Aus dem Institut fir
Physiologie, Physiologische Chemie und Tierernahrung
der Tierarztlichen Fakultat der Universitat Minchen
Geschaftsfihrender Vorstand:
Univ.-Prof. Dr. H.-J. Gabius

Angefertigt unter der Leitung von
Priv.-Doz. Dr. Dr. R. G. Erben

Die Rolle des PHEX-Gens in der

Phosphathomoostase

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwurde
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

Von
Dagmar Mayer

aus Grafelfing

Munchen 2004



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle
Referent: Priv.-Doz. Dr. Dr. R. G. Erben
Korreferent: Priv.-Doz. Dr. H.-Ch. Siebert

Tag der Promotion: 23. Juli 2004



Inhaltsverzeichnis
ADKUIZUNGEN <. A
1 Einleitung ..o 1
2 Literaturtibersicht.....................co 3
2.1 Phosphathomoostase ..................ccooooiiiiiiiiii e, 3
211 Phosphatverteilung ....... ... 3
2.1.1.1 Organisches Phosphat ...........coouuiiiiiiii e 3
2.1.1.2  Anorganisches Phosphat .............cuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 4
2.1.2 Die Regulation der Phosphathomoostase ...........ccccccoveviiiiiiiiiicii e, 4
2.1.21 Phosphatabsorption im Gastrointestinaltrakt...............cccoveeiiiiiiiiieiiieen, 5
2.1.2.2  Rickresorption und Ausscheidung von Phosphat in der Niere..............cc.......... 6
2.1.2.3  Biochemie des Phosphattransports in der Niere.............ccccouveeeeieiiieeeeiivnieeennns 7
2.1.3 Hormonelle Regelung des Phosphattransports ...........ccccccevveviiiiiiiiieennnnnnn. 8
2.1.3.1 Effekte vOn PTH @n der NIre......covuuiiiiii it e e 9
214 Phosphatmetabolismus bei Tieren..............cccooiiiiiiii e, 9
2.1.5 Hypophosphat@mie...........cooooiiiiiiiii e 10
2.1.5.1 Hypophosphatémie in der Tiermedizin ............ccoeeiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeee e, 10
2.2 Hereditare Krankheiten mit Hypophosphatamie................................. 11
2.2.1 X-chromosomale hypophosphatamische Rachitis (XLH).............c........... 12
2.21.1 KINISChES Bild ... 12
2.2.1.2  GENELK et 13
2.2.1.3  PHEX-Expression und Mutationen .............cccoeviuiiieiiiiiiiieeecic e 13
2.2.1.4  Pathophysiologie VON XLH .......ccooiiiiiiiiiiiiieeecee e 14
2.2.1.4.1 Murines Gegenstlick zu XLH — die Hyp-Maus ..............ceeeeieviiieeeeiiiiieeeeeinnnnn. 14
2.2.1.4.2 Renale Tubulusanomali€ .........ccouuuuuiiiiiei e 14
2.2.1.4.3 Renaler Vitamin D-MetaboliSMUS............c..oeiiiiiiiiiiiiiicceeeec e 15
2.2.1.4.4 Nachweis eines humoralen Faktors ............ccccovuiiiiiiiiiiiieiiic e, 16
2.21.4.5 KNOChENEIEKLE .. ..o 17
222 Wie fuhrt die Inaktivierung von PHEX/Phex zur Erkrankung? ................. 17
223 Autosomal dominante hypophosphatamische Rachitis (ADHR).............. 19
224 Tumor-induzierte Osteomalazie (TIO) ... 19



2.2.5

2.3

3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.2.1
3.1.2.2
3.1.3
3.14
3.1.5
3.1.6

3.2

3.3
3.3.1
3.3.2

3.4
3.4.1
3.4.11
3.4.1.2
3.4.1.3
3414

3.5

3.6

4.1

4.2

Erklart ein gemeinsames Modell die Pathogenese von ADHR, XLH und

L1 PP 20
Ziel der vorliegenden Arbeit ...................ouiiiiiiiiiiiiiiiiiie 22
Material und Methoden ... 23
Tiermaterial ... 23
Generierung der PHEX-transgenen Mause..............ccccoooeiiee, 23
Genotypisierung der PHEX-transgenen Mause...........cccoceevvveveiviiceeeennn. 24
Isolierung genomischer DNA .........oou i 24
Genotypisierung mittels PCR.........cooii e 25
Genotypisierung der Hyp-Mause ... 26
Expressionsanalyse des PHEX-Transgens mit RT-PCR......................... 27
Expressionsanalyse mit Northern Blot-Analyse ...........ccccooeeviviiiiiiiiennnnnnn. 28
Tierhaltung.......coooiiiii e 28
Versuchsdurchflhrung ..................cccuiiiiiiiiiiiiie 29
Biochemische Parameter des Knochenstoffwechsels....................... 30
Blutparameter ... ..o 30
(4T o =T =10 4[] (=] RSP 30
Histologische Aufarbeitung des Knochengewebes .......................... 31
i 151 (0] [0 o 1= PP 31
Praparation, Fixierung und Entwasserung der Knochen...........ccccceveivviinnenenns 31
Infiltration und EINDEettUNG ........eiiiii e 32
Herstellung von Knochenschnitten.............cooiiiiiii i 33
Farbung der Knochenschnitte............ocuueiiiiiiiiiiiie e, 33
Knochenmineraldichte-Messung ...................coooiiiiiiiiiiii e, 34
Statistik..............oooo 35
Ergebnisse ..., 36
Faktorielle Varianzanalyse.................ccoooiiiii i 36

Expression von humanem PHEX in transgenen Mausen................... 36



4.3

4.4

4.4.1
4.4.2
4.4.3
4.4.4

4.5

4.5.1
4.5.2
453
454

5.1

5.3

5.4

5.5

Phéanotyp der PHEX-tg-Mause ..., 38
Phanotyp der Hyp-MauSe............ccoooiiiiiiiiieee 38
Phanotypische Veranderungen .............ccccccociiiiiiiiiiiiis 38
Histologische Knochenuntersuchung............cccooooviiiiiiiiiiiiiiceeeee, 38
Knochenmineraldichte-MeSSUNG...........oviiiiiiiiii i 41
Biochemische Parameter in Serum und Urin...........coooooiiiiii, 41
Phéanotyp der Hyp/PHEX-tg-Mause ................ccoooiiii, 45
Phanotypische Veranderungen ..............ccccccoiiiiiiiiiiiiiis 45
Histologische Knochenuntersuchung............ccooooiiiiiiiiiiiiiicciceeeee, 45
Knochenmineraldichte-MeSSUNG...........oiiiiiiiii i 45
Biochemische Parameter in Serum und Urin...........cccoiiiiiiiiiiiii, 46
DISKUSSION ... 50
Phéanotyp der PHEX-tg Mause ... 50
Phanotyp der Hyp-MauSse.............cooooiiiiiiiii 51

Weitgehende Normalisierung des Hyp-Phanotyps bei Hyp/PHEX-tg-

MAUSEN ... 52
AUSDIICK. ... 55
Zusammenfassung................c.ccooooiiiiiiei e 56
SUMMANY ... 57

LiteraturvVerZeiCNIS ......... ...ttt 58



Abkurzungen

Abkiirzungen

Abb.
ADHR
AP
APES
Aqua dest.
BMD
bp

°C

Ca
cDNA
CK
Crea
DNA
dNTP
DPD
EDTA
FGF

GOT
HCI

KCI
KG

ng
mg
MgC|2

min

ml

mM
MMA
mRNA
NaAc
NaCl
NaHCO;

Abbildung

Autosomal dominant hypophosphatemic rickets
Alkalische Phosphatase
3-Aminopropyltriethoxy-Silan
destilliertes Wasser
Knochenmineraldichte (bone mineral density)
Basenpaare

Grad Celsius

Kalzium

komplementare DNA
Kreatinkinase

Creatinin
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Deoxypyridinolin
Ethylendiamintetraessigsaure
Fibroblast Growth Factor
Gramm
Glutamat-Ocalacetat-Transferase
Salzsaure

international unit
Kaliumchlorid

Kdrpergewicht

molar

Mikrogramm

Milligramm
Magnesiumchlorid

Minuten

Mikroliter

Milliliter

millimolar

Methylmethacrylat
messenger-RNA
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat



Abkurzungen \%

NaOH Natronlauge

ng Nanogramm

PCR Polymerase Chain Reaction

PFA Paraformaldehyd

pH pondus Hydrogenii

PHEX Phosphate regaulating gene with homologies to endopeptidases on the
X-chromosome

pmol Pikomol

PTH Parathormon

PTHrP Parathyroid hormone related peptide

RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RT Reverse Transkriptase

SD Standardabweichung (standard deviation)

SDS Sodiumdodecylsulfat

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat/EDTA

TE Tris/EDTA

TIO Tumor-induzierte Osteomalazie

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRCa Tubulare Reabsorption von Kalzium

TRP Tubulare Reabsorption von Phosphat

U Einheit der enzymatischen Aktivitat

UrCa Kalzium, gemessen im Urin

UrCrea Creatinin, gemessen im Urin

UrNa Natrium, gemessen im Urin

Vv Volt

WT Wildtyp

XLH X-linked hypophosphatemic rickets



Einleitung 1

1 Einleitung

Im Korper von Mensch und Tier spielt Phosphat eine lebenswichtige Rolle bei der Skelett-
entwicklung, im Mineralhaushalt sowie bei vielen unterschiedlichen Zellfunktionen im Inter-
mediar-Stoffwechsel und bei Energie-Ubertragungsprozessen. Des Weiteren stellt Phosphat
einen essentiellen Bestandteil der Knochensubstanz, der Phospholipide von Zellmembranen
und der Nukleinsauren dar.

Von einer Hypophosphatdmie beim Menschen und beim Kleintier spricht man bei Serum-
Phosphatwerten unter 2.5 mg/dl. Ein chronischer Mangel an Phosphat fiihrt zu Mineralisati-
onsdefekten sowie zur Anhaufung von unmineralisiertem Osteoid. Dieses Krankheitsbild wird
bei Mensch und Tier im Wachstum als Rachitis, nach Abschluss der Wachstumsphase als
Osteomalazie bezeichnet. Beim Menschen tritt eine akute Hypophosphatamie auch im Zu-
sammenhang mit verschiedenen Krankheitsbildern, wie zum Beispiel Diabetes mellitus oder
einer respiratorischen Alkalose auf. Auch eine Uberfunktion der Nebenschilddriisen (primarer
Hyperparathyreoidismus) fiihrt zum Auftreten einer Hypophosphatamie bei gleichzeitiger
Hyperkalzamie. Bei tiermedizinischen Patienten in der Klein- und Groftierpraxis wird von
Hypophosphatamie in Verbindung mit unterschiedlichen Krankheitsbildern berichtet. Hierbei
ware der Diabetes mellitus beim Hund (WILLARD et al., 1987) und der Katze (ADAMS et al.,
1993), die hamolytische Anamie und die hypokalzamische Gebarparese beim Rind (OGAWA
et al., 1989; GOFF, 2000) oder das chronische Nierenversagen beim Pferd (TENNANT et al.,
1982) zu nennen. Fir die Behandlung, aber auch die Diagnose von Krankheiten, die mit ei-
ner Storung im Phosphathaushalt einhergehen, ist es von grof3er Bedeutung, die physiologi-

schen Regulationsmechanismen der Phosphathomdostase zu kennen.

Die Serum-Konzentration von Phosphat ist von der Nahrung, der intestinalen Absorption, der
renalen Filtration und Reabsorption sowie von der Verteilung zwischen Intrazellularraum und
Knochenspeicher abhangig. Unter physiologischen Bedingungen wird die Phosphatkonzent-
ration im Normalbereich (zwischen 2,5 und 4,5 mg/dl) gehalten. Die wichtigsten bekannten
Hormone, die die Phosphathomdostase aufrechterhalten, sind das Parathormon (PTH) aus
den Nebenschilddrisen und Calcitriol (1,25(0OH,)D3). Sie regulieren den Phosphathaushalt
Uber Steuerung von intestinaler Absorption und renaler Reabsorption bzw. Exkretion
(KUMAR, 1997; MURER et al., 2001). PTH hemmt direkt die Reabsorption von Phosphat in
der Niere und férdert indirekt die intestinale Phosphat-Absorption ber die Stimulierung der
Calcitriol-Synthese. Calcitriol wiederum steigert die intestinale Absorption und renale Reab-
sorption von Phosphat. Die Niere stellt das wichtigste Regulationsorgan der Phosphathomo-
ostase dar, wobei die Serum-Phosphatkonzentration Uber glomerulare Filtration und ver-

mehrte bzw. verminderte Reabsorption gesteuert wird (STOFF, 1982).
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Neue Erkenntnisse Uber weitere Faktoren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit an der
Regulation des Phosphathaushaltes beteiligt sind, kamen in jingster Zeit aus der Forschung
Uber Erkrankungen, deren gemeinsame charakteristischen Krankheitsmerkmale auf einen
Defekt der renalen Phosphat-Reabsorption sowie des Vitamin D-Stoffwechsels zuriickzuflih-
ren sind. Es handelt sich bei diesen um die X-chromosomal vererbte Hypophosphatamie
(XLH), die autosomal dominante hypophosphatamische Rachitis (ADHR) und die Tumor-
induzierte Osteomalazie (TIO).

Untersuchungen dieser Krankheiten gaben mehr und mehr Anhaltspunkte dafiir, dass zu-
satzlich zu Parathormon und Calcitriol noch andere Faktoren, so genannte ,Phosphatonine®,
den Phosphathaushalt beeinflussen. Es handelt sich um eine Gruppe von Faktoren, die zu-
satzlich zur Parathormon/Calcitriol-Regulation die Phosphatkonzentration direkt Uber eine
verminderte renale Reabsorption und eine Unterdriickung der Calcitriol-Synthese reduzieren.
In diesem Zusammenhang wurden neue Gene, PHEX (Phosphate-regulating gene with ho-
momologies to endopeptidases on the X-chromosome) und FGF23 (Fibroblast growth factor
23), entdeckt, die bei der Aufrechterhaltung der Phosphathomdostase offensichtlich eine
wichtige Rolle spielen (STREWLER, 2001; KUMAR, 2002; SCHIAVI und KUMAR, 2004).

In der vorliegenden Arbeit sollten die Pathomechanismen, die an der Entstehung der X-
chromosomal vererbten Hypophosphatamie (XLH) beim Menschen und der homologen
Krankheit Hyp bei der Maus beteiligt sind, weiter aufgeklart werden. Es ist bekannt, dass bei
XLH und Hyp inaktivierende Mutationen im PHEX-Gen auftreten (THE HYP CONSORTIUM,
1995; TENENHOUSE, 1999). Unklar ist jedoch, auf welche Weise der Funktionsausfall die-

ses Gens zu renalem Phosphatverlust und Rachitis fihrt.

Wir untersuchten den Einfluss einer ubiquitaren Uberexpression des humanen PHEX-Gens
in Hyp-Mausen, die eine durch Spontanmutation entstandenen Deletion im murinen Phex-
Gen aufweisen. Zur Auswertung wurden biochemische Parameter des Knochenstoffwech-
sels, Knochenmineraldichte-Messungen und die Beurteilung der Knochen-Histologie heran-

gezogen.
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2 Literaturubersicht

2.1 Phosphathomodostase

Phosphat spielt im Kérper von Mensch und Tier eine auRerordentlich wichtige Rolle. Stérun-
gen im Phosphatstoffwechsel manifestieren sich mit deutlichen biochemischen und Klini-
schen Folgen. Der Phosphathaushalt wird weniger strikt als z.B. der Kalziumhaushalt gere-
gelt, doch auch hier stehen Regulationsmechanismen zur Verfiigung, die die Phosphatkon-
zentration im Koérper konstant halten. Hinsichtlich der Referenzbereiche bestehen erhebliche
Altersabhangigkeiten, die durch das Knochenwachstum bedingt sind. Die Phosphat-Spiegel
unterliegen aulRerdem circadianen Schwankungen mit einem Maximum am spateren Abend
und einem Minimum am frlhen Morgen. Beim erwachsenen Menschen liegt der Referenzbe-
reich des Serum-Phosphats zwischen 0.87 und 1.45 mmol/l (2.7 bis 4.5 mg/dl) (KNOCHEL,
1985). Von einer Hypophosphatamie spricht man bei Mensch und Kleintier, wenn die Phos-

phat-Werte unter 0.87 mmol/l (2.7 mg/dl) absinken.

2.1.1 Phosphatverteilung

Im menschlichen und tierischen Korper liegt Phosphat zum gréten Teil (80-85%) im minera-
lisierten Knochen als Hydroxylapatit [Ca1o(PO4)s(OH).] vor. Das Skelett dient somit als Spei-
cher, aus dem Phosphat und Kalzium freigesetzt oder in den diese auch eingelagert werden
kdnnen. 9-15% des Gesamtkdrper-Phosphats sind im Muskel enthalten, der Rest ist in ande-
ren Weichgeweben und weniger als 1% in der extrazellularen Flissigkeit zu finden. Kalium
stellt das wichtigste intrazellulare Kation, Phosphat das wichtigste intrazellulare Anion dar.

Im Plasma liegt Phosphor als anorganisches und organisches Phosphat vor. Intrazellulares
Phosphat liegt vorwiegend in organischer Form vor, anorganisches Phosphat befindet sich
vor allem extrazellular (KNOCHEL, 1985).

2111 Organisches Phosphat

Organisches Phosphat ist im Korper in vielen Verbindungen, wie zum Beispiel Phospholipi-
den, Phosphoproteinen, Nukleinsduren, Enzymen und Co-Faktoren enthalten. Zyklisches
3‘,5*-Adenosin-Monophosphat (cAMP) dient als Second Messenger von vielen Hormonen.
Adenosintriphosphat enthalt zwei energiereiche Phosphatbindungen und ist die Energiequel-
le vieler lebensnotwendiger physiologischer Prozesse: im Membrantransport fur die Natrium-
Kalium-Pumpe, bei der Synthese chemischer Verbindungen und bei der Muskelkontraktion

(GUYTON, 1981). Eine weitere wichtige Phosphatverbindung ist das 2,3-Diphosphoglycerat
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(2,3-DPG), in welcher 70-80% des organischen Phosphats in den roten Blutkdrperchen vor-

liegen.

2.1.1.2  Anorganisches Phosphat

Den Groliteil des extrazellularen Phosphats stellt das anorganische Phosphat (P;) dar. Etwa
12-15% des P; sind nicht-kovalent an Plasmaproteine gebunden, der Rest zirkuliert in Form
der beiden freien Phosphat-lonen Monohydrogenphosphat (HPO4*) und Dihydro-
genphosphat (H,POy4) und liegt bei einem pH-Wert von 7,4 im Verhaltnis 4:1 vor.

Anorganisches Phosphat ist an vielen lebenswichtigen Kérperfunktionen beteiligt, wie die
oxidative Phosphorylierung, die Produktion von 2,3-DPG in den Erythrozyten und die Glyko-
genolyse in Leber und Niere. Aullerdem ist es ein Co-Faktor vieler enzymatischen Reaktio-
nen (FRASER et al.,, 1987). Als Dihydrogenphosphat/Monohydrogenphosphat wirkt Phos-
phat als wichtiges Puffersystem im Intrazellularraum, Blutplasma und Urin und spielt so eine

grol3e Rolle im Saure-Basen-Haushalt.

2.1.2 Die Requlation der Phosphathomoostase

Im Folgenden werden die physiologischen Vorgange zur Aufrechterhaltung der Phosphat-
homoostase anhand der Physiologie des Menschen erklart. Die Absorption, Reabsorption
und hormonelle Regulation laufen jedoch, mit einigen Ausnahmen beim Wiederkauer, bei
den monogastrischen Tieren in dhnlicher Weise ab.

Da P; im Kdrper an sehr vielen wichtigen Stoffwechselvorgadngen beteiligt ist und die Phos-
phatkonzentration im Kérper ahnlich wie die Kalziumkonzentration innerhalb enger Grenzen
konstant gehalten werden muss, ist es sehr wichtig, dass ein empfindliches Mess-System
und schnell greifende Regulationsmechanismen zur Verfigung stehen.

Zwischen Kalzium und Phosphat besteht eine enge Beziehung, da sie durch ein anndhernd
konstantes Loslichkeitsprodukt (das Produkt der Konzentrationen von Ca** und HPO4*, das
gerade noch die volle Ldslichkeit des Salzes im Plasma erlaubt) miteinander verbunden sind.
Wird dieses Ldslichkeitsprodukt Uberschritten, lagern sich Kristalle physiologischerweise in
den Knochen ab, es kann aber auch zu pathologischen Ablagerungen in Gelenken, der Niere
oder in anderen Organen kommen.

Die Phosphatkonzentration steht somit in einem engen Zusammenhang mit der Kalziumkon-
zentration. Bei einer Hyperphosphatamie kann sich die Konzentration an Kalzium im Serum
verringern und umgekehrt kann ein Abfall der Serumphosphat-Konzentration zu einer Hyper-

kalzamie flhren, weil dabei Kalzium aus dem Knochen freigesetzt wird.
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Die Phosphathomdostase wird durch drei Organsysteme aufrechterhalten: den Dinndarm,
die Nieren und das Skelett.

In der menschlichen Nahrung ist Phosphat so reichlich vorhanden, dass das Auftreten einer
Unterversorgung sehr selten ist. Phosphatmangel kann eigentlich nur beim Hungern, nach
der Einnahme von Komplexbildnern oder sekundar als Folge eines renalen Phosphatverlus-
tes entstehen.

Das meiste Phosphat aus der Nahrung wird im Dinndarm aufgenommen, wobei die hormo-
nelle Regulation dieses Prozesses bei der Aufrechterhaltung der Phosphathomoéostase kaum
eine Rolle spielt. Das absorbierte Phosphat wird anschlieliend Uber komplizierte, hormonell
gesteuerte Regulationsmechanismen (ber die Niere wieder ausgeschieden und bei Bedarf
im Knochen als Hydroxylapatit, in Phospholipiden oder anderen organischen Verbindungen
eingelagert. Der grofite Teil wird jedoch iber den Urin ausgeschieden.

Der Niere kommt somit als Regulationsorgan bei der Aufrechterhaltung der Phosphathoméo-
stase die wichtigste Rolle zu. AuRerdem kann bei einer extremen Unterversorgung Phosphat

auch aus dem Knochen freigesetzt werden.

2.1.21 Phosphatabsorption im Gastrointestinaltrakt

Die Hauptquellen flir Phosphat stellen Milchprodukte, Gemuse, Getreide und Fleisch dar. Die
tagliche Aufnahme des menschlichen Organismus betragt durchschnittlich 800 bis 1600 mg
und liegt damit etwa eineinhalb bis dreimal tiber dem tatsachlichen Phosphatbedarf. Mit der
Nahrung wird sowohl organisches als auch anorganisches Phosphat aufgenommen. Organi-
sche Phosphatverbindungen werden durch Phosphatasen im Darm hydrolisiert, da nur anor-
ganisches Phosphat resorbiert wird. Die Aufnahme erfolgt im Dinndarm vor allem im Jeju-
num und lleum, zu einem geringen Anteil auch im Duodenum (WALLING, 1977).

Die Phosphatabsorption steigt mit der zugefiihrten Phosphatmenge linear an. 60 bis 65%
davon werden resorbiert (LEE et al., 1985). Die Aufnahme lauft Gber zwei Wege: ein zell-
vermittelter aktiver Transport und passive Diffusion (CROSS et al., 1990).

Der aktive Phosphat-Transport erfolgt Uber eine durch Calcitriol (1,25(0OH),D3) stimulierte, an
Natrium gekoppelte Aufnahme an der luminalen Membran der Dinndarmepithelzellen. Der
Einfluss von 1,25(0OH),Ds liegt in der von Calcitriol angeregten Transkription von Messenger-
RNA. Diesbeziglich wurden einige auf Calcitriol ansprechende, Na*-abhangige Phosphat-
Cotransporter in der Burstensaummembran des Darms gefunden, die eine hohe Affinitat fur
Phosphat besitzen (DEBIEC und LORENC, 1988; HILFIKER et al., 1998; KATAI et al., 1999;
BAI et al., 2000). Nachdem Phosphat so in die Zelle aufgenommen wurde, wird angenom-

men, dass es entlang des Mikrotubuli-Systems zur basolateralen Membran transportiert und
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dort durch einen passiven Carrier-vermittelten Mechanismus, dem elektrochemischen Gra-
dienten folgend, freigesetzt wird.

Diese Vorgange sind jedoch nur zu einem geringen Anteil an der Aufrechterhaltung der
Phosphathombostase beteiligt. Man fand zwar heraus, dass der aktive Transport durch
25(0OH)D, und 1,25(0H),D; gesteigert werden kann (RIZZOLI et al., 1977; LEE et al., 1985;
CROSS et al., 1990), die absorbierte Phosphat-Menge geht allerdings bei Vitamin D-Mangel

lediglich um 15% zurtck.

Zum grofen Teil geschieht die Phosphatabsorption tber passive Diffusion. Da die K, des
aktiven Transports relativ niedrig liegt (2 mM) und die Diffusion tberwiegt, sobald die Phos-
phat-Konzentration 1,8 mM Uberschreitet, was sogar schon beim Fasten geschieht, ist es
einleuchtend, warum diese passive Diffusion den hauptsachlichen Absorptionsweg darstellt
(WILKINSON, 1976; WALTON und GRAY, 1979).

Daraus ergibt sich, dass der aktive Transport nur unter ungewdhnlichen Umstanden eine
Rolle spielt, wenn beispielsweise die Phosphat-Verfligbarkeit extrem niedrig ist. Unter diesen
Umstanden scheinen ein Aktivator-Protein fiir den Na*-abhangigen Transport (P;,US) und der
Typ lll Na*/P-Cotransporter wichtig zu sein (KATAI et al., 1999).

Eine Stérung der Aufnahme durch Diffusion kann zum einen im Alter auftreten und zum an-
deren bei der Bildung von nicht absorbierbaren Kalzium-, Aluminium- oder Magnesiumsalzen
im Darm. In diesen Fallen kann es zu einer Verminderung der intestinalen Phosphatabsorp-

tion um bis zu 50% kommen.

21.2.2 Ruckresorption und Ausscheidung von Phosphat in der Niere

Die Niere reagiert empfindlich auf Veranderungen im Phosphatstoffwechsel. Hier werden
erhohte oder erniedrigte Phosphat-Konzentrationen Uber die glomerulare Filtration und die
tubulare Reabsorption wieder ausgeglichen (MIZGALA und QUAMME, 1985).

In den Glomerula werden etwa 90% des P; aus dem Plasma filtriert (HARRIS et al., 1976).
Nicht filtrierbares Phosphat ist Plasmaphosphat, das an Plasmaproteine gebunden ist und
solches, das in Verbindung mit Kalzium oder Magnesium vorliegt.

In der Niere werden physiologischerweise 80 bis 90% des filtrierten P; rlckresorbiert. Dies
geschieht vor allem im proximalen Tubulus. 60 bis 70% werden in den ersten Abschnitten
des Tubulus contortus proximalis in den Segmenten S1 und S2 riickresorbiert, im Tubulus
rectus proximalis 15 bis 20%. Mdglicherweise kommt es auch im Tubulus distalis zu einer
Ruckresorption, es scheint jedoch kein Pi-Transport im diinnen oder dicken Teil der Henle-
schen Schleife stattzufinden (CHENG und SACKTOR, 1981; DOUSA und KEMPSON, 1982;
KNOX und HARAMATI, 1985; SUKI und ROUSE, 1996). Die transzellulare Aufnahme von
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Phosphat ist ein Carrier-vermittelter, sattigbarer Vorgang, dessen Transfermaximum T in
Abhangigkeit von der Pi-Aufnahme betrachtlichen Schwankungen unterliegt. Daher kann
man diesen Wert am besten bestimmen, indem man wahrend einer Pi-Infusion die maximale
Pi-Reabsorption pro Volumeneinheit der Glomerularen Filtrationsrate (T,,P/GFR) misst. Al-
ternativ lasst sich auch das Nomogram von Bijvoet heranziehen, mit dem man T,,P/GFR an-
hand der P;- und Creatinin-Exkretion und der Plasma-Phosphat-Konzentration schatzt
(WALTON und BIJVOET, 1975).

In jenen Abschnitten, in denen P; rlickresorbiert wird, wurden Parathormon (PTH)-sensitive
Adenylatcyclasen nachgewiesen (MOREL, 1981; KNOX und HARAMATI, 1985). PTH ist in
diesen Abschnitten fiir eine Reduzierung der Pi-Reabsorption tber einen cAMP-abhangigen
und einen cAMP-unabhangigen Signalmechanismus verantwortlich. Im Gegensatz dazu
wurden in den medullaren und distalen Tubulusabschnitten, in denen also kein Phosphat
reabsorbiert wird, eine Calcitonin-sensitive Adenylatcyclase nachgewiesen (BERNDT und
KNOX, 1984). Calcitonin hemmt aber auch tUber einen cAMP-unabhangigen Mechanismus,
der moglicherweise Uber einen Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels gesteuert wird,
die Phosphatreabsorption im proximalen geschlangelten und geraden Tubulus (MURER et
al., 2000).

2.1.2.3 Biochemie des Phosphattransports in der Niere

Die Aufnahme von Phosphat erfolgt tiber einen Na*-abhangigen sekundar-aktiven Transport.
Der Transport verlauft elektroneutral, wobei mit jedem Pi-lon zwei Na*-lonen in die Tubulus-
zelle aufgenommen werden. Na* wird mit Hilfe einer Na*-K* ATPase-Pumpe an der basolate-
ralen Membran aktiv aus der Zelle heraustransportiert und so der Na*-Gradient fiir den
Phosphattransport in der Zelle aufrecht erhalten.

An der basolateralen Membran verlasst das Phosphat dem elektrochemischen Gradienten
folgend die Zelle. Der Transport von Phosphat durch das Zytosol und der Mechanismus, mit
dem P; an der basolateralen Seite aus der Zelle abgegeben wird, sind noch nicht vollig ge-
klart. Es werden derzeit folgende Maglichkeiten diskutiert: ein Na*-P-Cotransport, Anionen-
Austausch und eine undichte Stelle an der Membran, an der P; austritt (MURER et al., 2000).
Der P-Transport an der basolateralen Membran soll die folgenden zwei Funktionen erfillen:
erstens die vollstdndige Reabsorption, wenn der Bedarf der Zelle an P; gedeckt ist und zwei-
tens Einstrom von P;, wenn die Pi-Aufnahme an der luminalen Seite den Bedarf der Zelle
nicht decken kann (LOW et al., 1984; SCHWAB et al., 1984).

Der limitierende Schritt der Reabsorption ist die aktive Aufnahme an der Blirstensaummemb-

ran. Hier setzen die Regulationsmechanismen an. Es existieren drei Na*-P-Cotransporter,
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deren molekulare Struktur aufgeklart wurde: Typ | (Npt 1), Typ Il (Npt 2) und Typ Il Na*-P;-
Cotransporter. Alle drei zeigen stark unterschiedliche Eigenschaften, was Aminosaurese-
quenz, pH-Abhangigkeit, Substrataffinitat und Gewebsexpression betrifft (SORRIBAS et al.,
1994; HELPS et al., 1995).

Transkripte des Typs lla wurden im proximalen Tubulus und eine Expression des Proteins in
der apikalen Membran nachgewiesen. Im selben Tubulusabschnitt wurde der Typ Il Na*-P:-
Cotransporter gefunden, jedoch scheint er an der basolateralen Membran exprimiert zu wer-
den (MURER et al., 2000; WERNER und KINNE, 2001). Die Funktion des Typ | Cotranspor-
ters ist noch nicht aufgeklart.

Der Typ lla Cotransporter scheint die Schlisselrolle im Na*-P;-Cotransport an der Biirsten-
saummembran und damit bei der Phosphatreabsorption zu spielen. Als Folge eines Verlusts
des Npt2-Gens bei Npt2-Knockout-Mausen tritt Phosphaturie als Folge einer Reduktion der
Na*-P-Cotransportrate um etwa 70% auf (BECK et al., 1998; MURER et al., 1999).

2.1.3 Hormonelle Regelung des Phosphattransports

Die Serumphosphat-Konzentration wird Gber ein komplexes Zusammenspiel von intestinaler
Absorption, dem Austausch zwischen Intrazellularraum und Knochenspeicher und der renal-
tubuldren Reabsorption konstant gehalten.

Fir die Regulation der Phosphathoméostase sind vor allem das Parathormon (PTH) aus den

Nebenschilddriisen und Calcitriol verantwortlich.

Eine Verminderung der extrazellularen Phosphatkonzentration stimuliert direkt die Aktivitat
der 25-Hydroxyvitamin Ds-1a-Hydroxylase und dadurch die renale Produktion von Calcitriol
(1,25(0OH),D3) in den Mitochondrien der proximalen Tubuluszellen, was wiederum die intesti-
nale Absorption von Kalzium und Phosphat erhéht (PORTALE et al., 1989). Der daraus re-
sultierende erhdhte Kalziumspiegel hemmt die Ausschittung von PTH und férdert dadurch
die Phosphatreabsorption in der Niere. Erniedrigte Serumphosphatwerte gehen mit erhdhten
Serumkalziumwerten einher. Niedrige Kalziumkonzentrationen wiederum bewirken einen
Abfall der zirkulierenden PTH-Spiegel, was eine Verminderung der Phosphatexkretion im
Urin nach sich zieht. Die Regulation des Phosphathaushaltes tUber PTH entspricht somit ei-

ner indirekten Regulation Uber den Kalziumspiegel.

Auch andere Hormone und humorale Faktoren beeinflussen die P-Homoostase. So senken
PTHrP (Parathyroid hormone related protein), Glukokortikoide, Ostrogene, Calcitonin, Trans-
forming growth factor o und B (TGFa und B) und hohe P-Plasmawerte die Pi-Reabsorption.

Andererseits fordern Calcitriol, Schilddriisenhormone, Insulin, IGF-I (Insulin-like growth
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factor 1), Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) und ein niedriger P-Spiegel die Reabsorption
von Phosphat im proximalen Tubulus (WILKINSON, 1976).

An dieser Auflistung lasst sich erkennen, dass der Phosphattransport durch unterschiedliche
Faktoren gesteuert wird, wobei die Regulation in allen Fallen in der Niere, und hier in den

proximalen Tubuluszellen, erfolgt.

2.1.3.1 Effekte von PTH an der Niere

Die Wirkung von PTH in der Niere erklart sich aus einer reduzierten Reabsorption von Phos-
phat im proximalen Tubulus. Sowohl PTH als auch eine hohe P-Aufnahme fiihren zu einer
Hemmung des Na'/P-Cotransports an der Blrstensaummembran, indem die Endozytose
von Npt2-Protein ausgelost wird (PFISTER et al., 1998).

Auf molekularer Ebene lauft der Regulationsmechanismus folgendermallen ab: unter Ein-
fluss von PTH werden Typ lla Na*-P-Cotransporter aus der luminalen Membran endozytiert,
Uber Mikrotubuli zu den Lysosomen transportiert und mit diesen verschmolzen. Um die
Transportfunktion bei akutem oder chronischem Phosphatmangel erneut zu aktivieren, wer-
den die Transporter neu synthetisiert und in die Membran eingebaut. Mdglicherweise steht
auch ein intrazellularer Pool zur Verfliigung, aus dem bei Bedarf Typ lla Cotransporter wieder
zur Membran transportiert werden kénnen (MURER et al., 1999; MURER et al., 2000).

Die Effekte von PTH werden intrazellular Gber die Proteinkinasen A und C Ubertragen. Die
PTH-vermittelte Hemmung der Phosphatreabsorption wird bei niedrigen Hormonkonzentrati-
onen (10 bis 107'° M) {iber das Proteinkinase C-System und bei hdheren Konzentrationen

Uber das Proteinkinase A-System geregelt.

214 Phosphatmetabolismus bei Tieren

In der Tiermedizin muss bei der Beschreibung der physiologischen Vorgadnge des
Phosphatmetabolismus zwischen Wiederkduern und monogastrischen Tieren unterschieden
werden (BREVES und SCHRODER, 1991). Die Phosphatabsorption im Darm bei Tieren mit
einhéhligem Magen verlauft analog derer beim Menschen: Phosphat wird grétenteils im
Jejunum Uber einen sekundar-aktiven, natriumgekoppelten Pi-Cotransport — der durch Vita-
min D gesteigert werden kann — und passive Diffusion absorbiert. Die Phosphathomdostase
wird Uber die Niere als Regulationsorgan unter dem Einfluss von Parathormon und Calcitriol
aufrechterhalten.

Bei den Wiederkauern liegen andere Verhaltnisse vor. Hier werden grofe Mengen an Phos-
phat Uber den Speichel in den Gastrointestinaltrakt sezerniert. Die tagliche Sekretionsrate

liegt zwischen 5 und 10 g Phosphat bei Schafen und zwischen 30 und 60 g bei Rindern
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(REINHARDT et al., 1988; SCOTT, 1988; BREVES und SCHRODER, 1991). In Mikropunkti-
ons-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die grélite Menge Phosphat von der Pa-
rotis-Speicheldrise sezerniert wird (COMPTON et al., 1980). Die Absorption von Phosphat
bei Wiederkauern geschieht zwar, wie bei monogastrischen Sdugetieren auch, hauptsachlich
im Jejunum, jedoch wird in Pansen und Psalter, vermutlich durch passive Diffusion, ebenfalls
Phosphat aufgenommen (BREVES et al., 1988). Im Gegensatz zu den Nicht-Wiederkauern
sind der Mechanismus und die Regulation der Phosphatabsorption im Jejunum nur unvoll-
standig aufgeklart.

Bei Wiederkauern ist die Aufrecherhaltung der Phosphathomoostase nicht von der Niere als
wichtigstem Regulationsorgan abhangig. Bei diesen Tieren wird der Phosphatmetabolismus

in erster Linie Uber die Speicheldriisen oder den Gastrointestinaltrakt reguliert.

2.1.5 Hypophosphatamie

Fir das Wachstum und die Entwicklung des Skeletts ist eine ausreichende Versorgung mit
Kalzium und Phosphat notwendig; ein Mangel an diesen Mineralien fuhrt zu einer einge-
schrankten Knochenmineralisation. Im wachsenden Organismus kann dies zu einer Rachitis
und nach der Skelettreife zur Entwicklung einer Osteomalazie fuhren.

Hypophosphatamische Rachitis &hnelt in vielen klinischen und radiologischen Gesichtspunk-
ten einer Kalziummangel-Erkrankung; es kommt jedoch zu keinem sekundaren Hyperpa-
rathyreoidismus oder einem gesteigerten Knochenabbau.

Erbkrankheiten, die zur verminderten Phosphatreabsorption in der Niere fiihren, sind beim
Menschen die haufigsten Ursachen angeborener Rachitis und stellen heutzutage die wich-

tigsten Ursachen von Rachitis in der westlichen Welt dar.

2.1.5.1 Hypophosphatamie in der Tiermedizin

In der Tiermedizin wird nicht so haufig Uber Hypophosphatamie berichtet wie in der Human-
medizin. Hier treten Falle von Hypophosphatdmie meist in Verbindung mit anderen Erkran-
kungen auf, zum Beispiel Diabetes mellitus beim Hund (WILLARD et al., 1987), hamolytische
Anamie bei Rindern (OGAWA et al., 1989) und chronisches Nierenversagen beim Pferd
(TENNANT et al., 1982). AulRerdem kommt es bei den so genannten ,downer cows* zu stark
erniedrigten Serum-Phosphatwerten (<1 mg/dl), bei denen auch nach einer erfolgreichen
Behandlung der Hypokalzédmie im Zusammenhang mit einer hypokalzamischen Gebarparese
die Serum-Phosphatwerte nicht ansteigen (GOFF, 2000).
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Meist tritt eine Hypophosphatamie (< 2,5 mg/dl) in der Tiermedizin also als Begleiterschei-
nung von verschiedenen Krankheitsbildern auf. Die Ursachen der Hypophosphatamie sind
transzellulare Verschiebungen vom Extrazellularraum in die Koérperzellen, eine reduzierte
intestinale Absorption oder verminderte renale Reabsorption. Da Phosphat ein wichtiger Be-
standteil von ATP ist, auert sich eine akut verminderte Phosphatkonzentration vor allem in
Zellen mit hohem Energieverbrauch, wie den roten Blutkdrperchen, Skelettmuskelzellen und
Gehirnzellen. Chronische Hypophosphatamien filhren zu den typischen Skelettmanifestatio-
nen in Form von Rachitis oder Osteomalazie.

Eine transzellulare Verschiebung (Maldistribution) kann bei Diabetes mellitus oder einer re-
spiratorischen Alkalose auftreten. Bei Diabetes mellitus kann die Hypophosphatamie als Fol-
ge einer Ketoazidose und Hyperglykamie entstehen. Die Glykosurie bei unbehandeltem Dia-
betes mellitus flihrt zur osmotischen Diurese und somit zur Phosphaturie. Bei Patienten, die
mit Insulin behandelt werden, bewirkt Insulin die Verschiebung von Phosphat aus dem Blut in
die Zellen. In beiden Fallen entsteht eine Hypophosphatamie.

Eine reduzierte intestinale Absorption tritt bei phosphatarmer Erndhrung oder bei Vitamin D-
Mangel, durch phosphatbindende Stoffe oder im Zusammenhang des Malabsorptionssyn-
droms auf. Eine reduzierte renale Reabsorption wurde in der Veterinarmedizin im Zusam-
menhang mit primdrem Hyperparathyreoidismus und Hyperadrenokortizismus beschrieben.
AuRerdem bei renalen Tubulsdefekten (zum Beispiel Fanconi’s Syndrom) und nach Verab-

reichung von Natriumbikarbonat oder von Diuretika, die am proximalen Tubulus wirken.

2.2 Hereditdre Krankheiten mit Hypophosphatamie

Es existieren einige Erbkrankheiten beim Menschen, bei denen es zu einem renalen Phos-
phatverlust kommt. Dazu gehoéren die X-chromosomale hypophosphatamische Rachitis (X-
linked hypophosphatemic rickets, XLH), die autosomal dominante hypophosphatamische
Rachitis (Autosomal dominant hypophosphatemic rickets, ADHR), die hereditare hy-
pophosphatamische Rachitis mit Calciurie (Hereditary hypophosphatemic rickets with hyper-
calciuria, HHRH) sowie die hypophosphatdmische Knochenkrankheit (Hypophosphatemic
bone disease, HBD). Des Weiteren gibt es die Tumor-induzierte Osteomalazie (TIO), eine
Tumorerkrankung, bei der die Patienten unter den Folgen einer Hypophosphatamie leiden.

Im Folgenden werde ich mich auf das Krankheitsbild der XLH konzentrieren.
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2.2.1 X-chromosomale hypophosphatamische Rachitis (XLH)

2211 Klinisches Bild

Die X-chromosomale hypophosphatamische Rachitis (XLH), auch als familidre hy-
pophosphatamische Rachitis oder Vitamin D-resistente Rachitis bezeichnet, ist die beim
Menschen am haufigsten auftretende hereditare Rachitis mit einer Pravalenz von 1:20 000
(DAVIES et al., 1981). XLH wird X-chromosomal dominant vererbt. Vater vererben demnach
die Krankheit den Tdchtern, jedoch nicht den Séhnen. Mutter vererben die Krankheit mit ei-
ner 50:50 Wahrscheinlichkeit an ihre Tochter und Séhne. Da die Erkrankung einem domi-
nanten Erbgang folgt, fihrt bereits ein defektes Allel zum Auftreten von XLH.

Durch die Bezeichnung Vitamin D-resistente Rachitis soll der Unterschied zu der durch Vi-
tamin-D-Mangel erworbenen Rachitis verdeutlicht werden, da eine Besserung von XLH
durch eine Gabe von normalen Dosen von Vitamin D nicht mdglich ist, die Patienten somit
eine Vitamin D-resistente Form der Rachitis aufweisen (WINTERS et al., 1958).
Charakteristische Krankheitsmerkmale sind Wachstumsverzdgerung, Rachitis mit daraus
resultierender Verformung der Beine, Osteomalazie, Hypophosphatamie, Insertionstendo-
pathien (Kalzifizierung von Sehnen, Bandern und Gelenkkapseln) und renale Defekte in der
Phosphatreabsorption und des Vitamin D-Stoffwechsels. Aulierdem kdnnen die Zahnent-
wicklung und -mineralisation gestort sein (ECONS und DREZNER, 1992; RASMUSSEN und
ANAST, 1995). Typische Laborbefunde sind zusatzlich zur Hypophosphatamie normale Kal-
zium- und PTH-Werte, erhohte Alkalische Phosphatase-Spiegel und Calcitriolwerte, die
unerwarteterweise im Normalbereich oder darunter liegen (ECONS und DREZNER, 1992;
RASMUSSEN und ANAST, 1995).

Die Schwere der Krankheit — auch innerhalb derselben Familie — kann sehr unterschiedlich
sein. Die Krankheitssymptome reichen von einer leichten Hypophosphatdmie bis zu schwe-
ren Knochendeformierungen (LOBAUGH et al., 1984). WHYTE et al. (1996) konnten keine
Abhangigkeit der Schwere des Krankheitsverlaufs von Geschlecht und Rasse oder Unter-
schiede in der Vererbung durch Vater oder Mutter feststellen. Bei Frauen verlauft die Krank-
heit jedoch haufig schwacher, so dass lediglich eine Hypophosphatdmie nachgewiesen wird,
jedoch keinerlei Skelettdeformierung (WINTERS et al., 1958). Die ersten Anzeichen der
Krankheit bei betroffenen Kindern sind verdickte Gelenke und eine O-férmige Verformung
der Beine als Folgen der Rachitis. Des Weiteren kann es aufgrund einer gestdérten Dentin-
Mineralisation zur verzdgerten Zahnentwicklung und zu Zahnabszessen kommen. In den
meisten Fallen werden die Symptome erst in einem Alter von sechs bis zwdlf Monaten fest-
gestellt (HARRISON et al., 1966).
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221.2 Genetik

1995 gelang einem Internationalen Konsortium mittels positionaler Klonierung die Isolierung
des fur XLH verantwortlichen Gens. Das Gen erhielt die Bezeichnung PEX flir Phosphate
regulating gene with homologies to endopeptidases on the X-chromosome (THE HYP CON-
SORTIUM, 1995). Spater folgte eine Umbenennung in ,PHEX®, um eine Verwechslung mit
Genen, die fir peroxysomale Erkrankungen verantwortlich sind, zu vermeiden.

Das PHEX-Gen befindet sich auf dem Chromosomabschnitt Xp22.1. Es umfasst 243 kb,
weist 22 Exons auf und codiert fir ein Protein, das aus 749 Aminosauren besteht (FRANCIS
et al., 1997). Das entsprechende murine Phex-Gen, welches kurz nach dem humanen Gen
kloniert wurde, stimmt zu 95% mit der humanen Sequenz Uberein (DU et al., 1996; STROM
et al., 1996; BECK et al., 1997).

PHEX weist auf der Aminosdure-Ebene Homologien zu der M13-Familie von Zink-
Metallopeptidasen auf, zu der die Neutral endopeptidase (NEP), Endothelin-converting en-
zymes 1 und 2 (ECE-1 und ECE-2) und das Kell Blutgruppen-Antigen (KELL) gehdren
(TURNER und TANZAWA, 1997). NEP wird in zahlreichen Geweben exprimiert und ist mit-
beteiligt an der proteolytischen Inaktivierung verschiedener kleiner Peptide (ROQUES et al.,
1993). ECE-1 wiederum wird vor allem im GefaR-Endothel exprimiert und ist an der Aktivie-
rung des Peptids Endothelin aus einer inaktiven Vorstufe beteiligt (XU et al., 1994). Bei all
diesen Enzymen handelt es sich um Typ Il Membran-Glycoproteine, die N-terminal eine kur-
ze zytoplasmatische Doméane, eine transmembranare Doméane und eine lange extrazellulare
Domane, die auch nach proteolytischer Abspaltung von der Membran ihre Peptidase-
Aktivitat beibehalt, aufweisen. Auflerdem besitzt das PHEX-Protein, ebenso wie ECE-1 und
NEP, zehn Cysteinreste und ein Zink-bindendes Motiv, die bei ECE-1 und NEP wesentlich
an der Konformationsintegritat und der katalytischen Aktivitat beteiligt sind (TURNER und
TANZAWA, 1997).

Die Ahnlichkeit mit dieser Familie von Metallopeptidasen legt nahe, dass PHEX/Phex an der

Aktivierung bzw. Inaktivierung bioaktiver Peptide beteiligt ist.

2.2.1.3 PHEX-Expression und Mutationen

PHEX/Phex wird vorwiegend in Osteoblasten, Osteozyten und Odontoblasten exprimiert.
AulBerdem konnte mRNA und/oder Protein in Lunge, Gehirn, Muskeln, Nebenschilddrisen
und Gonaden nachgewiesen werden. Interessanterweise wird das Gen jedoch nicht in der
Niere exprimiert (BECK et al., 1997; BLYDT-HANSEN et al., 1999).

Seit Entdeckung des PHEX/Phex-Gens wurden etwa 170 verschiedene Mutationen im Zu-

sammenhang mit XLH identifiziert, darunter Deletionen, Frame-Shift-, Exon-Splicing- und
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Nonsense-Mutationen. Aulierdem konnten viele Missense-Mutationen nachgewiesen werden
(FRANCIS et al., 1997; HOLM et al., 1997). Alle Mutationen gehen mit einem Funktionsver-
lust des PHEX/Phex-Gens einher (SABBAGH et al., 2000). Es konnte jedoch keine Korrela-
tion zwischen der Schwere der Erkrankung und der Art oder dem Ort der Mutation, das be-
deutet zwischen Genotyp und Phanotyp, festgestellt werden (FILISETTI et al., 1999).

Das durch eine Spontanmutation entstandene Krankheitsbild Hyp bei Mausen (Hyp steht flr
Hypophosphatamie), das der XLH beim Menschen sehr ahnelt, wird durch eine ausgedehnte
3 -Deletion im Phex-Gen hervorgerufen (BECK et al., 1997). Ein ahnliches murines Homo-
log, die Gy-Maus (Gy steht fur Gyro), weist eine grof3e Deletion auf, die das 5°-Ende des
Phex-Gens und das Spermin-Synthase-Gen mit einbezieht (MEYER et al., 1998).

2.21.4  Pathophysiologie von XLH

2.2.1.4.1 Murines Gegenstuck zu XLH — die Hyp-Maus

Die Erforschung dieser Erbkrankheit wurde durch die Entdeckung der Hyp-Maus als murines
Gegenstick zu XLH beim Menschen erleichtert. Auch die Hyp-Maus vererbt die Krankheit
X-chromosomal dominant (EICHER et al., 1976). Die Phanotypen von XLH und Hyp sind
sich sehr ahnlich, so weist die Hyp-Maus ebenfalls Hypophosphatamie, Verzwergung und
eine reduzierte Reabsorption von filtriertem Phosphat in der Niere auf. Es ist kein Einfluss
der Gen-Dosis oder der Vererbung des mutierten Allels von Vater- oder Muttertier feststellbar
(QIU et al., 2004).

Eine weitere homologe Form zu XLH, die Gy-Maus weist nahezu denselben Phanotyp auf,
zeigt jedoch zusatzlich Abnormalitaten des Innenohres, Taubheit, Hyperaktivitat und Im-
Kreis-Laufen. AuRerdem sind die mannlichen Mause kleiner als die Hyp-Mannchen und steril
(LYON et al., 1986).

2.2.1.4.2 Renale Tubulusanomalie

Die charakteristische Hypophosphatamie, die bei XLH-Patienten und Hyp-Mausen auftritt, ist
die Folge einer verminderten renalen Phosphatreabsorption, wobei es zur vermehrten Exkre-

tion von Phosphat im Urin kommt.

Der Ort der verminderten Reabsorption konnte mit Hilfe von Mikropunktions-Untersuchungen
an Hyp-Mausen in der Blrstensaummembran des proximalen Tubulus lokalisiert werden
(GIASSON et al., 1977; TENENHOUSE und SCRIVER, 1978; COWGILL et al., 1979). Der
Defekt bleibt auch nach einer Parathyroidektomie bestehen (COWGILL et al., 1979; KIEB-
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ZAK et al., 1981), und ist allein auf die Reabsorption von P beschrankt (LYON et al., 1986).
In weiteren Forschungsarbeiten wurde der Frage nachgegangen, in welchem Zusammen-
hang der Funktionsverlust des PHEX-Gens mit der verminderten Reabsorption von Phosphat
steht. Die Expression des Na*-P-Cotransporters (Npt2) in der Blrstensaummembran ist bei
Hyp-Mausen auf Protein- und mRNA-Ebene um 43% gegenlber normalen Mausen reduziert
(TENENHOUSE et al., 1995). Demnach kommt es bei einem Funktionsausfall von PHEX zur
transkriptionalen Herunterregulierung von Npt2, was darauf hin deutet, dass PHEX eine re-
gulatorische Funktion bei der Aufrechterhaltung der Phosphathomdostase zukommt. Da
PHEX in der Niere nicht exprimiert wird (s.0.), kann ein lokaler Nierendefekt ausgeschlossen
werden. Die verminderte Transkription von Npt2 wird demnach mit hoher Wahrscheinlichkeit

durch einen humoralen Faktor ausgel6st.

2.2.1.4.3 Renaler Vitamin D-Metabolismus

Zusatzlich zur Hypophosphatamie ist eine gestdrte Regulation des Vitamin D-Stoffwechsels
charakteristisch fir die XLH-Erkrankung, bzw. fir Hyp- und Gy-Mause. Bei Hyp- und Gy-
Mausen liegen die Serumkonzentrationen von 1,25 Dihydroxyvitamin D3 (1,25(0OH),D3) vor-
wiegend im Normalbereich oder darunter (MASON et al., 1982; LOBAUGH und DREZNER,
1983; TENENHOUSE und JONES, 1990; TENENHOUSE et al., 1992), was angesichts der
vorliegenden Hypophosphatamie unverhaltnismalig niedrig ist.

Normalerweise bewirken PTH oder eine Hypophosphatéamie einen deutlichen Anstieg der
Syntheserate und Serumkonzentration von Calcitriol (1,25(0OH),D3) (GRAY et al., 1976; IN-
SOGNA et al., 1983; PORTALE et al., 1989). Dabei wird Calcidiol (25(OH)D.) in Mitochond-
rien der Niere durch die 25-Hydroxyvitamin D;-1a-Hydroxylase zum aktiven Calcitriol hydro-
xyliert, das die intestinale Kalzium-Absorption stimuliert. Bei XLH-Patienten bzw. Hyp-
Mé&usen bewirken diese Stimulatoren der Calcitriol-Synthese jedoch keinen Anstieg der Cal-
citriolwerte.

Die Aktivitat der 25-Hydroxyvitamin Ds;-1a-Hydroxylase ist bei Hyp-Mausen im Vergleich zu
normalen Mausen, die aufgrund einer Phosphat-Mangeldiat ahnliche Phosphatwerte im Se-
rum aufweisen, vermindert (LOBAUGH und DREZNER, 1983). AuRerdem kann bei Hyp-
Mausen keine Steigerung der Enzymaktivitat durch induzierten Kalziummangel oder Infusion
von PTH gemessen werden (NESBITT et al., 1986). DarlUber hinaus ist die
24-Hydroxylierung, der initiale Schritt des Vitamin D-Katabolismus, bei Hyp-Mausen parado-
xerweise sogar erhoht (TENENHOUSE et al., 1988).

Diese abweichende Enzymregulation stellt nicht die Folge gestorter Transkriptions-, sondern
Translations- oder Posttranslationsprozesse dar. Der gemessene mMRNA-Spiegel der

25-Hydroxyvitamin Ds-1a-Hydroxylase steigt durch PTH-Stimulation bei Hyp-Mausen ver-
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gleichbar stark an wie bei den gesunden Wurfgeschwistern mit induziertem Phosphatman-
gel. Die Steigerung der Enzymaktivitat bei den gesunden Mausen liegt jedoch fiinfmal héher
als bei den Hyp-Mausen. Dies schliel3t eine reduzierte Transkriptionsaktivitat aus
(FUJIWARA et al., 2003).

Die abweichende Vitamin D-Regulation tritt bei Hyp-Mausen am proximalen Tubulus — dem
gleichen Tubulusabschnitt, an dem auch die P-Reabsorption vermindert ist — auf (LOBAUGH
und DREZNER, 1983; NESBITT und DREZNER, 1990). Deshalb ware eine mdgliche Erkla-
rung der verminderten 25(OH)D;-1a-Hydroxylase-Aktivitat das veranderte intrazellulare Mi-
lieu der proximalen Tubuluszellen (NESBITT und DREZNER, 1990).

2.2.1.4.4 Nachweis eines humoralen Faktors

Es war lange Zeit nicht bekannt, ob die verminderte Phosphat-Reabsorption auf einem pri-
maren Defekt der Niere oder einem humoralen Faktor beruht.

Die beiden murinen Homologe zu XLH, Hyp und Gy, waren auch hier wieder wichtig, um die
Pathogenese der Hypophosphatamie weiter aufzuklaren. In Parabiose-Experimenten von
normalen und Hyp-Mausen kam es bei den zuvor gesunden Mausen zur Entwicklung einer
Hypophosphatamie und Phosphaturie anstatt zu einer Korrektur des phosphaturischen De-
fekts in der Hyp-Maus (MEYER et al., 1989a). Eine Parathyroidektomie der Hyp-Maus vor
der Parabiose konnte die Hypophosphatdmie bei der normalen Maus nicht verhindern
(MEYER et al., 1989b). Damit war der Beweis erbracht, dass ein humoraler Faktor, der nicht
das Parathormon sein kann, fir den renalen Phosphatverlust verantwortlich ist. Auch nach-
folgende Experimente mit Nieren-Kreuz-Transplantationen unterstiitzen diese Hypothese.
Nach Transplantation einer Niere aus einer Hyp-Maus in eine nephrektomierte gesunde
Maus funktionierte die Niere vollig normal und die Empfangermaus entwickelte keine Hy-
pophosphatamie. Im Gegensatz dazu reabsorbierte eine vorher normal funktionierende Niere
Phosphat nicht mehr ausreichend, wenn sie aus einer gesunden Maus in eine nephrekto-
mierte Hyp-Maus transplantiert wurde. Es kam zur persistierenden Hypophosphatamie
(NESBITT et al., 1992).

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass Hyp-Mauseserum die Phosphataufnah-
me in primarkultivierten Zellen des proximalen Tubulus hemmt (LAJEUNESSE et al., 1996).
Diese Ergebnisse sprechen gegen die Annahme eines intrinsischen Defekts der Niere. Dazu
passt auch der Fallbericht eines XLH-Patienten, der nach einer Nierentransplantation wieder
vermehrt Phosphat tber die Niere verlor MORGAN et al., 1974).
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2.2.1.4.5 Knochendefekte

Zusatzlich zu Rachitis und Osteomalazie kommt es bei Hyp-Mausen zu einem vorzeitigen
Schluss der Schadelknochen und zu einer abnormalen Schadelform, resultierend aus einem
abnormalen Wachstum des Os nasale (EICHER et al., 1976).

Histologisch typisch flir XLH-Patienten sind hypomineralisierte periosteolytische Lasionen im
kortikalen Knochen, wodurch so genannte ,Halos“ um Osteozyten herum entstehen (FROST,
1958). Dieser Befund bleibt auch nach einer Therapie mit Phosphat und 1,25(0OH),D3, nach
der sich die Knochenmineralisation bessert, bestehen (MARIE und GLORIEUX, 1983). Ahn-
liche periosteolytische Lasionen treten auch bei Hyp-Mausen auf (GLORIEUX und ECAROT-
CHARRIER, 1987).

In weiteren Versuchen wurden Periostea und Osteoblasten aus normalen und Hyp-Mausen
nach Transplantation in die Glutealmuskulatur von normalen und Hyp-Mausen histologisch
untersucht. Bei Transplantation von normalen Zellen in Hyp-Mause war die Matrix-
Mineralisation vermindert, was daflr spricht, dass die extrazellulare Umgebung bei der Kno-
chenbildung eine wichtige Rolle spielt und in diesem Fall nicht genug Phosphat vorhanden
war. Wurden Osteoblasten von Hyp-Mausen in normale Mause transplantiert, verbesserte
sich zwar die Knochenbildung, es kam jedoch zu keiner Normalisierung. Diese Ergebnisse
unterstitzen die Annahme, dass die gestorte Knochenmineralisation nicht allein die Folge
des erniedrigten Phosphatspiegels ist, sondern zusatzlich ein primarer Osteoblastendefekt
vorliegt (ECAROT-CHARRIER et al., 1988). Der Mineralisationsdefekt kann auRerdem auf
normale Zellen in Co-Kultur-Experimenten Ubertragen werden, wobei davon ausgegangen
wird, dass die Osteoblasten einen Faktor produzieren, der die normale Mineralisation hemmt
(XIAO et al., 1998).

2.2.2 Wie fuhrt die Inaktivierung von PHEX/Phex zur Erkrankung?

Es ist offensichtlich, dass mit der klassischen Vorstellung von der PTH/Vitamin D-Achse die
komplexen Veranderungen des renalen Phosphat-Handlings und der Knochenmineralisation
bei XLH/Hyp nicht mehr hinreichend erklart werden kénnen. Man geht stattdessen davon
aus, dass andere phosphaturische Hormone, die man als ,Phosphatonine“ zusammenfasst
(KUMAR, 2002), und weitere Faktoren, die den Mineralisationsprozess bei hypophosphata-
mischen Krankheiten regulieren (so genannte ,Minhibins®) (XIAO et al., 1998; QUARLES und
DREZNER, 2001) hierbei beteiligt sind.



Literaturtibersicht 18

Es ist erwiesen, dass die Pathogenese von XLH auf inaktivierende Mutationen im
PHEX/Phex-Gen zurickzufihren ist. Auf welche Weise die fehlende Funktion dieser Endo-
peptidase zum renalen Phosphatverlust flihrt, ist jedoch noch unklar.

Aufgrund der Tatsache, dass alle Mutationen des PHEX-Gens, die bis jetzt gefunden wur-
den, mit einem Funktionsverlust des Gens verbunden sind, kann man annehmen, dass das
Produkt des PHEX-Gens direkt oder indirekt einen phosphaturischen Faktor beeinflusst, der
das renale Phosphathandling reguliert. Dieses Substrat wurde als ,Phosphatonin® bezeichnet
(ECONS und DREZNER, 1994; KUMAR, 1997).

Es ist derzeit noch nicht bekannt, wie es im Einzelnen zu einer verminderten Expression von
Npt2 (dem Na*/Pi-Cotransporter im proximalen renalen Tubulus)-mRNA kommt. Man nimmt
an, dass PHEX/Phex an der Inaktivierung eines phosphaturischen Hormons oder Aktivierung
eines Phosphat-bewahrenden Hormons beteiligt ist (THE HYP CONSORTIUM, 1995; BECK
et al.,, 1997; ECONS und FRANCIS, 1997). Auf diese Weise wuirde sich bei einem Funkti-
onsverlust von PHEX/Phex ein Uberschuss eines phosphaturischen Hormons oder ein Man-
gel an Phosphat-bewahrendem Hormon ergeben. In jedem Fall wiirde jedoch Phosphat ver-
mehrt ausgeschieden werden. Da PHEX/Phex nicht in der Niere exprimiert wird (DU et al.,
1996; BECK et al., 1997; RUCHON et al., 2000), muss der Faktor die Niere Uber den Kreis-
lauf erreichen. Aufgrund der Tatsache, dass PHEX zur Familie der Neutralen Endopeptida-
sen gehdrt, ist anzunehmen, dass dieses phosphaturische Hormon durch PHEX abgebaut

oder inaktiviert wird.

Die Expression von PHEX in der Nebenschilddriise kénnte allerdings auch ein Hinweis dar-
auf sein, dass PHEX an der Inaktivierung von PTH beteiligt ist. Dies wirde bedeuten, dass
ein Funktionsverlust des Gens zur PTH-Dysregulation fiihrt (BLYDT-HANSEN et al., 1999).
Allerdings sprechen die Ergebnisse von Parabiose-Experimenten mit parathyroidektomierten
Hyp-Mausen gegen diese Hypothese (MEYER et al., 1989b).

Das Krankheitsbild von XLH/Hyp kommt mit grofier Wahrscheinlichkeit aufgrund mehrerer
unabhangiger Vorgange zustande. Zum einen aufgrund eines primaren Osteoblastendefek-
tes, zum anderen aufgrund der erhéhten Konzentration eines phosphaturischen Hormons.
Der Knochen- und Knorpeldefekt ist so gravierend, dass er sich nicht allein mit der Hy-
pophosphatamie erklaren Iasst. Wie oben beschrieben, liegen Versuchsergebnisse vor, die
eindeutig fir einen intrinsischen Knochendefekt sprechen (ECAROT-CHARRIER et al.,
1988; ECAROT et al., 1992). AuBerdem wurde die Hypothese aufgestellt, dass Osteoblasten
von Hyp-Mausen den phosphaturischen Faktor produzieren, der den renalen Phosphattrans-

ports und die Knochenmineralisation hemmt (NESBITT et al., 1995). Fir unabhangige Pa-
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thomechanismen sprechen auch Experimente, bei denen die Wiederherstellung der PHEX-
Funktion in Osteoblasten unter Kontrolle eines Maus Osteocalcin-Promotors (LIU et al.,
2002) oder eines pro-a1(l) Kollagen-Promotors (BAI et al., 2002) nicht die Normalisierung

der Hypophosphatamie, wohl aber teilweise eine Korrektur des Knochendefekts bewirkte.

2.2.3 Autosomal dominante hypophosphatiamische Rachitis (ADHR)

Bei ADHR handelt es sich um eine weitere hereditare Erkrankung, die im Gegensatz zu XLH
jedoch autosomal vererbt wird. Das Krankheitsbild von ADHR &hnelt sehr dem von XLH.
Auch hier treten renaler Phosphatverlust und unverhaltnismaRig normale Calcitriol-
Serumspiegel auf. Phanotypisch sind Kleinwuchs, Knochenschmerzen, Rachitis und Osteo-
malazie charakteristisch. Bei ADHR kommt es allerdings im Gegensatz zu XLH bei einigen
Betroffenen zum Verschwinden der Krankheit. Diese Menschen sind im Kindesalter rachi-
tisch und weisen eine verminderte renale Phosphatreabsorption auf, doch im Erwachsenen-
alter kann der renale Defekt nicht mehr nachgewiesen werden (ECONS und McENERY,
1997).

Die molekulare Erforschung dieser autosomal vererbten hypophosphatamischen Erkrankung
brachte auch neue Einblicke in die Pathogenese von XLH.

Das Gen FGF23 wurde als dasjenige identifiziert, welches beim Menschen durch die Mis-
sense-Mutationen R176Q, R179W und R179Q zum Krankheitsbild von ADHR fuhrt (THE
ADHR CONSORTIUM, 2000). FGF23 ist das groRte der 22 Mitglieder der Familie der
Fibroblast Growth Factors (POWERS et al., 2000). Bei ADHR-Patienten sind Argininreste
des FGF23 durch Glutamin und Tryptophan oder Glutamin ersetzt. Dadurch kann FGF23
nicht mehr gespalten und somit auch nicht inaktiviert werden (THE ADHR CONSORTIUM,
2000). Ungespaltenes FGF23 induziert in In vivo-Experimenten Hypophosphatamie, suppri-
miert die 1,25(0OH),D;-Spiegel und fihrt zu Rachitis/Osteomalazie (SHIMADA et al., 2001;
WHITE et al., 2001; SAITO et al., 2003).

2.2.4 Tumor-induzierte Osteomalazie (T1O)

Eine weitere Krankheit, bei der es zu renalem Phosphatverlust kommt, die jedoch nicht ver-
erbt wird, ist die Tumor-induzierte Osteomalazie (TIO). Meist handelt es sich bei diesen Tu-
moren um Hamangiopericytoma, es kénnen jedoch auch andere mesenchymale Tumoren
auftreten (REYES-MUGICA et al., 2000). Bei TIO produzieren die Tumorzellen phosphaturi-
sche Faktoren (,Phosphatonine®), die bei den Betroffenen zu renalem Phosphatverlust und
Hypophosphatamie mit vergleichbaren Folgen wie bei XLH und ADHR fiihren (CAl et al.,
1994; ECONS und DREZNER, 1994).
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Aus Tumoren, die TIO auslosen, konnten verschiedene Gene, darunter FGF23, isoliert wer-
den (BOWE et al.,, 2001; DE BEUR et al.,, 2002). Zusatzlich wurde eine Erhéhung der
FGF23-Blutspiegel bei Patienten mit TIO festgestellt (JONSSON et al., 2003; WEBER et al.,
2003). SHIMADA et al. (2001) isolierten cDNA aus einem Hamangiopericytoma, das eine
TIO hervorgerufen hatte, und fanden Klone, die mit FGF23 Ubereinstimmten. Nacktmause
mit einem FGF23-sezernierendem Tumor entwickeln die gleichen Symptome wie Menschen
mit TIO: schwere Hypophosphatamie, Rachitis, Skelettdeformationen, reduzierte Mineralisa-
tion der Knochen und unmineralisiertes Osteoid (SHIMADA et al., 2001). Durch eine Tumor-
entfernung kénnen ein Sinken der FGF23-Spiegel und eine Korrektur der Hypophosphatamie
sowie des abnormalen Vitamin D-Metabolismus erzielt werden (YAMAZAKI et al., 2002;
WEBER et al., 2003).

Aus TIO-Tumoren konnte aufierdem das Matrix Extrazellulare Phosphoglycoprotein (MEPE),
auch OF45 genannt (GOWEN et al., 2003), isoliert und kloniert werden (ROWE et al., 2000).
Moglicherweise stellt MEPE den Mineralisations-Hemmfaktor Minhibin dar (QUARLES und
DREZNER, 2001). Bei MEPE-Knockout-Mausen tritt eine gesteigerte Osteoblasten-
vermittelte Mineralisation auf, was einen Hinweis darauf gibt, dass MEPE die Knochenbil-
dung und -mineralisation hemmt (GOWEN et al., 2003). Des Weiteren sind MEPE-
Transkripte im schlecht mineralisierten Knochen von Hyp-Mausen vermehrt zu finden
(ARGIRO et al., 2001). GUO et al. (2002) untersuchten, ob MEPE ein Substrat fur Phex ist,
konnten jedoch nur zeigen, dass Phex moglicherweise an der Hydrolyse von MEPE beteiligt

ist und somit eine indirekte Rolle bei der Inaktivierung einnimmt.

Und noch einem weiteren Faktor wird eine mdgliche Rolle in der Pathogenese von hy-
pophosphatamischen Erkrankungen zugesprochen: FRP-4, frizzled-protein 4, wurde eben-
falls aus Tumoren von TIO-Patienten isoliert (DE BEUR et al., 2002). BERNDT et al. (2003)
konnten zeigen, dass FRP-4 im Serum von TIO-Patienten vermehrt nachweisbar ist. Dieser
Faktor kann bei normalen Ratten ohne Stimulation der 25-Hydroxyvitamin D3-1a-

Hydroxylase eine Phosphaturie auslésen (KUMAR, 2002).

2.2.5 Erklart ein gemeinsames Modell die Pathogenese von ADHR, XLH und
TIO?

Auch bei XLH-Patienten kénnen erhohte Spiegel an zirkulierendem FGF23, die mit der
Schwere der Auspragung der Hypophosphatamie korrelieren, festgestellt werden
(YAMAZAKI et al., 2002; WEBER et al., 2003).
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Die phanotypischen Ahnlichkeiten von ADHR, XLH und TIO und die erhdéhten FGF23-
Spiegel bei allen drei Krankheiten fiihrte zu einem Enzym/Substrat-Modell, das die Pathoge-
nese dieser hypophosphatamischen Erkrankungen zu erklaren versucht (STREWLER,
2001).

Nach dieser Vorstellung ist FGF23 das lang gesuchte Phosphatonin, jenes phosphaturische
Hormon, das die renale Phosphatreabsorption hemmt. Weiterhin geht man davon aus, dass
nur ungespaltenes (full length) FGF23 phosphaturisch wirkt und dass PHEX FGF23 in inakti-
ve Spaltungsprodukte zerlegt, wozu das mutierte PHEX bei XLH-Patienten und Hyp-Mausen
jedoch nicht in der Lage ist. Im Falle von ADHR dagegen liegt eine Mutation im FGF23-Gen
vor, welches somit resistent gegeniiber der Spaltung durch PHEX ist. Auf diese Weise
kommt es hier ebenfalls zu erhéhten FGF23-Spiegeln. Bei der TIO (iberfordert die Uberpro-

duktion an FGF23 durch den Tumor die Inaktivierung durch die Abbaumechanismen.

Im Falle von XLH kénnten die erhéhten FGF23-Spiegel darauf zurlickzuflihren sein, dass die
Osteoblasten diesen phosphaturischen Faktor produzieren. Daflir sprechen die Ergebnisse
von NESBITT et al. (1999), die zeigten, dass ein Faktor aus Hyp-Osteoblasten die Phos-
phataufnahme renaler Tubuluszellen hemmt.

Es konnte zwar bisher nicht nachgewiesen werden, dass FGF23 ein Substrat von PHEX ist,
jedoch fanden LIU et al. (2003) eine gesteigerte Expression von FGF23 in den Osteoblasten
von Hyp-Mausen. Dies liefert einen weiteren Anhaltspunkt daflir, dass Osteoblasten FGF23
sezernieren. Die Beobachtungen, dass erhohte MEPE-Spiegel mit den erhdhten FGF23-
Spiegeln einhergehen, kénnte bedeuten, dass FGF23 auch eine gesteigerte MEPE-
Produktion in Osteoblasten zur Folge hat (LIU et al., 2003).

Diese Hypothese geht allerdings davon aus, dass PHEX in der Lage ist, FGF23, MEPE oder
andere mogliche Phosphatonine zu spalten. Auf der Suche nach dem PHEX-Substrat fanden
GUO et al. (2001) heraus, dass Leu-Enkephalin durch die Endopeptidase gespalten werden
kann. Zudem konnte eine Hydrolyse von PTHrP+q7.139 durch rekombinantes PHEX festgestellt
werden (BOILEAU et al., 2001). Rekombinantes PHEX kann auflerdem Peptide, die aus
FGF23 und MEPE abgeleitet wurden, spalten (CAMPOS et al., 2003). Es stellt sich aller-
dings die Frage, ob PHEX, das solch eine starke Ahnlichkeit zu NEP aufweist, dazu fahig ist,
FGF23 zu spalten. Die dreidimensionale Struktur von PHEX ist zwar noch nicht aufgeklart,
NEP kann jedoch nur Oligopeptid-Substrate spalten und die Homologie der beiden Metal-
loproteasen legt ein dhnliches Verhalten von PHEX nahe (OEFNER et al., 2000). Es ist des-
halb wahrscheinlicher, dass PHEX nicht direkt FGF23 oder MEPE spaltet, sondern Spal-
tungsprodukte aus FGF23 und MEPE inaktiviert, die phosphaturische Aktivitat besitzen
(ARGIRO et al., 2001; QUARLES und DREZNER, 2001).
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Eine Knochenmark-Transplantation, bei der Wildtyp-Knochenmarkszellen Hyp-Mausen
transplantiert wurden, flUhrte zur Verbesserung des Vitamin D-Metabolismus und der Kno-
chenmineralisation. Diese Ergebnisse wurden auf folgende Weise erklart: Knochenmarkszel-
len enthalten unter anderem auch Osteoblasten-Vorlauferzellen. Da es sich bei PHEX um
ein membranstandiges Protein handelt, kann eine Transplantation von Knochenmarkszellen
gesunder Mause in Hyp-Mause zur normalen Enzymfunktion fihren (MIYAMURA et al.,
2000). Eine Expression von FGF23 konnte zwar im Knochenmark nicht nachgewiesen wer-
den (SHIMADA et al., 2001), wenn jedoch die Hypothese richtig ist, dass sich im Knochen-
mark lediglich Vorlauferzellen der Osteoblasten befinden, FGF23 aber moéglicherweise von
den reifen Osteoblasten produziert wird, kann man dies in Einklang mit der Enzym/Substrat-
Theorie bringen.

Durch die Generierung von fgf23-Knockout (KO)-Mausen wurde kirzlich nachgewiesen,
welch herausragend wichtige Rolle FGF23 in der Regulation der Phosphathomoostase ein-
nimmt. Die fgf23-KO-Mause wiesen eine schwere Hyperphosphatdmie mit erhéhter renaler
Phosphatreabsorption sowie hohe 1,25(0OH),D;-Werte auf (SHIMADA et al., 2004). Die Er-
gebnisse zeigen, dass die Produktion von FGF23 innerhalb enger Grenzen reguliert werden
muss, und dass es eine wichtige physiologische Rolle in der Regulation von Serumphosphat
und 1,25(0OH),D; spielt.

2.3 Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob eine ubiquitare Uberexpression des humanen
PHEX-Gens in Hyp-Mausen zu einer Normalisierung des Hyp-Phanotyps flihrt. Dazu gene-
rierten wir transgene Mause, die humanes PHEX unter der Kontrolle des humanen B-actin
Promotors exprimieren. Da der B-actin Promotor in allen Zellen eine hohe Aktivitat aufweist,

kann eine ubiquitare Expression des Transgens erzielt werden (GUNNING et al., 1987).

In vorangegangenen Experimenten, in denen PHEX gezielt nur in Osteoblasten exprimiert
wurde, blieb die Hypophosphatamie unverandert und der Knochen-Phanotyp besserte sich
lediglich geringfligig (BAI et al., 2002; LIU et al., 2002). Dies kann bedeuten, dass PHEX,
das nur in den Osteoblasten exprimiert wird, nicht an der Regulation der biologischen Aktivi-
tat der mutmallichen ,Phosphatonine FGF23, MEPE, FRP-4 oder anderer Faktoren beteiligt

ist.
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3 Material und Methoden
3.1 Tiermaterial
3.1.1 Generierung der PHEX-transgenen Mause

Um den Einfluss einer ubiquitdren Expression von humanem PHEX (hPHEX) zu untersu-
chen, wurden transgene Mause generiert. Das 4-kb Fragment des humanen p-actin-
Promotors wurde aus dem Plasmid phACTp-FRT-neoFRT-lacZ (GenBank Accession-
Nummer U46492), das freundlicherweise von S. Dymecki (Carniegie Institute of Washington,
Baltimore) (DYMECKI, 1996) bereitgestellt wurde, durch einen Doppel-Verdau mit Hindl-
[I/Sall herausgeschnitten. Das Fragment wurde so zusammen mit der gesamten humanen
PHEX (hPHEX) cDNA in das pcDNAI Plasmid (Invitrogen) kloniert, dass sich der Promotor
stromaufwarts des humanen PHEX befindet. Mittels Restriktionsendonuclease-Verdau und
Sequenzanalysen wurde die richtige Ausrichtung des Konstruktes bestatigt. Das eingesetzte
Konstrukt (Abb. 1) besteht aus dem 4 kb-Fragment des humanen B-actin-Promotors, den
2393 bp des humanen PHEX und 1058 bp des pcDNAI Vektors (welches eine Splicing- und
eine Poly-A-Sequenz, die in der PHEX-codierenden cDNA fehlen, beinhaltet). Es wurde
durch Digestion mit Sall aus dem modifizierten Vektor freigesetzt und nach standardisierter
Technik gereinigt. In der Massachusetts General Hospital Transgenic Facility (Boston, Mas-
sachusetts, USA) wurden die Mikroinjektionen in den Pronukleus befruchteter Eizellen des
FVB/N-Stammes durchgefiihrt. Die beiden Founder-Tiere dieser FVB/N-Linie, zwei mannli-
che Mause, die mit den Nummern 236 und 237 gekennzeichnet waren, wiesen eine beson-
ders hohe Expression des Transgens auf und wurden mit Wildtyp-Mausen angepaart, um
zwei individuelle transgene Mauslinien zu bekommen. Die beiden Linien wurden p-actin 236
und B-actin 237 benannt. Diese FVB/N-Mause wurden fir ein bis zwei Generationen in den
genetischen Hintergrund C57/BL6 riickgekreuzt. Die C57/BI6-Mause erhielten wir vom Max-
Planck-Institut, Martinsried. Das Transgen wurde an die Nachkommen weitervererbt. Das

DNA-Insertionsmuster beider Linien ist in Abb. 2 gezeigt.

4kb B-actin promoter | | | PA |

BamHI BamHIl Xbal Kpnl
Abb. 1: probe for
Schematische Darstellung des Transgen-Konstruktes mit Southern

der humanen PHEX cDNA. Fir die Genotypisierung der transgenen Tiere

mit der Southern-Blot-Analyse wurde die Probe A zusammen mit einem BamHI-Verdau ver-
wendet. Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme BamHI, Kpnl und Xbal sind e-
benfalls gekennzeichnet.
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1 founder #236
2 F1 of #236
3 founder #237
4 F1 of #237

Abb. 2:

Die Integration Sites des Transgens sind flir die Founder-
Tiere 236 und 237 und die F1-Generation dargestellt
(Banden 1 und 2, bzw. 3 und 4).

Southern Blot unter Benutzung der in Abb. 1 dargestellten
Sonde.

3.1.2 Genotypisierung der PHEX-transgenen Mause

3.1.2.1 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus Schwanzspitzen von Mausen extrahiert. Fir die Genotypisie-
rung der transgenen Mause wurde den Tieren kurz nach dem Absetzen im Alter von drei
Wochen etwa ein halber Zentimeter des Schwanzes abgeschnitten und in ein 1.5 ml Eppen-
dorf-Reaktionsgefal® Uberflhrt. Unter Zugabe von 500 pl Schwanzlysis-Puffer (10% SDS, 1
M Tris pH 7.5, 0.5 M EDTA, 5 M NaCl) und 500 ug/ml Proteinase K (Fa. Boehringer, Mann-
heim) wurden die Schwanzproben fiir 12 Stunden bei 55°C in einem Schittel-Thermoblock
(Fa. Eppendorf, Hamburg) inkubiert. AnschlieBend wurden zu jedem Eppendorf-
Reaktionsgefal® 500 ul Phenol/Chloroform-Gemisch pipettiert, kraftig gemischt und fur finf
Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Dann wurde der klare Uberstand abpipettiert und in ein
frisches Eppendorf-Reaktionsgefall zusammen mit 2 ul 0.5 M EDTA (pH 8), 200 ul 4 M
NH4Ac und 800 pl Isopropanol gegeben, gemischt und nochmals fir 5 Minuten bei 13000
rom zentrifugiert. SchlieBlich wurde der Uberstand so vorsichtig abgekippt, dass nur das Pel-
lett am Boden des Eppendorf-Reaktionsgefales zurtickblieb. AnschlieRend wurden 200 pl

Aqua dest. dazupipettiert und fir 5 Minuten bei 65°C mit offenem Deckel stehen gelassen.
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Die DNA sollte man bei Zimmertemperatur resuspendieren lassen. Danach kénnen die Pro-

ben bei 4°C aufbewahrt werden.

3.1.2.2  Genotypisierung mittels PCR

Um DNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) amplifi-
zieren zu kénnen, werden Oligonukleotidprimer bendtigt. Primer sind kurze, einzelstrangige
DNA-Molekile (20-30 bp), die zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize
komplementar sind. Eine DNA-Polymerase verlangert unter den richtigen Reaktionsbedin-
gungen und in Gegenwart von Desoxynukleotid-Triphosphaten (dNTPs) die Primer entlang
der einzelstrangigen denaturierten DNA-Matrize. So werden neue DNA-Strange synthetisiert,
deren Sequenz komplementar zur Matrize ist. Um die Synthese zu wiederholen, wird die
doppelstrangige DNA erneut durch Hitze aufgeschmolzen. Mehrfache Zyklen fuhren zu einer

exponentionellen Anreicherung des Produkts im Reaktionsansatz.

Das humane PHEX-Transgen enthalt eine Poly-A-Sequenz des Vektors pcDNAI (Invitrogen).
Diese Sequenz wird in genomischer DNA der Mause nicht gefunden und ist damit spezifisch
fur das Transgen-Konstrukt. In der PCR zur Genotypisierung der transgenen Mause verwen-
deten wir einen Primer aus diesem Teil des Gens und einen aus der codierenden PHEX-
Sequenz.

Als Primer wurden verwendet:

Forward-Primer: 5-TTCCACCACTGCTCCCATTCATC-3'

Reverse-Primer 5-GTTATGCTCATGTGAGGTGC-3

Das Produkt, das entstand, hatte eine Lange von 542 bp und konnte nur bei transgenen Tie-
ren nachgewiesen werden.

Der Reaktionsansatz fir die PCR-Reaktion war folgender:

100 ng DNA

5 ul 10xPCR-Puffer (0.05 M KCI, 0.01 M Tris pH 8.3)

3 ul 25 mM MgCl,

2 ul 2.5 mM dNTPs

1 ul 25 pmol/ul PHEX-Primer for

1 wl 25 pmol/ul PHEX-Primer rev

0.5 U Taq Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim)
Auffillen mit Aqua dest. auf 50 pl

Die einzelnen Reaktionsansatze wurden in Reaktionsgefalie pipettiert und in einen Thermo-

cycler (Fa. Eppendorf, Hamburg) platziert. Das verwendete PCR-Programm war folgendes:
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1. Initiale Denaturierung 5 Minuten 94°C
2. 30 Zyklen:
Denaturierung 45 Sekunden 94°C
Primeranlagerung 45 Sekunden 64°C
Kettenverlangerung 45 Sekunden 72°C
3. Finale Kettenverlangerung 7 Minuten 72°C
4. Lagerung bis zur Entnahme 4°C

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden Uber Elektrophorese in einem 2%igen ethidi-
umbromidhaltigen Agarosegel (0.5 ug Ethidiumbromid pro ml Gel) mit TBE-Puffer
(4.5 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA) bei 80-90 V aufgetrennt. Die Identifizierung und Charakte-
risierung der resultierenden Banden erfolgte unter UV-Licht.

Die Founder-Tiere und die F1-Generation wurden mittels Southern-Blot-Analyse (Abb. 2)
genotypisiert. Die genomische DNA wurde mit BamHI gespalten und an eine spezifische
DNA-Probe (Xbal/Kpnl 954 bp) hybridisiert, die von dem pcDNA1-Plasmid stammte.

3.1.3 Genotypisierung der Hyp-Mause

Die Hyp-Mause (genetischer Hintergrund C57/BI6) stammten aus der Eigenzucht des Insti-
tuts flr Tierphysiologie der Universitat Minchen. Hyp-Mause besitzen eine durch Spontan-
mutation entstandene Deletion (von Exon 16 bis Exon 22) am 3‘-Ende des Phex-Gens. Die
von der Mutation betroffenen Tiere wurden mittels der beiden Primerpaare im Exon 3 und im
Exon 19 identifiziert. Bei Wildtyp- sowie bei Hyp-Mausen erhielt man eine Bande des Exons
3 (300 bp), doch nur bei Wildtyp-Mannchen bzw. Wildtyp- und heterozygoten Weibchen war

noch eine zweite Bande flr Exon 19 (304 bp) nachweisbar.

Folgende Primer wurden verwendet:

Forward-Primer Exon 3: 5- TCTTGTCAAACAGTGTTCTGG-3
Reverse-Primer Exon 3: 5-CCAGGGEGECATTTGAGGAG-3'
Forward-Primer Exon 19: 5-GCTTGGGCTAGTTTGCTATCTC-3*
Reverse-Primer Exon 19: 5-TGAGTTGGTGCTATACACGGAG-3'.

Die Extraktion der DNA erfolgte wie oben beschrieben.

Der Reaktionsansatz fur die PCR-Reaktion war folgender:

100 ng DNA

5 ul 10xPCR-Puffer

3 ul 256mM MgCl,

2 ul 2.5 mM dNTPs

1 wl 25 pmol/ul Hyp ex3for Primer
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1 ul 25 pmol/ul Hyp ex3rev Primer

1 I 25 pmol/ul Hyp ex19for Primer

1 ul 25 pmol/ul Hyp ex19rev Primer

0.5 U Taq Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim)
Auffullen mit Aqua dest. auf 50 pl

Die einzelnen Reaktionsansatze wurden in Reaktionsgefalie pipettiert und in einen Thermo-

cycler (Fa. Eppendorf. Hamburg) platziert. Das verwendete PCR-Programm war folgendes:

1. Initiale Denaturierung 5 Minuten 94°C
2. 30 Zyklen:
Denaturierung 45 Sekunden 94°C
Primeranlagerung 45 Sekunden 64°C
Kettenverlangerung 45 Sekunden 72°C
3. Finale Kettenverlangerung 7 Minuten 72°C
4. Lagerung bis zur Entnahme 4°C

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden Uber Elektrophorese in einem 2%igen ethidi-
umbromidhaltigen Agarosegel (0.5 ug Ethidiumbromid pro ml Gel) mit TBE-Puffer
(4.5 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA) bei 80-90 V aufgetrennt. Die Identifizierung und Charakte-

risierung der resultierenden Banden erfolgte unter UV-Licht.

3.14 Expressionsanalyse des PHEX-Transgens mit RT-PCR

Um die Gewebeverteilung des hPHEX-Gens in den transgenen Mausen per RT-PCR zu
bestimmen, wurden Wildtyp- und transgene Wurfgeschwister getétet und Niere, Herz, Lunge,
Darm, Gehirn, Milz, Haut, Ovarien, Hoden, Muskel, Pankreas, Knochen und Kehlkopf (inklu-
sive Schilddriise und Nebenschilddriisen) entnommen, die in flissigem Stickstoff schockge-
froren wurden. Die Gesamt-RNA wurde unter Verwendung des RNeasy Mini Kit (Fa. Qiagen,
Hilden) zur Extraktion aus den Organen und mit Trizol (Fa. Gibco BRL, Karlsruhe) zur Ex-
traktion aus den Knochen gewonnen. 2 ug DNAse (Fa. Ambion, Austin, USA) -behandelter
RNA wurden unter Verwendung des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fa. MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) revers transkribiert.

Fir den Nachweis der Transgen-Expression verwendeten wir den spezifischen Forward-
Primer mit der Sequenz 5-CCTGGATCCTTGGTGGTCTACT-3' und den Reverse-Primer 5
GAGCTGGTTGTTGGTGAATGTGAT-3‘ und erhielten in den Organen, die das hPHEX
exprimieren, ein Genprodukt mit der Lange von 265 bp. Die verwendeten Primer amplifizie-

ren keine mRNA, die fiir das murine Phex codiert.

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:
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1. Initiale Denaturierung 3 Minuten 94°C
2. 35 Zyklen:
Denaturierung 1 Minute 94°C
Primeranlagerung 1 Minute 55°C
Kettenverlangerung 1 Minute 72°C
3. Finale Kettenverlangerung 10 Minuten 72°C
4. Lagerung bis zur Entnahme 4°C
3.1.5 Expressionsanalyse mit Northern Blot-Analyse

Fur die Untersuchung der Expression des Transgens auf RNA-Ebene mittels der Northern
Blot-Analyse wurde die RNA von Leber und Niere von Wildtyp- und transgenen Tieren wie
unter 3.7.4 beschrieben, extrahiert.

Die RNA-Molekille der gesamten RNA wurden durch Elektrophorese in einem 1%igen Aga-
rosegel (denaturierend durch Zusatz von Formaldehyd) aufgetrennt und mittels Kapillarblot
auf eine Membran aus Nitrocellulose transferiert. Die so auf der Nitrosecellulosemembran
fixierten Molekiile wurden mit einer *P-markierten 0.5 kb langen DNA-Sonde, die fiir huma-
nes PHEX spezifisch ist, hybridisiert. Die Pra-Hybridisierung erfolgte fiir ca. 1 Stunde bei
60°C, die Hybridisierung fur ca. 12 Stunden bei 60°C in einer Hybridisierungskammer. Nach
der Hybridisierung wurden die Filter gewaschen, zusammen mit einem Rdntgenfiim (Kodak
Biomax MS Films, Fa. Kodak, New York, USA) in eine Autoradiografiekassette gelegt und
bei -70°C flr 4 bis 10 Tage exponiert.

3.1.6 Tierhaltung

Die Tiere wurden in Makrolonkafigen Typ Il in Gruppen von drei bis finf Tieren in einem
fensterlosen, vollklimatisierten Raum bei 24°C Raumtemperatur und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 50% gehalten. Es wurde ein Lichtprogramm mit 12 Stunden Licht / 12 Stun-
den Dunkelheit eingehalten.

Leitungswasser und ein handelstbliches, pelletiertes Alleinfuttermittel (1314, Fa. Altromin,
Lage) mit 0,9% Kalzium, 0,7% Phosphor und 600 IU Vitamin D/kg stand den Tieren ad libi-

tum zur Verfuigung.

Alle Tiere, die fUr diese Arbeit analysiert wurden, waren Nachkommen der Anpaarungen von
heterozygoten Hyp-Weibchen (genetischer Hintergrund C57/BL6) mit heterozygoten PHEX-
tg-Mannchen (genetischer Hintergrund Intercross FVB/N und C57/BL6). Fir beide Linien
(236 und 237) erhielten wir durch diese Anpaarungen Wurfgeschwister mit den Genotypen
WT/WT, WT/PHEX-tg, Hyp/WT und Hyp/PHEX-tg. Fir die im Folgenden beschriebenen

Auswertungen wurden insgesamt 69 mannliche Mause aus der Eigenzucht des Instituts fir
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Tierphysiologie der Universitat Minchen mit oben beschriebenen Anpaarungen verwendet.

Die GruppengréfRe pro Genotyp und pro Linie war n = 7-10.

6 9 Hyp WT
PHEX-tg Hyp/PHEX-tg WT/PHEX-tg
WT Hyp/WT WT/WT
3.2 Versuchsdurchfiihrung

Samtliche Tierversuche wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt und unter
dem Aktenzeichen 211-2531.2-13/2001 geflhrt.

Fur alle Messungen wurden 3 Monate alte (84-104 Tage) mannliche Mause verwendet. Alle
Mause erhielten vor den jeweiligen Versuchsenden 3 und 1 Tage vor ihrer Tétung eine Fluo-
rochrom-Doppelmarkierung von 20 mg/kg Calcein geldst in 2%iger NaHCO; (Fa. Sigma, Dei-

senhofen) zur Kenntlichmachung der sich in Mineralisation befindenden Knochenoberflache.

Am Abend vor den jeweiligen Versuchsenden wurden die Tiere einzeln fir 15 Stunden in
Stoffwechselkafige gesetzt und der Urin aufgefangen, um Veranderungen in der renalen Ex-
kretion von Mineralien und die Urinmenge zu bestimmen. Den Tieren wurde in dieser Zeit
das Futter entzogen, Wasser stand ad libitum zur Verfugung.

Am Versuchsende erhielten alle Mause eine Ketamin/Xylazin-Injektionsanasthesie (70 mg/kg
Ketamin Hostaket®, Fa. Hoechst, Wiesbaden, und 7 mg/kg Xylazin Rompun® 2%ig, Fa. Bay-
er, Leverkusen, i.p.). Anschlie®end wurde ihnen 100 ul Blut mit einer heparinisierten Kapilla-
re aus dem retroorbitalen Sinus entnommen, um das ionisierte Kalzium zu bestimmen. Sofort

danach wurden die Mause durch Entbluten aus der abdominalen V. cava schmerzlos getotet.

AnschlieBend wurden der erste Lendenwirbel sowie der linke und rechte Femur entnommen.
Der Wirbel und der linke Femur waren fiur die Histologie bestimmt und wurden in 4%igem
Paraformaldehyd bei -4°C auf einem Magnetrihrer aufbewahrt (weiteres Vorgehen s.u.). Der
rechte Femur war flr die Mineraldichtebestimmung bestimmt und wurde bis zur Messung bei

Zimmertemperatur in 70%igem Ethanol aufbewahrt.
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3.3 Biochemische Parameter des Knochenstoffwechsels

3.3.1 Blutparameter

lonisiertes Kalzium, Natrium und Kalium wurde mit einem AVL 9140 Elektrolyte Analyzer (Fa.
Roche Diagnostics, Mannheim) gemessen.

Die Blutproben, welche den Mausen bei Versuchsende durch Entbluten entnommen wurden,
wurden gesammelt und nach einer Stunde im Warmeschrank bei 30°C fir 5 Minuten bei
3000 rpm zentrifugiert. Das Serum wurde anschlieRend abpipettiert, in mehrere Fraktionen
unterteilt und bis zur weiteren Verwertung bei —35°C eingefroren.

In den Serumproben wurden Kalium, Kalzium, Phosphat, Aspartat-Amino-Transferase (AST),
alkalische Phosphatase (AP), Gesamt-Bilirubin, Kreatinkinase, Albumin, Harnstoff, Creatinin,

Parathormon (PTH) und 1,25 Dihydroxyvitamin D3 bestimmt.

Die Serumspiegel von Kalium und Kalzium wurden flammenphotometrisch (Modell EFOX

5053, Fa. Eppendorf, Hamburg) gemessen.

Phosphat, Creatinin, Harnstoff, Bilirubin, Albumin, AST und Alkalische Phosphatase-Aktivitat

wurden mit einem Hitachi 766 Automatic Analyzer (Fa. Boehringer, Mannheim) bestimmt.

Die Serumspiegel von PTH wurden mittels eines mausspezifischen Sandwich Enzyme Lin-

ked Immunosorbent Assay (Fa. Immutopics, San Clemente, CA) bestimmt.

Die Bestimmung der Serumspiegel von 1,25 Dihydroxyvitamin D3 erfolgte mit Hilfe eines Ra-

diorezeptorassays (Fa. Immundiagnostik, Bensheim).

3.3.2 Urinparameter

Der in der Nacht vor der Totung in den Stoffwechselkafigen aufgefangene Urin wurde nach
Bestimmung der Menge pro Tier mit 2normaler HCI 1:1 verdiinnt und anschlieRend noch-

mals 1:11 mit Aqua dest. versetzt, so dass die Endverdinnung 1:22 betrug.

Im Urin wurden bestimmt: Natrium, Kalzium, Creatinin, Phosphat und Deoxypyridinolin
(DPD), ein Knochenkollagen-Abbauprodukt.
Aus dem 1:1 verdinnten Urin wurden die Natrium- und Kalziumspiegel mit einem EFOX

5053 Flammenphotometer (Fa. Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Die Messung der Creatinin-
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und Phosphatkonzentrationen erfolgte mit einem Hitachi 766 Automatic Analyzer (Fa. Boeh-

ringer, Mannheim).

Gesamt-Deoxypyridinolin (DPD) wurde mittels eines ELISA-Testkits (Fa. Metra Biosystems,

Mountain View, CA) nach saurer Hydrolyse gemal} den Herstellerangaben bestimmt.

Die renal-tubulare Reabsorption von Phosphat (TRP) und Kalzium (TRCa) wurde anhand
folgender Formeln bestimmt:

%TRP=[1-UrP*SeCrea)/(SeP*UrCrea)]*100 und
%TRCa=[1-(UrCa*SeCrea)/(SeCa*UrCrea)]*100

(Ur: im Urin gemessen; Se: Serum; P: Phosphat; Ca: Kalzium; Crea: Creatinin)

3.4 Histologische Aufarbeitung des Knochengewebes

3.4.1 Histologie

3.4.1.1 Praparation, Fixierung und Entwasserung der Knochen

Die dem Tier entnommenen Knochen wurden sorgfaltig von anhaftenden Gewebsresten be-
freit und in Histokorbchen gelegt. Zur Kennzeichnung der Proben wurden zusammen mit den
Knochen mit Bleistift beschriftete Papierschildchen in die Kérbchen gegeben. Die Fixierung
erfolgte Uber Nacht in 4%iger Paraformaldehyd (PFA)-Lésung bei 4°C.

Zur Herstellung dieser Losung wurden 8 g PFA-Pulver in ein Becherglas eingewogen, mit
Aqua dest. auf 100 ml aufgeflllt und bis zur vollstandigen Lésung des PFA bei ca. 80°C auf
der Heizplatte eines Magnetriihrers belassen. AnschlieRend wurde 2 M NaOH tropfenweise
bis zur schlagartigen Klarung der Lésung zugegeben. Diese 8%ige PFA-L&ésung wurde nach
dem Abkuhlen 1:1 mit 0.1 M Phosphatpuffer (2.722 g Kaliumhydrogenphosphat und 14.24 g
di-Natriumhydrogenphosphat auf 1000 ml Aqua dest., pH 7.4) gemischt und gegebenenfalls
auf pH 7.4 eingestellt.

Um eine optimale Durchmischung der Fixationslésung zu erreichen, wurde — wie auch fur
alle weiteren Schritte — ein Magnetriihrer verwendet.

Nach 24stiindiger Inkubation erfolgte das Auswaschen der Fixierldsung mit 0.1 M Phosphat-
Puffer, welcher 10% Sucrose enthielt.

Die weitere Entwasserung der Knochen erfolgte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe, wobei
die Knochen nacheinander jeweils fir 2-3 Tage in 70%igen Ethanol, 95%igen Ethanol,
100%igen Isopropanol und Xylol verbracht wurden (SCHENK et al., 1984).
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3.4.1.2 Infiltration und Einbettung

Die Knochen wurden in drei Schritten nach der Methode von WOLF et al. (1991), modifiziert
nach ERBEN (1997), fir jeweils drei bis vier Tage in Methylmethacrylat (MMA) inkubiert. Die

Zusammensetzung der verwendeten Lésungen war folgende:

MMA-L6sung 1: 600 ml MMA
350 ml Butylmethacrylat
50 ml Methylbenzoat
12 ml Polyethylenglykol 400
MMA-L6sung 2: 600 ml MMA
350 ml Butylmethacrylat
50 ml Methylbenzoat
12 ml Polyethylenglykol 400
4 g Benzoylperoxid
MMA-L6sung 3: 600 ml MMA
350 ml Butylmethacrylat
50 ml Methylbenzoat
12 ml Polyethylenglykol 400
8 g Benzoylperoxid

Die Einbettung fand in Rollrandglasern mit vorgefertigten MMA-Bdden statt. Dazu wurde der
Glaschenboden mit 3 ml vorgekiihltem Polymerisationsgemisch (frisch angesetzte MMA-
Ldsung 3 mit Zusatz von 6 ml N,N-Dimethyl-Phosphat-Toluidin zur Beschleunigung des Re-
aktionsablaufs) bedeckt, mit Stickstoff begast und verschlossen. Die Polymerisation erfolgte
in ca. 24 Stunden bei 4°C im Kuhlschrank.

Die einzelnen Knochen wurden vorsichtig auf den Boden platziert, mit MMA-Polymeri-
sationslosung (frische MMA-Lésung 3 plus 4 ml N,N-Dimethyl-Phosphat-Toluidin) bis zum
Rand der Glaschen Ubergossen, da der Aushartungsvorgang sauerstoffempfindlich ist, und
in einer Klimakammer (Fa. Binder, Tuttlingen) polymerisiert. Die Polymerisation war nach
drei Tagen bei Temperaturen von -25°C bis -18°C abgeschlossen. Die weitere Lagerung
erfolgte bei 4°C im Kihlschrank.
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3.4.1.3  Herstellung von Knochenschnitten

Nach vollstandiger Polymerisation wurden die Rollrandglaser mit einem leichten Gummi-
hammerschlag abgeklopft und die MMA-Blocke mit Sage und Feile fir den Schneidevorgang
zurechtgetrimmt. AnschlieRend wurden aus der Sagittalebene der Femora mittels eines HM
360-Mikrotoms (Fa. Microm, Walldorf) 3 um dicke Knochenschnitte angefertigt. Diese wur-
den direkt vom Mikrotommesser auf mit APES (Fa. Sigma, Deisenhofen) vorbehandelte Ob-
jekttrager Uberfuhrt, mit 70%igem Ethanol betraufelt und nach vorsichtigem Strecken des
Kunststoffs mit Hilfe eines feinhaarigen Pinsels mit einer Kunststoff-Folie (Kisol-Folie, Fa.
Kettenbach, Eschenburg) bedeckt. Die Folie wurde mit einem Gummi-Roller glatt gerollt.
Anschlie3end trockneten die Schnitte in einer Objekttragerpresse 2 Tage lang bei 42°C im

Warmeschrank.

3.4.1.4  Farbung der Knochenschnitte

Nach Auswahl der qualitativ besten Schnitte hinsichtlich der Schnittebene und Auftreten von

Artefakten wurden diese nach folgenden Farbeprotokollen gefarbt:

Mit der von-Kossa/Mc Neal Farbung (SCHENK et al., 1984) wird kalzifizierter Knochen inten-
siv schwarz gefarbt.

Zunachst mussten die Schnitte durch dreimaliges 20minitiges Inkubieren in Methoxyethyla-
cetat entplastet und danach durch jeweils 5mindtiges Verbringen in 70%igen Ethanol,
40%igen Ethanol und Aqua dest. fir die anschlieRend verwendeten hydrophilen Farbelésun-
gen vorbereitet werden (BARON et al., 1983; modifiziert nach ERBEN, 1997).

Anschlielend durchliefen die Schnitte folgende Farbeschritte:

Von Kossa:

5%iges Silbernitrat 10 min
Absplilen in Aqua dest. 3 mal
Natriumcarbonat/Formaldehyd 2 min

(150 ml 6.7%ige Natriumcarbonatlésung

+ 50 ml 38%ige Formaldehydldsung)

Abspllen mit Leitungswasser 1 mal
Farmer’s Reducer 30 sec
(200 ml 10%ige Natriumthiosulfatlésung

+ 10 ml 10%ige Formaldehydlésung)
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flieRendes Leitungswasser 20 min
Abspllen mit Aqua dest. 1 mal
McNeal:

5%ige Tetrachromldsung 60 min
Abspllen mit Aqua dest. 1 mal
Abspulen mit Isopropanol (100%) 2 mal
Xylol 5 min

Bis zum Eindecken der Praparate mit DePex (Fa. Boehringer, Ingelheim) wurden die Schnit-

te in frischem Xylol aufbewahrt.

Zur Messung der in vivo durch zweimalige Calceinapplikation markierten, aktiv in Mineralisa-
tion befindlichen Knochenoberflachen mittels Fluoreszenzmikroskopie, wurden die Schnitte
ohne Entplastung mit Fluoromount (Fa. Serva, Heidelberg) eingedeckt und bis zur Auswer-

tung lichtgeschutzt aufbewahrt.

3.5 Knochenmineraldichte-Messunq

Die periphere quantitative Computertomographie (pQCT) ist eine nichtinvasive, rontgendia-
gnostische Methode, mit der Veranderungen der Knochenmineraldichte und der geometri-

schen Eigenschaften analysiert und dreidimensional dargestellt werden kénnen.

Die Bestimmung der Knochenmineraldichte (bone mineral density, BMD) mittels pQCT er-
folgte an den rechten Femora, die bei den jeweiligen Versuchsenden unmittelbar nach der
Blutentnahme entnommen, vorsichtig von anhaftenden Gewebsresten befreit und bis zur
Messung in 70%igem Ethanol bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurden.

Zur Messung wurden vier Schnittebenen herangezogen. Die erste Ebene war die Mitte der
Diaphyse des Femurs, die Ubrigen drei Messebenen lagen 1.5, 2 und 2.5 mm proximal der
Gelenkflache des Kniegelenks am distalen Femur.

Gemessen wurde mit einem XCT Research M+ pQCT Gerat (Fa. Stratec Medizintechnik,
Pforzheim). Die Voxelsize betrug 0.070 mm und als unterer Schwellenwert fur die Berech-

nung der kortikalen Knochenmineraldichte wurde 600 mg/cm? gewahilt.

Folgende Parameter wurden bestimmt:
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Am Femurschaft:

Gesamtknochenmineraldichte in mg/cm? (Total density)
Kortikale Mineraldichte in mg/cm? (Cortical density)
Gesamtquerschnittsflache in mm? (Total area)
Querschnittsflache der Kortikalis in mm? (Cortical area)
Kortikale Dicke in mm (Cortical thickness)

Periostaler Umfang in mm (Periostal perimeter)

Endostaler Umfang in mm (Endostal perimeter)

An der Metaphyse:

Gesamtknochenmineraldichte in mg/cm? (Total density)

Kortikale und subkortikale Mineraldichte in mg/cm? (Cortical&subcortical density)
Gesamtmineraldichte der Spongiosa in mg/cm? (Trabecular density)
Gesamtquerschnittsflache im mm? (Total area)

Querschnittsflache der Kortikalis und Subkortikalis in mm? (Cortical&subcortical area)

Querschnittsflaiche der Spongiosa in mm? (Trabecular area)

3.6 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mittels SPSS fir Windows 11.5 (SPSS, Chicago, USA)
durchgefiihrt. Die Daten wurden zunachst unter Verwendung einer faktoriellen Varianzanaly-
se (ANOVA) ausgewertet, um den Einfluss der Linie der transgenen Tiere (Linie 236 und
237), der Hyp-Mutation (Hyp) und des PHEX-Transgens (PHEX) zu untersuchen. Im Rah-
men der faktoriellen ANOVA wurde auch die gegenseitige Interaktion zwischen den einzel-
nen Faktoren analysiert, wobei eine signifikante Interaktion anzeigt, dass fir die unterschied-
lichen genetischen Variablen nicht-additive Wechselwirkungen bestehen. Nachdem sich flr
den Einflussfaktor Linie keine statistische Signifikanz ergab, wurden die Daten beider Maus-
Linien zusammengefasst und mit einer einfachen ANOVA unter Verwendung der Gruppie-
rungsvariable Genotyp weiter analysiert. Falls die einfache ANOVA signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen anzeigte, wurde als Post hoc-Test der Student-Newman-Keuls-Test

fur multiple Vergleiche zwischen den einzelnen Genotypen verwendet.

P-Werte von <0,05 wurden flr alle Analysen als statistisch signifikant angesehen. Die Daten
in den Tabellen sind als Mittelwerte + Standardabweichung, die Daten in den Abbildungen

als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Faktorielle Varianzanalyse

Die faktorielle Varianzanalyse (ANOVA) ergab keinen signifikanten Effekt der Variablen Linie
auf irgendeinen der in Tab. 1 dargestellten Parameter. Im Gegensatz dazu war Hyp mit signi-
fikanten Auswirkungen auf Kérpergewicht, ionisiertes Kalzium im Blut, Serumphosphat, pro-
zentuale renal-tubulare Phosphatreabsorption, Gesamt-DPD-Exkretion im Urin, Gesamt-
Knochenmineraldichte (BMD) des Femurschaftes und der Femur-Metaphyse, sowie der Kor-
tikalisdicke des Femurschaftes verbunden. Mit Ausnahme von ionisiertem Kalzium und der
Phosphathomoostase hatte die Variable PHEX ebenfalls signifikante Effekte auf diese Pa-
rameter. Fur alle Parameter, die einen signifikanten Einfluss von PHEX zeigten, stellte sich
eine wechselseitige Interaktion zwischen PHEX und Hyp heraus, weil PHEX nur in der Ge-
genwart, nicht aber in Abwesenheit von Hyp einen Einfluss hatte (siehe unten). Das Fehlen
von signifikanten Effekten der Linie machte es mdglich, die Ergebnisse der beiden Tier-
Linien zusammen auszuwerten. Deshalb wurden die Untersuchungsergebnisse beider Linien
fur alle nachfolgenden statistischen Analysen zusammengefasst und mittels einfacher Vari-

anzanalysen ausgewertet.

Tab. 1: Dreifache faktorielle Varianzanalyse ausgewahliter biochemischer und Kno-
chendichte-Parameter bei drei Monate alten mannlichen Wildtyp-, PHEX-tg-, Hyp- und
Hyp/PHEX-tg-Mausen

Variable Linie |Hyp PHEX Linie*Hyp | Linie*PHEX | PHEX*Hyp
Korpergewicht n.s. p<0,001 | p<0,001 |n.s. n.s. p<0,001
ionisiertes Kalzium im Blut n.s. p=0,003 | n.s. n.s. n.s. n.s.
Serumphosphat n.s. p=0,001|n.s. n.s. n.s. n.s.

% tubulare Phosphatreabsorption | n.s. p=0,001 | n.s. n.s. n.s. n.s.

DPD Urin / Creatinin n.s. p<0,001 | p<0,001 |n.s. n.s. p<0,001
Gesamt BMD Femurschaft n.s. p<0,001 | p<0,001 |n.s. p=0,039 p<0,001
Kortikalisdicke Femurschaft n.s. p<0,001 | p<0,001 |n.s. n.s. p<0,001
Gesamt BMD distale Femur-

Metaphyse n.s. p<0,001| p<0,001 |n.s. n.s. p<0,005

n.s.: nicht signifikant; * gegenseitige Interaktion; DPD: Deoxypyridinolin; BMD: bone mineral density.

4.2 Expression von humanem PHEX in transgenen Mausen

Mit Hilfe der RT-PCR konnten wir aufzeigen, dass das humane PHEX-Transgen bei den von

uns generierten PHEX-transgenen Mausen in allen Organen, auf’er im Gehirn, exprimiert
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wurde (Abb. 3). Das Gewebeexpressionsmuster war bei beiden transgenen Mauslinien
gleich. Um auszuschliefen, dass bei der Expressionsanalyse Verunreinigungen durch ge-
nomische DNA nachgewiesen wurden, wurde eine PCR mit DNAse-behandelten RNA-
Proben ausgeflhrt, der jedoch keine reverse Transkription folgte. Da die DNA der transge-
nen Mausen das Transgen-Konstrukt, welches die Sequenz der humanen cDNA ohne
Introns beinhaltet, aufweist, ware es moglich gewesen, dass genomische DNA amplifiziert
wird. Es konnte jedoch fiir die DNAse-behandelte RNA kein PCR-Produkt nachgewiesen
werden. Bei der Untersuchung von Organen von Wildtyp-Mausen, von denen eine Exprimie-
rung von Phex bekannt ist — wie Lunge und Knochen — konnte ebenfalls kein PCR-Produkt
gefunden werden. Damit wurde bestatigt, dass die Primer spezifisch fir humanes PHEX wa-
ren und kein murines Phex amplifiziert wurde.

Um das Gewebeexpressionsmuster, das wir anhand der RT-PCR feststellten, zu bestatigen,
wurde eine Northern Blot-Analyse mit einer spezifischen, 0.5 kb langen, humanen PHEX-
Sonde durchgefuhrt. Das Transgen konnte dabei jedoch in keinem der untersuchten Gewebe
nachgewiesen werden.

Da in der RT-PCR deutlich geringere Mengen an RNA nachgewiesen werden konnen,
spricht ein negatives Ergebnis in der Northern Blot-Analyse fir eine niedrige Expression des

Transgens in den PHEX-tg-Mausen.

Intestine
Muscle
Pancreas
Ovary

2
o
=
(4
(<
-

Abb. 3: Ubiquitare Expression des Transgens bei PHEX-tg-Mausen. RT-PCR-Untersuchung
von DNAse-behandelter RNA aus Niere, Herz, Lunge, Darm, Gehirn, Milz, Haut, Ovarien,
Hoden, Muskel, Pankreas, Knochen und Larynx inklusive Schilddrise und Nebenschilddri-
sen von PHEX-tg-Mausen zeigte eine Expression in allen Organen bis auf das Gehirn. Die
verwendeten Primer waren spezifisch fir hPHEX.
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4.3 Phanotyp der PHEX-tg-Mause

Das Korpergewicht der PHEX-tg-Mause wies verglichen mit den Wildtyp-Wurfgeschwistern
keine Unterschiede auf (Abb. 4A und Tab. 2). Die mittels pQCT gemessene Knochenmine-
raldichte (BMD) und kortikale Dicke des Femurschaftes, sowie die BMD der distalen Femur-
Metaphyse (Abb. 4B-E und Tab. 4 und 5), Knochenhistologie (Abb. 5A und B), Knochenmi-
neralisation (Abb. 5C) und der Mineralhaushalt (Abb. 6A-F und Tab. 2 und 3) waren von de-
nen der Wildtyp-Wurfgeschwister nicht zu unterscheiden. Diese Ergebnisse sprechen dafir,
dass das ubiquitar tGberexprimierte Transgen keinen Einfluss auf die Knochenmorphologie
hat.

4.4 Phanotyp der Hyp-Mause

4.4.1 Phanotypische Veranderungen

Die Hyp-Mause waren im Vergleich zu Wildtyp-Mausen kleinwiichsig und wiesen ein deutlich
geringeres Korpergewicht auf (Abb. 4A). Im Alter von drei Wochen waren sie bereits von
ihren normalen Wurfgeschwistern durch verkiirzte Hinterbeine und einen kiirzeren Schwanz
zu unterscheiden. Spater fiel die Kyphose der Brustwirbelsdule und eine ausgepragte O-
formige Verbiegung der Femora auf. Die hemizygoten Mannchen schienen starker von den
Knochendefekten betroffen zu sein. Die Lebenserwartung der Hyp-Mause war nicht verkirzt.
Die heterozygoten Weibchen waren fruchtbar und zeigten keine Schwierigkeiten bei der Auf-

zucht ihrer Jungen.

4.4.2 Histologische Knochenuntersuchung

Bei der histologischen Untersuchung der distalen Femora der Hyp-Mause fiel vor allem das
stark vermehrte Osteoid — die unmineralisierte Knochenmatrix — und die véllig unzureichende
Mineralisation des Knochens auf. Verglichen mit den Knochenschnitten der Wildtyp-Mause
konnte keine normale Wachstumsfuge nachgewiesen werden (Abb. 5A und B). Zudem wa-
ren um die Osteozyten herum die flr Hyp charakteristischen Halos zu erkennen (Abb. 5D).

Die eingeschrankte Knochenmineralisation wurde zusatzlich durch die Untersuchung des mit
Calcein markierten Knochens in der Fluoreszenzmikroskopie deutlich. Durch die Applikation
von Calcein in einem bestimmten zeitlichen Abstand kénnen die sich gerade in Mineralisati-
on befindlichen Knochenoberflachen dargestellt werden. Bei gesunden Tieren erhalt man in
der Fluoreszenzmikroskopie auf diese Weise eine Doppelmarkierung der Knochenoberfla-

che. Bei den Hyp-Mausen war der Knochen lediglich diffus markiert (Abb. 5C).
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Tab. 2: Koérpergewicht und biochemische Parameter im Vollblut und im Serum
Genotyp KG ionis. Ca** Na* Vollblut | K* Volliblut K Serum
g mM mM mM mM
WT 23,79 £1,72 1,26 £ 0,11 152,86 + 4,57 | 4,08 £ 1,07 4,32 +0,52
PHEX-tg 24,56 + 1,67 1,28 £ 0,09 155,27 + 8,37 | 4,07 £ 0,59 5,10 + 3,05
Hyp 17,24"+1,89 | 1,16" £0,07 156,53 +6,18 | 4,2+0,64 5,09 + 2,21
Hyp/PHEX-tg |22,15™ +1,39| 1,23*+0,09 154,73 +5,73 | 4,14+0,78 4,59 +1,25
ANOVA p<0,001 p=0,002 n.s. n.s. n.s.
Genotyp Ca Serum AST AP Ges Bili CK
mM u/i u/i UM U/l
WT 2,22+0,13 |146,67 £ 108,05| 90,13+22,70 | 1,20+0,94 | 66,00 £ 55,50
PHEX-tg 2,33+0,24 90,13+46,20 | 78,25+20,73 | 1,50+0,80 | 51,88+75,78
Hyp 213+0,13 | 103,44 + 74,19 |341,00" + 93,35 1,84 + 1,07 | 100,00 + 151,75
Hyp/PHEX-tg | 2,19 +0,14 [148,25+116,88(151,88™ +40,68| 1,74+ 1,16 | 72,63 + 94,41
ANOVA n.s. n.s. p<0,001 n.s. n.s.
Genotyp Albumin Harnstoff Crea Phosphat PTH
g/l mM UM mM pg/ml
WT 30,91 £ 2,27 15,83 + 2,98 14,40+2,03 | 2,84+0,50 | 21,11+£21,82
PHEX-tg 31,72 £1,97 16,32 £ 2,77 12,00+ 3,50 | 2,92+0,82 28,17 + 36,18
Hyp 32,32+2,95 | 13,45 +240 | 13,33+352 | 2,28°+0,53 | 113,09” + 84,53
Hyp/PHEX-tg | 32,02+3,32 | 13,85"+2,92 12,93 +3,01 [2,33°+0,62| 75,03"+74,73
ANOVA n.s. p<0,05 n.s. p<0,05 p<0,001
Genotyp 1,25(0OH),D;
pg/mi
WT 40,64 + 33,56
PHEX-tg 44,36 + 32,75
Hyp 33,4 +£23,93
Hyp/PHEX-tg | 45,60 + 25,31
ANOVA n.s.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n = 15 - 16 pro Gruppe).
* p<0.05 vs. Hyp; # p<0.05 vs. Wildtyp;
einfache ANOVA mit anschlielendem Student-Newman-Keuls-Test.
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Abb. 4: Normalisierung eines Teils
des Hyp-Knochen-Phanotyps bei
Hyp/PHEX-tg-Mause

Kdrpergewicht (A), im pQCT gemes-
sene Gesamt-Knochenmineraldichte
(BMD) (B), Kortikalisdicke des Femur-
schaftes (C), Gesamt- (D) und trabe-
kulare (E) Knochenmineraldichte der
distalen Femur-Metaphyse bei 3 Mo-
nate alten mannlichen Wildtyp (WT),
PHEX-tg, Hyp und Hyp/PHEX-tg-
Mausen.

Die Werte sind als Mittelwerte + Stan-
dardfehler angegeben (n = 15 - 19 pro
Gruppe)

* p<0.05 vs. Hyp;

# p<0.05 vs. Wildtyp;

einfache ANOVA mit anschlielendem
Student-Newman-Keuls-Test.
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4.4.3 Knochenmineraldichte-Messung

Auch die mit Hilfe des pQCT gemessenen Daten wiesen die mangelnde Knochenmineralisa-
tion der Hyp-Mause nach. Die Gesamt-Knochenmineraldichte (bone mineral density, BMD)
des Femurschaftes und der Femur-Metaphyse, sowie die trabekulare BMD der Metaphyse
waren im Vergleich zu den Messungen bei Wildtyp-Wurfgeschwistern deutlich verringert
(Abb. 4B-E; Tab. 4 und 5).

444 Biochemische Parameter in Serum und Urin

Die Enzymaktivitat der Alkalischen Phosphatase im Serum der drei Monate alten Hyp-Mause
lag im Vergleich zu normalen Wurfgeschwistern etwa um das Vierfache héher (Abb. 6A und
Tab. 2). Das ionisierte Kalzium war bei den Hyp-Mausen erniedrigt (Abb. 6C und Tab. 2).
Der Serumphosphat-Spiegel der Hyp-Mause war verglichen mit dem der Wildtyp-
Wurfgeschwister erwartungsgemaRn erniedrigt, der PTH-Serumspiegel dagegen stark erhdht
(Abb. 6D und F; Tab. 2). Die Serumwerte von 1,25(0OH),D; waren im Vergleich zu Wildtyp-

Mausen leicht erniedrigt, was jedoch keine statistische Signifikanz erreichte (Tab. 2)

Tab. 3: Biochemische Parameter im Urin

Genotyp UrCrea UrNa/Crea UrCal/Crea %TRP %TRCa
mM mM/mM mM/mM % %
WT 2,26 £ 1,21 52,28 + 14,96 1,18 £ 0,82 83,50 +8,93 | 98,46 + 1,14
PHEX-tg 2,12+ 1,11 57,95 + 18,57 1,00 £ 0,47 80,76 + 7,20 | 98,99 + 0,44
Hyp 2,29+ 0,63 51,83 + 16,06 1,12+0,50 | 75,20" +6,67 | 98,63 + 0,67
Hyp/PHEX-tg| 1,82 +0,88 51,95+ 11,96 0,96+0,53 |72,53"+8,73 | 98,87 +0,71
ANOVA n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s.
Genotyp %TRCa” DPD/Crea DPD/24h
% mmol/mmol mmol
WT 97,12 + 2,23 11,74 £ 7,14 7,98 + 4,26
PHEX-tg 98,23 + 0,81 14,47 + 8,96 8,94 + 7,90
Hyp 97,50 + 1,25 59,34" + 17,71 | 36,41" + 13,01
Hyp/PHEX-tg| 98,02+1,12 | 22,86™ +9,55 | 16,77"* + 8,48
ANOVA n.s. p<0,001 P<0,001

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung (n = 12 - 16 pro Gruppe) angegeben.
p<0.05 vs. Hyp; # p<0.05 vs. Wildtyp; einfache ANOVA gefolgt von Student-Newman-Keuls-Test.

Wie zu erwarten lag die renal-tubulare Reabsorption von Phosphat bei Hyp-Mausen unter
der der normalen Wurfgeschwister (Abb. 6A und Tab. 3). Sehr deutlich erhéht war die Deo-
xypyridinolin-Exkretion der Hyp-Mause bezogen auf die Creatinin-Exkretion (Abb. 6B).
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Abb. 5A: Normalisierung der Knochenstruktur bei Hyp-Mausen, die das humane PHEX-
Transgen exprimieren. PHEX-tg-Mause zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine normale
Knochenstruktur des distalen Femurs. Der Knochen-Phanotyp von Hyp-Mausen war durch
eine schwere Rachitis charakterisiert. Hyp-Mause, die das Transgen exprimierten, wiesen
eine deutliche Verbesserung der allgemeinen Knochenstruktur und eine normale Wachs-
tumsfuge auf.

3 um dicke, unentkalkte Schnitte des distalen Femurs von 3 Monate alten mannlichen Mau-
sen, gefarbt nach von Kossa/McNeal, 25fache Vergréerung.
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Abb. 5B: Bei starkerer VergroRerung erkannte man in der sekundaren Spongiosa der dista-
len Femur-Metaphyse einen normalen Knochenturnover bei Wildtyp- und PHEX-tg-Mausen,
aber eine schwere Osteoidose bei Hyp-Mausen. Hyp/PHEX-tg-Mause zeigten im Vergleich
zu Hyp-Kontrolltieren eine deutliche Verminderung des Osteoid-Volumens.

3 um dicke, unentkalkte Schnitte des distalen Femurs von 3 Monate alten mannlichen Mau-
sen, gefarbt nach von Kossa/McNeal, 400fache Vergrofierung.
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Hyp/PHEX-tg

Abb. 5C:. Eine fluoreszenzmikroskopische Analyse der in vivo verabreichten Calcein-
Doppelmarkierung zeigte eine normale Knochenmineralisation in Form von griin fluoreszie-
renden Doppelbanden bei Wildtyp- und PHEX-tg-Mausen. Aufgrund des Mineralisierungsde-
fekts erkannte man bei Hyp-Mausen nur eine diffuse Markierung mit Calcein. Bei Hyp/PHEX-
tg-Mausen war die Calcein-Einlagerung wesentlich geordneter als bei Hyp-Tieren, jedoch
zeigte das Fehlen einer deutlichen Calcein-Doppelmarkierung eine immer noch einge-
schrankte Knochenmineralisation an.

3 um dicke, unentkalkte und ungefarbte Schnitte des distalen Femurs von 3 Monate alten
mannlichen Mausen. Epifluoreszenz unter Blau-Anregung. 400fache VergréRRerung.
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Abb. 5D: Die abnormalen Halos um die Osteozyten von Hyp-Mausen herum waren bei
Hyp/PHEX-tg-Mausen deutlich verbessert.

3 um dicke, unentkalkte Schnitte des distalen Femurs von 3 Monate alten mannlichen Mau-
sen, gefarbt nach von Kossa/McNeal; 1000fache VergroRRerung.

4.5 Phanotyp der Hyp/PHEX-tg-Mause

451 Phanotypische Veranderungen

Hyp-Mause, die das humane PHEX-Transgen exprimierten, zeigten verglichen mit Wildtyp-
Ma&usen ein nahezu normales Kdrpergewicht (Abb. 4A und Tab. 2). Die Tiere waren etwas
kleiner als die Wildtyp-Wurfgeschwister, der charakteristische Phanotyp von Hyp-Mausen
konnte bei den Hyp/PHEX-tg-Tieren jedoch nicht festgestellt werden.

452 Histologische Knochenuntersuchung

Im Vergleich zu Hyp-Mausen konnte in der histologischen Untersuchung von Knochenschnit-
ten der unentkalkten, in Methylmethacrylat eingebetteten Femora deutliche Verbesserungen
der Knochenstruktur nachgewiesen werden. Der Knochenaufbau und die Epiphysenfugen
waren nahezu normal, die Osteoidose war deutlich verbessert (Abb. 5A und B). Ferner wa-
ren die Halos rings um die Hyp-Osteozyten so gut wie nicht mehr nachzuweisen (Abb. 5D).
Die Knochenmineralisation, die durch die Calcein-Doppelmarkierung dargestellt werden
kann, blieb jedoch eingeschrankt, was durch das Fehlen deutlich voneinander getrennter
Calcein-Doppellinien im trabekularen und kortikalen Knochen der distalen Femur-Metaphyse
deutlich wurde (Abb. 5C).

4.5.3 Knochenmineraldichte-Messung

Die Ergebnisse der pQCT-Messungen ergaben fur die Hyp/PHEX-tg-Mause eine deutlich
verbesserte, wenn auch im Vergleich zu den Wildtyp-Wurfgeschwistern noch reduzierte,

Knochenmineraldichte (Abb. 4A-E und Tab. 4 und 5). Im Vergleich zu Hyp-Mausen wiesen
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die Gesamt-BMD-Werte des Femurschaftes einen Anstieg um 29% und die Gesamt-BMD-
Messungen der Femur-Metaphyse einen Anstieg um 21% auf. Folglich konnte das Transgen
bei Hyp-Mausen 55% der BMD-Reduktion am Femurschaft und 47% der BMD-Reduktion an
der Femur-Metaphyse ausgleichen. Die Kortikalisdicke des Femurschaftes wurde bei Hyp-

Mausen durch das Transgen vollig normalisiert (Abb. 4C)

454 Biochemische Parameter in Serum und Urin

Ubereinstimmend mit dem nahezu normalen Knochen-Phanotyp der Hyp/PHEX-tg-Mause
waren die biochemischen Parameter des Knochenstoffwechsels, also zum Beispiel die Alka-
lische Phosphatase im Serum und die Deoxypyridinolin (DPD)-Exkretion im Urin, im Ver-
gleich zu Hyp-Mausen deutlich reduziert (Abb. 6A und B). Interessanterweise konnte durch
das PHEX-Transgen der Blutspiegel des ionisierten Kalziums bei Hyp-Mausen fast normali-
siert werden (Abb. 6C). Hyp-Mause und Hyp/PHEX-tg-Mause zeigten jedoch, trotz der aus-
gepragten Verbesserungen des Knochen-Phanotyps der Hyp/PHEX-tg-Tiere, eine ahnlich
stark verminderte tubuldre Phosphatreabsorption (Abb. 6E und Tab. 3) und waren im Ge-
gensatz zu Wildtyp-Mausen hypophosphatéamisch (Abb. 6D). Die Serum-PTH-Werte zeigten
keinen Unterschied zu Hyp-Mausen, waren folglich verglichen mit Wildtyp-Kontrollen stark
erhoht (Abb. 6F). Wir konnten auch keine Unterschiede in der renal-tubuldren Reabsorption
von Kalzium (TRCa) im Vergleich der unterschiedlichen Gruppen feststellen, unabhangig
davon, ob wir ionisierte Kalzium- oder Gesamtkalziumwerte aus dem Serum zur Kalkulation
heranzogen (Tab. 3). Im Vergleich zu Hyp-Mausen waren die Serumwerte von 1,25(0OH).D;

leicht erhéht (Tab. 2). Dieser Unterschied erlangte jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abb. 6: Das humane PHEX-Transgen normalisierte zum Teil die biochemischen Parameter
des Knochenstoffwechsels und das ionisierte Kalzium im Blut, jedoch nicht den renalen
Phosphatverlust bei Hyp-Mausen. Alkalische Phosphatase im Serum (A), Deoxypyridinolin-
Ausscheidung im Urin (DPD) (B), ionisiertes Kalzium im Blut (C), Serumphosphat (D) und
renal-tubulare Reabsorption von Phosphat (E) bei 3 Monate alten mannlichen Wildtyp- (WT),
PHEX-tg-, Hyp- und Hyp/PHEX-tg-Mausen. Die PTH-Werte im Serum blieben bei
Hyp/PHEX-tg-Tieren erhdht (F).

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (n = 12 - 16 pro Gruppe).

* p<0.05 vs. Hyp; # p<0.05 vs. Wildtyp; einfache ANOVA mit anschlieBendem Student-
Newman-Keuls-Test.
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Tab. 4: Knochenmineraldichte-Messung der Femur-Metaphyse

Genotyp Total Cortical&subcort. | Trabecular Total Trabecular | Cortical&subcort.
Density Density Density Area Area Area
Einheit (mg/cm?®) (mm?) (mg/cm?) (mm?) (mg/cm?) (mm?)
WT 461.58 729.96 232.21 3.79 2.00 1.79
+42.89 + 31.38 + 35.27 +0.32 +0.27 +0.25
PHEX-tg 469.85 741.45 232.39 3.94 2.06 1.88
+40.13 + 22.56 +29.76 +0.44 +0.28 +0.29
Hyp 318,24* 562,98" 162,14* 5,26" 3,14* 2,19*
+ 34.62 + 69.04 + 36.48 +0.82 + 0.53 +0.38
Hyp/PHEX-tg 386,07% 660,64 190,08 5,24* 2,99* 2,24*
+37.21 + 33.76 + 32.47 + 0.55 +0.25 +0.42
ANOVA p<0,001 p=0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n = 15 - 19 pro Gruppe).
* p<0.05 vs. Hyp; # p<0.05 vs. Wildtyp;

einfache ANOVA mit anschlieendem Student-Newman-Keuls-Test.
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Tab. 5: Knochenmineraldichte-Messung des Femurschaftes

Genotyp Total Total Cortical Cortical Cortical Periostal Endocortical
density area density area thickness perimeter perimeter
Einheit (mg/cm?®) (mm?) (mg/cm?) (mm?) (mm) (mm) (mm)
WT 608.86 2.15 1146.02 0.98 0.22 5.19 3.82
+ 28.45 +0.18 + 31.40 +0.08 +0.01 +0.21 +0.18
PHEX-tg 622.82 2.24 1163.77 1.03 0.22 5.3 3.89
+ 28.68 +0.24 + 32.19 +0.11 +0.15 +0.29 +0.23
Hyp 400,94* 2.21 870,05% 0,75 0,16" 5.26 4,27*
+45.22 +0.36 + 38.62 +0.16 +0.03 +0.41 + 0.35
Hyp/PHEX-tg| 516,09% 2,65 1045,59" 1,08* 0,21* 5,77% 4.43*
1427 1+ 0.26 + 39.93 +0.15 +0.02 +0.29 +0.21
ANOVA P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n = 15 - 19 pro Gruppe).
* p<0.05 vs. Hyp; # p<0.05 vs. Wildtyp;

einfache ANOVA mit anschlieendem Student-Newman-Keuls-Test.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Frage nachgegangen, ob eine ubiquitdre Expression
von humanem PHEX bei transgenen Mausen den Phanotyp von Hyp-Mausen wieder norma-
lisieren kann. Fur unsere Untersuchungen kreuzten wir Hyp-Mause, die das murine Homolog
zu Patienten mit X-chromosomal vererbter hypophosphatédmischer Rachitis (XLH) darstellen
und eine durch spontane Mutation entstandene Deletion im 3‘-Ende des Phex-Gens in sich
tragen, mit transgenen Mausen, die das humane PHEX-Gen unter der Kontrolle des huma-
nen B-actin Promotors ubiquitar exprimieren. Durch Anpaarung von heterozygoten Hyp-
Weibchen mit heterozygoten PHEX-tg-Mannchen erhielten wir Wildtyp-, PHEX-tg-, Hyp- und
Hyp/PHEX-tg-Wurfgeschwister, von denen wir die mannlichen Mause im Alter von drei Mo-
naten untersuchten. Als Untersuchungsparameter wurden Blut- und Urinparameter, Kno-
chenmineraldichte-Messungen und histologische Untersuchungen der Knochen herangezo-

gen.

5.1 Phénotyp der PHEX-tg Mause

Die generierten PHEX-transgenen Mause, die humanes PHEX ubiquitar exprimieren, unter-
schieden sich phanotypisch nicht von Wildtyp-Mausen in unserer Studie. Dies entspricht der
Vorstellung der Funktion des PHEX-Gens, einer Endopeptidase, dass es sein(e) Substrat(e)
aktiviert oder inaktiviert, und eine PHEX-Uberexpression den Knochen- und Mineralhaushalt
deshalb nicht beeinflusst. Diese Beobachtungen gehen konform mit den Ergebnissen frihe-
rer Experimente, bei denen Mause das PHEX-Gen gezielt in Osteoblasten Gberexprimierten.
Hier konnten ebenfalls keine Veranderungen der Knochenmorphologie oder der Serumphos-
phatwerte im Vergleich zu nicht-transgenen normalen Mausen festgestellt werden (BAl et al.,
2002; LIU et al., 2002).

Die Expression des Transgens wiesen wir mit Hilfe von Reverser Transkription und Polyme-
rase-Kettenreaktion (RT-PCR) nach. Mit Hilfe der RT-PCR konnte eine Expression in allen
untersuchten Organen, auller dem Gehirn, festgestellt werden. Die Northern Blot-Analyse
verlief jedoch negativ, ein Ergebnis, das damit erklart werden kann, dass man mit der RT-
PCR Transkripte nachweisen kann, die in einer wesentlich niedrigeren Anzahl vorliegen.

Die niedrige Expression des Transgens in allen untersuchten Organen unserer transgenen
Mé&use trotz des verwendeten starken humanen B-actin Promotors ist schwer zu erklaren. p-
actin ist ein ubiquitar exprimiertes Gen, das relativ stark in allen Geweben exprimiert wird.
Mit Hilfe des gleichen Promotor-Konstrukts erhielt man fur andere Gene in transgenen Mau-

sen gute Expressionsergebnisse (DYMECKI, 1996).
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Méglicherweise wird die PHEX-Expression in den transgenen Mausen durch posttranskripti-
onale Gene-silencing-Mechanismen herunterreguliert. In diesem Zusammenhang ist zu be-
achten, dass das humane wie auch das murine PHEX/Phex-Gen keine typischen Kozak-
Sequenzen wie 97% aller bekannten Gene enthalten. Damit gehért es zu den 3% von Ge-
nen, die im Translations-Start-Bereich kein Purin an der -3 Position aufweisen. Von letzteren
Genen wird angenommen, dass sie posttranskriptional reguliert werden (KOZAK, 1996; LIU
et al., 2001).

5.3 Phanotyp der Hyp-Mause

Der Phanotyp der Hyp-Mause in unserer Studie stimmte erwartungsgemafl mit dem in der
Literatur beschriebenen Uberein.

Hyp-Mause konnten schon zum Zeitpunkt des Absetzens eindeutig anhand des geringeren
Kdrpergewichts, der kirzeren Hinterbeine und des kirzeren Schwanzes von ihren Wildtyp-
Wurfgeschwistern unterschieden werden. Mit zunehmendem Alter wurden die Unterschiede
ausgepragter, es traten zusatzlich eine Kyphose der Brustwirbelsdule und eine deutliche
Verbiegung der Femora bei den Hyp-Mausen auf. Dieselben Beobachtungen machten El-
CHER et al. (1976) bei der Beschreibung der Hyp-Mause als Modell fir XLH beim Men-
schen. Wie auch bei EICHER et al. (1976) beschrieben, schienen die mannlichen Hyp-
Mause von der Erkrankung schwerer betroffen zu sein als die weiblichen. Die weiblichen

heterozygoten Hyp-Mause waren fruchtbar und zur Aufzucht ihrer Jungen in der Lage.

Wie zu erwarten, waren die Serumphosphatwerte der Hyp-Mause erniedrigt und die prozen-
tuale renal-tubulare Phosphatreabsorption verringert, was auf einem Defekt im proximalen
Tubulusabschnitt der Hyp-Mause beruht, der zur verringerten Reabsorption von Phosphat
fuhrt (GIASSON et al., 1977; TENENHOUSE und SCRIVER, 1978). Ein biochemischer Pa-
rameter der Knochenresorption, die Deoxypyridinolin-Exkretion im Urin, lag bei den Hyp-
Mausen wesentlich héher als bei den Wildtyp-Wurfgeschwistern. Eine weitere Folge des er-
hdéhten Knochenumsatzes bei Rachitis war der im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen etwa vier-
fach erhéhte Serumwert der Alkalischen Phosphatase. Das ionisierte Kalzium im Blut war bei
unseren Hyp-Mausen erniedrigt. Dies kann moglicherweise Folge der etwas niedrigeren
1,25(0OH),Ds-Werte bei diesen Tieren gewesen sein. Diese Beobachtungen stehen in Uber-
einstimmung mit Ergebnissen in der Literatur, nach denen 1,25(0OH),D;-Serumspiegel ange-
sichts der Hypophosphatamie bei Hyp unverhaltnismafig niedrig waren (TENENHOUSE und
JONES, 1990; TENENHOUSE et al., 1992) und auf einer eingeschrankten Aktivitat der 25-
Hydroxyvitamin D3-1a-Hydroxylase beruhen (TENENHOUSE, 1984; NESBITT et al., 1986).
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Interessanterweise lagen die PTH-Serumwerte unserer Hyp-Mause im Vergleich zu Wildtyp-
Wurfgeschwistern mehr als fUnfmal hoher. Dies legt einen Einfluss von PTH auf das Krank-
heitsbild von Hyp nahe. EICHER et al. (1976) konnten in frGheren Untersuchungen keine
erhdhten PTH-Werte bei Hyp-Mausen messen. Diese Diskrepanz ist mdglicherweise anhand
der verbesserten PTH-Assays heutzutage zu erklaren. Bei XLH-Patienten wurden normale
(ARNAUD, 1971) bis hohe (LEWY et al., 1972) PTH-Serumwerte festgestellt (siehe unten).
Auch die Messung der Knochenmineraldichte mittels peripherer quantitativer Computerto-
mographie stellte eindrucksvoll den Knochendefekt der Hyp-Mause dar. Die Gesamt-
Knochenmineraldichte von Femurschaft, Femur-Metaphyse und Spongiosa der Metaphyse,
als auch die Kortikalisdicke des Femurschaftes waren bei Hyp-Mausen aufgrund der Minera-
lisationsstérung stark erniedrigt.

Eine Osteoidose in trabekularem und kortikalem Knochen unserer Hyp-Mause wurde in den
Knochenschnitten histologisch anhand des stark vermehrten Osteoids festgestellt. Diese
Befunde sind charakteristisch fur XLH-Patienten (ALBRIGHT et al., 1937; FROST, 1958;
MARIE und GLORIEUX, 1981). In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen konnten
wir bei der histologischen Untersuchung auch die fur XLH typische Halo-Bildung um die
Osteozyten nachweisen (FROST, 1958; VILLANUEVA et al., 1961; MARIE und GLORIEUX,
1983). Diese Lasionen sind ebenfalls auf eine eingeschrankte Knochenmineralisation zu-
riuckzufihren. Zusatzlich konnte der Mineralisationsdefekt durch die Calcein-Doppel-
markierung und die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop deutlich gemacht werden.
Bei Hyp-Mausen konnte keine fluoreszierende Doppelmarkierung der Knochenoberflache
nachgewiesen werden, wie es bei Wildtyp-Kontrolltieren der Fall war. Der Defekt der Kno-
chenmineralisation bei Hyp-Mausen und XLH-Patienten ist mit hoher Wahrscheinlichkeit ei-
nerseits Folge der Hypophosphatamie und andererseits eines intrinsischen Osteoblastende-
fekts (ECAROT et al., 1992; XIAO et al., 1998).

5.4 Weitgehende Normalisierung des Hyp-Phanotyps bei Hyp/PHEX-tq-

Mausen

In vorangegangenen Experimenten von LIU et al. (2002), in denen das PHEX-Gen durch den
Osteocalcin-Promotor gezielt in Osteoblasten von Hyp-Mausen tberexprimiert wurde, konn-
ten der Knochendefekt und der gestorte Phosphathaushalt nicht beseitigt werden. Durch die
Verwendung des Maus Pro-a1(l) Kollagen Gen Promotors zur gezielten Expression von
PHEX in den Osteoblasten konnte die gestérte Mineralisation von Knochen und Zahnen bei
Hyp-Mausen zwar deutlich verbessert werden, die Hypophosphatamie und die Stérungen im
Vitamin D-Stoffwechsel blieben jedoch bestehen (BAI et al., 2002).
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In unserer Arbeit konnten wir nun aufzeigen, dass eine ubiquitare Uberexpression von PHEX
den Knochen-Phanotyp von Hyp-Mausen weitgehend normalisieren kann.

Das Korpergewicht der Hyp/PHEX-tg Mause war annahernd normal, sie zeigten eine er-
staunliche Verbesserung der Knochenmineraldichte des Femurs, normale Wachstumsfugen
und eine fast normale Knochenstruktur, einschliellich der Beseitigung der Halo-Bildung rings
um die Osteozyten. Auch eine Hypokalzadmie war bei den Hyp/PHEX-tg Mausen fast nicht
mehr feststellbar. Der renale Phosphatverlust blieb jedoch weiterhin bestehen, was eventuell
auf die nach wie vor erhéhten PTH-Serumspiegel zurlickgefiihrt werden kann.

Es ist denkbar, dass die bei den Hyp/PHEX-tg Mausen noch feststellbaren Mineralisations-
defekte mit der bei diesen Tieren bestehenden Hypophosphatamie erklart werden konnen,
und dass die Hyp-phanotypischen Veranderungen der Knochenzellen oder —matrix vollig
aufgehoben wurden. Dies ist auch damit vereinbar, dass bei den Hyp/PHEX-tg Mausen eine
normale Knochenstruktur, jedoch eine eingeschrankte Knochenmineralisation festgestellt

werden konnte.

Da wir eine Expression des PHEX-Gens bei unseren transgenen Mausen in allen untersuch-
ten Geweben — auller im Gehirn — nachweisen konnten, ist es schwierig zu erklaren, warum
die Hypophosphatamie bei den Hyp/PHEX-tg Tieren durch die Uberexpression nicht beseitigt
werden konnte.

Da auf DNA-Ebene eine 91%ige und auf Protein-Ebene sogar eine 96%ige Ubereinstim-
mung zwischen dem humanen und murinen Gen ermittelt wurde (STROM et al., 1996; BECK
et al., 1997), ist eine volle Funktionalitdt des humanen PHEX in der Maus sehr wahrschein-
lich.

Es ist anzunehmen, dass bei XLH/Hyp zwei unabhangig voneinander auftretende Phanome-
ne zu den Krankheitsbildern flihren: Zum einen die eingeschrankte renale Reabsorption von
Phosphat in der Niere, ausgeldst durch ein nicht inaktiviertes phosphaturisches Hormon, und
zum anderen die charakteristischen Knochendefekte, die durch einen intrinsischen Oste-
oblastendefekt (XIAO et al., 1998) ausgelost werden. Die Ergebnisse unserer Versuche
konnten darauf beruhen, dass das humane PHEX zwar in der Lage ist, das murine, zum
Knochendefekt fliihrende, Homolog zu inaktivieren, jedoch den die Phosphaturie verursa-
chenden zirkulierenden Faktor nicht, oder nur unzureichend, zu inaktivieren vermag. Dies
deutet darauf hin, dass PHEX physiologischerweise mehrere unterschiedliche Substrate in
mdglicherweise unterschiedlichen Geweben inaktiviert. Daflr spricht auch die schon frih
festgestellte Tatsache, dass bei manchen von XLH betroffenen Frauen zwar ein renaler
Phosphatverlust, jedoch keine Defekte am Skelett nachweisbar waren (WINTERS et al.,
1958). Ware der charakteristische Knochen-Phanotyp ausschliellich eine Folge der Hy-

pophosphatamie, mussten auch bei diesen Frauen Knochenveranderungen feststellbar sein.
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Da wir die Gewebsverteilung des Uberexprimierten PHEX-Proteins nicht kennen, kénnte der
Einwand erhoben werden, dass die Expression auf Proteinebene mdglicherweise nicht ubi-
quitadr ist und dass dies ursachlich fur die nicht vollstdndige Wiederherstellung des Wildtyp-
Phanotyps bei Hyp/PHEX-tg Mausen sei.

Die Verbesserung des Knochenphanotyps bei Hyp/PHEX-tg-Mausen ist allerdings in unserer
Untersuchung deutlicher ausgepragt als bei alleiniger Uberexpression von PHEX in Oste-
oblasten (BAI et al., 2002), obwohl bei letzterer eine hdhere Expression nachgewiesen wer-
den konnte. Daraus kann man ableiten, dass die PHEX-Expression in unseren transgenen
Mausen auf Proteinebene ausreichend ist, um den Knochenphanotyp weitgehend zu norma-
lisieren. Auch ohne Kenntnis der Expression auf Proteinebene sind unsere Ergebnisse somit
nur sehr schwer mit der Vorstellung vereinbar, dass die Stérung der Knochenmineralisation
und der renale Phosphatverlust bei Hyp-Mausen durch ein und denselben Faktor ausgeldst
werden. Deshalb starken unsere Befunde die Hypothese, dass mehrere unterschiedliche

Faktoren an der Pathogenese von XLH und Hyp beteiligt sein missen.

Eine weitere interessante Erkenntnis aus unserer Studie ist aulerdem, dass die Serumwerte
des ionisierten Kalziums bei unseren Hyp/PHEX-tg Mausen beinahe im Normalbereich la-
gen. Es wird angenommen, dass die niedrigen Kalziumwerte bei Hyp-Mausen aus einer
verminderten Kalziumabsorption im Dinndarm aufgrund unverhaltnismaRig niedriger
1,25(0OH),D3s-Serumwerte resultieren (MEYER et al., 1987). Auf eine exogene Verabreichung
von 1,25(0OH),D; reagieren Hyp-Mause mit einer normal gesteigerten intestinalen Kalzium-
absorption (MEYER und MEYER, 1988). Da bei unseren Hyp/PHEX-tg Tieren das renale
Kalziumhandling und die 1,25(0OH),D;-Werte denen von Hyp-Mausen entsprachen, ist die
Normalisierung der ionisierten Kalziumwerte nicht anhand dieser Vorstellung zu erklaren.
Ausgehend von unseren Ergebnissen ware es denkbar, dass PHEX auch an der intestinalen

Kalziumabsorption direkt oder indirekt beteiligt ist.

Ebenfalls bemerkenswert an unserer Studie ist, dass die PTH-Serumkonzentration der
Hyp/PHEX-tg-Mause im Vergleich zu Wildtyp- und PHEX-tg Mausen erhéht waren. Dies
kann jedoch nicht auf eine Hypokalzamie als Ausléser zuriickzufihren sein, da die Serum-
spiegel von ionisiertem Kalzium fast normalisiert waren.

Der Nachweis der Expression von PHEX in den Nebenschilddriisen von XLH-Patienten
(BLYDT-HANSEN et al., 1999) und die Feststellung eines Hyperparathyreoidismus bei meh-
reren Patienten, die noch keine Phosphat- und Calcitriol-Therapie erhielten (LEWY et al.,
1972; CARPENTER et al., 1994; KNUDTZON et al., 1995), fihrten zu der Annahme, dass
von der Phosphat-Therapie unabhangige Faktoren, wie eine primare Nebenschilddrisen-

Dysregulation, zum Hyperparathyreoidismus bei XLH flhren.



Diskussion 55

Die Tatsache, dass das PHEX-Gen zur Spaltung von exogen zugefiihrtem PTH in der Lage
ist (LIPMAN et al., 1998), kdnnte bedeuten, dass PHEX in noch ungeklarter Weise an der
Inaktivierung von PTH beteiligt ist. Ein Funktionsverlust dieser Endopeptidase kdnnte folglich
in erhdhten PTH-Spiegeln resultieren. Hyp-Mause reagierten auf eine vollstandige Entfer-
nung der Nebenschilddriisen mit niedrigeren Phosphat-Spiegeln, Hypokalzamie und einer
reduzierten renalen Phosphatexkretion, die jedoch im Vergleich zu normalen, gesunden
Mausen weiterhin erhoht blieb (KIEBZAK et al., 1981). In Parabiose-Versuchen mit parathy-
reoidektomierten (PTX) Mausen war die Phosphatreabsorption der Nieren normaler PTX-
Mause, die chirurgisch mit Hyp-PTX-Mausen verbunden wurden, weiterhin reduziert
(MEYER et al., 1989b). Die Phosphaturie kann demnach nicht ausschlie8lich durch PTH
verursacht werden. In unserer Studie kdnnte eine Ursache fiir die nach wie vor erhdhte rena-
le Phosphatausscheidung der Hyp/PHEX-tg-Mause in den erhéhten PTH-Spiegel dieser Tie-
re liegen. Es ist derzeit unklar, warum die Uberexpression von humanem PHEX — trotz Nor-
malisierung des ionisierten Kalziums — nicht zu einer Erniedrigung der PTH-Spiegel bei
Hyp/PHEX-tg-Mausen fuhrte. Moglicherweise ist humanes PHEX nicht in ausreichendem
Male dazu fahig, murines PTH zu inaktivieren. Trotz dieser Unklarheiten unterstitzt unsere
Studie die Auffassung, dass eine Dysregulation der PTH-Sekretion an der Pathogenese von
XLH und Hyp beteiligt ist.

5.5 Ausblick

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine ubiquitare Expression des hu-
manen PHEX-Transgens den Hyp-Knochenphanotyp weitgehend normalisieren kann, jedoch
nicht den renalen Phosphatverlust. Dieser Versuch stellt somit einen weiteren Schritt zur
Identifizierung derjeniger Faktoren dar, die zusatzlich zu PTH und Calcitriol die Phosphatho-
moostase regulieren.

Die Aufklarung dieser Mechanismen koénnte in der Human- und Tiermedizin zu wichtigen
Fortschritten bei der Erkennung und Behandlung von Krankheiten, die mit einer Stérung der

Phosphat-Regulation verbunden sind, flihren.
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6 Zusammenfassung

Mutationen des PHEX-Gens, eines phosphatregulierenden Gens, das Homologien zu Endo-
peptidasen auf dem X-Chromosom aufweist, sind fur die Entstehung der X-chromosomal
vererbten Hypophosphatamie (XLH) beim Menschen und der homologen Krankheiten der
beiden Mausmutanten Hyp und Gy verantwortlich. Kirzlich wurde nachgewiesen, dass eine
gezielte Uberexpresssion von PHEX in Osteoblasten fir die Normalisierung des Hyp-
Phanotyps nicht ausreicht. Somit war es das Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob eine ubi-
quitdre Uberexpression von PHEX in Hyp-Mausen deren Phanotyp vollig normalisieren kann.
Um diese Hypothese zu Uberprifen, generierten wir zwei Mauslinien, die beide das humane
PHEX-Gen unter Kontrolle des humanen B-actin-Promotors Gberexprimieren. Wir wiesen bei
diesen transgenen Mausen (PHEX-tg) mittels RT-PCR-Analyse eine Expression des Trans-
gens in allen untersuchten Organen, auler im Gehirn, nach. Im Anschluss daran paarten wir
weibliche heterozygote Hyp-Mause mit mannlichen heterozygoten PHEX-tg-Mausen, um
Wildtyp-, PHEX-tg-, Hyp- und Hyp/PHEX-tg-Nachkommen zu erhalten. Fir alle Untersu-
chungen wurden zwolf Wochen alte mannliche Mause verwendet. Im Vergleich zu ihren
Wildtyp-Wurfgeschwistern wiesen die PHEX-tg-Mause eine mittels peripherer quantitativer
Computertomographie (pQCT) gemessene normale Knochenmineraldichte (BMD) auf, eben-
so eine normale Knochenhistologie und normale Phosphatwerte in Serum und Urin. Die Hyp-
Mause zeigten den bekannten Phanotyp, charakterisiert durch vermindertes Kérpergewicht,
Hypophosphatamie, Hyperphosphaturie und Rachitis. Hyp/PHEX-tg Mause hatten im Ver-
gleich zu Wildtyp-Kontrollen ein normales Koérpergewicht und zeigten eine dramatische,
wenn auch nicht normalisierende Verbesserung in der BMD des Femurs. Die Gesamt-BMD
des Femurschaftes stieg von 401 * 45 bei Hyp-Mausen auf 516 + 43 mg/cm? bei Hyp/PHEX-
tg-Mausen und die Gesamt-BMD der Femur-Metaphyse von 318 + 35 bei Hyp-Mausen auf
386 + 37 mg/cm?® bei Hyp/PHEX-tg-Mausen (Mittelwerte + Standardabweichung). Bei den
Wildtyp-Wurfgeschwistern betrug die BMD des Femurschaftes und der Femur-Metaphyse
609 % 28 bzw. 462 + 43 mg/cm3. Im Vergleich zu Hyp-Mausen war bei der Beurteilung der
Knochenhistologie bei den Hyp/PHEX-tg-Mausen eine deutliche Verbesserung der Kno-
chenstruktur, normale Wachstumsfugen sowie ein deutlich vermindertes Osteoid-Volumen
erkennbar, obwohl weiterhin Knochenmineralisationsstorungen festzustellen waren. Uberra-
schenderweise zeigten jedoch Hyp und Hyp/PHEX-tg-Mause vergleichbare Verminderungen
in der renal-tubularen Phosphatreabsorption und waren im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrol-
en hypophosphatamisch. Alle Ergebnisse waren fir beide Maus-Linien vergleichbar. Folglich
untermauern unsere Ergebnisse die Annahme, dass die pathophysiologischen Mechanis-
men, die zum renalen Phosphatverlust und zum Knochendefekt bei XLH flihren, unabhangig

voneinander sind.
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Summary

The role of the PHEX gene for phosphate homeostasis

Mutations of PHEX, a phosphate regulating gene with homologies to endopeptidases on the
X chromosome, are responsible for X-linked hypophosphatemia (XLH) in humans, and its
mouse homologue, Hyp. Recently, it has been shown that targeted overexpression of PHEX
in osteoblasts is not sufficient to rescue the Hyp phenotype. Therefore, the aim of this study
was to examine whether ubiquitous overexpression of PHEX in transgenic mice would fully
rescue the Hyp phenotype. To test this hypothesis, we generated two mouse lines overex-
pressing the human PHEX gene under the control of a human B-actin promoter. With the
exception of brain, RT-PCR analyses showed expression of the transgene in PHEX trans-
genic (PHEX-tg) mice in all tissues examined. Subsequently, we crossed female heterozy-
gous Hyp mice with male heterozygous PHEX-tg mice to produce wildtype (WT), PHEX-tg,
Hyp, and Hyp/PHEX-tg offspring. Twelve-week-old male mice were used for all studies.
Compared with their WT littermates, PHEX-tg mice had normal bone mineral density (BMD)
as measured by peripheral quantitative computed tomography, normal bone histology, and
normal serum and urinary phosphate. Hyp mice demonstrated the known phenotype charac-
terized by reduced body weight, hypophosphatemia, hyperphosphaturia, and rickets.
Hyp/PHEX-tg mice had normal body weight relative to wildtype controls, and showed a dra-
matic, albeit not complete, improvement in femoral BMD. Total BMD of the femoral shaft in-
creased from 401 + 45 in Hyp to 516 £ 43 mg/cm? in Hyp/PHEX-tg mice, and total BMD of
the femoral metaphysis from 318 £ 35 in Hyp to 386 + 37 mg/cm® in Hyp/PHEX-tg mice
(mean £ SD). In wildtype littermates, the BMD of the femoral shaft and the femoral metaphy-
sis was 609 * 28 and 462 + 43 mg/cm?, respectively. Hyp/PHEX-tg mice had almost normal
body weight relative to wildtype controls, showed a dramatic improvement in femoral bone
mineral density, normal growth plates, and, despite remaining disturbances in bone minerali-
zation, almost normal bone architecture when compared with Hyp mice. Surprisingly, how-
ever, Hyp and Hyp/PHEX-tg mice had comparable reductions in tubular reabsorption of
phosphate, and were hypophosphatemic relative to wildtype controls. All results were similar
for both PHEX-tg mouse lines. Thus, our data further strengthen the notion that the patho-
physiological mechanisms behind renal phosphate wasting and the bone mineralization de-

fect in XLH may involve different factors.
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