Neues gkf-Projekt

Wie entsteht Kurzkopfigkeit?

Kurzképfigkeit oder Brachycephalie ist ein
wichtiges Merkmal bestimmter Hunderassen.
Die Arbeitsgruppen um Martin Schmidt und
Carsten Staszyk an der Justus-Liebig-Univer-
sitdt GiefSen untersuchen die Entstehung ei-
ner gegeniiber der ,Kurznasigkeit” hdufig
iibersehenen Form der Kurzképfigkeit, ndm-
lich die Verkiirzung des Hirnschddels.

Brachycephalie wird meist nur mit einer
Verkiirzung des Gesichtsschédels, insheson-
dere der Nase und des Fangs, gleichgesetzt,
dass die Kurzkopfigkeit auch erhebliche
Auswirkungen auf die Form des Hirnscha-
dels hat, wird haufig ignoriert. So werden
kurzkopfige Hunderassen mit einer be-
stimmten Schnauzenldnge oftmals gar nicht
als Brachycephale wahrgenommen, wie zum
Beispiel der Cavalier King Charles Spaniel
(CKCS).

Dabei hat diese Rasse, trotz ihrer relativ
langen Schnauze, sogar einen stark ver-
kiirzten Hirnschadel, wie Martin Schmidt
in vorangegangenen Studien feststellte. Bei
dieser Rasse kommt es durch eine unkoor-
dinierte Entwicklung von Schadeldach und
Schadelbasis zu einem Wachstum des Hirn-
schddels in die Breite, damit das Gehirn
{iberhaupt Platz findet. Schmidt konnte in
friiheren Studien auch bereits einen Zu-
sammenhang zwischen der Brachycephalie
des CKCS und der bei dieser Rasse haufig
auftretenden Chiari-dhnlichen Malforma-
tion beobachteten (s. Kasten).
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Chiari-ahnliche Malformation

Der Schadel als Puzzle

Doch wie entsteht die extreme Kurzkopfig-
keit {iberhaupt? Nach der Geburt ist der
Schddel nicht vollstdndig verkndchert. Er
besteht vielmehr aus verschiedenen Kno-
chenplatten bzw. Knochenblocken, die wie
Puzzleteile zueinanderpassen und iiber
bandhaftes Binde- oder Knorpelgewebe ver-
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a) 3D-Rekonstruktion eines Hundeschédels aus CT-Daten. Der rote Pfeil kennzeichnet eine Wachstumsfuge zwi-

schen Stirn- und Scheitelbein.

b) 2D-CT-Schnittbild aus der Kopfmedianen (Mittelachse). Neben der Wachstumsfuge zwischen Stirn- und Schei-
telbein (roter Pfeil), werden nun auch Wachstumsfugen in der Schédelbasis sichtbar (griine Pfeile).

c) Histologisches Schnittbild aus einer Wachstumsfuge der Schédelbasis (griines Rechteck in b, Synchondrosis in-

tersphenoidalis), Safranin-0-Fdrbung. Zwischen bereits verknocherten Schédelbasiskomponenten (rechts und

links im Bild) ist noch Knorpelmasse eingeschoben und zeigt eine typische Gliederung in verschiedene Zonen.

Solche Aufnahmen eigenen sich zur morphologischen und morphometrischen Analyse der Wachstumsfugen.

d) Ausschnitt aus der Verknécherungszone (blaues Rechteck in c), Hamatoxylin-Eosin-Férbung. In stdrkeren Ver-

grofSerungen werden zelluldre Details der Wachstumszonen deutlich und kénnen bewertet werden. Fiir die Um-

wandlung von Fugen-Knorpel in Knochen in der sog. Verkndcherungszone muss u.a. die Aktivitdt vielkerniger,

knorpelabbauender Zellen (Chondroklasten, Pfeile) rdumlich und zeitlich koordiniert werden.

bunden sind. Die Verbindungen stellen so-
genannte Wachstumsfugen dar. Breite
Wachstumsfugen auf dem Schadeldach sind
bei menschlichen Sduglingen auch als Fon-
tanellen bekannt. Die Wachstumsfugen er-
lauben das weitere schnelle Schadelwachs-
tum in den Monaten nach Geburt. Dabei
wachsen die Knochenplatten und Knochen-
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blocke jeweils in bestimmte Richtungen.
Damit es kein Riesendurcheinander gibt,
ist das Wachstum der einzelnen Knochen-
platten aufeinander abgestimmt. An der
Koordination des Schadelwachstums und
der Verknocherung der Wachstumsfugen
sind verschiedene zelluldre Botenstoffe be-
teiligt. Wie die einzelnen Faktoren jedoch
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genau ineinandergreifen und welche Pro-
zesse auf der Ebene der Zellen stattfinden,
ist noch nicht im Detail bekannt.

Vom Menschen weill man, dass die ver-
friihte Verkndcherung von Wachstumsfugen
eine Brachycephalie verursachen kann.
Auch beim brachycephalen Hund kommt es
zu einer verfriihten Verknocherung der
Schadelbasisfugen. Beim CKCS verkndchern
die Schadelbasisfugen sogar vier Monate
friher als bei Hunden mit mittellanger
Schadelform.

Allerdings fehlen beim Hund bislang Un-
tersuchungen zur Koordination des Scha-
delwachstums sowie zu den Entstehungs-
mechanismen der Brachycephalie. Mit ihrem
Forschungsprojekt mochten Martin Schmidt
und Carsten Staszyk an der Justus-Liebig-
Universitdt Giellen einige der offenen Fra-
gen beantworten.

Schadelformen im Vergleich

Die Forscher méchten die Entwicklung der
unterschiedlichen Schadelformen von Hun-
den in einem Alter von bis zu einem Jahr
beobachten und vergleichen. Hierzu ferti-
gen sie einerseits computertomografische
und magnetresonanztomografische Aufnah-
men der Schadel in verschiedenen Entwick-
lungsstufen an, andererseits werden Proben
der Schéddelknochen histomorphologisch
und immunhistochemisch untersucht.

Im Rahmen der histomorphologischen Un-
tersuchungen werden verschiedene Wachs-
tumsfugen unter dem Mikroskop betrachtet,
um gewebliche und zellulére Strukturen quan-
titativ und rdumlich morphometrisch zu ana-
lysieren. Bei einer immunhistochemischen
Untersuchung werden ganz bestimmte Ei-
weille (wachstumsrelevante, korpereigene
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Botenstoffe und Substanzen) mithilfe von
speziellen Antikdrpern im Gewebe durch eine
selektive Farbung sichtbar gemacht.

Da dies mit lebenden Hunden unmdglich
ist, wird die Studie mit verstorbenen Jung-
hunden durchgefiihrt. Alle Tiere sind dabei
aus anderen Griinden gestorben oder ein-
geschldfert worden - kein einziger Hund
wird fiir diese Studie getdtet. Geplant sind
Untersuchungen von 15 Hunden mit meso-
zephaler (,normaler” oder ,mittellanger”)
Schadelform, 15 anderen Brachycephalen
als CKCS und zusatzlich speziell 10 CKCS.

Spezielle Untersuchungen
der Proben

Die Forscher entnehmen jeweils mehrere
Proben aus den verschiedenen Wachstums-
fugen der Schadelbasis und der Schadelde-
cke. Ein Teil dieser Praparate dient zundchst
der Morphometrie, d. h. der Vermessung der
unterschiedlichen Gewebsformen in den
Wachstumsfugen. So kann beispielsweise
festgestellt werden, wie hoch die Anteile
an Knorpel, Bindegewebe und Knochen in
einer bestimmten Wachstumsfuge in einem
bestimmten Alter bei einer Hunderasse sind.
Ein anderer Teil der Proben wird genutzt,
um mithilfe einer sogenannten von Kossa
Farbung, Kalziumablagerungen in den
Wachstumsfugen quantitativ zu analysieren.
Dadurch wird es moglich, Unterschiede im
zeitlichen Verlauf der Schéddelreifung zwi-
schen einzelnen Hunden zu erfassen.

Flir weitere mikroskopische Untersuchungen
fertigen die Wissenschaftler von jeder Probe
zundchst drei unterschiedlich gefdrbte Pra-
parate an. Mit jeder Farbung werden Details
sichtbar gemacht, die bei einer anderen
Farbung unsichtbar blieben:
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Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung: Mit-
hilfe der HE-Farbung lasst sich eine gute
Ubersicht iiber das Gewebe gewinnen.
Safranin-0-Farbung: Diese Farbung dient
dem Nachweis von Knorpel, weil sie knor-
peltypische Zuckermolekiile (Glykosami-
noglykane) im Praparat hervorhebt.
Alkalische-Phosphatase-Farbung:
Wenn die knochenbildenden Zellen (Os-
teoblasten) aktiv sind, setzen sie das
Enzym Alkalische Phosphatase frei. Die
Alkalische Phosphatase ist an der Einla-
gerung von Mineralstoffen in das Kno-
chengewebe (Mineralisation) und damit
an der Verknocherung beteiligt. Mithilfe
der Alkalische-Phosphatase-Farbung
kann man Mineralisationsprozesse im
Praparat auffinden und die Potenz ein-
zelner Zellen zur Ossifikation (Verkno-
cherung) abschétzen.
In weiteren immunhistochemischen Unter-
suchungen werden Typ X Kollagen und das
Antigen KI-67 gesucht. Typ X Kollagen wird
von vergroRerten Knorpelzellen, in der so-
genannten Blasenknorpelzone gebildet. In
dieser Zone findet die Vorbereitung zur Ver-
kndcherung in der anschlieBenden Verkno-
cherungszone statt. Wo Typ X Kollagen an-
zutreffen ist, kann man also mit einer
baldigen Verkndcherung rechnen. Das An-
tigen KI-67 wird dagegen in Zellen ange-
troffen, die sich in Teilung befinden - es
zeigt also Gewebe an, das noch wachst.

Ziele des Projekts

Die Ergebnisse aller Untersuchungen werden
miteinander verglichen, um ein mdoglichst
vollstandiges Bild {iber die Vorgdnge bei
der Schadelentwicklung von Hunden zu ge-
winnen.
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Mit histologischen / immunhistologischen
Methoden konnen zelluldre und gewebliche
Ereignisse zwar sehr detailliert untersucht
werden, allerdings konnen immer nur kleine
Ausschnitte aus dem Gesamtschadel unter
dem Mikroskop betrachtet werden. Deshalb
werden zusdtzlich CT- und MRT-Aufnahmen
angefertigt und mit den anderen Untersu-
chungen kombiniert. So kann die chronolo-
gische Abfolge des Wachstumsfugenschlus-
ses bei den verschiedenen Schadelformen
bestimmt werden. Ziel ist es, eine zeitliche
Einordnung und Abfolge der Verkndcherung
der Wachstumszonen des Hirnschadels bei
Rassen mit mittellangem Schadel, anderen
Brachycephalen und CKCS zu dokumentie-
ren. Die histomorphologischen und immun-
histochemischen Daten sollen dariiber hi-
naus einen Beitrag zur Aufklarung der
regulatorischen Mechanismen beim Wachs-
tum des Hundeschadels liefern.

Barbara Welsch

Titel der Studie:
Histomorphologische Untersuchung von
Synchondrosen und Suturen des Hunde-
schadels
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