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1. Einleitung

1. Einleitung

Die biologischen Mechanismen von Wachstum und Entwicklung der Schéadelbasis
und des Gesichtsschadels sind fir die Atiologie orofazialer Symptome bzw.
Syndrome und damit auch fir das kieferorthopadische Therapiespektrum von grol3er
Bedeutung (Carlson, 2005). Moyers fasste dies treffend in Worte: ,Without the
biologic dynamics of natural and contrived changes in craniofacial morphology no
occlusion can be improved, no face made more esthetic” (Moyers, 1988).

In wieweit die Interaktion von genetischen und umweltbedingten Faktoren fir den
klinischen Befund eine Rolle spielt, ist in manchen Belangen weitgehend unklar.
Deshalb ist es fur den Kieferorthopaden wichtig, bei allen relevanten genetischen
Faktoren auf dem Laufenden zu bleiben, um Therapien erfolgreich durchzufihren.
Das skelettale Wachstum ist ein komplexer Prozess, der einerseits aus der
enchondralen Ossifikation und der damit verbundenen Mineralisation von Strukturen
besteht (Mackie et al., 2007). Andererseits mussen die kndchernen Einheiten nach
ihrer Genese als dynamische Strukturen betrachtet werden, die einem permanenten
.Remodelling” unterliegen, um ihre Funktionalitdt und Stabilitdt aufrechtzuerhalten
(Proff und Romer, 2009). Wissenschaftliche Erkenntnisse Uber diese komplexen
biologischen Zusammenhdnge ermoéglichen es dem Behandler, gezielt
Entwicklungsvorgdnge zu unterstitzen oder zu hemmen und optimieren so die
kieferorthopadische Behandlung (Schmuth und Diedrich, 2000). Aul3erdem erhalt der
Therapeut Anhaltspunkte Uber das individuelle Behandlungsziel und dessen
Langzeitstabilitdt. Neue Resultate in der Grundlagenforschung im Hinblick auf die
Biologie des Wachstums des Gesichtsschadels koénnen in Verbindung mit
innovativen Methoden und Technologien zu einer Synthese fuhren, die eine
verbesserte Behandlungsqualitat und Effizienz garantiert. Um den optimalen
Zeitpunkt fur die Therapie bzw. den HOhepunkt der Pathogenese zu bestimmen, ist
es erforderlich, die Entwicklung des maxillo — mandibularen Komplexes auf
makroskopischer und molekularbiologischer Ebene zu analysieren. So ist eine
genaue Betrachtung der Verkndcherung bei verschiedenen Krankheitsbildern wie z.
B. bei der Dysostosis cleidocranialis und craniofacialis, bei Morbus Crouzon und dem
Apert — Syndrom sowie bei diversen anderen Syndromen und nicht syndromatischen
Hypo — oder Hyperplasien im Kiefer — und Gesichtsbereich nétig (Rosenberg et al.,
1997; Smartt et al., 2005; Kyrkanides et al., 2007; Rukkulchon und Wong, 2008).
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1. Einleitung

Auch kieferorthopadische Therapiestrategien mit der Zielsetzung Frihforderung und
Wachstumshemmung oder — stimulation erfordern Kenntnisse von der Entwicklung
der betroffenen Strukturen. Von besonderem Interesse sind hierbei die knorpeligen
primaren Wachstumszentren der Schadelbasis, wie z. B. die Synchondrosis
sphenooccipitalis, die Lamina perpendicularis des Nasenseptums und der
mandibulare Gelenkfortsatz, aber auch der Processus alveolaris mit den
Zahnfachern des Ober — und Unterkiefers als kndchernes Beispiel (Scott, 1953;
Kemble, 1973; Roberts und Hartsfield, 2004). Der Verlauf der Ossifikation dieser
Areale und ihre konstante Remodellation stellt eine wichtige Funktion fir die
postnatale Genese des Viszerokraniums dar (Roberts und Hartsfield, 2004; Odmann
et al., 2008).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Ablauf der enchondralen Ossifikation in
der Synchondrosis sphenooccipitalis — laut Virchow dem bedeutendsten priméren
und sekundaren Wachstumszentrum der Schadelbasis (Virchow, 1857). Sie
erscheint primar verantwortlich fir das Wachstum der Schadelbasis (Mao und Nah,
2004). Auch Baume erkannte die Uberragende Bedeutung, die ihr durch ihren Beitrag
zur Genese aller Strukturen des Gesichtschadels, wie auch Maxilla und Mandibula,
zuteil wird, was ihr auch Relevanz in Bezug auf die kieferorthopédische Behandlung
verleiht (Baume, 1970).

Die Synchondrosis sphenooccipitalis als Bestandteil des Chondrokraniums durchlauft
— wie alle Wachstumszentren des basikranialen Bereichs — verschiedene Stadien der
enchondralen Ossifikation, die mit ihrer Expansion und allméhlichen knéchernen
Umwandlung einhergehen (Heinkele und Ewers, 1989). Die Entwicklungsvorgange in
der betreffenden Struktur sollen in der vorliegenden Arbeit genauer dargestellt

werden.



2. Literaturiibersicht

2. Literaturiubersicht

2.1 Theorien der Schadelentwicklung

Die Gestalt des menschlichen Koérpers beruht auf einer regelrechten Entwicklung
seiner skelettalen Strukturen (LeVeau und Bernhardt, 1984). Eine Stbérung dieser
Genese fuhrt zu groRen Defiziten bei Erscheinung und Funktion des gesamten
Organismus (Clarren und Smith, 1977; Blechschmidt und Gasser, 1978; Albright,
1979). In den vergangenen Jahrhunderten wurde in den verschiedenen
medizinischen Fachrichtungen der genaue Ablauf des Wachstums skelettaler
Strukturen erforscht. In der zweiten Halfte des 19. Jahrhundert kam der Berliner
Chirurg und Anatom Julius D. Wolff (1835 — 1902) zu der Ansicht, dass extrinsische
Faktoren die aul3ere Erscheinung sowie den inneren Aufbau kndcherner Strukturen
beeinflussen koénnen (Enlow, 1968). Dieses als ,Wolffsches Gesetz* bekannte
Postulat von der Transformation knécherner Substanz analog zur Funktion versuchte
man auch durch mathematische Formeln auszudricken (Moss, 1980; LeVeau und
Bernhardt, 1984).

Im Laufe der Zeit wurden die Prinzipien der Biomechanik weiter spezifiziert und man
befasste sich auch mit den knéchernen Arealen des Kopfes und des Schédels. Dazu
liegen mehrere unterschiedliche Theorien vor.

So postulierte Brash um 1920, dass das kraniofaziale skelettale Wachstum
ausschlie8lich durch Remodellation des Knochens erfolgt und Suturen und
Knorpelareale keine Rolle spielen (Brash, 1924). Weinmann und Sicher waren in den
vierziger Jahren der Ansicht, dass hauptsachlich das suturale Bindegewebe und
knorpelige Wachstumszentren fur das Wachstum im Schadelbereich verantwortlich
sind. Laut Weinmann und Sicher erfolgt das ,Bone — Remodelling“ nur aufgrund von
lokalen Einflissen (Carlson, 2005). In der funfziger Jahren stellten Suturen fir Scott
jedoch eher nur sekundéare oder kompensatorische Wachstumszonen dar (Scott,
1954). Auch nach heutigen Lehrmeinungen wird den Suturen eine eher
ausgleichende Funktion zugerechnet (Fanghanel et al., 2003). Scott proklamierte,
dass das Nasenseptum die aktivste und wichtigste Struktur fur die kraniofaziale
Entwicklung pra — und postnatal sei. Seiner Theorie zufolge drangt das Wachstum
des knorpeligen Nasenseptums alle Gesichtsknochen bis auf den Unterkiefer nach
ventral und kaudal und somit weg von der Schadelbasis (Scott, 1953). Auch die

mandibuldren Kondylen und vor allem ihr sekundarer Knorpel waren bei ihm von

3



2. Literaturiibersicht

herausragender Bedeutung (Scott, 1954). In den folgenden Jahren wurden weitere
Studien durchgefuhrt, um die genannten Theorien zu beweisen oder zu widerlegen.
Man kam zu dem Ergebnis, dass sowohl das Remodelling, als auch die Suturen, die
Schadelbasis und das Nasenseptum grof3e Anteile an der Entwicklung des
Gesichtsschadels haben. Alle Theorien beinhalteten, dass das kraniofaziale
Wachstum vererblich und intrinsisch genetisch reguliert ist (Carlson, 2005). In den
sechziger Jahren jedoch stellte Moss die kontrovers diskutierte Behauptung auf,
dass die Hereditdit das Wachstum des Schadels zwar einleitet, danach jedoch
danach nur noch von untergeordneter Bedeutung ist. Er ging phasenweise sogar
soweit, zu behaupten, es gabe keine Gene, die fir Knochen codieren (Moss —
Salentijn, 1997). Moss betrachtete das Skelett in einer dynamischeren und
funktionelleren Weise als die Forschung vor ihm (Moss — Salentijn, 1997) und vertrat
vielmehr die Hypothese der funktionellen Matrix, die besagt, dass Wachstum nur als
direkte Antwort auf Umwelteinflisse bzw. auf Veranderungen der benachbarten
Strukturen erfolgt. Eine Hypothese seiner Forschung lautete: ,Knochen wachsen
nicht, Knochen sind gewachsen.” (Moss, 1962). Fur die Schadelentwicklung sind
nach Moss nur zwei Elemente notig: Die funktionelle Matrix bestehend aus den
umgebenden und in Funktion stehenden Weichgeweben und die skelettale Einheit
bestehend aus den kndchernen Strukturen, die die funktionelle Matrix unterstitzen
(Moss, 1962). Knochenwachstum erfolgt laut Moss nur sekundar und
kompensatorisch zur Ausdehnung der funktionellen Matrix.

Gegen Ende der sechziger Jahre prasentierte Enlow die Theorie des aquivalenten
Wachstums, die den Schadel in mehrere getrennt voneinander zu betrachtende
Bereiche einteilt, die sich in ihrer Entwicklung gegenseitig beeinflussen bis sich ein
Gleichgewicht zwischen den Strukturen einstellt (Enlow, 1968).

Eine weitere bedeutende Lehrmeinung stellt die Servosystem — Theorie von Petrovic
aus den siebziger Jahren dar. Ihr zufolge provoziert die Wachstumsrichtung des
Mittelgesichtes nach kaudal und ventral eine Anteriorverlagerung des
Oberkieferzahnbogens. Dadurch entsteht eine Diskrepanz zwischen der Ober — und
der Unterkieferdentition, die zwar gering ist aber dennoch den Tonus der
protrudierenden Muskulatur erh6ht. Die Aktivierung dieser Muskeln wirkt sich sowohl
auf den kondylaren Knorpel als auch auf das Kiefergelenk aus und dient dadurch als

Wachstumsstimulus fur den Kondylus (Petrovic, 1974). Die Servomotor — Theorie
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basiert darauf, dass alle am Wachstum beteiligten Prozesse hormonell geregelt sind
und sich gegenseitig beeinflussen (Petrovic und Stutzmann, 1980).

Nach revolutionaren Erkenntnissen auf dem Gebiet der Molekularbiologie und
Genetik entstand das Bedirfnis, Konzepte zur genetischen Analyse des
Schadelwachstums zu entwickeln. T.H. Morgan beschéftigte sich schon vor ca. 75
Jahren mit der Frage, ob alle Gene immer aktiv sind oder nur zu bestimmten Zeiten
im Verlauf der Entwicklung (Carlson, 2005). Die Theorie von Scott machte deutlich,
dass es primare Wachstumszentren — in diesem Fall das Nasenseptum — gibt, an
denen die fir das Schadelwachstum codierenden Gene exprimiert werden. Moss’
Theorie von der funktionellen Matrix lenkte das Augenmerk auf
Transkriptionsfaktoren, die in der postnatalen Phase der Schadelentwicklung diese
kontrollieren, und deren Beeinflussung durch die Umwelt (Carlson, 2005). Die
heutige Forschung beschaftigt sich nun damit, inwieweit die Morphogenese von
genetischen und intrinsischen Faktoren reguliert wird, inwieweit extrinsische
Faktoren die Genexpression verandern und wie die Genexpression das postnatale
Wachstum sowie die Reaktion auf eine kieferorthopadische Behandlung

beeinflussen.

2.2 Makroskopische Schadelentwicklung

2.2.1 Pranatale Schadelentwicklung

Das Anlagematerial des Schadels ist das Kopfmesoderm mit unterschiedlichen
Urspringen. Dabei wird der vordere Teil der Schadelbasis und der Gesichtsschéadel
von Mesektoderm, das von der Prachordalplatte und der Neuralleiste geliefert wird,
gebildet (Johnston et al., 1974).

Nach der Vereinigung der Geschlechtszellen kommt es zwischen dem 21. und 25.
Schwangerschaftstag zur Ausbildung des Prosencephalon. Die Entstehung dieser
ersten schadeldhnlichen Struktur wird durch das Einwandern von Zellen aus der
Neuralleiste induziert (Johnston und Bronsky, 1995). Das mit Epithel Gberzogene
Mesenchym vermehrt sich ungleichmé&Rig und es bilden sich fiinf Gesichtswiilste,
namlich der mediale Stirnwulst und die jeweils paarigen Ober- und Unterkieferwilste,
die das Stomatodeum, den Vorlaufer der Mundoéffnung, umschlieRen (Miethke,
2000). Der Stirnwulst wird weiterhin in die jeweils paarigen lateralen und medialen
Nasenwilste unterteilt (Johnston und Bronsky, 1995). Durch das Wachstum der an
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2. Literaturiibersicht

das Stomatodeum angrenzenden Strukturen entsteht schlieBlich die primére
Mundhohle. Kaudal des Oberkieferwulstes befinden sich funf, bzw. sechs
Kiemenbdgen, wobei sich jedoch der funfte Kiemenbogen sofort nach dem
Entstehen zurtickbildet, und die verbleibenden Kiemenbdgen die Nummern 1,2,3,4
und 6 tragen (Miethke, 2000). Alle innerhalb dieser, durch die Kiemenbdgen
erzeugten Abschnitte liegenden Strukturen haben beim Menschen eine gemeinsame
Blut- und motorisch — sensible Nervenversorgung (Miethke, 2000). Dieser Tatsache
kommt bei der Anasthesie oder Lasion eines betreffenden Nervens besondere
Bedeutung in Hinblick auf das Areal der ausfallenden Strukturen zu. Aul3erdem
besteht die Theorie, dass die embryonale Gesichtssegmentierung Einfluss auf die
Tumorausbreitung hat (Sperber, 1989).

Daraufhin  kommt es durch eine Kombination aus Zellproliferation und
morphogenetischen Veranderungen zur Vermehrung des Epithels, wodurch sich die
Gesichtswiulste einander annéhern (Johnston und Bronsky, 1995). Das Mesenchym
von Oberkiefer- und Nasenwdlsten ist dabei noch durch eine Epithelmauer getrennt.
Diese l0st sich durch mesenchymale Penetration auf. Die fazialen Wilste nahern
sich nun ungehindert weiter einander an und wachsen nach kaudal und ventral,
wobei sich die Oberkieferwilste unter die lateralen Nasenwdulste schieben und sich
schliel3lich mit den medialen Nasenwilsten vereinigen (Diewert und Wang, 1992;
Johnston und Bronsky, 1995). Durch Verschmelzen der Oberkiefer — und der
medialen Nasenwilste entsteht der primare Gaumen, der die Mundhdhle nach
kranial abschliel3t (Johnston und Bronsky, 1995; Miethke, 2000). Die unvollstandige
oder ganzlich unterbliebene Auflésung der Epithelmauer ist die Ursache fur die
verschiedenen Formen von Lippen — und Kieferspalten (Johnston und Bronsky,
1995). Im gleichen Zeitraum entwickeln sich Augen und Hals, so dass man gegen
Ende der finften Woche eine erste Andeutung des menschlichen Gesichts
feststellen kann (Kjaer, 1998; Miethke, 2000) (siehe Abb. 1).
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Mittlerer Nasenwulst
Riechplakode

Oberkieferwulst
» Mundbucht

1. Kiemenbogen

2. Kiemenbogen

3. Kiemenbogen

Abb. 1 Vorderansicht des Kopfes und des Halses eines sechs Wochen alten
menschlichen Embryos (8mm SSL), rasterelektronische Aufnahme
(aus: Hinrichsen, 1985)

In der siebten Woche kommt es neben einer allgemeinen Gewebevermehrung auch
zu einer verstarkten Gewebedifferenzierung. Die Bindegewebsanhaufungen an der
Schédelbasis differenzieren zu Knorpel, wodurch das Chondrokranium, der Vorlaufer
der kndchernen Schéadelbasis, sowie Nasen- und Ohrknorpel gebildet werden (Kjaer,
1990). Aus dem ersten Kiemenbogen entsteht der Meckelsche Knorpel als erste
Struktur des spateren Unterkiefers, der auch zur Entwicklung desselben beitragt
(Bhaskar et al., 1953). Die Mandibula legt sich ihm schalenartig als bindegewebiger
Deckknochen an. Der Meckelsche Knorpel bildet weiterhin zusammen mit der Anlage
des Amboss und der Ohrkapsel das ,priméare Kiefergelenk® (Hinrichsen, 1990).

Erste Anzeichen der Schadelbasis treten in Form von vorknorpligen Blastemen im
Carnegie — Stadium 16 auf. Zu ihnen zahlen die seitlich der Chorda gelegenen
Parachordalia, die Trabeculae und Polknorpel neben und vor der Hypophyse sowie
die Ohrkapsel seitlich um die Layrinthanlage (Hinrichsen, 1990). Nach zweieinhalb
bis drei Schwangerschaftsmonaten ist die Basalplatte der Schadelbasis in Form
einer flachen Schale aus Knorpel grof3tenteils ausgebildet. Diese stutzt bis dahin
zusammen mit dichten Bindegewebsmembranen das Gehirn des Embryos (Clara,
1949; Walberg, 1960; Shapiro und Robinson, 1980). Im Medianbereich dieser
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primitiven Schadelbasis befinden sich wahrend der intrauterinen Periode drei bis funf
Synchondrosen, die eine schnelle Expansion dieses Bereichs garantieren (Tillmann
und Tondury, 1987). An der knorpeligen Schadelbasis sind im prachordalen
Abschnitt die Nasenkapsel und der Anlagebereich des Keilbeins zu unterscheiden,
wéahrend im chordalen Teil dorsal der Hypophyse die Anlage des Hinterhauptsbeines
den Hirnstamm noch nicht vollstdndig umschliel3t (Hinrichsen, 1990). Parallel zum
synchondralen Wachstum kommt es zu einer Ventral — Kaudal — Verlagerung der
Schadelbasis durch Resorption auf der endokranialen und Apposition auf der
ektokranialen Seite (Miethke, 2000). Es ist umstritten, ob vor der Geburt eine
Anderung des Schadelbasiswinkels Nasion — Sella — Basion eintritt oder nicht
(Rakosi, 1979).

Gleichzeitig zur Schadelbasis entwickeln sich die von den Nasenwilsten gebildeten
Riechplakoden durch verstarkte Epithelproliferation nach fazial zu Riechgruben und
schlieBlich zu Riechschlauchen. Die oben genannte Epithelmauer trennt die
Riechgruben fur kurze Zeit von Mund- und Nasenraum und wird als Membrana
bucconasalis bzw. oronasalis bezeichnet. Ihr Einrei3en ist essentiell fur die Bildung
der Apertura nasalis interna sowie der primitiven Choanen am Ende der flnften
Schwangerschaftswoche (Kahl — Nielke, 2010).

In der sechsten Schwangerschaftswoche treten zwei leistenahnliche Fortsatze, die
sog. Gaumenplatten auf. Diese hangen nach kaudal in den Sulcus alveolingualis. Die
Zunge verlagert sich ebenfalls nach kaudal, woraufhin sich die Gaumenplatten
aufrichten und schliel3lich eine horizontale Lage einnehmen. Es kommt dadurch
zwischen siebter und achter Schwangerschaftswoche zur Bildung des sekundéaren
Gaumens (Kraus et al., 1966). Die Gaumenplatten verschmelzen nach ventral mit
dem dreieckigen primaren Gaumen und hinterlassen an der Vereinigungsstelle der
drei Strukturen das Foramen incisivum. Drei Wochen nach Beginn des
Gaumenschlusses am Ende der neunten Schwangerschaftswoche ist der gesamte
harte Gaumen geschlossen (Kitamura, 1966). Wahrend der Verbindung der
Gaumenplatten wachst das Nasenseptum nach kaudal und vereinigt sich mit dem
zuvor gebildeten Gaumen wiederum erst durch Bildung einer Epithelmauer und dann
durch deren Einschmelzen. Diese anfangliche epitheliale Barriere wird nun durch
Bindegewebe ersetzt. Kommt es bei diesem Entwicklungsvorgang zu Stérungen,
konnen Gaumenspalten auftreten, die infolge des Verschlussmechanismus nach
hinten offen sind (Horch, 2006).
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Die definitiven Choanen liegen nun am Ubergang der Nasenhéhle in den Pharynx. In
der achten Woche kommt es im Bereich der spateren Milchz&hne zur ersten
maxillaren Knochenbildung (Kjaer, 1989).

Die Entstehung des Unterkiefers wird dadurch eingeleitet, dass der Nervus
mandibularis noch vor Bildung des ersten Kiemenbogens ins Bindegewebe dieser
Region wachst (Sperber, 1989) und eine neurotrope Stimulation fur das mandibulare
Knochenwachstum darstellt (Kjaer, 1990; Miethke, 2000). Analog zum Oberkiefer
sind auch im Bereich des spateren Unterkiefers zwei Wilste zu erkennen, die sich
vergrof3ern und zum Zeitpunkt der Bildung des primaren Gaumens sich ebenfalls
aufeinander zu bewegen. Zwischen dem 41. und dem 45. Schwangerschaftstag
bildet sich der Meckel — Knorpel, der eine Leitschiene fir diese Vorgange und ein
Modell fur die Verknécherung bestimmter Areale im Kinnbereich des Unterkiefers
darstellt (Kolliker, 1879). Wenn die Ausbildung des Meckel — Knorpels etwa in der
siebten Woche ihren Hohepunkt erreicht hat, treten die ersten Verknécherungszonen
im Unterkiefer an der Teilungsstelle des Nervus mandibularis in den Nervus incisivus
und den Nervus mentalis auf, und setzen sich U — férmig entlang des Nervus
alveolaris inferior nach mesial und distal fort (Kjaer, 1990). In der zehnten bis elften
Schwangerschaftswoche formieren sich sekundare Knorpel in den ventralen und
dorsalen Endbereichen der Mandibula, aus denen die Processus condylares und
coronoidei, sowie die Protuberantia mentalis hervorgehen (Graber, 1972) (siehe Abb.
2). Der zapfenartige in das posterosuperiore Ramusgebiet eingelassene Knorpel
beginnt ab der elften Woche zu mineralisieren, ist ab dem flinften Monat weitgehend
verkndchert und bleibt als Wachstumsknorpel des Kiefergelenks zeitlebens erhalten
(Kahl — Nielke, 2010).

Fetus 1_2 \_Nk s /9 Bone: alizarin red
(9.2 cm CRL) ¥ .~ Cartilage: alcian blue

Abb. 2 12 Wochen alter Fetus, Alizarin — Farbung (aus: Diewert, 1985)
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2.2.2 Postnatale Schadelentwicklung

Postpartal kommt es in beiden beiden Kiefern zu starker Knochenapposition, um den
fur die Dentition bendtigten Platz zu schaffen. Das Grol3enverhaltnis von acht zu eins
zwischen Neuro- und Viszerokranium bleibt nach der Geburt zun&chst unverandert.
Es verandert sich erst mit dem Durchbruch der Milcheckz&hne und Milchmolaren, der
sich durch eine starke Vorwolbung des Alveolarfortsatzes ankiindigt, zugunsten des
Viszerokraniums (Miethke, 2000). Im Alter von acht Jahren ist das Wachstum des
Neurokraniums weitgehend abgeschlossen und es kommt durch weitere
VergroBerung des Viszerokraniums nach ventral und kaudal zu einer
Umproportionierung des Kopfes. Diese Verlagerung beinhaltet eine Ventral — Kaudal
— Translation von Ober — und Unterkiefer (Whittaker, 1986). Im Bereich der
Schadelbasis erfolgt eine Resorption an der endokranialen und eine Apposition an
der ektokranialen Seite, was wiederum eine Verlagerung des nasomaxillaren
Komplexes nach vorne — unten bewirkt (Miethke, 2000). Enlow ging davon aus, dass
das Wachstum der Schadelbasis autonom ablauft, wéahrend die Entwicklung
Schadelkalotte von der funktionellen Matrix bestimmt wird (Enlow, 1975; 1976).

Vor dem Einsetzen der Entwicklung des Alveolarfortsatzes und dessen postnataler
Gebrauchsperiode dienen das Nasenseptum, die Sutura palatina und die Zahnfacher
als skelettale Wachstumszentren der Maxilla im Hinblick auf Langen —, H6hen — und
Breitenwachstum (Roberts und Hartsfield, 2004). Das Wachstum des harten
Gaumens erfolgt durch eine Langenzunahme am dorsalen Ende. Gleichzeitig ist
auch eine Dorsalverlangerung der Alveolarfortsatze festzustellen, um Platz fur die
spater durchbrechenden Zuwachszahne zu schaffen. Diese Tatsache steht in engem
Zusammenhang mit dem bipolaren Wachstum der Synchondrosis sphenooccipitalis
(Miethke, 2000) (siehe Abb. 8). Die weitere Vergrof3erung des Oberkiefers erfolgt
durch Knochenapposition im Bereich des zirkomaxillaren Suturensystems. Hierbei
sind vor allem die Sutura frontonasalis, frontomaxillaris, frontolacrimalis,
frontozygomatica, temporozygomatica, sphenozygomatica, zygomaticomaxillaris,
ethmoideomaxillaris, frontoethmoidalis, pterygopalatina, nasomaxillaris, palatina
mediana und vomerica zu nennen (Miethke, 2000). Da die Schadelbasis mit ihrem
anterioren Teil das Dach des nasomaxillaren Komplexes darstellt, wird ihr eine
besondere Bedeutung bei der Entwicklung des gesamten Mittelgesichtes zutell
(Crawford, 1976).
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Der postpartale Unterkiefer liegt im Vergleich zum Oberkiefer in relativ rudimentarer
Form vor und ist durch kurze Rami, wenig ausgebildete Processus condylares, einen
grof3en Kieferwinkel und eine mediane Synarthrose zwischen der rechten und linken
Spange gekennzeichnet. Die weitere Entwicklung erfolgt durch eine Transformation
der Mandibula. Diese umfasst eine Abnahme des Kieferwinkels, eine
Langenzunahme der Rami und eine HOhenzunahme des Corpus durch die
Ausbildung der Alveolarfortsdtze  (Miethke, 2000). Ein  bedeutendes
Wachstumszentrum stellt der Processus condylaris dar, durch dessen intensives
Wachstum der Unterkiefer nach kaudoventral verlagert wird (Scott, 1953). Das
weitere sagittale Unterkieferwachstum besteht aus Apposition am Hinterrand und
Resorption am Vorderrand, wobei die Apposition die Resorption Ubertrifft. Dies flhrt
dazu, dass auch die Breite des Ramus zunimmt (Scott, 1953).

Wahrend das pra — und friihe postnatale Wachstum des nasomaxillaren Komplexes
auf der Funktion von primaren knorpeligen Wachstumszentren beruht, stiitzt sich das
postnatale Wachstum nach Einstellen der Okklusion hauptsachlich auf funktionell
ausgerichtete sekundare Wachstumsplatten (Roberts und Hartsfield, 2004). Die
Tatigkeit der primaren knorpeligen Wachstumszentren nimmt ab, sobald das
skelettale Wachstum des Oberkiefers auf sekundarer Knochenapposition im Bereich
der maxillaren Suturen und auf der Entwicklung der Dentition basiert (Roberts und
Hartsfield, 2004), die laut der Theorie von Moss als funktionelle Matrix dient. Diese
Ereignisse fallen demnach in die Phase des Zahndurchbruchs und des frihen
Milchgebisses. Nichtsdestotrotz bleibt zu berlcksichtigen, dass die Synchondrosis
sphenooccipitalis als einziges Wachstumszentrum bis weit nach der Geburt
permanent aktiv bleibt (Mao und Nah, 2004). Dies verleiht ihr grof3e Bedeutung bei
der postnatalen Entwicklung der Schadelbasis und somit auch des kompletten
Mittelgesichtes, was dadurch bewiesen wird, dass vorzeitiger Synchondrosenschluss
zu Mittelgesichtshypoplasien fuhrt (Watzek et al., 1977).
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2.3 Schadelentwicklung histologisch und molekularbi ologisch

2.3.1 Desmale Ossifikation

Der Beginn der desmalen Ossifikation findet in der achten Schwangerschaftswoche
im Bereich des Os frontale statt. Das Os frontale zeigt als erste Struktur des
Schadels Anzeichen von Verknocherung (Kjaer, 1990). Dabei entsteht Knochen
direkt aus dem Mesenchym, wobei sich Mesenchymzellen tber Vorlauferzellen, sog.
Osteoprogenitorzellen, zu Osteoblasten umwandeln. Diese synthetisieren Osteoid,
eine Vorform des Knochens, und werden schlie3lich von dieser Substanz komplett
umgeben, worauf sie zu Osteozyten differenzieren (Kihnel, 2002). Es kommt zur
Ausbildung balkenformiger Knocheninseln und daraufhin zur Mineralisation des
umgebenden Osteoids durch die Osteoblasten. Diese lagern Calcium und Phosphat
ein, wodurch Hydroxylapatit [Caip (PO4) 6(OH),] entsteht. Hxdroxylapaptit stellt den
Hauptbestandteil der anorganischen Phase des Knochens dar (Proff und Rémer,
2009). Von den Osteoblasten werden nun Matrixvesikel ins Osteoid abgesondert und
es bilden sich Zentren, an denen eine weitere Ablagerung und Kristallisation der
oben genannten Mineralsalze erfolgt. Wenn Osteoblasten von unmineralisiertem
Osteoid oder von mineralisiertem Knochen umgeben sind, transformieren sie sich
und man bezeichnet sie nun als Osteozyten (Franz — Odendaal et al., 2006). An der
AulRRenflache der Knochenbalkchen lagern sich laufend Osteoblasten an, die neue
Knochengewebsschichten bilden. Es kommt zum Anlagerungs- oder appositionellen
Wachstum (Kihnel, 2002). Die Trabekel vergréf3ern sich und wachsen schlie3lich zu
primaren Ossifikationszentren zusammen. Durch diese direkte Art der Osteogenese
entstehen die Knochen der Schadelkalotte (Os parietale, grof3e Teile des Os frontale,
Os temporale, posteriore Teile des Os occipitale, Teile der Maxilla und Teile der
mandibuldren Spange ohne die Endbereiche. Die durch desmale Ossifikation
synthetisierten Strukturen des Schadels werden zusammen als Desmo — oder
Exokranium bezeichnet (Miethke, 2000).
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2.3.2 Enchondrale Ossifikation

2.3.2.1 Enchondral ossifizierende Strukturen

Die enchondrale Ossifikation entspricht der desmalen Ossifikation mit dem
Unterschied, dass der spatere Knochen zuerst als Knorpelmodell vorliegt, das
allméhlich durch Knochengewebe ersetzt wird (Mackie et al., 2007). Diese Form der
Knochenbildung ist typisch fur Réhrenknochen, Wirbelkorper, Beckenknochen und
bestimmte Anteile des Schadels und insbesondere der Schadelbasis. Die enchondral
gebildeten Teile des Schéadels bezeichnet man als Chondrokranium (Kjaer, 1990;
Kjaer, 1993). Die ersten Anzeichen von enchondraler Ossifikation sind an den
kaudalen Partien des Os occipitale festzustellen, darauf folgen baso - und
prasphenoidale und schlie3lich ethmoidale Bereiche (Kjaer, 1990). Dabei sind die
Synchondrosen von herausragender Bedeutung. Diese verhalten sich analog zu
epiphysaren Wachstumsplatten, mit dem Unterschied, dass das Wachstum an den
Epiphysen nur in eine Richtung erfolgt, wahrend die Gewebezunahme bei
Synchondrosen bidirektional gerichtet ist (Weathall, 2009).

Vermutlich das bedeutendste primare und sekundare Wachstumszentrum im
kraniofazialen Bereich ist die im anterioren Bereich der Schadelbasis gelegene
Synchondrosis  sphenooccipitalis  (Virchow, 1857). Weitere bedeutende
Wachstumszentren befinden sich im Bereich des Condylus mandibulae und der
Lamina perpendicularis (Scott, 1953). Die Wachstumszentren beeinflussen die
Entwicklung des Viszerokraniums durch interstitielle Expansion, wodurch es zu
primarem oder sekundarem Wachstum kommt (Roberts und Hartsfield, 2004). Bei
der basikranialen Entwicklung spielt die Chorda dorsalis eine bedeutende Rolle. Das
Mesenchym, das den kranialen Anteil der Chorda dorsalis umgibt, differenziert zu
parachordalem Knorpel, aus dem sich danach die Pars basilaris des Os occipitale
entwickelt (Miethke, 2000). Wahrend des zweiten Monats setzt die enchondrale
Ossifikation in Form von Zentren im basokzipitalen, basoethmoidalen und
prasphenoidalem Bereich ein. Eine zusammengeschlossene knorpelige
Schadelbasis ist erstmals im Carnegie — Stadium 18 zu beobachten (Miller und
O’Rahilly, 1980).

Daraufhin breitet sich die knorpelige Anlage des Os occipitale um das Neuralrohr

nach dorsal hin aus. Ventral vom Parachordalknorpel liegen die Hypophysenknorpel
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und die Trabeculae cranii, aus denen sich ebenfalls enchondral die Korper des
Keilbeins und des Siebbeins bilden (Hinrichsen, 1990). Die Knorpelstrukturen, aus
denen die oben genannten Anteile der Schadelbasis hervorgehen, bilden eine medial
gelegene Knorpelplatte, die sich von der Nasenregion bis zum ventralen Rand des
Foramen magnum erstreckt. Auf beiden Seiten dieser Platte entstehen weitere
Knorpelkerne, aus denen die grofRen und die kleinen Keilbeinfligel entstehen.
Ebenfalls lateral der medialen Platte entsteht die knorpelige Labyrinthkapsel, aus der
die Pars petrosa sowie die Squama temporalis des Schlafenbeines hervorgehen
(Hinrichsen, 1990).

Zwischen der zehnten und elften Woche formt sich wie oben erwdhnt ein
Knorpelmodell fir die Processus condylares und coronoidei in den Endbereichen der
Mandibula (Shen et al., 2006). Die kranialen Anteile des kondylaren
Sekundarknorpels bleiben praktisch das gesamte Leben lang erhalten und sind
funktioneller Bestandteil des Kiefergelenks. Dieser danach verbleibende Knorpel
dient als Wachstums — bzw. Gelenkknorpel (Shen und Darendeliler, 2006)

Fur das Wachstum des Mittelgesichts ist ein Knorpel im mesoethmoidalem Bereich
von Bedeutung, der die zentralen Strukturen der vorderen Schadelbasis formt. Es
handelt sich dabei um die Lamina perpendicularis des Os ethmoidale im Bereich der
spateren Crista galli, die als Teil des Nasenseptums betrachtet wird (Roberts und
Hartsfield, 2004) (siehe Abb. 3). Schon pranatal bewirkt diese Struktur eine
Verlagerung der Maxilla nach ventral und kaudal (Furstman et al., 1971). Ungefahr
bei der Geburt dehnt sich die Lamina perpendicularis weiter nach dorsal aus und
schiebt so das komplette Viszerokranium nach ventral, indem es das Wachstum der

Maxilla an den zirkomaxillaren Suturen induziert (Scott, 1959; Carlson, 2005).
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Lamina perpendicularis

Abb. 3 Anatomie des Nasenseptums und Lage der Lamina perpendicularis
(aus: Gray, 1918)

Nach einem Jahr verkndchert die Lamina perpendicularis des Os ethmoidale und |6st
im dritten Jahr eine VergroRerung der Nasenhdhlen nach kaudal aus, wodurch sich
das Gesicht in vertikaler Richtung verlangert (Scott, 1953). Ein Trauma oder eine
Infektion des Nasenseptums wahrend seiner Entwicklung kann deshalb zu einer
Hypoplasie des Oberkiefers bzw. des Mittelgesichts fihren (Kemble, 1973). Lamina
perpendicularis und Crista galli beginnen ungefahr zwei Monate nach der Geburt zu
mineralisieren. lhre Verkndcherung erfolgt nach etwa 14 Monaten (Belden et al.,
1997).

2.3.2.2 Synchondrosis sphenooccipitalis als Wachstu mszentrum der

Schadelbasis

Obwohl es im sphenoidalen und okzipitalen Bereich mehr als 25 Wachstumszentren
gibt, fallt die groRte Bedeutung im Hinblick auf die Schéadelentwicklung der
Synchondrosis sphenooccipitalis zu (Hinrichsen, 1990; Adem et al., 1999).
Entwicklungsgeschichtlich betrachtet ist sie eine residuale Knorpelplatte des fetalen
Chondrokraniums (Scott, 1958). Sie stellt das Verbindungsstiick zwischen der
Entwicklung der Schéadelbasis und des Gesichtsschadels dar und beeinflusst zudem
die Positionen von Maxilla und Mandibula (Lei et al., 2008). Die sphenookzipitale
Synchondrose ist dorsal der Sella turcica zwischen Keilbein und dem basalen Tell
des Hinterhauptsbein lokalisiert und bleibt als einziges Wachstumszentrum der
Schadelbasis beim Menschen bis ins junge Erwachsenenalter aktiv (Mao und Nah,
2004) (siehe Abb. 4, 5, 6 und 7). Durch ihre im Vergleich zu anderen
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Wachstumszentren verlangerte Aktivitat trdgt sie den groften Anteil an der
Entwicklung der Schadelbasis, zumal diese zu einem grof3en Teil postnatal
stattfindet (Takigawa et al., 1984, Kyrkanides et al., 2007). Im Speziellem ist sie fur
die VergrélRerung und Entwicklung des Bereichs zwischen Basion und Fossa
hypophysialis zustdndig, was die oben genannten Auswirkungen auf die
Nachbarstrukturen hat (Scott, 1953). Im Vergleich zu anderen wachstumsaktiven
knorpeligen Arealen weist sie einen mittelmaRigen Gehalt an fiorosem Matrixgewebe
auf, der zwar Gber dem des kondylaren Knorpels aber unter dem des Nasenseptums
liegt (Koski, 1975). Makroskopisch erscheint die sphenookzipitale Synchondrose als
hyaline Knorpelformation, die in umgebendes Knochengewebe eingebettet ist
(Nakamura et al.,, 1999). Mikroskopisch betrachtet besteht sie aus zwei
fortsatzahnlichen Wachstumsplatten, die an ihren Reservezonen miteinander
verbunden sind, wodurch das charakteristische bidirektionale Wachstum wahrend
der enchondralen Ossifikation moéglich wird (Maoh und Nah, 2004). In der Mitte
dieses Wachstumszentrums befindet sich eine Zone von Chondrozyten, auf die in
Richtung Peripherie die fur enchondral ossifizierende Strukturen typischen Zonen der
Proliferation, Hypertrophie und Verknoécherung folgen (Nakamura et al., 1999). Einen
fur die Schadelentwicklung wesentlichen Vorgang stellt die Verkndcherung der
Synchondrosis sphenooccipitalis dar, da Wachstum nur bei unverkndcherter
Synchondrose madglich ist (Heinkele und Ewers, 1989). Ihr Wachstum kommt zum
Stillstand, wenn sich eine kndcherne Verbindung zwischen dem sphenoidalen und
dem okzipitalen Synchondrosenpol gebildet hat (Heinkele und Ewers, 1989). Diese
Ossifikationsbriicken treten beim Menschen erstmals gegen Ende des spaten
Wechselgebissalters auf und haben mit Erreichen des Erwachsenenalters den
Synchondrosenschluss zur Folge (Heinkele und Ewers, 1989). Stérungen ihrer
Entwicklung und ihr fruhzeitiger knocherner Verschluss konnen schwere
Mittelgesichtshypoplasien nach sich ziehen (Hoyte, 1991; Rosenberg et al., 1997,
Kyrkanides et al., 2007).
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Abb. 4 Schadelbasis nach Entfernung des Gehirns bei einem Macaca fuscata
— Affen. Der obere Pfeil weist auf die Sella turcica, der untere Pfeil weist
auf die posteriore Schadelbasis. Die Synchondrosis sphenooccipitalis
ist dazwischen lokalisiert (aus: Nakamura et al., 1999)

Abb. 5 Sagittale Hemisektion der posterioren Schadelbasis bei einem Macaca
fuscata — Affen. Der obere Pfeil weist auf die Sella turcica, der untere
Pfeil weist auf die Synchondrosis sphenooccipitalis (aus: Nakamura et
al., 1999)
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Synchondrosis
sphenooccipitalis

Abb. 6 Lage der Synchondrosis sphenooccipitalis im MRT (aus: Sekula et al.,
2005)

Synchondrosis sphenooccipitalis

Abb. 7 Lage der Synchondrosis sphenooccipitalis bei der Ratte (aus: Tang und
Mao, 2006)
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2.3.2.3 Molekularbiologischer Ablauf der enchondral en Ossifikation

Das mesenchymale Gewebe im Bereich der spateren Schadelbasis verdichtet sich
durch Differenzierung der mesenchymalen Zellen zu runden Chondroblasten
ungefdhr in der sechsten Schwangerschaftswoche zu einem Knorpelblastem
(Hinrichsen, 1990).

Daraufhin umgeben sich die Chondroblasten mit kollagenen Fasern und einer
homogenen basophilen Grundsubstanz und bilden schlief3lich die Modelle fur die
oben genannten kndchernen Strukturen aus hyalinem Knorpel. Dieser Ort der
Knochenentstehung wird als Wachstumsplatte bezeichnet. Sie besteht aus einer
Ansammlung von Knorpelzellen zwischen einem sekundéren Ossifikationszentrum
und der primaren Spongiosa (Kronenberg, 2003). Eine Synchondrose besteht aus
zwei einander gegentberliegenden Wachstumsplatten mit bidirektionalem Wachstum
(Weathall et al., 2009) (siehe Abb. 8).

Erosions- /
Ossifikationszone

Hypertrophiezone
Proliferationszone

Reservezone

Abb. 8 Bidirektionales Wachstum der Synchondrosis sphenooccipitalis zweier
Ratten, HE — Farbung (aus: Tang und Mao, 2006)

Die ersten kndchernen Formationen, die durch enchondrale Ossifikation entstehen,
sind vom spongidosen Typ. Diese Struktur ergibt sich daraus, dass sich die
Knorpelzellen auflésen und die interzellulare Matrix mineralisiert (Roberts und
Hartsfield, 2004). Im mandibularen Bereich zum Beispiel werden die Chondrozyten
von Osteoklasten abgebaut und durch Lamellenknochen ersetzt. Daraufhin wird der
spongidose Knochen durch Remodellation zu Lamellenknochen umgebaut, dessen
Trabekel nach der Belastungsrichtung ausgerichtet werden (Roberts und Hartsfield,
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2004). Im ersten Schritt der enchondralen Ossifikation werden die Knorpelmodelle
von einer dicken gefalireichen Mesenchymschicht umgeben, die das Perichondrium
bildet. Die Zellen dieser Mesenchymschicht lagern eine Knochenmanschette auf die
als Vorlage dienende Knorpelformation ab und werden damit zum Periost. Von
dieser Knochenmanschette aus dringt eine Gefal3knospe induziert durch
Wachtumsfaktoren wie den vascular endothelial growth factor (VEGF) nach innen vor
(Lei et al., 2008). Uber dieses BlutgefaR wandern Mesenchymzellen und
Chondroklasten ein und es kommt zur Ausbildung von mehreren charakteristischen
Zonen bei den Knorpelzellen, von denen jede ein bestimmtes Entwicklungsstadium
bei der enchondralen Bildung von Knochengewebe darstellt (Rabie et al., 2002;
Mackie et al., 2007). In der ersten Zone, der sog. Reservezone, befinden sich
normale mitotisch sehr aktive Chondrozyten und wenig interzellulare Matrix
verglichen mit den folgenden Zonen (siehe Abb. 9). Die nachste Zone ist die
Proliferationszone. In ihr findet eine starke Vermehrung der Chondrozyten und deren
Anordnung in traubenformigen Zellgruppen statt (Shen und Darendeliler, 2006)
(siehe Abb. 9).

Reservezone

Proliferationszone

Hypertrophiezone

Ossifikationszone

Knochen

Abb. 9 Zonenaufteilung der enchondralen Ossifikation (aus: Naski und Ornitz,
1998)

Im darauf folgenden Abschnitt der Zelldifferenzierung, der hypertrophen Zone,
ordnen sich die Chondrozyten in Saulen an, vergré3ern ihr Volumen um das Funf-
bis Zehnfache und nehmen ein blasenférmiges Aussehen an (Heinkele und Ewers,
1989) (siehe Abb. 9). Es konnen dabei zwei unterschiedliche Arten von

Chondrozyten identifiziert werden (Hwang, 1978). Helle Chondrozyten haben ein
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schmales endoplasmatischen Reticulum sowie einen unscheinbaren Golgiapparat,
wogegen bei dunklen Knorpelzellen beides starker entwickelt ist. Aul3erdem liegt in
beiden Typen eine unterschiedliche Genexpression vor (Ahmed et al., 2007). Parallel
zur Hypertrophie der Zellen erfolgt die Absonderung extrazellularer Matrix, worauf es
notwendigerweise zum Absterben der Chondrozyten kommt. Dieser Zelltod der
Knorpelzellen ist absolut unumgénglich fir das Einsetzen der Verkndcherung
(Adams und Shapiro, 2002; Hatori et al., 1995; Zenmyo et. Al, 1996; Smarrt, 2005).
Erste Anzeichen fir kalzifizierte Formationen sind deshalb in der Hypertrophiezone
festzustellen (Shen und Darendeliler, 2006). Dieser Vorgang ist fir das spatere
Langenwachstum des Knochens essentiell. In der nachsten Zone, der sog.
Resorptionszone werden lakunenformige Bereiche der Knorpelsubstanz resorbiert.
Es kommt schlie3lich zum Absterben der hypertrophen Knorpelzellen, wobei sich die
transversalen Septen dazwischen auflosen, wahrend die longitudinalen Septen intakt
bleiben und so das Einwandern von Zellen aus bereits ossifizierten Bereichen
erlauben (Mackie et al., 2007). Dazu zahlen Osteoklasten, Osteoblastenvorlaufer,
Knochenmarkzellen und BlutgefdlRe. Die Osteoklasten helfen beim Abbau der
Knorpelmatrix, wahrend die Osteoblastenvorlaufer Reste der Knorpelmatrix fur die
Ablagerung von Knochengewebe verwenden (Mackie et al., 2007). Die
einstrahlenden BlutgefaRe flihren Osteoblasten — Progenitorzellen mit sich, sowie
Knochenmarkstammzellen, die zu weiteren Osteoblasten differenzieren (Shen und
Darendeliler, 2006). Die durch die Ablagerung von Hydroxylapatit kalzifizierende
Matrix unterbindet nun die Diffusion von Na&hrstoffen zu den verbleibenden
Knorpelzellen (Shen und Darendeliler, 2006). Wahrend sich bei hellen Chondrozyten
die Zellmembran auflést, kommt es bei den dunklen Knorpelzellen zum Ausstol3 von
Zytoplasma in den Extrazellularraum (Mackie et al. 2007). Bei beiden Arten erfolgt
die nukleédre Kondensation daraufhin zu spéat und unvollstandig, was zum Absterben
der Chondrozyten fuhrt. Ob dieser fir die Ossifikation noétige Zelltod der
Chondrozyten als Apoptose betrachtet werden kann, oder ob es sich eher um eine
autophagische Reaktion handelt ist noch nicht ausreichend geklart (Adams und
Shapiro, 2002; Gibson 1998; Colnot et al., 2001; Roach und Clark, 1999; Roach und
Clark, 2000; Roach et al., 2004).
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2.3.2.4 Genexpression und Proteinsynthese wéhrend d  er enchondralen

Ossifikation und der Knochenremodellation

Die extrazellulare Matrix besteht hauptséchlich aus faserknorpelspezifischem Typ Il —
Kollagen, sowie Hyaluronsdure mit dem ebenfalls spezifischen Proteoglykan
Aggrecan. Typ Il — Kollagen ist essentiell fir die Existenz der Chondrozyten, weshalb
das fur Typ Il — Kollagen codierende Col2A1 — Gen wahrend bestimmter Phasen der
enchondralen Ossifikation verstarkt exprimiert wird (Shen et al., 2006; Mackie et al.,
2007). Die Kombination aus fibrillarem Typ Il — Kollagen und dem polyanionischen
Aggrecan ist die Basis fur die speziellen physischen Eigenschaften des
Knorpelgewebes (Mackie et al., 2007). Kollagene wie Typ I, Il und X — Kollagen
werden als Vorlaufer — Molekile — sog. Preprokollagene — mit einem kurzen
Signalpeptid, jeweils endstandigen Carboxy — und Aminopropeptiden und einem
zentralen a — Ketten — Segment synthetisiert (Tsipouras und Ramirez, 1987). Es
kommt nach der Translation zu intrazellularen Modifikationen der Fibrillogenese.
Dazu zahlen Hydroxilierungen und Glykosilierungen (siehe Abb. 10). Extrazellular
erfolgen danach die Entfernung der Carboxy — und Aminopropeptide durch spezielle
Endopeptidasen und die Oxidation von Lysinresten (Tsipouras und Ramirez, 1987).

Nun erfolgt die Anordnung der fertigen Molekule zu Fibrillen (siehe Abb. 10).

Abb. 10 Schematische Darstellung der Fibrillogenese der Kollagene:
Preprokollagen mit verschiedenen Doméanen: S = Signalpeptid, N =

Aminopropeptid, C = Carboxypropeptid (1), Triple — Helix der a — Kette
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(2), posttranslationale Modifikationen und Abspaltung der Carboxy —
und Aminopropeptide (3), Anordnung zu Fibrillen (4), (aus: Tsipouras
und Ramirez, 1987)

Beim Eintritt der Chondrozyten in die Hypertrophiephase wird die Synthese von Typ
Il — Kollagen herunterreguliert und stattdessen vermehrt Typ X — Kollagen gebildet
(van der Erden et al., 2003; Mackie et al., 2007). Typ X — Kollagen ist ein
Strukturprotein  von niederem Molekulargewicht, das ausschlieRlich in der
Hypertrophiezone von Wachstumsplatten und — zentren wéhrend der enchondralen
Ossifikation zu finden ist (Schmid und Linsenmayer, 1985; Kwan et al., 1986; 1991).
Die hypertrophen Zellen sezernieren weiterhin eine an Typ Il — Kollagen und dem
Proteoglykan Aggrecan reiche extrazellulare Matrix und exprimieren ein spezifisches
genetisches Programm an Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Sox — 9
(Kronenberg, 2003; Adams und Shapiro, 2002; Smarrt, 2005).

Mutationen des nun verstarkt exprimierten und fir Typ X — Kollagen codierenden
Col10Al1 — Genes fuhren beim Menschen zu irreversiblen Dysplasien des Knorpels
(Mackie et al., 2007). Typ X - Kollagen bindet an die Chondrozyten Uber den Integrin
a2pB1 — Rezeptor, sowie durch Interaktion mit dem discoidin — domain — receptor 2
(DDR - 2), was zur Autophosphorylierung des Rezeptors fuhrt (Luckman et al., 2003;
Leitinger und Kwan, 2006; Leitinger und Hohenester, 2007; Mackie et al., 2007).
Dadurch kann Typ X — Kollagen auf intrazellulare Signalwege in den Chondrozyten
Einfluss nehmen (Leitinger und Kwan, 2006).

Die Knorpelzellen exprimieren im kompletten Stadium der Hypertrophie den
Transkriptionsfaktor Runx — 2 fur das fur Typ X - Kollagen codierende Gen Col10A1.
Dadurch garantiert Runx — 2 den vollstandigen Ablauf der Hypertrophie und stellt
einen wichtigen Transkriptionsfaktor fur die spatere Differenzierung der Osteoblasten
dar (Proff und Romer, 2009). Aul3erdem ist Runx — 2 verantwortlich flr den Eintritt
der Chondrozyten ins Stadium der Hypertrophie (Mackie et al., 2007).

Das parathormon — related protein (PTHrP) sowie Sox — 9 verhindern die
Expression von Runx — 2, um die VergroRerung der Chondrozyten zu hemmen. Es
wird angenommen, dass Runx — 2 an der Ruckkopplungsschleife von Indian
Hedgehog und PTHrP mitwirkt, die den fortlaufenden Ablauf von Proliferation und
Hypertrophie der Chondrozyten sicherstellt (Lanske et al., 1996; Vortkamp et al.,
1996; Weathall, 2009). AulRerdem wird in diesem Stadium verstarkt die Kollagenase
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Matrix — Metalloproteinase 13 (MMP — 13) exprimiert (Tchetina et al.,, 2007). Der
parallel zur Hypertrophie der Chondrozyten erfolgende Abbau der extrazellularen
Matrix wird durch MMP — 13 induziert, indem sie eine Degradierung von Typ Il —
Kollagen und Aggrecan hervorruft und dadurch den Abbau der transversalen Septen
und das Eindringen von Zellen aus der Ossifikationszone erméglicht (Cawston und
Wilson, 2006; Inada et al., 2004; Stickens et al., 2004). PTHrP reduziert aul3erdem
die Expression von Genen, die fir die endgultige Differenzierung von Zellen
verantwortlich sind. Dazu zahlen Typ X — Kollagen und die alkalische Phosphatase
(Weathall, 2009). Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor fir die
Osteoblastendifferenzierung ist Osterix, ohne den sich kein Knochengewebe bilden
wirde (Shibata et al., 2006). Da sich ektopischer Knorpel in Osterix — defizienten
Arealen bildet, wird auch angenommen, dass Osterix eine hemmende Wirkung auf
die Differenzierung der Chondrozyten hat (Proff und Rémer, 2009).

Die sekundare Weiterentwicklung des verknocherten maxillo — mandibularen
Komplexes erfolgt durch ,Bone — Remodelling“, also durch die Kombination aus
Knochenresorption durch Osteoklasten und Knochenapposition durch Osteoblasten
(Hill, 1998). Die Beseitigung von mineralisiertem Knochen durch die Osteoklasten
wird abgelést von der Anlagerung von danach mineralisierender Knochenmatrix
durch die Osteoblasten (Hadjidakis und Androulakis, 2006). Beim Wachstum der
Mandibula zum Beispiel kommt es dadurchzur Knochenremodellation, dass Knochen
an der lingualen Flache abgebaut wird und vestibular augmentiert wird. Durch diese
selektiven Prozesse werden die betreffenden Bereiche funktionell an die neue
physiologische Belastung angepasst. Wenn sich Apposition und Resorption die
Waage halten, spricht man von Knochendrift (Kahl — Nielke, 2010). Durch diese
Mechanismen werden pro Jahr 10 % Knochengewebe erneuert, wahrend generell 20
% der kndchernen Struktur von der derartigen Umbauvorgéngen betroffen sind (Kahl
— Nielke, 2010). Bone — Remodelling besteht aus vier Einzelschritten, namlich
Aktivierung, Resorption, Umsteuerung und Apposition (Hill, 1998). Im ersten Schritt
aktivieren Chemokine und chemotaktische Zytokine (v.a. monocyte chemoattractant
protein MCP - 1), die  von Stromazellen sezerniert  werden,
Osteoblastenvorlauferzellen fir die bevorstehende Resorption (Proff und RoOmer,
2009). MCP — 1 wird als Reaktion auf die Anwesenheit von PTHrP, dem tumor
necrosis factor — a (TNF — a) und Interleukin — 1 produziert (Graves et al., 2002). Es

wird auch angenommen, dass Osteozyten auf durch das Wachstum des
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umliegenden Gewebes hervorgerufene Mikrofrakturen reagieren und durch
gesteigerte Expression von RANKL (receptor activator of NF — kB — ligand) eine
Osteoklastendifferenzierung hervorrufen (Matuso und Irie 2008, Bonewald 2007). In
der darauffolgenden Resorptionsphase beseitigen die Osteoklasten eine Schicht von
40 — 60 ym (Hadjidakis und Androulakis, 2006). In der Umkehrphase endet die
Knochenresorption durch Apoptose der Osteoklasten. Weiterhin kommt es zur
Differenzierung von Osteoblastenvorlauferzellen hervorgerufen durch
lipidmodifizierte Glykoproteine der wingless (wnt) — Familie, BMP — 2 und mehrere
andere Transkriptionsfaktoren wie Runx — 2 (Proff und Rémer, 2009). Osteoblasten
leiten sich von pluripotenten mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks ab.
Im Zuge der Resorption freigesetzte Wachstumsfaktoren wie BMPs (bone
morphogenetic proteins) oder der insulin — like growth factor Il (IGF Il) leiten die
Knochenapposition durch die Osteoblasten ein. Dazu sezernieren diese die
alkalische Phosphatase, Typ | — Kollagen, Proteoglykane, Sialoproteine und
Osteopontine (Proff und Romer, 2009). Entlang der Knochenoberflache ordnen sich
die Osteoblasten in Gruppen an und produzieren eine Knochenmatrix durch die
Abgabe von Typ | — Kollagen (siehe Abb. 11). Diese mineralisiert schliel3lich durch
die alkalische Phosphatase, deren Funktionsweise noch nicht vollstandig geklart ist
Sobald die erforderliche Menge an Knochenmaterial aufgebaut ist, stellen die
Osteoblasten ihre Aktivitat ein, bis ein neuer Remodelling — Zyklus beginnt (Proff und
Romer, 2009). Das endgultige Appositions — Resorptions — Muster ist mit etwa
sechseinhalb Monaten intrauterin etabliert (Enlow, 1975).

Abb. 11 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Knochens: Typ | —
Kollagen — Fibrillen, bedeckt mit Hydroxylapatit (aus: Hassenkamp et
al., 2004)
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2.3.2.5 Fehlbildungen und Entwicklungsstérungen in Verbindung mit der

enchondralen Ossifikation

Diverse Fehlbildungen des Skeletts sind auf eine angeborene oder erworbene
Stérung der enchondralen Ossifikation und der Kollagensynthese zurtickzufihren
(Adler et al., 1989). Man kann dabei durch Medikamente, Strahlenexposition, usw.
bedingte isolierte Knochenfehlbildungen, generalisierten Knochenentwicklungs — und
Wachstumsstorungen (Skelettdysplasien) und Fehlbildungen in Zusammenhang mit
Syndromen und Erbkrankheiten unterscheiden (Adler und Thomas, 1996).

Dabei sind exemplarisch das durch unzureichende Kollagenvernetzung
charakterisierte Ehlers — Danlos — Syndrom und das Marfan — Syndrom mit seiner
typischen unzureichender Fibrillogenese als Syndrome mit Beteiligung der
enchondralen Verkndcherung zu nennen. Weiterhin beruht die chondroektodermale
Dysplasie auf fehlerhafter Proliferation und Reifung des epiphysaren Knorpels, sowie
auf einer Unterentwicklung des Blasen — wund Saulenknorpels und der
Er6ffnungszone, einhergehend mit mangelhafter Vaskularisierung und Nekrose
dieser Bereiche (Adler und Thomas, 1996). Bei der letalen Chondrodystrophie oder
Achondroplasie kommt es infolge eines frihzeitigen Sistierens der enchondralen
Ossifikation zu einem verminderten LaAngenwachstum der Knochen aufgrund einer
reduzierten Chondrogenese. Diese hat eine verschmalerte Hypertrophiezone und
dementsprechend verminderte Verkalkung zur Folge (Adler und Thomas, 1996).

Bei der an Gelenken und Wachstumsfugen auftretenden Osteochondrose weisen die
Wachstumszonen keine Hypertrophiezone auf und es ist eine UberméaRige
Expression der mRNA von MMP — 13, Typ | — und X — Kollagen sowie Runx — 2
festzustellen (Mirams et al., 2009).

Auch Krankheitsbilder im Bereich der Kiefer und des Gesichtsschédels sind auf eine
abnorme Kollagensynthese bzw. auf eine gestdorte enchondrale Ossifikation
zurtckzufiihren. Dabei stellt die Schéadelbasis oftmals den Ursprungsort fur
verschieden geartete, syndromatische Formen von Kraniosynostosen dar (Smartt et
al.,, 2005). Entwicklungsanomalien des Schadeldachs — bedingt durch den
vorzeitigen Verschluss bestimmter Suturen — die zwangslaufig mit fazialen
Deformationen einhergehen, werden mit abnormer Morphologie der Synchondrosis
sphenooccipitalis assoziiert (Hoyte, 1991; Smith et al., 1996; Mooney et al., 2000;

Putz et al., 2002). Als Beispiele hierfur sind Morbus Crouzon und das Apert —
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Syndrom zu nennen, denen Storungen der Chondroblastenaktivitat und eine
ungentgende Volumenzunahme der Schadelbasis zugrunde liegen (Kreiborg et al.,
1976; Ousterhout und Melsen, 1982; Grayson et al., 1985; Kreiborg et al., 1993; Joos
und Kleinheinz, 2006) Es resultieren ein vermindertes Wachstum des
Chondrokraniums nach ventral, eine gestorte Osteogenese des Schadels und eine
pramature Fusion der Suturen (Carinci et al., 2002). Insgesamt ist der anterior —
posteriore Schadeldurchmesser reduziert und der transversale Schadeldurchmesser
erhoht, was eine Dysmorphie des Gesichtsschadels mit Hypertelorismus, extrem
retrognathem Oberkiefer und daraus folgender Pseudoprogenie mit offenem Biss,
Spalten des weichen Gaumens und extremen Zahnengstanden bedingt (Kreiborg
und Cohen, 1992; Kleinheinz und Joos, 2001; Joos und Kleinheinz, 2006).

Patienten, die am Scheuthauer — Marie — Saintone — Syndrom, das auch als
Dysostosis cleidocranialis bezeichnet wird, leiden, weisen eine autosomal -
dominante mesenchymale Stdorung der knochenbildenden Zentren sowohl des
desmal als auch des enchondral ossifizierenden Skeletts auf (Joos und Kleinheinz,
2006; Otto et al., 2002). Im Speziellem treten bei diesem Syndrom neben Hypo —
oder Aplasie der Schlusselbeine eine Verklrzung der Schadelbasis, eine Hypoplasie
des Gesichtschéadels sowie dentalen Anomalien auf (Joos und Kleinheinz, 2006)
Ebenfalls ist zum Beispiel auch die Osteogenesis imperfecta im viszerokranialen
Bereich relevant. Bei dieser Bindegewebskrankheit bilden die Osteoblasten Typ Il —
Kollagen anstatt Typ | — Kollagen, wodurch im Knochen unphysiologische
Knorpelinseln, eine abnorme Faserstruktur und eine mangelhafte Stabilitat
festzustellen ist (Kamoun — Goldrat und Le Merrer, 2007). Der Grund fir diese
autosomal dominante Erkrankung liegt bei Mutationen der fir Typ | — Kollagen
codierenden CollAl — und CollA2 — Gene (Tsipouras et al., 1987). Die Patienten
weisen weiterhin zellarme Proliferations — und Hypertrophiezonen, ungewdhnlichen
Vakuolen in den Chondrozyten sowie Variationen bei der Gestalt und Dicke der
knochernen Strukturen auf (Rodriguez et al., 1982)

Bei der mittlerweile selten auftretenden Vitamin D — Mangel — Rachitis, die u. a. zu
einem verschmalerten Oberkiefer fihrt, kommt es zu einer Stérung der
Knorpelresorption mit aufgetriebener Saulen — und Blasenknorpelzone, wodurch die
weiteren Schritte der enchondralen Ossifikation blockiert werden und das
abgelagerte Osteoid nicht verkalkt (Adler et al., 1989). Dem histologischen Befund
der Rachitis ahnlich ist die Hypophosphatasie. Auch sie zeichnet sich durch eine
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verlangerte Hypertrophiezone mit einer daran angrenzenden Schicht aus
ungeordnetem, unverkalktem Osteoid und persistierenden Knorpelarealen aus (Adler
und Thomas, 1996).

Generell kann man sagen, dass Stérungen der enchondralen Ossifikation meistens

zu drastischen Verringerungen von Lebensqualitat und — alter fihren.
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3. Zielstellung der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Analyse der Genexpression in der Synchondrosis
sphenooccipitalis am Tiermodell Ratte vom Zeitpunkt nach der Geburt bis zur
Geschlechtsreife. Die Synchondrosis sphenooccipitalis wurde wegen ihrer
herausragenden Bedeutung als kraniofaziales Wachstumszentrum im Hinblick auf
die enchondrale Ossifikation mit Einfluss auf die Lage von Ober — und Unterkiefer als
Probenentnahmestelle gewdahlt. Dabei wurde die fir Typ Il — und X — Kollagen
codierende  mRNA an Proben der Synchondrosis sphenooccipitalis mittels
quantitativer real — time polymerase — chain — reaction (QPCR) untersucht. Typ Il —
Kollagen stellt wahrend der enchondralen Ossifikation einen Hauptbestandteil der
extrazellularen Matrix der Knorpelzellen dar (Mackie et al., 2007). Da Typ Il —
Kollagen fir das Uberleben von Chondrozyten existenziell ist (Yang et al., 1997),
sollte mit dem Nachweis von Typ Il — Kollagen — mRNA der Beweis fur das
prahypertrophe Stadium der Chondrozyten zum entsprechenden Zeitpunkt erbracht
werden.

Im Gegensatz zu Typ Il — Kollagen wird Typ X — Kollagen in der hypertrophen und in
der Erosionszone des Knorpelgewebes am Ubergang zur Ossifikationsfront
exprimiert (Shen et al., 2006). Aus diesem Grund wurde untersucht, wann sich die
Expression von Typ X — Kollagen erhdéht, um den Zeitpunkt des
Hypertrophiestadiums der Chondrozyten zu bestimmen und somit den
chronologischen Ablauf der enchondralen Ossifikation darzustellen. Ziel der Studie
war die Untersuchung von Anderungen der Expression von fir Typ Il — und X —
Kollagen codierenden mRNA, um die fur die Produktion von extrazellularer Matrix
und fir die Ossifikation der Schédelbasis der Ratte wichtigen Entwicklungsstufen zu
bestimmen. Die Messtage wurden reprasentativ fur die wichtigen Stadien der
Entwicklung der Ratte gewahlt. So erfolgte die erste Bestimmung der Kollagen —
Expression direkt postnatal, die zweite zur Mitte der Sdugeperiode, die dritte in der
Phase der Aufnahme fester Nahrung und die vierte und letzte bei Erreichen der
Geschlechtsreife. Zu diesem Zweck wurden Proben aus der Synchondrosis
sphenooccipitalis am jeweiligen Messtag von sieben verschiedenen Individuen
entnommen, aus denen die RNA aufgereinigt wurde. Diese wurde nach Kontrolle der
Reinheit in ,complementary — DNA“ (cDNA) umgeschrieben und mittels gPCR auf die

Expression von Typ Il — und X — Kollagen untersucht.

29



3. Zielstellung der Arbeit

Die Promotionsarbeit hat die Erfassung von physiologisch wichtigen Zeitpunkten fur
die Reifung der Chondrozyten zum Ziel und ist als Pilotstudie fur weitergehende

Untersuchungen an der Synchondrosis sphenooccipitalis angelegt.
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4. Material und Methoden

4.1 Tiermodell und Entnahme der Proben

Fiur die Studie wurden mannliche LEW — Ratten aus einem Wurf verwendet, wobei
die Matter von mehreren Wirfen untereinander verwandt sind und somit gezielte
Inzucht vorliegt. Die Mutter wurden unter standardisierten Bedingungen zunachst 14
Tage in K3 — Kafigen gehalten bei einer Raumtemperatur von 22 +/- 1C, einer
Luftfeuchtigkeit von 60 %, Futterung und Tranke ad libitum und einem Lichtregime
von 12 Stunden taglich von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr. Die Tiere wurden zum jeweiligen
Zeitpunkt in einer Ruhephase zwischen 10.00 Uhr und 12.00 Uhr unter Ether —
Euthanasie dekapitiert. AnschlielRend wurden die benotigten Teile der Schadelbasis
freiprapariert. Die Praparate wurden vor der vollstandigen Entnahme mit
Kochsalzlésung gespilt, um Fremdkorper zu entfernen. Durch die Dekapitierung
entbluteten die Képfe mdglichst vollstandig, woraufhin eine vollstdndige Enthautung
derselben erfolgte. Die Synchondrosis sphenooccipitalis konnte durch einen
Langsschnitt in der Sutura sagittalis und Entfernung des Grol3- und Kleinhirns
gewonnen werden. Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme bei -196 C
in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -70C gelagert.

Die Beprobung der Tiere erfolgte am Tag der Geburt, zur Mitte der Saugeperiode am
10. Tag, am Ende der Saugeperiode bzw. am Ubergang zur Aufnahme von fester
Nahrung am 21. Tag sowie am 52. Tag, an dem bei LEW — Ratten die Zuchtreife, die
Aufnahme fester Nahrung, eine Abnahme des Proteinansatzes und eine Zunahme
des Fettansatzes festzustellen ist. Mit dem 52. Tag haben die Tiere ihren Peak an
taglichem Proteinansatz lberschritten, wahrend die Massezunahme dann
hauptséchlich durch einen starkeren Fettansatz bewirkt wird.

Pro Versuchstag wurden acht Ratten verwendet, von denen jeweils eine Probe

entnommen wurden.

31



4. Material und Methoden

4.2 RNA — Isolation

Die Proben wurden von -70C in flussigen Stickstoff uGberfuhrt, im Mikro —
Dismembranator S (B. Braun Biotech International, Melsungen) in gefrorenem
Zustand homogenisiert und mit 600 uyL DTT — RLT — Puffer (Verhaltnis 1 : 600) des
RNeasy — Kit (Qiagen GmbH, Hilden) versetzt. Dieses Lysat wurde 10 min bei 37C
inkubiert und im QIAshredder des DNA / RNA — Mini — Kit (Quiagen GmbH, Hilden)
bei 13000 U/min 2 Minuten zentrifugiert. Das dabei erhaltene Eluat wurde mit 600 pL
70% Ethanol versetzt. Dieses Gemisch wurde in ein Aufreinigungsgefal? des oben
genannten Kits Uberfihrt und 15 Sekunden bei 8000 U/min zentrifugiert. Das hierbei
entstandene Eluat wurde verworfen, die im Aufreinigungsgefald verbleibende
Substanz wurde mit 350 uyL RW1 — Puffer versetzt und wieder bei 8000 U/min fur 15
Sekunden zentrifugiert, wonach der Durchsatz ebenfalls verworfen wurde. Danach
gab man eine aus 10 pyL DNAse — Stammlésung aus dem RNAse — Free DNAse Set
(Qiagen GmbH, Hilden) und 70 uyL RDD — Puffer bestehende DNAse — L6sung direkt
auf die Membran des Aufreinigungssaulchens und inkubierte diese 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Nun wurden wieder 350 yL RW1 — Puffer zugegeben, bei 8000
U/min far 15 Sekunden abzentrifugiert und der Durchsatz verworfen. Nach dem
gleichen Schema wurde die aufzureinigende Substanz zweimal mit RPE — Puffer
gereinigt, nachdem das Aufreinigungssaulchen aus dem Aufreinigungsgefald in ein
neues SammelgefaR dberfihrt wurde. Die nun auf der Membran des
Aufreinigungssaulchens aufgereinigt vorliegende RNA wurde danach mit 30 uL
nuklasefreiem Wasser eluiert. Die aus den Proben aufgereinigte RNA wurde in PCRs
amplifiziert und auf Agarose — Gele aufgebracht und durch Gelelektrophorese auf
ithre Qualitdt geprift. Dabei wies die RNA auf dem Gel entsprechend der
Sedimentationskonstanten voneinander abgrenzbare 28 S — und 18 S — rRNA —
Banden auf, wobei die 28 S — Bande ungefahr doppelt so intensiv wie die 18 S —

Bande war, was bei Eukaryonten typisch ist und die Intaktheit der RNA beweist.
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Abb. 12 Agarosegelelektrophorese einer RNA — Isolation einer Probe der Ratte

4.3 Photometrische Quantifizierung

Danach erfolgte die photometrische Quantifizierung der Konzentration der isolierten
RNA mittels Picodrop UV [/ Vis - Photospektrometer. RNA zeigt eine
Absorptionsbande mit einem Maximum bei 260 nm und einem Minimum bei 320 nm.
Verunreinigungen durch Proteine haben eine Absorptionsbande bei 280 nm, da
Proteine bei 280 nm absorbieren. Der Quotient von Extinktion bei 260 nm verursacht
durch unkontaminierte RNA geteilt durch Extinktion bei 280 nm verursacht durch
Verunreinigungen soll bei Werten zwischen 1.8 und 2.0 liegen, um eine potentielle
Verunreinigung auszuschlie3en. RNA — Proben, die dieses Kriterium nicht erftllten,

sind nicht zur Untersuchung geeignet und wurden verworfen.

4.4 Reverse Transkription

Die reverse Transkription beinhaltet das Umschreiben der gewonnenen RNA in
cDNA, welche als Template fiir die nachfolgende gPCR verwendet wird. Fur die
Reverse Transkription wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen
GmbH, Hilden) nach Anleitung verwendet. Zur Elimination der eventuell vorhandenen
genomischen DNA wurden jeweils 14 pyL Mastermix mit folgenden Bestandteilen

angesetzt (siehe Tab. 1).
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Reagenz Volumen
gDNA Wipeout Buffer 7x | 2 pL
Template RNA Ad 250 ng
RNAse — free Water Ad 14 uL
Gesamtvolumen 14 uL
Tab. 1 Mastermix 1 zur Elimination genomischer DNA

Die Mastermixe zur Elimination von genomischer DNA wurden fir zwei Minuten beli
42C inkubiert und unmittelbar danach auf Eis gelagert. Danach wurden die

Mastermixe fur die Transkriptionsreaktion hergestellt (siehe Tab. 2).

Reagenz Volumen

Quantiscript Reverse 1 uL
Transcriptase
Quantiscript RT Buffer 5x | 4 pL

RT Primer Mix 1 uL
Gesamtvolumen 6 ML
Tab. 2 Mastermix 2 flr reverse Transkription

Der Mastermix zur Elimination genomischer DNA mit der Template — RNA wurde mit
dem Mastermix fur die reverse Transkription gemischt und bei 42 T fur 15 Minuten
inkubiert. Eine abschlieBende Inkubation bei 95C fir drei Minuten ist zur

Inaktivierung der reversen Transkriptase notig.

4.5 Quantitative Real — time — PCR

45.1 Primer

Alle verwendeten Primer wurden in einer quantitativen Real — time — PCR mit jeweils
mit einer cDNA - Probe bei einer Annealing — Temperatur von 65T getestet. Die
Produkte der gPCR wurden mit einer Agarose — Gelelektrophorese analysiert. Dabel
war entscheidend, dass auf dem Gel nur ein spezifisches gPCR — Amplikon je Probe
vorhanden war, dessen Gréf3e mit der der Zielsequenz Ubereinstimmte, was beweist,
dass die Produkte spezifisch amplifiziert wurden und nicht verunreinigt waren. Fur

die Untersuchung wurden folgende Primer verwendet (siehe Tab. 3).
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Name Basensequenz T m Akzessionsnr.

Col2al-fwd |5- GCT CAT CCAGGG CTC CAATG -3 | 65T | NM_012929
Col2al-rev |5-CAATGG GAAGGC GTGAGGTC-3" | 65T

Col10al-fwd | 5"- AGC TCA CGG AAA ATG ACCAG -3 | 65T | XM_001053056
Coll0al-rev | 5- GTT CTA AGC GGG GGATTAGG -3 | 65T

R-actin-fwd | 5-CTC ATG CCATCCTGC GTC TG -3 | 65T | NM_031144.2
B-actin-rev | 5-GGC AGT GGC CATCTCTTGCT -3 | 65T

Tab. 3 Verwendete Primer mit Sequenz und Akzessionsnummer
4.5.2 Durchfihrung der quantitativen Real — time — PCR und verwendete
Reagenzien

Zur Quantifizierung der gewonnenen cDNA wurden quantitative Real — time — PCRs
im Abi 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA.,
U.S.A.) durchgefihrt. Dabei erfolgte in einem initialen Schritt die Aktivierung der Taq
- Polymerase bei 95C fur 15 Minuten. Daraufhin folgten 40 Zyklen der
Amplifikationsreaktion. Ein Zyklus umfasste 30 Sekunden bei 95C zur
Denaturierung des doppelstrangigen DNA — Templates sowie 30 Sekunden fur das
Annealing der Primer an die einzelstrangige DNA bei 65T und 30 Sekunden fur die
Polymerisation durch die Tag — Polymerase bei 72<C. Die Erfassung der Daten
erfolgte bei 72<C. AbschlieRend wurden die Schmelzk urven der einzelnen Template
erfasst. Diese Methode gestattet die Erfassung des Zeitpunktes, an dem das gPCR —
Ausgangsmaterial ausreichend amplifiziert wurde, um aufgrund seiner nun
gesteigerten Fluoreszenz — Emission die Detektion zu ermdglichen. Dieser Zeitpunkt
wird ,Ct — Wert" bzw. , Threshold cycle* genannt.

Fur die gPCRs wurde das QuantiTect SYBR Green RT — PCR Kit (Qiagen GmbH,
Hilden) nach Anleitung verwendet, sowie die folgenden Reagenzien (siehe Tab. 4).
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Reagenz Volumen
cDNA - Template 1pL
RNAse — free Water 1,5uL
Forward — Primer (1pmol/ pL) 5 uL
Reverse — Primer (1Lpmol/ pL) 5uL
2* QuantiTect SYBR Green RT — PCR Mastermix | 12,5 uL
Gesamtvolumen P25 ML
Tab. 4 Reagenzien einer gPCR

Die bendtigten Forward — und Reverse — Primer sind in Tab. 3 aufgefiihrt. Das
RNAse — free Water ist im QuantiTect SYBR Green RT — PCR Kit enthalten. Der 2*
QuantiTect SYBR Green RT — PCR Mastermix ist gebrauchsfertig und enthalt

folgende Reagenzien (siehe Tab. 5).

HotStarTaq DNA — Polymerase
QuantiTect SYBR Green RT — PCR Buffer
dNTP — Mix einschlieZlich dUTP (10mM)
0.4x SYBR Green |

ROX (Referenz — Farbstoff) (50nM)

MgCl, (5mM)

Tab. 5 Inhaltsstoffe des 2* QuantiTect SYBR Green RT — PCR Mastermix
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4.5.3 Auswertung der gPCRs
Es wurde die Methode der relativen Quantifizierung gewahlt. Dabei wird die

Expression der Zielgene mit der eines nicht regulierbaren Haushaltsgenes, in diesem
Fall 3 — Aktin, normalisiert. Man bestimmt dabei nicht die absoluten
Startkopienzahlen oder — konzentrationen, sondern vergleicht die Expression des
Zielgens mit der Expression des ubiquitar und homogen exprimierten 3 — Aktin
(Pfaffl, 2004).

Zur Quantifizierung wurde der Ct — Wert (Threshold — Cycle) bestimmt, der den
Anfang der exponentiellen Phase beschreibt und aussagt, wann die proportional zur
Zunahme der Ziel — DNA ansteigende Fluoreszenz erstmals signifikant Uber die
Hintergrund — Fluoreszenz ansteigt. Nun wird im ersten Schritt fur jede Probe der Ct
— Wert des Referenzgens vom Ct — Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert
(Pfaffl, 2004; Nishimura et al., 2009).

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Referenzgen)

4.5.4 Agarose — Gelelektrophorese

Um die qPCR - Produkte anhand ihrer GroR3e identifizieren zu kdénnen und ihre
Reinheit zu bestimmen, wurden Agarose — Gelelektrophoresen durchgefihrt. Die
dazu verwendeten 2 — prozentigen Midi — Gele wurden aus 60 mL 1x TBE -
Laufpuffer, 1,2 g LE Agarose (Biozym Scientific GmbH, Oldendorf) und 0,5 pL
Ethidiumbromid (5mg/mL) hergestellt. Zur Herstellung des 1x TBE — Puffer wurde
10x TBE - Puffer entsprechend verdinnt. Der 10x TBE - Puffer wurde
folgendermalien hergestellt nach folgendem Schema hergestellt (siehe Tab. 6).
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Reagenz Menge
Tris Ultra Qualitat | 121.14 g

Borsaure 51.33 ¢
EDTA 3.72 g
Agua dest. 600 mL

auf pH 8.3 einstellen
Agua dest. ad 1000 mL
Tab. 6 Bestandteile und Herstellung des 10x TBE - Puffers

1x —TBE — Laufpuffer und Agarose wurden in einem Erlenmeier — Kolben gemischt
und in der Mikrowelle zu einer klaren Losung aufgekocht. Das Gel wurde in einen 11
x 14 cm groRBen Gelschlitten gegossen. Mit einem 12 — fach Kamm wurden
Probetaschen geformt. Als DNA — GréRenstandard wurde Gene Ruler 100 Bp DNA
Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon — Rot) verwendet. Zur Durchfihrung der
Gelelektrophorese wurden die Probetaschen des Gels mit jeweils 5 yL des
Amplifikats und 2 yL Bromphenolblau als Ladepuffer bestiickt. Die Laufzeit betrug 60
Minuten bei 90 Volt. Die entstandenen DNA — Banden werden aufgrund des
eingelagerten Ethidiumbromids unter UV — Licht im Intas Gel — Imager sichtbar
(siehe Abb. 12).
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Agarose — Gelelektrophorese (2 % wi/v)

’ Q
GroRenstandard ® <3 <R
(Basenpaare) 1 1 1
300 ——
200 ——

100 —

Abb . 13 Analyse des letztendlich erhaltenden gPCR — Produkts durch eine
Agarose — Gelelektrophorese (2 % w / v) mit 100 Basenpaar —
GroRRenstandard. Die Amplifikate der Zielgene Typ Il — und X — Kollagen

sowie des Haushaltsgenes 3 — Aktin weisen hohe Spezifitat auf.

4.5.5 Statistische Auswertung

Die statische Auswertung erfolgte mit dem SPSS — Programm (Version 15,0 fur MS
Windows). Die Resultate liegen als arithmetische  Mittelwerte  +/-
Standardabweichung vor. Der Kruskal — Wallis — Test wurde verwendet, um die
Daten der Genexpression der einzelnen Gruppen an den jeweiligen Messtagen
(Messzeitpunkte Tag O, Tag 10, Tag 21, Tag 52 postnatal) untereinander zu
vergleichen. Bei einem totalen Signifikanzniveau von p < 0,05 wurden paarige
Vergleiche mit dem Mann — Whitney U — Test durchgefihrt. Eine statische
Signifikanz wurde bei p < 0,05 (*) oder p < 0,01 (**) erreicht. Die angewendeten Tests
waren immer zweiseitig. Bei der Berechnung der Signifikanz wurden Mittelwerte der

Kopienzahlen angenommen.
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5. Ergebnisse

Es wurden Proben vom Knorpel der Synchondrosis sphenooccipitalis von jeweils
sieben verschiedenen Individuen zu vier verschiedenen postnatalen Zeitpunkten
untersucht. Die Messtage wurden so gewéhlt, dass sie wichtige Entwicklungsstadien
reprasentieren. Bei den Proben wurde die Expression von fiur Typ Il — und X —
Kollagen codierender mRNA anhand des Verhéltnisses zur Expression von fur 3 —

Aktin codierender mRNA festgestellt.

5.1 Genexpression zu Beginn der Saugephase (Tag 0 p ostnatal)

5.1.1 Typ Il — Kollagen

Am Lebenstag 0 der Individuen gleich nach der Geburt betrug das Verhaltnis der in
der Synchondrosis sphenooccipitalis exprimierten, fur Typ Il — Kollagen codierenden
MRNA zur mRNA des konstant exprimierten Haushaltsgenes 3 — Aktin 0.128 +
0.083. Damit lag die neonatale Genexpression von Typ Il — Kollagen statistisch
hochsignifikant unter der Genexpression am 10. Lebenstag (p = 0.0009) und am 52.
Lebenstag (p = 0.0039). Auch am 21. Lebenstag war im Vergleich zum Tag der
Geburt eine tendenziell hbhere Expression von Typ Il — Kollagen festzustellen, deren

statistische Signifikanz jedoch nicht nachweisbar war (p = 0.447).

5.1.2 Typ X — Kollagen

Bei Typ X — Kollagen lag die neonatale Expression bei 2.66 x 10 pro Kopie von B —
Aktin, was ebenfalls niedriger war, als an den Tagen 10 (p = 0.0009), 21 (p = 0.0114)
und 52 (p = 0.0015).

5.2 Genexpression zur Mitte der Sdugeperiode (Tag 1 0 postnatal)

5.2.1 Typ Il — Kollagen

An Tag 10 lag das Genexpressionsverhaltnis bei 4.688 + 3.127 Kopien von Typ Il —
Kollagen zu 3 —Aktin. Es lag damit statistisch signifikant héher als an den Tagen O (p
= 0.0009) und 52 (p = 0.0019). Beim Vergleich mit der Expression von Typ Il —
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Kollagen am Tag 21 konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden (p =
0.121).

5.2.2 Typ X —Kollagen

Die Expression von fir Typ X — Kollagen codierender mRNA lag am 10. Lebenstag
postnatal bei 0.62 £ 0.462 Kopien pro Kopie von 3 — Aktin. Damit war eine statistisch
signifikante Steigerung im Vergleich zu den Tagen 0 (p = 0.0009) und 52 (p =
0.0128) erfolgt. Im Vergleich zu Tag 21 lag die Genexpression von Typ X — Kollagen
zwar tendenziell héher, was sich jedoch nicht in statistischer Signifikanz &ufRerte (p =
0.0615).

5.3 Genexpression bei Beginn der Aufnahme fester Na hrung (Tag 21

postnatal)

5.3.1 Typ Il — Kollagen
Am Tag 21 nach der Geburt lag die Genexpression bei 0.689 *+ 0.685 Kopien von

Typ Il — Kollagen pro Kopie von 3 — Aktin. Damit unterschied sie sich statistisch
signifikant weder von Tag O ( p = 0.447), noch von Tag 10 (p = 0.121) bzw. Tag 52 (p
= 0.968).

5.3.2 Typ X — Kollagen
Typ X — Kollagen wurde am Tag 21 in einer Menge von 0.127 + 0.126 Kopien pro

Kopie von 3 — Aktin exprimiert. Dieses Verhaltnis lag damit am Tag 21 statistisch
signifikant hoher als am Tag O (p = 0.0114). Im Vergleich mit Tag 10 (p = 0.0615)
und Tag 52 (p = 0.96) war jedoch keine statistische Signifikanz gegeben.

5.4 Genexpression bei Erreichen der Geschlechtsreif e (Tag 52 postnatal)

5.4.1 Typ Il — Kollagen

Am 52. Lebenstag der Ratten und damit am letzten Tag der Beprobung lag die
Expression von Typ Il — Kollagen bei 0.791 + 0.346 Kopien pro Kopie von 3 — Aktin
und damit statistisch signifikant niedriger als am Tag 10 postnatal (p = 0.0019). Im
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Vergleich zu Tag 0 erhdhte sich die Expression von Typ Il — Kollagen am Tag 52
jedoch statistisch signifikant (p = 0.0039). Die absteigende Tendenz im Vergleich zu

Tag 21 war jedoch statistisch nicht erfassbar (p = 0.968).

5.4.2 Typ X — Kollagen

Typ X — Kollagen wurde am Tag 52 mit 0.122 + 0.032 Kopien pro Kopie von 3 —
Aktin exprimiert. Damit erhdhte sich die Expression von Typ X — Kollagen im
Vergleich zu Tag 0 statistisch signifikant (p = 0.0015), lag jedoch ebenfalls statistisch
signifikant unter der Expression an Tag 10 (p = 0.0128). Im Vergleich zu Tag 21 war

kein statistisch signifikanter Unterschied festzustellen (p = 0.96).

5.5 Graphische Darstellung

Genexpression von Typ Il - Kollagen
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Abb. 14 Boxplot — lllustration der Expression von fur Typ II — Kollagen

codierender mRNA in der Synchondrosis sphenooccipitalis der fur die
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Studie herangezogenen Individuen. Die Saulen reprasentieren die
interquartile Breite innerhalb der pro Messtag beprobten Gruppen. Die
exprimierte Kopienzahl des Zielgenes Typ Il — Kollagen wurde ins
Verhéltnis zur Expression des Haushaltsgenes R — Aktin gesetzt.
Demnach wurden die exprimierten Kopien von Typ Il — Kollagen pro
zum selben Zeitpunkt exprimierter Kopie von 3 — Aktin angegeben. Die
statistische Signifikanz der Unterschiede in der Expression zwischen
den einzelnen Messtagen wurde als p — Wert nach dem Kruskal —
Wallis — Test angegeben. Dabei sind Werte unter 0,05 (*) statistisch
signifikant und Werte unter 0,01 (**) statistisch hochsignifikant.

Genexpression von Typ X - Kollagen
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Abb. 15

Boxplot — lllustration der Expression von fiur Typ X — Kollagen
codierender mRNA in der Synchondrosis sphenooccipitalis der fur die
Studie herangezogenen Individuen. Die Saulen reprasentieren die
interquartile Breite innerhalb der pro Messtag beprobten Gruppen. Die

exprimierte Kopienzahl des Zielgenes Typ X — Kollagen wurde ins
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Verhéltnis zur Expression des Haushaltsgenes 3 — Aktin gesetzt.
Demnach wurden die exprimierten Kopien von Typ Il — Kollagen pro
zum selben Zeitpunkt exprimierter Kopie von 3 — Aktin angegeben. Die
statistische Signifikanz der Unterschiede in der Expression zwischen
den einzelnen Messtagen wurde als p — Wert nach dem Kruskal —
Wallis — Test angegeben. Dabei sind Werte unter 0,05 (*) statistisch

signifikant und Werte unter 0,01 (**) statistisch hochsignifikant.
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6. Diskussion

Die vorliegende Arbeit zielt darauf, die Genexpression von fur Typ Il — und X —
Kollagen codierender mRNA im Zuge der enchondralen Ossifikation der
Synchondrosis sphenooccipitalis von Ratten unter Beriicksichtigung wichtiger
physiologischen Entwicklungsstadien wie das neonatale Stadium, die Sdugeperiode,
die Phase der Aufnahme fester Nahrung und die Geschlechtsreife zu beschreiben.
Dadurch soll zusatzlich zu kephalometrischen, anatomisch — histologischen und
radiologischen Studien ein Beitrag zur Erforschung der Schadelbasisentwicklung auf
molekularer Ebene geleistet werden. Die Synchondrosis sphenooccipitalis gilt als
essentielles Wachstumszentrum des kraniofazialen Bereichs, aber auch als
Ursprungsort  verschiedener  Malformationen  von  syndromatischer  und
nonsyndromatischer Form (Smatrtt et al., 2005).

Das schnelle Fortschreiten der postnatalen Entwicklung macht das Tiermodell Ratte
Zu einem geeigneten Versuchstier fur das Studium der skelettalen Entwicklung.
Moderne technische und molekularbiologische Methoden gestatten die genaue
Untersuchung der Chondrozytenproliferation in Wachstumsplatten bzw. — zentren im
Mikroumfeld des Knochens sowie der osteoblasteninduzierten Knochensynthese
bzw. der Resorption dieses Gewebes durch Osteoklasten (Horton et al., 2008).
Dabei ist aber zu bericksichtigen, inwieweit das Wachstumsmuster der Ratte mit
dem des Menschen korreliert und wie die korperliche Entwicklung beider Spezies
miteinander zeitlich zu vergleichen ist. Aufl3erdem steht zur Debatte, welcher
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Entwicklungsabschnitten und den
skelettalen Wachstumsvorgéngen bei Ratte und Mensch besteht. Um aus den an der
Ratte gewonnenen Erkenntnissen Schllsse fur die menschliche Entwicklung zu
ziehen, muss der Entwicklungsstand der Schadelbasis dieses Tieres dem der
entsprechenden menschlichen Struktur gegentber gestellt werden.

6.1 Proben der Synchondrosis sphenooccipitalis

6.1.1 Anstieg der Typ Il —und X — Kollagen — Expre  ssion bis Tag 10

Die Synchondrosis sphenooccipitalis gilt als hauptverantwortlich fir das
Langenwachstum der Schadelbasis (Tang und Mao, 2006). Man kann sie als

Verbindungsglied zwischen Neurokranium und Viszerokranium bei der Entwicklung
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beider Strukturen bezeichnen, wodurch sie auch bedeutenden Einfluss auf die
Einlagerung von Maxilla und Mandibula hat (Lei et al., 2008). Wird ihre Entwicklung
gehemmt, kommt es zu enormen kraniofazialen Fehlbildungen héaufig in Verbindung
mit Kraniosynostosen (Hoyte, 1991; Rosenberg et al.,, 1997; Smartt et al., 2005).
Trotz ihrer grof3en Bedeutung fur die Schadelentwicklung ist wenig Uber ihre
molekularbiologische Organisation in den verschiedenen Wachstumsstadien
bekannt. Die Untersuchung der Proben des knorpeligen Wachstumszentrums wurde
im Hinblick auf die Expression von fur die Strukturproteine Typ Il — und X — Kollagen
codierender mRNA vorgenommen. Beide spielen eine bedeutende Rolle beim Ablauf
der enchondralen Ossifikation und wurden aus diesem Grund untersucht.

Wie Knochengewebe, in dem die knochenbildenden Osteoblasten eine
kollagenreiche Matrix sezernieren, basiert auch knorpeliges Gewebe auf einer
derartigen Matrix (Kronenberg, 2003). Im Gegensatz zum Knochen jedoch, in dem
Typ | — Kollagen dominiert, stellt beim Knorpel Typ Il — Kollagen neben Aggrecan
einen Hauptbestandteil der organischen Matrix des Knorpelgewebes dar und
gewahrleistet demselben mechanische Stabilitat (Mackie et al., 2007). AuRerdem gilt
es als essentiell fur die grundsatzliche Lebensfahigkeit der Chondrozyten, was in
friheren Studien bewiesen wurde. So zeigte sich bei Mausen ohne die Fahigkeit zur
Expression von Typ Il — Kollagen eine gesteigerte Chondrozytenapoptose (Aszodi et
al., 2000). Die ubermafige Expression von Typ Il — Kollagen als einer der
Hauptbestandteile der extrazellularen Matrix des Knorpels gilt als Nachweis flir das
Vorhandensein von Chondrozyten in einem frihen Stadium der enchondralen
Ossifikation (Mackie et al., 2007). Die betreffende Struktur befindet sich demnach in
einem aktiven Stadium und ist somit noch nicht bzw. noch nicht vollstandig ossifiziert.
Die Synthese von Typ Il — Kollagen und von dem fur die Elastizitat
mitverantwortlichen Aggrecan von proliferierenden und sich teilenden Chondrozyten
fordert die Expansion des hyalinen Knorpels, der als Modell fir die daraus
entstehende kndcherne Struktur dient (Kronenberg, 2003; Mackie et al., 2007).

Typ X — Kollagen wird ausschlie3lich von Chondrozyten im hypertrophen Stadium
der enchondralen Ossifikation produziert. Die Expression von Typ X — Kollagen gilt
deshalb als Nachweis fir das Wachstum der Chondrozyten und ihren Eintritt ins
Stadium der Hypertrophie (Shen et al., 2005, 2006) In diesem Zuge erfolgende

organisatorische Veradnderungen bei Typ X — Kollagen sollen zur Forderung der
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Kalzifizierung und knéchernen Umsetzung der Knorpelmatrix beitragen (Kwan et al.,
1991; Shen et al., 2005).

Die Vergrof3erung der aus hyalinem Knorpel bestehenden Areale lasst sich anhand
der Hochregulation von Typ Il — Kollagen in der sphenookzipitalen Synchondrose
zwischen Tag 0 und Tag 10 feststellen. In der Synchondrose kommt es durch die
Chondrozytenproliferation und das damit einhergehende appositionelle Wachstum
zur VergroéfRerung des Synchondrosendurchmessers (Heinkele und Ewers, 1989).
Aus der gesteigerten Expression von Typ Il — Kollagen geht hervor, dass die
Chondrozyten im Bereich von Tag 10 proliferieren und in groRer Anzahl im
prahypertrophen Stadium vorliegen. Durch die mit dem Anstieg der Typ Il — Kollagen
— Expression hervorgerufene Chondrozytenproliferation und Matrixproduktion
vergroRRert sich die gesamte knorpelige Struktur, wie es in diesem Lebensabschnitt
erforderlich ist (Kronenberg, 2003). Beim Menschen erfolgt analog zur Ratte im Alter
von drei bis vier Jahren eine Gewebevermehrung im Bereich der Synchondrosis
sphenooccipitalis. Die Grinde hierfir liegen vermutlich in der Expansion des
Gehirnes in diesem Entwicklungsabschnitt (Koski, 1968; Thilander und Ingervall,
1973). Die um Tag 10 festgestellte Erh6hung der Expression von Typ Il —und X —
Kollagen bei der Ratte fallt mit der VergroRerung ihrer Hirnmasse zusammen
(Watson et al., 2006; Bockhurst et al., 2008), die im Zuge der Offnung der Augen und
der Erweiterung der motorischen Fahigkeiten erfolgt. Der durch die
Volumensteigerung der neuralen Substanz erzeugte Druck und die daraus
resultierende Deformation der Knorpelmatrix kdnnen als Stimulus zur reaktiven
Expansion der Wachstumszentren der Schadelbasis — dabei insbesondere der
Synchondrosis sphenooccipitalis — aufgefasst werden. Bei der Ratte wachst das
Gehirn im Zeitraum von der Geburt bis zum 14. Lebenstag postnatal am schnellsten,
wobei die absoluten Spitzen der Wachstumsgeschwindigkeit etwa am achten
Lebenstag gemessen wurden (Watson et al., 2006). Dieses Ph&dnomen wirkt sich
demnach auch auf die Wachstumszentren der Schéadelbasis aus. Anhand der
erhohten Expression von Typ Il — Kollagen am zehnten Lebenstag der Ratten in der
vorliegenden Studie und der dadurch erfolgten Vermehrung des synchondralen
Knorpelgewebes zu diesem Zeitpunkt kann man annehmen, dass die
sphenookzipitale Synchondrose sich durch Matrixproliferation und damit
einhergehender VergrolRerung an die expandierende Gehirnmasse anpasst.

Entsprechend der Theorie von Moss dient das Gehirn als funktionelle Matrix, deren
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Ausdehnung verlangt, dass auch die Schadelbasis als skelettale Einheit an Grolie
zunimmt, ihre Gestalt verandert und mehr intrakranielle Kapazitat zur Verfugung stellt
(Moss, 1962; Moss und Young, 1960; Hoyte, 1971). Es ist moéglich, dass aus der sich
vergroRernden Gehirnmasse auf parakrinem Weg Entzindungsmediatoren, wie zum
Beispiel Interleukin — 1 austreten und die Entwicklung der Nachbarstrukturen positiv
beeinflussen (Kyrkanides et al., 2007).

Diese Wachstumsvorgange liefern einen Nachweis dafir, dass die Entwicklung der
Synchondrose sowohl genetisch determiniert ist, als auch als Reaktion auf

sekundare Einflisse zu betrachten ist (van Limborgh, 1972).

6.1.2 Abfall der Typ Il — und X — Kollagen — Expres sion zwischen Tag 10 und
Tag 52

Zwischen Lebenstag 10 und 52 der Ratten war ein kontinuierlicher Abfall der Typ Il —
und X — Kollagen — Expression festzustellen. Diese Beobachtung kann darauf
beruhen, dass die enchondrale Ossifikation der Synchondrosis sphenooccipitalis
fortschreitet und vormals knorpelige Areale — wie erwartet — nun durch Knochen
ersetzt werden. Folglich werden die Chondrozyten weniger und die absolut
gemessene Expression von Typ Il — und X — Kollagen ist entsprechend reduziert.
Das neu entstandene Knochengewebe exprimiert nun Typ | — Kollagen anstelle von
Typ Il —und X — Kollagen (Mackie et al., 2007; Proff und Rémer, 2009).

Die am Tag 52 gemessenen Expressionswerte deuten jedoch an, dass die
Verkndcherung der Synchondrosis sphenooccipitalis nicht mit dem Erreichen der
Geschlechtsreife abschlief3t. In der Synchondrosis sphenooccipitalis kommt es — wie
in friheren Studien an Cercopithecus — Affen bewiesen — schon zu
Verkndcherungen, wahrend an anderen Stellen noch appositionelles und
interstitielles Knorpelwachstum erfolgt (Heinkele und Ewers, 1989). Den Beweis
dafur liefert die tendenziell gleiche Entwicklung der Typ Il — und X — Kollagen
Expression in dieser Struktur. Bei der Betrachtung der erzielten Ergebnisse an Tag
52 bleibt zu berlcksichtigen, dass das Gehirn der Ratte erst etwa am 60. Lebenstag
seine maximale GroRRe erreicht (Dobbing und Sands, 1971; Watson et al., 2006).
Dies spricht ebenfalls dafir, dass die Synchondrosis sphenooccipitalis demnach
noch Uber die Pubertat hinaus in knorpeligem Zustand verbleibt, wogegen sie sich
beim Menschen und beim Affen in der Spatphase des Wachstums schlief3t
(R6nning, 1971; Thilander und Ingervall, 1973; Heinkele und Ewers, 1989; Gilles et
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al.,, 2005). Im Gegensatz zur Ratte erreicht das menschliche Gehirn bereits im
neunten Lebensjahr 95 % seiner endgiltigen Grél3e und weist im elften Lebensjahr,
also vor der Geschlechtsreife sein Maximalgewicht auf (Dekaban und Sadwosky,
1978; Watson et al., 2006). Beim Menschen stellt also das Gehirn keinen Zwang zur
Adaption der Schéadelbasis bzw. ein Hindernis fir einen kndchernen
Synchondrosenschluss dar, da es sein Wachstum vor der Synchondrose einstellt.
Dazu passt die Tatsache, dass beim Menschen ungefahr mit 12 Jahren knécherne
Brucken, die die sphenookzipitale Synchondrose durchziehen feststellbar sind
(Madeline, 1995). Der Verschluss der menschlichen Synchondrosis sphenooccipitalis
beginnt — im Gegensatz zur Ratte — gegen Ende des spaten Wechselgebissalters
(Heinkele und Ewers, 1989) und endet im 16. bis 17. Lebensjahr bei Frauen und
etwa zwei Jahre spater bei Mannern (Thilander und Ingervall, 1973; Adem et al.,
1999). Diese bis in die Pubertat verlangerte Entwicklung erlaubt eine weitere
Ausdehnung des Oberkiefers nach dorsal und stellt dadurch Platz fur den
Nasopharynx beim Heranwachsenden zur Verfigung (Takigawa et al., 1984).
AulRerdem bleibt die Méglichkeit der vertikalen Entwicklung des Gesichts durch die
spate Verkndcherung dieser Struktur erhalten und unterstreicht ihre Funktion als das
bedeutendste primare und sekundare Wachstumszentrum der Schadelbasis, wie es
Virchow schon 1857 formulierte (Virchow, 1857). Studien zufolge bleibt in der
Synchondrose das sogenannte sphenookzipitale Pseudoforamen, ein ovales
kanalahnliches Knorpelsegment parallel zu den erwahnten Knorpelarealen ohne
Anzeichen von Ossifikation, bis ins junge Erwachsenenalter, in manchen Fallen
sogar das komplette Leben lang bestehen (Madeline, 1995). Diese Tatsache, dass
kleine Teile der menschlichen Synchondrose unter Umstdnden als Knorpel
verbleiben, muss jedoch deutlich von der definitiven Persistenz der im Verhaltnis viel
starker ausgepragten Knorpelformationen in der Synchondrose der Ratte abgegrenzt

werden.

6.1.3 Kieferorthopadische Relevanz der synchondrale  n Entwicklung

Da die Maxilla am anterioren Teil der Schadelbasis verankert ist und die Mandibula
in enger Beziehung zum zentralen bzw. posterioren Part des Basikraniums steht, ist
eine Beteiligung der Synchondrosis sphenooccipitalis als bedeutendstes
Wachstumszentrum in diesem Bereich an der Positionierung von Ober — und

Unterkiefer bzw. am Auftreten von verschiedenen Formen der Malokklusion
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naheliegend (Hopkin, 1968; Bacon et al., 1992; Proff et al., 2008). Aus diesem Grund
bezeichnen manche Autoren die Schadelbasis als Leitschiene fur die Maxilla und das
Mittelgesicht (Enlow, 1973; Enlow, 1990; Dibbets, 1996).

Aufgrund des Einflusses der Synchondrosis sphenooccipitalis auf die Form und Lage
sowohl des Ober — als auch des Unterkiefers, ist es angebracht, ihre Entwicklung
auch bei der orthodontischen Therapie im Auge zu behalten. Schon 1899 fand Angle
heraus, dass eine von der Norm abweichende Entwicklung der Schadelbasis im
Hinblick auf Wachstumsintensitat und — orientierung dazu fihren kann, dass sich die
Relation der Mandibula zur Maxilla ebenfalls verandert (Angle, 1899). Durch
Hemmung bzw. Unterbleiben insbesondere des synchondralen Wachstums wird
demnach die Entwicklung der umgebenden Strukturen beeinflusst (Smarrt, et al.,
2005; Rukkulchon und Wong, 2008). Als Beispiele kann man das klinische Bild
bestimmter Syndrome wie z. B. Morbus Apert heranziehen, die bei verfrihtem
Synchondrosenschluss oder abnormer Knorpelbildung in den Wachstumszentren der
Schadelbasis auftreten (Kreiborg et al., 1976; Ousterhout und Melsen, 1982;
Grayson et al., 1985; Kreiborg et al., 1993). Bereits in vorhergehenden Studien
wurde die Frage gestellt, ob und wie die Entwicklung der Synchondrosis
sphenooccipitalis fur therapeutische Zwecke beeinflusst werden kann (Rukkulchon
und Wong, 2008).

Der Zusammenhang zwischen der Abnahme des Schadelbasiswinkels und der
Tendenz weg von der skelettalen Angle — Klasse | bzw. Il hin zur skelettalen Angle —
Klasse Ill wurde bereits in friheren Studien bestatigt (Hopkin et al., 1968; Kerr und
Adams, 1988; Alves et al., 2008). Dabei wird die Unterkiefergelenkgrube und damit
das Kiefergelenk wahrscheinlich durch eine Ubermafige Sagittalentwicklung der
Schadelbasis nach ventral verlagert (Bjork, 1955; Hoyte, 1991; Singh, 1999). Durch
einen beschleunigten Synchondrosenschluss kommt es zur Abflachung und
Kaudalverlagerung der basosphenoidalen und basookzipitalen
Schéadelbasisbereiche, wodurch sich die die Schéadelbasis erfassenden Winkel
signifikant verringern. So wurden bei Angle — Klasse Il — Patienten signifikant
verkleinerte Schadelbasiswinkel N — S — Ba (N: Nasion, S: Sella — Punkt, Ba: Basion)
und Ca — S — Ba — Winkel (Ca: Foramen caecum (Schnittpunkt des Umrisses des
Orbitadachs und der zerebralen Oberflache des Stirnbeins), S: Sella — Punkt, Ba:
Basion) gemessen (Proff et al., 2008). Aul3erdem wurden Verdnderungen wie das

Abknicken des vorderen Teils der basosphenoidalen Areale festgestellt (Butow,
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1990; Rosenberg et al. 1997; Rukkulchon und Wong, 2008). Auch die absolute
Lange der Schadelbasis zwischen Foramen caecum und entweder Basion oder
Articulare ist bei Angle - Klasse Il — Patienten deutlich verringert (Proff et al., 2008).
Derartige Entwicklungsvorgange haben zur Folge, dass sich die Maxilla nach dorsal
und die Mandibula nach ventral bewegen und sich beim Patienten schliel3lich die
Angle — Klasse Il einstellt (Rosen und Whittaker, 1984; Rosenberg et al., 1997). Ein
vergroRerter Schadelbasiswinkel dagegen kann bei Patienten mit Angle — Klasse Il in
der Regel festgestellt werden, wenngleich die Korrelation hier nicht so deutlich ist wie
bei Angle — Klasse Ill (Kerr und Hirst, 1987). Trotzdem ist auch in diesen Fallen eine
Analyse der Schédelbasis zur Diagnosestellung und fir die weitere Therapie
unumganglich (Bacon et al., 1992).

Inwiefern die Einflussnahme auf die Synchondrosis sphenooccipitalis die Therapie
dentofazialer Malformationen unterstitzen kann, bleibt abzuwarten. Es ist
nachgewiesen, dass das periodische Einwirken von Druck auf die Synchondrose den
Stoffwechsel der Matrixkomponenten beeinflusst. Dadurch kommt es je nach Art und
Richtung der ausgeilbten Kraft entweder zur Unterdrickung weiteren Wachstums
oder zur Gewebevermehrung (Ohashi et al.,, 2002; Stokes et al., 2002). Die
Chondrozyten des Wachstumszentrums reagieren demnach einerseits auf
Zugbelastung mit verstarkter Proliferation und Differenzierung (Stokes et al., 2002,;
Wang und Mao, 2002). Andererseits kann eine mechanische Belastung der
Schédelbasis bewirken, dass die im Zuge der enchondralen Ossifikation auftretende
hypertrophe Zone eine gro3ere Dicke aufweist als dies in unbelastetem Zustand der
Fall wéare. Die Grinde hierfur liegen darin, dass aufgrund der Belastung mehr
Chondrozyten in das Stadium der Hypertrophie eintreten und sich starker vergréf3ern
als unter normalen Bedingungen (Rukkulchon und Wong, 2008).

Auch die an Tag 10 gewonnenen Ergebnisse hinsichtlich der Kollagen -
Genexpression sprechen dafir, dass sich die Synchondrosis sphenooccipitalis in
ihrer Entwicklung sekundar beeinflussen lasst. In diesem Fall passt sich das
sphenookzipitale Wachstumszentrum der Schadelbasis wahrscheinlich durch eigene
Vergrof3erung an das expandierende Gehirn an. Rukkulchon und Wong bewiesen
bereits in vitro, dass die sphenookzipitale Synchondrose nicht nur auf die funktionelle
Matrix, sondern auch auf exogen erzeugte mechanische Reize und Belastungen mit
funktioneller Anpassung reagiert (Rukkulchon und Wong, 2008). Der therapeutische

Ansatz zur Behandlung kraniofazialer Syndrome und nonsyndromaler Anomalien
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sowie zur Korrektur fehlerhafter Lagebeziehungen und Einlagerungen der Kiefer in
den Gesichtsschadel kann in einer Steuerung von Wachstumsintensitat und —
richtung der Synchondrosis sphenooccipitalis liegen (Rukkulchon und Wong, 2008).
Zu welchem Zeitpunkt das Eingreifen in das Wachstum der Synchondrosis
sphenooccipitalis zu erfolgen hatte, bleibt abzuwarten. Es ist anhand der
vorliegenden Studie festzuhalten, dass dieses Wachstumszentrum der Schadelbasis
bei der Ratte in der Sdugeperiode die aktivste Phase seiner postnatalen Entwicklung
durchlauft. Auf3erdem wurde in friheren Forschungsarbeiten der Einfluss der
Synchondrosis sphenooccipitalis auf die Einlagerung der Kiefer und die Moglichkeit
der Beeinflussung seiner Entwicklung nachgewiesen (Mao und Nah, 2004,
Kyrkanides et al., 2007; Rukkulchon und Wong, 2008). Wie diese drei Tatsachen
kombiniert und fur die Therapie genutzt werden kénnen, und wie diese Therapie
genau auszusehen hatte, konnte Gegenstand weiterer Studien sein. Aul3erdem ware
die Entwicklung der Synchondrosis sphenooccipitalis anderen viszerokranialen
Waschtumszentren gegeniberzustellen, um den Einfluss der einzelnen Strukturen

aufeinander genau zu erfassen (siehe 6.2).

6.2 Methodendiskussion

Abschlieliend kann man sagen, dass die gewonnenen Ergebnisse bereits wichtige
Anhaltspunkte fir die viszerokraniale Entwicklung geben. Dennoch ware eine
Verifizierung der auf Ebene der Transkription durch gPCR erhaltenen Resultate
sinnvoll. Dies kénnte durch eine proteinbiochemische Analyse geschehen. Dabei
kbnnte man versuchen, die signifikante Regulation der Expression von Typ | —
Kollagen, Typ Il — Kollagen und Typ X — Kollagen durch die Quantifizierung der
betreffenden Proteine gegen ein Referenzprotein wie 3 — Aktin in entsprechenden
Gewebeproben durch Western — Blots nachzuweisen.

Eine weitere Bestatigung der Ergebnisse ware durch begleitende kephalometrische
in vivo — Studien an der Ratte moglich. Dabei kdnnten verschiedene bildgebende
bzw. histologisch — anatomische Verfahren eingesetzt werden, um die durch die
molekularbiologische Untersuchung entwickelten Theorien Uber die
Schadelentwicklung makroskopisch zu unterstiitzen. Auf diese Weise ware es auch
maoglich, die bei der Totung der Tiere auftretenden Probleme zu umgehen. Dazu
zahlt unter anderem die zweifelsohne diffizile Pr&paration der anatomischen

Strukturen bei den Jungtieren. Diese erfolgte zwar unter grof3ter Vorsicht und
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Gewissenhaftigkeit, birgt jedoch trotz schnellstmdglicher Kollektion des Materials das
Risiko der Degeneration der in den Proben enthaltenen RNA. Weiterhin kdnnte die
durch die Entfernung der Artgenossen entstandene Stresssituation und die damit
verbundenen Hormonschwankungen fur die Tiere vermieden werden.

Theoretisch ist es auch denkbar, dass es unter den beprobten Tieren interindividuelle
Differenzen bei der Genexpression gab. So besteht die Mdglichkeit, dass sich unter
den untersuchten Ratten Individuen befanden, die &uf3erst ungewdhnliche oder
sogar pathologische Genexpressionsmuster im Vergleich zu ihren Artgenossen
aufwiesen (Gedrange et al., 2008). Diese sind nicht repréasentativ und beeinflussen
das Gesamtergebnis negativ. Dieses Problem konnte durch ,RNA — Pooling”
umgangen werden. Dabei wirde man die RNA der Tiere einer Altersgruppe nicht
einzeln wie in der vorliegenden Arbeit, sondern in einem gemeinsamen Ansatz
analysieren. Dazu mischt man die RNA von mehreren verschiedenen Individuen in
aquimolaren Konzentrationen. Aus den RNA — Proben von acht Versuchstieren
einer Altersstufe kdonnten auf diese Weise zwei RNA — Pools, bestehend aus jeweils
vier Proben gebildet werden. Nun sollte zwischen diesen beiden Pools der gleichen
Altersstufen eine signifikant groRere Ahnlichkeit bestehen, als zu Pools anderer
Altersstufen (Gedrange et al., 2008). Nichtsdestotrotz kdnnen mit der vorliegenden
Methode der separaten Analyse der Individuen insgesamt genauere Ergebnisse
erzielt werden.

Die Komplexitat der Entwicklung aller viszerokranialen Schadelanteile konnte durch
Studien an weiteren Wachstumszentren erfasst werden, um die unterschiedlichen
Entwicklungsprozesse,  Zellanordnungen und  Verkntécherungsmuster  der
verschiedenen Wachstumszentren zu analysieren (Takigawa et al., 1984). Dabei
ware einerseits die Lamina perpendicularis des Os ethmoidale von herausragendem
Interesse. Sie stellt ein bedeutendes Wachstumszentrum des Mittelgesichts dar und
ist fur die regelgerechte Genese des fazialen Bereichs von grol3ter Wichtigkeit
(Hopkin 1963; Kemble, 1973). Speziell fur die Zahnheilkunde bzw. auch fir die
Kieferorthopéadie ist auRerdem der Processus condylaris des Unterkiefers von
Interesse. Dessen physiologische Entwicklung wird stark von Vorgangen wahrend
der verschiedenen Entwicklungsphasen beeinflusst. Dabei sind sowohl die
umgebenden muskularen Strukturen als auch die artikulare Funktion und
Beanspruchung sowie die Dentition beteiligt (Roberts und Hartsfield, 2004; Shen et
al.,, 2006; Proff et al., 2007). Andererseits ist die normale Ausbildung des
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Gelenkfortsatzes auch essentiell fur die physiologische Funktion des Kiefergelenks,
die Einlagerung des Unterkiefers und fur ausreichende Platzverhaltnisse im Bereich
der Zahnreihen (Kantomaa und Hall, 1991; Coben, 1998, Gerlach et al., 2002).
Weitere bedeutende Wachstumszentren des viszerokranialen Bereiches von
kieferorthopadischer Relevanz sind beispielsweise der Muskelfortsatz des
Unterkiefers, der Kieferwinkel und das Alveolarfach (Miethke, 2000; Bresin 2001;
Gerlach et al., 2002; Torisu et al.,, 2009). Auch sie kdnnten zur genaueren
Untersuchung hinsichtlich der Entwicklung des Gesichtsschadels herangezogen
werden.

Generell muss man jedoch hinterfragen, ob der Einfluss des Gehirnes auf die
Entwicklung der Schadelbasis bei Mensch und Ratte gleich ist. Dabei unterscheiden
sich beide Spezies nicht nur anhand der Wachstumsgeschwindigkeit des Gehirnes
sondern auch hinsichtlich dessen Morphologie und der Entwicklung der einzelnen
zerebralen Strukturen. Als Beispiele sind das olfaktorische System, das bei der Ratte
weitaus starker als beim Menschen ausgepragt ist, oder der Neokortex und das
visuelle System, bei dem die menschliche Version dem Nagetier tUberlegen ist, zu
nennen (Watson et al., 2006). Die Unterschiede zwischen Mensch und Ratte sind
jedoch weitestgehend zu vernachlassigen. Fir die Entwicklung des Gehirnes und der
angrenzenden Strukturen betreffenden Studien gelten die an der Ratte gewonnenen
Ergebnisse als durchaus geeignet, um Rickschlisse auf das analoge Verhalten des
menschlichen Organismus ziehen zu kénnen. Bei beiden Spezies ist das zentrale
Nervensystem bei der Geburt noch relativ unausgereift und durchlauft einen
weitgehend identischen Entwicklungsprozess (Watson et al., 2006). Da
primatenhafte Labortiere, deren Gesichts — und Schadelbasisareale sich exakt wie
beim Menschen entwickeln, nur begrenzt verfigbar sind, kénnen die in der
Forschungsarbeit an der Ratte gewonnenen Ergebnisse als Darstellung der Genese
und der Reaktionen eines dem Menschen in vielen Punkten &hnlichen Systems
betrachtet werden (Schuhmacher, 1999).
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Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Quantifizierung von Kollagen —
Transkripten in der Schadelbasis der Ratte mittels gPCR, um deren Korrelation mit
dem postnatalen Schadelwachstum nachzuweisen. Dabei wurde der Ablauf der
enchondralen Ossifikation am knorpeligen viszerokranialen Wachstumszentrum der
Synchondrosis  sphenooccipitalis im  Hinblick auf wichtige physiologische
Entwicklungsstufen untersucht. Typ Il — Kollagen gilt als Marker der Proliferation und
der prahypertrophen Phase der Chondrozyten und Typ X — Kollagen als Marker fur
die Hypertrophie der Chondrozyten. Die Messungen der Kollagen — Expression
erfolgten am Tag der Geburt, in der Mitte der Saugephase der Tiere am zehnten
Lebenstag, beim Eintritt in das Stadium der festen Nahrungsaufnahme am 21.
Lebenstag und bei Erreichen der Geschlechtsreife am 52. Lebenstag.

In der Mitte der Sdugephase am Tag 10 war eine deutliche Hochregulation der Typ Il
— und X - Kollagen — Expression in der sphenookzipitalen Synchondrose
nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt wachst das Gehirn der Ratte mit der grof3ten
Geschwindigkeit und tbt durch seine Expansion anscheinend einen Wachstumsreiz
auf die Schadelbasis aus (Hoyte, 1971; Watson et al., 2006). Dieser durch
Nachbarstrukturen  ausgeléste, durch mechanische Stimulation bedingte
Wachstumsschub unterstreicht Moss™ Theorie von der funktionellen Matrix (Moss,
1960; Moss und Young, 1960; Moss, 1962; Enlow, 1968). Man kann zu dem Schluss
kommen, dass die Entwicklung der Synchondrosis sphenooccipitalis sowohl
genetisch determiniert, als auch sekundar beeinflussbar ist (van Limborgh, 1972).
Die am Tag 52 gewonnenen Werte sprechen dafir, dass die Verkndcherung der
Synchondrosis sphenooccipitalis bei der Ratte nicht mit der Geschlechtsreife ihr
Ende findet. Die Synchondrosis sphenooccipitalis der Ratte ossifiziert nicht komplett,
wie beim Menschen im Alter von 16 bis 18 Jahren. Ein Teil ihrer knorpeligen Anteile
bleibt lebenslang erhalten (Thilander und Ingervall, 1973; Gilles et al., 2005). Der
Abfall der Typ Il — und X — Expression zwischen Tag 10 und Tag 52 kann damit
zusammenhangen, dass sich die knorpeligen Areale der Synchondrose allmahlich
kndchern umwandeln und folglich verkleinern. Dies hat zur Folge, dass die Typ Il und
X — Kollagen — Expression im nun knéchernen Gewebe durch die ansteigende Typ |

— Kollagen — Expression abgel6st wird. (Mackie et al., 2007; Proff und Rémer, 2009).
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Insgesamt kann man zu dem Schluss kommen, dass sich gegen Ende der
Saugephase die wichtigsten Prozesse fur die viszerokraniale Genese abspielen.
Nichtsdestotrotz kann man die Entwicklung der Schadelbasis als multifaktoriell
beeinflusstes Geschehen betrachten. Zur Verifizierung der auf molekularbiologischer
Ebene gewonnenen Resultate waren proteinbiochemische bzw. kephalometrische
Studien geeignet.
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Vorderansicht des Kopfes und des Halses eines sechs Wochen alten
menschlichen Embryos (8mm SSL), rasterelektronische Aufnahme
(aus: Hinrichsen, 1985)

12 Wochen alter Fetus, Alizarin — Farbung (aus: Diewert, 1985)
Anatomie des Nasenseptums und Lage der Lamina perpendicularis
(aus: Gray, 1918)

Schadelbasis nach Entfernung des Gehirns bei einem Macaca fuscata
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Sagittale Hemisektion der posterioren Schéadelbasis bei einem Macaca
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Lage der Synchondrosis sphenooccipitalis im MRT (aus: Sekula et al.,
2005)

Lage der Synchondrosis sphenooccipitalis bei der Ratte (aus: Tang und
Mao, 2006)

Bidirektionales Wachstum der Synchondrosis sphenooccipitalis zweier
Ratten, HE — Farbung (aus: Tang und Mao, 2006)

Zonenaufteilung der enchondralen Ossifikation (aus: Naski und Ornitz,
1998)

Schematische Darstellung der Fibrillogenese der Kollagene (aus:
Tsipouras und Ramirez, 1987)

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Knochens: Typ | —
Kollagen — Fibrillen, bedeckt mit Hydroxylapatit (aus: Hassenkamp et
al., 2004)

Agarosegelelektrophorese einer RNA — Isolation einer Probe der Ratte
Analyse des letztendlich erhaltenden gPCR — Produkts durch eine
Agarose — Gelelektrophorese (2 % w / v) mit 100 Basenpaar —
GrolRenstandard

Boxplot — lllustration der Expression von fur Typ Il — Kollagen
codierender mRNA in der Synchondrosis sphenooccipitalis der fur die
Studie herangezogenen Individuen
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Abb. 15 Boxplot — lllustration der Expression von fur Typ X — Kollagen
codierender mRNA in der Synchondrosis sphenooccipitalis der fur die

Studie herangezogenen Individuen

9.2 Tabellen

Tab. 1 Mastermix 1 zur Elimination genomischer DNA

Tab. 2 Mastermix 2 flr reverse Transkription

Tab. 3 Verwendete Primer mit Sequenz und Akzessionsnummer

Tab. 4 Reagenzien einer gPCR

Tab. 5 Inhaltsstoffe des 2* QuantiTect SYBR Green RT — PCR Mastermix
Tab. 6 Bestandteile und Herstellung des 10x TBE - Puffers
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10.1 Verwendete Geréate

Geratebezeichnung

Hersteller

Mikro Dismembranator S

B. Braun Biotech International, Melsungen

PCR — Cycler Biometra T — Gradient

Biomedizinische Analytik GmbH, Gaottingen

TS — 100 Thermo Shaker

G. Kisker GbR, Steinfurt

Analysenwaage BP 1200

Sartorius GmbH, Goéttingen

Zentrifuge Biofuge fresco

Kendro Laboratory Products, Osterode

Gelelektrophoresekammer Horizon 11 —
14

Life Technologies, Gaithersburg MD.,
U.S.A.

Spannungsgerat Gibco PS 305

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

ABI 7000 Sequence Detection System

Applied Biosystems, Carlsbad CA., U.S.A.

UV — Vis — Spektrometer Picodrop

Picodrop Ltd., Cambridge, U.K.

Nitas Gel Imaginer

Intas Science Imaging Instruments,

Gottingen, Germany

Vortex Genie 2

Scince Industries Inc., Bohemia NY.,
U.S.A.

Pipette Eppendorf research 0,1 — 2,5 uL

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Eppendorf research 0,5 - 10 pL

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Eppendorf research 2 — 20 pL

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Eppendorf research 10 — 100 yL

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Eppendorf research 20 — 200 uL

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Eppendorf research 100 — 1000
ML

Eppendorf AG, Hamburg

10.2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2 — Propanol

B. Braun AG, Melsungen

Stickstoff

Linde AG, Pullach
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EDTA Titriplex

Merck KGaA, Darmstadt

Tris Ultra Qualitat

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Borsaure

Appli Chem GmbH, Darmstadt

Ethidiumbromid

Boeringer Ingelheim Pharma GmbH & Co

KG, Ingelheim

LE Agarose

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Gene Ruler 100 BP DNA Ladder

Fermentas GmbH St. Leon — Rot

6x DNA Loading Dye

Fermentas GmbH St. Leon — Rot

Bromphenolblau

Merck KGaA, Darmstadt

Verwendete Kits und fertige Lésungen

Bezeichnung

Hersteller

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QIlAshredder

Qiagen GmbH, Hilden

AllPrep DNA / RNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Wizard SV Gel & PCR Clean Up System

Promega GmbH, Mannheim

QuantiTect SYBR Green RT — PCR Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Standardpuffer

Bezeichnung

Bestandteile

10x TBE Puffer, pH 8,3

121,14 g/L Tris Ultra Qualitat,
51,33 g/L Borsaure

3,72 g/L EDTA — Tirtriplex
Ad 1 L Aqua dest.




10. Anhang

Primer

Name Basensequenz T m Akzessionsnr. Hersteller

Col2al- 5- GCT CAT CCA GGG | 65T | NM_012929 Eurofins MWG
fwd CTCCAATG -3 Operon, Ebersberg
Col2al- 5- CAA TGG GAA GGC | 65T

rev GTGAGG TC -3

Coll0al- |5- AGC TCA CGG AAA | 65T | XM_001053056 | Eurofins MWG
fwd ATG ACCAG -3 Operon, Ebersberg
Coll0al- |5- GTT CTA AGC GGG | 65C

rev GGATTAGG -3

R-actin- 5- CTC ATG CCA TCC | 65T | NM_031144.2 | Eurofins MWG
fwd TGCGTCTG -3 Operon, Ebersberg
R-actin- 5- GGC AGT GGC CAT | 65T

rev

CTCTTGCT -3
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