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1. Einleitung

1.1 Dysostosis cleidocranialis

1.1.1 Historische Entwicklung

Bei der Dysostosis cleidocranialis handelt es sich um eine seltene autosomal dominant
vererbbare Erkrankung, deren friiheste Manifestationen sich bereits an einem
Neandertalerschiddel nachweisen lieBen [Greig 1933]. Die fiir dieses Krankheitsbild typischen
Entwicklungsstorungen an den Claviculae im Sinne einer Hypo- bzw. Aplasie wurden bereits
im 18. Jahrhundert von Martin beschrieben [Martin 1765]. Die ersten umfassenden
Darstellungen der Symptomatik gehen jedoch auf Scheuthauer [Scheuthauer 1871] bzw.

Marie und Sainton [Marie und Sainton 1898] zuriick.
Letztgenannte schilderten folgende charakteristische Verdanderungen:

e UbergroBer Transversaldurchmesser des Schidels verbunden mit einer verspiteten
Verknocherung der Fontanellen

e Aplasie der Claviculae

e Stark gewolbter Gaumen

e Storung der Zahnentwicklung

e Erbliche Ubertragung der Defekte

1.1.2 Makroskopische Pathologie

Zusétzlich zu den oben erwihnten Auffilligkeiten bei der Dysostosis cleidocranialis wurden
in den darauf folgenden Jahrzehnten alles in allem ungefdhr 100 Symptome an Hand von {iber
700 Patienten ermittelt [Cooper 2001, Golan 2004, Baumert 2006], die sich nicht nur auf die
Skelett- bzw. Zahnentwicklung bezogen, sondern nachstehende Korperregionen betreffen

konnen:



Schadel

Mainnliche Patienten mit Dysostosis cleidocranialis zeigen eine normale Lénge der
Schadelkalotte, bei Patientinnen ist sie jedoch verkiirzt. Die Breite der Schédelkalotte ist bei
beiden Geschlechtern vergroflert [Jensen 1994]. Im Verhéltnis zum Gesichtsschéidel resultiert
daraus eine brachyzephale Form des Schadels [Behlfelt und Gundlach 1986].

Des Weiteren ist der Schluss der Fontanellen und auch der Schidelnéhte verzogert, die in
einzelnen Fillen sogar lebenslang persistieren konnen. Gelegentlich sind auch Schaltknochen
zu beobachten [Schurch und Fleischer-Peters 1967].

Die Ausmalle der Schidelbasis sind bei Patienten mit Dysostosis cleidocranialis signifikant
kleiner als bei Gesunden. Auch die Linge des knochernen Nasenskeletts ist verkiirzt.
Teilweise tritt sogar eine Aplasie der Nasenknochen auf. AuBlerdem finden sich hohe und
enge Offnungen der Orbitahdhlen und ein Hypertelorismus [Jensen 1994].

Zusitzlich kann es auch zu einer Unterentwicklung des Os lacrimale und des Os zygomaticum

kommen [Kargul et al. 1997].

Thorax

Ein weiteres Charakteristikum der Dysostosis cleidocranialis ist die Hypo- bzw. in seltenen
Extremfillen sogar Aplasie der Claviculae. Hiufig handelt es sich hierbei um eine Hypoplasie
der Extremitas acromialis der Clavicula, aber auch ein Fehlen der Extremitas sternalis oder
eine Zweiteilung der Clavicula kann beobachtet werden. Die eben angefiihrten Pathologien
der Claviculae im Rahmen der Dysostosis cleidocranialis betreffen in der Regel sowohl die
linke, als auch die rechte Clavicula. Klinisch imponiert bei einigen Patienten die Féhigkeit,
beide Schultern vor dem Brustkorb zu vereinigen [Mundlos 1999].

Der Thorax selbst wird als eng und glockenfoérmig beschrieben, der Verlauf der Rippen als
kurz und schridg. Auch iiberzdhlige oder fehlende Rippen sind nicht ungewohnlich. Zudem
kommt es gelegentlich zu einer Hypoplasie der Skapulae und zu einer Schwiche der
Thoraxmuskulatur, was zu Atemwegsproblemen vor allem im Kindesalter fithren kann

[Mundlos 1999].



Obere Extremitat

Auch im Bereich der Hinde zeigen sich charakteristische Verdnderungen. Dazu gehdrt vor
allem eine Verldngerung der Ossa metacarpalia II. Alle anderen Knochen im Handbereich
sind verklirzt, insbesondere die medialen und distalen Phalangen der zweiten und fiinften

Finger [Mundlos 1999].

Wirbelsaule

Eine Skoliose tritt bei Patienten, die an Dysostosis cleidocranialis leiden, signifikant gehduft
auf [Cooper et al. 2001].

Ferner wurden kyphotische Fehlstellungen, Spaltbildungen der Wirbel mit daraus
resultierender Spondylolisthesis oder eine Spina bifida occulta dokumentiert [Buurman et al.
1978].

Becken

Im Beckenbereich zeigen sich bei der Dysostosis cleidocranialis eine erweiterte Symphysis
pubica, was auf eine verzogerte Ossifikation zuriickgefiihrt wird, und eine Hypoplasie und
Vorwirtsrotation der Beckenschaufeln mit konsekutiver Verbreiterung der Articualtio
sacroiliaca. Ebenso kann eine Coxa vara hiufig beobachtet werden. Dies flihrt dazu, dass —
wie unten erwéhnt - bei Patientinnen mit Dysostosis cleidocranialis eine vaginale Geburt oft

nicht moglich ist [Mundlos 1999].

Untere Extremitat

Bei der Dysostosis cleidocranialis finden sich gehduft Genu valgum und Pes planus [Cooper
et al. 2001].

Im FuBlbereich imponieren die gleichen Verdnderungen wie im Handbereich, ndmlich eine
Verldngerung der Ossa metatarsalia Il und eine Verkiirzung aller anderen Knochen, in erster

Linie der medialen und distalen Phalangen der zweiten und fiinften Zehe [Mundlos 1999].



KorpergrofRe

Patienten mit Dysostosis cleidocranialis weisen eine geschlechtsunabhédngige signifikante

Reduzierung ihrer Korpergrofie auf [Cooper et al. 2001].

Atemwege

Aus den bereits oben erlduterten pathologischen Verdnderungen im Thoraxbereich resultieren

im Rahmen der Dysostosis cleidocranialis gehéduft rezidivierende Sinusitiden und Infekte der

oberen Atemwege [Cooper et al. 2001].

Gehdrsystem

Patienten mit Dysostosis cleidocranialis berichten vermehrt liber teilweisen Gehorverlust und

rezidivierende Ohrinfektionen vor allem in der Kindheit [Cooper et al. 2001].

Intellektuelle Entwicklung

Beziiglich der geistigen Entwicklung zeigen Dysostosis cleidocranialis-Patienten keinen

Unterschied zu Gesunden [Cooper et al. 2001].

Schwangerschaft

Bei Schwangeren, die an Dysostosis cleidocranialis erkrankt sind, ist lediglich die Haufigkeit

an Kaiserschnitten erhoht. Hinsichtlich der Zahl an Fehl- respektive Frithgeburten konnte kein

Unterschied zu gesunden Schwangeren festgestellt werden [Cooper et al. 2001].



Zahn-, Mund- und Kieferbereich

Verdnderungen im Zahn-, Mund- und Kieferbereich gehdren zu den auffilligsten und
héufigsten Pathologien im Rahmen der Dysostosis cleidocranialis. Dabei kommt es beinahe
immer zu einer Retention der Milchzdhne verbunden mit einem verzogerten Durchbruch der
bleibenden Zédhne. Dieses Phianomen tritt im Jugendlichenalter auf und fiihrt dazu, dass die
betroffenen Patienten teilweise mehrere Jahre lang tiber ein Fehlen von Zdhnen klagen.

Die bleibenden Zihne zeigen oftmals eine verzdgerte Entwicklung der Zahnwurzel.

Ein weiteres eindriickliches Merkmal ist das Vorhandensein von iiberzihligen Zahnen, die
natiirlich die Lage und den Durchbruch der normalen Zéhne stéren. Es gibt Fille, in denen
von bis zu 30 zusétzlichen [Mundlos 1999] oder bis zu 63 nicht durchgebrochenen Zahnen
[Yamamoto et al. 1989] berichtet wird.

Die Linge der Maxilla ist unauftillig, jedoch ist ihre anteriore und posteriore Hohe reduziert.
Auch der Sinus maxillaris ist im Vergleich zu Gesunden verkleinert.

Im Bereich der Mandibula kann hinsichtlich Lange und posteriorer Hohe eine Verkleinerung
festgestellt werden. AuBlerdem findet sich eine Inklination der Mandibula nach anterior
[Jensen 1994] und ein verspéteter Verschluss der Symphysis mandibularis.

Der Gaumen wird als hoch, eng und stark bogenformig gewdlbt beschrieben [Kargul et al.
1997].

1.1.3 Mikroskopische Pathologie

Im Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereich befassten sich histologische Untersuchungen zur
Dysostosis cleidocranialis in der Vergangenheit fast ausschlieflich mit den Zdhnen und dem
Alveolarknochen (Tabelle 1).

Dabei zeigte sich im Zahnschmelz eine Hypoplasie [Yamamoto et al. 1989, Fukuta 2001] und
im Bereich des Dentins verstarkt Interglobulardentin [Fukuta 2001].

Deutliche Auffilligkeiten treten im Bereich des Zements zu Tage. Bei den bleibenden Z&hnen
fallt das Fehlen der zellreichen Zementschicht im Bereich der Zahnwurzel auf [Lukinmaa et
al. 1995, Smith 1968]. Stattdessen ist die Wurzel von azellulirem Zement bedeckt, der zur
Tiefe hin immer dicker wird. Diese histologischen Merkmale finden sich jedoch nicht in der

Zementschicht der Milchzédhne, die somit normal zu sein scheint.



Untersuchungen des Alveolarknochens zeigen dichte und kompakte Knochenstrukturen mit

groben ungenauen Trabekulae.

[Lukinmaa et al. 1995].

Geflechtknochen ist in groBem Ausmall vorhanden

Literatur Fall- | Untersuchte | Immunhisto- | Histologisches Bild
zahl | Strukturen chemische
Farbung
Yamamoto (1989) 1 Schmelz Héamatoxylin- | Schmelzhypoplasie
Eosin
Fukuta (2001) 1 Schmelz N. g. Schmelzhypoplasie
Lukinmaa (1995) 4 Dentin N. g. Unverédndertes Dentin
Fukuta (2001) 1 Dentin N. g. Vorwiegend Interglobulardentin
Gundlach (1978) 1 Zement N. g. Mangel an zelluldrem Zement
Lukinmaa (1995) 4 Zement N. g. Fehlen von zelluldirem Zement bei
Hyperplasie des azelluldren Zements
Counts (2001) 1 Zement Van Gieson Kein signifikanter Unterschied in der
Zementverteilung
Fukuta (2001) 1 Zement N. g. Fehlen von zelluldarem Zement
Zou (2003) 11 Zement Héamatoxylin- | Kein signifikanter Unterschied in der
Eosin Zementverteilung

Dard (1993) N.g Alveolar- N. g. Fehlende Knochenresorption

knochen wihrend der Dentition
Lukinmaa (1995) 4 Alveolar- N. g. Uberschuss an Geflechtknochen

knochen

Tabelle 1: Bisherige histologische Untersuchungen von Zihnen und Kieferknochen

bei Dysostosis cleidocranialis. N. g.: nicht genannt

1.1.4 Genetik

Bei der Dysostosis cleidocranialis handelt es sich - wie bereits in Gliederungspunkt 1.1.1

erwihnt - um eine autosomal dominant vererbbare Krankheit. Jedoch sind auch schon

vereinzelt Félle mit rezessivem Erbgang beobachtet worden [Goodman et al. 1975]. Die

Héufigkeit ihres Vorkommens kann nur schwer angegeben werden, da die Dysostosis

cleidocranialis wegen ihrer im Vergleich zu anderen Skelettdysplasien relativ milden




Krankheitssymptome nicht immer diagnostiziert wird. Trotzdem wird ihre Privalenz auf eins
zu einer Million geschidtzt [Chitayat et al. 1992, Mehta und Verma 1992, Shaikh und
Shusterman 1998, Baumert 2006].

1.1.4.1 Meilensteine in der Entdeckung der genetischen Ursachen der Dysostosis

cleidocranialis

Lange Zeit war die genaue Ursache des der Dysostosis cleidocranialis zu Grunde liegenden
Gendefekts unklar. Erst im letzten Jahrzehnt des 20. Jahrhunderts kristallisierte sich die
zentrale Rolle des RUNX2-Gens bei der Entwicklung einer Dysostosis cleidocranialis heraus.
Mit Hilfe der Fortschritte der modernen Molekularbiologie war es moglich, Patienten mit
Dysostosis cleidocranialis und deren Familienangehorige auf Verdnderungen im Erbgut hin
zu untersuchen. Die dabei festgestellten Deletionen gaben keinerlei Hinweis auf eine
Heterogenitit der jeweiligen defekten Genloci. Somit konnte der fiir die Entstehung der
Dysostosis cleidocranialis entscheidende Genabschnitt auf ein zwei Megabasen langes
Segment zwischen dem TCTEIl- und dem MUT-Gen begrenzt werden. Damit war es
verschiedenen Forschergruppen unabhidngig voneinander mdglich, den fiir die Dysostosis
cleidocranialis verantwortlichen Gendefekt auf Chromosom 6p21 zu lokalisieren, wobei
dieser definierte DNA-Abschnitt fiir den RUNX2-Transkriptionsfaktor codiert [Mundlos et al.
1995, Feldman et al. 1995, Gelb et al. 1995, Ramesar et al. 1996].

Dariiber hinaus konnten Otto und Mitarbeiter nachweisen, dass bei RUNX2-knock-out-
Mausen eine Umwandlung von mesenchymalen Vorlduferzellen in Osteoblasten vollstindig
fehlt und somit sowohl die intramembrandse, als auch die enchondrale Ossifikation komplett
ausbleibt. Beziiglich des RUNX2-Gens heterozygote Maiuse zeigten hingegen
charakteristische Skelettanomalien, die mit denen der Dysostosis cleidocranialis identisch
waren [Otto et al. 1997].

Zusitzlich wurde bei Médusen, deren Erbgut durch Strahleneinwirkung verandert war, und die
danach die Symptome der Dysostosis cleidocranialis aufwiesen, ebenfalls eine Deletion in
einem RUNX2-Allel als Ursache fiir die Symptome ermittelt [Otto et al. 1997].

Darauthin war es Mundlos moglich, eine heterozygote Mutation des RUNX2-Gens als

Ursache fiir die Dysostosis cleidocranialis zu identifizieren [Mundlos et al. 1997].



1.1.4.2 Struktur, Funktion und Regulation des RUNX2-Transkriptionsfaktors

Der RUNX2-Transkriptionsfaktor wird zu den so genannte CBF (= core binding factor)-
Transkriptionsfaktoren gezdhlt. Darunter versteht man eine Gruppe von heterodimeren
Proteinen bestehend aus zwei Untereinheiten, das bedeutet einer DNA-bindenden o-Einheit
und einer nicht DNA-bindenden B-Einheit. Die a-Untereinheit wird bei Sdugetieren von drei
verschiedenen Genen codiert, nimlich dem Cbfal- (= RUNX2), Cbfa2- und Cbfa3-Gen. Die
daraus synthetisierten Genprodukte haben eine 128 Aminosduren lange runt-Doméne

gemeinsam [Mundlos 1999] und erfiillen verschiedene Aufgaben:

e (Cbfal/RUNX2 spielt eine wichtige Rolle unter anderem bei der Osteogenesis [Otto et
al. 1997]

e Cbfa2 ist wichtig im Rahmen der Hamatopoesis [Okuda et al. 1996, Wang et al.
1996]

e (bfa3 ist bedeutend fiir die Organogenesis und Funktion des Gastrointestinaltrakts

[Li et al. 2002]

Im Folgenden wird auf die Struktur und die Funktion ausschlieBlich des RUNX2-

Genprodukts eingegangen, da nur dieses bei der Dysostosis cleidocranialis von Relevanz ist.

Struktur

Beim RUNX2-Protein handelt es sich um ein 528 Aminosduren langes Molekiil, dessen

Aufbau in der folgenden Schemaskizze veranschaulicht werden soll.

Nuklectide 1 1563
N2 | [@/Al| RUNT PST COOH
Aminosuren 1 48 §102 2% 521

Abb. 1: Schemazeichnung des RUNX2-Proteins



Abbildung 1 verdeutlicht, dass das RUNX2-Protein am N-terminalen Ende eine so genannte
Q/A-Domine bestehend aus Polyglutamin- und Polyalanin-Wiederholungen besitzt.
Anschlielend folgt die allen Cbfa-Transkriptionsfaktoren gemeinsame runt-Doméne. Am C-
terminalen Ende befindet sich schlieBlich eine aus Prolin, Serin und Threonin bestehende
PST-Doméne [Zhou et al. 1999].

Die Q/A-Doméne sowie die ersten 19 N-terminalen Aminosduren fungieren als Aktivatoren.
Die runt-Doméne ist in der Lage, DNA zu binden. Die C-terminale PST-Domine wirkt
sowohl als Aktivator, als auch als Inhibitor, wohingegen die letzten C-terminalen
Aminosduren, der so genannte VWRPY-Abschnitt, ausschlieBlich die Aufgabe eines

Repressors erfiillen [Thirunavukkarasu et al. 1998].

Funktion

Das RUNX2-Protein ist in der Lage, OSE2 (= aktivierende Elemente des Osteocalcin-
promotors) zu binden [Ducy und Karsenty 1995]. Diese OSE2-Struktur wurde in den
Promotorregionen von allen wichtigen Osteoblastengenen gefunden, wie zum Beispiel dem
Osteocalcin-Gen, dem BSP-Gen, dem Osteopontin-Gen und auch dem Kollagen Typ I-Gen
[Ducy et al. 1999]. In verschiedenen Experimenten konnte der Einfluss des RUNX2-
Transkriptionsfaktors auf die Expression dieser Gene und auch auf die Differenzierung von
Osteoblasten nachgewiesen werden. Es zeigte sich beispielsweise, dass durch erzwungene
Expression von RUNX2-Protein Osteocalcin und BSP (bone specific protein) auch in
nichtosteoblastischen Zellen wie Fibroblasten exprimiert wird. Zudem konnte eine RUNX2-
Expression nicht nur in den Osteoblasten, sondern auch in ihren Vorlduferzellen ermittelt
werden [Ducy et al. 1997].

Aus diesen Erkenntnissen ldsst sich die zentrale Rolle des RUNX2-Proteins bei der
Differenzierung der Osteoblasten und somit bei der Osteogenesis ableiten [Ducy 2000].

Die Rolle des RUNX2-Proteins beschrinkt sich jedoch nicht nur auf die ausdifferenzierenden
Osteoblasten. Auch in bereits ausgereiften Osteoblasten konnte eine Expression von RUNX2-
Transkriptionsfaktor nachgewiesen werden [Ducy et al. 1997]. AuBlerdem beeinflusst das
RUNX2-Protein — wie bereits oben erwihnt — auch das Osteocalcin, ein bedeutender Marker
von ausgereiften Osteoblasten.

Somit ist der RUNX2-Transkriptionsfaktor auch entscheidend an der Aufrechterhaltung der
Osteoblastenfunktion beteiligt [Ducy 2000].



Des Weiteren wird dem RUNX2-Protein auch eine Mitwirkung an der Differenzierung von
Chondrozyten zugesprochen. Bei RUNX2-knock-out-Méusen fehlten in den proximalen
Extremitdtenknochen wie Humerus und Femur die fiir die enchondrale Ossifikation typischen
hypertrophen Chondrozyten. Auch das von diesen Zellen normalerweise synthetisierte
Kollagen Typ X war nicht vorhanden. In den distalen Extremitdtenknochen (Radius, Ulna,
Tibia, Fibula) konnten zwar hypertrophe Chondrozyten und Kollagen Typ X nachgewiesen
werden, jedoch war ihre Zahl bzw. Menge im Vergleich zu Wildtyp-M&usen reduziert [Ducy
20001].

Uberdies beeinflusst der RUNX2-Transkriptionsfaktor nicht nur die Neusynthese, sondern
auch den Abbau des Kollagens. Dies geschieht iiber die Kollagenase 3, eine
Metalloproteinase, da sich die oben bereist angefithrten OSE2-Elemente auch in der
Promotorregion des Kollagenase 3-Gens befinden [Pendas et al. 1997]. Es konnte
herausgefunden werden, dass RUNX2-knock-out-Méuse keine nennenswerten Mengen an

Kollagenase 3 exprimieren, und somit der Kollagenabbau reduziert ist [Jimenez et al. 1999].

Regulation

Auf der Ebene der RUNX2-Expression gibt es verschiedene Regulationsfaktoren:

e Miuse, denen die Transkriptionsfaktoren Msx2 und Bapx1 fehlen, zeigen auch eine
sehr geringe RUNX2-Expression [Tribiolo und Lufkin 1999, Satokata et al. 2000].

e Maiuse, denen der Transkriptionsfaktor Hoxa-2 fehlt, zeigen eine iiberschieende
RUNX2-Expression, was zu der Vermutung fiihrt, dass Hoxa-2 die RUNX2-
Expression hemmt [Kanzler et al. 1998].

e Maiuse mit einer Mutation des FGF-Rezeptors 1 zeigen Charakteristika des Pfeiffer-
Syndroms, ndmlich einen vorzeitigen Schluss der Schiddelndhte. Dieser Defekt ist

wiederum verbunden mit einer erhdhten RUNX2-Expression [Zhou et al. 2000].

Fiir die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie dem RUNX2 ist aber nicht nur deren
Expression, sondern auch deren posttranskriptionelle Modifikation von entscheidender

Bedeutung.
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Im Falle des RUNX2-Proteins scheint eine Phosphorylierung mittels der Mitogen aktivierten
Proteinkinase (MAPK) ecine wichtige Rolle zu spiclen [Xiao et al. 2000]. Diese
Reaktionskaskade wird moglicherweise durch Kollagen Typ I iiber a231- und al1B1-Integrine
in Gang gebracht. Dadurch erhoht sich die Affinitdt des RUNX2-Faktors zur DNA [Xiao et
al. 1998].

Andererseits wird iiber eine Aktivierung des cAMP-Reaktionswegs eine Proteolyse induziert,
was den RUNX2-Spiegel in Osteoblasten reduziert [Tintut et al. 1999].

Des Weiteren kann eine Abnahme der DNA-Bindungsfahigkeit des RUNX2-Proteins nach
Gabe von Glukokortikoiden beobachtet werden [Wieser et al. 1995], was mit den Osteoporose
auslosenden Féahigkeiten von Glukokortikoiden durchaus vereinbar ist.

Auch Protein-Protein-Wechselwirkungen miissen bei der Regulation des RUNX2-
Transkriptionsfaktors in Betracht gezogen werden. Zum einen hemmt TLE2 iiber die
VWRPY-Sequenz die RUNX2-Aktivitdt [Thirunavukkarasu et al. 1998], zum anderen
inhibiert HES1 die RUNX2-Aktivitit tiber den PST-Abschnitt [Stifani et al. 1992, McLarren

et al. 2000], wobei diese beiden Kontrollmechanismen miteinander konkurrieren.
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1.2 Histologie der oralen Mukosa

Die orale Mukosa kleidet kontinuierlich die Mundhohle aus, und geht im Bereich der Lippen
in die Dermis und im Bereich des Isthmus faucium in die Pharynxschleimhaut iiber. Mit
Ausnahme der Zunge, die entodermaler Herkunft ist, entwickelt sich die orale Mukosa aus
ektodermalem Gewebe [Schroeder 1992].

Die Mundschleimhaut wird in drei Untergruppen aufgeteilt:

e Mastikatorische Schleimhaut an Gingiva und hartem Gaumen

e Auskleidende Schleimhaut an Lippen, Wangen, Mundboden, Zungenunterseite und
weichem Gaumen

e Spezialisierte Schleimhaut an der dorsalen Zungenoberflache [Orban und Sicher 1945,
Melfi 1994]

Die Schleimhaut der Mundhohle besteht normalerweise aus einer epithelialen Schicht und
einer subepithelialen Bindegewebsschicht.

Dabei ist das Epithel mehrschichtig und besitzt an Gingiva und am harten Gaumen ein
Stratum corneum. An der Oberfliche des Gingivaepithels finden sich platte Zellen mit Resten
pyknotischer Kerne. Hierbei spricht man von Parakeratinisation. Am harten Gaumen zeigt das
Epithel an seiner Oberfldche kernfreie Zellen (Orthokeratinisation).

Zelluldre Bestandteile des Epithels sind Melanozyten, Merkelzellen, Langerhanszellen und
auch Lymphozyten [Schiebler 1996].

Das subepitheliale Bindegewebe - die Lamina propria - besteht zu 60-65 % aus Kollagen,
insbesondere Kollagen Typ I, aber auch Kollagen Typ III, V und VI. Die kollagenen Fasern
bilden hierbei charakteristische Biindel aus.

Im Bereich der Gingiva unterscheidet man eine Haupt- und eine Nebengruppe. Zur

Hauptgruppe gehdren die

e dentogingivalen Fasern (vom supraalveoldren Wurzelzement radidr zur Gingiva)

e alveologingivalen Fasern (vom Alveolarknochen zur Gingiva)

e dentoperiostalen Fasern (vom supraalveoldren Wurzelzement {iber Alveolarkamm
hinweg zum Periost)

e zirkuldren Fasern (umgeben kreisformig den supraalveoldren Abschnitt der

Zahnwurzel)
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e transseptalen Fasern (verbinden in mesiodistaler Richtung die supraalveoldren

Zementabschnitte der Zahnwurzel) [Hassell 1993, Schroeder 1992].

Die Nebengruppe bilden die

e periostogingivalen Fasern (vom Periost in dariiberliegende Gingiva)

e interpapilldren Fasern (verbinden linguale/palatinale und vestibulére
Gingivapapillen)

e transgingivalen und intergingivalen Fasern (unterstiitzen die zirkuldren Fasern)

e interzirkuldren Fasern (verkniipfen zirkuldre Fasern benachbarter Zéhne)

e semizirkuldren Fasern (umgeben halbkreisformig den supraalveoldren Abschnitt der

Zahnwurzel) [Hassell 1993, Schroeder 1992].

Der tibrige Teil der Lamina propria setzt sich zusammen aus Fibroblasten (ca. 5 %), anderen
Zellen (Leukozyten, Mastzellen, Makrophagen, Erythrozyten usw.), GefaBlen, Nerven und
Grundsubstanz wie beispielsweise Glykoproteine und Proteoglykane [Narayanan und Page
1983, Schroeder et al. 1973].

Unter den zelluliren Bestandteilen der Lamina propria nehmen die Fibroblasten eine
herausragende Stellung ein, da sie zwei Drittel der Zellen ausmachen. Thre Hauptaufgabe ist
die Synthese von Kollagen und von Grundsubstanz. Zusitzlich produzieren sie auch
Kollagenasen, die in der Lage sind, die extrazellulire Matrix wieder abzubauen [Birkedal-
Hansen 1976]. Sie nehmen also eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der Zusammensetzung

der extrazelluldren Matrix ein.
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1.3 Fragestellung

Im Rahmen der Dysostosis cleidocranialis sind Verdnderungen im Zahn-, Mund- und
Kieferbereich besonders ausgeprdgt. Neben den schon unter Gliederungspunkt 1.1.2
angefiihrten Auffilligkeiten imponiert vor allem die derbe wachsartige Konsistenz der oralen
Mukosa [Buurmann 1978].

Wie bereits unter Gliederungspunkt 1.1.3 erldutert wurde, konzentrierten sich in der
bisherigen Literatur histologische Untersuchungen zur Dysostosis cleidocranialis
ausschlieBlich auf mogliche Verdanderungen von Zahnen und Knochengewebe (Tabelle 1). Es
finden sich jedoch keinerlei Analysen zur Zusammensetzung der derben, offensichtlich
pathologisch verdnderten Mundschleimhaut.

Vor diesem Hintergrund und aufgrund der Tatsache, dass der RUNX2-Transkriptionsfaktor
sowohl Synthese, als auch Abbau des Kollagen Typ I, dem Hauptbestandteil der oralen
Mukosa, beeinflusst, wurde in dieser als Pilotstudie ausgelegten Arbeit der Gehalt an
Kollagen Typ I in der oralen Mukosa von Patienten mit Dysostosis cleidocranialis an Hand
von immunhistochemischen Farbungen ermittelt und mit dem Gehalt an Kollagen Typ I von
Gesunden verglichen. Damit soll eruiert werden, ob die wachsartige Konsistenz der Gingiva

mit einem erhdhten Anteil an Kollagen Typ I korreliert.
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2. Material und Methode

2.1 Patientenkollektiv

Fiir die vorliegende Untersuchung wurden insgesamt 27 Gewebeproben von Patienten mit
Dysostosis cleidocranialis mit 17 Gewebeproben von Gesunden verglichen. Als
Auswahlkriterium fiir die Zuordnung in das Kontrollkollektiv galt dabei das Nichtvorliegen
einer Dysostosis cleidocranialis.

Die Gruppe der Dysostosis cleidocranialis-Patienten bestand aus sechs Personen (drei
weiblich und drei ménnlich) im Alter zwischen 10 und 22 Jahren (Durchschnittsalter 17
Jahre), das Normalkollektiv aus zwolf Personen (fiinf weiblich und sieben mannlich) im Alter
zwischen 10 und 75 Jahren (Durchschnittsalter 32 Jahre).

Bei den untersuchten Gewebeproben handelte es sich um Proben der Gingiva aller vier
Quadranten und des harten Gaumens (siche Anhang 6.2). Alle Proben wurden im Rahmen
von Operationen an der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichts-Chirurgie der Universitét
Regensburg (Direktor: Prof. Dr. Dr. Reichert) zwischen November 2000 und Juli 2003

gewonnen.
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2.2 Fixation, Einbettung und Schneiden

2.2.1 Fixation und Einbettung

Jede Gewebeprobe enthdlt nur eine gewisse Menge an Antigen, das vom jeweiligen
Antikorper erkannt und somit angefdarbt werden kann. Da jeder Arbeitsschritt einen Teil des
Antigens irreversibel schédigt, ist bei immunhistochemischen Férbungen ein besonders
schonendes Vorgehen von Bedeutung. Auch die Fixation muss in diesem Zusammenhang
betrachtet werden.

Vornehmliches Ziel der Fixation ist es, das Antigen im Gewebe zu binden, um damit ein
Auswaschen aus dem Gewebe zu verhindern, was eine immunhistochemische Anfirbung
unmdglich machen wiirde. AuBlerdem soll die Fixation dafiir sorgen, dass das Antigen fiir den
Antikorper zuginglich gemacht wird [Bourne 1989]. Jedoch sollen durch die Fixation nicht
nur das Antigen, sondern auch die in der Probe vorhandenen Zellstrukturen fixiert werden.
Nur so kann die Farbung mit der Morphologie in Einklang gebracht werden.

Aber nicht nur zu schwaches, sondern auch zu starkes Fixieren kann eine Farbung durch
Maskierung des Antigens unmdoglich machen. Des Weiteren besteht die Gefahr, dass vor
allem grofere und komplexere Antigene durch das Fixieren in ihrer Struktur verdndert
werden, und somit der Antikdrper nicht mehr an das Antigen binden kann.

Aus diesen Voriiberlegungen ergeben sich einige wichtige Hinweise, die bei einer optimalen

Fixation beachtet werden miissen [Bourne 1989]:

e Die Gewebeproben sollten so schnell wie moglich in die Fixationslésung eingelegt
werden.

e Die Gewebeproben sollten nicht grofer als 2 x 4 cm sein, um eine komplette
Penetration der Gewebestiicke mit der Fixationslosung zu ermoglichen.

e Uberschiissige Fixationsldsung muss nach der Fixation sorgfiltig abgewaschen

werden, um Férbeartefakte zu vermeiden.

In der vorliegenden Untersuchung fiel bei der Suche nach einem geeigneten und schonenden
Fixativum die Wahl auf die Schaffer'sche Losung (9 % Paraformaldehyd, 60 % Ethanol in
150 mM PBS). Darin wurden die zu untersuchenden Gewebeproben sofort nach der

Entnahme fiir 24 Stunden eingelegt, und anschlieBend in Paraffin eingebettet.
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2.2.2 Schneiden

Zuerst wurden die Paraffinblocke auf einer Kiihlplatte der Firma Kunz instruments bis auf
- 20 °C abgekiihlt und anschlieBend mit einem Mikrotom der Firm Mikrom GmbH (Typ HM
400 R) bei einer eingestellten Dicke von einem Mikrometer insgesamt sechs Schnitte
angefertigt.

Die Schnitte wurden kurz in ein warmes Wasserbad gelegt, auf Objekttrager Typ
SuperFrost®Plus der Firma Menzel-Glaser aufgebracht und spéter im Inkubationsschrank bei

37 °C uber Nacht fixiert.
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2.3 Immunhistochemische Farbung

2.3.1 Allgemeines

Fir die Beantwortung der oben erlduterten Fragestellung eignet sich besonders die
immunhistochemische Férbung mit Hilfe von praformierten l6slichen Enzym-anti-Enzym-
Immunkomplexen bestehend aus dem Enzym/Antigen und den dagegen gerichteten
Antikorpern. Da als Enzym alkalische Phosphatase eingesetzt wurde, wurde nach der so
genannte APAAP (= alkalische Phosphatase — anti — alkalische Phosphatase) — Technik
vorgegangen.

Diese Enzym-anti-Enzymkomplex-Methoden gehéren zu den empfindlichsten immunhisto-
chemischen Techniken {iberhaupt und liefern bei paraffineingebetteten Proben
bemerkenswerte Resultate [Boenisch 1989]. Vorteile dieses Verfahrens sind zum einen das
schonende Anfiarben der Gewebeproben im Vergleich zur chemischen Konjugation, da die
natiirliche Affinitdt zwischen dem Antigen und seinem spezifischen Antikorper ausgenutzt
wird, und zum anderen die hohere Sensitivitit durch die groBe Anzahl an Enzymmolekiilen,
die pro Antigen verfiigbar sind.

Allen diesen Enzym-anti-Enzymkomplex-Techniken liegt folgende Reaktionsabfolge zu

Grunde:

1. Unkonjugierter Primirantikdrper
Unkonjugierter Sekundérantikorper (auch Briickenantikérper genannt)

Loslicher Enzym-anti-Enzymkomplex

Eal e

Substratlosung [Boenisch 1989]

Wichtig dabei ist, dass der Primdrantikdrper und der Antikorper des Enzym-Immunkomplexes
von derselben Spezies stammen. Des Weiteren muss darauf geachtet werden, dass der
Sekundérantikdrper gegen diese Spezies gerichtet ist, um Primérantikérper und Enzym-
Immunkomplex miteinander verbinden zu konnen. AuBlerdem ist es zwingend erforderlich,
dass der Sekundirantikérper im Uberschuss vorliegt, damit jeweils ein Fab-Fragment den
Primédrantikérper und ein Fab-Fragment den Enzym-Immunkomplex binden kann.

Der schematische Aufbau des so erhaltenen Reaktionsproduktes ist aus Abbildung 2

ersichtlich.
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Abb. 2: Schemaskizze des APAAP-Komplexes

2.3.2 Farbung

Um das zu bestimmende Kollagen Typ I lichtmikroskopisch sichtbar zu machen, wurden die 19

Schnitte nach der APAAP—Technik mit Fast Red nach folgendem Férbeprotokoll angefarbt:

1. Entparaffinierung: Zweimal Xylol (Art.-Nr.: 8.18754.1000, Firma Merck, Darmstadt)
fiir jeweils 10 Minuten
2. Rehydratisierung mittels Ethanol (Art.-Nr. K928.1, Firma Roth, Karlsruhe)
a, Zweimal 100 %iger Ethanol fiir jeweils 5 Minuten
b, Zweimal 96 %iger Ethanol fiir jeweils 5 Minuten
¢, Zweimal 70 %iger Ethanol fiir jeweils 5 Minuten
3. Objekttrager mit PBS-Puffer (Art.-Nr. P 4417, Firma Sigma Taufkirchen) waschen und 5
Minuten stehen lassen
4. Enzymandauung: Pepsin (Art.-Nr.: 401602599, Firma Quartett, Berlin) fiir 117 Minuten bei
37 °C im Brutschrank
5. Dreimal waschen mit Leitungswasser fiir jeweils 5 Minuten
6. Einmal waschen mit PBS-Puffer und 5 Minuten stehen lassen
7. Blockierung der unspezifischen Proteinbindung: 2 Tropfen Proteinblockierungs-Reagenz
pro Schnitt, Inkubation fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur in feuchter Kammer

8. Einmal mit PBS-Puffer waschen und Fliissigkeit vom Objekttrager abtropfen



9. Primérantikorper (Art.-Nr.: 031510101, Firma Quartett, Berlin): Verdiinnung 1 : 20 mit
BSA-PBS-Puffer (Art.-Nr. BIO 15-M 35, Firma Manfred Fremdling, Furth/ Ndb.), 50 ul
pro Schnitt, Inkubation bei Raumtemperatur in feuchter Kammer tiber Nacht

10. Dreimal 5 Minuten mit PBS-Puffer waschen, Fliissigkeit abtropfen

11. Sekundéarantikorper: 2 Tropfen pro Schnitt, Inkubation fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur in feuchter Kammer

12. Dreimal 5 Minuten mit PBS-Puffer waschen, Fliissigkeit abtropfen

13. Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Komplex: 2 Tropfen pro Schnitt, Inkubation fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur in feuchter Kammer

14. Dreimal 5 Minuten mit PBS-Puffer waschen, Fliissigkeit abtropfen

15. Sekundédrantikorper: Verdiinnung 1 : 2 mit BSA-PBS-Puffer, 50 ul pro Schnitt,
Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in feuchter Kammer

16. Dreimal 5 Minuten mit PBS-Puffer waschen, Fliissigkeit abtropfen

17. Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Komplex: 2 Tropfen pro Schnitt, Inkubation fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur in feuchter Kammer

18. Dreimal 5 Minuten mit PBS-Puffer waschen, Fliissigkeit abtropfen

19. Fast Red-Chromogen-Ldsung (Art.-Nr.: 300140300, Firma Quartett, Berlin)

a, Muss als Arbeitslosung frisch angesetzt werden:
* Eine Fast Red-Tablette in 2 ml Puffer fiir Chromogen 16sen
* 1 bis 3 Minuten schiitteln
* Ungeloste Partikel durch Whatman-Papier filtern
b, Ist innerhalb von 30 Minuten zu verwenden
c, Fast Red ist giftig => unter dem Abzug arbeiten
d, 100 pl pro Schnitt, Inkubation fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur in feuchter
Kammer

20. Dreimal mit Millipore-Wasser waschen, Fliissigkeit abtropfen

21. Gegenfarbung mit Himatoxylin-Losung (Art.-Nr. GHS-3-32, Firma Sigma, Taufkirchen),
Verdiinnung 1 : 50 auf 100 ml mit Millipore-Wasser, Inkubation fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur in Kiivette

22. Mehrmals mit Millipore-Wasser spiilen

23. Eindeckeln der Schnitte mit Entellan (Art.-Nr. 1.07960.0500, Firma Merck, Darmstadt)

Der hierbei zur Anwendung kommende ABC-AP Kit mit Fast Red der Firma Quartett (Berlin)
stellte die markierten Strukturen rot dar (Abbildung 3a). Als Primirantikérper wurde ein



monoklonaler Mausantikorper gegen Kollagen Typ I ebenfalls von der Firma Quartett

(Berlin) eingesetzt.

Das Problem der unspezifischen Hintergrundfiarbung durch Anlagerung von Proteinen an
stark geladene Kollagen- oder Bindegewebsbestandteile wurde durch Zugabe eines Protein-
blockierungs-Reagenz, das im Farbekit der Firma Quartett (Berlin) enthalten ist, gelost. Dabei
handelt es sich um eine neutrale Proteinlésung, die noch vor dem Primérantikdrper zugegeben
wird. Diese bindet sich an die geladenen Strukturen und verhindert somit eine Anlagerung des
Primérantikdrpers an eben diese. Die Gefahr einer weiteren unerwiinschten
Hintergrundfiarbung durch Bindung des Sekundérantikdrpers an das Proteinblockierungs-
Reagenz wird dadurch gebannt, dass Sekundérantikorper und Proteinblockierungs-Reagenz

von derselben Spezies stammen.

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden alle Schnitte gegengefirbt. Dafiir eignet sich bei der

APAAP-Methode besonders die Hamatoxylin-Gegenfarbung [Rainbow 1996].

Das oben beschriebenen Vorgehen bei der hier zur Anwendung gekommenen
immunhistochemischen Férbung nach der APAAP-Methode entwickelte sich aus einer
gezielten Modifikation des von der Firma Quartett (Berlin) vorgeschlagenen Férbeschemas.

Im Einzelnen wurden folgende Schritte des Férbeprotokolls modifiziert:

e Die Dauer der Enzymandauung mit Pepsin wurde in 15 Minuten-Schritten zwischen
15 und 120 Minuten variiert. Eine weitere Eingrenzung der optimalen Einwirkzeit in
5-Minuten-Schritten zwischen 105 und 120 Minuten erbrachte die bestmdgliche
Farbung bei Enzymandauung mit 115 und 120 Minuten, so dass letztendlich die
Einwirkzeit des Pepsins auf 117 Minuten festgesetzt wurde.

e Die Verdiinnung des Primdrantikdrpers wurde mit Verdiinnungen 1:10, 1:20 und
1:30 getestet. Dabei wurden bei den Verdiinnungen 1:10 und 1:20 zusammen mit einer
Inkubationszeit iiber Nacht die besten Ergebnisse erzielt. Auf Grund des hohen Preises
des Primirantikorpers fiel die Entscheidung zu Gunsten der Verdiinnung 1:20.

e Durch zweimaliges Zupipettieren des Sekundérantikorpers und des Streptavidin-
Alkalische-Phosphatase-Komplexes konnte die Farbung intensiviert werden.

e Die Einwirkzeit der Fast Red-Chromogen-Lésung wurde von fiinf auf 20 Minuten

ausgedehnt.
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Von den insgesamt sechs Schnitten einer Gewebeprobe wurden fiinf nach der APAAP-
Methode gefarbt. Der sechste Schnitt wurde anstatt mit dem Primérantikorper nur mit BSA-

PBS-Puffer inkubiert und fungierte somit als Negativprobe (Abbildung 3b).

a, | b,

Abb. 3: a, Farbung mit Fast Red nach Inkubation mit dem Primérantikorper.

b, Negativkontrolle

Alle sechs Schnitte einer Probe wurden zeitgleich mit denselben Reagenzien bzw.
Féarbelosungen unter denselben Reaktionsbedingungen inkubiert, um eine optimale

Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten.
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2.4 Digitale Bildanalyse

Die einzelnen Schnitte wurden mit Hilfe folgender Komponenten abfotografiert und

vermessen:

e Mikroskop BX 61 der Firma Olympus (Hamburg)

e Automatischer Motortisch L-Step 12 der Firma Mérzhéduser (Wetzlar)

e (CCD-Kamera CC-12 der Firma Soft Imaging Systems (Miinster)

e Handelsiiblicher PC

e Bildanalysesoftware analySIS® Version 3.2 der Firma Soft Imaging Systems
(Miinster)

Abb. 4: Foto des Bildaufnahmesystems

Zuerst wurde jeder Schnitt unter dem Mikroskop mit dem Objektiv (vierfache VergrofSerung)

betrachtet und seine Mitte im Sichtfeld des Mikroskops zentriert.
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Die eigentliche Bildaufnahme erfolgte dank des Motortisches und der Bildanalysesoftware
vollautomatisch. Nachdem ein Weillabgleich durchgefiihrt wurde, musste dem System nur
noch vorgegeben werden, in wie viele Einzelbilder der Schnitt abhingig von seiner Grof3e
zerlegt werden sollte. Die Funktion MIA (Multiple Image Alignment) der
Bildanalysesoftware war zusammen mit dem Motortisch der Firma Mérzhiuser (Wetzlar) nun
in der Lage, die bis zu 30 Einzelbilder unter standardisierten Bedingungen selbsttitig

abzufotografieren und zu einem Gesamtbild zusammenzusetzen.

Da die zu untersuchenden Strukturen durch die hier zur Anwendung kommende immunhisto-
chemische Farbung nach der APAAP-Fast Red-Methode rot dargestellt wurden, musste mit
Hilfe des Programms analySIS® der Firma Soft Imaging Systems (Miinster) der Rotkanal des
Gesamtbildes extrahiert und in ein Grauwertbild mit 256 Graustufen konvertiert werden.

Im néchsten Schritt wurde in dem jeweiligen Grauwertbild ein geeigneter Abschnitt definiert,
und anschlieBend die Verteilung der Grauwerte fiir diesen Bereich mittels eines Histogramms
bestimmt. Dadurch konnten etwaige Farbeartefakte, die die Messung verfilschen konnten,
ausgeschalten werden. Gleichzeitig wurde die Fliche der markierten Abschnitte in pm?
ermittelt. Somit war es moglich, die absolute Verteilung der Grauwerte in eine relative
Verteilung der Grauwerte pro 100 000 pm? zu iiberfiihren, was fiir die Vergleichbarkeit der
Schnitte essentiell ist.

Weil fiir die zu untersuchende Fragestellung nur die aus der immunhistochemischen Férbung
resultierenden Grauwerte von Interesse sind, und nicht die durch die Gegenfarbung zustande
gekommenen, mussten letztere eliminiert werden. Dazu eigneten sich die Negativkontrollen,
die von jeder Gewebeprobe angefertigt wurden. Da bei diesen die Inkubation mit dem Primér-
antikorper durch eine Inkubation nur mit BSA-PBS-Puffer ersetzt wurde (siehe
Gliederungspunkt 2.3.2), stammten deren Grauwerte auch ausschlieBlich aus der
Gegenfarbung. Infolgedessen wurde von der relativen Grauwertverteilung jedes einzelnen
Schnittes die relative Grauwertverteilung der zugehdrigen Negativkontrolle subtrahiert, um
auf diesem Wege die relative Grauwertverteilung eines Schnittes, die ausnahmslos aus der
immunhistochemischen Féarbung hervorgeht, zu erhalten.

Nun wurde nur noch fiir jeden einzelnen Schnitt aus der relativen Verteilung der 256
Grauwerte die Summe dieser gebildet und somit ein vergleichbares Mal} fiir den Gehalt an

Kollagen Typ I pro 100 000 pm? erzielt.
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2.5 Statistische Verfahren

Statistische Berechnungen kommen in der Wissenschaft zum Einsatz, um zu iiberpriifen, ob
ein aufgetretener Mittelwertsunterschied zwischen zwei oder mehr Stichproben zufillig
entstanden ist oder nicht.

Zu diesem Zweck werden zwei Hypothesen formuliert, die so genannte Nullhypothese und
die Alternativhypothese. Die Nullhypothese besagt, dass beide Stichproben aus der gleichen
Grundgesamtheit stammen, also der Unterschied zufillig ist. Der Alternativhypothese liegt zu
Grunde, dass beide Stichproben nicht aus der gleichen Grundgesamtheit stammen, was
bedeutet, dass der Unterschied nicht zufillig ist.

Wann die Nullhypothese nun im einzelnen Fall angenommen (Annahmebereich) bzw.
verworfen wird (Ablehnungsbereich), ergibt sich aus der Wahl des a-Fehlers. Ein a-Fehler
liegt vor, wenn man sich fiir die Alternativhypothese entscheidet, obwohl eigentlich die
Nullhypothese zutrifft. In den Biowissenschaften hat sich dafiir ein Schwellenwert von 5 %
eingebiirgert. Ist nun eine berechnete Fehlerwahrscheinlichkeit p kleiner als a, so kann das

Ergebnis als signifikant bezeichnet werden.

Allen hier zur Anwendung gekommenen Testverfahren liegen nachstehende Hypothesen zu
Grunde:

Nullhypothese Hyp: Der Gehalt an Kollagen Typ I bei Dysostosis cleidocranialis-Patienten
unterscheidet sich nicht vom Gehalt an Kollagen Typ I bei Gesunden, d. h. die gefundenen
Unterschiede sind rein zufélliger Art.

Alternativhypothese H;: Der Gehalt an Kollagen Typ I bei Dysostosis cleidocranialis-
Patienten unterscheidet sich vom Gehalt an Kollagen Typ I bei Gesunden, d. h. die
gefundenen Unterschiede sind nicht zufélliger Art.

Die Alternativhypothese ist somit zweiseitig respektive ungerichtet formuliert.

Das a-Fehlerniveau bzw. Signifikanzniveau wurde — wie tliblich - auf a = 5 % festgelegt.

Aus der Vielzahl von statistischen Testverfahren wurden zwei Methoden ausgewahlt:

e U-Test von Mann, Whitney und Wilcoxon

e Fischer's exakter Test
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Der U-Test bildet eine Alternative zum t-Test fiir zwei unverbundene Stichproben, allerdings
mit wesentlich schwécheren Bedingungen. Zum einen basiert der U-Test nicht auf Symmetrie
oder Normalverteilung, da die beiden Stichproben nur &hnlich verteilt sein miissen, zum
anderen miissen die Stichprobenumfinge nicht gleich sein [Weil3 2001].

Beim exakten Test nach Fischer handelt es sich um eine Alternative zum nach Yates
korrigierten Chi*-Test, der besonders bei sehr kleinen Stichproben, die fiir die Anwendung des

Chi?-Tests nicht ausreichend sind, Anwendung findet [Altman 1992].

Da es sich bei der Dysostosis cleidocranialis um eine sehr seltene Erkrankung handelt,
konnten nur sehr wenige Patienten in die Untersuchung einbezogen werden. Um dennoch ein
verwertbares Ergebnis zu erhalten, wurden pro Patient bis zu 55 Schnitte gefarbt und von
jedem Schnitt der Gehalt an Kollagen Typ I pro 100 000 um? gemessen. Um jedem Patienten
einen Mittelwert fiir den Gehalt an Kollagen Typ I pro 100 000 pm? zuordnen zu konnen,
wurden die bis zu 55 Einzelwerte, die pro Patient pro Schnitt bestimmt wurden, gemittelt.

Mit diesen Mittelwerten wurden anschlieend die oben angefiihrten Testverfahren mit Hilfe

der Statistiksoftware SPSS Version 10.0 (SPSS, Chicago, USA) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten mit Dysostosis cleidocranialis

3.1.1 Einzelbefunde

Patient 1

Alter: 22 Jahre Geschlecht: weiblich
Entnahmestellen: Regio 21, 38, 48

Haufigkeit

0-5000 5001- 10001- 15001- 20001- 25001-
10000 15000 20000 25000 30000

Patient 1: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 um?

Abb. 5: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 1
Die hochsten Mengen an Kollagen Typ I pro 100 000 pm? fanden sich vor allem bei den
Proben aus Regio 21 (Mittelwert 19914,60), die geringsten Mengen bei den Proben aus Regio
38 und 48 (Mittelwert 10787,40 bzw. 10845,20).
Insgesamt erstreckten sich die gemessenen Werte fiir den Gehalt an Kollagen Typ I {iber alle

sechs Messbereiche mit einer deutlichen Hiufung im Wertebereich zwischen 15 001 und

20 000, wie Abbildung 5 zeigt.

Patient 1

Mittelwert 13849,07
Standardabweichung 6319,81
Minimum 3690,00
Median 15724,00
Maximum 26783,00
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Patient 2

Alter: 14 Jahre Geschlecht: méannlich

Entnahmestellen: Regio 11, harter Gaumen

Haufigkeit
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10000 15000 20000 25000 30000

Patient 2: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?

Abb. 6: Kollagen Typ [-Verteilung bei Patient 2

Die Proben aus Regio 11 (Abb. 7) enthielten relativ geringe Mengen an Kollagen Typ I

(Mittelwert 8887,80) im Vergleich mit anderen Proben von Dysostosis cleidocranialis-

Patienten. Die Gaumenbiopsien zeigten demgegeniiber hohere Werte fiir den Anteil an

Kollagen Typ I (Mittelwert 14931,40).

. : Patient 2

Mittelwert

Standardabweichung

Minimum
Median

Maximum

Abb. 7: Ausschnitt aus histologischer Farbung

11909,60
4682,32
6198,00
11126,50
21503,00
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Patient 3

Alter: 11 Jahre Geschlecht: weiblich
Entnahmestellen: Regio 15, 17/18, 44, 48, harter Gaumen

10

Haufigkeit
4

2

0

0-5000 5001- 10001- 15001- 20001- 25001-
10000 15000 20000 25000 30000

Patient 3: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?

Abb. 8: Kollagen Typ [-Verteilung bei Patient 3

Die Schleimhaut des harten Gaumens lieferte — anders als bei Patient 2 - niedrige Kollagen

Typ I-Werte (Mittelwert 9571,40). Die Proben aus Regio 15, 17/18, 44 und 48 zeigten

Mittelwerte von 14348,40 bis 20318,75.

In Regio 44 zeigten sich hierbei durchschnittlich die hochsten Mengen an Kollagen Typ 1
(Mittelwert 20318,75), der Spitzenwert fiir den Gehalt an Kollagen Typ I stammte jedoch aus

Regio 48 (23645,00).

Abb. 9: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Patient 3

Mittelwert 15319,17
Standardabweichung 4941,78
Minimum 5878,00
Median 15992,50
Maximum 23645,00
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Patient 4

Alter: 21 Jahre Geschlecht: minnlich
Entnahmestelle: Regio 17

2
Haufigkeit

1
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10000 15000 20000 25000 30000

Patient 4: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?

Abb. 10: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 4

Bei diesem Patienten konnten nur Proben aus einer Regio analysiert werden. Der daraus

bestimmte Mittelwert der Kollagen Typ I-Verteilung lag trotz der nur geringen Anzahl an

Schnitten auf dhnlichem Niveau wie der Mittelwert des Gesamtkollektivs der Dysostosis

cleidocranialis-Patienten.

Abb. 11: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Patient 4

Mittelwert 14842,20
Standardabweichung 4435,39
Minimum 9811,00
Median 16410,00
Maximum 19410,00
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Patient 5

Alter: 20 Jahre Geschlecht: weiblich
Entnahmestellen: 13, 17, 21, 23, 25b, 27, 42b, 43

25

20

15

Haufigkeit
10

0-5000 5001- 10001- 15001- 20001- 25001-
10000 15000 20000 25000 30000

Patient 5: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 12: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 5

Bei dieser Patientin wurden insgesamt 55 Schnitte aus acht verschiedenen Regionen
analysiert, sodass dadurch die Streuung der Messwerte relativ gering gehalten werden konnte.
Regio 25b wies dabei bei dieser Patientin den hdchsten Gehalt an Kollagen Typ I auf
(Mittelwert 19733,60), der niedrigste fand sich in Regio 21 (Mittelwert 11189,40).
Zusammenfassend betrachtet lag der Mittelwert fiir den Anteil an Kollagen Typ I bei dieser

Patientin etwas iiber dem Mittelwert des Gesamtkollektivs der Dysostosis cleidocranialis-

Patienten.

Abb. 13: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Patient 5
Mittelwert 15130,40
; Standardabweichung 4800,54
Minimum 6261,00
Median 14484,00
# Maximum 28690,00
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Patient 6

Alter: 14 Jahre Geschlecht: ménnlich
Entnahmestellen: Regio 24b, 43/44, 47, 48
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10000 15000 20000 25000 30000

Patient 6: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 14: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 6

Bei diesem Patienten wurden Proben aus vier Regionen untersucht. Die hochsten Messwerte

fiir den Gehalt an Kollagen Typ I fanden sich in Regio 48 (13465,40). Alles in allem war die

Diskrepanz zwischen den Mittelwerten der einzelnen Regionen nur marginal.

Abb. 15: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Patient 6

Mittelwert 12696,33
Standardabweichung 3594,92
Minimum 7730,00
Median 12087,00
Maximum 20797,00
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3.1.2 Gesamtbefund

Haufigkeit
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Gesamtkollektiv DCC: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 um?2

Abb. 16: Kollagen Typ I-Verteilung des Gesamtkollektivs DCC

Bei den Dysostosis cleidocranialis-Patienten konnte eine starke Anhdufung der Messwerte im

Bereich zwischen 10 001 und 15 000 bzw. zwischen 15 001 und 20 000 beobachtet werden,

da in diesem Bereich insgesamt 67,7 % der Messwerte (90 von 133) lagen.

Schnitte  Mittelwert Standard- Minimum Median Maximum
abweichung
Patient 1 15 13849 6319 3690 15724 26783
Patient 2 10 11909 4682 6198 11126 21503
Patient 3 24 15319 4941 5878 15992 23645
Patient 4 5 14842 4435 9811 16410 19410
Patient 5 55 15130 4800 6261 14484 28690
Patient 6 24 12696 3594 7730 12087 20797
Gesamt 133 14327 4865 3690 14090 28690

Tabelle 2: Grauwertsumme bezogen auf die Referenzfliche bei Patienten mit Dysostosis
cleidocranialis




3.2 Normalkollektiv

3.2.1 Einzelbefunde

Patient 7

Alter: 47 Jahre

Geschlecht: minnlich

Entnahmestelle: Regio 31-41

Haufigkeit

1

0-5000 5001- 10001- 15001- 20001- 25001-
10000 15000 20000 25000 30000

Patient 7: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pmz2

Der fiir Patient 7 errechnete Mittelwert der Kollagen Typ [-Verteilung lag iiber dem fiir das

Abb. 17: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 7

Kontrollkollektiv bestimmten Mittelwert.

Abb. 18: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Patient 7

Mittelwert 8897,40
Standardabweichung 3893,12
Minimum 4721,00
Median 8453,00
Maximum 14148,00
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Patient 8

Alter: 14 Jahre Geschlecht: méannlich

Entnahmestelle: Harter Gaumen

Haufigkeit

0-5000 5001- 10001- 15001- 20001- 25001-
10000 15000 20000 25000 30000

Patient 8: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 19: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 8

Der berechnete Mittelwert fiir den Gehalt an Kollagen Typ I lag mit 12556,20 — verglichen
mit den Mittelwerten der Gesunden — sehr hoch. 35

Mittelwerte tiber 10 000 fanden sich sonst nur bei Patienten mit Dysostosis cleidocranialis.

Patient 8
Mittelwert 12556,20
N Standardabweichung 1775,16
Minimum 10934,00
. Median 12360,00
o Maximum 15185,00

Abb. 20: Ausschnitt aus histologischer Farbung



Patient 9

Alter: 18 Jahre Geschlecht: weiblich

Entnahmestelle: Harter Gaumen

4
3
Haufigkeit 2
1
0 T T 1
0-5000 5001- 10001- 15001- 20001- 25001-
10000 15000 20000 25000 30000

Patient 9: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 21: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 9

Der Mittelwert fiir die Kollagen Typ I-Verteilung lag etwas unter dem Mittelwert fiir den

Gehalt an Kollagen Typ I des Normalkollektivs.

Abb. 22: Ausschnitt aus histologischer Farbung
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Patient 10

Alter: 75 Jahre Geschlecht: méannlich

Entnahmestellen: Regio 16, 47

Haufigkeit
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20000 25000 30000

Patient 10: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 23: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 10

Bei diesem Patienten stammten die hoheren Messwerte fiir den Gehalt an Kollagen Typ I vor

allem aus Regio 16, die niedrigeren aus Regio 47.

= ” Patient 10

Abb. 24: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Mittelwert 8590,33

i "~ ’ i g Standardabweichung 3007,15
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Patient 11

Alter: 10 Jahre Geschlecht: méannlich

Entnahmestelle: Harter Gaumen

Haufigkeit
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10000 15000 20000 25000 30000

Patient 11: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 25: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 11

In den Gewebeschnitten dieses Patienten fand sich der zweithGchste Mittelwert fiir den

Kollagen Typ I-Gehalt bei Gesunden.

Patient 11

Mittelwert 9648,60
Standardabweichung 1769,65
Minimum 7674,00
Median 9399,00
Maximum 12042,00

Abb. 26: Ausschnitt aus histologischer Farbung




Patient 12

Alter: 29 Jahre Geschlecht: weiblich

Entnahmestelle: Harter Gaumen

Haufigkeit

0-5000 5001- 10001- 15001- 20001- 25001-
10000 15000 20000 25000 30000

Patient 12: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 27: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 12

Bei dieser Patientin fand sich ein relativ geringer Mittelwert fiir den Gehalt an Kollagen

Typ L.
Patient 12
Mittelwert 5767,60
Standardabweichung 1551,66
Minimum 3984,00
Median 6277,00
Maximum 7242,00

Abb. 28: Ausschnitt aus histologischer Farbung




Patient 13

Alter: 13 Jahre Geschlecht: méannlich
Entnahmestelle: Harter Gaumen
3
2
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Abb. 29: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 13

Beziiglich der Kollagen Typ [-Verteilung lag der Mittelwert dieses Patienten in einem
dhnlichen Wertebereich wie der Mittelwert des Normalkollektivs. 40
47
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Abb. 30: Ausschnitt aus histologischer Farbung



Patient 14

Alter: 16 Jahre Geschlecht: minnlich

Entnahmestelle: Harter Gaumen

Haufigkeit 1
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20000 25000 30000

Patient 14: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 31: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 14

Der bei diesem Patienten bestimmte Mittelwert fiir den Gehalt an Kollagen Typ I war der

zweithochste in der Gruppe der Gesunden.

Abb. 32: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Patient 14

Mittelwert 9576,00
Standardabweichung 3928,34
Minimum 4505,00
Median 9977,50
Maximum 13844,00
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Patient 15

Alter: 16 Jahre

Geschlecht: weiblich

Entnahmestellen: Regio 15, 35, 45

Haufigkeit
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Abb. 33: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 15

Wie aus Abbildung 33 abzulesen ist, fanden sich bei dieser Patientin besonders kleine
Messwerte flir den Gehalt an Kollagen Typ I, woraus der geringste Messwert fiir die Kollagen 42
Typ I-Verteilung im Kollektiv der Gesunden resultierte.
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Abb. 34: Ausschnitt aus histologischer Farbung




Patient 16

Alter: 66 Jahre Geschlecht: minnlich
Entnahmestelle: Regio 45

Haufigkeit 2
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Patient 16: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 35: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 16

Im Hinblick auf die Kollagen Typ I-Verteilung lag der Mittelwert bei diesem Patienten in

einem dhnlichen Wertebereich wie der Mittelwert des Normalkollektivs.

Abb. 36: Ausschnitt aus histologischer Farbung

Patient 16

Mittelwert 7220,80
Standardabweichung 2271,05
Minimum 5338,00
Median 6243,00
Maximum 10693,00
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Patient 17

Alter: 67 Jahre Geschlecht: ménnlich
Entnahmestelle: Regio 37

Haufigkeit
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Patient 17: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 37: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 17

Bei diesem Patienten lagen die Messwerte fiir den Gehalt an Kollagen Typ I vor allem im
Wertebereich bis 5000. Daraus resultierte der drittniedrigste Mittelwert in der Gruppe der 44

Gesunden.

Patient 17

Mittelwert 5410,25
Standardabweichung 1840,89
Minimum 4006,00
Median 4765,00
Maximum 8105,00

Abb. 38: Ausschnitt aus histologischer Farbung



Patient 18

Alter: 16 Jahre Geschlecht: weiblich

Entnahmestelle: Gingiva

Haufigkeit
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Patient 18: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 39: Kollagen Typ I-Verteilung bei Patient 18

Auch hier lagen die gemessenen Werte fiir die Kollagen Typ I-Verteilung vor allem im
Wertebereich bis 5000. Dies hatte zur Folge, dass bei dieser Patientin der zweitniedrigste 45

Mittelwert im Kontrollkollektiv bestimmt wurde.

Abb. 40: Ausschnitt aus histologischer Farbung
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3.2.2 Gesamtbefund
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Normalkollektiv: Gehalt an Kollagen Typ | pro 100 000 pm?2

Abb. 41: Kollagen Typ I-Verteilung des Normalkollektivs

98 % der Messwerte (72 von 73) lagen im Messbereich zwischen 0 und 15 000. Hohere

Messwerte wurde bis auf eine Ausnahme nicht ermittelt.
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Schnitte Mittelwert Standard- Minimum Median Maximum
abweichung
Patient 7 5 8897 3893 4721 8453 14148
Patient 8 5 12556 1775 10934 12360 15185
Patient 9 10 6965 3168 2143 6220 11803
Patient 10 15 8590 3007 3779 8961 13333
Patient 11 5 9648 1769 7674 9399 12042
Patient 12 5 5767 1551 3984 6277 7242
Patient 13 5 7695 2984 4996 7680 12492
Patient 14 4 9576 3928 4505 9977 13844
Patient 15 5 2752 1472 1123 3113 4701
Patient 16 5 7220 2271 5338 6243 10693
Patient 17 4 5410 1840 4006 4765 8105
Patient 18 5 4992 1495 3436 4624 7110
Gesamt 73 7565 3346 1123 7081 15185

Tabelle 3: Grauwertsumme bezogen auf die Referenzflache bei Gesunden
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3.3 Vergleich der Kollagen Typ I-Verteilung zwischen Patienten

mit Dysostosis cleidocranialis und Gesunden

3.3.1 Graphische Darstellung

Abbildung 42 verdeutlicht, dass sich in der Gingiva von Patienten mit Dysostosis
cleidocranialis im Vergleich zu Gesunden ein erhohter Gehalt von Kollagen Typ I nachweisen

lieB3.
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wert 15000 — —— 48
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5000 —

I I
DCC-Patienten Normalkollektiv

DCC

Abb. 42: Vergleichsdarstellung der Grauwertsummen von DCC-Patienten und Gesunden.
Hierbei markiert der Kreis in der Gruppe der DCC-Patienten einen oberen Ausreiler, d. h.

einen Wert, der weiter als 1,5 Boxlidngen oberhalb vom 75%-Quantil liegt.



3.3.2 Statistische Berechnungen

Um zu ermitteln, ob sich der Gehalt an Kollagen Typ I bei Dysostosis cleidocranialis-
Patienten vom Gehalt an Kollagen Typ I bei Gesunden unterscheidet, kamen die unter
Gliederungspunkt 2.5 beschriebenen statistischen Verfahren zum Einsatz.

Dabei wurde mit den jeweiligen Mittelwerten eines Patienten gerechnet, um die Streuung

innerhalb der Proben eines Patienten moglichst gering zu halten.

U-Test von Mann, Whitney und Wilcoxon:

Dabei ergab sich fiir die Patienten mit Dysostosis cleidocranialis eine Rangsumme von 91,50

und fiir die Kontrollgruppe eine Rangsumme von 79,50.

Damit konnte ein Z-Wert von 3,246 berechnet werden.

Mit Hilfe geeigneter Tabellen konnte man nun fiir diesen Z-Wert die p-Werte fiir die Normal-

und fiir die t-Verteilung ermitteln. Im Einzelnen ergaben sich bei Z = 3,246:
e fiir die Normalverteilung: p=0,001 p
e fiir die t-Verteilung: p = 0,005

Fischer’'s exakter Test

Der exakte Test nach Fischer ergab fiir die eingesetzten Mittelwerte folgenden p-Wert:

p = 0,0003

Alle errechneten p-Werte lagen somit unter dem Signifikanzniveau von a = 0,05.

Damit kann der Unterschied in der Kollagen Typ I-Verteilung bei Patienten mit Dysostosis
cleidocranialis im Vergleich zum Normalkollektiv als signifikant bezeichnet werden.
Allerdings muss in diesem Zusammenhang auf die geringe Zahl an untersuchten Patienten mit

Dysostosis cleidocranialis hingewiesen werden, die aus der Seltenheit der Krankheit und der



Tatsache, dass sich viele Betroffene bei Erstdiagnose bereits im Erwachsenenalter befinden

und somit nicht mehr operiert werden, resultiert.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion von Material und Methode

4.1.1 Material

Bei der Dysostosis cleidocranialis handelt es sich — wie bereits in der Einleitung erldutert - um
eine sehr seltene Erkrankung mit einer geschitzten Pridvalenz von eins zu einer Million
[Chitayat et al. 1992, Mehta und Verma 1992, Shaikh und Shustermann 1998, Baumert 2006].
Daher ist es sehr schwierig, fiir eine geeignete Fallzahl zu sorgen. Obwohl fiir die vorliegende
Arbeit alle Patienten mit Dysostosis cleidocranialis Beriicksichtigung fanden, die in einem
Zeitraum von anndhernd drei Jahren an der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichts-Chirurgie
der Universitdit Regensburg operiert worden waren, konnten nur Gewebeproben von
insgesamt sechs Betroffenen analysiert werden.

Allerdings wurden von den meisten Patienten mehrere Gewebeproben (bis zu elf)
entnommen, und von jeder Gewebeprobe wiederum bis zu fiinf Schnitte angefarbt und
vermessen. Anschlieend wurden die einzelnen Messwerte (bis zu 55) pro Patient gemittelt.
Dadurch konnte man — trotz etwaiger Streuung der Messwerte eines Patienten — die Streuung
zwischen den Patienten klein halten. Dies erlaubte es, auch mit der vorliegenden relativ
geringen Patientenzahl auszukommen, obwohl natiirlich mit zunehmender Fallzahl die

Sicherheit der aus der Untersuchung resultierenden Aussage noch zu steigern wire.

4.1.2 Methode

Die Entwicklung der enzymmarkierten Immunhistochemie gab der Wissenschaft eine
Moglichkeit an die Hand, mit Hilfe sowohl mono-, als auch polyklonaler Antikorper
verschiedenste Antigene — beispielsweise Genprodukte, Hormone, Zellrezeptoren,
Zytoskelettproteine und auch Gewebsbestandteile wie Kollagene — lichtmikroskopisch
sichtbar zu machen [Rainbow 1996].

Obwohl sich die bei der vorliegenden Arbeit zur Anwendung gekommene enzymimmun-
histochemische Fiarbung nach der APAAP-Methode durch eine besonders hohe Sensitivitét

auszeichnet [Rainbow 1996], kann ganz allgemein keine Féarbemethode als absolut ideal
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geeignet und fehlerfrei bezeichnet werden [Cote et al. 2003]. Daher miissen die erzielten

Ergebnisse kritisch nach folgenden Gesichtspunkten hinterfragt werden:

Fixation und Einbettung

In Kapitel 2 (Gliederungspunkt 2.2.1) wurde bereits ausgefiihrt, dass die Vorbehandlung der
Gewebeproben durch Fixation und Einbettung fiir den Erhalt der antigenen Struktur und
damit fiir die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von entscheidender Bedeutung
ist [Cote et al. 2003].

Daher wurde als Fixativum die besonders gewebeschonende Schaffer'sche Losung eingesetzt,
um den Verlust an Antigen moglichst gering zu halten.

Die Einbettung erfolgte im immunhistochemisch erfahrenen Routinelabor des Instituts fiir
Pathologie der Universitit Regensburg (Direktor: Prof. Dr. Hofstddter). Dadurch konnte eine

Gleichbehandlung der einzelnen Gewebeproben gewéhrleistet werden.

Schnittdicke

Auch die Dicke der angefdrbten Schnitte hat einen Einfluss auf das Ergebnis der immunhisto-
chemischen Féarbung. Je dicker der Schnitt ist, umso mehr Antigen findet sich in diesem, was
die Anfarbung verstirkt. Dies ist vor allem problematisch, wenn die Paraffinblocke vor dem
Schneiden abgekiihlt werden, was in dieser Arbeit der Fall war (sieche Gliederungspunkt
2.2.2). Diese dehnen sich dann sofort wieder aus, wenn sie von der Kiihlplatte entfernt
werden.

Um diese Fehlerquelle moglichst klein zu halten, wurde von jedem Paraffinblock binnen
Sekunden, nachdem er von der Kiihlplatte entfernt worden war, mit dem Mikrotom ein
Schnitt angefertigt. AnschlieBend wurde der Paraffinblock wieder auf der Kiihlplatte
vollstdndig abgekiihlt, und nach demselben Verfahren weitere fiinf Schnitte pro Block
gewonnen.

Auf diese Weise wurde die Dicke der Schnitte konstant gehalten, um die Vergleichbarkeit der

daraus gewonnenen Messergebnisse zu gewdahrleisten.
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Unspezifische Hintergrundfarbung

Bei der immunhistochemischen Farbung nach der APAAP-Methode besteht die Gefahr einer
unspezifischen Hintergrundfarbung durch endogene alkalische Phosphatase. Endogene
alkalische Phosphatase bzw. Isoenzyme der alkalische Phosphatase finden sich in diversen
menschlichen Geweben, vor allem aber im Diinndarmepithel und in den proximalen Tubuli
der Niere. Sie kommen jedoch auch vor in Knochen, Leber, neutrophilen Granulozyten,
arteriellen und kapillaren Endothelzellen, Harnblasenepithel und in Trophoplasten der
Plazenta [Noll et al. 2000].

Dieses Problem kann jedoch durch die Einbettung der Gewebeproben umgangen werden.
Endogene alkalische Phosphatase, mit Ausnahme der im intestinalen Epithel, wird durch
Einbettung in Paraffin zerstort, und ist somit nur in Gefrierschnitten oder Zellausstrichen von
Relevanz [Bancroft et al. 1994].

Zusitzlich wurde die endogene alkalische Phosphatase durch die Hitzedemaskierung

irreversibel geschadigt.

Spezifitat

Um den Beweis anzutreten, dass die zur Anwendung kommende immunhistochemische
Férbung spezifisch ist, ist es notwendig zu zeigen, dass es zu keiner Anfarbung kommt, wenn
der Inkubationsschritt mit dem Primérantikorper entféllt (Negativkontrolle). Auch bei der
vorliegenden Untersuchung kam es bei Durchfiihrung der Negativkontrolle — wie erforderlich
war - zu keiner Rotfarbung des Gewebes (Abbildung 3b).

Fiir den Nachweis der Spezifitit ist jedoch ein weiterer Reaktionsschritt notwendig, um zu
zeigen, dass es zwischen dem Antikdrper und dem zu untersuchenden Antigen zu einer
Reaktion kommt. Dabei handelt es sich um Geltechniken wie Western blot, RIA (Radio-
immunoassay) oder ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) [Rainbow 1996]. Letzteres
Verfahren wurde von der Herstellerfirma des Antikorpers (Firma Quartett, Berlin) angewandt,
um die Spezifitdt zu belegen.

Alles in allem ist es jedoch beinahe unmoglich, die Spezifitit einer immunhistochemischen
Féarbung zu beweisen, da der jeweilige Antikdrper — ob mono- oder polyklonal — immer nur
einen ganz bestimmten Teil der zu untersuchenden Struktur markiert. Findet sich dieser

Abschnitt auch in bis dato unbekannten Molekiilen, so kommt es auch hier zu einer
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Anfarbung, die aber félschlicherweise der zu untersuchenden Struktur zugeschrieben wird

[Rainbow 1996].

Bildanalyse

Von besonderer Bedeutung fiir die Vergleichbarkeit der Messwerte war die Bildaufnahme
unter standardisierten Bedingungen. Das vollautomatische Mikroskop BX 61 der Firma
Olympus war zusammen mit der Bildanalysesoftware in der Lage, alle Schnitte unter exakt
den gleichen Bedingungen aufzunehmen. Dabei war insbesondere eine identische
Belichtungsstirke und Belichtungszeit essentiell. Des Weiteren erfolgte die Bildaufnahme in
einem abgedunkelten Raum, um den Einfluss von Streulicht zu minimieren.

Beim Zusammenfiigen der Einzelbilder zum jeweiligen Gesamtbild durch die
Bildanalysesoftware (siehe Gliederungspunkt 2.4) musste in den Uberlappungsbereichen eine
leichte Verdunklung festgestellt werden. Dies erforderte, sich bei der Messung der Grauwerte
nur auf die zentralen Regionen der jeweiligen Einzelbilder, die von dieser Verschattung nicht
betroffen waren, zu konzentrieren, um einer Verfilschung der Messergebnisse entgegen zu

wirken.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die bereits in Kapitel 3 dargelegten Ergebnisse dieser Arbeit konnen folgendermallen kurz
zusammengefasst werden:
Der Gehalt an Kollagen Typ I in der Gingiva ist bei den hier untersuchten Patienten mit

Dysostosis cleidocranialis signifikant hoher als bei einem gesunden Normalkollektiv.

Damit in Einklang zu bringen sind auch Beobachtungen von Buurman, der bereits 1978 neben
einer schon damals bekannten Eburnisation im Bereich des Alveolarknochens auch das
Fehlen zelluldren, sekundiren Zements beschrieb. Auf Grund weiterer histologischer
Untersuchungen an Weichgewebe flihrte Buurmann diese charakteristische derbe Konsistenz
der Gingiva im Rahmen der Dysostosis cleidocranialis auf fibrotische Umbauprozesse zuriick.
Leider finden sich in seinen Ausfiihrungen keine expliziten Aussagen zum Gehalt einzelner
kollagener Strukturen in der oralen Mukosa von Patienten mit Dysostosis cleidocranialis, wie
insbesondere der des Kollagen Typ I. Trotzdem stellten fiir Buurmann die pathologischen
Verdanderungen, die er sowohl am Alveolarknochen, als auch an der oralen Mukosa
beobachten konnte, ein mechanisches Hindernis fiir den Durchbruch der Zahne dar [Buurman
et. al 1978].

Auch bei histologischen Arbeiten von Hitchin und Fairley fanden sich &hnliche
Ausfiihrungen. Dort zeigte sich ebenso eine dichte Beschaffenheit des Alveolarknochens, der
wiederum von einer derben fibrotischen Mukosa bedeckt war [Hitchin und Fairley 1974]. Auf
die exakte Zusammensetzung der offensichtlich pathologisch verdnderten Mundschleimhaut
wurde jedoch nicht weiter eingegangen.

Des Weiteren erwidhnte Pospieszynska im Rahmen einer Untersuchung an einer 17jdhrigen
Patientin mit Dysostosis cleidocranialis eine Volumenzunahme der Gingiva in Kombination
mit einer Retention von zahlreichen {iiberzdhligen Zahnanlagen, ohne jedoch genauer
mogliche Ursachen dieser morphologischen Besonderheit zu erldautern, oder gar histologische
Untersuchungen anzustellen [Pospieszynska 1998].

Diese drei Schilderungen sind dessen ungeachtet deckungsgleich mit den Resultaten der
vorliegenden Arbeit, in der sich im Vergleich zum Kontrollkollektiv bei Patienten mit
Dysostosis cleidocranialis ein signifikant erhohter Gehalt an Kollagen Typ I in der oralen
Mukosa zeigte. Dies kann unter anderem ursichlich fiir den festen wachsartigen Charakter der

Gingiva sein und — wie bereits Buurmann vermutete — ein mechanisches Hindernis fiir den
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Zahndurchbruch darstellen und somit die verzogerte respektive ausbleibende Dentition

miterklaren.

Wie schon im Einleitungskapitel zu lesen ist, gibt es jedoch in der Literatur im Rahmen der
Dysostosis cleidocranialis keinerlei Untersuchungen zur Zusammensetzung und vor allem
zum Kollagengehalt der oralen Mukosa, obwohl diese bei diesem Krankheitsbild
offensichtlich pathologisch verindert ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen daher im folgenden Abschnitt nur verglichen
werden mit einerseits Erkenntnissen zur Dysostosis cleidocranialis aus dem Gebiet der
Genetik, und andererseits mit weiteren Erkrankungen, denen eine pathologische Vermehrung
der kollagenen Fasern zu Grunde liegt, und die eine dhnliche klinische Symptomatik wie die
Dysostosis cleidocranialis prisentieren. Dazu bietet sich in besonderer Weise die hereditére

gingivale Fibromatosis an, was spater noch detaillierter dargelegt werden soll.

Grundsétzlich konnte der in der vorliegenden Studie bestimmte vermehrte Kollagen Typ I-
Gehalt der oralen Mukosa von Dysostosis cleidocranialis-Patienten auf zwei
unterschiedlichen Wegen zu Stande kommen: Einerseits durch eine erhohte Kollagensynthese

der Fibroblasten, und andererseits durch einen verminderten Kollagenabbau.

Wihrend in Knochenzellen eine erhohte Menge des RUNX2-Transkriptionsfaktors mit einer
Erhohung der Kollagen I-Synthese korreliert, beobachteten Tsuji und Mitarbeiter in
Mausefibroblasten hingegen eine Suppression der Kollagen I-mRNA bei forcierter Expression
des RUNX2-Transkriptionsfaktors. Aus diesem Phdnomen schlossen sie auf einen negativ
verstarkenden Effekt des RUNX2-Transkriptionsfaktors auf die Kollagen I-Synthese in
Fibroblasten [Tsuji 1998].

In der Regel wirken die heterozygoten Mutationen des RUNX2-Gens bei Dysostosis
cleidocranialis durch Haploinsuffizienz. Dies bedeutet, dass bedingt durch eine Mutation im
RUNX2-Gen die vorhandene Menge an nicht-mutiertem, funktionalem RUNX2-
Transkriptionsfaktor im heterozygoten Zustand nicht mehr ausreicht, um seine
physiologischen Funktionen in ausreichendem Malle zu gewihrleisten [Lee 1997, Mundlos
1999, Quack 1999].

In ausgewachsenen, transgenen Madusen fiihrt die Reduktion des Spiegels an aktivem
RUNX2-Transkriptionsfaktor in Osteoblasten zu einer Reduktion der Expression diverser

Proteine wie beispielsweise der knochenspezifischen Matrixproteine BSP (bone specific
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protein), Osteocalcin, Osteopontin und auch Kollagen Typ I. Ein signifikant erhohter Gehalt
an RUNX2-Transkriptionsfaktor manifestiert sich hingegen in einer verstirkten Expression
der eben genannten Proteine, und belegt den positiv verstirkenden Effekt des RUNX2-
Transkriptionsfaktors auf Osteoblasten [Ducy 1997]. Demgegeniiber postulieren Tsuji und
Mitarbeiter — wie bereits oben ausgefiihrt wurde - einen negativ verstirkenden Effekt des
RUNX2-Transkriptionsfaktors auf die Kollagen I-Synthese in Fibroblasten [Tsuji 1998].
Daher konnte der bei der Dysostosis cleidocranialis typischerweise zu beobachtende
verminderte Gehalt an physiologischem, funktionalem RUNX2-Transkriptionsfaktor in
Fibroblasten iiber den negativ verstirkenden Einfluss zu einer Forcierung der Kollagen I-
Synthese beitragen und damit die in der vorliegenden Arbeit beschriebene signifikant erh6hte

Kollagen I-Menge der Gingiva erkldren.

Der Abbau kollagener Strukturen durch Fibroblasten vollzieht sich auf zwei unterschiedlichen
Wegen. Zum einen wird Kollagen intrazelluldr abgebaut, zum anderen extrazelluldr mittels
unter anderem von Fibroblasten synthetisierten Kollagenasen [Everts et al. 1989]. Damit
spielt die Enzymgruppe der Kollagenasen unter anderem eine wichtige Rolle im Rahmen der
Ausformung und Umgestaltung von diversen Geweben. Dabei ist aus dieser Enzymfamilie
vor allem die Kollagenase 3 von besonderem Interesse. Dieses Enzym weist zum einen ein
breites Wirkungsspektrum hinsichtlich des Kollagenabbaus auf, und steht zum anderen unter
dem Einfluss des RUNX2-Transkriptionsfaktors.

Dies erkldrt sich iiber die Tatsache, dass in der Promotorregion des Kollagenase 3-Gens in
Position 133 bis 139 Sequenzen lokalisiert sind, die vom RUNX2-Transkriptionsfaktor
spezifisch gebunden wund aktiviert werden konnen, wie Jiménez sowohl in
Zellkulturversuchen, als auch im Tiermodell nachweisen konnte [Jiménez et al. 1999]. So
filhrte die Inkubation von verschiedenen Zellkulturen mit erhdhten Mengen an RUNX2-
Transkriptionsfaktor immer zur deutlich forcierten Expression der Kollagenase 3, wenngleich
auch in unterschiedlichem Ausmal. Zusétzlich konnte die Arbeitsgruppe belegen, dass sich
bei Mdusen, die einen der Dysostosis cleidocranialis entsprechenden heterozygoten Defekt
des RUNX2-Gens besallen, im Vergleich zu Méusen mit physiologischem RUNX2-Gen ein
identisches Verteilungsmuster der Kollagenase 3-Expression ergab, allerdings mit signifikant
geringerer Intensitdt. RUNX2-knock-out-Mduse zeigten hingegen keinerlei Kollagenase 3-
Expression [Jiménez et al. 1999]. Somit konnten die in Zellkulturversuchen gewonnenen

Ergebnisse auch im Tiermodell reproduziert werden und bestdtigten auch hier deutlich die
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Abhingigkeit der Kollagenase 3-Expression und damit auch des Kollagenabbaus vom
RUNX2-Transkriptionsfaktor.

Dariiber hinaus zeigten auch Selvamurugan und Mitarbeiter, dass sowohl in skelettalen, als
auch in nicht-skelettalen Zellen neben anderen Molekiilen der RUNX2-Transkriptionsfaktor
den Kollagenabbau iiber die Kollagenase 3-Genexpression entscheidend mit beeinflusst

[Selvamurugan 2000].

Analog zu diesen von mehreren Arbeitsgruppen angestellten Uberlegungen kann daher der bei
Dysostosis cleidocranialis typische Mangel an funktionsfahigem physiologischem RUNX2-
Transkriptionsfaktor eine verminderte Expression der Kollagenase 3 bedingen, woraus eine
Reduktion des Kollagenabbaus resultiert. Dadurch wiirde bei diesen Patienten das fein
austarierte  Gleichgewicht zwischen einerseits Kollagenabbau und andererseits
Kollagenneusynthese zu Gunsten der Kollagenneubildung verschoben, was den in der eigenen
Studie ermittelten signifikant gesteigerten Anteil von Kollagen Typ I in der oralen Mukosa

von Patienten mit Dysostosis cleidocranialis erklért.

Diese Uberlegungen werden unterstrichen durch Beobachtungen von pathologischen
Mechanismen im Rahmen der Leberzirrhose. Auch dieser Erkrankung liegt bekanntermafien
eine Vermehrung der kollagenen Fasern zu Grunde.

In verschiedenen Untersuchungen wurde klar, dass der Zuwachs an kollagenen Fasern bei der
Leberzirrhose nicht nur auf eine Steigerung der Kollagensynthese, sondern auch auf eine
Reduzierung der interstitiellen Kollagenasenaktivitit zuriickzufiihren ist, wobei der
Kollagenabbau sowohl auf Ebene der Kollagenasensynthese, als auch auf Ebene der
Kollagenaseninhibition gestért sein kann. Insbesondere bei einer verminderten
Kollagenasenaktivitit konnte ein Voranschreiten der Leberzirrhose beobachtet werden
[Arthur 1994].

Entsprechend zu den oben dargelegten Uberlegungen ist dieses Reaktionsschema auch auf die
Dysostosis cleidocranialis iibertragbar, um iiber eine gesteigerte Kollagensynthese und auch
iiber einen verminderten Kollagenabbau den erh6hten Gehalt an Kollagen Typ I in der oralen

Mukosa zu erkléaren.
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Mehrfach wurde bereits erwihnt, dass es in der bisherigen Literatur keinerlei histologische
Untersuchungen zur Zusammensetzung und insbesondere zum Kollagen I-Gehalt der
offensichtlich pathologisch verdnderten oralen Mukosa bei Dysostosis cleidocranialis gibt,
denen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, die damit als Pilotstudie fungiert,
gegeniibergestellt werden konnten. Somit ist es im Rahmen der Diskussion nur moglich, die
Versuchsresultate mit anderen Erkrankungen zu vergleichen, denen eine pathologische
Vermehrung der kollagenen Fasern zu Grunde liegt und die eine dhnliche orale Symptomatik
wie die Dysostosis cleidocranialis aufweisen. Wie bereits weiter oben ausgefiihrt wurde,
bietet sich dazu die hereditire gingivale Fibromatosis in besonderer Weise an, was im
nachfolgenden Abschnitt genauer erldutert werden soll.

Bei der hereditidren gingivalen Fibromatosis handelt es sich ebenso um eine vorwiegend
autosomal dominant vererbbare Erkrankung, wenngleich auch vereinzelt autosomal rezessive
Erbgénge zu beobachten waren. lhr Hauptcharakteristikum stellt eine Fibrosierung und
Groflenzunahme der oralen Mukosa im Bereich von Maxilla und Mandibula dar [Hart et al.
2002]. Histologisch imponieren dabei dichte kollagene Faserbiindel, die der Mundschleimhaut
eine derbe Konsistenz verleihen, und eine hohe Anzahl aktiver Fibroblasten [Baptista 2002].
Aus diesem erhohten Kollagen-Gehalt resultiert neben einer Fehlstellung der Zéhne auch ein
signifikant verzogerter Zahndurchbruch, den die Patienten beklagen [Huang et al. 1997, Hart
et al. 2002]. Da die fibrotische Beschaffenheit der oralen Mukosa ebenso wie die verzogerte
Dentition sowohl bei der hereditidren gingivalen Fibromatosis, als auch bei der Dysostosis
cleidocranialis zu beobachten sind, ist ein Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
mit histologischen Erkenntnissen zur hereditiren gingivalen Fibromatosis gerechtfertigt.

Auch Coletta bezeichnete die hereditdre gingivale Fibromatosis als ein geeignetes Modell, um
die Regulationsmechanismen im Rahmen einer Bindegewebshyperplasie erforschen zu

konnen [Coletta et al. 1999a].

Tipton konnte mittels ELISA-Untersuchungen die der Dysostosis cleidocranialis dhnlichen
klinischen Manifestationen der hereditdren gingivalen Fibromatosis zum einen auf eine
forcierte Proliferation der Fibroblasten und zum anderen auf eine verstirkte Synthese von
Kollagen Typ I und Fibronektin zuriickfithren. So zeigten Fibroblasten aus der
Mundschleimhaut eines Patienten mit hereditirer gingivaler Fibromatosis eine
Proliferationsrate von 488 %, Fibroblasten eines Gesunden hingegen nur eine

Proliferationsrate von 68 %. Die Steigerung der Kollagensynthese betrug bei der gesunden
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Kontrollgruppe 55 %, bei Fibroblasten aus der Mundschleimhaut eines Patienten mit
hereditdrer gingivaler Fibromatosis hingegen 235 % [Tipton et al. 1997].

Dariiberhinaus bestimmte eine Forschergruppe um Huang in Zellkulturversuchen von
Fibroblasten, die aus hyperplastischer Gingiva entnommen wurden, im Vergleich zu
Fibroblasten aus gesunder Gingiva eine zwei- bis dreifach hohere Aktivitit der
Prolylhydroxylase. Da es sich bei der Prolylhydroxylase um ein Schliisselenzym in der
Kollagensynthese handelt, postulierte Huang eine intensivierte Kollagensynthese als
Mitursache fiir den verspiteten Zahndurchbruch, der bei der hereditiren gingivalen
Fibromatosis typischerweise zu beobachten ist [Huang et al. 1997].

Des Weiteren konnte Coletta in Mundschleimhaut-Fibroblasten von Patienten mit hereditérer
gingivaler Fibromatosis eine signifikant verminderte Expression von Kollagenasen im
Vergleich zu einem gesunden Kontrollkollektiv nachweisen. Mit dem dadurch verminderten
Kollagenabbau und dem daraus resultierenden erhdhten Kollagen-Gehalt begriindete Coletta
die fiir dieses Krankheitsbild typischen fibrotischen Verdnderungen der Gingiva [Coletta et
al. 1999b].

Ein dhnlicher Pathomechanismus des reduzierten Kollagenabbaus kdnnte — wie bereits oben
ausgefithrt wurde - auch bei der Dysostosis cleidocranialis fiir den erhohten Kollagen Typ I-
Gehalt in der oralen Mukosa von Bedeutung sein, da der RUNX2-Transkriptionsfaktor auch
einen wesentlichen Einfluss auf die Kollagenase 3 ausiibt.

Die Expression dieser Kollagenase 3 wird hierbei zusédtzlich durch das TGF- induziert, d. h.
der Kollagenabbau wird bei hohen TGF-B-Spiegeln verstarkt [Uria et al. 1998]. Somit ergibt
sich fiir die Kollagenase 3 eine Doppelaktivierung einerseits iiber TGF- und andererseits
tiber den RUNX2-Transkriptionsfaktor. Fehlt bei dieser Reaktionskaskade eine Grofe, wie
der RUNX2-Transkriptionsfaktor bei der Dysostosis cleidocranialis, so folgt daraus ein
verminderter Kollagenabbau, welcher die in der vorliegenden Arbeit gemessene erhohte
Menge an Kollagen Typ I in der oralen Mukosa bei Patienten mit Dysostosis cleidocranialis
erklart.

Den gleichen Effekt des herabgesetzten Kollagenabbaus konnte auch durch eine verminderte
TGF-B-Aktivitdt erzeugt werden, die bei der Dysostosis cleidocranialis aus folgenden
Uberlegungen abgeleitet werden kann: Chang et al. konnten nachweisen, dass der
Promotorabschnitt des TGF-B-Rezeptor-Gens eine Sequenz trdgt, die vom RUNX2-
Transkriptionsfaktor gebunden und damit aktiviert werden kann. Damit konnten sie

verdeutlichen, dass ein Mangel an RUNX2-Transkriptionsfaktor die Expression des TGF-f-

60



Rezeptors und somit die TGF-B-abhdngigen biochemischen Effekte verringert [Chang et al.
1998]. Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits erldutert wurde, gehort dazu auch die
Forcierung des Kollagenabbaus iiber die Kollagenase 3, was wiederum den gesteigerten

Anteil an Kollagen Typ I in der Gingiva von Dysostosis cleidocranialis-Patienten mit erklart.

Zusammenfassend kann somit folgendes festgestellt werden:

Ubertréigt man die eben dargelegten Erkenntnisse beziiglich des Kollagenstoffwechsels, die an
Hand der hereditiren gingivalen Fibromatosis gewonnen wurden, auf die Dysostosis
cleidocranialis, so kommt man zu der Erkenntnis, dass auch bei der Dysostosis cleidocranialis
eine Kombination aus vermindertem Kollagenabbau und erhohter Kollagenneubildung als
Ursache fiir den hier immunhistochemisch nachgewiesenen erhdhten Kollagen I-Gehalt der

Gingiva ausschlaggebend ist.
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4.3 Ausblick

Die Ergebnisse dieser immunhistochemischen Untersuchung geben Hinweise darauf, dass die
fibrotische Beschaffenheit der Gingiva bei der Dysostosis cleidocranialis zumindest zum Teil

auf einen erhohten Gehalt an Kollagen Typ I zurlickzufiihren ist.

Der in dieser Arbeit verwendete monoklonale Antikdrper war ausschlieBlich gegen
physiologisches Kollagen Typ I gerichtet. Somit war es natiirlich nur moglich, diese Art von
Kollagen lichtmikroskopisch erkennbar und somit messbar zu machen. Andere Kollagenarten
oder auch pathologisch veridndertes Kollagen Typ I, das das Epitop, das vom Antikdrper
gebunden wird, nicht enthélt, konnen durch diese Farbung nicht sichtbar gemacht werden und
entziehen sich damit der lichtmikroskopischen Analyse. Folglich wire es sinnvoll, mit den
jeweils spezifischen monoklonalen Antikérpern auch die anderen in oraler Mukosa
vorkommenden Kollagene immunhistochemisch zu analysieren. Aus der Gruppe der
Kollagene sind im Einzelnen vor allem die Kollagene Typ III, V, VI und X von Interesse.
Zusétzlich konnte auch der Gesamtgehalt an kollagenen Strukturen mit Hilfe von
Ubersichtsfirbungen, die alle Kollagenarten markieren, erfasst und mit einem
Normalkollektiv verglichen werden.

Des Weiteren wire es auch sinnvoll, zusdtzlich zu den kollagenen Faserbiindeln auch die
elastischen Fasern mittels spezieller Farbungen sichtbar zu machen. Als Farbemethoden fiir
clastische Fasern bicten sich Resorcinfuchsin, Aldehydfuchsin oder Orcein an [Schiebler
1996]. Damit konnten Vergleiche zwischen Patienten mit Dysostosis cleidocranialis und
einem gesunden Kontrollkollektiv angestellt und etwaige Unterschiede in der Vernetzung
zwischen kollagenen und elastischen Faser ermittelt werden, die ja auch den wachsartigen

Charakter der oralen Mukosa im Rahmen der Dysostosis cleidocranialis begriinden konnten.

Dariiber hinaus kann durch die bisher durchgefiihrten Untersuchungen nicht ermittelt werden,
ob die Kollagenmolekiile, die das vom verwendeten Antikorper erkennbare Epitop besitzen,
nicht noch zusitzlich pathologisch verdndert sind. Es zeigte sich ndmlich in Folge von
ultrastrukturellen Analysen, dass vererblichen Bindegewebserkrankungen héaufig &hnliche
morphologische Verdnderungen zu Grunde liegen. Dabei handelt es sich vor allem um
miteinander vernetzte Fibrillen, Fibrillen mit zu groem oder zu kleinem Durchmesser und
unverdrillte Fibrillen, die an chemisch denaturiertes Kollagen erinnern [Tilstra und Byers

1994]. Dies konnte natiirlich auch einen Einfluss auf die Verbindung der einzelnen kollagenen
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Faserbiindel untereinander haben, und somit einen Grund fiir den derben Charakter der
Gingiva darstellen. Ob Abweichungen dieser Art vorliegen, konnte beispielsweise mittels

elektronenmikroskopischer Verfahren aufgedeckt werden.

Des Weiteren wire es notwendig, Gewebeproben eines groBeren Kollektivs an Dysostosis
cleidocranialis-Patienten den oben genannten histologischen Untersuchungen zu unterziehen,
um eine noch groBere Aussagekraft der erzielten Erkenntnisse zu gewihrleisten. Dies diirfte
sich jedoch wegen der Seltenheit der Erkrankung und dem oftmals spédten Diagnosezeitpunkt,
an dem eine Operation meistens nicht mehr in Frage kommt und dadurch auch keine

Gewebeproben gewonnen werden kdnnen, schwierig gestalten.

Aus den letzten Zeilen wird deutlich, dass histologische Untersuchungen zur zwar seltenen,
aber nicht minder spannenden Erkrankung der Dysostosis cleidocranialis sich erst im
Anfangsstadium befinden, und sich somit in Zukunft noch mannigfaltige Betitigungsfelder

fur wissenschaftliche Arbeiten bieten.
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5. Zusammenfassung

Bei der Dysostosis cleidocranialis handelt es sich um eine autosomal dominant vererbbare
Erkrankung mit einer geschétzten Privalenz von eins zu einer Million, die auf einer Mutation
des RUNX2-Gens auf Chromosom 6p21 beruht. Ihr Hauptmanifestationsgebiet befindet sich
im Zahn-, Mund- und Kieferbereich, wo neben einem verzogerten Zahndurchbruch und der
grolen Anzahl an iiberzdhligen Zéhnen besonders die derbe wachsartige Konsistenz der
oralen Mukosa imponiert.

Da es in der Literatur bisher keinerlei Untersuchungen zur Zusammensetzung dieser
offensichtlich pathologisch verdnderten Mundschleimhaut gibt, war es Ziel dieser als
Pilotstudie angelegten Arbeit, mit Hilfe einer immunhistochemischen Farbung den Gehalt an
Kollagen Typ I in der oralen Mukosa von Patienten mit Dysostosis cleidocranialis mit einem
gesunden Normalkollektiv zu vergleichen.

Dazu wurden 27 Gewebeproben von sechs erkrankten Patienten und 17 Gewebeproben von
zwoOlf gesunden Kontrollpersonen analysiert, wobei von jeder Gewebeprobe insgesamt sechs
Schnitte angefertigt wurden. Das zu untersuchende Kollagen Typ I wurde anschlieBend durch
einen monoklonalen Antikdrper markiert und nach der APAAP-Technik mit Fast Red
angefarbt. Danach erfolgte die Bestimmung des Kollagengehalts durch ein digitales
Bildanalysesystem.

Dabei zeigte sich eine signifikante Erhohung der Konzentration an Kollagen Typ I in der
Gingiva der hier untersuchten Patienten mit Dysostosis cleidocranialis im Vergleich zu einem
gesunden Normalkollektiv (U-Test von Mann, Whitney und Wilcoxon: p = 0,001, Fischer's
exakter Test: p =0,0003).

Vergleiche dieser Ergebnisse mit anderen Arbeiten zum Gehalt an Kollagen Typ I in der
Mundschleimhaut bei Dysostosis cleidocranialis konnen nicht angestellt werden, da die
vorliegende Arbeit die erste ist, die sich mit dieser Thematik beschéftigt. Somit kdnnen die
Resultate nur mit Erkenntnissen aus dem Gebiet der Genetik und Erkenntnissen zur
hereditiren gingivalen Fibromatosis verkniipft werden. Diese Erkrankung eignet sich in
besonderer Weise zur Gegeniiberstellung mit der Dysostosis cleidocranialis, da ihr eine
pathologische Vermehrung der kollagenen Fasern zu Grunde liegt, woraus eine anndhernd
identische dentale Symptomatik der verdickten Gingiva und der verspiteten Dentition

resultiert.
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Die pathologische Vermehrung von Kollagen Typ I, die bei den hier analysierten
Gewebeproben auffillig war, konnte sowohl durch eine erhohte Kollagensynthese der
Fibroblasten, als auch durch einen verminderten Kollagenabbau bedingt sein.

Wihrend in Knochenzellen eine erhdhte Menge des RUNX2-Proteins mit einer Erhéhung der
Kollagen I-Synthese korreliert, zeigt sich in Fibroblasten ein negativ verstirkender Effekt des
RUNX2-Transkriptionsfaktors auf die Kollagen I-Synthese. In ausgewachsenen, transgenen
Maiusen fiihrt die Reduktion des Spiegels an aktivem RUNX2-Transkriptionsfaktor zu einer
Reduktion der Expression der knochenspezifischen Matrixproteine BSP (bone specific
protein), Osteocalcin, Osteopontin und Kollagen Typ I in Osteoblasten. Somit kdnnte der fiir
die Dysostosis cleidocranialis charakteristische reduzierte RUNX2-Spiegel in den
Fibroblasten iiber diesen negativ verstirkenden Einfluss eine Forcierung der Kollagen I-
Synthese induzieren. Zusétzlich finden sich in der Promotorregion des Kollagenase 3-Gens
Sequenzen, an die der RUNX2-Transkriptionsfaktor spezifisch bindet und damit die
Kollagenase 3-Genexpression aktiviert. Daher konnte der bei Dysostosis cleidocranialis
dezimierte RUNX2-Spiegel tliber die verminderte Kollagenase 3-Expression eine Reduktion
des Kollagenabbaus und somit den in der eigenen Studie ermittelten erhohten Gehalt an
Kollagen Typ I in der Gingiva bedingen.

Ein dhnlicher Pathomechanismus aus verstirkter Kollagensynthese und reduziertem
Kollagenabbau wurde bereits als Ursache der hereditiren gingivalen Fibromatosis
identifiziert, deren Symptomatik im Zahn-, Mund- und Kieferbereich deckungsgleich mit der

der Dysostosis cleidocranialis ist.
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6.2 Patientenkollektiv

6.2.1 Patienten mit Dysostosis cleidocranialis

Patient Alter / Geschlecht  Probennummer Entnahmestelle
Patient 1 22 Jahre, weiblich  2C Regio 21

3C Regio 48

4C Regio 38
Patient 2 14 Jahre, mannlich  13C Harter Gaumen

111C Regio 11
Patient 3 11 Jahre, weiblich  19C Harter Gaumen

75C Regio 15

81C Regio 17/18

89C Regio 48

90C Regio 44
Patient 4 21 Jahre, ménnlich  107C Regio 17
Patient 5 20 Jahre, weiblich ~ 124C Regio 17

126C Regio 13

133C Regio 43



134CI + 11 Regio 42b

135C Regio 43
136C 4. Quadrant
138C Regio 27
141C Regio 21
142C Regio 23
147C Regio 25b
Patient 6 14 Jahre, ménnlich ~ 154C Regio 47
156CI + 11 Regio 48
157C Regio 43 / 44
158C Regio 24b

6.2.2 Patienten der Kontrollgruppe

Patient Alter / Geschlecht  Probennummer Entnahmestelle
Patient 7 47 Jahre, mannlich 7N Regio 31 — 41
Patient 8 14 Jahre, mannlich 17N Harter Gaumen

Patient 9 18 Jahre, weiblich 21N Harter Gaumen



Patient 10

Patient 11

Patient 12

Patient 13

Patient 14

Patient 15

Patient 16

Patient 17

Patient 18

75 Jahre, méannlich

10 Jahre, ménnlich

29 Jahre, weiblich

13 Jahre minnlich

16 Jahre, mannlich

16 Jahre, weiblich

66 Jahre, méinnlich

67 Jahre, mannlich

16 Jahre, weiblich

70N

25N

110N

12IN

56N

64N

65N

67N

68N

73N

119N

170N

Harter Gaumen

Regio 16

Regio 47

Regio 47

Harter Gaumen

Harter Gaumen

Harter Gaumen

Harter Gaumen

Regio 15, 35, 45
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Regio 37
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6.3 Rohdaten

6.3.1 Dysostosis cleidocranialis

Gewebeprobe | Relative Relative Relative Relative Relative
Menge an Menge an Menge an Menge an Menge an
Kollagen I im | Kollagen I im |Kollagen I im |Kollagen I im |Kollagen I im
Schnitt 1 pro | Schnitt 2 pro | Schnitt 3 pro | Schnitt 4 pro | Schnitt 5 pro
100 000 pm® | 100 000 um* | 100 000 pm* | 100 000 pm* | 100 000 pm?

2C 17681 22553 26783 16442 16113

3C 17228 6782 15776 4862 9289

4C 3690 15724 11771 10794 12247

13C 21503 8829 15955 14842 13528

19C 13438 7867 5878 13303 7371

75C 11013 18242 19988 13886 19764

81C 16879 15436 16128 19413 15857

89C 23645 12502 9323 17040 9412

90C 21335 20308 21001 18631

107C 9811 19410 10453 16410 18127

111C 6651 10914 11339 6198 9337

124C 14348 16145 13561 10579 11292

126C 15992 10804 16424 23159 15233
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133C 7685 16300 12754 22565 28690
134C1 16700 11746 9438 8348 15293
134CII 6261 13335 14090 17097 17746
135C 12739 13635 11299 14374 18396
136C 17292 22597 15219 17333 25094
138C 13914 12551 21099 15233 17317
141C 17141 7162 10359 11243 10042
142C 10444 9306 10648 14456 19026
147C 20346 24760 20670 18408 14484
154C 11603 17056 7855 15586

156CI 11153 16678 16296 13539 10260
156CII 13741 13337 14002 14515 11133
157C 7730 20797 11661 9146 12513
158C 8254 9559 8594 10450 19254
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6.3.2 Normalkollektiv

Gewebeprobe | Relative Relative Relative Relative Relative
Menge an Menge an Menge an Menge an Menge an
Kollagen I im |Kollagen I im |Kollagen I im | Kollagen I im | Kollagen I im
Schnitt 1 pro | Schnitt 2 pro | Schnitt 3 pro | Schnitt 4 pro | Schnitt 5 pro
100 000 pm® | 100 000 um* | 100 000 pm* | 100 000 pm* | 100 000 pm?

TN 8453 5824 11341 14148 4721

17N 15185 12360 13312 7157 10934

21N 4904 11803 10953 6820 2143

25N 9564 11222 6368 13333 8961

56N 7674 12042 10752 9399 8376

64N 7242 7081 6277 3984 4254

65N 4996 7913 12492 7680 5397

67N 4505 8967 13844 10988

68N 3379 1123 4701 1448 3113

70N 9093 4409 9265 4645 5620

73N 8309 5338 5521 6243 10693

110N 10070 4161 10902 3779 12246

119N 4541 4989 4006 8105

121N 6535 6452 11943 6651 6668

170N 3436 7110 5866 3925 4624
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