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1 Einleitung

1.1 Vorbemerkung und Arbeitshypothese

Kraniofaziale Deformitaten sind auf pathologischerdhderungen der Schadelndhte
zurtckzufuihren und seit weit mehr als 100 Jahrdw@imgt (Persing et al., 1989). Die
chirurgischen Therapieansatze zur Korrektur derobeititen haben sich zwar
vielfaltig geandert, jedoch ging diese Entwicklumgeressanterweise nicht mit einer
zunehmenden wissenschaftlichen Erkenntnis einhathofbgien der Schadelndhte
werden auch heute noch nicht oder nur unzureickierstanden.

Das heutige Wissen Uber den Aufbau von gesunderpatimblogischen Schéadelnéhten
geht ganz Gberwiegend auf Untersuchungen an MauseiRatten zurtick (Ogle et al.,
2004, Stadler et al., 2006, Persson et al., 19HBYologische Untersuchungen sind
durch experimentelle Studien ergénzt worden, die Halle eines vorzeitigen
Schéadelnahtverschlusses einen komplexen AblaufMechanismen annehmen lassen
und auf unterschiedlichsten Einflissen wie z.B. demchsenden Gehirn beruhen
(Burke et al., 1995). Hierbei werden Wachstums- Trahskriptionsfaktoren gefunden,
die auf unterschiedliche Mutationen zurtickgefihdrden kdénnen, deren Steuerung
aber vollig ungeklart ist (Alden et al., 1999, Kalni and Raghuveer, 2004, Ogle et al.,
2004, Opperman, 2000, Rice and Rice, 2008, Warrah,&003a, Warren et al., 2003b,
Coussens et al., 2007).

In diesem Kontext stitzt sich die vorliegende Arlzeif die Hypothese, dass auch bei
einer Schadelnahtverkndcherung Veranderungen er @gnostose selbst als auch im
umliegenden Knochen gefunden werden, die weitelddiEmgsansatze fir priméare
oder sekundare Schadelnahtpathologien bieten kdniNermale und pathologische
Schéadelndhte sowie eine lagebedingte Plagiozephalie den angrenzenden
Knochenarealen, enthommen im Rahmen operativer ofstéen oder
Sektionsuntersuchungen, wurden mittels speziellem@itertomographien mit einer
minimalen Aufldsung von bis zu 7;8n auf ihre Morphologie und Knochenaufbau hin
untersucht. Es sollte hierbei geklart werden, obeekKorrelation zwischen der
Verkndcherung der Schadelnahte und der Knocheredigdgeben ist. Bezogen auf die
Plagiozephalien stellt sich zusatzlich die Fragk, diese Schadeldeformitat einen
normalen Aufbau oder pathologische Verédnderungen Sthadelnaht sowie der
Knochendichte zeigen. Knochendichtemessungen sandSbhadelndhten noch nicht

durchgefuhrt worden. Dementsprechend existierenh akeine Normwerte und



Normbereiche. Anhand der durch die Gesamtzahl digatersuchungen entstehenden
Ergebnisse soll ein besseres wissenschaftlichestareinis erlangt werden, welches die
chirurgischen Therapieansatze bestatigt oder eg#ntein Uberdenken der

chirurgischen Herangehensweisen veranlasst.



1.2 Anatomie und Entwicklung der normalen Schadelnkte

Aufbau des Schéadels:
Den Schéadel unterteilt man anatomisch in:

a) das Neurocranium (Hirnschadel) und

b) das Splanchno- oder Viscerocranium (Gesichéssah
Das Neurocranium kann nochmals in die Calvaria &8elkalotte) und die Basis cranii
(Schadelbasis) unterteilt werden. Diese Untertgilish im Hinblick auf die Entstehung
und Entwicklung wahrend des Wachstums sinnvoll.
Das Neurocranium wird durch folgende Knochen geiild

= Qs frontale (Stirnbein), paarig,

= Os parietale (Scheitelbein), paarig,

= Os occipitale (Hinterhauptsbein), unpaar,

= Os sphenoidale (Keilbein), unpaar,

= Os temporale (Schlafenbein), paarig und

= Os ethmoidale (Siebbein), unpaar.

Abbildung 1
Ansicht des kndchernen Schéadels von lateral (Pefnk863)



Am Schéadeldach finden sich zwischen den beidenr@ddie die Sutura frontalis oder
auch Sutura metopica (Frontalnaht) genannt. Zwisdieiden Os parietale liegt die
Sutura sagittalis (Pfeilnaht). Beidseitig jeweilsischen dem Os frontale und dem Os
parietale die rechte und linke Sutura coronalisa(knaht) und ebenfalls beidseitig und
zwischen dem Os occipitale und dem Os parietale rd@hte und linke Sutura
lambdoidea (Lambdanaht).

Funktion des SchéadelsDie Schadelknochen bilden einen Schutz fur das réeDbie
einzelnen Schadelknochen sind durch bindegewebig@d@lnahte (Suturae) und
Fontanellen voneinander getrennt. Die Schadelnahtegieren als Gelenke,
insbesondere unter der Geburt fangen sie mechanistiafteinwirkungen ab.
Zusatzlich dienen sie als Ausgangspunkt fir dasckeowachstum in der Entwicklung
ohne selbst zu verkndchern (Opperman, 2000, RG28)2

GrolRere bindegewebige Licken, genannt Fontanellenden sich an den
Beruhrungsstellen von mehreren Knochenplatten. @mie Fontanelle (Fonticulus
anterior) und die kleine Fontanelle (Fonticulustpasr), die am vorderen und hinteren
Ende der Sutura sagittalis liegen, sind unter delou®& wichtige Orientierungspunkte,
um die Lage vom Kopf des Kindes beurteilen zu kénrigie Verknécherung findet

etwa im dritten Lebensmonat (kleine Fontanelle) baw 36. Lebensmonat (groRe

B Frontalnaht

Kranznaht . grof3e Fontanelle

grof3e Fentanelle

|

Sagittalnaht 8

Lambdanaht kleine Fontanelle

Abbildung 2

Skizzierung der wichtigsten Schadelnahte des mendadhen Schéadels
A Ansicht von lateral, B Ansicht von oben

(Regelsberger, 2007)



Fontanelle) statt.

Die Sutura frontalis/Sutura metopica verkndcheiit ®@% aller Menschen regelhaft
zwischen dem 3. bis 9. Monat, spéatestens bis zude Bes zweiten Lebensjahres. Bei
10% aller Menschen bleibt sie lebenslang offen. Bigura sagittalis, parietalis und
lambdoidea verkndchern zwischen dem 20. und 30ehghhr. Die Suturae des
Viscerocraniums dagegen verschlieBen erst um dasLé®ensjahr (Cohen, 1993,
Opperman, 2000, Vu et al., 2001). Eine frihzeitgrkntcherung einer Schadelnaht
nennt man Kraniosynostose. Diese wurde erstmali§l18on Rudolf Virchow
beschrieben (Cohen, 1993, Delashaw et al., 1989ir@eet al., 1989).

Entwicklung der Schadelknochen: In der Embryogenese entwickelt sich in der
zweiten Woche zum  Zeitpunkt der Implantation durckerschiedene
Differenzierungsvorgange aus der Blastozyste (nmthatenem Embryoblast) die
Embryonalanlage. Hierbei entscheidend ist die Adsbg der zweiblattrigen
Keimscheibe (Hypoblast- und Epiblastschicht) ehistel aus dem Embryoblast. Aus
der Epiblastschicht bildet sich durch Auswanderwmg Epiblastzellen, die dann
Amnioblasten genannt werden, die Amnionhéhle aus. Rand der Hypoblastschicht
wandern ebenfalls Zellen aus, die als dinne Zatkth(=Heuser-Membran) den
primaren Dottersack bilden (Ulfig, 2005) (AbbilduBy

Die Epiblastschicht differenziert sich weiter zunes Ektodermschicht. Vom

Primitivknoten wandern Epiblastzellen aus und bildéas Entoderm, welches im

Wand der Prichordal-
Amnionhdhle platte
extraembryo-

Prirmitiv-
streifen

Wand des
[ Dottersackes

Epiblast

—

Heuser-Membran Hypoblast

Abbildung 3

Die Entstehung der dreibléattrigen Keimscheibe

a) Dorsalansicht der Keimscheibe nach Entfernursgisienions (Anfang 3. Woche); Bildung des
Primitivstreifens;

b) Querschnitt durch die Keimscheibe

(Ulfig, 2005)



Bereich der Hypoblastschicht diese verdrangt. Zlis&tbildet sich aus dem gleichen
Ursprung die Chorda dorsalis, welche spater berathitstrukturen induziert. In der
Invaginationsphase kommt durch epithelio-mesenclgrdawandlung der Epiblasten
und folgender Einwanderung uUber den Primitivstreifeu einer neuen Zelllage
zwischen die beiden bestehenden Keimschichten zogenannten Mesoderm. Es
besteht nun eine dreiblattrige Keimscheibe besttlars Ektoderm, Mesoderm und
Entoderm (Ulfig, 2005) (Abbildung 4).
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Abbildung 4

links: Auswanderung der Epiblastzellen(Invagination, 16. Tag) a) Dorsalansicht, b) Qaknitt durch die
Keimscheibe
rechts: Differenzierung des Mesodermsa) 21. Tag, b) 26. Tag, c) 28. Tag, d) 30. Tag

Durch Proliferation und Differenzierung gliederttsidas Mesoderm weiter auf (Ulfig,
2005) (Abbildung 4):
1. paraaxiales Mesoderm (Somiten)
2. intermedidres Mesoderm
3. Seitenplattenmesoderm mit
a. parietalem Mesoderm
b. vis(Alden et al., 1999)zeralem Mesoderm
Aus dem paraaxialem Mesoderm bilden sich Somitee)clve sich zu einem
beidseitigen Dermaton, Myotom und Sklerotom enteickund fur die Bildung der

Haut, Muskeln und Knochen zusténdig ist. Das megtiare Mesoderm ist fur die



Entstehung der Harnorgane notwendig. Das Seitdaplatsoderm fir die Ausbildung
von Bindegewebe der inneren Organe und der Gefalie.

Das Ektoderm differenziert sich durch weitere Intluk zum Neuroektoderm und dem
Neuralrohr. Hieraus entsteht das zentrale Nervéesys Wahrend der
Neuralrohrbildung verlieren die Ektodermzellen, die Rande des Neuralrohres liegen
ihren Kontakt zu Nachbarzellen und ordnen sichireresogenannten Neuralleiste an.
Die aus der Neuralleiste entstehenden Mesenchyemzddllden die Grundlage fur
Knochen und Muskeln des Schéadels. Diese Induktieichmet sich durch einen
komplexen Inhibitionsvorgang aus: Erhalten die Bktonzellen keine Signalmolekiile,
werdenalle Zellen zu Neuralleistenzellen. Durch intraektoddarignale, sogenannte
'‘bone morphogenetic proteins' (BMPs), werden wieter alle
Differenzierungsvorgange unterdrickt. Diese Unigckung wird spater durch
verschiedene Polypeptide aus der Chorda dorselspielsweise Noggin, antagonisiert.
Dadurch differenzieren sich die tber der Chordasald liegenden Ektodermzellen zu
Neuralleistenzellen und die Neuralleiste entsteht.

Aus der Neuralleiste und dem Mesoderm gemeinsanstedi®@n die meisten
Schéadelknochen, deren Zuordnung zu ihrem Urspravgsige trotz diverser
Untersuchungen von Entwicklungs- und Wachstumsfaktmicht eindeutig geklart ist
(Jiang et al., 2002, Morriss-Kay, 2001, Noden amdinor, 2005, Opperman, 2000,
Rice, 2008). Demgegenuber entsteht die Dura mateifelsohne aus der Neuralleiste,
die sich durch eine anféangliche Mesenchymverdiapt(Meninx primitiva) spater in
die drei Hirnhaute (Dura mater, Pia mater und Anadtea) aufteilt (Mack et al., 2009).
Die Biologie der Schadelnahte ist bei den Saugatisehr unterschiedlich, lediglich die
Nahtbiologie der Maus, der Ratte und des KanincHemm mit der des Menschen
verglichen werden, so dass die derzeitigen Theoiieer die Funktionen und das
Wachstumsverhalten der Schadelndahte Uberwiegend #efexperimentellen
Beobachtungen basieren (Ogle et al., 2004, Peetsain 1978, Stadler et al., 2006).
Verknocherung der Schadelknochen:Allgemein gibt es zwei Mdglichkeiten einer
Ossifikation: die desmale oder die chondrale Veckedung.

Der erste Schritt in der Entstehung eines Knocheisges besteht in der Kondensation
von Mesenchymzellen, die unabhéngig von ihrem tursp (Mesoderm oder
Neuralleiste) sind. Zum Start einer Kondensatiohaken die Mesenchymzellen
unabhéngig von ihrer Lokalisation Stimuli bestimmg&ignale (z.B. BMP). Die nun

folgende Proliferation und Aggregation von verteliegenden Zellen wird als



,Kondensationsformation“ bezeichnet. Aus diesemfration entstehen die Grundstufen
der zwei Ossifikationsformen. Einerseits kommt escd die knochenproduzierenden
Osteoblasten zu einer Produktion von Osteoid (Keonghundsubstanz). Hierbei
entstehen kleinere Knochentrabekel, welche sich gzéiReren Knochenarealen
fusionieren. Das weitere Wachstum des Knochensziebll sich appositionell mit
Anlagerung von Osteoblasten produzierter Knochestanz (desmale Ossifikation).
Andererseits entsteht aus den Mesenchymzellen aorpk&lhaltiges Grundgerist,
welches durch Chondroklasten abgebaut und mit Mdfe Osteoblasten durch Knochen
ersetzt wird (chondrale Ossifikation) (Rice andeRi2008).

Beim Viscerocranium und dem Schéadeldach entstehechéninseln im Sinne einer
desmalen Ossifikation, die durch KnochenanlagemiegSchadelknochen bilden. Die
chondrale Ossifikation der Schadelbasis verlautt Bmwachsen von BlutgefalRen in
das vorbestehende knorpelige Grundgerust, in d@egeitung sich Mesenchymzellen
befinden. Diese differenzieren sich zu Chondroklast(Knorpelabbau) und
Osteoblasten (fir den Knochenaufbau) (Rice, 200& &nd Rice, 2008).

Aufbau und Entwicklung der Schéadelndhte: Nach Annaherung der Knochen
verbleiben bindegewebige Schédelnéhte, die als anmmbrandse
Knochenwachstumszentren agieren (Opperman, 200@Ghd&d et al., 1956). Sie
erlauben einen weiteren Knochenaufbau an den gbgdiegenden Knochenrandern,
wahrend sie selbst jedoch nicht verknéchern. Diggesowohl fur die Schadelbasis als
auch die Schéadelkalotte (Opperman, 2000).

Histologisch konnte sehr friihzeitig erkannt werddass die Schadelndhte aus einer
bindegewebigen Struktur bestehen. Pritchard fantbrsc1956 heraus, dass sich
zwischen den beiden Knochenkanten funf Schichtdmden. Hinzu kommen zwei
weitere Schichten, die die Naht von ektokranial endokranial einschliel3en. Die funf
Schichten enthalten je zwei Schichten des Periogte innere cambiale,
osteogenetische, knochenentwickelnde Schicht uadkapsuléare, periostverlangernde
Schicht. Die funfte Schicht wird durch eine innkrekere Bindegewebsschicht gebildet
(Abbildung 5).
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vereinigende Bindegewebsschicht

Knochen

bindegewebige

Schadelnaht cambiale Schicht

kapsulare
Schicht

Abbildung 5

Schematische Darstellung der Schadelnaht mit den terschiedlichen Schichten

Jeweils lateral der mittleren lockeren Bindegewebigtt ist eine kapsulére und eine cambiale,
zellbildende Schicht zu erkennen; ekto- und enduktdiegt jeweils eine umschlielende
Bindewebsschicht

Bei der Entwicklung der Naht verschmalert sich clenbiale Schicht schrittweise zu
einer flachen Schicht aus Osteoblasten, wahrerid die kapsulare Schicht verdickt.
Die mittlere Schicht vaskularisiert stark und de3éren umschlieRenden Schichten
formieren sich zu einer festhaftenden Struktur. Beeformierte Naht ist eine feste
bindegewebige Einheit, die leichte, gelenkartiggv8gungen noch zulasst (Pritchard et
al.,, 1956). Am ausgereiften Knochen sieht man wei&nochenrdnder und eine
eingeschlossene Knochenmarksansammlung mit Geilédiidn. An den Randern des
Periostes sind Osteoblastenansammlungen mit klekm@wochenfoci zu sehen. Der
Nahtzwischenraum ist mit gut vaskularisiertem, titiegendem fibroésen Gewebe
gefullt (Furuya et al., 1984a, Furuya et al., 1984b

Burke fand 1995 in seinen histochemischen Untersugén, dass die Osteoblasten auf
der knéchernen Oberflache zu finden waren und diedklasten jedoch nur im Bereich
der Diploe (Spongiosa der platten Knochen). In #&ht selbst konnten keine
Osteoklasten nachgewiesen werden, weshalb dort e keMdoglichkeit zur
Knochenelimination besteht. Zusatzlich konnten fagige Strange im Bereich der
Naht gefunden werden. Hier wird vermutet, dassedi®sukturen fir den normalen
Verkndcherungsprozess als Leitstruktur dienen (Batkal., 1995).
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Abbildung 6
Histologisches Bild einer normalen Schéidelnaht
Deutlich sichtbarer Knochenfocus im Bereich desd3erDie Nahtspalte (S) enthélt dichtes vaskulares

Bindegewebe. (Furuya et al., 1984b)

Nach der Fusion der Schadelnahte tritt am Schadeldia koordiniertes Gleichgewicht
ein zwischen einer osteoblastenbedingten Appositianptsachlich an der auf3erlichen
Kalottenseite, und einer osteoklastenbedingten ifRden, hauptsachlich an der
Innenflache. Dieses flhrt in einem langsam ablaldanProzess zu einer weiteren
GrolRenzunahme des Schadels (Rice, 2008, Rice aod, RD08). Zu welchem
Zeitpunkt und durch welchen Mechanismus aber diba8elnahte ihre Funktionen
einstellen und damit verkntchern, bleibt unklar.m@ekenswert bleib, dass eine
Verkndcherung der Schadelnahte nicht zwangslaufigf alas Ende der
Schédelnahtentwicklung und den Abschluss des Stigtdeachstums folgt.

Als ein wesentlicher Grund fir den Verschluss vah&lelndhten wird der fehlende
Stimulus des wachsenden Gehirns angenommen. Namn rierkenntnissen wird der
Verschluss von Schadelnahten durch Verédnderungerdein Genexpression von
Wachstumsfaktoren beeinflusst, die fir die Ostesiblaaktivitat zustandig sind.
Einfluss der Wachstumsfaktoren und der Dura mater af die Schadelnéhte/-
knochen: Die beiden wichtigsten Vertreter sind der ‘fibiil growth factor' (FGF-2,
FGF-4) und das 'bone morphogenetic protein' (BMBMP-7) (Cohen, 1993). An dem
gesamten Prozess von der Entwicklung bis zur Vetk@iung der Schadelnaht sind
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darliber hinaus diverse Entwicklungs- und Transkniysfaktoren (‘fibroblast growth
factor’, 'bone morphogenetic protein’, Noggin, MSXNVIST,...) beteiligt, bei denen
eine Veranderung der Expression nachgewiesen wekdente. Diese Modelle sind
noch unzureichend verstanden, um sie in der Bebagdider Kraniosynostosen
therapeutisch nutzen zu kdnnen (Alden et al., 198fe et al., 2004, Opperman, 2000,
Warren et al., 2003b).

Die Dura mater, als auf3ere der drei Hirnhdutesirstveiterer wichtiger Faktor bezogen
auf die Funktion und Verkndcherung der Schadelnékte Schadeldach liegt sie an der
Knocheninnenseite wéahrend sie im Bereich der Gesiobchen keinen Kontakt zum
Knochen aufweist. Hier nehmen andere Gewebe, zaB. mhsale Knorpelgewebe,
Einfluss auf die Schadelnaht (Opperman, 2000, Rawl Rice, 2008). Der
Verkndcherungsprozess der Dura wird durch intaniie und mechanische Signale
sowie Zellen, die in die Naht einwandern kdnnemitiftusst (Ogle et al., 2004). Diese
verdndern die Genexpression in unterschiedlichegidRen in komplexer Weise
(Warren et al., 2003b)

Verknocherung der Schadelnaht:Die normale Verkndcherung beginnt an der Dura
mater zugewandten Seite und fahgtht dem Alles-oder-Nichts Prinzip. Teile der Naht
verknochern und Teile der Naht bleiben offen (Asderet al., 2006, Levine et al.,
1998, Slater et al.,, 2009, Stadler et al., 200&te®l et al., 2008). Anhand von
Ultraschalluntersuchungen normaler Schadelnéhtentkobestétigt werden, dass mit
zunehmendem Alter die Knochendicke zunimmt sowi@e eiAnnaherung der
Knochenplatten mit einer Abnahme der Nahtweite eigéht, die eine Verzahnung der
knochernen Oberflachenstruktur zeigt (Regelsbeegeal., 2006b). In histologischen
Aufnahmen ist in einem Alter von 3 Monaten bei gatKnochenrédndern noch eine
gelenkahnlicher Aufbau der angrenzenden Knocheweplajesehen werden, wahrend
im Alter von 12 Monaten eine beginnende Verkndchgrsichtbar wird. Klinischen
Erfahrungen zeigen im Alter von 3 Monaten weitesegel bewegliche Kalottenteile,
welche mit 12 Monaten grof3tenteils fixiert und dummanuellen Druck nicht mehr
verschieblich sind (Regelsberger et al., 2006agRbgrger et al., 2006b).
Kongruierend hierzu ist das Grolienwachstum desr@ehu Beginn des Lebens starker
ausgepragt als nach einem Jahr, wenn die Wachstuweskbflacht. Bei Geburt wiegt
das Gehirn ca. 400g und dieses Gewicht verdopig#itss zum 6. Lebensmonat. Eine

Verdreifachung des Gewichtes hat ungefahr nachJalten stattgefunden, wo es
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annahernd das Endgewicht des erwachsenen Gehigishéhat. Dieses betragt 1400-
1600g und wird meist zwischen dem 3. und 5. Leladmsgrreicht.

Abbildung 7

GréRenzunahme des Kopfes

1= Geburt, 2= 1 Jahr, 3= 7Jahre, 4= Erwachsener
(Siemens, 2010)
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1.3 Kraniofaziale Anomalien

1.3.1 Kraniosynostose
Eine Kraniosynostose ist eine zu frihe Verkndchgruginer oder mehrerer
Schéadelnéhte. Sie setzt teilweise schon vor deuGein und fuhrt zu vielgestaltigen
Schéadeldeformitaten, die von der betroffenen Nah&agig sind. Sie kommt bei etwa
0,02-0,15% (Alderman et al., 1997, Cohen, 1993ralleugeborenen vor und wird in
eine primare und sekundare Form unterteilt. Enidelmel ist zum einen die Anzahl der
betroffenen N&hte (eine vs. mehrere) und zum andewyb die Verknodcherung in
Verbindung mit weiteren korperlichen AuffalligkemStorungen auftritt (syndromal)
oder unklarer/multifaktorieller Atiologie ist.
Die Unterteilung erfolgt in folgender Weise:
1. primare Kraniosynostose:
a) nur eine Naht betroffen (meist nicht-syndrgmal
b) mehrere Nahte betroffen:
I nicht-syndromal
1 syndromal: Crouzon-, Apert-, Pfeiffer-, Saethr
Syndrom

2. sekundare Kraniosynostose

Die sekundéare Form der Kraniosynostose hat selersattiedliche Ursachen. Sie kann
metabolisch bedingt sein, z.B. durch eine Hypegbge, bei fetaler Belastung, durch
Valproinsaure oder Phenytoin, bei Mukopolysacclesgth oder auch bei einem
Mikrozephalus. Bei einem shuntpflichtigen Hydrozalpis wird angenommen, dass der
Wachstumsstimulus durch fortlaufende Drainage deswdsserns vermindert wird und

damit fur die Entstehung einer frihzeitigen Schaaletverknécherung verantwortlich

ist (Alden et al., 1999, Hukki et al., 2008, Kabband Raghuveer, 2004, Kaufman et
al., 1973).

Uber 150 genetische Formen der Schadelnahtsynosiosebekannt. Eine genaue
Beschreibung des Mechanismus ist jedoch wegen adzail an Wachstumsfaktoren

nicht moéglich. 'Fibroblast growth factor' (FGF) uffidbroblast growth factor receptor’

(FGFR) gehoren zu den entscheidenden Wachstumetaktoegulieren das fetale

Knochenwachstum und werden an fetalen Schadelnd@xprnimiert. Diese Faktoren

beeinflussen wahrscheinlich die fetale Nahtdurchggkeit. Mutationen in den fir
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FGFR1 kodierenden Genen fihren zu dem Pfeiffer-&mdund Mutationen im
FGFR2 fuhren zu einem Apert- oder Crouzon-Syndrdfabbpani and Raghuveer,
2004).

TGF-B3*___, suture obliteration

_____________

BMP4 —iD

BMP4 —>M§X2L—> F(iFZ —> TWISTE—p F(;I;R*_> Cl:EAI ———» suture obliteration
w

FﬁFZ*—»T*(*}F—BT“__,suture obliteration
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\\*—“

FgF4*——>cuture obliteration

Abbildung 8

Schematische Darstellung von bekannten und vermuteh, genetischen Faktoren, die eine Synostc
verursachen koénnel Die primar erhohte Konzentration von FGF-2, FGErd TGF-32 fihren ebenso
wie eine Erniedrigung von TGF-33 direkt und indiréker Beeinflussung anderer Faktoren zu einer
vorzeitigen Schadelnahtsynostose (Opperman, 2000)

Die nicht-syndromalen Kraniosynostosen kommen ®%i88% weitaus haufiger vor als
die syndromalen Formen (10-20%). Am haufigstendfiemn ist die Sagittalnaht (40-
60%). Die Koronarnaht ist in 20-30% der Falle b und die Metopicanaht nur in
weniger als 10%. Die Lambdanaht ist nur in 3:100.0e&llen involviert. Eine
geschlechtsspezifische Praferenz tritt bei dert@dhigahtsynostose mit 4:1 (mannlich :
weiblich) und bei einseitiger Koronarnahtsynost@sg (méannlich : weiblich) auf. Bei
den anderen Nahten gibt es keine Geschlechtspnafe(Bersing, 2008). Helle
Hautfarbe, hoheres Alter, Rauchen, Leben in gré3er#dhe und eine
Fertilisationsbehandlung  scheinen eine  Kraniosysest zu  beglnstigen.
Wahrscheinlich bleibt aber eine Kraniosynostosetifaktoriell bedingt (Kabbani and
Raghuveer, 2004).

Durch die Verkndcherung jeder einzelnen Naht ehéstespezifische Kopfformen.
Schon sehr friih konnte festgestellt werden, dass Wachstum rechtwinklig zur
verschlossenen Naht eingeschrankt ist und ein&r&tes Wachstum in Richtung der
Naht auftritt (Alden et al., 1999, Persing et 4B89). Weitere Gesetzmaligkeiten der

16



Verkndcherung der Schadelndhte und deren Folgeserasich aus heutiger Sicht

formulieren:

1. Zwei oder mehrere Schadelknochen, die verkndded, verhalten sich wie
eine einzelne Knochenplatte mit einem deutlichrgggien Wachstumspotenzial.
2. Der weitere Knochenaufbau findet nicht an derdfienen Naht statt. Ein

kompensatorischer Knochenaufbau ist vorwiegendlem nicht verknécherten
Nahten zu sehen, welche die bei jedem Nahtversshlgpezifische

asymmetrische Kopfform entstehen lassen.

3. Nahe der verkndcherten Naht gelegene Néahte kosigren das Wachstum
starker als weiter entfernt liegende Nahte.

(Cohen, 1993, Delashaw et al., 1991)

Verkndchert die Metopicanaht kommt es zur Entstgheines Trigonocephalus durch
ein Knochenwachstum an den Koronarndhten nach ldonsader Verbreiterung der
Parietalknochen nach lateral sowie eines Hypotetaus. Bei der Sagittalnahtsynostose
kommt es zu einer Verdickung der Sagittalnaht urtdniporaler Annaherung mit
kompensatorischem Wachstum nach ventral und damdl der Entstehung eines
sogenannten Scaphocephalus (Kahnschadel) odemboéiphalus (Langschéadel). Der
Verschluss der bilateralen Koronarnaht fiihrt zueeiBetonung der Front und
Abflachung des occipitalen Schadels, genannt Braghiyalus (Kurzschadel). Eine
bilaterale Lambdanahtsynostose ist als nicht-syndte Form sehr selten und zeigt ein
abgeflachtes Occiput. Eine einseitige Koronar- odambdanahtsynostose fiihrt zu
einer Verformung des Schéadels und im Falle der Kwmaht zu einer fazialen Deformitéat
(Abbildung 9). Daruber hinaus sind Kombinationennv8chadelnahtverschliissen
beschrieben, woraus sich diverse Schadeldeformitéableiten (Kabbani and
Raghuveer, 2004, Persing, 2008). Die Verkndcheruay Schadelndhte mit
begleitender Deformierung des Gesichts- und Hiradels flihren einerseits zu einem
kosmetischen Problem, andererseits kbénnen intretl@a®ruckerhéhungen resultieren.
In Abhangigkeit der verknécherten Naht wurden Darbkhungen zwischen 4%
(Metopicnaht) und 26% (bilaterale Koronarnaht) keesttet. Je mehr N&hte synostiert
sind, desto hoher ist auch die Wahrscheinlichkeit idtrakraniellen Druckerhéhung.

Da eine intrakranielle Druckerhdhung die Gehirnfiimk beeinflussen kann, besteht die
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Maglichkeit einer geistigen Retardierung oder Eokhingsverzdgerung, was bei 50%

der Kinder mit Kraniosynostosen nachgewiesen wekdemte (Hukki et al., 2008).
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Abbildung 9

Schematische Darstellung von Schadeldeformitaten oh Verkndcherung einer bestimmten
Schéadelnaht

1) Sagittalnahtsynostose: Verkndcherung der Sawthié mit Entstehung eines sogenannten
Scaphocephalus (Kahnschédel) oder Dolichocephbarggéchadel)

2) Metopicanahtsynostoe: Verkndcherung der Metoibdund Entstehung eines Trigonocephalus
3) bilaterale Kranznahtsynostose: Verknécherunddyagoronarndhte mit Entstehung eines
Brachycephalus (Kuzschadel)

4) Verknocherung der jeweils linken Koronar- undriadanaht

Kinder, bei denen eine Kraniosynostose schon laalgeein Jahr besteht, haben einen
signifikant geringeren Intelligenzquotienten im yleich mit Kindern, bei denen eine
Korrektur der Schadelnahtsynostose vor dem Ende eeten Lebensjahres
vorgenommen wurde. Die Frage, ob der erhéhte irdraélle Druck daftr urséchlich
verantwortlich ist, kann wegen fehlender aussadeges Studien zum heutigen Stand
nicht geklart werden (Hukki et al., 2008, Panchalle 2001, Persing, 2008).

Die Indikation zur operativen Korrektur einer Kragynostose ist zum einen von den
klinischen Gesichtspunkten wie Hinweisen eines ajgstten Hirndruckes
(Papillenprominenz, vorgewdlbte Fontanelle, Mudigkend Adynamie) als auch von
kosmetischen Gesichtspunkten abhangig. Verhalt&adakeiten sind im Sauglings-
oder Kleinkindalter nur schwer zu objektivieren wteher sicher von untergeordneter
Bedeutung. Bei den isolierten Synostosen wird @hr driiher Operationszeitpunkt

zwischen dem dritten und sechsten Monat beflrwoutat remodellierende Verfahren
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oder sog. Umstellungsosteotomien mit erheblicherfwAnd und Risiko zu vermeiden.
Hierbei wird das betroffene Nahtsegment entweddlstémdig oder zumindest im
groBten Anteil entfernt. Von den fruher recht eitiled durchgefihrten, linearen
Kraniektomien bei der Sagittalnahtsynostose ist imeute zu deutlich individuelleren
Ansatzen gelangt, die auch ein okzipitales oderhadmntales bossing zu
berucksichtigen versuchen. Im Falle einer einsgitig Lambda- oder
Kranznahtsynostose muissen aufgrund der meist &hebl Asymmetrie des Kopfes
Umstellungen und Erweiterungen erfolgen. Eine frideration bei diesen Formen
macht sich zu Nutze, dass der Schadelknochen naxhzdm 12. Lebensmonat
nachwachsen kann und damit die kndchernen LickedewriverschlieRen. Komplexere
Synostosen, wie auch ein Verschluss der Frontalv. deletopicanaht, verlangen
aufwandigere Verfahren, damit langere Operatiomsaeiund folglich stabilere Herz-
Kreislaufverhaltnisse der Kinder. Daher werden fs®lcOperationen erst spater,

zwischen dem 6.-9. Lebensmonat, empfohlen.

1.3.2 Lagebedingte Plagiozephalie

Plotzlicher Kindstod (SIDS; sudden infant deathdspm) ist das unerwartete und nicht
erklarliche Versterben eines Sauglings oder Kleidks, das wahrend des Schlafes
eines Kindes vorkommt. Er tritt am haufigsten insten Lebensjahr auf. In den
Industrienationen gilt er als haufigste Todesursaebn Kleinkindern. Es existieren
unterschiedliche Risikofaktoren unter anderem audels Schlafen in Bauchlage.
Aufmerksam wurde man durch Untersuchungen von DES&S in Hong Kong Uber die
chinesische Angewohnheit Kinder in Rickenlage $ehlau lassen, bei denen die Rate
des SIDS deutlich geringer war als die in den \fegbéén Staaten oder in Europa, wo
die Kinder in Bauch oder Rickenlage schlafen. ém dNiederlanden wurde 1987
daraufhin die erste Kampagne begonnen, Kinder hlisBich in Rickenlage schlafen
zu lassen. In den Vereinigten Staaten wurde sie 'Wational Institute of Child Health
and Human Development' als ,Back to Sleep* Kampdugieannt (NICHD, 2011). Mit
dieser MalBnahme konnte die Inzidenz des plotzlidiemistods Uber 50% gesenkt
werden. Jedoch konnten in der Zeit von 1992-19%hsmal so viel lagebedingte,

okzipitale Plagiozephalien registriert werden wielen vorangegangenen 13 Jahren.
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Das Wort Plagiozephalie stammt aus dem Griechiscimehbedeutet ,schiefer Kopf“.
Man unterscheidet die einseitige Koronarnaht- adenbdanahtsynostose, die auch als
(anteriore und posteriore) primare Plagiozephaliezeithnet wird, von der
lagebedingten, sekundéren Plagiozephalie. Hierbandélt es sich um eine
Schéadeldeformitat ohne pathologische Verkndcheringr Schadelnaht (NSP = nicht
synostierte Plagiozephalie). Eine NSP ist kliniseindeutig von einer einseitigen
Koronarnaht- oder Lambdanahtsynostose zu untedehéNICHD, 2011, Kennedy et
al., 2009, Schaaf et al., 2010, Skadberg et al98J19Die Pravalenz dieser
Schéadelveréanderung liegt bei gesunden Neugeboremaschen 5-48%. Fir die
Entstehung der Plagiozephalie gibt es verschietesachen. Zu diesen gehéren neben
der SIDS-Prophylaxe mit der auf dem Ricken liegan@ehlafposition, auch der
Torticollis mit Fehlhaltung des Kopfes, die zu eineomplexen muskularen und
skelettalen Asymmetrie fihren kdnnen. Die lagehgtéifPlagiozephalie besteht haufig
schon bei Geburt und kommt bei Jungen haufiger {oe. uterine Lage (z.B. bei
Mehrlingsschwangerschaften oder Fehllagen) kaneizer Deformierung fiuhren, die
nach der Geburt durch eine Drehung des Kopfes iaubetroffene Seite noch verstarkt
werden kann. Ob es daran liegt, dass der mé&nnketigs nicht so flexibel ist wie der
weibliche und deshalb haufiger Deformitdten auftyeikonnte bisher nicht
nachgewiesen werden (Bridges et al., 2002, Huklalet2008, Joganic et al., 2009,
Saeed et al., 2008).

Entscheidend fur das therapeutische Vorgehen estDhifferenzierung der priméaren
Plagiozephalie (z.B. einseitigen Lambdanahtsyne$tovon der sekundaren,
lagebedingten Plagiozephalie. Die klinische Beluntgj wird mit dem Blick von oben
auf den Kopf des Kindes vorgenommen. Dabei zeigt Kraniosynostose eine
dreieckige Schadelform, wahrend die lagebedingtgi®tephalie ein Parallelogramm
darstellt. Dieses entsteht aus der einseitigen aghfing des Hinterkopfes mit
gleichseitiger Vorverschiebung der Stirnregion. &ambch sieht man eine
Vorverlagerung des Ohres der betroffenen Seite i{éinhg 10).

Eine faziale Asymmetrie ist bei 50% der Kleinkinder sehen und vom Ausmal3 und

Lokalisation der Plagiozephalie abhéngig (Losea.eR005).
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Abbildung 10

Unterschiede der lagebedingten (sekundéaren) Plagieghalie (links) und einer einseitigen,
rechtsseitigen (primaren) Lambdanahtsynostose (reds)

Die Kraniosynostose zeigt eine dreieckige Schadelfdie Plagiozephalie ein Parallelogramm. Dieses
entsteht aus der einseitigen Abflachung des Hiofgfds mit gleichseitiger Vorverschiebung der
Stirnregion. Eine Vorverlagerung des Ohres derdffetnen Seite ist ebenfalls dargestellt.

(Kabbani and Raghuveer, 2004)

Einer klinischen Klassifizierung nach Argenta enggihend lasst sich das Ausmalf3 der
Plagiozephalie in finf Typen der einseitigen odeilein Plagiozephalie unterscheiden.
Typ | entspricht einer isolierten, einseitigen Aafhung des Hinterkopfes. Typ Il ist
zusatzlich von einer ipsilateralen Vorverlagerures dOhres und Typ Il von einer
Protrusion der Stirn der betroffenen Seite gekeichpet. Die Typen IV und V lassen
Asymmetrien des Mittelgesichtes sowie kompensatbeDeformitéaten hoch-okzipital
oder temporal erkennen. Diese Einteilung hat sicller taglichen Praxis durch ihre
einfache Handhabung bewdahrt und ermdéglicht eineertéissige Einordnung der

Kopfdeformitat bei der lagebedingten Plagiozeph@gligenta et al., 2004).
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pe IV (Superior view) (Frontal view) Type V (Superior view) (Laleral view)

Abbildung 11

Klinische Klassifikation der einseitigen, okzipitakn, lagebedingten Plagiozephalie

Typ | nur Abflachung des Hinterkopfes, Typ Il mjsilateraler Vorverlagerung des Ohres, Typ Il mit
Bossing der Stirnregion, Typ IV mit Gesichtsasymieaind Typ V mit Protuberanz der kontralateralen
Okzipitalregion. (Argenta et al., 2004)

Bei der lagebedingten Plagiozephalie konnte eblsnfalie auch bei der primaren

Kraniosynostose, eine verlangsamte kognitive ungchgsmotorische Entwicklung

festgestellt werden. Sekundare Fehlentwicklungend seine Verdnderung des
Muskeltonus an Hals und Kopf und folglich auch Rektlingen des gesamten Korpers.
Klinische Zeichen wie Nackensteifigkeit, Skoliosamd Beckenschiefstellungen
kénnen dann in Erscheinung treten. Es erscheinhtigicsehr frihzeitig praventive

MalRnahmen zu ergreifen, die der Asymmetrie effeldntgegenwirken. Vorrangig

hierbei ist die Dauer der Bauchlage eines Kindésnfmy time*), um die Muskulatur

im Nacken-, Schulter-, Riicken- und oberen Armloéreu starken. Eine Verbesserung
der motorischen Fahigkeiten konnte nicht nur beid€rn mit einer Plagiozephalie,
sondern auch bei Kindern ohne Schéadeldeformitdtgewiesen werden.

In der Literatur werden drei Therapieformen bei d@m mit lagebedingter

Plagiozephalie diskutiert; die Physiotherapie,igmtherapie und die Operation.

Die physiotherapeutischen MalRnahmen mit aktivenngbn zur Stabilisierung der

Nacken- und Halsmuskulatur, sowie Lagerungstecimikies Kopfes helfen die

eigenstandige Normalisierung der Kopfdeformitag i 80% bis 90% der Kinder bis

zum Alter von 1,5 bis zwei Jahren durch das eig€opfwachstum auftreten, zu
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unterstitzen (Hukki et al., 2008, Hutchison et 2003, Lipira et al., 2010, McGarry et
al., 2008, Pollack et al., 1997). Je friher diesal3fahmen ergriffen werden, desto
gréRRer erscheinen die Erfolgsaussichten (Jonesl, 2¢nhnedy et al., 2009, Miller and

Clarren, 2000, Panchal et al., 2001, Stucker, 2009)

Als weitere Option besteht die Therapie mit eineginiHals passive Unterstitzung zur
Normalisierung der Kopfform auf natirliche Weiseetei ist der Beginn der Therapie
(vor dem 6. Lebensmonat) von entscheidender Bedgutwm den natirliche

Remodellingsprozess mit GroéRenwachstums des Gehudlsrend der ersten 12
Lebensmonate auszunutzen, da das GroRenwachstu@edens und des Schéadels sich
nach Beendigung des ersten Lebensjahres deutlictangsamt. Ab dem 12.

Lebensmonat ist kein Nutzen der Helmtherapie meherkennen. Die Festigkeit der
Schadelkalotte nimmt zu und auch die Beweglichkieis Kindesschadels fir eine
passive Formgebung ist eingeschrankt. Nachteile Hielmtherapie sind die lange
Tragedauer von ca. 22 Stunden am Tag und die DbareFherapie von zwei bis sechs
Monaten (Saeed et al., 2008), obgleich der Helnden Regel gut von den Kindern
toleriert wird. Die hohen Kosten fur den Helm (zehien 1000 und 2500 €) und die
wiederholten Kontrolluntersuchungen sind weitereitikpunkte dieser Methode.

Nebenwirkungen wie Hautallergien und Druckstelleten selten auf.

Im Gegensatz zur Helmtherapie steht die OperaB®gen eine Operation spricht die
Annahme, dass es sich sehr wahrscheinlich nicheinenNaht- oder Schadelpathologie
im eigentlichen Sinne handelt und die mdglichenikers und Komplikationen einer

Operation vermieden werden sollten (Pollack et #3897, David and Menard, 2000).
Eine Operation wird daher nur bei sehr ausgepraftmmen beflrwortet, da meist
kosmetische Aspekte zu Grunde liegen.

Die Frage des richtigen Therapiekonzeptes ist naicht abschlielend geklart. Es
existieren landerspezifische Unterschiede bei ddrerdpiegestaltung. In den
skandinavischen Landern und in England wird einskovatives Therapiekonzept mit
physiotherapeutischen und lagerungstechnischen &hefien bevorzugt, wahrend in
den USA die Helmtherapie den Vorzug bekommt (Hukkial.,, 2008, Saeed et al.,
2008). Lipira und Xia konnten eine héhere Reduktitemn Schadeldeformitat mit der
Helmtherapie als mit alleinigen physiotherapeutscMalinahmen zeigen. Hierfir sind
weitere groRere Untersuchungszahlen und exaktdiriftmen einer Asymmetrie bzw.

des Behandlungserfolges sind erforderlich, um diebestatigen (Lipira et al., 2010,
Xia et al., 2008).
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Fur die bestmdgliche Therapie ist eine exakte Dhatk einer Schadeldeformitat und
ihrer Ursache wichtig. Obligat ist der AusschluBge einseitigen Kraniosynostose vor
Beginn einer Therapie, um die hierbei eindeutigeer@ponsindikation nicht zu
Ubersehen. Das jeweilige Therapiekonzept sollteiviechdell aus einem der drei

Elemente oder einer Kombination zusammengestetitieve
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1.4 Unterschiede primarer Kraniosynostosen undoedi@gter Plagiozephalien

Die Mehrzahl der Informationen tber den Schadem#btu stammt aus histologischen
Untersuchungen an Tiermodellen, vor allem von MAus®l Ratten (Ogle et al., 2004,
Persson et al.,, 1978, Stadler et al., 2006). Uamtkrsngen von menschlichen
Schéadelndhten sind dagegen selten. Aktuellere &lmtBungen verwenden die
Computertomographie und Ultraschalldiagnostik, umn dAufbau der gesamten
Schadelnaht und nicht nur Ausschnitte der mendeticSchadelndhte zu untersuchen
(Furuya et al.,, 1984a, Furuya et al., 1984b, Loseal., 2005, Regelsberger et al.,
2006a, Regelsberger et al., 2006b). Mikro-Compaieoigraphieuntersuchungen sind
hauptsachlich an Schéadelnahten von Mausen durdmgefdnderson et al., 2006,
Recinos et al., 2004, Stadler et al., 2006).

Gesamthaft kann festgehalten werden, dass gesurd@d@nahte aus zwei
Knochen(kanten) und einem dazwischenliegenden fawlebigen Anteil bestehen.
Die Untersuchungen der gesamten Naht zeigen Veurgjem der Knochenkanten
(Anderson et al., 2006, Rice, 2008), die histologials Osteoblastenansammlungen vor
allem im Ubergangsbereich der knéchernen und bimaehigen Anteile identifiziert
werden konnten (Cohen, 1993). Computertomograplteesuchungen von
Kraniosynostosen mit Darstellung der gesamten Sghabt zeigen teilweise
verkndcherte und verschlossene Schadelnahte. Ktplerkndécherungen konnten
nicht gesehen werden. Ausgehend ist die Verknddgenéufig von der endokraniellen,
dura mater zugewandten Seite. Der Einfluss der Duiater auf die normale
Schadelnahtverkndcherung ist in diversen Tiermedefiezeigt (Anderson et al., 2006,
Gagan et al., 2007, Levine et al., 1998, Ogle .et28l04, Opperman, 2000, Rice, 2008,
Rice and Rice, 2008, Slater et al., 2008, Slatat.e2009, Warren et al., 2003b). Diese
Hinweise deuten darauf hin, dass eine Verknécheameginem Punkt beginnt und sich
Uber die Naht ausbreitet (Cohen, 1993, Recinosl.et2804, Stadler et al., 2006).
Abhéngig von der Lokalisation der Kraniosynostosenrken in préaoperativ
durchgefuhrten CT-Untersuchungen Unterschiede dedd&lInaht gesehen werden. Bei
Sagittalnahtsynostosen werden Verdickungen und Alliiwgen der Knochenkante
beobachtet, wéahrend bei der Metopicanahtsynostas@lel Verdichtungen mit
zusatzlichen Erosionen gesehen werden. Bei der danahtsynostose fallen neben der
Naht gelegene Sklerosierungen auf und an der veherten Kranznaht sind keine
derartigen Auffalligkeiten beschrieben (Furuyalet®984a). Diese Auffalligkeiten sind
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lediglich in Untersuchungen mit geringer Stuckzahirchgefihrt worden. Grole
Studien fehlen hier, um solche Unterschiede auathesi und signifikant den

unterschiedlichen Schadelnahten zuzuordnen.

CT-Untersuchungen von NSP zeigen Uberlappungen Kaexchenkanten, wahrend
Knochenannédherung, Sklerosierung, endokranielle digleung und lokale

Verkndcherung nur in wenigen Proben zu sehen wdteosee et al.,, 2005).

Typischerweise prasentieren sich die Schadeln&@rteadebedingten Plagiozephalien in
Rontgen, Computertomographie oder Ultraschalluntdmgngen als offene Nahte,
ahnlich der gesunden Schadelndhte (David and MeB8@6d, Pollack et al., 1997).
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1.5 Diagnostik der kraniofazialen Deformitaten leeut

Die Diagnostik der kraniofazialen Deformitaten stisich auf die klinische Untersuchung
und Anamnese, die Rontgen-Nativ Aufnahmen, die §aphie, die kraniale CT (CCT), die
MRT und die 3-dimensionale Stereo Photogrammmebie. Diagnostik soll zuverlassige
Aussagen Uber die Beschaffenheit der Schadelnseeinderungen der Schédelknochen,
Anomalien oder Aplasien des Gehirns oder syndroial&nderungen moglich machen.

Bei weniger stark ausgepragten Deformitaten unttremndeutiger Kopfform waren bislang
Rontgen-Nativ Aufnahmen als erste diagnostischeetdothung selbstverstandlich. Die
Aufnahmen sind meist ausreichend zum Nachweis eWartsynostose, jedoch mit einer
deutlich geringeren Sensitivitat im Vergleich zul@ T(David and Menard, 2000, Furuya et
al., 1984a, Pollack et al., 1997).

Beim Verdacht einer Kraniosynostose oder einer symdlen Kraniosynostose ist ein CCT
als diagnostisches Mittel und zwecks chirurgisdh&rventionsplanung unerlasslich. Sie gilt
als sensitivste Methode zur Beurteilung der kraad@flen Anomalien (Vu et al., 2001).
Allerdings muss hierbei die hohe Strahlenbelastoeachtet werden. Zur Beschreibung des
Schédelnahtaufbaus ist diese Methode jedoch nioksagekraftig genug, obgleich sie
deutlich sensitiver als Rontgenaufnahmen ist uedBgiurteilung der gesamten Naht moglich
macht (Furuya et al., 1984a, Losee et al., 200akiCand Buchman, 1998).

Das MRT und die Ultraschallsonographie stehen aksgndbstische Methoden ohne
Strahlenbelastung zur Verfugung. Das MRT ist im geich zum CCT in der Diagnostik
knocherner Deformitaten unterlegen und hat seiresoideren Stellenwert jedoch in der
Diagnostik von zerebralen Malformationen und beindgsgmalen Formen der
Kraniosynostose. Die andere nicht strahlenbelastevidriante, die sich als geeignetes
diagnostisches Verfahren erwiesen hat, ist die &dionographie. Knochen und
Weichteilgewebe koénnen mit diesem Verfahren sehlmagedifferenziert werden, eine
Verkndcherung sicher erkannt und auch die Lange fde®nierten Knochenteils exakt
bestimmt werden. Weitere Grinde fir den Einsatz Mtinaschall in der Diagnostik von
kraniofazialen Anomalien ist die guinstige und Iléizb handhabende Anwendbarkeit dieses
Verfahrens. Mittlerweile sollte sie als Standard der Diagnostik der kraniofazialen
Deformitaten verstanden werden, da eine sichergridsestellung einer Kraniosynostose
maglich ist (Regelsberger et al., 2006a, Regeldrerpal., 2006b).

Ein neueres Verfahren ist die 3-dimensionale Phratagimetrie. Sie kommt ebenfalls ohne

Strahlenbelastung aus und formiert aus einzelnegogFaphien ein 3-dimensionales Bild.
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Dieses Verfahren ist besonders fur Mund-, Kief&@esichtschirurgen in Hinblick auf die
komplexe Operationsplanung interessant. In der mdiatik der kranialen Deformitaten kann
dieses Verfahren genutzt werden, um Abbildungengdssimten Kopfes und der Kopfform
zu erstellen. Fiur eine genauere Untersuchung desd8mahtaufbaus sind die entstehenden
Bilder jedoch nicht aussagekraftig genug, da diauatersuchende Schadelnaht nicht exakt
genug abgebildet werden kann (Heike et al., 20id)fd_et al., 2010, Schaaf et al., 2010).
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Methoden

Zwischen 2004 und 2007 wurden im Rahmen von Opmeraiti in der Neurochirurgie oder aus
der Rechtsmedizin des Universitatsklinikum HambBppendorf Schadelndhte von
insgesamt 8 Patienten im Alter von 3 bis 12 Monatetnommen. Die therapeutische
Entnahme der Schadelnahte erfolgte bei 5 PatienteRahmen einer Operation aufgrund
einer Sagittalnahtsynostose und bei einem Patientfgrund einer schweren Kopfdeformitat.
Bei diesen Patienten wurden zusatzlich zu den ekkea Schadelndhten, intraoperativ aus
den benachbarten, gesunden Néahten kleine Knoclub@dsinahtelemente entnommen. Bei 2
Patienten, die aufgrund eines SIDS verstorben waremrden weitere Schadelndhte
entnommen. Die Aufteilung der 11 Schadelnahte istfaigt:

- 3 Sagittalnahtsynostosen

- 7 gesunde Schidelnédhte (Kranz-, Sagittal- und Lambdanaht)

- 1 lagebedingte Plagiozephalienaht

Alle Praparate wurden einerseits histologisch umdiegerseits mittels Computertomographie
(entweder Mikro-ComputertomographienCT) oder Mikro-Computertomographie unter
Verwendung von Synchrotronstrahlun§RuCT)) im Hinblick auf den Aufbau und die
Mikroarchitektur untersucht. Zusatzlich wurden den mittels SRCT untersuchten Proben,

die Knochendichte anhand von Grauwerten bestimmt.

Proben von Schiidelnihten Patienten mit

pathologisch 3 7 Saggitalnahtsynostose 5
)

gesund 7 4 | SIDS 2

Plagiozephalie 1 Plagiozephalie 1

insgesamt 11 Schédelnéhte insgesamt 8 Patienten

Tabelle 1

Aufteilung der Schadelnahte
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Alle 11 pathologischen Schadelnahte wurden histstdbg untersucht und ebenfalls in 3
Gruppen eingeteilt:

- pathologische Schadelnéhte

- gesunde Schadelndhte

- lagebedingte Plagiozephalienaht (NSP)

9 von 11 Proben wurden mittels einglikro-Computertomographiemethode (mCT oder
SR(CT) untersucht. Ein spezielles mit Synchrotronstrahlumgsgestattetes Mikro-CT
(SRuCT) wurde bei 6 Proben und ein ,herkdbmmliches* MHCT (Skyscan, Schweiz, mCT)
fur weitere 3 Proben verwendet. Die Untersuchurtgader Mikro-CT-Verfahren stellen die
komplette Naht dar. Zur Auswertung wurden insges@@&tomputergefertigte Schnittbilder
erstellt. 50 % der Schnittbilder entstammen von Rlagiozephalienaht (29/58), weitere fast
25 % (14/59) von gesunden Schadelndhten und 15eBi({@5 %) von pathologisch,
verknocherten Nahten. Anhand dieser Bilder wur@éeMiorphologie und der Knochenaufbau
beurteilt. Fur die Untersuchung der Knochendichtariten lediglich die mit dem ST
gemessenen Schadelnédhte verwendet werden. 25 anggfettigte Schnitte wurden hierfur
defghrt.

Grauwertmessungen und eine indirekte Bestimmung Keochendichte wurden bei

gefertigt und insgesamt 191 Grauwertmessungen Entsprechende

Schadelndhten bisher nicht beschrieben. Demzufekigtiert kein definierter Normbereich

fur Schadelnahte.

CT mC ] ) CT Grauwert-
Anzahl ) ) SRuCT Histologie )
Diagnostik T Bilder messungen
Pathol. SN 3 3 2 1 3 15 72
gesunde SN 7 5 3 2 7 14 80
NSP 1 1 1 0 1 29 39
11 9 6 3 11 58 191
Tabelle 2

Anzahl der untersuchten Schadelnahte mit den viedehen Methoden
SN=Schéadelnaht
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Fur die Grauwertmessung wurden Rechtecke vordetmigsroRe in einem Abstand von
jeweils 0,2mm, 0,4mm, 0,6mm und 0,8mm entfernt ¢genNaht durch den Knochen gelegt.
Computergesteuert wurden lediglich die Grauwertden kndchernen Elementen bestimmit.
Allen Grauwerten werden Werte von 0 bis 255 zugeetrdind mit der Einheit U versehen.
Bei unseren Proben lagen die Grauwerte der knéeheknteile zwischen 132 und 211 U.
Zum Vergleich der Schadelnahte wurden 3 Gruppeiidghb

a) gesunde Nahte

b) pathologische Schadelnahte

c) lagebedingte Plagiozephalie

Knochen

bindegewebige
Schéadelnaht

Abbildung 12
Schematische Darstellung einer Schadelnaht undrifgnfieg der computergefertigten Schnitte

Die Patientenaufklarungen sowohl operativ als awais der Rechtsmedizin liegen
ordnungsgemal vor.
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2.2 Methodenbeschreibung der histologischen Untérsug

11 Proben wurden zunéchst mittels 4-prozentig@maldehydlésung fixiert, anschlie3end
mit flissigem Paraffin entwassert und impréagnieidnach das Gewebe in Paraffin oder
Kunststoff eingebettet und abschlieRend Paraffrkdthergestellt. Mittels eines Mikrotoms
wurden zwei Teile erstellt, einerseits fur die dlisgische Untersuchung und der andere
angrenzende Teil fur die Untersuchung im Mikro-@M eine Unterscheidung zwischen gut
und weniger gut mineralisiertem (Osteoid) Knochemffén zu konnen und die
Knochenstruktur in Kontrast setzen zu kénnen, wurdee Schnitte nach Toluidin oder

Giemsa gefarbt.
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2.3. Methodenbeschreibung der Mikro-Computertomalgea

Am ,Hamburger Synchrotronlabor* (HASYLAB) des ,Deghen Elektronen Synchrotron®,
Hamburg, das in Kooperation mit dem ,,GKSS-Forsclszegtrum Geesthacht* arbeitet,
erfolgte die Untersuchung von 6 Proben mit depnSR 3 weitere Proben haben wir am
Universitatsspital Basel am Lehrstuhl von Prof. Bert Miller in der Schweiz mit der

Mikro-Computertomographie mit einer konventionelRdntgenréhre (mCT) untersucht.

motor controllers Bluetooth bridge
(x/y/z-translation
on rotation stage)

rotating platform with sliding contacts

sample manipulator stage

CCD

lens

monochromatic luminescent screen

X-ray beam

Abbildung 13

Mikro-Computertomographie unter Verwendung von Syndirotronstrahlung (SRuCT)

Oben schematische Aufbau desu8R, unten: links: gesamtes B8T an der DESY, rechts: Einsicht in das
SRuCT bei Reparaturarbeiten (Beckmann et al., 2006)

Grundsatzlich ist das Prinzip der Computertomogeapéeit der Erfindung 1971 von
Hounsfield gleichgeblieben. Sie nimmt eine Auswegteiner Vielzahl von Rontgenbildern
vor, die mittels Rontgenstrahlung erstellt werd&iéintgenstrahlung entsteht durch zwei

verschiedene Vorgange: zum einen durch eine Geadigieitsanderung von geladenen
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Teilchen Strahlung (meistens Beschleunigung vorktElaen) und zum anderen durch
hochenergetische Ubergange in den Elektronenhiten Atomen oder Molekiilen. Beim
Schief3en von Elektronen auf eine Metallplatte ehtstiurch das Abbremsen der Elektronen
eine kinetische Energie, die zur Erzeugung von geimgtrahlung verwendet wird. Dieser
Effekt wird der Bremsstrahlung genannt. Bei Teildbeschleunigern (vor allem beim
Synchrotron) und bei Speicherringen wird bei defeAkung von geladenen Teilchen durch
ein Magnetfeld Bremsstrahlung frei, die in diesamssa@mmenhangen Synchrotronstrahlung
genannt wird.

Die Mikro-Computertomographie ist ein dreidimensims RoOntgenverfahren, das in
ahnlicher Weise wie die Computertomographiegendtder Klinik arbeitet, jedoch in einer
kleineren Maleinheit mit einer sehr viel héhererl@aung. Es reprasentiert damit die 3-D-
Mikroskopie mit der sehr kleine, feine StrukturemnvObjekten zerstérungsfrei dargestellt
werden kénnen. Eine Praparation, Farben oder Zesdém der Praparate ist meistens nicht
notwendig, sodass die gesamte Probe mit einemgeimzEcan in einer 3-D-Abbildung
dargestellt wird. Zusatzlich ist die Probe nach Messung unversehrt und kann fir weitere
Diagnostik genutzt werden.

Eine Mikro-Rontgenstrahlenquelle durchleuchtet @agkt von allen Seiten und ein planarer
Rontgendetektor sammelt die vergrof3erten Proje&tioWahrend eines Scans findet eine
Serie von Rdntgenabsorptionsmessungen statt, digtdzieverden, um danach ein 3-D-Bild
eines Untersuchungsobjektes zu rekonstruieren. Irage@satz zur medizinischen
Computertomographie wird die Probe und nicht dietBénrohre und der Detektor gedreht,
um hunderte von Winkeln vermessen zu kdnnen. Naatoistruktion der Datenséatze kann
durch das Objekt gescrollt und die inneren Strgdawdnnen angesehen werden.

Bei dermCT gibt es unterschiedliche Geréte, die ihre Starkemerschiedenen Bereichen
wie der hohen Auflésung, dem hohen Energieeinsater alem Einsatz bei lebenden
Praparaten haben. Um den Aufbau der Schadelndhte damit feine Strukturen zu
untersuchen, wurde ein SkyScan 1172 benutzt, das durch seine hohe Auflésung
auszeichnet. Die Vorteile der 3-D-CT-Messung simg Erzeugung eines Volumenmodells,
kurze Messzeiten, kostengiinstige Messungen, Beifneizedlichkeit und eine gute
Zuganglichkeit. Nachteile dieser Methode sind, diess Objekt von allen Seiten durchstrahlt
werden muss, was technisch aufwandig ist. Zwei eseitnicht zu vernachlassigende
Nachteile der Rontgenréhren sind der geringere sFlug\nzahl der erzeugten
Rontgenphotonen) und das breite Spektrum der Rosiigdlung. Die im Objekt gemessene
Schwachung ist stark energieabhéngig und fihrt rdudas breite Spektrum der
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Rontgenstrahlung dazu, dass es zu Uberlagerungder \Effekte kommt und dadurch die
Abbildungen verfalscht werden kdnnen.

Diese Limitationen kdnnen mit ein8RuCT umgangen werden. Die §RT wird schon seit
den 1980er Jahren genutzt und heutzutage existiegen 40 Synchrotronstrahlung-
Laboratorien weltweit. Bei diesem Verfahren wirdeemonochromatische Strahlung benutzt,
bei der die unerwiinschten Photonenenergien absbrbder abgelenkt werden, wobei
trotzdem etwa 1000fach bis 10.000fach mehr Intén#ir die Untersuchung tbrig bleibt. Die
Strahlenaufhartung, wie sie bei der konventiomeRoHntgenrdhre (mit Verwendung von
polychromatischer Strahlung) auftritt, wird durche dverwendung monochromatischer
Rontgenstrahlung vollstandig verhindert. Bei delyploromatischen Strahlung werden auf
dem Weg durch das Objekt die niedrigen Energierketdabsorbiert als die héheren. Das
Objekt wirkt somit selbst als Filter. Dieses Aldiih fuhrt bei der Computertomographie
insbesondere bei tieferer Gewebeeindringung vermehArtefakten, die sich vom Rand zum
Inneren einer Probe als scheinbare Dichteabnahmereitkbar machen. Zusétzlich wird mit
dem SRICT eine Kollimation, Parallelrichtung der Strahlemeicht, was eine Vereinfachung
in der Rekonstruktion und Implementierung der Dasenvie schnelleren und exakteren
Messungen mit sich bringt. Bei unseren Aufnahmerdeumit einer Photonenenergie von 18-
21keV gearbeitet und es wurde eine minimale radmaliduflosung von 7,3uim erreicht.
Nach der Rekonstruktion wurden 2- und 3-dimens@rfabbildungen in Hinblick auf die
knochernen Strukturen und morphologischen Charigkitex analysiert. Untersucht wurden
dabei die knochernen Kanten der Naht sowie die ewesntfernt liegenden knodchernen
Abschnitte in Bezug auf ihre Knochendichte. Die knendichte wird dabei anhand von
Graustufen bewertet und mit der Einheit U versehen.
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3 Ergebnisse
3.1 Histologische Befunde der offenen und pathsldgen Schadelnéahte

Der histologische Aufbau degesunden Nahtebesteht aus einem Knochengeriist mit
ausgereifter lamellarer Schichtung und vollstandausgebildeten Osteonen. Im
Knochengerist sind Areale mit Faserknochenneubjjdinerkennen. Superfiziell beidseitig
kommt ein weniger ausgereifter, faserig struktteierKnochen zur Darstellung. An der
Grenzzone zum Fibrosegewebe der Sutura sieht nmem &aserknochen mit breiteren zur
Oberflache hin senkrecht verlaufenden Kollagenfaselie an sog. Sharpey-Fasern, die
normalerweise im Bereich der Zahnwurzel eine federBefestigung mit dem Knochen
bilden, erinnern. Es lasst sich eine gewisse Ukiekumg der Nahtspalte zwischen den

benachbarten Knochen durch die Kollagenfasern erahn

. P —

Knocherner Teil der

Schidelnaht

Abbildung 14

Histologischer Querschnitt einer gesunden Sagittalt

Das Knochengerust mit ausgereifter lamell&ehichtung und vollstandig ausgebildeten Osteostezui seher
Zwischen den Knochnerandern sieht man den binddggesm Anteil der Schadelnaht.

10 fache VergrofRerung, Giemsa Farbung

Bei denpathologischen Né&hteist Ubereinstimmend in den tiefen Schichten eirgarssfter,
lamellar strukturierter Faserknochen mit paralleilaufenden und untereinander vernetzten

Knochentrabekeln und oberflachlich eine Faserknocéebildung bei fehlendem Nachweis
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eines Besatzes durch aktivierte Osteoblasten zenedn. Teilweise ist eine Nahtspalte zu
erkennen und teilweise ein durchgehendes kndcheBwsebe (Kraniosynostose). Am

Knochen-/Fibrosetibergang lassen sich keine Ost&@blanachweisen, was auf eine desmale
Ossifikation hindeutet.

extrakraniell

knocherner Ubergan
e intrakraniell

Abbildung 15

Histologischer Querschnitt einer pathologisch verddossenen Sagittalnahtsynostose

Sichtbar ist der knécherne Ubergang an der intragan Seit der Schadelnaht und einem zur extragiian
Seite hin noch nicht endgiltig verschlossenen Sehattanteil

10 fache VergroRRerung, Toluidin Farbung

Abbildung 16

Histologischer Querschnitt einer Sagittalnahtsynosise mit offenen Schadelnahtanteil

a) und b) zeigen den offenen Anteil einer Schadw|rjadoch mit typischen Veranderungen der pathstbgn
Schéadelnaht. In beiden Abbildungen ist ein lamedténkurierter Faserknochen mit parallel verlaugamdnd
untereinander vernetzten Knochentrabekeln, sowie ¥erdickung der Knochenenden im Bereich der
Schéadelnaht zu sehen.

a) 10 fache VergréRerung, Giemsa Farbung, b)dief¥ergroRerung, Toluidin Farbung
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In der Ubersichtsaufnahme dePlagiozephalienaht (Abb. 17) erkennt man eine
querverlaufende fibrése Schicht in der Kalotte eitem kompakten ossaren Rand. Das
Fibrosegewebe der Naht weist keinen Kontakt zum8iosa auf. Bei weiterer Vergrolierung
erkennt man breite, in die Sutura hinein strahlgfideosefasern.

Der Knochen besteht bei gesunden wie auch patrsalogn Néhten aus einem lamellaren
Aufbau. Im Knochen sieht man regelmaRig verteiltsteOzyten. Faserknochen kann im
Bereich der Sutura gesehen werden. An der Knoclegfidbhe kénnen Osteoblasten gesehen

werden. In der fibrosen Nahtschicht sind sowoheAdien als auch Venen zu erkennen.

Abbildung 17

Histologischer Querschnitt einer lagebedingte Plagzephalienaht

Sichtbar ist die querverlaufende fibrose Schichddén Kalotte mit einem kompakten ossaren Rand. Die
Schéadelnaht ist nicht verschlossen und zeigt eipt&verdickung.

10 fache VergrofRerung, Giemsa Farbung
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3.2 Beurteilung der Morphologie aller Schadeln&riband der Mikro-CT (Skyscan) und der
SRuCT

Bei der Untersuchung der Morphologie mittels Corepieimographie wurde keine Trennung
der beiden CT-Verfahren vorgenommen, da die Aussafjdiber den Nahtaufbau bei beiden
Verfahren vergleichbar ist. Die insgesamt 58 Compamographiebilder entstammen von
drei pathologischen, finf gesunden und einer Piagibalienaht. Dabei wurden die
pathologischen Néhte (Sagittalnahtsynostosen)adebedingte Plagiozephalie mit Affektion
der Lambdanaht und die gesunden Nahte (Kranzmkst lind rechts, zwei Sagittalndhte und
eine Lambdanaht links) mit einbezogen. Die Eintaglerfolgte in drei Gruppen:

a) gesunde Schadelnahte

b) pathologische Schéadelnahte

c) lagebedingte Plagiozephalienaht
Die gesunden Schéadelndhpeasentieren sich als gelenkartige KnochenplatBa. zeigen
keine Interdigitationen oder Verkndcherungen unieinakeine kalzifizierenden Faserstrange.
Die Knochenenden liegen entfernt voneinander, rejgdoch ausgepragte Uberlappungen
und ausgepragte Verzahnungen. Verdickungen der dstidmbchen im Bereich der

Schadelnaht kbnnen gesehen werden.

extrakraniell

offene
intrakraniell Schidelnaht

Abbildung 18

Mikro-CT Bild (Skyscan) einer gesunden Sagittalnaht

Die Schadelnaht zeigt keine Verkndcherung oder 8terang der Schadelnaht. Die Knochenenden sind $chma
ohne Diploeverdickung.
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extrakraniell

intrakraniell

Abbildung 19

SRuCT einer gesunden rechten Kranznaht )

Die Schadelnaht zeigt keine Verkndcherung. Die slenzing und Uberlappung der Schadelnahtknochen ist z
erkennen.

Abbildung 20
Mikro-CT Bild (Skyscan) einer gesunden linken Lambdnaht
Die Schadelnaht zeigt keine Verkndcherung, jedach ausgepragte Verzahnung.
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Die pathologischen Nahteeigen Anteile einer komplett verknocherten Schéatgl sowie
offene Anteile einer Schéadelnaht. Die Schadelnahtimn Bereich der Verkndcherung
verdickt. Die Verkndcherung geht in der anteriopaisterioren Achse von einem Punkt aus
und zeigt in den offenen Anteilen keine pathologét Morphologien. In den Bereichen der
offenen Anteile kdnnen keine Schadelnahtverdickangesehen werden. Der Ursprung der
Verkndcherung von innen (dura-seitig) oder auRemnkaicht eindeutig definiert werden.
Komplette Verkndcherungen oder Knochenbricken regirmender Verkndcherung sind
dura-seitig oder auch ektokraniell zu beobachteéserldppungen der Knochenrander sind zu

sehen, jedoch ausgepragte Verzahnungen eher seltene

Abbildung 21

SRuCT einer Sagittalnahtsynostose

Die Schadelnaht zeigt in diesem Abschnitt keinekdgehende Verkndcherung. Die Knochenbriicken
zeigen jedoch eine beginnende Verkndcherung ae. d&8atliche Verzahnung der beiden Knochenende
liegt nicht vor.
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extrakraniell

intrakraniell

extrakraniell

intrakraniell

Abbildung 22

SRuCT Bild (oben) und mCT Bild (unten) einer Sagittalrahtsynostose

Ein durchgehender knicherner Ubergang ist in beRileiern zu erkennen. Der Beginn der Verkndcherkagn
von der intrakraniellen Seite (oben), sowie derakraniellen Seite (unten) ausgehen. Eine Diplagigkung im
Nahtbereich ist bei beiden Synosin zu erkennen.

Die lagebedingte Plagiozephalieiner Lambdanaht préasentierte sich mit einem offene
Nahtbereich und einer ausgepragten Verzahnung dechénrander. Interdigitationen oder
Knochenbriicken konnten nicht gesehen werden. Eiesditkung des Knochens ist im

Nahtbereich sichtbar. Hinweise auf eine patholdgisdNahtmorphologie sind nicht zu

erkennen.
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Abbildung 23

SRuCT einer lagebedingten Plagiozephalie (betroffeneee der Lambdanaht)
Die ausgiebige Verzahnung ist deutlich zu erkenKerochenbriicken sind in der Ubersichtsaufnahmen(pbe
wie auch in der vergréRerten Ansicht (unten) nizhsehen. Im oberen Bild ist die Diploeverdickungedeutet.

extrakraniell

intrakraniell

Abbildung 24

SRuCT einer lagebedingten Plagiozephalie (betroffenee8e der Lambdanaht)
Die Diploeverdickung im Bereich der Schadelnahtzissehen.
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Unterschiede des in der Naht enthaltenen Bindegesvkbnn weder mit dem SRT noch
mit dem mCT beurteilt werden.

gesunde SN pathologische SN NSP
Offene SN + - +
Verzahnung +/- - +
Uberlappung der Rander + +/- +
Knochenbriicken - + -
Verkndcherung - + -
Diploeverdickung - + +

Tabelle 3

Auflistung der Eigenschaften der gesunden und pathologischen Schadelnaht, sowie der
lagebedingten Plagiozephalie (NSP), SN = Schadelnaht
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3.3 Knochendichtemessung mittels &R

Neben der morphologischen Untersuchung wurden emt 8RiCT Grauwerte des Knochens
bestimmt, die eine Korrelation mit der Knochendéchhd deren kndcherner Aktivitat erlaubt.
Untersucht wurden zwei pathologischen Sagittalselméidhte, drei gesunde Nahte und die
lagebedingte Plagiozephalie (Lambdanaht).

In der Abbildung 25 a) sind die gesunden Schad&ndargestellt. An der Schadelnaht-
/Knochengrenze (Bereich 1) sind die niedrigsten ddmmdichtewerte zu erkennen. Die
hochste Knochendichte findet man in den mittleremeRhen von 0,4mm bis 0,6mm lateral
von der Naht (Bereiche 2 und 3). Die durchschoht#n Knochendichtewerte in allen
Bereichen erstrecken sich bei den gesunden Sclédeimvon 158 bis 176 U.

In derselben Abbildung sind unter b) die pathololgisverschlossenen Schadelnahte
ausgewertet. Im Bereich der Schadelnaht von 0,2merfd,Bmm lateral der Naht (Bereiche 1-
3) sind die hochsten Knochendichtewerte zu verreioch Ausgehend von der Schadelnaht
fallen die Knochendichtewerte nach lateral hinlabgesamt sind die Durchschnittswerte der
Knochendichte im Bereiche 1-3 tberdurchschnitthiolch, wenn man die Werte der gesunden
Schédelndhte als Norm annimmt.

Unter dem Punkt c) ist die lagebedingten Plagioakpldargestellt. Die Grauwerte befinden
sich groRtenteils im Bereich zwischen 158 und 176 Die Verteilung der
Knochendichtewerte sowie auch die Hohe der Werteelah denen der gesunden
Schédelnéhte.

Schideln|

1 1 2

4 3 2 3 4

Abbildung 25

Auswertung der Knochendichtemessung aufgrund dauertbestimmung. Der ,Normwert’ der
Grauwerte (158-176 U) ist blau hinterlegt. Die Bee 1-4 sind jeweils in einem Abstand von 0,2 mm
gemessen.

a) gesunde Schadelnéhte; b) pathologische Schételd lagebedingte Plagiozephalie
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4 Diskussion

Die Beobachtungen von Davis 1985 zeigten eine idautiedrigere Rate an SIDS Féllen in
China als in Europa oder Amerika. Dies flihrte drdie chinesische Angewohnheit, Kinder
in Rickenlage schlafen zu lassen, zurtick und liesteit die in den Vereinigten Staaten vom
‘National Institute of Child Health and Human Demhent' bekannt gewordene ,Back to
Sleep” Kampagne zur Vermeidung des pl6tzlichen Biods aus (NICHD, 2011). Hierdurch
konnte die Inzidenz des plétzlichen Kindstodes Wfo5gesenkt werden. Allerdings zeigte
sich in dessen Folge eine deutliche Zunahme vogbkedjngten, okzipitalen Plagiozephalien.
Viele Mutmaflungen uUber sekundare Veranderungen be#moffenen Naht sind seither
geauRert worden. Meinungen bis hin zu Nahtverssblisgurch 'Verklebung' werden bis
heute noch vertreten, sodass operative Korrektiinenotwendig empfunden werden (Losee
et al., 2005).

Untersuchungen an Schadelnahten werden schonbeeitl00 Jahren durchgefuhrt (Persing
et al.,, 1989). Die heutigen Erkenntnisse stitzexh siuf histologische Untersuchungen,
insbesondere von Tieren, sowie Rontgennativuntarswgen, die Computertomographie und
Magnetresonanztomographie des gesamten KopfesnZngd wurden auch Genanalysen zur
Klarung der Pathologien durchgefiihrt (Andersonl e2806, Furuya et al., 1984a, Ozaki and
Buchman, 1998, Persson et al., 1978, Pritchardl,et366). Die Untersuchungen verglichen
meistens nur die Schadelnahtsynostosen mit demdesuNahten. Konzentrieren sich die
meisten Untersuchungen der lagebedingten Plagiatepluf die klinische Diagnostik,
Atiologie und Therapie (Bridges et al., 2002, Hukk al., 2008, Hutchison et al., 2003,
Lipira et al.,, 2010, McGarry et al., 2008, Saeedakt 2008, Xia et al., 2008), so sind
Informationen Uber den Aufbau der lagebedingtemiBizphalienaht bislang nicht bekannt.
Einzig diagnostische und technische Untersuchuniggen nahe, dass die Naht einer
Plagiozephalie offen ist und es sich hierbei night eine Synostose zu handeln scheint
(David and Menard, 2000, Losee et al., 2005, Poldal., 1997, Regelsberger et al., 2006b).
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4.1 Morphologische Diagnostik mittels histologiscBehnittfihrung

Die histologischen Untersuchungen bestatigen defibaAu der Schédelnaht mit zwei
Knochenkanten und interstitiellem Bindegewebe. 8en gesunden Schadelnahten ist ein
Knochengeriist mit Arealen von Faserknochenneuhjdun erkennen und bei den
pathologisch verédnderten Schéadelndhten ausgefefterknochenanteile mit untereinander
vernetzten Knochentrabekeln zu sehen. Teilweisedsh eine Nahtspalte zu sehen, teilweise
auch schon ein durchgehendes knéchernes Gewebm, eals verschlossener Teil der
Schadelnaht. Hier sind am Knochen-Fibrose-Uberdarige Osteoblasten nachweisbar, was
eine desmale Ossifikation vermuten lasst. Diesalish zu erwarten gewesen, wenn man die
These von Cohen, einer zu frihen Verkntcherung imene normal ablaufendem
Verkndcherungsprozess, beflirwortet (Cohen, 198&Hhard et al., 1956).

Vergleicht man nun auch noch die Plagiozephalienahtden gesunden und pathologischen
Nahten, so sieht man deutlich, dass kein knochetdleergang besteht. Die fibrose
Bindgewebsschicht ist sehr vital durch die sichdbaArteriolen und Venen, was einer
beginnenden Verkndcherung widersprechen wirde. feleen kann man bei der
Plagiozephalie Osteoblasten im Bereich der Naherselwelche bei den pathologischen
Nahten nicht zu sehen sind. Histologisch betrachtetelt die Plagiozephalienaht deutlich
mehr der normalen gesunden Naht als den pathologeséinderten Schadelnéahten, was die
Schadeldeformitaten einer Plagiozephalie nichtéeed kann.

Allerdings ist die Beurteilung der Schéadelnaht ier dHistologie im Vergleich mit der
Computertomographie zur Beurteilung der Knochekstiru und  dem Aufbau der
Schadelnaht im Ganzen unterlegen, da nur einzeatheitiilder und nicht eine komplette
dreidimensionale Ansicht vorliegen. Fur eine gemaugntersuchung der Naht, wie z.B.
Elementanalysen oder Faseranordnung, vor allemimeiegewebigen Anteil der Naht, sind
weitere Untersuchungsverfahren anzuwenden. EindesgeiUntersuchungsmethode, die
Anderson zur Untersuchung von (gesunden und pajitsalo veranderten) Schadelnahten
verwendet hat, ist die Elektronenmikroskopie. Higérkann die Mikroarchitektur und die
Faseranordnung begutachtet werden. Bei einem hdbegrgieaufwand dbertrifft die
VergrolRerung deutlich die der Histologie. Bei Ustethungen mit niedrigem oder hohem
Energieaufwand sieht man bei gesunden Schédelngktadnet liegende, kollagene Fasern,
die parallel in einer Ebene zueinander und denoBeliegen. Unter Verwendung von hohen
Energien fangen die Fasern an zu kalzifizieren. Begknocherten Néhten, z.B. im Sinne

einer Kraniosynostose, ist eine geordnete Anordmuict mehr gegeben und die Fasern
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liegen wirr durcheinander. Bei den verkndchernde@htn bilden sich feine Strange

zwischen den Knochen, die sich wahrend des Verlariiclysprozesses verdichten,
kalzifizieren und als kleine Knochenkuigelchen diehtwerden (Anderson et al., 2006, Ozaki
and Buchman, 1998, Ozaki et al., 1998).

Elementanalysen hatten Unterschiede in der Vengildes Carbons und des Calciums bei
offenen Nahten gezeigt. Einen hohen Anteil an Qarfowlet man im Zentrum der Naht. An

den Knochenrandern ist hingegen der CalciumantehhEntfernt man sich von der Naht,

steigt der Calciumanteil an und der CarbonantektgjAnderson et al., 2006).
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4.2. Schadelnahtmorphologie anhand der Mikro-Coetpatnographie

Zur detailgenauen Beurteilung und einer weitereffeB@nzierung in pathologischen und
normalen Schédelndhten und deren Veré&nderungemereidie klinisch diagnostischen
Methoden mit Ultraschall-, Rontgennativ-, CCT- ud&T- Untersuchung des Kopfes nicht
aus. Die Auflosungen dieser Verfahren bis in deflifaeter Bereich sind nicht ausreichend,
um eine exakte Aussage Uber den materiellen un#tstellen Aufbau von Schadelnahten zu
treffen.

Die Mikro-Computertomographie ermdglicht chirurdisc Resektate durch eine sehr viel
héhere Ortsauflosung als die in der Klinik Ublicl&CT mit einer Genauigkeit im
Mikrometerbereich (hier mit einer minimalen Ortdésfing von 7,3 um) zu analysieren.
Hierdurch lasst sich der Aufbau der Schadelnahtediem damit verbundene Knochenstruktur
beurteilen. Bei den durchgefiihrten Untersuchungsigten sich, wie in anderen Arbeiten
bereits beschrieben, das pathologische Néahte is#wkomplett, teilweise aber auch nur
inkomplett und segmental verschlossen sind. Derda@&shnahtverschluss stellt damit kein
»Alles-oder-Nichts“ Resultat dar, sondern versditielie Naht nur anteilig und variiert in
seiner Ausdehnung (Stadler et al., 2006). Ob dkivizherung an einem Punkt beginnt und
sich dann kontinuierlich entlang der Naht ausbreatéer nur Teile verkndchern und andere
Teile offen bleiben, ist ungeklart. Nach den bigiem Untersuchungen liegt aber die
Vermutung nahe, dass es sich um einen zeitlichrifu dinsetzenden, dynamischen Prozess
handelt, der mit dem normalen Verkndcherungsprodesshaus vergleichbar ist.

Auffallig ist die Verdickung der Knochenkanten lakin pathologischen Nahten, welche auf
eine erhdhte Aktivitat im Sinne eines lokal gesteign Verkndcherungsprozesses hindeutet.
Diese Verdickungen sind bei gesunden Nahten nighgehen, erstaunlicherweise jedoch bei
der Plagiozephalie. Diese Veranderung deutet dahauf dass eine erhdhte Aktivitat in
diesem Bereich besteht, obwohl sonst keine morgiistben Anzeichen fur einen verfrihten
Verschluss oder eine pathologische Anomalie erkansind.

Die nachfolgenden Knochendichtemessungen sollteérek] inwieweit sich der
Schadelnahtaufbau bei gesunden und pathologisatigid&indhten sowie der lagebedingten

Plagiozephalienaht quantitativ voneinander untesisteh.
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4.3. Die Bedeutung der Knochendichtemessung mB&gisCT

Die SRUCT ist ein Verfahren, welches eine (Knochen-)Dechiisst und diese anhand von
Grauwerten darstellt. Dieses Verfahren wird in efiel Bereichen eingesetzt, um
Knochendichte bei der Osteoporose zu messen, ktspgdenphibien zu untersuchen oder
auch Materialstabilitat im technischen Bereich (2rB Flugzeugbau) zu testen.

Bislang ist das Verfahren jedoch nicht zur Untehsung von Schadelnahten eingesetzt
worden, weswegen die hier durchgefihrten Untersugéi ein Novum bedeuten.

Mit der SRICT Untersuchung wird ein Vielfaches der Energies Wwei der herkdmmlichen
Mikro-CT Untersuchung verwendet. Hierdurch kannBlschaffenheit des Gewebes genauer
analysiert werden und Uber die gemessenen Graostée Grad der Verkndcherung
abgeschatzt werden. An der Oberflache der Gewdbeine Grauwertbestimmung mit der
herkdmmlichen Mikro-Computertomographie mdglichddgeh sind in den Schnittebenen
durch den Knochen die Grauwerte nur mittel$tSR aussagekratftig.

Die in dieser Untersuchung gemessenen Grauwertgamden Nahten liegen in einem
Bereich von 158 bis 176 U, was folglich als Norm#eh der Knochdendichte bei gesunden
Schéadelndhten verstanden werden kann. Interesa@iger sind die Grauwerte der
lagebedingten Plagiozephalie in einem vergleichbaBereich mit denen von gesunden
Nahten. Die pathologisch verédnderten N&hte hingegéerschreiten den ,normalen’
Grauwertbereich deutlich, was eine erhdhte Knocktentit vermuten lasst. Korrelierend
hierzu ist die im mCT oder SIET gesehene Verdickung der Knochenkanten. Bei der C
morphologischen Untersuchung der NSP sind ebenfaltdickungen der Knochenkanten zu
erkennen, welche eine erhdhte Knochenaktivitdt uéem lassen, welche jedoch mittels
SRuCT Untersuchung bei normwertigen Grauwerten nigstdtigt werden kann. Dies passt
auch zu der Annahme, dass die NSP keine primarendeherungsstorung darstellt.

Die Verteilung der Knochendichtewerte zeigt bei dgsunden Nahten im Bereich der
Schadelnaht-/Knochengrenze die niedrigsten Wertghimgegen bei den pathologischen
Nahten tberdurchschnittlich hohe Knochendichtewertden Schédelnaht-nahen Bereichen
(0,2 - 0,6mm entfernt der Naht) zu finden sind, was vermehrtes Knochenwachstum und
stabileres Knochengeriist vermuten lasst. Unterstedin einer Synostose eine normale,
lediglich zu frih einsetzende Verknodcherung, wimaen bei physiologisch verschlossenen
Schadelndhten eine &hnliche Verteilung dieser Kandithtewerte erwarten. Weiterfihrende
Untersuchungen mit der $RT von gesunden, physiologisch verschlossenen $tiitten

kdnnten einen weiteren Aufschluss erbringen.
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4.4 Auswirkungen auf das Therapieregime und Andditzeukiinftige Arbeiten

Aus den Untersuchungen kann bei einer NSP von @ioenalen Schadelnaht ausgegangen
werden, die konservativ versorgt werden sollten.glb$ keinen Anhalt, dass eine primére
Verkndcherungsstorung vorliegt, die eine operatfeesorgung rechtfertigt. Dem gegenuber
stellen die Kraniosynostosen eine Verknocherungssgd dar, unabhéngig davon, ob eine
komplette oder nur teilweise Verknocherung vorliedie eine operative Versorgung
indizieren, um mogliche Spatfolgen zu minimiereesbgar zu verhindern. Die chirurgische
Herangehensweise sollte jedoch bei den teilweisscliossenen Schédelndhten nochmals
hinterfragt werden, da sich die offenen Anteile Naht ebenfalls wie normale Schadelnahte
prasentieren. Hierbei kann das Ausmal} des Versdgusehr leicht mit der Sonographie
bestimmt werden und die operativen Techniken mbghweise auf weniger invasive
Eingriffe, wie endoskopische Verfahren mit Eroffgunlediglich des fusionierten
Nahtabschnittes, beschrankt werden, um dadurch dielperiprozedurale Morbiditat zu
senken. Dieses Vorgehen musste allerdings dur@dpekbive Studien untersucht werden, um

ein Umdenken der zurzeit gangigen Kraniotomietdamizu bewirken.

In dieser Arbeit sind erstmals Grauwerte, die Auskrdes Mineralisationsgrades und der
Aktivitdt des Knochenumbaus sind, bei Schadelnélimestimmt worden. Gesunde Nahte
zeigten Knochendichtewerte in einem Bereich von bE8176U. Dieser Bereich sollte in
weiterfihrenden Arbeiten als Normbereich dazu diedée Schadelndhte zwischen gesunden
und pathologischen Nahten klassifizieren zu konmemgesichts der geringen Anzahl der
Messungen sollte eine grolRere Anzahl von Untersugdru folgen, um diesen Normbereich
zu bestatigen und eventuell zu prazisieren. Hierfitre die Erstellung eines
Schadelnahtregisters  sinnvoll, um in spezialisierteZentren Daten zu den
Schadelnahtveranderungen, ihrer Therapieerfolgeilugd morphologischen Eigenschaften
aufzuarbeiten. Die ca. 40 weltweit existierendenuSR kdnnten somit optimal  zur
Untersuchung von Schédelnéhten genutzt werden.tZieté® SR.CT-Untersuchungen oder
Elementanalysen mit speziellen Elektronenmikroskopeie z.B. Rasterelektronen- oder
Polarisationsmikroskopen, sind sinnvoll, um ein temss Verstandnis der Schadelnahte zu
entwickeln. Vor allem sollten die Elementanalyseezell der Schadelnaht und nicht allein
der knochernen Anteile erfolgen. Hierbei ist diertédung von Knochenelementen, wie
Calcium, Phosphat, Carbon, Sauerstoff und Sulfagl Bindegewebsbestandteilen von

besonderem Interesse.
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Diverse Untersuchungen zeigten, dass eine Kranistgee mit Veranderungen von
unterschiedlichen Transkriptions- und Wachstumsi@kt assoziiert sind. Es besteht jedoch
weiterhin Unklarheit, ob es sich bei den Kraniostneen um eine normale Verkndcherung
handelt, die einfach nur zu frih stattfindet odaeechte Stoérung im Verknécherungsprozess
vorliegt. Histologisch konnte ein normaler Verknéolmgsprozess bei den Kraniosynostosen
gesehen werden, was ebenfalls die These eines dyot@n Fusionsprozesses des Knochens
nur zu einem verfrihten Zeitpunkt unterstreicht. rk&s Theorie der normalen
Verkndcherung zu einem verfrlhtem Zeitpunkt, bedsinsich darauf, dass bei normalen
mechanischen Einflissen wie z.B. durch das Wachsies1 Gehirns, sich in der Naht
bildende Fasern zerstért werden und es nicht zr &erknécherung kommt. Bei Ausbleiben
der Faserzerstdérung kommt es zu einer KraniosysestDiese ist dann einem normalen
Verkndcherungsprozess gleichzusetzen und stitzfTHese, dass bei der Synostose eine
normale Verkntécherung nur zu einem verfrihten Zeikp ablauft (Burke et al., 1995,
Cohen, 1993). SKCT-Untersuchungen sollten bei physiologisch vesssénen
Schadelndhten erfolgen, um den Vergleich mit derfb&w einer Kraniosynostose herstellen

zu kdnnen und den Verknécherungsprozess einordn&irmen.
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4.5 Kritikpunkte an der Arbeit

Die geringe Anzahl der Untersuchungsproben erldit vor allem bei der lagebedingten
Plagiozephalie aufgrund der Tatsache, dass sieselten operativ versorgt wird. Es kommt
hinzu, dass die Untersuchungen am ,Hamburger Segtrcmiabor® (HASYLAB) des

.Deutschen Elektronen Synchrotron“, Hamburg, saffivandig in Bezug auf Personal und
Zeit und damit auch kostenintensiv sind. Es ist hieht von der Hand zu weisen, dass die
Ergebnisse wegen der geringen Anzahl an ProbenHmweise geben kdénnen und kein
ausreichendes Signifikanzniveau fir statistischee@®ungen bieten. Trotz allem ist nicht zu
vernachlassigen, dass sich deutliche Ergebnissespetiellen Aspekten im Aufbau der
Knochenstruktur und der Grauwertbestimmung zeigenein Grundstein fur weiterfihrende
Arbeiten sein werden. Fir die tagliche Routinewsutehung ist dieses Verfahren allerdings

nicht geeignet.

53



5 Zusammenfassung

‘Normale' Mikro-Computertomographie-, Mikro-Computenographie- mit
Synchrotronstrahlung und histologische Untersucbangwurden an gesunden und
synostierten Schadelndhten sowie einer NSP durghgeum ein besseres Verstandnis des
Schédelnahtaufbaus zu bekommen. MorphologischenEigpaften der Schadelnahte wurden
beurteilt und die durchgefuhrten Knochendichtemegeno zur weiteren Beurteilung der
Knochenaktivitat und des Verknécherungsprozessesigezogen.

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen kénnegeifale Aussagen getroffen werden:

1) gesunde und pathologische Schadelndhte zeigensahiedliche Nahtmorphologien und
differieren in der H6he und Verteilung der Knochiehtewerten

2) bei den pathologischen Schadelnahten ist keilkes#der-Nichts Entscheidung
vorhanden, denn nur Teile der Naht verkndchern,revith gleichzeitig andere Teile offen
bleiben

3) lagebedingte Plagiozephalien zeigen die gleickemchendichtewerte wie gesunde
Schadelndhte und prasentieren sich auch in deroMikimputertomographieuntersuchungen
wie die gesunden Nahte, weshalb eine Verknochestiigglg bei den NSP als
unwahrscheinlich erscheint

4) Verdickungen im Nahtbereich gehen nicht mit éthid Knochendichtewerten einher

5) der Normbereich der Knochendichte von gesund#réi@&Indhten liegt zwischen 158 und
176U

Eine Untersuchung von Schadelndhten des Menschemittels SRCT bisher nicht
durchgefuhrt worden. Rontgen-, CT-, MRT- und Ulttsaluntersuchungen kénnen keine
Aussagen uber die Aktivitat in den Knochenkantereffen. Die gemessenen
Knochendichtewerte ermdglichen ein besseres Vatsigrder Schadelnahte. Die Definition
eines Normbereiches oder die Festlegung von Griaumsknochendichtewerten bei gesunden
wie auch pathologischen Schadelndhten wirde dieersinthung von Schadelnéhten
revolutionieren und kdnnte wegbereitend fir weitdréersuchungen und das Verstandnis der
Schadelnahtentwicklung sein. Weitere Untersuchurngiad hier notwendig, um die oben
genannten Aussagen zu bestatigen und um Einffs$rerapieempfehlungen zu nehmen.
Bislang wird die Therapie der lagebedingten Plagpbzlie noch kontrovers diskutiert. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen bei der NSP bis eané Verdickung der Naht keine
pathologischen Schéadelnahtveranderungen. Eine ¥ehemungsstérung ist nicht

nachweisbar und damit eine operative Versorgungash diesen Ergebnissen nicht indiziert.
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Synchrotron—microcomputed tomography studies of normal
and pathological cranial sutures: further insight

Laboratory investigation

JaN REGELSBERGER, ML D.,! ToBias Scamipr, Cann. MEb.,! Bjorn Bussg, Pa.D.,?
Juria Herzen,* MicHAEL Tsokos, M.D.,* MicHAEL AMLING, ML D.,?
AND FELIX BECKMANN, PH.D.*

!Department of Neurological Surgery, *Center for Biomechanics and Skeletal Biology, and *Department of
Forensic Medicine, University Hospital Hamburg-Eppendorf, Hamburg; and *Institute of Materials Research,
GKSS Research Centre, Geesthacht, Germany

Object. Both CT and high-frequency ultrasound have been shown to be reliable diagnostic tools used to dif-
ferentiate normal cranial sutures from suture synostosis. In nonsynostotic plagiocephaly, overlapping of the bony
plates and the so-called “sticky suture” is still controversial and is believed to represent a pathological fusion process.
Synchrotron—microcomputed tomo graphy (SRmCT) studies were nndertaken to determine whether positional head
deformities can be assumed to be true suture patholo gies.

Methoeds. Morphological features and growth development of 6 normal cranial sutures between the ages of 3
and 12 months were analyzed histologically. Additionally 6 pathological sutures, including sagittal synostosis and
nonsynostotic plagiocephaly (NSP), were compared with the group of normal sutures by histological and SRmCT
studies. Synchrotron-microcomputed tomography is a special synchrotron radiation source with a high photon flux
providing a monochromatic x-ray beam with a very high spatial resolution. Morphological characteristics of the
different suture types were evaluated and bone density alongside the sutures was measured to compare the osseous
structure of the adjacent bony plates of normal and pathological sutures.

Results. Histologically jointlike osseous edges of the normal sutures were seen in the 1st month of life and
interlocking at the age of approximately 12 months. During this st year, bone thickness increases and suture width
decreases. The SRmCT studies showed that: 1) sutures and adjacent bones in NSP are comparable to normal sutures
in terms of their morphological aspects; 2) bone densities in the adjacent bony plates of NSP and normal sutures are
notdifferent; 3 ) thickenin g of the diploe with ridging of the bone in sagittal synostosis is associated with significantly
higher bone density; 4) synostotic sutures are only partially fused but vary in their extent; and 5) nonfused sections in
sagittal synostosis behave like normal sutures without any signs of pathological bone formation.

Conclustons. Sutures in patients with NSP were found without any morphological irregularities or different
osseous structures alongside those compared with normal sutures. Thus, a true suture pathology or osseous change
of the adjacent bony plates is highly unlikely in NSP. Even though the number of specimens is limited in this series,
cranial sutnre fusion seems to start at one undetermined point and spread along the suture, whereas other parts of
the same suture are not involved according to morpholo gical aspects and bone density measurements of the adjacent
bones. This theory may represent a dynamic fusion process completed over time but just starting too early.

(DOI: 10.3171/2009.10.PEDS09138)

Key Worps ¢  cranial suture + microcomputed tomography +«  bone density

been increasingly observed during the last 15 years
due to the campaign of laying infants on their backs
to prevent sudden infant death syndrome.24!> Both CT
and sonographic imaging have shown that overlapping
of the adjacent bony plates with narrowing of lambdoid
sutures is a characteristic finding in patients with occipi-

POSITIONAL head deformities, so-called NSP, have

Abbreviations used m this paper: NSP = nonsynostotic plagio-
cephaly; SRmCT' = synchrotro n—microco mputed tomography.
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tal head deformities.®!2!* Therefore, the hypothesis of
a secondary suture pathology has been discussed and
surgical reshaping procedures advocated to prevent early
suture fusion in these patients.2&12.15

In previous studies involving the use of high-frequen-
cy ultrasonography in 100 patients with INSP between the
agesof 2 and 13 months, we did not verify any morpholog-
ical differences between NSP sutures and normal cranial
sutures.!*’ Suture width decreased over time from 6.5 to
2 mm, and bone thickness in the affected area increased
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from 0.6 to 1.2 mm until the age of 13 months.!*!* Based on
these findings additional histological and SRmCT analy-
ses were the logical next step to study the osseous structure
at the suture sites and to outline the suture characteristics
of normal sutures, nonsynostotic, and synostotic head de-
formities in exemplary specimens.

Methods

Overall 6 pathological sutures were investigated his-
tologically and by SRmCT. In a series of 100 patients
with NSP, 2 underwent surgery to treat severe occipital
plagiocephaly in which true lambdoid synostosis was sus-
pected. Clinical and sonographic aspects in both infants
were not convincing for a nonsynostotic origin. There
were 2 patients with occipital NSP and 4 infants with true
suture synostosis of the sagittal suture who underwent
surgery. In the patients with scaphocephaly, a modified
biparietal linear craniectomy was performed. The entire
fused suture and the adjacent proximal part of the coro-
nal and lambdoid sutures was resected. In the group of
patients with NSP, surgical reshaping and resection of the
affected lambdoid suture were conducted.

Normal cranial sutures (6 overall) in patients between
1 and 12 months of age underwent forensic investigation
to clarify a diagnosis of sudden infant death syndrome or
other causes not related to CNS diseases or cranial vault
pathological entities. Informed parental consent was ob-
tained prior to forensic, histological, and SRmCT inves-
tigation.

Near-field radiography was first undertaken to ex-
clude true synostosis in NSP and normal cranial sutures.
All specimens were studied histologically and imaged
by SRmCT utilizing a monochromatic x-ray beam at
the Hamburger Synchrotronstrahlungslabor HASYLAB
at Deutsche Elektronen Synchrotron DESY (Hambureg,
Germany, and GKSS Research Centre, Geesthacht, Ger-
many). High photon energy of 18-21 keV was used to
achieve a spatial resolution of 7.3 pm. The images were
reconstructed using the standard black-and-white projec-
tion algorithm. The morphological features of the sutures
and their collateral bony structures were evaluated on 2D
and 3D images. The bone density of the adjacent bony
plates in coronal sections was measured in all specimens
by absorption per length modus. We analyzed the edges
of the bony plates nearest to the patent sutures (NSP and
normal sutures), the fused and nonfused segments in sag-
ittal synostosis, and the flanking parts laterally (in total,
4 sections bilaterally 0.2—0.8 mm apart from the suture).
Bone density measurements of the 3 different suture types
were recorded and their characteristics compared.

Results

Histological investigations of 6 normal cranial su-
tures showed jointlike edges of the adjacent bony plates
in the st months of life. At the age of 1 year, narrowing
of the suture was accompanied by an interfering osseous
bridging and thickening, unrelated to the suture sites.
At approximately 1 year of life, the adjacent bony plates
seemed to “interlock,™ and in this, osseous movement was
further restricted in the specimens (Fig. 1).
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Fic. 1. Histological sections of a normal sagittal suture at the ages of
3 (A), 6 (B), and 12 (C) months. Jointlike edges of the bony plates with a
plain surface is the characteristic finding in the 1st months of life. Thick-
ening of the bony plates increases over time and is accompanied by a
higher density of the osseous structure, whereas narrowing of the bony
edges and a decrease of suture width are followed by restricted move-
ment of the suture. Interlocking with osseous bridging was not seen in
the 1styear of life in 6 normal cranial sutures. Masson-Goldner stain (A)
and Masson-Goldner-Trichrome stain (B and C).
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Fic. 2. Upper: Coronal image of a normal lambdoid suture with in-
terosseous gaps that remain intact. No interference of the bony plates
is seen. Lower: Axial view in a 3D projection of a lambdoid suture
obtained in a patient with NSP in which patency of the suture can be
confirmed. Based on these morphological analyses, a true suture pa-
thology in positional head deformities is most unlikely.

Histological and SRmCT investigations of 2 lambdoid
sutures resected in patients with NSP showed overlapping
of the bones but no osseous bridging or other signs of
suture pathologies along the entire specimen. There were
no morphological differences when compared with the
group of normal sutures (Fig. 2).

Sagittal synostosis was analyzed in 4 patients. All re-
sected specimens showed only partial fusions with osseous
bridging and thickening of the diploe in the fused segments
(Fig. 3). In all 4 specimens partial fusion was found to start
in the anterior or middle third of the sagittal suture. Mor-
phological analyses of the nonfused sections, just next to
the fused part anteriorly and posteriorly, showed morpho-
logical features no different from normal sutures.

In total 194 osseous measurements of the adjacent
bony plates along the patent and fused sutures were made
in coronal sections (Fig 4). In the group of normal cranial
sutures (Fig. 4A), the highest bone density was found in the
area 0.4-0.6 mm lateral to the patent suture (measurement
Points 2, 3, 7 and 8). The lowest activity was found near-
est to the suture itself. Bone density in all sections ranged
between 158 and 176 U In patients with NSP (Fig 4B)
bone density measurements remained in the normal range
of 158-176 U, and no differences were found regarding
their osseous absorption compared with the normal-suture
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view inside
fused suture

3.0mm

Fic.3. A: Coronal view of a partially fused sagittal suture. Thicken-
ing of the diploe with osseous bridging at the inner layer is seen. B:
Axial view of the same specimen showing the start of the fusion process
in the keft section, whereas no pathological changes can be seen in the
right section. C: A 3D view inside the fused segment with osseous
fixing of the adjacent bones and restriction of any movements.

specimens. In sagittal synostosis (Fig. 4C) high levels of
bone density were found in Sections 2—4 and 6-8 (0.2-0.6
mm) confirming the marked thickening of the diploe at the
fused segments. Almost normal levels were found at the
far-lateral measurements, 0.8 mm lateral to the suture, and
also at the site of nonfused sections (Fig. 4D). In patients
with sagittal synostosis, thickening of the diploe with ridg-
ing of the bone at the fused segment was associated with a
significantly higher bone density, whereas in the nonfused
sections morphological and bone densities show no differ-
ences compared with normal sutures.

J Newrosurg : Pediatrics / Volume 5/ March 2010
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Fic. 4. Graphs comparing the bone densities of the adjacent bones of normal sutures (A), sutures in patients with NSP (B),
and synostotic sutures (fused [C] and nonfused [D] sections). Measurement Point 5 is the suture/fused suture itself, which was
not measured. Points 1-4 and 6-9 are the lateral measurement points at 0.2, 0.4, 0.6, and 0.8 mm takenin the coronal projection.
In normal cranial sutures (A), the lowest bone density was found nearest to the suture itself. Bone density in all sections ranged
between 158 and 176 U. In patients with NSP (B), bone density measurements remained in the normal range of 158-176 U, not
different from those of normal-suture specimens. In sagittal synostosis (C), high levels of bone density were found in Sections
2-4 6, and 7, confirming the osseous activity in this area with thickening of the diploe and ridging of the bone at the fused seg-
ment Inthe nonfused sections of sagittal synostosis (D), bone densities were not found to be different from those of the normal

sutures.

Discussion

Sutures in patients with nonsynostotic plagiocephaly
are termed “sticky sutures” radiographically*" and over-
lapping of the bony plates may be misunderstood as an
early pathological sign of suture fusion induced by exter-
nal forces. Numerous reports have precluded a true suture
pathology in patients with INSP,256%1516 put histopatho-
logical and SRmCT analyses have not been performed.

Conventional microcomputed tomography is an es-
tablished tool used to analyze the x-ray absorption coef-
ficient in a 3D mode of a probe. In contrast, synchrotron
radiation sources (SRmCT) allow quantitative measure-
ments that are not influenced by beam hardening, which
therefore facilitates reliable measurements of the bone
even in the depth of a probe. Synchrotron—microcom-
puted tomography (18-21 keV) was used to reduce the
artifacts caused by polychromatic illumination and to
facilitate acquisition of quantitative data of the osseous
structure in the bony plates around the sutures.

Suture specimens, especially those obtained in patients
both with and without NSP, are limited for natural and
ethical reasons, particularly if they are not treated surgi-
cally. Therefore, general conclusions could not be drawn in
this small series, but some particular aspectsin normal and
pathological suture growth were nonetheless determined.

The morphological findings in 2 lambdoid sutures
resulting from positional plagiocephaly did not provoke
suspicion: there was no interosseous bridging and there
were no suture calcifications that could be interpreted as
an eatly interlocking of sutures. Even overlapping of the
bony plates was confirmed in the probes (this is known to
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be a frequent phenomenon in lambdoid sutures and found
in 79% of healthy infants sonographically'®). Bone den-
sity of the adjacent bones in patients with NSP did not
differ from that in patients with normal sutures, excluding
an increased osseous growth at the suture sites. Based on
our findings, narrowing and overlapping of bony platesin
occipital plagiocephaly do not lead to a fusion process.
The SRmCT data confirmed our previous sonograph-
ic results in 100 patients with NSP in whom a secondary
synostosis could be excluded. The sutures remain intact
and movement of the adjacent occipital bones in patients
with NSP is less likely to be restricted. This may explain
why head deformities may normalize in a greater propor-
tion of infants with NSP in response to physiotherapy, or-
thotic devices, or just different recumbent positions. Nev-
ertheless, therapeutic goals have to be achieved during
the 1st year of life because bone thickness and osseous
interlocking will most likely inhibit normalization of the
head deformity beyond the age of 12 months.
Synchrotron—microcomputed tomography of sagittal
synostosis has shown that the affected sutures are fused
only partially and that the nonfused sections, anteriorly
and posteriorly to the fused section, are comparable to
normal sutures in terms of suture width, bony thickness,
osseous structure, and bone density of the adjacent bones.
Marked thickening of the diploe with ridging of the bone
in the fused segments has a significant, higher bone den-
sity and may be the result of a virulent ossification. At the
same time, normal ossifications can be seen alongside the
nonfused sections of a synostotic suture. This observation
may support the idea that ossification starts at a single
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point of the suture and spreads out along the suture,” rep-
resenting a dynamic fusion process completed over time.

Suture pathologies are known to be associated with
mutations of several transcription factors, growth factors,
and their receptors, leading to an accelerated bone growth
inside the intermembranous gaps. Downregulation and
upregulation of bone growth, site of suture, quantity of
involved sutures, and the impact by external forces such
as those in positional plagiocephaly are still unknown,
even though data have been garnered from experimental
research studies.

Surgical strategies have changed due to the increased
understanding of cranial suture pathology. Our findings
support the hypothesis that some normal growth in synos-
totic sutures can take place even though the fusion process
has already started.” This supports previous studiesand the
daily clinical observations that timing of surgery may be
the decisive key in determining the cosmetic result. It is
well known that modified biparietal linear craniectomies
in sagittal synostosis performed in the very 1st weeks of
life are most efficient in correcting the abnormal head
shape.*!9In contrast, surgery in older infants requires more
complex strategies and is less successful due to subsequent
bone growth, skull thickening, and an ongoing process of
suture closure. However, craniosynostosis remains etio-
logically and pathogenetically heterogeneous, and mini-
mally invasive techniques are limited to the isolated forms
of craniosynostosis and may even fail in some instances.
Multiple and syndromic forms of synostosis still require
a multidisciplinary approach including complex reshaping
procedures by which the associated malformations are also
managed.

Conclusions

Synchrotron—m icrocomputed tomography studies, in-
cluding bone density measurements of the adjacent bony
plates on lambdoid sutures in patients with NSP, did not
show any morphological irregularities or different bony
structure compared with normal sutures. Therefore, a sec-
ondary suture fusion due to external forces seems to be
most unlikely, and in such cases surgical intervention in
patients with NSP is not inevitably needed. Even though
the number of specimens is limited in this series, we de-
termined that suture fusion starts at one point and spreads
along the entire suture while other sections of the same
suture are not involved and thus behave as normal cranial
sutures. This may represent a dynamic fusion process com-
pleted over time but just starting too early.
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Abstract

Premature fusion of cranial sutures is a common problem
with an incidence of 3-5 per 10,000 live births. Despite
progress in understanding molecular/genetic factors
affecting suture function, the complex process of premature
fusion is still poorly understood. In the present study,
corresponding excised segments of nine patent and nine
prematurely fused sagittal sutures from infants (age range
3-7 months) with a special emphasis on their hierarchical
structural configuration were compared. Cell, tissue and
architecture characteristics were analysed by transmitted
and polarised light microscopy, 2D-histomorphometry,
backscattered electron microscopy and energy-dispersive-
x-ray analyses. Apart from wider sutural gaps, patent
sutures showed histologically increased new bone
formation compared to reduced new bone formation and
osseous edges with a more mature structure in the fused
portions of the sutures. This pattern was accompanied by
a lower osteocyte lacunar density and a higher number of
evenly mineralised osteons, reflecting pronounced lamellar
bone characteristics along the prematurely fused sutures.
In contrast, increases in osteocyte lacunar number and
size accompanied by mineralisation heterogeneity and
randomly oriented collagen fibres predominantly signified
woven bone characteristics in patent, still growing suture
segments. The already established woven-to-lamellar
bone transition provides evidence of advanced bone
development in synostotic sutures. Since structural and
compositional features of prematurely fused sutures did
not show signs of pathological/defective ossification
processes, this supports the theory of a normal ossification
process in suture synostosis — just locally commencing too
early. These histomorphological findings may provide the
basis for a better understanding of the pathomechanism of
craniosynostosis, and for future strategies to predict suture
fusion and to determine surgical intervention.

Keywords: Human craniosynostosis: sagittal suture; bone
structure; bone histomorphometry; biomineralisation.

* Address for correspondence:

Bjorn Busse

Department of Osteology and Biomechanics (IOBM)
University Medical Center Hamburg-Eppendorf
Lottestr. 59, 22529 Hamburg, Germany

m& Mac=ald

441

Telephone Number: ++49-40-7410-56687
E-mail: b.busse(@uke.uni-hamburg.de

List of abbreviations*

BMP-4 bone morphogenetic protein 4

CBFA1 core binding factor alpha 1

EDXA energy dispersive X-ray analysis
FGFR fibroblast growth factor receptor
FGF-2 basic fibroblast growth factor 2

IGF-1 insulin-like growth factor 1

(PYMMA (poly)methylmethacrylate

qBEI quantitative backscattered electron imaging
ROI region of interest

SPP-1 secreted phosphoprotein 1, osteopontin
TGF-beta transforming growth factor beta
TRAP tartrate-resistant acid phosphatase
Wit% weight percent

Awidth CaWt% width of the calcium content distribution
* Histomorphometric indices are listed in Fig. 2.

Introduction

Craniosynostosis is a common malformation with
an estimated incidence of 3-5 per 10,000 live births
(Boyadjiev, 2007). The incidence of craniosynostosis
has even increased, as recent findings have shown a rise
from 2.6 per 10,000 live births in 1997 to 6.4 in 2007
(Kweldam et al., 2010). Moreover, a high incidence of
medical problems among children with non-syndromic
craniosynostosis (Boyadjiev, 2007) — particularly an
increased intracranial pressure (Thompson et al., 1995a;
Thompson et al., 1995b; Shimoji and Tomiyama, 2004),
ophthalmological problems (Gupta ef al., 2003), mental
retardation, learning disabilities as well as emotional and
behavioural problems (Hunter and Rudd, 1976; Fehlow,
1993; Kapp-Simon et al., 1993: Kapp-Simon, 1998; Magge
etal.,2002; Shipsteret al., 2003; Lekovic ef al., 2004; Van
der Vlugt ef al., 2009) — has been reported. In particular,
major malformations occurred in 22 % of patients with
sagittal synostosis (Hunter and Rudd, 1976).
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In contrast to endochondral growth with ossification
of a pre-existing cartilaginous matrix, cranial sutures
act as intramembranous bone growth sites (Opperman,
2000). New bone is produced at the sutural edges by
proliferation of mesenchymal cells and subsequent
differentiation into bone-forming osteoblasts (Mathijssen
et al., 1999: Moenning et al., 2009). The suture itself
remains in a non-ossified stage in which maintenance of
growth at the osteogenic fronts requires a balance between
proliferation and differentiation of bone forming cells
(Opperman, 2000). Disruption of any of these processes
can result in premature fusion of calvarial sutures, known
as craniosynostosis (Alden ef al., 1999).

Premature fusion of cranial sutures is a complex
pathomechanism in which alterations in transcription
factors, growth factors and their receptors may be the
regulating items (Opperman, 2000; Jacob ef al., 2007). In
suture fusion, type 1 collagen, TGF-beta, FGFR and SPP-1
have been identified to be upregulated in the suture matrix,
whereas CBFA1, FGF-2 and IGF-1 become expressed in
the adjacent bone borders (Hunenko ef al., 2001; Chong et
al., 2003; Ignelzi et al., 2003; Eswarakumar ef al., 2004
Tholpady ef al., 2004; Mooney et al., 2007; Coussens et
al., 2008; Moenning ef al., 2009: Shen ef al., 2009). These
processes are most likely occurring in response to external
stimuli like the expanding brain (Kokich, 1986; Davis et al.,
2009; Oppenheimer et al., 2009). The internal periosteum
under the dura mater and the external periosteum may
influence bone formation and suture fusion, but the amount
and nature of their influences as well as the exact signalling
pathway in normal and pathological suture fusion are still
unknown (Mooney ef al., 2001; Shen ef al., 2009; Slater
et al., 2009:; Wilczak and Ousley, 2009).

Based on studies in animals and clinical observations
in humans, suture fusion in isolated synostosis seems
to start at one undetermined point and spread along the
suture (Cohen, 1993; Opperman, 2000; Regelsbergeret al.,
2009). This may explain why excellent cosmetic results are
achieved by surgical resection in isolated craniosynostosis,
if carried out early and before suture fusion is completed.
In these cases, surgical resection of the fused suture
interrupts the pathological process effectively, assuming
that premature fusion is a focal process involving the
affected suture and its adjacent bony plates (Cohen, 1993).
Although progress has been made to elucidate the events
surrounding the cranial suture’s fate, predominantly on
the molecular and genetic basis, the cause of premature
fusion is unknown and much of the suture biology remains
poorly understood (David ef al., 1982; Kokich, 1986;
Slater et al., 2009). In this context, data on bone structure
and composition alongside the bony edges of sutures is
extremely scarce or contradictory (Enlow, 1982: David et
al., 1982; Kokich, 1986; De Pollack et al., 1996; Sherick et
al., 2000: Vastardis ef al., 2004; Regelsberger ef al., 2009).
Moreover, it is unknown whether the ossification process
in craniosynostosis is pathological itself, or whether it just
commences too early. Therefore, in this study we carried
out a detailed comparison between patent and synostotic
sagittal sutures of infants with special emphasis on the
various hierarchical levels. In particular, we analysed the
characteristics of the cell, tissue and architecture levels in
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control and craniosynostosis cases to provide new insights
into the composition and morphology of both normal and
synostotic sutures.

Materials and Methods

The study group was comprised of nine infants (age range:
3-7 months, mean: 4.4 months) with isolated i.e., non-
syndromic synostosis of the sagittal suture (Fig. 1a). The
diagnostic procedure was based on clinical examination
(characteristic skull deformity) and confirmed by near-field
high-frequency ultrasound as previously suggested by
Regelsberger et al. (2006). In the cases with prematurely
fused sagittal sutures, the complete sagittal suture with
the adjacent osseous tissue was resected during surgery
(Fig. 1b.c). For the control group, corresponding patent
sagittal suture samples were taken from nine infants of an
equivalent age (age range: 3-7 months, mean: 4.7 months).
The patent segments of the sagittal sutures were excised
in the control cases during autopsy. The circumstances
leading to their deaths were sudden infant death syndrome
or other causes not related to central nervous system
diseases or cranial vault pathological entities. Contact
radiography of the excised suture segments demonstrated
the presence or absence of synostosis (Fig. 1¢.d). Micro-
CT (uCT 40, Scanco Medical, Briittisellen, Switzerland)
scans of the specimens were taken perpendicular to the
suture to illustrate the orientation that was used for the
subsequent structural and compositional analyses (Fig.
le.f). Informed written parental consent was obtained
prior to our investigations. Furthermore, this study
was in accordance with the local ethics regulations
(Hamburgisches Gesetz- und Verordnungsblatt, Gesetz
zur Regelung von klinischen, rechtsmedizinischen und
anatomischen Sektionen (Sektionsgesetz 9-2-2000 §2)).

Undecalcified preparation of the specimens

A part of each resected sagittal suture (approximately
2 cm x 6 cm, red rectangle, Fig. la,b) was prepared in
order to perform histological and compositional analyses.
Specifically, two cores (approximate dimensions: 2 x
0.5 cm) per suture were excised perpendicular to the suture
(in positions indicated by the dashed lines in Fig. 1c.d) to
assess the structural and cellular indices of the sutures’
bony edges inboth the synostotic and the control samples.
All samples were embedded in polymethylmethacrylate
(PMMA) as described previously to allow artefact-free
undecalcified preparation of bone tissue while preserving
the bone matrix and cellular features (Hahn ef al., 1991).
In particular, prior to embedding, the samples were first
fixed in 4 % phosphate-buffered formaldehyde and then
dehydrated in an ascending ethanol series (70 %, 90 %,
100 % ethanol). Afterwards, the bone specimens were
embedded without decalcification in MMA (Merck,
Darmstadt, Germany). The destabilised MMA (Merck
#8.00590) was augmented with LPG (nonylphenol, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA, #74430) as softener and
benzoyl peroxide (Merck #801641) and N.N dimethyl-p-
toluidine (DMPT) (Merck #822040) as initiator/catalyst.
The polymerisation process was performed at a temperature
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Fig. 1. (a) Computed tomography (CT)
reconstructions of the skull of two infants with
sagittal suture synostosis (side view: age 13 weeks,
and top view: age 11 weeks) showing a premature
closure of the sagittal suture, while the coronal
suture (white arrows) and lambdoid suture (black
arrows) show patency. In the course of surgery,
the whole sagittal suture was resected with the
adjacent osseous tissue (dotted red lines): (b) A
part of the resected fused suture of approximately
6 x 2 cm (red rectangle) was obtained for this
study. (¢) Contact specimen x-ray (cranio-caudal
projection) of the excised fused suture segment
(age 13 weeks) showing dense mineralised bone
parallel to the barely existing suture gap; (d)
Contact specimen x-ray (cranio-caudal projection
of the excised patent suture from a control case
aged 12 weeks). The sutural gap can be observed as
the radiolucent area between the mineralised bones
of the cranium. The dashed lines in (c) and (d) mark
the two adjacent regions used for the subsequent
preparation of undecalcified histological blocks
perpendicular to the suture: (e) Micro-CT scans
of the sections perpendicular to a clinically fused
suture showing a narrow gap, while in (f) a widely
open suture gap is visible in a control case.
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ROI 2D Histomorphometry Description
A Gap Width mean width of the sagittal suture mm
B Fb.T.Pm/B.Pm sutural bone perimeter covered by fibrous %
B tissue per sutural bone perimeter
§ 3L CD B.Ar/T.Ar bone area per tissue area %
221 CD O.A1/B.Ar osteoid area per bone area %
ZIa C,D 0O.Pm/B.Pm osteoid perimeter per bone perimeter %
C,D O.Th osteoid thickness um
C,D N.On/B.Ar number of osteon profiles per bone area #/mm?
C,D N.Ot.Lc¢/B.Ar number of osteocyte lacunae per bone area | #/mm?
8 3| CD Ot.Lc.Ar mean osteocyte lacunar area um?
% =1 ) N.Oc/T.Ar number of osteoclasts per tissue area #/mm?
o-E[CD Ob.Pm/B.Pm bone perimeter covered by osteoblasts per %
bone perimeter

Fig. 2. Schematic illustrating the histomorphometric measurements used to assess the cell and tissue characteristics
of the sutures (Patent or unfused sagittal suture, von Kossa/van Gieson stain: mineralised bone tissue = black, soft
tissue and osteoid = reddish tones). The gap width was measured in region of interest (ROI A) by means of a manually
positioned grid (green gridlines) where the shortest distances (yellow arrows) from the gridlines to the opposed
mineralised edge were randomly collected and averaged as the mean gap width. Note that 7 gridlines are shown here
for illustration, while the true number of gridlines used for analysis depended on the size of suture margins and were
positioned from inner periosteum (near the dura mater) to the outer periosteum edge of the suture. The sutural bone
perimeter covered by fibrous tissue per bone perimeter (Fb.T.Pm/B.Pm; ROI B) represents a percentage of the sutural
bone perimeter (shown by white dashed line) that is covered by dense irregular connective tissue. Further structural
and cellular indices were assessed within the edges of the bony plates on each side of the suture (ROIs C and D) up
to 3 mm lateral from the mineralised suture front, within the area indicated by the blue outline (for simplicity shown
only on the right side). 2D histomorphometry was carried out in measuring fields that were moved (white rectangle
with arrows) within the outlined area. Of note, the blue outline is drawn a little bit separated from the white dashed
line for the sake of visibility, but the white dashed line actually represents the sutural bone perimeter.
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of 4 °C. After the completion of polymerisation, the
embedded suture samples had a cylindrical block shape,
which is appropriate for microtome cutting. Eight cross-
sections per PMMA-block (sixteen cross-sections per
individual) with a thickness of approximately 4 pm
each were cut with a rotation microtome (Cut 4060 E,
microTec, Walldorf, Germany) and stained with von Kossa/
van Gieson, toluidine blue, Goldner’s modified Masson-
trichrome, and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP).
Four microscope slides per block were used for spreading
8 microtome cross sections.

Von Kossa with van Gieson counterstain (acidic
fuchsin) was used to differentiate osteoid/collagen (red)
from mineralised bone (black), while the toluidine blue and
Goldner’s modified Masson-trichrome stains were applied
to examine the bone cell morphology, resorption cavities,
mineralisation fronts and bone remodelling units (Vedi and
Compston, 2003). In order to visualise osteoclast numbers,
we applied Tartrate resistant acid phosphatase staining
to the undecalcified bone sections (Vedi and Compston,
2003).

Static 2D-histomorphometry and qualitative analysis
Histologic sections stained by means of the von Kossa/van
Gieson, Goldner’s modified Masson-trichrome and toluidine
blue protocols enabled static bone histomorphometry
(Osteo, BioQuant Image Analysis Corp., Nashville, TN,
USA: and Osteomeasure, OstecoMetrics, Decatur, GA,
USA) in accordance with ASBMR (American Society of
Bone and Mineral Research; www.asbmr.org) guidelines
(Parfitt et al., 1987). Fig. 2 shows an example specimen
of a von Kossa/van Gieson stained sagittal suture and
illustrates the locations in the sutures where structural
and cellular indices were assessed. The mean width of the
sagittal suture (gap width, mm) was assessed by means of
a manually positioned grid where the shortest distances
from the gridlines to the opposed mineralised edge
were determined by an interactive automatic procedure
and averaged (for further explanation, see Fig. 2). The
sutural bone perimeter covered by fibrous tissue per bone
perimeter (Fb. T.Pm/B.Pm, %) was determined as the ratio
between the perimeter of the sutural bony edges that is
covered by the fibrous tissue (dense irregular connective
tissue) and total perimeter of the sutural bone edges (see
Fig. 2). Furthermore, structural indices were assessed at
both the left and right osseous edges of the sagittal suture in
the 3 mm-wide zones lateral to the mineralised suture front.
The total area of the tissue profile used for quantitative
evaluation was 7-9 mm? per suture edge. i.c., 14-18 mm?
per section. Measuring fields covered this complete area
of interest, while size and number of fields depended on
the microscopic magnification (which depends on the
evaluated parameter). The following structural indices
were measured in these regions: bone area per tissue
area (B.Ar/T.Ar, %), osteoid area per bone area (O.A1/B.
Ar, %), osteoid perimeter per bone perimeter (O.Pm/B.
Pm, %). osteoid thickness (O.Th, pm) and number of
osteon profiles per bone area (N.On/B.Ar, #/mm?). The
Osteomeasure system was used to automatically calculate
osteoid thickness, which requires manual marking of the
inner and outer boundary of osteoid. According to the
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underlying 2D histomorphometry approach, only osteon
profiles that had been cut transversally or obliquely were
counted. Considering the guidelines from Parfitt ef al.
(1987). “bone area” refers to both mineralised and osteoid
areas. The following cellular indices were evaluated:
number of osteocyte lacunae per bone area (N.Ot.Lc/B.
Ar, #/mm?), mean osteocyte lacunar area (Ot.Lc.Ar,
um?), number of osteoclasts per tissue area (N.Oc/T.Ar,
#/mm?) and bone perimeter covered with osteoblasts per
bone perimeter (Ob.Pm/B.Pm, %). These parameters
provided individual classification of the bone status in
the adjacent bony plates of patent and fused sutures (Fig.
2). The term “osteoblasts™ as used in this study refers to
surface osteoblasts, unless specified otherwise. Image
analysis segmentation included the selection of a threshold
corresponding to the mineralised bone plus osteoid for the
Bioquant software (for B.Ar/T. Ar), while other parameters
were thresholded manually to obtain the corresponding
ratios via the Osteomeasure system. For quantification
of osteoblasts and osteoclasts, toludine blue- and TRAP-
stained sections were used, while Goldner staining was
used to determine Fb.T.Pm/B.Pm.

In addition to the quantitative analysis, further
qualitative analyses were carried out to investigate whether
the ossification bears any signs of pathological conditions
(i.e.. peculiar characteristics of: (a) cellular presence,
appearance and number; (b) architecture/arrangement of
the bone tissue: (c) presence/absence of resorption cavities;
(d) relative thickness of bone compartments; (¢) presence/
absence of mosaic organisation, mineralisation degree and
mineralisation patterns).

Polarised light microscopy

In histological sections, the orientation of the collagen
fibrils in the bone tissue can be illustrated under linearly
polarised light. Collagen fibrils or bundles of fibrils, which
are cut longitudinally and run parallel to the polariser or
analyser plane, appear bright on the dark background,
while cross-sectioned fibrils or fibres appear dark. The
application of linearly polarised light on histological
sections ensured a qualitative assessment of the osseous
maturation, i.e., distinction between woven and lamellar
bone, within the segments of the infants” sutures.

Energy dispersive x-ray microanalysis

The plastic-embedded block specimens were polished
at the surface and carbon coated for scanning electron
microscopy and non-destructive microanalysis with EDXA
(energy dispersive x-ray analysis; EDAX, DX-4, Mahwah,
NJ, USA) allowing spatial investigation of the elemental
concentrations (Busse ef al., 2010a; Busse et al., 2010b).
It is necessary to note that depending on the electron
beam settings, damage to the surface of the polished block
may occur during the EDXA (Bloebaum et al., 2005).
To analyse the elemental composition of the sutural soft
tissue, EDXA was performed in three regions of interest
(ROI): the connective tissue in the centre of the suture
gap. and in the soft tissue adjacent to each of the sutural
margins where initial ossification is expected. These ROIs
were 0.01 mm? in size, each. Elemental peaks reflecting
pronounced calcium (Ca), phosphorus (P), oxygen (O)
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and sulphur (S) contents in the suture were evaluated in
weight percent (Wt-%) by means of EDX-ZAF software
provided by the manufacturer (EDAX, DX-4). Hence,
EDXA quantifies the relative contribution of each of the
detected elements (within the ROI) to 100 %.

Bone mineral density distribution analysis

The backscattered electron (BSE) mode of scanning
electron microscopy was used to assess the degree of
mineralisation in the bony plates lateral to the sagittal suture
over an area similar to that used for the histomorphometric
assessment. The application is based on previous work that
established quantitative backscattered electron imaging
(qBEI) (Roschgeret al., 1995; Roschger et al., 1998). The
scanning electron microscope (LEO 435 VP, LEO Electron
Microscopy Ltd.. Cambridge. England) was operated at
15 kV and 665 pA at a constant working distance (BSE
Detector, Type 202, K.E. Developments Ltd., Cambridge,
England) in line with our previous studies (Busse ef al.,
2009; Busse et al., 2010a, 2010b). The pixel size was
3 um according to the recommendations of Roschger
et al. (Roschger et al., 2008). Synthetic hydroxyapatite
samples were used to create a calibration curve. These
hydroxyapatite samples (DOT Medical Solutions,
Rostock, Germany) contained different Ca/P ratios, which
were determined using energy dispersive x-ray analysis
(DX-4, EDAX) and ¢BEI A highly linear relationship

Cranial suture synostosis

(r = 0.98) between the grey values of the backscattered
signal intensities and the calcium content (CaWt%) in
each sample has also been reported by other authors
(Skedros et al., 1993; Roschger ef al., 1995; Roschger ef
al., 1998), which enables calibration of the method. The
generated mineralisation profiles (grey value histograms)
for each specimen represent the mean calcium weight
percent (mean CaWt%) and indicate the average calcium
content in the mineralised bone tissue area, while the width
calcium value (Awidth CaWt %) reflects the homogeneity
of mineralisation, i.e., the width of the calcium content
distribution in the given bone area.

Statistical Analysis

The data were subjected to the Shapiro-Wilk test to define
the distribution. In the case of normally distributed data, a
t-test was used for comparisons. Non-parametric data were
analysed by the paired Wilcoxon rank sum test. P-values
of p £0.05 were considered to be significant.

Results

Static 2-D histomorphometry

In line with qualitative contact x-ray analyses, the patent
segments demonstrated a wide-open sutural gap (Fig. 3a;
Table 1) in contrast to the very narrow gaps in prematurely

Table 1: Histomorphometric assessment of structural indices.

2D Histomorphometry Localisation Patent Suture Fused Suture P
Gafm\::l‘]dth sutural gap 1.23£0.32 0.48 +0.14 <0.0005
Fb'T'};(f/n;B £ sutural gap 86.71£9.1 132941669 | <0.0005
()
S B'A[(%'Ar sutural edges 61.88+9.72 57.92+781 NS.
£ .
Tg O.A[(r;l?.Ar sutural edges 4.62 +£0.59 3.58+£0.76 <0.05
()
Q
5 O'PI[I;;?'PI“ sutural edges 35.91+4.45 3479 + 4.48 NS.
wn 0
([)uril]l sutural edges 8.23 £0.66 7.33+0.58 <0.05
Ni?ﬁo/nn{il?r sutural edges 287+1.9 8.10+1.27 <0.005
N.S.= not significant
For abbreviations, see Fig. 2
Table 2: Histomorphometric assessment of cellular indices
2D Histomorphometry Localisation Patent Suture Fused Suture y7)
3 Ob'P[I;(? £ sutural edges 4029 + 15.29 2453 +£2.68 <0.05
Q
2
2 N‘%ﬁﬂf’]‘“ sutural edges 445.85 + 46.16 251.28+79.84 | <0.0005
8
2 Orleie sutural edges 138.41 % 14.77 121.60£9.03 | <0.005
= [nm’]
I\I[;g;glz?r sutural edges 8.5+ 1.66 16.4 +2.24 <0.005

For abbreviations, see Fig. 2
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Fig. 3. Undecalcified histological sections of patent segments from sagittal sutures (a) showed wide-open fibrous
tissue gaps in comparison to (b) the narrow suture gaps in clinically fused segments (mineralised bone tissue =
black., soft tissue = red: von Kossa/van Giesson): (¢) Patent sutures indicated an increased amount of collagen fibres
(stained in red, black arrows); the fibres frequently were oriented at a roughly 45° angle to the mineralised fronts of
the sutural bony edges (stained in green, Goldner’s trichrome stain), but some fibres did show other oblique angles;
(d) The specimens from the cases with clinically fused sutures showed significantly narrower suture gaps with minor
amounts of frayed dense irregular connective tissue between smooth outlines of the adjacent mineralised bone (black
arrows; Goldner’s trichrome stain).

* Dur®mater S ;
Fig. 4. Pattern of trabecular orientation in patent sutures: (a) bright field low-power image (von Kossa/van Gieson);

(b) polarised light high-power image. Mineralised bone trabeculae (white arrows) seem to follow the orientation of
pre-existing mesenchymal tissue and collagen fibres (black arrows).
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Von Kossa/Van Gieson stained specimen from one of two patients with complete fusion of the sagittal
suture (both 4.5 months old), showing bridged sutural margins with two small islands of remnant sutural connective
tissue (arrow) in the centre of the former suture gap: (b) A high power Goldner*s trichrome staining showing the

Fig. 5. (a)

fibrous remnants (arrow) of the former suture gap. which is bridged by mineralised bone (see (a)).

fused sutures (Fig. 3b: Table 1). The ratio of bone area per
tissue area was unchanged in patent segments compared
to fused segments (Table 1). In contrast, the sutural edges
of patent segments demonstrated an increased amount of
frayed dense irregular connective tissue (Fig. 3c: Table
1), compared to already fused sutures (Fig. 3d: Table
1). The pronounced colour differentiation between the
green-stained mesenchymal tissue and the red-stained
fibres was a specific feature of patent sutures in Goldner’s
modified Masson-trichrome staining (Fig. 3¢). The pattern
of collagen fibre orientation and trabecular alignment is
shown in Fig. 4. In two infants with craniosynostosis, the
bony fusion process was almost complete indicating true
synostosis (Fig. 5).

Osseous suture margins of patent segments showed an
increased presence of prominent osteoblastic cells with a
regular cuboidal shape (Fig. 6a; bone perimeter covered
with osteoblasts per bone perimeter: Table 2), whereas
the fused segments demonstrated a smaller osteoblast
population (Fig. 6b, Table 2). These osteoblasts in fused

cases were rather flat-shaped, which is indicative of a
quiescent phase and lower bone-forming ability (Fig. 6b).
Accordingly. the fused sutures showed a reduced osteoid
area per bone area, as well as a decreased osteoid thickness
(Fig. 6¢.d; Table 1). Anincreased number of osteon profiles
per bone area (N.On/B.Ar, #/mm?) was measured in fused
segments (Fig. 6d; Table 1), in contrast to lower numbers
of osteons in patent sutures (Fig. 6¢: Table 1). In contrast
to the patent sutures, pronounced internal osteoclastic
resorption in the bone plates of prematurely fused sutures
was suggested by the appearance of numerous osteoclasts
(Fig. 6b; Table 2: also evidenced by their TRAP positivity
— Fig. 6e.f) in Howship’s lacunae.

In patent segments, higher numbers of osteocyte
lacunae (N.Ot.Lc/B.Ar, #/mm?) with no specific alignment
were observed (Fig. 6g; Table 2), whereas in fused
segments, the osteocyte lacunar density was significantly
lower (Fig. 6h; Table 2). The average osteocyte lacunar size
(Ot.Lc.Ar, pm?) decreased significantly in fused sutures in
comparison to the patent ones (Fig. 6g.h; Table 2).

Fig. 6 (on next page). (a) In patent sutures, there were seams of osteoid-secreting regular cube-shaped osteoblasts
(OBL) that were forming osteons infrequently within predominantly woven bone area (osteoid = light blue, mineralised
bone = blue: toluidine blue); (b) In contrast, bone of the fused sutures showed lower osteoblast numbers (OBL)
in contrast to numerous osteoclasts (OCL) in Howship’s lacunae on the endosteal side of the bone bordering the
remaining sutural gap, indicating a more advanced stage of bone restructuring (toluidine blue); (¢) The amount of
osteoid area (black arrows) per bone area showed increased values accompanied by low numbers of osteon profiles
per bone area in patent sutures (osteoid = red, mineralised bone = green; Goldner’s trichrome stain); (d) In contrast,
fused sutures revealed decreased areas of osteoid (black arrows) per bone area accompanied by elevated numbers
of osteon profiles that interrupt remnant cellular woven bone areas (WB) (Goldner’s trichrome stain). (e). In patent
sutures, a lower number of osteoclasts (OCL) per bone area in comparison to fused sutures (f) was further confirmed
by the red TR AP-staining; (g) Bony edges of patent sutures display more numerous irregularly sized osteocyte lacunae
indicating the woven bone, along with inserting collagen fibers from the suture (mineralised bone tissue = black, soft
tissue and osteoid = reddish tones: von Kossa/van Gieson): (h) In contrast, osteocyte lacunae in fused segments were
smaller and less densely arranged (von Kossa/van Gieson).
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Fig. 7 (on previous page). Energy dispersive x-ray analysis of the suture centre and soft tissue near the suture margins
in the patent sutures (a) and fused sutures (b). In both the patent and fused sutures, significantly increased proportions
of calcium (Ca) and sulphur (S) were found near the edges of the suture gap in comparison to the suture centres,
probably indicating an increased amount of calcium available for mineralisation and sulphated glycosaminoglycans
triggering this process: (¢) Under polarised light, patent sutures showed evidence of woven bone formation, while
in fused sutures (d) lamellar organisation (white arrows) of the collagen fibrils was evident where focal existence of
these matured osteonal entities interrupts the remaining woven bone characteristics (toluidine blue, polarised light);
(e) Bone mineral density distribution analyses revealed predominantly inhomogeneous, mineralised woven bone and
afrayed, low-mineralised sutural surface (arrows) in patent sutures, while bony plates alongside the fused segments
() revealed frequently evenly mineralised secondary osteons (asterisks) and smooth mineralised periosteal outlines
(arrows) (bluish pixels = low mineral content, greenish pixels = higher mineral content, pseudocoloured quantitative
backscattered image); (g) Details from backscattered electron images of the patent (left image) and fused suture
(right image): a frayed sutural outline and woven bone characteristics in the patent sutural edge vs. frequent osteonal
features (asterisks) with thin cement lines (white arrows) in the clinically fused sutural margins; (h) The overall
mean calcium weight percent (mean Ca, Wt%) as a measure of the average calcium content in the detected bone area
showed no significant differences between the patent and fused sutures. However, the width calcium value (width
Ca, Wt%), a measure of the statistical distribution of various calcium concentrations within the detected bone area,
was significantly higher in the suture margins of patent sutures (a: p < 0.05), demonstrating a more heterogeneous
calcium distribution in these samples. In contrast, fused cases demonstrated more homogenous mineralisation in the
bony plates of fused sutures due to a predominance of evenly mineralised osteons occupying the observed bone area.

Energy dispersive x-ray microanalysis

Elemental spectra obtained from microanalysis (Fig. 7a.b)
at both the centres of sutural gaps and the tissue adjacent
to sutural margins showed distinctive elemental peaks of
carbon (C), oxygen (O), sodium (Na), magnesium (Mg),
phosphorus (P), chloride (Cl), potassium (K). sulphur (S)
and calcium (Ca). In particular, the proportion of calcium
(Ca) and sulphur (S) was significantly greater near the
suture margins in comparison to the suture centres. This
difference was evident in both the patent segments (Ca:
0.2 £0.04 Wt% vs. 0.10 £0.01 Wt%: p < 0.005 and S:
0.24 +£0.08 Wt% vs. 0.13 £0.02 Wt%: p <0.05) and fused
segments (Ca: 0.17 £0.02 Wt% vs. 0.10 £0.03 Wt%:
p <0.005 and S: 0.16 £0.01 Wt% vs. 0.09 +£0.03 Wt%;
p <0.05). Elemental composition did not differ between
the analysed regions of patent vs. fused sutures.

Polarised light microscopy

Patent suture segments revealed a predominance of
bright collagen fibres in the bone plates, which were
perpendicular to each other without any specific lamellar
organisation (Fig. 7c). This fibre pattern, together with the
assessed cellular and structural histomorphometric indices,
confirmed the presence of woven bone in patent segments.
In contrast, polarised light microscopy demonstrated
that fused segments had an increased number of osteons
revealing a lamellar organisation of collagen fibrils (Fig.
7d).

Analysis of the bone mineral density distribution

Bone mineral density distribution measurements by
quantitative backscattered electron imaging (qBEI) in
synostotic cases revealed a significant difference in terms
of the mineral distribution compared to patent sutures (Fig.
7e.f.g.h). The mean calcium content in the mineralised
bone tissue area did not differ significantly between the
patent and prematurely fused sutures (mean Ca: 18.09 +1.5
Wt%vs. 17.34 +1.88; p>0.05) (Fig. 7h). However, patent
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segments revealed a significant increase in mineralisation
heterogeneity as reflected in the higher calcium width
(A width Ca: 8.59 +0.32 Wt% vs. 7.30 £0.75 Wt%;
p <0.05) (Fig. 7h). While patent sutural margins showed
dominant woven bone features and frayed mineralisation
fronts (Fig. 7e.g — left upper image), the bony plates in
prematurely fused sutures (Fig. 7f,g — right image) revealed
the predominance of osteonal features (asterisks) — with
thin cement lines (white arrows in right lower image),
accompanied by smooth mineralised sutural outlines (Fig.
7f, g — right upper image), as observed in the backscattered
electron images. However, the osteocyte lacunae present in
the patent sutures were disorganised (Fig. 7g — left image)
and did not seem to be systematically connected to each
other through canaliculi as in the fused cases.

Discussion

Bone growth at sutures encompasses a series of cellular
activities: recruitment of mesenchymal cells to osteogenic
cell lineage, stimulation of osteoblast proliferation
and differentiation, as well as matrix mineralisation at
the osteogenic front (Mao and Nah, 2004). However,
progression of osteogenesis requires strict control at the
advancing osteogenic fronts to preserve sutural disposition
(Opperman, 2000: Mao and Nah, 2004). Skull growth
and suture patency are based on simultaneous balanced
increases in the synthesis of extracellular matrices of both
fibrogenic and osteogenic cells; in this case, expansion of
the fibrogenic component denies suture closure, while the
expansion of the osteogenic cells and matrix increases the
bone’s size (Mao and Nah, 2004). Ina competition between
fibrogenic and osteogenic cells and/or factors (Mao and
Nah, 2004), timely osteoblastic predominance is necessary
to replace the fibrogenic component and to achieve
timely suture closure essential for normal skull growth
and development (De Pollack ef al., 1996). Therefore,
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although in our assessment minor amounts of dense
irregular connective tissue still appeared within clinically
fused sutures, its diminished quantity in comparison to the
control group of a corresponding age indicated that early
osteoblastic predominance and/or fibroblast retreat led to
premature clinically detectable suture fusion in infants.

In the fused suture segments, a quiescence phase
of bone forming activity was observed from the less
numerous and rather flat-shaped osteoblasts along with
reduced osteoid scams (Miller et al., 1980; Nishino et al.,
2001; Rosen, 2004; Amizuka ef al., 2005). The observed
differences in osteoblast number and shape between patent
and fused sutural segments suggest that these two features
are associated with different maturation stages in the
course of suture development. Thus, nearly complete bone
forming cycles were evident in prematurely fused sutures.
In addition, the observed lower values of osteoid area per
bone area in prematurely closed sutures are compatible
with the findings on adult parietal bones with completed
growth (Torres-Lagares et al., 2010). The observed shift to
more osteoclastic activity in fused segments indicates an
advanced stage of bone development where remodelling
occurs to resorb woven bone in favour of the formation of
secondary bone.

An increased osteocyte lacunar density assessed in
the bony edges of patent sutures is in agreement with
rare data on osteocyte number and morphology in woven
bone (Hernandez et al., 2004). Woven bone osteocytes
in an early phase of osteogenesis show shorter dendritic
processes and do not express any particular alignment
within the bone matrix. The osteocytes in woven bone
are immature antecedents of lamellar bone osteocytes
(Kusuzaki ef al., 2000), which supports the observation
that normal and prematurely closed sutures in age-
matched infants reflect two different stages of normal
bone development. Nevertheless, owing to sutural bone
maturation, fused sutures demonstrated a significantly
lower number of osteocyte lacunae. However, the measured
osteocyte lacunar number in prematurely fused sutures
is still higher than in adult human parietal bone (Torres-
Lagares et al., 2010). Thus, the decreasing osteocyte
lacunar number with bone maturation may reflect a
“timeline” of cranial bone maturation: (1) immature
phase in patent sutures, (2) advanced maturation level in
prematurely fused sutures, and (3) completely developed
adult cranial bone. In addition, our study revealed larger
osteocyte lacunae in the woven bone of patent suture
margins. In this context, previous studies have shown that
increased osteocyte lacunar size can be associated with a
calcium deficiency of various aetiologies (Salomon, 1971;
Bonucci and Gherardi, 1977; Sissons ef al., 1984; Lane et
al., 2006: Lane and Yao, 2010). Therefore, large lacunae
might reflect a relative calcium deficiency due to a high
demand for calcium during rapid formation of woven bone
(Ardizzoni, 2001; Li et al., 2006; Mulder ef al., 2008), in
contrast to smaller lacunae found in the more mature bone
of fused suture segments.

Previous studies reported locally enhanced bone-
forming activity in craniosynostosis. Increased parameters
of osteoblastic cell differentiation indicated that elevated
osteoblast maturation at the suture leads to premature
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ossification in non-syndromic craniosynostosis (De Pollack
et al., 1996; Shevde ef al., 2001). Cultured rabbit bone
cells involved in craniosynostosis showed a pronounced
response to recombinant human BMP-4 stimulation
(Cooper et al., 2010), while human cells from patent sutures
showed a weaker response to osteogenic stimuli (Coussens
et al., 2009). In our study, EDXA in both patent and fused
segments revealed slightly increased concentrations
of calcium and phosphorus in the connective tissue
near the suture margins (i.e.. facing the mineralisation
fronts) when compared to the centre of the suture gap.
The simultaneous appearance of sulphur at these sites
denotes the presence of matrix glycosaminoglycans, but
also might suggest the presence of a moiety for attaining
high local concentrations of calcium and phosphorus —
essential for the controlled local formation of calcium
phosphate. as suggested by Arsenault and Ottensmeyer
(1984). Backscattered electron analyses of the bone edges
showed different mineralisation patterns in patent vs.
fused sutures. A large part of the bone mineral is initially
deposited quickly during the first days (Frost, 1963 Parfitt,
1987: Jee. 2001), and only a minor portion of the bone
mineral is added slowly over months or years during the
secondary mineralisation phase (Frost, 1963: Parfitt, 1987
Jee. 2001). This fact may explain our observation of similar
calcium contents between the immature sutural bone and
the more advanced bone in fused cases. Although woven
bone areas have been reported to be more mineralised than
the lamellar bone (Currey, 1998), our analyses at sutural
edges may not have shown a significant result because of
the existence of irregular low mineralised fronts in patent
sutures and various mineralisation spots. However, we
found that patent segments showed more mineralisation
heterogeneity, which can be attributed to rapid bone
formation and mineral deposition in woven bone (Rosen,
2004; Li et al., 2006; Mulder ef al., 2008). In contrast, the
fused segments demonstrated advanced modelling of the
bony edges, which is reflected in the decreased calcium
width. This homogeneous mineralisation profile in fused
segments, together with the obtained histomorphometric
data, demonstrates that with fusing, the woven bone is
replaced by successive formation of secondary bone.
Despite the general expectation for similarities between
suture growth and distraction osteogenesis/defect healing,
our findings add new evidence that distraction osteogenesis
might not be a reliable model for sutural growth and
premature suture closure. Whereas in distraction gaps
the tissue between the ends of the mineralised bone is
first subject to bleeding, coagulation, granulation tissue
and fibrosis (Kokich, 1976; Shapiro, 2008), bone directly
develops at the suture edges in craniosynostosis. In
addition, in contrast to the distraction gap (Yasui ef al.,
1997; Jazrawi et al., 1998; Sato et al., 1998; Ploder et
al., 2002 Lafuente et al., 2009: Forriol ef al., 2010),
our analyses of sutural sites showed no verification of
enchondral and transchondroid types of osteogenesis.
Our analyses at various analytical levels provide new
insights into the cellular, architectural and compositional
characteristics of normal (patent) vs. “pathological”
(prematurely ossified) sutures. Namely, we have observed
that the prematurely fused bony edges show a matured
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bone structure at all investigated levels. Hence, the
developed pattern of lamellar bone points to an advanced
stage in the sequence of normal bone development in
contrast to the immature woven bone observed at the
bony edges of the patent sutures. However, our findings
raise additional questions that have not been addressed
so far. For instance, considering the differences at all the
investigated levels in craniosynostosis, it is not known
whether the ossification process occurs early but with
normal characteristics, or whether it might represent a
pathological entity. As several metabolic and genetic bone
diseases are known to be accompanied by pathological
ossification processes (Elster ef al., 1992: Koehler ef al.,
2003; Krimmel ef al., 2004), some may be associated
with secondary craniosynostosis (Koehler ef al., 2003):;
however, there are no directly comparable studies on
appropriate human skull bones. Based on the known
characteristics of pathological ossification at other bone
sites (e.g., osteoid characteristics, cellular characteristics,
tissue organisation, mineralisation — Khurana, 2009), the
structural and compositional features that we observed in
prematurely fused sutures do not favour a true pathological
or defective ossification process. Therefore, our data on
non-syndromic prematurely fused sutures are in agreement
with the theory of a normal ossification process that simply
commences too early (Opperman, 2000). The timing of
suture fusion and its underlying regulating signals seem
to be the key points in craniosynostosis where premature
fusion of cranial sutures may be understood as a normal
fusion process that starts prematurely.

Several limitations of the study have to be taken
into account. As this study has a cross-sectional design,
an individuals’ time course of osteogenesis and suture
closure during growth is not directly assessable. Therefore,
our study exclusively compares a control group and
a craniosynostosis group of age-matched individuals.
Although such study designs can be of particular interest
in bone research when a longitudinal study cannot be
done due to obvious ethical and practical constraints,
the obtained data cannot compensate for demonstrating
dynamic and temporal processes in craniosynostoses.

Conclusions

In conclusion, combined analyses at the cellular, material
and structural levels of the sutures suggested that the
bone segments in patent vs. fused sutures are associated
with different stages in the course of normal osteogenesis
process. Bony edges in fused suture segments showed
various morphological features indicative of their
more advanced stage in bone development/maturation,
without any clues of a pathological or defective process
of ossification. Therefore, our data support the theory of
a normal ossification process in suture synostosis that
simply commences too early. These findings may provide
a basis for future strategies aiming to further understand
craniosynostosis, predict suture fusion and determine the
time point for surgical intervention.
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Discussion with Reviewers

Reviewer I: The authors state that the relative size of
osteocyte lacunae (lacuna area per bone area) is smaller in
mature lamellar bone tissue than in newly forming woven
bone. Is it known whether this is a result of increasing
deposition of intercellular substance (fibres and matrix),
of actual shrinkage of the lacunae or a combination of
both processes?

Authors: Indeed, there are more osteocyte lacunae per
bone area in wovenbone and their size is also significantly
greater. These observations are consistent with data
obtained from other woven bone sites reported in the
literature (Remaggi ef al., 1998, additional reference;
Hernandez et al., 2004, text reference). Hernandez et al.
suggested that an increase in osteocyte cell size might be
associated with the necessity for a rapid rate of matrix
synthesis in woven bone (Hernandez ef al., 2004, text
reference). Evidently, former “surface” osteoblasts on
lamellar bone become embedded between the layers of
collagen fibrils with changing directions in the lamellae,
and gradually reduce their extracellular matrix (ECM)
production activity, as their content of organelles and
cytoplasm is reduced. On the other hand, so-called
“mesenchymal” osteoblasts (Shapiro, 2008, text reference)
are much larger, may contain as many organelles as active
surface osteoblasts. and are embedded in ECM with
collagen fibrils/fibres with woven orientation. Therefore,
wider peri-osteocyte spaces with signs of on-going ECM
production (e.g.. osteoid seams) can be observed in woven
bone.

Reviewer I: Is it known whether the shape of osteoblastic
cells, as described in this manuscript, is linked to
proliferation activity and/or to stage of cell cycle of the
osteoblasts?

Authors: The shape of the bone-forming cells that cover the
bone surfaces varies from flat to cuboidal or low columnar.
The cuboidal cell shape together with the characteristic
appearance of the cell nuclei and organelles is consistent
with metabolically active cells producing bone matrix.
After completing their bone forming function, osteoblasts
that do not undergo apoptosis or become entrapped in the
bone matrix can transform to flat-shaped cells populating
the bone surface of quiescent bone areas (bone-lining
cells) (Khurana, 2009, text reference; Manolagas, 2000,
additional reference).

Reviewer I: Is there any difference in the items analysed
for this study between corticalis and diploe of the parietal
bones?

Authors: We have found specific features in the pattern/
orientation of the bone trabeculae within the diploe. It
seems that the mineralised bone trabeculae form according
to the orientation of pre-existing mesenchymal tissue and
collagen fibres, which is in line with the observations
of Enlow (Enlow, 1982, text reference). However, it is
difficult to comment on the definite differences between
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the compartments, as there is a rather smooth transition
from the cortical bone to the diploe. We have added a high
magnification image representing the observed orientation
pattern in Fig. 4. A further study focusing on ground
sections through the whole tissue block containing the
suture gap with adjacent bone borders consecutively from
the external periosteal surface to the intracranial surface
covered by the internal periosteum under the dura mater
may enable an additional assessment of cortical and diploic
compartments in both investigated groups.

Reviewer II: The process of subsequent intramembranous
bone formation in the sutures might be at least partly driven
by the mechanical stimuli arising by the expanding brain.
Are there similarities to distraction osteogenesis and could
imbalances in the distraction process lead to advanced
bone development?

Authors: The exact mechanism driving the suture’s
expansion and closure is not yet fully understood, but there
are indeed some hypotheses that mechanical stimuli from
the expanding brain contribute to suture growth (e.g., Davis
et al., 2009, text reference; Oppenheimer et al., 2009, text
reference). The premature suture closure, which occurs
in craniosynostosis, would actually signify that there is
a defect in the cross-talk between the brain and the bone.
Therefore, the normal process of distraction osteogenesis
might not represent the most reliable model for explaining
the craniosynostotic phenotype. Another concern regarding
a comparison with distraction osteogenesis is related
to additional observed types of bone formation at the
distraction gap (enchondral and transchondroid) (Dinu ef
al., 2011, additional reference; Forriol ef al., 2010, text
reference; Lafuente ef al., 2009, text reference; Jazrawi
et al., 1998, text reference; Fink ef al., 2003, additional
reference; Yasui et al., 1997, text reference; Lawler et
al., 2010, additional reference; Ploder ef al., 2002, text
reference) as well as different sequences of osteogenesis
(Shapiro, 2008, text reference). In addition, in distraction
osteogenesis a “premature” closure of the distraction
gap can also occur, either by starting distraction too
late, or if the bone formation capacity is underestimated
in setting the distraction parameters (Aronson and
Harp, 1994, additional reference; Pereira ef al., 2007,
additional reference). Therefore, we think that distraction
osteogenesis and premature suture closure indeed share
several morphological features, but caution is required in
terms of a mechanistic comparison of those entities.

Reviewer III: Can you say that fused sutures in cranial
synostosis are similar to normal fused sutures? There is
no evidence of normal fused sutures presented. There is
also no timeline of events in either the normal or fused
cases. It is therefore difficult to draw the conclusion that
the sequence of events and structure for fused sutures is
normal, just happens early.

Authors: We agree. In general, there is more data
needed in regard to the various levels involved in cranial
bones and suture characteristics. Moreover, hitherto
comprehensive studies dealing with cellular, tissue and
matrix characteristics that specifically focus on prematurely
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fused sutures are rare. As the here presented cell, tissue and
matrix properties in prematurely fused cases do not bear
clues of ossification processes that are pathological itself,
we believe the present study indeed supports the theory
that in cases with isolated craniosynostosis, ossification
simply takes place early. However, the current study design
certainly has limitations in terms of the progression of
craniosynostosis because it does not follow the course of
osteogenesis progressively but rather statically compares
patent and fused segments at one specific time point.

Reviewer III: Recurrent deformity despite successful
surgery is a common experience in the management of
craniosynostosis, indicating a persisting abnormal osseous
growth not amenable to treatment. Do the authors feel that
this experience can be incorporated into their pathogenetic
concept?

Authors: According to previous publications, we do
confirm in our own series that the younger the patients are
the more effective the surgical intervention is. This may
underline the concept of an actually ‘normal’ suture fusion
process that has started too early at one undetermined
time point and spreads over the entire suture. However,
this seems to be limited to the single suture synostosis
most likely. Simple strip craniectomies have been shown
to be successful in the very first weeks of sagittal and
even coronal suture synostosis. Therefore, timing of the
onset of suture fusion or timing of surgery is the crucial
issue. Even early re-ossification can be seen in all cases,
a tendency of recurrent deformities is not obvious in our
series except in the more complex synostoses. In these,
surgery is performed later at the age of 6-9 months. In
summary, premature suture fusion is cured by timely
surgery effectively as long as this process is limited to a
single suture.

Reviewer III: Is it known whether biomechanical
stimulation of these sutures in the evidence of
craniosynostosis could have an effect on the balance
between immigration of new mesenchymal stem cells
and differentiation of those into new osteocytes? In
other words, could wrong biomechanical stimuli lead to
premature fusion besides growth factors and genetics?
Authors: We thank the referee for her/his important
comment. Indeed, the relation between suture fusion
and biomechanical stimuli has been subject of several
studies (Review article: Kokich, 1986, text reference). In
particular, experimentally tensile forces were frequently
applied which led to increased deposition of bone which
may be attributed to a differentiation of osteoblasts and
osteocytes from mesenchymal stem cells at the sutural
margins (Jackson et al., 1979; Guyman et al., 1980,
additional references. In this connection, the expanding
brain was commonly considered as a source of tension
(Kokich, 1986, text reference: Oppenheimer ef al., 2009,
text reference), guiding sutural growth. In the case of
craniosynostosis, the fact that the suture fuses prematurely
might suggest either inappropriate biomechanical stimuli
or rather a disordered cross-talk between the expanding
brain and the suture.
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