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1 Einleitung
1.1 Physiologie des Phosphatstoffwechsels

Phosphor kommt in der unbelebten Natur bevorzugt als Bestandteil von Minera-
lien wie den Apaptiten und Phosphoriten vor (Loffler G et al. 2006). Darlber
hinaus ist es ein fir den Menschen unentbehrliches Element und im Organis-
mus als anorganisches oder organisches Phosphat vorhanden. Es ist in Form
von Apatit far die Stabilitdt des Skeletts, als Adenosin-triphosphat flr den Ener-
giestoffwechsel aller Zellen, in Form der Nukleotide fir die DNA- und RNA-
Synthese, sowie intrazellulare Signalkaskaden essentiell und kommt in Form
von Phospholipiden als Bestandteil von Zellmembranen nahezu ubiquitar vor
(Lehnert H 2009). Der menschliche Korper enthélt etwa 700g elementarem
Phosphor, davon sind 85% in Form von Hydroxylapatit im Knochen und den
Zahnen gebunden, 6% sind in Muskelzellen und 9% im Ubrigen Gewebe ent-
halten (Parfitt AM 1987). Der tagliche Phosphorbedarf betragt etwa 0,8-1,5 g
und sollte bevorzugt durch Milchprodukte, Getreide und Fleisch gedeckt werden
(Loffler G et al. 2006). Etwa 70% des aufgenommenen Phosphats wird im
Dunndarm nach enzymatischer Hydroylse als anorganisches Phosphat absor-
biert und entweder in Form von organischen Verbindungen in den Zellstoff-
wechsel integriert oder in Form von Hydroxylapatit in den Knochen eingebaut.
Dabei findet im Knochen ein stédndiger Auf- und Abbau statt, d.h. Phosphat (Pi)
wird sowohl vom Skelett aufgenommen als auch von dort wieder abgegeben, so
dass die auf das Skelett bezogene Netto-Bilanz Null ist (Loffler G et al. 2006).
FiUr die Aufrechterhaltung der Phosphathomdéostase sind Niere und Darm ver-
antwortlich (Loffler G et al. 2006; Wagner C and Murer H 2008). Sowohl die
gastrointestinale Absorption aus der Nahrung als auch die Ausscheidung in der
Niere werden entscheidend durch Natrium-abhéngige Phosphattransporter
(NaPi) vermittelt und reguliert. In der Niere finden sich hauptséchlich NaPi-lla
und NaPi-lic, im Dinndarm ist es im wesentlichen NaPi-llb. Die Expression und
Aktivitat dieser Transporter wird kurz- und langfristig durch Parathormon (PTH),
Insuline-Like Growth Factor 1 (IGF-1), 1,25-Dihydroxy-cholecalciferol (1,25-
(OH), Vitamin D3, Calcitriol), durch Phosphat selbst und durch die erst vor we-
nigen Jahren beschriebene Klasse der Phosphatonine reguliert. Zu dieser
Gruppe von Hormonen gehdéren neben dem Fibroblast-Growth-Factor-23 (FGF-
23) auch das "Phosphate regulating gene with homologies to endopeptidases
on the X-chromosome" (PHEX) (Léffler G et al. 2006; Wagner C and Murer H
2008).



111 Regulation der Phosphathomdostase und die Rolle von FGF-23

Sowohl im Skelettwachstum als auch bei physiologischem Knochenumbau
("Bone turnover") werden Calcium und Phospat zur Bildung von Hydroxylapatit
und weiteren mineralischen Komponenten bendétigt (Lehnert H 2009). Noch vor
einigen Jahren ist man davon ausgegangen, dass der Calciummetabolismus
aktiv und im wesentlichen durch das Wechselspiel von Parathormon (PTH) und
Calcitriol (1,25-(OH).D3) reguliert wird, wahrend sich der Phosphatspiegel pas-
siv und dem Calciumspiegel nachlaufend einstellt. Dieses Modell wurde durch
die ldentifizierung des im Knochen gebildeten FGF-23 obsolet und es ist heute
unumstritten, dass sowohl der Ca- als auch P;- Metabolismus durch einen aus
PTH, Calcitriol und FGF-23 gebildeten Regelkreis aktiv reguliert werden (Berndt
T and Kumar R 2009; Emmett M 2008; Liu S et al. 2006a; Shaikh A and Berndt
T 2008). Stérungen dieses Regelkreises flihren zu Beeintratigungen im Kno-
chen- und Mineralhaushalt (Haffner D and Fischer DC 2010; Martin A et al.
2012).

Vitamin D3 wird in der Leber zu 25-Hydroxy-Vitamin D3 (25(OH)D3) und an-
schlieBend im proximalen Nierentubulus durch ein mitochondrales Enzym-
system zum aktiven Vitamin-Ds-Hormon (Calcitriol) hydroxyliert. Diese Um-
wandlung wird durch Hypokalzdmie, Hypophosphatdmie und Hyperpara-
thyreoidismus stimuliert und durch Hyperkalzdmie, Hyperphosphatdmie und
niedrige PTH-Spiegel sowie Calcitriol gehemmt. Zu hohe Calcitriol-Spiegel sti-
mulieren zudem die Bildung von 24,25(0OH).Ds; (Loffler G et al. 2006). Pa-
rathormon wird in der Nebenschilddriise gebildet und nach Stimulation des Cal-
cium-sensing Rezeptors (CaSR) als Folge niedriger Calciumspiegel in die Zirku-
lation abgegeben. In der Niere hemmt PTH die Calciumausscheidung innerhalb
einiger Minuten und fordert die Calcitriol-Synthese. Im Skelett stimuliert es ge-
meinsam mit Calcitriol die Freisetzung von Calcium und Phosphat innerhalb ei-
niger Stunden. Im Darm férdert Parathormon indirekt innerhalb mehrerer Tage
Uber eine vermehrte Bildung von Calcitriol die Calcium- und Phosphataufnah-
me. Ein paralleler Anstieg der Phosphatkonzentration im Serum wird durch eine
PTH- induzierte renale Phosphatausscheidung verhindert. Gleichzeitig stimulie-
ren sowohl Calcitriol als auch der Anstieg der Phosphatkonzentration im Serum
die Freisetzung des von Osteoblasten und Osteozyten gebildeten FGF-23.
FGF-23 hemmt, &hnlich wie PTH, die Phosphatrickresorption im proximalen
Tubulus und fahrt damit zu einer Phosphaturie (Liu S et al. 2006a; Liu S et al.
2006b). Sowohl FGF-23 als auch PTH hemmen die Natrium-Phosphat-Co-
transporter NaPi-lla und NaPi-llb. Dabei sind die renalen Effekte von FGF-23



vermutlich an die Interaktion mit Klotho gebunden. Das Protein Klotho wurde
nach der griechischen Géttin, die den Lebensfaden spinnt, benannt. Es ist ein
groBes (120 - 135 kDa) Typ | Membranprotein mit einer Transmembrandomaéane
in der Nahe des zytoplasmatischen C-Terminus. Es wird fast ausschlieBlich im
distalen Nierentubuli, in der Nebenschilddriise und im Plexus Choroideus im
Gehirn gefunden (Haffner D and Fischer DC 2010; Kuro-o M 2010; Martin A et
al. 2012; Razzaque MS 2009; Razzaque MS 2011; Razzaque MS and Lanske B
2007). Ein Absinken des Phosphatspiegels durch "UberschieBende" Freisetzung
von FGF-23 wird durch kompensatorische Steigerung der Vitamin-D3-Synthese
verhindert, d.h. PTH, Calcitriol und FGF-23 bilden einen komplexen Regelkreis,
in dem sich jeweils zwei der drei Hormone durch feedback-Inhibition und Uber
die Calcium- bzw. Phosphatspiegel kontrollieren. Die FGF-23-Bildung wird tber
Calcitriol und die Serumkonzentration von Phosphat kontrolliert. Vitamin D3 sti-
muliert die FGF-23-Synthese, wahrend FGF-23 seinerseits die Bildung von Cal-
citriol supprimiert (Abb.1) (Fukagawa M and Kazama JJ 2006; Razzaque MS
and Lanske B 2007; Wagner C and Murer H 2008).

Abb. 1: Regulation und Funktion von FGF-23 (modifiziert nach (Emmett M
2008))

FGF-23 wird aus dem Knochen ausgeschlittet, wenn die Phosphatspiegel im
Serum auf supraphysiologische Werte ansteigen. FGF-23 reduziert die Expres-
sion der renalen (NaPi-lla und NaPi-llc) und intestinalen (NaPi-l1lb) Phosphat-
transporter und hemmt die Bildung von Calcitriol. Erhéhte Calcitriol Spiegel sti-
mulieren die FGF-23-Synthese, wédhrend umgekehrt hohe FGF-23 Spiegel die
Calcitriol-Synthese hemmen (Fukagawa M and Kazama JJ 2006; Razzaque MS
and Lanske B 2007; Wagner C and Murer H 2008).



1.1.1.1 Die Struktur von FGF-23

Der Fibroblast-Growth-Factor-23 ist ein aus 251 Aminosduren bestehendes
Protein, mit einem Molekulargewicht von ca. 30-32 kDa. FGF-23 wird von
Osteoblasten sezerniert und ist in anderen osteogenen Zellen, wie Osteozyten
und Chondrozyten zu finden. Das Protein FGF-23 besitzt in seiner Aminoséaure-
kette eine Domane (RXXR-Sequenz), an der es durch die zinkabhéangige Metal-
loprotease (PHEX) proteolytisch gespalten und damit inaktiviert werden kann
(Abb.2). Das PHEX Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und wird vor
allem in Osteoblasten, Osteozyten und Odontoblasten exprimiert. Mutationen
von PHEX fihren zu einem verlangsamten Abbau von FGF-23 (Fukagawa M
and Kazama JJ 2006; Razzaque MS and Lanske B 2007; Wagner C and Murer
H 2008) .

Abb. 2: Schematische Darstellung von FGF-23 (modifiziert nach
(Razzaque MS and Lanske B 2007))

FGF-23 besteht aus einem Signalpeptid (AS 1-24), dem amino-terminale Ende
mit Homologien zu anderen FGFs (AS 25-179; ca 18 kDa), und einer carboxy-
terminalen Doméne (AS 180-251; ca. 12 kDa). Zwischen beiden Doménden
(AS 176-179) befindet sich die Spaltungstelle.

1.2 Formen der Rachitis

Rachitis ist als eine gestdrte Mineralisation, die zur Desorganisation der Wach-
stumsfugen flhrt, definiert. Ursache der Rachitis ist ein herabgesetztes Calci-
um-Phopshatprodukt. Die Diagnose kann in der Regel klinisch aufgrund von
Beindeformitaten und einer Wachstumsstérung gestellt werden, verlangt jedoch
eine detailierte radiologische und laborchemische Abklarung, um die zugrunde



liegenden Erkrankung zu identifizieren. Man unterscheidet in angeborene (he-
reditarer) und erworbene Formen bzw. calcipenische und phosphopenische Ra-
chitis (Schnabel D and Haffner D 2005). Eine Rachitis kann grundsétzlich auch
zu einer Mineralisationsstérung der Zéhne fuhren.

1.2.1 Erworbene Formen der Rachitis
1.2.1.1 Die Vitamin-Ds;-Mangel-Rachitis

Die Vitamin-Ds-Mangel-Rachitis bezeichnet eine calcipenische Stérung des
Knochenstoffwechsels, die im Kindesalter auftritt. Sie fuhrt zu einer Deminerali-
sation der wachsenden Knochen und dadurch zu Verdnderungen an den
Wachstumsfugen. Der Knochen verflgt nicht mehr Gber die notwendige Stabili-
tat, wird weich und biegsam (Lentze MJ and Schaub J 2007). Als Leitsymptome
der Vitamin-Ds-Mangelrachitis werden Verkrimmungen der knéchernen Wirbel-
saule, Auftreibungen der metaphysaren Wachstumsfugen und Achsenabwei-
chungen der Kniee genannt. DarUber hinaus sind auch das Wachstum der
Muskulatur und die Zahnbildung bei Jugendlichen negativ beeinflusst. Als weite-
re Symptome kdnnen Glockenthorax, rachitischer Rosenkranz, Craniotabes,
Quadratschadel und Gingivahyperplasien auftreten (Lentze MJ and Schaub J
2007; Misra M et al. 2008). Das vergleichbare Krankheitsbild bei Erwachsenen
wird als Osteomalazie bezeichnet und ist durch eine gestérte Mineralisierung
von Spongiosa und Kompakta gekennzeichnet (Hiort O and Danne T 2010). Die
Ursache einer Vitamin-Ds-Mangel-Rachitis ist die eingeschrankte physiologi-
sche Vitamin-D3-Bildung in der Haut durch herabgesetzte Sonneneinwirkung in
Kombination mit einer zu geringen Vitamin-Ds Zufuhr mit der Nahrung bzw. mit
einer unzureichenden Vitamin-Ds Prophylaxe im Kindesalter (Lentze MJ and
Schaub J 2007). Der Vitamin-D3 Mangel fuhrt zur verminderten intestinalen Ab-
sorption von Calcium (Lentze MJ and Schaub J 2007; Misra M et al. 2008). Wird
eine Vitamin-Ds-Mangel-Rachitis auBerhalb des S&auglings-/Kleinkindalters bzw.
der Pubertat diagnostiziert, so kommen differentialdiagnostisch u.a. chronische
Malabsorptions, reduzierte hepatische Metabolisierung der Vorstufen, Gallen-
wegserkrankungen oder eine chronische Niereninsuffizienz als Ursache in Be-
tracht. Die Therapie besteht in der Verabreichung von hochdosierten
Vitamin-D3, begleitend sollte Calcium in ausreichender Menge gegeben werden,
da sonst in der Initialphase der Behandlung die Gefahr eines hypokalzamischen
Krampfanfalls besteht (Lentze MJ and Schaub J 2007; Misra M et al. 2008).



1.2.1.2 Die Tumor-induzierte Osteomalazie (TIO)

Die Tumor-induzierte Osteomalazie ist eine sehr seltene, erworbene Form der
Hypophosphatédmie. Charakteristisch fir die TIO ist niedriges Serum-Calcitriol
bei Normalwerten fur Calcium, 25(OH)-D; und PTH (Strom T and Lorenz-
Depiereux B 2001). Die Erkrankung manifestiert sich meist im Erwachsenenal-
ter, es sind jedoch auch Félle bei Jugendlichen beschrieben. Der Beginn der
Erkrankung ist oftmals durch Mudigkeit und Muskelschwéache gekennzeichnet.
Leitsymptome sind Knochenschmerzen mit Hypophosphatamie und Nephrokal-
zinose (Strom T and Lorenz-Depiereux B 2001). Pathophysiologisch besteht ei-
ne Hemmung der renalen Phosphatresorption und der Calcitriol-Bildung durch
FGF-23 (Blumsohn A 2004; de Beur SM 2005). Bei vielen, aber nicht bei allen
Patienten mit klinisch gesicherter TIO lassen sich erhéhte FGF-23 Spiegel
bestimmen, die in der Regel auf den mesenschymalen Tumoren zurtickzufuhren
sind. Diese Tumore kbnnen prinzipiell Gberall im Weichgewebe und Knochen
lokalisiert sein. Typische Beispiele sind Hamangioperizytome, Angiofibrome,
odontogene Tumoren der Maxilla, Fibrome und Myome (Strom T and Lorenz-
Depiereux B 2001). Die Therapie besteht bis zum Auffinden und Entfernen des
Tumors in der Substitution von Calcitriol und Phosphat. Nach Tumorresektion
wird eine vollstdndige Remission der Erkrankung erreicht. Die renale Phosphat-
resorption normalisiert sich und es kommt zur Ausheilung von Rachitis oder
Osteomalazie (De Beur SM et al. 2002; Pettifor JM 2008; Strom T and Lorenz-
Depiereux B 2001).

1.2.2.3 Die Medikamenten-induzierte Rachitis/ Osteomalazie

Eine Vielzahl verschiedener Medikamente greift als ,Nebenwirkung® in den
Knochenstoffwechsel und -umbau ein und kann Mineralisationsstérungen ver-
ursachen. Hier sind alle Medikamente zu nennen, die im Prinzip entweder direkt
einen Einfluss auf den Stoffwechsel von Vitamin-D; haben, also mit Cytocrom
P450 interferieren, oder den Calcium- bzw. Phosphatmetabolismus beeinflus-
sen. Diese Medikamente kénnen klinische Bilder einer Osteomalazie auslésen
(Bartl R et al. 2009; Bartl R and Gradinger R 2009). Antikonvulsiva wie Carba-
mazepin, Phenobarbital oder Phenytoin interferieren mit dem Vitamin-Ds-
Stoffwechsel, in dem sie in der Leber die Produktion von Enzymen induzieren,
die verstarkt Vitamin D3 und seine Metaboliten abbauen (Bartl R et al. 2009).
Antazida koénnen die Phosphatresorption inhibieren. Dies gilt insbesondere fr
aluminiumhaltige Préparate, die, wie im Fall der inzwischen nicht mehr zugelas-



senen aluminiumhaltigen Phosphatbindern, zu schwerer Osteomalazie flhren
kénnen. Auch Zytostatika wie Ifosfamid kénnen die renale Phosphatresorbtion
reduzieren und damit zu einer Hypophosphatamie fuhren (Bartl R et al. 2009;
Bartl R and Gradinger R 2009).

1.2.2 Angeborene Formen der Rachitis

Neben diesen erworbenen Formen existieren eine Reihe angeborener Syndro-
me, die mit einer reduzierten Phosphatresorption im proximalen Tubuls im Sin-
ne einer phosphopenischen Rachitis einhergehen (Tab.1). Hierbei liegt bei 90%
der Patienten eine x-chromosomal dominate Hypophosphatonie (XLH) vor

1.2.2.1 Die autosomal rezessiven hypophosphatamischen Rachitiden
ARHR Typ-1 und ARHR Typ-2

Die ARHR ist eine seltene Form der hypophosphatamischen Rachitis, die ent-
weder auf Mutationen im Matrix-Protein-1 (DMP-1; Chromosom 4q921; ARHR
Typ-1) oder auf Mutationen im renalen NaPi Co-Transporter ENPP1 (Chromo-
som 6922-23; ARHR Typ-2) zurlickzuflhren ist. Bei Patienten mit ARHR Typ-2
liegt eine gesteigerte renale Synthese von Calcitriol mit konsekutiv gesteigerte
gastrointestinaler Calciumresorption und Hypercalciamie vor (Gerok W 2007).
Die Betroffenen zeigen im Kindesalter die Symptome einer Rachitis und im Er-
wachsenenalter die einer Osteomalazie. Typisch fir beide Formen sind ausge-
pragte Muskelschmerzen, Zahndefekte (besonders bei Patienten mit DMP-1
Mutationen) und Kleinwuchs (Baker LR and Stamp TC 1989; Gerok W 2007;
Jiang B et al. 2010; Lorenz-Depiereux B et al. 2006a; Lorenz-Depiereux B et al.
2006b).

1.2.2.2 Die autosomal dominante hypophosphatamische Rachitis
(ADHR)

Die ADHR ist eine weitere seltene, vererbte Funktionsstérung der Phosphat-
homoostase. Als klinische und biochemische Parameter finden sich ein isolier-
ter renaler Phosphatverlust und eine Hypophosphatamie bei normalen Serum-
konzentrationen von Calcium, 1,25-(OH).D; und PTH (Strom T and Lorenz-
Depiereux B 2001). Je nach Alter bei Manifestation bestehen Rachitis und/oder
Osteomalazie. Die Muskelschwéche ist geringer ausgepragt als beim autosomal
rezessiv vererbten Typ (De Beur SM et al. 2002; Gerok W 2007; Shaikh A and



Berndt T 2008). Bei der ADHR betrifft der genetische Defekt nicht den NaPi-
Transporter, sondern FGF-23, das nicht mehr proteolytisch inaktiviert werden
kann (De Beur SM et al. 2002; Gerok W 2007; Shaikh A and Berndt T 2008).

1.2.2.3 Die X-chromosomal dominante Hypophosphatamie (XLH)

Die X-chromosomal dominante Hypophosphatadmische Rachitis (,X-linked hy-
pophospatemic rickets®, XLHR) hat eine Inzidienz von 1: 20.000 Neugeborenen,
betrifft bevorzugt Madchen und ist in mehr als 90% aller Falle die haufigste der
erblichen Rachitisformen (De Beur SM et al. 2002; Hillmann G and Geurtsen W.
2005; Meyer RA. 1985; Pereira CM et al. 2004).1935 beschrieb McCune diese
refraktare, hartnackige Form der Rachitis bei Patienten, die nach Gabe von
Vitamin D3 keine Verbesserung des Krankheitsbildes zeigten (McCune D 1935).
Zwei Jahre spater beschrieben Albright et al. diesen Zustand als vererbbare
»Vitamin-D-resistente-Rachitis“ (Albright F and Butler AM 1937). Bei der XLH
fihren Mutation im PHEX Gen zu sekundarer Akkumulation von FGF-23. PHEX
(Chromosom Xp22.2-p22.1) wird im Knochen und in den Zahnen nicht jedoch in
der Niere exprimiert. Das Gen besteht aus 22 Exonen und codiert ein Protein
mit 749 Aminoséauren (Gerok W 2007; De Beur SM and Levine MA 2002; Strom
T and Lorenz-Depiereux B 2001). Mutationen des PHEX- Gens kbénnen den
Abbau von FGF-23 verzdgern und so zu einer Hemmung der renalen Phorpha-
tresorption in der Niere mit konsekutiver Unterdriickung der Calcitriol-Synthese
fihren (Hillmann G and Geurtsen W. 2005; Hiort O and Danne T 2010). Der ge-
naue Mechanismus ist allerdings noch nicht genau aufgeklart worden. Die Ubri-
gen Parameter des Knochenstoffwechsels liegen im Normalbereich (Gerok W
2007; De Beur SM and Levine MA 2002).

1.2.2.3.1 Klinisches Bild der XLH

Eine XLH wird klinisch meist erst mit dem 2. bis 3. Lebensjahr mit zunehmen-
dem Kleinwuchs, Wachstumsverzégerungen und Rachitis symptomatisch (Hiort
O and Danne T 2010; Strom and Lorenz-Depiereux B2001). Bei der klinischen
Untersuchung fallen bei den Kindern ausgepragte femorale und /oder tibiale
Verbiegungen (Abb.3A) und ein typischer "Watschelgang“ auf. Insbesondere
beim Laufenlernen, also bei mechanischer Belastung, kommt es zu einer zu-
nehmenden Varusstellung der Beine. Es treten auBerdem Abweichungen der
Schadelgeometrie, wie frontal bossing“ (Abb.3B) und eine Abflachung des
Schadels auf (Pereira CM et al. 2004).



Tab. 1: Formen der hereditaren hypophosphatamischen Rachitis (modifiziert nach (Lorenz-Depiereux B et al.
2010; Patzer L 2000 ; Pettifor JM 2008)

Chromosom /

Serum -Spiegel von

Wichtige Besonderheiten im

Erkrankung Gen FGF-23 1,25(0OH),D, Vergleich zur XLHR-1
XLHR-1 . Xp22.2-p22.1 / allgemein normal oder
X-chromosomal-dominante HR PHEX erhoht verringert
(Typ 1; OMIM #307800) 9
XLHR-2 ' Xp11.23-p11.22 / ) Hyperkalzm_rle, Proteinurie,
X-chromosomal-rezessive HR CLCN5 erhoht Nephrokalzinose,
(Typ 2; OMIM #300554) Progression zu CNI méglich
ADHR variabel;wéahrend Klinisch und laborchemisch
Autosomal-dominante HR 12p13.32/ symptomatischer verringert identisch
(OMIM #193100) FGF-23 Erkrankung mglw. g zu XLHR-Typ 1, event. spatere
erhoht Manifestation

ARHR-1 und -2 Typ 1: 4921/ Kombination mit Schwerhorigkeit
Autosomal-rezessive HR DMP-1 erhoht normal oder intrazerebralen Verkalkungen
(Typ1; OMIM #241520), Typ 2: 6g22-923 / und verklrzten distalen Phalangen
(Typ2; OMIM # 613312) ENPP1 beschrieben
HHRH

- , - 9934 / ) Hyperkalziurie, Nephrolithiasis,
Hereditare HR mit Hyperkalziurie SLC34A3 unbekannt erhoht supprimiertes PTH

(OMIM #241530)




Bei positiver Familienanamnese kann die Diagnose meist bereits im Sauglings-
alter anhand einer deutlich erhdhten Aktivitat der im Serum vorliegenden alkali-
schen Phosphatase gestellt werden.

Der Kleinwuchs, der sich meist vor der Pubertat manifestiert, kann auch durch
die symptomatische Behandlung wéahrend der pubertaren Wachstumsphase
nicht mehr aufgeholt werden (Sochett E et al. 2004).

Abb. 3: Charakteristische Verbiegungen des Femurs (A)

und typische rachitische Schadelveréanderungen (B)
Die Aufnahme (A) wurde freundlicherweise vom Institut fiir Interventionelle Ra-
diologische Diagnostik (Direktor: Prof. Dr. K. Hauenstein) der Universitdtsmedi-
zin Rostock zur Verfliigung gestelit.
Abbildung B zeigt ausgeprégte Stirnwélbung mit Uberlagerung der Nasenwur-
zel (modifiziert nach (Kaneshiro NK 2009))

Weitere charakteristische Krankheitsmerkmale sind motorische Retardierung
und eine generalisierte muskulare Hypotonie. Selten kommen Missbildungen
des Thorax, wie der ,rachitische Rosenkranz“ und die ,Harrison Furche“ vor
(Pereira CM et al. 2004).

Bei betroffenen Erwachsenen, die z.T. auch véllig beschwerdefrei sein kénnen,
treten oftmals Symptome wie Knochenschmerzen, Osteoarthritis und Osteoma-
lazie auf (Strom T and Lorenz-Depiereux B. 2001). Des Weiteren sind Verkal-
kungen von Sehnen, Gelenkkapseln und Ligamenten (Enthesopathie) als mut-
maBliche Folgen der Calcitriolbehandlung, sowie Innenohrschwerhdérigkeit be-
schrieben worden (Pettifor JM 2008).

-10 -



Zu den dentalen Abnormitaten, erstmals 1960 von Harris und Sullivan beschrie-
ben, gehdren charakteristische Hypokalzifikationen und Interglobulardentin in
beiden Dentitionen (Harris R and Sullivan H. 1960). AuBerdem wird von vergré-
Berten Pulpakammern mit erweiterten Pulpahérnern bis zur Schmelz-Dentin-
Grenze sowie spontanen Zahnabzessen ohne Einwirkung von Karies oder
Traumen berichtet (Abe K et al. 1988; Douyere D et al. 2009). Die auffalligsten
charakteristischen dentalen Erscheinungsbilder der XLH sind heute

multiple periapikale Lasionen und Abzesse, die vor allem durch das Eindringen
von Mikroorganismen in die Z&hne verursacht werden (Hillmann G and
Geurtsen W 2005; Pereira CM et al. 2004). Darlber hinaus sind hypominerali-
siertes Dentin, irregulare Dentinkanélchen und weites Pradentin ein typisches
Merkmal der X-chromosomal dominanten Hypophosphatamische Rachitis
(Boukpessi T et al. 2006; Onishi T et al. 2008; Pereira CM et al. 2004).

1.2.2.3.2 Aligemeine Therapie der XLH

Die heute Ubliche Therapie besteht in der Substitution von Phosphat und hoch-
dosierter Calcitriolgabe. Die Therapie mit Phosphat und Calcitriol sollte so frih
wie moglich, bei positiver Familienanamnese schon in den ersten Lebensmona-
ten erfolgen, da sie sich glnstig auf die EndkérpergroBe auswirkt (Méakitie O
and Doria A 2003) und hierdurch schwere Knochendeformationen verhindert
werden kénnen (Lentze MJ and Schaub J 2007). Bei ausgepragten und im
Wachstumsalter nicht selten progredienten Fehlstellungen sind Korrekturosteo-
tomien bislang nicht zu umgehen. Die Behandlung mit Phosphat erfolgt mit 4-6
Uber den Tag verteilten Dosen. Je nach Lebensalter werden etwa 40-50(-70)
mg pro kg Kdérpergewicht und Tag elementarer Phosphor in Form von Phospha-
ten gegeben. Um eine phosphatinduzierte Tendenz zur Hypokalzdmie mit se-
kundarem oder tertiaren Hyperparathyreoidismus entgegenzuwirken, erfolgt
zusatzlich die orale Gabe von 1,25(0OH).Ds. Hier wird Ublicherweise mit einer In-
itialdosis von 15-20 ng pro kg Koérpergewicht und Tag begonnen und diese Do-
sis wird langsam auf die Erhaltungsdosis von 20 — 40(60) ng pro kg und Tag
gesteigert (Lentze MJ and Schaub J 2007). Die Phosphatdosis sollte bei herab-
gesetzter Wachstumsrate und/oder erhohter Aktivitat der Alkalischen Phospha-
tase gesteigert werden. Dies ist auf Grund des sekundarem Hyperparathyreoi-
dismus jedoch nicht immer mdéglich (Lentze MJ and Schaub J 2007). Generell
muss auf die Entwicklung einer Nephrokalzinose als wesentliche Komplikation
der Therapie geachtet werden (Glorieux FH 1991; Glorieux FH et al. 1972;
Verge CF et al. 1991).

-11 -



Bei einem Teil der erwachsenen Patienten ist eine Fortsetzung der Therapie
nicht notwenig, wahrend andere durch erneut auftretende Symptome ein Leben
lang behandelt werden muissen (Lentze MJ and Schaub J 2007). Insgesamt
wird bei Erwachsenen die Indikation zu einer Behandlung kontrovers diskutiert,
denn es wurde bisher nicht bewiesen, dass durch eine Therapie Entheso-
pathien vermieden werden kénnen. Empfohlen wird eine Behandlung beim Vor-
liegen von Pseudofrakturen, bei Knochenschmerzen und nach Osteotomien
(DiMeglio LA and Econs MJ 2001; Strom T and Lorenz-Depiereux B 2001).

Die Behandlung der XLH ist insgesamt sehr aufwendig und fordert die Zusam-
menarbeit von padiatrischen Endokrinologen, padiatrischen Nephrologen, Kin-
derorthopaden, Kinderzahnarzten und péadiatrischen Radiologen. Dennoch sind
die Behandlungsergebnisse nicht immer zufriedenstellend und daher werden
weitere Behandlungsmoglichkeiten, wie z.B. die Anwendung von Wachstums-
hormon und von 24,25(0OH)2D untersucht (Baroncelli Gl et al. 2001; Haffner D
et al. 1995; Hanna JD et al. 1991; Zivicnjak M et al. 2011).

1.2.2.3.3 Dentale Behandlungsmaoglichkeiten

Dentale therapeutische MaBnahmen beinhalten prophylaktische Behandlungen,
periodische Kontrollen der oralen Situation, FluoridierungsmaBnahmen und die
Aufklarung Uber die Notwendigkeit von guter Mundhygiene bei bestehenden
Mineralisierungsdefekten im Milchgebiss (Pereira CM et al. 2004). Damit kann
bei Kindern das Auftreten von karidsen Lasionen und somit der vorzeitige Ver-
lust von Milchzdhnen verhindert werden. Dies schafft eine Vorraussetzung far
die normale Entwicklung von Muskeln und Knochen des Gesichtsschadels
(Pereira CM et al. 2004).

1.3 Mausmodelle der Hypophosphatamischen Rachitis

Zum Verstandnis der Pathophysiologie der Hypophosphatamischen Rachitis
haben wesentlich die 1976 beschriebene Hyp-Maus und die 1986 beschriebene
Gy-Maus beigetragen. Beide Stdmme gehen auf spontane Mutationen im PHEX
Gen zurick (Eicher EM et al. 1976; Lyon MF and Scriver CR 1986).
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1.3.1 Die Hyp-Maus als Tiermodell der XLH

Dieses Tiermodell (C57BL/6J-Phex™/Y; neue Bezeichnung B6.Cg-Phex™""/J;
Kurzbezeichnung Hyp-Maus) wurde 1976 erstmals von Eicher et al. beschrie-
ben (Boukpessi T et al. 2006; Eicher EM et al. 1976; Meyer RA 1985; Scriver
CR and Tenenhouse HS 1992; Strom T and Lorenz-Depiereux B 2001). Bei der
Hyp-Maus sind die Exone 16-22 des Phex-Gens deletiert, was sekundéar zur
Akkumulation von FGF-23 mit Supprimierung des renalen NaPi-ll fuhrt (Liu S et
al. 2006b; Strom T and Francis F.1996; Strom T and Lorenz-Depiereux B 2001;
Strom TM and Juppner H 2008; Tenenhouse HS et al. 1995; Tenenhouse HS et
al. 2001). Charakteristisch fur die betroffenen Tiere sind Kleinwuchs, Rachitis
und Osteomalazie, ein niedriger Serum-Phosphatspiegel, bedingt durch eine
verminderte tubulére Phosphatresorption und ein trotz Hypophosphatamie nied-
riges 1,25-(OH).D3 (Ecarot B et al. 1995; Miao D et al. 2001; Strom T and
Lorenz-Depiereux B 2001; Strom TM and Juppner H 2008).

Die typischen Zahnveranderungen der erkrankten Mause sind: Dentin mit wei-
ten Pulpenkammern und dinnen Dentinwanden, erweitertes Pradentin, sowie
Ansammlungen von Interglobulardentin (Abe K et al. 1992; Abe K et al. 1989)
Damit sind Hyp-M&use ein gutes Modell fur Untersuchungen zur Therapie und
Pathophysiologie der XHL. Des Weiteren sind die Tiere pradestiniert dazu, neue
therapeutische Anséatze zur Behandlung der FGF-23 getriggerten Phosphaturie
mit Hypophosphatdmie, konsekutivem Hyperparathyreoidismus und Calcitriol-
Mangel als Folge der supprimierten renalen 1o- Hydroxylase zu prifen.

1.4 Anatomie der murinen Zahngewebe

Charakteristisches Merkmal am Gebiss der Nagetiere (Rodentia) sind die ver-
gréBerten mittleren Incisivi im Ober- und im Unterkiefer. Das M&usegebiss ist
im Unterkiefer sehr kraftig ausgebildet. Das bleibende Gebiss umfasst 16 oder
20 Zahne. In jedem Quadranten des Ober- und Unterkiefers befindet sich ein
Dens incisivus, sowie drei Molaren (Abb. 4). Die Nagezédhne des Unterkiefers
sind meist langer als die des Oberkiefers. Zwischen den paarigen Schneide-
zéhnen und den ersten Molaren liegt im adulten Gebiss ein zahnloser Bereich,
das Diastema. Hier ist der Kieferknochen gleichmaBig abgerundet. Eckzdhne
sind, ebenso wie Pramolaren, nicht ausgebildet. Die Nagezahne sind wurzellos,
haben eine zum Zahnfach hin offene Zahnhdhle (Pulpahéhle) und wachsen
zeitlebens. Die Schneidezdhne der Nager sind durch ein besonderes, eisen-
oxydhaltiges Pigment ausgezeichnet und gelblich verfarbt (Leydig F 1857).
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Abb. 4: Zahnformel der Maus (modifiziert nach (Abigail T and Sharpe P
2004))

Ober- und Unterkiefer enthalten je Quadrant: 1 Inzisivi 0 Canini O Prémolaren

und 3 Molaren.

Die Molaren haben dagegen bei den meisten Nagern ein begrenztes Wach-
stum. Darlber hinaus besteht bei der Maus eine Monophyodontie (Kerdnen S
and Aberg T 1999; Moss-Salentijn 1978; Peterkova R and Peterka M.1995).

Als Besonderheit treten bei allen Nagetieren, und so auch bei der Maus, im Un-
ter- und Oberkiefer die Schmelzbelége nur auf der labialen Seite der Schneide-
zéhne auf (Peyer B 1968). Da Dentin weniger hart ist als Schmelz, entsteht
durch den uneinheitlichen Zahnabrieb eine schneidende Kante. Das unter-
schiedliche Wachstum von Schmelz und Dentin begrindet die gekrimmte Form
der Schneidezahne. Die Mahlbewegung der Nagetiere ist von vorne nach hinten
und von hinten nach vorne. Dieser Bewegungstyp kommt durch die Anordnung
der Zadhne im Kiefer zustande. Im Oberkiefer ist der Abstand der gegenuberlie-
genden Molaren im Verhéltnis kleiner als im Unterkiefer. Dadurch werden die
Kauflachen im Oberkiefer nach lingual abgerieben wahrend sie nach labial Ian-
ger sind. Durch Abrieb des Schneidezahns bei der Nahrungsaufnahme wird der
Zahn immer auf gleicher Lange gehalten (Peyer B 1963).
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1.5 Histologie der Zahngewebe

Die Zahne der Séaugetiere setzten sich aus den drei mineralisierten Anteilen
Schmelz, Dentin und Zement zusammen Der Schmelz ist an der Zahnkrone
dem Dentin auflagert, das Dentin im Wurzelbereich von Zement umgeben und
Uber die Wurzelhaut ist der Zahn mit dem Kieferknochen verbunden (Abb.5).
Seine Versorgung erfahrt der Zahn Uber die Zahnpulpa (Liebich HG 2004).

Abb. 5: Aufbau des Zahn und Zahnhalteapparats (modifiziert nach
(Lallmann-Rauch R 2009))

Dargestellt ist der Lédngsschnitt eines Zahns, unterteilt in Zahnkrone, Zahnhals
und Zahnwurzel. Fad: Foramen apicis dentis, WK: Wurzelkanal

1.5.1 Der Schmelz (Enamelum)

Der Schmelz ist das harteste Gewebe im Organismus und wird von den Amelo-
blasten gebildet. Sie differenzieren sich wahrend der Embryonalentwicklung aus
dem Mundhdhlenepithel und bilden die Schmelzmatrix, die aus nichtkollagenen
Proteinen, Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen aufgebaut ist. Durch
nachfolgende Einlagerung von anorganischen Calciumphosphaten transformiert
sich unter Mitwirkung der Ameloblasten die Schmelzmatrix zu Schmelzkristal-
len, die zur Grundlage der Schmelzprismen werden (Liebich HG 2004).

Der Schmelz ist zellfrei und besteht relativ zu seinem Gewicht zu ca. 95% aus
Hydroxylapatit (Cas(P04)3sOH), zu ca. 1% aus organischer Matrix und zu ca. 4%
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aus Wasser. Die Apatitkristalle bilden ein hexagonales Schmelzprisma mit ei-
nem Durchmesser von 5- 9 um (Abb.6).

Verlaufen gebilndelte Schmelzprismen quer zur Oberflache, so werden sie als
Diazonien bezeichnet, ist ihr Verlauf schrdg oder senkrecht dazu, so spricht
man Parazonien. Schmelzprismen weisen oberflachlich eine Kannelierung auf
und sind durch eine organische Substanz verbunden (Strub JR and Kern M
2010).

40 nm
< -
—\
‘ ) Kristall-
\ 4 oberflache
Kristall-
kern

adsorbierte
lonen

Y Hydrations-
schale

Abb. 6: Schmelzstruktur (modifiziert nach (Hellwig E and Klimek 2009))
Schematische Darstellung eines Hydroxylapatitkristalls mit der typischen hexa-
gonalen Symetrie.

Die Bildung des Schmelzes geht wéhrend der Entwicklung schubweise von stat-
ten, so dass sich in histologischen Praparaten die Retzius- Linien erkennen las-
sen. Diese sind Ausdruck periodischer Ruhephasen der Ameloblasten wahrend
der Schmelzbildung, sind meistens hypomineralisiert und entsprechen in etwa
den Jahresringen eines Baumes. Die Hunter-Schreger-Faserstreifung tritt als
polarisationsoptisches Phdnomen in Zahnschliffen auf. Im Langsschnitt lassen
sich in den inneren zwei Dritteln des Zahnschmelzes von koronal nach zervikal
abwechselnd dunkle und helle Streifen unterscheiden. Da die Schmelzprismen
sowohl in horizontaler als auch vertikaler Richtung geschwungen verlaufen,
werden sie im Schnitt an einigen Stellen quer an anderen langs zur Verlaufs-

-16 -



richtung getroffen. So entsteht im polarisationsmikroskopischen Bild die ange-
sprochene Streifung. Pro Millimeter Schmelz-Dentin-Grenze befinden sich 6 bis
7,5 Hunter-Schreger-Streifen (Hellwig E and Klimek 2009; Strub JR and Kern M
2010).

1.5.2 Das Dentin (Dentinum)

Der groBte Teil des Zahns besteht aus Dentin, welches die Pulpa umgibt. Das
koronale Dentin ist von Schmelz, das Wurzeldentin von Zahnzement bedeckt.
Dentin ist im Gegensatz zu Schmelz ein lebendes und weniger stark minerali-
siertes Gewebe. Es besteht bezogen auf sein Gewicht zu 70% aus anorgani-
schem Calciumphosphat und zu 20% aus organischem Material (Kollagen und
Grundsubstanz) und Wasser (Hellwig E and Klimek 2009; Strub JR and Kern M
2010).

Durch den relativ hohen Anteil an organischer Matrix stellt das gelbliche Dentin
eine elastische, pordse und durchlédssige Masse dar, die weniger hart als
Schmelz, jedoch harter als Zement und Knochen ist (Schumacher GS and
Bornig H 1990). Das anorganische Material liegt ebenso wie im Zahnschmelz,
Zahnzement und im Knochen in kristalliner Form als Apatit und zusatzlich auch
als amorphes Calciumphosphat vor. Die Kristalle des Dentins sind allerdings
erheblich kleiner und dunner als im Zahnschmelz (Hellwig E and Klimek 2009;
Liebich HG 2004). Dentin wird von mesenchymalen Odontoblasten der Zahn-
pulpa gebildet. Diese formieren sich und entlassen ausgepragte Zytoplasma-
fortsatze (Tomes-Fasern). Uber Dentinkanélchen, in denen die langen Fortséatze
(Tomes Fasern) der saulenférmigen Odontoblasten verlaufen, wird eine Verbin-
dung von der Pulpa bis zum Schmelz hergestellt. Ihr Verlauf ist dabei geradlinig
bis S-férmig. In Langsschnitten gibt die Krimmung Anlass fiir Streifenbildungen
(Schreger-Linien) (Hellwig E and Klimek 2009).

Das Dentin lasst sich in verschiedene Zonen einteilen: die Odontoblasten liegen
an der Pulpa-Dentin-Grenze, dann folgt nach peripher das nicht mineralisiete
Pradentin, das Zwischendentin, das zirkumpulpale Dentin und schlieBlich bis
zur Schmelz-Dentin-Grenze das Manteldentin (Abb.7) (Strub JR and Kern M
2010). Die Wand der Dentinkanalchen wird von einem stark mineralisiertem pe-
ritublaren Dentin ausgekleidet, wahrend das zwischen den Kanélchen liegende
Intertubulardentin weniger mineralisiert ist und groBe Mengen kollagener Fa-
sern enthalt (Hellwig E and Klimek J 2009).

Im Bereich der Zahnkrone befinden sich mehr Dentinkanélchen pro Flachenein-
heit als im Bereich der Zahnwurzel. Auch zur Zahnpulpa sind vier mal mehr
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Dentinkanéalchen ausgebildet als zum Schmelz hin. Nahe der Zahnpulpa sind
die Dentinkanéle weiter als zur Peripherie hin (Heydecke G and Kern M 2010).

Abb. 7: Zusammensetzung der Dentinstruktur (modifiziert nach (Hellwig
E and Klimek J 2009))

Schematische Darstellung der Dentinstruktur und Dentinkanélchen. Die gestri-

chelten Linien zeigen den Verlauf der Dentinkanélchen. Im zweiten Teil der Ab-

bildung werden die verschiedenen Zonen des Dentins dargestellt.

In histologischen Préparaten lassen sich Wachstumslinien (Von Ebner-Linien),
die auf eine schubweise verlaufende Mineralisierung des Dentins hinweisen,
feststellen. Es handelt sich dabei um hypomineralisierte Bereiche, die die Ru-
hephasen der Odontoblasten wahrend der Dentinentwicklung widerspiegeln
(Lallmann-Rauch R 2009). Nichtmineralisierte Pradentinbereiche (Interglobular-
dentin) kommen im &auBeren Drittel des Kronen- und Wurzeldentins vor und
weisen oft eine kugelférmige Gestalt auf (Liebich HG 2004). Die Dentinkanal-
chen besitzen in diesen Bereichen kein peritubulares Dentin. Es handelt sich
wahrscheinlich um nicht-regular mineralisierte Bereiche (Hellwig E and Klimek J
2009). Einige der Interglobularrdume enthalten wenig verkalktes, organisches
Material, und manche haben eine Verbindung zu den Dentinkanalchen
(Schumacher GS and Boérnig H 1990). Dicht unter der Oberflache des Wurzel-
dentins, von der Schmelz-Zement-Grenze zur Wurzelspitze hin, befindet sich
eine schmale Zone in der eine Vielzahl kleinerer Interglobularrdume auffallen.
Sie wird nach ihrem Entdecker Tomes-Kérnerschicht genannt (Schumacher GS
and Boérnig H 1990). Dentin, das bis zum Abschluss des Wurzelwachstums ge-
bildet wird, bezeichnet man als priméres Dentin. Danach gebildetes Sekundéar-
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dentin unterscheidet sich hinsichtlich seiner Struktur nur dann vom zirkumpulpa-
len Dentin, wenn Irritationen zur Dentinbildung gefiihrt haben. Dann weist das
Dentin nur noch wenige Kanélchen auf und zeigt einen starker gewellten Ver-
lauf (Lullmann-Rauch R 2009).

1.5.3 Das Zement (Cementum)

Das Zement ahnelt in seinem Bau und Struktur der geflechtartigen Knochen-
substanz (Liebich HG 2004) und enthalt im Gegensatz zum knéchernen Gewe-
be keine BlutgefaBe (Schumacher GS and Boérnig H 1990). Es gehért zum
Zahnhalteapparat, da an ihm die Parodontalfasern haften, die die Zahne in der
Aveole beweglich befestigen. Es ist in seiner Zusammensetzung und Dicke we-
niger konstant als Schmelz und Dentin und ist die am wenigsten mineralisierte
Zahnhartsubstanz. Sein Mineralgehalt (im wesentlichen Apatit) betréagt bezogen
auf das Gewicht ca. 65%, die organische Komponente (liberwiegend Kollagen)
tragt 23% und Wasser tragt ca. 12% zum Gesamtgewicht bei (Hellwig E and
Klimek 2009; Strub JR and Kern M 2010).

Beim Wurzelzement unterscheidet man: (Rateitschak K 2003; Schroeder H
1997)

* azellullares, afibrillares Zement (AAZ)

* azellulares Fremdfaserzement (AFZ)

» zellullares Eigenfaserzement (ZEZ)

* zellullares Gemischtfaserzement ( ZG2)

Das Zement legt sich durch appositionelles Wachstum auBen dem Zahn auf.
Entsprechend der Struktur sind Zementzellen (Zementozyten), Fibroblasten und
mineralisierte Grundsubstanz an der Bildung des Zements beteiligt (Liebich HG
2004). Zementozyten entstehen aus den Zementoblasten, die wahrend der Ze-
mentogenese in das Zement eingeschlossen werden, und folglich in zellularen
Gemischtfaserzement und haufig im zellullaren Eigenfaserzement zu finden
sind. Desmondontale Fibroblasten bilden azellulares Fremdfaserzement. Ze-
mentoblasten bilden zellulares Eigenfaserzement und Teile des zellullares Ge-
mischtfaserzements, eventuell auch azellulldres, afibrillares Zement
(Rateitschak K 2003). Azellular-afibrillares Zement befindet sich im Grenzbe-
reich zwischen Schmelz und Zement, dort enthédlt das Zement weder Zellen
noch kollagene Fibrillen (Schroeder H 1997). Erst im mittleren und unteren
Wourzeldrittel treten Zementozyten und zahlreiche Kollagenfibrillen (zellulares
Gemischtfaserzement) auf. Die Seitenflachen der Zahnwurzel im oberen Drittel
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verfigen Uber eine weitere Form des Zements, das azellulares Fremdfaserze-
ment. Dies ist hauptverantwortlich fur die Verankerung des Zahns in der Alve-
ole. Es enthalt keine Zellen, jedoch zahlreiche kollagene Fibrillen. Sie sind Aus-
druck der inserierenden parodontalen Fasern (Sharpey-Fasern). Die Sharpey
Faser verbinden das Wurzelzement mit der knochernen Zahnalveole und geben
dem Zahn den nétigen Halt im Kiefer (Hellwig E and Klimek J 2009; Rateitschak
K 2003).

1.54 Die Zahnpulpa (Pulpa dentis)

Der Weichgewebekern eines Zahns (Zahnpulpa) besteht aus gut vaskularisier-
tem und innerviertem Bindegewebe. Der haufigste Zelltyp der Pulpa sind die Fi-
broblasten. Sie sind verantwortlich fur die Produnktion der Grundsubstanz und
der Kollagenfasern (Hellwig E and Klimek J 2009). Ein feines Netz von Kolla-
genfasern (Typlll) bildet das Grundgerlst der Zahnpulpa, in das Retikulumzel-
len und oberflachlich Odontoblasten eingelagert sind. Die Grundsubstanz der
Pulpa hat eine gelartige Konsistenz und enthélt neben den anderen molekula-
ren Komponenten in der Hauptsache Glykosaminoglykane und Proteoglykane
(Liebich HG 2004).

Odontoblasten bilden die &uBerste Zellschicht zum Zahnbein. Das Pradentin
wird von dentinbildenden Odontoblasten bedeckt, deren Fortsatze (Odontobla-
stenforsatz) in die Dentinkanélchen hereinragen und sich bis zur Peripherie des
Dentinmantels erstrecken. Haufig, aber nicht immer, befindet sich unter der
Odontoblastenschicht eine schmale zelllose bzw. zellarme Schicht, die Weil-
Schicht. Sie wird von einer zellreichen Schicht unterlagert (Lullmann-Rauch R
2009).

Das Pulpagewebe kommuniziert durch das Foramen apicale, die Seitenkanéle,
akzessorische Kanéle und Pulpaperiodontalkandle mit dem Parodontium
(Hellwig E and Klimek J 2009). Die Aufgaben der Pulpa bestehen in der Dentin-
bildung, Erndhrung und Innervation des Zahns sowie in der Abwehr infektidser
Erreger. Die Neubildung von Dentin erfolgt zeitlebens. Dadurch verengt sich
allmahlich die Zahnpulpa, ein Vorgang, der mit der Reduktion des Stoffwechsel
und der Versorgung verbunden ist (Hellwig E and Klimek J 2009; Liebich HG
2004; Lullmann-Rauch R 2009).
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1.5.5 Die Wurzelhaut (Periodontium)

Die Wurzelhaut bildet sich aus den Sharpey-Kollagenfasern, die den Raum zwi-
schen der kndchernen Alveolarwand und dem Zement ausfillen. Diese elasti-
schen Bindegewebsfibrillen, welche zu Bindeln angeordnet sind, verbinden die
Zahnwurzel mit den Alveolen des Kiefers. Die Sharpey-Fasern entspringen dem
Knochen und ziehen teilweise schrag in Richtung Zahnhals, teilweise horizontal
zur Zahnwurzel hin. Der horizontale Faserzug (Ligamentum circulare) ist stark
ausgepragt. Das Ligamentum verhindert das Eindringen von Fremdmaterial und
bewirkt eine elastische Befestigung der Zdhne im Kiefer (Lullmann-Rauch R
2009). Neben Kollagenfasern sind in die Wurzelhaut Fibroblasten eingelagert,
die der standigen Erneuerung des Halteapparats dienen. Diese Zellen sind plu-
ripotent und kénnen sich zu Zementoblasten, Zementozyten, Osteoblasten und
Osteoklasten transformieren. Die Wurzelhaut ist vaskularisiert und schlieB3t freie
Nervenendigungen als Druck- und Schmerzrezeptoren ein (Liebich HG 2004).

1.5.6 Der Alveolarknochen

Der Alveolarknochen ist Teil des Alveolarfortsatzes und durch Sharpey-Fasern
eng mit dem Periodontium verbunden. Dieser meist lamellaren Knochen gleicht
einem Becher mit stellenweise durchlécherter Wand (Lamina cribiformis). Diese
Perforationen (Volkmann-Kanéle) erméglichen den Durchtritt von Nerven, Blut-
und LymphgeféaBen in den desmodontalen Raum und bilden ein dichtes Korbge-
flecht um die Zahnwurzel (Liebich HG 2004;Lillmann-Rauch R 2009).
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2 Ziel der Arbeit

Die Hyp-Maus ist ein etabliertes Modell der hypophosphatédmischen Rachitis
und damit prinzipiell auch geeignet, neue Therapieformen flr diese Erkrankung
zu evaluieren. Dem steht entgegen, dass diese Maus nur in wenigen Laborato-
rien gezuchtet wird und auch kommerziell nur eingeschrankt verflgbar ist.
Daher wurde 2009 in der Universitatsmedizin Rostock (Institut fir Experimentel-
le Chirurgie mit Zentraler Versuchstierhaltung; Direktorin: Prof. Dr. B. Vollmar)
mit dem Aufbau einer Hyp-Maus Kolonie begonnen. Aus friheren Studien an
der Hyp-Maus ist bekannt, dass eine tagliche subcutane Zufuhr von Calcitriol
und ein erhdhter Phosphatgehalt im Futter die Knochenmineralisierung bessern
oder gar normalisieren konnen. Diese Studien wurden aber schon vor rund 20
Jahren und unmittelbar nach Beschreibung dieser Mauslinie durchgefinhrt.
Daruberhinaus sind die Versuchsbedingungen leider nicht immer vollstandig
beschrieben worden. Daher war es erforderlich, in der von uns neu etablierten
Kolonie sowohl den Phanotyp als auch frihere Befunde zu bestatigen und da-
mit die Basis fur weitere Studien mit dieser Zuchtlinie der Hyp-Maus zu schaf-
fen.

Ziel dieser Arbeit war daher,

den Phéanotyp der in Rostock neu etablierten Zucht, insbesondere die Mor-
phologie der Molaren und des umgebenden alveolaren Knochens
mannlicher Hyp-M&ause zu charakterisieren

die Ergebnisse mit publizierten Befunden zu vergleichen,

zu Uberprifen, ob die Applikation von Calcitriol mit dem Trinkwasser zu
ahnlichen Ergebnissen flhrt, wie fur die subcutane Gabe in der Literatur
beschrieben.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

Die Praparation der Mausschadel erfolgte mit feinchirurgischem Besteck der
Firma Aesculap (Tutlingen, Deutschland). Fotographien wurden mit einer digita-
len Spiegelreflex-Kamera (Canon EOS 40 D) mit lichtstarkem Makro-Objektiv
(70 mm Brennweite Sigma, Rdédermark, Deutschland) bei einer Blendeneinstel-
lung von 2,8 aufgenommen. Fur die mikroskopische Beurteilung stand ein in-
verses Mikroskop (Leica DMI 4000B, Leica, Wetzlar, Deutschland) mit digitaler
Kamera (DFC 320 RS, Leica, Wetzlar, Deutschland) und entsprechender Soft-
ware zur Verfigung. Computertomographische Réntgen-Analysen (u-CT) des
vollstdndigen Méauseschédels (in-vivo Untersuchungen) und isolierter Unterkie-
fer erfolgten mit einem Gerat von Skyscan (1076 in-vivo Mikro CT) mit zugeh6-
riger Software fir Rekonstruktion und Bildanalyse (CT Analyser, N-Recon;
Skyscan, Kontich, Belgien). Alle Grund-Chemikalien hatten mindestens p.a.
Qualitat und wurden im Allgemeinen bei Merck (Merck KG Darmstadt, Deutsch-
land) oder Roth (Carl Roth GmbH & Co KG; Karlsruhe, Deutschland) gekauft.

3.2 Methoden
3.2.1 Beschreibung des Tierversuchs

Die Versuche wurden vom Landesveterindr- und Lebensmitteluntersuchungs-
amt Rostock unter dem Aktenzeichen LALLF M-V/TSD-7221.3-1.1-042/10 ge-
nehmigt und im Institut fur Experimentelle Chirurgie mit Zentraler Versuchstier-
haltung der Universitdtsmedizin Rostock (Direktor: Prof. Dr. med. B. Vollmar)
durchgefihrt. Im Sommer 2009 wurde dort mit dem Aufbau einer Hyp-Maus Ko-
lonie durch Verpaarung weiblicher C57BL6Phex™"/J- mit mannlichen
C57/BL6/J-Mausen begonnen. Heterozygote weibliche Tiere wurden in die
Zucht eingesetzt und mannliche Tiere reprasentierten entweder den gesunden
oder den betroffenen Phanotyp (C57/BL6/J; C57BL6Phex"/J).

3.2.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen (24°C Raumtemperatur;
12-stindiger Wechsel von Licht und Dunkelheit) in Makrolonkafigen gehalten.
Wurfgeschwister blieben, getrennt nach Genotyp, als Gruppe zusammen. Die
Kafige wurden wochentlich gewechselt. Alle Tiere hatten freien Zugang zu
Wasser und pelletiertem, mit Phosphat angereichertem Futter (1% Phosphor
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und 1% Calcium; V1534 ssniff, Soest, Deutschland).

Alle Tiere wurden ca. 25 Tage nach der Geburt abgesetzt und ab diesem Zeit-
punkt Gber einen Zeitraum von mindestens 7 Tagen (Jungtiere bis max.110 Ta-
ge) beobachtet. Im Beobachtungszeitraum wurden Futter- und Wasseraufnah-
me sowie Gewichtszunahme protokolliert. Definierte Menge Wasser und Futter
wurden vorgelegt und die pro Kafig in 24 h aufgenommen Menge durch zu-
ruckwiegen ermittelt.

Bei jeweils 4 Hyp-Mausen und 4 Kontrolltieren wurde der Effekt von Calcitriol
auf die Mineralisierung Uberpruft. Hierzu erhielten die Tiere wahrend der letzten
7 Tage vor Versuchsende 450 pg/kg/d Calcitriol mit dem Trinkwasser. Unter der
Annahme, dass die tagliche Wasseraufnahme pro Tag und Maus etwa 3,5 ml
betragt, wurden unter Berlcksichtigung des Korpergewichtes und der Tierzahl
pro Kafig, 40 ml Trinkwasser prépariert. Die Wasserflaschen wurden téglich
kontrolliert und nach 2 Tagen erneuer. Am Ende der Beobachtungszeit wurden
die Tiere in tiefer Allgemeinanasthesie (Ketamin/Xylazin 75/25 mg/kg Korper-
gewicht) durch offene cardiale Punktion entblutet, die Schadel entnommen und
zunachst in 70%-igem Ethanol gelagert. Wenn moglich, wurde Urin durch Bla-
senpunktion asserviert. Bei vier Tieren wurden noch vor Versuchende unter Se-
dierung mit Isofluran Réntgentomographien des Schéadels angefertigt. Alle wei-
teren Untersuchungen der Schadel erfolgten ex-vivo an entsprechend praparier-
ten Organen.

3.2.3 Praparation und Lagerung der Mauseschadel mit fotographischer
Dokumentation

Am Versuchsende wurden alle Schadel entnommen. Nach grober Praparation
und Fixierung fur 24 Stunden in 70%-iger Ethanol wurden die Schadel sorgfaltig
von anhaftendem Weichteilgewebe gesaubert. Nach ausfihrlicher fotographi-
scher Dokumentation erfolgte die Trennung von Ober- und Unterkiefer, die
ebenfalls fotographisch dokumentiert wurde. Alle Praparate wurde mit einem
Makroobjektiv maBstabsgetreu in kranialer, kaudaler, lateraler, mesialer und
dorsaler Ansicht fotographiert. Ein Ringblitz sorgte fur gleichméaBige Ausleuch-
tung. Nach fotographischer Dokumentation erfolgte die Lagerung der Praparate
bis zur weiteren Bearbeitung in 70% Ethanol (4C°).
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3.24 Roéntgentomographie in-vivo und ex-vivo

Mit hochauflésender Réntgentomographie (uCT) wurde nach Kalibrierung mit
einem Prufkérper (Knochenphantom der Maus), die auf das Volumen bezogene
Mineraldichte im Knochen und Zahnschmelz bestimmit.

3.2.4.1 Aufnahmen der vorderen Extremitaten und des Schéadels in-vivo

Die Anasthesie der Mause erfolgte in einem geschlossenen Inkubator mit 2 %
Isofluran in der Atemluft. Im Mikro-CT wurde die Ané&sthesie mit einer kleinen
Mund-Nasenmaske fortgefiihrt. Die gesamten Képfe wurden gescannt. Uber ei-
ne Videokamera im Gerat konnten die Tiere wahrend des Rdntgenvorgangs
beobachtet werden. Der Scanvorgang erfolgte mit den gleichen Parametern mit
denen auch die ex-vivo Untersuchungen durchgefihrt wurden (siehe unter
Punkt 3.2.4.2).

3.2.4.2 Untersuchungen der isolierten Unterkiefer

Far den Scanvorgang wurden die isolierten Kiefer in ein Polypropylen Réhrchen
gelegt und dann im Styroporbett positioniert und fixiert. Die Praparate wurden
unter folgenden Bedingungen gescannt: Filter: Titanfilter 0,025 mm; Rotations-
winkel: 0,5°; Auflésung: 9 pm; Spannung/ Stromstéarke: 59 kV/ 167 mA.

3.2.4.3 Analyse der Rontgentomographien

Nach dem Scannvorgang wurde der Datensatz rekonstruiert und in den Schnitt-
bildern die zu rekonstruierenden Regionen ("region of interest", ROI) innerhalb
der Molaren bzw. des die Molaren umgebenden Unterkiefers festgelegt (Abb.8).
Um Strahlungsartefakte zu beheben wurde eine Korrektur von 5% eingestellt.
Nach Kalibrierung mit Phantomen eines Mauseknochens wurde die Dichte des
Schmelzes bzw. des alveolaren Knochens berechnet.

3.25 Histologische Charakterisierung der Kiefer
3.2.5.1 Herstellung der Zahnschnitte fir die Histologie

Nach Abschluss der makroskopischen und mikroskopischen Untersuchungen
wurden die Unterkiefer halbiert und entkalkt (200ml Titriplex Ill; 64,5m| 10M Na-
tronlauge; ad 1000ml Wasser; pH 7,4; 15ml/Kieferfragment). Die Entkalkungs-
I6sung wurde solange taglich gewechselt, bis der Knochen weich geworden
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war. Dies dauerte je nach Praparat 1-2 Wochen. Wiederholend, alle 2 Tage, er-
folgte eine Spllung mit Aqua dest.. Nach vollstédndiger Entkalkung, wurden die
Praparate im Institut fir Pathologie (Direktor: Prof Dr. A. Erbersdobler) der Uni-
versitadtsmedizin Rostock in Paraffin eingebettet.

Abb.8: Darstellung der Region of Interest (ROI)
A: hellblau der markierte Schmelz eines Molaren; B: hellblau gekennzeichnet
der alveoldre Knochen

3.2.5.2 Histomorphologische Charakterisierung entmineralisierter Kie-
ferpraparate

Fir die morphologische Charakterisierung wurden Dinnschnitte (ca. 4 ym) auf
Objekttragern aufgezogen. Nach Entparaffinierung mit Xylol (2 * 10 min) und
Rehydratisierung mit Ethanol in absteigenden Konzentrationen (je 2 min in 100
%, 96 %, 80 %, und 70 % Ethanol mit abschlieBenden Spulen in Aqua dest.) er-
folgten Ubersichtsfarbungen mit Hamatoxylin-Eosin und nach Masson-Goldner.

3.2.5.2.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung
Herstellung der Farbstofflésung:

1.) Mayers saures Hamalaun (Merck Katalog-Nr. 1.09249,
gebrauchsfertig; pH 3-4)
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2.) Eosin G (Merck Katalog-Nr, 1.15935)

-1 g Eosin G in 1 | Aqua dest. I6sen
- 1,6 ml 100 % Essigsaure zugeben
- vor Gebrauch filtrieren

Die Schnitte durchliefen folgende Farbeschritte:

© N O A~ Db

Mayers Hamalaun (5 — 10 Min.)

Abspulen und Blauen in lauwarmen Leitungswasser (ca. 10 Min.)

Eosin (2 — 4 Min.)

Spdlen in Aqua dest.

aufsteigende Alkoholreihe ( 70 %, 80 %, 90 %, 96 %, je kurz eintauchen )
Praparate zw. Filterpapier trocknen

Einstellen in Xylol (ca. 5 Min.)

Eindecken mit Entellan:

3.2.5.2.2 Ubersichtsfirbung nach Masson-Goldner

Die Farbung qilt als eine Standardubersichtsfarbung fir die Zahn- und Kno-
chenmorphometrie (Lang G 2006).
Die Schnitte durchliefen folgende Farbeschritte:

ok~ 0D~

o

10.
11.

Weigert’s Eisenhdmatoxylin (2-3min)

Spdlen in flieBendem Wasser (5min)
Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin (4min)

Absplilen in 2 Positionen 1% Essigsaure (schwenken)
Differenzieren in Orange G bis zur vélligen Entfarbung
des Bindegewebes (6min)

Absplilen in 2 Positionen 1% Essigsaure (schwenken)
Gegenfarbung mit Lichtgrin (20min)

Auswaschen in 1% Essigsdure (2 Positionen, in der 2. Position 5 min
stehen lassen)

Rasch entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe
Einstellen in Xylol (ca. 5 Min.)

Eindecken mit Entellan®
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3.2.6 Quantitative Analyse von Blut und Urin

Im Plasma und ggf. auch im Urin der Tiere wurden Creatinin, Calcium, Phos-
phat und FGF-23 (nur im Plasma) mit photometrischen (Crea, Ca und P; alles
Fa. R. Greiner, Flach, Deutschland) bzw. immunchemischen (cFGF-23; Immu-
topics, San Clemente, CA USA) Assays bestimmt. Die photometrischen Assays
waren zuvor an die geringen Probenmengen angepasst und fir die manuelle
Durchfihrung auf Mikrotiter-Platten optimiert worden (Fischer DC et al. 2011).
Richtigkeitskontrollen (Trulab N und Trulab P fir die Bestimmung von Crea, Ca
und P; Kiteigene Kontrollen bei der Bestimmung von cFGF-23) wurden jeweils
mitgefuhrt. Alle Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen angesetzt.

3.3 Statistische Auswertung

Alle Berechnungen und statistischen Analysen wurden mit SPSS, Version 15.0
(SPSS, Chicago, United States of America) durchgefihrt und im Allgemeinen
sind Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Gruppenvergleiche erfolg-
ten mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test mit einem Signifikanzni-
veau von p< 0,05. Fir die graphische Darstellung wurde Sigma Plot (Version
10.0; Jandel Scientific, Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) verwen-
det.
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4 Ergebnisse

Das Ziel war die Charakterisierung der in Rostock neu etablierten Zucht der
Hyp-Mause. In dieser Arbeit wurden 28 Mause untersucht, dabei stand die Mor-
phologie der Molaren und des umgebenden alveolaren Knochens mannlicher
Hyp-Mause im Vordergrund.

4.1 Phanotyp der Hyp-Mause

Die Hyp-Mause waren im Vergleich zu Wildtyp-Mausen kleinwlchsig und wie-
sen ein deutlich geringeres Kdérpergewicht auf (Abb.9). Bereits im Alter von we-
nigen Tagen waren sie von ihren gesunden Wurfgeschwistern durch verkirzte
Hinterbeine und einen kirzeren Schwanz zu unterscheiden. Spéter fiel eine
Kyphose der Brustwirbelsdule, Deformationen des Nasen- und Gesichtsske-
letts, sowie eine ausgeprégte O-férmige Verbiegung der Extremitaten auf.

Abb.9: Gewichtszunahme bei BLs (n=17) - und Hyp-Méausen (n=11)

Gewichtszunahme von juvenilen (n=6) und adulten (n=7) unbehandelten BLg-
Méusen (offene Symbole) und unbehandelten juvenilen (n=3) bzw. adulten
(n=4) Hyp-Mé&usen (gefiillte Symbole). Vier adulte BLs- und 4 adulte Hyp-Méuse
erhielten wéhrend der letzten 7 Tage des Beobachtungszeitraums zusétzlich
Calcitriol mit dem Trinkwasser (450 /g/kg/d).
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Der Gewichtsunterschied zwischen jungen BLs und Hyp-M&usen betragt im
Mittel 5,8g und ist bei adulten Tieren mit 6,6 g sogar noch ausgepragter (jeweils
p<0,001). Nach Behandlung adulter Tiere mit Calcitriol reduziert sich dieser
Gewichtsunterschied wieder auf 5,84g. Diese Unterschiede im Kd&rpergewicht
spiegeln sich auch in der unterschiedliche Futteraufnahme der Tiere wider
(Tab.2).

Tab. 2: Durchschnittliche tagliche Futter- und Wasseraufnahme von BLg
und Hyp-Mausen

Wasseraufnahme
BLs-Maus Hyp-Maus
jung 5,14 + 1,03 438 + 1,08
alt 3,16 + 0,80 3,07 = 1,01
alt* 3,34 + 0,60 3,39 = 0,70
Futteraufnahme
jung 3,90 £ 0,48 2,60 + 0,31
alt 3,00 = 0,45 2,90 = 0,54
alt* 3,15 = 0,72 2,43 + 0,61

Alle Daten sind als Mittelwert und Standardabweichung angegeben; die Unter-
schiede zwischen BLs und Hyp-Mé&usen sind signifikant (jeweils p< 0,01).alt’,
Calcitriol-Gabe

4.2 Morphologische Besonderheiten der Schadel

Die morphologischen Verédnderungen der Schadel von BLs und Hyp-Mausen
sind in Abb.10, 11 und 12 dargestellt.

Wahrend bei den erkrankten Jungtieren vor allem der GréBenunterschied impo-
niert, fallen bei alteren Hyp-Mausen ausgepragte Deformationen des Oberkie-
fers und des Nasenskeletts auf, die sich unter Calcitriol-Behandlung zumindest
teilweise zurtck bilden. In den Réntgenuntersuchungen stellen sich die Schadel
der Hyp-Mause deutlich transparenter dar (Abb.11)

-30 -



Abb. 10: Réntgenaufnahmen (y-CT) des Schédels einer BLs (A) und Hyp-
(B) Maus nach Isoflurananéasthesie.

Abb. 11: Fotographische Darstellung (A) und Réntgenaufnahmen (B) der
Schédel von BL,-Méausen (links) und Hyp- Mausen (rechts)

Die Schédel von juvenilen, adulten und mit Calcitriol-behandelten Tieren sind

exemplarisch dargestellt.
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Abb. 12: MaBstabgetreue Fotographie von Unterkiefer und Schéadel einer
unbehandelten BL¢g-Maus (A) und Hyp-Maus (B).

4.2.1 Morphologische Besonderheiten der Unterkiefer und Molaren

Auch die isolierten Unterkiefer wurden zunachst makroskopisch charakterisiert
(Abb. 13). Im Gegensatz zur gesunden Maus sind die Molaren der Hyp-Mause
deutlich dunkler gefarbt, tiefer gefurcht und weisen eine rauhere Oberflache auf.
Typischerweise fanden sich bei den Hyp-Mausen vermehrt opake und dunkle
Zahne (Abb.13, AusschnittsvergréBerungen). Diese Hypomineralisation flhrt
auch zu starkerem Abrieb und ist als Verschlei3 an den Inzisalkanten ebenfalls
sichtbar (Abb.13).

Abb. 13: Unterkiefer und Molaren von BLs(A) -und Hyp-Maus (B)

Die AusschnittsvergréBerungen (unteres Panel) zeigen deutlich die Unterschie-
de zwischen den Molaren von unbehandelten gesunden (links) und unbehan-
delten erkrankten Méusen (rechts).
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4.2.2 Die réontgentomographische Bestimmung der Mineralisierungs-
dichte in Kieferknochen und Molaren

Roéntgentomographische Untersuchungen der isolierten Unterkiefer bestétigten
den Mineralisierungsdefekt bei der Hyp-Maus. Unterkiefer von gesunden und
kranken Mausen wurden mit einer Auflésung von 9 ym gescannt, 3 dimensional
rekonstruiert und die Mineraldichte, im Knochen und Zahnschmelz berechnet
(Abb.14).

Abb. 14: Typische Rekonstruktion nach hochauflésender rontgentomo-
graphischer Untersuchung (y-CT) (A) mit anschlieBender quanti-
tativer Bestimmung der Mineraldichte in alveolarem Knochen
(BMD; B) bzw. Schmelzdichte (C) der Molaren von BLg - und Hyp-
Mausen.

Mineraldichte in Knochen (B) und Zahnschmelz (C) von BLs () - und Hyp-

Maus (' ). Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen den Gruppen sind

angegeben. (BLg-Méuse: jung, n=6; alt, n=7; alt’, n=4; Hyp-Méuse: jung, n=3;

alt, n=4; alt’, n=4; alt*, Calcitriol-Gabe).
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Waéhrend bei den BLs -Mausen der Knochen dicht und homogen aufgebaut ist,
zeigt er sich bei den Hyp-Mausen péros und zerkllftet. Weiterhin zeigt sich,
dass eine 7-tdgige Behandlung mit Calcitriol nicht ausreicht, um diese
Mineralisierungsdefekt zu beheben, auch wenn bereits nach dieser
verhaltnismaBig kurzen Behandlungszeit die Mineraldichte in Knochen und
Schmelz zunimmt.

4.3 Histologische Untersuchungen

Die histologische Untersuchung der entkalkten und in Paraffin eingebetteten
Praparate zeigte ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen BLs und Hyp-Maus
(Abb. 15-17). Das Kollagengerust, in dem der alveolare Knochen eingebettet
war, erscheint bei der Hyp-Maus grobporiger als bei BLg-Maus. (Abb.15) Vergli-
chen mit den Zahnschnitten der BLs-Mause konnte auBerdem Interglobularden-
tin (Abb.16) und erweitertes Pradentin (Abb. 17) nachgewiesen werden.

Abb.15: Langsschnitt durch einen entkalten Molaren von BLs -Maus (A,B)
und Hyp-Maus (C,D) nach HE-Farbung

VergréBerung: A,C: 25x; B;D: 100x; P: Pulpa; De: Dentin; pdf: peridontale

Fasern; ak: alveoldrer Knochen
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De De

Abb.16: Histologische Darstellung (HE-Farbung) des Interglobulardentins
von BLg - (A) und Hyp-Mausen (B)

Der Pfeil weiBBt auf einen Bereich von interglobuldrem (fehlerhaft aufgebautem)

Dentin. VergréBerung: 400x; De: Dentin; ID: Interglobulardentin

PD
PD

De De

aK mit aK mit
pdF pdF

Abb. 17: Querschnitt durch einen juvenilen Zahn einer BLs -(A) und Hyp-
Maus (B) (HE-Farbung)

Pfeile weisen auf Pulpa (P) und Prddentin (PD) hin. De: Dentin; pdF: periodon-

tale Fasern; aK: alveoldrer Knochen. Die Zone des Préadentins ist bei der Hyp-
Maus aufféllig erweitert.
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4.4 Biochemische Parameter in Serum und Urin

Im Serum zeigten sich bei Hyp-Mausen im Vergleich mit BLs-Mausen leicht er-
niedrigte Calciumspiegel und deutlich erniedrigte Phosphatspiegel (Abb. 18).
Gleichzeitig waren die Konzentrationen von FGF-23 bei adulten alteren Hyp-
Mausen mit und ohne Calcitriol-Behandlung gegentiber gesunden BLsMausen
signifikant erhoht.
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Abb. 18: Die Plasmakonzentration von, Calcium (A), Phosphat (B) und
FGF-23 (C) bei BLs ((_]) - und Hyp-Mausen ().

Die Daten sind als Mittelwert und Standardabweichung angegeben und bezie-
hen sich auf die Bestimmungen bei 28 Tieren. Signifikante Unterschiede (p<
0,05) zwischen den Gruppen sind angegeben. (BLs-Méuse: jung, n=6; alt, n=7;
alt’, n=4; Hyp-Mé&use: jung, n=3; alt, n=4; alt', n=4; alt’, Calcitriol-Gabe).

Die Calcium-Ausscheidung mit dem Urin ist bei Hyp-Mé&usen hoher als bei BLe-
Mausen und steigt unter Calcitriol-Behandlung weiter an (Abb. 19).
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Abb. 19: Die renale Ausscheidung von Calcium (A, B) und Phosphat (C, D)
bei BL¢ ([ ]) - und Hyp-Mausen (| ).

Es sind sowohl die absoluten Konzentrationen (A, C) als auch die auf Kreatinin
normierten Werte/(B, D) angegeben. Diese Untersuchung konnte bei insgesamt
15 Tieren durchgefiihrt werden. Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen
den Gruppen sind angegeben. .(BLs-Mause: jung, n=6; alt, n=3; alt’, n=0; Hyp-
Mause: jung, n=0; alt, n=2; alt’, n=4; alt*, Calcitriol-Gabe).
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5 Diskussion

Hypophosphatéamische Rachitiden sind eine heterogene Gruppe hereditarer und
erworbener Erkrankungen. Sie beruhen meist auf einer gestérten Phosphat-
rickresorption in der Niere und werden in der Regel symptomatisch behandelt.
Dieses kann im Fall einer erworbenen Rachitis zur Heilung fuhren, ist jedoch bei
den hereditaren Formen nicht kurativ. FUr Patienten mit einer XLH, der haufig-
sten hereditdren Form, bedeutet dies nicht nur die lebenslange Substitution mit
Phosphat und Calcitriol sondern auch das permanente Risiko der Nebenwir-
kungen. Hier ist an erster Stelle sicher die Gefahr der Entstehung einer chroni-
schen Niereninsuffizienz auf dem Boden einer Nephrokalzinose zu nennen
(Hanna JD et al. 1991; Patzer L 2000; Seow WK 1984; Tenenhouse HS and
Scriver CR 1992). Weiterhin ist die oben genannte "Standardtherapie" in der
Regel nicht ausreichend, um den Kleinwuchs als das im Kindes- und Jugendal-
ter bestimmende Leitsymptom zu lindern. Alternative, zumindest ansatzweise
kausale oder wenigstens auf die Pathophysiologie der XLH abgestimmte The-
rapien konnten am PTH oder FGF-23 ansetzen. Um solche Konzepte einer
"targeted therapy" zu entwickeln und zu prifen, ist man in der Regel auf Tier-
modelle, wie zum Beispiel die hier untersuchten Hyp-Maus angewiesen. Dieses
Tiermodell wurde Ende der 1970-er Jahre erstmals beschrieben und die bisher
mit diesen Tieren durchgeflhrten Studien beziehen sich zum gréBten Teil auf
den von Mineralisationsdefekten betroffenen Knochen, wahrend den Zahnver-
anderungen bislang wenig Bedeutung eingeraumt wurde. Da der Zahnschmelz
die héarteste Struktur im Organismus ist, machen sich Schwankungen im Calci-
um/Phosphat-Haushalt weniger und spéater bemerkbar als im Knochen.
Dennoch ist es wichtig, vor allem jungen Patienten moglichst frih prophylakti-
sche Kontrollen und kariespraventive MaBnahmen mit Nachdruck anzubieten.
Nur so lassen sich spater aufwendige, kostenintensive und unter Umstanden
schmerzhafte Eingriffe wie z.B. die Behandlung von Zahnabzessen und Wur-
zelkanélen ersparen (Breen GH 1986; Chaussain-Miller C et al. 2003; Yasufuku
Y et al. 1983).

Die Hyp-Maus ist ein zwar anerkanntes, aber kommerziell nur eingeschrankt
verfugbares Tiermodell der XLH (Azam N et al. 2003; Eicher EM et al. 1976;
Strom T and Francis F 1996). Dieses liegt zunachst daran, dass es sich bei der
XLH um eine relativ seltene und daher kommerziell auch weniger interessante
Erkrankung mit entsprechend geringerer Nachfrage nach diesen Tieren handelt.
Darlber hinaus ist die Fertilitat der erkrankten Tiere beeintrachtigt, homozygote
Tiere sind infertii und auch bei heterozygoter Verpaarung (FxM:
C57BL6Phex™?/J x C57BL6/J) sind die Trachtigkeitsraten und WurfgroBen
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deutlich geringer als bei Verpaarung gesunder Tiere. Weiterhin waren die Erfah-
rungen mit Kryokonservierung und anschlieBendem Embryotransfer bei Jack-
son bzw. Charles River Laboratories sehr entmutigend, so dass hier nur eine
"Erhaltungszucht" stattfindet (Angaben Jackson - Charles River;
www.criver.com). Damit sind de facto alle Arbeitsgruppen, die mit diesen M&au-
sen arbeiten wollen, gezwungen, eigene Kolonien aufzubauen. Das bedeutet
aber auch, dass bei jeder neu aufgebauten Kolonie nicht nur der Genotyp (De-
letion von Exon 16-22 des Phex-Gens), sondern auch phanotypische Charakte-
ristika bestatigt werden sollten, um eine Vergleichbarkeit zwischen neu erarbei-
teten und historischen Daten zu gewahrleisten. Daher konzentriert sich diese
Arbeit darauf, die in Rostock seit Sommer 2009 aufgebaute Kolonie mit Blick
auf die in der Literatur beschriebenen Eigenschaften zu beschreiben. Die Dele-
tion der Exone 16-22 des Phex-Gens war bei allen Tieren, die auch die phano-
typischen Verédnderungen zeigten (kurzer Schwanz, verkirzte Extremitéaten),
nachzuweisen. Weiterhin wiesen alle untersuchten Tieren, unabhéngig vom Al-
ter eine erhbhte FGF-23 Serum Konzentrationen, einen renalen Phosphatver-
lust mit Hypophospathdmie und Phosphaturie und ein deformiertes Nasenske-
lett auf. Shetty et al. Berichteten ebenfalls von Craniofazialen Abnormalitaten
bei der Hyp-Maus (Shetty NS and Meyer RA 1991). Die hier im Mittelpunkt ste-
hende Zahnmorphologie wurde mit den in der Literatur beschriebenen Befun-
den verglichen (Tab. 3). Die klassischen dentalen Defekte, wie Mineralisations-
defekte, Attritionen des Schmelzes, karidse L&sionen und unregelméBige Den-
tin/Pulpa Verhéltnisse (vergréBertes Pradentin, Interglobulardentin) konnten bei
unserer Kolonie bestatigt werden. Auch die - wenn auch nur Uber einen be-
grenzten Zeitraum durchgefuhrte - Behandlung mit Calcitriol erzielte die in der
Literatur beschriebenen Effekte, allerdings wurde hier Calcitriol Uber Alzet-
Minipumpen und nicht wie in unserer Studie Uber das Trinkwasser verabreicht.
Diese Pumpen werden in der Regel subkutan zwischen den Schulterblattern
implantiert und geben Osmose-getrieben, je nach gewahlter GréBe Uber einen
Zeitraum von drei bis sieben Tagen kontinuierlich Wirkstoff in die Zirkulation ab.
Wenn das Reservoir erschopft ist, muss die Pumpe extern beflllt oder gewech-
selt werden, was mit einem erneuten operativen Eingriff verbunden ist. Daher
entspricht in nahezu allen bisher durchgefiihrten Studien die Behandlungsdauer
der "Reichweite" einer Pumpenflllung (Ecarot B et al. 1995; Halstead LR et al.
1996; Marie PJ et al. 1982a; Marie PJ et al. 1982b; Meyer MH and Meyer RA
1988).
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Tab. 3: Ubersicht der bisher publizierten Studien zur Zahnentwicklung der Hyp-Maus

Studie = Zahntyp Untersuchungsmethode Ergebnisse
Abe Molaren Elektronenmikroskopie (ELMI) Breite Pulpakammern, weites Pradentin, diinnes Dentin am Pulpakammerboden,
1989 /Inzisivi Tansmissionselektronen- multiples Vorkommen von Interglobulardentin
mikroskopie (TEM) Mehr und gréBere Hydroxydapatit Kristalle im Globulardentin der Hyp-Maus
Roéntgenstrukturanalyse Inzisivi als bei den Wildtyp-M&ausen
(Pulver / Kristalle)
Abe Inzisivi Elektronenmikroskopie, Keine signifikanten Unterschiede im Dentin der Izisivi der Hyp-Maus in Abhangigkeit
1992 Biochemische Parameter von der Erndhrung, Interglobulardentin ist weiterhin aufgetreten
Normales vs. Ca-Phosphat --> Ausbildung von Interglobulardentin wird in der Hyp-Maus nicht durch eine kurze
angereichertes Futter Normalisierungsphase des Serum- Phophat- Spiegels beeinflusst
Ogawa Inzisivi Immun-ELMI Uberexpression von Osteocalcin in den Odontoblasten der Hyp-Maus
2005 Biochemische Parameter, Hypomineralisation des Dentin ist bei der Hyp-Maus nicht vom Serum- Phosphat-
Quantitative RT-PCR Analyse Spiegel abhangig, sondern Folge des Osteoblastendefekts
Onishi Zahnkeime Quantitative RT-PCR Analyse a) NaPi-1lb (Natrium/Phosphat-Cotransporter ll(b)) mRNA war in Hyp-Maus
2007 a/b In situ Hybridisierung Zahnkeimen signifikant geringer als in Wildtyp-Mausen
b) FGF-23 mRNA in Hyp-Maus Zahnen ist signifikant héher als die
in Wildtyp-Mausen
Fong Molaren Licht- und TEM Die Kombination von Immunhistochemie und TEM fUhrte zur Entdeckung eines
2009 Immunhistochemie Zement Phanotyps, der durch eine schmalere BSP(bone sialoprotein) positive Zone

sowie eine diskontinuierliche Mineralisation und das Auftreten von Globulardentin
gekennzeichnet ist.
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Ob dieser Zeitraum ausreichend ist, eine unter Umstanden lebenslange Therapie
korrekt im Modell abzubilden sei dahin gestellt. Wir haben bewusst auf den Einsatz
dieser Minipumpen verzichtet, da selbst die kleinste dieser Minipumpen mit einer
Lange von 1cm und einem Durchmesser von ca. 5 mm selbst relativ zur Korperlange
einer adulten Hyp-Maus eine noch immer beachtliche GréBe aufweist und die Implan-
tation eine unverhaltnisméBig groBe Belastung fur die jungen, und folglich auch klei-
nen Hyp-Mause dargestellt hatte. Zudem standen uns fur die Injektion vorgesehene
Ethanolhaltige Calcitriol-L6sungen zur Verfugung, die sich problemlos mit Wasser
verdinnen und dann dem Trinkwasser zusetzen lieBen.

Auch bei einer solchen Applikationsform stieg die Mineraldichte im Alveolarknochen
der Hyp-Mause von durchschnittlich 1,1 g/cm® auf 1,7 g/cm?® an, erreichte jedoch in-
nerhalb der Behandlungszeit von nur 7 Tagen nie die Werte vergleichbarer gesunder
Tiere (2,2 g/cm®). Beim Schmelz verhielt es sich ahnlich. Dies zeigte uns, dass eine
7-tdgige Behandlung mit Calcitriol den in der Literatur beschriebenen Effekt hat, aber
die Behandlungszeit zu kurz war, um eine vollstandige Normalisierung von Zahn- und
Knochenmineralisierung zu erreichen.

Die Aufnahme des in Ethanol gelésten und dann dem Trinkwasser zugesetzten
Calcitriols war unproblematisch. Trotzdem bleibt gegentber der Implantation einer
Pumpe der Nachteil, dass die tatséchliche im Tier applizierte Dosis durch die Grup-
penhaltung relativ unscharf definiert ist. Dieser Nachteil wird aber durch die Vorteile
(M&glichkeiten zu langerer Behandlungszeit, héherer Dosierungen, weniger Stress
fur die Tiere) bei weitem aufgewogen.

Wenn man unsere Befunde zusammengefasst als Basis fur den "richtigen" Ph&notyp
nimmt, kOnnen wir davon ausgehen, dass auch die in Rostock gezlchteten Hyp-
Méuse dem "Standard" — zumindest im Hinblick auf die Zahnmorphologie — entspre-
chen. Das impliziert, dass man mit groBer Wahrscheinlichkeit Angaben aus friheren
Therapiestudie Ubernehmen kann und die Ergebnisse lediglich stichprobenartig an
wenigen Tieren Uberprifen muss. Das ist sicher ein Vorteil, denn auch in dieser Ar-
beit wurden relativ wenige, bei strenger Betrachtung sogar zu wenige Tiere unter-
sucht. Letzteres ist nicht zuletzt auf die oben erwd&hnten Schwierigkeiten bei der
Zucht dieser Tiere zurtckzufuhren.

Flr einen aussagekréaftigen Tierversuch sind optimale, und tiergerechte Haltungsbe-
dingungen Voraussetzung. Hierzu gehoren je nach Fragestellung ein ausreichendes
bzw. sogar uneingeschranktes Angebot von Futter und Wasser, ausreichender Platz
pro Tier, wenn mdglich eine Haltung in Gruppen und die Aufrechterhaltung des circa-
dianen Rhythmus werden angestrebt. Diese Bedingungen lassen sich bei Versuchen
mit Mausbdcken nicht immer einhalten, da dieses nur bei Wurfgeschwistern méglich
ist und sonst relativ groBe Kéfige erfordert, da Mausbdcke ein ausgeprégtes Revier-
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verhalten besitzen (Institute of Laboratory Animal Resources Commission Council
1996). Weiterhin ist es winschenswert, dass alle Tiere einer Therapiegruppe parallel
und unter wirklich gleichen duBeren Bedingungen (Jahreszeit, Wetter etc.) behandelt
werden. In unserem Falle bedeutete das, dass Wurfgeschwister zwar nach Genotyp
getrennt, dann aber doch nach Méglichkeit in Gruppen gehalten wurden. Pro Kafig
wurden die aufgenommen Futter- und Wassermengen registriert und diese Mengen
auf die Zahl der Tiere pro Kafig bezogen. Demgegeniber wurde das individuelle Ge-
wicht jedes Tieres taglich registriert. Anhand der individuellen Gewichtsveranderun-
gen wurde abgeschatzt, ob alle Tiere gleichméaBig an der Futteraufnahme beteiligt
waren. Um eine sichere statistische Auswertung zu ermdglichen, ware es win-
schenswert gewesen, mindestens 6 Tiere (BLe/J Kontrollen, unbehandelte Hyp-
Méuse) pro Gruppe einzusetzen. Dem standen die relativ geringen WurfgréB8en (hau-
fig nur 2-5 Mé&use/Wurf) und die damit verbundene geringe "Ausbeute" an Hyp-
Mausen entgegen. Die sukzessive Ausweitung der Zucht, d.h. der Einsatz weiterer
Zuchtpaare, fand parallel zu den hier beschriebenen Untersuchungen statt, so dass
fir zuklnftige Studien in vertretbarer Zeit ausreichende Tierzahlen zur Verfligung
stehen werden.

Trotz aller Einschrankungen, die bei der Beurteilung der hier vorgestellten Ergebnis-
se zu machen sind, entsprechen sowohl Genotyp als auch der Zahnph&anotyp der in
Rostock etablierten Kolonie den in der Literatur beschriebenen Merkmalen und auch
die Calcitriol-Gabe Uber das Trinkwasser fuhrte zu den erwarteten Effekten. Damit ist
die in Rostock etablierte Kolonie flr die Durchfiihrung weiterer Studien zur Therapie
der XLH geeignet.
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6 Zusammenfassung

Die X-chromosomal dominante Hypophosphatamie ist mit 1.20.000 Neugeborenen
die haufigste Form der erblichen Rachitiden und wird durch Mutationen im PHEX-
Gen (Phosphatregulierende Endopeptidase auf dem X-Chromosom) hervorgerufen.
Die Erkrankung geht mit Wachstumsretardierung, Kleinwuchs, Knochendeformitaten
und klassichen dentalen Defekten, wie z.B. Zahnabszessen einher. Therapeutisch
wird eine Substitution mit Phosphat und Calcitriol durchgefiihrt, wobei sich eine Frih-
behandlung positiv auf die EndgréBe und den Schweregrad der Knochendeformitaten
auswirkt.

Im Sommer 2009 wurde im Institut fir Experimentelle Chirurgie mit Zentraler Ver-
suchstierhaltung der Universitatsmedizin Rostock mit dem Aufbau einer Hyp-Maus
Kolonie durch die Verpaarung heterozygoter weiblicher C57/BL6Phex™/J (Hyp-
Maus) mit gesunden ménnlichen C57/BL6/J Mausen begonnen. Ziel der Arbeit war
die Charakterisierung, insbesondere der Zahnmorphologie und damit eine Vali-
dierung der neu etablierten Zucht. Hierflr standen insgesamt 11 Hyp- und 17 Kon-
trolltiere mit einem mittleren Alter von 80 Tagen (8 Hyp-Méause und 11 Kontrolltiere)
und 30 Tagen (3 Hyp-Mé&use und 6 Kontrolltiere) zur Verfigung. Jeweils 4 Hyp-
Mause und Kontrolltiere im Alter von 74 bzw. 78 Tagen erhielten wahrend der letzten
7 Tage vor Versuchsende taglich Calcitriol Uber das Trinkwasser (450 ng/kg Kérper-
gewicht und Tag).

Anhand von Untersuchungen der isolierten Unterkiefer im R&ntgentomographen (u-
CT), photographischen Ablichtungen der Schadel, histologischer Préaparaten sowie
der Analyse biochemischer Parameter konnten die typischen Charakteristika der
Hyp-Maus verifiziert werden. Die Hyp-Mause waren von ihren gesunden Wurfge-
schwistern durch verkirzte Hinterbeine und einen kirzeren Schwanz zu unterschei-
den. Wéahrend bei den erkrankten Jungtieren vor allem der GréBenunterschied impo-
nierte, fiel bei alteren Hyp-Mausen eine ausgepragte Deformationen des Oberkiefers
und des Nasenskeletts auf, die sich jedoch unter der Calcitriol-Behandlung zu-
mindest teilweise zurick bildete. AuBerdem fanden sich makroskopisch im Einklang
mit dem erwarteten Mineralisationsdefekten bei den Hyp-Mausen vermehrt opake
und dunkle Z&hne als bei den Wildtypen. Die Mineraldichte im Alveolarknochen der
Hyp-Mause war durch Calcitriol wesentlich starker zu beeinflussen als die Mineral-
dichte im Schmelz. Mdglicherweise ist hierfir die Tatsache verantwortlich, dass der
Zahnschmelz die héarteste Struktur im Organismus ist und sich Schwankungen im
Calcium/Phosphat- Haushalt daher weniger und spéater bemerkbar machen als im
Knochen. Weiterhin wurde deutlich, dass eine 7-tdgige Behandlung mit Calcitriol
nicht ausreichend ist, um diese Mineralisierungsdefekte vollstdndig zu beheben.
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Thesen

Hyp-Mause sind im Vergleich zu Wildtyp-M&usen kleinwtchsig und weisen
ein geringeres Korpergewicht auf. Bereits im Alter von wenigen Wochen un-
terscheiden sie sich durch verkirzte Hinterbeine sowie einen kirzen Schwanz
von ihren gesunden Wurfgeschwistern. Die unterschiedliche Futteraufnahme
der Tiere spiegelt die Unterschiede im Kérpergewicht wieder (im Alter von 80
Tagen: Hyp-Maus: 14g / Wildtyp-Maus: 229).

Die durchschnittliche Mineraldichte ist im alveolaren Knochen und Zahn-
schmelz bei der Hyp-Maus mit 1,2 g/cm® (Knochen) und 2,7 g/cm® (Zahn)
deutlich geringer als bei gesunden Kontrolltieren mit 1,7 g/cm®im Knochen)
und 2,8 g/cm?® bei den Zahnen.

Calcitriol verbessert die Mineralisierung im Alveolarknochen und Zahnschmelz
bereits nach 7-tdgiger Behandlung, diese Zeit ist aber fir eine vollstandige
Normalisierung der Mineraldichten nicht ausreichend.

Serum-Werte fir Calcium sind bei Hyp- und BLs-Mausen annahernd gleich,
die Serum-Phosphatwerte der Hyp-Mause sind deutlich geringer und beweisen
die Hypophosphatéamie.

Im Alter von ca. 85 Tagen sind die FGF-23 Spiegel bei Hyp-Mausen 4,7 x hé-
her als bei BLs-Mausen. Durch Calcitriol steigen die FGF-23 Spiegel noch wei-
ter an und sind bei 80 Tage alten Hyp-Mausen nach 7-tagiger Calcitriol-
Behandlung etwa 1/3 hoher als bei unbehandelten Tieren.

Die Merkmale der in Rostock gezlchteten Hyp-Mause stimmen mit den in der
Literatur beschriebenen Charakteristika tberein. Damit sind Tiere dieser Kolo-
nie fur weitere Untersuchungen geeignet.
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