wattzahl und Spannung fir 1 Stunde angelegt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Gele fur die SDS-Page.

Volumen Reagenz Zusammensetzung
Sammel- 1,25 mi Upper Tris Puffer 0,5 M Tris base (Sigma T6066-5kG)
gel 0,4 % SDS (Sigma, 74255-250G)
05 ml Acrylamid Rothiphorse Gel 30
(Roth, 3029.1)
3.2ml Wasser
12 pl APS 40 % (Roth, 9592.1) 4 g APS in 10 ml H20

12 ul TEMED (Sigma, T9281)

Trenngel 25ml Lower Tris Puffer 1,5 M Tris base
10 % 0,4 % SDS
3,3ml Acrylamid Rothiphorse Gel 30
2,2 ml Wasser
2 ml Glycerol (Sigma, G5516-500ml)

14l APS 40 %
14yl TEMED

2.4.7.3 Transfer

Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend durch einen Western Blot auf eine
Nitrozellulosemembran (Amersham Protran 0,2 ym NitroCellulose, 10600001) uber-
tragen.

Fur den Transfer der Proteine auf die Membran Uber ein Semi-Dry Verfahren wurde
Whatman Filterpapier (GE Healthcare), die Membran und das Gel in 1x Transferpuffer
(5x: 960 mM Glycin (Roth, 3790.1), 125 mM Tris Base, ad 1l H.O) mit Zusatz von 20 %
Methanol getréankt. AnschlieRend wurden je 3 Filterpapiere, gefolgt von der Membran,
die dem Gel aufliegt und nochmals 3 Whatman-Filterpapieren auf die Blotting-Apparatur
(Analytik Jena) aufgelegt. Der Kammer wurde fiir die elektrophoretische Ubertragung
der Proteinbanden eine Stromstérke von 1 mA/cm? Membran bei 11 - 14 V fir 1 Stunde
angelegt. Die Fertigstellung des Blots wurde anhand des Transfer des ProSieve®
QuadColor Protein Marker (4.6-300 kDa, Biozym, 830537) auf die Tragerfolie Gberpruift.
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2.4.7.4 Antikdrper-Farbung und Detektion

In einem dritten Arbeitsschritt wurden die Proteine mittels spezifischer Antikdrper
detektiert und anschliel3end durch einen Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper
sichtbar gemacht.

Hierfur wurden die Membranen fir 2 h in 4 ml der Blockierungslésung, bestehend aus
5 % Milchpulver (Roth, T145.2) und 5 % BSA (Roche, 10735086001) in 1x TBST (1x
TBS (10x: 250 mM Tris Base, 1,5 M NaCl (Roth P029.5) ad 11 H,0) + 0,1 % Tween-20
(Sigma-Aldrich, P1379- 500ML)) auf einem Schiittler bei RT inkubiert. Nach erfolgter
Blockierung unspezifischer Bindestellen wurden die Membranen tber Nacht bei 4 °C auf
einem Schdttler mit je einem der folgenden primaren Antikdrper inkubiert; Maus-TNAP
(~80 kDa, 5 pg/ml, R&D Systems, MAB 290921, 928929) und Maus-Beta-Aktin
(~45 kDa, 1:1000, Cell Signaling Technology, 3700). Nach dreimaligem Waschen fur je
10 Minuten mit TBST wurden die Membranen fir 1 h mit anti-Maus-IgG HRP-
gebundenen Sekundarantikdrper (1:1000, Cell Signaling Technology, 7076) inkubiert
bevor sie erneut 3 x 10 Minuten gewaschen wurden. Zur Detektion der Proteine wurde
das WesternSure® Premium Chemilumineszenz Substrat (Li-Cor, 926-9500) im
Verhdltnis 1:1 miteinander vermischt und fir 5 Minuten auf die Membranen gegeben.
Das resultierende Signal wurde mit dem C-DiGit® Blot Scanner (Li-Cor) erfasst und in
der Software Image Studio visualisiert. Die Banden wurden durch optische
Densitometrie unter Verwendung des Fiji-Gel-Plugin-Menls (Version 2.1.0/1.53f)
semiquantifiziert. Die Expression der einzelnen Proteine wurde mit Beta-Aktin als

Ladekontrolle in Beziehung gesetzt.
2.4.8 Farbungen

2.4.8.1 Alizarin-Farbung zum Nachweis der osteogenen Differenzierung

Die Alizarinrot-Farbung eignet sich zum Nachweis der osteogenen Differenzierung und
ermdglicht eine Beurteilung von Mineralablagerungen in der ECM (Gilmore et al., 1986).
Der Farbstoff enthalt eine Sulfonatgruppe, die unter alkalischen Bedingungen eine hohe
Affinitat zu Kationen wie Calcium aufweist. Nach Herauslésen der roten Farbe, kann
diese quantifiziert werden und somit ein Ruckschluss auf den Erfolg der osteogenen
Differenzierung gezogen werden, die im Rahmen der intermittierenden PTH-
Administration genauer untersucht wurde.

Nach 22 bzw. 28 Tagen Kultivierung wurde mit der Farbung begonnen. Hierfiir wurden

die kultivierten Zelllinien zunachst zwei Mal mit PBS gewaschen bevor sie fir 1 h bei
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-20 °C mit 1 ml kaltem 70 % Ethanol fixiert wurden. Anschlie3end wurden die Wellplatten
an der Luft getrocknet und 2 x mit destilliertem H>O (dH.O) gewaschen. Zur Farbung
wurden je 150 pl 2 % Alizarin Rot S (pH 4,2, ScienCell, 0223) auf das Well gegeben und
fur 15 Minuten bei RT auf einem Schuttler inkubiert. Folgend wurde die Farbelésung
abgenommen und die Zellen drei Mal mit dH>.O gewaschen. Nach erfolgter Bewertung
der Farbung unter dem Mikroskop, wurde das Alizarin mit 400 pl einer 10 %
Cetylpyridiniumchlorid Losung (CPC), bestehend aus 10 g CPC (Sigma, C0732) in
100 ml Sodiumphosphat (pH 7,0), fir 20 min auf einem Schittler eluiert. Zur
Quantifizierung wurde die Absorption in Duplikaten bei 570 nm in einem Tecan Infinite
Reader gemessen. Hierflir wurden je 100 pl der Proben und des Standards, einer
Verdunnungsreihe der Alizarinrot-Farbelésung, in eine 96-Well Platte mit flachem Boden
aufgetragen. Anhand einer Standardkurve fir Alizarin (0-1000 pg/ml) wurde die

Konzentration in den Proben errechnet.

2.4.8.2 Immunzytochemische Farbung

Zur Durchftihrung einer Immunfluoreszenzfarbung wurden zunéchst 30 000 Zellen in 24-
Well Zellkulturplatten auf Glas-Coverslips (Hartenstein, DKR1) ausgeséat und zwei Tage
spater fixiert: Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und anschlieRend mit 4 % Paraformaldehyd (PFA, Morphisto, 11762.01000)
fixiert. Nach 6 Minuten wurde das PFA abgenommen und erneut mit PBS gewaschen.
Nach Zugabe von 1 mlI PBS mit 0,1 % Azid (Sigma Aldrich, S2002-25G) pro Well konnten
die Zellen fUr 1 Woche bei 4 °C gelagert werden.

Um den Farbeprozess fortzusetzen, mussten die Zellen ein weiteres Mal mit PBS
gewaschen werden. Im nachsten Schritt wurden die Zellen mit 300 pl 0,1 % Triton-X 100
(Carl-Roth, 3051.3) in PBS fur 15 Minuten bei RT permeabilisiert. Folgend wurde der
Uberstand verworfen und 500 pl der Blockierungslésung PBST (0,1 % Tween 20, 1 %
BSA in PBS) in die Wellplatten gegeben und fur 30 min bei 4 °C inkubiert. Kurz vor
Beendigung der Inkubationszeit wurde die Farbeldsung bestehend aus Priméarantikdrper
in PBST angesetzt. Hierbei wurden Antikorper unterschiedlicher Spezies kombiniert. Zur
Farbung der gewebeunspezifischen AP wurde ein Anti-Maus-TNAP-Antikorper
(Verdiinnung 1:100, Santa Cruz, sc-81754) verwendet und mit einem Anti-Kaninchen-
HSP60-Antikérper (Verdinnung 1:500, Cell Signaling Technology, 12165) zum
Nachweis des HSP60-Proteins kombiniert. Pro Well wurden je 85 pl Farbelésung
vorbereitet. Negativkontrollen erhielten nur PBST ohne Antikérper. Die Zellen mit

Priméarantikorper in PBST wurden tUber Nacht bei 4 °C auf einer Schuttelplatte inkubiert.
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Am né&chsten Morgen wurde die Farbung mit drei PBS Waschschritten fir je
5 min fortgesetzt. Nach dem Waschen wurden die Proben mit Sekundarantikdrpern in
PBST (Verdunnung 1:350, Ziege Anti-Maus efluor 488, Abcam, ab150113; Ziege Anti-
Kaninchen efluor 594, Abcam, ab150080) fur 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. In den
letzten 10 Minuten der Inkubationszeit wurde den Wells DAPI (Sigma Aldrich, D9542)
beigefugt, um die Zellkerne zu farben. Wells der Negativkontrolle wurden ebenfalls mit
sekundarem Antikdrper und DAPI behandelt. Final wurden die Wells erneut dreifach im
Dunkeln mit PBS fir je eine Dauer von 5 Minuten gewaschen, bevor die Coverslips auf
Objekttragern (Thermo Fisher, 10748721) montiert wurden. Eine mikroskopische
Inspektion erfolgte unter dem Leica DMi8 Mikroskop.

Mithilfe der Software Fiji (Version 1.0) konnten die Intensitdten der HSP60-Farbungen
miteinander verglichen werden. Zur Bewertung des Anteils an TNAP-positiven Zellen
wurde eine manuelle Auswertung durchgefiihrt. In drei exemplarisch gewahlten
Aufnahmen wurde die Anzahl an TNAP-positiven Zellen mit der Gesamtzellzahl in

Relation gesetzt und als Prozentsatz angegeben.

2.5 Statistik

In der hier vorliegenden Arbeit wurden statistische Auswertung eigenstandig mit dem
Programm GraphPad Prism 9 durchgeftihrt. Die Daten werden als Mittelwert + Standard-
abweichung dargestellt. Da in keiner der analysierten Daten eine Normalverteilung
festgestellt werden konnte, wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posthoc-Test
angewandt. Das Signifikanzniveau wurde auf a = 0,05 festgelegt und somit eine
Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 % in Kauf genommen. Statistische Signifikanzen sind

unter den entsprechenden Abbildungen vermerkt.
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3 Ergebnisse

3.1 Basale Charakterisierung der ALPL-defizienten dentogenen Zelllinien

Im ersten Teil dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf der weiteren Charakterisierung der
ALPL-defizienten Zelllinien, die als in-vitro-Modell zur Erforschung der dentalen Aspekte
der HPP dienen. Von besonderem Interesse war dabei, ob das CRISPR/Cas9-basierte
Genediting zu Mutationen aufRerhalb des ALPL-Gens gefuihrt hat. Dartiber hinaus sollte
der Phéanotyp des ALPL-Genotyps untersucht werden. Hierfir wurden die TNAP-
Expression mittels immunzytochemischer Farbung und Western Blot sowie das

metabolische Profil der Zelllinien genauer analysiert.

3.1.1 Analyse von Off-Target Mutationen

Bei der Anwendung von CRISPR/Cas9 stellen Off-Target Mutationen einen limitierenden
Faktor fir den Einsatz dieser Methode dar. Um das Vorhandensein unkontrollierter
Mutationen jenseits der Zielsequenz der beiden verwendeten crRNAs in den ALPL-
defizienten Zelllinien auszuschliel3en, wurden potenzielle Off-Target Gene mit dem
Online-Tool CRISPOR.org ermittelt. Die zwei crRNA Konstrukte werden im Folgenden
als ALPL1 bzw. ALPL2 bezeichnet.

Fur ALPL1 identifizierte das Programm insgesamt 72 Off-Target Gene, von denen sich
jedoch nur neun in Exons befanden (CRELD2, EML4, NCOR2, RNF168, SVEP1,
TRIM42, TSCC1, WDR1 und WDR59). Fur ALPL2 waren es insgesamt 73, wobei nur
sechs (ABCCS8, C3orf30, C150rf41, CHCHD2P8, HBEGF und PTPRE) in kodierenden
Bereichen lagen. Sowohl fiir ALPL1 als auch fir ALPL2 misste die crRNA mindestens

drei oder vier Basenfehlpaarungen eingehen, damit Off-Target Effekte auftreten.

Neben der hnTERT PDL Zelllinie wurden die Klone 1.1, 1.2, 1.3 und 1.5 auf mdgliche Off-
Target Mutationen von ALPL1 bzw. WT und Klon 2.3 von ALPL2 untersucht. In den
analysierten Genen NCOR2, RNF168, SVEP1, TSCC1, WDR1 und WDR59 wurden
keine Mutationen nachgewiesen. In der Sequenzierung des Gens CRELD2 konnte
downstream der PAM-Sequenz eine heterozygote Mutation nachgewiesen werden, bei
der ein Cytosin anstelle eines Thymins detektiert wurde. Ebenso ging aus der Analyse
des Gens TRIM42 upstream des PAM-Motivs eine weitere heterozygote Punktmutation

hervor. Statt eines Cytosins tritt an dieser Position ein Adenin auf. Beide Mutationen

38



waren in der nicht-mutierten Zelllinie sowie allen Klonen nachweisbar. Reprasentativ

gewahlte Analyseergebnisse fur ALPL1 sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Exemplarische Ergebnisse der Analyse kodierender Bereiche nach CRISPR/
Cas9-basierter Geneditierung mit dem ALPL1 Konstrukt. Dargestellt sind hier Ausschnitte
der Sequenzierung des Klons 1.3 in 5-3° Richtung mit hellblau hinterlegter PAM-Sequenz und
orange unterstrichener Zielsequenz (entspricht Bindungsstelle der sgRNA) des entsprechenden
Gens. Mutationen sind mit einem roten Pfeil markiert. Im Gen CRELD2 und TRIM42 wurden
heterozygote Punktmutationen festgestellt, die bereits in der hnTERT PDL Zelllinie zu finden war.

In den hTERT PDL Zellen, dem WT und Klon 2.3 wurden in den analysierten Genen
ABCC8, C30rf30, C150rf41 und CHCHD2P8 keine Mutationen nachgewiesen. Aus der
Untersuchung des Gens PTPRE ging upstream der PAM eine eindeutige heterozygote
Variante hervor. Statt eines Cytosins trat an dieser Position ein Thymin auf. Die Mutation
konnte ebenfalls in der nicht-mutierten hTERT PDL Zelllinie sowie dem WT und Klon 2.3
festgestellt werden (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Exemplarische Ergebnisse der Analyse kodierender Bereiche nach CRISPR/
Cas9-basierter Geneditierung mit dem ALPL2 Konstrukt. Dargestellt sind hier Ausschnitte
der Sequenzierung des Klons 2.3 in 5°-3° Richtung mit hellblau hinterlegter PAM-Sequenz und
orange unterstrichener Zielsequenz des entsprechenden Gens. Mutationen sind mit einem roten
Pfeil markiert. Im Gen PTPRE wurde eine heterozygote Punktmutation in allen analysierten
Zelllinien detektiert.

40



Anhand dieser Sequenzierungen konnte nachgewiesen werden, dass CRISPR/Cas9
keine Off-Target Effekte in den analysierten Bereichen der Zelllinien hatte. Heterozygote
Punktmutationen waren bereits in der nicht mutierten hTERT PDL Zelllinie in den Genen
CRELD2, TRIM42 und PTPRE auffindbar.

Fur die Gene EML4 und HBEGF waren trotz erfolgreicher PCR, die durch eine klare

Bande im Agarosegel bestétigt wurde, keine Sequenzdaten generierbar.

3.1.2 TNAP-Nachweis in der Immunfluoreszenzfarbung und im Western Blot

Wie und in welchem MalRe die Mutation die TNAP-Expression beeinflusst, wurde anhand
von Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Abbildung 9 zeigt deutlich, dass das

Enzym ein variables Expressionsmuster aufweist.

hTERT PDL

WT 11

1.2

15 23

Abbildung 9: Immunzytochemische Farbung der TNAP. Dargestellt sind hier reprasentativ
gewahlte Aufnahmen, die den unterschiedlichen Anteil an TNAP-positiven Zellen (grtin) in den
untersuchten Zelllinien veranschaulichen sollen. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt.
Klon 2.3 wies eine erhdhte Anzahl an TNAP-positiven Zellen auf. In den Klonen 1.1, 1.2, 1.3 und
1.5 konnten kein positives Signal fur das Enzym festgestellt werden. Die Zellen wurden in einer
20-fachen VergréRerung mit einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Der Mafstabsbalken
betragt 50 uM.
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Klon 2.3 mit einer heterozygoten Punktmutation hatte einen 7-fach erhdhten Anteil an
TNAP-positiven Zellen verglichen zu den hTERT PDLs und WT (hTERT: 1,48 %; WT:
1,25 %; 2.3: 7,19 %). Bei allen anderen ALPL-defizienten Zelllinien mit Deletionen von

einer oder mehreren Basen war basal kein positives Signal fir TNAP nachweisbar.

Parallel dazu wurde eine Western-Blot Analyse zum semiquantitativen Nachweis des
Enzyms durchgefuhrt. Das variable Expressionsmuster konnte auch im Western Blot
bestatigt werden (vgl. Abbildung 10), wahrend das Haushaltsprotein Beta-Aktin in allen
Lysaten mit Ausnahme von Klon 1.2 gleichm&Rig nachweisbar war. Die Feststellung,
dass der Klon 2.3 eine erhdohte TNAP-Expression aufweist, wurde auch mit diesem

Experiment bestatigt.
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Abbildung 10: Semiquantitativer Nachweis der TNAP im Western Blot. A: Reprasentative
Darstellung der Western Blot Ergebnisse mit Banden des Haushaltproteins Beta-Aktin und TNAP.
Es wurde jeweils eine Proteinmenge von 10 ug aufgetragen. B: Die Quantifizierung der
Ergebnisse zeigt eine signifikant erhéhte Expression von TNAP im Klon 2.3. Ein Lysat einer
TNAP-Uberexprimierenden Zelllinie (ALP®®") wurde als zusétzliche Kontrolle verwendet. Die
Daten sind relativ zum WT dargestellt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
n=3.
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Auffallig war in der Analyse der Western Blot Ergebnisse, dass trotz zweifach
durchgefuhrter Proteinisolation fir Klon 1.2 nur sehr schwache Signale fir fast alle
untersuchten Proteine vorhanden waren. Dies zeichnete sich bereits bei der
Untersuchung von Beta-Aktin ab und wurde flir zusatzliche Targetproteine (Alpha-
Tubulin  und TOMMZ20), die hier jedoch nicht dargestellt werden, bestétigt.
Interessanterweise war dies bei mitochondrialen Extrakten aus diesem Klon nicht der
Fall.

3.1.3 Wachstumsverhalten

Bei der basalen Charakterisierung von Zellen mit TNAP-Mangel wurde mit Ausnahme
von Klon 1.5 eine konstante Populationsverdopplung festgestellt. Pro Tag verdoppelten
sich die Zelllinien um das 1,1- bis 1,6-fache. Das Wachstumsverhalten von Klon 1.5 war
signifikant reduziert. Mit Ausnahme des Klons 1.2 konnte fir alle anderen ALPL-

defizienten Zelllinien ein ahnlicher Trend beobachtet werden.
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Abbildung 11: Populationsverdopplung/Tag. Mit Ausnahme der Zelllinie 1.5 ist das
Wachstumsverhalten konstant. Das Wachstumsverhalten von Klon 1.5 ist signifikant reduziert.
(**) p < 0,01. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. n = 3.

43



3.1.4 Messung des intrazellularen ATP-Gehalts

Um die Auswirkungen des TNAP-Mangels auf den ATP-Spiegel zu untersuchen, wurde
dieser mittels CellTiter-Glo®-Assay bestimmt. Verglichen mit der hTERT PDL Zelllinie
zeichnete sich in den Klonen 1.2, 1.3 und 1.5 ein abnehmender Trend bezliglich
intrazellularem ATP-Gehaltes (hTERT: 1.0 vs. 0.38+0.2, 0.35£0.25 und 0.39+0.18) ab.
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ATP-Gehalt verglichen mit h\TERT PDL

Abbildung 12: Messung des intrazelluldaren ATP-Gehalts. Der Graph zeigt das ATP-Level der
Zelllinien verglichen zur hnTERT PDL Zelllinie. Die Klone 1.2, 1.3 und 1.5 weisen einen reduzierten
intrazellularen ATP-Gehalt auf. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. n = 3.

3.1.5 Immunzytochemischer Nachweis von HSP60

Bei der Basalanalyse der Klone fiel auf, dass TNAP-defiziente Zellen neben einer
verlangsamten Populationsverdopplung (s. Abbildung 11) auch einen reduzierten Trend
des intrazellularen ATP-Gehaltes (s. Abbildung 12) aufzeigen. Zum besseren
Verstandnis des metabolischen Profils wurde daher eine immunzytochemische Farbung
von HSP60 als Mitochondrienmarker durchgefihrt. Die Farbung des Chaperons erlaubte
somit Ruckschlisse auf die mitochondriale Verteilung in den Zellen.

Die Zelllinien zeigten in der immunzytochemischen Farbung (s. Abbildung 13) unter-
schiedliche Signale fir HSP60. Hinsichtlich der Anwesenheit des mitochondrialen
Markers pro Flache war lediglich das Signal in Klon 2.3 mit einer Punktmutation im ALPL-
Gen signifikant erhdht. Im Hinblick auf die hnTERT PDL Zelllinie zeigten der Wildtyp und
alle transgenen Zelllinien in der Gegeniberstellung der Analyse einen ansteigenden

Trend in der Signalintensitat pro Flache (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 13: Immunzytochemische Farbung des HSP60. Dargestellt sind Farbungen von
HSP60 durch indirekte Immunfluoreszenz mit Anti-Kaninchen-HSP60-Antikérper und Anti-
Kaninchen-efluor594-Sekundarantikorper (rot), wahrend alle Zellkerne mit DAPI (blau) gegen-
gefarbt wurden. Die Zelllinien zeigen in der Farbung unterschiedliche Signale fir HSP6O.
Gegenibergestellt sind hier eine 20-fache und eine 50-fache VergréRerung. Die Zellen wurden
mit einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Der Mal3stabsbalken betragt 50 uM.
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Abbildung 14: HSP60-Quantifizierung. Die Quantifizierung zeigt bezlglich der Prasenz des
mitochondrialen Markes HSP60 pro gemessener Flache ein signifikant erhéhtes Signal fir
Zelllinie 2.3. (***) p < 0,001. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
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3.2 Vorversuche in PDLSCs zur Etablierung der PTH-Protokolle

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Einflisse des PTH auf ALPL-defiziente Zelllinien
genauer zu untersuchen. In der Literatur wurde bereits iber positive Auswirkungen des
Hormons auf die ALPL-Genexpression und Proteinaktivitat der TNAP berichtet: In einer
Studie von Houston et al. fuhrte die ein- bis sechsstiindige Stimulation mit PTH zu einer
Hochregulation des ALPL-Gens in einer murinen Osteoblasten-Zelllinie (Houston et al.,
2016). Eine gesteigerte Genexpression von ALPL und Enzymaktivitat als Reaktion auf
eine kontinuierliche PTH-Exposition wurde auch in PDLSCs nachgewiesen (Wolf et al.,
2013). Eine bessere Ergrindung molekularbiologischer Mechanismen koénnten daher
Ansatzpunkte fir neue Therapien der HPP liefern.

Um einzuschatzen, ob und inwieweit Verdnderungen in der Genexpression und auf
Proteinniveau in Zellen ohne Mutation im ALPL-Gen auftreten, wurde zunéchst in
Vorversuchen die Reaktion von PDLSCs auf das Hormon untersucht. Hierfiir wurden
Genexpressionsanalysen durchgefuihrt, die TNAP-Aktivitat bestimmt und Farbungen
zum Nachweis der osteogenen Differenzierung eingesetzt. Letztere und die
Genexpression im Langzeitversuch mit PTH wurden lediglich exemplarisch durchgefihrt
(n = 1), weswegen diese Vorversuche nur als grobe Einschatzung gewertet werden

kdénnen.

3.2.1 Kurzzeiteffekte in den PDLSCs

Um die kurzfristigen Auswirkungen von PTH zu untersuchen, wurden die Zellen mit
10 nM bzw. 50 nM PTH behandelt und Proben 1 h, 3 h und 6 h nach der Stimulation

gesammelt.

3.2.1.1 Genexpressionsanalysen

Fur die Genexpressionsbestimmung von ALPL, SMPD3, PHOSPHOL1, PTH1R, RUNX2
und PPARG wurden die Ergebnisse der gPCR mittel 222 Methode analysiert. Die
Verédnderungen der Expression, normalisiert zum Haushaltsgen B2M, wurden zu den
Zeitpunkten 1 h, 3 h und 6 h untersucht. Um die Einflisse des Parathormons besser
hervorzuheben, wurden diese zusatzlich in Relation zur Kontrolle des jeweiligen Zeit-

punktes gesetzt. .

fasst die Ergebnisse der gPCR-Analysen zusammen.
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Abbildung 15: Relative Genexpression unmittelbar nach PTH-Stimulation in PDLSCs. Die
Proben wurden zur Kontrolle an den jeweiligen Zeitpunkten normalisiert. Da die Daten aufgrund
der kleinen Gruppenzahl nicht normalverteilt sind, wurde die Statistik mit dem Kruskal-Wallis mit
dem Dunn’s Posthoc-Test berechnet. (*) p < 0,05. Die Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung. n = 4-5.

In den PDLSCs war nur bei einem Spender nach 3 Stunden und der Zugabe von 10 nM
bzw. 50 nM PTH eine Steigerung der Expression von ALPL feststellbar. Zu den tbrigen
Zeitpunkten war die Expression in den PTH-Gruppen im Vergleich zur Kontrolle
konstant.

Die Zugabe von PTH hatte keinen Einfluss auf das Expressionsmuster von SMPD3.
Lediglich nach 1 h und dem Zusatz von 10 nM PTH wurde das Gen tendenziell
herunterreguliert.
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Das Gen PHOSPHO1 zeigte nach 1 h keine Veranderung in der Expression. Nach
3 Stunden konnte eine signifikante Herunterregulierung sowohl bei Zugabe von10 nM
als auch bei 50 nM PTH im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Nach 6 Stunden
stieg die Expression in diesen Proben verglichen zum vorherigen Zeitpunkt wieder an.
Die Expression des PTH1R-Gens wurde durch die Zugabe von Parathormon verglichen
zur Kontrolle der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte nicht beeinflusst.

Der Zusatz von PTH beeinflusste verglichen zur Kontrolle auch kaum die Expression der
fruihen Marker fUr osteogene und adipogene Differenzierung in den PDLSCs. Der
osteogene Marker RUNX2 wird tendenziell nach 3 h durch PTH hochreguliert, hingegen
wird PPARG nach 3 h signifikant herabreguliert.

3.2.1.2 Bestimmung der TNAP-Aktivitat mittels CSPD-Assay

Neben der Analyse der Genexpression von ALPL wurde auch die Aktivitat der TNAP
wenige Stunden nach PTH-Stimulation in den PDLSCs mittels CSPD-Assay untersucht.
Hierfur wurde jede Probe mit und ohne den Zusatz des TNAP-spezifischen Inhibitors
Levamisol analysiert. Zu allen Zeitpunkten konnte hierdurch eine Aktivitatsminderung
erreicht werden, was aufzeigt, dass ein Grof3teil der Enzymaktivitdt auf die TNAP
zurtckzuflihren ist. Aus den generierten Daten wurde eine Differenz berechnet und
diese anschlielend zur Kontrolle normiert. Pro Zeitpunkt wurden Zellen von 4-5

verschiedenen Spendern analysiert.
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Abbildung 16: Messung der TNAP-Aktivitat mittels CSPD-Assay wenige Stunden nach PTH-
Exposition. Dargestellt ist hier Differenz des Lumineszenzsignals der Proben mit und ohne den
Zusatz von Levamisol. Die Proben wurden zur unbehandelten Kontrolle an den jeweiligen
Zeitpunkten normiert. Die Aktivitdt des Enzyms wurde zum Zeitpunkt 3 h bei Zugabe von 50 nM
PTH signifikant verringert. Die Statistik wurde aufgrund keiner Normalverteilung der Proben mit
dem Kruskal-Wallis mit dem Dunn’s Posthoc-Test berechnet. (*) p < 0,05. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung. n = 4-5.
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Im Graph (s. Abbildung 16) wird ersichtlich, dass die Zugabe von 10 nM PTH die Aktivitat
des Enzyms nach 1 h in einigen Donoren steigerte. An den Zeitpunkten 3 h und 6 h
bewirkte die PTH-Stimulation keinen positiven Effekt auf das Enzym. Nach 3 h und
Zusatz von 50 nM PTH wurde die TNAP auf Proteinniveau sogar signifikant

herunterreguliert.

3.2.2 Funktionelle Verdnderungen durch intermittierende PTH-Stimulation

Basierend auf den Ergebnissen des Kurzzeitversuchs war auch von Interesse, ob die
intermittierende Zugabe von 50 nM PTH wahrend mehreren 48-Stunden-Zyklen zu

funktionellen Veranderungen in der ALPL-Genexpression flhrt.

3.2.2.1 Genexpressionsanalyse von ALPL

Die Genexpression von ALPL wurde an den Tagen 0, 8, 12 und 22 untersucht.
Dargestellt ist in Abbildung 17 die relative Expression verglichen zu Tag 0 mit und ohne
dem Zusatz von PTH. Durch die intermittierende Stimulation mit PTH (s. 2.2.5.2) wurde
die ALPL-Genexpression in den PDLSCs beeinflusst: Verglichen zur Kontrolle stieg das
Expressionslevel bis zum Tag 8 auf das 46-fache an, normalisierte sich anndhrend an

Tag 14 und stieg an Tag 22 erneut an.
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Abbildung 17: Relative Genexpression von ALPL im Langzeitversuch mit PTH in den
PDLSCs. Die Ergebnisse wurden verglichen mit Tag 0 dargestellt. n = 1.

3.2.2.2 Osteogene Differenzierung der PDLSCs

In der Literatur wurde bereits mehrfach beschrieben, dass Stammzellen aus dentalen

Geweben die Fahigkeit besitzen osteogen zu differenzieren (Seo et al., 2004, Li et al.,
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2010, Melms et al., 2020). Ob dies durch die intermittierende Zugabe von PTH zusatzlich
beeinflusst werden kann, wurde in dem folgenden Experiment exemplarisch untersucht.
In der Gegenilberstellung der Ergebnisse, die in Abbildung 18A dargestellt sind, wird
sowohl nach 22 und 28 Tagen ersichtlich, dass die PDLSCs lediglich in Gruppe B
(osteogenes Medium) und C (osteogenes Medium ohne Dexamethason) erfolgreich
differenziert sind. Dies weist darauf hin, dass eine erfolgreiche Mineralisierung nur mit
osteogenem Medium mdglich ist. Bei Kultivierung der Zellen mit osteogenem Medium
aber ohne Zusatz von Dexamethason l6sten sich die Zellen bereits vorzeitig ab
(Abbildung 18A Abschnitt C). Dies zeichnete sich bereits nach 22 Tagen fiir beide
untersuchten Gruppen ab und verstarkte sich, insbesondere in der PTH-Gruppe, bis zu

Tag 28 der Differenzierung.
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Abbildung 18: Alizarin Farbung zum Nachweis der osteogenen Differenzierung bei
Anwesenheit von PTH. A: Makroskopische Darstellung der Differenzierung mit und ohne den
Zusatz von PTH an Tag 22 und 28. (A: Basismedium, B: Osteogenes Medium, C: Osteogenes
Medium ohne Zusatz von Dexamethason). B: Die Quantifizierung von Alizarin zeigt keine
deutlichen Unterschiede zwischen PTH- und Kontroll-Gruppe. Bei den abgebildeten Werten
handelt es sich um errechnete Mittelwerte aus drei parallelen Replikaten. n = 1.

Durch die Zugabe von PTH wurde die Ablagerung von Calciumphosphatkristallen nicht
beeinflusst. Dies wird zum einem aus der makroskopischen Ubersicht aber auch in der
Quantifizierung (vgl. Abbildung 18B) der Farbung ersichtlich. Die einzige Ausnahme
stellt Tag 22 in Gruppe C dar. Dieser Trend zwischen PTH- und Kontrollgruppe ergab

sich jedoch durch das vorzeitige Ablésen der Zellen.
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3.3 Auswirkung der PTH-Stimulation auf die ALPL-defizienten Zelllinien

Als zentrale Fragestellung dieser Arbeit wurde untersucht, wie PTH die ALPL-
Genexpression bzw. die TNAP-Aktivitat der transgenen Zelllinien mit Mutationen im
ALPL-Gen beeinflusst. Hierfir wurden die Klone 1.1, 1.2, 1.3, 2.3 mit einem nicht-
mutierten WT und der hTERT PDL Zelllinie hinsichtlich der Genexpression, der TNAP-
Aktivitat einschlieRlich der osteogenen Differenzierungskapazitéat verglichen. Aufgrund
der verlangsamten Populationsverdopplung der Zelllinie 1.5 konnten die gPCR-

Analysen sowie das CSPD-Assay fiir diesen Klon nicht durchgefthrt werden.

3.3.1 Kurzzeiteffekte in den ALPL-defizienten Zelllinien

Basierend auf den Ergebnissen der Kurzzeitexperimente mit PDLSCs wurden die PTH-
Protokolle auf die Zelllinien mit Mutationen im ALPL-Gen Ubertragen. Abbildung 6A
visualisiert die PTH-Stimulation zur Untersuchung der kurzfristigen Auswirkungen des
Hormons nach 0 h, 1 h, 3 hund 6 h.

3.3.1.1 Genexpressionsanalysen

Fur die Genexpressionsanalysen wurden die Ergebnisse der gPCRs fiir ALPL,
PHOSPHO1, SMPD3 und PTHR1R mit der Livak-Methode (2-*2°T) im Vergleich zur
Kontrolle zu jedem Zeitpunkt ausgewertet. Die Ergebnisse der gqPCR sind graphisch in
den Abbildungen 19-22 dargestellt.

Fur ALPL wurde das Expressionsniveau im Verlauf der Stimulation mit PTH weder in der
hTERT PDL Zelllinie noch in den ALPL-defizienten Zelllinien signifikant gesteigert. 3 h
nach der Exposition gab es einen ansteigenden, jedoch nicht signifikanten Trend in der
hTERT PDL Zelllinie, Klon 1.1 und 1.2 vergleichen zur Kontrolle. Klon 1.3 zeigte
verglichen zur Kontrolle nach 1 h und einer PTH-Exposition von 10 nM eine signifikante
Reduzierung der ALPL-Genexpression. Fir den Klon 2.3 war ein ansteigender Trend bei
1 h und 10 nM bzw. bei 3 h und 50 nM PTH-Zugabe erkennbar.
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Abbildung 19: Relative Genexpression von ALPL nach PTH-Stimulation in ALPL-defizienten
Zelllinien nach 1 h, 3 h und 6 h. Die Proben wurden zur Kontrolle des jeweiligen Zeitpunkts
normiert. Aufgrund der verlangsamten Populationsverdopplung der Zelllinie 1.5 konnte die gPCR-
Analyse fir diesen Klon nicht durchgefiinrt werden. Die Statistik wurde aufgrund fehlender
Normalverteilung der Proben mit dem Kruskal-Wallis mit dem Dunn’s Posthoc-Test berechnet. (*)
p < 0,05. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. n = 3.
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Das Expressionsmuster von PHOSPHO1 wurde zu keinem der untersuchten Zeitpunkte
signifikant durch PTH beeinflusst. Es konnte kein einheitliches Expressionsmuster unter

den Klonen festgestellt werden.
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Abbildung 20: Relative Genexpression von PHOSPHO1 nach PTH-Stimulation in ALPL-
defizienten Zelllinien nach 1 h, 3 h und 6 h. Die Proben wurden zur Kontrolle des jeweiligen
Zeitpunkts normiert. Aufgrund der verlangsamten Populationsverdopplung der Zelllinie 1.5 konnte
die qPCR-Analyse fiur diesen Klon nicht durchgefiihrt werden. Die Statistik wurde aufgrund
fehlender Normalverteilung der Proben mit dem Kruskal-Wallis mit dem Dunn’s Posthoc-Test
berechnet. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. n = 3.
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Auch die Genexpression von SMPD3 zeigte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine
signifikante Beeinflussung bei Stimulation mit PTH. Bezuglich des Expressionsmuster

konnte auch hier kein einheitlicher Trend festgestellt werden.
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Abbildung 21: Relative Genexpression von SMPD3 nach PTH-Stimulation in ALPL-
defizienten Zelllinien nach 1 h, 3 h und 6 h. Die Proben wurden zur Kontrolle des jeweiligen
Zeitpunkts normiert. Aufgrund der verlangsamten Populationsverdopplung der Zelllinie 1.5 konnte
die qPCR-Analyse fiur diesen Klon nicht durchgefiihrt werden. Die Statistik wurde aufgrund
fehlender Normalverteilung der Proben mit dem Kruskal-Wallis mit dem Dunn’s Posthoc-Test
berechnet. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. n = 3.
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Die Expression des PTH1R blieb unmittelbar nach PTH-Exposition konstant. Nach 6 h
und Behandlung mit 10 nM PTH in der hTERT Zelllinie bzw. nach 6 h und bei einer
Stimulation mit 50 nM PTH in Klon 1.2 war eine leichte signifikante Steigerung in der

Genexpression erkennbar.
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Abbildung 22: Relative Genexpression von PTH1R nach PTH-Stimulation in ALPL-
defizienten Zelllinien nach 1 h, 3 h und 6 h. Die Proben wurden zur Kontrolle des jeweiligen
Zeitpunkts normiert. Aufgrund der verlangsamten Populationsverdopplung der Zelllinie 1.5 konnte
die gPCR-Analyse fur diesen Klon nicht durchgefiihrt werden. Die Statistik wurde aufgrund
fehlender Normalverteilung der Proben mit dem Kruskal-Wallis mit dem Dunn’s Posthoc-Test
berechnet. (*) p < 0,05. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. n = 3.
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Verglichen zu den Vorversuchen mit den PDLSCs (s. Kapitel 3.2.1) waren die
Ergebnisse der Genexpression der hTERT PDL Zelllinie und der ALPL-defizienten

Zelllinien mit Ausnahme punktueller Ausreil3er sehr ahnlich.

3.3.1.2 Bestimmung der TNAP-Aktivitat mittels CSPD-Assay

Im Rahmen der Untersuchungen zu den Kurzzeiteffekten von PTH war auch die Analyse
der Aktivitat von TNAP in den Klonen wenige Stunden nach Stimulation von Interesse.

Die Auswertung der Daten wurde wie in Kapitel 3.2.1.2 beschrieben durchgefihrt.
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Abbildung 23: TNAP-Aktivitat nach PTH-Stimulation in ALPL-defizienten Zelllinien nach 1 h,
3 hund 6 h. Veranschaulicht istin den Graphen die Differenz des Lumineszenzsignal der Proben
mit und ohne den Zusatz von Levamisol. Die Proben wurden zur Kontrolle an den jeweiligen
Zeitpunkten normalisiert und in Prozent dargestellt. Aufgrund der verlangsamten Populations-
verdopplung der Zelllinie 1.5 konnte das CSPD-Assay fir diesen Klon nicht durchgefuhrt werden.
Die Statistik wurde aufgrund keiner Normalverteilung der Proben mit dem Kruskal-Wallis mit dem
Dunn’s Posthoc-Test berechnet. (*) p < 0,05. Die Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung. n = 3.
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Im direkten Vergleich hatte PTH weder in den hTERT PDL Proben noch in den Zelllinien
mit Mutationen im ALPL-Gen einen signifikanten positiven Einfluss auf die Enzym-
aktivitat. In der hnTERT PDL Zelllinie wurde die TNAP durch die beiden getesteten PTH-
Konzentrationen nach 1 h und 6 h punktuell gesteigert. Ein gleiches Muster war auch in
Klon 1.2 mit heterozygoter Deletion erkennbar. Auch der nicht mutierte Wildtyp zeigte
punktuelle Steigerungen nach 1 h und Zusatz von 50 nM bzw. nach 3 h und 6 h und den
Zusatz von 10 nM PTH. Hingegen wurde in Klon 1.1 mit homozygoter Deletion die
Aktivitat nach 1 h signifikant herunterreguliert und konnte auch zu sonst keinem der
Zeitpunkte gesteigert werden. Verglichen zur Kontrolle wurde in 2.3 eine erhéhte TNAP-

Aktivitdt sowohl nach 1 h als auch 3 h nachgewiesen.

3.3.2 Funktionelle Veranderungen durch intermittierende PTH-Stimulation

In weiterfihrenden Experimenten wurde untersucht, inwiefern sich die intermittierende
PTH-Applikation langfristig auf die Genexpression von ALPL und die osteogene
Differenzierung der ALPL-defizienten Zelllinien auswirkt. Abbildung 6B (vgl. Kapitel
2.2.5) veranschaulicht das Applikationsprotokoll von PTH im 48-Stunden-Zyklus. Die
Experimente wurden exemplarisch durchgefuhrt (n = 1), weswegen die Ergebnisse

lediglich als grobe Beurteilung gewertet werden kdnnen.

3.3.2.1 Genexpressionsanalyse von ALPL

Um besser verstehen zu kdnnen, ob die Kultivierung mit PTH die Expression von ALPL
funktionell beeinflussen kann, wurde die relative Genexpression bestimmt und die
entstandenen Daten mit der 22T Methode ausgewertet.

Die Zellen wurden fir 8, 14 und 22 Tage intermittierend mit PTH versorgt. In Abbildung
24 sind die Ergebnisse der qPCR fur ALPL dargestellt.

In der hnTERT PDL Zelllinie konnte das Expressionsniveau von ALPL an Tag 8 und 14
durch PTH-Zugabe gesteigert werden. Der Trend zu Tag 8 konnte auch im Vorversuch
mit PDLSCs (3.2.2.1) beobachtet werden. Im WT und den ALPL-defizienten Zellen
konnte dieser vielversprechende Trend nicht beobachtet werden. Lediglich in Klon 1.3
und 2.3 konnte das Expressionslevel durch die intermittierende PTH-Zugabe verglichen

zu Tag 0 gesteigert werden.
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Da sich bereits in den Analysen der kurzen Zeitpunkte abzeichnete, dass die Aktivitat
des Enzyms punktuell gesteigert werden konnte, war von Interesse, ob die TNAP-
Aktivitdt durch Langzeitexposition starker beeinflusst werden kann. Hierfir wurden
Proben an den Tagen 0, 8, 14 und 22 gesammelt. Jedoch wurde das Lumineszenzsignal
weder in primdren und immortalisierten PDL-Zellen noch in den ALPL-defizienten
Zelllinien zu keinem der untersuchten Zeitpunkte erhoht. Klon 1.1 und 1.3 wiesen eine

kaum nachweisbare Aktivitat auf (Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Relative Genexpression von ALPL nach Langzeitexposition mit PTH
innerhalb eines 48-stiindigen Inkubationszyklus. Hierfir wurden die Zellen fur 6 Stunden mit
PTH in Basismedium kultiviert. Die restlichen 42 Stunden jedes 48 h-Zyklus erhielten die Zelllinien
PTH-freies osteogenes Medium. Aufgrund der verlangsamten Populationsverdopplung der
Zelllinie 1.5 konnte die gPCR-Analyse fir diesen Klon nicht durchgefuhrt werden. Die Proben
wurden zu Tag 0 standardisiert. n = 1.
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3.3.2.2 Osteogene Differenzierung der Zelllinien mit ALPL-Mutationen

Um besser zu verstehen, inwieweit PTH die osteogene Differenzierung von Zellen mit
Mutationen im ALPL-Gen beeinflussen kann, wurden diese fir 22 und 28 Tage mit und
ohne intermittierende Zugabe von PTH osteogen differenziert.

Tag 22 Tag 28
PTH K PTH K

hTERT
PDL

1.1

1.2

1.3

15

23

Abbildung 25: Alizarinrot-Farbung nach 22- und 28-tagiger PTH-Exposition in ALPL-
defizienten Zelllinien. Makroskopische Darstellung der gefarbten Zelllinien mit und ohne
intermittierende Zugabe von PTH nach 22 und 28 Tagen. Insgesamt konnten in allen Zelllinien
mit Ausnahme von Klon 1.1 und 1.5 Calciumphosphatkristalle anhand der Einlagerung des
Alizarinfarbstoffes beobachtet werden. n = 1.
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Die Calciumphosphatablagerungen in der PTH-Gruppe unterschieden sich verglichen
mit der Kontroll-Gruppe nicht. Eine erfolgreiche Differenzierung konnte in der hTERT
PDL Zelllinie, im WT und Klon 2.3 festgestellt werden. Klone 1.2 und 1.3 mit einer
heterozygoten Mutation im ALPL-Gen zeigten ein vermindertes Differenzierungs-
potential. Im Gegensatz dazu war bei Klon 1.1 mit homozygoter Mutation eines Guanins

und 1.5 mit Deletion von 48 bp keine osteogene Differenzierung nachweisbar.
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Abbildung 26: Quantifizierung der Alizarinfarbung. Dargestellt sind in den Graphen Mittelwerte
von drei technischen Replikaten. Die Quantifizierung der Alizarin-Farbung (vgl. Abbildung 25)
zeigt keine klaren Differenzen zwischen PTH-Gruppe und Kontrolle. n = 1.

Die Quantifizierung zeigte auch, dass die Ablagerung von Calciumphosphatkristallen
sowohl nach 22 Tagen als auch nach 28 Tagen osteogener Differenzierung ungefahr
gleich stark ausgepragt war. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in Abbildung 26

graphisch dargestellt. Aufgrund der geringen Probenzahl von n = 1 konnte keine

62



statistische Analyse durchgefiihrt werden. Allerdings zeigten alle Klone und auch die
nicht-mutierte Zelllinie beziglich des Effekts von PTH denselben Trend.

Die gPCR-Analyse von ALPL (vgl. Kapitel 3.3.2.1) sowie das Experiment zur osteogenen
Differenzierung wurden lediglich einmal wiederholt. Der direkte Vergleich zwischen den
Klonen zeigte, dass PTH die Genexpression oder die Differenzierungskapazitat nur

selten erhohte, weshalb diese Experimente nicht weiterverfolgt wurden.
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4 Diskussion

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag neben der weiteren Charakterisierung vor allem auf
der Evaluierung der molekularen Auswirkungen von PTH in den finf ALPL-defizienten
Zelllinien, die als in-vitro-Modell zur Untersuchung der dentalen Aspekte der HPP
dienen. Die basale Charakterisierung der ALPL-defizienten Zelllinien sah zun&achst den
Ausschluss potentieller Off-Target Mutationen vor, die wahrend einer genetischen
Modifizierung mittels CRISPR/Cas9 auftreten kbnnen. Desweiteren lag der Fokus auch
auf der Analyse des Phanotyps des ALPL-Genotyps.

Zur Untersuchung des Einflusses von PTH wurden zuné&chst Applikationsprotokolle in
primar isolierten PDLSCs etabliert, um eine kontinuierliche, kurzzeitige oder
intermittierende Exposition mit dem Hormon zu simulieren. Diese wurden anschlieRend
auf die transgenen Zelllinien (1.1, 1.2, 1.3, 1.5 und 2.3) angewandt, was einen Vergleich
der Genexpression und TNAP-Aktivitat zwischen nicht-mutierten und TNAP-defizienten
Zellen des parodontalen Ligaments nach PTH- Behandlung erméglichen sollte.

Es wurde bereits gezeigt, dass die kontinuierliche Stimulation mit PTH nach 1 bis 48
Stunden die ALPL-Expression in murinen Osteoblastenzellen sowie priméaren PDLSCs
nachweislich erhéht (Houston et al., 2016, Wolf et al., 2013). Zusatzlich wurde in der
Literatur bereits mehrfach tUber positive Effekte der intermittierenden Verabreichung von
PTH bei adulter HPP berichtet. Durch das PTH wurde die Heilung von Knochenbriichen
durch eine Stimulation der Serum-AP und gesteigerter Synthese von TNAP in
Osteoblasten verbessert (Schalin-Jantti et al., 2010, Whyte et al., 2007).

Bislang gibt es jedoch kein Forschungsprojekt, das die Auswirkungen des Hormons auf
Zellen des Zahnhalteapparates im Rahmen einer HPP-Erkrankung untersucht. Da PTH
nachweislich die ALPL-Expression und TNAP-Aktivitat erhtht, kdnnte eine kontinuier-
liche, kurzfristige oder intermittierende Verabreichung von PTH einen interessanten

therapeutischen Ansatz zur Linderung der dentalen Symptomatik darstellen.

4.1 Basale Charakterisierung des dentogenen in-vitro-Modells der HPP

Ein detaillierter Vergleich zwischen Genotyp und Phanotyp der ALPL-defizienten
Zelllinien wurde wéahrend der basalen Kultivierung durchgefuhrt. Hierfir wurden die
Zelllinien auf ihre TNAP-Expression, Zellwachstum und metabolische Aktivitat

untersucht und mit der nicht-mutierten hTERT PDL Zelllinie verglichen. Die Auswertung
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der Kontrollgruppen der Alizarinrot-Farbung, die im Zuge der intermittierenden PTH-
Stimulation durchgefiihrt wurde, erlaubt zusétzlich eine Beurteilung der osteogenen

Mineralisierungskapazitat der transgenen Zelllinien.

4.1.1 Die Bedeutung des ALPL-Genotyps fur den HPP-Phanotyp

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien weisen Mutationen im ALPL-Gen auf. Bei
diesen Mutationen handelt es sich mit Ausnahme des Klons 2.3 um Deletionen von einer
oder mehreren Basen. In vorangegangener Dissertation wurde bereits analysiert, dass
die Einzelbasendeletionen in den Klonen 1.1, 1.2 und 1.3 allesamt zu einem vorzeitigen
Stoppcodon auf einem oder beiden Allelen fihren und somit einen vorzeitigen Abbruch
der Translation bewirken. Die Deletion von 48 bp in Klon 1.5 resultierte nicht in einer
Verschiebung des Leserasters und somit nicht in einem vorzeitigen Stoppcodon. Davon
unterscheidet sich maf3geblich Klon 2.3, da die Punktmutation zu einem Einbau einer
anderen Aminosaure in das Protein fuhrt. In der Datenbank fir ALPL-Genvarianten
(https://alplmutationdatabase.jku.at; aufgerufen am 05.03.2023) sind aktuell Gber 400
Mutationen gelistet, von denen die meisten Punktmutationen sind. Im Kontrast dazu
wurden mit dem ALPL1 Konstrukt nur Einzelbasen-Deletionen an den Positionen 554
(1.1, 1.2) und 555 (1.3) des Exon 6 erzeugt. In der Datenbank lassen sich insgesamt
drei Deletionen finden, die alle zu einem perinatalen Phanotyp der HPP fuhren. Eine
grofRe Deletion von 16 Aminosauren liegt in Klon 1.5 vor. Diese treten jedoch sehr selten
auf. Das ALPL2 Konstrukt fhrt zu einem Austausch eines Thymins an Position 83 (Klon
2.3) in Exon 3. Die Datenbank fuhrt an Position 83 eine compound-heterozygote Punkt-
mutation auf, die zu einem infantilen Phanotyp fuhrt. Liu et. al untersuchten in ihrer
Studie genetische Merkmale der HPP bei chinesischen Kindern. Einer der charakterisier-
ten Patienten wies diese Punktmutation auf, welche in einer Restaktivitat der TNAP von
7 1U/l resultiert und somit mit einer infausten Prognose verbunden ist (Liu et al., 2021b).
Um einzuschatzen, welche Auswirkungen die einzelnen in-vitro-Mutationen auf den
HPP-Phéanotyp haben kénnen, wurde die TNAP-Expression auf Proteinniveau sowie die

osteogene Differenzierungskapazitat analysiert.

Die homozygote Deletion in Klon 1.1 bewirkt phanotypisch einen funktionellen
TNAP-Knockout.

Die Analyse der Immunfluoreszenzfarbung zeigte fir den Klon 1.1 mit homozygoter
Deletion des Guanins keine TNAP-positive Zelle. In der Literatur wird ein chinesischer

Patienten mit homozygotem Genotyp beschrieben, der klinisch zu einer infantilen Form
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der HPP fihrt und mit einer massiv reduzierten Serum-AP Aktivitdt von <7 IU/L
einhergeht (Liu et al., 2021b). Physiologische Werte der Serum-AP liegen bei
Sauglingen und Kleinkindern zwischen 100-590 IU/L. Die infantile oder kindliche Form
der HPP sollte in Betracht gezogen werden, wenn die AP-Werte um die untere Grenze
herum oder leicht darunter liegen (<100 IU/L) (Beck et al., 2009b). Die Prognose wird ftr
den Patienten mit infantiler HPP als infaust angegeben (Liu et al., 2021b). Homozygotie
fur die Deletion eines Thymins an Position 1559 des ALPL-Gens ruft einen schweren
letalen Phanotyp hervor (Sawai et al., 2003). Dartiber hinaus beschrieben Mentrup et al.
sogar eine homozygote Deletion im Intron 7, die zu einem verkirzten, nicht funktions-
fahigen TNAP-Enzym fuhrt (Mentrup et al., 2017). Auch die osteogene Differenzierung
war im Vergleich zu den anderen Zelllinien mit Mutationen im ALPL-Gen lediglich im
Klon 1.1 nicht erfolgreich, was wiederum die elementare Bedeutung der TNAP bei der
osteogenen Differenzierung unterstreicht. Da die Einzelbasen-Deletion in der Zelllinie
1.1 homozygot auftritt, fiihrt die Leserasterverschiebung zu einem vorzeitigen Stopcodon
auf beiden Allelen und somit zu einem vorzeitigen Abbruch der Proteintranslation.
Zusammengefasst wird deutlich, dass Homozygotie ein erschwerender Faktor fur die
Erkrankung ist und phanotypisch in vorliegender Zelllinie zu einem TNAP-Knockout
fuhrt.

Die heterozygoten Deletionen in den Klonen 1.2, 1.3 und 1.5 resultieren in einem
ahnlichen Phanotyp.

Die Klone 1.2, 1.3 und 1.5 weisen in der Immunfluoreszenzanalyse keine TNAP-
positiven Zellen auf, doch konnte im Western Blot fur die Klone ein annéhrend gleiches
Expressionsniveau festgestellt werden. Die osteogene Differenzierung wirkte sich bei
den drei heterozygot-mutierten Zelllinien etwas unterschiedlich aus: Wéahrend die beiden
Klone mit Deletion eines Guanins (1.2) bzw. Adenins (1.3) noch ein vermindertes
Differenzierungspotential aufweisen, ist dieses bei Klon 1.5 mit Deletion von 48 bp nicht
mehr vorhanden, was wiederum die Bedeutung des Fehlens von 16 AS fur den Phanotyp
unterstreicht. Silvent et al. ermittelten anhand aller bis dahin beschriebenen Mutationen
empfindliche Positionen, die zu einem Hervorrufen der genetischen Erkrankung fuhren.
89,5 % der AS befinden sich davon in funktionell wichtigen Regionen der TNAP und
werden als sensibel eingestuft, lediglich 10,5 % als variabel. Dies lasst folgern, dass das
Enzym in seiner gesamten Lange stark strukturiert sein muss, damit die TNAP richtig
funktioniert. AufRerdem befasst sich die Studie damit, welche AS an welcher

enzymatischen Domane der TNAP beteiligt sind. Die AS des Exon 6 sind Bestandteil
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der Uber mehrere Codons verteilten AS-Sequenz des aktiven Zentrums des Enzyms
sowie posttranslationelen Phosphorylierungsstellen (Silvent et al.,, 2014). Das aktive
Zentrum ist eine der funktionell wichtigen Domanen und umfasst die katalytische Stelle
und drei Bindestellen fir Metallionen (Hoylaerts et al., 2006). Die Bedeutung der
Phosphorylierungsstellen im Rahmen der posttranslationalen Modifikation der TNAP ist
bisher unbekannt. Jedoch lasst die Tatsache, dass 5 der insgesamt 18 Stellen wéhrend
der Evolution unverandert blieben, mutmallen, dass diesen doch eine funktionelle
Bedeutung zugeschrieben werden kdnnte.

Das Validierungsmodell von Silvent et. al erklart somit die maf3geblich verringerte TNAP-
Aktivitat fur die Klone 1.2, 1.3 und 1.5 aufgrund der bestehenden Mutation in der
funktionell entscheidenden Region des aktiven Zentrums des Enzyms. Eine Beurteilung
des resultierenden Schweregrades des Genotyps ist mit diesem Modell jedoch nicht
mdoglich (Silvent et al., 2014). Zuséatzlich ist der DNE bei heterozygoten Mutationen ein
erschwerender Faktor fur die Beurteilung des Phanotyps, da die Dimerisierung des
gesunden mit dem mutierten Monomer die Aktivitat des nicht-mutierten Monomers der

TNAP negativ beeinflussen kann (Mornet et al., 2021).

Die Punktmutation in Klon 2.3 bewirkt eine gesteigerte Expression von TNAP und
hat vermutlich keine Auswirkungen auf den HPP-Phanotyp.

Besonders beeindruckend war der Klon 2.3 in der Immunfluoreszenzfarbung: Dieser
zeigte einen 7-fachen erhohten Anteil an TNAP-positiven Zellen im Vergleich zur hnTERT
PDL Zelllinie und dem Wildtyp. Dieser verstarkte Trend war auch im Western Blot
erkennbar. Die Analyse der osteogenen Differenzierung in der Alizarinrot-Farbung zeigte
eine erfolgreiche Differenzierung des Klons 2.3, die mit der hTERT PDL Zelllinie
vergleichbar war. Die Publikation von Silvent et al. beschreibt das in Klon 2.3 betroffene
Tyrosin als sensitive Position, die Teil des homodimeren Interface der TNAP ist. Dieses
spielt eine wesentliche Rolle fir die korrekte Funktion des Enzyms (Silvent et al., 2014).
Missense-Mutationen im Bereich der homodimeren Schnittschnelle werden haufig mit
dem DNE in Verbindung gebracht (Mornet, 2015). Yang et al. zeigten, dass eine Punkt-
mutation an Position 83 klinisch nur als heterozygote Compound-Mutation manifestiert,
wahrend der Vater mit heterozygoter Punktmutation keine Symptome entwickelt (Yang
et al., 2013). Somit fihren homozygote und compound-heterozygote Mutationen in der
AS-Sequenz des homodimeren Interface mit groRer Wahrscheinlichkeit zu Funktions-

einschrdnkungen des Enzyms und lasst somit mutmalfien, dass die heterozygote
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Mutation im Klon 2.3 wahrscheinlich keine direkte Auswirkung auf den HPP-Phéanotyp
hat.

Eine Uberexpression von Proteinen aufgrund von Mutationen in ihren kodierenden
Genen wurde in der Literatur nicht beschrieben, doch gibt es Beispiele, in denen
Mutationen die Expression von anderen Proteinen steigern und somit eine mégliche
Erklarung fur die erhohte Expression von TNAP in Klon 2.3 sein konnten: Eine Mutation
im epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor verstarkt die Expression von Cadherin-5 in
Lungenkrebszellen (Hung et al., 2016). Die Deletion des Jun-Dimerisierungsproteins 2
steigert die Expression von Cystin/Glutamat-Transportern (Ku et al., 2021). Eine
Promotoraktivierung durch eine mit CRISPR/Cas9-erzeugte Mutation in einem Enhancer
ware ebenfalls denkbar. Enhancer sind nicht kodierende Sequenzen im Genom, die die
Expression von Zielgenen aktivieren (Panigrahi and O'Malley, 2021). Daher ware
beispielsweise eine Sequenzierung des gesamten Genoms von Interesse, um die

Uberexpression von TNAP in der Zelllinie 2.3 besser zu verstehen.

Im Gegensatz zu klinischen Beobachtungen deuten die Ergebnisse der transgenen
Zelllinien auf eine hohe Korrelation zwischen Genotyp und Phéanotyp in-vitro hin, die in-
vivo noch bestétigt werden missen. Allerdings lassen sich HPP-Phanotypen aufgrund
des DNE und compound-heterozygoten Allelen nur schwer vorhersagen. Klon 2.3 ist ein
Beispiel, bei dem die Punktmutation zu einem Phanotyp mit erhéhter TNAP-Expression
fuhrt, wahrend klinische Daten gezeigt haben, dass diese Allelmutation bei Vorliegen
von Compound-Heterozygotie mit einer unglinstigen Prognose verbunden ist (Liu et al.,
2021a). Daher wéare es von besonderem Interesse zu erforschen, warum welcher
Genotyp welchen Phéanotyp auslost. Das hier verwendete in-vitro-Zellkulturmodell
kénnte dazu beitragen, die molekularbiologischen Zusammenhéange klinisch manifester

HPP-Genotypen besser zu verstehen.

4.1.2 Der Einfluss der TNAP-Defizienz auf den Zellmetabolismus

Wahrend die Auswirkungen des TNAP-Mangels auf die Gewebemineralisierung
umfassend erforscht sind, ist der Zusammenhang zwischen einem TNAP-Mangel und
metabolischer Aktivitdt weitgehend unklar. Es ist bereits bekannt, dass die TNAP die
mitochondriale Funktion und den ATP-Spiegel beeinflusst (Zhang et al., 2021,
Abbracchio et al., 2009). Bei der Charakterisierung des Phanotyps war insbesondere

das Wachstum von Klon 1.5 mit einer heterozygoten Deletion von 48 bp signifikant
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eingeschrankt. Auch die anderen Klone mit Ausnahme von 1.2 zeigten bei der
Bestimmung der Populationsverdopplung wahrend der Expansionskultur einen &hnlich
reduzierten Trend. Zhang et al. zeigten in ihrer Studie, dass ein TNAP-Knockout in
murinen Osteoblasten-Vorlauferzellen (MC3T3) zu einer signifikant reduzierten Zell-
proliferation fihrt und erklart somit das eingeschrankte Wachstumsverhalten der
vorliegenden Zelllinien (Zhang et al., 2021).

Bei der Analyse der Auswirkungen des TNAP-Mangels auf den ATP-Spiegel zeichnete
sich bei Klon 1.1 und 2.3 ein anndhernd vergleichbares ATP-Level verglichen zu der
hTERT PDL Zelllinie ab. Interessanterweise zeigten die Klone 1.2, 1.3 und 1.5 einen
abnehmenden Trend beziglich intrazellularen ATP-Gehaltes verglichen zu der nicht-
mutierten Zelllinie. Um Pi fur die Synthese von HA bereitzustellen, spaltet die TNAP auch
ATP. Bei diesem Prozess wird ATP schrittweise zu Adenosin abgebaut, wobei ADP und
AMP als Zwischenprodukte entstehen (Abbracchio et al., 2009). Eine Untersuchung in
MSCs zeigte, dass ein TNAP-Mangel die ATP-Freisetzung erhoht und die ATP-
Hydrolyse verringert. Das Uberschiissige extrazellulare ATP wird dann wiederum von
der Zelle aufgenommen und bewirkt einen Anstieg des intrazellularen ATP-Spiegels (Liu
et al., 2020). Im Gegensatz zu dieser Studie ergab die Analyse des intrazellularen ATP-
Gehaltes in den ALPL-defizienten Zelllinien eine abnehmende Tendenz.

Eine mdgliche Erklarung fur entsprechende Daten konnte in der Anpassung der
Energieversorgung liegen, wenn aufgrund der ALPL-Mutation weniger ATP abgebaut
wird. In diesem Zusammenhang ware es daher besonders interessant, den
extrazellularen ATP-Gehalt zu bestimmen.

Bei HPP-Patienten fihrt der TNAP-Mangel héaufig zu entzindlichen Zustanden wie
Parodontitis. Das extrazellulare ATP ist dabei ein Schlisselmolekdl fur die
Knochenresorption bei einer Parodontitis. Die Bindung von ATP an den Purinrezeptor
P2X7 fuhrt zur Aktivierung von RANKL und damit zu einer erhéhten Osteoklastenaktivitat
(Binderman et al., 2017). Dartber hinaus spielt TNAP eine Rolle in Bezug auf das
Gleichgewicht zwischen proinflammatorischem extrazellularem ATP und dem
entziindungshemmenden Abbauprodukt Adenosin (Graser et al., 2021). Kirzlich wurde
gezeigt, dass die Behandlung mit Levamisol Gene beeinflusst, die direkt oder indirekt an
der Regulierung von entziindlichen Prozessen beteiligt sind. DMP1 (Dentin Matrix Acidic
Phosphoprotein 1), welches eine schitzende Wirkung gegen Entziindungen hat, wurde
dabei nachweislich herunterreguliert und konnte somit zu einer verstarkten

Entziindungsreaktion unter TNAP-Hemmung beitragen (Melms et al., 2020).
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Ein weiterer Aspekt, der die Regulierung des ATP-Gehaltes erklaren kénnte, wurde von
Andrilli et al. untersucht. Es wurde festgestellt, dass TNAP und ENPP1 wahrend der MV-
vermittelten Biomineralisierung ATP synergetisch hydrolysieren (Andrilli et al., 2022).
Daher kdnnte die Analyse der ENPP1-Genexpression zum besseren Verstandnis der

Daten beitragen.

4.2 Der Einfluss von PTH auf das dentogene in-vitro-Modell der HPP

PTH ist ein zentrales Hormon des Calciumhaushalts und hat eine Schlisselfunktion
beim physiologischen Knochenumbau. Es wurde bereits mehrfach nachgewiesen, dass
PTH eine Vielzahl von Genen regulieren kann, die je nach Dauer der Exposition,
katabole oder anabole Wirkungen auf das Skelett haben (Silva and Bilezikian, 2015). In
einer Studie von Houston et al. wurde gezeigt, dass die ALPL-Expression nach ein- bis
sechsstundiger kontinuierlicher PTH-Stimulation in murinen Osteoblasten signifikant
gesteigert werden kann. Gleichzeitig bewirkte die Stimulation eine Suppression der
Gene PHOSPHO1 und SMPD3 (Houston et al., 2016). Eine Verstarkung der
Genexpression von ALPL und der TNAP-Aktivitat als Reaktion auf eine kontinuierliche
PTH-Exposition wurde auch in PDLSCs nachgewiesen (Wolf et al., 2013). Diese beiden
Studien gaben den Anstol3, den Einfluss des Hormons im Zusammenhang mit der HPP-
Erkrankung genauer zu untersuchen und somit eine mdgliche Therapiestrategie
abzuleiten. Die Bedeutung der TNAP als wesentlicher Bestandteil einer erfolgreichen
Mineralisierung ist angesichts des auffalligen Skelett- und Zahnphanotyp von HPP-
Patienten offensichtlich. Dennoch ist die TNAP fir die Initiierung der MV-vermittelten
Mineralisierung der ECM nicht wesentlich (Anderson et al., 2004). Der aktuelle
Wissensstand legt nahe, dass die beiden Enzyme PHOSPHO1 und SMPD3 die
Initierung der HA-Synthese in den MVs steuern, weshalb diese im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ebenfalls naher untersucht wurden (Yadav et al., 2011, Houston et
al., 2016).

Zunéchst wurden zwei PTH-Applikationsprotokolle in PDLSCs etabliert, um die Aus-
wirkungen einer kontinuierlichen, kurzzeitigen und einer intermittierenden Présenz von
PTH zu modellieren. Das in-vitro-Modell, bei dem PTH dem Kulturmedium zugesetzt
wird, bevor die Experimente zur Sammlung von RNA bzw. Protein nach 1 h,3hund 6 h
gestoppt werden, kommt einer kontinuierlichen PTH-Exposition am nachsten (Ishizuya

et al., 1997). Eine intermittierende PTH-Gabe, bei der das Hormon den Zellkulturen fur
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6 Stunden pro 48-stundigem Inkubationszyklus zugefiihrt wird, soll genaueren
Aufschluss tber die funktionellen Auswirkungen geben.

Die Bewertung der Reaktion der PDLSCs auf die Stimulation mit PTH zeigte, dass die
ALPL- und SMPD3-Genexpression bei beiden getesteten PTH-Konzentrationen
verglichen zur Kontrolle konstant bleibt. Durch die PTH-Stimulation wurde die
PHOSPHO1-Genexpression in den PDLSCs nach 3 Stunden signifikant herunter-
reguliert, was sich mit den Ergebnissen von Houston et al. deckt (Houston et al., 2016).
Die TNAP-AKktivitat wurde in einigen PDLSC-Donoren nach Zugabe von 10 nM PTH nach
1 Stunde erhoht. Bei Anwendung der in-vitro-Modelle auf die hTERT PDL Zelllinie sowie
transgenen Varianten mit Mutationen im ALPL-Gen zeigte sich nach 3 Stunden und einer
Konzentration von 10 nM PTH in der hTERT PDL Zelllinie sowie in den Klonen 1.1 und
1.2 ein Anstieg der Genexpression von ALPL. Die Expression von SMPD3 und
PHOSPHO1 wurde durch die Stimulation mit dem Hormon in den transgenen Zelllinien
nicht beeinflusst. Die Analyse der TNAP-Aktivitat mittels CSPD-Assay zeigte punktuelle
Steigerungen der Enzymaktivitat in der hnTERT PDL Zelllinie und einigen Klonen.

Ein entscheidender Einflussfaktor, der zu den abweichenden Ergebnissen fuhrt, kénnte
die verwendete PTH-Konzentration sein, die in vorliegender Arbeit mit 10 nM und 50 nM
getestet wurde. Die Daten von Houston et. al zeigen deutlich, dass bei einer
Konzentration von 50 nM die ALPL-Expression signifikant erhoht ist (Houston et al.,
2016). Im Gegensatz zu dieser Studie fand die Arbeitsgruppe um Lossdorfer et al. keine
signifikante Dosisabhangigkeit der PTH-Wirkung in PDLSCs (Lossdorfer et al., 2005).
Eine weiterer Grund fiir die fehlende Signifikanz kénnte die Verwendung anderer Zellen
bzw. Zelllinien sein. Es wurde zwar beschrieben, dass PDLSCs ahnlich wie Osteo-
blasten auf die Stimulation mit PTH reagieren, dies war jedoch abhangig von der
Konfluenz der Zellen. Lossdoérfer et al. zeigten, dass die intermittierende Gabe von PTH
in einer konfluenten oder prakonfluenten Zellkultur die Expression von Osteoprotegerin
unterschiedlich reguliert (Lossdorfer et al., 2005). Die PTH-Administration fand im
Rahmen dieser Arbeit in konfluenten Zellkulturen statt. Somit kdnnte eine erneute
Analyse der ALPL-Expression und TNAP-Aktivitat nach einer kurzzeitigen,
kontinuierlichen PTH-Stimulation in prékonfluentem Zustand bzw. die erneute Testung

unterschiedlicher Konzentrationen des PTH weitere Schritte darstellen.

Relevante Aspekte, die das Fehlen von Auswirkungen auf die ALPL-Expression und die
nur punktuell gesteigerte TNAP-Aktivitat erklaren konnten, kdnnten im Expositions-

protokoll und in der Signaltubertragung liegen: Angesichts der reichlichen Expression des
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PTHI1R in PDLSCs ist eine modulierende Wirkung von PTH auf die Zellen zu erwarten
(Wolf et al., 2013). Die stimulierende Funktion von PTH auf die TNAP-AKktivitat ist gut
dokumentiert. Im Gegensatz dazu wurde jedoch auch von einer Hemmung der
Osteoblastendifferenzierung durch PTH berichtet (van der Horst et al., 2005, Bellows et
al., 1990). Diese negative Wirkung von PTH auf die osteogene Differenzierung kann
durch Unterschiede im Differenzierungsstadium, der Zellkonfluenz sowie der PTH
Expositionszeit und -dosis erklart werden (Isogai et al., 1996, Houston et al., 2016,
Ishizuya et al., 1997).

Isogai et al. postulierten in ihrer Studie, dass PTH die TNAP-Aktivitdt hemmt, wenn die
Zellkultur einen konfluenten Zustand erreicht. Im Gegensatz dazu hatte die PTH-
Exposition in einem subkonfluenten Zustand eine stimulierende Wirkung auf die Aktivitat
des Enzyms (Isogai et al., 1996). Da die Zelllinien in vorliegender Arbeit vor der
Stimulation eine konfluenten Zustand erreichten, bietet dieser Aspekt eine plausible
Erklarung dafir, dass die PTH-Stimulation nur geringe Auswirkungen zeigt.

Eine Besonderheit des PTH ist, dass es abhangig von der Dauer der Exposition vollig
gegensatzliche Wirkungen auf den Knochen haben kann, was den Einfluss der Dauer
der PTH-Supplementierung unterstreicht. Eine anhaltende Exposition fihrt zu einem
Anstieg des RANKL/OPG-Verhaltnisses und damit zu einer verstarkten Osteoklasto-
genese, wahrend eine intermittierende Verabreichung einen knochenanabolen Effekt
hat (Barros et al.,, 2003). Ishizuya et al. konnten zudem aufzeigen, dass auch die
Expositionszeit wahrend der intermittierenden Verabreichung des Hormons die
Osteoblastendifferenzierung beeinflusst. Wenn osteoblastische Zellen nur wahrend der
ersten Stunde jedes 48-stiindigen Inkubationszyklus intermittierend mit PTH behandelt
wurden, wurde die Differenzierung durch Unterdriickung der TNAP-Aktivitat und mRNA-
Expression von ALPL gehemmt. Im Gegensatz dazu stimulierte die intermittierende
Exposition mit PTH wéahrend der ersten 6 Stunden jedes 48-Stunden-Zyklus die
Osteoblastendifferenzierung (Ishizuya et al.,, 1997). Die Expositionszeit wurde im
Applikationsprotokoll zur Testung der funktionellen Auswirkungen von PTH auf
6 Stunden innerhalb eines 48-stiindigen Zyklus festgesetzt. Es ist daher nicht
ausgeschlossen, dass die Genexpression von ALPL und die Enzymaktivitat in den
mutierten Zelllinien durch verlangerte oder verkirzte Expositionszeiten beeinflusst

werden kdnnte, was in weiteren Versuchen naher untersucht werden sollte.

Neben dem Expositionsprotokoll kénnten weitere relevante Aspekte auch in der

SignalUbertragung liegen. Um seine Wirkung zu entfalten, bindet PTH an den PTH1R
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und vermittelt dann Uber intrazellulare Signalwege die Bereitstellung von Calcium (Wein
and Kronenberg, 2018, Juppner et al., 1991) Folglich kénnte die Herabregulierung der
Anzahl oder der Empfindlichkeit des PTH-Rezeptors als Teil eines negativen
Ruckkopplungsmechanismus das Ausbleiben einer spaten Wirkung nach Langzeit-
exposition mit dem Hormon erklaren. Der Wnt/[3-Catenin Signalweg spielt im
Zusammenhang mit der intermittierenden PTH-Exposition ebenfalls eine Schliisselrolle.
PTH fordert die Knochenbildung durch Unterdriickung der Expression von Sklerostin,
einem |Inhibitor des Wnt/B-Catenin-Signalwegs (Tamura and Kaji, 2013). Dieser
Signalweg hat auch eine wesentliche Funktion bei der Bildung des Zements auf der
Wurzeloberflache (Kuchler et al., 2014). Vorzeitig exfoliierten Milchzahnen von HPP-
Patienten fehlt azellulares Zement. Der Wurzelzement stellt einen wichtigen Bestandteil
des Zahnhalteapparates und wird daher auch als Ursache fur die verfriinte Exfoliation
diskutiert (Zweifler et al., 2015, van den Bos et al., 2005). Melms et al. zeigten, dass eine
TNAP-Inhibition durch Levamisol den Wnt-Signalweg herunterreguliert (Melms et al.,
2020). Die Tatsache, dass PTH kaum Effekte auf die untersuchten osteogenen Marker
zeigt, lasst mutmalRen, dass das Hormon auch die Expression von Sklerostin nicht
beeinflusst. In Kombination mit der Herunterregulierung das Wnt/3-Catenin Signalwegs
durch eine TNAP-Inhibition, die hier durch eine TNAP-Defizienz gegeben ist, kbnnte die
Untersuchung der Genexpression von Sklerostin einen interessanten Ansatzpunkt

bieten, um die Entstehung dentaler Symptome der HPP genauer zu verstehen.

Nicht zuletzt stellt auch das limitierte Differenzierungspotential der hTERT PDL Zelllinie
eine potentielle Erklarung fir den fehlenden Effekt bei der Langzeitstimulation dar. Im
Gegensatz zu den Publikationen von Docheva et. al. zeigte die hTERT PDL Zelllinie eine
eingeschrankte osteogene Differenzierungskapazitat auf (Docheva et al., 2010). Die
Expression von ALPL wahrend der intermittierenden Verabreichung von PTH zeigte in
der Kontrollgruppe, die nur mit osteogenem Differenzierungsmedium behandelt wurde,
keine signifikante Beeinflussung (vgl. Kapitel 3.3.2.1). Eine Studie zu den Auswirkungen
der hTERT-Immortalisierung auf die osteogene und adipogene Differenzierung von
DPSCs zeigte, dass die osteogene Differenzierung von primaren DPSCs etwa 60 %
effektiver ist als die von immortalisierten DPSCs. Dabei wurde RUNX2 und BSP
wahrend der osteogenen Differenzierung sogar herunterreguliert. RUNX2 ist fir die
Expression osteogener Markergene einschlieRlich ALPL notwendig. Daher ist denkbar,
dass die ALPL-Genexpression und TNAP-Expression in der hTERT PDL Zelllinie

aufgrund einer basal reduzierten Expression von osteogenen Markern, beeintrachtigt ist

73



(Ikbale el et al.,, 2016). Eine Analyse des Expressionsniveaus von RUNX2 in den
untersuchten Zelllinien wére daher von Interesse, um eine Einschrédnkung der
Differenzierung aufgrund der Immortalisierung mit hTERT auszuschlieBen. Selbige
Arbeitsgruppe kam wahrend der Differenzierung von DPSCs in Neurone zu der
Schlussfolgerung, dass eine Immortalisierung mit hnTERT nicht der beste Ansatz fir die
langfristige Verwendung von Zellen zur Untersuchung von Krankheiten ist. Hierbei wurde
festgestellt, dass einige der Transkripte, die wahrend des Differenzierungsprozesses
erhoht sind, durch die Immortalisierung in den differenzierten Neuronen unterdriickt
werden (Urraca et al., 2015). Somit kénnte eine Analyse des gesamten Transkriptoms
der hTERT PDL Zelllinie Aufschluss dartber geben, ob die Differenzierungseigen-
schaften durch die Immortalisierung beeintrachtigt sind.

DarUber hinaus ergab die Off-Target-Genanalyse eine Mutation in CRELD2, das in
Verbindung mit der osteogenen Differenzierung steht. Eine Untersuchung in MSCs, in
der die CRELD2 Expression mittels siRNA stillgelegt wurde, zeigte eine signifikante
Verringerung der Matrixmineralisierung, TNAP-Aktivitat und ALPL-Genexpression und
konnte somit auch das eingeschrénkte Differenzierungspotential in den Zelllinien
erklaren (Dennis et al., 2020). Die moglichen funktionellen Auswirkungen der CRELD2-

Mutation werden im Kapitel 4.3 genauer diskutiert.

In vorliegender Arbeit wurden die Auswirkungen von PTH auf die ALPL-defizienten
Zelllinien ausfihrlich untersucht. Obwohl die Genexpression von ALPL durch die
Stimulation nicht positiv beeinflusst wurde, konnte die TNAP-Aktivitat in den ALPL-
defizienten Zelllinien unter den in Kapitel 2.2.5 beschriebene Bedingungen punktuell
gesteigert werden. Dies zeichnete sich insbesondere bei dem punktmutierten Klon 2.3
ab, der phanotypisch bereits deutlich mehr TNAP-positive Zellen aufweist. Jedoch
besteht in den untersuchten Zelllinien eine TNAP-Defizienz, welche flr eine erfolgreiche
Mineralisierung entscheidend ist. Nichtsdestotrotz scheint es, dass durch Anpassungen
im Zellkulturmodell hinsichtlich der PTH-Konzentration, sowie des Konfluenzzustandes
der Zellkultur und Verlangerung oder Verkiirzungen der Expositionszeit, insbesondere
im Langzeitversuch, vielversprechende Ergebnisse erzielt werden kdnnten, die einen

potentiellen Therapieansatz der HPP darstellen kénnten.
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4.3 Off-Target Mutationen durch CRISPR/Cas9-basiertes Genediting

CRISPR/Cas9 ist ein Verfahren, mit der das Erbgut von Organismen préazise verandert
werden kann. Ethische Bedenken und ungewollte Mutationen auflerhalb der
Zielsequenz, sogenannte Off-Target Mutationen, stellen jedoch Limitationen fiir den
Einsatz dieser Methode dar.

Um eine Aktivitat des CRISPR/Cas9-Systems aullerhalb der Zielsequenz zu unter-
suchen, stehen unterschiedliche Ressourcen zur Verfligung, die solche unspezifischen
Mutationen identifizieren koénnen. Zum vollstandigen Ausschluss von Off-Target
Mutationen bietet sich eine genomweite Sequenzierung an. Alternativ steht eine Vielzahl
von Online-Tools zur Auswabhl, die eine kostengunstige und zeitsparende, jedoch auch
nur rein spekulative Variante darstellen. Solche Online-Tools stellen zwar keinen Ersatz
fur eine genomweite Sequenzierung dar, jedoch kénnen diese Voraussagen treffen,
welche Sequenzen potenziell fur Off-Target Mutationen anfallig sind und erméglichen
folglich eine gezielte Untersuchung dieser Gene. Das Programm ermittelt anhand der
Zielsequenz der sgRNA mdgliche Off-Target Gene und listet diese nach dem CFD
(Cutting Frequency Determination)-Spezifitdtsscore von der hdchsten bis zur geringsten
Wahrscheinlichkeit des Auftretens (Doench et al., 2016, Concordet and Haeussler, 2018,
Tycko et al., 2019).

Die Sequenzierung der Off-Target Gene ergab Varianten in CRELD2, TRIM42 und
PTPRE (vgl. Abbildung 7-8). Ob aufgrund der Mutation funktionelle Auswirkungen zu
erwarten sind, soll im Folgenden genauer erértert werden:

CRELD2 (Cysteine-rich with epidermal growth factor-like domains 2) ist ein Protein, das
erstmals im ER lokalisiert wurde (Oh-hashi et al., 2009). Bisher wurden finf menschliche
Isoformen des CRELD2 identifiziert (Maslen et al.,, 2006). Die genaue Rolle des
Chaperons ist bisher nicht bekannt, jedoch wurde gezeigt, dass CRELD2 bei ER-Stress
sezerniert wird und erhthte CRELD2-Spiegel im Urin mit ER-Stress-vermittelten
Nierenerkrankungen in Verbindung stehen (Kim et al., 2017). Mehrere Autoren wiesen
jedoch nach, dass CRELD2 ein wichtiger Mediator bei der Knochenentwicklung ist: Eine
Aktivierung des Gens in BMP9-stimulierten MSCs flihrt zu einer gesteigerten TNAP-
Aktivitat, wahrend ein Silencing von CRELD2 diese hemmt. Die molekularen
Mechanismen der BMP9-ausgeldsten osteogenen Differenzierung sind bisher jedoch
unklar (Zhang et al., 2013). Dartber hinaus zeigte ein CRELD2-Knockout im

Mausmodell eine Osteopenie mit geringer Knochendichte und veranderter trabekularer
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Architektur in den Tieren. Zudem fanden die Autoren heraus, dass CRELD2 ein
neuartiges Chaperon ist, welches den Wnt-Signalweg in der Skelettentwicklung
moduliert, da sowohl CRELD2-Knockdown MSCs als auch Osteoblasten der Knockout-
Mé&use eine signifikant reduzierte Expression von Wnt4 aufwiesen (Dennis et al., 2020).
TRIM42 (Tripartite Motif 42) gehort zu einer Familie von Proteinen, die aufgrund ihrer
E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat in der Lage sind, Proteine posttranslational zu modifizieren
und spielen somit eine Rolle in vielen biologischen Prozessen (Offermann et al., 2021).
TRIM-Proteine fungieren als wichtige Regulatoren fur diverse Krankheiten, jedoch wurde
bisher keine direkt mit TRIM42 in Verbindung gebracht (Watanabe and Hatakeyama,
2017). PTPRE (Protein Tyrosin Phosphatase Receptor Typ E) kodiert fur ein Mitglied
der Gruppe der Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen, die die posttranslationele
Entfernung von Phosphatgruppen von Tyrosinresten katalysieren (Liang et al., 2019).
Die Tyrosinphosphorylierung reguliert eine Vielzahl zellularer Prozesse durch
koordinierte Aktivierung und Inaktivierung von Signalproteinen. Abweichungen bei der
Tyrosinphosphorylierung von Proteinen und der SignalUbertragung werden haufig mit

onkogenen Tumoren assoziiert (Lui et al., 2014).

Da TRIM42 und PTPRE in keinerlei Verbindung mit der osteogenen Differenzierung
stehen, ist insbesondere die Mutation im CRELD2 Genlokus von besonderem Interesse.
Die Region befindet sich am langen Ende von Chromosom 22 und weist einige
Polymorphismen auf. Fur die fragliche Stelle sind insgesamt drei Single Nucleotide
Polymorphism im menschlichen Genom beschrieben, welche in der ENSEMBL
Datenbank gefunden werden kdnnen: rs373989043, rs28562884 und rs774436187
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000184
164;r=22:4991916249919273;source=dbSNP;t=ENST00000328268;tI=1jy6iTnMsprGrg
Qr-7951187-846456636;v=rs28562884;vdb=variation;vf=185674949, aufgerufen am
11.03.2023). Die Variante rs28562884 liegt in den verwendeten Zelllinien vor. Alle drei
Varianten sind im Intron lokalisiert und somit nicht kodierend. Fir die Variante
rs774436187 wird ein Einfluss auf das Spleien vorausgesagt, was bei der in den
Zelllinien vorliegenden Variante jedoch nicht der Fall ist. Die bestehende Mutation
kommt in 5-15 % der humanen Sequenzdaten vor und ist somit nicht selten. Ausgehend
von dieser Tatsache ist es daher unwahrscheinlich, dass die Mutation durch die
Transfektion entstanden ist. Ein weiterer Punkt, der zudem dagegenspricht, dass die
heterozygote Variante in CRELD2 durch das CRISPR/Cas9-Verfahren induziert wurde,
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besteht darin, dass die DNA-Spaltstelle von Cas9 in der Nahe der PAM-Stelle am
anderen Ende der sgRNA-Zielregion liegt.

Fir HBEGF und EML4 konnten keine verwertbaren Ergebnisse in der Sequenzierung
erzielt werden. HBEGF (Heparin Binding EGF like growth factor) ist ein Wachstums-
faktor, der mit hoher Affinitdt an den EGF-Rezeptor bindet und die EGF-Rezeptor-
Signalubertragung aktiviert. Diese ist an zahlreichen physiologischen Prozessen
beteiligt, einschlielBlich der Geweberegeneration, Tumorwachstum und Angiogenese
(Krampera et al.,, 2005). Deletionen in diesem Gen werden mit Herzhypertrophie,
Leberfibrose sowie einer erhohten Anfalligkeit fur nekrotisierende Enterokolitis in
Verbindung gebracht (Radulescu et al., 2010, Kim et al., 2020). EML4 (Echinoderm
microtubule-associated protein-like 4) hat eine wesentliche Funktion fir die Bildung und
Stabilitdt von Mikrotubuli. Dariber hinaus ist das Protein fur die Organisation der
mitotischen Spindel und die ordnungsgemalle Befestigung von Kinetochoren an den
Mikrotubuli erforderlich. Mutationen in diesem Genabschnitt werden mit nicht-
kleinzelligem Lungenkrebs assoziiert (Pollmann et al.,, 2006, Chen et al., 2015).
Funktionelle EinbuRen sind aufgrund der fehlenden Korrelation der beiden Gene mit der
osteogenen Differenzierung nicht zu erwarten.

Vor der Durchfihrung einer Sequenzierung sind viele Arbeitsschritte erforderlich, die
allesamt fehleranféllig sein koénnen. Fur die erfolgreiche Sequenzierung eines
Genabschnittes muss zunachst DNA gewonnen und amplifiziert werden. Erfolgt die PCR
nicht unter optimalen Bedingungen, kénnen undefinierte, unerwiinschte oder keine PCR
Produkte entstehen. Zu den Variablen, die zur Optimierung beitragen, gehéren neben
MgCl; auch die Zyklusbedingungen der PCR. Bei letzterem ist die Annealing-Temperatur
entscheidend fur eine spezifische Bindung des Primers an die Zielsequenz (Roux, 1995).
Ist die Annealing-Temperatur zu niedrig, kann der Primer unspezifisch binden; eine zu
hohe Annealing-Temperatur kann dagegen dazu fuhren, dass kein PCR-Produkt
entsteht (Wu et al., 1991). Fur HBEGF fiihrte die Erhéhung des MgCl; auf 5 ul pro PCR-
Ansatz und Anpassung der Annealing-Temperatur auf 60°C zum Nachweis des
gewilnschten PCR-Produkts im Agarosegel. Fir EML4 geniigte eine Anpassung der
Annealing-Temperatur auf 57°C. Unwirksame Primer werden héaufig fir Sequen-
zierungsfehler verantwortlich gemacht (Zhao et al., 2001). Die Agaroseelektrophorese
zeigte jedoch fir HBEGF und EML4 eine klare Bande der gewiinschten Gré3e und
schlielRen somit einen fehlerhaften Primer als Ursache fur die fehlgeschlagene

Sequenzierung aus. Dariiber hinaus wird in der Literatur die Bedeutung der Reinheit der
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DNA fir eine korrekte Sequenzierung beschrieben. Unreine DNA kann zu Rauschen in
der Nukleotidkurve fuhren und die Qualitat der Sequenzierung negativ beeinflussen
(Xiao et al., 1998). Die Bestimmung des OD2sor2s0 -Quotienten ergab fur beide Gene
Werte = 1,8 und zeigt somit an, dass es sich um reine DNA-Proben handelt. Darlber
hinaus wurde in der Literatur beschrieben, dass der Verlust des Reaktionsproduktes der
Sequenzier-PCR durch Verwendung einer Ethanolfallung wahrend der Aufreinigung
ursachlich fur das Scheitern der Sequenzierung sein kann (Fujikura, 2015). Die genaue
Ursache fir die erfolglose Sequenzierung von HBEGF und EML4 konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht final geklart werden. Der Verlust des Sequenzierproduktes nach
Optimierung der anderen Parameter ist jedoch sehr wahrscheinlich. Denkbare weitere
Schritte, um den Verlust des Produktes als Ursache fiir das Scheitern der
Sequenzierung auszuschlielen, waren neben der Verwendung eines Aufreinigungskits
ohne Ethanolféallungsprotokoll auch der Zusatz von Glykogen, das die Bildung eines
sichtbaren Pellets fordert (Maisarah et al., 2020).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Sequenzierung daraufhin, dass durch
CRISPR/Cas9-basierte Genediting keine unerwinschten Veranderungen im Genom der
Zelllinien aufgetreten sind. Somit lasst sich schlussfolgern, dass das eingeschrénkte
Differenzierungspotential nicht auf Off-Target Mutationen zurtickzufuhren ist und die

etablierten Zelllinien ein valides in-vitro-Modell der HPP darstellen.

4.4 Ausblick

Die weiterfiihrende Charakterisierung der Zelllinien in vorliegender Arbeit machte
deutlich, dass die ALPL-defizienten Zelllinien in Abwesenheit relevanter bzw.
CRISPR/Cas9-induzierter Off-Target Effekte eine grol3e Genotyp-Phanotyp Korrelation
aufweisen. Das spenderunabhéngige in-vitro-Modell stellt somit eine solide Grundlage
fur weitere Experimente hinsichtlich molekularbiologischer Mechanismen im Krankheits-

bild der HPP, insbesondere im dentalen Kontext, dar.

Eine Mdoglichkeit die Pathogenese der Odonto-HPP besser zu verstehen, ist die
Untersuchung der Zementogenese. Vorzeitig exfoliierte Milchzéhne von HPP-Patienten
weisen keinen azellularen Zement auf, der fiir die Befestigung des Zahnes lber
Kollagenfasern in der Alveole entscheidend ist (Zweifler et al., 2015, van den Bos et al.,
2005, Foster et al., 2012). Der Wnt/3-Catenin Signalweg hat dabei eine wesentliche
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Funktion bei der Bildung des Zements auf der Wurzeloberflache (Kuchler et al., 2014).
In diesem Zusammenhang konnte eine Analyse der Regulierung des Signalwegs
Aufschluss Uber das Scheitern der Zementogenese im zervikalen Bereich der
Wurzeloberflache geben. Hierflir wirden sich zunachst quantitative Analysen von
Zielgenen des Wnt/3-Catenin Signalwegs in der hTERT PDL Zelllinie sowie den ALPL-
defizienten Zelllinien eignen.

Insbesondere sollte auch der Rolle von TNAP im Hinblick auf das Gleichgewicht
zwischen den entziindungsférdernden ATP-Effekten und den entziindungshemmenden
Wirkungen seines Abbauprodukis Adenosin Beachtung finden. Hier kénnte die
Untersuchung des extrazellularen ATP-Gehaltes in den transgenen Zelllinien sowie die
Analyse von Genen, die an entziindlichen Prozessen beteiligt sind, von Interesse sein

und zur Erklarung des erhéhten Risikos einer Parodontitiserkrankung bei HPP beitragen.

Besonders sollte die Weiterentwicklung der PTH-Applikationsmodelle im Fokus der
Forschung stehen, um somit mdgliche Therapiestrategien bei HPP zu etablieren. Die
Analyse des Einflusses von PTH zeigte zum ersten Mal, dass die TNAP-Aktivitat durch
die PTH-Stimulation punktuell in ALPL-defizienten Zelllinien gesteigert werden kann.
Dennoch weist die Methodik einige Limitationen auf. In der Literatur wird vermehrt von
einem differenzierungshemmenden Effekt von PTH berichtet, welche durch Unter-
schiede im Differenzierungsstadium, der Zellkonfluenz sowie der PTH-Expositionszeit
und -dosis erklart werden (van der Horst et al., 2005, Bellows et al., 1990). Hierfur wére
beispielsweise die Testung der PTH-Protokolle in prakonfluenter Zellkultur sowie die
Identifizierung eines PTH-Protokolls, das einen osteoanabolen Effekt in Wildtyp-Zellen
hat, sinnvoll. AnschlieBend kénnte dann untersucht werden, ob auch positive Effekte in
den Zelllinien mit eingeschrankter TNAP-Aktivitat erzielbar sind.

Daruber hinaus wére eine Behandlung der Zellen mit dem Enzymersatz Asfotase alfa
denkbar, welches bei schweren Fallen von HPP mehrfach erfolgreich eingesetzt wurde.
In diesem Kontext sollte auch die Anwendung der Protokolle auf primares Zellmaterial
von HPP-Patienten weiterverfolgt werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit aufgrund

der Seltenheit der Erkrankung jedoch nicht méglich.

Nicht zuletzt ware eine in-vivo-Analyse der in-vitro-Ergebnisse interessant. Entgegen der
klinischen Beobachtungen deuten die Ergebnisse hier auf eine hohe Genotyp-Phénotyp
Korrelation hin. Eine Ubertragung der Mutationen auf den Zebrafisch ware hilfreich, um

die beobachteten Auswirkungen in den Zelllinien besser in den Kontext der HPP
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einordnen zu kdnnen. Ein in-vivo-Modell, basierend auf einer TNAP-Inhibition durch
Levamisol, wurde kirzlich etabliert und konnte bereits erste Einblicke auf molekularer
Ebene bei HPP liefern (Ohlebusch et al., 2020). Eine Weiterflihrung des Forschungs-
projektes ist in Planung. Somit kdnnten zuklnftige Versuche in Kooperation mit der
Humangenetik der Universitdt Wirzburg geplant werden. Der Modellorganismus
Zebrafisch wiirde nicht nur die Analyse der ALPL-Genexpression im Zahnhalteapparat,
sondern auch der Zahnentwicklung und -struktur erméglichen, wodurch die Zusammen-

hange zwischen Genotyp und Phanotyp bei HPP weiter charakterisiert werden kdnnten.
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5 Zusammenfassung

Hypophosphatasie (HPP) beschreibt eine seltene Erbkrankheit, die hauptsachlich durch
heterozygote Mutationen im ALPL-Gen verursacht wird. Diese flihren zu einer
verminderten Aktivitdt der gewebeunspezifischen alkalischen Phosphatase (TNAP).
Neben skelettalen Symptomen sind Zahnanomalien wie der vorzeitige Verlust von
Milchzahnen ohne resorbierte Wurzel sowie eine gestorte Mineralisierung der Zahnhart-
substanzen ein typisches Merkmal der HPP. Die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen sind bisher noch nicht vollstandig verstanden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zelllinien des parodontalen Ligaments mit Mutationen
im ALPL-Gen charakterisiert, um anschlieRend mogliche Therapiestrategien fur die HPP
auf molekularer Ebene zu untersuchen.

Im Rahmen der basalen Charakterisierung wurden die Zelllinien hinsichtlich der TNAP-
Expression (Immunhistochemie, Western Blot), des Stoffwechselprofils (ATP-Assay)
und des osteogenen Differenzierungspotenzials (Alizarin-Farbung) analysiert. Von
Interesse war auch, ob durch CRISPR/Cas9-basiertes Genediting Off-Target Mutationen
entstanden sind. Zur Untersuchung der molekularen Auswirkungen von PTH, welches
die ALPL-Expression steigern kann, wurden zwei Protokolle etabliert, die eine kontinuier-
liche, kurzzeitige bzw. intermittierende Prasenz von PTH in-vitro imitieren. AnschlieRend
wurde die ALPL-Expression (QPCR) sowie TNAP-Aktivitat (CSPD-Assay) ermittelt.

Die basale TNAP-Expression war variabel und reichte vom vélligen Fehlen in den Zell-
linien mit Deletionen bis hin zu einer starken TNAP-Expression in der Zelllinie mit einer
heterogenen Punktmutation. Eine niedrige Expression ging mit einer verringerten Zell-
proliferation sowie extrazellularen ATP einher. Es zeigte sich ein unterschiedliches
Mineralisierungspotenzial, das hauptsachlich das TNAP-Expressionsniveau in den
verschiedenen Zelllinien widerspiegelt, wahrend die PTH-Stimulation keine Wirkung auf
die Differenzierung hatte. Im Gegensatz zu klinischen Beobachtungen deuten die
Ergebnisse auf eine hohe Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp in-vitro hin, die
in-vivo noch bestétigt werden mussen. Die Sequenzierung bestétigte, dass durch die
Geneditierung keine Off-Target Mutationen aufgetreten sind, welche somit keinen
limitierenden Faktor hinsichtlich der Differenzierungskapazitat darstellen konnen.

Die Stimulation mit PTH fuhrte zwar nicht zu einer gesteigerten ALPL-Expression, doch
konnte die TNAP-Aktivitat in den ALPL-defizienten Zelllinien punktuell gesteigert werden
und bildet somit eine solide Basis fur weitere Experimente, die zur Therapieentwicklung

fur die Odonto-HPP beitragen kdnnen.
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Summary

Hypophosphatasia (HPP) describes a rare inherited disorder caused mainly by
heterozygous mutations in the ALPL gene. These lead to impaired activity of tissue non-
specific alkaline phosphatase (TNAP). In addition to skeletal symptoms, dental
abnormalities such as premature loss of deciduous teeth without resorption of the roots
and impaired mineralization of tooth hard tissues are typical features of HPP. The
underlying molecular mechanisms are not yet fully understood.

In the present study, cell lines of the periodontal ligament with mutations in the ALPL
gene were characterized to subsequently investigate potential therapeutic strategies for
HPP at the molecular level.

As part of the basal characterization, the cell lines were analyzed with respect to TNAP
expression (immunohistochemistry, Western blot), metabolic profile (ATP assay) and
osteogenic differentiation potential (alizarin staining). Also of interest was whether off-
target mutations resulted from CRISPR/Cas9-based gene editing. To investigate the
molecular effects of Parathyroid Hormone (PTH), which can increase ALPL expression,
two protocols were established that mimic continuous, short-term, and intermittent
presence of PTH in-vitro. ALPL gene expression (qPCR), as well as TNAP activity
(CSPD assay) were then determined.

Basal TNAP expression was variable, ranging from complete absence in the cell lines
with deletions to strong TNAP expression in the cell line with a heterogeneous point
mutation. Low expression was associated with decreased cell proliferation as well as
extracellular ATP. There was a differential mineralization potential mainly reflecting the
TNAP expression level in the different cell lines, whereas PTH stimulation had no effect
on differentiation. In contrast to clinical observations, the results indicate a high
correlation between genotype and phenotype in-vitro, which remains to be confirmed in-
vivo. Sequencing confirmed that no off-target mutations occurred as a result of gene
editing, which thus cannot be a limiting factor with respect to differentiation capacity.
Although stimulation with PTH did not resultin increased ALPL expression, TNAP activity
was selectively increased in the ALPL-deficient cell lines, providing a solid basis for

further experiments that may contribute to therapy development for Odonto-HPP.
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