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Referat

Zielsetzung:

Lippen-Kiefer-Gaumenspalten (LKGS) gehéren weltweit zu den haufigsten Fehlbildungen,
die in Europa mit einer Haufigkeit von ca. 1:500 Geburten angegeben werden (Dixon et al.,
2011). Viele klinische Studien beschaftigten sich seit mehr als 70 Jahren mit der Pravention
der orofazialen Spaltbildung und konnten belegen, dass eine hoch dosierte Gabe von
Polyvitamin B-Praparaten in der Frihschwangerschaft die Spaltbildungsrate in
spaltbelasteten Familien erheblich reduzieren kann (Schubert und Krost, 2006). Ziel dieser
Arbeit war es die Wirkung des Polyvitamin-B Praparates Polybion N® (Merck, Deutschland)
auf die Entwicklung des sekundaren Gaumens bei einem hereditar spaltbelasteten

Mausestamm (A/WySn) zu untersuchen.

Methoden:

Der A/WySn-Mausestamm weist eine hohe hereditare Spaltbildungsrate von 20-44% auf und
ist gegeniliber teratogenen Einflissen relativ resistent (Juriloff et al., 1982, Schubert et al.,
2002). Die Praparation der Organkulturen erfolgte vor der physiologischen Entwicklung des
sekundaren Gaumens am 14.8 Tag p.c. und der Entwicklungsstand wurde vor und nach der
Inkubation (72 h) bestimmt (Al Obaidi et al., 1995) und statistisch ausgewertet.

Ergebnisse:

89% der Gaumenplattenpaare der A/WySn-Maus wiesen unter Standardbedingungen in der
Organkultur nach 72 Stunden kein Wachstum auf. Bei Substitution des Kulturmediums mit
Polybion N® konnte jedoch ab einer Medienkonzentration von 0,1% ein signifikantes

Wachstum der Gaumenplatten (po,1%=0,000; p1,0%=0,000) beobachtet werden.

Folgerungen:

Die postive Wirkung der klinischen Prophylaxe mit Poly B-Vitaminen konnte in der
Organkultur des sekundaren Gaumens der A/WySn-Maus bestatigt werden. Durch die
direkte Beeinflussung der Strukturen des sekundaren Gaumens kam es zu einer

signifikanten Entwicklung dieser Strukturen.

Orce y Tigges, Julia: Medikamentése Beeinflussung der Entwicklung des sekundaren
Gaumens der A/WySn-Maus in der Gewebekultur, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 43
Seiten, 2015
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1 Einleitung

Lippen-Kiefer-Gaumenspalten (LKGS) werden den kraniofazialen Dysplasien
zugeordnet. Man unterscheidet hierbei Spalten des primaren und des sekundaren
Gaumens. Erstere manifestieren sich klinisch als Lippen- und Lippen-Kieferspalten, die
ein- oder doppelseitig auftreten kdnnen. Spalten des sekundaren Gaumens treten als
ein- oder doppelseitige Hart- und/oder Weichgaumenspalten auf (Bethmann und Koch,
1967). Diese angeborenen Fehlbildungen gehoéren hierzulande mit etwa 4%, neben
dem Klumpfull, zu den haufigsten Fehlbildungen. Wahrend um 1930 noch eine
Frequenz von 1:1000 angegeben wurde, ist heute unter etwa 700 Kindern mit einer
Spaltgeburt zu rechnen (Dolk et al., 2010). In Deutschland leiden somit bei einer
jahrlichen Rate von etwa 678.000 Neugeborenen (Pdtzsch, 2012) ca. 970 Kinder an
einer orofazialen Spaltbildung unterschiedlicher Auspragung. Global unterliegt die
Pravalenz jedoch betrachtlichen Schwankungen, deren Ursache nicht bekannt ist.
Trotz eingehender epidemiologischer Untersuchungen konnte die Atiologie der LKGS
bis heute nicht vollstandig erklart werden (Mossey et al., 2009).

Verschiedenste Entstehungsmodelle wurden bisher diskutiert. Ein atiologisches Modell,
das nach dem heutigen Wissen flr das Auftreten der meisten Spaltbildungen
zutreffend ist, ist das sogenannte multifaktorielle Schwellenwertsystem (mfS) nach
Carter (1976). Es erklart die Variationsbreite der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten, das
unterschiedliche Wiederholungsrisiko und andere Faktoren der Heterogenie durch die

additive Polygenie und modulierenden Einfluss exogener Faktoren (Carter, 1976).

Die Geburt eines Kindes mit Spaltbildung stellt in vielerlei Hinsicht Anspriiche an die
soziale Umgebung. Durch die pranatale Diagnostik, welche um die 11.-12. SSW mittels
Feinsonographie die Spaltbildung im Gesichtsbereich diagnostizieren kann (Sepulveda
et al., 2010), werden die Eltern oftmals vor eine psychisch belastende Entscheidung
gestellt. Nach Paragraph 218a des Strafgesetzbuches ist ein
Schwangerschaftsabbruch aus eugenischer Indikation aufgrund der Spaltbildung auch
nach dem dritten Schwangerschaftsmonat noch mdéglich (§ 218 a Abs. 2 StGB).

Fur das Kind stellt diese Art der Fehlbildung ebenfalls eine kdrperliche und spater
eventuell auch psychische Belastung dar. Schon im Alter von 5-6 Monaten werden
angeborene Spaltbildungen im Bereich der Lippen verschlossen. Zahlreiche weitere
Operationen folgen im Intervall und die chirurgische Rehabilitation umfasst den

Zeitraum vom Sauglingsalter bis zur Adoleszenz.



Hinzu kommt die psychosoziale Beeintrachtigung durch voribergehende, oder
bleibende, asthetische und phonetische Einschrankungen.

Nicht zuletzt ist die Rehabilitation von Patienten mit Lippen-Kiefer-Gaumenspalten mit
einem erheblichen finanziellen Aufwand verbunden. So wurden im Jahr 1992 die
ungefahren Kosten fur die komplette Behandlung eines LKG-Patienten mit ca.
100.000$ in Kalifornien angebenen (Waitzman et al., 1995).

All diese angeflihrten Fakten zeigen deutlich, wie wichtig es ist das Augenmerk auf die
Pravention dieser Fehlbildung zu richten. Durch die Pravention soll den werdenden
Eltern, auch bei genetischer Pradisposition, die Geburt eines klinisch gesunden Kindes
ermoglicht werden. Die Pravention beginnt im Sinne der medizinisch-genetischen
Dispensaire-Betreuung mit einer humangenetischen Beratung von Risikogruppen und
erstreckt sich Uber vorbereitende Verhaltensmassregeln bis zur Verordnung von
Medikamenten in der Schwangerschaft (Schubert, 1991). Verschiedene empirische
Untersuchungen zur erfolgreichen medikamentdésen Prophylaxe von LKGS-Spalten
durch Polyvitamin B-Praparate gibt es bereits seit Ende der fiinfziger Jahre (Schubert,
1980).



2 Zielstellung

Ziel unserer Untersuchungen war es, die in der Klinik mit Erfolg angewandte
Fehlbildungspravention durch Polyvitamin B-Praparate anhand eines
Organkulturmodells zu untersuchen. Dieses Organkulturmodell wurde an der Klinik fir
Mund-, Kiefer-, und Plastische Gesichtschirurgie der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg (Direktor: apl. Prof. Dr. Dr. Alexander Eckert) unter Verwendung
verschiedener Mausestamme entwickelt. Diese in vitro-Modell ermdoglicht die
Mechanismen der normalen physiologischen Palatogenese sowie die der Spaltbildung
des sekundaren Gaumens unter standardisierten Bedingungen zu untersuchen.

So wurde in der vorliegenden Arbeit die Beeinflussung der Wachstumsentwicklung des
sekundaren Gaumens am Organkulturmodell der A/WySn-Maus durch Zugabe von
Vitamin B-Komplexpraparaten zum Kulturmedium untersucht. Die Nachkommen dieser
Mause weisen eine konstante hereditare Spaltbildungsrate von etwa 24-40% auf deren
Auftreten relativ unabhangig von exogenen Einflissen ist (Juriloff et al., 2001;
Hallgrimsson et al., 2004).

Fur den allgemeinen Entstehungsmechanismus der genetisch determinierten
Spaltbildung bei der A/WySn-Maus (www.jax.org) wird ein ahnlicher Mechanismus wie
der, der bei der teratogen induzierten Spaltbildung beschrieben wurde, diskutiert
(Shimizu et al., 2001; Juriloff und Harris, 2008). Die verlangsamte embryonale
Entwicklung der A/WySn-Maus (Syska et al., 2004) flhrt neben einer Reduktion von
Geburtsgewicht und -groRe der Mausenachkommen zu einem vermehrten Auftreten
von Spaltbildungen korrelierend mit der Wachstumsverzégerung. Die verlangsamten
Wachstumsvorgange in utero medikamentds zu beschleunigen, um die kritische Phase
der embryonalen Gesichtsentwicklung zu kirzen, ware somit eine madgliche
Ltherapeutische“ Option fir die Klinik.

Die direkte Wirkung der in klinischen Studien angewendeten Vitamine, einschlief3lich
Folsaure- (Vitamin B9) und p-Carotin-Derivate, zeigte in einem Organmodell des
embryonalen Gaumens des A/J-Mausestamms einen eindeutig positiven Effekt auf die
Fusionstendenz des embryonalen Gaumens (Natsume et al., 1998). Diese Ergebnisse
flihrten zu der Uberlegung, dass durch den direkten Kontakt mit den Polyvitamin B-
Praparaten eine direkte Beeinflussung der Organstrukturen und der Zellen des
embryonalen Gaumens in der Gewebekultur mdglich sei.

Die durchgefihrten Versuche sollen einen Beitrag zu der Frage liefern, ob es maoglich

ist, auch eine genetisch determinierte Spaltbildung exogen zu beeinflussen.



3 Literaturuberblick

3.1 Normogenese der Lippen-Kiefer-Gaumenregion

3.1.1  Entwicklung des sekundaren Gaumens

Der primare Gaumen bildet bei Saugetieren Oberlippe und Zwischenkiefer. der
sekundare Gaumen schlielt sich hinter dem Framen incisivum an als Grundlage fur
den harten und weichen Gaumen. Fur die aktuelle Arbeit ist die Entwicklung des
embryonalen Gaumens wichtiger und wird daher naher beschrieben. Der embryonale
Gaumen entwickelt sich aus den paarig angelegten Fortsatzen des Oberkiefers, den
Processus palatini laterales, die sich zunachst nach kaudal entwickeln. Die Aufrichtung
der Gaumenfortsatze in die Horizontale ist ein wichtiger Vorgang der sekundaren
Palatogenese, die durch zahlreiche morphogenetische und molekulare Mechanismen
gesteuert werden (Bush und Jiang, 2012). Der Fusionsprozess der Fortsatze des
sekundaren Gaumens erfolgt beim Menschen zwischen der 9. Und 12
Embryonalwoche von ventral (harter Gaumen hinter dem Foramen incisivum) nach
dorsal. Die hinteren Abschnitte des Gaumens bilden den weichen Gaumen und die

Uvula.

Tab. 1: Vergleich des zeitlichen Ablaufs der Palatogenese bei A/WSn-Maus und
Mensch in Tagen der Graviditat (modifiziert nach Raupach, 1987)

Spezies Embryonalperiode  frihe / spate Fusion der
Fetalperiode Gaumenplatten

Maus 10.-12. Tag 12.-14. Tag 15. Tag- Geburt  15. Tag !

Mensch  26.-42. Tag 42.-90.Tag  90. Tag- Geburt 57.-84. Tag @

M A/ WySn-Mausstamm, Syska, 2000.

@) Moore, 1990

Vor der Fusion der Gaumenplatten besteht das mediale Kantenepithel im Bereich der
Fusionszone aus zwei Epithelschichten, dem Periderm aullen und einer zweiten
Zellschicht Uber der Basalmembran. Vor der Adhasion des Epithels geht das Periderm
verloren (Ferguson, 1988), wahrend die basale Zellschicht in einzelne von
Basalmembran umgebene Inseln aufgeldst wird. In den Zwischenrdumen ersetzen
mesenchymale Zellen nach und nach die Epithelinseln. Holtgrave und Stoltenburg-
Didinger (2002) konnten im Bereich des Epithels ausgepragte Apoptosevorgange

nachweisen und beschrieben diese als eine wesentliche Voraussetzung einer
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moglichen Fusion. Untersuchungen von Bittencourt und Bolognese (2002) konnten
keine Apoptosevorgange beobachten. Letztendlich werden flr das Schicksal der
Epithelzellen verschiedenste Vorgange diskutiert.

Fitchett und Hay (1989) stellten die Theorie der epithelial-mesenchymalen
Transformation auf, nach der die epithelialen Zellen sich unter Ausbildung von
Pseudopodien in Mesenchym umwandeln kénnen. Diesen Ansatz wiesen Holtgrave
und Stoltenburg-Didinger allerdings entschieden zuriick, da eine Transformation von
epithelialen Zellen in mesenchymale Zellen bei sistierender Zellteilung, wie es in der
basalen Epithelschicht zum Zeitpunkt der Fusion der Fall ist, unwahrscheinlich

erscheint (Holtgrave und Stoltenburg-Didinger, 2002).

3.2 Pathogenese der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten

3.2.1 Formale Genese

Nach formalgenetischen Gesichtspunkten sind Primérspalten, bei denen zu keinem
Zeitpunkt eine Vereinigung der Gewebe stattgefunden hat, von den Sekundérspalten
als Folge des Einreil3ens nach Vereinigung der Gewebe zu unterscheiden.

Beide Formen, die primare und sekundare Spaltbildung, kbnnen am selben Individuum
auftreten. So kann nach der Verschmelzung der Fortsatze im Lippen-Kiefer-Bereich
durch EinreiRen der Epithelmauer eine sekundare Spalte entstehen, die hierauf dann
im Sinne der Hemmungsfehlbildung die Fusion der Gaumenplatten verhindert (primare
Spaltbildung).

3.2.2 Atiologie

Die kausale Genese der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten ist bis heute nicht eindeutig
geklart (Dixon et al., 2011).

Studien belegen eine familidare Haufung der LKG-Spalten und deren Mikroformen in
betroffenen Familien (Hintz und Lindner, 1987). Weitere Hinweise auf eine Vererbung
zeigen sich in Differenzen der Inzidenz zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen
und vor allem in der Konkordanz zwischen eineiigen Zwillingen, die in etwa 40% der
Falle zu beobachten ist (Wyszynski et al., 1996c¢).

Der Einfluss genetischer Faktoren auf die Atiologie von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten
wird von Schulze (1981, 1986) ausflihrlich diskutiert und eine polygene Verergung

propagiert. Fur die polygene Vererbung spricht bei genauer Betrachtung der Vererbung
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der auffallige Unterschied in der Konkordanzrate bei mono- (65,2%) und dizygoten
Zwillingspaaren (7,3%), der sich um den Faktor 8,9 unterscheidet (Markowic und
Ceran, 1989). Im Allgemeinen liegt nach Penrose (1953) das Konkordanz-Diskordanz-
Verhaltnis bei dominant vererbten Merkmalen bei 2:1 und bei rezessiven bei 4:1. Der
beim Auftreten von LKG-Spalten beobachtete Konkordanz-Unterschied, der die
beschriebenen Verhaltnisse mit 8,9:1 deutlich Uberschreitet, spricht somit nach
Penrose am ehesten fir eine additive Polygenie. Hierbei handelt es sich um einen
genetischen Summationseffekt, bei dem es erst durch Uberschreiten eines bestimmten

Schwellenwerts zur Ausbildung eines pathologischen Effekts kommt.

Die kontinuierliche Variabilitat der meisten Merkmale (multifaktorielle Merkmale) und
deren Phanotyp hangt somit nicht allein vom genetischen Hintergrund ab, sondern von
einer Gen-Umwelt-Interaktion. Zur Beschreibung einer solchen Atiologie entwickelte
Carter (1969) das multifaktorielle Schwellenwertmodell (mfS, Abb. 1), das zu den
anerkanntesten &athiologischen Modellen fir die Entstehung von LKGS und anderen

Fehlbildungen zahilt.

Die in Abb. 1 dargestellte Kurve entspricht der Normalverteilung eines bestimmten
Merkmals in der Bevdlkerung. Die Neigung (liability) zur Ausbildung einer LKG-Spalte
zu Beispiel beruht somit auf genetischen und exogenen Einflissen und ist in der
Bevdlkerung kontinuierlich (normal) verteilt. Die Senkrechten am linken Ende der
Kurven markieren die Schwelle, nach deren Uberschreitung es durch die Summation
schadigender (teratogener) Einflisse zu einer unterschiedlichen Manifestationen einer
bestimmten Fehlbildung kommt. Die Flache unter der Kurve, die rechts von der
Schwelle liegt, entspricht der Inzidenz des untersuchten Merkmals. Dabei liegt die
Position der Schwelle, je nach Spalttyp, Geschlecht, Ethnie und weiteren Faktoren in
einem individuellen Wertebereich und kann durch protektive oder schadigende

Einflisse verschoben werden.



Protektive Fakioren ™ Teraiogene Fakioren

»

Schwelle zur Aushildung
einer LK(G)

Anzahl der Embryonen

Normalpopulation

schwach tnittel stark
Heigung zur Ausbildung einer LK(G)

Abb.1: Das multifaktorielle Schwellenmodell mit dem Einfluss protektiver und

teratogener Faktoren nach Krost und Schubert (2006).

Somit kann jedes Gen im Fall der multifaktoriellen Atiologie und je nach Umwelteinfluss
mit einem kleinen additiven Anteil an der Gesamtexpression eines Merkmals
partizipieren. Dabei ist ein Hauptgeneffekt nicht ausgeschlossen, konnte aber bisher
nicht eindeutig bewiesen werden. So wurden bis heute unterschiedlichste Gene mit der

Genese der LKG-Spalten assoziiert.

e MSX1 auf Chromosom 4 mit der Lokalisation 4p13 (Lidral et al., 1997, 1998;
Romitti et al., 1999; Beaty et al., 2002; Jugessur et al., 2003)

*  JAG2 auf Chromosom 14 mit der Lokalisation 14932 (Neiswanger et al., 2006)

* MTR_3g098210 auf Chromosom 3 (Mostowska et al., 2006)

e PVRL1 auf Chromosom 11 mit der Lokalisation 11923.3 (Neiswanger et al.,
2006; Scapoli et al., 2006)

* TGFB3 auf Chromosom 14 mit der Lokalisation 14924 (Maestri et al., 1997;
Lidral et al., 1998; Romitti et al., 1999 ; Beaty et al., 2002; Jugessur et al., 2003;
Iwata et al., 2014)

e TGFA auf Chromosom 2 mit Lokalisation 2p13 (Beaty et al., 1997; Maestri et

al., 1997; Carinci et al., 2000; Jugessur et al., 2003), der als erster Genlocus



mit der Entstehung nichtsyndromaler LKG-Spalten in Verbindung gebracht
wurde (Ardinger et al., 1989).

* OFC1, OFC2, OFC3 (Carinci et al., 2000)

e BCL3 auf Chromosom 19 mit Lokalisation 19913 (Maestri et al., 1997; Gaspar
et al., 2002; Blanco et al., 2004)

* RARA auf Chromosom 17 mit Lokalisation 17q21 (Wyszynski et al., 1996b ;
Peanchitlertkajorn et al., 2003)

* F13a auf Chromosom 6 (Eiberg et al., 1987)

Aufgrund der komplexen Atiologie, der Heterogenitat der LKG-Spalten und der meist
geringen Zahl an Probanden blieb die Bestatigung eines Kandidatengens, ahnlich dem
Renin-Gen bei arterieller Hypertonie, flr die Spaltbildungen bisher erfolglos

(Buselmaier und Tariverdian, 2004; Ludwig et al., 2012).

3.2.3 Erndhrungsfaktoren

Vitaminmangel wird in verschiedenen Studien als ein entscheidender Risikofaktor fur
LKG-Spalten beschrieben (Pickerill, 1914; Strauss, 1914; Tolarova and Harris, 1995).

Block et al. (2013) fanden einen deutlichen proportionalen Zusammenhang zwischen
erhéhtem mutterlichen BMI >30 (Body Mass Index, kg/m?) und isolierten
Gaumenspalten. In der Studie wurden an Diabetes mellitus leidende Miutter

ausgeschlossen.

3.2.4 Medikamente und Chemikalien

Die unkontrollierte Einnahme von Medikamenten und der ungeschiitze Umgang mit
Chemikalien sollten in der Schwangerschaft moglichst vermieden werden. Die
Behandlung mit speziellen Medikamenten sollte somit stets hinsichtlich des Nutzen-
Risiko-Effekts abgewogen werden, da eine Vielzahl von Medikamenten teratogen
wirken.

Fluordesoxyuridin (FUDR), ein Zytostatikum das im Rahmen der Chemotherapie von
neoplastischen Erkrankungen eingesetzt wird, fihrte im Tierversuch in allen Fallen zu
Gaumenspalten (Ferguson, 1978b).

Bromodesoxyuridin ~ (BrdU), welches zur labordiagnostischen  Markierung
proliferierender Zellen in vitalen Geweben verwendet wird, wird im Tierversuch
eingesetzt, um das Fehlbildungsmuster der Robin- Sequenz zu imitieren (Antoniades
et al., 1993).



Phenytoin, organischen Lésemitteln, Insektiziden, Herbiziden und Desinfektionsmitteln
etc. wird ebenfalls eine teratogene Wirkung zugeschrieben (Longo, 1982; Wyszynski
und Beaty, 1996a).

3.2.5 Stress und starke psychische Belastung

Im Tierversuch konnten isolierte Spaltbildungen des Gaumens durch Stress
(Nahrungsentzug und unangemessene Larmexposition) bei den Muttertieren erzeugt
werden (Peters und Strafburg, 1968). Einen ahnlichen Zusammenhang vermuten
Goenjian et al. (2011) bezlglich eines beobachteten Anstiegs craniofazialer
Fehlbildungen nach dem Wirbelsturm Katrina 2005. Der Grund fir die durch Stress
bzw. psychische Traumen wahrend der Schwangerschaft verursachten Fehlbildungen
ist nach Selye (1953) eine vermehrte Sekretion von Nebennierenrindenhormonen

(Adrenalin, Cortisol), die einen teratogenen Effekt auf die Frucht ausiiben.

3.2.6 Alkohol- und Nikotinabusus

Matterlicher Nikotinabusus und Alkoholkonsum wahrend der Schwangerschaft werden
ebenfalls mit der Entstehung von LKG-Spalten in Verbindung gebracht (Khoury et al.,
1989; Munger et al., 1996; Romitti et al., 1999). Dabei kann der zugrunde liegende
Mechanismus auf dem bei Rauchern haufig festgestellten Folatmangel und einer
schlechteren Oyxgenierung des Gewebes basieren. Der mitterliche Nikotinkonsum soll
somit durch vermehrte Hypoxie in den Geweben das Zellwachstum speziell wahrend
der Gaumenentwicklung negativ beeinflussen (Millicovsky und Johnston 1981; Longo,
1982).

Eine schottische Studie beschreibt eine hochgradige Assoziation von LK(G)-Spalten
mit dem sozio6konomischen Status der Eltern, der sich proportional zum
Nikotinabusus verhalte (Clark et al. 2003).

3.2.7 lonisierende Strahlung

Im Zusammenhang mit dem Reaktorunfall am 25.4.1986 im russischen Tschernobyl
konnte in Studien der ehemaligen DDR wahrend der Jahre 1980-1986 eine auf 9,4%
erhohte Spaltrate festgestellt werden. Eine besonders deutliche Steigerung der
Pravalenz wurde in Gebieten mit erhéhter Strahlenbelastung gefunden (Zieglowski und
Hemprich, 1999).



3.2.8 Dysplastische Faktoren

Ein signifikanter Einfluss eines hdheren matterlichen Alters auf die Genese der LKG-
Spalten und die Steigerung des Fehlbildungsrisikos mit der Geburtenziffer wurden
vorab beschrieben (Fogh-Andersen, 1961; Woolf et al., 1963; Hanhart und Kalin,
1972). Bille et al. (2005a,b) stellten eine Assoziation zwischen einem erhohten Alter
der Eltern und dem Auftreten von nicht-syndromalen LK(G)-Spalten sowie zwischen
hohem vaterlichen Alter und dem Auftreten von nicht-syndromalen Gaumenspalten

fest.

3.2.9 Erkrankungen der Mutter wahrend der Schwangerschaft

Acs et al. (2006) fanden eine H&aufung von unspezifischen Infekten der oberen
Atemwege in den ersten drei Monaten der Graviditat bei Mattern von Spaltkindern und
Kindern mit anderen Fehlbildungen. Die Einnahme von fiebersenkenden
Medikamenten (z.B. Acetylsalicylsdure und Metamizol) zeigte allerdings einen
vermutlich anti-teratogenen Effekt und konnte nicht mit der Entstehung von orofazialen

Spaltbildungen in Zusammenhang gebracht werden.

3.3 Epidemiologie

Bei der Betrachtung epidemiologischer Daten kongenitaler Fehlbildungen ist es wichtig,
die Begriffe Inzidenz und Pravalenz genau zu verwenden.

Unter Inzidenz versteht man das Neuauftreten von Spaltfallen in einer bestimmten
Population Gber einen definierten Zeitraum, wahrend die Pravalenz die absolute Anzahl
von Spaltfallen in einer Population zu einem bestimmten Zeitpunkt (Punktpravalenz)
oder in einem Zeitraum (Periodenpravalenz) angibt.

Dronamraju et al. (1982) machen diesbezlglich auf folgenden Zusammenhang
aufmerksam: steigert ein Risikofaktor bei geringer Exposition das Fehlbildungsrisiko
und fuhrt gleichzeitig bei hoher Exposition zum Abort, so kommt es bei nachlassender

Einwirkung durch die Noxe zu einer Steigerung der Inzidenz der Fehlbildung.

3.3.1 Haufigkeit

Die Haufigkeit fir die verschiedenen Spalttypen vergleichen verschiedene
internationale epidemiologische Studien der letzten Jahre (Tab. 2). Im Mittel lag die
Inzidenz fiir alle Spalttypen bei 1,5 (Abb. 2).
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Tab. 2:
Region
Victoria,
Australien
Sucre, Bolivien
Déanemark
Jordanien
Hawaii

Europa
Dénemark
Farder Inseln
Grénland

Iran

Kalifornien, USA
Kalifornien, USA
Philippinen
Santiago, Chile
Schottland

Autor

Vallino-Napoli et al. (2004) "
Mcleod et al. (2004) *

Bille et al. (2005a) *

Al Omari et al. (2004) ?
Forrester, Merz (2004) ?
Calzolari et al. (2004) ¥
Jakobsen et al. (2003) #
Jakobsen et al. (2003) #
Jakobsen et al. (2003) #
Rajabian, Sherkat (2000) *
Tolarova, Cervenka (1998) ¥
Croen et al. (1998) ¥

Murray et al. (1997) *
Palomino et al. (1997) ?
Bellis, Wohlgemuth (1999) *

" Lebendgeburten/neonatale Todesfalle >20. Woche

? | ebendgeburten

Zeitraum

1983 - 2000
1995 - 2001
1988 - 2001
1991 - 2001
1986 - 2000
1980 - 1996
1962 - 1987
1950 - 1999
1950 - 1999
1976 - 1991
1983 - 1993
1983 - 1992
1989 - 1996
1969 - 1988
1971 - 1990

¥ Lebendgeburten/Totgeburten/Schwangerschaftsabbriiche

* Lebendgeburten/Aborte >20. Schwangerschaftswoche

n

1129402
22746
992727
1548106
281866
6181499
2707972
39364
59037
19369
2493331
2221755
47969
200919
356922

Internationale Untersuchungen zur Haufigkeit der Spaltbildungen

LK(G)S GS
077 0,43
1,19 0,04
0,54 0,80
1,08 0,31
125 0,68
0,62
14 05
1 1,5
06 11
062 041
0,77 0,31
1,05 0,66
127 0,26
077 063

100%

0%

90%
80% 1
70% 1
60% 1
50% 1
40% T
30% 1
20% T
10% 1

Prozentuale Aufteilung nach Spalttyp

oGs

oLK

OLKGS

Abb. 2: prozentuale Verteilung der Spalttypen in der konsultierten Literatur.

Gesamt

1,2
1,23
1,44
1,39
1,93

1,9
2,5
1,7
1,03
1,08
1,71
1,94
1,53
1,4
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3.3.2 Ethnische Unterschiede

Vanderas (1987) wertete hinsichtlich der ethnischen Verteilung 48 verschiedene
epidemiologische Studien retrospektiv aus und bestatigte so die Existenz von

Schwankungen der Inzidenz zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen.

Tab. 3: Inzidenz innerhalb verschiedener Ethnien nach Vanderas (1987)

Inzidenz
Ethnie LK(G)S LKS LKGS GS
Mongolide 0,85-4,04
Europide 0,80- 2,69 0,29- 0,45 0,36- 0,83 0,19- 0,83
Negride 0,18- 1,67 0,04- 0,20 0,08- 0,26 0,05- 0,96

LK(G)S = Lippen- Kieferspalten mit oder ohne Gaumenspalten, LK = Lippen- Kieferspalten, LKGS = Lippen- Kiefer-

Gaumen- Segelspalten, GS = isolierte Gaumenspalte

3.3.3 Geschlechterverteilung

Die Spaltbildungen des primaren und sekundaren Gaumens zeigen eindeutig eine
Geschlechtsgebundenheit mit einer signifikanten Mehrheit von mannlichen Individuen,
die Lippen-, Lippen-Kiefer- und Lippen-Kiefer-Gaumenspalten und weiblichen
Individuen, die vermehrt Gaumenspalten aufweisen.

Diese ungleiche geschlechtsspezifische Verteilung war fiir Fogh-Andersen (1961) einer
der Hauptgrinde fur die These, dass es sich bei LKGS und GS um genetisch

verschiedene Anomalien handeln konnte.

3.3.4 Assoziierte Anomalien

Nach Ingalls et al. (1964) zeigen fast die Halfte aller Kinder mit isolierter Gaumenspalte
weitere Fehlbildungen, wahrend weniger als ein Funftel der Kinder mit isolierter

Lippenspalte oder LKGS weitere Anomalien aufweisen.
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3.3.5 Saisonale Verteilung

Die Annahme einer saisonalen Abhangigkeit der Spaltbildungen ergibt sich aus dem
multifaktoriellen Schwellenwertmodell. Im Jahreszyklus variieren exogene Faktoren wie
beispielsweise die Intensitat des ultravioletten Lichts, Ernahrung, Infektionskrankheiten
und teratogene Einflisse durch z.B. Pestizide (Krost, 2001). Dem gegenlber stehen
zahlreiche Studien, die keine saisonalen Einflisse auf die Spaltrate sehen (Woolf et al.,
1963; Ingalls et al., 1964).

34 Interdisziplinare Therapie der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten

Bei einer Lippen-Kiefer-Gaumenspalte handelt es sich um ein komplexes
Krankheitsbild, bei dem sowohl asthetische und funktionelle als auch psychologische
Faktoren eine Rolle spielen. Die Behandlung erfordert somit eine enge
Zusammenarbeit zwischen verschiedenen Fachdisziplinen. Unter Federfihrung des
MKG-Chirurgen sind Facharzte der HNO-Heilkunde, der Kieferorthopadie und der
Kinderzahnheilkunde mafigeblich an der interdisziplindren Behandlung der Patienten
beteiligt. Logopadische Therapie Uber einen langen Zeitraum und die Organisation in
verschiedenen Selbsthilfegruppen sind anzuraten, um ein optimales Ergebnis fur das
Kind zu erzielen.

Vom chirurgischen Aspekt sollten eine symmetrische und gut bewegliche Oberlippe mit
weitgehend unauffalliger Narbe, ein ausreichend tiefes Vestibulum im Oberkiefer, ein
halbrund gewdélbter harter Gaumen ohne Restperforationen (Kriger, 1993)
symmetrische Naseneingédnge, ein mittig stehendes Septum und ein gut bewegliches
und ausreichend langes Gaumensegel, das eine normal klingende Sprache ermoglicht
erzielt werden.

Die Kieferspalte sollte bei mangeldem Knochenangebot um das 8.-10. Lebensjahr
mittels Osteoplastik versorgt werden, um den Durchbruch der spaltnahen Zahne zu
ermdglichen.  Fehlende  Zahne sollten durch eine  implantatgetragene

Einzelkronenversorgung ersetzt sein.
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Geburtshilfe
Padiatrie
Kinder-  wu.
Allgemein-

stomatologie

Psychologie | | [ [ | [ [ | | | [ [ | [ [ [ [ [
Fihrung Fihrung
Logopédie ? Beginn der Uberwachung,
Sprecherziehung Behandlung,
. . Sprecherziehung
Praoperativ | |
do. LKéS Intel;operaltiv ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ‘
KFO A 1 R Y P e e s |
postoperativ
(abnehmbare,
festsitzende Gerate )
| | I | |
Lippenplastik | GalumeninlastikI Velopha- Korrekturoperationen
Mund- ; .
und 1 Veloplastik (Osteoplastik) ryngopl. I_'ippel, Nasel, Kiefer
Kiefer- | einphasi | (sekundiﬂr) ¥ |¢ | |
Gesichts- zweiphasig
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Naslenste?verla[\gerui\g bei
doplpelsei}igen ITKGS—ISpaIten
elopharyngoplastik (primar) ‘ ‘
1 1
]
Alter
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Abb. 3: Ablauf der komplexen Spalttrdgerrehabilitation nach Andra (Hintz und Lindner,
1987).
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3.5 Pravention mit Schutzstoffen

Bei der Entwicklung eines Praventionsmechanismus muss man zwischen spezifischer
und unspezifischer Pravention unterscheiden. Unter spezifischer Pravention versteht
man die Vermeidung bzw. Elimination einer definierten Noxe. Die unspezifische
Pravention richtet sich gegen mehrere unbekannte bzw. unspezifische Stdrfaktoren
und hat in sich eine gréRere Breitenwirkung.

Im Hinblick auf die Pravention der LKGS stellt sich das Problem der Vielfalt méglicher
Noxen, wie bereits im Rahmen der kausalen Genese beschrieben.

Seit Ende der flnfziger Jahre gibt es Ansatze, der Entwicklung der LKG-Spalten durch

»ochutzstoffe® als Praventiva vorzubeugen.

3.5.1 Folsaure (Vitamin B9)

Folsaure (Vitamin B9) ist eine essentielles Vitamin und muss im Verdauungstrakt aus
der Nahrung resorbiert werden. Tetrahydrofolsaure ist als Coenzym fir den Transfer
von C1-Fragmenten nétig, wie er z.B. im Aminosaurenstoffwechsel und bei der
Synthese von DNA bendtigt wird (Voet und Voet, 1992). Der Bedarf an Folsaure ist
wahrend des Wachstums und der Schwangerschaft erhdoht (Tolarova und Harris,
1995). Eine zu geringe Folsdureaufnahme durch die Nahrung, eine Stérung der
Synthese durch die intestinalen Mikroorganismen oder die mangelnde Utilisation im
Organismus fiihrt zu Folsauremangel, unter dem bis zu 56% aller Schwangeren leiden
(Czeizel et al., 1996).

Im Fall von Neuralrohrdefekten (neural tube defects = NTD) gilt als gesichert, dass
eine Substitution mit 4 mg Folsaure/Tag eine Senkung der Fehlbildungsrate um 72 %
zur Folge hat. So wurde zur Pravention von kongenitalen Fehlbildungen der
Neuralleiste folgende Empfehlung gegeben: Frauen, die bereits ein Kind mit einer
Fehlbildung zur Welt gebracht haben, sollten bei erneutem Kinderwunsch taglich 4 mg
Folsdure einnehmen, wahrend generell bei einer geplanten Schwangerschaft die
taglich Zufuhr von 0,4 mg Folsdure bis zur zwoélften Woche der Schwangerschaft
empfohlen wird.

Einer der gangigsten Marker fiur den Folsduremangel im Organismus ist die
Hyperhomozysteinamie, welche als Risikofaktor fliir LKGS erkannt wurde (Wong et al.,
1999). Medikamente die in den Folsaurestoffwechsel eingreifen, wie z.B. Phenytoin,
I6sen LKGS sowie andere kraniofaziale Fehlbildungen bei den Nachkommen aus.
Khoury et al. (1989) entdeckten, dass eine rauchende Mutter ein 1,6-2 mal hdheres

Risiko flr eine Spaltbildung des Nachwuchses hat, als Mutter ohne Nikotinabusus in
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der Anamnese. Dabei ist bekannt, dass Raucher einen wesentlich niedrigeren
Folatspiegel aufweisen als Nichtraucher (McNulty, 1995).

Prescott und Malcolm (2002) suchten nach einer moglichen genetischen Basis einer
Suszeptibilitat fur einen niedrigen Folatspiegel. Dabei konnten sie eine Assoziation mit
dem MTHFR-Genotyp beobachten.

Itikala et al. (2001) untersuchten retrospektiv den Zusammenhang zwischen
mutterlicher Einnahme von Multivitaminen bzw. Folsdure und dem Auftreten nicht-
syndromaler LKGS und GS in der Gesamtbevédlkerung. In ihrer Studie wird eine
Reduktion des Risikos fur LKGS um 48 % fur Mutter beschrieben, die in den ersten
drei Schwangerschaftsmonaten Dosen von 0,4-1 mg an Folsdure taglich einnahmen.
Somit zeigte in diesen Studien nur eine hohe Dosis einen praventiven Effekt. Fur GS
konnte in dieser Studie keine signifikante Risikoreduktion festgestellt werden.

Auch in Tierversuchen ist ein protektiver Effekt von Folsdure hinsichtlich der
Vermeidung einer teratogen bedingten Spaltbildung beschrieben worden.
Bienengraber et al. (2001) verabreichten 11 Mutterratten (75 Rattenfeten) das
Zytostatikum Prokarbazin (Hydrazin-Derivat) am 14. Tag p.c. um eine Gaumenspalte
zu induzieren. Sieben der schwangeren Ratten (45 Rattenfeten) erhielten vom 14.-17.
Tag Folsaure subkutan (4 mg/kg KG). Unter den mit Folsdure behandelten Feten lag
der Prozensatz an GS nicht signifikant niedriger als bei der unbehandelten Gruppe,
aber es traten weniger schwere Formen der Gaumenspalte auf.

Paros und Beck (1999) fiuhrten eine in vivo Studie mit A/WySnBk-Mausen durch,
welche zu 25-45% Spalten entwickeln. Die trachtigen Weibchen wurden von Tag 8,5-
9,5 p.c. durch subkutane Minipumpen ca. 7,6 pl/h Folsaure (Gesamtdosis von 12 mg/d)
verabreicht. Nach Sectio wurden die Feten am 18. Tag p.c. auf LK(G)-Spalten und
andere Fehlbildungen untersucht. Die Spaltrate der A/WySnBk-Mause sank hierbei
unter Vitamingabe von ca. 40% in der Kontrollgruppe auf ca. 10% in der mit Folsaure

behandelten Gruppe.

In einer prospektiven Patientenstudie konnte allerdings der protektiver Effekt durch
physiologische Dosen von Folsaure (<1 mg/d) hinsichtlich der Pravention von LKGS
nicht nachgewiesen werden (Czeizel et al., 1996). Tolarova und Harris (1995)
berichteten allerdings, dass hohe Dosen von 6 mg Folsaure/d die Inzidenz der LK(G)S
und GS signifikant senken konnten, wenn sie in der kritischen Entwicklungsperiode
verabreicht wurden (1.Trimenon). Aufgrund der unerwiinschten Nebenwirkung dieser
hohen Dosen, z.B. bei Patientinnen mit pernizioser Anamie, konnte allerdings keine
generelle Empfehlung zur symptomatischen Prophylaxe geben. Hierauf empfahlen

auch Czeizel et al. (1999) eine Hochdosis-Medikation nach Identifikation eines hohen
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genetisch bedingten Risikos fur LKGS, basierend auf der Identifikation der
verantwortlichen Gene.

Im Rahmen einer aktuellen Untersuchung von Rozendaal et al. (2013) in der
Nordhollandischen Bevdlkerung wurde hingegen eine Steigerung der Rate an
Neugeborenen mit Lippen-Kiefer-Spalten unter perikonzeptioneller Folsauremedikation
beobachtet.

3.5.2 Thiamin (Vitamin B1)

Thiamin, auch Aneurin oder Vitamin B4 genannt, ist wahrscheinlich das am langsten
bekannte B-Vitamin. Thiamin besteht aus einem Pyrimidin- und Thiazol-Anteil, der
durch eine Methylenbricke verbunden ist. Die heute therapeutisch verwendeten
Formen des Thiamins sind das Chlorid, das Hydrochlorid und das Mononitrat. Thiamin
bildet als Hydrochlorid geruchslose, farblose Nadeln, die in Wasser leicht 18slich sind.
Die Substanz ist in neutraler und alkalischer L6sung thermolabil, gegen Luftsauerstoff
bestandig, aber empfindlich gegen Oxydationsmittel und ultraviolettes Licht. Im
Dunndarm wird Thiamin leicht resorbiert und enzymatisch in der Darmmukosa in
Thiamindiphosphat Ubergefihrt. Der normale Thiamingehalt im Vollblut betragt
zwischen 20-25 ug/l, im Serum 18-62 ug/l, wobei der Thiamingehalt des Serums bei
Neugeborenen stark erhdht ist. Wahrend Schwangerschaft, Stillzeit und gewissen
chronischen Erkrankungen ist der Thiaminbedarf erhéht (Woelk 1989).
Im Serum trachtiger Ratten konnte ein Thiamin bindendes Protein nachgewiesen
werden, welches jedoch nicht im Serum jugendlicher Ratten nachweisbar ist. So
schwankt der Thiaminspiegel trachtiger Ratten im Gleichklang mit dem
Ostrogenspiegel.
Bereits 1980 fuhrte Schubert Untersuchungen zur medikamentdsen Beeinflussung
experimentell erzeugter Gaumenspalten an der Hausmaus durch. Er stellte fest, dass
Vitamin B1 bei alleiniger Applikation geeignet ist, die Rate teratogen erzeugter
Gaumenspalten um etwa ein Drittel zu senken.
1997 behandelten Bienengraber et al. 14 gravide Wistar-Ratten am 14. Tag p.c. mit
dem Prokarbazin (200 mg/kg KG) =zur Induktion von teratogen induzierten
Gaumenspalten. Sieben der so behandelten Rattenmutter erhielten zusatzlich eine
tagliche Dosis von 200 mg/kg KG Thiamin (Vitamin B1) vom 14. bis zum 19. Tag p.c.
Hier betrug der Anteil an LKGS in der Thiamin-Gruppe 100%, entgegen 88% bei
alleiniger Injektion von Prokarbazin. Die Autoren vermuteten in diesen Fallen keine
Protektion, sondern eine Amplifikation des teratogenen Effekts, begrindet durch die
These von Kreybigs (1981), der feststellte, dass Thiamingabe vor Applikation des
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Teratogens einen Anstieg der Fehlbildungen bewirkt, wahrend die Gabe nach
Teratogeninjektion zu einem protektiven Effekt fihrt. Bienengraber et al. diskutierten
ihre Ergebnisse im Zusammenhang mit von Kreybig und Gabka (1981) und sah deren
Erfolg eher als das Ergebnis der Optimierung von Begleitumstanden der
Schwangerschaft.

Zenk et al. (1987) beobachteten eine signifikante Reduktion der durch Hadacidin
hervorgerufenen Gaumenspaltfrequenz um ca. 50% durch Thiaminhydrochlorid.
Hadacidin beeintrachtigt die Glykosaminoglykansynthese, die nach Ansicht vieler
Autoren die Grundlage der Horizontalisierung der Gaumenplatten darstellt (Ferguson,
1978a). Nach Zenk et al. (1987) ist durch die so verzdgerte Horizontalisierung das
Kantenepithel der aufeinandertreffenden Platten nicht mehr fusionsbereit. Thiamin
beglnstige die Synthese von Proteoglykanen und verlege so die Horizontalisierung der
Platten wieder auf einen Zeitraum, in dem die Fusion noch moglich ist.

Gundlach et al. (1986) injizierten graviden Mauseweibchen Formhydroxamsaure, der
eine Organotropie im Kauschadelbereich zugeschrieben wurde. So entfaltete sich die
teratogene Wirkung der Formhydroxamsaure speziell im Kauschadel. Ein Teil der Tiere
wurde vom 9.-11. p.c.-Tag mit Thiamin behandelt (3 x taglich 25mg/kg). Gundlach et al.
beobachteten sowohl eine Senkung der Fehlbildungsrate um 21%, als auch einen

Ruckgang der fetalen Aborte um 6%.

3.5.3 Multivitamine

1995 veroffentlichten Tolarova und Harris eine klinische Studie mit 2.122 Paaren, bei
denen einer der Partner mit nicht-syndromaler LK(G)-Spalte geboren wurde. Um eine
mdglichst grofRRe atiologische Homogenitdt der Stichproben zu erreichen, wurden
ausschliel3lich sporadische Falle ausgewahlt. Die Supplementation bestand in einem
Multivitaminpraparat (Vitamine A, B1, B2, B6, C, D3, E, Nicotinamid, Calcium
pantothenicum) kombiniert mit Folsaure (10 mg/d) und umfasste einen Zeitraum von 2
Monaten vor geplanter Konzeption bis zum 3. Monat der Schwangerschaft. Die
Spaltrate betrug in der Kontrollgruppe 4,05% und in der behandelten Gruppe 1,4%.

Wie bereits Gundlach et al. zuvor erzielten auch Tolarova und Harris den groéften
Erfolg bei mannlichen Individuen mit einseitigen Spalten und keinen Effekt bei
weiblichen Nachkommen mit beidseitiger Manifestation der Spaltbildung. Sie
entwickelten daraus folgende These: ,Die Effektivitdt der Prédvention steigt mit der
steigenden Inzidenz des Spalttyps in der Bevélkerung und mit sinkenden Werten der

Erblichkeit und des Wiederholungsrisikos*” (Tolarova und Harris, 1995).
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Gabka (1981) behandelte 131 werdende Mutter, in deren Familienanamnese LKGS
aufgetreten waren, wahrend der Schwangerschaft mit einer Kombination von
Actihaemyl® (entspricht Solcoseryl®: eiweildfreies Extrakt aus fetalem Kalberblut mit
sauerstoffaktivierender Wirkung) und Multivitaminen. Im Behandlungskollektiv traten zu
1,75% spaltpositive Nachkommen auf, im Gegensatz zu 4,6% in der Kontrollgruppe.
Gabka erkannte bereits, dass ein rechtzeitiges Einsetzen der symptomatischen
Prophylaxe spatestens am 30.Tag post conceptionem zu erfolgen hat.

Von Kreybig (1981) weitete die aus Gabka'‘s Studie erhaltenen Informationen aus, um
die prophylaktischen MalRnahmen auf weitere Fehlbildungen zu erweitern. Er empfahl
wahrend der Vorbereitungszeit zur Schwangerschaft Screening-Untersuchungen zum
Ausschluss von Rételn, Toxoplasmose, Listeriose und Zytomegalie (CMV). Ebenfalls
empfahl er die Behandlung von Anamien, den Abschluss arztlicher und zahnéarztlicher
Behandlungen sowie einen sechsmonatigen Abstand zum Absetzen hormoneller
Kontrazeptiva. Nikotinkarenz, gesunde Erndhrung, Stabilisierung des seelischen
Gleichgewichts und Medikamenten-Abstinenz bei nicht vitaler Indikation wurden
ebenfalls empfohlen .

Gundlach et al. (1986) erhoben eine prospektive klinische Studie, an der 358
Patientinnen teilnahmen, die bereits ein Kind mit LKGS zur Welt gebracht hatten. Die
Patientinnen erhielten ein Vitamin B-Komplexpraparat, welches ab dem 5. Tag nach
Ausbleiben der Menstruation dreimal taglich eingenommen werden sollte (300 mg B1,
300 mg B6, 0,75 mg B12) Die Schwangerschaften der so behandelten Mutter endeten
mit 4 Spaltgeburten (1,1%), wahrend in der Kontrollgruppe von 164 Mittern 35
Schwangerschaften Spaltbildungen, andere Fehlbildungen oder einen Abort erbrachten
(21%).

Schubert (1980) testete unter anderem die Wirkung der Vitamine des B-Komplexes,
wobei er eine sehr gunstige Beeinflussung der Spaltrate bei weniger auffalliger
Reduktion der allgemeinen Fehlbildungshaufigkeit fest stellen konnte. Dabei stiel3 er
auf die prophylaktische Wirkung bei der Anwendung des Vitaminpraparates vor der
Applikation von Teratogenen.

Eine aktuelle Studie von McKinney et al. (2013) empfehlen gerade in armeren
Regionen den Konsum von Leber alternativ zur medikamentdsen Vitaminsubstitution in
der Schwangerschaft, da beides reproduzierbar die Rate von Nachkommen mit
Lippenspalten erniedrigt. Leber ist reich an fettléslichen und B-Vitaminen und

aulRerdem das Lebensmittel mit dem hochsten Vitamin A-Gehalt.
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3.5.4 Vitamin Bg

In der Natur kommen sechs biologisch aktive Vitamin Bg-Formen vor. Dazu gehodren
Pyridoxal, Pyridoxamin und Pyridoxol. Diese drei Substanzen sind als Phosphat bei
Mensch und Tier als Coenzym zahlreicher Enzyme etwa gleich wirksam. Sduger sind
nicht in der Lage Vitamin Bg zu synthetisieren, kébnnen jedoch alle sechs Vitamin Bg-
Formen ineinander Uberfihren. So kann der allgemeine Vitamin Bg-Bedarf durch
Pyridoxinhydrochlorid gedeckt werden. In wassrigen sauren Lésungen ist Vitamin Bg
stabil, in neutralen und alkalischen Ldsungen und durch Lichteinwirkung wird es
zerstort. Pyridoxalphosphat und Pyridoxal sind im Blutplasma an Albumin gebunden
und werden beide rasch durch Transfer in die Organe und Gewebe aus dem Plasma
entfernt. Der Pyridoxalphosphatspiegel in Blut und Harn erreicht beim Menschen den
héchsten Wert im Sauglingsalter bis zum 50. Lebenstag und nimmt anschlielend
laufend ab. Als Coenzym ist Vitamin Bg an mehr als vierzig enzymatischen Reaktionen
beteiligt. Pyridoxamin- und Pyridoxalphosphat wirken als Coenzyme bei
Transaminierungsreaktionen, die fur den Abbau von Gamma-Aminobuttersdure im
Gehirn und fir den Oxalsaurestoffwechsel von Bedeutung sind. Pyridoxalphosphat ist
u.a. das Coenzym fur die Decarboxylierung von Aminosauren. Vom Ende des ersten
Trimenons an entwickelt sich bei Schwangeren fast immer ein Defizit an Pyridoxin, da
der fetale Organismus, der einen bedeutenden Eiweilaufbau zu leisten hat, seinen
Bedarf an Pyridoxin aus dem mutterlichen Organismus deckt (Rehner und Daniel,
2010).

Uber die Wirkung der alleinigen Gabe von Vitamin Bg zur Pravention angeborener
Fehlbildungen ist wenig dokumentiert. Als Bestandteil von Multivitamin-Praparaten wird
Pyridoxin jedoch haufig eingesetzt (Gundlach et al., 1986; Tolarova und Harris, 1995;
Schubert, 2002). Es existieren Hinweise auf neurologische Erkrankungen durch
mutterlichen Mangel an Vitamin Bs, da der Pyridoxalphosphat-Spiegel (PLP-Spiegel)
des Fotus direkt abhangig von der Zufuhr durch die Mutter ist. Um den PLP-Spiegel
des Fotus wahrend der Schwangerschaft im geforderten Bereich zu halten, sollte eine
tagliche Zufuhr von mindestens 4 mg Bg erfolgen (Cleary et al., 1975; Lumeng et al.,
1976).
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3.5.5 Vitamin B4, - Cobalamin

Vitamin By, nimmt beim Menschen als Coenzym an nur zwei enzymatischen
Reaktionen teil, bei der Methionin-Synthetase und der Methylmalonyl-CoA-Mutase.

Bei der Bildung von Methionin wird Homocystein zu Methionin remethyliert. Gelingt
dies nicht, bildet sich vermehrt Homocystein, ein Zwischenprodukt beim Abbau der
Aminosaure Methionin.

Fehlt das Coenzym Bi;, kommt zu einem sekundadren Mangel an THF
(Tetrahydrofolsaure), welches fir die Synthese der Purinbasen Adenin und Guanin und
der Pyrimidinbase Thymidin essentiell erforderlich ist. Durch einen Mangel an diesen
Nukleobasen ist die Synthese von DNA aber auch von RNA gestoért. Dies dufert sich
vorrangig in Organen mit hoher Zellteilungsaktivitat wie dem Knochenmark oder einem
wachsenden Organismus. Durch die Stérung im Knochenmark kommt es zu einer
mehr oder minder ausgepragten Panzytopenie im Blut, wobei der Mangel an
Erythrozyten am offensichtlichsten ist. Die Gabe von Folsdure kann diesen Block
umgehen und so einen Mangel an Cobalamin maskieren.

Die Methylmalonyl-CoA-Mutase dient der Einschleusung der Abbauprodukte
ungeradzahliger Fettsduren sowie der Aminosauren Valin, Isoleucin, Threonin und
Methionin in den mitochondrialen Citratzyklus. Ist dieser Schritt gehemmt, kommt es zu
einem Anstieg von Methylmalonsaure im Plasma und vor allem im Urin. Dieser
Stoffwechselweg spielt offenbar eine besondere Rolle im ZNS, da sich ein Vitamin B,-
Mangel bisweilen sogar vor der typischen Anamie mit Symptomen wie einer Stérung
der Pyramidenbahn und der Hinterstrange, aber auch scheinbaren Altersdemenzen
bemerkbar macht.

Die Absorption von Vitamin By, aus dem Gastrointestinaltrakt verlauft Uber zwei
Mechanismen, die Bindung an den intrinsic-factor, der in der Lage ist 1,5-3 ug
Cobalamin anzulagern und intrinsic-factor unabhangig via Diffusion bei groRen Mengen
oral applizierten Cobalamin.

In Tierversuchen an der Ratte konnten Kasirsky et al. (1967) durch die post-teratogene
Gabe von Cobalamin die Rate der durch Kortison induzierten Gaumenspalten um 63%
senken. Eine alleinige Gabe von Cobalamin fuhrte in ihrem Versuch allerdings zur
Erhéhung der Spaltrate gegenitber der unbehandelten Kontrollgruppe um 12,9%.
Zhang et al. untersuchten 2011 ebenfalls den Effekt von Vitamin B12 auf durch
Vitamin-A-Saure-induzierte craniofaziale Fehlbildungen und verwendeten dabei
ebenfalls Mause in einer Organkultur. Sie setzten den gesamten Embryo in der
kritischen Phase der Organogenese 0,4uM Vitamin-A-Saure und verschiedenen

Konzentrationen Cobalamin aus. Dabei stellten sie eine konzentrationsabhangige
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Senkung der Kiemenbogenfehlbildungen um bis zu 90,5% fest. Zur Evaluation der
biochemischen Grundlage wurde die Expression der Proteine ET-1 und dHAND in der
Kiemenbogenregion bestimmt. Dabei konnte ein signifikanter Anstieg dieser Proteine
im untersuchten Gewebe festgestellt werden. Die Autoren gehen davon aus, dass die
Substitution mit Vitamin B12 wahrend der craniofazialen Organogenese der Vitamin-A-
Saure induzierten Minderexpression von Proteinen entgegenwirkt und so einen

deutlichen praventiven Effekt auf craniofaziale Fehlbildungen bewirkt.

Zusammenfassend fordert die WHO im Zeichen der Pravention die Rolle spezieller
mtterlicher Ernahrungsfaktoren in der Atiologie der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten und
anderer kraniofazialer Anomalien systematisch zu untersuchen. Dabei sind laut WHO
die vielversprechendsten Kandidaten zur Risikoreduktion der Entstehung von Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten Folsaure und Pyridoxin (Vitamin B6) sowie maoglicherweise
Riboflavin (Vitamin B2) und Vitamin A (Shaw, 2004). Die von der Arbeitsgruppe
"Referenzwerte fir die Nahrstoffzufuhr'/Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung (DGE),
2001 empfohlene tagliche Zufuhr dieser Erndhrungsfaktoren bei Schwangeren ist in

Tabelle 4 zusammengestellt.

Tab. 4: Empfohlene tagliche Zufuhr von B-Vitaminen in der Schwangerschaft
(Arbeitsgruppe "Referenzwerte fiir die Nahrstoffzufuhr"/ Deutsche Gesellschaft
fur Erndhrung (DGE), 2001)

Vitamin empfohlene tagliche Dosis Versuchspraparat

Thiamin (Vitamin B1) 1,2mg 5 mg/ml (Hydrochlorid)

Riboflavin (Vitamin B2) 1,5mg 2 mg/ml (R-5-Phosphat)

Nicotinamid (Niacin) 15 mg 20 mg/mi

Pyridoxin (Vitamin B6) 1,9 mg 2 mg/ml.(Hydrochlorid)

Folsaure 400 pg (zusatzlich zur Nahrung als Nicht enthalten
Supplement)

Cyanocobalamin (Vitamin B12) 3,5 ug Nicht enthalten

Biotin 30- 60ug 0,25 mg/ml

Pantothensaure 6mg 3 mg/ml (Dexpanthenol)

22



4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

411 A/WySn-Maus

Der A/WySn-Mausestamm wurde 1921 von L. C. Strong durch die Kreuzung der Cold
Spring Harbor Albino- und der Bagg Albino-Maus entwickelt und anschlieend durch
konsequente Inzuchtpaarung Uber mehr als 249 Generationen verpaart
(http://jaxmice.jax.org). Dieser Mause-Stamm weist mit einer konstanten Frequenz von
25-30% Lippenspalten, mit oder ohne Gaumenspalten auf, die bei der Maus eine
unvollstdndige Penetranz, eine variable Expressivitdt und Uberwiegend beidseitige
Manifestation zeigen (Juriloff et al., 2001).

Die genetische Variation dieser Mause ist minimal (Hallgrimsson et al., 2004). Bei
diesen Mausen wird eine multifaktorielle Genese, analog dem Menschen,

angenommen (Kalter, 1979).

4.1.2 Tierhaltung

Die standardisierte Koloniezucht der Versuchstiere erfolgte im Zentrum flr
medizinische Grundlagenforschung der MLU (ZAMED - Zentrum fir Angewandte
Medizinische und Humanbiologische Forschung, Heinrich-Damerow-Str. 1, 06120
Halle (Saale), Leitung: Dr. llona Wolff). Die Tiere wurden hier entsprechend der EG-
Richtlinie (Richtlinie des Rates vom 24. November 1986) in Funfer-Gruppen in
Standard-Kafigen aus Makrolon gehalten, mit einer Grundflache von 400 cm? und einer
Hoéhe von 14 cm. Die Lufttemperatur wurde bei einer konstanten Luftfeuchtigkeit von
65% auf 22°C gehalten. Das Beleuchtungsregime war auf einen 12 Stunden
Rhythmus durch 250 Watt Leuchtstoffrohren (70 Lux) eingestellt. Die Tiere erhielten
Futter, in Form von Altromin Standarddiat 1314 TPF (total Pathogen frei) und
Frischwasser ad libitum.

Im Alter von 4 Wochen wurden die Tiere nach Geschlechtern getrennt.
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4.2 Verpaarung
Die Verpaarung der Tiere fand konsequent zwischen 8:00 und 9:30 Uhr MEZ statt.

Dazu wurden 2 bis 3, mindestens 14 Wochen alte, virginelle, weibliche Tiere (Nullipara)
fir 90 min mit einem mannlichen Tier in eine separate Box gesetzt. Als Zeitpunkt 0 des
laufenden Versuches wurde der Zeitpunkt des Zusammentreffens der Tiere (8:00 Uhr
MEZ) definiert.

Nach der Verpaarung waren die Weibchen zu viert in Standard-Kafigen untergebracht.
Das Vorhandensein eines Vaginalpropfes bei der morgendlichen Kontrolle wurde als

Nachweis der Trachtigkeit gewertet.

4.3 Probenentnahme

Die Entnahme der Feten erfolgte 14 Tage und 8 Stunden nach der Verpaarung
(Abb.4). Die trachtigen Weibchen wurden durch zervikale Dislokation getdtet und die
Bauchhaut mit 97%-igem Ethylalkohol desinfiziert. Durch eine mediane
Unterbauchinzision wurde der Uterusschlauch freigelegt und entnommen. Die Uteri
wurden sofort in eisgekuhlte, physiologische NaCl-Lésung gegeben. Die Feten blieben
wahrend der Zwischenlagerung in der Kochsalzlésung in ihren Amnionhéhlen und
somit in ihrer physiologischen Umgebung. Dann wurden die Feten einzeln aus ihren
Eihillen befreit und auf einer Glasplatte unter dem Stereomikroskop (Leica MZ6

Stereomikroskop mit Kaltlichtquelle und Ringlicht #7191) prapariert.

Abb. 4: A/WySn-Fetus im Alter von 14 Tagen und 8 Stunden

Durch Einfiihren eines Heidemannspatels in die Mundhohle wurde die gewiinschte

Schnittebene markiert, wobei die Zunge nach kaudal verdrangt wurde.
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Der Kopf wurde parallel zu den Gaumenplatten mit dem Skalpell durchtrennt (Abb.5)
und dann auf der Kalotte gelagert, so dass eine Aufsicht auf die Gaumenplatten
moglich war. Mit der aufgesetzten Digitalkamera (Nikon Coolpix E4500) wurden die
Praparate fotografiert, schriftich nach einem Schema von Al Obaidi et al. (1995)
klassifiziert (Tab. 3) und unverziglich inkubiert. Das Auswertungsverfahren beruht auf

der Bewertung von Stellung, GréRe und Kontaktzone der Gaumenplatten.

Anlage des Nasenseptums

Sek.Gaumenfortsatze

Schnittebene

Zungenanlage

Abb. 5: schematischer Sagittalschnitt des praparierten Bereiches (Schnittebene rot

eingezeichnet)
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Tab. 5: Schematische (a) und fotographische (b) Klassifikation nach Al Obaidi et al.

(1995).

Piktogramm (a)

Beispiel (b)

Beschreibung desScores

Score 1
Gaumenplatten kaum

erkennbar

Score 2
Geringe Annaherung der

Gaumenplatten

Score 3
Starke Annaherung, aber
kein Kontakt der

Gaumenplatten

Score 4
Erster Kontakt der

Gaumenplatten

Score 5
Fusion der Gaumenplatten
zu 2/3 der Flache

Score 6
Vollstandige Fusion der

Gaumenplatten
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44 Organkulturverfahren

Alle Arbeitsschritte erfolgten in einer Reinraumwerkbank mit laminarem Luftstrom.

Dem Medium DMEM/HAM’S F-12 (1:1, Biochrom AG, Berlin) wurde 10% fetales
Kélberserum (FBS, Biochrom AG, Berlin) sowie 2% Antibiotikum (Penicillin 10.000
E/ml, Streptomycin 10.000 ug/ml, Seromed Biochrom, Berlin) zugegeben.

Das Vitamin B-Komplexpraparat Polybion N® (Merck KgaA, Darmstadt) wurde aus
einer sterilen Ampulle in Konzentrationen von 0,1% und 1,0% dem Medium zugesetzt
(Tab. 4). Die Vitaminkonzentration im Medium wurde fiir die einzelnen Vitamine in
Tabelle 5 angefihrt.

Tab.6: Zusammensetzung Polybion N® (Merck KgaA, Darmstadt)

Substanz Konzentration (mg/ml)
Thiaminhydrochlorid (Vitamin B1) 5
Riboflavin-5-Phosphat (Vitamin B2) 2

Nicotinamid 20

Dexpanthenol 3

Biotin 0,25
Pyridoxinhydrochlorid (Vitamin B6) 2

Tab. 7: Vitaminkonzentrationen in den verwendeten Kulturmedien

Konzentration (mg/ml)

ohne 0,1% PolybionN 1,0% PolybionN

‘Thiamin(81) 0002 0007 0052

Riboflavin (B2) 0,0002 0,002 0,02

Nikotinamid (B3) 0,002 0,02 0,2

Pantothensaure (B5) 0,002 0,005 0,03

Pyridoxin (B6) 0,033 0,035 0,053

Biotin (B7) 0,00004 0,0003 0,0025
Folsaure (89) 0003 00038 0003

Cobalamin (B12) 0,0007 0,0007 0,0007
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Konzentrationsanstiege der Vitamine in den Versuchsmedien

0,4
0,35
? 0,3 —+— Biotin
g 0,25 —%— Thiamin
5 Pyridoxin
E 02 Pantothensaure
g 0.15 —=—Riboflavin
S 0,1 Nikotinamid

0,05

Kontrollgruppe 0,1%-Vitamin-Gruppe 1%-Vitamin-Gruppe

Versuchsmedium

Abb.6: Graphische Darstellung des Anstiegs der Vitaminkonzentration in den

zubereiteten Versuchsmedien

Das Medium wurde im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt und zu jeweils 1,5 ml in 6-er
Schalen (Fa. Nunc, Danemark) gegeben. In jede Vertiefung der Schalen wurde ein
steriler Einsatz mit einer 0,4 ym Polycarbonat-Membran (Nunc 25 mm Organkultur-

Einsatze, Fa. Nunc, Danemark) eingelegt (Abb.10).

...................................... Fllterelnsatz
‘ ........................... Zellkulturschale

I Nahrmedium

Abb.7: Skizze des vorbereiteten Kulturbehaltnisses (Seitenansicht) fir die

Organkultur.
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Zur eindeutigen ldentifizierung der Proben wurde jeder Einsatz in seiner Position
markiert, die praparierten Proben mit den Gaumenfortsatzen auf die Membran gelegt

und die Organkulturen unverzuglich inkubiert.

Abb. 8: Einsetzen eines sterilen Filter-inserts mit Polycarbonatmembran in die 6well-

Schalen.

Die Kultivierung der Proben erfolgte bei 37°C, 95% O, und 5% CO, fur 72 Stunden.
Das Kulturmedium wurde nach 24 und 48 Stunden durch frisches, vorgewarmtes
Medium ersetzt, um die nétigen Nahrstoffe in ausreichender Menge zur Verfliigung zu

stellen und einen Abfall des pH- Wertes zu vermeiden.

4.5 Auswertung der Proben

Nach 72 Stunden Inkubation erfolgte die Auswertung des Wachstumsverhaltens der
Organkulturen unter dem Stereomikroskop (Leica MZ6 Stereomikroskop mit
Kaltlichtquelle und Ringlicht #7191). Zur Verstarkung des Kontrastes wurden die
Organkulturen mit Phenolrot angefarbt, die Entwicklungsstufen der Gaumenplatten

wurden klassifiziert und fotografiert.

29



441

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde das Programm SPSS Statistics,
Version 12 (IBM Deutschland GmbH, 71137 Ehningen) verwendet. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit Hilfe von Frau Haufe im Universitats-Rechenzentrums der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg.

Die Variablen ,Kategorie vorher® und ,Kategorie nachher® wurden als rangskalierte
Daten mit nicht-parametrischen Standardtests ausgewertet. Zunachst wurde fur jede
der Versuchsgruppen ein nicht-parametrischer Vergleich der Variablen ,Kategorie
vorher® und ,Kategorie nachher” als abhangige Stichproben durchgefiihrt. Dies erfolgte
durch den Wilcoxon-Test, der auf einer Rangreihe der absoluten Wertepaardifferenzen
beruht. Eine weitere Berechnung erfolgte durch den Vergleich der Variablen zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen ,vorher-nachher® mittels des Kruskal-Wallis-Test.
Dieser Test ist der Standardtest zum Vergleich von mehr als 2 unabhangigen
Stichproben und beruht auf einer gemeinsamen Rangreihe der Werte aller
Stichproben.

Zuletzt erfolgte ein Vergleich der Variablen ,vorher-nachher” in der Kontroligruppe mit
jeweils einer Vitamingruppe durch den Mann-Whitney-Test, der ebenfalls auf einer
gemeinsamen Rangreihe der Werte aller Stichproben basiert.

Die Ergebnisse wurden als signifikant betrachtet, wenn sich bei der statistischen

Analyse eine Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5 % (p <0,05) ergab.
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5 Ergebnisse

Die Untersuchung stutzt sich auf die Organkultur von 186 Feten von 37 Muttern. 163
Feten (87,6%) flossen in die Auswertung ein. 23 Feten konnten nach Praparation
keinem Score zugeordnet werden und wurden deshalb in den weiteren
Untersuchungen nicht bertcksichtigt.

Zum Zeitpunkt der Praparation (14.8 Tag p.c.) lag der mittlere Entwicklungsscore uber
alle Versuchsgruppen bei 2 (n=163, 100%). Keines der Praparate zeigte eine

vollstandige Fusion der Gaumenplatten (0/163).

In der Kontrollgruppe (ohne Substitution mit Vitamin B, n= 54) war eine
gruppenspezifische Regression der Palatogenese zu beobachten (Abb. 9). Der mittlere
Score fiel von 2,35 (+0,85) auf 2,25 (+0,89) ab, es fand also kein signifikantes
Wachstum statt (p=0,32). 70,4% (38/54) der Organkulturen zeigten kein erkennbares
Gaumenwachstum, 14,3% (8/54) fielen um einen Score-Grad und 3,7% (2/54) um zwei
zurtick. Nur 6 von 54 Praparaten (11,1%) zeigten Uberhaupt eine registrierbare
Weiterentwicklung: 5 Exemplaren um einen Score-Punkt und bei einem um zwei
Punkte (1,9%).

Gaumenwachstum ohne Poly-Vitamin-Substitution
%

64,75%
70 °

60
50
40

30

0,
12,95% 550 12.55%

’ 0% 0%
L__‘ A A
3 4

5 6

20

10 ’

0

1 2
Score nach Al Obaidi et al. (1995)
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Abb. 9: Darstellung des erreichten Endscores in der nicht substituierten
Organkultur nach 72h Inkubation (Kontrolle).

In jeder der beiden mit Vitamin B-substituierten Gruppen (ng.1%,=62, n10%=61), zeigte

sich makroskopisch je einmal eine vollstandige Fusion der Gaumenplatten (Score 6)

am Ende der 72-stindigen Inkubation (1,6%), die sich in den koronaren Schnitten

dieser Proben histologisch als partielle Fusion mit einem epithelialen Saum in der

Verschmelzungszone darstellte (Abb.10).

Abb. 10: Histologisches Praparat (H.E.-Farbung, 5-fache VergréRerung) einer
Organkultur des sekundaren Gaumens in koronarer Schnittrichtung nach 72-
stindiger Inkubation mit 0,1% Polyvitaminzusatz im Medium. Der Pfeil
markiert den epthelialen Saum an der Verschmeluzungszone der beiden

Gaumenplattenpaare in der Mitte (Stadium VI, partiell).

In der 0,1% Vitamin-B Gruppe entwickelten sich insgesamt 51,5% der Organkulturen
weiter (32/62). 35,5% (22/62) stiegen um einen Score an, 16,1% (10/62) um 2 Score-
Grade. Drei Exemplare (3/62) zeigten nach der Inkubationsperiode einen um einen

Grad geringeren Score (4,8%) und ein Exemplar um zwei Score-Stufen (1.6%). 24
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Organkulturen (24/62, 38,7%) zeigten keinerlei Entwicklung wahrend der Inkubation
und sagnierten (Abb. 11).

Insgesamt war die Entwicklung durch den Zusatz des Polyvitamin B-Praparates
PolybionN® in einer Medienkonzentation von 0,1% signifikant fortgeschritten
(P0,1%<0,000).

Substitutionsgruppe 0,1% Polybion N®
%

54,74%
60

50

40

30 20,93% 17,71%

20

3,22%

10 1,61%

Score nach Al-Obaidi et al. (1995)

Abb.11: Endscores der Organkultur mit 0,1% PolybionN nach 72h Inkubation

In der Versuchsgruppe mit 1,0% B-Komplex im Medium war das Ergebnis
differenzierter (Abb.11). 42,6% (26/61) der Kkultivierten Praparate waren weiter
gewachsen, davon 13 um einen Score-Punkt (21,3%) und 12 um zwei Punkte (19,7%).
Ein Gaumenpaar zeigte sogar einen Fortschritt von 3 Score-Punkten. Kein Wachstum
zeigte sich in 27 der Kulturen (44%) und ein Rickschritt gar bei 8 von 61 (13,1%).

Auch hier war die Entwicklung in der Organkultur durch die Zugabe des Polyvitamin B-
Praparates PolybionN® in einer Medienkonzentation von 1,0% signifikant positiv

beeinflusst worden (p1,0%<0,000).
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Substitutionsgruppe 1% PolybionN®

o 39,36%
40 -
35 -
w0 | 24,6% 24,6%
25 -
20 -
15 -
. 6,56% 3,28% 1£64%
5
1 2 3 4 > 6

Score nach Al-Obaidi et al. (1995)

Abb.12: Endscores der Organkultur mit 1,0% PolybionN nach 72 h Inkubation

Zusammenfassend konnte in beiden mit dem Vitamin B-Komplex Praparat Polybion
N® substituierten Versuchsgruppen ein signifikantes Wachstum der Gaumenplatten im
Verlauf der Gewebekultur nach 72 Stunden Inkubation nachgewiesen werden
(P0.1%<0,000, p1,0%<0,000). Im Mittel zeigte sich ein Wachstumsfortschritt um 3 Score
Punkte nach der Klassifikation von Al Obaidi et al. (1995) ab einer Medienkonzentation
von 0,1%. Eine weitere Steigerung der Konzentration im Medium fihrte zu keinem
weiteren signifikanten Entwicklungsfortschritt. Somit war der Unterschied im
Wachstumsverhalten der beiden Vitamin B-Gruppen (0,1% und 1,0%) nicht signifikant
(p=0,50).

In der Kontrollgruppe ohne Vitaminsubstitution fand wahrend der Inkubation kein
signifikanter Entwicklungsfortschritt statt (p=0,320, Abb. 9).
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Abb. 13: Graphische Darstellung des mittleren Entwicklungsfortschritts des

sekundaren Gaumens Uber alle Versuchsgruppen.
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Abb.14: Verteilung des prozentual erreichten Entwicklungsfortschrittes in den

einzelnen Versuchsgruppen.
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6 Diskussion

Klinische Studien zur Prophylaxe von Spaltbildungen in betroffenen Familien werden
seit vielen Jahren durchgefiihrt (Gundlach et al., 1986; Schubert et al., 1990; Tolarova
und Harris, 1995; Czeizel et al., 1999; Bienengraber et al., 2001; ltikala et al., 2001).
Viele dieser Studien zeigen vor allem fir die Verabreichung von Vitamin B-Praparaten
gute Ergebnisse hinsichtlich einer Vermeidung des Neuauftretens der Spaltbildung in
spaltbelasteten Familien (Schubert et al., 1990; Tolarova und Harris, 1995). Der
Mechanismus dieses moglichen protektiven Effekts ist bis heute allerdings nicht

vollstandig aufgeklart (Mossey et al., 2009; Dixon et al., 2011).

Bis heute gibt es allerdings, ganz im Gegensatz zu Vermeidung von
Neuralrohrdefekten, keinen internationalen Konsens hinsichtlich einer Empfehlung zur
Prophylaxe fur Schwangere in spaltbelasteten Familien. Auch bleibt unklar welches der
erhaltlichen Praparate zu bevorzugen ist. Unzweifelhaft ist die konsequente
Substitution mit B-Vitaminen und insbesondere mit Thiamin (Vitamin B1) und Folsaure
(Vitamin B9) sinnvoll, um das Auftreten von Spaltbildungen in diesen Familien zu
verhindern (Schubert et al., 1990; Tolarova und Harris, 1995; Czeizel et al., 1999;
Itikala et al., 2001; Schubert und Krost 2006).

Der Entwicklung einer Lippen-Kiefer-Gaumenspalte liegt eine komplexe multifaktorielle
Atiologie zugrunde. Praventive MaRnahmen zur Vermeidung dieser embryonalen
Fehlbildung wirken vermutlich durch Eliminierung mdéglichst vieler exogener Einflisse.
Dennoch ist ihre Beeinflussung ist nur partiell mdglich. Es interferieren
unterschiedlichste exogene Faktoren wie Stress, Infektionen, Noxen (Alkohol, Nikotin
etc.), Medikamente, Ernahrung, Gewicht der Mutter, Lebensalter und genetische
Herkunft usw. mit dem untersuchten Fokus. Klinische Vergleichsstudien mussen
scheitern und sind ethisch nicht vertretbar. Dagegen kann eine Vielzahl der
interessierenden exogenen Aspekte nur tierexperimentell untersucht werden. Nach
Kappen (2013) ist das Mausemodell unverzichtbar fir ein besseres Verstandnis
besonders von Gen-Erndhrungs-Interaktionen sowohl normaler Schwangerschaften,

als auch in Riskoschwangerschaften bei Diabetes und/ oder Adipositas.

Mit der Verwendung des Organkultursystems der A/WySn-Maus, wurde es moglich,
eine atiologisch homogene Gruppe zu stellen, in der das Merkmal der LKGS genetisch

determiniert ist und relativ konstant auftritt.
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Somit konnte die direkte Beeinflussung der Entwicklung des sekundaren Gaumens
durch Vitamin B-Praparate bei der A/WySn-Maus untersucht werden. Das hierzu
entwickelte und mittlerweile etablierte Verfahren der Gewebekultur bietet eine einfache,
nachvollziehbare, kosten- und zeitsparende Mdglichkeit, potentielle Praventiva in ihrer
Wirkung qualitativ zu prufen. In diesem Organkulturmodell kénnen sowohl potentiell
schadigende sowie auch potentiell praventive Einflisse einem Screening unterzogen
werden und die Zahl und die Belastung der Versuchstiere reduziert werden. Solche
Einschrankungen sind nach § 7 Abs. 2 des Tierschutzgesetzes wichtig und notwendig
(TierSchG, §7). Es bietet dartber hinaus die Mdglichkeit die Wirkung der Noxe direkt

am Erfolgsorgan, hier den Gaumenplatten, zu untersuchen.

Trotz guter Voraussetzungen birgt jedoch jede in vitro-Kultur einige Gefahren, die stets
bedacht und moglichst eliminiert werden mussen. Der regelmalige Wechsel des
Mediums, der mit einem Temperaturabfall und einer méglichen Kontaminationsgefahr
verbunden ist, sollte gewissenhaft unter Reinraumbedingungen und Ilaminarem
Luftstrom durchgefihrt werden. Eine mogliche Kontamination der Gewebekultur mit
Mykoplasmen, welche als intrazellulare Bakterien nicht immer makroskopisch
erkennbare Effekte erzeugen sind geflirchtet, da sie vielfaltig in den Stoffwechsel der
Zellen eingreifen. Die Kontamination mit diesen Mykoplasmen sollte somit ebenfalls
regelmafig durch PCR ausgeschlossen werden.

Die Verwendung von Serum als Wachstumszusatz in der Organ- oder Zellkultur wird
zudem kontrovers diskutiert. Birch und Pirt (1970) halten eine Supplementation mit
Serum (10%) fur notwendig, um eine Stabilisierung der Zelloberflachen,
mdglicherweise durch ausreichende Zufliihrung von Eisen zu erreichen. Der Nachteil
bei der Verwendung von Seren besteht in der Tatsache, dass es sich hierbei um ein
tierisches ,Naturprodukt® mit wechselnder Zusammensetzung und schwankendem
Gehalt der Inhaltsstoffe handelt. Proteasen im Serum kénnen erwinschte Proteine
abbauen und Komplementbestandteile durch Immunreaktion zur Zell-Lyse fuhren
(Martin, 1994). Seren konnen Inhibitoren des Zellwachstums und weitere Stoffe
enthalten, die mit den Agenzien der Kultur toxische Produkte bilden und sich somit
negativ auf das Wachstum auswirken (z.B. Polyamin- Oxidasen). Uber den Zusatz von
Serum  kénnen, trotz  steriler  Herstellung, Mikroorganismen in  die
Untersuchungskulturen gelangen und zu einem Versuchsabbruch fihren.
Dexamethason, Hydrocortison, Umweltgifte und andere toxische Stoffe kdnnen in

diesen enthalten sein und unvorhersehbare Reaktionen verursachen (Martin, 1994).
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Das verwendete fetale bovine Serum enthielt bereits B-Vitamine in geringer
Konzentration (B12 500 ng/ml, Pantothensdure 200 ng/ml, Riboflavin 100 ng/ml,
Thiamin 40 ng/ml, B6 40 ng/ml, Folsdure 10 ng/ml, Biotin 9 ng/ml). Fir die
Palatogenese wichtige Wachstumsfaktoren wie TGFR1 (transforming growth factor),
EGF (epidermal growth factor) und FGF (fibroblast growth factor) werden ebenfalls
durch das FBS zur Verfligung gestellt (Martin, 1994; Wang et al., 2013).

In dieser Arbeit wurden Mause als Versuchtiere verwendet, da die Gesichtsentwicklung
bei Mausen und Menschen in so dhnlicher Weise ablduft, dass dieses Tiermodel dazu
geeignet ist Einflisse auf die Entwicklung zu untersuchen (Jiang et al., 2006). Die dort
ebenfalls gewonnenen Beobachtungen hinsichtlich Pravention oder Teratogenitat
lassen sich somit auf den Menschen Ubertragen (Juriloff und Harris, 2008). Auch
hinsichtlich der Ablaufe der Palatogenese bei der Maus und beim Menschen ergeben
sich nur geringflgige, vor allem zeitbezogenen Unterschiede (Syska, 2000). Ein
weiterer groRer Vorteil von Mausen als Untersuchungsobjekt liegt u.a. in ihrer
schnellen Reproduktion und der kostenginstigen Haltung bei Beachtung der
tierschutzrechtlichen Bestimmungen.

Der hier fir die in vitro-Organkultur verwendete A/WySn-Mausestamm weist mit einer
konstanten Frequenz von 25-30% Lippen-Kiefer-Gaumenspalten auf, die eine
unvollstdndige Penetranz, eine variable Expressivitdt und Uberwiegend beidseitige
Manifestation zeigen (Juriloff und Harris, 2008). Das in vitro-Modell stellt eine ideale
Basis dar, um die direkte Wirkung verschiedener B-Vitamine auf die Entwicklung der
Gaumenplatten ohne Steuerung oder Modifikation durch den Gesamtorganismus zu
untersuchen. Somit eignet es sich hervorragend um Untersuchungen durchzufihren,
die nicht von einer Modifikation zugeflhrter Stoffe Uber das Futter und die individuelle
Metabolisierung im mdutterlichen Organismus abhangig sind. Ebenfalls wird Stress der
Versuchstiere und die damit verbundene Ausschittung unterschiedlichster
Nebennierenrindenhormone (Adrenalin, Cortisol), die hinsichtlich der Spaltenstehung

eine bekannte teratogene Wirkung haben, eliminiert.

In den durchgefiihrten Versuchen in der Organkultur des sekundaren Gaumens konnte
ein deutlicher signifikanter Effekt der Substitution mit Polyvitamin B auf das Wachstum
der Gaumenfortsatze gezeigt werden (po1%<0,000, p10%<0,000). Es fand sich ein
Sattigungseffekt hinsichtlich der wachstumsférdernden Wirkung ab einer Konzentration
von 0,1% im zugegeben Medium. Eine weitere Steigerung fuhrte zu keinem weiteren
wachstumsférdernden Effekt. Der Unterschied zwischen beiden Vitamin B-

Substitutionsgruppen unterschied sich somit nicht signifikant (p=0,5).
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In der Organkultur des sekundaren Gaumens der genetisch belasteten A/WySn-Maus
konnte letztendlich keine vollstandige Fusion der Gaumenplatten erreicht werden. Das
makroskopisch fusionierte Praparat aus jeweils beiden Untersuchungsgruppen wies
bei histologischer Betrachtung noch einen epithelialen Saum zwischen den beiden

Gaumenfortsatzen auf und konnte somit nur als partielle Fusion gewertet werden.

Die hier verwendete A/WySn-Maus zeigt bekanntermafien schon in vivo stets eine
wesentlich geringere Fusionsrate als die Wildtyp-Maus (Hallgrimsson et al., 2004).
Eine Uberschreitung der in vivo bekannten Fusionsrate in der Organkultur ist somit
nicht realistisch. Ebenfalls liegen die verwendeten Mause in Kérpergrof3e und Gewicht
weit unter den Werten von in anderen Studien verwendeten Mausestammen. Die
Eigenschaft der geringeren Fusionsrate des sekundaren Gaumens der A/WySn-Maus,
verglichen mit einer Wildtyp-Maus (NMRI) in der Organkultur konnte zuvor eindeutig
gezeigt werden (Schubert et al., 2009). Es zeigte sich, wie schon fir die A/\WySn-Maus
in vivo beschrieben (Syska et al., 2004), ein verringertes Entwicklungsstadium des
sekundaren Gaumens bei Versuchsbeginn (14d06h) und eine deutlich inkomplettere
Fusionstendenz nach 72h in vitro-Kultivierung.

Ein weiterer, wichtiger Grund flr allgemeine, nicht Mdusestamme-spezifische geringere
Fusionstendenz in der Organkultur liegt in dem technischen Verfahren, welches
angewandt wird um diese Kultur herzustellen. Die Arbeit mit diesen sehr kleinen,
instabilen Praparaten stellt hohe Anspriche an den Versuchsdurchfihrenden und
resultiert zwangslaufig in einer Traumatisierung des entnommenen Gewebes. Uber die
Wundflachen kommt es zudem zu einem Flussigkeitsverlust der Explantate und durch
die Freisetzung von Komplement-Bestandteilen zur unerwinschten Zell-Lyse und
darauf folgendem Gewebeuntergang (Erfani et al., 2001). Ebenfalls kann durch die
Positionierung der Probenexemplare auf dem Filtereinsatz das Gewicht des Schéadels
die Gaumenplatten auseinander driicken und zu einem schlechteren Ausgangs-Score
fuhren, als er eigentlich dokumentiert wurde, und zudem das mogliche Wachstum
verschleiern. Erfani et al. konnten in einem ahnlichen Versuch zeigen, dass nach
Uberschreiten einer kritischen Distanz zwischen den Gaumenplatten keine Fusion
mehr auftreten konnte. Bis zu einer Distanz von 0,19 mm zwischen den Fortsatzen
erfolgte die Fusion bei allen Exemplaren (n=30), doch (ber einer Distanz von 0,48 mm
wurde kein Wachstum mehr verzeichnet. Erfani et al. begrindeten dies mit einer
Stérung der Mikroumgebung, die zwischen den Platten herrscht und die jenseits einer
kritischen Distanz nicht mehr funktioniert. Durch diese Distanz konnten der Hypothese

zufolge die Signal- und Koordinationsfaktoren ihre Rezeptoren nicht mehr erreichen
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und die Fusion der Gaumenplatten bleibt aus. Da im eigenen Versuch der Abstand der
Gaumenplatten tendenziell durch die auf die Processus wirkende Schwerkraft erhéht
wurde, stellt die Uberschreitung der kritischen Distanz auch in der hier durchgfiihrten

Versuchsreihe eine plausible Erklarung fur die ausbleibende Fusion dar.

Da das primare Interesse in unserem Versuchsaufbau nicht auf der vollstdndigen
Fusion, sondern auf dem Vergleich der Entwicklung der Gaumenplatten unter direkter
Wirkung von Vitamin B-Praparaten, lag, war dieses Modell dennoch geeignet. Als
Grundlage fiir die vorliegende Studie dienten hier die Untersuchungen von Al Obaidi et
al. (1995) an Wistar-Ratten und NMRI-Mausen. Die Autoren praparierten ebenfalls die
Gaumenplatten mit kranial liegenden Strukturen, entfernten aber zuséatzlich das
Hirngewebe. Die Explantate wurden dann, ahnlich der eigenen Methode, fir 80
Stunden in BGJ-Medium kultiviert, welches jeweils nach 48h gewechselt wurde. Al
Obaidi et al. (1995) beschrieben in Ihrem Artikel eine Fusionsrate von 90% bei
Verwendung einer Rotationskultur. Zusatzlich erwdhnten die Autoren jedoch auch die
bekannten Schwierigkeiten bei der Praparation von NMRI-Mausen im Gegensatz zu
Ratten, welche ein Grund fir die geringere in vitro-Fusionstendenz dieser Tierart
aufweist. Die mangelnde Stabilitdt der kleinen Explantate stellte auch in dieser Studie
eine betrachtliche Schwierigkeit dar, da die A/WY-Feten verglichen mit NMRI-Feten nur
etwa halb so grof3 sind.

Zur Vermeidung eines zu grofRen Flissigkeitsverlusts der Proben, der die intrinsische
Kraft der Gaumenplatten vermindern konnte, wurden die Explantate in unseren
Versuchsreihen weniger invasiv prapariert. Die Wundflachen waren durch das
Belassen der Gaumenplatten im Verbund geringer und weiter von den zu
untersuchenden Bereichen entfernt. Durch die Membraneinsatze wurden die

Wundflachen zusatzlich vor Flissigkeitsverlust geschitzt.

Der Ablauf der Gaumenplattenfusion wurde durch Al Obaidi et al. (1995) in der
Organkultur als in der Mitte der Processus beginnend und nach anterior und posterior
fortschreitend beschrieben. Die gleiche Beobachtung konnte auch in unserer Studie
gemacht werden. In weiteren Versuchen in der Organkultur wurde durch Karbon-
Partikel-Markierung der Processus palatini des ICR-Mausestammes die Art und
Richtung der Entwicklung verfolgt (Chou et al., 2004). Die Kaultivierung der
Gaumenplatten mit angrenzendem Gewebe erfolgte in rollenden Flaschen fir 48
Stunden. Chou et al. beschrieben eine Fusionsrate von 87% und kamen zu folgender
Schlussfolgerung: die mittlere Region der Gaumenplatten fusioniert hauptsachlich

aufgrund von Rotation und Verlangerung, wahrend das anteriore und posteriore Gebiet
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hauptséachlich durch Gewebeumbau und nur teilweise durch Verlangerung fusioniert.
Diese These fuhrt im Zusammenhang mit unseren Beobachtungen und den
Ergebnissen von Al Obaidi et al. (1995) zu der Vermutung, dass in der Gewebekultur
vor allem die Verlangerung in der medianen Region der Processus palatini unterstitzt
wird, wahrend der Gewebeumbau mdglicherweise durch die Kulturbedingungen
verzogert ist.

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen waren die Blasteme der Gaumenplatten
zu Fusionsvorgédngen noch in der Lage, da der Zeitpunkt vor dem Ende der
genetischen Determinationsperiode fir die Gaumenfusion lag. Die Ergebnisse liegen in
Ubereinstimmung mit denen von Paros und Beck (1999), die ebenfalls eine signifikante
Senkung der Haufigkeit von LK(G) in der Nachkommenschaft der A/Wy-Maus unter
kontinuierlicher Zufuhrung von Folsaure in der vulnerablen Phase der Palatogenese

beschreiben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen eindeutig, dass der positive Einfluss
der B-Vitamine auf die Palatogenese durch eine direkte Wirkung auf das Gewebe des
sekundaren Gaumens bedingt ist. Dieser beruht wahrscheinlich auf beschleunigten
Reparationsmechanismen und somit auch auf einer positiven Beeinflussung der
Wachstumsphase.

Neuere Untersuchungen konnten die Abhangigkeit der Spaltbildung vom erniedrigten
mutterlichen Serum- und Fruchtwassergehalt von Folsdure und Vitamin B1 nachweisen
(Scheller et al., 2013). Dies unterstitzt die in der Organkultur gefundenen Ergebnisse
hinsichtlich der positiven Beeinflussung des Wachstums durch die direkte Wirkung der
B-Vitamine.

Aufgrund der positiven Ergebnisse der hier durchgefihrten Untersuchung in der
Organkultur und der vielen weiteren beschriebenen experimentellen Untersuchungen
hinsichtlich der positiven Wirkung von B-Vitaminen auf die Pravention einer Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten sollte in Zukunft Uber eine konsequente Vitamin B-Substitution
diskutiert werden, die sich auch in klinischen Untersuchungen stets als erfolgreich
erwiesen hat (Schubert und Krost, 2006).
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7 Zusammenfassung

Jahrlich treten in Deutschland ca. 1300 Falle von unterschiedlich ausgepragten Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten auf, die die Patienten asthetisch und funktionell beeintrachtigen.
Diese Fehlbildung stellt viele Patienten und deren Angehdrige vor psychische und
soziale Probleme und die medizinische Rehabilitation verursacht alleine schon Kosten

im sechsstelligen Bereich.
Somit erlangen Praventionsmoglichkeiten dieser Fehlbildung einen hohen Stellenwert.

Der Mechanismus der Fusion des sekundaren Gaumens ist bei Sdugetieren relativ gut
untersucht. In vorangegangenen Untersuchungen wurde die Eignung eines
Gewebekulturmodells zur Beobachtung der ungestdrten Organogenese bestatigt. Es
stellt eine einfach nachvollziehbare, kosten- und zeitsparende Mdglichkeit dar,

potentielle Praventiva in ihrer Wirkung zu untersuchen.

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung des Vitamin B-Komplexpraparates
PoybionN® (Merck, Deutsachland) auf die Fusionstendenz des sekundaren Gaumens
bei einem hinsichtlich der Spaltbildung genetisch pradisponierten Mausestamm

(A/WySn-Maus) in der Organkultur untersucht.

Die Entnahme und Praparation der Feten erfolgte am 14d8h post conceptionem. Die
kaudal des Gaumens liegenden Anteile des Gesichtes wurden mit einem
Horizontalschnitt auf Ebene der Mundhohle entfernt und die praparierten Organproben
auf Kultur-Membraneinséatzen in chemisch definiertem, serumhaltigem Medium fir bis
zu 72 Stunden inkubiert. Vor und nach der Inkubation wurden die Praparate durch den

von Al Obaidi et al. (1995) eingeflihrten Score klassifiziert und fotografiert.

Die Gaumenplatten der A/WySn-Maus zeigten in der unbehandelten Organkultur nach
72 Stunden kein signifikantes Wachstum. Durch Substitution des Kulturmediums mit
Vitaminen des B-Komplexes konnte das Wachstum der Gaumenplatten jedoch

signifikant gefordert werden (p<0,000).

Letztendlich liel3 sich eine positive, direkte Wirkung der B-Vitamine auf das Wachstum

der Gaumenfortsatze in der Organkultur nachweisen. Das gewahlte Versuchsmodell
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erdffnet auch fur die Zukunft noch weitere Mdglichkeiten fir die Untersuchung

pathogenetischer und praventiver Aspekte.

Da die Palatogenese des Menschen sich Uber einen langeren Zeitraum erstreckt als
bei der Maus, ist anzunehmen, dass dadurch die Moéglichkeit der medikamentdsen und

auch der teratogenen Beeinflussung noch gulnstiger ist.

Die aktuell an der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer und Plastische
Gesichtschirurgie der Universitat Halle-Wittenberg propagierte Polyvitamin B-
Prophylaxe zur Spaltpravention stellt klinisch eine praktikable und nun auch durch die
Versuche in der Organkultur nachgewiesene wirksame Methode ohne
Nebenwirkungen dar.
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Thesen

Das Organkulturmodell ist geeignet die direkte Beeinflussung der

Organogenese durch exogene Faktoren zu untersuchen.

Die raumliche Orientierung und der Abstand der Gaumenfortsadtze hat einen

Einfluss auf die Palatogenese in vitro.

Durch das entwickelte Organkulturmodell kénnen Tierversuche auf ein nétiges

Malf} eingeschrankt werden.

Die Substitution des Kulturmediums mit B-Vitaminen hat einen signifikanten

positiven Einfluss auf die Palatogenese im Organkulturmodell.
Die unspezifische Pravention von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten auf Basis der
Substitution des mutterlichen Organismus durch B-Vitamine in der vulnerablen

Phase ist sinnvoll.

Es kann angenommen werden, dass durch die Substitution von B-Vitaminen

eine Reparation bereits eingetretener Entwicklungsstérungen erfolgt.

Die in vitro erreichte Fusionsrate ist der beobachteten Spalthaufigkeit im

unbeeinflussten A/WySn-Stamm proportional.

52



Lebenslauf

Personliche Daten

Name:

Adresse:

Geburtsdatum/ -Ort:
Staatsangehorigkeit:

Familienstand:

Schulbildung

1981 - 1985

1985 — 1994

Berufsausbildung

1994 — 1997

1997 — 2005

Dezember 2005

Mai 2012

Berufliche Laufbahn

2006 — 2008

Julia Orce y Tigges

Dohne 50, 45468 Milheim/ Ruhr
julia.orce@stein-site.de
25.11.1974/ Wuppertal

Deutsch

ledig

stadtische Grundschule Am Dohr in Wuppertal.

allgemeine Hochschulreife stadtische Gesamtschule
LErich-Fried"“.

Deutsche Paracelsus-Schule fur Naturheilverfahren in
Dusseldorf

Studium der Zahnmedizin an der Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg

Staatsexamen der Zahnmedizin an Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg

Anerkennung zur Fachzahnarztin flr Oralchirurgie durch
ZAK Westfalen-Lippe

Weiterbildungsassistentin bei Fr. Dr. med. dent. C.
Schoenebeck, Graf-Adolf-Str. 24, Dusseldorf



2009 - 2010

2010 - 2012
2012 - 2014
Seit 09/ 2014

Weiterbildungsassistentin in der chirurgischen Praxis Dr.
med. Dr. med. dent. C.O.Keller und Dr. med. Dr. med.
dent. |.Kitner, Gerberstr.10-12, Bochum

Weiterbildungsassistentin in der Klinik fur Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie des Diakonie Klinikum Jung-
Stilling, Siegen bei Prof. Dr. med. Dr. med. dent. B.H. Hell

Funktionsoberarztin in der Klinik fir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie des Diakonie Klinikum Jung-Stilling,
Siegen bei Prof. Dr. med. Dr. med. dent. B.H. Hell

angestellte Fachzahnarztin fir Oralchirurgie in der Praxis

von Dr. med. Dr. med. dent. Th. Betz in Oberhausen

Julia Orce y Tigges, Milheim, 3.3.2015



Selbstandigkeitserklarung
und

Erklarung tiber friihere Promotionsversuche

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die diesem Antrag beiliegende Dissertation
mit dem Titel " Medikamentdse Beeinflussung der Entwicklung des sekundaren
Gaumens der A/WySn-Maus in der Gewebekultur" noch nie, weder ganz noch
teilweise, im Rahmen eines anderen Promotionsverfahrens vorgelegt oder
veroffentlicht habe. an keiner anderen Fakultdt oder Universitdt ist ein
Promotionsverfahren anhangig.

Die vorliegende Arbeit habe ich ohne unzuldssige Hilfe Dritter und ohne Benutzung
anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt. Die aus fremden Quellen direkt
oder indirekt Gbernommenen Gedanken sind als solche kenntlich gemacht. Ich habe
nicht die Hilfe eines Promotionsberaters in Anspruch genommen. Dritte haben von mir
weder unmittelbar noch mittelbar Geld oder geldwerte Leistungen fur Arbeiten erhalten,

die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen.

Julia Orce y Tigges, Siegen, 30.05.2014



Danksagung

Ich méchte die Gelegenheit wahrnehmen, all denen zu danken, die mich bei der

Erstellung dieser Arbeit unterstitzt haben.

Prof. Dr. Dr. Schubert gilt mein besonderer Dank fiir die freundliche Uberlassung des
Themas und die vielen Hinweise und Ratschlage.

Ich bedanke mich auch fur die gute Betreuung bei meinen Mentoren, Dr. Dr. Markus
Berginski und vor allem Frau Dr. Dr. Konstanze Scheller.

Besonderen Dank auch an Dr. Frank Wossal, Leiter des Universitatsrechenzentrums und
seiner Mitarbeiterin Frau Haufe fur die Hilfestellungen bei statistischen Fragestellungen
sowie Frau Dr. llona Wolff vom Zentrum fur medizinische Grundlagenforschung der MLU und
ihren Mitarbeitern fur die Vorbereitung der Mause.

Dr. Herbert Neuhaus ist als interdisziplinarer Ratgeber an der Fertigstellung dieser Arbeit
beteiligt.

Nicht unerwahnt mochte ich die Motivation seitens meiner Familie lassen, ohne die es diese
Arbeit und vieles Andere nicht geben wirde.

Vor allem widme ich diese Arbeit meinem Bruder Jochen und meiner Schwagerin Gabi.



