Aus dem Institut fur Humangenetik
der Universitat Wirzburg

Vorstand: Professor Dr. med. Thomas Haaf

Untersuchung der Korrelation von Genotyp und Phanotyp bei der
Hypophosphatasie

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Jakob Engel

aus Kiel

Wirzburg, November 2018



Referentin: Frau Priv.-Doz. Dr. med. Erdmute Kunstmann

Korreferent: Prof. Dr. Franz Jakob

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prifung: 6. Mai 2019

Der Promovend ist Arzt



Inhaltsverzeichnis

(I YT ] LTy AU o ST PRTP 1
1.1 HYPOPNOSPNATASIE.......oviiiiiieiiiee e 1
1.1.1 Definition Und ALIOIOGIE.........ccveveveeeeeeeieeeeiete ettt 1
1.1.2 Definition ,,Seltene Erkrankung.............cccoooiiiiiiiiiiieee 1
1. 1.3 PAtNOIOQIE ...t 2
I T 0 1] USSR 3
1.1.5 Domanenbeschreibung und Erklarung des 3D-Modells..............cccccvevervnennnnn. 3
1.1.5.1 CalCium — BEIeICH ....ueeiiiieiie et 4
1.1.5.2 AKEIVES ZENIIUM ....viiiiieieeiiesieee et ee e ste e snae e e aesneesreenee e 5
1.1.5.3 DImerisierungsbereiCh..........ccccovoeiiiie i 5
1. 2 Klinische Symptome und KIassifikation.............ccoceeieniiiiiieneee e 5
1.2.1 Perinatale, kindliche und jugendliche FOrmen ..........cccccooenininiininiicen, 5
1.2.2 AQUITE FOMM ..ttt bbbt 5
1.2.3 OdontohypophOoSPhAtaSIE. ........cevviiiiiieiieie e e 6
1.3 DIAGNOSTIK ...t 6
I I =T = T o -SSR 7
2. Material und MethOdEN ........couiiiii e 8
2.1 Fragestellung und Planung der Arbeit ... 8
2.1.1 PatientenKONOITE ......c.ooiiiiiei s 8
2.2 Aufbau des Fragebogens ..o 8
2.4 Genetische UNtersuChUNG .........cooiiiiiiiicc e 10
2.5 Software zur Beurteilung des 3D-Modells...........cccoovvveiiiiieniece e 10
2.6 StatiStiSChe ATDEIT........cvoiee e 10
KT ot 0 [=] o] TSP 12
3.1 Zusammensetzung der KONOKTE .......ccccvviieiiie e 12
3.1.1 Auswertung der gesamten KONOIE ..........cooeviiiiniinieniee s 12
3.1.2 ZANNSTALUS ... vttt nnes 13
3.1.3 Psychisches WoRIDefinden ... 16
3.2 Ubersicht Giber die MULAtIONEN ..........cc.cc.cvoviuiueieiiiiecee e, 18
3.2.1 Einteilung der Mutationen in die unterschiedlichen Gruppen anhand ihrer
Lokalisation in der DOMAENE ........cccccueiiieieeiesie e sae e see e nee s 18
3.2.2 Haufigkeit und Verteilung der Mutationen ...........ccccccoeveveveeie e 19
3.2.3 Verteilung der Mutationen auf die EXONS..........cccovviiiiiiieninnene e 21
3.2.5 Biographische Daten der funf Gruppen.........cccoevineiinieienencseseseeeeens 23
3.2.6 Exemplarische Darstellung einer Mutation im 3D-Model ..............ccccveneee. 24
3.3 Ergebnisse und Auswertung der flinf Gruppen..........ccccccevveeiieiii e 25
IR N N 14 51 - 1 OSSR 25
3.3.2 Schmerzen und Frakturen ..........ccocoiiiiiieiiiec e 26
3.3.3 Psychisches Wohlbefinden ..o 28
3.5 Patienten mit dominant negativen Mutationen im ALPL-Gen...................... 29
3.5.1 BiographisChe Daten..........c.ccviieiieiesieiiece et 30
3.5.2 Mutationen und ihre LOKaliSAtioNeN ...........cccoveveriininniie e 30
3.5.3 Vergleich der beiden Gruppen im Themenkomplex Zahnstatus................... 32

3.5.4 Vergleich der beiden Gruppen im Themenkomplex Schmerzen und Frakturen
................................................................................................................................ 33



3.5.5 Vergleich der beiden Gruppen im Themenkomplex Psychisches

WORIDETINARN ... e 35
3.6 Vergleich von Patienten mit und ohne verfrithten Milchzahnausfall als
Hinweis auf eine besonders schwere Form der HPP ..., 36

3.6.1 Patienten mit einem verfrithten Milchzahnausfall................cccoeiiiiinene. 37

3.6.2 Patienten mit keinem verfriihten Milchzahnausfall ..............c.cccooeieinn 39

B ] (U ES7] (o] S SSU R 40
4.1 Haufigkeit der Mutationen und ihre Lage in den EXONS ..........ccocoovvvviinenn, 40
4.2 Verteilung der Mutationen auf die jeweiligen Altersstufen............c..ccccee.... 40
4.3 Vergleich der klinischen Symptome der gesamten Kohorte mit anderen
RS L0 0 [T o [ SR OUSRUPSURPR 40
4.4 Laborchemische und genetische Assoziationen verschiedener Studien ........ 43
4.5 Vergleich der funf Gruppen in den verschiedenen Themenbereichen.......... 44

T R 1] 011 LD 1SS 44

T 40 1=] 74 USSR 45

4.5.3 Psychisches WohlIbefinden ..o 45
4.6 Patienten mit ,,dominant negativen Mutationen* im ALPL-Gen im Vergleich
zu Patienten mit ,,nicht dominant negativen Mutationen“ im ALPL-Gen......... 46

4.6.1 ZANNSTALUS .....ocviiiiie e 46

T 4 1=] 74 OSSR 46

4.6.3 Psychisches WOohIDefinden ..o 47
4.7 Vergleich von Patienten mit und ohne verfrihten Milchzahnausfall............ 47

o ZUSAMMENTASSUNG ...ttt bbbt 48
. LIteraturVerzZeiChNIS ... ..ot 50
N 4] T U o OSSR 53
7.1 AbbildungSVerzeiChnis ..........c.ooiiiii s 53



Abkurzungsverzeichnis

HPP Hypophosphatasie

TNSAP-Gen Tissue Non Specific Alkaline Phosphatase-Gen

ALPL-Gen Tissue Non Specific Alkaline Phosphatase-Gen

bzw. Beziehungsweise

AP Alkalische Phosphatase

TNSAP Tissue Non Specific Alkaline Phosphatase (Gewebe un-
spezifische Alkalische Phosphatase

iPP anorganisches Pyrophosphat

PLP Pyridoxalphosphat

PEA Phosphoethanolamin

z.B. zum Beispiel

w weiblich

m mannlich

NSAR nichtsteroidale Antirheumatika

Abb. Abbildung

MLPA Mutiplex ligation-dependent probe amplification

Tab. Tabelle

gof. gegebenenfalls

HIPS Hypophosphatasia Impact Patient Survey Results Summary

HOST Hypophosphatasia Outcomes Study Telephone interview



1. Einleitung

Die Hypophosphatasie (HPP) z&hlt mit einer Inzidenz von 1: 300 000 zu den sehr
seltenen Erkrankungen und ist vielen Menschen unbekannt [1]. Fur die HPP sind
diverse Schweregrade und klinische Bilder bekannt. Bei den milden Formen wird eine
hohe Zahl an undiagnostizierten Patienten angenommen. Zudem ist die Datenlage fur
die abgeschwachten Verlaufsformen der HPP bislang unzureichend.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Fragebogens die individuelle
Symptomkonstellation von Patienten mit HPP erfasst. Alle Patienten erhielten eine
Untersuchung des ,, Tissue Non Specific Alkaline Phosphatase-Gens* (TNSAP-
Gen/ALPL-Gen). Ziel der Arbeit war die Korrelation der Phanotypen mit den
verschiedenen Mutationen im TNSAP-Gen. Die Arbeit fokussiert sich auf die
Spatmanifestation beziehungsweise (bzw.) Erwachsenform der HPP, somit wird auf die

kindlichen und jugendlichen Formen nicht ndher eingegangen.

1.1 Hypophosphatasie

1.1.1 Definition und Atiologie

Die HPP ist gekennzeichnet durch eine erniedrigte Enzymaktivitat der Alkalischen
Phosphatase (AP). Die Erkrankung wurde erstmal 1948 von Rathbun an einem neun
Wochen alten Saugling beschrieben [1]. Die Prévalenz der schweren Form wird in
Europa auf 1: 300 000 angegeben, die Pravalenzen der unterschiedlichen kindlichen
Verlaufsformen schwanken stark [2]. Die wenige Literatur, welche die Pravalenz der
milden Form der HPP beschreiben, nennen Zahlen bis zu 1: 6.370 [2]. Es wird von einer
hohen Dunkelziffer ausgegangen, da bei Personen mit milderen Verlaufen

differentialdiagnostisch selten an eine HPP gedacht wird [3].

1.1.2 Definition ,,Seltene Erkrankung*

Fur die schwere und haufigste Form der HPP wird eine Pravalenz von 1: 300 000
vermutet [2]. Mit diesen Zahlen féllt die Krankheit unter die Definition ,,Seltene

Erkrankungen® fiir die in Europa daflr gultigen Kriterien. Eine seltene Erkrankung



bedeutet in Zahlen, dass weniger als flinf von 10 000 Menschen an einer Krankheit
leiden [4].

1.1.3 Pathologie

Die HPP ist eine Erkrankung des Knochen- und Mineralstoffwechsels aufgrund einer
verminderten Aktivitat der AP. Die ,, Tissue Non Specific Alkaline

Phosphatase (TNSAP) die ein Isoenzym der Alkalischen Phosphatase darstellt, spielt
eine wichtige Rolle bei der Kristallisierung von Hydroxylapatit. Die eigentliche
Aufgabe der TNSAP besteht in der Spaltung des anorganischen Pyrophosphats, dadurch
kommt es zu Regeneration von Adenosintriphosphat sowie energiereichen
Phosphatverbindungen. Dieser Schritt ist wichtig flr einen regelrechten
Knochenstoffwechsel. Auch entsteht durch die AP aus Calcium- und Phosphationen
Hydroxylapatit, welches ein Grundelement im gesunden Knochen ist. Bei der HPP ist
die Aktivitat der TNSAP vermindert, sodass es zur Storung bei der Mineralisation des
Knochens und der Zadhne kommt [5, 6, 7, 8, 9]. Ist die Enzymaktivitat der TNSAP
vermindert, lassen sich im Blut und Urin vermehrt Stoffwechselprodukte wie
anorganisches Pyrophosphat (iPP), Pyridoxalphosphat (PLP) und Phosphoethanolamin
(PEA) nachweisen [7, 10]. Diese Substrate werden unvollstandig abgebaut und
akkumulieren. Das anorganische Pyrophosphat verhindert die Mineralisation der
Knochen indem es sich an die Osteoblasten anlagert. Durch Interaktion mit Kalzium
entstehen Kristalle, die sich in verschiedenen Korpergeweben, wie zum Beispiel (z.B.)
Gelenken und Muskulatur ablagern. Sekundar kénnen Knochenentziindungen durch
Akkumulation von Kalziumpyrophosphatkristallen auftreten [11, 12, 13, 14, 15, 16].
Aufgrund der mangelnden Kristallisierung von Hydroxylapatit kann der Zahnzement
nur teilweise oder fehlerhaft angelegt werden. In der Folge ist der regelrechte Aufbau
des Zahnhalteapparats gestort, der Alveolarfortsatz ist durch eine verminderte
Vertikalentwicklung fehlerhaft. Eine weitere Folge ist die Zahnschmelzhypoplasie, die
durch die mangelnde Kristallisierung von Hydroxylapatit auftritt und eine
Kariesproblematik hervorruft [6]. Letztendlich fiihrt eine Kombination dieser Faktoren
zu einer verminderten Befestigung der Zahnwurzel im Knochen, die sich bis hin zum

Zahnverlust zeigt [9].



1.1.4 Genetik

Das TNSAP-Gen befindet sich in der chromosomalen Region 1p36.1 [7, 8]. Laut der

., The Tissue Nonspecific Alkaline Phosphatase Gene Mutations Database* gibt es
aktuell mindestens 365 beschriebene Mutationen [17]. Eine Vererbung der HPP ist
autosomal dominant, aber auch autosomal rezessiv moglich. Die perinatalen und
kindlichen Formen werden meist autosomal rezessiv vererbt. Verlaufe, wie die adulte
sowie die Odonto—HPP, werden dagegen meist autosomal dominant vererbt [18]. Da die
AP ein Dimer bildet, konnte in In-vitro Untersuchungen nachgewiesen werden, dass
Mutationen im TNSAP—Gen auch einen dominant negativen Effekt zeigen kénnen [19].
Dies bedeutet, dass die Mutation dominant gegenuiber der Wirkung des Wildtyp-Allels
ist und dieses inhibieren kann [20].

1.1.5 Domanenbeschreibung und Erklarung des 3D-Modells

Um die unterschiedlichen Mutationen zu vergleichen, wurde jede Mutation durch das
Computerprogramm ,,Chimera“ in das 3D-Modell einer menschlichen plazentaren
alkalischen Phosphatase eingefligt [21]. Die Abbildung (Abb.) 1.1 zeigt ein solches 3D-

Modell, die verschiedenen Domanen sind farbig eingezeichnet und beschriftet.
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Abb. 1.1: 3D-Modell einer humanen plazentaren alkalischen Phosphatase, mit

freundlicher Genehmigung von Herrn Etienne Mornet [21]

Die alkalische Phosphatase ist ein Dimer, setzt sich also aus zwei Monomeren
zusammen. Man unterteilt dieses Dimer in den Calcium-Bereich, das katalytische
Zentrum, auch aktives Zentrum genannt, und den Dimerisierungsbereich, der sich aus
der Crown-Region und dem Homodimer-interface zusammensetzt.

Im folgenden Abschnitt werden Bedeutung und Funktion der Domanen naher
beschrieben, die zum Verstandnis der mutationsbedingten Einschrénkung der
Enzymaktivitat notig sind.

1.1.5.1 Calcium — Bereich

Diese Domane befindet sich jeweils im Aulienbereich des Monomers. Die Aufgabe von
Calciumionen besteht unter anderem darin, als sogenannter Botenstoff Signale zu
senden oder zu hemmen. Durch die Bindung und Weitergabe von Calciumionen im
Calciumbereich spielt dieser Bereich eine wichtige Rolle fur die Struktur, Funktion und
Stabilitat des Enzyms [22, 22].



1.1.5.2 Aktives Zentrum

Das katalytische Zentrum wird auch aktives Zentrum genannt. Die fur diesen Bereich
notwendigen Aminoséuren werden teilweise von weit auseinanderliegenden Codons
kodiert. Erst durch die Proteinfaltung kommen diese Aminosauren zusammen und
agieren miteinander. Dadurch befindet sich dies im Zentrum des Monomers und bildet
eine Substratbindungsstelle, die fur katalytische Abléufe zustandig ist. Das aktive
Zentrum ist daher fur die Bindungsspezifitat des Substrats verantwortlich. Kommt es in

diesem Bereich zu Mutationen ist das Enzym in seiner Aktivitat eingeschrankt. [24, 25].

1.1.5.3 Dimerisierungsbereich

Dabei handelt es sich um die Bindungsstelle von zwei Monomeren, die dann ein Dimer
bilden. Ein Homodimer besteht aus zwei gleichen Monomeren [26]. Die Crown-Region
stabilisiert diese Dimerstruktur. Wenn diese Region durch eine Mutation verandert
wird, reduziert dies die Enzymaktivitat, da das Dimer nicht mehr stabilisiert ist und
interagieren kann. Somit spielt diese Domane eine zentrale Aufgabe [27]. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Crown-Region und das Homodimer-interface

zusammengefasst und Dimerisierungsbereich genannt.

1. 2 Klinische Symptome und Klassifikation

1.2.1 Perinatale, kindliche und jugendliche Formen

Da die Arbeit hauptsachlich die Spatmanifestation bzw. Erwachsenform der HPP
behandelt, wird nicht n&dher auf die perinatalen, kindlichen und jugendlichen Symptome

eingegangen.

1.2.2 Adulte Form

Charakteristisch fur diese Form sind die Osteomalazie, Chrondrokalzinose,
Osteoarthropathie, Nackensteifigkeit, Pseudomeningitis und Nierenfunktionsstérungen.
Es treten auBerdem hdufig Ermidungsfrakturen im mittleren Lebensalter auf [7, 14, 28].

Des Weiteren berichten die Patienten von starken Schmerzen in den Muskeln, Gelenken



und Knochen. Diese flhren zu groRen Einschrankungen in ihrem Alltag, verhindern
Freizeitaktivitaten und beeinflussen die sozialen Kontakte. Zahlreiche Patienten haben

zudem psychische Beschwerden.

1.2.3 Odontohypophosphatasie

Die Patienten leiden typischerweise an einem vorzeitigen Verlust ihrer Milchzéahne,
starken Problemen der bleibenden Z&hne und ausgeprégter Karies. Auch geben diese

Patienten deutliche muskuloskelettale Schmerzen sowie Frakturen an

Zusammenfassend sind die Symptome der einzelnen Formen breit geféachert und
sehr variabel. Eine Uberschneidung der verschiedenen Krankheitsformen ist haufig.
Pathophysiologisch geht man davon aus, dass die unterschiedlichen Formen ,,einem
Kontinuum an Schweregrad entsprechen* [7, 10, 13, 14, 28, 29].

1.3 Diagnostik

Die Diagnostik wird meist durch laborchemische Untersuchungen insbesondere der
Messung der Enzymaktivitat der AP begonnen, gefolgt von der Messung der TNSAP.
Differentialdiagnostisch muss jedoch bei einer erniedrigten AP-Aktivitat unter anderem
auch an eine Anémie, frithe

Schwangerschaft, Zinkmangel, Anorexie oder Hypothyreose gedacht werden. Somit ist
die erniedrigte Aktivitat der alkalischen Phosphatase nicht spezifisch fir die HPP [5, 8].
Bei der Untersuchung von Serum und Urin kénnen erhéhte Werte fur iPP, PLP und
PEA gefunden werden, die durch den Enzymmangel entstehen. Ebenso kann das
Serum-Phosphat sowie -Kalzium erhéht sein. Durch Sequenzierung des TNSAP-Gens
kann die laborchemisch gestellte Diagnose genetisch gesichert werden [7, 28, 30, 31].
Des Weiteren kann die bildgebende Diagnostik, z.B. Rontgen, einen Verdacht auf eine
HPP bestatigen. Hierbei zeigen sich unter anderem metaphysare Strukturstérungen und
Verbiegungen der Knochen [32]. Zudem ist bei einem Verdacht auf die HPP eine
Untersuchung durch den Zahnarzt und Kieferorthopéden notwendig, um Verénderungen

im Gebiss friih zu erkennen und entsprechend zu behandeln [10].



1.4 Therapie

Es besteht eine Therapiemdglichkeit durch den Enzymersatz der Firma Alexionl. Das
Enzym wird durch eine kunstlich hergestellte alkalische Phosphatase ersetzt, die einen
molekularen Anker an sich flhrt. Dieser Anker besteht aus einer Aminoséure und hat

die Funktion die alkalische Phosphatase direkt in den Knochen zu bringen [33].

Der Hauptanteil der Therapie besteht allerdings in der symptomatischen Behandlung.
Schmerzen und korperliche Leistungsschwache spielen flr viele Patienten eine groRe
Rolle. Es konnte festgestellt werden, dass nach einer flinf wochigen Therapie mit einem
nicht-steroidalen Antiphlogistikum die bei HPP - Patienten typisch erhdhte
Serumkonzentration von Prostaglandin E2 auf den normalen Wert gesenkt wurde. Die
damit verbundene Schmerzsenkung und Steigerung der Leistungsfahigkeit halten nach
einer langeren, achtwochigen Therapie, ungefahr vier Wochen lang an [33].
RegelméRige laborchemische und klinische Untersuchungen sind als Verlaufsparameter
fiir die Uberpriifung der Therapie wichtig. Auch sollte den Patienten die Kréftigung der
Muskulatur durch Sportarten wie Schwimmen, Radfahren oder Fitnesskurse nahegelegt
werden. Zur Starkung des sozialen Umfelds und der psychischen Belastung wird haufig
ein Gemeinschaftssport empfohlen. Patienten mit der schweren Form sollten unbedingt
Stirze vermeiden. Durch die bereits inhomogene Knochenstruktur kommt es bei diesen
Patienten h&ufiger zu Frakturen. Diese heilen in der Folge langsamer aus und kénnen
weitere Komplikationen mit sich bringen. Bei allen Formen, egal ob symptomreichen
oder -armen Verlaufen, sollte den Patienten eine regelméRige Untersuchung der Z&hne

durch einen Zahnarzt bzw. Kieferorthopaden empfohlen werden [33].



2. Material und Methoden

2.1 Fragestellung und Planung der Arbeit

Die HPP stellt sich mit einer Vielzahl von klinischen Symptomen in unterschiedlichen
Altersstufen dar. Zahlreiche Mutationen im TNSAP-Gen wurden bereits nachgewiesen.
Auf dieser Grundlage stellt sich die Frage, ob verschiedene Mutationen unterschiedliche
Erkrankungssymptome auslésen. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Korrelation
zwischen Phanotyp und Genotyp besteht. Um den Phanotyp moglichst gezielt und
umfangreich zu beschreiben, wurde in Zusammenarbeit und Kooperation von
Humangenetik, Osteologie und Zahnheilkunde ein Fragebogen erarbeitet. Nach
Genehmigung des Projekts durch die Ethikkommission wurde dieser Fragebogen Mitte

August 2012 an die Patienten versendet.

2.1.1 Patientenkohorte

Der Fragebogen wurde an Patienten verschickt, die sich im Rahmen einer genetischen
oder orthopédischen Untersuchung entweder im ,,Zentrum Medizinische Genetik
Wirzburg oder im ,,Konig-Ludwig Haus Wirzburg® vorgestellt hatten.
Einschlusskriterium war eine gesicherte genetische Diagnose der Hypophosphatasie.
Zunéchst wurden die Index-Patienten in den jeweiligen Familien angeschrieben und
Uber die Studie informiert. Im weiteren Verlauf wurden diese Patienten gebeten ihre
Verwandten, die ebenfalls genetisch an der HPP erkrankt sind, zu motivieren und flr
die Studie zu begeistern. Insgesamt wurden die Fragebtgen an 77 Patienten versendet.
Das Ende der Riicksendung war der 31. Januar 2013, spétere Eingdnge wurden nicht
mehr beruicksichtigt. Die Fragebdgen wurden anonymisiert ausgewertet.

2.2 Aufbau des Fragebogens

Der 24 Seiten und 74 Fragen umfassende Fragebogen war neben dem Multiple-Choice
Prinzip auch mit offenen Fragen gestaltet. Folgende drei groRe Themen wurden
behandelt:



Zahnstatus

Dieser Themenkomplex begann mit Fragen zum Milchzahngebiss, gefolgt von
Informationen zum erwachsenen Gebiss. Es wurden verschiedene Themen abgefragt,
z.B. Zahnschmerzen, Zahnfleischbluten, Zahnausfall, Zahnersatz. Im Anschluss folgten
Fragen zur Zahnpflege, Haufigkeit von Zahnarztbesuchen sowie zum Umgang mit

Zahnproblemen.

Schmerzen und Knochenbriiche

Bei diesem Themenbereich sollten die Patienten die Haufigkeit, Lokalisation und
mogliche Ausldser ihrer Schmerzen angeben, z.B.: haben Sie Schmerzen in Ruhe, vor,
wéhrend oder nach einer Belastung und wo treten diese Schmerzen im Bereich von
Knochen/Muskeln/Gelenken auf? Zudem wurden Dauer, Intensitat und Art des
Schmerzes erfragt. Des Weiteren konnten die Patienten dokumentieren, ob sie

bereits Frakturen hatten und ob diese regelgerecht verheilt waren.

Eine Anamnese zur Einnahme von Schmerzmedikamenten folgte im Anschluss.

Psyche

Der dritte Abschnitt thematisierte Fragen rund um den Alltag und das personliche
Empfinden. Wie hat sich die Stimmung in den letzten Jahren aufgrund der Krankheit
verandert? Sind die Symptome aktuell besser oder sogar viel schlechter? Die Patienten
wurden auch zu Themen wie Ubelkeit und Verdauungsheschwerden sowie Angst in
bestimmten Alltagssituationen befragt. Die Leistungsfahigkeit und die Schlafhygiene

waren ebenfalls von Interesse.

Die Themengebiete wurden auf der Grundlage von Patientengesprachen und den in der

Literatur beschriebenen Symptomen entwickelt.

Parallel zum Fragebogen erhielt jeder Patient ein ausfuhrliches Aufklarungsschreiben,
in dem die Fragestellung und Nutzen der Arbeit erklart wurden. Zusétzlich wurden in
einem personlichen Datenblatt die Mutation und die AP-Werte, falls bekannt, abgefragt.
Konnten diese Informationen durch den Patienten nicht angegeben werden, wurden

diese uber die vorhandenen Patientenunterlagen herausgesucht.



2.4 Genetische Untersuchung

Voraussetzung fir den Einschluss in diese Studie war das Vorliegen einer genetisch
gesicherten HPP. Die Sequenzierung des TNSAP-Gens mittels ,,Mutiplex ligation-
dependent probe amplification* (MLPA) wurde zum Grof3teil im ,,Zentrum
Medizinische Genetik Wirzburg* durchgefihrt. Die restlichen Patienten hatten die
Ergebnisse der Sequenzierung von anderen zertifizierten Zentren. Die Mutationen der
Patientenkohorte wurden mit dem aktuellen Stand der ,,The Tissue Nonspecific
Alkaline Phosphatase Gene Mutations Database* verglichen und ins Verhaltnis gesetzt
[17]. Des Weiteren wurden zahlreiche wissenschaftliche Veroffentlichungen

herangezogen, um die Mutationen einzuteilen und im richtigen Kontext zu bewerten.

2.5 Software zur Beurteilung des 3D-Modells

Um die Mutationen der Patienten in das bereits erwéhnte 3D-Modell einfiigen zu
kdnnen, wurden diese im Programm ,, Text Wrangler* bearbeitet. Die Mutationen
konnten dann an der jeweiligen Stelle der Aminosauresequenz eingefligt werden. Die
dadurch neu entstandene Aminosauresequenz wurde durch den ,,Swiss Model
Automatic Modelling Mode* modelliert [34]. Dieses Modell des Proteins wurde im
Computerprogramm ,,Chimera‘ auf das Modell einer menschlichen plazentaren
alkalischen Phosphatase gelegt. In weiteren Schritten wurden mit dem Programm
Chimera das 3D-Modell erstellt und auch die genauen Positionen der Mutationen und

ihr Verhalten in ihrer Umgebung farbig markiert.

2.6 Statistische Arbeit

Die Antworten des Fragebogens wurden in das Computerprogramm ,,Numbers* von
Apple eingegeben, anschliefend wurden die Daten in das Computer Statistikprogramm
,,IBM SPSS Statistics 22 Ubertragen. Die Diagramme wurden mit dem
Computerprogramm ,,Excel*“ von Microsoft erstellt und die Arbeit im Programm
»Word*“ von Microsoft geschrieben. Als begleitender Bioinformatiker stand wéhrend
der Auswertung Dr. Michael Schneider vom Konig-Ludwig-Haus in Wiirzburg zur

Verfligung. Das Kollektiv wurde anhand der Lokalisation und Art der Mutationen in
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funf Gruppen a 12 bis 15 Patienten eingeteilt. Die Einteilung in die Gruppen erfolgte
anhand der Lokalisation und Art der Mutationen und wird im weiteren Verlauf der
Arbeit noch naher erklart. Aufgrund der Einteilung in kleinere Subgruppen und dadurch

fehlender Signifikanz, wurden die Ergebnisse rein deskriptiv beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1 Zusammensetzung der Kohorte

Insgesamt wurden 77 Patienten angeschrieben, 67 Fragebdgen sind ausgeftllt und
innerhalb des vorgesehenen zeitlichen Rahmens zurlickgeschickt worden. Das
entspricht einer Ricklaufquote von 87%. Zunéchst wurden die zuriickgesendeten
Fragebdgen auf Vollstandigkeit Gberpruft. Mehr als zwei Drittel der Fragebdgen waren
vollstandig ausgefillt, bei weniger als einem Drittel blieben einzelne Fragen offen.

Die 67 Fragebdgen wurden von 46 weiblichen und 21 mannlichen Patienten ausgefiillt.
Von jedem dieser Patienten lag eine genetische Untersuchung des TNSAP-Gens vor.
Bei zwei Patienten ergab die Mutationsanalyse nur einen Polymorphismus, dem bislang
keine funktionelle Relevanz zugeordnet wird. Deshalb wurden diese zwei Fragebdgen
aus der Auswertung genommen. Die Kohorte bestand also aus 65 Patienten,
entsprechend 68% Frauen und 32% Manner. Drei Patienten waren zum Zeitpunkt der
Befragung unter 19 Jahren, eine weibliche (w) und zwei ménnliche (m), funf zwischen
20 und 29 Jahren (zwei w/drei m), 17 zwischen 30 und 39 Jahren (acht w/neun m), 22
zwischen 40 und 49 Jahren (19 w/drei m), neun zwischen 50 und 59 Jahren (sieben
w/zwei m), funf zwischen 60 und 69 Jahren (vier w/ein m) und zwischen 70 und 79
Jahren vier (drei w/ein m) Patienten. Das Alter lag im Mittel bei 44 Jahren.

74% der Befragten konnten ihren AP—Wert angeben, alle waren erniedrigt. Die
restlichen Patienten konnten dazu keine Angabe machen, da sie ihre Blutwerte nicht

vorliegen hatten.

3.1.1 Auswertung der gesamten Kohorte

Zundachst wird das gesamte Patientenkollektiv an Hand der drei Themenkomplexe
»Zahnstatus®, ,,Schmerzen und Frakturen® und ,,Psychisches Wohlbefinden*

beschrieben.
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3.1.2 Zahnstatus

20% der Patienten hatten einen verfriihten Milchzahnausfall, von dem insbesondere die
Frontzahne betroffen waren. Diese Patienten bendtigten auch schon vor dem

18. Lebensjahr ihren ersten Zahnersatz. Insgesamt litten 74% an Karies, 82% an
Parodontose und 72% besalRen Zahnersatz. 31% der Patienten berichteten von lockeren

Zahnen.

3.1.2 Schmerzen und Frakturen

In der folgenden Abbildung 3.1 ist die Schmerzskala der Patientenkohorte abgebildet.
Die Skala hat eine Rangfolge von eins bis zehn. Eins bedeutet keine, zehn sehr starke

muskuloskelettale Schmerzen. Zwei Patienten haben keine Werte angegeben.

12
11
9
7 7
6 6
3
1 I

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1
10

Anzahl der Patienten

Schmerzskalavon 1 - 10

Abb. 3.1: Schmerzskala der gesamten Patientenkohorte

Die Abbildung zeigt, dass sich 60% der Patienten mit ihren Schmerzen im Mittelfeld,
also zwischen den Werten drei und sieben befanden und somit wenige bis mittelmaiige
Schmerzen hatten. Bei 46% der Patienten waren die Schmerzen unabhéngig von den
Jahreszeiten und 38% empfanden im Winter starkere Schmerzen. Wellenartige
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Schmerzen, also Zeiten mit starkeren und wieder schwécheren Schmerzen, hatten 43%.
Etwa die Hélfte der befragten Personen (51%) nahmen Schmerzmedikamente ein,
wobei die Patienten auf nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) und vereinzelt
schwéchere Opioide zurtickgegriffen haben. Die folgende Abb. 3.2 zeigt die Verteilung
der Schmerzen auf die verschiedenen Komponenten des Skelettsystems. Hier war eine

Mehrfachnennung méglich.

75% 78%

60%
I 55%

Knochenschmerzen Muskelschmerzen Gelenkschmerzen Rickenschmerzen

Anzahl in Prozent

Abb. 3.2: Unterschiedliche Lokalisationen der Schmerzen am Kérper

Knapp flihrend waren die Riickenschmerzen mit 78% gefolgt von Gelenkschmerzen,
etwas seltener genannt wurden Muskel- und Knochenschmerzen. Diese
Haufigkeitsangaben variierten aber nicht stark. Die nachstehende Abb. 3.3 zeigt die
Schmerzverteilung wahrend und nach einer korperlichen Betatigung sowie in Ruhe.

Hier war eine Mehrfachnennung méglich.
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Anzahl in Prozent

17%
15%
12% 12%
11% 11%
9% 9%
8% 8%
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3% 3% 3% 3% 3%
I 2%
+G M+K K+G M

K+M+G M G K

B Wihrend einer korperlichen Betiitigung ® Nach einer korperlichen Betiitigung ® Ruheschmerzen

K=Knochen M=Muskel G=Gelenk

Abb. 3.3: Schmerzen an Knochen, Muskeln und Gelenken wéahrend, nach einer
korperlichen Aktivitat sowie in Ruhe

64 % der Patienten gaben an, wahrend einer Betatigung wie Laufen, Putzen oder Sport
Schmerzen zu verspiren. Die Abbildung zeigt, dass am haufigsten die
Gelenkschmerzen gefolgt von den Muskelschmerzen auftraten. Schmerzen nach einer
Belastung hatten 70% und gaben diese vermehrt in allen drei Bereichen an. Allgemein
schwanden die Schmerzen bei langerer Belastungspause. Allerdings imponierte
weiterhin der Gelenkschmerz, der auch in Ruhe eine starke Belastung fur die Patienten

darstellte. Danach folgte die Kombination aus Muskel- und Gelenkschmerz.

34% der Patienten berichteten von einer Hyperflexibilitat ihrer Gelenke. Hiervon spricht
man dann, wenn ein erwachsener Patient z. B. mit dem rechten Daumen den rechten
Unterarm durch Uberstreckung ohne Probleme beriihren oder mit ausgestreckten Beinen

seine beiden Handflachen auf den Boden legen kann.

49% der Patienten hatten bereits Knochenbruche erfahren, davon 19 Frauen zwischen
31 und 79 Jahren und elf mannliche Patienten zwischen zwolf und 74 Jahren. Eine
Patientin gab mit 24 Frakturen den Hochstwert an. Ermudungsfrakturen wurden von
22% der befragten Personen angegeben. VVon einer verlangerten Heilung ihrer Frakturen

berichteten 22%, diese Patienten sind alle weiblich und zwischen 31 und 73 Jahren alt.
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14% hatten auch nach Ausheilung der Frakturen Schmerzen und
Bewegungseinschrankungen an der ehemaligen Frakturstelle, 8% erlitten an derselben

Stelle wieder einen Bruch.

Es gaben 21% an, dass sie wegen der HPP und der damit verbundenen kérperlichen
Einschrankungen die Arbeitsstelle haben wechseln oder verfriiht berentet werden

mussen.

3.1.3 Psychisches Wohlbefinden

Die Fragen sollten eruieren, wie Patienten ihre Lebensqualitat einschatzten. Hierzu
konnten die Patienten ebenfalls einen Zahlenwert zwischen eins und zehn ankreuzen,
wobei die Zahl eins eine geringe und zehn eine sehr hohe Lebensqualitat bedeutete.

Abb. 3.4 zeigt das Ergebnis der Befragung.

Anzahl der Patienten

17
16
8
6
5
4
2 2
i » i :

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10
Skala fiir die Lebensqualitiit von 1 - 10

Abb. 3.4: Skala flr die Lebensqualitat der gesamten Patientenkohorte

Drei Personen machten hierzu keine Angaben. Neun Personen gaben eine
Lebensqualitat < fiinf an, die restliche Kohorte kreuzten Werte > fiinf an. Somit hatte

ein Grol3teil der befragten Personen eine durchschnittliche bis hohe Lebensqualitét.
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Wie die Patienten ihre Lebensqualitit im Vergleich zu vor zehn Jahren bewerteten ist in
folgender Tabelle (Tab.) 3.1 zu sehen.

Lebensqualitat jetzt im Vergleich zu vor zehn
Jahren

Besser 20%

Unverandert 14%

Schlechter 62%

Tab. 3.1: Lebensqualitat der gesamten Patientenkohorte
im Vergleich zu vor zehn Jahren

62% gaben an, dass ihre Lebensqualitat in den vergangenen zehn Jahren schlechter
geworden ist. Im Vergleich gab es nur 20%, die eine Verbesserung erfahren haben. In
dieser Gruppe waren 77% unter 47 Jahren alt, davon waren 62% Frauen und 38%
Manner. 51% der Patienten fiihlten sich gelegentlich unverstanden oder isoliert. Auch
waren 32% gelegentlich und 20% nie voller Energie. Hingegen waren doch mehr als
50% regelmaRig frohlich und gut gelaunt.

63% der Patienten gaben an, dass ihre Leistungsfahigkeit im Vergleich zu
Gleichaltrigen vermindert war. Es sprachen 48% von einer standigen Verminderung
ihrer Leistungsfahigkeit. Zudem hatten 60% regelméalig traurige Verstimmungen, die
mehrere Tage bis Wochen andauern konnten. Hiermit assoziiert waren standige
Gedanken an die Erkrankung, die mogliche Einschrankungen in der Zukunft oder auch
die Sorge um die Kinder, an die man die HPP vererben kdnnte. 23% berichteten von
Einschlafschwierigkeiten und 60% von Problemen mit dem Durchschlafen. Des
Weiteren hatten 11% eine regelmaRige Ubelkeit, 14% litten unter Appetitlosigkeit und
25% gaben Verdauungsstorungen an. Angstattacken erlebten 46% regelmaRig z.B. beim
Treppensteigen, beim Gehen auf unbefestigten Wegen oder beim Uberqueren von stark
befahrenen Strallen. Angegebene Griinde daflir waren die eingeschréankte Mobilitat und

starke Schmerzen.
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3.2 Ubersicht iber die Mutationen

3.2.1 Einteilung der Mutationen in die unterschiedlichen Gruppen anhand ihrer

Lokalisation in der Doméane

Nachdem jede Mutation in das 3D-Modell Gibertragen und einer funktionellen Domane
zugeordnet wurde, konnten funf Gruppen unter Berticksichtigung der Art der Mutation
gebildet werden. Gruppe eins bis drei bezog sich dabei auf die jeweilige Lokalisation im
3D-Modell, Gruppe vier bestand aus Stopp-Mutationen und Gruppe finf waren

Patienten mit zwei Mutationen:

1. Gruppe: Calcium bindender Bereich
2. Gruppe: Katalytisches Zentrum = Aktives Zentrum

3. Gruppe: Dimerisierungsbereich = Homodimer Interface + Crown domain.

Die Bereiche von Homodimer Interface und Crown domain wurden deswegen
zusammengelegt, weil sie sich strukturell und funktionell &hnlich sind. Sie liegen im
Protein nahe beieinander, sodass eine Mutation in einem der beiden Bereiche &hnliche

Folgen hervorruft.

4. Gruppe: Stopp-Mutationen.

Unter einer Stopp-Mutation versteht man eine Nonsense-Mutation. Hierbei kommt es
nicht zu einem Austausch einer Aminosaure, sondern es entsteht ein Stopp-Codon [35].
Das Stopp-Codon ist ein Codon der Ribonukleinsdure, jedoch gibt es dafiir keine
Transfer-RNA. Dies flihrt zum Ende einer Sequenz von Nukleotiden und die
Translation wéhrend der Proteinbiosynthese in einer Zelle wird abgebrochen. Dies

bedeutet das Ende flr die Nukleotidsequenz, welche fir das Protein codiert [36, 37].

5. Gruppe: Patienten mit zwei Mutationen = Mutationen in zwei Lokalisationen oder

zusétzlich eine Stopp-Mutation.
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3.2.2 Haufigkeit und Verteilung der Mutationen

Die folgenden Tabellen zeigen eine Ubersicht tiber alle Mutationen, die in dieser Arbeit
vorkommen und behandelt wurden. Die Mutationen wurden in fiunf Gruppen aufgeteilt,

die unter Punkt 3.2.1 bereits genauer erkléart worden sind.

Katalytischer Bereich
Exon 3: ¢.98C>T, p.Ala33Val

Exon 5: ¢.299C>T, p.Thr100Met

Exon 5: ¢.379A>G, p.Thri27Ala

Exon 6: ¢.500C>T, p.Thr167Met

Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr

Exon 6: ¢.530C>T, p.Alal77Val

Exon 9: ¢.876-881delAGGGGA, p.Gly293 Asp294del
Exon 10: ¢.1001G>A, p.Gly334Asp

Exon 10: ¢.1130C>T, p.Ala377Val

RPN R|RP|lWlR[R[N|[R|S

Tab. 3.2: Ubersicht tber die Mutationen, die dem katalytischen Bereich zugeordnet
wurden

Calcium bindender Bereich
Exon 5: ¢.422C>A, p.Thrl41Asn

Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys
Exon 7: c.667C>T, p.Arg223Trp
Exon 7: ¢.746G>T, p.Gly249Val
Exon 9: ¢.874C>A, p.Pro292Thr

Rk |o|R|>

Tab. 3.3: Ubersicht iiber die Mutationen, die dem Calcium bindenden Bereich
zugeordnet wurden
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Dimerisierunsgbereich
Exon 3: ¢.119C>VT, p.Alad0Val

Exon 4: ¢.203C>T, p.Thr68Met
Exon 4: c.211C>A, p.Arg71Ser
Exon 4: ¢.212G>A, p.Arg71His
Exon 10: ¢.1171C>T, p.Arg391Cys
Exon 11: ¢.1250A>G, p.Asn417Ser
Exon 11: ¢.1283G>T, p.Arg428Leu
Exon 12: ¢.1310C>T, p.Ala437Val
Exon 12: ¢.1427A>C, p.Glu476Ala

RlRr|lw|lo|lRr|kR|[RLR[N|[F|S

Tab. 3.4: Ubersicht uiber die Mutationen, die dem Dimerisierungsbereich zugeordnet
wurden

Stopp - Mutation n

Exon 2: ¢.3G>A, p.Metllle 1

Intron 6: ¢.648+1G>A donor Splice 1

Exon 8: ¢.793-19A>G acceptor Splice site 1

Exon 10: ¢.1114 1115delCT; p.Leu372Aspfs*32 1

Exon 11: ¢.1282C>T, p.Arg428Stop 2

Exon 12: ¢.1323C>A, p.Tyr441Stop 1

Tab. 3.5: Ubersicht tiber die Stopp - Mutationen

Kombination aus 2 Mutationen n
Exon 4: ¢.203C>T, p.Thr68Met Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr 1
Exon 4: c.211C>A, p.Arg71Ser Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys 1
Exon 5: ¢.379A>G, p.Thr127Ala Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr 1
Exon 6: ¢.500C>T, p.Thrl67Met Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys 2
Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr Exon 7: c.661G>T, p.Gly221Cys 1
Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr Exon 11: ¢.1282C>T, p.Arg428Stop 2
Exon 6: ¢.542C>T, p.Ser181Leu Exon 9: ¢.920C>T, p.Pro307Leu 1
Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys Exon 6: ¢.535H>A, p. Alal79Thr 1
Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys Exon 10: ¢.1130C>T, p.Ala377Val 1
Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys Exon 10: ¢.1001G>A, p.Gly334Asp 3
Exon 8: ¢.793-19A>G acceptor Splice site | Exon 9: ¢.874C>A, p.Pro292Thr 2

Tab. 3.6: Ubersicht tiber die Kombination aus zwei Mutationen sowie Stopp-Mutationen
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Insgesamt wurden bei den 65 Patienten 81 Mutationen gefunden, 44 davon sind

unterschiedlich, 16 Patienten zeigten zwei und 49 eine Mutation.

3.2.3 Verteilung der Mutationen auf die Exons

Ein Exon stellt einen Abschnitt auf einer DNA dar, der im weiteren Verlauf in eine
MRNA umgewandelt wird. Exons sind nicht direkt miteinander verbunden, zwischen
ihnen findet sich jeweils ein Intron [38]. Die Verteilung auf die unterschiedlichen Exons

der vorliegenden Mutationen stellte sich wie folgt in Abb. 3.5 dar.
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Abb. 3.5: Verteilung aller Mutationen der vorliegenden Kohorte auf die Exons
Im Exon sechs lagen mit einer Anzahl von 31 die meisten Mutationen der Patienten,

gefolgt von Exon elf und zwolf. Die wenigsten Mutationen fanden sich in den Exons

zwei und drei, im Exon eins lag keine Mutation.
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3.2.4 Angaben der Patienten zum Alter der Erstdiagnose der HPP

Die Patienten wurden gefragt, in welchem Alter die Erstdiagnose HPP gestellt wurde.
Anhand dieser Angaben und der bekannten Mutation(en) der Patienten konnte folgende

Tab. 3.7 erstellt werden:

Alter Erstdiagnose | 1 Mutation 2 Mutationen

Sédugling - 4
Kleinkind 1 6
Jugendlicher - -
Erwachsener 39 )
Keine Angabe 9 1
Gesamt 49 16

Tab. 3.7: Angabe der Patienten der vorliegenden Kohorte, wann sie die Erstdiagnose
HPP gestellt bekommen haben

Die Anzahl der Betroffen, bei denen bereits im Sauglings- oder Kindesalter die
Diagnose bekannt war, lag bei elf Personen. Die Tabelle zeigt, dass gerade die
kindlichen Formen mit meist zwei Mutationen auftraten. Anhand der Darstellung kann
auch gezeigt werden, dass 44 Patienten erst im Erwachsenenalter mit der Diagnose einer
HPP konfrontiert wurden.
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3.2.5 Biographische Daten der fiinf Gruppen

Die folgende Tab. 3.8 zeigt eine Ubersicht tiber die biographischen Daten der

jeweiligen Gruppen.

n Weiblich Ménnlich
g::glizhm bindender 12 9 3
Katalytisches Zentrum 13 9 4
Dimerisierungsbereich 17 13 4
Stopp — Mutation 7 2
Zwei Mutationen 16 8

Tab. 3.8: Biographische Ubersicht der fiinf Gruppen, die anhand der Lage der
Mutation im Hinblick auf die funktionellen Domanen gebildet wurden

Der Dimerisierungsbereich stellte mit n=17 die grof3te Gruppe dar, danach folgten die

Gruppen mit zwei Mutationen und Mutationen im katalytischen Zentrum.
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3.2.6 Exemplarische Darstellung einer Mutation im 3D-Model

Vorbild war das Modell einer humanen plazentaren Alkalischen Phosphatase [21]. Die
Abb. 3.6 zeigt die Mutation ¢.422C>A, p.Thr141Asn. Diese befindet sich im Calcium

bindenden Bereich und stammt aus der vorliegenden Patientenkohorte.

Abb. 3.6: Mutation im Calcium bindenden Bereich
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3.3 Ergebnisse und Auswertung der funf Gruppen

3.3.1 Zahnstatus

Abbildung 3.7 gibt eine Ubersicht zum Zahnstatus der funf Gruppen.
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Abb. 3.7: Angaben zum Zahnstatus der flnf Gruppen

Die Gruppe von Patienten mit zwei Mutationen flihrte im Bereich des friihzeitigen
Zahnverlustes mit 69% der Patienten, beim Zahnersatz im Kindesalter mit 44% und bei
der Angabe zu lockeren Z&hnen mit 50% der Patienten. Jedoch wurden die
Zahnkomplikationen in dieser Gruppe im Laufe des Alters weniger. So gaben nur etwa
die Halfte dieser Befragten an, an Karies zu leiden. Auch 25% der Patienten mit einer
Mutation im Calcium bindenden Bereich hatten schon im Kindesalter Zahnersatz.
Jedoch litt die Giberwiegende Mehrzahl dieser Personen an Karies und Parodontose.
Auch hatten alle Gruppen, bis auf die Patienten mit Stopp-Mutationen, starke
Symptome der Parodontose. Die Gruppe der Stopp-Mutationen erlebten keine
Zahnprobleme im Kindesalter, jedoch schien eine Zunahme der zahnarztlichen
Beschwerden im Erwachsenalter bis hin zum vermehrten Gebrauch von Zahnersatz

maoglich.
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3.3.2 Schmerzen und Frakturen

Die folgende Abb. 3.8 zeigt eine Schmerzskala mit einer Rangfolge von eins bis zehn,
eins sind keine und zehn sehr starke Schmerzen.

33 3
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101 111 1711 10111 1171 1 1 1

B Calcium bindender Bereich ® Katalytisches Zentrum Dimerisierungsbereich ®Stopp — Mutation ™2 Mutationen

Anzhal der Patienten

Abb. 3.8: Schmerzskala der flnf Gruppen

Sowohl in der Gruppe des Dimerisierungsbereiches sowie bei den Stopp-Mutationen
hatte jeweils ein Patient keinen Wert angegeben. 83% der zw0lIf Patienten, die keine
Schmerzen angegeben hatten, waren unter 43 Jahren alt, davon waren 67% Frauen und
33% Manner. Die Abbildung zeigt, dass in allen Gruppen, die durch die
unterschiedliche Lage der Mutation im Protein definiert wurden, die Schmerzen
gleichmaRig verteilt waren und sich keine relevanten Unterschiede aufzeigten.
Grundsatzlich ist zu sagen, dass weniger Schmerzen angegeben wurden desto je junger
die Patienten waren.

Die folgende Abb. 3.9 zeigt eine Differenzierung der unterschiedlichen Schmerzen und

deren Lokalisation im Korper.
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Abb. 3.9: Angaben zu Schmerzen und Frakturen der fiinf Gruppen

Alle fiinf Gruppen gaben eine Zunahme ihrer Schmerzen bei Wetterveranderungen an,
insbesondere beim Wechsel vom Sommer zum Winter. Die Patienten des
Dimerisierungsbereiches nahmen mit 71% die meisten Schmerzmedikamente und
waren auch fuhrend bei den Muskel- und Gelenkschmerzen. Die Gruppe mit zwei
Mutationen gab die starksten Knochenschmerzen an und hatte auch die meisten
Frakturen erlebt. An den Gelenk- und Riickenschmerzen litten alle flinf Gruppen mit
einer groRen Prozentzahl. Die katalytische Gruppe nannte in allen Punkten die
geringsten Schmerzen. Alle funf Gruppen versprten in relativ ahnlicher Verteilung
sowohl Schmerzen in Ruhe, wahrend einer Aktivitat sowie nach einer korperlichen
Anstrengung. Eine Ermudungsfraktur wurde von 50% der Patienten mit zwei
Mutationen angegeben, im Dimerisierungsbereich waren es 24%, im Calcium
bindenden Bereich und katalytischen Bereich jeweils nur 8%. Die Patienten erlebten

diese Art von Frakturen besonders am MittelfuR sowie an Tibia und Fibula.
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3.3.3 Psychisches Wohlbefinden

Beim Thema Lebensqualitat konnten die Patienten einen Zahlenwert zwischen eins und
zehn ankreuzen, wobei die Zahl eins eine geringe und zehn eine sehr hohe

Lebensqualitat bedeutet. Folgende Abb. 3.10 zeigt das Ergebnis der Befragung.
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Abb. 3.10: Angaben zur Lebensqualitat der finf Gruppen

Ein Patient mit einer Mutation im katalytischen Zentrum sowie zwei Patienten mit zwei
Mutationen hatten keinen Wert angegeben. Patienten aus allen Gruppen nannten
vereinzelt Werte < funf. Eine gro3e Anzahl von Patienten mit zwei Mutationen
empfanden eine gute Lebensqualitat. 73% der elf Patienten, die Werte > sieben
angegeben hatten, waren unter 50 Jahren alt. Die restlichen Gruppen markierten Werte
> flinf bis neun und vermittelten damit eine durchschnittliche bis gute Lebensqualitat.
Die nachstehende Abb. 3.11 stellt die Ergebnisse rund um das psychische Wohlbefinden

der Patienten dar.
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Abb. 3.11: Angaben zum psychischen Wohlbefinden der fiinf Gruppen

Die Abbildung zeigt, dass alle Gruppen eine Leistungsfahigkeitsminderung im
Vergleich zu gleichaltrigen Personen, regelméRig eine traurige Verstimmung und eine
verschlechterte Lebensqualitat im Vergleich zu vor 10 Jahren versprten.
Verdauungsstorungen wurden von den Gruppen eher selten genannt, etwa jeder zweite
berichtete von Angstattacken. Patienten mit Mutationen im katalytischen Zentrum
sowie mit zwei Mutationen berichteten, dass sie aufgrund immer kreisender Gedanken

um die Familie, ihre Erkrankung und die Zukunft keinen ruhigen Schlaf fanden.

3.5 Patienten mit dominant negativen Mutationen im ALPL-Gen

Im folgenden Abschnitt wurden die Mutationen auf ihre dominant negative Wirkung
untersucht. Die Orientierung, der als dominant negativ geltenden Mutationen, erfolgte
anhand der ,,The Tissue Nonspecific Alkaline Phosphatase Gene Mutations Database*
[17]. Anhand dieser Tabelle wurden erneut zwei unterschiedliche Gruppen eingeteilt,
die im folgenden Abschnitt beschrieben werden. Die Einteilung erfolgte in die
,,dominant negative Gruppe*, das heilt die Mutationen besitzen einen dominant

negativen Effekt im ALPL-Gen, und in die ,,nicht dominant negativ Gruppe*, die
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keinen dominant negativen Effekt besitzen.

3.5.1 Biographische Daten

Die folgende Tab. 3.9 zeigt eine biographische Ubersicht der beiden Gruppen.

n Weiblich Maénnlich
Dominant negative Gruppe 12 9 3
Nicht dominant negative Gruppe 16 12 4

Tab. 3.9: Biographische Ubersicht der ,, dominant negativen “ und ,, nicht dominant
negativen “ Gruppe

Die ,,dominant negative Gruppe* hatte zwoIf Patienten. Der Altersdurchschnitt der
,dominant negativen Gruppe* betrug 45 Jahre, in der ,,nicht dominant negativen

Gruppe* 47 Jahre. Die angegebenen AP-Werte waren bei allen Patienten erniedrigt.

3.5.2 Mutationen und ihre Lokalisationen

Die folgende Tab. 3.10 zeigt die entsprechenden Mutationen, die der ,,dominant

negativen Gruppe‘ und der ,,nicht dominant negativen Gruppe* zugeordnet wurden.
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Dominant negativ

Mutation n Lokalisation in der Doméne
Exon 4: ¢.212G>A, p.Arg71His 1 Dimerisierungshereich
Exon 5: ¢. 299C>T, p.Thr100Met 2 Katalytisches Zentrum
Exon 10: ¢.1001G>A, p.Gly334Asp 2 Katalytisches Zentrum
Exon 11: ¢.1250A>G, p.Asn417Ser 6 Dimerisierungsbereich
Exon 12: ¢.1427A>C, p.Glu476Ala 1 Dimerisierungshereich

Nicht dominant negativ

Exon 2: ¢.3G>A, p.Metllle 1 Stopp-Mutation
Exon 3: ¢.119C>VT, p.Ala40Val 1 Dimerisierungsbereich
Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr 3 Katalytisches Zentrum
Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys 8 Calcium-Bereich
Exon 7: ¢.667C>T, p.Arg223Trp 1 Calcium-Bereich
Exon 7: ¢.746G>T, p.Gly249Val 1 Calcium-Bereich
Exon 10: ¢.117C>T, p.Arg391Cys 1 Dimerisierungsbereich

Tab. 3.10: Ubersicht der ,, dominant negativen™ und ,, nicht dominant negativen
Mutationen “ im ALPL-Gen und ihre Verteilung auf die unterschiedlichen Domé&nen

Die Mutationen der ,,dominant negativen Gruppe® lagen in den Domanen, in denen eine
Mutation mit hoher Wahrscheinlichkeit deutliche Folgen verursacht. Die ,,nicht
dominant negative Gruppe* zeigte eine sehr unterschiedliche Zusammensetzung der

Mutationslokalisationen in den Domaéanen.
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3.5.3 Vergleich der beiden Gruppen im Themenkomplex Zahnstatus

Die nachfolgende Abb. 3.12 stellt einen Uberblick (iber den Zahnstatus beider Gruppen
dar.
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13% 13%
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Frihzeitiger Zahnersatz im Karies Parodontose Zahnersatz im Lockereu. wacklige
Milchzahnverlust Kindesalter erwachsenen Gebiss Zihne
B Dominant negativ Nicht dominant negativ

Abb. 3.12: Angabe zum Zahnstatus der ,,dominant negativer ““ und ,, nicht dominant
negativen “ Gruppe

8% aus der ,,dominant negativen Gruppe‘ gaben einen friihzeitigen Milchzahnverlust an
und 13% aus der ,,nicht dominant negativen Gruppe* benétigten bereits im Kindesalter
Zahnprothesen. Unter Karies, Parodontose und Zahnersatz litten beide Gruppen &hnlich
stark. Aufgrund von Karies mussten sich 75% der ,,dominant negativen Gruppen‘ und
69% der ,,nicht dominant negativen Gruppe“ schon vor dem 18. Lebensjahr zahnérztlich
behandeln lassen. Ein wesentlicher Unterschied zeigte sich bei der Frage nach lockeren
und wackligen Zahnen. Hier fuhrte die ,,dominant negative Gruppe* mit 58% der
Patienten gegenuber 13% der ,,nicht dominant negativen Gruppe*. Ansonsten zeigte

sich kein relevanter Unterschied.
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3.5.4 Vergleich der beiden Gruppen im Themenkomplex Schmerzen und

Frakturen

Die néchste Abb. 3.13 zeigt die Schmerzskala beider Gruppen. Die Skala hat eine

Rangfolge von eins bis zehn, eins sind keine und zehn sehr starke Schmerzen.
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Abb. 3.13: Schmerzskala der ,,dominant negativer ““ und ,, nicht dominant negativen
Gruppe

Ein Patient aus der ,,dominant negativen Gruppe* hatte keinen Wert angegeben. Der
Grol3teil beider Gruppen gab Werte < fiinf an und hatte somit keine bis wenige

Schmerzen. Auch bei den Werten > fiinf unterschieden sich die zwei Gruppen nicht.

Die folgende Abb. 3.14 stellt in einer Ubersicht den Themenkomplex Schmerzen und

Frakturen dar.

33



9
81% 83% 81%
63%

56% 56%
50% 50% 50%
42%
25% I

Schmerzen bei Schmerzmedikamente ~ Knochenschmerzen Muskelschmerzen Gelenkschmerzen Riickenschmerzen Frakturen
Wetterverinderung

75%

44%

33%

Anzahl in Prozent

® Dominant negativ. ™ Nicht dominant negativ

Abb. 3.14: Angaben zu Schmerzen und Frakturen der ,,dominant negativen ““ und ,, nicht
dominant negativen “ Gruppe

Bei funf von sieben Themenkomplexen fiihrten die Angaben der ,,nicht dominant
negativen Gruppe®, insgesamt zeigte sich aber ein dhnliches Bild in beiden Gruppen.
Auch bei den Angaben zu Schmerzen wahrend und nach einer kdrperlichen Aktivitat
sowie bei langeren Ruhepausen lagen die zwei Gruppen gleich auf. Neben den 33% mit
einer Fraktur gaben noch 6% aus der ,,dominant negativen Gruppe* an, dass sie eine
Ermuidungsfraktur hatten. In der ,,nicht dominant negativen Gruppe* erlitten 44% eine

Fraktur und 6% eine Ermidungsfraktur.
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3.5.5 Vergleich der beiden Gruppen im Themenkomplex Psychisches
Wohlbefinden

Die folgende Abb. 3.15 veranschaulicht die Lebensqualitat dieser Gruppe.
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Abb. 3.15: Angaben zur Lebensqualitat der ,,dominant negativer “ und ,, nicht dominant
negativen “ Gruppe

Wenige Patienten beschrieben ihre Lebensqualitat mit Werten < flinf. Die Mehrheit
dieser Patienten stammte vermehrt aus der ,,nicht dominant negativen Gruppe*. Ein
Grol3teil beider Gruppen gab Werte > fiinf und hat somit eine durchschnittliche bis gute
Lebensqualitét.

Die nachstehende Abb. 3.16 zeigt die Unterschiede der beiden Gruppen im
Themenkomplex psychisches Wohlbefinden.
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Abb. 3.16: Angaben zum psychischen Wohlbefinden der ,,dominant negativer “ und
,,hicht dominant negativen “ Gruppe

Die ,,nicht dominant negative Gruppe* berichtete mit einem deutlichen Unterschied im
Vergleich zur anderen Gruppe von einer Herabsetzung ihrer Leistungsfahigkeit. Auch
fuhrte die Gruppe bei der Frage nach regelmaRiger trauriger Verstimmung, bei
Angstattacken und den Schlafproblemen. 58% der ,,dominant negativen Gruppe‘ gaben
aktuell eine verschlechterte Lebensqualitat im Vergleich zu vor zehn Jahren an und
lagen damit vor der anderen Gruppe. Letztendlich zeigte sich aber bei beiden Gruppen

ein ahnliches Bild.

3.6 Vergleich von Patienten mit und ohne verfrihten Milchzahnausfall als Hinweis

auf eine besonders schwere Form der HPP

Im folgenden Abschnitt wurden die Patienten mit und ohne verfriihten Milchzahnausfall
naher untersucht und miteinander verglichen. Die folgende Tab. 3.11 gibt einen
Uberblick tiber die wesentlichen Unterschiede der Patienten mit und ohne verfriihten

Milchzahnausfall.
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Friher Kein fraher

Milchzahnausfall Milchzahnausfall
Gesamt 13 52
Frauen 54% 73%
Manner 46% 27%

Ja Nein Ja Nein

Friher Milchzahnausfall 100% - - 100%
Mit Wurzel 54% 15% - -
Prothese deshalb notwendig 54% 46% - -
Zahnausfall im erwachsenen Gebiss 38% 62% 15% 83%
Karies 54% 23% 79% 21%
Parodontose 100% 75% 23%
Zahnersatz aktuell 69% 31% 73% 27%
Z&hne wackeln 77% 23% 23% 75%
Knochenschmerzen 85% 15% 54% 44%
Muskelschmerzen 69% 31% 52% 44%
Gelenkschmerzen 85% 15% 73% 27%
Hyperflexibilitét der Gelenke 62% 38% 25% 75%
Schmerzen / der Wirbelséule 69% 31% 81% 19%
Fraktur 69% 31% 44% 56%
Davon Ermidungsbruch 54% - 13% -
Verlangerte Heilung 54% 15% 15% 27%
Wiederholungsbruch* 31% 38% 2,00% 46%
Leistungsféhigkeit herabgesetzt 85% 8,00% 58% 42%
*bei vorherigen Ermidunsgbruch

Tab. 3.11: Ubersicht von klinischen Symptomen der Gruppe mit friihen
Milchzahnverlust und der Gruppe ohne frithen Milchzahnverlust

3.6.1 Patienten mit einem verfrihten Milchzahnausfall

Dieses Kollektiv bestand aus 13 Patienten, der Altersdurchschnitt lag bei 38 Jahren. Bei
54% der Patienten waren die Milchzahne mit Wurzel ausgefallen, dabei handelte es sich
zu 100% um die Frontzéhne. Alle diese Patienten bendtigten aufgrund ihres verfriihten
Zahnausfalls Prothesen. Einen verfrithten Ausfall von Zahnen im bleibenden Gebiss
hatten 38% in dieser Gruppe angegeben. Alle 13 Patienten litten unter Parodontose,
dabei hatten 92% ihre ersten Symptome schon vor dem 35. Lebensjahr. Karies nannten
54%. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung trugen 69% einen Zahnersatz, 77% gaben
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weiter an, dass ihre Z&hne wackelten. Zudem hatten in der Gruppe 85% der Patienten
Knochen-, 69% Muskel- und 85% Gelenkschmerzen. Des Weiteren litten 62% unter
einer Hyperflexibilitat ihrer Gelenke, und 69% der Patienten erwahnten Beschwerden
mit dem Ricken. 69% hatten bereits Frakturen, 54% Ermudungsbriiche, bei weiteren
54% kam es zu einer verlangerten Heilungszeit und bei 31% zu
Wiederholungsfrakturen. Mit 85% der Patienten berichtete ein Grofdteil, dass ihre
Leistungsfahigkeit im Vergleich zu gleichaltrigen Personen herabgesetzt war.
Folgende Tabelle 3.12 zeigt die Mutationen, die wahrscheinlich einen verfrihten

Milchzahnausfall zu Folgen hatten, und ihre Lokalisationen in der Domane.

1. Mutation Ort 2. Mutation Ort
Exon 4: ¢.203C>T, p.Thr68Met Di |Exon 6:¢c.526G>A, p.Alal76Thr Ka
Exon 4: ¢.211C>A, p.Arg71Ser Di [Exon 6:c.571G>A, p.Glul91Lys Ca
Exon 4: ¢.212G>A, p.Arg71His Di
Exon 5: ¢.379A>G, p.Thr127Ala Kat | Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr Ka
Exon 6: ¢.500C>T, p.Thrl67Met Kat [Exon6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys Ca
Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr Kat |[Exon 7:¢.661G>T, p.Gly221Cys Ca
Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr Kat |[Exon11: ¢.1282C>T, p.Arg428Stop | Sto
Exon 6: ¢.526G>A, p.Alal76Thr Kat |[Exon11: ¢.1282C>T, p.Arg428Stop | Sto
Exon 6: ¢.530C>T, p.Alal77Val Kat
Exon 6: ¢.500C>T, p.Thrl67Met Kat |[Exon 6:¢c.571G>A, p.Glul91Lys Ca
Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys Ca |[Exon 6: ¢c.535H>A, p.Alal79Thr Kat
Exon 6: ¢.571G>A, p.Glul91Lys Ca |[Exon 10:¢.1130C>T, p.Ala377Val Kat
Exon 8: ¢.793-19A>G acceptor Splice site | Sto |[Exon 9: ¢.874C>A, p.Pro292Thr Ca
,,D1‘ = Dimerisierungsbereich
,Kat“ = Katalytisches Zentrum
,,Ca‘“ = Calcium bindender Bereich
,»Sto“ = Stopp — Mutation

Tab. 3.12: Mutationen, die einen verfriihten Milchzahnverlust bei den Patienten
hervorgerufen haben

Die Tabelle zeigt, dass elf Patienten mit einem verfriihten Milchzahnausfall zwei

Mutationen besafien.
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3.6.2 Patienten mit keinem verfriihten Milchzahnausfall

Die Gruppe bestand aus 52 Patienten, von denen 73% weiblich und 27% mannlich
waren. Karies hatten 79% und 75% litten unter Parodontose. Zum Zeitpunkt der
Datenerhebung hatten 73% der Patienten einen Zahnersatz. Nur 8% bendtigten schon
vor dem 18. Lebensjahr ihren ersten Zahnersatz. 23% gaben an, dass ihre Zahne
wackelten. Des Weiteren nannten 54% Knochen-, 52% Muskel- und 73%
Gelenkschmerzen. Zudem hatten 25% eine Hyperflexibilitat an ihren Gelenken zu
beklagen. 81% berichteten von Schmerzen und Beschwerden mit der Wirbelsaule.
Bisher erlitten 44% der Patienten Frakturen, von denen 13% Ermidungsbriiche waren.
15% erwahnten, dass es bei ihren Frakturen zu verlangerten Heilungszeiten kam und
zwei % hatten eine Wiederholungsfraktur. Nur 6% hatten eine Pseudofraktur
angegeben. lhre Leistungsfahigkeit im Vergleich zu Gleichaltrigen fanden 58% als

herabgesetzt.

Letztendlich litten Patienten mit einem verfriihten Milchzahnausfall im Kindesalter
stark unter Zahnproblemen, allerdings hat diese Gruppe im erwachsenen Alter
deswegen nicht mehr Zahnbeschwerden als die Vergleichsgruppe, vielleicht sogar etwas
weniger. Dennoch gaben sie deutlich mehr Knochen-, Gelenk- und Muskelschmerzen
und Frakturen an und verspurten eine starke Leistungsfahigkeitsminderung im
Vergleich zu Gleichaltrigen. Auch hatten Personen mit einem verfriihten

Milchzahnausfall oft zwei Mutationen.
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war es die vielfaltigen Symptome der HPP zu differenzieren und eine
maogliche Korrelation zwischen dem Genotyp und Phanotyp herauszuarbeiten. Dafiir
wurden die verschiedenen Mutationen mit den klinischen Symptomen der Patienten

korreliert.

4.1 Haufigkeit der Mutationen und ihre Lage in den Exons

37% und somit die meisten Mutationen in der untersuchten Kohorte befanden sich im
Exon sechs, danach kamen die Exons elf und zehn. Die Verteilung auf die
verschiedenen Exons zeigte eine gute Ubereinstimmung mit der Ubersicht von Etienne
Mornet [17]. In der genannten Liste von Mornet liegen die meisten Mutationen in den
Exons flnf, neun, sechs, zehn und zwdlf. Wie in der vorliegenden Kohorte befinden
sich auch in der HPP-Datenbank die wenigsten Mutationen in den Exons zwei, drei,

sieben und acht.

4.2 Verteilung der Mutationen auf die jeweiligen Altersstufen

In der vorliegenden Arbeit wurde den Patienten die Frage gestellt, in welchem Alter die
HPP diagnostiziert wurde. (Antworten siehe bitte Tab. 3.7). Hier zeigte es sich, dass elf
Personen mit bereits im Kindesalter klinisch und genetisch gesicherter Diagnose
erwartungsgeman zwei Mutationen aufwiesen. Vier von den funf Personen, die trotz
zwei Mutationen die Erstdiagnose erst im Erwachsenenalter erhielten, gaben
retrospektiv einen verfriihten Milchzahnausfall an. Bei diesen Patienten hétte anhand
der Zahnproblematik auch schon vorher die Diagnose HPP in Erwégung gezogen

werden kdnnen.

4.3 Vergleich der klinischen Symptome der gesamten Kohorte mit anderen
Studien

Die Studie ,,Hypophosphatasia Impact Patient Survey Results Summary (HIPS)“ des

,,Enobia Pharma — Unternechmens* sowie die Studie “Hypophosphatasia Outcomes
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Study Telephone interview” (HOST) bieten einen grundsatzlichen guten Vergleich zu
der vorliegenden Kohorte [39]. Das Review “Burden of disease in adult patients with
hypophosphatasia: Results from two patient-reported surveys” stellt die Ergebnisse
beider Studien dar [40]. In beiden Untersuchungen waren insgesamt 125 Patienten
eingeschlossen. Davon waren 42 Personen ménnlich und 83 weiblich, der
Altersdurchschnitt lag bei 45 Jahren, alle Patienten waren bei Datenerhebung alter als
18 Jahre. Die Teilnehmer der Studie kamen aus der ganzen Welt. 67% der Patienten
hatten bereits vor dem 18. Lebensjahr und 27% nach dem 18. Lebensjahr ihre ersten
Klinischen Symptome. 95% von beiden Gruppen geben an, dass Schmerzen ihre
Hauptprobleme sind. Unsere Kohorte besteht aus 65 deutschen Patienten, die Gruppe
hatte einen Altersdurchschnitt von 44 Jahren, 68% waren Frauen und 32% Manner.
20% in der vorliegenden Kohorte hatten bereits vor dem 18. Lebensjahr Symptome der
HPP. Das fuhrende Symptom der Patienten dieser Arbeit waren ebenfalls

muskuloskelettale Schmerzen.

Die Umfrage der HIPS stellte fest, dass 69% der Patienten eine Verschlechterung ihrer
Symptome in den letzten flnf Jahren bemerkt hatten. HIPS untersuchte auch die
gesundheitsbezogene Lebensqualitit im Vergleich zu anderen Krankheiten und zur
Normalbevolkerung. Die Schlussfolgerung war, dass diese bei der HPP deutlich
erniedrigt ist. Vergleichbare Daten zeigt auch die vorliegende Arbeit. Knapp 62% gaben
an, dass ihre Lebensqualitat in den vergangenen zehn Jahren schlechter geworden war.
Das ,,Enobia Pharma — Unternehmen“ beschrieb in seinem Artikel, dass 82% der
Patienten Knochenschmerzen hatten, in der hier untersuchten Kohorte litten 60% daran.
Auch bei den Angaben zum Medikamentengebrauch bei Schmerzen sind die
Verhaltnisse vergleichbar. Im HIPS waren es 69% und in der vorliegenden Arbeit 51%
der Patienten. Die H&ufigkeit der Gelenkschmerzen lag in dieser Kohorte bei 75% und
im HIPS bei 73%. Der beschriebene Muskelschmerz ist beinahe identisch, 55% waren
es in dieser Kohorte und 53% waren es im HIPS. 34% dieser Gruppe litten unter einer
Hyperflexibilitat ihrer Gelenke, im HIPS waren es 36%. 86% der Patienten im HIPS
hatten mindestens eine Fraktur, 74% berichteten sogar von mehr als zwei und 50% von
mehr als sechs Knochenbriichen. Im Vergleich gaben dies nur 44% in der hier
untersuchten Patientenkohorte an. 36% der Patienten im HIPS erlebten eine verlangerte

Heilungsphase der Frakturen. In dieser Arbeit gaben 22% eine Ermidungsfraktur an, im
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HIPS hatten 44% eine inkomplette oder Pseudofraktur. Die Daten von HOST zeigten,
dass 69% der Patienten aufgrund ihrer Erkrankung mit vermehrten Schwierigkeiten bei
den alltdglichen Betatigungen zu kdmpfen hatten. In der vorliegenden Arbeit gaben
46% Angstattacken aufgrund der eingeschrankten Mobilitat und starker Schmerzen z.B.
beim Treppensteigen, beim Gehen auf unbefestigten Wegen oder beim Uberqueren von
stark befahrenen Strallen an. Insgesamt 60% der Patienten in den Studien HOST und
HIPS bendtigten Hilfsmittel wie Rollstuhl, Unterarmgehstiitzen und orthopédische
Einlagen im Alltag. Dies bestétigt die korperlich eingeschrankte Verfassung der
Patienten und der Bedarf nach Hilfsmitteln. Weitere 62% litten an Muskelschwache und
52% hatten sich aufgrund der Schmerzen und ihren Frakturen einen ,,schmerzlindernden
Schongang* angewohnt. Bereits 74% hatten bereits einen orthopédischen oder
zahnarztlichen Eingriff hinter sich. In dieser Arbeit mussten 21% aufgrund ihrer
korperlichen und gesundheitlichen Einschrankungen ihre Arbeitsstelle wechseln oder
verfriht berentet werden. Trotz kleinerer Unterschiede zeigen die beiden Studien sowie
die vorliegende Arbeit sehr ahnliche Ergebnisse zum Thema klinische Symptome. Auch
der Artikel ,,Clinical, radiographic and biochemical characteristics of adult
hypohophosphatasie” hatte in seiner Studie 38 Personen mit einer erwachsenen Form
der HPP unter anderem auf ihre Symptome untersucht [41]. Dabei hatten 39% der
Patienten bereits einer Fraktur erlitten, aber nur 8% Prozent hatten Probleme bei der
Heilung. Weiter beschreibt der Artikel, dass 26% der Patienten vor dem 50. Lebensjahr
Zahnausfalle aus dem bleibenden Gebiss, 11% Karies, 38% Gelenkschmerzen und 61%
muskuloskelettale Schmerzen hatten. Im Vergleich dazu hatten in der untersuchten
Patientenkohorte 75% der Patienten Karies, 82% Parodontose, 49% Frakturen, 22%
Probleme bei der Heilung und 75% Gelenkschmerzen angegeben. Es zeigten sich
insbesondere beim Thema Zahne deutlich mehr Beschwerden in unserer
Patientenkohorte. Dies kdnnte daran liegen, dass im Artikel zum einen die
Patientenanzahl geringer war und zum anderen nur die adulte Form betrachtet wurden.
Einige Patienten der vorliegenden Kohorte hatten auch kindliche Verlaufsformen, die

inshesondere die Zahnbeschwerden deutlich beeinflussten.

47% der Patienten aus dem Artikel ,,Clinical, radiographic and biochemical
characteristics of adult hypohophosphatasie” berichteten von immer wiederkehrenden

Kopfschmerzen, 5% von abdominellen Beschwerden und 18% litten an einer
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Depression. Ein Grofteil des untersuchten Patientenkollektivs nannte eine
Beeintrachtigung der Psyche, allerdings ohne Hinweise auf diagnostizierte
Depressionen. Dies spielt offenbar eine nicht zu unterschatzende Rolle und sollte bei

Bedarf in das Behandlungskonzept mit eingebunden werden.

In einer weiteren Studie gaben 68% der 22 Patienten klinische Symptome an, 41%
berichten von muskuloskelettalen Schmerzen und 54% von einer Fraktur, 36% davon
sogar von multiplen Frakturen [42]. Auch diese Daten sind vergleichbar mit der

vorliegenden Arbeit.

4.4 Laborchemische und genetische Assoziationen verschiedener Studien

In der Studie ,,Clinical spectrum of hypophophatasia diagnosed in adults* lagen die
durchschnittlichen Werte der Serum-ALP in der Patientenkohorte bei 43% unter dem
normalen Limit [42]. Die Patienten unserer Kohorte hatten nicht alle eine
Blutuntersuchung des AP-Wertes vorliegen, von den angegebenen Daten waren aber
alle erniedrigt. Insbesondere die dominant negative Gruppe hatte niedrigere AP-Werte
als die nicht dominant negative Gruppe. In den drei Gruppen (Gruppe mit zwei
Mutationen, Dimerisierungsbereich, Katalytisches Zentrum), welche in der
vorliegenden Arbeit die meisten korperlichen Auffélligkeiten zeigten, hatten die
Patienten einen noch stérker herabgesetzten AP-Wert im Vergleich zu den klinisch nicht

so stark betroffenen Patienten angegeben.

Die Autoren der Studie ,,Clinical, radiographic and biochemical characteristics of adult
hypophosphatasia“ fanden heraus, dass bei Patienten mit der erwachsenen Form der
HPP der PLP-Wert ein guter Indikator flr die Schwere der Erkrankung war. Der PLP-
Wert war signifikant hoher bei Patienten mit Frakturen und mindestens zwei
Symptomen. Weiter beschrieben die Autoren, dass bei der erwachsenen Form hingegen
der AP-Wert nicht besonders erniedrigt war. Hingegen kann der AP-Wert bei
kindlichen Verlaufsformen mit der Klinik korrelieren [41]. Diese Hypothesen konnten
aufgrund der fehlenden Blutwerte in der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen oder

bestatigt werden.
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Eine Genotyp-Phénotyp-Korrelation konnte die zuletzt genannte Studie nicht finden.
Einzelne Mutationen waren zwar haufiger, aber die Laborparameter sowie die
Symptome variierten enorm bei gleichen Mutationen. Eine weitere Studie berichtete
ebenfalls von einer groRen Breite der méglichen Korrelation von Genotyp und
Phénotypen. Erschwerend kam hinzu, dass es viele unterschiedliche Mutationen gibt
und alle Mutationen insgesamt sehr selten sind [27]. In der vorliegenden
Patientenkohorte konnte bei Patienten mit zwei Mutationen deutlich mehr
Zahnprobleme im Vergleich zu anderen Gruppen nachgewiesen werden. Eine
Korrelation zwischen der Doméne, die von der Mutation betroffen ist, und dem

Phanotyp konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Studie "Hypophosphatasia and the risk of atypical femur fracures: a case-control
study* fand keine Beweise flr ein erhdhtes Risiko an atypischen Femurfrakturen,
weder bei Betrachtung der jeweiligen Mutationen noch der Laborwerte [43]. Diese
Hypothese konnte aufgrund fehlender Blutwerte in der vorliegenden Arbeit nicht

Uberpruft werden.

4.5 Vergleich der funf Gruppen in den verschiedenen Themenbereichen

4.5.1 Zahnstatus

Zahlreiche Patienten aus der Gruppe mit zwei Mutationen, mit Mutationen im
Dimerisierungsbereich sowie im katalytischen Zentrum hatten einen friihzeitigen
Milchzahnverlust und bendétigten schon im Kindesalter Zahnprothesen. Jedoch nahm die
Anzahl der Patienten, welche Zahnersatz im Erwachsenalter bendtigten, nur bei der
Gruppe im Dimerisierungsbereich sowie im Calcium bindenden Bereich deutlich zu.
Nur 12% der Gruppe mit zwei Mutationen hatten nach dem Kindesalter erneut
Zahnersatz bekommen. Die Daten lassen vermuten, dass diese Gruppe hauptséchlich im
Kindesalter die groRten Zahnprobleme aufzeigt. Jedoch hatte diese Gruppe auch ein
Durchschnittsalter von 37 Jahren im Vergleich zu den restlichen Gruppen mit einem
Altersdurchschnitt zwischen 46 und 50 Jahren, sodass das niedrige Durchschnittsalter
auch ein Grund fur die geringe Anzahl an Zahnprothesen sein konnte. Patienten mit

zwei Mutationen kdnnten auch weniger Zahnbeschwerden im erwachsenen Alter haben,
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da sie aufgrund ihrer kindlichen Zahnprobleme eine viel engere und intensivere
Betreuung durch die Zahnarzte erfuhren und somit Folgekrankheiten reduziert wurden.
Die Gruppe mit einer Stopp-Mutation hatte im Vergleich zu den restlichen vier Gruppen
die wenigsten Zahnerkrankungen, jedoch gaben diese Patienten zunehmende
Zahnprobleme im Verlauf des Alters an. Allen finf Gruppen war ein vermehrter Befall
von Karies und Parodontose gemeinsam. In der Literatur wird beschrieben, dass
Patienten mit zwei Mutationen besonders stark und bereits im Kindesalter unter

Zahnproblemen leiden. Diese Daten wurden mit der vorliegenden Arbeit bestatigt.

4.5.2 Schmerzen

Auch beim Thema Schmerzen gaben die Gruppen (Personen mit Mutation im
Katalytischen Zentrum, im Dimerisierungsbereich und Patienten mit zwei Mutationen)
die stérksten Schmerzen an. Besonders Patienten mit zwei Mutationen hatten
ausgepragte Knochen- und Gelenkschmerzen, die meisten stattgehabten Frakturen und
andauernde Schmerzen an den ehemaligen Frakturstellen. Diese klinischen Symptome
waren gut durch die verminderte Knochenmineralisation aufgrund der HPP zu erklaren.
Interessanterweise bendtigten nur 44% der Personen dieser Gruppe regelmafig zu
Schmerzmedikamenten. Vielleicht nahm diese Gruppe weniger Medikamente ein, weil
die Schmerzen uber Jahre persistierten und sich dadurch das Schmerzempfinden
verandert hatte. Personen mit Mutationen im Dimerisierungsbereich hatten mit 71% den
hochsten Schmerzmittelgebrauch. Dies korrelierte mit der Stérke und Haufigkeit der
angegebenen Knochen-, Muskel-, Gelenk- und Riickenschmerzen. Des Weiteren
berichteten 24% dieser Patienten von Ermiidungsfrakturen. Letztendlich konnte
aufgezeigt werden, dass alle Gruppen an einer Vielzahl von deutlichen Schmerzen und
Knochenbrtichen litten. Eine Korrelation von Schmerzsymptomatik und

Mutationslokalisation ist in der aktuellen Literatur nicht zu finden.

4.5.3 Psychisches Wohlbefinden

Insgesamt zeigte die Gruppe mit zwei Mutationen die starkste Beeintrachtigung der

psychischen Stabilitat im Vergleich zu Gleichaltrigen. Eine Erklarung ist z. B. die
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deutliche klinische Symptomatik dieser Patienten. Jedoch berichteten auch die anderen
Personengruppen uber eine Minderung der Lebensqualitat mit psychischen
Auffalligkeiten u. a. beim Schlafverhalten, Angstattacken und seelischen
Verstimmungen. Hier gab es aufgrund unserer Datenlage keine Aussage zur
Mutationslokalisation. Jedoch beschreibt die Literatur allgemein viele Patienten mit

einer HPP und psychischen Veranderungen im Laufe ihres Lebens.

4.6 Patienten mit ,,dominant negativen Mutationen*“ im ALPL-Gen im Vergleich

zu Patienten mit ,,nicht dominant negativen Mutationen“ im ALPL-Gen

4.6.1 Zahnstatus

8% Prozent der Patienten mit einer ,,dominant negativen Mutation* im ALPL-Gen
hatten einen verfrihten Milchzahnverlust angeben, jedoch benétigte keiner der
Patienten bereits im Kindesalter einen Zahnersatz. Ein anderes Bild zeigte die Gruppe
,,ohne dominant negative Mutationen“ im ALPL-Gen - keine Person hatte einen
verfrihten Milchzahnausfall, 13% bendtigten aber schon Zahnersatz im Kindesalter.
Kein wesentlicher Unterschied herrschte bei den Fragen zu Karies, Parodontose und
aktuellem Zahnersatz. Hingegen nannten Patienten mit einer ,,dominant negativen
Mutation im ALPL-Gen héufiger lockere Zahne aufgrund ihrer Zahnprobleme.
Letztendlich zeigte sich somit kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden

Gruppen.

4.6.2 Schmerzen

Auf der Schmerzskala gaben beide Gruppen kaum bis wenige Schmerzen an, hier war
keine relevante Differenz zu erkennen. Auch unterschieden sich die Gruppen nicht bei
den Muskel-, Knochen,- Gelenk- und Ruckenschmerzen, unter denen jeweils ein
Grol3teil beider Gruppen litt. Mehr als 50% aus beiden Gruppen nahmen regelméafiig

Schmerzmedikamente ein.
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4.6.3 Psychisches Wohlbefinden

Beide Gruppen nannten deutliche Leistungsfahigkeitsminderungen im Vergleich zu
Gleichaltrigen sowie eine verschlechterte Lebensqualitat im Vergleich zu vor zehn
Jahren an. Ebenfalls vergleichbar waren die Werte bei den Fragen nach Angstattacken
und Schlafproblemen.

Die Ergebnisse dieser beiden Gruppen bestétigten nicht die Daten in der Literatur. Hier
wurde oft gezeigt, dass die Gruppe mit ,,dominant negativen Mutationen* im ALPL-
Gen eine eher mildere klinische Verlaufsform im Vergleich zu ,,nicht dominant
negativen Mutationen® im ALPL-Gen aufwiesen [21, 41]. Grund dafir kénnte die

kleine Anzahl an ,,dominant negativen Mutationen* in unserer Patientenkohorte sein.

4.7 Vergleich von Patienten mit und ohne verfriihten Milchzahnausfall

Patienten mit einem verfriihten Milchzahnausfall erwédhnten im Vergleich zu Patienten
ohne verfriihten Milchzahnausfall deutlich mehr Knochenschmerzen, Frakturen,
Ermudungsfrakturen und chronische Einschrankungen an ihren ehemaligen
Frakturstellen. Allerdings hatten Patienten ohne verfriihten Milchzahnausfall im
erwachsenen Alter deutlich mehr Zahnprobleme wie Karies und Zahnersatz. Hier
besteht die Hypothese, dass die Patienten mit verfriihtem Milchzahnausfall
engmaschiger von ihrem Zahnarzt betreut wurden. Somit waren diese Patienten auf
lange Frist besser und vorrausschauender behandelt und fiur ihre Zahnsituation
sensibilisiert worden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigten die Angaben aus der Literatur, dass
Patienten mit zwei Mutationen besonders stark unter einem verfriihten Milchzahnausfall
leiden. Auch scheint ein verfrihter Milchzahnausfall ein guter Prédiktor fur das

Ausmal bzw. den Schweregrad Beschwerden im Erwachsenalter zu sein.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte versucht, eine Einteilung der Mutationen in klinisch
relevante Gruppen sowie eine Korrelation zwischen Phanotyp und Gentotypen der
Hypophosphatasie zu finden. Obwohl die Zahl der teilnehmenden Patienten fir diese
seltene Krankheit groR war, konnten die Daten aufgrund der Einteilung in kleinere

Subgruppen und dadurch fehlender Signifikanz nur rein deskriptiv behandelt werden.

Die Arbeit zeigt, dass die Symptome der HPP sehr variabel und unterschiedlich stark
auftreten kdnnen. Dies erschwert die klinische Diagnosestellung der Erkrankung.
Nahezu alle Patienten berichteten von starken Knochen-, Gelenk,- und
Muskelschmerzen, von Karies und Parodontose sowie von vermehrten Frakturen, die
zum Teil weitere chronische Schmerzen und Wiederholungsfrakturen erzeugen. Eine
deutlich verminderte Leistungsfahigkeit im Vergleich zu Gleichaltrigen wurde ebenso
haufig angegeben. Die Ergebnisse der Arbeit entsprechen zu groRen Teilen den
Ergebnissen aus anderen Untersuchungen, in denen auch keine Genotyp-Phénotyp-
Korrelation zu finden war. Zwar sind Mutationen in den unterschiedlichen Doménen
punktuell mit kleineren klinischen Unterschieden assoziiert, von einem
Alleinstellungsmerkmal kann man jedoch nicht sprechen. Allerdings geben die Daten
einen deutlichen Hinweis, dass Patienten mit zwei Mutationen am starksten
symptomatisch betroffen sind. In dieser Gruppe sind hauptséchlich Patienten mit einem
verfrihten Milchzahnausfall. Sie leiden im erwachsenen Alter nicht oder sogar weniger
an Zahnproblemen, erfahren jedoch mehr Knochenschmerzen und Frakturen als

Patienten ohne verfrithtem Milchzahnausfall.

Unsere Arbeit konnte die Hypothese verschiedener Studien, dass ,,dominant negative
Mutationen im ALPL-Gen eine eher mildere klinische Verlaufsform haben im

Vergleich zu ,,nicht dominant negativen Mutation“ im ALPL-Gen, nicht bestatigen.

87% zuriickgesendete Fragebdgen zeigen ein hohes Mal? an Bereitschaft der
Betroffenen, die Erforschung der HPP und die Entwicklung von Therapien und
Friherkennungsmodulen weiter voranzutreiben. Fir die Zukunft wird es daher

notwendig sein, grofiere Gruppen und die klinischen Symptome Uber einen langeren
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Zeitraum zu beobachten, damit die bereits erhobenen Daten bestatigt und weiter

analysiert werden kénnen.
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7. Anhang

7.1 Abbildungsverzeichnis

3D-Modell einer humanen plazentaren alkalischen

negativen® und ,,nicht dominant negativen* Gruppe

Abb. 1.1 Phosphatase, mit freundlicher Genehmigung von Herrn | S. 4
Etienne Mornet

Abb. 3.1 Schmerzskala der gesamten Patientenkohorte S.13

Abb. 3.2 U.r'lterschledllche Lokalisationen der Schmerzen am s 14
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Abb. 3.3 waéhrend, nach einer korperlichen Aktivitat sowie in S.15
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Abb. 3.4 Ska_la fur die Lebensqualitat der gesamten S 16
Patientenkohorte

Abb. 35 Verte_llung aller Mutationen der vorliegenden Kohorte s 21
auf die Exons

Abb. 3.6 Mutation im Calcium bindenden Bereich S.24

Abb. 3.7 Angaben zum Zahnstatus der finf Gruppen S. 25

Abb. 3.8 Schmerzskala der finf Gruppen S.26

Abb. 3.9 Angaben zu Schmerzen und Frakturen der der funf S 27
Gruppen

Abb. 3.10 [ Angaben zur Lebensqualitét der finf Gruppen S.28

Abb. 3.11 Angaben zum psychischen Wohlbefinden der funf s 29
Gruppen

Abb. 3.12 Aqgabe zum Zahnstatgs def‘r ,dominant negativen* und S 39
,»hicht dominant negativen* Gruppe

Abb. 3.13 Schrperzskala dgr ,,(iomlnant negativen* und ,,nicht S 33
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Abb. 3.15 Angab;n zur Le_bensquaht%it de‘r‘ ,dominant negativen S 35
und ,,nicht dominant negativen Gruppe
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