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1. Einleitung

Pectus excavatum und Pectus carinatum sind die haufigsten Deformitaten der vorde-
ren Brustwand. Die Begriffe stammen aus dem Lateinischen und setzen sich aus
pectus (Brust) und excavare (aushodhlen, hohl machen) sowie carina (Kiel/Schiffskiel)
zusammen. Die deutschen Bezeichnungen Trichterbrust und Kielbrust kennzeichnen
das Erscheinungsbild der vorderen Brustwand der Patientinnen. Bei Pectus excavat-
um erscheint die Brust ausgehdhlt oder trichterférmig eingezogen, bei Pectus carina-

tum kielformig vorgewolbt.

In einer Vielzahl von Untersuchungen zur Atiologie der Deformitaten konnten die Ur-
sachen und Pathomechanismen von Pectus excavatum und Pectus carinatum bisher
nicht geklart werden. Folglich existieren keine kausalen Therapiemethoden fir die
Deformitaten, die sich insbesondere psychisch beeintrachtigend auf die Betroffenen

auswirken.

Die vorliegende Arbeit vermittelt zunachst einen grundlegenden Uberblick liber das
Erscheinungsbild, die Epidemiologie und die Klinik von Pectus excavatum und Pec-
tus carinatum. AnschlieRend vermittelt sie einen Uberblick tUber die Forschung zur
Histologie, insbesondere der zellularen Merkmale des sternocostalen Knorpels und
zu Fragen bezuglich Atiologie und Pathogenese der Deformitaten.

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht die erstmalige vergleichende Analyse der
Ultrastruktur des Rippenknorpels von Pectus excavatum und Pectus carinatum. Der

Fokus liegt auf den zellularen Merkmalen.

Die vergleichende Analyse erfolgt unter der Frage, ob ultrastrukturelle Befunde zur
Klarung der Pathogenese beitragen. Weiterhin geht es um die Frage, ob es sich bei
Pectus excavatum und Pectus carinatum um das gleiche Krankheitsbild — bei dem
sich lediglich die Richtung der Deformitat unterscheidet — oder um zwei grundsétzlich

verschiedene Entitaten mit unterschiedlicher Atiologie und Pathogenese handelt.
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2. Literaturdiskussion

Pectus excavatum und Pectus carinatum sind die haufigsten Deformitaten der vorde-
ren Brustwand. Im Deutschen sind sie unter den Bezeichnungen Trichterbrust bezie-

hungsweise Kielbrust bekannt.

2.1 Pectus carinatum

Pectus carinatum (PC) ist eine Sammelbezeichnung fur Brustwanddeformitaten mit
folgenden Charakteristika: Protrusion des Sternums sowie Protrusion des sternocos-
talen Knorpels und/oder der angrenzenden Rippen (1, 2). Es gibt verschiedene Ein-
teilungen der Deformitat. Desmarais unterscheidet nach der Lage des Protrusions-
zentrums zwei PC-Varianten, die chondrogladiolare Variante (keel chest) und die
chondromanubriale Form (pouter pigeon breast) (1). Sie kdbnnen symmetrisch oder
asymmetrisch (mit begleitender Rotation des Sternums) ausgepragt sein (1, 2). Mit
95 % kommt die chondrogladiolare Form am haufigsten vor. Das chondromanubriale
Pectus carinatum kann im Rahmen von Syndromen, wie beispielsweise dem Turner-
und dem Noonan-Syndrom, auftreten (1, 2). Fokin nennt als dritte Variante das late-
rale PC, eine stets asymmetrische Deformitat. Hier ist der Rippenknorpel einseitig

vorgewolbt und das Sternum oftmals zur Gegenseite hin rotiert (2).

2.2 Pectus excavatum

Bei Pectus excavatum (PE) liegt eine trichterférmige Einsenkung der vorderen
Brustwand vor, die auf einer dorsalen Abweichung des Sternums beruht (3). Bei 99
% der Patientinnen sind mittlere und untere Anteile des Sternums in die Deformitét
einbezogen sowie in der Regel Rippen- und Rippenknorpel. Dies betrifft vor allem die
dritte beziehungsweise vierte bis siebte Rippe (3-6). Pectus excavatum kommt in
vielen verschiedenen Varianten, symmetrischen und asymmetrischen, vor (7). Cha-
rakteristisch fir asymmetrische Formen sind eine rechtsseitig betonte Depression
und Rotation des Sternums (2). Es gibt verschiedene Mdglichkeiten die PE-

Deformitat einzuteilen. Im Folgenden werden zwei vorgestellt. Fokin unterscheidet
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anhand der Form der Impression zwei PE-Varianten: Einerseits die Tassen-Form
(cup-shaped) mit tiefer, gut definierter und lokalisierter Impression, andererseits die
Untertassen-Form (saucer type oder flat chest) mit flacherer, weiter ausgedehnter
Einsenkung der vorderen Brustwand (2). Das tassenférmige PE ist am haufigsten
und die Impression ist in 80 % der Falle rechtsseitig lokalisiert (6). Mazhar et al. un-
tergliedern die PE-Deformitat anhand ihrer CT-Morphologie in vier Gruppen — A, B1,
B2 und C (8):

A keine Absenkung des Manubrium sterni, posteriore Winkelbildung des Corpus
sterni

B1  horizontale Einsenkung des Manubrium- und des Corpus sterni ohne
Winkelbildung

B2 Depression des Manubrium sterni und posteriore Winkelbildung im Bereich
des Corpus sterni

C komplexe Deformitat mit asymmetrisch verdrehtem Manubrium- und Corpus
sterni und begleitender asymmetrischer Distorsion und Depression des Brust-
korbs

2.3 Epidemiologie von Pectus excavatum und Pectus carinatum

Pectus excavatum und Pectus carinatum repréasentieren 95-97 % aller Brustwandde-
formitaten. PE stellt mit einem Anteil von circa 90 % den Grol3teil der Deformitaten
dar (3). PC ist die zweithaufigste Brustwanddeformitat, wobei mit 5-20 % sehr vari-
able Angaben zur Pravalenz vorliegen (2). Die Inzidenz von PE liegt bei 1-8 pro
1000, wahrend Pravalenzen bei Geburt zwischen 1/400 und 1/300 beschrieben sind
(3, 9). Im Vergleich dazu kommt PC 2-4 mal seltener vor (1). Beide Deformitaten
betreffen bevorzugt das mannliche Geschlecht mit einem Verhéltnis m : w zwischen
2:1und9: 1 bei Pectus excavatum und 4 : 1 bei Pectus carinatum (1, 10).

Es liegen verschiedene Ansichten dartber vor, ob die Deformitaten angeboren sind
oder nicht. Fokin und Koumbourlis beschreiben PE und PC als kongenital (2, 11).
Dagegen meint Cobben, dass die Verformung oftmals nicht angeboren ist, sondern
erst in der frihen Kindheit in Erscheinung tritt (12). Coelho bezeichnet PC als erwor-

ben (13). Obermeyer definiert Brustwanddeformitaten, die zwischen Geburt und Ju-
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gendalter sichtbar werden, als kongenital und solche, die infolge einer Operation der
Brustwand entstehen, als erworben (14). Wéahrend des (pré-)pubertaren Wachs-
tumsschubs wird die Deformitat pragnanter. Einzelne Autoren sehen dies bei 1/3 der
PE-Patientinnen gegeben, andere in den meisten Fallen (4, 5, 15, 16). Asymmetri-
sche Deformitaten nehmen, insbesondere zwischen dem 10. und 12. Lebensjahr, zu
(17).

2.4 Klinik von Pectus excavatum und Pectus carinatum

Patientinnen mit Pectus excavatum zeigen einen typischen asthenischen Habitus (2).
Sie sind grof3 und dinn, haben oft Haltungsstérungen, herabhéngende Schultern und
schlackernde Arme (18). Die GliedmaRRen und Finger sind lang. Weitere Merkmale
sind die Laxizitat von Gelenken, PlattfiRe sowie ein gothischer Gaumen. Die Patien-
tinnen ziehen sich leicht Verletzungen zu und haben gleichzeitig eine schlechte
Wundheilung (7). Beide Brustwanddeformitaten, Pectus excavatum und Pectus cari-
natum, sind mit Skoliose assoziiert (11, 16). Jeweils circa 20 % der Patientinnen ha-
ben eine Skoliose sowie eine Hypokyphose (16). Ein mdglicher Grund hierfir sind
die veranderten Druckverhaltnisse zwischen Rippen und Wirbelséule, die zu einer
Verschiebung der Wirbelkérper fihren (18).

Das haufigste korperliche Symptom ist Belastungsintoleranz. Daneben berichten Pa-
tientinnen von rascher Ermiudbarkeit und Dyspnoe.

Lungenfunktionstests zeigten bei Pectus excavatum subklinische obstruktive, selte-
ner restriktive Abweichungen der Lungenfunktion. Das Lungenvolumen liegt im unte-
ren Normalbereich (11). Die Zugkraft inspiratorischer Atemhilfsmuskeln ist vermindert
(19). Kardiale Symptome sind Tachykardie, Palpitationen und Arrhythmien (7, 18).
Bedingt durch den verminderten anteroposterioren Thorax-Durchmesser kann eine
diastolische Herzinsuffizienz vorliegen. Infolgedessen ist eine Steigerung des Herz-
Zeit-Volumens Uber das Schlagvolumen nur eingeschrankt moglich (18). Kinder mit
Trichterbrust haben eine beeintrachtigte Myokardkontraktion und Nachlast (20). Ana-
tomisch-strukturell ist das Herz nach links verschoben und rotiert; zudem sind in der
Literatur Mitralklappenprolapse im Zusammenhang mit PE und PC beschrieben (2,
7).
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Belastungsintoleranz, kardiale Palpitationen und gelegentliche respiratorische Symp-
tome wie Dyspnoe und Tachypnoe liegen auch bei Patientinnen mit Pectus carina-
tum vor. Jedoch ist die kardiopulmonale Beeintrachtigung bei PC geringer (1). Nach
Koumbourlis et al. haben die meisten Patientinnen mit Pectus excavatum und Pectus
carinatum keine physischen Symptome; in der Regel werden sie lediglich unter Be-
lastung symptomatisch (18).

Im Vordergrund steht die psychische Belastung durch die Deformitat. Das Kérperbild
der Patientlnnen ist erheblich gestort (21). Insbesondere Patientinnen mit Pectus
carinatum sind mit dem eigenen Aussehen unzufrieden. Scham wegen der Deformi-
tat, geringes Selbstbewusstsein und Gehéansel fiuhren zum Meiden sportlicher und
sozialer Aktivitaten (2, 21-23). Betroffene empfinden ihre seelische Lebensqualitat
als vermindert (21). Psychologische und kosmetisch-asthetische Aspekte sollten in
die Entscheidungsfindung einer operativen Korrektur einflie3en; sie stellen neben
physischen Beeintrachtigungen eine wichtige OP-Indikation dar (1, 3, 22).

2.5 Grundlegende Informationen zum hyalinen Knorpel

Die Pathogenese und Histologie des Rippenknorpels bei PE und PC bauen auf ei-
nem grundlegenden Verstandnis der Histomorphologie des hyalinen Rippenknorpels
auf. Um Veranderungen des Rippenknorpels bei PE und PC besser erkennen und
einschatzen zu kdnnen, befasst sich der folgende Abschnitt vorbereitend mit der His-

tologie des gesunden hyalinen Knorpels.

2.5.1 Histologie des hyalinen Knorpels

Hyaliner Knorpel Gberzieht die Enden artikulierender Knochen. Er bildet die Grundla-
ge fur den Rippen- und Gelenkknorpel (24, 25). Hyaliner Knorpel ist ein aneurales,
avaskulares Gewebe, das im Wesentlichen aus Knorpelzellen (Chondrozyten) und
Extrazellularer Matrix (ECM) besteht. Erndhrung und Stoffaustausch erfolgen Uber
Diffusion, was den Knorpel fur degenerative Prozesse pradisponiert (26). Funktionell
ermoglicht er eine reibungsarme, schmerzfreie Artikulation und sorgt fir eine gleich-

manRige Kraftibertragung und -verteilung auf den subchondralen Knochen (26-28).
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Es ist ein zellarmes Gewebe; in adultem Knorpel liegt der Volumenanteil der Chond-
rozyten bei 2 % bis 5 % (24, 29-31).

Im Folgenden werden die zonale Gliederung und die Hauptbestandteile des hyalinen
Knorpels, Chondrozyten und ECM, beschrieben. Die Charakterisierung der ECM er-
folgt im Abschnitt 2.5.1.3 ,Regionale Gliederung®.

2.5.1.1 Zonale Gliederung

Die Morphologie des hyalinen Knorpels variiert je nach Lokalisation, das heif3t von
Gelenk zu Gelenk, und Alter. Unabhangig davon ist hyaliner Knorpel klar in verschie-
dene Zonen unterteilt: die oberflachliche, mittlere, tiefe und kalzifizierte Zone (SZ,
Mz, DZ, CZ) (32). Jede dieser Zonen enthélt Zellen und Kollagenfasern typischer
Anordnung und Struktur.

a. Superfizielle Zone

Charakteristisch fur die superfizielle Zone (SZ) sind flache, scheibenférmige Zellen,
uniforme, dicht gepackte Kollagenfasern sowie ein geringer Proteoglycangehalt. Die
Chondrozyten sind in Lakunen eingebettet und wie die Kollagenfasern parallel zur
Knorpeloberflache angeordnet (27). Schweifformige Ausziehungen der Lakunen stel-
len als sogenannte interconnecting tracs Verbindungen zwischen Chondrozyten her
(33). Hier konzentrieren sich die Proteoglycane der SZ. Eine schmale, zellfreie

Schicht, die Lamina splendens, bildet den Abschluss zur Knorpeloberflache (34).

b. Mittlere Zone

Die mittlere Knorpelzone (MZ) befindet sich zwischen oberflachlicher und tiefer
Schicht. Ihre Ubergangsposition spiegelt sich in der ECM wider: Die Kollagenfasern
verlaufen weder parallel zur Oberflache (siehe SZ) noch radial (siehe DZ), sondern
schrdg. Sie Uberkreuzen sich und sind weniger dicht aneinandergelagert. Die
Chondrozyten sind oval-rundlich bis kugelig und liegen haufig paarweise vor (27). Im
Vergleich zur superfiziellen Zone sind die Zellen der mittleren und tiefen Zone meta-
bolisch aktiver, mit gut ausgepragtem Endoplasmatischem Retikulum (ER) und Gol-

gi-Apparaten.
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c. Tiefe Zone und kalzifizierte Zone

Chondrozyten der tiefen Zone bilden saulenartige, mehrzellige Chondrone. Eine wel-
lenformige Grenzlinie, die Tidemark, markiert den Ubergang zur kalzifizierten Zone.
Die kalzifizierte Zone liegt dem subchondralen Knochen am nachsten und zeichnet
sich durch die Kalzifikation der ECM aus. Runde, hypertrophe Chondrozyten sind

von nicht-kalzifizierten Lakunen umgeben (27).

2.5.1.2 Chondrozyten

Chondrozyten, die Zellen im hyalinen Knorpel, sind postmitotisch und verantwortlich
fur Synthese und Umsatz der ECM-Bestandteile (Matrix-Turnover), wie beispielswei-
se Kollagene, Proteoglycane und Glycoproteine (26, 35). Hyaliner Knorpel ist ein
bradytrophes Gewebe. Die Energiebereitstellung erfolgt im Wesentlichen tber Glyco-
lyse (26). Die Ausstattung mit Zellorganellen orientiert sich an den Stoffwechselge-
gebenheiten und der Funktion der Chondrozyten. Sie enthalten unter anderem En-
doplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat und eine geringe Anzahl an Mitochond-
rien (26). Daruber hinaus enthalten sie Glycogendepots, Lipidtropfen und besitzen
ein primares Zilium (26).

Eine weitere Aufgabe der Chondrozyten — neben Matrix-Turnover — besteht im Kno-
chenwachstum. Im Bereich der Epiphysenfugen vollzieht sich im Rahmen der en-
chondralen Ossifikation eine Umwandlung von Knorpel in Knochen. Diese Phase ist
durch Zellhypertrophie und ECM-Kalzifikation gekennzeichnet. Chondrozyten weisen
Zellfortsatze auf, die in die umgebende perizellulare Matrix hineinragen. In mittleren
und tiefen Knorpelschichten sind die Chondrozyten von einer perizellularen Kapsel
(siehe 2.5.1.3, b) umgeben (32).

2.5.1.3 Regionale Gliederung
Im Zentrum dieser Gliederung steht das Chondron. Vom Chondron ausgehend wird

die extrazellulare Knorpelmatrix von zellnah nach zellfern in perizellulare, territoriale

und interterritoriale Matrix unterteilt.
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a. Chondron

Das Chondron bildet die kleinste strukturelle, metabolische und mechanische Funkti-
onseinheit des Knorpels (32). Chondrone bestehen aus Chondrozyten, einer perizel-
lularen Matrix und einer dicht gewebten, filzartigen perizellularen Kapsel (32, 36).
Nach zellfern hin schlieRen sich die territoriale und die interterritoriale Matrix an. Ne-
ben einzelnen Chondronen gibt es doppelte und multiple Chondrone, die aus zwel
beziehungsweise mehreren Zellen aufgebaut sind. Sobald das Chondron von mehr
als einem Chondrozyt gebildet wird, sind die einzelnen Zellen durch kapsuléare

Scheiden voneinander getrennt (37).

b. Perizellulare Matrix und perizellulare Kapsel

Charakteristisch fur die perizellulare Matrix (PCM) sind ihre feine Textur und Struktur
(32). Sie umgibt die Chondrozyten als filamentares Netzwerk, das hauptséchlich aus
Kollagen VI, XI und Perlecan besteht (27, 38). Uber verschiedene Zellrezeptoren
kommuniziert die PCM direkt oder indirekt mit der Knorpelzelle, um biochemische
und biomechanische Signale zu Gbermitteln (38, 39). In mittleren und tiefen Knorpel-
schichten werden Chondrozyten und PCM von einer perizellularen Kapsel korbartig
eingefasst. Sie grenzt den Komplex aus Zelle und PCM Kklar gegen die territoriale
Matrix ab. Die perizellulare Kapsel besteht aus feinen Filamenten und Fibrillen, die
zwei fenestrierte Schichten bilden. Wahrend die innere Schicht locker gewoben ist
und Makroporen aufweist, ist die duf3ere Schicht mit Mikroporen versehen und kom-
pakt (32). lhre Form ist abhéngig von der Hydratation der PCM-Proteoglycane (36).
Unter Kompression kommt es durch Druckerh6hung und Verformung des Chondrons
zum Flussigkeitsstrom Uber den Poren. Mit dem Flissigkeitsstrom kdnnen beispiels-
weise Matrixvesikel innerhalb der ECM transportiert werden (32). Uber die mit dem
Flussigkeitsstrom Uber den Knorpel verbreiteten Matrixvesikel konnen die Chondro-
zyten auch die entfernt gelegene Knorpelmatrix beeinflussen (40).

c. Territoriale Matrix

Die territoriale Matrix schliel3t sich der perizellularen Kapsel nach auf3en direkt an
(40). Zellnah orientieren sich die Kollagenfibrillen an der Zellform, wahrend sie weiter
entfernt ein Geflecht mit unterschiedlichen Kreuzungswinkeln bilden (41). In Zwi-

schenraumen des Kollagennetzes befinden sich Proteoglycanaggregate (40). Ge-
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meinsam erleichtern das Kollagengeflecht und das chondroitinsulfatreiche Proteogly-
can-Gel die Deformierung des Knorpels und bieten Schutz bei Knorpelbelastung (40,
41). Im Ubergangsbereich zur interterritorialen Matrix nimmt der Faserdurchmesser
zu. AulRerdem wechselt die korbahnliche Anordnung zu einer eher parallelen Aus-
richtung der Fasern (40, 41).

d. Interterritoriale Matrix

Die interterritoriale Matrix bildet den Hauptteil der Knorpel-ECM (31). Sie weist die
meisten Proteoglycane und Kollagenfibrillen auf. Dartber hinaus sind Dichte und
Durchmesser der Fibrillen hier am grof3ten (31, 40). Das Kollagennetz wird von Kol-
lagen Typ II, 1X, Xl und XVI gebildet. Der Faserverlauf variiert in Abhangigkeit von
der Knorpelzone. In der SZ sind die Fibrillen in Bezug zur Knorpeloberflache parallel
ausgerichtet, in der MZ eher schrag und in der DZ senkrecht (41). Die dichte Anord-
nung der Kollagenfasern und der hohe Gehalt an Keratansulfat gewahrleisten eine
hohe Widerstandskraft gegentiber Druckbelastung (40).

Die interterritoriale Matrix enthélt gro3e Mengen eines amorphen elektronendichten
Materials, das elektronenmikroskopisch getupft-granular erscheint. Es ummantelt
bestimmte Kollagenfasern, die daraufhin fragmentiert oder langs gespalten erschei-
nen. Seine Konzentration steigt mit zunehmender Knorpeltiefe und ist in der interter-
ritorialen Matrix am grof3ten. Teilweise scheint es mit Matrixvesikeln assoziiert zu
sein oder aus ihnen auszustrémen, um benachbarte Kollagenfasern zu umgeben
(32).

2.5.2 Besonderheiten des Rippenknorpels

Hyaline Gelenkknorpel unterschiedlicher Lokalisation kénnen nicht gleichgesetzt
werden. Hyaliner Knorpel ist abhangig von der mechanischen Belastung und von
ihrer Dauer. Im Unterschied zu Gelenkknorpel ist der Rippenknorpel, nach Tocchioni
et al., von einem Perichondrium umgeben, das flir die Sauerstoffversorgung sowie
den Austausch von Nahrstoffen und Stoffwechselendprodukten sorgt. Rippenknorpel
unterliegt keiner grof3en und schnell variierenden Belastung und er ist nicht in Zonen
beziehungsweise Schichten organisiert, die in Abhangigkeit der Verteilung von Last

entstehen. Eine perizellulare Kapsel konnten Tocchioni et al. in keinem ihrer unter-
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suchten Rippenknorpel-Praparate feststellen. Den Ubergang zwischen perizellularer,
territorialer und interterritorialer Matrix beschreiben sie als flieRend und weich (42).

2.6 Pathogenese von Pectus excavatum und Pectus carinatum

Atiologie und Pathogenese von isoliert auftretendem Pectus excavatum und Pectus
carinatum sind unbekannt (1, 43-45). Es existiert eine Vielzahl von Hypothesen zur
Krankheitsentstehung. Fihrende Hypothesen sind eine zugrunde liegende
Entwicklungsstorung, ein Gbermafiges Wachstum des sternocostalen Knorpels und
ein gestorter Knorpelmetabolismus, der zu biomechanischer Instabilitat und
UberschieRendem Knorpelwachstum fihrt (3).

Im Folgenden werden Knorpel-extrinsische und Knorpel-intrinsische Pathogenese-
Modelle fur Pectus excavatum und Pectus carinatum separat aufgefihrt. Unter
,Knorpel-intrinsisch“ werden dabei Hypothesen beschrieben, die entweder
ausgehend von histologischen Veranderungen formuliert wurden oder mit
histologischen Veranderungen einhergehen kénnen. ,Knorpel-extrinsisch meint,
dass die Ursache, beziehungsweise der pathogenetische Mechanismus, auf3erhalb
des Knorpels zu finden ist. Da sich die Forschung hinsichtlich der Ursachen und
Pathogenese von Brustwanddeformitaten bisher auf PE konzentrierte, liegen deutlich
weniger Untersuchungen und Publikationen zur Pathogenese der Pectus-carinatum-
Deformitat vor (1, 13).

2.6.1 Knorpel-extrinsische Hypothesen zur Pathogenese

2.6.1.1 Pectus excavatum

Der grol3e Atemhilfsmuskel der vorderen Brustwand, M. pectoralis major, ist bei PE-
Patientinnen kranialer lokalisiert als bei Normalpersonen. Aufgrund dessen wirkt er
dem negativen intrathorakalen Druck weniger suffizient entgegen und es resultiert
eine trichterférmige Einsenkung der Brustwand (46, 47). AuRerdem sehen Park et al.
— ausgehend von computertomographisch gemessenen, verlangerten Rippen —einen
Zusammenhang zwischen asymmetrischem PE und tberméafigem Rippenwachstum
(48).
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Altere Hypothesen zur Pathogenese von PE umfassen unterschiedliche Ansatze:

Die erste Hypothese zur Pathogenese des Pectus excavatum formulierte Bauhinus
bereits Anfang des 17. Jahrhunderts. Er sah eine wahrend der embryologischen
Entwicklung bestehende Hypertension des Zwerchfells als wichtigen Einflussfaktor
an (49). Ein anderes zwerchfellbezogenes Pathogenese-Modell geht von einer
Retraktion des Sternums und des Processus xiphoideus aufgrund einer Imbalance
der anterioren und posterioren Zwerchfellanteile aus (3). Ende des 19. Jahrhunderts,
beziehungsweise Anfang des 20. Jahrhunderts, wurde die Hypothese intrauterinen
Druckes infolge einer abnormalen Position des Embryos diskutiert (50, 51). Eggel
fuhrte 1870 die PE-Deformitat auf eine Weichheit und aul3ergewdhnliche Flexibilitat
des Sternums zurick und vermutete eine Stérung der Erndhrung oder der
Entwicklung (52). Hagemann formulierte 1888 die Hypothese, dass die PE-Ursache
im Ubermalligen Wachstum der Rippen liegt (53). 1939 fanden Brown et al. ein
verdicktes Ligamentum substernale, das ihrer Ansicht nach zu einer mechanisch
bedingten Retraktion des Sternums fuhren konnte (54). Nach einer weiteren
Hypothese ist die Verformung bei PE als erworbene, haltungsbedingte
Berufserkrankung anzusehen, zum Beispiel bei Schustern (3). Auch Erkrankungen
wie Syphilis, Rachitis und eine Dysfunktion des Lungenparenchyms wurden als
Ursachen fir PE in Betracht gezogen (3).

Manche dieser Hypothesen, wie beispielsweise diejenige von Langer und
Zuckerkandel dber intrauterinen Druck des Unterkiefers auf das Brustbein, sind
inzwischen obsolet (3, 12, 51). Mit Hinblick auf die fihrenden Hypothesen (siehe 2.6)
sind Eggels und Hagemanns Modelle zur Pathogenese von Pectus excavatum

weiterhin aktuell.

2.6.1.2 Pectus carinatum

Wachstum und Ossifikation des Sternums spielen eine Rolle in der Ausbildung der
Kielbrustdeformitat, insbesondere der superioren Variante (55). Currarino et al. fiih-
ren die chondromanubriale Form des Pectus carinatum auf eine gestorte Ossifikation
des Sternums zuriick (56).

Park et al. fanden bei erwachsenen PC-Patientinnen verklrzte Rippen, wahrend sie

bei Kindern mit PC verlangerte Rippen feststellten. Ein gestortes Rippenwachstum
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kénnte demnach zur Entwicklung der PC-Deformitat beitragen oder dieser zugrunde
liegen (57, 58). Zusatzliche Hypothesen zur Pathogenese sind Ubermaliges Wachs-
tum des Rippenknorpels, abnormale Entwicklung des Zwerchfells, Verformung des

Sternums sowie eine Bindegewebserkrankung (59).

2.6.2 Knorpel-intrinsische Hypothesen zur Pathogenese

Insbesondere fur die Pathogenese von Pectus excavatum existiert eine Vielzahl von
Hypothesen. Zur besseren Ubersicht werden die Knorpel-intrinsischen Pathogenese-
Modelle zu Pectus excavatum inhaltlich unter den Uberbegriffen ,Wachstumssto-
rung“, ,Gestorte Reifung®, ,Vorzeitige Alterung®, ,Biomechanische Instabilitat® und
,Metabolisch-genetische Verdnderungen® vorgestellt. Bei Pectus carinatum erfolgt
eine Unterteilung in ,Wachstumsstérung®“, ,Metabolische Stérung“ sowie ,Genetisch-
bedingt®. Histologische Untersuchungsergebnisse, die in folgenden Abschnitten ge-
nannt werden, sind unter 2.7 ausfihrlich beschrieben.

2.6.2.1 Pectus excavatum

a. Wachstumsstorung

Sweet et al. diskutierten, dass bei Pectus excavatum der Rippenknorpel verlangert
sein konnte und dass daraus die trichterformige Einsenkung der Brustwand resultiert
(60). In den vergangenen Jahren befassten sich zahlreiche Studien mit der Lange
der Rippen, des Rippenknorpels und mit dem relativen Langenverhaltnis des Knor-
pels zur Rippe (Costal Index). Inzwischen wird UberschieRendes Wachstum des
sternocostalen Knorpels als Ursache fiir PE abgelehnt (48, 61, 62).

Die Costal Indices sind bei PE unverandert, das heil3t, die relative Lange des Knor-
pels im Verhéltnis zur Rippenlange ist normal (48, 62). Auf der Seite mit der tieferen
Impression, wo der Rippenknorpel — Sweets Hypothese nach — am langsten sein
musste, konnte sogar eine Verkirzung einzelner Rippen und Rippenknorpel gezeigt
werden (61). Auch bei asymmetrischem PE ist es nicht der sternocostale Knorpel,
der Gbermafiig lang ist; signifikant langer als bei Kontrollpersonen sind hier die Rip-
pen (48). Aulerdem fehlt das histomorphologische Korrelat Ubermalligen Wachs-
tums (44, 45).
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Dennoch sind eine Wachstumsstorung und global Gberschiel3endes Wachstum, das
sowohl Chondrozyten als auch die ECM einbezieht, aus histologischer Sicht nicht

sicher ausgeschlossen (44).

Eine weitere Hypothese zur moglichen Wachstumsstérung bertcksichtigt die
Embryologie der Rippen und des Sternums. Wahrend die Rippen dem paraxialen
Mesoderm entstammen, entwickelt sich das Sternum aus dem Seitenplatten-
Mesoderm. Der unterschiedliche embryonale Ursprung koénnte zu einer
Wachstumsstorung fuhren, die sich in Form eines Pectus excavatum manifestiert
(12).

b. Gestorte Reifung

Die Hypothese einer gestorten Reifung des sternocostalen Knorpels geht auf histolo-
gische Untersuchungen zurtick. Die Rundheit der Zellen charakterisiert Knorpelreife
und nimmt normalerweise mit steigendem Alter zu (44). Dasselbe gilt fir die Sulfatie-
rung von Proteoglycanen (63). Die altersunabhangige Rundheit der Zellen und die
geringe Proteoglycan-Sulfatierung bei Pectus excavatum deuten auf eine gestotrte
Reifung und Zellteilung sowie Unreife des Knorpels hin (44).

c. Vorzeitige Alterung

Einige histomorphologische und biochemische Untersuchungen zeigen eine vorzeiti-
ge Alterung des Rippenknorpels (64—66). Die Hypothese wird durch mehrere Autoren
unterstitzt (2, 64, 65). Nach Tsvetkova et al. konnten der erhdhte Kollagenanteil, der
erhdhte Gehalt an nicht extrahierbarem Kollagen und der verminderte Gehalt an im-
mobilisiertem Wasser fur eine vorzeitige Alterung sprechen. Diese Ergebnisse zeigen
sich in gleicher Weise fur isoliertes Pectus excavatum und fur PE mit zusatzlichem
Ehlers-Danlos-Syndrom (64). Histologisch-degenerative Veranderungen werden auf
eine Stoffwechselstorung der Chondrozyten zuriickgefuihrt, die mit verminderter
Knorpelstabilitat einhergeht, welche wiederum die Deformierung der Brustwand be-
gunstigt. Die degenerativen Veranderungen sind nicht PE-spezifisch; sie gleichen
denjenigen von Knorpel-Gesunden (65). Jedoch treten die physiologischen Alters-
veranderungen bei PE um 6 bis mehr als 10 Jahre friher auf (65, 66). Die katabole

Stoffwechselleistung ist im PE-Knorpel erhéht (65).
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d. Biomechanische Instabilitat

Der Rippenknorpel von PE-Patientinnen weist defizitare biomechanische Eigenschaf-
ten auf. Er ist weniger elastisch und weniger stabil in Bezug auf Zug, Druck und Bie-
gebeanspruchung. Daraus wurde die Hypothese entwickelt, dass Pectus excavatum
sekundar bei veranderten biomechanischen Eigenschaften des Rippenknorpels auf-
tritt (45). Die biomechanischen Knorpeleigenschaften beruhen auf dem Zusammen-
spiel der Matrixkomponenten, der Kollagene und Proteoglycane (28, 45). Verantwort-
lich fur die veranderte Biomechanik sehen Feng et al. die Stoérung der Kollagen-
Verteilung und Anordnung, insbesondere von Kollagen Typ II.

Des Weiteren lasst der geringere Gehalt an immobilisiertem Wasser (vergleiche
2.6.2.1, ¢) Riuckschlusse auf eine reduzierte Wasserbindungskapazitat zu. Eine ge-
ringe Sulfatierung von Proteoglycanen (vergleiche 2.6.2.1, b) geht mit verminderter
Wasserbindungskapazitat einher. Diese bewirkt modifizierte biomechanische Eigen-
schaften des Knorpels (45, 64). Geisbe et al. fihren die Instabilitat auf kataplastische
Veranderungen zurtick (vergleiche 2.6.2.1, c). Eine trichterformige Deformierung der
Brustwand ist bei Knorpelinstabilitat im Sinne reduzierter Knorpelsubstanz durch
physiologische Atemmechanik moglich (65).

Insgesamt zeigt sich ein Zusammenhang zwischen metabolischen Stérungen des
Kollagen- beziehungsweise des Mukopolysaccharid-Stoffwechsels und der Entste-

hung der Pectus excavatum (3, 45, 65).

e. Metabolisch-genetische Veranderungen

Der Rippenknorpel von PE-Patientinnen weist erniedrigte Zink- sowie erhéhte Mag-
nesium- und Calciumkonzentrationen auf (67). Diese metabolischen Veranderungen
im engeren Sinne fuhren zur Arbeitshypothese vom Auftreten des Pectus excavatum
im Zusammenhang mit abnormen Spurenelement-Konzentrationen (67). Zinkmangel
konnte in der Pathogenese von Brustwanddeformitaten eine entscheidende Rolle
spielen, da zinkabhangige Enzyme und Zinkfingerproteine an der Chondrogenese
beteiligt sind (68, 69). AulRerdem fuhrt Zinkmangel zu Skelettfehlbildungen und zu
einer Aktivitatsminderung in reifen Chondrozyten (67, 70, 71).

Molekulargenetische Untersuchungen zeigten fir verschiedene Bestandteile des PE-

Knorpels eine veranderte Gen-Expression, wobei die gefundenen Genmutationen
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insbesondere mit metabolischen Erkrankungen assoziiert sind. Beispielsweise waren
Kollagengene heraufreguliert, wahrend TNFa-Isoformen mit hemmendem Einfluss
auf die Kollagen-Gen-Expression herabreguliert waren (2).

Das hereditare und mit anderen Fehlbildungen kombinierte Auftreten des Pectus
excavatum spricht fir eine anlagebedingte Stoffwechselstorung (65). Verschiedene
monogenetische Syndrome und Chromosomenaberrationen kdnnen mit PE assozi-
iert sein, ebenso wie verschiedene Genmutationen. Beispielsweise ist bei der Fa-
cioscapulohumeralen Muskeldystrophie — eine Erkrankung, die auf einer Genmutati-
on beruht — die PE-Inzidenz sehr hoch (57, 72).

2.6.2.2 Pectus carinatum

a. Wachstumsstorung

Als Ursache fir die chondrogladiolare Variante des Pectus carinatum wird ein ab-
normales Wachstum des sternocostalen Knorpels angenommen (73). Untersuchun-
gen des sternocostalen Knorpels bei PC zeigten, dass der Rippenknorpel bei Patien-
tinnen mit Pectus carinatum im Vergleich zum Rippenknorpel gesunder Kontrollper-
sonen verlangert ist. Dennoch liegt die Hauptursache der Deformitat nicht im Uber-
mafigen Knorpelwachstum, da sich die Knorpellange zwischen links und rechts bei
asymmetrischem PC nicht signifikant unterscheidet (59). Zusatzlich umfasst die Hy-

pothese der Wachstumsstorung die Rippen, wie bereits unter 2.6.1.2 beschrieben.

b. Metabolische Stérung

Brochhausen et al. fanden in Kielbrust-Chondrozyten kristalline Einschlisse.
Hochstwahrscheinlich sind sie Ausdruck einer metabolischen Stérung, wobei unklar
bleibt, welcher Art diese Stdrung ist. Denkbar ist, dass die kristallinen Einschliisse im
Rahmen degenerativer Prozesse auftreten (68).

c. Genetisch bedingte Veranderung

Es gibt verschiedene Hinweise flr einen genetischen Hintergrund bei der PC-
Deformitat. Wie bereits unter 2.4 beschrieben, ist PC haufig mit Skoliose assoziiert
und einige genetische Erkrankungen, wie beispielsweise das Marfan- und das Noon-

an-Syndrom, manifestieren sich mit einer Kielbrust (1, 16, 74). Aul3erdem liegt in ei-
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nem Viertel der PC-Falle eine positive Familienanamnese vor, was flr eine geneti-

sche Pradisposition bei der Entwicklung der PC-Deformitat spricht (1).

2.6.3 Weitere Hypothesen und Anséatze

Die Hypothesen von Entwicklungsstérung und tubermalfligem Knorpelwachstum er-
offnen die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen der Deformitat und der emb-
ryonalen Entwicklung von Rippen und sternocostaler Region gibt. Ein Beispiel ist ei-
ne Reifungsunterbrechung in der parasternalen Region (3). In der vorliegenden Ar-
beit wird Rippenknorpel von jugendlichen und erwachsenen Patientinnen untersucht,
nicht von Feten, weshalb auf Embryologie-basierte Hypothesen nicht ndher einge-
gangen wird.

Aufgrund des histologischen Schwerpunkts wird in dieser Dissertation auf genetische
Untersuchungen nicht ndher eingegangen.

2.7 Histologie

Bei der ersten Pectus-excavatum-Operation 1911 entnahm Meyer sternocostalen
Knorpel und untersuchte ihn anschlielRend histologisch. Dabei stellte er eine unspezi-
fische Degeneration des Knorpels fest, die er jedoch nicht in Zusammenhang mit der
Pathogenese von PE brachte (3). Bis heute wurde der Rippenknorpel von PC- und
PE-Patientinnen immer wieder anhand verschiedener histologischer Verfahren und
Farbemethoden untersucht. Nachfolgend werden die Ergebnisse fur PE und PC auf-
gefluhrt.

2.7.1 Pectus excavatum

Geisbe et al. beschrieben physiologische, jedoch vorzeitige Alterungsveranderungen
beim Rippenknorpel von PE-Patientinnen (siehe 2.6.2.1, c). Diese umfassen eine
kornige Tribung der Knorpelgrundsubstanz, Demaskierung parallel gerichteter Fa-
sern mit Schwund der Kittsubstanz, Asbestfaserung sowie Ausbildung von Faser-
markrdumen. Die Veradnderungen beschreibt Geisbe als nicht PE-spezifisch. Jedoch

korreliert der Schweregrad regressiver Veranderungen mit demjenigen der Deformi-
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tat. Die Veranderungen fuhren Geisbe et al. auf eine Stoffwechselstorung der Chond-
rozyten zurick, die mit verminderter Knorpelstabilitdt und der Ausbildung einer Trich-
terbrust einhergeht (65).

Histologische Untersuchungen von Rupprecht et al. bestatigen das Vorliegen dege-
nerativer Veranderungen. Sie prasentieren sich in Form von degenerativ veranderten
Chondrozyten mit Lipidvakuolen und osmiophilen Ablagerungen. Elektronenmikro-
skopisch weist der sternocostale Knorpel unabhangig vom Alter der PE-Patientinnen
dilatierte Zisternen des ER, grof3e Golgi-Apparate und geschwollene Mitochondrien
sowie intrazellular herdférmige Glycogenablagerungen auf. Zusatzlich zeigen sich
Veranderungen der Extrazellularmatrix mit verbreiterten und auffallend parallel orien-
tierten Kollagenfibrillen. Hinzu kommt sogenanntes long spacing Kollagen mit einem
verbreiterten Abstand der Querbanderung (67). 1989 fanden Rupprecht et al. Gefal3e
im PE-Knorpel, auch in nicht deformierten Anteilen. Mit zunehmendem Alter zeigte
sich ein aul3ergewohnlicher Anstieg der Chondrozytenzahl innerhalb eines Chond-
rons (75).

Fokin et al. fanden in PE-Praparaten fokale Nekrosen und mukoide Matrixdegenera-
tion sowie eine hohere Zellularitat und variablere Zellverteilung als in gesundem
Knorpel. Aul3erdem imponierten gré3ere Gefal3anordnungen. Dies kdnnte eine ge-
steigerte Wachstumsaktivitat bei verminderter struktureller Integritdt des Knorpels
darstellen, der bei PE zuséatzlicher mechanischer Belastung unterliegt. Fokin erwahnt
aulRerdem Ergebnisse von Urmonas und Kondrashin aus dem Jahr 1983, die im PE-
Knorpel Vakuolisierung, Polymorphismus und Kernpyknose feststellten. In oberflach-
lichen Knorpelschichten waren zahlreiche Chondrozyten anzutreffen, wahrend in tie-
fen Zonen Chondroblasten vorlagen (2).

Anders als die vorhergehenden Arbeitsgruppen stellten Feng et al. lichtmikrosko-
pisch keine Unterschiede zwischen PE-Knorpel und gesundem Knorpel fest. Bei
elektronenmikroskopischer und immunhistochemischer Untersuchung zeigen sich
Unterschiede in der Verteilung und Anordnung von Kollagen Il (Vergleiche 2.6.2.1,
d). In tiefen Knorpelzonen sind Verteilung und Anordnung der Fibrillen ungleichmanig
beziehungsweise unregelmaliig und stellenweise sehr rarefiziert. Bei Mitochondrien,
ER, Golgi-Apparaten und Proteoglycanen liegen keine Unterschiede zwischen Pati-

entlnnen und Kontrollpersonen vor (45).
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Kuritsyn beschreibt grol3e zellfreie Areale und demaskierte Fasern, die bei Pectus
excavatum 6-7 Jahre fruher auftreten als bei normalem Rippenknorpel. Sie seien
Korrelat einer beschleunigten Involution des Knorpels. AuRerdem sind Fibronektin
und Kollagen V erhéht; zudem weisen Chondrozyten mehr Prokollagen 11l und 1V auf
(66).

David et al. fokussierten sich in ihren Untersuchungen auf die Zelldichte und Flache,
die sich bei PE und Kontrollen nicht signifikant unterschieden. Die Rundheit der Zel-
len variierte nicht. Mit zunehmendem Alter nehmen bei gesundem Knorpel Zelldichte
und Flache ab und die Rundheit der Zellen zu. Bei Pectus excavatum waren diese
Parameter altersunabhéngig (44).

In der Alcian-Blau-Safranin-Farbung prasentieren sich 80 % der PE-Préparate alci-
anophil und 20 % safraninophil. Die Farbung des Kontrollknorpels zeigt das entge-
gengesetzte Verhaltnis. Alcianophil bedeutet eine schwache Sulfatierung, safranino-
phil eine starke Sulfatierung. Die Kollagenfarbung Masson-Trichrom des PE-
Knorpels entsprach bei den Autoren der eines reifen hyalinen Knorpels ohne wesent-
liche Unterschiede zur Kontrollgruppe (44).

Tocchioni et al. charakterisierten den PE-Knorpel anhand lichtmikroskopischer, im-
munhistochemischer und elektronenmikroskopischer Untersuchungen. Weder lagen
in Ihrem Kollektiv signifikante Unterschiede zwischen sternocostalem PE- und Kon-
troll-Knorpel vor, noch lieBen sich PE-spezifische Merkmale herausarbeiten. Die Be-
funde von David et al. wurden von der Arbeitsgruppe um Tocchioni nicht bestatigt.
Die Ergebnisse der Alcianblau-Safranin-O-Farbung lie3en keine Schliisse auf die
Atiologie oder Pathogenese dieser Deformitat zu. Die Forschergruppe schlussfolgert,
dass Knorpel-intrinsische Prozesse wie Knorpelmetabolismus, strukturelle Verénde-
rungen mit Kondensation des Kollagennetzes und Abnahme der Zelldichte nicht die
Ursache der Deformitat sind. Die Autoren stellen vielmehr die Hypothese auf, dass
diese Veranderungen den deformierten Knorpel ebenso wie gesunden Knorpel stabi-
lisieren. Bei Pectus excavatum wird die trichterartige Form der vorderen Brustwand
stabilisiert. Tocchioni et al. gehen letztlich davon aus, dass PE auf einer dynami-

schen Krafteinwirkung beruht (42).
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2.7.2 Pectus carinatum

Beim Knorpel des Pectus carinatum konnte eine leichte Degeneration der Extrazellu-
larmatrix mit demaskierten Fasern beobachtet werden (68). Darlber hinaus fehlte
den Kollagenfasern die charakteristische Querstreifung und sie waren verdickt. Au-
Rerdem zeigte sich ein Verlust an Proteoglycanen. Elektronenmikroskopisch fielen
vereinzelt Chondrozyten mit kristallinen Einschliissen auf (68).

Stacey et al. untersuchten den sternocostalen Knorpel eines PC-Patienten mit dem
Ziel der Charakterisierung des Rippenknorpels. Auffallend waren dort die Kollagen-
Nanostraws (straw, engl. = Strohhalm, Trinkhalm) aus Kollagen Typ II, die signifikant
breiter als einzelne Kollagenfasern waren und durch eine Vielzahl von Proteinen
quervernetzt sein kénnten. Funktionell kénnten sie fir den Flussigkeitstransport im

sternocostalen Knorpel verantwortlich sein (25).

2.7.3 Pectus excavatum und Pectus carinatum im Vergleich

Wie oben dargelegt liegen fur beide Brustwanddeformitaten, PE und PC, histologi-
sche Daten verschiedener Publikationen vor. Dennoch gibt es, nach ausfihrlicher
Recherche der aktuellen Literatur, als einzige Arbeit, die Pectus excavatum und Pec-
tus carinatum histologisch vergleichend analysiert, die Bachelorarbeit von Maria
Christina Verez Sola. Die Ergebnisse ihrer Bachelorarbeit decken sich weitgehend
mit den Ergebnissen publizierter Untersuchungen, sodass von einer gewissen Evi-
denz der Bachelorarbeit auszugehen ist. Beispielsweise wurde eine Asbestfaserung
bei PE bereits durch Geisbe et al. beschrieben (65, 68). Weiterhin stellte Verez Sola
endothelialisierte RAume bei PE und PC fest, was mit Ergebnissen von Rupprecht et
al. und Fokin et al. vereinbar ist; sie beschrieben Gefal3e im PE-Knorpel (2, 75).
Auch die Vakuolisierung, die Verez Sola fand, ist bereits vorbeschrieben durch Ur-

monas und Kondrashin, deren Ergebnisse Fokin et al. in ihrer Publikation erwahnen

(2).

In den Untersuchungen von Verez Sola fanden sich sowohl bei PE als auch bei PC
Asbestfaserung, mukoide Matrixdegeneration und Gefal3neubildungen. Die Alcian-

Blau-Féarbung zeigte Unterschiede im Vergleich mit gesundem Knorpel: Sowohl bei
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PE als auch bei PC war der Gehalt an sauren Mukopolysacchariden (SMPS) gerin-
ger und sie waren unregelmafiger verteilt. Der Gehalt an Proteoglycanen (PG) war
in der Arbeit von Verez Sola dagegen nicht vermindert; die Safranin-O-Farbung war,
bis auf Areale mit Asbestfaserung und mukoider Matrixdegeneration, gleichmaRig

intensiv (76).

Hinsichtlich der Morphologie, Vitalitat und Anordnung von Zellen stellte Verez Sola
signifikante Unterschiede zwischen PE und PC fest. In den von Verez Sola unter-
suchten PC-Praparaten war die Gesamtzellzahl und die Anzahl an vitalen Zellen sig-
nifikant hoher als in PE-Préaparaten, was als hohe Stoffwechselaktivitat im PC-
Knorpel interpretiert wurde (76). In Peripherie und Ubergangszone fand Verez Sola
bei PC mehr Zellgruppierungen als bei PE. Zusatzlich fand sie, insbesondere in der
peripheren Zone bei PC, deutlich mehr Einzelzellen. Daraus leitete sie ein Ungleich-
gewicht im Gewebe ab.

Gleichzeitig stellte sie im Ubergangsbereich und im Zentrum mehr avitale und vakuo-
lisierte Zellen fest. Verez Sola zufolge findet sich im vitalen Knorpel keine Vakuolisie-
rung. Entsprechen der Ergebnisse der Bachelorarbeit von Verez Sola war das Aus-
malfd an Asbestfaserung bei PC-Proben grél3er als bei PE. Dies sprache fur eine De-
generation, da Asbestfaserung ein histomorphologisches Korrelat physiologischer
Alterung darstelle (76).

Zusammenfassend beschrieb Verez Sola eine Unterscheidung des PC-Knorpels vom
PE-Knorpel durch héhere Stoffwechselaktivitat bei gleichzeitig vermehrter Degenera-

tion bei Pectus carinatum.

2.8 Fragestellung

Die Annahme eines verlangerten sternocostalen Knorpels stellt bei Pectus carinatum
die Grundlage der operativen Korrektur dar (59, 77). Bei Pectus excavatum kann es,
unabhangig vom operativen Ansatz, zur Rekurrenz der Deformitdt kommen (78). Vor
diesem Hintergrund wird deutlich, dass Kenntnis Uber die Pathogenese der Erkran-
kungen PE und PC beziehungsweise das fehlende Wissen Uber die Ursache und

Krankheitsentstehung von therapeutischer Relevanz sind.
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Histologische Veranderungen kénnen den Deformitaten zugrunde liegende Patho-
mechanismen offenlegen (68). Allerdings sind Forschungsergebnisse zur Pathoge-
nese der Deformitaten uneinheitlich (3).

Beim Vergleich der Histomorphologie von Pectus excavatum und Pectus carinatum
auf lichtmikroskopischer Ebene fand Verez Sola sowohl Unterschiede als auch Ge-
meinsamkeiten; moglicherweise liegen Pectus excavatum und Pectus carinatum die-
selben Pathomechanismen zugrunde. Bereits 1981 stellten Pena et al. die Frage, ob
es sich bei PE und PC um dasselbe Krankheitsbild handelt: ,Pectus carinatum and

pectus excavatum: are they the same disease?” (79).

Die ausfihrliche Literaturrecherche ergab, dass die Ultrastruktur von PE und PC bis-
her nie vergleichend analysiert wurde.

Eine vergleichende Analyse der Ultrastruktur von PE und PC erfolgt in der vorliegen-
den Arbeit im Hinblick auf die Frage, ob sich aus den Befunden die Pathogenese der
Brustwanddeformitaten besser erschlief3t und die Befunde fir eine gemeinsame Pa-

thogenese sprechen.

3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial

Die untersuchten Knorpelproben entstammen korrektiven Operationen der Brust-
wanddeformitaten Pectus excavatum und Pectus carinatum. Zum Zeitpunkt der Ope-
ration waren die PE-Patientinnen (w = 3, m = 7) zwischen 15 und 28 Jahre alt. Die
Eingriffe wurden in der Klinik fr Kinderchirurgie der Universitatsklinik Mainz (n = 1),
im Nouvel Hépital Civil de Strasbourg (n = 6) und im Trichterbrustzentrum der Uni-
versitat Erlangen (n = 3) durchgefuhrt. Die PC-Patientinnen (w = 3, m = 7) waren
zum Zeitpunkt der Knorpelentnahme zwischen 16 und 26 Jahre alt. Die Operationen

erfolgten in Erlangen (n = 3), in StralRburg (n = 6) und am Johanniter-Krankenhaus
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im Flaming Treuenbrietzen (n = 1). In Tabelle 1 wird das Patientenkollektiv tabella-

risch nach Geschlecht, Alter und Operationsort aufgefuhrt.

Fur jede Brustwanddeformitat wurden 10 Préparate aus peripheren Knorpelanteilen

und 10 Praparate aus zentralen Knorpelanteilen untersucht. Insgesamt lagen 20

Trichterbrustpraparate und 20 Kielbrustpraparate vor, sodass die Gesamtstichprobe

40 Knorpelpraparate umfasste. Bei den Praparaten handelte es sich um Ultradinn-

schnitte fir die ultrastrukturelle Untersuchung des Knorpels mithilfe der Transmissi-

onselektronenmikroskopie (TEM).

In Skizze 1 wird die Definition von zentral und peripher bildhaft dargestellt. Zentral

und peripher beschreiben die Region des Semidiinnschnitts, aus der die entspre-

chenden Ultradinnschnitte angefertigt wurden.

Tabelle 1: Patientenkollektiv

PC

weiblich

mannlich

Alter in
Jahren
(Haufigkeit)

Erlangen

Stral3burg

Treuenbriet-
zen

Mainz

16 (3)
17 (4)
18 (2)
26 (1)

0 1

15 (1)
17 (1)
18 (3)
20 (4)
28 (1)

Skizze 1: Zentral und peripher in Semidinnschnitten

Rippenknorpel

Sternum

Semidinnschnitt
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3.1.2 Gerate und Materialien

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Zubehor

Gerate und Zubehor

Technische Daten

Hersteller/Lieferant

Heizplatte

Stuart Digital Hotplate
SD300

Bibby Scientific Ltd.
Stone, England

Warmeschrank

U10

Memmert
Schwabach, Deutschland

Kihlschrank

Liebherr Kihl-
Gefrierkombination
KGT.3546

Liebherr-International AG
Bulle, Schweiz

Lichtmikroskop

Olympus CH20

Olympus Deutschland
GmbH
Hamburg, Deutschland

Magnetriihrer lkamag RCT IKA®-Werke GmbH & Co.
KG
Staufen, Deutschland
pH-Meter WTW Series WTW Wissenschaftlich-
InoLab® pH 720 Technische Werkstatten
GmbH
Weilheim, Deutschland
Pinzette DUMONT Pinzette, INOX, | Plano GmbH
fein, gebogene Spitze Typ 7, Biologie Wetzlar, Germany
Prazisionswaage Sartorius LC 6205 Sartorius AG

Gottingen, Deutschland

Ruttler Rotamax 120 Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG
Schwabach, Deutschland

Knifemaker 7800 Knifemaker LKB Produkter A13

Bromma, Sweden

Ultramikrotome

Reichert-Jung Ultracut
Reichert-Jung Ultracut E
Leica Ultracut R

Alle: Leica Microsystems
GmbH
Wetzlar, Deutschland

Transmissions-
Elektronenmikroskop

Jeol JEM-1400

Jeol (Germany) GmbH
Eching b. Minchen,
Deutschland

Tabelle 3: Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Material

Bestellnummer

Hersteller/Lieferant

Deckglaser 18 x 18 mm

0101030

Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG
Lauda-Konigstein,
Deutschland
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Material

Bestellnummer

Hersteller/Lieferant

Ultra Diamantmesser 45°
2,5 mm

16DIA.DU4525

Agar Scientific Ltd.

Leica Microsystems
GmbH Wetzlar, Deutsch-
land

Faltenpapier (Papierfilter) | 1001090 Whatman GmbH
Dassel, Deutschland
Hartgelatine-Leerkapseln | 14060 Klpper-Primax GmbH
Grol3e 3 Troisdorf-Spich, Deutsch-
land
Glasmesser G3516 Agar Scientific Ltd.
Stansted, England
Kupfergrids 100 mesh G2100C Plano GmbH
Wetzlar, Deutschland
Ungepuderte Untersu- SU-INT-M Emergo Europe
chungshandschuhe aus Den Haag, Niederlande
Nitril
Rotilabo® C267.1 Carl Roth GmbH
Magnetstabchen-Set Karlsruhe, Deutschland
Becherglas 100 ml Cli2.1 Schott AG
Mainz, Deutschland/
Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland
Becherglas 250 ml Cli4.1 Schott AG
Mainz, Deutschland/
Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland
Messzylinder 100 ml 2210180 Hirschmann Laborgerate
100:1 GmbH & Co. KG Eber-
stadt, Germany
Messzylinder 25 ml 2210170 Hirschmann Laborgerate
25:0,5 GmbH & Co. KG Eber-
stadt, Germany
Objekttrager 4530679 Gerhard Menzel GmbH
Braunschweig, Deutsch-
land
Zellstoff 849405 Kurt Miller GmbH
Pulheim-Braunweiler,
Deutschland
Rasierklingen T586A Plano GmbH
Apollo Eversharp Blades Wetzlar, Germany
Heavy Duty Industrial T5016 Plano GmbH

Blades .012 HD

Wetzlar, Germany
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Tabelle 4: Verwendete Reagenzien

Reagenz

Bestellnummer

Hersteller/Lieferant

Leitungswasser

Agar 100 Resin R1043 Agar Scientific Ltd.
Stansted, England

Aqua bidest. Medizintechnik der Uni-
versitatsmedizin Mainz,
Deutschland

Aqua dest. Spullésung 53434124 B. Braun Melsungen AG

steril

Melsungen, Deutschland

Entellan 1.07961.0500 Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolut 32205-2.51 Sigma — Aldrich
Steinheim, Deutschland

Kaliumdihydrogenphos- 1048730250 Merck KGaA

phat Darmstadt, Deutschland

Natronlauge 1N 1091371000 Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Osmiumtetroxyd A74050001 AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

Polyvinylformaldehyd 12164 Merck KGaA

Formvar® Darmstadt, Deutschland

1595E

Propylenoxid 33715 Serva Electrophoresis

GmbH
Heidelberg, Deutschland

Stickstoff, flissiger

bezogen Uber das zentra-
le Gaslabor der Universi-
tatsmedizin Mainz,
Deutschland

Linde AG Gases Division
Germany
Pullach, Deutschland

Trinatriumcitratdihydrat 35803 Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland
Methylenblau 1159430025 Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland
Di-Natriumtetraborat- 1063080500 Merck KGaA
Decahydrat Darmstadt, Deutschland
Azure Il angesetzt am Institut far
Allgemeine Pathologie der
Universitatsmedizin
Mainz, Deutschland
BDMA (Benzyldimethyla- | R1060 Agar Scientific Ltd
mine) Stansted, England
Blei(ll)-nitrat 1073980100 Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland
Dichlorethan 1009551000 Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland

35



Reagenz Bestellnummer Hersteller/Lieferant

Dinatriumhydrogenphos- | 1065860500 Merck KGaA

phat Darmstadt, Deutschland
DDSA (Dodecenyl Suc- R1051 Agar Scientific Ltd.

cinic Anhydrid) Stansted, England
Formalin 4 % gepuffert Routinelabor des Instituts

fur Allgemeine Pathologie
der Universitatsmedizin
Mainz, Deutschland

Glutaraldehyd 25 % 23114 Serva Electrophoresis
GmbH
Heidelberg, Deutschland
MNA (Methyl Nadic An- R1081 Agar Scientific Ltd.
hydrid) Stansted, England
Uranylacetat 77870 Serva Electrophoresis
GmbH

Heidelberg, Deutschland

3.2 Methoden

3.2.1 Gewebepraparation

Unmittelbar nach der operativen Gewebeentnahme wurden die Rippenknorpel-
Proben in gepuffertem Formalin fixiert und an das Institut fir Pathologie der Universi-
tatsmedizin Mainz gesendet. Die Gewebepraparation erfolgte durch die Medizinisch-
technischen Assistentinnen des Instituts fur Pathologie in Mainz. Anhand einer mak-
roskopischen Beurteilung wurden geeignete Gewebeanteile herausgesucht und an-
schlieBend isoliert. Unter Zugabe von EDTA wurden die Proben bei 37 Grad Celsius
im Brutschrank entkalkt. Es folgten eine standardisierte Entwasserung und die Ein-
bettung in Paraffin. Aus den Paraffinblocken wurden daraufhin 2 ym dicke Schnitte

hergestellt und diese auf Objekttrager gezogen.

Anschliel3end erfolgte die weitere Praparation fur die Untersuchung am Transmissi-
onselektronenmikroskop. Dazu wurden aus den oben beschriebenen Schnitten Pro-
ben mit einer Gréf3e von 0,1 x 0,1 x 0,1 cm angefertigt. Zun&chst wurden die Proben
in 2,5 %igem Glutaraldehyd oder in 4 %igem gepufferten Formalin Gber Nacht bei 4

Grad Celsius inkubiert und fixiert. Anschlie3end erfolgte das Auswaschen in 0,1 M
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Phosphatpuffer fir zweimal 15 Minuten, ebenfalls bei 4 Grad Celsius. Es folgte eine
Nachfixierung mit 1 %igem Osmiumtetroxid. Danach wurden die Praparate ein zwei-
tes Mal fur zweimal 15 Minuten bei 4 Grad Celsius in Phosphatpuffer 0,1 M ausge-
waschen. Mithilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe folgte die Entwasserung bei
Raumtemperatur. Hierbei durchliefen die Proben jeweils zweimal 15 Minuten Losun-
gen von 50 %-, 70 %-, 90 %- und schliel3lich 100 %igem Ethanol. Zweimal Waschen
Uber 15 Minuten in 1,2 Propylenoxyd schlossen sich an. Nun wurden die Proben 60
Minuten in Propylenoxyd-Agar-100-Resin Gemisch im Verhaltnis 2 : 1 getaucht. Es
folgte eine 60-mindtige Inkubation in Propylenoxyd-Agar-100-Resin-Gemisch im Ver-
héaltnis 1 : 2. Uber Nacht verblieben die Proben bei 4 Grad Celsius im Agar 100 Resin
Gemisch. Am Folgetag schlossen sich zwei weitere Schritte an: das Ausbetten in mit
Agar-100-Resin-Gemisch gefillten Gelatinekapseln und die Polymerisation der BIl6-
cke fur 24 Stunden bei 60 Grad Celsius. Zuerst wurden die fertigen Blocke mit Ra-
sierklingen getrimmt. Mithilfe von Glasmessern wurden Semidunnschnitte einer Di-
cke von circa 1 um hergestellt. Die Semidlnnschnitte dienten dazu, geeignete
Schnittregionen fir nachfolgend hergestellte Ultradiinnschnitte zu finden.

Zunachst wurden die Semidiunnschnitte auf unbeschichtete Glasobjekttrager aufge-
zogen und bei 100 Grad Celsius auf einer Heizplatte getrocknet. Fur die Anfarbung
folgte, wieder bei 100 Grad Celsius, eine einmindtige Inkubation mit Farbel6sung
nach Richardson. Sie wurde danach mit Aqua dest. abgesplilt, die Schnitte mit Entel-

lan eingedeckt.

Nach Auswahlen der entsprechenden Schnittregionen fur die Herstellung von Ultra-
dunnschnitten wurden die Blocke erneut mithilfe von Rasierklingen getrimmt, sodass
mit Diamantmessern circa 90 nm dicke Ultradiinnschnitte angefertigt werden konn-
ten. Sie wurden auf befilmte Kupfergrids tbertragen.

Die mit Ultradtinnschnitten beladenen Kupfergrids wurden fir 10 Minuten auf 1 %ige
alkoholische Uranylacetatlosung gelegt und daraufhin mit Aqua bidest. abgewa-
schen, bevor sie auf Bleicitrat nach Reynolds Ubertragen wurden. Es folgte ein er-
neuter Waschgang mit Aqua bidest., das anschlieend mit Filterpapier abgezogen
wurde.

Fur jede Probe wurden mehrere Kupfergrids mit Ultradiinnschnitten versehen und in

beschriftete Schalen gegeben. Nach der Einschleusung ins Transemissions-
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Elektronenmikroskop JEM 1400 folgten die Betrachtung der Ultrastruktur sowie eine
Fotodokumentation.

3.2.1.1 Befilmung der Kupfergrids

Der gereinigte Objekttrager wird in ein Ablaufgefal3 mit Befilmungslosung gestellt.
Nachdem diese abgelaufen ist, verbleibt auf dem Objekttrager ein Film. Bei Verduns-
tung des Losungsmittels entsteht aus dem Film eine Kunststofffolie. Sie l6st sich ab,
wenn der Objekttrager in ein mit Wasser gefllltes Gefald gegeben wird. Beim Ablo-
sen erscheint eine silbergraue Farbe. Die Folie wird anschlieBend mit Kupfergrids
belegt. Gemeinsam werden Kunststofffilm und Kupfergrid mit einem Filterpapier auf-
genommen und an der Luft getrocknet. Durch die netzartige Struktur unterteilen die
Kupfergrids ein Préparat in mehrere Quadranten und erleichtern damit die Orientie-
rung bei der elektronenmikroskopischen Betrachtung.

3.2.2 Untersuchung am Transmissionselektronenmikroskop

Aus jedem der 40 Praparate wurden 10 Zellen in sieben verschiedenen Vergrol3e-
rungen betrachtet und fotografiert, sodass insgesamt 2 800 Fotos von 400 Zellen
analysiert wurden. Jede Zelle wurde mithilfe der Fotos auf 8 Auswertungsparameter
hin untersucht. Die Auswertungsparameter sind in Tabelle 5 aufgefihrt. Beispielbil-
der fur jeden Parameter werden unter 3.2.2.1 gezeigt. Die Auswertungsparameter 4
und 4b, sowie 5 und 5b sind alternativ, sodass fir jedes Praparat 6 von 8 verschie-
denen Parametern zur Anwendung kamen.

Um einen Uberblick tiber einen gesamten Quadranten des Kupfergrids zu erhalten,
wurde zu Beginn 200-fach vergrof3ert. Es folgten die VergroRerungen 400, 800,
1 000, 2 000, 4 000 und 8 000. Die 8 000-fache Vergr6Rerung diente in erster Linie
zur Darstellung subzellularer Strukturen, wie beispielsweise Endoplasmatisches Re-
tikulum, Proteoglycane oder Granula innerhalb der Zelle. Beim Vorliegen von breiten
intrazellularen Kollagenfasern wurden diese zusatzlich bei 12 000-facher oder
20 000-facher Vergrof3erung fotografiert. Voraussetzung war, dass der Ausschnitt

des Préaparats scharf eingestellt werden konnte.
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Fur jedes Praparat wurde der Anteil von Zellen mit dem jeweiligen Parameter ermit-

telt: Zum Beispiel wiesen 2 von 10 Zellen (2/10) das Merkmal Intrazellulare Kollagen-

fasern auf. Die Ergebnisse der Auszéhlung wurden in Excel Tabellen dokumentiert.

Sie dienten als Grundlage flr die statistische Auswertung mit SPSS.

Tabelle 5: Auswertungsparameter

Parameter

Intrazellulére Kollagenfasern

Intrazellulére Lipidvakuole

Zellkern

Einzelzelle

b

Zelle als Teil eines mehrzelligen Chondrons aus mindestens zwei Zellen

Zellform langlich-schmal

b

Zellform rundlich-oval

oA IWIN|EF

Dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum

Fett markiert: Auswertungsparameter 1-6 = Parameter, die zur Anwendung kamen.

3.2.2.1 Beispielbilder der Auswertungsparameter

Bild 1: PE, VergréRerung x2000 — Bild 2: PC, VergroRerung x2000 —
intrazellulare Kollagenfasern (gelbe Pfeile), intra-  intrazellulare  Kollagenfasern  (gelbe  Pfeile)

Lipidvakuolen  (schwarzer  Pfeil)

zellulare
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Bild 3: PE, VergréRerung x8000 — Bild 4: PC, VergréRerung x8000 —

dieselbe Zelle wie in Bild 1, intrazellulare Kol- dieselbe Zelle wie in Bild 2, intrazellulare Kol-
lagenfasern (gelbe Pfeile), intrazelluldre Lipidva- lagenfasern (gelbe Sterne)

kuole (schwarzer Pfeil)

o e o i .
el "‘"_"":“;’ D i

Bild 6: PC, Vergr
ovale Gruppierung hdchstwahrscheinlich intrazel-  Intrazellulare Kollagenfasern (gelbe Pfeile)

6Rerung x2000 —

luldarer Kollagenfasern, dazwischen zellulares
(Rest-) Material (gelbe Sterne)
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Bild 7: PE, VergréRerung x8000 —

dieselbe Zelle wie in Bild 5, intrazellulare Kol- dieselbe Zelle wie Bild 6, intrazellulare Kollagen-
lagenfasern (beispielhaft markiert, blaue Sterne) fasern (blaue Sterne), intrazellulare Lipidvakuo-
mit Querbéanderung. Zellulares amorphes Materi- len (Sterne), Proteoglycane (Pfeile)
al (gelber Stern), Proteoglycane (Pfeile)

Parameter 2: Intrazellulare Lipidvakuolen

LTI oA R = T SO

Bild 9% gt

5 i 3}‘;“' o L

Bild 9: PE, VergroRerung x2000 — Bild 10: PC, Vergrof3erung x2000 —
rundlich-ovale Zelle mit mehreren intrazellularen intrazellulare Lipidvakuole (blauer Pfeil), Zelle ist
Lipidvakuolen (blaue Pfeile) Teil eines mehrzelligen Chondrons (Chondrozyt

1,2 und 3)
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Parameter 3: Zellkern

Bild 11: PE, VergréRerung x4000 —
Zellkern (gelber Stern)

Parameter 4: Einzelzelle

Bild 13: PE, Vergréf3erung x2000 —
langlich-schmale Einzelzelle mit intrazellularen,

leer erscheinenden Lakunen (rote Sterne)

Bild 12: PC, VergrofRerung x2000 —
Zellkern (gelber Stern)

Bild 14: PC, Vergrof3erung x2000 —
Einzelzelle mit Zellkern (gelber Stern)
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Parameter 4b: Zelle als Teil eines mehrzelligen Chondrons

Bild 15 @ . Bild 16%
Bild 15 . :

Bild 15: PE, VergroRerung x400 — Bild 16: PC, VergrolRerung x400 —
mehrzelliges Chondron zwei mehrzellige Chondrone aus jeweils drei
Zellen (Chondrozyten)

Bild 17: PE, VergroRerung x800 — Bild 18: PC, VergroRerung x2000 —

mehrzelliges Chondron Chondron bestehend aus zwei Chondrozyten,
jeweils mit Zellkern 1 und 2
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Parameter 5: Zellform langlich-schmal

Bild 19: PE, VergréRerung x2000 —
langlich-schmale Einzelzelle mit Zellkern (gelber
Stern)

Parameter 5b: Zellform rundlich-oval

Bild 21: PE, VergréRerung x1000 —
rundlich-ovale Einzelzelle mit mehreren intrazel-
luléren Lipidvakuolen (Pfeile)

langlich-schmale Einzelzelle mit Zellkern (gelber
Stern)

Bild 22: PC, Vergrof3erung x1000 —
rundlich-ovale Einzelzelle mit intrazellularer Lip-
idvakuole (Pfeil)
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Parameter 6: Dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum
BRE™ W™ g 7 £ ;

Bild 235, R e T BIG 2R

AY X
e S SR » :
Bild 23: PE, VergrtRerung x8000 — Bild 24: PC, VergroRerung x8000 —
dilatierte Zisternen des Endoplasmatischen Reti- dilatierte Zisternen des Endoplasmatischen Reti-
kulums (beispielhaft markiert siehe gelbe Sterne). kulums (beispielhaft markiert, gelbe Sterne),
Links unten im Bild Anschnitt einer intrazellularen Zellkern (rechts oben im Bild), Proteoglycane

Lipidvakuole (Pfeil) (schwarze Pfeile links oben)

3.2.3 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde die Statistik- und Analysesoftware
IBM® SPSS® Statistics Version 23 fur Windows verwendet. Die Beratung zur statis-
tische Analyse und Auswertung erfolgte durch Herr Dr. Wollschlager vom Institut far
Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Universitatsmedi-

zin der Johannes Gutenberg-Universitat in Mainz.

Zur Auswertung wurde die Gesamtstichprobe in zwei Gruppen, Pectus excavatum
(PE) und Pectus carinatum (PC), aufgeteilt. Diese wurden weiter in jeweils zwei Un-
tergruppen, zentral und peripher, untergliedert. Zentrale PC- und PE-Préparate sowie
periphere PC- und PE-Praparate wurden zu den Gruppen zentral beziehungsweise
peripher zusammengefasst, sodass insgesamt vier Gruppen und vier Untergruppen

vorlagen. In Tabelle 6 sind alle Gruppen und Untergruppen aufgelistet.
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Tabelle 6: Gruppen und Untergruppen

Bezeichnung Abkirzung
Gruppen Pectus carinatum PC

Pectus excavatum PE

zentral z

peripher p
Untergruppen Pectus carinatum zentral PCz

Pectus carinatum peripher PCp

Pectus excavatum zentral PEz

Pectus excavatum peripher | PEp

3.2.3.1 Deskriptive Statistik

Die deskriptive Statistik umfasst die Alters- und Geschlechtsverteilung in den Grup-
pen PE und PC, die Anzahl von Préaparaten sowie die Anzahl und den prozentualen
Anteil von Chondrozyten mit dem jeweiligen Auswertungsparameter in allen Gruppen
und Untergruppen. Neben dem mittleren Alter der PE- und PC-Patientinnen wird das
Haufigkeitsverhaltnis von Mannern zu Frauen dargestellt.

Die Geschlechterverteilung wird anhand gruppierter Balkendiagramme visualisiert.
Die Darstellung der Verteilung der Auswertungsparameter erfolgt ebenfalls Uber
gruppierte Balkendiagramme, die auf den ersten Blick einen direkten Vergleich der
mittleren Haufigkeiten eines Parameters in den vier Untergruppen ermdglichen. Die
Skalierung der y-Achse gibt — fir die je Untergruppe untersuchten 10 Praparate —
den Mittelwert der Chondrozyten mit dem jeweiligen Parameter an. Hierzu folgendes
Beispiel-Diagramm (Diagramm 1) mit nebenstehender Erlauterung:
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Diagramm 1: Mittlere Haufigkeit des Parameters Intrazellulare Kollagenfasern

Lﬂ.k:::t::m In den je Untergruppe untersuchten 10
i Brerpher Knorpelpraparaten fanden sich folgende
Anzahlen an Chondrozyten mit intrazel-
lularen Kollagenfasern (izKF): 11 bei
PEz, 4 bei PEp, 8 bei PCz und 4 bei
PCp. Dementsprechend ist die mittlere
Haufigkeit von Chondrdozyten mit izKF
je Praparat 1,1 bei PEz, 0,4 bei PEp,
0,8 bei PCz, 0,4 bei PCp. ,Mittelwert

Intrazellulare Kollagenfasern® auf der y-

Mittelwert Intrazellulire Kollagenfasern

Achse bezeichnet also die mittlere Hau-

figkeit von Chondrozyten mit izKF.

Deformitit

3.2.3.2 Statistische Tests

Zur Durchfihrung der statistischen Tests wurden aus Gruppen und Untergruppen
Paare gebildet. AnschlieRend wurden fir jedes Paar eine Nullhypothese (Ho) und
eine Alternativhypothese (H;) formuliert. Insgesamt wurden fir 6 Paare jeweils 6
Auswertungsparameter (vergleiche Tabelle 5, Tabellen 8-15) analysiert. Daraus er-
geben sich 36 Paarvergleiche und damit 36 Nullhypothesen sowie 36 Alternativhypo-
thesen. Paare und Hypothesen sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

Nullhypothese besagt, dass sich ein Paar (A und B) nicht unterscheidet: A = B. Im
Unterschied dazu besagt die Alternativhypothese, dass ein Unterschied besteht: A #
B. Die Nullhypothese wird abgelehnt, wenn statistische Tests einen signifikanten Un-
terschied zwischen A und B ergeben. Die Alternativhypothese wird in diesem Fall
bestétigt. Liegt kein signifikanter Unterschied vor, wird die Nullhypothese bestétigt
und die Alternativhypothese abgelehnt. Mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests und des
Wilcoxon-Tests wurde getestet, ob sich die Haufigkeit der Parameter in den Paarver-
gleichen signifikant unterscheidet. Das Signifikanzniveau wurde bei a = 5 % festge-
legt. Bei einem signifikanten Testergebnis mit p-Wert < 0,05 kann ein Unterschied
angenommen werden, sodass die Nullhypothese verworfen und die Alternativhypo-
these bestatigt wird.
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Liegt kein Unterschied zwischen Pectus excavatum und Pectus carinatum vor, ist
davon auszugehen, dass es sich um zwei Auspragungen einer Krankheitsentitat
handelt. Besteht dagegen ein Unterschied, lasst sich schlussfolgern, dass es sich bei

PE und PC um zwei verschiedene Krankheiten handelt.

Der Mann-Whitney-U-Test testet die zentrale Tendenz unabh&ngiger Stichproben
und wurde fur die Paarvergleiche 1-3 angewandt. Der Wilcoxon-Test pruft die zent-

rale Tendenz abhangiger Stichproben; er wurde fir die Paarvergleiche 4—6 verwen-

det.

Tabelle 7: Paare 1-6 und Hypothesen

Paar

Ho

Hiy

1| PC(z+p)undPE (z
+p)

Es gibt keinen Unterschied
zwischen PC und PE

Es gibt einen Unterschied
zwischen PC und PE

2 | PCp und PEp

Es gibt keinen Unterschied
zwischen PCp und PEp

Es gibt einen Unterschied
zwischen PCp und PEp

3| PCzund PEz

Es gibt keinen Unterschied
zwischen PCz und PEz

Es gibt einen Unterschied
zwischen PCz und PEz

4 | PCz und PCp

Es gibt keinen Unterschied
zwischen PCz und PCp

Es gibt einen Unterschied
zwischen PCz und PCp

5 | PEz und PEp

Es gibt keinen Unterschied
PEz und PEp

Es gibt einen Unterschied
zwischen PEz und PEp

6|z (PC + PE) und p
(PC + PE)

Es gibt keinen Unterschied
zwischen z und p

Es gibt einen Unterschied
zwischen z und p

PC = Pectus excavatum, PE = Pectus carinatum, z = zentral, p = peripher

4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der deskriptiven Statistik

4.1.1 Das Patientenkollektiv

Im Rahmen der Arbeit wurden jeweils 20 Knorpelproben von Pectus excavatum- und
Pectus carinatum-Patientinnen untersucht. Das durchschnittliche Alter der PE-

Patientinnen betrug 19,4 Jahre, wéhrend es bei den PC Patientinnen bei 17,8 Jahren
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lag. In beiden Gruppen gab es eine Person, die mit einem deutlich héheren Alter
auffiel; im PE-Kollektiv mit 28 Jahren und im PC-Kollektiv mit 26 Jahren.

Sowohl die PC-Gruppe, als auch die PE-Gruppe wiesen ein Geschlechterverhaltnis
m : w von 2,3 : 1 auf. Damit reprasentiert das Kielbrustkollektiv nicht das
epidemiologisch gefundene Geschlechterverhéltnis von 4 : 1. Bei PE-Patientinnen
lag das Verhaltnis m:w mit 2,3 : 1 im sehr weit gefassten Bereich von 2 : 1 bis 9 : 1,
der in der Literatur fur Pectus excavatum beschrieben ist.

Diagramm 2: Geschlechterverteilung in den Gruppen PE und PC

Geschlechterverteilung

Geschlecht

W weiblich
@ ménnlich

Anzahl

Deformitat

4.1.2 Beschreibung der Ergebnisse fur Parameter 1-6

Der Beschreibung des Ergebnisses eines Parameters sind jeweils ein gruppiertes

Balkendiagramm zur mittleren Haufigkeit des Parameters sowie eine Tabelle mit den
Auszahlungsergebnissen beigeflgt.
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a. Intrazellulare Kollagenfasern

Trichterbrust-Chondrozyten besitzen etwas haufiger intrazellulare Kollagenfasern als
Kielbrust-Chondrozyten (PE: 7,5 %, PC: 6 %). Aullerdem sind intrazellulare

Kollagenfasern

in zentralen Praparaten 2,4-mal haufiger anzutreffen als in

peripheren (z: 9,5 %, p: 4 %). Zentrale PE-Praparate weisen mit 11 % der Zellen am

meisten Kollagenfasern enthaltende Chondrozyten auf. Insgesamt sind intrazellulare

Kollagenfasern selten.

Diagramm 3: Intrazellulare Kollagenfasern

Mittelwert Intrazellulire Kollagenfasern

Tabelle 8: Auszahlung des Parameters Intrazellulare Kollagenfasern

Deformitit

Lokalisation

M zentral
I peripher

Intrazellulare Anzahl der Praparate Anzahl der Zellen von | Zellen [%]
Kollagenfasern | von 20 (PC, PE, z, p) 200 Zellen (PC, PE,

bzw. 10 Praparaten z, p) bzw. 100 Zellen

(PCz/p, PEz/p) (PCz/p, PEz/p)
PE 9 15 7,5
PEz 6 11 11
PEp 3 4 4
PC 9 12 6
PCz 5 8 8
PCp 4 4 4
zentral 11 19 9,5
peripher 7 8 4
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b. Intrazelluléare Lipidvakuolen

Intrazellulare Lipidvakuolen finden sie sich haufiger in PC- als in PE-Knorpel und sie

sind in zentralen Praparaten haufiger als in peripheren (PC: 67 %, PE: 63,5 %, z:

81,5 %, p: 39 %). Bei separater Betrachtung der Untergruppen zentral und peripher

bei PE und PC findet sich in peripheren PC- und PE-Praparaten mit jeweils 49 % der

geringste Anteil von Chondrozyten mit Lipidvakuolen. In zentralen PC-Préparaten ist

er mit 85 % am groRten. Insgesamt stellen intrazellulare Lipidvakuolen den am

haufigsten gefundenen Auswertungsparameter dar.

Diagramm 4: Intrazellulare Lipidvakuolen

Mittelwert Intrazelluldre Lipidvakuolen

Tabelle 9: Auszahlung des Parameters Intrazellulare Lipidvakuolen

Deformitit

Lokalisation

M zentral
I peripher

Intrazellulare Anzahl der Praparate Anzahl der Zellen von | Zellen [%]
Lipidvakuolen | von 20 (PC, PE, z, p) 200 Zellen (PC, PE,

bzw. 10 Praparaten z, p) bzw. 100 Zellen

(PCz/p, PEz/p) (PCz/p, PEz/p)
PE 19 127 63,5
PEz 10 78 78
PEp 9 49 49
PC 20 134 67
PCz 10 85 85
PCp 10 49 49
zentral 20 163 81,5
peripher 19 78 39
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c. Zellkern

In Pectus-carinatum-Praparaten weisen fast doppelt so viele Chondrozyten einen
Zellkern auf wie in Pectus-excavatum-Praparaten (PC: 44 %, PE: 23 %). Aul3erdem
dominieren Zellkerne in peripheren Knorpel-Abschnitten (p: 39,5 %, z: 27,5 %), was
sowohl fir die PC- als auch fur die PE-Gruppe gilt (PCp: 49 %, PCz: 39 %, PEp: 30
%, PEz: 16 %). Insgesamt ist in weniger als der Halfte der untersuchten

Chondrozyten der Zellkern angeschnitten.

Diagramm 5: Zellkern

Lokalisation

M zentral
I peripher

Mittelwert Zellkern

Deformitit

Tabelle 10: Auszahlung des Parameters Zellkern

Zellkern Anzahl der Praparate Anzahl der Zellen von | Zellen [%]

von 20 (PC, PE, z, p) 200 Zellen (PC, PE,

bzw. 10 Praparaten z, p) bzw. 100 Zellen

(PCzlp, PEz/p) (PCzlp, PEz/p)
PE 14 46 23
PEz 7 16 16
PEp 7 30 30
PC 20 88 44
PCz 10 39 39
PCp 10 49 49
zentral 17 55 27,5
peripher 17 79 39,5
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d. Einzelzelle

Insgesamt sind bei PE und PC jeweils fast die Halfte der Chondrozyten Einzelzellen
(PC: 46,5 %, PE: 40 %). Das bedeutet im Umkehrschluss, dass etwas mehr als die
Halfte der Chondrozyten in Form von zwei- oder mehrzelligen Zellgruppen vorliegen.
Im PC-Knorpel finden sich geringfugig haufiger Einzelzellen als bei PE (1,2-mal
haufiger). Wahrend der Anteil an Einzelzellen bei PE peripher und zentral derselbe
ist (PEp: 40 %, PEz: 40 %), unterscheidet er sich innerhalb der PC-Gruppe deutlich
(PCp: 59 %, PCz: 34 %).

Diagramm 6: Einzelzelle

Lokalisation

M zentral
5 I peripher

=

3=

Mittelwert Einzelzelle

2

-

Deformitit

Tabelle 11: Auszahlung des Parameters Einzelzelle

Einzelzelle Anzahl der Praparate Anzahl der Zellen von | Zellen [%]

von 20 (PC, PE, z, p) 200 Zellen (PC, PE,

bzw. 10 Préaparaten z, p) bzw. 100 Zellen

(PCz/p, PEz/p) (PCz/p, PEz/p)
PE 17 80 40
PEz 9 40 40
PEp 8 40 40
PC 20 93 46,5
PCz 10 34 34
PCp 10 59 59
zentral 19 74 37
peripher 18 99 49,5
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e. Zellform langlich-schmal

19 % der PC-Zellen und 20 % der PE-Zellen sind langlich schmal. Hinsichtlich der
Verteilung zwischen Peripherie und Zentrum besteht ein deutlicher Unterschied: Die
Anzahl langlich-schmaler Zellen ist in peripheren Praparaten 2,9-mal gréRer als in
zentralen (p: 29 %, z: 10 %). Periphere PC-Praparate weisen mit 31 % am meisten
langlich-schmale Chondrozyten auf, wéhrend sie in zentralen PC-Praparaten mit 7 %
am seltensten vorkommen. Insgesamt dominieren bei beiden Deformitaten, PC und
PE, rundlich-ovale Zellen mit 81 % bei PC und 80 % bei PE.

Diagramm 7: Zellform langlich-schmal

Lokalisation

M zentral
47 I peripher

Mittelwert Zellform langlich-schmal

Deformitit

Tabelle 12: Auszahlung des Parameters Zellform langlich-schmal

Zellform lang- | Anzahl der Praparate Anzahl der Zellen von | Zellen [%]
lich-schmal von 20 (PC, PE, z, p) 200 Zellen (PC, PE,

bzw. 10 Préaparaten z, p) bzw. von 100

(PCz/p, PEz/p) Zellen (PCz/p, PEz/p)
PE 14 40 20
PEz 6 13 13
PEp 8 27 27
PC 14 38 19
PCz 4 7 7
PCp 10 31 31
zentral 10 20 10
peripher 18 58 29
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f. Dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum

Ein Drittel aller ausgewerteten Zellen zeigt dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum.

Jedoch findet sich dilatiertes ER in Chondrozyten des PC-Knorpels circa 1,7-mal
haufiger als bei der PE-Deformitat (PC: 38 %, PE 22 %). Zwischen peripheren und
zentralen Préparaten besteht ein geringfugiger Unterschied (z: 29,5 %, p: 30,5 %).

Innerhalb der Kielbrustgruppe finden sich zentral 6 % mehr Zellen mit dilatiertem ER

als peripher, wahrend innerhalb der Trichterbrustgruppe peripher 8 % mehr Zellen

mit dilatiertem ER vorliegen als zentral.

Diagramm 8: Dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum

54

Mittelwert Dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum

Tabelle 13: Auszahlung des Parameters Dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum

Deformitit

Lokalisation

M zentral
I peripher

dilatiertes ER Anzahl der Praparate Anzahl der Zellen von | Zellen [%]

von 20 (PC, PE, z, p) 200 Zellen (PC, PE,

bzw. 10 Praparaten z, p) bzw. 100 Zellen

(PCz/p, PEz/p) (PCz/p, PEz/p)
PE 13 44 22
PEz 7 18 18
PEp 6 26 26
PC 17 76 38
PCz 9 41 41
PCp 8 35 35
zentral 16 59 29,5
peripher 14 61 30,5
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4.1.3 Beschreibung der Ergebnisse nach Paaren 1-6

Der Beschreibung der Ergebnisse nach den Paaren 1-6 (PC und PE, PCp und PEp,
PCz und PEz, PCz und PCp, PEz und PEp, z und p) sind Tabellen mit den Auszah-
lungsergebnissen der Parameter 1-6 beigefiigt. In den Tabellen werden folgende
Abkurzungen verwendet: izKF = intrazellulare Kollagenfasern, izLV = intrazellulare
Lipidvakuolen, ZK = Zellkern, EZ = Einzelzelle, Zellform Is = Zellform langlich-schmal,

dilatER = dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum.

4.1.3.1 Pectus carinatum (z + p) und Pectus excavatum (z + p)

Der grof3te Unterschied besteht bei Parameter 3, dem Zellkern. Der Anteil an Chond-
rozyten mit angeschnittenem Zellkern ist bei PC fast doppelt so hoch wie bei PE (PC:
44 %, PE: 23 %). Dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum ist bei PC-Knorpel 1,7-
mal haufiger (PC: 38 %, PE: 22 %). Bei den Parametern intrazellulare Kollagenfa-
sern, intrazellulare Lipidvakuolen, Einzelzelle und Zellform scheinen die Unterschie-
de vernachlassigbar zu sein. Intrazellulare Lipidvakuolen und Einzelzellen sind bei
PC-Praparaten geringfiigig haufiger, wohingegen PE-Knorpel etwas mehr intrazellu-

lare Kollagenfasern und langlich-schmale Zellen aufweist.

Tabelle 14: Haufigkeit der Parameter 1-6 in PC- und PE-Knorpelproben

PC und PE Anzahl der Prapa- | Anzahl der Zellen Zellen mit dem Pa-

rate von 20 Prapa- | von 200 Zellen rameter [%0]

raten

PE PC PE PC PE PC

1izKF 9 9 15 12 7,5 6
2izLV 19 20 127 134 63,5 67
3ZK 14 20 46 88 23 44
4EZ 17 20 80 93 40 46,5
5 Zellform Is 14 14 40 38 20 19
6 dilatER 13 17 44 76 22 38
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4.1.3.2 Pectus carinatum peripher und Pectus excavatum peripher

Der grofdte Unterschied findet sich bei Parameter 3, dem Zellkern. Periphere PC-
Chondrozyten weisen 1,6-mal haufiger einen Zellkern auf als periphere PE-
Chondrozyten. Dagegen zeigen sich bei beiden Deformitaten jeweils dieselbe Anzahl
von Chondrozyten mit intrazellularen Kollagenfasern (4 %) und intrazellularen Lip-
idvakuolen (49 %). Hinsichtlich der anderen Parameter bestehen geringe Unter-
schiede, wobei PC-Proben stets den hoheren Anteil an Chondrozyten mit dem jewei-
ligen Parameter aufweisen: 1,5-mal mehr Einzelzellen, 1,4-mal mehr Chondrozyten
mit dilatiertem ER sowie 1,2-mal h&ufiger langlich-schmale Chondrozyten als bei PE.

Tabelle 15: Haufigkeit der Parameter 1-6 in peripheren PC- und PE-Knorpelproben

PCp und PEp Anzahl der Prapa- | Anzahl der Zellen Zellen mit dem Pa-

rate von 10 Prapa- | von 100 Zellen rameter [%0]

raten

PEp PCp PEp PCp PEp PCp

1izKF 3 4 4 4 4 4
2izLV 9 10 49 49 49 49
3ZK 7 10 30 49 30 49
4EZ 8 10 40 59 40 59
5 Zellform Is 8 10 27 31 27 31
6 dilatER 6 8 26 35 26 35

4.1.3.3 Pectus carinatum zentral und Pectus excavatum zentral

PCz und PEz zeigen bei Parameter 3, dem Zellkern, und Parameter 6, dem dilatier-
ten Endoplasmatisches Retikulum, die deutlichsten Unterschiede. Chondrozyten aus
zentralen PC-Proben besitzen 2,4-mal haufiger einen Zellkern und 2,3-mal haufiger
dilatiertes ER. Bei PEz-Praparaten sind langlich-schmale Zellen fast doppelt so hau-
fig wie bei PCz. Der Anteil von Einzelzellen, intrazellularen Kollagenfasern und Lip-

idvakuolen unterscheidet sich kaum zwischen PEz und PCz.
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Tabelle 16: Haufigkeit der Parameter 1-6 in zentralen PC- und PE-Knorpelproben

PCz und PEz Anzahl der Prapa- | Anzahl der Zellen Zellen mit dem Pa-

rate von 10 Prapa- | von 100 Zellen rameter [%0]

raten

PEz PCz PEz PCz PEz PCz

1izKF 6 5 11 8 11 8
2izLV 10 10 78 85 78 85
3 ZK 7 10 16 39 16 39
4EZ 9 10 40 34 40 34
5 Zellform Is 6 4 13 7 13 7
6 dilatER 7 9 18 41 18 41

4.1.3.4 Pectus carinatum zentral und peripher

Im Vergleich zentraler und peripherer PC-Préaparate fallen insbesondere die

Parameter Zellform wund intrazellularen Kollagenfasern auf: Bei peripheren
Praparaten sind 4,4-mal mehr Zellen von langlich-schmaler Form, jedoch zeigen nur
halb so viele Condrozyten intrazellularen Kollagenfasern. Lipidvakuolen kommen in
zentral gelegenen Zellen 1,7-mal haufiger vor. Periphere Praparate weisen 1,7-mal
mehr Einzelzellen (und dementsprechend weniger Chondrone aus zwei oder mehr
Zellen) auf. Die Anzahl von Zellen mit Zellkern und mit dilatiertem ER unterscheiden
sich kaum: Peripher weisen 1,3-mal mehr Zellen einen Zellkern auf als zentral, und
dilatiertes ER ist 1,2-mal haufiger in zentralen PC-Praparaten zu finden als in

peripheren.

Tabelle 17: Haufigkeit der Parameter 1-6 in PC-Knorpelproben

PCz und PCp Anzahl der Prapa- | Anzahl der Zellen Zellen mit dem Pa-

rate von 10 Prépa- | von 100 Zellen rameter [%0]

raten

PCz PCp PCz PCp PCz PCp

1izKF 5 4 8 4 8 4
2izLV 10 10 85 49 85 49
3 ZK 10 10 39 49 39 49
4EZ 10 10 34 59 34 59
5 Zellform Is 4 10 7 31 7 31
6 dilatER 9 8 41 35 41 35

58



4.1.3.5 Pectus excavatum zentral und peripher

Zentrale und periphere PE-Proben zeigen bei Parameter 1 die deutlichsten
Unterschiede: Intrazellulare Kollagenfasern finden sich zentral 2,75-mal haufiger als
peripher. Dagegen kommen peripher langlich-schmale Chondrozyten und Zellkerne
circa doppelt so haufig vor (Zellform Is: p/z = 2,1/1; Zellkkern: p/z = 1,9/1).
Intrazellulare Lipidvakuolen dominieren zentral (z/p = 1,6/1), wahrend dilatiertes ER
haufiger in peripher Chondrozyten zu finden ist (p/z = 1,4/1). Der Anteil von
Einzelzellen ist in zentralen und peripheren Praparateanteilen mit jeweils 40 % gleich
grof3.

Tabelle 18: Haufigkeit der Parameter 1-6 in PE-Knorpelproben

PEz und PEp Anzahl der Prapa- | Anzahl der Zellen Zellen mit dem Pa-

rate von 10 Prapa- | von 100 Zellen rameter [%0]

raten

PEz Ep PEz PEp PEz PEp

1izKF 6 3 11 4 11 4
2izLV 10 9 78 49 78 49
3 ZK 7 7 16 30 16 30
4EZ 9 8 40 40 40 40
5 Zellform Is 6 8 13 27 13 27
6 dilatER 7 6 18 26 18 26

4.1.3.6 zentral (PC + PE) und peripher (PC + PE)

Auffallend ist die unterschiedliche Verteilung langlich-schmaler Zellen in zentralen
und peripheren Knorpelproben. Peripher sind langlich-schmale Zellen 2,9-mal haufi-
ger. Folglich dominieren zentral rundlich-ovale Zellen. Auch bei den Parametern int-
razellulare Kollagenfasern und intrazellulare Lipidvakuolen ergeben sich mit mehr als
doppelt so vielen zentralen Chondrozyten, die Kollagenfasern und Lipidvakuolen
aufweisen, deutliche Unterschiede (zentral 2,4-mal haufiger Zellen mit intrazellularen
Kollagenfasern und 2,1-mal mehr Zellen mit intrazellularen Lipidvakuolen als peri-
pher). Peripher waren 1,3-mal mehr Zellen Einzelzellen, 1,4-mal mehr Zellen wiesen

einen Zellkern auf und fast 1,1-mal mehr dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum.
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Tabelle 19: Haufigkeit der Parameter 1-6 in zentralen und peripheren Knorpelpro-

ben
zentral und peri- | Anzahl der Prapa- | Anzahl der Zellen Zellen mit dem Pa-
pher rate von 20 Préapa- | von 200 Zellen rameter [%0]
raten
zentral | peripher | zentral | peripher | zentral | peripher
1 izKF 11 7 19 8 9,5 4
2izLV 20 19 163 78 81,5 39
3ZK 17 17 55 79 27,5 39,5
4 EZ 19 18 74 99 37 49,5
5 Zellform Is 10 18 20 58 10 29
6 dilatER 16 14 59 61 29,5 30,5

4.2 Ergebnisse der statistischen Tests

4.2.1 Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests

Der Mann-Whitney-U-Test zeigt signifikante beziehungsweise nicht signifikante Un-
terschiede zwischen Pectus excavatum und Pectus carinatum an. Der Test wird im
Blick auf die Frage durchgefuhrt, ob es sich bei PE und PC um zwei Auspragungs-
formen derselben Erkrankung handelt oder sie zwei unterschiedliche Entitaten dar-

stellen.

4.2.1.1 Pectus carinatum (z + p) und Pectus excavatum (z + p)

Im Hinblick auf die Zellkerne und das dilatierte Endoplasmatische Retikulum liegen
die p-Werte mit p = 0,003 fiir Zellkern und p = 0,030 fur dilatiertes ER unterhalb des
Signifikanzniveaus. Die Nullhypothesen werden fir Zellkern und dilatiertes ER abge-
lehnt. Das heil3t, dass Pectus carinatum signifikant mehr Zellkerne und dilatiertes ER
aufweist. Bei den Parametern intrazellulare Kollagenfasern, intrazelluléare Lipidvakuo-
len, Einzelzelle und Zellform l&nglich-schmal gibt es keinen signifikanten Unter-
schied: Die p-Werte lagen bei p = 0,813 fir intrazellulare Kollagenfasern, p = 0,898
fur intrazellulare Lipidvakuolen, p = 0,494 flr Einzelzelle und p = 0,737 fur langlich-

schmale Zellform. Folglich unterscheiden sich PE und PC hinsichtlich der Haufigkeit
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von intrazellularen Kollagenfasern, intrazellularen Lipidvakuolen, Einzelzellen und

der Zellform langlich-schmal nicht.

Tabelle 20: Signifikante Unterschiede im Paarvergleich PC — PE

Paarvergleich Parameter mit signifikan- | p-Wert
tem Unterschied

PC(z+p)—PE(z+p) | Zellkern 0,003
Dilatiertes ER 0,030

4.2.1.2 Pectus carinatum peripher und Pectus excavatum peripher

Im Vergleich peripherer PC-Proben mit peripheren PE-Proben (Paarvergleich 2) zei-
gen sich nach Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests folgende p-Werte: p = 1,000
fur intrazellulare Kollagenfasern, p = 0,896 fur intrazellulare Lipidvakuolen, p = 0,114
fur Zellkern, p = 0,203 fur Einzelzelle, p = 0,863 fur Zellform langlich-schmal, p =
0,389 fir dilatiertes ER. Damit wird die Alternativhypothese eines bestehenden Un-
terschiedes fur alle Parameter abgelehnt. Das bedeutet, dass sich periphere Knor-
pelproben von PE und PC in der Haufigkeit intrazellularer Kollagenfasern und intra-
zellularer Lipidvakuolen sowie von Zellkernen, Einzelzellen, langlich-schmalen Zellen

und dilatiertem ER nicht signifikant unterscheiden.

4.2.1.3 Pectus carinatum zentral und Pectus excavatum zentral

Im Vergleich zentraler PC- und PE-Préaparate zeigen die Verteilung des Parameters
Zellkern mit einem p-Wert von 0,008 sowie die Verteilung des Parameters dilatiertes
Endoplasmatisches Retikulum mit einem p-Wert von 0,027 signifikante Unterschiede.
Dagegen liegen die p-Werte fur intrazellulare Kollagenfasern, intrazellulare
Lipidvakuolen, Einzelzelle und Zellform langlich-schmal eindeutig oberhalb des
Signifikanzniveaus von 0,05, womit fur diese Parameter keine signifikanten
Unterschiede zwischen zentralen Knorpelproben von PE und PC gegeben sind (p =
0,663 fur intrazellulare Kollagenfasern, p = 0,487 flr intrazellulare Lipidvakuolen, p =

0,682 fur Einzelzelle, p = 0,419 fur Zellform langlich-schmal).
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Tabelle 21: Signifikante Unterschiede im Paarvergleich PCz — PEz

Paarvergleich Parameter mit signifikan- | p-Wert
tem Unterschied

PCz - PEz Zellkern 0,008
Dilatiertes ER 0,027

4.2.2 Ergebnisse des Wilcoxon-Tests

Ziel der Anwendung des Wilcoxon-Tests ist es, zu klaren, ob signifikante

Unterschiede zwischen Knorpelperipherie und -zentrum bestehen.

4.2.2.1 Pectus carinatum zentral und peripher

Die Anzahl von Chondrozyten mit intrazellularen Lipidvakuolen (Parameter 2)
unterscheidet sich in zentralen und peripheren PC-Praparaten signifikant. Der p-Wert
liegt bei intrazellularen Lipidvakukolen mit p = 0,004 deutlich unterhalb des
Signifikanzniveaus von p = 0,05. Fur die Uubrigen Parameter (intrazellulare
Kollagenfasern, Zellkern, Einzelzelle, Zellform langlich-schmal und dilatiertes
Endoplasmatisches Retikulum) liegen keine signifikanten Unterschiede vor. Die p-
Werte sind p = 0,531 fir intrazellulare Kollagenfasern, p = 0,328 fur Zellkern, p =
0,102 fir Einzelzelle, p = 0,078 fur Zellform langlich-schmal sowie p = 0,867 fur
dilatiertes ER.

Tabelle 22: Signifikante Unterschiede im Paarvergleich PCz — PCp

Paarvergleich Parameter mit signifikan- | p-Wert
tem Unterschied

PCz-PCp Intrazellulare Lipidvakuo- | 0,004
len

Tabelle 23: Fast signifikante Unterschiede im Paarvergleich PCz — PCp

Paarvergleich Parameter mit signifikan- | p-Wert
tem Unterschied
PCz - PCp Zellform langlich-schmal 0,078
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4.2.2.2 Pectus excavatum zentral und peripher

Beim Verlgeich zentraler und peripherer PE-Praparate liegen folgende p-Werte vor:
p = 0,156 fur intrazellulare Kollagenfasern, p = 0,072 fir intrazellulare Lipidvakuolen,
p = 0,063 fur Zellkern, p = 1,000 fur Einzelzelle, p = 0,133 fur Zellform langlich-
schmal und p = 0,516 fiur dilatiertes ER. Anders als beim Vergleich zentraler und
peripherer PC-Proben (Paarvergleich 4) liegen zwischen zentralen und peripheren

PE-Praparaten keine signifikanten Unterschiede vor.

Tabelle 24: Fast signifikante Unterschiede im Paarvergleich PEz — PEp

Paarvergleich Parameter mit signifikan- | p-Wert
tem Unterschied

PEz — PEp Intrazellulare Lipidvakuo- | 0,072
len
Zellkern 0,063

4.2.2.3 zentral (PC + PE) und peripher (PC + PE)

Bei drei Parametern weist der Wilcoxon-Test signifikante Unterschiede zwischen
zentralen und peripheren Knorpelproben auf: Wahrend intrazellulare Lipidvakuolen
zentral signifikant haufiger vorkommen als peripher (p = 0,000), sind Zellkerne mit p
= 0,035 und Zellform langlich-schmal mit p = 0,011 peripher haufiger. Bei den Para-
metern intrazellulare Kollagenfasern, Einzelzelle und dilatiertes ER liegen keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen zentral und peripher vor. Die p-Werte sind p =
0,079 fur intrazellularen Kollagenfasern, p = 0,194 fur Einzelzelle und p = 0,741 fur
dilatiertes ER.

Tabelle 25: Signifikante Unterschiede im Paarvergleich z — p

Paarvergleich Parameter mit signifikan- | p-Wert
tem Unterschied
z(PC+PE)-p(PC+ Intrazellulare 0,000
PE) Lipidvakuolen
Zellkern 0,035
Zellform l&nglich-schmal 0,011
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Tabelle 26: Fast signifikante Unterschiede im Paarvergleich z — p

Paarvergleich Parameter mit fast signifi- | p-Wert
kantem Unterschied
z (PC + PE) - p (PC + | Intrazellulare Kollagenfa- | 0,079
PE) sern

4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse beider statistischer Tests

In den folgenden 4 von 6 Paarvergleichen wurden signifikante Unterschiede festge-
stellt: Pectus excavatum und Pectus carinatum, Pectus carinatum zentral und Pectus
excavatum zentral, Pectus carinatum zentral und peripher sowie zentral und peripher
(vgl. Tabelle 20-22, 25). 8 von 36 Nullhypothesen wurden verworfen und damit 8 von
36 Alternativhypothesen bestatigt. Das heil3t, dass in 8 von 36 Vergleichen signifi-
kante Unterschiede bestehen.

Die Paare Pectus excavatum zentral und peripher sowie Pectus carinatum zentral
und peripher und zentral und peripher wiesen bei drei Parametern fast signifikante
Unterschiede auf: PEz und PEp bei den Parametern intrazelluléare Lipidvakuolen und
Zellkern; PCz und PCp bei der Zellform langlich-schmal sowie zentral und peripher
bei intrazellularen Kollagenfasern (vgl. Tabelle 23, 24, 26).

Bei den Paarvergleichen Pectus carinatum peripher und Pectus excavatum peripher
(Paarvergleich 2) und Pectus excavatum zentral und Pectus excavatum peripher

(Paarvergleich 5) wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden.

Pectus excavatum und Pectus carinatum unterscheiden sich in zwei Parametern sig-
nifikant: Zellkern und dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum. Beide Merkmale fin-
den sich in PC-Praparaten haufiger. Bei Betrachtung der Untergruppen PCz, PCp
sowie PEz, PEp weisen sowohl periphere als auch zentrale PC-Proben eine groRere
Anzahl von Zellen mit Zellkern auf. Das Gleiche zeigt sich fir Chondrozyten mit dila-
tiertem Endoplasmatischen Retikulum.

Zentrum und Peripherie der Praparate unterscheiden sich hinsichtlich dreier Parame-
ter signifikant: intrazelluléare Lipidvakuolen, Zellkern und Zellform (Parameter 2, 3 und
4). Zellkerne kommen in peripheren Knorpelschnitten h&ufiger vor als in zentralen.

Dieser Unterschied liegt sowohl bei PC- als auch bei PE-Praparaten vor: In allen drei
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Paarvergleichen von zentral versus peripher (z — p, PCz — PCp, PEz — PEp) ist die
Anzahl zellkernbesitzender Zellen in der Peripherie grol3er als im Zentrum. Das Glei-
che gilt fur intrazellulare Lipidvakuolen. Die signifikante Haufung langlich-schmaler
Zellen in peripheren Knorpelproben ist dagegen ausschliel3lich auf die PC-Gruppe
(peripher fast signifikant mehr) zurickzufiihren. Beim PE-Kollektiv ist die Anzahl
langlich-schmaler Zellen zentral und peripher gleich.

5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich vornehmlich mit den zellularen ultrastrukturellen
Merkmalen des sternocostalen Knorpels bei Pectus excavatum und Pectus carina-
tum. Die zentrale Frage dieser Arbeit ist, ob ultrastrukturelle Veranderungen bei Pec-
tus excavatum und Pectus carinatum einen Schlissel zur Klarung der Pathogenese
darstellen und die Ultrastruktur fir eine gemeinsame Pathogenese der Brustwandde-

formitaten spricht oder dagegen.

In Pectus-carinatum-Préaparaten waren Zellkerne und dilatiertes Endoplasmatisches
Retikulum signifikant haufiger zu finden als in PE-Proben. Das glatte Endoplasmati-
sche Retikulum ist in Zellen mit intensiver Proteinsynthese und -sekretion zumeist
etwas dilatiert (80). Eine Dilatation der Zisternen des ER kann Ausdruck gesteigerter
metabolischer Aktivitat oder des vermehrten intrazellularen Transports, beispielswei-
se von Proteinen und Lipiden, sein (80). Vor dem Hintergrund dieser Information
sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit flr eine signifikant héhere Stoff-
wechselaktivitat bei Pectus carinatum. Die signifikant héhere Anzahl an Zellkernen in
PC-Praparaten unterstitzt indirekt die Hypothese einer héheren Stoffwechselaktivitat
bei Pectus carinatum, insbesondere in zentralen Knorpelabschnitten. Intakte Zellker-
ne sind weiterhin ein morphologisches Korrelat fiir die Vitalitat der Zellen. Ob sie al-
lerdings auch ein Zeichen fir eine erhthte proliferative Aktivitat darstellen, muss in
weiteren Studien belegt werden.

Die signifikanten Unterschiede bei den Ergebnissen zu Zellkern und dilatiertem ER
der vorliegenden Arbeit kdnnen als Indiz dafir genommen werden, dass den Brust-

wanddeformitdten PE und PC nicht derselbe Pathomechanismus zugrunde liegt.
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Eine hohere Stoffwechselaktivitdt in PC-Knorpel im Vergleich zum Rippenknorpel
von PE-Patientinnen wurde bereits von Verez Sola beschrieben, jedoch basierend
auf anderen Auswertungsparametern in der histo-pathologischen Analyse (76). Wah-
rend Verez Sola mehr vitale Zellen beziehungsweise eine erhdhte Stoffwechselaktivi-
tat in der Peripherie und Ubergangszone des PC-Knorpels fand, zeigt die ultrastruk-
turelle Untersuchung der Einzelzellen mit Analyse der Zellorganellen, wie sie in der
vorliegenden Arbeit herangezogen wurden, ein neues praziseres Bild: Es sind die
zentralen PC-Knorpelproben, die signifikant mehr dilatiertes ER und Zellkerne auf-
weisen als die zentralen PE-Proben. Das heil3t, die Unterschiede zwischen PE und
PC beziglich der Stoffwechselaktivitat dominieren nach Abschluss der ultrastruktu-
rellen Analysen im zentralen, nicht im peripheren Praparatebereich.

Besonders hervorzuheben ist der Befund intrazellularer Kollagenfasern in den
Chondrozyten. Erstmalig werden im Rahmen dieser Arbeit im Rippenknorpel von PE
und PC Kollagenfasern beschrieben, die elektronenmikroskopisch innerhalb von
Chondrozyten zu erkennen sind. Insgesamt wurden intrazellulare Kollagenfasern in
6,75 % der untersuchten Chondrozyten gefunden. Nach ausfihrlicher Literatur-
recherche wurde in PC-Chondrozyten bisher nie intrazellulares Kollagen nachgewie-
sen. Tocchioni et al. stellten Kollagen Typ Il immunhistochemisch im Zytoplasma von
PE-Knorpel und einem der von ihnen untersuchten Kontroll-Knorpel fest, beschrie-
ben intrazellulare Kollagenfasern jedoch nicht in ihrer elektronenmikroskopischen
Untersuchung (42).

Das Endprodukt der intrazellularen Kollagensynthese ist Prokollagen. Prokollagen
wird extrazellular zu Tropokollagen-Molekilen modifiziert, die unter normalen Um-
standen ebenfalls extrazellular zu Fibrillen und Fasern verknipft werden (81). Der
Nachweis intrazellularer Kollagenfasern in dieser Arbeit kdnnte folglich auf eine Sto-
rung der Kollagensynthese beziehungsweise auf eine Storung der Lokalisation der
Kollagensynthese hinweisen.

Ein signifikanter Unterschied zwischen PE und PC lag in der vorliegenden Arbeit
beim Parameter intrazellulare Kollagenfasern nicht vor. Anhand dieses Parameters
ergeben sich also keine Hinweise auf eine unterschiedliche Pathogenese der beiden
Brustwanddeformitaten. Eine mogliche Stérung der Kollagensynthese ist diesen Er-
gebnissen zufolge fir Pectus excavatum und Pectus carinatum gleichermal3en ge-

geben; sie dominiert in zentralen Knorpelanteilen.
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Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit, das fir eine gemeinsame Pathogenese von Pec-
tus excavatum und Pectus carinatum spricht, ist die Verteilung intrazellularer Lip-
idvakuolen. Die Anzahl der Zellen mit intrazellularen Lipidvakuolen unterscheidet sich
in der vorliegenden Arbeit nicht signifikant zwischen Pectus excavatum und Pectus
carinatum. Intrazellulare Lipidvakuolen waren ein haufiges Merkmal in den Prapara-
ten des Rippenknorpels beider Entitaten. Sie fanden sich sowohl bei PE als auch bei
PC in circa zwei Drittel der Chondrozyten. Nach neueren Erkenntnissen regulieren
Lipidtropfen die Autophagie, einen katabolen Vorgang, bei dem Proteine und Zellor-
ganellen zum Abbau Lysosomen zugefihrt werden. Sie tragen zur Bildung von Auto-
phagosomen bei (82, 83). Folglich geben die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweis auf
einen gesteigerten zellularen Katabolismus bei beiden Deformitaten.

Interessant ware es, in einer Folgestudie zu ermitteln, ob der Zellkern regelhaft bei
denjenigen Chondrozyten fehlt, die Lipidvakuolen aufweisen. In einem aufwendigen
Prozedere misste in einer solchen Untersuchung sichergestellt sein, dass alle Ebe-
nen der Zelle in Serienschnitten erfasst werden.

Eine alternative Interpretationsmdglichkeit des hohen Anteils an intrazellularen Lip-
idvakuolen besteht darin, dass bei PE und PC reifer Rippenknorpel vorliegt: Nach
Wolfgang Kuhnel sind Lipidtrépfchen charakteristisch fur reife Chondrozyten (84). Ob
Lipidtropfen als Charakteristikum reifer Chondrozyten diese als katabole Zellen in
ihrem reifen Zustand charakterisieren, muss in weitergehenden Untersuchungen ge-
klart werden.

Nach inhaltlicher Wertung des Parameters ,intrazellulare Lipidvakuolen“ unterschei-
den sich PE und PC den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nach nicht signifikant
im Mal3 an Katabolismus beziehungsweise im Mal3 der Knorpelreife.

Damit unterscheiden sich die Ergebnisse dieser Arbeit von denjenigen der lichtmik-
roskopischen Untersuchung, in der Chondrozyten mit Vakuolisierung signifikant hdu-
figer in der Ubergangszone des PC-Knorpels gefunden wurden und fast signifikant
haufiger in der zentralen Zone mit einem p-Wert von 0,064 (76). Eine Erklarung flr
diese Diskrepanz kann darin liegen, dass Vakuolisierungen in der Lichtmikroskopie
nicht alleine durch intrazellulare Lipidvakuolen zustandekommen, sondern beispiels-
weise auch durch starke Glykogeneinlagerungen, lysosomale Speicherungen oder
Artefakte. In diesem Zusammenhang wird deutlich, dass die ultrastrukturelle Analyse

der Lichtmikroskopie Uberlegen sein kann.
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Bezuglich der Parameter einer zonalen Gliederung — bezogen auf das Auftreten von
Einzelzellen und einer zonalen Anordnung unterschiedlicher Zellformen, wie zum
Beispiel chondroider oder elongierter Formen — unterscheiden sich Pectus excavat-
um und Pectus carinatum in der vorliegenden Arbeit nicht signifikant. Hatte sich fur
eine der Deformitéaten eine zonale Gliederung des Knorpels klar bestatigt, wahrend
sie fur die andere Deformitat sicher hatte abgelehnt werden kdonnen, ware dies ein
Hinweis fur unterschiedliche Pathomechanismen bei PE und PC gewesen. Da dies
nicht der Fall ist, sprechen diese Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit neben den-
jenigen zu intrazellularen Lipidvakuolen und intrazellularen Kollagenfasern dafur,
dass Pectus excavatum und Pectus carinatum eine ahnliche Pathogenese zugrunde
liegt.

Der hyaline Gelenkknorpel weist eine Gliederung in verschiedene Zonen — die ober-
flachliche, mittlere, tiefe und kalzifizierte Zone — auf (32). Die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit werden unter der Annahme diskutiert, dass der Knorpeloberflache am
ehesten die peripheren Praparate entsprechen und den tiefen Knorpelzonen die
zentralen Praparate. Ausgehend von einer zonalen Gliederung waren oberflachlich,
also peripher, insbesondere langlich-schmale Chondrozyten und Einzelzellen zu er-
warten, in tiefen Knorpelzonen, also zentral, rundlich-ovale Chondrozyten sowie eine
Anordnung in mehrzellige Chondrone.

Im Vergleich peripherer und zentraler PE-Praparate war die Anzahl an Einzelzellen
identisch, was gegen eine zonale Gliederung spricht. In peripheren PE-
Knorpelproben zeigten sich — entsprechend der zonalen Gliederung, wie sie fur hya-
linen Knorpel beschrieben ist — mehr langlich-schmale Zellen als in zentralen PE-
Proben. Trotzdem war peripher die absolute Anzahl rundlich-ovaler Chondrozyten
groRer als die Anzahl langlich-schmaler Chondrozyten, sodass die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit gegen eine zonale Gliederung des PE-Knorpels sprechen.

Der Vergleich peripherer und zentraler PC-Préaparate ergab peripher mehr Einzelzel-
len als Zellgruppen. Zusatzlich waren Einzelzellen peripher haufiger als zentral. Dies
sind Hinweise auf eine zonale Gliederung, wie sie fur hyalinen Knorpel beschrieben
ist. Allerdings waren die Unterschiede zwischen zentralen und peripheren PC-
Praparaten bei dem Parameter Einzelzelle nicht signifikant. Langlich-schmale
Chondrozyten kamen ebenfalls haufiger peripher vor als zentral. Allerdings waren

langlich-schmale Chondrozyten peripher trotzdem seltener als rundlich-ovale, was
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gegen eine zonale Gliederung spricht. Insgesamt lassen die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit bei keiner Deformitét sicher auf eine zonale Gliederung schlief3en.

Ob fur Pectus-Deformitaten — nicht einzeln als PE und PC, sondern gemeinsam als
Pectus-Deformitaten betrachtet — eine zonale Gliederung Uberhaupt infrage kommt,
ergibt sich aus der Gegenuberstellung aller zentraler und aller peripherer Praparate.
Peripher kamen langlich-schmale Chondrozyten signifikant haufiger vor als zentral.
Dennoch dominierten peripher rundlich-ovale Chondrozyten gegenuber langlich-
schmalen Chondrozyten. Circa die Halfte der peripheren Chondrozyten lag als Ein-
zelzellen vor, die andere Halfte war in mehrzelligen Chondronen organisiert. In zent-
ralen Praparaten waren rundlich-ovale Chondrozyten deutlich h&ufiger als langlich-
schmale, und der Grof3teil der zentralen Chondrozyten war in mehrzelligen Chondro-
nen organisiert. Folglich sprechen die Zellorganisation (Einzelzelle/mehrzelliges
Chondron) und die Haufung rundlich-ovaler Chondrozyten in zentralen Praparaten
fur eine zonale Gliederung, wie sie fir gesunden hyalinen Knorpel beschrieben ist,
wahrend die Befunde in peripheren Praparaten dagegensprechen.

Auffallend bezuglich der Zellform ist, dass die Anzahl langlich-schmaler Chondrozy-
ten und rundlich-ovaler Chondrozyten sehr unausgeglichen ist: Bei Betrachtung aller
untersuchter Praparate liegt das Verhaltnis langlich-schmal zu rundlich-oval bei circa
1 : 4. Insgesamt ist nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit eine zonale Glie-
derung bei den Pectus-Deformitaten PE und bei PC fraglich. Das Fehlen einer zona-
len Gliederung steht im Einklang mit Aussagen von Tocchioni et al., die eine zonale
Gliederung fur den Rippenknorpel im Allgemeinen ablehnen (42).

Insgesamt kann die Frage, ob es sich bei PE und PC um zwei Entitaten mit unter-
schiedlichem Pathomechanismus handelt, anhand der Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit nicht einheitlich beantwortet werden. Wahrend der signifikante Unterschied bei
Zellkernen und dilatiertem Endoplasmatischen Retikulum daflr spricht, zeigen die
Ergebnisse zu den Auswertungsparametern intrazellulare Kollagenfasern, intrazellu-
lare Lipidvakuolen, Einzelzelle und Zellform langlich-schmal Gegenteiliges.

Bezuglich der Pathogenese der Brustwanddeformitaten sind, entsprechend der Er-
gebnisse dieser Arbeit, insbesondere folgende Hypothesen zu diskutieren: erhdhte

Stoffwechselaktivitdt und tberschiel3endes beziehungsweise abnormales Knorpel-
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wachstum, Katabolismus beziehungsweise Degeneration sowie Stdorung der Kolla-
gensynthese.

UbermaRiges Knorpelwachstum wird — Robicseks Darstellung folgend — weithin als
Ursache fir das PC angenommen (73). Dagegen lehnten Park et al. UbermaRiges
Knorpelwachstum als Hauptursache der PC-Deformitat ab (59). Der Rippenknorpel
von PC-Patientinnen zeigte sich im Vergleich zu demjenigen von Kontrollpersonen in
Untersuchungen von Park et al. verlangert. Jedoch unterschied sich die Knorpellan-
ge zu beiden Seiten des Sternums bei asymmetrischen Varianten nicht signifikant
(59). Da in der vorliegenden Arbeit weniger als 50 % der Zellen Zellkerne und dila-
tiertes ER aufweisen, sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit nicht nur gegen Uber-
schiel3endes Knorpelwachstum als Hauptursache, sondern legen nahe, dass bei PC
Uberhaupt kein UberschieBendes Wachstum vorliegt. Einschrankend muss festgehal-
ten werden, dass die Anzahl vitaler Zellen nur einen sehr vagen und indirekten Mar-
ker fur das Knorpelwachstum darstellt.

Auch fur die Pectus-excavatum-Deformitat wird tGbermafiges Wachstum des Rip-
penknorpels als mdglicher Pathomechanismus diskutiert. Einige Forschergruppen
lehnten ein Uberschie3endes Wachstum des sternocostalen Knorpels als Ursache
bereits ab (48, 61, 62). Dem Grundverstandnis nach ist Stoffwechselaktivitat eine
Voraussetzung fur Wachstum. Die vorliegende Arbeit ergab flir PE aber signifikant
weniger Chondrozyten mit Parametern, die fir Stoffwechselaktivitat stehen (Zellker-
ne und dilatiertes ER) als fiir Pectus carinatum. Dabei waren Zellkerne und dilatiertes
ER bereits bei Pectus carinatum so selten, dass zumindest eine erhdhte Stoffwech-
selaktivitat als Ursache auszuschlieRen ist. Damit bekraftigt die vorliegende Arbeit,
dass offenbar kein UberschieRendes Knorpelwachstum im PE-Knorpel stattfindet.
Auch Ergebnisse weiterer Arbeiten sprechen gegen UbermaRiges Wachstum und
damit gegen eine Verldngerung des sternocostalen Knorpels. In Untersuchungen von
David et al. beispielsweise wichen zellulare Parameter, die im Falle Ubermaliigen
Wachstums verandert sein sollten, nicht signifikant vom gesundem Kontrollknorpel
ab (44, 45). Ferner sind fur PE-Knorpel veranderte Spurenelement-Konzentration mit
signifikant erhéhten Konzentrationen fur Calcium und Magnesium und signifikant er-
niedrigtem Zink-Gehalt beschrieben (67). Zinkmangel fuhrt zu einer Aktivitatsminde-
rung von Chondrozyten, was ebenfalls gegen Uberschie3endes Knorpelwachstum
spricht (67, 70).
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Hinsichtlich des Parameters der intrazellularen Lipidvakuolen kann deren Auftreten in
Knorpelzellen als ein Korrelat flr Katabolismus beziehungsweise Degeneration ge-
wertet werden. Rupprecht et al. beschrieben Lipidvakuolen im Kontext zellularer De-
generation (67). Urmonas und Kondrashin stellten mit Vakuolisierung und Kernpyk-
nosen histomorphologische Korrelate eines nahenden Zelluntergangs fest (2). Dege-
neration und Zelluntergang sind mit dem Fehlen von Zellkernen in einem Grol3teil der
analysierten Chondrozyten in der vorliegenden Arbeit vereinbar, ebenso wie mit dem
Eindruck von ,Zellauflésung®, der in manchen Praparaten festgestellt wurde. Geisbe
et al. fanden bei PE eine Erh6hung von Enzymen mit kataboler Wirkung im Mukopo-
lysaccharid-Stoffwechsel und formulierten die ldee, dass diese Veranderungen auf
einer spezifischen Stoffwechselstérung der Chondrozyten basieren kdnnten (65).
Hierzu geben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine weiterfihrende Erkennt-
nis: Mit dem grof3en Anteil intrazellularer Lipidvakuolen, der bei PE und bei PC in der
vorliegenden Arbeit gefunden wurde, gibt es deutliche ultrastrukturell sichtbare Hin-
weise, dass die Stoffwechselstérung tatsachlich von den Chondrozyten selbst aus-
geht.

In Kombination mit den Forschungsergebnissen von Geisbe et al., Rupprecht et al.
und Urmonas und Kondrashin legen die Befunde dieser Arbeit eine im Zentrum des
sternocostalen PE-Knorpels dominierende, katabole beziehungsweise degenerative
Stoffwechselstérung nahe, die nicht nur die Matrix, sondern auch die Zellen betrifft.
Bei Pectus carinatum fanden Brochhausen et al. kristalline Einschlisse und werteten
sie als Ausdruck einer metabolischen Stérung oder eines degenerativen Prozesses
(68). Derartige kristalline Einschliisse wurden in der vorliegenden Arbeit nicht festge-
stellt. Dennoch passt das Ergebnis dieser Arbeit, dass eine Stoffwechselstérung der
Chondrozyten selbst vorliegt, welche im grof3en Anteil intrazellularer Lipidvakuolen
ihr Korrelat findet, zu den Ergebnissen von Brochhausen et al. (68).
Kollagenbezogene Veranderungen sind fur den sternocostalen Knorpel bei Pectus
excavatum in der Literatur mehrfach beschrieben. Feng et al. fanden beim Pectus
excavatum-Knorpel kollagenbezogene Abweichungen in tiefen Knorpelzonen. Sie
beschrieben eine unregelmaliige Verteilung und Anordnung und eine Raritat von Kol-
lagenfibrillen sowie Fehlen von Kollagen II in manchen Knorpelbereichen (45). Mit
der erstmaligen Beschreibung intrazellularer Kollagenfasern fihren die Ergebnisse

der vorliegenden Arbeit zur Hypothese, dass sich infolge einer gestdrten Kollagen-
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synthese beziehungsweise einer beeintrachtigten Freisetzung von Kollagenvorstufen
aus Chondrozyten die intrazellularen Fasern formieren. Damit liefert diese Arbeit ei-
nen neuen Erklarungsansatz fur die von Feng beschriebene deutlich geringe Menge
an Kollagenfasern in manchen Knorpelarealen.

Im Knorpel von Pectus carinatum fielen Veranderungen in Form von Faserdemaskie-
rung, Verdickung und Verlust der Querstreifung auf (68). Insbesondere der Verlust
der charakteristischen Querstreifung unterstitzt die Hypothese einer Kollagensyn-
thesestérung bei Pectus carinatum.

Bei Betrachtung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beztiglich intrazellularer Kol-
lagenfasern ist, in Zusammenschau mit friheren Ergebnissen anderer Forschungs-
gruppen, hinsichtlich der Pathogenese von PE und PC eine Kollagensynthesesto-
rung moglich (45, 68). Als Haupt- oder alleinige Ursache der Pectus-Deformitaten ist
sie eher unwahrscheinlich, da intrazellulare Kollagenfasern lediglich in weniger als 10
% der Chondrozyten vorkamen.

Den bereits beschriebenen Ergebnissen zu einer kollagenbezogenen Stérung des
sternocostalen Knorpels stehen die Erkenntnisse von David et al. und Tocchioni et
al. gegenuber: David et al. beschrieben ein reifes Kollagennetzwerk, und Tocchioni
et al. stellten weder auf zellularer Ebene noch hinsichtlich der extrazellularen Matrix
signifikante Unterschiede zwischen PE-Knorpel und Kontroll-Knorpel fest (42, 44).
Die Hypothese einer biomechanischen Instabilitat bei den Brustwanddeformitaten PE
und PC kann anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht abschlie3end ge-
klart werden. Dass eine Stoffwechselstérung der Chondrozyten und eine Kollagen-
bezogene Stérung die biomechanischen Eigenschaften des sternocostalen Knorpels
bei PE und bei PC verandern, ist aber denkbar.

Um die histologischen Befunde und Ergebnisse dieser Arbeit in die Reihe der vo-
rausgegangenen Untersuchungen anderer Forschungsgruppen einordnen zu kon-
nen, werden im Folgenden ihre Limitationen diskutiert. Anschliel3end werden Ausbli-
cke fur zukinftige Untersuchungen gegeben.

Mit jeweils zwanzig untersuchten Knorpelproben von Pectus excavatum und Pectus
carinatum sind die Stichproben relativ klein. Sie sind hinsichtlich einer umfangreichen
statistischen Auswertung als nicht reprasentativ zu bezeichnen, gentigen aber dem
Anspruch einer explorativen Arbeit. Durch den explorativen Ansatz der vorliegenden

Arbeit kann in der Statistik von einer Bonferroni-Korrektur abgesehen werden. In Be-
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zug auf die Anzahl der untersuchten Préaparate muss festgehalten werden, dass die
Préaparate ein seltenes Einsendegut in der Pathologie darstellen und somit eine lange
,Sammelperiode“ in Kauf genommen werden muss, um die Kollektive fur weitere
vergleichende Untersuchungen heranziehen zu kénnen. Um Probenmaterial zu kon-
zentrieren und fur zukunftige weiterreichende histologische und ultrastrukturelle Ana-
lysen nutzbar zu machen, wurde am Universitatsklinikum Regensburg das Projekt
URchin (Ultrastructural Research on chest wall deformities international) ins Leben
gerufen.

Bei der angewandten Methode der elektronenmikroskopischen Betrachtung muss ein
gewisser individueller Interpretationsspielraum bei der Beurteilung der Praparate be-
ricksichtigt werden, wie er in allen morphologischen Analysen vorliegt. Beispielswei-
se kann das Feststellen von ,ungeordnet”, ,Degeneration“ und ,Rundheit* vom Be-
trachter abhéangig variieren. Mit dem Ziel einer moglichst objektiven — nicht rein de-
skriptiven — vergleichenden Analyse von PE und PC, wurden die Auswertungskrite-
rien (intrazellulare Kollagenfasern, intrazellulare Lipidvakuolen, Zellkern, Einzelzelle,
Zellform langlich-schmal, dilatiertes Endoplasmatisches Retikulum) stichprobenartig
guantitativ erfasst. Eine solche Analyse der extrazellularen Matrix stellte sich im Lau-
fe der Untersuchung als schwierig heraus, weshalb sich die Auswertungsparameter
auf Zellen beziehen. In diesem Zusammenhang werden in Zukunft automatisierte, IT
gestlitzte Methoden mit Zugang zu Deep Learning die ultrastrukturelle Auswertung
unterstutzen.

Weiterhin ist bei der Beurteilung von Zellen zu beachten, dass es sich bei der
Transmissionselektronenmikroskopie um ein Schnittbildverfahren handelt und die
Zellmorphologie abhangig von der Schnittrichtung des Praparates variiert: Gonzales
et al. fanden in Schnitten parallel zur Oberflache des Knorpels und in Schnitten senk-
recht zur Knorpeloberflache unterschiedliche Zellformen vor (33).

Insgesamt ist die Methode der Elektronenmikroskopie fur Untersuchungen zellularer
Veranderungen gut geeignet. Die Analyse der Ultrastruktur liefert Hinweise auf még-
liche Pathomechanismen beziehungsweise Ursachen, die den Brustwanddeformita-
ten zugrunde liegen. Diese Ursachen kann sie aber nicht abschliel3end klaren, da die
histomorphologische/ultrastrukturell sichtbare Veranderung die Manifestation der Ur-

sache ist, aber nicht die Ursache selbst. Hierzu sollten in zukUnftigen In-vitro-
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Analysen zum Beispiel die Effekte biomechanischer Reize auf den Metabolismus von
Knorpelzellen weiter untersucht werden.

Der Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die vergleichende Analyse zellularer
Parameter. Es ist zu erwarten, dass sich das Bild durch eine vergleichende Analyse
der extrazellularen Matrix des sternocostalen Knorpels von PE- und PC-Patientinnen
abrundet. Anstelle von zellularen Parametern kann die Anzahl und die Grol3e von
unterschiedlichen Matrix-Arealen semiquantitativ erfasst werden. In Anlehnung an
die vorliegende Arbeit konnte flr eine bestimmte Anzahl an Ultradiinnschnitten erho-
ben werden, wie haufig Areale mit Kollagenfasern gleicher Morphologie und Ver-
laufsrichtung vorkommen und wie grof3 diese sind.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass degenerative Pro-
zesse als Pathomechanismus zur Ausbildung von PE und PC flihren. Diese Disserta-
tion zeigt auch, dass sich die Stoffwechselaktivitat des sternocostalen Knorpels bei
PE und bei PC signifikant unterscheidet. Eine signifikant h6here Stoffwechselaktivitat
kann aber nicht die Pathogenese erklaren, da sich zu wenige Zellen finden, die An-
zeichen fur erhdhten Stoffwechsel liefern. Vor diesem Hintergrund ist es sinnvoll Zel-
lorganellen, die bei degenerativen Prozessen und im Zellstoffwechsel eine Rolle
spielen, zum Beispiel Lysosomen und Mitochondrien, in einer Folgestudie zu unter-
suchen. Interessant ware es, die Korrelation der Parameter zu berechnen, die auf
denselben Prozess, beispielsweise eine Degeneration, hinweisen.

Weiterhin sollten kiinftige Arbeiten mit dem Ziel der Pathogenese néher zu kommen,
den Rippenknorpel von Personen mit PE und PC mit dem Rippenknorpel gesunder
Probanden vergleichen.

Fur zukinftige, sich an diese explorative Arbeit anschlieBende Untersuchungen
macht es aul3erdem Sinn grol3ere reprasentative Stichproben zu untersuchen, so-
dass die Ergebnisse auf die Gesamtheit der Patientinnen mit PE und PC ubertragen
werden koénnen. Hierbei lassen sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verifizie-
ren oder falsifizieren.

Insgesamt demonstriert die vorliegende Arbeit, dass die vergleichende ultrastruktu-
relle Analyse einen innovativen Ansatz zur weiteren Klarung der Pathogenese der

Knorpelverdnderungen bei Brustwanddeformitaten darstellt.
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6. Zusammenfassung

Die Ultrastruktur des sternocostalen Knorpels von Patientinnen mit Pectus excavat-
um und Pectus carinatum wird in der vorliegenden Arbeit erstmalig vergleichend ana-
lysiert. Dies erfolgt hinsichtlich der Fragestellung, ob die ultrastrukturellen Befunde
zur Klarung der Pathogenese beitragen. Ferner stellt sich die Frage, ob es sich bei
PE und PC um zwei unterschiedliche Entitaten oder verschiedene Auspragungen

desselben Krankheitsbildes handelt.

Intrazellulare Kollagenfasern werden in dieser Arbeit fir beide Deformitaten erstmalig
ultrastrukturell beschrieben. Intrazellulare Kollagenfasern legen eine Lokalisations-
storung der Kollagensynthese, beziehungsweise eine Stérung der Kollagensynthese
im Allgemeinen nahe. Als Hauptursache fir die Deformierung der Brustwand kommt
diese jedoch nicht infrage, da mit 6,75 % nur sehr wenige Chondrozyten intrazellula-

re Fasern aufweisen.

Die Haufigkeit intrazellularer Lipidvakuolen und Chondrozyten mit fehlenden Zellker-
nen weist deutlich auf eine degenerative Stérung als dominierenden Pathomecha-

nismus hin.

Gegen einen identischen Pathomechanismus bei Pectus excavatum und Pectus ca-
rinatum spricht, dass sich die Parameter Zellkern und Dilatiertes Endoplasmatisches
Retikulum im Blick auf ihre Haufigkeit signifikant unterscheiden. Im Vergleich mit
Pectus excavatum zeigt sich bei Pectus carinatum eine signifikant hohere Stoffwech-

selaktivitat.

Nachdem sich aber bei vier von sechs Auswertungsparametern keine signifikanten
Unterschiede zwischen Pectus excavatum und Pectus carinatum finden, ist von einer

ahnlichen Pathogenese auszugehen.

Eine &hnliche — wenngleich nicht identische — Pathogenese legt nahe, dass es sich
bei Pectus excavatum und Pectus carinatum um verschiedene Auspragungen eines

Krankheitshildes und nicht um unterschiedliche Entitdten handelt.
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8. Anhang

8.1 Statistische Tests

Die verwendeten p-Werte sind in den folgenden Abbildungen rot umrandet.

8.1.1 Mann-Whitney-U-Test: PC (z + p) vs. PE (z + p)

Statistik fur Test®

Dilatiertes
Intrazellulére | Intrazellulare Zellform Endoplas-
Kollagenfa- | Lipidvakuo- Einzelzel- langlich- matisches
sern len Zellkern le schmal Retikulum
Mann-Whitney-U 191,000 195,000 93,500| 174,500 187,500 121,000
Wilcoxon-W 401,000 405,000 | 303,500 384,500 397,500 331,000
z -,271 -,137| -2,905 -,698 -,348 -2,168
Asymptotische Signifi- 786 891| 004 485 728 030
kanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz b b b b b b
12%(1-seitige Sia )] ,820 ,904 ,003 ,495 ,738 ,033
Exakte Signifikanz (2- 813 898 003 494 737 030
seitig)
Exakte Signifikanz (1- 406 449 001 247 368 015
seitig)
E;?ktwahmhe'”“‘:h' 036 005|000 004 005 001
a. Gruppenvariable: Deformitat
b. Nicht fur Bindungen korrigiert.
8.1.2 Mann-Whitney-U-Test: PCp vs. PEp
Statistik fiir Test®
Dilatiertes
Intrazellulare | Intrazellulare Zellform Endoplas-
Kollagenfa- | Lipidvakuo- Einzelzel- langlich- matisches
sern len Zellkern le schmal Retikulum
Mann-Whitney-U 47,000 48,000 | 29,000 33,000 47,000 38,500
Wilcoxon-W 102,000 103,000 | 84,000 88,000 102,000 93,500
Y4 -,271 -,152| -1,604 -1,298 -,233 -,886
Asymptotische Sigrifi- 786 879| 109 104 816 375
kanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz b b b b b b
12%(1-seitige Sia)] ,853 ,912 ,123 ,218 ,853 ,393
Exakte Signifikanz (2- 1,000 896| 114 203 863 389
seitig)
Exaxte Signifikanz (1- 500 448|057 101 431 195
seitig)
Punktwahrscheinlich- 139 015 005 003 018 008

keit

a. Gruppenvariable: Deformitét
b. Nicht fur Bindungen korrigiert.

87



8.1.3 Mann-Whitney-U-Test: PCz vs. PEz

Statistik fur Test?

Dilatiertes
Intrazellulére | Intrazellulare Zellform Endoplas-
Kollagenfa- | Lipidvakuo- Einzelzel- langlich- matisches
sern len Zellkern le schmal Retikulum
Mann-Whitney-U 43,000 40,000 | 15,500 44,000 39,000 21,000
Wilcoxon-W 98,000 95,000| 70,500 99,000 94,000 76,000
Z -,564 =777 -2,639 -,460 -,897 -2,220
Asymptotische Signifi- 573 437|008 645 370 026
kanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz b b b b b b
[2*(1-seitige Sia)] ,631 481 ,007 ,684 ,436 ,029
Exakte Signifikanz (2- 663 487 ,008 682 419 027
seitig)
Exakte Signifikanz (1- 331 244 004 341 210 014
seitig)
E;?ktwahmhe'”“‘:h' 082 015[ 002 030 045 004
a. Gruppenvariable: Deformitét
b. Nicht fur Bindungen korrigiert.
8.1.4 Wilcoxon-Test: PCz vs. PCp
Statistik fiir Test?
Einzelzellep
izKFp — izLVp — ZKp - |- Einzelzel-| Formisp — dilatERp —
izKFz izLVz ZKz lez Formlsz dilatERz
z -,811° -2,692°| -1,057° -1,763° -1,866° -,259"
Asymptotische Signifi- 417 007 201 078 062 796
kanz (2-seitiq)
Exakte Signifikanz (2- 531 004 328 102 078 867
seitig)
Exakte Signifikanz (1- 266 002 164 051 039 434
seitig)
E;?kt""ahrs‘:he'”""h' 109 ,002 023 023 016 055

a. Wilcoxon-Test

b. Basiert auf positiven Ré&ngen.
c. Basiert auf negativen Rangen.
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8.1.5 Wilcoxon-Test: PEz vs.

PEp

Statistik fir Test?

Einzelzelle
izKFp — izLVp — p — Einzel- | Formlsp — dilatERp —
izKFz izLVz ZKp — ZKz zelle z Formlsz dilatERz

Z -1,725° -1,842° -2,060° ,000° -1,723° -773°
Asymptotische Sig- 084 065 039 1,000 085 440
nifikanz (2-seitiq)

Exakte Signifikanz 156 072 063 1,000 133 516
(2-seitig)

Exakie Signifikanz 078 036 031 516 066 258
(1-seitig)

Eunktyvahrscheln- 063 010 031 031 ,043 ,055
lichkeit

a. Wilcoxon-Test

b. Basiert auf positiven Réngen.

c. Basiert auf negativen Réngen.

d. Die Summe der negativen Range ist gleich der Summe der positiven Range.
8.1.6 Wilcoxon-Test: z (PC + PE) vs. p (PC + PE)

Statistik fir Test®
Einzelzelle
izKFp — izLVp — Einzelzelle | Formlsp — | dilatERp —
izKFz izLVz ZKp — ZKz z Formlsz dilatERz

pa -1,786" -3,302° -2,085° -1,332° -2,501° -,351°
Asymptotische Signi- 074 001 037 183 012 726
Exakte Signifikanz 079 000 035 ,194 ,011 741
(2-seitid)

Exakte Signifikanz 040 000 018 097 006 371
(1-seitig)

Punktwahrschein- 014 ,000 ,001 ,005 ,001 ,008

lichkeit

a. Wilcoxon-Test

b. Basiert auf positiven Ré&ngen.
c. Basiert auf negativen Rangen.
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