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Abkürzungsverzeichnis 

 

°C   = Grad Celsius 

µl   = Mikroliter 

1α,25(OH)2D3 = 1,25-dihydroxyvitamin D3 

Abb.   = Abbildung 

ALP   = Alkalische Phosphatase 

Arg   = Arginin 

bp   = Basenpaar 

C   = Cytosin 

CBFß   = core binding factor ß 

CCD   = cleidocraniale Dysplasie 

cDNA   = komplementäre Desoxyribonukleinsäure (copy deoxyribo-  

nucleic acid) 

CLS   = cardiolipin synthase 

CO2   = Kohlendioxid 

CSF-1   = Kolonie stimulierende Faktor 1 

Ct   = comparative threshold 

DFG   = deutsche Forschungsgemeinschaft 

DMEM  = Dulbecco’s Modified Eagles-Medium 

DNA   = Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonecleic acid) 

EGF   = Epidermale Wachstumsfaktor 

et al.   = und Mitarbeiter (et alteri) 

G   = Guanin 

GAPDH  = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HDGM  = Human gene mutation Database 

Ile   = Isoleucin 

KFO   = Kieferorthopädie 

Ki67   = Antigen KI-67 

http://de.wikipedia.org/wiki/Cytosin�
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M   = molar 

M-CSF  = colony stimulating factor 1 (macrophage) 

ml   = Milliliter 

mRNA   = Messenger-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleic acid) 

NF-kB   = Nuklearfaktor-kappa B 

ng   = Nanogramm 

NMR   = Nuclear magnetic resonance 

OPG   = Osteoprotegerin 

Ost   = Osterix 

PCR   = Polymerasekettenreaction (polymerase chain reaction) 

PDL   = periodontales Ligament 

PTHrP  = Parathormon related Protein 

RANK   = Receptor activator of nuclear factor kappaB 

RANKL  = Receptor activator of nuclear factor kappaB Liganden 

RHD   = Runt-homologe Domäne 

RNA   = Ribonukleinsäure 

RNAse  = Ribonuklease 

RT-PCR  = Reverse Transkriptase Realtime-Polymerasekettenreaction 

Runt   = runt-related transcription factor 

RUNX2  = RUNT-Related transcription factor 2 
Ser   = Serin 

T   = Thymidin 

Tab.   = Tabelle 

TRAP   = Tartrat-resistente saure Phosphatase 

Trp   = Tryptophan 

U   = Unit 

VitD3   = Vitamin D3 
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1. Einleitung 
 
1.1 Klinische Überblick 
Bei der Cleidocranialen Dysplasie (CCD; Synonym: Dysostosis cleidocranialis) handelt es 

sich um ein autosomal-dominant vererbtes Fehlbildungssyndrom, das mit einer Häufigkeit 

von ca. eins zu einer Million auftritt (Baumert et al., 2006; Chitayat et al., 1992; Mehta und 

Verma, 1992; Shaikh und Shusterman, 1998) . Die klinischen und radiologischen Merkma-

le bei der CCD wurden in den letzten Jahrzehnten an Hand von über 700 Patienten be-

schrieben (Baumert et al., 2006; Cooper et al., 2001; Golan et al., 2004). Sie weisen eine 

hohe Variabilität in der Ausprägung auf und betreffen neben Schlüsselbeinanomalien so-

wie Störungen der Schädel- bzw. Zahnentwicklung auch Thorax, Wirbelsäule, Becken und 

Extremitäten. 

 

Neben den Schlüsselbeinanomalien, die bei fast allen Patienten aufzutreten scheinen 

(Jensen und Kreiborg, 1990; Quack et al., 1999), gehören Veränderungen im Zahn-, 

Mund- und Kieferbereich zu den auffälligsten und häufigsten Pathologien im Rahmen der 

CCD. Speziell die kraniofaziale Morphologie weist bei den Betroffenen einige Besonder-

heiten auf. So ist die Länge der Maxilla zwar unauffällig, jedoch ist ihre anteriore und 

posteriore Höhe reduziert. Auch der Sinus maxillaris ist im Vergleich zu Gesunden verklei-

nert. Der Gaumen wird als hoch, eng und stark bogenförmig gewölbt beschrieben (Kargul 

et al., 1997). Im Bereich der Mandibula kann hinsichtlich der Länge und der posterioren 

Höhe eine Verkleinerung festgestellt werden. Außerdem findet sich eine Inklination der 

Mandibula nach anterior und ein verspäteter Verschluss der Symphysis mandibularis 

(Jensen, 1994). Beinahe immer kommt es zu einer Retention der Milchzähne verbunden 

mit einem verzögerten Durchbruch der bleibenden Zähne, die oftmals eine verzögerte 

Entwicklung der Zahnwurzel aufweisen. Ein weiteres eindrückliches Merkmal ist das Vor-

handensein von überzähligen Zähnen, die die Lage und den Durchbruch der normalen 

Zähne beeinträchtigen. In Einzelfällen ist von bis zu 30 zusätzlichen (Mundlos, 1999) oder 

bis zu 63 nicht durchgebrochenen Zähnen (Yamamoto et al., 1989) berichtet worden.  
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1.2 Genetische Übersicht 
Vor ca. 10 Jahren identifizierten verschiedene Autoren mit Hilfe von Kopplungsanalysen 

und Hybridisierungsexperimenten den Lokus des für CCD verantwortlichen Gens auf 

Chromosom 6p21 beim Menschen (Feldman et al., 1995; Gelb et al., 1995; Mundlos et al., 

1995). Nach einer weiteren Eingrenzung des betroffenen Bereiches konnte das Gen, wel-

ches für RUNX2 kodiert, als verantwortlich für die Entstehung der CCD identifiziert wer-

den.  

Dabei ist die Runt-homologe Domäne (RHD) für die wohl wichtigste Funktion von RUNX2, 

die Bindung an die DNA, verantwortlich. Sie wird von Exon 2, 3 und 4 kodiert und vermit-

telt die Bindung an das entsprechende DNA-Motiv (Konsensussequenz: TGYGGT), wel-

ches auf allen Promotoren von Genen mit Runx2-Bidungsstellen zu finden ist. Des Weite-

ren zeichnet sich die RHD für die Heterodimerisierung mit CBFß verantwortlich. Die 

Heterodimerisierung mit CBFß erhöht die Affinität der DNA-Bindung, wobei CBFβ  selber 

nicht an die DNA bindet (Lee et al., 1997; Mundlos et al., 1997; Quack et al., 1999; Zhang 

YW et al., 2000; Zhou et al., 1999). 

 

Bisher wurden allerdings nur in ca. 40-70 % aller klinisch diagnostizierten CCD-Patienten 

Mutationen in kodierenden Bereichen des RUNX2-Gens gefunden (Lee et al., 1997; 

Mundlos et al., 1997; Quack et al., 1999; Zhang YW et al., 2000; Zhou et al., 1999), die 

unterschiedliche “Mutationsarten” umfassten. Es wurden chromosomale Translokationen, 

Deletionen, Insertionen, Missence “-Nonsense-” und so genannte “splice-site” Mutationen 

beschrieben. Als häufigste Gruppe der Mutationen wurden Missense-Mutationen identifi-

ziert, die in den allermeisten Fällen im Bereich der RHD lokalisiert waren. Allerdings bleibt 

auch festzustellen, dass fast 50-% der an CCD erkrankten Patienten keine Mutationen in 

RUNX2-kodierenden Bereichen aufweisen. 

 
1.3 Funktion von RUNX2 
Die wichtigsten Daten zur Funktion von RUNX2 lieferten zwei zeitgleich generierte 

RUNX2-defiziente Mausstämme (Komori et al., 1997; Otto et al., 1997). Zur Analyse der 



8 
 

Funktion von RUNX2 wurde Knochen- und Knorpelgewebe in unterschiedlichsten Entwick-

lungsstadien von RUNX2-defizienten Mäusen mit denen von Wildtyp-Mäusen verglichen. 

Hierbei wurde neben der Histologie insbesondere auf das Expressionsmuster von kno-

chenspezifischen Faktoren wie alkalische Phosphatase, Kollagen I, Osteokalzin, 

Osteopontin und Bone morphogenetic protein geachtet. Es konnte gezeigt werden, dass in 

RUNX2-defizienten Mäusen eine totale Blockierung der Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten vorliegt. Es findet außerdem keine Ver-

knöcherung und Vaskularisierung des angelegten Knorpels statt. Das Ausbleiben der Ex-

pression von Proteinen der Knochenmatrix wie Bone sialoprotein, Osteokalzin und 

Osteopontin deutet auf einen durch RUNX2-Defizienz ausgelösten Arrest der 

Osteoblastendifferenzierung in einem frühen Stadium hin. Die nachgewiesene reduzierte 

Expression von sehr frühen Markergenen wie Kollagen-I und alkalischer Phosphatase prä-

zisieren den Zeitpunkt dieses Arrestes. Auch die heterozygoten RUNX2-defizienten 

Mausmutanten weisen einen eindrücklichen Phänotyp auf, der große Ähnlichkeit mit dem 

Phänotyp der CCD beim Menschen aufweist (Mundlos et al., 1997; Otto et al., 1997). 
 

1.4 Beziehung zur Kieferorthopädie 
Für die Kieferorthopädie sind die alveolären und dentalen morphologischen Auffälligkeiten 

sowie der häufig verzögerte Zahndurchbruch von besonderem Interesse. Untersuchungen 

des Alveolarknochens zeigen bei Patienten mit CCD dichte und kompakte Knochenstruk-

turen mit groben, ungenauen Trabekulae als Ausdruck von Geflechtknochen (Camilleri 

und McDonald, 2006; Lukinmaa et al., 1995). Bei Betrachtung der Zahnmorphologie der 

permanenten Dentition imponiert das Fehlen einer zellulären Zementschicht im Bereich 

der Zahnwurzel (Gundlach und Buurman, 1978; Lukinmaa et al., 1995; Smith, 1968). 

Stattdessen ist die Wurzel vorwiegend von azellulärem Zement bedeckt, der zur Tiefe hin 

immer dicker wird. Diese histologischen Merkmale finden sich jedoch nicht beim Zement 

der Milchzähne. 

Der Vorgang des Zahndurchbruchs vollzieht sich in zwei Phasen. In der ersten wird durch 

Knochenresorption der erforderliche Durchbruchsweg vorbereitet. In der zweiten Phase 
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findet dann die vertikale Bewegung des Zahnes statt (Wise et al., 2002). Für die erste 

Phase ist vor allem die Aktivität der Knochen resorbierenden Osteoklasten erforderlich. 

Diese wird nach aktueller Erkenntnis maßgeblich durch das Signalsystem bestehend aus 

Receptor activator of nuclear factor kappaB (RANK), seinem Liganden RANK-ligand 

(RANKL) und Osteoprotegerin (OPG) (Suzuki et al., 2004) kontrolliert. Weiterhin spielen 

der Kolonie stimulierende Faktor 1 (CSF-1), der Epidermale Wachstumsfaktor (EGF), In-

terleukin 1α, das Parathormon related Protein (PTHrP) sowie c-Fos und NF-kB eine wich-

tige regulatorische Rolle (Heinrich et al., 2005; Wise et al., 2002). 

 
1.5 Mechanismen der Osteoklasten-Differenzierung 
RANKL, das auf der Zellmembran von Osteoblasten lokalisiert ist (Kartsogiannis et al., 

1999), interagiert mit seinem physiologischen Rezeptor RANK, der als trans-membraner 

Rezeptor vom Typ I auf Osteoklasten und deren hämatopoetischen Vorläuferzellen der 

Monozyten-/Makrophagenlinie exprimiert wird. Eine Bindung von RANKL an seinen Re-

zeptor führt zu einer gesteigerten Differenzierung von Vorläuferzellen sowie zu einer Akti-

vierung reifer Osteoklasten. Die biologische Aktivität von RANKL wird durch den von den 

Osteoblasten sezernierten Decoy-Rezeptor Osteoprotegerin (OPG), der RANKL bindet 

und sequestriert, reguliert. Folglich ist das Verhältnis von OPG zu RANKL ausschlagge-

bend dafür, ob eher die Hartgewebsformation oder -resorption begünstigt wird. Durch die 

Steuerung der Osteoklastendifferenzierung und -aktivität durch einen Faktor, der von 

Osteoblasten exprimiert wird, werden somit die Knochenresorption und Knochenneubil-

dung miteinander verknüpft und es wird ein lokaler regulatorischer Mechanismus für das 

Remodeling des Knochens ausgebildet. 

 
1.6 Rolle der Parodontalligamentzellen 
Auch die Zellen des parodontalen Ligamentes (PDL) weisen einen osteoblastären Phäno-

typ (Basdra und Komposch, 1997; Chou et al., 2002) und ein den Osteoblasten analoges 

Verhalten bei hormoneller Stimulation auf (Lossdorfer et al., 2005; Lossdorfer et al., 

2006a, 2006b, 2006c), was eine Beteiligung der PDL-Zellen an der Regulation der Um-
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bauvorgänge des Alveolarknochens während des Zahndurchbruches impliziert. Der 

Nachweis der Expression von osteoblastären Differenzierungsparametern (Lossdorfer et 

al., 2006c) und der Faktoren OPG und RANKL durch PDL-Zellen konnte in zahlreichen in 

vitro-Versuchen erbracht werden (Hasegawa et al., 2002; Kanzaki et al., 2001; Zhang D et 

al., 2004). 

Eine Expression von RUNX2 während der Zahnentwicklung und -eruption wurde in allen 

Geweben des Parodontiums nachgewiesen (Bronckers et al., 2001; Ducy et al., 1999; 

Jiang et al., 1999). Gleichzeitig findet man eine Kommunikation zwischen den Zellen des 

Zahnkeims und den umgebenden knochenbildenden und -resorbierenden Zellen 

(Ohazama et al., 2004). Die Expression von RUNX2 durch Zellen des PDL könnte daher 

eine ähnliche Funktion besitzen, wie die durch Osteoblasten im Bereich des Knochens 

(Ducy et al., 1999). 

 

1.7 Fragestellung 
Kann der verzögerte Zahndurchbruch bei den CCD Patienten durch eine gestörte Aktivität 

des RUNX2 und/oder bei der Kontrolle der RANK/RANKL/OPG-Signalwege verursacht 

werden, was letztlich in einer insuffizienten Resorption des Alveolarknochens resultieren 

könnte? 

 

Zur Überprüfung dieser Hypothese sollten in der vorliegenden Untersuchung zunächst 

humane PDL-Zellen von gesunden Spendern und von solchen mit CCD vergleichend be-

züglich des Auftretens von osteoblastären Differenzierungsparametern und bezüglich der 

Expression von lokalen Faktoren, die für die Differenzierung und Aktivität von Knochen 

resorbierenden Osteoklasten verantwortlich sind, charakterisiert werden. Des weiteren 

sollte überprüft werden, ob eine verminderte basale Expression und/oder Induzierbarkeit 

der Osteoklasten-kontrollierenden Faktoren OPG und RANKL Auswirkungen auf die Diffe-

renzierung von Osteoklasten aus Vorläuferzellen haben und damit für den erschwerten 

Zahndurchbruch bei Patienten mit CCD mitverantwortlich sein könnten. 
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Charakterisierung der untersuchten CCD-Patienten 
Die beiden CCD-Patienten, deren PDL-Zellen von extrahierten Zähnen für die im Folgen-

den beschriebenen Zellkulturexperimente eingesetzt wurden, wurden bezüglich der Para-

meter Alter, Geschlecht, Familienanamnese, Auftreten von überzähligen Zähnen und 

Zahndurchbruchstörungen, Körpergröße, sowie dem Vorliegen einer flachen Stirn, einer 

Mittelgesichtshypoplasie und einer Hypermobilität der Schultern charakterisiert. Die drei 

letztgenannten Merkmale wurden jeweils klassifiziert als: nicht vorhanden (0), geringe 

Ausprägung (1) und starke Ausprägung (2) (Abb. 1,2 und Tab. 1). 

 

 

 

 
Tabelle 1: 

Charakterisierung der untersuchten CCD-Patienten 

 
 Alter Geschlecht Familien-

anamnese 

Überzählige 

Zähne (n) 

Störungen des 

Zahndurch-

bruchs (n) 

Körper-

größe 

(cm) 

Flache 

Stirn 

Mittelgesichts-

hypoplasie 

Hyper-

mobilität der 

Schulter 

Patient 1 17 w negative 11 11 156 2 1 1 

Patient 2 17 m positive 4 7 163 1 1 1 
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Abbildung 1: 

 

 
 

Klinische Befunde der ersten untersuchten Patientin mit CCD. Die Abbildungen A-C wurden erstellt, als die 

Patientin 15 Jahre alt war. Das Orthopanthomogramm wurde in ihrem 14. Lebensjahr angefertigt. A,B: en 

face-Ansicht, C: Hypermobilität der Schultern deutlich erkennbar; D: OPG, aus dem die zahlreichen überzäh-

ligen Zähne ersichtlich sind. 
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Abbildung 2: 

 

 
 

Klinische Befunde des zweiten untersuchten Patienten mit CCD. Die Abbildungen A-C wurden im 14. Le-

bensjahr des Patienten erstellt; A: en face-Ansicht; B: Profilansicht; C: OPG, aus dem die überzähligen Zäh-

ne ersichtlich sind. 
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2.2 PDL-Zellkultur 
Humane PDL-Zellen wurden vom mittleren Zahnwurzeldrittel von Prämolaren sowohl von 

den beiden CCD-Patienten als auch von vier verschiedenen gesunden Spendern im Alter 

von 12-14 Jahren gewonnen, ebenso von drei Zähnen der beiden CCD-Patienten aus der-

selben Altersgruppe. Alle Spender wiesen keine klinischen Anzeichen für das Vorliegen 

einer Parodontitis auf. Die Zähne waren aus kieferorthopädischen Gründen mit elterlichem 

Einverständnis und gemäß einem von der Ethikkommission der Universität Bonn geneh-

migten Protokoll (Referenznummer 029/08) extrahiert worden. Die Zellen wurden in 

DMEM, das mit 10% fetalem Kälberserum sowie 0.5% Antibiotika supplementiert war (ver-

dünnt aus einer Stammlösung von 5000 U/ml Penicillin und 5000 U/ml Streptomycin; 

Biochrom AG, Deutschland), bei 37°C in einer Atmosphäre von 100% Luftfeuchtigkeit und 

5% CO2 kultiviert. 

 

2.3 Molekulargenetische Untersuchungen 
Aus den kultivierten PDL-Zellen der 2 Patienten mit CCD wurde mit Hilfe des Qiagen 

Genomic DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany) nach Angaben des Herstellers genomische 

DNA extrahiert. Anschließend wurden die 9 kodierenden Exons des RUNX2-Gens samt 

Spleiß-Donoren und -Akzeptoren unter Verwendung jeweils von flankierenden Primer-

Paaren in den Introns (Tabelle 2) amplifiziert (insgesamt ca. 3700 Basenpaare). Die ampli-

fizierten Fragmente wurden mit Hilfe der rechten und linken Primer (Double-Strand 

Sequencing) mit dem BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit sequenziert und auf 

dem ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer getrennt (ABI, Foster City, USA). Die erhaltenen 

Sequenzen wurden von 2 erfahrenen Wissenschaftlern mit Hilfe des Programms SeqMan 

II™ (DNASTAR, Madison, USA) ausgewertet und die FASTA-Sequenzen mit den öffentli-

chen Datenbanken (UCSC, freeze March 2006, Build 129) verglichen. 

 

 

 

 



15 
 

 
Tabelle 2: 

Primersequenzen zur Amplifikation der neun Exons im Bereich des RUNX2-Gens 
Exon Name Forward-Primer Name Reverse-Primer Länge 

0-1 RUNX2-1F GGTAGGCAGTCCCACTTTACT RUNX2-1R CATATCCTCACCTCTATAACTCTAGAA 861bp 

2 RUNX2-3F CTGGACTGCTGAACCCACAC RUNX2-3R GGCAGGAGGTCTTGGAGGA 922bp 

3 RUNX2-4F CTGGACTGGACTAGAACACTAAG RUNX2-4R CTTATATGCTCACACCCAGTG 532bp 

4 RUNX2-5F CATTGCCTCCTTAGAGATGC RUNX2-5R CTCTGAAGTTTGACTAACTCTCCCT 380bp 

5 RUNX2-6F TCCTTGGCTTAAACTCCCAGTT RUNX2-6R GTGAACACATCTCCTCTGGTAGC 355bp 

6 RUNX2-7F GGGTTGCATGTTTCTAAGGCT RUNX2-7R CTTGCCCACATGCCTCTAATAG 345bp 

7 RUNX2-8F CAGACTCTGGGAAATACTAATGAGG RUNX2-8R TCGGACAGTAACAACCAGACAG 284bp 

8 RUNX2-9F GTGACTGGTGCATTTGAAG RUNX2-9R GCTGCAAGATCATGACTGA 792bp 

 
2.4 1α,25(OH)2D3-Stimulation und Gewinnung von konditioniertem Medium 
Jeweils 10.000 PDL-Zellen der 4. Passage wurden in 24-well Kulturplatten bis zur Konf-

luenz kultiviert, ehe sie dann für sechs Tage 10-7M 1α,25(OH)2D3 (Sigma Aldrich, Deutsch-

land) als Stimulus für die osteoblastäre Differenzierung und zur verstärkten Expression 

von RANKL exponiert wurden. Ethanol-behandelte Kulturen dienten für jede experimentel-

le Gruppe als Vehikel-Kontrolle. 

Zur Ernte wurde der Zellkulturüberstand einer jeden experimentellen Gruppe gesammelt 

und bei -20°C für spätere Versuche in der Monozyten/Makrophagen-Zellkultur eingefroren. 

 
2.5 RNA Isolation und reverse Transkription 
Zur Charakterisierung der PDL-Zellen von gesunden Spendern und solchen mit CCD so-

wie zur Quantifizierung des Einflusses der 1α,25(OH)2D3-Stimulation auf die gewählten 

Parameter wurde die Gesamt-RNA mittels des RNeasy mini kit (Qiagen) isoliert. Anschlie-

ßend wurden 1µg RNA mit 200ng des jeweiligen Antisense-Primers für GAPDH, Ki67, 

RUNX2, Osterix, ALP, Osteokalzin, OPG und RANKL in 15µl Gesamtvolumen mit Hilfe 

des Amersham-Pharmacia-Biotech RT kit (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) re-

vers transkribiert. Die Primer zur Amplifikation der humanen cDNA wurden bei der Firma 

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) erworben. 
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2.6 Real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Optimale Oligonukleotidprimer wurden von Qiagen (Hilden, Deutschland) erworben. Die 

Real-time PCR wurde auf einem Light Cycler (Roche, Mannheim, Deutschland) unter Ver-

wendung der Light Cycler Software 3.5.3 durchgeführt. PCRs wurden in einem Gesamtvo-

lumen von 20 µl in dem PCR Mastermix ausgeführt, der 10 µl Sybergreen, 2 µl des 10x 

QuantiTect Primerassays sowie 2 µl des Produkts der reversen Transkription enthielt und 

mit RNAse-freiem H2O auf 20 µl aufgefüllt wurde. Die Amplifikation wurde für jede Probe 

doppelt bei einer optimalen Annealingtemperatur von 55 °C für 40 Zyklen ausgeführt. Zur 

Quantifizierung des Gehaltes des jeweiligen Zielgens in den cDNA Proben fand die 

comparative threshold (Ct) cycle Methode Anwendung, bei der eine Normalisierung der 

Anzahl der Zielgenkopien im Vergleich zu einem endogenen Referenzgen wie GAPDH 

erfolgt. Ct ist dabei als diejenige fraktionale Zyklenzahl definiert, bei der die Fluoreszenz, 

die bei der Spaltung der Sonde entsteht, einen bestimmten Basisschwellenwert über-

schreitet, wenn die Amplifikation des PCR-Produkts erstmalig detektiert wird. Zur verglei-

chenden Analyse der Genexpression wurden die Daten nach der ∆Ct -Methode, die sich 

von einer mathematischen Gleichung ableitet, erhoben. Im Zuge dieser Berechnung wer-

den die Proben einer unbehandelten Kontrollgruppe als Kalibrator eingesetzt, um die rela-

tiven Genexpressionslevel der Zielgene wiederzugeben. 

 

2.7 Monozyten/Makrophagen-Zellkultur und Osteoklastenformationsassay 

Mononukleäre Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie (RAW 264.7 cells, CLS cell line 

services, Eppelheim, Deutschland) wurden in Anwesenheit von 20 ng/ml M-CSF (BioCat, 

Heidelberg, Deutschland) und 30 ng/ml RANKL (Axxora, Lörrach, Deutschland) kultiviert. 

Der Nachweis, dass sich diese Zellen nach fünf Tagen in Kultur zu multinukleären 

osteoklastischen Zellen formieren, wurde mittels einer Färbung für die Tartrat-resistenten 

sauren Phosphatase erbracht (TRAP, gemäß Barka und Anderson 1962 (Bronckers et al., 

2001)). Um der Frage nachzugehen, ob das konditionierte Medium von 1α,25(OH)2D3-

stimulierten PDL-Zellen von gesunden Spendern und solchen mit CCD die Differenzierung 

von osteoklastären Vorläuferzellen zu multinukleären Zellen beeinflusst, wurden RAW 
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264.7-Zellen in 24-well Kulturschalen in einer Dichte von 20.000 Zellen/well ausgesäht und 

für sieben Tage in Anwesenheit von 50 % normalem RAW-Zellkulturmedium, das 20 ng/ml 

M-CSF und 30 ng/ml RANKL enthielt, und 50 % konditioniertem Medium von PDL-Zellen 

von gesunden und CCD-Spendern, die dem 1α,25(OH)2D3 exponiert worden waren, kulti-

viert. Zur Ernte wurde nach TRAP-Färbung eine histomorphometrische Quantifizierung der 

reaktiven Zellen im Verhältnis zur Gesamtzellzahl durchgeführt. 

 
2.8 Kokultur von PDL-Zellen und Monozyten/Makrophagen 
Zur Überprüfung der Hypothese, dass PDL-Zellmembranständiges RANKL durch 

1α,25(OH)2D3 in seiner Expression modifiziert wird und damit die Differenzierung von 

multinukleären, osteoklastischen Zellen beeinflusst, wurden PDL-Zellen (30.000/well) von 

gesunden Spendern und von solchen mit CCD für neun Tage mit RAW Zellen 

(30.000/well) ko-kultiviert und während dieser Zeitdauer einer kontinuierlichen 10-7 M 

1α,25(OH)2D3-Stimulation unterzogen. Zur Ernte wurde die RNA isoliert, revers transkri-

biert und anschließend erfolgte die Quantifizierung der Expression von TRAP, Vitronectin-

Rezeptor und Kathepsin K als typische Marker für eine osteoklastäre Differenzierung mit-

tels realtime PCR wie oben beschrieben. In Vorversuchen wurde der Nachweis erbracht, 

dass die gewählten Primer kein Produkt in den PDL-Zellen erbringen, sondern nur in den 

RAW-Zellen. 

 

2.9 Statistische Analyse 

Aufgrund des geringen Probenaufkommens bei den PDL-Zellen von Spendern mit 

Cleidokranialer Dysplasie wurde lediglich eine deskriptive statistische Analyse der erhobe-

nen Daten durchgeführt. Jedes Experiment wurde zweimal wiederholt und separat analy-

siert. Beide experimentellen Durchläufe ergaben vergleichbare Ergebnisse und deshalb 

werden nur die Daten eines Experimentes präsentiert. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Molekulargenetische Untersuchungen 
Als Ergebnis der molekulargenetischen Analyse konnte für beide CCD-Patienten jeweils 

eine Missense-Mutation im Bereich der Runt-Domäne nachgewiesen werden. Unter Ver-

wendung des Coding-Systems der Human Gene Mutation Database (HDGM) 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php) wies der erste Patient einen Austausch im Exon 2 

c353 mit einem Basenaustausch von Guanin durch Thymidin auf (c.353G>T), was einen 

Austausch der Aminosäure Serin durch Isoleucin zur Folge hat (p.Ser118Ile). Für den 

zweiten Patienten ergab die molekulargenetische Analyse einen Basenaustausch im Be-

reich c568 (C>T), welcher einen Austausch der Aminosäure Arginin durch Tryptophan an 

dieser Stelle bewirkt (p.Arg190Trp) 

 

3.2 Zellkulturexperimente 
Sowohl die PDL-Zellen von gesunden Spendern als auch die von Patienten mit CCD 

exprimierten RUNX2  mRNA mit einer erhöhten basalen Expression bei CCD-Patient 1. Es 

zeigte sich eine leicht reduzierte Induzierbarkeit von RUNX2 mRNA durch 1α,25(OH)2D3 

bei beiden CCD-Patienten im Vergleich zu den gesunden Donoren (Abb. 3). 

Bezüglich der mitogenen Aktivität resultierte eine 1α,25(OH)2D3-Stimulation in einer ver-

gleichbaren Hemmung der Ki67 mRNA Expression sowohl bei den normalen als auch bei 

den CCD-PDL-Zellen (Abb. 4A). Dabei war die Proliferationsrate bei den Zellen des CCD-

Patienten 2 mit und ohne VitD3-Stimulation auffällig reduziert. 

Die mRNA für den Transkriptionsfaktor Osterix wurde in allen Kulturen vergleichbar 

exprimiert. Eine 1α,25(OH)2D3-Exposition der normalen PDL-Zellen führte zu einem An-

stieg dieses Parameters, dessen Ausmaß bei CCD-Patient 1 noch deutlicher ausfiel, wäh-

rend bei CCD-Patient 2 eine geringere Erhöhung als Folge der Stimulation zu verzeichnen 

war (Abb. 4B). 
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Die basale ALP mRNA Expression war bei den Zellen der CCD-Patienten deutlich verrin-

gert und auch der Anstieg infolge der 1α,25(OH)2D3-Stimulation fiel deutlich geringer aus 

als bei den Kulturen von gesunden PDL-Zellen (Abb. 4C). 

Ähnliche Ergebnisse zeigten sich für die Osteokalzin mRNA Expression, wobei die ver-

minderte Induzierbarkeit dieses Parameters besonders bei CCD-Patient 2 auffiel (Abb. 

4D). 

 

 

 

 

 
Abbildung 3: 

 

 
 

 

 

RUNX2 mRNA Expression in unstimulierten und mit 10-7M 1α,25(OH)2D3 stimulierten normalen PDL-Zellen 

(nPDL) und solchen von Spendern mit CCD (CCD1, CCD2). Konfluente PDL-Zellen der 4. Passage wurden 

für sechs Tage dem Vitamin D3 exponiert, ehe dann die RNA isoliert und revers transkribiert wurde. Der 

quantitative Nachweis der RUNX2-Expression erfolgte mittels realtime-PCR. Vehikel-behandelte Kulturen 

dienten als Kontrollen (untreated). (N = 2) 
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Abbildung 4: 

                
A             B 
 

 

 

                    
C             D 

mRNA Expression für den Proliferationsmarker Ki67 (A), den Transkriptionsfaktor Osterix (B), sowie für die 

osteoblastären Differenzierungsmarker alkalische Phosphatase (C) und Osteokalzin (D) in unstimulierten 

und mit 10-7M 1α,25(OH)2D3 stimulierten normalen PDL-Zellen (nPDL) und solchen von Spendern mit CCD 

(CCD1, CCD2). Konfluente PDL-Zellen der 4. Passage wurden für sechs Tage dem Vitamin D3 exponiert, 

ehe dann die RNA isoliert und revers transkribiert wurde. Der quantitative Nachweis der jeweiligen mRNA 

Expression erfolgte mittels realtime-PCR. Vehikel-behandelte Kulturen dienten als Kontrollen (untreated). 

(N = 2) 
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OPG mRNA wurde in allen Kulturen in vergleichbarer Menge exprimiert. Eine 

1α,25(OH)2D3 Administration resultierte jeweils in einer Hemmung der Expression, die bei 

den CCD-Patienten deutlicher ausfiel als bei den Zellen der gesunden Spender (Abb. 5A). 

Umgekehrt zeigte sich eine leicht reduzierte basale Expression von RANKL mRNA bei den 

CCD-Kulturen mit einer verminderten Induzierbarkeit durch 1α,25(OH)2D3 bei CCD-Patient 

2. Demgegenüber zeigte sich bei CCD-Patient 1 eine verstärkte RANKL Expression nach 

1α,25(OH)2D3-Stimulation gegenüber den normalen PDL-Zellen (Abb. 5B). Das Verhältnis 

von OPG zu RANKL war bei den CCD-Patientenkulturen basal erhöht, fiel jedoch infolge 

der 1α,25(OH)2D3-Exposition auch stärker ab als bei den PDL-Zellen der gesunden Spen-

der (Abb. 5C). 
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Abbildung 5: 

             
A          B 

 

 
      C 

Reduzierte Induzierbarkeit der Osteoprotegerin mRNA Expression durch 10-7M 1α,25(OH)2D3 in PDL-

Zellkulturen von Spendern mit CCD (CCD1, CCD2) im Vergleich zu den Kulturen von gesunden Spendern 

(nPDL) (A). Im Gegensatz dazu fand sich eine erniedrigte basale Expression von RANKL mRNA in den Kul-

turen der CCD-Spender mit einer verminderten Induzierbarkeit durch 1α,25(OH)2D3 bei CCD-Patient 2 (B). 

Das Verhältnis von OPG zu RANKL war bei den CCD-Patientenkulturen basal erhöht, fiel jedoch infolge der 

1α,25(OH)2D3-Exposition auch stärker ab als bei den PDL-Zellen der gesunden Spender (C). Konfluente 

PDL-Zellen der 4. Passage wurden für sechs Tage dem Vitamin D3 exponiert, ehe dann die RNA isoliert und 

revers transkribiert wurde. Der quantitative Nachweis der jeweiligen mRNA Expression erfolgte mittels 

realtime-PCR. Vehikel-behandelte Kulturen dienten als Kontrollen (untreated). (N = 2) 
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In Gegenwart des konditionierten Mediums, das von 1α,25(OH)2D3-stimulierten gesunden 

PDL-Zellen gesammelt wurde, differenzierten sich deutlich mehr TRAP-positive 

multinukleäre osteoklastische Zellen als in Anwesenheit des konditionierten Mediums von 

stimulierten PDL-Zellen der CCD-Patienten (Abb. 6 A,B). In der Kokultur von PDL-Zellen 

und RAW-Zellen, die in Abb. 6C exemplarisch dargestellt ist, ergab sich eine verminderte 

Induzierbarkeit der mRNA Expression der Osteoklasten-spezifischen Marker TRAP, 

Kathepsin K und Vitronectin-Rezeptor durch 1α,25(OH)2D3 bei den Kulturen der CCD-

Patienten, die bei CCD-Patient 2 noch geringer ausfiel als bei CCD-Patient 1 (Abb. 6 C,D). 
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Abbildung 6: 

                
A                B 

                 
C           D 
(A) Nachweis der TRAP in RAW 264.7 Zellen nach 9-tägiger Kultur (x20). (B) Einfluss des konditionierten Mediums von 

Vit.D3-stimulierten PDL-Zellen von gesunden Spendern (nPDL) und solchen mit CCD auf die Differenzierung von RAW-

Zellen zu multinukleären, osteoklastischen Zellen. RAW-Zellen wurden für 7 Tage in Anwesenheit von 50% normalem 

RAW-Zellkulturmedium, das 20ng/ml M-CSF und 30ng/ml RANKL enthielt, und 50% konditioniertem Medium von PDL-

Zellen von gesunden und CCD-Spendern, die dem 1α,25(OH)2D3 exponiert worden waren, kultiviert. Zur Ernte wurde 

nach TRAP-Färbung eine histomorphometrische Quantifizierung der reaktiven Zellen im Verhältnis zur Gesamtzellzahl 

durchgeführt. (C) Exemplarische Abbildung einer Kokultur mit Nachweis von TRAP-positiven osteoklastären Zellen 

(Pfeilspitzen) zusammen mit PDL-Zellen (Pfeile) (x10). (D) Reduzierte Induzierbarkeit der mRNA Expression der 

Osteoklasten-spezifischen Marker TRAP, Kathepsin K und Vitronectin-Rezeptor durch 10-7M 1α,25(OH)2D3 in den Kultu-

ren von Spendern mit CCD gegenüber (nPDL). (N = 2) 
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4. Diskussion 
 

Die CCD-Patienten, von denen wir unsere PDL-Zellen gewonnen haben, wiesen gemäß 

der molekulargenetischen Diagnose beide eine Missense-Mutation im Bereich der Runt-

homologen Domäne des RUNX2-Gens auf. Bei beiden Mutationen kann von der Expressi-

on eines veränderten Proteins ausgegangen werden. Die Tatsache, dass diese minimalen 

Veränderungen (Austausch einer Aminosäure) im Bereich der funktionell besonders wich-

tigen Runt-homologen Domäne (RHD) des RUNX2-Gens zur Ausprägung des Krankheits-

bildes der CCD führen, lassen den Ort der Mutation als Region erscheinen, die essentiell 

für die RUNX2-Funktion ist.  

 

Die von uns bei identifizierte Mutation lagen bei dem ersten Patienten in der Position c.353 

(G>T; p.Ser118Ile). Diese Mutation wurde bisher in der vorhandenen Literatur noch nicht 

beschrieben. Allerdings wurde von Quack et al. (1999) bei einem Patienten mit CCD eine 

Missense-Mutation beschrieben, die das gleiche Codon betraf (c.354C>G; p.Ser118Arg). 

 

Bei dem zweiten Patienten konnten wir eine Mutation in der Position c568 (C>T; 

p.Arg190Trp) identifizieren. Die gleiche Missense-Mutation wurde bereits erstmalig von 

Giannotti et al. (2000) und anschließend von anderen Autoren bei Patienten mit diagnosti-

zierter CCD beschrieben (Napierala et al., 2005; Zhou et al., 1999). Diese Mutation befin-

det sich in einem Bereich des Proteins (β3-L3), der für die Bindung an die DNA Konsen-

sus-Sequenz wichtig ist (Li et al., 2003; Warren et al., 2000). 

 

Einige Autoren haben verschiedene diagnostizierte Mutationen im Bereich des RUNX2-

Gens im Rahmen von in vitro Tests auf ihre funktionellen Auswirkungen untersucht. Zum 

Einsatz kamen dabei vor allem das Verfahren des „Electromobility shift Assays“ (EMSA) 

zur quantitativen Analyse der Bindung von in vitro translatierten Proteinen an markiertes 

Oliogonukleotid, „Hefe-Hybridassays“ zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen sowie 

„Luciferase Reporter Assays“ zum Nachweis der Transaktivierungsaktivität von RUNX2 
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(Matheny et al., 2007; Nagata und Werner, 2001; Napierala et al., 2005; Zhou et al., 1999). 

Dabei wurden sowohl Mutationen identifiziert, die die Fähigkeit des Transkriptionsfaktors 

verloren haben, spezifisch an DNA zu binden, als auch solche, die die Fähigkeit der 

Heterodimerisierung mit CBFß nicht mehr besaßen. In diesen Studien konnte für den 

Großteil der CCD-auslösenden RUNX2-Missense-Mutationen eine molekulare Erklärung 

für die Haploinsuffizienz des RUNX2-Gens gefunden werden. Für einige dieser Mutationen 

ist dies der Verlust der DNA-Bindung, für andere der Verlust der Heterodimerisierung mit 

CBFß. 

 

Die durchgeführten Untersuchungen bestätigten auch die Vorhersage für eine Einschrän-

kung der Heterodimerisierung mit CBFß im Falle der von uns bei dem Patienten 1 identifi-

zierten Muation im Bereich c.353 (G>T; p.Ser118Ile) sowie die reduzierte Bindungskapazi-

tät an die DNA im Falle der von uns bei dem Patienten 2 identifizierten Mutation am c.568 

(C>T; p.Arg190Trp). 

 

Wie noch zu diskutieren sein wird, zeigten die PDL-Zellen der beiden CCD-Spender in un-

seren Versuchen teilweise deutliche Unterschiede sowohl in der basalen als auch in der 

induzierbaren Expression der verschiedenen gewählten Parameter, was die Frage aufwirft, 

ob die bei unseren zwei Patienten diagnostizierten Mutationen im Bereich des RUNX2-

Gens mit unterschiedlichen klinischen Erscheinungsbildern und Schweregraden der Er-

krankung korrelieren. Die Variabilität in der Ausprägung der CCD führen einige Autoren 

zum einen auf die unterschiedlichen Prozesse zur Verknöcherung zurück, zum anderen 

gibt es Daten, die vermuten lassen, dass Mutationen im RUNX2-Gen je nach Art und Ort 

unterschiedliche Funktionseinbußen und damit eine unterschiedliche Ausprägung von 

Symptomen bewirken (sog. Phänotyp-Genotyp-Korrelation). Gezeigt werden konnte dies 

insbesondere für die Korrelation von biologischer Aktivität des mutierten RUNX2 und end-

gültiger Körpergröße (Yoshida et al., 2002). Welche Veränderungen allerdings zu schwe-

ren und welche zu leichten Funktionsverlusten führen, ist bis heute ungeklärt bzw. nicht 

eindeutig belegt. 
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In unseren in vitro-Untersuchungen ergab sich keine reduzierte basale Expression, wohl 

aber eine leicht verminderte Induzierbarkeit von RUNX2 mRNA bei den beiden CCD Pati-

enten im Vergleich zu den Kulturen von gesunden Spendern. Die vergleichbare basale 

Expression erlaubt jedoch keinen Rückschluss auf die Funktion, da nicht klar ist, ob aus 

der entsprechenden mRNA auch ein normal funktionsfähiges Protein translatiert werden 

kann. Da RUNX2 aber maßgeblich an der Regulation Osteoblastenspezifischer Zielgene 

wie Osteopontin, Bone sialoprotein und Osteokalzin beteiligt ist, kommt der Klärung dieser 

Frage besondere Bedeutung zu.  

 

1,25(OH)2D3 kommt neben verschiedenen Glukokortikoiden eine wichtige Rolle als Regu-

lator der RUNX2-Genexpression zu, da RUNX2 in seinem proximalen Promotor ein 

responsives Element für 1,25(OH)2D3 besitzt und Mutationen in diesem Bereich zu einem 

Regulationsverlust führen (Drissi et al., 2002). In unseren Kulturen zeigten die Zellen der 

CCD-Spender eine leicht reduzierte zelluläre Antwort bei 1,25(OH)2D3-Stimulation im Ver-

gleich zu den gesunden Spendern. Dennoch bestätigen unsere Ergebnisse die Befunde 

anderer Autoren, die für Osteoblasten nach Stimulation mit 1,25(OH)2D3 für eine Stunde 

einen hemmenden Effekt auf die RUNX2-Expression nachwiesen, nach 48 Stunden je-

doch eine verstärkte Expression (Lian et al., 2004; Prince et al., 2001; Viereck et al., 

2002). Weiterhin ergab eine länger dauernde Stimulation von mesenchymalen Stammzel-

len nach einer, zwei und vier Wochen einen Anstieg der Expression um das bis zu Achtfa-

che (zur Nieden et al., 2003). Dabei ist der langfristige Effekt wahrscheinlich eher ein indi-

rekter, bedingt durch die zunehmende Differenzierung der Osteoblasten durch das Vitamin 

D3. 

 

Die mitogene Aktivität war bei CCD-Patient 1 vergleichbar der Kontrollgruppe, hingegen 

bei CCD-Patient 2 deutlich erniedrigt. Da RUNX2 bei Osteoblasten den Ausstieg aus dem 

Zellzyklus induziert und RUNX2-defiziente Osteoprogenitorzellen eine verstärkte Prolifera-

tion zeigen (Pratap et al., 2003), kann die reduzierte basale Ki67 mRNA Expression bei 

CCD-Patient 2 dahingehend interpretiert werden, dass hier die anti-proliferative Wirkung 
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von RUNX2 erhalten zu sein scheint. Auch Chen et al. (2005) berichteten von einer bis zu 

dreifach erniedrigten proliferativen Aktivität in pulpalen Zellen von Spendern mit CCD. 

 

In allen Kulturen war eine deutliche Reduktion der Proliferation nach 1,25(OH)2D3-

Exposition zu beobachten. Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit anderen Berich-

ten in der Literatur, dass 1,25(OH)2D3 in der frühen Entwicklungsphase von Osteoblasten 

den Ausstieg aus dem Zellzyklus durch Hochregulation des zyklinabhängigen 

Kinasehemmers p21WAF/CIP1 induziert. 

 

Bezüglich der osteoblastären Differenzierungsparameter zeigte sich in unseren Kulturen 

eine reduzierte basale Expression des Transkriptionsfaktors Osterix, von alkalischer 

Phosphatase und Osteokalzin mRNA bei den CCD-Patienten, die wiederum bei Patient 2 

stärker ausgeprägt war als bei Patient 1. Diese Beobachtung wird durch die Ergebnisse 

von Tu et al. (2008) gestützt, die bei Runx2+/- Mäusen eine geringere Knochendichte fan-

den und gleichzeitig berichteten, dass die Osteoblasten der Tiere in der Kultur eine gerin-

gere Expression für alkalische Phosphatase, Osteopontin, Bone Sialoprotein und 

Osteokalzin und gleichzeitig eine verminderte in vitro-Mineralisationsrate aufwiesen. Auch 

die Daten von Xiao et al. (2005) unterstützen diese Beobachtungen. Die reduzierte Ex-

pression und Induzierbarkeit von Osterix mRNA bei CCD Patient 2 legt die Vermutung na-

he, dass hier durch die Mutation im Bereich des RUNX2-Genes die Aktivierung der Osterix 

Expression beeinträchtigt sein könnte, da auch in Chondroprogenitorzellen demonstriert 

werden konnte, dass RUNX2 an den Promotor von Osterix bindet und eine Aktivierung der 

Expression bewirkt (Nishio et al., 2006). 

 

Bei CCD-Patient 2 fiel zudem auch die verminderte Induzierbarkeit der Osteokalzin mRNA 

Expression durch 1,25(OH)2D3 auf. RUNX2 spielt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung 

des Osteokalzin-Promotors durch Vitamin D3. Die Bindung von RUNX2 an den 

Osteokalzin-Promotor ist Voraussetzung für Veränderungen in der Chromatin-Struktur, die 

wiederum für die Aktivierung durch Vitamin D3 die Voraussetzung darstellt. Daher hemmen 
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Mutationen von RUNX2 die Wirkung von Vitamin D3 (Paredes et al., 2004), was unseren 

eigenen Daten erklärt. 

 

Die PDL-Zellen der CCD-Patienten zeigten gegenüber der Kontrollgruppe von gesunden 

Spendern eine vergleichbare mRNA Expression von Osteoprotegerin und ebenso einen 

hemmenden Effekt von 1,25(OH)2D3. Im Gegensatz dazu war die basale Expression von 

RANKL mRNA insbesondere bei CCD-Patient 2 erniedrigt und auch nur eingeschränkt 

durch 1,25(OH)2D3-Stimulation induzierbar. Folglich war das Verhältnis von OPG zu 

RANKL bei den Kulturen der CCD-Patienten erhöht. Da dieses Verhältnis letztlich darüber 

entscheidet, ob in vivo eher die Knochenformation oder -resorption begünstigt wird, sind 

diese Befunde im Sinne einer Hemmung der Knochenresorption zu interpretieren. Obwohl 

man nicht zwangsläufig von unseren auf Transkriptionsebene erhobenen Daten auch auf 

entsprechende Änderungen der Proteinexpression schließen kann, zeigten doch bereits 

verschiedene Autoren eine sehr gute Korrelation der Proteinlevel mit der Menge an mRNA 

von OPG und RANKL (Deyama et al., 2000; Hofbauer, 1999a; Hofbauer et al., 1999b). 

Unsere Ergebnisse sind zudem in Übereinstimmung mit dem Bericht von Zhang D et al. 

(2004), demzufolge PDL-Zellen unter physiologischen Bedingungen mehr OPG als 

RANKL mRNA exprimieren, wohingegen sich dieses Verhältnis nach Stimulation mit 

1,25(OH)2D3 umkehrt und entsprechend in der Kokultur zu einer verstärkten Differenzie-

rung von TRAP-positiven Osteoklasten führt. 

 

Zahlreiche Hinweise deuten auf eine Beteiligung von RUNX2 im Rahmen der Differenzie-

rung und Aktivität nicht nur der Osteoblasten, sondern auch der Osteoklasten über eine 

Regulierung des RANK/RANKL/OPG Signalweges. So wurde eine Bindungsstelle für 

RUNX2 auf dem Promotor des RANKL-Gens (Kitazawa et al., 2003; O'Brien et al., 2002) 

und des OPG-Gens (Thirunavukkarasu et al., 2000) der Maus nachgewiesen. Weiterhin 

bewirkte die adenovirale Transfektion von RUNX2 in RUNX2-defiziente Calvaria-

Osteoblasten eine verstärkte Expression von RANKL sowie eine Reduktion der OPG-

Expression und eine Überexpression von RANKL in homozygoten RUNX2 knock out-
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Mäusen hatte eine Zunahme von Anzahl und Größe der Osteoklasten zur Folge (Enomoto 

et al., 2003). In einem Zellkulturmodell, in dem Osteoblasten der Calvaria und Zellen der 

Milz kokultiviert und mit Dexamethason und 1a,25(OH)2D3 behandelt wurden, induzierten 

Osteoblasten, die von homozygoten RUNX2 knock out-Mäusen gewonnen wurden, in sig-

nifikant geringerem Umfang die Differenzierung von aktiven Osteoklasten (Gao et al., 

1998). Dabei wurde vor allem auch eine reduzierte Vitamin D3-induzierte Expression von 

RANKL bei den knock out-Tieren nachgewiesen. Auch Xiao et al. (2005) zeigten, dass bei 

RUNX2+/- Mäusen eine reduzierte Anzahl der TRAP-positiven Osteoklasten verbunden 

mit einer reduzierten Nachweisbarkeit von RANKL vorlag. Da also sowohl RUNX2 als 

auch 1,25(OH)2D3 an der Regulation verschiedener Gene, die für die Differenzierung und 

Aktivität von sowohl Osteoblasten als auch Osteoklasten von Bedeutung sind (darunter 

Osteokalzin, OPG und RANKL), beteiligt sind, erscheinen Wechselwirkungen der Signale 

von Vitamin D3 und RUNX2 im Bereich der Promotoren der jeweiligen Zielgene für die 

definitive Wirkung entscheidend zu sein. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung 

gestützt, dass z.B. im Osteokalzinpromotor das Vitamin D Rezeptor-Element von zwei 

Runx2-Bindungsstellen flankiert ist und auch der RANKL-Promotor sowohl Vitamin D Re-

zeptor- als auch RUNX2-Bindungsstellen enthält. 

 

In Experimenten an heterozygoten RUNX2 knock-out Mäusen fanden Zou et al. (2003) im 

Vergleich mit Wildtyp-Tieren keinen auffälligen Unterschied bezüglich der Eruption der 

Dentition und schlossen daraus, dass hier offensichtlich ein gesundes Allel für einen ord-

nungsgemäßen Zahndurchbruch ausreichend sei. Yoda et al. (2004) dagegen fanden in 

ihren Untersuchungen zwar keine Unterschiede bezüglich der Entwicklung der Zähne, 

aber eine signifikante Verzögerung in der Eruption. Dies führten die Autoren auf einen 

Mangel an nachweisbaren am Zahndurchbruch beteiligten Osteoklasten zurück. Die phy-

siologische Relevanz dieser Überlegungen wird durch unsere weiterführenden Experimen-

te belegt, in denen sowohl das konditionierte Medium von Kulturen der PDL-Zellen der 

CCD-Patienten zu einer reduzierten Differenzierung von TRAP-positiven multinukleären 

Zellen führte als auch die Daten der Kokulturexperimente eine Hemmung der Expression 
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von typischen Osteoklastenmarkern aufzeigen, wenn PDL-Zellen der CCD-Patienten mit 

RAW-Zellen kokultiviert und mit 1,25(OH)2D3 stimuliert wurden. Dies galt insbesondere für 

die Zellen des von uns untersuchten CCD-Patienten 2. 

 

Zusammen mit den Daten für die Differenzierungsparameter implizieren diese Befunde 

einen geringer gradig ausgeprägten osteoblastären Phänotyp der PDL-Zellen bei den von 

uns untersuchten CCD-Patienten mit einer resultierenden eingeschränkten Fähigkeit zur 

Unterstützung der Osteoklastogenese, die letztlich für den klinisch zu beobachteten er-

schwerten Zahndurchbruch mitverantwortlich sein könnte. 
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5. Zusammenfassung 
 

Das klinische Bild der Cleidocranialen Dysplasie (CCD), das durch Mutationen im Bereich 

des Transkriptionsfaktors RUNX2 verursacht wird, ist durch Schlüsselbeinanomalien, Stö-

rungen der Schädel- bzw. Zahnentwicklung sowie Veränderungen im Bereich von Thorax, 

Wirbelsäule, Becken und Extremitäten geprägt. Besonders auffällig und von kieferorthopä-

discher Relevanz sind multiple überzählige Zähne sowie ein verzögerter Zahndurchbruch. 

Der vorliegenden Untersuchung liegt die Hypothese zu Grunde, dass eine veränderte 

phänotypische Expression der Zellen der Parodontalligaments (PDL) von CCD-Patienten 

und daraus resultierend eine eingeschränkte Fähigkeit zur Unterstützung der Aktivität von 

knochenresorbierenden Osteoklasten für diesen erschwerten Zahndurchbruch mitverant-

wortlich sein könnte. 

 

Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden PDL-Zellen von gesunden Spendern und sol-

chen mit klinisch und molekularbiologisch diagnostizierter CCD vergleichend bezüglich des 

Auftretens und der Induzierbarkeit osteoblastärer Markergene auf mRNA Ebene charakte-

risiert und die physiologische Relevanz dieser Befunde für die Differenzierung von 

Osteoklasten aus entsprechenden Vorläuferzellen in einem Osteoklastenassay sowie in 

einem Kokulturmodell näher untersucht. 

Dabei konnte zunächst bei beiden CCD-Patienten eine Missense-Mutation im Bereich des 

RUNX2-Gens nachgewiesen werden. In den in vitro-Versuchen zeigte sich für die-PDL 

Zellen eine unveränderte Expression von RUNX2 mRNA, jedoch insbesondere bei CCD-

Patient 2 eine reduzierte basale Expression der gewählten Markergene Osterix, alkalische 

Phosphatase, Osteokalzin sowie der mRNA für das Osteoklasten-regulatorische Molekül 

RANKL. Außerdem ließen sich diese Faktoren im Vergleich zur Kontrollgruppe der gesun-

den Donoren nur vermindert durch Stimulation der Kulturen mit 1α,25(OH)2D3 induzieren. 

In den durchgeführten Osteoklastenassays sowie in den Kokulturversuchen zeigten die 

PDL-Zellen der CCD-Patienten eine verringerte Potenz zur Induktion von aktiven 

Osteoklasten. 
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Die erhobenen Daten implizieren einen geringer gradig ausgeprägten osteoblastären Phä-

notyp der PDL-Zellen bei den untersuchten CCD-Patienten mit einer resultierenden einge-

schränkten Fähigkeit zur Unterstützung der Osteoklastogenese, die letztlich für den kli-

nisch zu beobachteten erschwerten Zahndurchbruch mitverantwortlich sein könnte. 
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