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Einleitung

1 Einleitung

In der Toxikologie hangt die Wirkung einer Noxe nicht nur von der Dosis ab sondern auch von
Geschlecht und Lebensabschnitt.

Eine der Aufgaben der Entwicklungstoxikologie besteht in der Untersuchung von
schadigenden Wirkungen bestimmter Noxen auf die Embryonen unabhangig von der
Manifestation dieser Wirkungen. Eine wichtige Manifestation einer solchen Wirkung sind
Veranderungen in der Skelettformation wahrend der Organogenese. Solche Veranderungen
werden allgemein als Anomalien bezeichnet. Seit der Thalidomid- Katastrophe (Contergan®-
Skandal) stehen solche Wirkungen in besonderem Fokus von Gesellschaft, Wissenschaft und
Gesundheitspolitik. Letztere befasst sich unter anderem mit der Risikoerfassung, -bewertung
und -management von Substanzen, die entwicklungstoxisches Potential besitzen.

Das wesentliche Merkmal bei der Regulierung von Substanzen, die Anomalien induzieren
kénnen, ist die Beurteilung, ob diese Anomalie als Variation (Variation) oder Missbildung
(Malformation) klassifiziert werden kann (EU VO CLP (1272/2008)).

Die Entscheidungskriterien fur die Klassifizierung der in entwicklungstoxikologischen Studien
festgestellten Anomalien in eine der beiden oben genannten Kategorien wurden im Rahmen
eines von mehreren internationalen Expertentreffen (Berliner Workshop) diskutiert und
festgelegt (Chahoud et al., 1999). Im verdffentlichten Report dieses Treffens wurde sich auf

folgende Definitionen geeinigt:

“Variation is a change that occurs within the normal population under investigation and is
unlikely to adversely affect survival or health. This might include a delay in growth or

morphogenesis that has otherwise followed a normal pattern of development.”

“Malformation is a permanent structural change that is likely to adversely affect the survival

or health of the species under investigation.”

Wie aus der Definition zu entnehmen, ist ein wesentliches Merkmal fur eine Missbildung ihre
Permanenz im lebenden Organismus. Die Beurteilung des Merkmals Permanenz ist jedoch in
Routine-Studien zur Entwicklungstoxikologie der Ratte, bei denen die Untersuchung der Feten
kurz vor dem Wurftermin am Tag 21 der Trachtigkeit stattfindet, aus zwei Hauptgriinden nicht
madglich. Zum Einen weil bei einem Teil des Skelettsystems, insbesondere im Bereich der
Halswirbelsaule, die Ossifikation erst postnatal abgeschlossen ist. Zum Anderen weil eine
Permanenz von Anomalien nur durch Untersuchungen in entsprechenden postnatalen

Lebensabschnitten beurteilt werden kann.
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Auf einem nachfolgenden Expertentreffen wurden die Ergebnisse einer Umfrage unter
entwicklungstoxikologischen Experten zur Klassifizierung von Skelettanomalien ausgewertet.
Ein Ergebnis dieser Auswertung war die Feststellung, dass die Frage der Permanenz fir
bestimmte Anomalien aus den vorhandenen Erkenntnissen nicht beantwortet werden kann.
Diese Anomalien wurden als sogenannte ,Grey Zone Anomalies® bezeichnet (Solecki et al.,
2001).

In einem Bericht weiterer Expertentreffen (Paumgartten et al., 2009) wurde betont und
dringend empfohlen Untersuchungen zu postnatalen Konsequenzen von fetalen Anomalien
durchzufuihren, um die Unsicherheiten bei der Klassifizierung von Grey Zone Anomalien zu

reduzieren.

1.1 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, zur Klarung des postnatalen Schicksals von Skelettanomalien im
Bereich der Wirbelsaule beizutragen. Hierfir wurden keine neuen Tierexperimente
durchgefiihrt, sondern bereits bearbeitete Skelette von Rattenfeten und Jungtieren aus friher
durchgefiihrten Experimenten mit der Substanz 5-Fluoro-2‘-deoxyuridine (FUDR) untersucht.
Bei FUDR handelt es sich um eine Substanz, die in Untersuchungen mit prinzipiellen
teratologischen Fragestellungen teratologische Effekte sicher induziert und daher als
Modellsubstanz verwendet wird (Chahoud und Paumgartten, 2009).

Die wesentliche wissenschaftliche Aufgabe dieser Arbeit liegt darin, zu der Beantwortung der

folgenden Fragen beizutragen:

Kdnnen Anomalien, die bei Feten an Tag 21 der Trachtigkeit auftraten, auch an Nachkommen

an Tag sieben und/oder Tag 21 postnatal gefunden werden?

Die Permanenz stellt ein wesentliches Merkmal fur die Klassifizierung von Anomalien in
Variation oder Missbildung dar (siehe Definition, Chahoud et al., 1999). Kann eine solche
Klassifizierung alleine auf Grundlage der Befunde von Tag 21 der Trachtigkeit durchgefihrt
werden oder ist zusatzliche Information Uber die Permanenz eines Befundes am postnatalen
Tag 21 dafur erforderlich?
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2 Literaturubersicht
2.1 Nomenklatur und Klassifizierung

Das teratogene Potenzial von Arzneimitteln, Pestiziden, Bioziden und anderen Chemikalien
wird im Rahmen der Risikobewertung sowohl fur die menschliche und tierische Gesundheit
als auch fur die Umwelt untersucht. Die bendtigten Informationen hierfir werden in der Regel
durch tierexperimentelle Studien gewonnen. Bei diesen Studien werden trachtige Muttertiere
wahrend der Organogenese der Feten mit verschiedenen Dosierungen der jeweiligen
Substanz behandelt. Die Feten werden nach der Tétung der Muttertiere enthommen. Dieser
Vorgang wird in der Teratologie ,Sectio caesarea“ genannt. Da die Untersuchungen im
physiologisch reifesten Entwicklungsstadium der Feten durchgefiihrt werden, findet die Tétung
der Muttertiere einen Tag vor dem errechneten Wurftermin statt. Die Ratte wirft in der Regel
zwischen dem Gestationstag 22 und 23, deshalb wird die Sectio caesarea am Gestationstag
21 durchgefihrt. Diese Vorgehensweise basiert auf einer Berechnung, in welcher die ersten
24 Stunden der Trachtigkeit als Gestationstag null bezeichnet werden.

Die Feten werden auf auflere, viszerale und skelettale Anomalien hin untersucht. Die
Nomenklatur fur die Beschreibung der beobachteten Anomalien bei den Nachkommen war in
der Vergangenheit uneinheitlich und variierte von Labor zu Labor. Der Mangel an einer
einheitlichen Nomenklatur fuhrte zu Verwirrung und Unsicherheit bei der Kommunikation von
wissenschaftlichen Ergebnissen und zu Problemen bei der Interpretation der Ergebnisse im
Rahmen der Risikobewertung durch die regulativen Behdrden weltweit. Wahrend der letzten
Jahrzehnte gab es viele Bemihungen um eine international einheitliche Terminologie.
Unterschiedliche Arbeitsgruppen in verschiedenen Landern - darunter auch Deutschland -
sowie internationale Institutionen wie das International Programme on Chemical Safety (IPCS)
oder die Organisation fur wirtschaftiche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD)
unternahmen Anstrengungen, die Nomenklatur zu harmonisieren. Wissenschaftler aus
Behorden, Industrie und Akademie diskutierten die Vorschlage und trafen sich im Jahre 1995
auf dem ersten von acht internationalen Workshops zur Terminologie in der
Entwicklungstoxikologie in Berlin, aus welchem die Publikation der ersten Version der
international vereinbarten Terminologie von Anomalien hervorging (Wise et al., 1997). Seitdem
wurden weitere sieben Berliner Workshops durchgefihrt, in deren Verlauf die Klassifizierung
in Variation und Missbildung von externen, viszeralen und skelettalen Anomalien, die
Einteilung der Befunde in Schweregrade, die zweite Version der international vereinbarten
Terminologie und deren Anwendbarkeit fir verschiedene Labortierspezies sowie das
postnatale Schicksal von Anomalien diskutiert und publiziert wurden (Chahoud et al., 1999;
Solecki et al., 2001, 2003; Makris et al., 2009; Paumgartten et al., 2009; Solecki et al., 2013).

3
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Das postnatale Schicksal von Anomalien bei Feten ist insofern von herausragender
Bedeutung, als dass ihre Einteilung in Variation und Missbildung per definitionem von genau
diesem Schicksal abhangt. Als Missbildung wird die Anomalie dann bezeichnet, wenn erwartet
werden kann, dass sie auch postnatal bestehen bleibt und sich negativ auf das Uberleben oder
die Gesundheit der untersuchten Spezies auswirkt (Chahoud et al., 1999). Das Wissen Uber
die postnatale Persistenz einer Anomalie und ihrer gesundheitlichen Auswirkungen ist bisher
limitiert. Es existieren nur wenige tierexperimentelle Studien Uber das postnatale Schicksal
von Anomalien (Fritz und Hess, 1970; Beck, 1980, 1981,1982, 1983; Wilson et al., 1985;
Collins et al., 1987; Marr et al., 1992). Bereits vor tber 30 Jahren wies Khera (1981) auf die
Bedeutung von systematischen experimentellen Studien zur postnatalen Konsequenz von
Anomalien flur eine wissenschaftlich basierte Klassifizierung hin. Die Expertengruppe fir
Entwicklungstoxikologie betonte im sechsten Berliner Workshop zur Terminologie erneut die
Wichtigkeit solcher Studien fir die Verringerung von Unsicherheiten bei der korrekten

Klassifizierung (Paumgartten et al., 2009).

2.2 Darstellbarkeit der Ossifikationszentren

Am Tag der Sectio caesarea sind mit Ausnahme der Halswirbelkdrper alle Wirbelkdrper
unabhangig vom Gewicht der Feten ossifiziert (Aliverti et al., 1979; Ariyuki et al., 1982;
Chahoud und Paumgartten, 2005).

Die Beurteilung der sichtbaren Ossifikationszentren und Knorpelanlagen erfolgt vor allem in
Bezug auf die Darstellbarkeit (Anlage des Skelettanteils) und Normabweichung der Form
und/oder Anzahl. Strong dokumentierte 1925 als einer der Ersten das Auftreten der
Ossifikationszentren der Wirbelsaule bei der Ratte. In seiner Publikation geht er ausfuhrlich
auf die Problematik der Farbemethoden und die anschlieRende Beurteilung der Skelette ein
(Strong, 1925). Die Methodik wurde in den folgenden Jahren stetig weiterentwickelt (Dawson,
1926; Dawes, 1930; Johnson, 1933, De Beer, 1937). Die heute Ubliche Doppelfarbung der
Skelettanteile (Whitaker und Dix, 1979; McLeod, 1980; Trueman et. al, 1999) zeigt grolle
Vorteile gegenliber der anfanglich Ublichen einfachen Knochenfarbung. Dies muss aber im
Vergleich zu neuen bildgebenden Verfahren, wie Réntgen und Micro-Computertomographie
(Burdan et.al, 2002; Winkelmann und Wise, 2009; Wise und Winkelman, 2009; Torchinsky et
al., 2012) vor allem bezuglich des Arbeits- und Zeitaufwandes kritisch betrachtet werden, da
beide Verfahren gleichwertige Ergebnisse zeigen.

Im ,Atlas of Rat Fetal Skleleton Double Stained for Bone and Cartilage® (Mengola et al., 2001)
ist mittels Alizarin Rot und Alcian Blau- Farbung am Gestationstag 20 jeder Wirbel als

dreiteilige Anlage dokumentiert. Diese besteht aus einem korpeligen oder teilweise



Literaturiibersicht

ossifizierten Corpus mit zwei lateralen, meist ossifizierten Bogenanlagen und kartilaginésem

dorsalen Bogen. Die Processus transversi und die Apophysen sind als Anlage erkennbar.

2.3 Substanz

5-Flouro-2‘-deoxyridine (FUDR) metabolisiert zu 5-Fluordesoxyuridylat, ein irreversibler
Inhibitor der Thymidylat-Synthase, ein Antimetabolit, der im Zellzyklus in die S-Phase der
DNA-Synthese eingreift. Die Thymidylat-Synthase dient der Umwandlung von Uridin-
Monophosphat (dUMP) in Thymidin-Monophosphat (dTMP), ein Nukleotid der DNA. Zellen mit
einer hohen Proliferationsrate, zum Beispiel embryonale Zellen und Krebszellen, haben einen
hohen Bedarf an dTMP. FUDR wird im Zellzyklus durch eine intrazellulare Desoxyuridinkinase
in 5-Fluordesoxyuridylat, Fd-UMP, umgewandelt. Dieses ,falsche® Nucleotid hat eine hohe
Affinitdt zur Thymidylat-Synthase. Es bindet fester als dUMP und blockiert damit die
Thymidylat-Synthase, die Bildung von dTMP und somit die Zellproliferation (Voet und Voet,
1994).

Pharmakokinetisch zahlt FUDR zu den ,first-pass-clearance®- Zytotoxinen, welches vor allem
bei der Behandlung von Lebermetastasen infolge gastrointestinaler Karzinome und
Nierenzellkarzinome neoadjuvant oder palliativ eingesetzt wird (Oertel, 1998, Chang et al.,
1987; Lanning et al., 1990; Dexeus et al., 1991, Conroy et al., 1993; Rocca Rossetti und
Terrone, 1999; Aveta et al., 1997; Reese et al., 2000).

FUDR gilt in der experimentellen Reproduktionstoxikologie als Modellsubstanz fir
wissenschaftliche und regulative Teratogenitatsstudien (Chahoud und Paumgartten, 2009).
Die teratogene Wirkung von FUDR wird im ,Catalog of Teratogenic Agents“ (Shepard, 1986)
fur Kiken, Mause und Ratten benannt und durch tierexperimentelle Untersuchungen
nachgewiesen. Folgende Veranderungen traten nach Exposition auf: die Ausbildung von
Gaumenspalten bei Ratten (Ferguson,1978; Singh et al,. 1997), Gaumenspaltenbildung beim
Alligator (Ferguson, 1981), Anomalien an den Wirbelkdrpern wie zum Beispiel dumbbell-
shaped (Chahoud et al., 1992), Hamatombildung infolge Bluthochdruck bei FUDR-
behandelten Huhner-Kiken-Embryonen (Patel et al.,1996) und daraus womoglich
resultierende Defekte der GliedmalRen (Nolan et al.,1998), Verzdgerung des embryonalen
Wachstums bei Mausen (Amwayi und Otianga-Owiti, 1997) und reproduktive Dysfunktion

mannlicher Mause infolge neurogener Dysplasie (Nagao et.al., 1998).
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3 Material und Methode
3.1 Substanz

5—-Fluoro-2'-deoxyuridine (FUDR), welches zu 5-Fluordesoxyuridylat, einem irreversiblen
Inhibitor der Thymidylat-Synthase metabolisiert, wurde von Sigma-Aldrich, Deutschland

bezogen.

Tierhaltung, Verpaarung, Behandlung, Untersuchungszeitpunkte, Praparation und
Farbemethode wurden bereits publiziert (Chahoud und Paumgartten, 2009) und werden

nachfolgend nochmals beschrieben:

3.2 Tiere und Tierhaltung

Fir die Untersuchung wurden junge mannliche und erstgebarende weibliche Ratten des
Stammes Wistar genutzt (Bor:Wisw/spf, TNO, Winkelmann, Borchen, BRD). Die Tiere wurden
getrenntgeschlechtlich in Gruppen von bis zu funf Tieren unter SPF-Bedingungen, in
Makrolon®-Kafigen Typ IV, auf Weichholzgranulat gehalten. In den vollklimatisierten
Tierstallen herrschte eine Temperatur von 21° £ 1°C, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von
50% = 5%. Der Tag-und Nachtrhythmus wurde mittels Zeitschaltuhr- mit Lichtzeiten von 9.00-
21.00 Uhr- geregelt. Die Ratten erhielten ein Standard-Pellet-Futter (Altromin® 1324,Firma

Altromin, Lage, BRD) und Trinkwasser ad libitum.

3.3 Verpaarung

Fir die Verpaarung wurden drei weibliche Ratten flr zwei Stunden zu einem mannlichen Tier
gesetzt (6.00-8.00 Uhr). Der Tag, an dem beim weiblichen Tier ein spermienhaltiger
Vaginalabstrich festgestellt wurde, galt als erster Trachtigkeitstag, Tag null der Gestation
(Chahoud und Kwasigroch, 1977).

3.4 Behandlung der Tiere

Nach der Verpaarung wurden die trachtigen Tiere randomisiert in acht Gruppen eingeteilt. Die
Muttertiere der Behandlungsgruppen erhielten an Tag 11 der Gestation einmalig subkutan 35,
40, 45, 50, 55, 65 und 75 mg FUDR/kg Kdrpergewicht (KGW). Die Kontrollgruppe erhielt das
Vehikel Aqua destillata in einem Volumen von 10 mi/kg KGW.

Direkt nach der Behandlung wurden die Tiere fur einige Stunden auf Intoxikationsanzeichen
und abnormales Verhalten hin beobachtet. Eine Gewichtskontrolle erfolgte regelmaRig ab Tag
6
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null der Gestation Uber die gesamte Beobachtungsphase hinweg, sowie am Tag der Sectio
caesarea an Gestationstag (GD) 21. Diese Sectio wurde bei einem Teil der Tiere durchgefihrt,
wahrend man dem anderen Teil der Tiere erlaubte ihre Jungtiere zu werfen und bis
Postnataltag (PND) 7 oder (PND) 21 aufzuziehen (Tabelle 1).

Zur Prifung der postnatalen Persistenz pranatal induzierter skelettaler Effekte durch die
Substanz FUDR, wurden die Wirbelkérper von insgesamt 1163 Rattennachkommen der oben
beschriebenen Altersgruppen untersucht.

Die Untersuchungszeitpunkte sind in Tabelle1 dargestellt:

Tabelle 1

Anzahl FUDR-

Gruppe/Untersuchungszeitpunkt | Anzahl Kontrolltiere
behandelte Tiere

GD 21 117 233
PND 7 145 308
PND 21 86 274

GD 21: gestational day 21

PND 7: postnatal day 7

PND 21: postnatal day 21

3.5 Praparation

Am Gestationstag 21 wurden die Muttertiere der Gruppe GD 21 dekapitiert und nach dem
Ausbluten auf dem Ricken auf einer saugfahige Unterlage gelagert. Der Bauchraum wurde
Uber einen Medianschnitt eréffnet, der Uterus in toto entnommen, gewogen und die Foetenzahl
des rechten und linken Uterushorns inklusive toter und resorbierter Fruchtanlagen
dokumentiert. Die aus den Fruchthillen entwickelten Foeten wurden gewogen und auf
aulerlich sichtbare Veranderungen untersucht.

Die Jungtiere der Gruppen PND 7 und PND 21 wurden am 7. bzw. 21. Tag nach ihrer Geburt
getdtet, gewogen und ebenfalls auf &uferlich sichtbare Veranderungen untersucht.
Anschlielend durchliefen die Nachkommen aller Gruppen das unten beschriebene Prozedere

der Knochen-Knorpel-Farbung.

3.6 Knochen-Knorpel-Farbung

Die von der reinen Knochenfarbung (Dawson, 1926) weiterentwickelte und durch zahlreiche
Studien in abgewandelter Form bestatigte Knochen-Knorpel-Doppelfarbemethode mit Alcian
Blau und Alizarin Rot (Whitaker und Dix, 1979; McLeod, 1980; Maitland und Arsenault, 1989)
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wurde im hier verwandten Hausprotokoll zur Doppelfarbung genutzt und erlaubt die
Beurteilung des Entwicklungsgrades sowohl der kndchernen als auch der kartilagindsen
Anteile des zu untersuchenden Skelettbereichs. Die Untersuchungen von kndchernen und
kartilagindsen Anteilen ist ein Hauptbestandteil teratologischer Untersuchungsmethoden.
Diese klassische Doppelfarbemethode ist sehr zeit-und kostenaufwandig, neue Farbstoffe wie
Murexide (Miller und Tarpley, 1996) sowie automatisierte Techniken (Trueman et al., 1999),
digitale Rontgenverfahren (Burdan et al, 2002) oder die Nutzung der Micro-
Computertomographie (Winkelmann und Wise, 2009) sind diskussionswirdige neuere
Methoden, die hier jedoch nicht angewandt wurden.

Die getdteten Rattennachkommen wurden bei -20°C eingefroren. Im gefrorenen Zustand

erfolgten mehrere Hautschnitte:

a) vom Kopf zum Schwanz (ventral und dorsal),
b) zirkular um den Hals ,

c¢) zirkular um den Bauch ,

d) zirkular unterhalb der vorderen Extremitaten,

e) zirkular oberhalb der hinteren Extremitaten.

Anschlieend wurde die Haut in kleinen Stiicken mit einer Pinzette unter prazisem Nachfassen
abgezogen. Die Eviszeration des thorakalen und abdominalen Bereichs, einschliel3lich der
Entfernung subkutaner Fettpolster, schloss sich an. Zur Knorpelfarbung wurden die
Nachkommen dann in eine Farbelésung aus 9 mg Alcian-Blau, 60 ml Ethanol und 40 ml
Eisessig fur 24 Stunden eingelegt. Diese farbt spezifisch Mucopolysaccharide und erlaubt so
die Beurteilung der knorpeligen Anteile des Skeletts.

Im nachsten Schritt erfolgte das Entwassern Uber vier Tage im taglich gewechselten
Ethanolbad. Zur abschlieRenden Knochenfarbung durchliefen die Proben ein zwei- bis
dreitdgiges Bad in einer Lésung aus: 2 ml Alizarin—Rot (0,3% in Wasser) in 1000 ml einer
3%igen Kaliumhydroxid-Lésung, welche spezifisch Kalzium farbt und damit die Beurteilung
der ossifizierten Anteile des Skeletts erlaubt. Abschliel3end erfolgte eine Waschung in Glyzerin
in ansteigenden Konzentrationen von 25%, 50%, 100% flr je 24 Stunden. Bis zur Auswertung

wurden die Proben in 200 ml Weithalsglasern mit purem Glycerin gelagert.

3.7 Untersuchung und Auswertung des Skeletts

Mit Hilfe eines Stereolupenmikroskops mit beleuchtetem Objekttisch (Firma Carl Zeiss, Jena)
wurden bei vier-bis achtfacher VergréRerung die in einer mit Glycerin gefiillten Petrischale

liegenden Skelette ausgewertet und anschlieRBend fotografiert. Das gesamte Skelett, mit den
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blau gefarbten knorpeligen und den rot gefarbten knéchernen Anteilen, wurde nach einem
festen, standardisierten Schema untersucht und die Befunde dokumentiert. Der

Untersuchungsgang lief in allen Altersstufen wie folgt ab:

In Brust-Bauch-Lage erfolgte die Adspektion der Wirbelbdgen der Wirbelsaule (WS) von dorsal
inklusive der Articulationes intervertebrales, sowie die Bewertung der Dorsalstrukturen des
Schadels.

In Seitenlage (auf der linken Korperseite) wurde die Adspektion der rechts-lateralen
Wirbelbogenanteile der Wirbelsaule, der Rippen und Rippenbdgen rechts, sowie die rechts-
laterale Ansicht der Vorder-und Hintergliedmalie, die dorso-ventrale (d/v) Ansicht der rechten
Vorder- und Hinterpfote , die Beckengurtelbeurteilung von rechts-lateral und die Bewertung

rechts-lateraler Schadelstrukturen vorgenommen.

In Seitenlage (auf der rechten Koperseite) erfolgte die Adspektion der links-lateralen
Wirbelbogenanteile der Wirbelsaule, der Rippen und Rippenbdgen links, sowie die links-
laterale Ansicht der Vorder-und Hintergliedmalle, die dorso-ventrale Ansicht der linken Vorder-
und Hinterpfote , die Beckengurtelbeurteilung von links-lateral, und die Bewertung links-

lateraler Schadelstrukturen.

Aus der Rickenlage heraus konnten die ventro-dorsale (v/d) und dorso-ventrale Adspektion
der Vordergliedmalen (inklusive Pfoten), des Sternum und der Rippen ventro-dorsal
vorgenommen werden. Die Eréffnung des Thorax, ein caudo-cranialer Schnitt durch die linke
sternumnahe Costalreihe, ermdglichte die Beurteilung dann aller Wirbelkérper und
Wirbelbégen der Wirbelsdule von ventro-dorsal und des Sternum von dorso-ventral. In
Rickenlage konnten die HintergliedmalRen in toto in dorso-ventraler und ventro-dorsaler
Ansicht , der Beckenglrtel und alle Strukturen des Schadels aus ventro-dorsaler Ansicht

bewertet werden.

Bei der allseitigen Beurteilung der Wirbelsaule mit sieben Halswirbeln, 13 Brustwirbeln, sechs
Lendenwirbeln, vier Sakral- und 27 bis 31 Schwanzwirbeln in drei Altersstufen wurden stets
die drei primaren Ossifikationszentren eines Wirbelkérpers auf Form, GréRe, Lage und

Ossifikationsgrad hin untersucht.

Nachstehende Abbildungen (Abb. 1und 2) zeigen exemplarisch aus dem Bereich der Hals-

und Brustwirbelsdule von Kontrolltieren die oben genannte Vorgehensweise.
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Abb.1a-1f

Abb.1a HWS GD 21 v/d Abb.1b HWS PND 7 v/d Abb.1c HWS GD 21 v/d

Abb.1e HWS PND 7 d/v Abb.1f HWS PND 21 d/v

Abb. 2a-2f

Abb.2a BWS GD 21 v/d Abb.2b BWS PND 7 v/d Abb.2c BWS PND 21 v/d

Abb.2e BWS PND 7 div Abb.2f BWS PND 21 d/v
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3.8 Auswertung der Befunde

Die an den knoéchernen und Kkartilaginésen Strukturen erhobenen Befunde wurden
handschriftich wahrend des Mikroskopierens notiert. Die dokumentierte Veranderung
beschrieb die Region (Bezeichnung des Knochens oder dessen kartilagindsen Vorlaufers) und
den Befund, entsprechend des Terminologiekatalogs —Version 2 (Makris et al., 2009). Alle
asymmetrisch erscheinenden Befunde wurden mit dem neuen Terminus asymmetric
ossification beschrieben. Die erhobenen Daten wurden abschlieRend in eine Accsess-Datei

als Zahlen-und Buchstaben-Code eingegeben.
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4 Ergebnisse

Zur Beschreibung und Benennung der Befunde wird die international vereinbarte Nomenklatur
in englischer Sprache verwendet (Makris et al., 2009). Hier soll darauf hingewiesen werden,
dass fur diese Nomenklatur keine deutsche Version existiert. Diese Nomenklatur wird
weitgehend von Wissenschaft, Industrie und Behérden akzeptiert und verwendet. Die
Ergebnisse dieser Arbeit werden in zusammengefassten Ubersichtstabellen (Tabelle 2-6)
dargestellt, ein umfassender Bildkatalog liegt dieser Arbeit als Anlage bei. Das Thema der
vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit dem Schicksal von Anomalien wahrend der
postnatalen Entwicklung unabhangig von Art der Substanz und deren Dosierungen. Aus
diesem Grund werden in den Ubersichtstabellen die Ergebnisse aus allen Dosierungsgruppen
zu einer Gruppe FUDR zusammengefasst. Ebenso wird mit den jeweiligen Kontrollgruppen

verfahren.

4.1 Ubersicht liber die Anzahl der untersuchten Wirbelkérper

In Tabelle 2 ist die Anzahl der untersuchten Wirbelkérper der Hals-, Brust-, Lenden- und
Sakralwirbelsaule dargestellt. Die Anzahl der Wirbelkdrper ist errechnet durch die
Multiplikation der Anzahl der Nachkommen mit der Anzahl der Wirbelkdrper der einzelnen
Bereiche der Wirbelsdule (Halswirbel, n = 7; Brustwirbel, n = 13; Lendenwirbel, n = 6;
Sakralwirbel n = 4).

Diese Vorgehensweise ist notwendig, da es flr die Beurteilung der teratogenen Wirkung einer

Substanz auf die Veranderung jedes einzelnen Wirbels ankommt.

Tabelle 2 ist zu entnehmen, dass die Untersuchung der Tiere am Tag 21 der Trachtigkeit
(gestational day (GD) 21) sowie an den Tagen sieben und 21 postnatal (postnatal day (PND)
7 und 21) durchgefihrt wurde. Die Anzahl der untersuchten Wirbelkérper am Tag 21 der
Trachtigkeit betrug bei der FUDR Gruppe 6990, bei der Kontrollgruppe 3510. Am Tag sieben
postnatal betrug die Anzahl der untersuchten Wirbelkérper bei der FUDR Gruppe 9240, bei
der Kontrollgruppe 4350. Am Tag 21 postnatal betrug die Anzahl der untersuchten
Wirbelkérper bei der FUDR Gruppe 8220, bei der Kontrollgruppe 2580. Somit ergibt sich eine

Gesamtzahl von 34890 im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Wirbelkérpern.
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Tab. 2: Ubersicht tiber die untersuchten Wirbelkdrper

Tag der

Untersuchung GD 21 PND 7 PND 21
Gruppe FUDR Kontrolle FUDR Kontrolle FUDR Kontrolle
Anzahl der

Nachkommen 233 117 308 145 274 86
Anzahl der

untersuchten

Wirbelkorper

Halswirbelsaule 1631 819 2156 1015 1918 602
Brustwirbelsaule 3029 1521 4004 1885 3562 1118
Lendenwirbelsaule 1398 702 1848 870 1644 516
Sakralwirbelsaule 932 468 1232 580 1096 344
Gesamt 6990 3510 9240 4350 8220 2580

Die gesamte Anzahl betrug 34890 Wirbelkorper
GD 21: gesational day 21
PND 7: postnatal day 7

PND 21: postnatal day 21
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4.2 Befunde der Halswirbelkérper

In Tabelle 3 a-c sind die Ergebnisse der Befundung an den drei Untersuchungszeitpunkten
dargestellt.

In Tabelle 3a sind die Befunde an Tag 21 der Trachtigkeit (GD 21) von mit FUDR behandelten
Tieren und den zugehdrigen Kontrolltieren aufgelistet. In der Halswirbelsaule trat sowohl in der
Behandlungsgruppe als auch in der Kontrollgruppe eine besonders hohe Anzahl an nicht
ossifizierten Ossifikationszentren (Cervical centrum unossified) auf (FUDR: 1387 von 1631;
85,04%; Kontrollen: 341 von 819; 41,6%). Es verblieb in der FUDR-Gruppe eine Zahl von 244
ossifizierten zervikalen Wirbelkorpern fur die Befundung. Drei von 244 (1,2%) untersuchten
Wirbelkdrpern zeigten die Anomalie Cervical cenfrum asymmetric ossification. Weitere
Anomalien in der Behandlungsgruppe waren Cervical centrum bipartite ossification (25 von
244; 10,25%) Cervical centrum dumbbell-shaped (6 von 244; 2,46%) und Cervical centrum
hemicentric (8 von 244; 3,28%).

Auch am Processus odontoideus (Wirbelkorperfortsatz der erst nach PND 21 zum Dens axis
verschmilzt) wurde die Anomalie Processus odontoideus unossified in hohem Male
beobachtet (FUDR: 220 von 233; 94,42%; Kontrollen: 90 von 117; 76,92%). Hier verblieben
13 Processdus fir die Befundung. Von diesen wies keiner eine Anomalie auf.

Am Halswirbelbogen war an funf von 1631 (0,31%) befundeten Wirbeln die Anomalie Cervical
arch misshapen zu beobachten.

Der ventrale Fortsatz des sechsten Halswirbelkorpers wies die Anomalie Anterior tubercle
malpositioned an drei von 233 (1,29%) Halswirbelkdrpern auf.

Die an Tag sieben postnatal (PND 7) untersuchten Nachkommen wiesen an den
Ossifikationszentren die Anomalie Cervical centrum absent an sechs von 2156 (0,28%)
Halswirbelkdrpern auf. Die Anomalien Cervical centrum asymmetric ossification (220 von
2150; 10,23%) und Cervical centrum bipartite ossification (463 von 2150; 21,53%) waren mit
einer hohen Inzidenz an PND 7 zu beobachten. Weitere sichtbare Anomalien an den
Halswirbelkdrpern waren Cervical centrum dumbbell-shaped (9 von 2150; 0,42%), Cervical
centrum hemicentric (33 von 2150; 1,53%) und Cervical centrum misshapen (5 von 2150;
0,23%).

Am Processus odontoideus waren an PND 7 die Anomalien Processus odontoideus
asymmetric ossification (106 von 308; 34,42%), Processus odontoideus bipartite ossification
(174 von 308; 56,49%) und Processus odontoideus dumbbell-shaped (96 von 308; 31,17%)
zu beobachten. Am Halswirbelbogen trat bei einem von 2156 (0,05%) an PND 7 befundeten
Halswirbeln die Anomalie Cervical arch misshapen auf.

Auch an PND 7 wies der ventrale Fortsatz des sechsten Halswirbelkorpers die Anomalie

Anterior tubercle malpositioned an 36 von 308 (11,69%) Halswirbelkdrpern auf (Tabelle 3b).
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Tabelle 3c ist zu entnehmen, dass Nachkommen, die zum Untersuchungszeitpunkt 21 Tage
alt waren (PND 21), an 13 von 1918 (0,68%) Wirbelkorpern die Anomalie Cervical centrum
absent zu beobachten war. Von den restlichen 1905 zu untersuchenden Ossifikationszentren
der Halswirbelkdrper wiesen 26 (1,36%) die Anomalie Cervical centrum asymmetric
ossification, 104 (5,46%) die Anomalie Cervical centrum bipartite ossification, 24 (1,26%) die
Anomalie Cervical cenfrum dumbbell-shaped, 41 (2,15%) die Anomalie Cervical centrum
hemicentric und 45 (2,36%) die Anomalie Cervical centrum misshapen auf.

Am Processus odontoideus waren an PND 21 die Anomalien Processus odontoideus
asymmetric ossification (49 von 274; 17,88%), Processus odontoideus bipartite ossification
(164 von 274; 59,85%) und Processus odontoideus dumbbell-shaped (70 von 274; 25,55%)
zu beobachten. Der Halswirbelbogen wies bei zehn von 1918 (0,52%) der an PND 21
befundeten Halswirbel die Anomalie Cervical arch misshapen auf. Am ventralen Fortsatz des
sechsten Halswirbelkorpers trat die Anomalie Anterior tubercle malpositioned an 62 von 274
(22,63%) Halswirbelkdrpern auf.

Bei den Kontrolltieren wiesen an Tag 21 der Gestation 341 von 819 (41,64%) der
Ossifikationszentren in den Halswirbelkérpern die Anomalie Cervical centrum unossified auf.
Damit standen noch 478 ossifizierte Wirbelkorper fur die weitere Beurteilung zur Verfigung.
Von diesen war bei zehn von 478 (2,09%) die Anomalie Cervical centrum bipartite ossification
zu beobachten. Am Processus odontoideus traten an GD 21 folgende Anomalien auf:
Processus odontoideus unossified (90 von 117; 76,92%), Processus odontoideus asymmetric
ossification (1 von 27; 3,70%), Processus odontoideus bipartite ossification (5 von 27;
18,52%), und Processus odontoideus dumbbell-shaped (3 von 27; 11,11%).

Der ventrale Fortsatz des sechsten Halswirbelkrpers wies die Anomalie Anterior tubercle

malpositioned an drei von 117 (2,56%) Halswirbelkdrpern auf (Tabelle 3a).

Bei den Kontrollnachkommen des Untersuchungszeitpunkts PND 7 traten an den
Ossifikationszentren der Halswirbelkorper die Anomalien Cervical centrum asymmetric
ossification (5 von 1015; 0,49%), Cervical centrum bipartite ossification (23 von 1015; 2,273%),
Cervical centrum dumbbell-shaped (2 von 1015; 0,20%) und Cervical centrum hemicentric (2
von 1015; 0,20%) auf. Am Processus odontoideus waren am siebten postnatalen Tag in der
Kontrollgruppe die Anomalien Processus odontoideus asymmetric ossification (16 von 145;
11,03%), Processus odontoideus bipartite ossification (92 von 145; 63,45%) und Processus
odontoideus dumbbell-shaped (33 von 145; 22,76%) zu beobachten (Tabelle 3b).

Am Untersuchungszeitpunkt PND 21 wies der Processus odontoideus die Anomalien

Processus odontoideus asymmetric ossification (1 von 86; 1,16%), Processus odontoideus
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bipartite ossification (9 von 86; 10,47%) und Processus odontoideus dumbbell-shaped (24 von
86; 27,91%) auf (Tabelle 3c). Die restlichen Bereiche der Halswirbelsaule waren bei den

Nachkommen der Kontrollgruppe zu diesem Untersuchungszeitpunkt nicht verandert.
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Tabelle 3a: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Halswirbels&ule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 der Trachtigkeit
Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper mit | Anzahl der Wirbelkorper | Wirbelkorper
untersuchten Wirbelkérper ~ Anomalien in untersuchten  mit mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper mit Anomalien Prozent Wirbelkérper ~ Anomalien in Prozent
Cervical centrum unossified 1631 1387 85,04 819 341 41,64
asymmetric ossification 244 3 1,23 478 0 0,00
bipartite ossification 244 25 10,25 478 10 2,09
dumbbell-shaped 244 6 2,46 478 0 0,00
hemicentric 244 8 3,28 478 0 0,00
misshapen 244 0 0,00 478 0 0,00
Proc.odontoideus unossified 233 220 94,42 117 90 76,92
asymmetric ossification 13 0 0,00 27 1 3,70
bipartite ossification 13 0 0,00 27 5 18,52
dumbbell-shaped 13 0 0,00 27 3 11,11
Cervical arch misshapen 1631 5 0,31 819 0 0,00
Anterior tubercle
C6 malpositioned 233 3 1,29 117 3 2,56
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Tabelle 3b: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Halswirbelsdule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 7 postnatal

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkérper mit | Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper mit
untersuchter Wirbelkorper Anomalien in untersuchter Wirbelkérper  Anomalien in
Bereich Anomalie Wirbelk&rper mit Anomalien  Prozent Wirbelk&rper mit Anomalien Prozent
Cervical centrum absent 2156 6 0,28 1015 0 0,00
asymmetric
ossification 2150 220 10,23 1015 5 0,49
bipartite ossification 2150 463 21,53 1015 23 2,27
dumbbell-shaped 2150 9 0,42 1015 2 0,20
hemicentric 2150 33 1,53 1015 2 0,20
misshapen 2150 5 0,23 1015 0 0,00
Proc.odontoideus unossified 308 0 0,00 145 0 0,00
asymmetric
ossification 308 106 34,42 145 16 11,03
bipartite ossification 308 174 56,49 145 92 63,45
dumbbell-shaped 308 96 31,17 145 33 22,75
Cervical arch misshapen 2156 1 0,05 1015 0 0,00
Anterior tubercle C6 malpositioned 308 36 11,69 145 0 0,00
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Tabelle 3c: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Halswirbelséule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 postnatal
Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper
untersuchten Wirbelkorper mit Anomalien | untersuchten Wirbelkérper mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkérper mit Anomalien in Prozent Wirbelkorper mit Anomalien in Prozent
Cervical centrum absent 1918 13 0,68 602 0 0,00
asymmetric ossification 1905 26 1,36 602 0 0,00
bipartite ossification 1905 104 5,46 602 0 0,00
dumbbell-shaped 1905 24 1,26 602 0 0,00
hemicentric 1905 41 2,15 602 0 0,00
misshapen 1905 45 2,36 602 0 0,00
Proc.odontoideus unossified 274 0 0,00 86
asymmetric ossification 274 49 17,88 86 1 1,16
bipartite ossification 274 164 59,85 86 9 10,47
dumbbell-shaped 274 70 25,55 86 24 27,91
Cervical arch misshapen 1918 10 0,52 602 0 0,00
Anterior tubercle
C6 malpositioned 274 62 22,63 86 0 0,00

19



Ergebnisse

In Abb.3a1-3a8 wird eine Auswahl der in Tabelle 3a gelisteten Anomalien der Halswirbelsaule

im Vergleich zu normalen Wirbelkérpern zum Untersuchungszeitpunkt GD 21 dargestellt.

Abb.3a1: Halswirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Cervical centrum unossified

A Control B+C Cervical centrum unossified

Abb.3a2: Halswirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Cervical centrum asymmetric ossification

A Control B Cervical centrum asymmetric ossification

Abb.3a3: Halswirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Cervical centrum bipartite ossification

A Control B+C Cervical centrum bipartite ossification

g
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Abb.3a4: Halswirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Cervical centrum dumbbell-shaped

A Control B Cervical centrum dumbbell-shaped

Abb.3a5: Halswirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Cervical centrum hemicentric

A Control B+C Cervical centrum hemicentric

Abb.3a6: Halswirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Processus odontoideus unossified

A Control B+C Processus odontoideus unossified

Abb.3a7: Halswirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Cervical arch misshapen

A Control B+C Cervical arch misshapen
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Abb.3a8: Halswirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Anterior tubercle C6 malpositioned

A Control B+C Anterior tubercle C6 malpositioned

In den Abb.3b1-3b10 wird eine Auswahl der in Tabelle 3b gelisteten Anomalien der
Halswirbelsaule im Vergleich zu normalen Wirbelkérpern zum Untersuchungszeitpunkt PND 7

dargestellt.

Abb.3b1: Halswirbelkdrper PND 7 mit dem Befund: Cervical centrum absent

A Control B+C Cervical centrum absent

Abb.3b2: Halswirbelkdrper PND 7 mit dem Befund: Cervical centrum asymmetric ossification

A Control B+C Cervical centrum asymmetric ossification
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Abb.3b3: Halswirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Cervical centrum bipartite ossification

A Control B+C Cervical centrum bipartite ossification

Abb.3b4: Halswirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Cervical centrum dumbbell-shaped

A Control B+C Cervical centrum dumbbell-shaped

Abb.3b5: Halswirbelkdrper PND 7 mit dem Befund: Cervical centrum hemicentric

A Control B+C Cervical centrum hemicentric

Abb.3b6: Halswirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Cervical centrum misshapen

A Control B+C Cervical centrum misshapen
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Abb.3b7: Halswirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Processus odontoideus asymmetric

ossification

A Control B+C Processus odontoideus asymmetric ossification

Abb.3b8: Halswirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Processus odontoideus bipartite
ossification

A Control B+C Processus odontoideus bipartite ossification

Abb.3b10: Halswirbelkdrper PND 7 mit dem Befund: Anterior tubercle C6 malpositioned

A Control B+C Anterior tubercle C6 malpositioned
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In den Abb.3c1-3c11 wird eine Auswahl der in Tabelle 3c gelisteten Anomalien der
Halswirbelsaule im Vergleich zu normalen Wirbelkdrpern zum Untersuchungszeitpunkt PND

21 dargestellt.

Abb.3c1 Halswirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Cervical centrum absent

A Control B+C Cervical centrum absent

Abb.3c2: Halswirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Cervical centrum asymmetric ossifcation

A Control B+C Cervical centrum asymmetric ossification

Abb.3c3: Halswirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Cervical centrum bipartite ossification

A Control B+C Cervical centrum bipartite ossification
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Abb.3c4: Halswirbelkorper PND 21 mit dem Befund: Cervical centrum dumbbell-shaped

A Control B Cervical centrum dumbbell-shaped

Abb.3c5: Halswirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Cervical centrum hemicentric

A Control B+C Cervical centrum hemicentric

Abb.3c6: Halswirbelkorper PND 21 mit dem Befund: Cervical centrum misshapen

A Control B+C Cervical centrum misshapen

Abb.3c7: Halswirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Processus odontoideus asymmetric
ossification

A Control B+C Processus odontoideus asymmetric ossification
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Abb.3c8: Halswirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Processus odontoideus bipartite
ossification

A Control B+C Processus odontoideus bipartite ossification

Abb.3c9: Halswirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Processus odontoideus dumbbell-shaped

A Control B+C Processus odontoideus dumbbell-shaped

Abb.3c10: Halswirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Cervical arch misshapen

A Control B+C Cervical arch misshapen

Abb.3c11: Halswirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Anterior tubercle C6 malpositioned

A Control B+C Anterior tubercle C6 malpositioned
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4.3 Befunde der Brustwirbelkorper

In Tabelle 4 a-c sind die Ergebnisse der Befundung der Brustwirbel in den drei Altersstufen
dargestellt.

In Tabelle 4a sind die Befunde an Tag 21 der Trachtigkeit (GD 21) von mit FUDR behandelten
Tieren und den zugehdrigen Kontrolltieren aufgelistet. Es traten verschiedene Anomalien mit
unterschiedlichen Inzidenzen nach Behandlung mit FUDR auf. Bei 77 von 3029 (2,54%)
Wirbelkdrpern trat am Ossifikationszentrum die Anomalie Thoracic centrum unossified auf.
Von den verbliebenen 2952 untersuchten Wirbelkérpern wiesen 281 die Anomalie Thoracic
centrum asymmetric (9,52%) auf. Die Anomalie Thoracic centrum bipartite ossification
(45,63%) trat bei 1347 von 2952 Wirbelkdrpern auf. 130 von 2952 untersuchten Wirbelkérpern
zeigten die Anomalie Thoracic centrum dumbbell-shaped (4,40%), 37 von 2952 (1,25%) die
Anomalie Thoracic centrum hemicentric und vier von 2952 (0,14%) die Anomalie Thoracic
centrum misshapen. Am Wirbelbogen des Brustwirbels (Vertebra thoracic arch) war bei einem
von 3029 (0,03%) der Befund Thoracic arch misshapen zu beobachten.

Die an Tag sieben postnatal (PND 7) untersuchten Nachkommen wiesen die Anomalien
Thoracic centrum asymmetric ossification (1 von 4004 0,02%), Thoracic centrum bipartite
ossification (207 von 4004; 5,17%) und Thoracic centrum dumbbell-shaped bei 57 von 4004
Wirbelkdrpern (1,42%) auf. Am Wirbelbogen des Brustwirbels trat bei einem von 4004 (0,02%)
der Befund Thoracic arch misshapen auf (Tabelle 4b).

Tabelle 4c ist zu entnehmen, dass Nachkommen, die zum Untersuchungszeitpunkt 21 Tage
alt waren (PND 21), die Anomalien Thoracic centrum bipartite ossification bei 107 von 3562
(3,00%) Wirbelkdrpern, Thoracic centrum dumbbell-shaped bei 74 von 3562 (2,08%) und
Thoracic centrum misshapen bei drei von 3562 (0,08%) Wirbelkorpern aufwiesen.

An den Wirbelbdgen zeigte sich an zehn von 3562 (0,28%) die Anomalie Thoracic arch
misshapen.

In den Kontrollgruppen waren zum Zeitpunkt GD 21 bei einem von 1521 (0,07%)
Ossifikationszentren der Wirbelkorper die Anomalie Thoracic centrum asymmetric ossification,
bei 19 von 1521 (1,25%) Wirbelkdrpern eine Thoracic centrum bipartite ossification und bei 15
von 1521 Wirbelkérpern (0,99%) eine Thoracic centrum dumbbell-shaped auf (Tabelle 4a).
Die Kontrolinachkommen des Untersuchungszeitpunkts PND 7 zeigten an je zwei von 1885
(0,11%) Brustwirbelkérpern die Anomalien Thoracic centrum bipartite ossification und Thoracic
centrum dumbbell-shaped (Tabelle 4b).

An PND 21 waren die beiden Anomalien Thoracic centrum bipartite ossification und Thoracic
centrum dumbbell-shaped an einem (0,09%) beziehungsweise zwei (0,18%) von 1118

Brustwirbelkdrpern zu beobachten (Tabelle 4c).
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Tabelle 4a: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Brustwirbelsaule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 der Trachtigkeit
Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper mit
untersuchten Wirbelkérper mit  mit Anomalien | untersuchten Wirbelkdrper Anomalien in
Bereich Anomalie Wirbelkorper Anomalien in Prozent Wirbelkorper mit Anomalien  Prozent
Thoracic centrum unossified 3029 77 2,54 1521 0 0,00
asymmetric ossification 2952 281 9,52 1521 1 0,07
bipartite ossification 2952 1347 45,63 1521 19 1,25
dumbbell-shaped 2952 130 4,40 1521 15 0,99
hemicentric 2952 37 1,25 1521 0 0,00
misshapen 2952 4 0,14 1521 0 0,00
Thoracic arch misshapen 3029 1 0,03 1521 0 0,00
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Tabelle 4b: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Brustwirbelsédule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 7 postnatal

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper
untersuchten Wirbelkérper mit Anomalien |untersuchten  Wirbelkérper mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper mit Anomalien  in Prozent Wirbelkérper  mit Anomalien in Prozent
Thoracic centrum unossified 4004 0 0,00 1885 0 0,00
asymmetric
ossification 4004 1 0,02 1885 0 0,00
bipartite ossification 4004 207 5,17 1885 2 0,11
dumbbell-shaped 4004 57 1,42 1885 2 0,11
hemicentric 4004 0 0,00 1885 0 0,00
misshapen 4004 0 0,00 1885 0 0,00
Thoracic arch misshapen 4004 1 0,02 1885 0 0,00
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Tabelle 4c: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Brustwirbelsaule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 postnatal

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkérper | Anzahl der Anzahl der Wirbelk&rper
untersuchter Wirbelkérper ~ mit Anomalien | untersuchter ~ Wirbelkérper mit mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper mit Anomalien in Prozent Wirbelkérper ~ Anomalien in Prozent
Thoracic centrum unossified 3562 0 0,00 1118 0 0,00
asymmetric
ossification 3562 0 0,00 1118 0 0,00
bipartite ossifcation 3562 107 3,00 1118 1 0,09
dumbbell-shaped 3562 74 2,08 1118 2 0,18
hemicentric 3562 0 0,00 1118 0 0,00
misshapen 3562 3 0,08 1118 0 0,00
Thoracic arch misshapen 3562 10 0,28 1118 0 0,00
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In den Abb.4a1-4a6 wird eine Auswahl der in Tabelle 4a gelisteten Anomalien der
Brustwirbelsdule im Vergleich zu normalen Wirbelkérpern zum Untersuchungszeitpunkt GD

21 dargestellt.

Abb.4a1: Brustwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Thoracic centrum unossified

A Control B+C Thoracic centrum unossified

Abb.4a2: Brustwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Thoracic centrum asymmetric ossification

A Control B+C Thoracic centrum asymmetric ossification

Abb.4a3: Brustwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Thoracic centrum bipartite ossification

A Control B+C Thoracic centrum bipartite ossification
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Abb.4a4: Brustwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Thoracic centrum dumbbell-shaped

A Control B+C Thoracic centrum dumbbell-shaped

Abb.4a5: Brustwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Thoracic centrum hemicentric

A Control B+C Thoracic centrum hemicentric

Abb. 4a6: Brustwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Thoracic centrum misshapen

A Control B+C Thoracic centrum misshapen
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In den Abb.4b1-4b3 wird eine Auswahl der in Tabelle 4b gelisteten Anomalien der
Brustwirbelsaule im Vergleich zu normalen Wirbelkdrpern zum Untersuchungszeitpunkt PND7

dargestellt.

Abb.4b1: Brustwirbelkdrper PND 7 mit dem Befund: Thoracic centrum asymmetric ossification

A Control B+C Thoracic centrum asymmetric ossification

Abb.4b2: Brustwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Thoracic centrum bipartite ossification

A Control B+C Thoracic centrum bipartite ossification

Abb. 4b3: Brustwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Thoracic centrum dumbbell-shaped
A Control B+C Thoracic centrum dumbbell-shaped

In den Abb.4c1-4c4 wird eine Auswahl der in Tabelle 4c gelisteten Anomalien der
Brustwirbelsdule im Vergleich zu normalen Wirbelkdrpern zum Untersuchungszeitpunkt PND

21 dargestellt.
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Abb. 4c1: Brustwirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Thoracic centrum bipartite ossification

A Control B+C Thoracic centrum bipartite ossification

Abb.4c2: Brustwirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Thoracic centrum dumbbell-shaped

A Control B+C Thoracic centrum dumbbell-shaped

Abb.4c3: Brustwirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Thoracic centrum misshapen

A Control B+C Thoracic centrum misshapen

Abb.4c4: Brustwirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Thoracic arch misshapen

A Control B+C Thoracic arch misshapen
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4.4 Befunde der Lendenwirbelkorper

In Tabelle 5 a-c sind die Ergebnisse der Befundung der Lendenwirbel in den drei Altersstufen
dargestellt.

Der Tabelle 5a sind die Befunde an Tag 21 der Trachtigkeit (GD 21) von mit FUDR
behandelten Tieren und den zugehdrigen Kontrolltieren zu entnehmen. Es traten verschiedene
Anomalien an den Ossifikationszentren der lumbalen Wirbelkdrper (Vertebra lumbar centrum)
mit unterschiedlichen Inzidenzen nach Behandlung mit FUDR auf. 68 von 1398 untersuchten
Wirbelkdrpern zeigten die Anomalie Lumbar centrum unossified (4,86%). 115 von 1330
Wirbelkdrper wiesen die Anomalie Lumbar centrum asymmetric ossification (8,65%) auf. Von
1330 untersuchten Wirbelkérpern wiesen 403 die Anomalie Lumbar centrum bipartite
ossification (30,30%) auf. Die Anomalie Lumbar centrum dumbbell-shaped war bei sieben
Wirbelkdrpern zu finden (0,53%) wahrend die Anomalie Lumbar centrum fused bei 49 von
1330 Wirbelkdrpern auftrat (3,68%). Weitere Anomalien in den Wirbelkdrpern der
Lendenwirbelsdule waren Lumbar centrum hemicentric (77 von 1330, 5,79%), Lumbar
centrum misshapen (340 von 1330; 25,56%), Lumbar centrum malpositioned (24 von 1330;
1,80%) sowie Lumbar vertebra supernumerary sinister/dexter/sinister+dexter (68 von 233;
29,18%). Diese Anomalie wird in der klinisch angewandten Anatomie ,lumbalisierter
Sakralwirbel® genannt. Am Wirbelkorper selbst (Lumbar vertebra) war bei einem von 233
(0,43%) der an GD 21 untersuchten Nachkommen die Anomalie Lumbar centrum
supernumerary site zu beobachten. Der Bogen des Wirbelkorpers (Vertebra lumbar arch) wies
die Anomalie Lumbar arch misshapen bei 14 von 1398 untersuchten Wirbelkdrpern auf
(1,00%).

Bei den an Tag sieben postnatal (PND 7) untersuchten Nachkommen zeigten sich an den
Ossifikationszentren die Befunde Lumbar centrum asymmetric ossification bei sieben von
1848 (0,38%) Wirbelkérpern und Lumbar centrum bipartite ossification bei 44 von 1848
(2,38%) lumbalen Wirbelkoérpern. Es traten dartber hinaus die Anomalien Lumbar centrum
dumbbell-shaped (6 von 1848; 0,32%), Lumbar centrum fused (4 von 1848; 0,22%), Lumbar
centrum hemicentric (2 von 1848; 0,11%) und Lumbar centrum misshapen (44 von 1848;
2,38%) auf. Die Anomalie Lumbar centrum supernumerary sinister/dexter/sinister+dexter war
bei 99 von 308 (32,14%) Wirbelkdrpern zu beobachten. Am Wirbelkérper selbst wiesen sechs
von 308 (1,95%) untersuchten Wirbelkérpern den Befund Lumbar vertebra supernumerary site
auf. Auch an diesem Untersuchungszeitpunkt, sieben Tage postnatal, war am Bogen des
Wirbelkorpers die Anomalie Lumbar arch misshapen bei acht von 1848 (0,43%) zu beobachten
(Tabelle 5b).
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Tabelle 5c¢ ist zu entnehmen, dass Nachkommen, die zum Untersuchungszeitpunkt 21 Tage
alt waren (PND 21), an 14 von 1644 (0,85%) untersuchten Wirbelkdrpern die Anomalie Lumbar
centrum bipartite ossification aufwiesen. Die Anomalien Lumbar centrum dumbbell-shaped (4
von 1644; 0,24%) und Lumbar centrum fused (5 von 1644; 0,30%) waren an diesem
Untersuchungszeitpunkt ebenfalls zu beobachten. 29 von 1644 (1,76%) Wirbelkorper zeigten
den Befund Lumbar centrum misshapen. Die Anomalie Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter war bei 101 von 274 (36,86%) Wirbelkdrpern zu beobachten.
Am Wirbelkdrper selbst trat bei sechs von 274 (2,19%) untersuchten Wirbelkérpern der Befund
Lumbar vertebra supernumerary site auf. Am Bogen des Wirbelkérpers zeigte sich die

Anomalie Lumbar arch misshapen bei sieben von 1644 (0,43%) Wirbelbogen.

In den Kontrollgruppen waren zum Zeitpunkt GD 21 nur die beiden Anomalien Lumbar centrum
bipartite ossification (1 von 702; 0,14%) und Lumbar centrum dumbbell-shaped (2 von 702;
0,28%) zu beobachten. (Tabelle 5a).

Die Kontrollnachkommen des Untersuchungszeitpunkts PND 7 zeigten an einem von 870
(0,11%) untersuchten Ossifikationszentren der lumbalen Wirbelkdrper die Anomalie Lumbar
centrum dumbbell-shaped. Der Befund Lumbar  centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter zeigte sich an zwei von 145 (1,38%) untersuchten
Wirbelkérpern. An PND 21 traten an den untersuchten lumbalen Wirbelkérpern der

Kontrolltiere keine Anomalien auf (Tabelle 5b und 5c).
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Tabelle 5a: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Lendenwirbelséule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 der Trachtigkeit

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkérper | Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper
untersuchten Wirbelkérper mit  mit Anomalien |untersuchten  Wirbelkérper ~ mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper Anomalien in Prozent Wirbelkorper mit Anomalien in Prozent
Lumbar centrum unossified 1398 68 4,86 702 0 0,00
asymmetric
ossification 1330 115 8,65 702 0 0,00
bipartite ossification 1330 403 30,30 702 1 0,14
dumbbell-shaped 1330 7 0,53 702 2 0,28
fused 1330 49 3,68 702 0 0,00
hemicentric 1330 77 5,79 702 0 0,00
misshapen 1330 340 25,56 702 0 0,00
malpositioned 1330 24 1,80 702 0 0,00
supernumerary
sin/dex/sin+dex 233 68 29,18 117 0 0,00
supernumerary site
Lumbar vertebrae =add oss.cent. 233 1 0,43 117 0 0,00
Lumbar arch misshapen 1398 14 1,00 702 0 0,00
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Tabelle 5b: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Lendenwirbelsaule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 7 postnatal

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkérper | Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper
untersuchten Wirbelkérper mit  mit Anomalien | untersuchten Wirbelkdrper mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper Anomalien in Prozent Wirbelkérper mit Anomalien  in Prozent
Lumbar centrum  unossified 1848 0 0,00 870 0 0,00
asymmetric ossification 1848 7 0,38 870 0 0,00
bipartite ossification 1848 44 2,38 870 0 0,00
dumbbell-shaped 1848 6 0,32 870 1 0,11
fused 1848 4 0,22 870 0 0,00
hemicentric 1848 2 0,11 870 0 0,00
misshapen 1848 44 2,38 870 0 0,00
malpositioned 1848 0 0,00 870 0 0,00
supernumerary
sin/dex/sin+dex 308 99 32,14 145 2 1,38
supernumerary site =add
Lumbar vertebrae oss.cent. 308 6 1,95 145 0 0,00
Lumbar arch misshapen 1848 8 0,43 870 0 0,00
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Tabelle 5c: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Lendenwirbelsdule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 postnatal

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper
untersuchten Wirbelkorper mit Anomalien |untersuchten = Wirbelkérper  mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper mit Anomalien  in Prozent Wirbelkérper ~ mit Anomalien in Prozent
Lumbar centrum  unossified 1644 0 0,00 516 0 0,00
asymmetric ossification 1644 0 0,00 516 0,00
bipartite ossification 1644 14 0,85 516 0 0,00
dumbbell-shaped 1644 4 0,24 516 0 0,00
fused 1644 5 0,30 516 0 0,00
hemicentric 1644 0 0,00 516 0 0,00
misshapen 1644 29 1,76 516 0 0,00
malpositioned 1644 0 0,00 516 0 0,00
supernumerary
sin/dex/sin+dex 274 101 36,86 86 0 0,00
supernumerary site =add
Lumbar vertebrae oss.cent. 274 6 2,19 86 0 0,00
Lumbar arch misshapen 1644 7 0,43 516 0 0,00
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In den Abb.5a1-5a10 wird eine Auswahl der in Tabelle 5a gelisteten Anomalien der
Lendenwirbelsdule im Vergleich zu normalen Wirbelkérpern zum Untersuchungszeitpunkt GD

21 dargestellt.

Abb.5a1: Lendenwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum unossified

A Control B+C Lumbar centrum unossified

Abb.5a2: Lendenwirbelkdérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum asymmetric
ossification

A Control B+C Lumbar centrum asymmetric ossification

Abb.5a3: Lendenwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum bipartite ossification

A Control B+C Lumbar centrum bipartite ossification
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Abb.5a4: Lendenwirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum dumbbell-shaped

A Control B+C Lumbar centrum dumbbell-shaped

Abb.5a5: Lendenwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum fused

A Control B+C Lumbar centrum fused

Abb.5a6: Lendenwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum hemicentric

A Control B+C Lumbar centrum hemicentric

Abb. 5a7: Lendenwirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum misshapen

A Control B+C Lumbar centrum misshapen
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Abb.5a8: Lendenwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum malpositioned

A Control B+C Lumbar centrum malpositioned

Abb.5a9: Lendenwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter
A Control B+C Lumbar centrum supernumerary sin/dex/sin+dex

Abb.5a10: Lendenwirbelkérper GD 21 mit dem Befund: Lumbar arch misshapen

A Control B+C Lumbar arch misshapen
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In den Abb. 5b1-5b7 wird eine Auswahl der in Tabelle 5b gelisteten Anomalien der
Lendenwirbelsdule im Vergleich zu normalen Wirbelkdrpern zum Untersuchungszeitpunkt
PND 7 dargestellt.

Abb.5b1: Lendenwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Lumbar centrum asymmetric

ossification

A Control B+C Lumbar centrum asymmetric ossification

Abb.5b2: Lendenwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Lumbar centrum bipartite ossification

A Control B+C Lumbar centrum bipartite ossification

Abb.5b3: Lendenwirbelkorper PND 7 mit dem Befund: Lumbar centrum dumbbell-shaped
A Control B+C Lumbar centrum dumbbell-shaped
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Abb.5b4: Lendenwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Lumbar centrum hemicentric

A Control B+C Lumbar centrum hemicentric

Abb.5b5: Lendenwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Lumbar centrum misshapen

A Control B+C Lumbar centrum misshapen

Abb.5b6: Lendenwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

A Control B+C Lumbar centrum supernumerary sin/dex/sin+dex

Abb.5b7: Lendenwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Lumbar arch misshapen

A Control B+C Lumbar arch misshapen
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In den Abb.5c1-5¢6 wird eine Auswahl der in Tabelle 5¢c gelisteten Anomalien der
Lendenwirbelsdule im Vergleich zu normalen Wirbelkdérpern zum Untersuchungszeitpunkt
PND 21 dargestellt.

Abb.5c1: Lendenwirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Lumbar centrum bipartite ossification

A Control B+C Lumbar centrum bipartite ossification

Abb.5c2: Lendenwirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Lumbar centrum dumbbell-shaped
A Control B+C Lumbar centrum dumbbell-shaped

Abb.5c3: Lendenwirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Lumbar centrum fused

A Control B+C Lumbar centrum fused
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Abb.5c4: Lendenwirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Lumbar centrum misshapen

A Control B+C Lumbar centrum misshapen

Abb.5c5: Lendenwirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

A Control B+C Lumbar centrum supernumerary sin/dex/sin+dex

Abb.5c6: Lendenwirbelkdrper PND 21 mit dem Befund: Lumbar arch misshapen

A Control B+C Lumbar arch misshapen

e
" - N
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4.5 Befunde der Sakralwirbelkérper

In Tabelle 6 a-c sind die Ergebnisse der Befundung der Sakralwirbel in den drei Altersstufen
dargestellt.

Der Tabelle 6a sind die Befunde an Tag 21 der Trachtigkeit (GD 21) von mit FUDR
behandelten Tieren und den zugehorigen Kontrolltieren zu entnehmen. Es traten verschiedene
Anomalien an den Ossifikationszentren der sakralen Wirbelkérper (Vertebra sacral centrum)
mit unterschiedlichen Inzidenzen nach Behandlung mit FUDR auf. 155 von 932 untersuchten
Wirbelkdrpern zeigten die Anomalie Sacral centrum unossified (16,63%). Von den restlichen
777 Wirbelkdrpern wiesen 20 (2,57%) die Anomalie Sacral centrum asymmetric ossification
und 42 (5,41%) die Anomalie Sacral centrum bipartite ossification auf. Sacral centrum
hemicentric war bei 55 der 777 (7,08%) Wirbelkdrper zu beobachten, wahrend 57 (7,34%)
Wirbelkorper die Anomalie Sacral centrum misshapen zeigten. Der Bogen des Wirbelkorpers
(Vertebra sacral arch) wies die Anomalie Sacral arch misshapen bei 81 von 932 (8,69%)
Wirbelbdgen auf.

Bei den an Tag sieben postnatal (PND 7) untersuchten Nachkommen waren alle
Ossifikationszentren ossifiziert, so dass 1232 Wirbelkorper fur die Untersuchung zur
Verfugung standen (Tabelle 6b). Von diesen war bei drei (0,24%) Wirbelkorpern der Befund
Sacral centrum asymmetric ossification und bei 22 (1,79%) Wirbelkérpern der Befund Sacral
centrum bipartite ossification zu finden. Weitere beobachtete Anomalien waren Sacral centrum
dumbbell-shaped (2 von 1232; 0,16%), Sacral centrum hemicentric (4 von 1232; 0,32%) und
Sacral centrum misshapen (sechs von 1232; 0,49%).

Der Bogen des Wirbelkdrpers (Vertebra sacral arch) wies die Anomalie Sacral arch misshapen
bei zwei von 1232 (0,16%) Wirbelbdgen auf.

Tabelle 6¢ ist zu entnehmen, dass Nachkommen, die zum Untersuchungszeitpunkt 21 Tage
alt waren (PND 21), an einem von 1096 (0,09%) untersuchten Ossifikationszentren der
Kreuzbeinwirbelkérper die Anomalie Sacral centrum unossified aufwiesen. Bei den restlichen
1095 Ossifikationszentren traten die Anomalien Sacral centrum asymmetric ossification bei
einem (0,9%) und die Anomalie Sacral centrum bipartite ossification bei zehn (0,91%)
Wirbelkoérpern auf. Die Anomalie Sacral centrum dumbbell-shaped trat bei einem der 1095

(0,09%) Ossifikationszentren auf.

In den Kontrollgruppen waren an keinem der Untersuchungszeitpunkte Anomalien an den

Sakralwirbeln festzustellen (Tabelle 6a-c).

48



Ergebnisse

Tabelle 6a: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Sakralwirbelsaule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 der
Trachtigkeit

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der  Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkorper Anzahl der Wirbelkérpe Wirbelkdrper
untersuchten Wirbelkorper mit Anomalien |untersuchten r mit mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper mit Anomalien  in Prozent Wirbelkérper  Anomalien  in Prozent
Sacral unossified 932 155 16,63 468 0 0,00
centrum
asymmetric
ossification 777 20 2,57 468 0 0,00
bipartite ossification 777 42 5,41 468 0 0,00
dumbbell-shaped 777 0 0,00 468 0 0,00
hemicentric 777 55 7,08 468 0 0,00
misshapen 777 57 7,34 468 0 0,00
Sacral arch misshapen 932 81 8,69 468 0 0,00
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Tabelle 6b: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Sakralwirbelsdule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 7

postnatal
Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Wirbelkérper Anzahl der Wirbelkérper
Anzahl der Wirbelkérper  mit Anzahl der Wirbelkdrper  mit
untersuchten mit Anomalien in | untersuchter mit Anomalien in
Bereich Anomalie Wirbelkérper Anomalien Prozent Wirbelkérper Anomalien Prozent
Sacral unossified 1232 0 0,00 580 0 0,00
centrum
asymmetric ossification 1232 3 0,24 580 0 0,00
bipartite ossification 1232 22 1,79 580 0 0,00
dumbbell-shaped 1232 2 0,16 580 0 0,00
hemicentric 1232 4 0,32 580 0 0,00
misshapen 1232 6 0,49 580 0 0,00
Sacral arch misshapen 1232 2 0,16 580 0 0,00
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Tabelle 6¢: Vergleich der aufgetretenen Anomalien in der Sakralwirbelsaule bei der FUDR Gruppe und Kontrolle am Tag 21 postnatal

Gruppe FUDR Kontrolle
Anzahl der Anzahl der
Anzahl der Anzahl der Wirbelkérper Anzahl der Anzahl der Wirbelkérper
untersuchten Wirbelkorper mit Anomalien | untersuchter Wirbelkorper mit Anomalien
Bereich Anomalie Wirbelkorper mit Anomalien in Prozent Wirbelkorper mit Anomalien in Prozent
Sacral unossified 1096 1 0,09 344 0 0,00
centrum
asymmetric ossification 1095 1 0,09 344 0 0,00
bipartite ossification 1095 10 0,91 344 0 0,00
dumbbell-shaped 1095 1 0,09 344 0 0,00
hemicentric 1095 0 0,00 344 0 0,00
misshapen 1095 0 0,00 344 0 0,00
Sacral arch misshapen 1096 0 0,00 344 0 0,00
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In den Abb.6a1-6a6 wird eine Auswahl der in Tabelle 6a gelisteten Anomalien der
Sakralwirbelsdule im Vergleich zu normalen Wirbelkérpern zum Untersuchungszeitpunkt GD

21 dargestellt.

Abb.6a1: Sakralwirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Sacral centrum unossified

A Control B+C Sacral centrum unossified

Abb.6a2: Sakralwirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Sacral centrum asymmetric ossification

A Control B+C Sacral centrum asymmetric ossification

Abb.6a3: Sakralwirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Sacral centrum bipartite ossification

A Control B+C Sacral centrum bipartite ossification
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Abb.6a4: Sakralwirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Sacral centrum hemicentric

A Control B+C Sacral centrum hemicentric
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Abb.6a5: Sakralwirbelkdrper GD 21 mit dem Befund: Sacral centrum misshapen

A Control B+C Sacral centrum misshapen

Abb.6a6: Sakralwirbelkorper GD 21 mit dem Befund: Sacral arch misshapen

A Control B+C Sacral arch misshapen
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In den Abb. 6b1-6b4 wird eine Auswahl der in Tabelle 6b gelisteten Anomalien der
Sakralwirbelsaule im Vergleich zu normalen Wirbelkdrpern zum Untersuchungszeitpunkt
PND7 dargestellt.

Abb.6b1: Sakralwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Sacral centrum asymmetric ossification

A Control B+C Sacral centrum asymmetric ossification

Abb.6b2: Sakralwirbelkdrper PND 7 mit dem Befund: Sacral centrum bipartite ossification

A Control B+C Sacral centrum bipartite ossificatioin

Abb.6b3: Sakralwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Sacral centrum hemicentric

A Control B+C Sacral centrum hemicentric
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Abb.6b4: Sakralwirbelkérper PND 7 mit dem Befund: Sacral arch misshapen

A Control B+C Sacral arch misshapen

In den Abb. 6¢1 wird eine der in Tabelle 6¢ aufgeflihnrten Anomalien der Sakralwirbelsaule im

Vergleich zu normalen Wirbelkdrpern zum Untersuchungszeitpunkt PND21 dargestelit.

Abb.6c1: Sakralwirbelkérper PND 21 mit dem Befund: Sacral centrum bipartite ossification

A Control B+C Sacral centrum bipartite ossification
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5 Diskussion

Die Toxikologie ist die Wissenschaft, die schadigende Wirkungen von Noxen, unter anderem
chemische Substanzen wie Arzneimittel, Pestizide und Biozide auf Organismen zum
Gegenstand hat. Diese schadigende Wirkung hangt von Zeitpunkt, Dosis und Dauer der
einwirkenden Substanz ab. Bei Saugetieren und Menschen ist die Lebensphase, in welcher
die Substanz auf den Organismus einwirkt, entscheidend fiir die Art, Auspragung und
Reversibilitat des Schadens. Der Mensch und die belebte Umwelt sind in den verschiedenen
Lebensphasen gegentber unterschiedlichen Chemikalien exponiert. Bei der Risikobewertung
von Chemikalien wird der Zeitpunkt der schadigenden Einwirkung berlcksichtigt. Dies drickt
sich in den gesetzlich geforderten Studienanforderungen fir die Registrierung, Zulassung und
Risikoabschatzung beziehungweise Risikomanagement von chemischen Substanzen aus. Es
werden neben in vitro Studien auch tierexperimentelle Studien sowohl an adulten als auch an
sich in der Entwicklung befindenden Labortierspezies verlangt (EU VO Reach (1907/2006),
EU VO Pflanzenschutzmittel (284/2013), EU VO Biozide (528/2012), EMA-VICH Topic GL32
(2004)). Ein wesentlicher Unterschied zwischen der Wirkung von Chemikalien auf adulte und
sich entwickelnde Organismen ist der Umstand, dass beim voll entwickelten Organismus eine
grundsatzliche Regenerierungsfahigkeit besteht. Im noch unreifen Organismus hingegen
kénnen durch Einwirkung einer Noxe wahrend bestimmter Entwicklungsstadien permanente
Schadigungen ausgeldst werden (Guillette et al., 1995). Anomalien des Skelettsystems durch
Einwirkung von Chemikalien kbnnen nur wahrend der Organogenese induziert werden. Daher
werden fir die Zulassung in der Regel Studien zur Entwicklungstoxizitat der jeweiligen
Substanzen gefordert. Von allen gesetzlich geforderten Toxizitatsstudien wird nur bei den
Studien zur Entwicklungstoxizitat eine Prifung an zwei unterschiedlichen Tierarten (davon
eine Nicht-Nagerspezies) vorgeschrieben. Dies ist der Eigenschaft des bekannten Teratogens
Thalidomid geschuldet, welches nur bei Primaten dem Menschen ahnliche teratogene Effekte
gezeigt hat (Merker et al., 1988). Fur die Durchfiihrung solcher Studien ist die Anwendung von
OECD-Richtlinien vorgeschrieben, in denen Tierart, Applikationsweg, Gruppengrofie, Anzahl
der Dosierungen, Zeitpunkt der Behandlung und zu untersuchende Parameter festgelegt sind
(OECD (2001)). Auf der Basis der Ergebnisse dieser Studien werden die Substanzen in Bezug
auf ihre entwicklungstoxikologischen Eigenschaften in verschiedene Kategorien eingeteilt und
entsprechend gekennzeichnet (EU VO CLP (1272/2008)). Entscheidend fur die
Kategorisierung der Substanzen sind die in den Feten beider Tierarten hervorgerufenen
externen, viszeralen und skelettalen Anomalien. Bei der Bewertung dieser Anomalien wird
zwischen Variation und Missbildung unterschieden. Die Kriterien fur eine solche
Klassifizierung wurden 1998 auf dem zweiten Berliner Workshop von internationalen Experten
vorgeschlagen und im Bericht zum Workshop publiziert (Chahoud et al., 1999). Ein
56



Diskussion

wesentliches Kriterium der Klassifizierung einer Anomalie als Missbildung ist die Annahme
ihrer postnatalen Permanenz. Da das Studiendesign der Guidelines die Untersuchung der
Feten nur an Tag 21 der Gestation vorsieht, ist Uber das postnatale Schicksal von Anomalien
wenig bekannt. So ist fur einen Teil der Anomalien, ohne die wissenschaftlich fundierte
Kenntnis aus experimentellen Studien Uber das postnatale Schicksal dieser Befunde, nur
schwer zu beurteilen, ob es sich um eine Entwicklungsverzogerung oder um eine permanente
Anomalie handelt. Eine solche tierexperimentelle Studie stellt die vorliegende Arbeit dar.
Pranatal induzierte Effekte auf die Wirbelkérper, welche durch die teratogene Substanz 5-
Fluoro-2‘-deoxyuridine (FDUR) hervorgerufen wurden, wurden hinsichtlich ihrer Persistenz bei
Ratten an den postnatalen Zeitpunkten PND 7 und PND 21 untersucht.

Die Knorpelfarbung mit Alcian Blau innerhalb von entwicklungstoxikologischen Studien dient
der Entscheidung, ob eine Knochenanlage bereits knorpelig vorhanden ist (Whitaker und Dix,
1979; McLeod, 1980; Maitland und Arsenault, 1989). Auf dieser Basis allein kdnnen keine
Anomalien diagnostiziert werden. Fir eine fundierte Beurteilung von durch chemische Noxen
hervorgerufenen Anomalien, ist die vollstandige Ossifikation der betreffenden Skelettareale
eine unabdingbare Voraussetzung. Der Grad der Ossifikation muss durch die Knochenfarbung
mit Alizarin Rot sichtbar gemacht werden.

Die vorliegende Studie zeigt, dass am Tag der Sectio caesarea (GD 21) abhangig von der
Region der Wirbelsdule unterschiedliche Ossifikationsgrade vorliegen. Die Inzidenz von
unossifizierten Wirbelkérpern in der behandelten Gruppe variiert zwischen 85% in der
Halswirbelsaule und 3% in der Brustwirbelsaule. Die Kontrolle zeigt jedoch immer noch 42%
unossifizierte Halswirbelkérper. Die anderen Wirbelsaulenbereiche sind zu diesem Zeitpunkt
vollstandig ossifiziert. Ubereinstimmende Ergebnisse zeigt die Verdffentlichung von Chahoud
und Paumgartten (2005), in welcher die Inzidenz der nicht ossifizierten Wirbelkdrper in der
Halswirbelsaule ebenfalls hoch war. Bereits am postnatalen Tag sieben (PND 7) sind sowohl
in der Behandlungsgruppe als auch in der Kontrollgruppe alle Halswirbelkdrper vollstandig
ossifiziert. Das Auftreten der einzelnen Ossifikationszentren war Untersuchungsschwerpunkt
vieler Studien, in welchen die Beurteilung der zum Zeitpunkt der Sectio caesarea (GD 21) noch
nicht ossifizierten Wirbelkorper diskutiert, ihre Problematik jedoch nicht gelést wurde (Strong,
1925; Walker und Wirtschafter, 1957; Fritz und Hess, 1970; Aliverti et al., 1979; Mohammed
und El-Sayad, 1985; Beck, 1989).

Der Processus odontoideus am zweiten Halswirbel, welcher in der vorliegenden Studie erst
nach PND 21 zum Dens axis wird, zeigt ebenfalls in der Behandlungs- und der Kontrollgruppe
eine hohe Inzidenz an fehlender Ossifikation am Tag der Sectio caesarea (GD 21). An PND7
ist festzustellen, dass keine unossifizierten Processlis mehr vorliegen. Aus diesen
Ergebnissen wird ersichtlich, dass die Beurteilung des Grades der Ossifikation der

Halswirbelkdrper an GD 21 alleine nicht ausreichend ist. Dartber hinaus soll darauf
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hingewiesen werden, dass in der vorliegenden Arbeit die Anomalie Vertebra centrum
unossified im gesamten Wirbelsdulenbereich an PND 21 nicht mehr zu beobachten ist. Hier
handelt es sich um eine eindeutige Entwicklungsverzégerung bezlglich des
Ossifikationsprozesses. Daher kann diese Anomalie als Variation klassifiziert werden.

Die am Tag der Sectio caesarea (GD 21) bereits ossifizierten Wirbelkoérper von Hals-, Brust-,
Lenden- und Kreuzbeinwirbeln wurden in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des Auftretens
von Anomalien beurteilt. Bei der Auswertung der Untersuchungszeitpunkte GD 21, PND 7 und
PND 21 wurden die Anomalien asymmetric ossification, bipartite ossification, dumbbell-
shaped, hemicentric und misshapen identifiziert. Wie bereits erwahnt, ist die Klassifizierung
von Anomalien in Variation und Missbildung die Basis fur die Einstufung von chemischen
Substanzen in die gesetzlich geforderten Kategorien hinsichtlich ihrer Reproduktionstoxizitat
(EU VO CLP (1272/2008). Im Rahmen des 3. Berliner Workshops zur Terminologie in der
Entwicklungstoxikologie wurden die skelettalen Anomalien, welche in der Terminologie -
Version 1 (Wise et al., 1997) gelistet waren, von den Teilnehmern klassifiziert (Solecki et al.,
2001). Die Experten sahen sich nicht in der Lage die oben genannten, in dieser Arbeit
erhobenen Befunde zu klassifizieren, da keine Daten Uber ihr postnatales Schicksal vorlagen.
Daher wurden diese Anomalien als sogenannte Grey Zone-Anomalies angesehen, ein Begriff,
der fUr diejenigen Befunde verwendet wird, die auf Basis der Untersuchung an GD 21 weder
als Variation noch als Missbildung klassifiziert werden konnen. Eine Ausnahme davon bildet
die Anomalie asymmetric ossification, die erst spater in den Terminologie-Katalog Version 2
aufgenommen wurde und daher noch nicht klassifiziert werden konnte (Makris et al., 2009;
Devtox (2012)).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, zur Verringerung der Unsicherheit bei der Klassifizierung von
Anomalien beizutragen, indem Informationen zum postnatalen Schicksal dieser Anomalien zur
Verfugung gestellt werden. Die postnatale Permanenz von an GD 21 erhobenen Befunden ist
das wesentliche Merkmal fur die Klassifizierung als Missbildung. Anhand der vorliegenden
teratologischen Untersuchungen an den postnatalen Tagen sieben und 21 wird ersichtlich,
dass die Anomalie Vertebra centrum dumbbell-shaped in den Wirbelkdrpern aller untersuchter
Regionen bis PND 21 mit vergleichbarer Inzidenz bestehen bleibt. Damit erflllt dieser Befund
das Kriterium Permanenz im spateren Leben und kdnnte daher als Missbildung klassifiziert
werden. Die Anomalie Vertrebra centrum hemicentric wies ebenfalls Permanenz bis zum
postnatalen Tag 21 auf, allerdings mit vergleichbarer Inzidenz nur im Bereich der
Halswirbelkdrper. Diese Anomalie sollte daher zumindest fir den Bereich der Halswirbelsdule
als Missbildung klassifiziert werden.

Im Gegensatz zu den beiden oben genannten Befunden zeigt die postnatale Inzidenz der

Anomalie Vertebra centrum bipartite ossification in allen Bereichen der Wirbelsaule einen
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deutlichen Rickgang bis PND 21. Es kann daher angenommen werden, dass es sich bei
dieser Anomalie um eine Entwicklungsverzégerung handelt, die zu einem spéateren
Lebenszeitpunkt aufgeholt werden kann. Ausgehend von dieser Annahme kann diese
Anomalie als Variation klassifiziert werden.

Auch die Anomalie Vertebra centrum misshapen kann als Variation klassifiziert werden, da sie
im Bereich der Brust-, Lenden- und Kreuzbeinwirbel ebenfalls einen Rickgang der Inzidenz
bis PND 21 aufweist. Im Bereich der Halswirbelkorper tritt dieser Befund allerdings erst an
PND 21 auf, was jedoch eine Entwicklungsverzdégerung nicht ausschlie3t. Hier wird noch
einmal deutlich, dass die Entwicklung der Wirbelkdrper im Halsbereich im Vergleich zu
anderen Bereichen der Wirbelsaule spater abgeschlossen ist. Daher nimmt die
Halswirbelsaule bei der Beurteilung von teratologischen Effekten eine Sonderstellung ein.
Nicht nur ist ein groRer Prozentsatz der Halswirbelkdrper an GD 21 noch nicht ossifiziert,
sondern auch die bereits ossifizierten Wirbelkérper sind an GD 21 nicht sicher zu beurteilen.
Dies zeigt sich auch an der Entwicklung des Processus odontoideus, der an GD 21 sowohl in
der Behandlungs- als auch in der Kontrollgruppe groRtenteils noch nicht ossifiziert ist. Aus
diesem Grund kann eine wissenschaftlich fundierte Beurteilung der Halswirbelsdule erst ab
PND 7, an dem der gesamte Bereich der Struktur bereits ossifiziert ist, vorgenommen werden.
Auch hier bleibt die Inzidenz der Anomalie Processus odontoideus dumbbell-shaped an PND
7 und PND 21 weitgehend vergleichbar und daher wird die Klassifizierung dieser Anomalie als
Missbildung bestatigt.

Der Befund Processus odontoideus bipartite ossification trat in der vorliegenden Untersuchung
an PND 7 und PND 21 mit vergleichbarer Inzidenz in der Behandlungsgruppe auf, wahrend
die Inzidenz dieses Befundes in der Kontrollgruppe an PND 21 im Vergleich zu PND 7 stark
zurlckging. Diese Anomalie sollte jedoch auch fur diesen Bereich als Variation klassifiziert
werden, da auch in der Behandlungsgruppe ein Aufholen der Entwicklungsverzégerung zu
einem spateren Zeitpunkt nicht auszuschlieRen ist. Eine weitere Besonderheit der
Halswirbelsaule ist die anatomische Struktur Processus ventralis C6, welche sich am sechsten
Halswirbel befindet und im Terminologie-Katalog Version 2 als Anterior tubercle C6 bezeichnet
wird. In der vorliegenden Arbeit tritt die Anomalie Anterior tubercle C6 malpositioned in der
Behandlungsgruppe deutlich an PND 7 auf und bleibt auch an PND 21 mit héherer Inzidenz
bestehen. Hier ist wiederum das Kriterium Permanenz erfiillt, daher sollte diese Anomalie als
Missbildung klassifiziert werden.

Die Anomalie Vertebra centrum asymmetric ossification wurde dem Terminologie- Katalog
Version 2 neu hinzugeflgt (Makris et al., 2009) und konnte daher bisher nicht klassifiziert
werden. In der vorliegenden Arbeit tritt diese Anomalie in den Behandlungsgruppen am Tag
der Sectio caesarea (GD 21) in den Wirbelkdrpern samtlicher Bereiche der Wirbelsdule mit

unterschiedlicher Inzidenz auf. Am postnatalen Tag 21 trat sie in keinem Bereich mehr auf,
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was auch hier als ein Zeichen fur eine Entwicklungsverzégerung angesehen wird. Daher sollte
die Anomalie Vertebra centrum asymmetric ossification als Variation klassifiziert werden.

Es gibt zwei Anomalien, welche nur in der Lendenwirbelsdule auftreten. Es handelt sich dabei
um Lumbar centrum supernumerary sinister/dexter/sinister+dexter und Lumbar vertebra
supernumerary site. Letztere Anomalie ist im Terminologie-Katalog Version 2 nicht
beschrieben und stellt in der vorliegenden Arbeit eine Besonderheit dar, die in den
Kontrollgruppen nicht auftritt. Da diese Anomalie auch an PND 21 noch auftritt, sollte sie als
Missbildung klassifiziert werden. Das gilt auch fiur die Anomalie Lumbar centrum
supernumerary sinister/dexter/sinister+dexter, welche ebenfalls als permanent bezeichnet

werden kann und daher als Missbildung klassifiziert werden sollte.

Ausgehend von den oben bewerteten Anomalien hinsichtlich ihrer Klassifizierung in Variation
oder Missbildung, kann zusammenfassend festgestellt werden, dass postnatale
Untersuchungen einen gro3en Beitrag fir eine bessere und wissenschaftlich fundierte
Grundlage zur Beurteilung von Anomalien im Vergleich zu den bisher Ublichen
Untersuchungen am Tag der Sectio cesarea (GD 21) leisten. In vielen Fallen reicht eine
Untersuchung alleine am Tag der Sectio caesarea (GD 21) fir die sichere Klassifizierung von
Anomalien nicht aus. Dies wird daraus ersichtlich, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit
auf Basis der postnatal gewonnenen Ergebnisse Vorschlage zur Klassifizierung einiger
Anomalien, die bisher als Grey Zone Anomalien angesehen werden mussten, erarbeitet
werden konnten. So sollten die Anomalien Vertebra centrum unossified, Vertebra centrum
asymmetric ossification, Vertebra centrum bipartite ossification, Vertebra centrum hemicentric
(auBer in den Halswirbelkdrpern, in welchen es als Missbildung klassifiziert werden sollte)
sowie Vertebra centrum misshapen (aulder in den Lendenwirbelkérpern, in denen sie bereits
als Missbildung klassifiziert sind) als Variation klassifiziert werden. Der bisher als Grey-Zone
Anomalie betrachtete Befund Vertebra centrum dumbbell-shaped sollte auf Grund seiner in
den postnatalen Ergebnissen ersichtlichen Permanenz als Missbildung klassifiziert werden.
Gleiches gilt fur die Anomalie Lumbar centrum supernumerary sinister/dexter/sinister+dexter,
die ebenfalls als Missbildung klassifiziert werden sollte.

Diese Arbeit untermauert die bereits vor ca. 35 Jahren von Khera (1981) aufgestellte
Forderung: ,A requirement for specially designed studies exist in order to determine the true
nature of aberrations and their effects on postnatal development. Only then will it be possible
to establish a scientific basis for using animal data to estimate human safety”. Nur wenige
Studien hatten das postnatale Schicksal von Anomalien zum Thema (Collins et al., 1987;
Chahoud et al., 1988; Thiel et al., 1989; Marr et al., 1992). Paumgartten et al. haben 2009
darauf hingewiesen, dass wenige Verdffentlichungen existieren, die zur Klarung dieser Frage

beitragen kdénnen. Die vorliegende Arbeit tragt wesentlich zur Reduzierung der Unsicherheit
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bei der Klassifizierung von skelettalen Anomalien im Bereich der Wirbelsaule bei. Die
Feststellung von Khera (1981) besitzt noch immer ihre Galtigkeit und sollte so verstanden
werden, dass bei Studien mit unklaren teratologischen Ergebnissen postnatale
Untersuchungen nétig sind, um die Risikobewertung von chemischen Substanzen auf
fundierter wissenschaftlicher Basis durchfihren zu kdénnen. Auch in jingerer Zeit wird
zunehmend auf die Notwendigkeit von postnatalen Studien hingewiesen, welche die Basis fir
die Risikoabschatzung fir den Menschen darstellen sollten (Daston und Seed, 2007; Carney
und Kimmel, 2007).

Das Ziel aller experimentellen Studien ist es, das Risiko fur den Menschen abzuschatzen und
entsprechende Vorsorgemalinahmen ergreifen zu konnen. In Bezug auf die
entwicklungstoxischen Wirkungen von Substanzen kann die Bericksichtigung von postnatalen

Untersuchungen erheblich zur Verringerung des Risikos flir den Menschen beitragen.
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6 Zusammenfassung

,Untersuchung von pranatal induzierten Effekten durch die klassisch teratogene Substanz 5-
Fluoro-2‘-deoxyuridine (FUDR) auf das Skelettsystem hinsichtlich ihrer postnatalen

Persistenz bei Ratten.”

In der Entwicklungstoxikologie werden schadigende Wirkungen von chemischen Substanzen
auf die Embryonen wahrend der Entwicklung im Mutterleib untersucht. Eine wichtige
Manifestation einer solchen Wirkung sind Veranderungen in der Skelettentwicklung wahrend
der Organogenese. Solche Veranderungen werden allgemein als Anomalien bezeichnet.

Bei der Risikobewertung von Substanzen, die solche Anomalien induzieren kdnnen, ist die
Beurteilung ob diese Anomalie als Variation oder Missbildung klassifiziert werden kann,
entscheidend fur die Einstufung der jeweiligen Substanz. Wahrend eine Variation durch eine
Entwicklungsverzdgerung gekennzeichnet ist, stellt eine Missbildung eine permanente
irreversible Schadigung dar, die auch im spateren Leben zu Beeintrachtigungen flihren kann.
Die Beurteilung des Merkmals postnatale Permanenz ist jedoch in Routinestudien zur
Entwicklungstoxizitat nicht moglich, da die Tétung und Untersuchung der Feten kurz vor dem
Wourftermin stattfindet. Dartber hinaus ist bei einem Teil des Skelettsystems, insbesondere im
Bereich der Halswirbelsaule, die Entwicklung erst postnatal abgeschlossen. Es existieren nur
wenige experimentelle Untersuchungen, die postnatale Wirkungen von Substanzen zum
Thema haben. Bereits seit einigen Jahrzehnten wird von Experten betont, dass
Untersuchungen zu postnatalen Konsequenzen von fetalen Anomalien dringend notwendig
sind, um die Unsicherheiten bei ihrer Klassifizierung zu reduzieren. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit ist es, zur Klarung des postnatalen Schicksals von Skelettanomalien im Bereich der
Wirbelsaule beizutragen. Dazu wurden bereits bearbeitete Skelette von Rattenfeten und
Jungtieren aus friher durchgefiihrten Experimenten mit der Substanz 5-Fluoro-2*-
deoxyuridine (FUDR) untersucht. Bei FUDR handelt es sich um eine Substanz, die
teratologische Effekte sicher induziert und daher als Modellsubstanz verwendet wird. Die
Muttertiere der Behandlungsgruppen erhielten an Tag 11 der Gestation einmalig subkutan 35,
40, 45, 50, 55, 65 und 75 mg FUDR/kg Koérpergewicht (KGW). Die Kontrollgruppe erhielt das
Vehikel Aqua destillata in einem Volumen von 10 mi/kg KGW. Die Nachkommen wurden am
Gestationstag 21, sowie an den postnatalen Tagen sieben und 21 getétet. AnschlieRend
durchliefen die Tiere eine Knochen-Knorpel-Doppelfarbung mit Alcian Blau und Alizarin Rot.
Die Auswertung der Skelette erfolgte bei vier-bis achtfacher VergroRerung mit Hilfe eines
Stereolupenmikroskops mit beleuchtetem Objekttisch (Firma Carl Zeiss, Jena). Alle
Veranderungen wurden unter Beschreibung der Region und der Struktur dokumentiert. Die

Befunde wurden entsprechend der aktuell giltigen Terminologie benannt. Auf Basis der
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postnatal gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten Vorschlage zur
Klassifizierung einiger Anomalien erarbeitet werden. Es wird vorgeschlagen die Anomalien
Vertebra centrum unossified, Vertebra centrum asymmetric ossification, Vertebra centrum
bipartite ossification, Vertebra centrum hemicentric (aul’er in den Halswirbelkdrpern, in
welchen es als Missbildung klassifiziert werden sollte) sowie Vertebra centrum misshapen
(auBer in den Lendenwirbelkdrpern, in denen sie bereits als Missbildung klassifiziert sind) als
Variation zu klassifizieren. Der Befund Vertebra centrum dumbbell-shaped sollte auf Grund
seiner in den postnatalen Ergebnissen ersichtlichen Permanenz als Missbildung klassifiziert
werden. Gleiches gilt fur die Anomalie Lumbar centrum  supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter, die ebenfalls als Missbildung klassifiziert werden sollte. Die
vorliegende Arbeit tragt wesentlich zur Reduzierung der Unsicherheit bei der Klassifizierung
von skelettalen Anomalien im Bereich der Wirbelsdule bei. Weiterhin kann aus den
Ergebnissen dieser Arbeit gefolgert werden, dass die Bericksichtigung von postnatalen
Untersuchungen zu entwicklungstoxischen Wirkungen von Substanzen erheblich zur

Verringerung des Risikos fir den Menschen beitragen kénnen.
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7 Summary

»Assessment of postnatal persistence of prenatally induced effects on the skeletal
system of rats after treatment with the classic teratogen 5-fluoro-2’-deoxyuridine
(FUDR)”

In developmental toxicology adverse effects of chemical substances on fetuses during in utero
development are investigated. One important manifestation of such adverse effects are
changes in skeletal development during organogenesis, which are generally called anomalies.
During risk assessment of anomaly-inducing substances the classification of the findings into
variation or malformation is crucial for their categorization as potential reproductive toxicant.
While a variation is characterized by a delay in development a malformation represents a
permanent irreversible impairment which can affect postnatal survival or health. However,
postnatal permanence cannot be assessed in routine studies on developmental toxicity as
sacrifice and evaluation of fetuses are carried out one day before their calculated delivery.
Furthermore, in part of the skeletal system, especially in the cervical column, development is
completed postnatally. Few publications exist that address the topic of postnatal effects of
substances. For the past three decades experts have emphasized the need for studies on
postnatal consequences of fetal anomalies in order to reduce uncertainties regarding their
classification. The aim of the present investigation is to contribute to clarification of the
postnatal fate of skeletal anomalies in the vertebral column. For that purpose already
processed skeletons of rat fetuses and offspring from earlier experiments with the substance
5-fluoro-20-deoxyuridine (FUDR) were assessed. FUDR is known to induce teratological
effects and is frequently used as model substance in teratological studies. Dams in the
treatment groups received a single subcutaneous dose of 35, 40, 45, 50, 55, 65 and 75 mg
FUDR/kg body weight (bw) on day 11 of gestation. The control group was treated with the
vehicle aqua dest. at a volume of 10 ml/kg bw. Offspring were sacrificed on gestational day 21
and on postnatal days 7 and 21. Subsequently animals were subject to the double-staining
procedure with alcian blue and alizarin red. Evaluation of the skeletons was carried out with 4-
fold magnification under a binocular microscope. All findings were assigned according to the
updated internationally harmonized terminology. Based on the results obtained postnatally
recommendation for classification of several anomalies were elaborated in the present study.
We recommend the classification of the anomalies vertebra centrum unossified, vertebra
centrum asymmetric ossification, vertebra centrum bipartite ossification, vertebra centrum
hemicentric (with the exception of cervical vertebrae) as well as vertebra centrum misshapen
(with the exception of lumbar vertebrae) as variations. The anomaly vertebra centrum
dumbbell-shaped should be classified as malformation based on ist postnatal persistence. The
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Summary

same applies to the anomaly lumbar centrum supernumerary sinister/dexter/sinister+dexter
which should also be classified as malformation.

The present study contributes to the reduction in uncertainty when it comes to the classification
of skeletal anomalies in the vertebral column. Furthermore, it can be concluded from the results
of the present study that the consideration of postnatal investigations on the developmental

toxicity of substances can contribute markedly to the decrease of risk for human health.
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Anlage

9 Anlage

9.1 Register Bildkatalog

Register-Nr. | Region/Alter | Befund

A.l1. HWS GD 21 Cervical centrum unossified

A.l.2. HWS GD 21 | Cervical centrum asymmetric ossification
A.l.3. HWS GD 21 Cervical centrum bipartite ossification
A.l4. HWS GD 21 Cervical centrum dumbbell-shaped

A.L5. HWS GD 21 Cervical cenntrum hemicentric

A.l.6. HWS GD 21 Processus odontoideus unossified

A.l7. HWS GD 21 Cervical arch misshapen

A.l.8. HWS GD 21 Anterior tubercle C6 malpositioned

B.l.1 HWS PND 7 | Cervical centrum absent

B.l.2. HWS PND 7 | Cervical centrum asymmetric ossification
B.1.3. HWS PND 7 | Cervical centrum bipartite ossification
B.l1.4. HWS PND 7 | Cervical centrum dumbbell-shaped

B.l.5. HWS PND 7 | Cervical centrum hemicentric

B.1.6. HWS PND 7 | Cervical centrum misshapen

B.l.7. HWS PND 7 | Processus odontoideus asymmetric ossification
B.1.8. HWS PND 7 | Processus odontoideus bipartite ossification
B.1.9. HWS PND 7 | Processus odontoideus dumbbell-shaped
B.1.10. HWS PND 7 | Anterior tubercle C6 malpositioned

C.l.1. HWS PND 21 | Cervical centrum absent

C.l.2. HWS PND 21 | Cervical centrum asymmetric ossification
C.1.3. HWS PND 21 | Cervical centrum bipartite ossification
C.1.4. HWS PND 21 | Cervical centrum dumbell-shaped

C.L5. HWS PND 21 | Cervical centrum hemicentric

C.l.6.. HWS PND 21 | Cervical centrum misshapen

C.l.7. HWS PND 21 | Processus odontoideus asymmetric ossification
C.1.8. HWS PND 21 | Processus odontoideus bipartite ossification
C.1.9. HWS PND 21 | Processus odontoideus dumbbell-shaped
C.1.10. HWS PND 21 | Cervical arch misshapen

C.1.11. HWS PND 21 | Anterior tubercle C6 malpositioned

All1. BWS GD 21 Thoracic centrum unossified

A.ll.2. BWS GD 21 Thoracic centrum asymmetric ossification
A.llL3. BWS GD 21 Thoracic centrum bipartite ossification
All4. BWS GD 21 Thoracic centrum dumbbell-shaped
A.lLS5. BWS GD 21 Thoracic centrum hemicentric

A.ll.6. BWS GD 21 Thoracic centrum misshapen

B.Il.1. BWS PND 7 | Thoracic centrum asymmetric ossification
B.ll.2. BWS PND 7 | Thoracic centrum bipartite ossification
B.I.3. BWS PND 7 | Thoracic centrum dumbbell-shaped
C.ll1. BWS PND 21 | Thoracic centrum bipartite ossification
C.1.2. BWS PND 21 | Thoracic centrum dumbell-shaped

C.IL.3. BWS PND 21 | Thoracic centrum misshapen

C.ll.4. BWS PND 21 | Thoracic arch misshapen

Alll1. LWS GD 21 Lumbar centrum unossified

A.lll.2. LWS GD 21 Lumbar centrum asymmetric ossification
A.lllL3. LWS GD 21 Lumbar centrum bipartite ossification
A.lll4. LWS GD 21 Lumbar centrum dumbbell-shaped
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Anlage

Register-Nr. | Region/Alter | Befund
A.lLS. LWS GD 21 Lumbar centrum fused
A.llL.6. LWS GD 21 Lumbar centrum hemicentric
AllllL.7. LWS GD 21 Lumbar centrum misshapen
A.llL.8. LWS GD 21 Lumbar centrum malpositioned
A.lL9. LWS GD 21 Lumbar centrum supernumerary sinister/dexter/sin.+dex.
A.llL10. LWS GD 21 Lumbar arch misshapen
B.lII.1. LWS PND 7 Lumbar centrum asymmetric ossification
B.lll.2. LWS PND 7 Lumbar centrum bipartite ossification
B.IIL.3. LWS PND 7 Lumbar centrum dumbbell-shaped
B.lIl.4. LWS PND 7 Lumbar centrum hemicentric
B.IIL5. LWS PND 7 Lumbar centrum misshapen
B.III.6. LWS PND 7 Lumbar centrum supernumerary sinister/dexter/sin.+dex.
B.IIL.7. LWS PND 7 Lumbar arch misshapen
C.lA1. LWS PND 21 | Lumbar centrum bipartite ossification
C.lI.2. LWS PND 21 | Lumbar centrum dumbbell-shaped
C.IIL.3. LWS PND 21 | Lumbar centrum fused
C.l.4. LWS PND 21 | Lumbar centrum misshapen
C.IIL.5. LWS PND 21 | Lumbar centrum supernumerary sinister/dexter/sin.+dex.
C.lI1.6. LWS PND 21 | Lumbar arch misshapen
A.IV.A1. SWS GD 21 Sacral centrum unossified
A.IV.2. SWS GD 21 Sacral centrum asymmetric ossification
A.IV.3. SWS GD 21 Sacral centrum bipartite ossification
A.IV.4. SWS GD 21 Sacral centrum hemicentric
A.IV.5. SWS GD 21 Sacral centrum misshapen
A.IV.6. SWS GD 21 Sacral arch misshapen
B.IV.1. SWS PND 7 | Sacral centrum asymmetric ossification
B.IV.2. SWS PND 7 | Sacral centrum bipartite ossification
B.IV.3. SWS PND 7 | Sacral centrum hemicentric
B.IV.4. SWS PND 7 | Sacral arch misshapen
C.IvVA. SWS PND 21 | Sacral centrum bipartite ossification

A Altersgruppe GD 21

B Altersgruppe PND 7

C Altersgruppe PND 21

l. Halswirbelsaule

Il. Brustwirbelsaule
. Lendenwirbelsaule
V. Sakralwirbelsaule

1...10. Befunde
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Anlage

9.2 Abklrzungsverzeichnis-Bildkatalog

At Atlas

Ax Axis

BWS Brustwirbelsaule
Cc2 Cervical arch 2
C3 Cervical arch 3
Cc4 Cervical arch 4
C5 Cervical arch 5
Cé6 Cervical arch 6
cC7 Cervical arch 7
CC1 Ventral tubercle Atlas
CC2 Cervical centrum 2
CC3 Cervical centrum 3
CC4 Cervical centrum 4
CC5 Cervical centrum 5
CC6 Cervical centrum 6
CC7 Cervical centrum 7
GD 21 gestantional day 21
HWS Halswirbelsaule
LWS Lendenwirbelsaule
L1 Lumbar arch 1

L2 Lumbar arch 2

L3 Lumbar arch 3

L4 Lumbar arch 4
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L5

L6

LC

LC 1

LC 2

LC3

LC 4

LC5

LC6

Os exocc.
Os basiocc.
Os supraocc.
PND 7
PND 21
Proc. odontoideus
S1

S2

S3

S4

SC

SC 1

SC2

SC3

SC4
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Lumbar arch 5
Lumbar arch 6
Lumbar centrum
Lumbar centrum 1
Lumbar centrum 2
Lumbar centrum 3
Lumbar centrum 4
Lumbar centrum 5
Lumbar centrum 6
Os exoccipitale
Os basioccipitale
Os supraoccipitale
postnatal day7
postnatal day 21
Processus odontoideus
Sacral arch 1
Sacral arch 2
Sacral arch 3
Sacral arch 4
Sacral centrum
Sacral centrum 1
Sacral centrum 2
Sacral centrum 3

Sacral centrum 4



Anlage

SWS Sakralwirbelsaule
T1 Thoracic arch 1
T2 Thoracic arch 2
T3 Thoracic arch 3
T4 Thoracic arch 4
T5 Thoracic arch 5
T6 Thoracic arch 6
T7 Thoracic arch 7
T8 Thoracic arch 8
T9 Thoracic arch 9
T10 Thoracic arch 10
T11 Thoracic arch 11
T12 Thoracic arch 12
T13 Thoracic arch 13
TC Thoracic centrum
TC 1 Thoracic centrum 1
TC 2 Throacic centrum 2
TC3 Thoracic centrum 3
TC 4 Thoracic centrum 4
TC5 Thoracic centrum 5
TC6 Thoracic centrum 6
TC7 Thoracic centrum 7
TC 8 Thoracic centrum 8
TC9 Thoracic centrum 9
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TC 10

TC 11

TC 12

TC 13

Thoracic centrum 10

Thoracic centrum 11

Thoracic centrum 12

Thoracic centrum 13

9.3 Bildkatalog ist per CD beigefugt
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Untersuchung von pranatal induzierten Effekten durch die klassische teratogene
Substanz 5-Fluoro-2‘-deoxyuridine (FUDR) auf das Skelettsystem hinsichtlich ihrer

postnatalen Persistenz bei Ratten

CD - Beilage



A.l.1., HWS GD 21, Cervical centrum unossified

A.l.1.a., Control A.l.1.b., CC2-CC7 unossified

F

j:g

A.l.1.c., CC2-CC7 unossified A.l.1.d., CC2-CC7 unossified

A.l.1.e., CC2-CC7 unossified A.l.1.f., CC1-CC6 unossified



A.l.1., HWS GD 21, Cervical centrum unossified

A.l.1.g., Control A.l.1.h., CC2-CC6 unossified

A.l.1.i.,, CC2-CC7 unossified A.l.1,j., CC1-CC7 unossified



A.l.2., HWS GD 21, Cervical centrum asymmetric ossification

A.l.2.b., CC 1 asymmetric
ossification

A.l.2.a., Control

A.l.2.c., CC 1 asymmetric
ossification



A.1.3., HWS GD 21, Cervical centrum bipartite ossification

A.l.3.a., Control A.1.3.b., CC 1 bipartite ossification

A.1.3.c., CC 1 bipartite ossification A.1.3.d., CC 1 bipartite ossification

A.1.3.e., CC 1 bipartite ossification A.1.3.f., CC 1 bipartite ossification



A.1.3., HWS GD 21, Cervical centrum bipartite ossification

A.1.3.g., Control A.1.3.h., CC 1 bipartite ossification

A.1.3.i., CC 1 bipartite ossification A.1.3.j., CC 7 bipartite ossification



A.l.4., HWS GD 21, Cervical centrum dumbbell-shaped

A.l.4.a., Control A.l.4.b., CC 1 dumbbell-shaped

A.l.4.c., CC 1 dumbbell-shaped A.l.4.d., CC 1 dumbbell-shaped



A.l.5., HWS GD 21, Cervical centrum hemicentric

A.l.5.a., Control A.l.5.b., CC 1 hemicentric

A.l.5.c., CC 1 hemicentric A.l.5.d., CC 1 hemicentric

A.l.5.e., CC 1 hemicentric A.1.5.f., CC 1 hemicentric



A.l.5., HWS GD 21, Cervical centrum hemicentric

A.1.5.g., Control A.L.5.h., CC 1 hemicentric

A.L.5.i., CC 1 hemicentric



A.l.6., HWS GD 21, Processus odontoideus unossified

A.l.6.c., Proc. odontoideus unossified A.l.6.d., Proc.odontoideus unossified

A.l.6.e., Control A.l.6.f., Proc. odontoideus unossified



A.l.7.,HWS GD 21, Cervical arch misshapen

A.l.7.e., Control A.1.7.f., Cervical arch misshapen



A.1.8., HWS GD 21, Anterior tubercle C6 malpositioned

A.l.8.a., Control A.1.8.b., Control

A.l.8.c., Anterior tubercle C6 A.1.8.d., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned



B.I.1., HWS PND 7, Cervical centrum absent

B.l.1.a., Control B.l.1.b., CC 2 absent

B.l.1.e., Control B.I.1.f., CC 2 absent



B.I.1., HWS PND 7, Cervical centrum absent

B.l.1.i., Control B.l.1.j.,, CC 2 absent

B.I.1.k., Control B.I.1.1., CC 2 absent



B.I.1., HWS PND 7, Cervical centrum absent

B.l.1m., Control B.l.1.n., CC 3 absent



B.l.2.,, HWS PND 7, Cervical centrum asymmetric ossification

B.l.2.b., CC 2+4 asymmetric

B.l.2.a., Control e
ossification

¥

B.l.2.c., CC 2+3 asymmetric B.l.2.d., CC 2 asymmetric
ossification ossification

B.l.2.e., CC 2+3 asymmetric B.1.2.f., CC 2 asymmetric
ossification ossification



B.1.2., HWS PND 7, Cervical centrum asymmetric ossification

B.l.2.h., CC 2+4 asymmetric
ossification

B.l.2.g., Control

S

B

B.l.2.i., CC 2 asymmetric B.1.2.j., CC 2+4 asymmetric
ossification ossification

B.l.2.k., CC 2+3 asymmetric B.1.2.1.,CC 2+3 asymmetric
ossification ossification



B.1.2., HWS PND 7, Cervical centrum asymmetric ossification

B.l.2.n., CC 2 asymmetric
ossification

B.1.2.m., Control

=l

B.l.2.0., CC 2+3 asymmetric B.l.2.p., CC 2+3 asymmetric
ossification ossification

B.l.2.g., CC 2 asymmetric B.l.2.r., CC 2+3+4 asymmetric
ossification ossification



B.1.2., HWS PND 7, Cervical centrum asymmetric ossificatioin

B.l.2.t.,, CC 3 asymmetric
ossification

B.l.2.v., CC 5 asymmetric

B.l.2.u., Control e
ossification

M -

r'r

: :“..' : ; W ;‘ .
B.l.2.w., CC 6 asymmetric B.l.2.x., CC 3+5+6+7 asymmetric
ossification ossification



B.1.2., HWS PND 7, Cervical centrum asymmetric ossification

B.l.2.z., CC 4+5 asymmetric
ossification

B.l.2.y., Control



B.1.3., HWS PND 7, Cervical centrum bipartite ossification

B.1.3.f., CC 3+5+6 bipartite
ossification

B.l.3.e., CC 5 bipartite ossification



B.1.3., HWS PND 7, Cervical centrum bipartite ossification

B.1.3.g., Control B.1.3.h., CC 4+5 bipartite ossification

B.1.3.i., CC 6 bipartite ossification B.1.3.j., CC 2 bipartite ossification

B.l.3.k., CC 5 bipartite ossification B.1.3.l., CC 4 bipartite ossification



B.1.3., HWS PND 7, Cervical centrum bipartite ossification

B.1.3.m., Control B.1.3.n., CC 2 bipartite ossification

B.1.3.0., CC 3 bipartite ossification B.1.3.p., CC 3 bipartite ossification

B.1.3.g., CC 4 bipartite ossification B.1.3.r., CC 3 bipartite ossification



B.1.3., HWS PND 7, Cervical centrum bipartite ossification

B.1.3.s., Control B.1.3.t.,, CC 5 bipartite ossification

B.1.3.u., CC 6 bipartite ossification B.1.3.v., CC 6 bipartite ossification



B.1.4., HWS PND 7, Cervical centrum dumbbell-shaped

B.l.4.a., Control B.1.4.b., CC 7 dumbbell-shaped

B.l.4.c., CC 7 dumbbell-shaped B.l.4.d., CC 7 dumbbell-shaped

B.l.4.e., CC 2 dumbbell-shaped B.l.4.f., CC 2 dumbbell-shaped



B.I1.5., HWS PND 7, Cervical centrum hemicentric

B.l.5.a., Control B.I1.5.b., CC 2+4 hemicentric

B.I.5.c., CC 2 hemicentric B.1.5.d., CC 2 hemicentric

B.I.5.e., CC 2 hemicentric B.I.5.f., CC 2+3 hemicentric



B.I1.5., HWS PND 7, Cervical centrum hemicentric

B.1.5.g., Control B.1.5.h., CC 2 hemicentric

B.1.5.i., CC 2 hemicentric B.1.5.j.,, CC 3 hemicentric

B.I.5.k., CC 2 hemicentric B.I.5.1., CC 2 hemicentric



B.I1.5., HWS PND 21, Cervical centrum hemicentric

B.I.5.m., Control B.1.5.n., CC 6 hemicentric

B.l.5.0., CC5 hemicentric



B.1.6., HWS PND 7, Cervical centrum misshapen

B.l.6.a., Control B.1.6.b., CC 4 misshapen

B.1.6.d., CC 3 misshapen

B.l.6.e., CC 2 misshapen



B.1.7., HWS PND 7, Processus odontoideus asymmetric ossification

B.1.7.b., Proc.odontoideus

B.l.7.a., Control , e
asymmetric ossification

B.1.7.c., Proc.odontoideus B.1.7.d., Proc.odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification

B.l.7.e., Proc.odontoideus B.1.7.1., Proc.odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification



B.1.7., HWS PND 7, Processus odontoideus asymmetric ossification

B.l7.4. C | B.l.7.h., Proc.odontoideus
1.7.g., Contro asymmetric ossification

B.1.7.i., Proc.odontoideus B.1.7.j., Proc.odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification

B.1.7 k., Proc.odontoideus B.1.7.1., Proc.odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification



B.1.7., HWS PND 7, Processus odontoideus asymmetric ossification

B.1.7.n., Proc.odontoideus

B.l.7.m., Control . e
asymmetric ossification

B.1.7.0., Proc.odontoideus B..7.p., Proc.odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification

B.l.7.qg., Proc.odontoideus B.1.7.r., Proc.odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification



B.1.8., HWS PND 7, Processus odontoideus bipartite ossification

B.1.8.b., Control

B.1.8.c., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.d., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

B.l.8.e., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.f., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification



B.1.8., HWS PND 7, Processus odontoideus bipartite ossification

B.1.8.g., Control B.1.8.h., Control

B.1.8.i., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.j., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

B.1.8.k., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.1., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification



B.1.8., HWS PND 7, Processus odontoideus bipartite ossification

B.1.8.n., Proc. odontoideus bipartite
B.1.8.m., Control ossification

B.1.8.0., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.p., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

B.1.8.q., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.r., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification



B.1.8., HWS PND 7, Processus odontoideus bipartite ossification

B.1.8.t., Proc. odontoideus bipartite

B.1.8.s., Control e
ossification

B.1.8.u., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.v., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

B.1.8.w., Proc. odontoideus bipartite B.1.8.x., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification



B.1.9., HWS PND 7, Processus odontoideus dumbbell-shaped

B.1.9.b., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped

- LS,

B.1.9.c., Proc. odontoideus dumbbell- B.1.9.d., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped shaped

B.1.9.e., Proc. %cﬂ]%rggadeus dumbbell- B.1.9.f., Proc. odontoideus dumbbell-

shaped



B.1.9., HWS PND 7, Processus odontoideus dumbbell-shaped

B.1.9.h., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped

- .
B.1.9.i., Proc. odontoideus dumbbell- B.1.9.j., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped shaped

B.1.9.l., Proc. odontoideus dumbbell-
B.I.9.k.,ControI Shapeld ! !



B.1.10., HWS PND 7, Anterior tubercle C6 malpositioned

B.1.10.b., Anterior tubercle C6
malpositioned

B.1.10.d., Anterior tubercle C6

B.1.10.c., Control malpositioned

B.1.10.f., Anterior tubercle C6
malpositioned

B.1.10.e., Control



B.1.10., HWS PND 7, Anterior tubercle C6 malpositioned

B.1.10.g., Control B.1.10.h., Control

B.1.10.i., Anterior tubercle C6 B.1.10.j., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned

B.1.10.k., Anterior tubercle C6 B.1.10.1., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned



B.1.10., HWS PND 7, Anterior tubercle C6 malpositioned

B.1.10.n., Anterior tubercle C6
malpositioned

B.1.10.0., Anterior tubercle C6 B.1.10.p., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned

B.1.10.9., Anterior tubercle C6 B.1.10.r., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned



B.1.10., HWS PND 7, Anterior tubercle C6 malpositioned

B.1.10.s., Anterior tubercle C6 B.1.10.t., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned



C.I.1., HWS PND 21, Cervical centrum absent

C.l.1.a., Control C.l.1.b., CC 3 absent

C.l.1.c., Control C.l.1.d., CC 2 absent

C.l.1.e.,CC 2 absent C.I.1.f.,CC 2 absent



C.I.1., HWS PND 21, Cervical centrum absent

C.I1.1.i., CC 2 absent C.1.1.j., CC 2 absent

C.1.1.k., Control C.I.1.1., CC 4 absent



C.I.1., HWS PND 21, Cervical centrum absent

C.I.1.m., Control C.l.1.n., CC 4 absent



C.l.2., HWS PND 21, Cervical centrum asymmetric ossification

C.l.2.b., CC 4+5 asymmetric
ossification

C.l.2.a., Control

-
C.l.2.c., CC 4+5 asymmetric C.l.2.d., CC 3+4 asymmetric
ossification ossification

p—

C.l.2.e., CC 5 asymmetric C.l1.2.f., CC 5+6 asymmetric
ossification ossification



C.l.2., HWS PND 21, Cervical centrum asymmetric ossification

C.l1.2.h., CC 3+5 asymmetric
ossification

C.l.2.k., CC 6 asymmetric C.1.2.I,, CC 2+3+4+7 asymmetric
ossification ossification



C.l.2., HWS PND 21, Cervical centrum asymmetric ossification

C.l.2.n., CC 3 asymmetric
ossification

C.l.2.p., CC 6 asymmetric
ossification

C.l.2.g., Control C.l.2.r., CC 3 asymmetric ossification



C.l.2., HWS PND 21, Cervical centrum asymmetric ossification

C.l.2.t.,, CC 2+3 asymmetric

C.l.2.s., Control L
ossification
C.l.2.u., CC 2+3 asymmetric C.l.2.v., CC 3 asymmetric
ossification ossification

C.l.2.w., CC 2+4 asymmetric C.l.2.x., CC 2+3+4 asymmetric
ossification ossification



C.1.3., HWS PND 21, Cervical centrum bipartite ossification

C.1.3.a., Control C.1.3.b., CC 3 bipartite ossification

C.1.3.c., CC 2 bipartite ossification C.1.3.d., CC 2 bipartite ossification

C.1.3.e., CC 2 bipartite ossification C.1.3.f., CC 2 bipartite ossification



C.1.3., HWS PND 21, Cervical centrum bipartite ossification

C.1.3.g., Control C.1.3.h., CC 6 bipartite ossification

C.1.3.i.,CC 4+5 bipartite ossification C.1.3.j., CC 6 bipartite ossificaiton

C.1.3.k., CC 5 bipartite ossification C.1.3.1.,CC 2 bipartite ossification



C.1.3., HWS PND 21, Cervical centrum bipartite ossification

C.1.3.m., Control C.1.3.n.,CC 4 bipartite ossification

C.1.3.0., CC 4 bipartite ossification C.1.3.p., CC 4 bipartite ossification

C.1.3.g., CC 5 bipartite ossification C.1.3.r., CC 5 bipartite ossification



C.1.3., HWS PND 21, Cervical centrum bipartite ossification

C.1.3.u.,CC 4+5 bipartite ossification C.1.3.v., CC 5 bipartite ossification



C.1.4., HWS PND 21, Cervical centrum dumbbell-shaped

C.l.4.a., Control C.l.4.b., CC 4 dumbbell-shaped

C.l.4.c., CC 5 dumbbell-shaped



C.1.5., HWS PND 21, Cervical centrum hemicentric

C.l1.5.e., CC 2+4 hemicentric C.1.5.f., CC 5 hemicentric



C.1.5., HWS PND 21, Cervical centrum hemicentric

C.1.5.k., CC 2 hemicentric C.1.5.1., CC 2 hemicentric



C.1.5., HWS PND 21, Cervical centrum hemicentric

C.1.5.m., Control C.1.5.n., CC 2 hemicentric

C.1.5.g., CC 5 hemicentric C.L.5.r., CC 3 hemicentric



C.1.5., HWS PND 21, Cervical centrum hemicentric

C.1.5.u., CC 5 hemicentric C.1.5.v., CC 6 hemicentric

C.1.5.w., CC 4 hemicentric C.1.5.x., CC 5 hemicentric



C.1.5., HWS PND 21, Cervical centrum hemicentric

C.1.5.y., Control C.1.5.z., CC 4+5 hemicentric



C.1.6., HWS PND 21, Cervical centrum misshapen

C.l1.6.c., CC 3 misshapen C.l.6.d., CC 4 misshapen

C.l.6.e., CC 3 misshapen C.1.6.f., CC 2+3 misshapen



C.1.6., HWS PND 21, Cervical centrum misshapen

C.l.6.k., CC 7 misshapen C.1.6.l., CC 3 misshapen



C.1.6., HWS PND 21, Cervical centrum misshapen

C.1.6.m., Control C.1.6.n., CC 2 misshapen



C.1.7.,HWS PND 21, Processus odontoideus asymmetric ossification

C.1.7.b., Proc. odontoideus

C.l.7.a., Control , L
asymmetric ossification

C.1.7.c., Proc. odontoideus C.1.7.d., Proc. odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification

C.1.7.e., Proc. odontoideus C.1.7.1., Proc. odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification



C.1.7.,HWS PND 21, Processus odontoideus asymmetric ossification

C.1.7.h., Proc. odontoideus
C.1.7.g., Control asymmetric ossification

C.1.7.i., Proc. odontoideus C.1.7.j., Proc. odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification

- &

C.1.7 k., Proc. odontoideus C.L1.7.1., Proc. odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification




C.1.7.,HWS PND 21, Processus odontoideus asymmetric ossification

C.1.7.n., Proc. odontoideus

C.1.7.m., Control . e
asymmetric ossification

C.1.7.0., Proc. odontoideus C.1.7.p., Proc. odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification

C.1.7.q., Proc. odontoideus C.L.7.r., Proc. odontoideus
asymmetric ossification asymmetric ossification



C.1.7.,HWS PND 21, Processus odontoideus asymmetric ossification

C.1.7.s., Control

C.1.7.1., Proc. odontoideus
asymmetric ossification

C.1.7.u., Proc. odontoideus
asymmetric ossification



C.1.8., HWS PNT 21, Processus odontoideus bipartite ossification

C.1.8.b., Proc. odontoideus bipartite
ossification

C.1.8.a., Control

-

C.1.8.c., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.d., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

C.1.8.e., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.f., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification



C.1.8., HWS PNT 21, Processus odontoideus bipartite ossification

C.1.8.g., Control C.1.8.h., Proc. odontoideus bipartite
ossification

C.1.8.i., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.j., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

.

C.1.8.k., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.1., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification




C.1.8., HWS PND 21, Processus odontoideus bipartite ossification

C.1.8.m., Control C.1.8.n., Proc. odontoideus bipartite
ossification

g L
C.1.8.0., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.p., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

C.1.8.g., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.r., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification



C.1.8., HWS PND 21, Processus odontoideus bipartite ossification

C.1.8.s., Control C.1.8.t., Proc. odontoideus bipartite
ossification

C.1.8.u., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.v., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification

C.1.8.w., Proc. odontoideus bipartite C.1.8.x., Proc. odontoideus bipartite
ossification ossification



C.1.9., HWS PND 21, Processus odontoideus dumbbell-shaped

C.1.9.a., Control C.1.9.b., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped

C.1.9.c., Proc. odontoideus dumbbell- C.1.9.d., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped shaped

C.1.9.e., Proc. odontoideus dumbbell- C.1.9.1., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped shaped



C.1.9., HWS PND 21, Processus odontoideus dumbbell-shaped

C.1.9.h., Proc. odontoideus
dumbbell-shaped

C.1.9.i., Proc. odontoideus dumbbell- C.1.9.j., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped shaped

C.1.9.k., Control C.1.9.1., Proc odontoideus dumbbell-
shaped



C.1.9., HWS PND 21, Processus odontoideus dumbbell-shaped

C.1.9.m., Control C.1.9.n., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped

C.1.9.0., Proc. odontoideus dumbbell-  C.1.9.p., Proc. odontoideus dumbbell-
shaped shaped



C.1.10., HWS PND 21, Cervical arch misshapen

C.1.110.b., Atlas (Foramen
transversarium) misshapen

C.1.10.d., Cervical arch

C.1.10.c., Control Atlas+Axis+C3 misshapen

C.1.10.e., Cervical arch Atlas+Axis C.1.10.f., Cervical arch Atlas
misshapen misshapen



C.1.11,. HWS PND 21, Anterior tubercle C6 malpositioned

C.1.11.b., Anterior tubercle C6
malpositioned

C.l.11.c., Anterior tubercle C6 C.1.11.d., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned

C.l.111.e., Anterior tubercle C6 C.1.11.1f., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned



C.1.11., HWS PND 21, Anterior tubercle C6 malpositioned

C.1.11.h., Anterior tubercle C6
malpositioned

C.l1.11.i., Anterior tubercle C6 C.1.11.j., Anterior tubercle C6
malpositioned malpositioned

C.1.11.1., Anterior tubercle C6

C.1.11.k., Control malpositioned



C.1.11., HWS PND 21, Anterior tubercle C6 malpositioned

C.1.11.n., Anterior tubercle C6
C.I.11 m., Control malpositioned



A.ll.1., BWS GD 21, Thoracic centrum unossified

A.ll.1.a., Control A.ll.1.b., TC 1 unossified

A.ll.1.c., Control A.ll.1.d., TC 1+2 unossified

A.ll.1.e., Control A.ll.1.f., TC 13 unossified



A.ll.1., BWS GD 21, Thoracic centrum unossified

A.ll.1.g., Control A.ll.1.h., TC 11 unossified



A.ll.2., BWS GD 21, Thoracic centrum asymmetric ossification

All.2.b., TC 5+6 asymmetric

A.ll.2.a., Control .
ossification

A.ll.2.c., TC 8+10+11 asymmetric A.11.2.d.,TC 12 asymmetric
ossification ossification

A

A.ll.2.e., TC 9 asymmetric A.ll.2.f., TC 5+7 asymmetric
ossification ossification




A.ll.2., BWS GD 21, Thoracic centrum asymmetric ossification

A.ll.2.h., TC 4+5 asymmetric
ossification

-

A.ll.2.i., TC 3+5 asymmetric All.2,j., TC 2+6 asymmetric
ossification ossification

A.ll.2.k., TC 5 asymmetric

e A.ll.2.1,, TC 4 asymmetric ossification
ossification



A.ll.2., BWS GD 21, Thoracic centrum asymmetric ossification

A.ll.2.n., TC 1+2+4 asymmetric
ossification

A.ll.2.0., TC 1 asymmetric A.ll.2.p., TC 1+3+4 asymmetric
ossification ossification

A.ll.2.r., TC 8+9 asymmetric
ossification

A.ll.2.q., Control



A.ll.2., BWS GD 21, Thoracic centrum asymmetric ossification

A.ll.2.u., TC 12 asymmetric
ossification

A.ll.2.x., TC 9+10+11 asymmetric
ossification

A.ll.2.w., TC asymmetric ossification



A.ll.2.,BWS GD 21, Thoracic centrum asymmetric ossification

All.2.z., TC 12+13 asymmetric
ossification

A.ll.2.y., Control



A.ll.3., BWS GD 21, Thoracic centrum bipartite ossification

A.ll.3.c., TC 2 bipartite ossification A.11.3.d., TC 1 bipartite ossification

A.ll.3.e., TC 3 bipartite ossification A.11.3.f., TC 2+3 bipartite ossification



A.ll.3., BWS GD 21, Thoracic centrum bipartite ossification

A.l1.3.h., TC 10+12 bipartite

A.ll.3.g., Control ossification

A1.3.j., TC 11+12 bipartite

A.11.3.i., TC 13 bipartite ossification ossification

A.ll.3.1., TC 11+12+13 bipartite
ossification

A.l1.3.k., TC 13 bipartite ossification



A.ll.3., BWS GD 21, Thoracic centrum bipartite ossification

A.l1.3.m., Control A.11.3.n., Control

A.l1.3.0., TC 12 bipartite ossification A.I1.3.p., TC 12 bipartite ossification

A.11.3.9., TC 12 bipartite ossification A.11.3.r., TC 12 bipartite ossification



A.ll.3., BWS GD 21, Thoracic centrum bipartite ossification

A.11.3.u., TC 12+13 bipartite

e A.ll.3.v., TC 11 bipartite ossification
ossification

A.ll.3.w., TC 12+13 bipartite A.ll.3.x., TC 12+13 bipartite
ossification ossification



A.ll.3., BWS GD 21, Thoracic centrum bipartite ossification

A.11.3.y., Control A.11.3.z., TC 12 bipartite ossification



A.ll.4.,BWS GD 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

A.ll.4.a., Control A.ll.4.b., TC 9+10 dumbbell-shaped

A.ll.4.c., TC 8 dumbbell-shaped A.ll.4.d., TC 9+12 dumbbell-shaped

A.ll.4.e., TC 5 dumbbell-shaped A.1l.4.f., TC dumbbell-shaped



A.ll.4.,BWS GD 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

A.ll.4.g., Control A.ll.4.h., TC 11 dumbbell-shaped

A.ll.4 k., TC dumbbell-shaped A.ll.4.1., TC dumbbell-shaped



A.ll.4.,BWS GD 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

A.ll.4.0., TC 5+8+10+11+13

dumbbell-shaped A.ll.4.p., TC 13 dumbbell-shaped

A.ll.4.qg., TC 12 dumbbell-shaped A.ll.4.r,, TC 12 dumbbell-shaped



A.ll.4.,BWS GD 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

A.ll.4.u., TC dumbbell-shaped All.4.v., TC 11+12 dumbbell-shaped

A.ll.4.w., TC 10+12 dumbbell-
shaped

A.ll.4.x., TC 11 dumbbell-shaped



A.ll.4.,BWS GD 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

A.ll.4.y., Control All.4.z., TC 11 dumbbell-shaped



A.ll.5., BWS GD 21, Thoracic centrum hemicentric

A.ll.5.a., Control A.ll.5.b., TC 1 hemicentric

A.ll.5.e., TC 2+3+5 hemicentric A.lIl.5.f., TC 5 hemicentric



A.ll.5., BWS GD 21, Thoracic centrum hemicentric

A.ll.5.k., TC 1 hemicentric A.lIl.5.1., TC 4 hemicentric



A.ll.5., BWS GD 21, Thoracic centrum hemicentric

A.ll.5.m., Control A.ll.5.n., TC 5 hemicentric

A.ll.5.0., TC 11 hemicentric A.lIl.5.p., TC 12 hemicentric

A.11.5.9., TC 11 hemicentric A.L5.r., TC 13 hemicentric



A.ll.5., BWS GD 21, Thoracic centrum hemicentric

A.ll.5.u., TC 11 hemicentric A.ll.5.v., TC 1 hemicentric



A.ll.6., BWS GD 21, Thoracic centrum misshapen

A.ll.6.a., Control A.ll.6.b., TC 11 misshapen

A.ll.6.c., TC 2 misshapen A.11.6.d., TC 13 misshapen



B.1l.1., BWS PND 7, Thoracic centrum asymmetric ossification

B.Il.1.b., TC 13 asymmetric
ossification

B.ll.1.a., Control



B.1l.2., BWS PND 7, Thoracic centrum bipartite ossification

B.ll.2.e., TC 12 bipartite ossification B.Il.2.f.,, TC 13 bipartite ossification



B.Il.2., BWS PND 7, Thoracic centrum bipartite ossification

B.Il.2.g., Control B.Il.2.h., TC 10 bipartite ossification

B.ll:2.i., TC 10+11+12 bipartite B.lIl.2.j., TC 10+11+12 bipartite
ossification ossification

B.ll.2.1.,, TC 11+12 bipartite
ossification

B.ll.2.k., TC 11 bipartite ossification



B.1l.2., BWS PND 7, Thoracic centrum bipartite ossification

B.Il.2.m., Control B.1l.2.n., TC 12 bipartite ossification

B.1l.2.0., TC 12 bipartite ossification B.1l.2.p., TC 10 bipartite ossification

B.ll.2.r., TC 10+11 bipartite
ossification

B.Il.2.g., TC 10 bipartite ossification



B.1l.2., BWS PND 7, Thoracic centrum bipartite ossification

- B
B.lIl.2.u., TC 10+11+12 bipartite B.Il.2.v., TC 10+12 bipartite
ossification ossification

B.ll.2.w., TC 11+12 bipartite B.1l.2.x., TC 11+12 bipartite
ossification ossification



B.Il.2., BWS PND 7, Thoracic centrum bipartite ossification

B.Il.2.y., TC 10 bipartite ossification B.Il.2.z., TC 10 bipartite ossification



B.11.3., BWS PND 7, Thoracic centrum dumbbell-shaped

B.II.3.f., TC 9+19+11 dumbbell-
shaped

B.Il.3.e., TC 10+12 dumbbell-shaped



B.11.3., BWS PND 7, Thoracic centrum dumbbell-shaped

B.11.3.k., TC 13 dumbbell-shaped B.11.3.I., TC 9+12 dumbbell-shaped



B.11.3., BWS PND 7, Thoracic centrum dumbbell-shaped

B.11.3.m., Control B.11.3.n., TC 13 dumbbell-shaped

B.11.3.0., TC 9 dumbbell-shaped B.11.3.p., TC 10 dumbbell-shaped

B.11.3.g., TC 8+9 dumbbell-shaped B.I.3.r., TC 9 dumbbell-shaped



B.11.3., BWS PND 7, Thoracic centrum dumbbell-shaped

B.II.3.s., Control B.11.3.t.,, TC dumbbell-shaped



C.Il.1., BWS PND 21, Thoracic centrum bipartite ossification

C.Il.11.b., TC 10+11 bipartite
ossification

.

C.Il.1.f,, TC 10+12 bipartite

C.Il.1.e., TC 11 bipartite ossification ossification



C.Il.1., BWS PND 21, Thoracic centrum bipartite ossification

C.Il.1.g., Control C.Il.1.h., TC 10 bipartite ossification

C.II.1.i., TC 13 bipartite ossification C.Il.1.j., TC 12 bipartite ossification

C.Il.1.1., TC 10+11 bipartite
ossification

C.Il.1.k., TC bipartite ossification



C.Il.1., BWS PND 21, Thoracic centrum bipartite ossification

C.lIl.1.p., TC 10+11+12 bipartite
ossification

C.lIl.1.9., TC 11+12+13 bipartite

I C.ll.1.r., TC bipartite ossification
ossification



C.Il.1., BWS PND 21, Thoracic centrum bipartite ossification

C.ll.1.s., Control C.Il.1.t., TC bipartite ossification

C.ll.1.u., Control C.Il.11.v., TC bipartite ossification

C.Il.1.w., TC bipartite ossification C.1l.1.x., TC bipartite ossification



C.Il.1., BWS PND 21, Thoracic centrum bipartite ossification

C.ll.1.z., TC 11+12 bipartite
ossification

C.ll.1.y., Control



C.lIl.2., BWS PND 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

C.ll.2.a., Control C.ll.2.b., TC 11+12 dumbbell-shaped

C.ll.2.c., TC dumbbell-shaped C.ll.2.d., TC dumbbell-shaped

C.ll.2.e., TC 11+12 dumbbell-shaped C.ll.2.f., TC dumbbell-shaped



C.lIl.2., BWS PND 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

C.ll.2.g., Control C.Il.2.h., TC 11 dumbbell-shaped

C.ll.2.k., TC dumbbell-shaped C.1.2.1., TC dumbbell-shaped



C.lIl.2., BWS PND 21, Thoracic centrum dumbbell-shaped

C.ll.2.m., Control C.ll.2.n., TC 12 dumbbell-shaped

C.ll.2.0., Control C.Il.2.p.,TC dumbbell-shaped

C.ll.2.g., TC dumbbell-shaped C.ll.2.r., TC dumbbell-shaped



C.I1.3., BWS PND 21, Thoracic centrum misshapen

C.I1.3.e., Control C.I1.3.f., TC misshapen



C.Il.4., BWS PND 21, Thoracic arch misshapen

o

C.ll.4.a., Control C.Il.4.b., Thoracic arch misshapen

C.ll.4.c., Control C.ll.4.c., Thoracic arch misshapen



A.lll.1., LWS GD 21, Lumbar centrum unossified

A.lll.1.e., LC unossified A.lll.1.f., LC unossified



A.lll.1., LWS GD 21, Lumbar centrum unossified

A.lll.1.i., LC unossified A.lll.1.j., LC unossified



Alll. 2., LWS GD 21, Lumbar centrum asymmetric ossification

Alll.2.b., LC 2 asymmetric
ossification

A.lll.2.a., Control

3 :
A.lll.2.c., LC 6 asymmetric A.lll.2.d., TC 13 + LC 1 asymmetric
ossification ossification

Alll.2.e., LC 2+5 asymmetric Alll.2.f., LC 1+2+4 asymmetric
ossification ossification



Alll.2., LWS GD 21, Lumbar centrum asymmetric ossification

A.lll.2.h., LC 1 asymmetric
ossification

A.lll.2.j., Control

A.lll.2.i., LC 3 asymmetric
ossification

A.lll.2.k., LC 1 asymmetric Alll.2.I.,, LC 4 asymmetric
ossification ossification



Alll.2., LWS GD 21, Lumbar centrum asymmetric ossification

AL3.n., LC 3+4+5 asymmetric

A.111.3.m., Control e s
ossification

Alll.2.0.,LC 5 asymmetric Alll.2.p., LC 1 asymmetric
ossification ossification

Alll.2.g., LC 3 asymmetric Alll.2.r., LC 2 asymmetric
ossification ossification



AllL.3., LWS GD 21, Lumbar centrum bipartite ossification

A.lll.3.a., Control A.lll.3.b., LC 6 bipartite ossification

A.lll.3.e., LC 4 bipartite ossification A.N1.3.f., LC 1 bipartite ossification



AllL.3., LWS GD 21, Lumbar centrum bipartite ossification

A.11.3.g., Control A.1.3.h., LC 2 bipartite ossification

A.llIL.3.i., LC 1 bipartite ossification A.llIL.3.j., LC 1+2 bipartite ossificaiton



A.lll.4., LWS GD 21, Lumbar centrum dumbbell-shaped

A.lll.4.a., Control A.lll.4.b., LC 1+2 dumbbell-shaped

A.lll.4.c., LC 1 dumbbell-shaped A.lll.4.d., LC 1 dumbbell-shaped

A.lll.4.e., LC 1 dumbbell-shaped A.ll.4.f., LC 1 dumbbell-shaped



A lll.4., LWS GD 21, Lumbar centrum dumbbell-shaped

A.lll.4.g., Control Alll.4.h., LC 2+4 dumbbell-shaped



A.llL5., LWS GD 21, Lumbar centrum fused

>mﬁ/ﬂu

All.5.c., LC fused AllL5.d., LC fused
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A.lll.5.e., LC fused A.lll.5.f., LC fused




A.llL5., LWS GD 21, Lumbar centrum fused

AL5.i.,LC fused AlLS., LC fused



A.lllL6., LWS GD 21, Lumbar centrum hemicentric

A.lll.6.a., Control A.lll.6.b., LC 1 hemicentric

A.lll.6.c., LC 3 hemicentric A.lll.6.d., LC 1 hemicentric

A.lll.6.e., LC 4 hemicentric A.ll1.6.f.,LC 5 hemicentric



A.lllL6., LWS GD 21, Lumbar centrum hemicentric

A.lll.6.g., Control A.lll.6.h., LC 6 hemicentric

A.lll.6.i., LC 6 hemicentric A.llL.6.j., LC 6 hemicentric

-9
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A.lll.6.k., LC 6 hemicentric A.lll.6.I., LC 6 hemicentric



A.lllL6., LWS GD 21, Lumbar centrum hemicentric

A.lll.6.m., Control A.lll.6.n., LC 1 hemicentric

A.lll.6.0., LC 6 hemicentric



AlL7., LWS GD 21, Lumbar centrum misshapen

A.lll.7.a., Control AllL7.b., LC 4+5 misshapen

A.lll.7.c., LC 3 misshapen A.llIl.7.d., LC 3 misshapen

A.lll.7.e., LC 5 misshapen A.lIL7.f., LC 5 misshapen



AlL7., LWS GD 21, Lumbar centrum misshapen

A7 j., LC 3+4 misshapen

A7 k., LC 4 misshapen AL7.1., LC 4 misshapen



AllL7.,LWS GD 21, Lumbar centrum misshapen

A.lll.7.m., Control AlIL7.n., LC 3+4+5 misshapen

A.lll.7.0., LC misshapen AllIL7.p., LC 3+4+5 misshapen

A.lll.7.g., LC 5+6 misshapen A.lIL7.r., LC misshapen



AllL7.,LWS GD 21, Lumbar centrum misshapen

A.lll.7.s., Control A.llIL.7.1., LC misshapen



A.llIL8., LWS GD 21, Lumbar centrum malpositioned

A.lll.8.a., Control A.lll.8.b., LC malpositioned



A9, LWS GD 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

A.lll.9.a., Control A.ll1.9.b., Control

A.l1.9.c., LC supernumerary dexter A.1.9.d., LC supernumerary dexter

3 » @
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A.lll.9.e., LC supernumerary sinister A.lIL9.f., LC supernumerary sinister




A9, LWS GD 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

&

A.lIL.9 k., LC supernumerary A.1I1.9.l., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+ dexter



A.1.9. LWS GD 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

A.ll1.9.0., LC supernumerary A.1.9.p., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter

A.lIL9.r., LC supernumerary

A.lI1.9.g., LC supernumerary sinister sinister+dexter



A9, LWS GD 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

A.lll.9.s., Control A.llI1.9.1., LC supernumerary sinister

A.N19.u., LC supernumerary A.llL9.v., LC supernumerary
sinister+dexter sinster+dexter



A.llILL10., LWS GD 21, Lumbar arch misshapen

A.lll.10.a., Control A.ll1.10.b., Lumbar arch misshapen

A.lIl.10.c., Lumbar arch misshapen A.ll1.10.d., Lumbar arch misshapen

A.11.10.e., Lumbar arch misshapen A.11.10.f., Lumbar arch misshapen



A.llILL10., LWS GD 21, Lumbar arch misshapen

A.ll1.10.g., Control A.lI1.10.h., Lumbar arch misshapen

A.llI1.10.i., Lumbar arch misshapen A.llI1.10.j., Lumbar arch misshapen
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A.11.10.k., Lumbar arch misshapen A.11.10.1., Lumbar arch misshapen




A.llILL10., LWS GD 21, Lumbar arch misshapen

A.lll.10.m., Control A.lI1.10.n., Lumbar arch misshapen

A.lll.10.0., Lumbar arch misshapen A.lI1.10.p., Lumbar arch misshapen

A.11.10.qg., Lumbar arch misshapen A.1.10.r., Lumbar arch misshapen



A.llILL10., LWS GD 21, Lumbar arch misshapen

A.lll.10.s., Control A.llI1.10.1., Lumbar arch misshapen

A.111.10.w., Lumbar arch misshapen A.I11.10.x., Lumbar arch misshapen



A.llILL10., LWS GD 21, Lumbar arch misshapen

A.lll.10.y., Control A.ll1.10.z., Lumbar arch misshapen



B.Ill.11., LWS PND 7, Lumbar centrum asymmetric ossification

B.lll.1.b., LC 1 asymmetric

B.lll.1.a., Control L
ossification

B.lll.1.e., Control B.IIIl.1.f., LC asymmetric ossification



B.lll.2., LWS PND 7,Lumbar centrum bipartite ossification

B.lll.2.a., Control B.lll.2.b., LC 6 bipartite ossification

B.lll.2.c., Control B.lll.2.d., LC 6 bipartite ossification

B.lll.2.e., LC 6 bipartite ossification B.111.2.f., LC bipartite ossification



B.III.3., LWS PND 7, Lumbar centrum dumbbell-shaped

B.lIl.3.a., Control B.II1.3.b., LC 1 dumbbell-shaped

B.lIl.3.c., LC 1 dumbbell-shaped B.lll.3.d., LC 1+4 dumbbell-shaped

B.ll1.3.e., LC 1 dumbbell-shaped B.111.3.f., LC 6 dumbbell-shaped



B.lll.4., LWS PND 7, Lumbar centrum hemicentric

B.l1l.4.a., Control B.l1l.4.b.,LC 6 hemicentric



B.IILL5., LWS PND 7, Lumbar centrum misshapen

B.lIl.5.a., Control B.lll.5.b., LC 5 misshapen

B.lll.5.d., LC 4 misshapen

B.lll.5.e., LC 4 misshapen B.I.5.f., LC 4 misshapen



B.IILL5., LWS PND 7, Lumbar centrum misshapen

B.lIL.5.i., LC 3+4 misshapen B.11.5.j., LC 3+4 misshapen

B.111.5.k., LC 3 misshapen B.l1.5.1., LC 2 misshapen



B.IILL5., LWS PND 7, Lumbar centrum misshapen

B.lI1.5.m., Control B.lll.5.n., LC 5 misshapen

B.11.5.0., LC misshapen B.II1.5.p., LC misshapen

B.lll.5.9., LC 5 misshapen B.lL.5.r., LC 5 misshapen



B.IIl.6., LWS PND 7, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

B.IlL.6.c., LC supernumerary B.Ill.6.d., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter
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B.lll.6.e., LC supernumerary B.II.6.f., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter



B.IIl.6., LWS PND 7, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/siniser+dexter

B.111.6.k., LC supernumerary dexter B.111.6.1., LC supernumerary dexter



B.IIl.6., LWS PND 7, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

B.lIl.6.0., LC supernumerary B.III.6.p., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexer

B.111.6.9., LC supernumerary dexter B.111.6.r., LC supernumerary dexter



,B.IIl.6., LWS PND 7, Lumbar centrum supernumerary
sinster/dexter/sinister+dexter

B.1Il.6.s., LC supernumerary B.IIl.6.t., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter

B.IIl.6.v., LC supernumerary
sinister+dexter

B.II.6.w., Control B.II.6.x., LC supernumerary sinister



B.IIl.7., LWS PND 7, Lumbar arch misshapen

B.I1l.7.b., Lumbar arch 2+3
misshapen

B.I1l.7.d., Lumbar arch 2+3
misshapen

B.111.7.f., Lumbar arch 2+3
misshapen

B.lI.7.e., Control



B.IIl.7., LWS PND 7, Lumbar arch misshapen

B.I1l.7.h., Lumbar arch 2+3

B.lIl.7.g., Control misshapen



C.II1., LWS PND 21, Lumbar centrum bipartite ossification

C.llIl.1.e., Control C.II1.1.f., LC bipartite ossification



C.II1., LWS PND 21, Lumbar centrum bipartite ossification

C.lll.1.g., Control C.llIl.1.h., LC 6 bipartite ossification

C.llI1.i., Control C.llI.1.j., LC bipartite ossification

C.IIl.1.k., Control C.II1.1.1., LC bipartite ossification



C.lll.2., LWS PND 21, Lumbar centrum dumbbell-shaped

C.lll.2.a., Control C.lll.2.b., LC 6 dumbbell-shaped

C.lll.2.d., LC 1 dumbbell-shaped

.

C.lll.2.e., Control C.lll.2.f., LC dumbbell-shaped



C.lll.2., LWS PND 21, Lumbar centrum dumbbell-shaped

- 'l

C.lll.2.g., Control C.llIl.2.h., LC dumbbell-shaped

C.lll.2.i., Control C.lll.2.j., LC dumbbell-shaped




C.lIIL.3., LWS PND 21, Lumbar centrum fused

C.II.3.c., LC fused C.lI1.3.d., LC fused

C.ll1.3.e., LC fused



C.lll.4., LWS PND 21, Lumbar centrum misshapen

C.lll.4.c., LC 5 misshapen C.lll.4.d., LC 4 misshapen

C.lll.4.e., LC 3 misshapen C.111.4.1., LC misshapen



C.lll.4., LWS PND 21, Lumbar centrum misshapen

C.lll.4.g., Control C.lll.4.h., LC misshapen

C.lll.4.i., LC 4 misshapen C.lll.4.j., LC misshapen

C.lll.4.k., LC misshapen C.l.4.1., LC 3 misshapen



C.lll.4., LWS PND 21, Lumbar centrum misshapen

C.lll.4.m., Control C.lll.4.n., LC misshapen

C.lll.4.0., Control C.lll.4.p., LC misshapen



C.111.5., LWS PND 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

C.lll.5.a., Control C.lILL5.b., LC supernumerary dexter

C.lll.5.c., LC supernumerary dexter C.II1.5.d., LC supernumerary dexter

C.llIl.5.e., LC supernumerary C.IIL.5.f., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter



C.111.5., LWS PND 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

C.lIl.5.g., LC supernumerary C.lII1.5.h., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter

C.IIL.5.k., LC supernumerary C.IIL5.1., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter,



C.111.5., LWS PND 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexer/sinister+dexter

C.11.5.m., LC supernumerary C.1IL5.n., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter,

C.ll1.5.0., LC supernumerary C.111.5.p., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter

C.lIl.5.q., LC supernumerary C.IIL5.r., LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter



C.lIILL5., LWS PND 21, Lumbar centrum supernumerary
sinister/dexter/sinister+dexter

C.lIL.5.t., LC supernumerary
sinister+dexter

C.I1.5.u., LC supernumerary C.II.5.v.,, LC supernumerary
sinister+dexter sinister+dexter

C.lI.5.w., LC supernumerary

sinister+dexter C.l11.5.x., LC supernumerary sinister



C.111.5., LWS PND 21, Lumbar centrum supernumerary

sinister/dexter/sinister+dexter

C.ll1.5.y., Control C.lI.5.z., LC supernumerary dexter




C.lll.6., LWS PND 21, Lumbar arch misshapen

C.lll.6.b., Lumbar arch 4+5
misshapen

C.1ll.6.d., Lumbar arch 4-6
misshapen

C.lll.6.e., Control C.lI1.6.f., Lumbar arch 4-5 misshapen



C.lll.6., LWS PND 21, Lumbar arch misshapen

C.llI.6.j., Lumbar arch 3+4
misshapen

C.lll.6.k.:, Lumbar arch 1+2 C.lll.6.1., Lumbar arch 142
misshapen misshapen



C.lll.6., LWS PND 21, Lumbar arch misshapen

C.llII.6.n., Lumbar arch 5+6
misshapen

C.lll.6.m., Control

C.l11.6.p., Lumbar arch 5+6

C.111.6.0.,Control misshapen

C.lll.6.r., Lumbar arch 1+2
misshapen

C.l11.6.q., Control



C.llI.6., LWS PND 21,Lumbar arch misshapen

C.ll1.6.s., Control C.lIl.6.t., Lumbar arch misshapen

C.lI1.6.u., Lumbar arch 4+5 C.lIl.6.v., Lumbar arch 1+2
misshapen misshapen

C.111.6.w., Lumbar arch misshapen C.111.6.x., Lumbar arch misshapen



C.lll.6., LWS PND 21, Lumbar arch misshapen

Froc a. gaud,
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C.ll.6.y., Control C.lIl.6.z., Lumbar arch misshapen




A.lV.1., SWS GD 21, Sacral centrum unossified

A.lV.1.a., Control A.IV.1.b., SC unossified

A.IV.1.d., SC unossified

A.lV.1.e., SC unossified A.IV.1.f., SC unossified



A.lV.1., SWS GD 21, Sacral centrum unossified

A.IV.1.i., SC unossified

A.IV.1.k., SC unossified A.l1V.l., SC unossified



A.lV.2., SWS GD 21, Sacral centrum asymmetric ossification

A.lV.2.b., SC 1 asymmetric
ossification

A.lV.2.a., Control



A.IV.3., SWS GD 21, Sacral centrum bipartite ossification
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A.1IV.3.a., Control A.IV.3.b., SC bipartite ossification

A.l1V.3.c., SC bipartite ossification A.1V.3.d., SC bipartite ossification



A.lV.4., SWS GD 21, Sacral centrum hemicentric

A.lV.4.b., SC 1 hemicentric

A.lV.4.c., SC 1 hemicentric A.lV.4.d., SC 1 hemicentric

A.lV.4.e., SC 1+2 hemicentric A.IV.4.f., SC 1 hemicentric



A.lV.4., SWS GD 21, Sacral centrum hemicentric

A.lV.4 k., SC 1 hemicentric A.lV.4.1., SC 1+2 hemicentric



A.IV.5., SWS GD 21, Sacral centrum misshapen

A.l1V.5.a., Control A.IV.5.b., SC misshapen

A.IV.5.c., SC 1 misshapen A.IV.5.d., SC misshapen

A.IV.5.e., SC misshapen A.IV.5.1., SC misshapen



A.IV.5., SWS GD 21, Sacral centrum misshapen

A.IV.5.g., Control A.IV.5.h., SC misshapen

A.IV.5.i., SC misshapen A.IV.5.j., SC misshapen



A.IV.6., SWS GD 21, Sacral arch misshapen

A.IV.6.a., Control A.IV.6.b., Sacral arch misshapen

A.IV.6.c., Sacral arch misshapen A.IV.6.d., Sacral arch misshapen

A.lIV.6.e., Sacral arch misshapen A.IV.6.f., Sacral arch misshapen



A.lV.6., SWS GD 21, Sacral arch misshapen

A.IV.6.g., Control A.IV.6.h., Sacral arch misshapen

A.IV.6.k., Sacral arch misshapen A.IV.6.1., Sacral arch misshapen



B.IV.1., SWS PND 7, Sacral centrum asymmetric ossification

B.IV.1.b., SC 2 asymmetric
ossification

B.IV.1.d., SC 2+3 asymmetric

B.IV.1.c., Control e
ossification



B.IV.2., SWS PND 7, Sacral centrum bipartite ossification

B.IV.2.a., Control B.IV.2.b., SC bipartite ossification

B.IV.2.c., Control B.1V.2.d., SC bipartite ossification



B.IV.3., SWS PND 7, Sacral centrum hemicentric

B.IV.3.c., SC 1 hemicentric B.IV.3.d., SC 1+3 hemicentric



B.IV.4., SWS PND 7, Sacral arch misshapen

B.IV.4.a., Control B.IV.4.b., Sacral arch misshapen



C.IV.1., SWS PND 21, Sacral centrum bipartite ossification

C.IV.1.a., Control C.IV.1.b., SC 1 bipartite ossification

C.IV.1.c., Control C.IV.1.d., SC 1 bipartite ossification
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