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Ultrastruktur und Biochemie der Epiphysenfuge

1. Osteogenese und Entstehung der Epiphysenfuge

Der Prozess der Knochenentwicklung erfolgt auf zweierlei verschiedene Arten, stets iiber ein
vorhandenes Binde- oder Stiitzgewebe. Bei den Knochen der Schidelkalotte, des Gesichtes
und Abschnitten der Klavikula wird embryonales Bindegewebe direkt zu Knochen umgebaut
(desmale Osteogenese). Im Gegensatz dazu entwickeln sich die meisten Knochen der
Schidelbasis sowie von Rumpf und den Extremitdten {iiber ein voriibergehendes

Primordialskelett, das aus hyalinem Knorpel besteht (enchondrale Osteogenese).

Zeitgleich zur Bildung der perichondralen Knochenmanschette wird die enchondrale
Knochenbildung eingeleitet. Die Knorpelzellen nehmen auf Kosten der Extrazellularsubstanz
an GroBe zu, es kommt zur Mineralisation der interterritorialen Matrix der hypertrophen
Zellen. Ein Gefdl wandert aus dem Periost durch die Knochenmanschette und bringt
Bindegewebe in den verkalkten Bereich, aus dem sich Osteoblasten, Blutbildungszellen,
sowie Chondroklasten und Osteoklasten differenzieren. Die extrazellulire Matrix wird
abgebaut, die Lakunen der hypertrophen Zellen werden erdffnet. Osteoblasten lagern sich an
deren Réindern an und bilden Knochenmatrix; der zundchst primidre Knochenkern entsteht.
Synchron zur Verlingerung der Knochenmanschette wird in Richtung der Epiphyse
kontinuierlich Knorpel an- und Knochen abgebaut. An den Gelenken bleiben die Epiphysen
zunéchst rein knorpelig. Der Zwischenraum der Trabekeln des Geflechtknochens bildet den

primdren Markraum, der vom primiren Knochenmark ausgefiillt wird.
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Abb. 1 Enchondrale Ossifikation. Entwicklung des epiphysaren Knochenkerns (Affe, HE 16x) nach
Invasion von Gefallbindegewebe (PBud) vom Perichondrium. Der periostale Knochen (PB) erscheint
kompakter. Am epiphysaren Ende des Markraums (Cav) verkndchert der von der Epiphysenfuge (EpC)
stammende Knorpel enchondral (EB); AC = Gelenkknorpel [Wasmer, 1987].

Nach der Geburt dringt - dhnlich wie bei der Entstehung des diaphyséren Knochenkerns -
Bindegewebe liber ein Gefal durch das Perichondrium in die knorpelige Epiphyse und bildet
den sekundéren Knochenkern. Durch radidres Wachstum wird der Epiphysenknorpel bis auf
einen gelenknahen und einen scheibenférmigen Teil zwischen Metaphyse und kndcherner

Epiphyse, die Epiphysenfuge verdréngt (Abb. 1).
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Abb. 2 Die Ranviersche ,,rainure circulaire*, distaler Metatarsus (unreife Ratte, HE 50 x). A =
Einkerbung; B = Knochenlamelle (I"écorce); C, D = Knorpel der Epiphysenfuge; E = Knochenkern;
F = Metaphyse [Wasmer, 1987]

Eine zirkumferente Einkerbung kennzeichnet den Ubergang vom Perichondrium der Epiphyse
zum Periost, deren Zellen in enger Verbindung mit einer Knochenlamelle stehen. Diesen

Bereich sehen nach Wasmer viele Autoren als eigene ,,Wachstumszone*.

2. Regionale Gliederung der Epiphysenfuge

Eine einheitliche Einteilung ist aus historischen Griinden nicht zu erkennen. Gliederungen
nach anatomischen und funktionellen Kriterien vermischen sich. Unter Beriicksichtigung des
mikroskopischen Bildes und der Modifikation, die die einzelnen Zonen im Laufe der
Entwicklung durchlaufen, ergibt sich nach Wasmer folgende Einteilung:

Im gelenknichsten Abschnitt befindet sich die Zone des hyalinen Knorpels. [Andere

Bezeichnungen sind Keimzone, Basalzone, Reservezone, (reserve zone) oder ruhender
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Knorpel (resting cartilage)]. Wegen des zundchst vorherrschenden Wachstums wird nach
Wasmer auBerdem zwischen dem Begriff des wachsenden Knorpels, von dem des

metamorphosierenden Knorpels bei der Bildung des Knochenkerns unterschieden.

Danach schlieBt nach einer sog. Ubergangszone (Transformationszone) die eigentliche
Wachstumszone an, die sich als Saulenknorpel darstellt [Milz, 2002]. Sie zeigt sich als ein
Abschnitt mit flachen Zellen, die in charakteristischen Zellreihen angeordnet sind. Viele
Autoren stellen die Proliferation in den Vordergrund und bezeichnen diese Zone deshalb auch
als Proliferationszone [Tillmann, 2003; Netter, 1992] Im Wesentlichen jedoch findet sie

wahrscheinlich nur in einem Teilbereich des Saulenknorpels statt [ Wasmer, 1987].

Die Zone des hypertrophen Knorpels schlie3t sich als letzte Region der Epiphyse distal an
und wird auch als Zone des reifenden Knorpels bezeichnet. Aufgrund der starken Zunahme
des Zellvolumens wird gelegentlich vom Blasenknorpel gesprochen [Wasmer, 1987].

Die hypertrophe Zone wird nach Wasmer in 3 Unterregionen gegliedert:

In der 1. Region kommt es zur Produktion von Interzellularsubstanz und die Zellen
hypertrophieren, dieser Prozess erreicht sein Maximum im 2. Abschnitt. Die 3. Region ist
durch die Mineralisation in den interkolumnéren Langssepten charakterisiert und wird deshalb

auch als Mineralisationszone bezeichnet.

Der Ubergang zur Metaphyse wird von GefdBen infiltriert, die in die Lakunen der
hypertrophen Chondrozyten vordringen und die Knorpelhdhlen erdffnen. Diese brechen
regelrecht auf. Die rundumliegende Matrix wird zunehmend mineralisiert, so dass man von
einer Verkalkungszone spricht [Milz, 2002]. Der verkalkte Knorpel wird schlieBlich abgebaut
und Bindegewebe dringt gegen den Knorpel vor. Die Lingssepten bleiben teilweise
unversehrt und werden von Osteoblasten besiedelt, die Osteoid ablagern. Die
Ossifikationszone ist durch die primdren Spongiosabilkchen gekennzeichnet, die bei der

enchondralen Knochenbildung entstehen.

3. Funktion der Epiphyse

Neben der Modellierung der Gelenkflichen ist die Hauptfunktion der Epiphysenfuge das

enchondrale Langenwachstum. Zur Zeit der Entstehung des Knochenkerns hat die
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Epiphysefuge einen bipolaren Autbau [Wasmer, 1987]. Es werden Zellen sowohl an der
epiphysidren wie auch an der metaphysiren Seite bereitgestellt. Das Lingenwachstum wird
vorangetrieben, wobei der Hauptteil an der Metaphyse stattfindet. Aulerdem wichst die Fuge
in die Breite, wahrscheinlich in der Hauptsache im Bereich der Ranvierschen Furche, am
Ubergang von Epiphyse zu Metaphyse [Wasmer, 1987]. Sie kann auf #uBere verindernde
Einfliisse reagieren.

Die Ausbildung und Modellierung einer determinierten Form sowie die Geschwindigkeit des
Wachstums setzen komplexe Regelmechanismen voraus, die im Einzelnen noch nicht bekannt
sind. Die Gliederung erfolgt deshalb regional, nach Ausdehnung und Modifikation der Zonen

sowie nach Verdanderung der Zellen und der histochemischen Abléufe.

4. Wachstum der knorpeligen Epiphyse und Bildung des

Knochenkerns

Vor Erscheinen des Epiphysenkerns ist der Knorpel als ein primitiver Typ des hyalinen
Knorpels anzusehen. Die Mitoseebenen liegen in alle Richtungen des Raumes. Die Zellen
sind klein, anndhernd gleich groB8 und abgerundet [Wasmer, 1987], sie sind dicht aber
“regellos” angeordnet [Putz, 1996]. Es bilden sich Zellsdulen aus Proliferations- und
Blasenknorpelzellen, die sich radidr um den Knochenkern anordnen. Durch zentrifugales
Wachstum dehnt sich die Epiphysenfuge aus; dies erfolgt allerdings viel langsamer als in der
Diaphyse. Die Mitoserate nimmt stark zu und die damit verbundene zunehmende Produktion
extrazelluldrer Matrix fiihrt zu einem Auseinanderdrdngen in der Transversalebene, wihrend
die Zellen in longitudinaler Richtung nahe beisammen bleiben [Milz, 2002]. Kollagenfasern
richten sich radidr aus, gleichzeitig platten sich die Zellen ab. Auflerdem besteht neben diesem
interstitiellen Wachstum eine appositionelle VergroB3erung vom Perichondrium her [Wasmer,
1987]. Dabei gehen an der Grenze zum Perichondrium, Chondroblasten auch aus Fibroblasten
hervor [Putz, 1996]. Die extrazellulire Matrix nimmt sowohl gelenk- als auch diaphysenwérts
an relativen Volumen ab [Dallek et al., 1989].

Perichondrium und die angrenzende Schicht des Appositionsknorpels bilden eine Einheit. Das
Perichondrium ist durch unterschiedliche Abschnitte charakterisiert. Es enthidlt in seinen
peripheren Anteilen fibroblastendhnliche Zellen mit einem grof3en, oft exzentrisch gelegenen
Kern. In Hohe des Epiphysenknorpels sind sie Zellen rhombisch bis ovoid geformt und teilen

sich vereinzelt; sie konnen als Prachondroblasten bezeichnet werden [Wasmer, 1987]. Der
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Interzellularraum ist reich an kollagenen Fibrillen in unterschiedlicher Zahl, die z. T. auch
gebiindelt vorkommen. Im Bereich vor der Knorpelbildungsfront sind Kapillaren zu erkennen.
Die Chondroblasten sind unregelmiBig gestaltet, knorpelnah schlank und lang gestreckt. Die

Interzellularraume werden weiter, moglicherweise aufgrund der Produktion von

Proteoglykanen durch die Zellen und enthalten einige Kollagenfibrillen (Abb. 3) [Wasmer,
1987].

Abb. 3 Perichondrium und Appositionsknorpel (Rinderfetus, 2200 x). a = Fibroblasten; b =
Prachondroblasten; ¢ = Mitose; d = Kapillare; e = quergestreifte Kollagenfibrillen, die in den

Appositionsknorpel eintreten; f = Knorpelfibrillen, dazwischen MPS-Granula; g = schlanke
Appositionszellen; h = Umwandlung zu hyalinen Knorpelzellen [Wasmer, 1987].

Am Ubergang von Epiphysenzentrum zu Appositionsknorpel werden die Chondrozyten
zunehmend aktiver. Im knochenkernnahen Bereich ist Glykogen-Synthase vorhanden um
Glykogen zu fordern, das zur Produktion von Interzellularsubstanz bendtigt wird. Auch

Enzyme der Glykolyse, des Zitratzyklus und der Atmungskette konnten nachgewiesen
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werden. Da die Bildung des Knochenkerns durch eine hohe Zellaktivitdt charakterisiert ist,

spricht Wasmer vom metamorphosierenden Knorpel.

Wasmer beschreibt morphologische Verdanderungen an der Rattenepiphyse. Dabei runden sich
die Zellen des metamorphosierenden Knorpels im Bereich des Knochenkerns ab. Gleichzeitig
kommt es zu einer Vermehrung des endoplasmatischen Retikulums und zur vermehrten
Speicherung von Kohlenhydraten. Sie ordnen sich zirkuldr um das Gebiet des Knochenkerns
an, degenerieren, verlieren Kohlenhydrate, schrumpfen und zerfallen zu granuléren Massen.
Gleichzeitig desintegriert die zelluldre Substanz. Es bildet sich eine Hohle mit einem
GefaBkanal (vgl. Abb. 1). Die umgebenden Zellen hypertrophieren, die Knorpelhchlen
werden erdffnet. Es kommt zur Progression der Er6ffnungsfront auf den sich ausbildenden
Gelenkknorpel und die nun entstandene Epiphysenscheibe. Der Kern verkndchert von
enchondral. Nach Auftreten der ersten Knochenbilkchen beginnt die allseitige VergroBerung
der Kugelform. In der zum Knochenkern gerichteten basalen Knorpelschicht bildet sich eine
fiir die Epiphysenfuge charakteristische Zonierung aus.

Im Stadium der Verkalkung sind rundum dichte zirkuldre Biindel von kollagenen Fasern zu
finden, die besonders auf Hohe der Epiphysenfuge die flichenhafte Querdehnung
aufzunehmen haben [Dallek et al., 1989]. Mit dem Erreichen der Wachstumsfuge wird das
appositionelle Wachstum nahe des Kontaktbereichs eingestellt, wodurch eine Abplattung
entsteht. Die gelenknahe Kontur wird durch die korrespondierenden Gelenkpartner bestimmt
[Putz, 1996]. Epiphysenscheibe und der Knochenkern mit Gelenkknorpel entwickeln sich bis

zum Schluss der Fuge weitgehend unabhédngig voneinander [Wasmer, 1987].

,,Encoche d’ossification* und transversales Wachstum der Fuge

Die “encoche d’ossification” ist — als besondere “Wachstumszone* - am Ubergang von
Perichondrium zu Periost zu finden. Die schrige Einstellung der peripheren Sédulen des
Fugenknorpels und die damit entstandene konische Anordnung wird der Encoche-Apposition
zugeschrieben. Nach Wasmer ist die Encoche-Apposition als eigene Form der Chondrogenese
neben der perichondralen anzusehen.

Schmale Chondrozyten werden unmittelbar zu Sdulenknorpelzellen, im Schnitt sind sie

kantig, oft dreieckig geformt (Abb. 4). Sie werden schlieBlich zu quergestellten
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Saulenknorpelzellen umgestaltet. Das Stadium des hyalinen Knorpels und der

Transformationszone wird iibersprungen [Wasmer, 1987].

2 3 R T e Ll = T I N i et ‘:,"

Abb. 4 Umgestaltung von schmalen
Chondrozyten zu Saulenknorpelzellen in der
encoche d’ossification (Rinderfetus 2400 x).
a = Fibroblasten, dazwischen zahlreiche langs
G . verlaufende Kollagenfibrillen;
- : b = Prachondroblasten; ¢ = schmale
; : : Chondrozyten; d = Einstrahlung quergestreifter
Kollagenfibrillen in den Knorpel;
e = Umwandlung der Zellgestalt von flacher
f Zelle zu Saulenknorpelzelle;
f = Saulenknorpelzelle [Wasmer, 1987]

Auf Hohe des hypertrophen Knorpels und der Er6ffnungszone wird das periphere Drittel des
Epiphysendurchmessers von Abkdmmlingen der Encoche-Apposition eingenommen. Die
beiden zentralen Viertel entspringen dem hyalinen Epiphysenknorpel. Die Vermehrung der
Chondrozyten treibt die Verlangerung der Saulen voran und fiihrt so zum Langenwachstum.

Die transversale Vergrof3erung wird bei der perichondralen Apposition mit der Umordnung
der Zellen zu Sédulen wirkungslos. Mit der Encoche wird ein zweites Appositionszentrum

aufgebaut, das sofort Sdulen liefert [Wasmer, 1987].
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Da die “Encoche- Saulen “perichondral® ergidnzt und weitergebaut werden, wird nach
Wasmer vermutet, dass auch eine Steuerung des diaphysdren Dickenwachstums und der
Einverleibung der Spongiosa als Trichter in die Diaphyse durch den osteogenen Teil der
Encoche stattfindet. Entsprechend soll die Ranviersche 1’écorce (Lacroix: “perichondrale
Knochenrinde*; Abb.2) ein solches Steuerungselement darstellen.

Aus der Einschniirung stammende Osteoblasten lagern sich an der AulBenseite der
Knochenrinde an, wahrend Osteoklasten nur an der inneren Oberfliche des distalen Endes
konzentriert sind. Die Knochensynthese schreitet nach proximal und au3en voran, gleichzeitig
wird Knochen nach distal und innen resorbiert. Durch diesen Vorgang wird wéhrend des
longitudinalen und horizontalen Knochenwachstums ein Trichter in der Metaphyse gebildet

und eine mechanische Stiitze der Wachstumsfuge (Abb. 5) gewihrleistet.

Abb. 5b

Abb. 5 Knochenanbau und -abbau an der Ranvierschen I’écorce [Wasmer, 1987]
a) Knochenlamelle (zwischen den Pfeilen) an der Ranvierschen Einschniirung (Kaninchen, HE, 50 x). Die
Epiphysenfuge ist links, die Metaphyse rechts.
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b) Stérkere VergrofRerungen der Knochenlamelle (HE, 100 x). Das epiphysére Ende der Knochenlamelle
liegt rechts (nicht abgebildet), das metaphyséare links. An der AuRenseite der Knochelamelle (oben) ist
eine Schicht osteogenetischer, dicht gepackter Zellen erkennbar, die sich der Knochenrinde zunehmend
nahert und an ihrem distalen Ende verschwindet. An diesem Ende und an der Innenseite der Lamelle
findet ein zumindest teilweise durch Osteoklasten gesteuerter Abbau statt.

Nach Wasmer wird neben den dichtgepackten Zellen, zwei weitere morphologisch und
funktionell verschiedene Abschnitte der Ranvierschen Einschniirung unterschieden.

Fiir die appositionelle Chondrogenese und das transversale Wachstum der Fuge wird eine
Zone mit verstreuten, relativ undifferenzierten mesenchymalen Zellen verantwortlich
gemacht, die als Vorldufer angesehen werden [vgl. Abb.4].

Die 3. Zone wird von einer dulleren Bindegewebsschicht gebildet, die aus Fibroblasten und
Fibrozytenbiindel besteht und mit der des Periosts und des Perichondrium verbunden ist

(s. Abb. 6). Sie sorgt fiir einen festen Halt zwischen Periost und Knochen und gewéhrleistet

zudem einen mechanischen Schutz der Fuge.

Abb. 6 Kollagene Faserbiindel strahlen von der &uf3eren Bindegewebsschicht (,,fibrous roof) in die
Knorpelmatrix ein (Kaninchen 9000 x) [Wasmer, 1987]

Brighton beschreibt runde bis ovale Zellen, die von der Encoche in die Reservezone des

Epiphysenknorpels einzuflieBen scheinen. Moglicherweise werden Knorpelzellen fiir den
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Epiphysenknorpel bereitgestellt um das Wachstum in der Breite voranzutreiben. In
elektronenmikroskopischen und autoradiographischen  Untersuchungen wurden 3
unterschiedliche Gruppen von Zellen entdeckt: eine Gruppe von dicht aneinander liegenden
Zellen, moglicherweise Progenitorzellen fiir Osteoblasten, die das kndcherne Band um die
Encoche bilden, eine weitere Gruppe undifferenzierter Zellen und Fibroblasten, die ihren Teil
zur appositionellen Chondrogenese beisteuern, und folglich zum Dickenwachstum beitragen
und schlieBlich Fibroblasten inmitten von Kollagenschichten, die den Ring bedecken und eine
feste Verbindung mit dem Perichondrium des hyalinen Knorpels iiber der Epiphysenfuge
gewihrleisten. Somit dient fiir Brighton die Encoche der Bereitstellung von Chondrozyten fiir
die Wachstumsfuge und damit dem Dickenwachstum.

Der perichondrale Ring umgibt die Epiphysenfuge an der Knochen-Knorpel-Grenze als
dichtes, fibroses Band. Seine Kollagenfasern verlaufen senkrecht, schrig und zirkumferent.
Am einen Ende ist er mit den Fibroblasten und Kollagenfasern der Encoche, am anderen Ende
mit dem Periost und dem subperiostalen Knochen der Metaphyse verbunden [Brighton, 1987].
Langenskiold et al. hingegen fanden mRNA des knorpelspezifischen Typ II Kollagen in
Zellen der inneren Schicht der Encoche und in der Kambiumschicht des angrenzenden
Periost. Zellen scheinen von der Reservezone in die Peripherie zu wandern, wo einige die
Vergroflerung der Zellsdulen innerhalb der Encoche vorantreiben [Langenskiold et al., 1993].

Langenskiold sicht darin einen Beweis flir Ranviers Ansichten, dass diese Zellen dem
Wachstumsknorpel entspringen. Andere Zellen @ndern ihre Struktur, wandern in die innere
Zellschicht und bilden weiter Typ II Kollagen mRNA. Die Reservezone hat fiir ihn somit eine
wichtige Funktion, indem sie Zellen zur Verfiigung stellt, die das Dickenwachstum der Fuge

und des periostalen Knochen unterstiitzt.

5. Die Proliferationszonen:

Hyaliner Epiphysenknorpel, Transformationszone, Saulenknorpel

Der hyaline Epiphysenknorpel gliedert sich in zwei Bereiche. Im metamorphosierenden
Knorpel wird durch Umgestaltung der Zellen und der Interzellularsubstanz der Knochenkern
gebildet. Daran grenzend, schliefit sich der wachsende Knorpel an. Er kann je nach Spezies
und Entwicklungsstand eine betrdchtliche Schichtdicke erreichen, oft aber nur auf wenige
Zellen minimiert sein. Die Morphologie der Chondrozyten im hyalinen Epiphysenknorpel ist

von ihrer Lokalisation abhingig. Je nachdem ob sie an den Appositionsknorpel grenzen, im
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Zentrum liegen oder der Transformationszone benachbart sind zeigen sie unterschiedliche
Gestalt und Struktur; Form und Menge des endoplasmatischen Retikulums scheinen sich
dabei nicht zu dndern. Sogar nebeneinander liegende Zellen konnen sich strukturell erheblich
unterscheiden. Die Zellen des hyalinen Knorpels sind reich an Glykogen und sind neben der
hypertrophen Zone bedeutend an der Glykogenspeicherung beteiligt.

Zellen sind verglichen mit anderen Zonen der Fuge in geringerer Anzahl zu finden und treten
vereinzelt oder in Paaren auf. Das Verhéltnis zur Interzellularsubstanz ist weitaus groBer als
in anderen Zonen des Wachstumsknorpels.

Ihr Anteil an Lipiden und Vakuolen ist grofer als anderer Zonen, das Vorkommen von
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, Laktatdehydrogenase, Glycerol-Phosphat-
Dehydrogenase und Phosphoglucoisomerase ist geringer. Alkalische und saure Phosphatase,
gesamtes und anorganisches Phosphat, Kalzium, Chlorid, Kalium und Magnesium sowie
Lipide und Glykosaminoglykane kommen am geringsten vor [Brighton, 1987].

Matrixvesikel sind ebenfalls zu beobachten, allerdings in geringerer Anzahl als in den anderen
Zonen. Die extrazellulire Matrix besteht aus Chondroitin-4-Sulfat, Chondroitin-6-Sulfat,
Keratansulfat und Cartilage Link Protein [Robertson, 1989] und zeigt eine positive
histochemische Férbung fiir ein aggregiertes Proteoglykan [Brighton, 1987], das vermutlich
dem Aggrekan entspricht. Typ II Kollagen verteilt sich unorganisiert im Raum [Robertson,
1990]. Mechanisch gesehen fordert die Zone ein Netz von Kollagenfibrillen das die
proliferierenden Chondrozyten darunter bedeckt, und somit wie eine Plattform fiir die
angrenzende Epiphyse anzusehen ist [Robertson, 1990].

Nach Wasmer sind sowohl die Zellen des hyalinen Epiphysenknorpels wie die der
Transformationszone teilungsfdhig. Es konnte gezeigt werden, dass alle Zellen im
epiphysdren Abschnitt der Wachstumszone (hyaliner Knorpel, Transformationszone,
Saulenknorpel) vermehrungsfahig sind, nicht nur die einer Germinativzone, die auf die Spitze
der Zellsdulen beschrankt ist. Im hyalinen Epiphysenknorpel findet allerdings nur eine trige
Proliferation statt. In der Transformationszone ist die Proliferationsrate vermutlich nur wenig
groBer (die Zellzykluszeit dauert in der Transformationszone ca. 2-3mal linger als im
Sdulenknorpel). Die Produktion von Interzellularsubstanz steht hier im Vordergrund
[Wasmer, 1987].

Nach den Betrachtungen von Brighton, weist dic Reservezone keine Zeichen einer
Germinativzone auf, die ,,Mutter“-Knorpelzellen enthilt, da Chondrozyten dieser Schicht
nicht proliferieren oder das zumindest nur sporadisch tun. Er sieht die Reservezone als einen

Vorratsbereich an Néhrstoffen an, der fiir die angrenzenden Zonen bestimmt ist.
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Im Gegenteil dazu geht Hunziker davon aus, dass die Zellen der Reservezone wie
Stammzellen fungieren, die sich selten teilen und die darunter liegende Zone des
Sdulenknorpels mit Tochterzellen versorgen. Die angrenzenden Zellsdulen kdnnen somit als
Produkt eines Zellklons der Reservezone betrachtet werden, die nicht nur eine funktionelle,
sonder auch eine mechanische Einheit fiir das Léngenwachstum bilden.

Schrier et al. konnten in tierexperimentellen Untersuchungen feststellen, dass sich die
Proliferationsrate und die Anzahl der Knorpelzellen in dieser Zone mit zunehmendem Alter
verringert.

In ihrer Arbeit an Hasen sprechen Abad et al. der Reservezone eine bedeutende Rolle der
endochondralen Verkndcherung zu. Sie soll nicht nur stammzellenartige Zellen enthalten
sondern auch einen Faktor hervorbringen, der die rdumliche Anordnung der Knorpelzellen der
Proliferationszone steuert (growth plate-orienting factor). FEin anderer, soll an
reservezonennahen Chondrozyten der Proliferationszone die Differenzierung zu hypertrophen
Chondrozyten unterdriicken und so verantwortlich fiir den zonalen Aufbau der Epiphysenfuge
sein.

Zwischen Epiphysenknorpel und Sdulenknorpel entwickelt sich die Transformationszone als
besonderer Abschnitt. Das Aussehen der Zellen und die Begrenzung zu den Nachbarregionen
sind vielfiltig. Die Chondrozyten sind reich an Kohlenhydraten und nehmen *’S auf. Die
Produktion an Interzellularsubstanz hat in diesem Bereich eine wesentliche Bedeutung und
tritt als Perizellularsubstanz in Erscheinung (Abb. 7). Diese Synthese erfolgt schneller als im
hyalinen Epiphysenknorpel, jedoch langsamer als im Séulenknorpel [Wasmer, 1987].

Gleichzeitig ist eine Verringerung der Zellzahl pro Flacheneinheit zu erkennen.
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Abb. 7 Chondrozyten der Transformationszone
(Rinderfetus, proximale Metatarsusepiphyse,
3500 x). Alle Zellen sind von
Perizellularsubstanz umgeben
(Proteoglykansynthese). a = Zellen mit geringer
Kohlenhydratspeicherung; b = Zellen mit
starker Kohlenhydratspeicherung; ¢ = zwei
Zellen in einer Knorpelhohle [Wasmer, 1987]

Lange Zeit galt der S&dulenknorpel als Bereich, indem die Zellen sich ausschlieBlich
vermehren. Die Produktion von Interzellularsubstanz wird in dieser Zone jedoch in groem
Umfang fortgesetzt. Wéhrend der Zellteilungsphase wird die Matrixsynthese kurzzeitig
unterbrochen. Charakteristisch ist die Anordnung zu Sdulen der davor “regellos gelagerten
Zellen, wobei die Mitoseachse senkrecht zur Knochenldngsachse steht. Dabei ist die
mitotische Aktivitdt wahrscheinlich nicht fiir die typische Anordnung verantwortlich.

Auf Grund der Verarmung der Zellen an Kohlenhydraten bei der Umwandlung zu
Sadulenknorpel  vermutet man eine  Verdnderung des  Extrusionsmodus  der
Interzellularsustanzen. Diese werden vielleicht nicht mehr am ganzen Umfang der Zelle
abgegeben, sondern nur noch in der Weise, dass Langsbalken entstehen [Wasmer, 1987].

Je nach Lokalisation und Alter kommen die Chondrozyten in unterschiedlicher Zahl und

Form vor. Abb. 8 und 9. zeigen die flach geformten Zellen im proximalen Teil.
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Abb. 8 Chondrozyten des Saulenknorpels
(Rinderfetus, proximale Metatarsusepiphyse,
2300 x). Keilformige Zellen mit
unterschiedlicher Zellkernlage (a, b).
Perizellularsubstanz mit unterschiedlicher
Grol3e der Proteoglykangranula (c, d) [Wasmer,
1987]

-19 -



Abb. 9 3 S&dulenknorpelzellen (Rinderfetus, 8400 x). 1 = Vakuole mit gréRerem Kohlenhydratdepot;

2 = kleines Golgi-Feld; 3 = Kohlenhydrate unter dem Plasmalemm; 4 = Vesikel der Interzellularsubstanz;
5 = lakunenartige Zisternen; 6 = Kohlenhydratgranulareihen zwischen Kern und Plasmalemm;

7 = Nukleolus [Wasmer, 1987]

Im distalen Abschnitt werden die Zellen zunehmend groBer. Im hoheren Alter steigt der
Anteil an groferen vesikuldren Zellen, der der flachen Zellen schwindet; die Sdulen nehmen

dabei an Linge ab (Abb. 10).
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Es lauft ein Reifungsprozess ab. Der untere Abschnitt der Proliferationszone wird auch als
Zone der reifenden proliferierenden Knorpelzellen (Reifungszone) bezeichnet.
Charakteristisch fiir die Reifungszone ist die Abnahme der Mitoseaktivitit bei konstanter
Produktion von Extrazellularmatrix [Tillmann, 2003].

Das endoplasmatische Retikulum spielt im Zusammenhang mit der Synthese von Kollagen
und Proteinen der Proteoglykane in den Chondrozyten des Sdulenknorpels eine bedeutende
Rolle. Es ist in dieser Zone granuliert und stark entwickelt.

Ihr Anteil nimmt in dieser Zone von oben bis unten zu [Brighton, 1987].

Parallel verlaufende Membranen, zu Zisternen erweitert, sind gelegentlich sackartig
aufgetrieben. Sie  bilden ein zusammenhdngendes System und charakterisieren das
endoplasmatische Retikulum (Abb. 10, 11). Relativ kleine Mitochondrien besetzen die
rundlichen = Buchten.  Der  stark  ausgeprigte  Golgi-Apparat ist an  der
Glykosaminoglykanproduktion beteiligt, worauf nach Wasmer der Einbau von markierten
Substanzen (*H-Glukose, *°S) hinweist.

Das Markierungsmaximum des radioaktiven Schwefels befindet sich deutlich in der

Sadulenmitte [Wasmer, 1987]. Besonders dort kommt es auch zu einer Ilebhaften
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Proteoglykansynthese und einem vermehrten Glykogenabbau. Bei hormonell bedingten

Storungen (z.B. durch Somatotropin) ist die Hypertrophie des Golgi-Apparates die Folge.

@ " t o - EAL SIS ‘ 2 ﬁ’- > 3 W e ;. Y, A e T
Abb. 11 Saulenknorpelzelle am Ubergang zum Knochenkern (Ratte, 38 000 x) [Wasmer, 1987].
Auffallend ist, das parallel geordnete endoplasmatische Retikulum. Eine zisternenartige Erweiterung geht

in einen doppelwandigen Vesikel tiber (3). Dieser hat eine Offnung zum Plasmalemm (4). 1, 2 =
unterschiedlich kontrastierte Kohlenhydratgranula.

Die Matrix enthilt willkiirlich im Raum verteilte Kollagenfibrillen, sowie Matrixvesikel, die
auf die longitudinalen Septen begrenzt sind. Brighton folgert, dass Matrixsynthese und
Zellproliferation die Funktion dieser Zone sind.

Biochemische Tests in diesem Teil der Epiphysenfuge weisen den gréfften Anteil an
Hexosamin, inorganischen Phosphat, Natriumchlorid und Kalium auf, aulerdem ist in dieser
Zone der groBte Anteil an *°S und die groBte Lysozym-Aktivitit zu finden [Brighton, 1987].
Nach Brighton sind die Chondrozyten in der Zone des Sdulenknorpels mit einigen wenigen
Ausnahmen die einzigen Knorpelzellen, die sich teilen. Er schliet daraus, dass die oberste
Zelle jeder Zellsdule die eigentliche “Mutterzelle und die Zone des Sédulenknorpels als

urspriingliche Germinativzone zu betrachten ist.
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Die Matrixsyntheseleistung der Knorpelzellen ist nicht zu unterschétzen. In der interzelluldren
Matrix treten nach Wasmer als Makromolekiile im Wesentlichen Kollagen und

polyanionische Proteoglykane auf, daneben Strukturproteine und Elastin*.

*Zur Nomenklatur vgl. Deutzmann: Der alten Bezeichnung ,,Mucopolysaccharide entspricht im physiologischen Milieu die
der ,,Glykosaminoglykane®. Diese kommen in den Geweben im Wesentlichen nur kovalent an Proteine gebunden als

Proteoglykane vor.

Nach Hunziker befinden sich im interfibrilliren Raum hohe Konzentrationen an
verschiedenen Proteoglykanen, wie Aggrekan, Biglykan, Dekorin, Fibromodulin und
moglicherweise auch Lumikan, sowie Wasser und Elektrolyte. Auch nicht-kollagene Proteine,
die urspriinglich in anderen Geweben nachgewiesen wurden sind vorhanden, wie Cartilage
Matrix Protein, Thrombospondin, COMP, Fibronektin, Tenaskin, Osteonektin und Matrix Gla
Protein (MGP), ein Inhibitor der Mineralisation, der bevorzugt in der Proliferations- und in
der tiefen hypertrophen Zone vorkommt [Ballock, 2003].

Aggrekan ist das Hauptproteoglykan der Knorpelmatrix und sorgt fiir osmotischen
Widerstand um Kompressionskriften entgegen zuwirken. Es verdankt seinen Namen der
Eigenschaft, dass es fahig ist nicht kovalent mit Hyaluronsdure grofle Aggregate zu bilden.
Das sog. Link-Protein dient dabei als Bindeglied, zwischen beiden Molekiilen [Roughley,
1994]. Dekorin umgibt die Kollagenfibrillen und spielt eine Rolle in der Regulierung der
Fibrillogenese. COMP ist ein kalziumbindendes Glykoprotein, das zur Thrombospondin-
Familie gehort. Es besteht aus flinf flexiblen Armen, an dessen Enden sich jeweils eine grof3e
globuldre Domine befindet [Ballock, 2003].

Ekman et al. untersuchten das Vorkommen von COMP in Schweineepiphysen und entdeckten
ein erhohtes Vorkommen in der Proliferationszone. Sie gehen davon aus, dass dieses Molekiil
als Marker fiir eine normale Differenzierung in proliferierende Chondrozyten darstellt.
Mutationen fithren beim Menschen zu Minderwuchs und chronischen Gelenkentziindungen
(Osteoarthritis) [Drenckhahn, 2003].

Die umgebende Matrix beeinflusst das Wachstum und die Entwicklung der Knorpelzelle iiber
Zelloberflachenproteine, besonders Integrine [Hausler et al., 2002]. Fibronektin ist dabei als

Adhésionsmolekiil beteiligt [ Drenckhahn, 2003].

Das Kollagen hat Faserstruktur, elektronenmikroskopisch ist es aus kleinen Untereinheiten,

den Mikrofibrillen, aufgebaut (Abb. 12) [Wasmer, 1987].
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Abb. 12 Vergleich der knorpeligen und knéchernen Interzellularsubstanz (70 000 x) [Wasmer, 1987].
a) Knorpelige Matrix der Rattentibia. Feine kollagene Fibrillen (1) (Typ-11-Kollagen) ohne erkennbare
Periodik. Sie sind teilweise mit Proteoglykanen assoziiert, die ein interfibrillares Netzwerk bilden (2).
Einzelne Matrixvesikel (3) (vgl. Mineralisation).

b) Osteoidsaum aus menschlicher Beckenkammbiopsie. Kraftige Typ-1-Kollagenfibrillen mit 64-nm-
Periodik, wenig interfibrillare Grundsubstanz. — Das Verhaltnis zwischen Kollagen und Proteoglykan
betréagt — bezogen auf das Trockengewicht der organischen Matrix — beim Knorpel 60 % zu 40 %, beim
Knochen 95 % zu 5 %.

Betrachtet man Kollagenfasern unterschiedlicher Herkunft im Elektronenmikroskop, ldsst sich
in allen Féllen ein Aufbau aus quergestreift erscheinenden Mikrofibrillen mit einer
Periodizitit von 67 nm erkennen, jedoch ist die Anordnung und die Dicke der Mikrofibrillen
in verschiedenen Geweben recht unterschiedlich [Deutzmann, 2003].

Ein Kollagenmolekiil besteht aus 3 als Tropokollagene oder o-Ketten benannten
Polypeptidketten, die in helikaler Form umeinander gewunden sind. Unterschiedliche al- und
a2-Ketten bestimmen dabei die Primérstruktur und damit den Kollagentyp.

Das Typ I Kollagen ist aus 2 gleichen al(I)- und 1 a2(I)-Kette verzwirnt und Bestanteil von
Haut, Sehnen, Knochen und Dentin. 3 identische o1(II)-Ketten bilden das Typ II Kollagen des
Knorpels. Typ III Kollagen entsteht aus 3 gleichen a1(III)-Ketten und ist als retikuldre Faser
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in Haut, Muskeln und Blutgefia3en zu finden. Basalmembrantypisch tritt das Typ IV Kollagen
in Erscheinung; es wird aus 2 gleichen al(IV)- und 1 o2(IV)-Kette zusammen gefiigt
[Doenecke, 2005].

Die linksgewundenen Polypeptidschrauben (Sekundirstruktur) der 3 a-Ketten sind wie bei
einem Tau umeinandergedreht. Diese Verdrillung der rechtsgewundenen Dreierschrauben
(Proteofibrillen) wird als Tripelhelix bezeichnet (Tertidrstruktur). Die Kollagenfibrillen
(Quartdrstruktur) entstehen durch Aggregation der Proteofibrillen [Wasmer, 1987] (Abb. 13).

Polypeptidschraube
(Sekundarstruktur)

Dreierschrauben
(Protofibrillen)
(Tertiarstruktur)

I y
|
--v"- -
—
L

Kollagenfibrille
(Quartarstruktur)

Abb. 13 Primaér, Sekundér-, Tertiar- und Quartarstruktur des Kollagens [Wasmer, 1987].
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Die Biosynthese des Kollagens findet teils intra-, teils extrazelluldr statt.

Deutzmann beschreibt die Kollagenbiosynthese wie folgt:

Die Kollagenketten werden am rauen endoplasmatischen Retikulum (RER) gebildet und nach
Abspaltung der Prid-Sequenz ins Lumen des RER transportiert. Dort erfolgt die
Hydroxylierung von Lysin- und Prolinresten und es kommt groBten Teils zur Ankniipfung
von Disacchariden aus Galaktose und Glukose an einzelne Hydroxylysinreste der
Polypeptidkette (Glykolysation). Zusétzlich werden intramolekulare Disulfidbriicken gebildet,
am C-Propeptid zusitzlich N-glykosidisch gebundene Zucker angehéngt und anschlieBend
drei Polypeptidketten zum Prokollagenmolekiil zusammen gefiigt. Die ankniipfende
Fibrillenbildung aus den fertigen Prokollagenen erfolgt im Extrazelluldrraum, in
extrazelluldren Kompartimenten. Diese entstehen aus tiefen Zelleinbuchtungen. Sekretorische
Vakuolen aus Prokollagenen lagern sich lateral aneinander, fusionieren miteinander und mit
der Zellmembran, so dass lange, enge Kanéle entstehen, in denen die Fibrillenbildung ablauft.
Im Extrazellulirraum werden die synthetisierten Fibrillen durch Ausbildung kovalenter

Bindungen stabilisiert.

Typ 11 Kollagen [Tillmann, 2003; Hausler et al., 2002 Keene et al., Vornehm et al., 1996;
1995; Hunziker, 1994] und Typ IV Kollagen [Hiusler et al., 2002] sind in allen Zonen des
Epiphysenknorpels anzutreffen.

Typ X Kollagen dagegen ist ein charakteristisches Protein der hypertrophen Zone [Héusler et
al., 2002] ist auf den unteren Teil begrenzt [Vornehm et al., 1996] und wird eng mit dem
Mineralisationsprozess in Verbindung gebracht [Tillmann, 1996]. Das reichlich
vorkommende Typ IX Kollagen vermittelt nach Ballock und O Keefe die Interaktion
zwischen Typ II Kollagen und Bestandteilen der extrazelluldren Matrix. Es umgibt die
Oberflache von Typ II Kollagen, mit dem es kovalent gebunden ist [Ballock, 2003].

Die Kollagenfibrillen in der Wachstumsplatte sind innerhalb der interkolumnédren Septen
vorzugsweise longitudinal, in den interzelluliren Septen und in der Zone des ruhenden
Knorpels transversal ausgerichtet. Im Perichondrium ziehen die Fibrillen zirkuldr und
longitudinal [Tillmann, 2003].

Die Maskierung des Kollagens, bedingt durch die Proteoglykane, ldsst keine einzelnen

Mikrofibrillen mehr erkennen.
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Die kollagenen Fibrillen sind hier bedeutend feiner und die Querbdnderung ist nur nach
Extraktion oder enzymatischer Abspaltung der Proteoglykane nachweisbar (Abb. 13)
[Wasmer, 1987].

Proteoglykane sind durch kovalent mit dem Proteingeriist verkniipfte Glykosaminoglykan-
Seitenketten definiert. Diese stellen nichtverzweigte Polymere aus repetitiven
Disaccharideinheiten dar. Diese Glykosaminoglykan-Seitenketten, die im Golgi-Apparat
angeheftet und modifiziert werden, konnen GroBen von mehreren 10 kDa besitzen und so die
Eigenschaften des Proteins bestimmen [Deutzmann, 2003].

Die Proteoglykane bestehen zu 80 bis 94 % aus Glykosaminoglykanen und zu 6 bis 20 % aus
Proteinen. An das Proteingeriist, ein lineares Polypeptid aus 2000 bis 3000 Aminoséduren, sind
in regelméBigen Abstidnden je 2 Chondroitin-4- (oder auch -6-) Sulfat-Seitenketten gekniipft
(Abb. 14). Die Bindung der Glykanketten an das Akzeptorprotein erfolgt glykosidisch iiber
eine Oligosaccharidsequenz an einem Serin- oder Threoninrest [ Wasmer, 1987].

Bei der Biosynthese der Proteoglykane muss zunéchst der Proteinakzeptor gebildet werden.
Die Synthese der Polypeptidketten erfolgt an den Polyribosomen, wo auch die
Aminosédurereste (u. a. Threonin und Serin) modifiziert werden. An deren Hydroxylgruppe
werden nach Beendigung der Akzeptorproteinsynthese (oder evtl. auch wéhrend des
Kettenwachstums) die einzelnen Zucker- und Sulfatreste mittels 6 spezifischer
Glykosyltransferasen und eine Sulfotransferase in 7 enzymatischen Schritten stufenweise

gebunden (Abb. 15) [Wasmer, 1987].
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Abb. 14 Elektronenmikroskopische Aufnahme
eines Proteoglykans (Rinderknorpel 270 000 x).
Das lineare Polypeptid bildet in der Langsachse
des Molekiils das Proteingerist. In regelmafigen
Absténden sind die Chondroitin-Sulfat-
Seitenketten zu erkennen [[Wasmer, 1987]

Die Biosynthese findet im Golgi-Apparat, im endoplasmatischen Retikulum und im
Hyaloplasma statt. Dazu werden aktiviertes Sulfat (als Vorstufe der Zucker), D-Glukose
sowie Aminosduren benétigt. Es scheint einen unmittelbaren Kontakt zwischen Ribosomen
und Glykogengranula zu geben. IThre Enzyme befinden sich in endoplasmatischen Retikulum
und im Golgi-Apparat [Wasmer, 1987]. Im Golgi-Apparat werden auch die
Glykosaminoglykanketten der Proteoglykane sythetisiert [Loffler, 2003].

Nach Wasmer wird vermutet, dass die Polymerisation und Sulfatierung der Proteoglykane in
den Vakuolen des Golgi-Komplexes statt findet. Vesikel sollen Proteine vom
endoplasmatischen Retikulum und anderen Orten zum Golgi-Feld transportieren und dort mit
polysaccharidhaltigen Vakuolen verschmelzen. Nach Kettenverldngerung und Sulfatierung
konnte dann eine Extrusion der Proteoglykane in den extrazelluldren Raum stattfinden. Dieser
Transportmechanismus wird aber auch in Frage gestellt. Wasmer spricht von einer
Kernbildung, der Kombination von Protein und Polysaccharid, und dem Molekiilwachstum.

Der Molekiilkern entsteht dabei in der sterischen Zuordnung von Ribosomen und
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Glykogenpolymeren unter Mitwirkung der benachbarten Membranen und hyaloplasmatischen
Bezirke. Nach der Extrusion erfolgt eine Aggregation der sog. Untereinheiten zum
Makromolekiil.

Die molekulare Beschaffenheit der Proteoglykane befdhigt sie groBe Mengen an Wasser
aufzunehmen und mit Hilfe ihrer Polyanionenstruktur Kationen (Na“, K, Ca™) zubinden.
Durch die Verzahnung dieser Makromolekiile und die Wechselwirkung mit den
Kollagenfibrillen stellen sie eine Permeabilitdtsbarrie dar und regulieren den extrazelluldren
Stofftransport [Loffler, 2003].

Im Interzellularraum bilden die Proteoglykanmolekiile ein dreidimensionales Netzwerk, das
die Maschen des relativ groben Netzes der Kollagenfasern ausfiillt, wobei Schlingen von
Polysaccharidketten die Fibrillen umfassen kénnen [Wasmer, 1987].

Nach Byers et al. sind Chondroitin-4-Sulfat, Chondroitin-6-Sulfat und Keratan-Sulfat in allen

Zonen des Epiphysenknorpels immunhistochemisch nachzuweisen.

Deutzmann beschreibt das Aggrekanmolekiil als das Hauptproteoglykan des Knorpels: Das
Core-Protein hat eine GroBe von etwa 250 kDa. N- und C-Terminus werden von globulédren
Dominen gebildet, wihrend der Mittelteil eine elongierte Struktur besitzt, die mit etwa 30
Keratansulfat- und ungefiahr 100 Chondroitinsulfat-Seitenketten substituiert ist, so dass das
komplette Protein eine Molekiilmasse von etwa 3 MDa besitzt und natiirlich eine hohe
Konzentration an Ladungen aufweist. Es bildet im Knorpel riesige Aggregate mit
Hyaluronséure. Elektronenmikroskopisch erkennt man die Hyaluronsdure, als zentrales
Molekiil, an das in regelmiBigen Abstdnden Aggrekan-Molekiile gebunden sind, die mit ihren
Kohlenhydratketten nach auBlen abstehen. Die nichtkovalente Bindung wird durch die N-
terminale globuldre Domine des Aggrekans vermittelt und durch ein kleines Protein, das so

genannte Link Protein stabilisiert.

Neben der Produktion von Interzellularsubstanz und Glykogen ist die Zellteilung lebhaft. Es
bestehen Unterschiede in den Zellteilungsraten der Zellen innerhalb des Séulenknorpels.
Mehrere Autoren gehen davon aus, dass Séulenknorpelzellen in die hypertrophe Zone
abwandern.

Es wurde jedoch nie eine Wanderung von Zellen durch die Epiphyse beobachtet, erst in der
Eroffnungszone schliipft der Chondrozyt aus seiner Hohle [Wasmer, 1987]. Es findet
vielmehr eine Art Metamorphose statt. Indem eine Zelle die Gestalt der Zelle der nichsten

Region annimmt resultiert eine Verschiebung der Regionengrenzen. Dieser
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Wachstumsrichtung folgt die Eroffnungszone und gleitet iiber die Zellen, die in der
Metaphyse eintreten, hinweg. Die Erdéffnungszone entfernt sich schrittweise von der
Diaphyse, die Tochterzellen werden durch die sich teilenden Zellen immer weiter gelenkwirts
verschoben und das Langenwachstum wird durch das Auseinanderweichen der Epiphysen
vorangetrieben. Es findet also keine Wanderung sondern eine Umwandlung, bzw.

Metamorphose derjenigen Zellen statt, die die gleitenden Kompartimente charakterisieren.

Durch eine Veridnderung der Relation von Mitose- und Umwandlungsgeschwindigkeit kommt
es zu einer Umgestaltung der Regionen. Sind die Zellen mitotisch aktiv, verdickt sich die
Epiphyse, verringert sich die Mitoserate (z.B. im Alter), werden die Sédulen kleiner und der
Epiphysenknorpel wird diinner. Nach Wasmer éndert sich die Zahl der proliferierenden Zellen
wihrend des Wachstumsschubs wahrscheinlich nicht. Die gesteigerte Wachstumsrate beruht
eher auf einer schnellen Teilung der proliferierenden Zellen.

Nach Wasmer sind 3 Parameter fiir die Rate des Langenwachstums verantwortlich: die Dicke
der Fuge, die Zellteilungsrate und der Umfang der Matrixsynthese wéhrend der Proliferation
und Hypertrophierung. Das Wachstum der Epiphysenfuge ist mehr durch die Zellteilungsrate

in der Proliferationszone, als durch die Zahl der proliferierenden Zellen beeinflusst.

Die Zellteilungsrate, die Auslosung der Reifung und die Einstellung der Teilungen setzten
einen differenzierten = Regulationsmechanismus  voraus, der von verschiedenen
Wachstumsfaktoren/ -hormonen, endokrin und parakrin/autokrin gesteuert wird [Sévendahl,
2005]. Das Wachstumshormon stimuliert die Zellproliferation und indirekt die
Matrixsynthese der Chondrozyten (Sulfateinbau durch Somatomedine). Thyroxin wirkt
ebenfalls wachstumsfordernd [Wasmer, 1987]. So kommt es bei Epiphysenknorpeln an
hypothyreoten Ratten zu einer abnormalen Matrix, die reich an Heparansulfat ist. Es kann
kein Typ X Kollagen gebildet werden und der Hypertrophierungsprozess der Knorpelzellen
kommt zum stehen [Stevens et al., 2000]. ACTH und Kortikosteroide hemmen
Zellproliferation und Matrixsynthese [Wasmer, 1987].

Schrier et al. entdeckten in tierexperimentellen Studien, dass Glucokortikoide die Alterung
der Epiphysenfuge bremsen, in dem sie die Proliferation von Knorpelzellen in der
Reservezone drosseln. Ostrogene sollen das Gegenteil bewirken.

Androgene und Ostrogene sind im Zusammenhang mit anderen Hormonen an der Steuerung
des epiphysidren Wachstums und an der spateren Verknocherung der Epiphysenfuge beteiligt
[Wasmer, 1987].
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6. Die hypertrophe Zone

Wasmer teilt die hypertrophe Zone in 3 Bereiche ein: proximal die Zone der
Hypertrophierung, eine mittlere Zone der vollen Hypertrophie und distal die Zone der

Mineralisation*.

* Die Nomenklatur der morphologischen und funktionellen Aquivalente dieser Zone ist vielfiltig. Fiir die hypertrophen
Zellen werden auch die Termini Riesenzellen, grobblasiger Knorpel und Blasenknorpel sowie 6dematdse Zelle gebraucht. In
der Literatur finden sich die Begriffe der Reifung und der Degeneration. Die distale Zone der Mineralisation oder der
provisorischen Verkalkung wird vielfach als eigene Zone unterschieden; auch die Grenzziehung zwischen epiphysdrem und

metaphysérem Abschnitt der Epiphysenfuge ist nicht einheitlich [Wasmer, 1987].

Ab der Proliferationszone steigt der Durchmesser der flachen Chondrozyten zunehmend. Die
Knorpelzellen beginnen sich auszudehnen und leiten die Hypertrophie ein: Der
Zelllangsdurchmesser erreicht den queren und iibersteigt ihn sogar.

Das Zellvolumen wichst auf das fiinf bis zwolffache, ihre gesamte territoriale extrazelluldre

Matrix erreicht das Dreifache. Die zuvor dicht beieinander liegenden Zellorganellen erfahren

eine Auflockerung (Abb. 16), ihre Menge nimmt im Vergleich zum Zellvolumen ab [Wasmer,

1987].

Abb. 15 Beginn der Hypertrophie: Oben
erkennt man eine typische Zelle des
Saulenknorpels mit dicht beieinander liegenden
Organellen, darunter eine hypertrophierende
Zelle mit aufgelockerten, voneinander
getrennten Organellen (Maus, 4800 x) [Wasmer,
1987]. RER = raues endoplasmatisches
Retikulum; n =Nukleus; ci = erweiterte Zisterne;
G = Golgi-Feld; gl = Glykogen; m =
Mitochondrium.
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Dabei ist man sich noch nicht einig ob die Volumenzunahme auf einer Zunahme an
,Material“ oder ausschlieBlich auf einer Fliissigkeitszunahme beruht.

Robertson und Ballock/O Keefe sprechen von einer steigenden Anzahl an Zellorganellen, vor
allem die Menge an Mitochondrien und endoplasmatischen Retikulum nehmen zu. Hunziker
berichtet, dass die hypertrophe Transformation durchaus aktiv vollzogen wird, wobei die
Zellen intensiv Wasser und Elektrolyte aufnehmen. Die Anzahl ihrer Zellorganellen iibersteigt
das der Proliferationszone um einiges. Einzig und allein die Anzahl an Lipid- und
Glykogenpartikel vermindert sich.

Ribosomen erscheinen in Form von Feldern oder sind frei im Hyaloplasma zu beobachten.
Héufiger sind sie in Verbindung mit den Membranen des endoplasmatischen Retikulums zu
finden.

Nach Ballock und O Keefe spielt die VergroBerung der Chondrozyten eine wichtige Rolle im
Langenwachstum des Skeletts. Fiir sie ist die Hohenzunahme der hypertrophen Chondrozyten
fiir 44%-59% der Knochenverldngerung verantwortlich und spielt damit eine wichtige Rolle
im Liangenwachstum des Skeletts. Auch fiir Noonan et al. spielt beim Lingenwachstum der
Knochen die ZellvergroBerung im Gegensatz zur Matrixvermehrung eine groflere Rolle. Auch
der perizelluldre Matrixzuwachs ist entscheidender daran beteiligt als der interterritoriale.

Aus seinen Beobachtungen folgert Brighton, dass die hypertrophe Zone die Matrix fiir die

bevorstehende Mineralisation vorbereitet.

Nach Wasmer werden in der hypertrophen Region 2 Zelltypen unterschieden: Zellen mit
sackartig erweiterten Zisternen und solche mit lakunenartigen Erweiterungen. Beim ersten
Zelltyp vergroBern sich die sackartigen Zisternen des endoplasmatischen Retikulums mit
fortschreitender Hypertrophie und verdringen in der Zone der beginnenden Mineralisation
das Zytoplasma gelegentlich auf inselartige Bezirke (Abb. 17). Die Hypertrophie dieser
Zellform ist mit einer steigenden Kohlenhydratspeicherung verbunden. Der zweite Zelltyp
tritt  vermehrt vor der Eroffnungszone auf. Diese Zellen mit lakunenartigen
Zisternenerweiterungen produzieren vermutlich proteinreiche Polysaccharide, sog.

Glykoproteine, die an der Kalzifikation beteiligt sein sollen (Abb. 18, 19) [Wasmer, 1987].
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Abb. 16 Raues endoplasmatisches Retikulum wéhrend der friihen Hypertrophie (Maus 9400 x) [Wasmer,
1987]. Die Zisternen sind aufgefullt. Viele erweiterte Zisternen (ci) sind verschmolzen und formen groRRe
Zisternen mit eingelagerten Inseln des Grundzytoplasmas (c). Die Elektronendichte des Zisterneninhalts
entspricht der der Sdulenknorpelzellen (vgl. Inlay).
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Abb. 17 Distale Hypertrophe Region
(Rinderfetus 7800 x). Ubergang zur
Eroéffnungszone [Wasmer, 1987].

a = Kohlenhydratreiche Zellen mit blasigen
Zisternenerweiterungen; b = kohlenhydratarme
Zelle (Fixierungsverlust); ¢ = lakunenartige
Erweiterung der Zisternen in Zellen unmittelbar
vor der Eroffnung; d = Eréffnungsfront;

e = Mineralien.

Abb. 18 Hypertrophe Zellen mit umfangreicher
Kohlenhydrateinlagerung (Rinderfetus, 10 100
xX) [Wasmer, 1987]. a = Sackférmige
Zisternenerweiterung; b = Retikulumanteil;

¢ = Zellfortsatz mit Retikulumteilen;

d = Zellfortsatz, begleitet von
Perizellularsubstanz;

e = Zellfu
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Die intrazelluliren Kohlenhydrate der hypertrophen Zellen weisen Verteilungsunterschiede
auf, denen vermutlich auch Funktionsdifferenzen zuzuordnen sind [Wasmer, 1987] Die
Hypertrophierung ist mit einer ausgepriagten Glykogenspeicherung vergesellschaftet. Die
hypertrophen Chondrozyten speichern neben dem hyalinen Knorpel am meisten Glykogen,
dabei ist Glykogen reichlich in der oberen Hélfte der Zone vorhanden, vermindert sich in der
Mitte bis es schlieSlich am Ende der Zone verschwunden ist [Brighton, 1987]. Man nimmt an,
dass in der Mitte des hypertrophen Knorpels neben Glykogen vermutlich niedermolekulare
Proteoglykanvorstufen vorhanden sind. Sie enthalten vermutlich eine Art Glykoprotein
[Wasmer, 1987].

Die hypertrophe Zone besitzt von allen Zonen den grofiten Anteil an alkalischer Phosphatase,
saurer Phosphatase, Gluose-6-Dehydrogenase, Laktatdehydrogenase, Glycerol-Phosphat-
Dehydrogenase und Phosphoglucoisomerase, sowie gesamtes Phosphat, inorganisches
Phosphat, Kalzium, Magnesium und Lipide. Sie enthdlt den geringsten Anteil an
Hydroxyprolin und Hexosamin [Brighton, 1987].

Im Vergleich zur Proliferationszone ist der Golgi-Apparat in den hypertrophen Zellen
geringer ausgepragt. Es sind Membranen und mehrere kleine Vesikel zu sehen. Von den dicht
aneinander geordneten Vakuolen, sind einige erweitert und scheinen ihren Inhalt nach
extrazellulir zu entleeren (Abb. 20), wo auch zahlreiche Granula erkennbar sind. Ein
unregelmédBig gelappter Zellkern mit langen plumpen Ausldufern charakterisiert die
hypertrophen Knorpelzellen.

Mitochondrien findet man héufiger in Zellen mit sackartiger als in denen mit lakunenartigen
Erweiterungen der Zisternen. Einige Zellen im Bereich der Matrixmineralisation enthalten
Mitochondrien, die elektronendichte Granula (50 bis 100 nm Durchmesser) akkumulieren

(Abb. 24) [Wasmer, 1987].
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Abb. 19 Im Bereich der beginnenden Mineralisation scheinen erweiterte Vakuolen (ev) ihren Inhalt in

der Extrazelluldrraum abzugeben (Pfeile) (Maus, 18 500 x) [Wasmer, 1987]. G = Golgi-Feld; gl =
Glykogen; v = Vakuole.

Abb. 20 Zone der beginnenden Mineralisation
(Maus, 20 000 x) [Wasmer, 1987]. Die
Mitochondrien (m) enthalten elektronendichte
Granula. RER = raues endoplasmatisches
Retikulum; ci = grof3e Zisterne; G = Golgi-Feld,
das im Gegesatz zur Saulenknorpelzelle nur
wenig Raum einnimmt.
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Ihre Anzahl und Grofe nimmt in der Mineralisationszone ab. Sie enthalten Kalzium und
Phosphat und sind wahrscheinlich den - von vielen Autoren beschriebenen - Matrixvesikel
gleichzusetzen, die die Mineralisation einleiten.

Nach Brighton verlieren die Mitochondrien Kalzium gegen Mitte der Zone, am Ende ist kein
Kalzium mehr in Mitochondrien und Zellmembran zu finden. Er geht davon aus, dass
Mitochondrien der Epiphysenfuge fiir den Kalziumtransport spezialisiert sind. Ein weiterer
interessanter Aspekt ist, dass in den Chondrozyten keine zytoplasmatische Glycerol-
Phosphat-Dehydrogenase vorkommt. Ein Enzym das den Glycerol-Phosphat-Shuttle
aufrechterhdlt um letztendlich i{iber NADH, Aquivalente zu reduzieren, die die
intramitochondriale Atmungskette vorantreiben. Er teilt den Mitochondrien eine besondere
Funktion zu und schliefit daraus, dass diese Umstdnde moglicherweise mit der Mineralisation

zu tun haben.

Nach Wasmer wurden garnulahaltige Mitochondrien jedoch auch iiber die ganze hypertrophe
Zone verteilt gefunden, wovon viele auch in den letzten hypertrophen Zellen der
Mineralisationszone vorkommen, deren Knorpelhohlen kurz vor der Erdoffnung stehen. Ein
Unterschied an Gr6Be, Zahl und Dichte der Granula wird nicht beobachtet. Sie konnten

zusitzlich mit der Mineralisation in der Metaphyse zusammenhéngen.

Der Mineralisationsprozess ist durch die Anwesenheit verschiedener Molekiile
gekennzeichnet. Das Auftreten von Matrixvesikel (Anderson 1995), den Glykoproteinen,
Chondrocalcin und Osteopontin [McKee et al., 1992] und auch die Produktion von Kollagen
Typ X sowie die Disaggregation von Proteoglykanen [Hunziker, 1994], stehen in engem

Zusammenhang mit der Mineralisation.

Die 100 bis 150 nm groBBen Matrixvesikel sind von einer einschichtigen Membranbilayer
umgeben, die den Vesikelinhalt einschlieBt. Sie sind hauptséchlich in der hypertrophen Zone
zu finden [Brighton, 1987] und enthalten von Chondrozyten abstammende Zellmolekiile, die
eine bemerkenswerte Mineralisierungstendenz aufweisen. Dazu gehoren: kalziumbindende
Phospholipide ~ und  Proteine, Annexine, die als Kalziumkandle fungieren,
Matrixvesikelphosphatasen, von denen der Prototyp die alkalische Phosphatase ist, die durch
Hydrolyse von Phosphatestern, Orthophosphat hervorbringt um die Mineralisation zu férdern.
Carboanhydrase, = zur  Aufrechterhaltung des lokalen pH, Proteasen und
Membranphopholipasen, die fiir den Untergang der Matrixvesikel verantwortlich sein sollen
[Anderson, 1995], sowie Metalloproteinasen [Ballock, 2003].
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In der Mitte der Zone, auf gleicher Hohe, wo die Mitochondrien beginnen Kalzium zu

verlieren beginnt eine Anreicherung in den Matrixvesikeln [Brighton, 1987].

Die Mineralisation wird nicht nur mit dem Auftreten von Matrixvesikeln beschrieben.

Nach Brighton gibt es einen Zusammenhang zwischen Kollagenstruktur und Apatitausfallung.
Es wurden rosettenartige Proteoglykane in den longitudinalen Septen der unteren Region
identifiziert. Laut Brighton ist ihre Rolle wdhrend der Mineralisation jedoch nicht klar.
Moglicherweise konnten sie dem Proteoglykan Aggrekan entsprechen.

Chondrocalcin, ein kalziumbindendes Protein, wurde in den longitudinalen Septen entdeckt,
das exakt die Gegend besetzte, wo amorphe Kristalle zu finden waren. Da Chondrocalcin eine
starke Affinitdt zu Hydroxylapatit besitzt, geht man davon aus, dass dieses Molekiil
moglicherweise einen weiteren Initiator der Mineralisation darstellt [Brighton, 1987].
Osteocalcin ist ein Inhibitor der Mineralisation und wird in Anwesenheit von Calcitriol
vermehrt gebildet. Matrix-Gla-Protein (MGP) besitzt dhnliche Eigenschaften und wird
vermehrt vom hypertrophen Knorpel exprimiert [Drenckhahn, 2003].

Nach Newman et al. werden koordinierte MGP-Levels fiir die Knorpelzelldifferenzierung und
die Matrixmineralisation benétigt. Ein Uberschuss an MGP fiihrt zu einer verminderten
Mineralisierung [Newman et al., 2001].

Auch das Auftreten von Proteoglykanen konnte mit der Mineralisation zusammenhéngen. Es
wird diskutiert, dass grofle Proteoglykan-Aggregate, mit eng bestiickten Untereinheiten
moglicherweise die Mineralisation verhindern, wohingegen kleinere Aggregate mit groBerem
Abstand zwischen den Untereinheiten am Boden der hypertrophen Zone dies weniger effektiv
tun konnen. Lysozym, lysosomale Enzyme und neurale Protease konnten eine Rolle in der
Zerlegung der groflen Proteoglykan Aggregate spielen. Es scheint offensichtlich, dass eine
Zerlegung statt finden muss bevor die Mineralisierung beginnt [Brighton, 1987].

Buckwalter und Rosenberg gehen davon aus, dass aggregierte Proteoglykane die
Mineralisation unterdriicken, sodass vor Beginn der Mineralisation eine Trennung der
Aggregate vollzogen werden muss. Es kommt zu einem Abfall der aggregierten und zu einer
erhohten Anzahl Proteoglykan-Monomere, und zwar soll nur noch ein viertel der aggregierten
Proteoglykane in der hypertrophen Zone vorhanden sein.

Auch ihre GroBe verdndert sich, sie sollen nur noch halb so gro sein wie die der
Proliferationszone. Es kommt zu einer Verkiirzung der aggregierten Proteoglykane und zu
einer verminderten Anzahl an Aggregat-Untereinheiten in der Matrix, wobei sich der Abstand

zwischen den Untereinheiten gleichzeitig vergrof3ert [Brighton, 1987].
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Bevor die Knorpelmatrix in der hypertrophen Zone mineralisiert, werden die
Proteoglykanaggregate kleiner und der Anteil an aggregierten Monomeren sinkt [Buckwalter

et al., 1987].

Entgegen der urspriinglichen Meinung der Anteil der aggregierten Proteoglykane wiirde in
der hypertrophen Zone sinken, behaupten Ballock und O°Keefe, dass zu Beginn der
Mineralisation eine Vermehrung aggregierter Proteoglykane zu beobachten ist. Es scheint
jedoch, dass es wihrend der Reifung zu Anderungen im Gehalt der Proteoglykanmonomere,
ihrem Sulfatanteil und ihrer GroBe kommt.

Bei Untersuchungen an der Vogel-Epiphysenfuge konnten Farquharson et al. in der frithen
Phase der Knorpelzellenreifung bei unverdnderter Glykosaminoglykan-Konzentration, einen
Abfall der sulfatiertern Glykosaminoglykanen feststellen. Auch Byers et al. entdeckten ein
unterschiedliches Auftreten des Sulfatierungs-Musters der Chondroitin Sulfat Seitenketten des
Aggrekanmolekiils in der Hypertrophen Zone an Vogelepiphysen. Die nicht-sulfatierten
Ketten sind dabei vermehrt vertreten und kdnnten moglicherweise eine Rolle im Beginn der
Mineralisation kennzeichnen.

Ebenso konnte die mRNA und das Protein des Proteoglykans, Biglykan nur in den
hypertrophen Chondrozyten und ihrer umgebenden Matrix aber nicht in anderen Regionen der
Epiphysenfuge identifiziert werden, was auf einen Zusammenhang zwischen diesem Molekiil
und dem Mineralisationsprozess hinweisen konnte [Ballock, 2003]. Alini et al. konnten an
ihren Untersuchungen an Rinderfeten einen Anstieg aggregierter Proteoglykane in der

hypertrophen Zone feststellen, der zu Beginn der Mineralisation ein Maximum erreicht.

Nach Ballock und O'Keefe erfolgt die Mineralisation hauptsidchlich zwischen den Séulen,
innerhalb der longitudinalen Septen, der hypertrophen Chondrozyten und wird durch das
Auftreten von Matrixvesikel eingeleitet, dabei scheint das Zusammenkommen der Vesikel
von einer Gruppe von Kalzium-Kanélen, den Annexinen, abhédngig zu sein. Typ II- und Typ
X Kollagen verbinden sich mit den Matrixvesikel und fordern die Aktivitit der Annexin-V
Kalzium-Kanile. Folglich konnte eine Aufgabe des Typ X Kollagen sein, die
Kalziumablagerung in der hypertrophen Zone zu erleichtern. Die Anreicherung von Typ X
Kollagen in der hypertrophen Zone konnte von mehreren Autoren bestétigt werden [Shen,
2005; Kirsch et al., 1992; Reichenberger et al., 1991]. Auch Kirsch et al. entdeckten ein

erhohtes Vorkommen an Typ X Kollagen in der hypertrophen Zone bevor die Mineralisation
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stattfindet. Kirsch et al. konnten beweisen, dass Typ X Kollagen Kalzium dosisabhingig
bindet.

Nach Anderson erfolgt die Entstechung der Matrixvesikel durch Vesikelabtrennung und

,»Budding* von bestimmten Stellen der duleren Plasmamembran der Chondrozyten (Abb. 22).

Abb. 21 Vesikel entstehen durch ,,Budding aus der Plasmamembran der hypertrophen Chondrozyten
[Anderson, 1995].

Dort gehen sie eine Bindung mit Kollagen X und II ein [Shen, 2005]. Wihrend ihrer
Abtrennung enthalten sie noch keine Mineralkristalle. Diese treten erst einige Zeit danach als
nadelartige Strukturen in Erscheinung und perforieren die Vesikelmembran [Anderson, 1995].
Mit Einsetzten der Mineralisation kommt es zur Apatitausfillung nahe der Vesikeln. Die

Kristalle weisen eine nadelartige Struktur auf und bestehen aus Hydroxylapatit (Abb. 23).
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Abb. 22 Matrixvesikel mit einem nadelférmigen Apatitkristall in der Knochenmatrix eines 7-Tage alten
Hahnerfemurs. Zu sehen sind der trilamellare Aufbau, sowie die charakteristischen elektronendichten
Bestandteile der Matrixvesikel [Anderson, 1989].

In der Peripherie sind sie radidr, im Zentrum sind regellos eingestellt. Das Wachstum schreitet
konzentrisch fort ohne dass es wie beim Knochen zu einer Verbindung zwischen
Kollagenfibrillen und Kristallen kommt.

Die am distalen Ende der hypertrophen Zone beginnende Mineralablagerung (Abb. 24) findet
ganz liberwiegend in den interkolumnéren Langssepten statt [Tillmann, 2003, Anderson
1995], die queren Transversalsepten bleiben weitgehend bzw. ganz unverkalkt, ebenso die
perilakunédre Matrix (Abb. 29) [Wasmer, 1987]. Die Hohe des mineralisierten Teils der
hypertrophen Zone wird mit 1 bis 4 Zellen angegeben [ Wasmer, 1987].
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Abb. 23 Abgelagerte Mineralkristalle in der unteren hypertrophen Zone. (MV) = Matrixvesikel [Mitchel,
1990]

Nach Tillmann liegt die Bedeutung der Mineralisierung des Knorpelgewebes in der
Bereitstellung einer ,,Leitlinie* fiir die einsprossenden Gefdlle sowie in deren Schutz vor
mechanischen Einwirkungen. Die mineralisierten Septen der Extrazelluldirmatrix dienen
ferner dem neu gebildeten Knochen als Geriist. Sie bilden den Kern der priméren
Spongiosabilkchen [Tillmann, 2003].

Der Weg des Kalziums von den Mitochondrien in die Matrixvesikel ist ungeklart. Evtl. findet
ein Transport von den Mitochondrien zur Zellmembran und dann zu den Vesikeln statt

[Wasmer, 1987].
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Abb. 24 Die Knorpelmineralisation [Wasmer, 1987].

a) Die Mineralisation ist auf die interkolumnaren, longitudinalen Septen konzentriert (Von-Kossa-
Reaktion) (500 x).

b) Elektronenmikroskopische Vergréfierung (1200 x) der Mineralisationszone.

c) Beginn der Verkalkungszone mit Matrixvesikel (1), an deren Membranhulle sich die ersten
Apatitkristalle befinden (2) (3800 x).

In der Hohe, in der die Mitochondrien Kalzium verlieren, beginnt die Verkalkung. Als
moglichen Mechanismus zur Freisetzung des Kalziums aus den Mitochondrien wird nach
Wasmer die verminderte Sauerstoffspannung in der hypertrophen Zone aufgrund fehlender
Blutversorgung vermutet. Zur Energiegewinnung wird deshalb das zuvor gespeicherte
Glykogen anaerob abgebaut. Nachdem am Beginn der Mineralisationszone das Glykogen
aufgebraucht ist, verlieren die Mitochondrien die energieabhidngige Fahigkeit zur Speicherung
und Retention und geben Kalzium an die Matrix ab.

Nach Wasmer besteht in der hypertrophen Zone der niedrigste Diffusionskoeffizient aller
Zonen der Epiphyse. Es wurde ein direkter Zusammenhang mit der Kalzifikation der
Knorpelmatrix hergestellt, wobei die Diffusion von Nihrstoffen zu den Chondrozyten
signifikant gehemmt wird. In der Abnahme der Diffusion mit zunehmender Mineralisierung
der Matrix wird eine mogliche Ursache fiir den Tod der hypertrophen Chondrozyten in der

Zone der Kalzifikation gesehen.

-43 -



Nach Brighton kommt es zu einer umfangreichen Vakuolenbildung innerhalb der
Chondrozyten je ndher man zum Ende der hypertrophen Zone kommt, wobei er die Vakuolen
mit ,,Lochern® gleichsetzt, die gegen Ende iiber 85 % des gesamten zytoplasmatischen
Raums, bis schlieBlich die Zellen nicht mehr lebensfiahig zu sein scheinen. An der unteren
Grenze jeder Zellsdule der hypertrophen Zone erscheinen die Lakunen leer und frei jeglicher
zelluldrer Bestandteile. Die letzte Zelle an der Basis jeder Zellsdule ist deutlich lebensunfahig
und zeigt einen umfangreichen Zerfall der Zell- und Kernmembran, sowie einen Verlust aller
zelluliren Bestandteile mit Ausnahme einer weniger Mitochondrien und zerstreuter Uberreste

des endoplasmatischen Retikulums [Brighton, 1987].

Das Schicksal des hypertrophen Chondrozyten ist weitgehend ungeklért. Die meisten Autoren
gehen davon aus, dass die Zellen durch Apoptose zugrunde gehen. Kalzium- und
Phosphationen spielen dabei als potente Apoptogene eine Rolle [Adams, 2002], wobei das
aktuelle Reifungsstadium ausschlaggebend sein soll. Differenzierte Knorpelzellen reagieren
sensibler auf steigende Phosphatlevels als undifferenzierte [Ballock, 2003].

Nach Newman et al. fiihrt ein Uberangebot an MGP in reifenden Chondrozyten zur
Zellapoptose.

Andere vertreten die Meinung, es komme zu einer Umwandlung der Chondrozyten zu
osteoblastenartigen Zellen, und zwar nur bei diesen Zellen, die sich an der Grenze zu Gewebe
befinden, das von Knochen ausgeht [Bianco, 1998]. Nach seinen Betrachtungen iiber das
Schicksal des hypertrophen Chondrozyten geht Shapiro sogar davon aus, dass hypertrophe
Zellen durch Autophagie zugrunde gehen. Lokale Umsténde sollen die Chondrozyten in ihrer
Umgebung dazu bringen einen ,,liberlebenden Phinotypen® zu bilden indem sie ihre eigenen
Strukturmolekiile oxidieren um ATP zu gewinnen. Im Verlauf zeigen die Zellen
ultramikroskopische Merkmale, die denen autophagierender Zellen &hneln, wie
Autophagosomen (autophagierende Vakuolen mit Doppelmembran) und Organellen, die fiir

den Eigenabbau nétig sind (Abb. 26).
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Abb. 25 Mikroskopischer Blick auf einen differenzierten Chondrozyten eines 6-Wochen alten proximalen
Wachstumsknorpels aus dem Huhnerfemur. Zu sehen sind Vakuolen, eine verminderte Anzahl an
Organellen, sowie Membranbruchstiicke [Shapiro, 2005].

Ballock und O’Keefe  behaupten, dass der Untergang der Knorpelzellen nicht wie
urspriinglich gedacht, durch eine Verminderung an Nihrstoffen und Sauerstoffkonzentration
bedingt, passiv ablduft, sondern ein aktiver und regulierter Prozess ist. Der Apoptosevorgang
soll dabei durch die Enzymfamilie der Caspasen ausgelost werden, was dazu fiihrt, dass die
Zellen morphologische Merkmale einer Kondensation des Kernchromatins, der

Zellschrumpfung und des ,,Plasmamembranblebbing* aufweisen.

7. Eréffnung und Ossifikation

Nach Tillmann wird ein betrachtlicher Anteil der interterritorialen Extrazelluldrmatrix von
mehrkernigen Riesenzellen, den Chondroklasten abgebaut. Sie gehoren wie die Osteoklasten
zum monozytir-phagozytischen System. Durch ihre Titigkeit wird die Anzahl der
mineralisierten longitudinalen Septen auf etwa die Hilfte reduziert. Es wird Raum fiir den neu
zu bildenden Knochen und das GefdaBnetz geschaffen. Der Abbau erfolgt synchron iiber die
gesamte Breite der Epiphysenplatte.
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Mit Eréffnung der Knorpelhdhlen entsteht die Erdffnungszone und die Metaphyse beginnt.
Proliferierende Kapillarsprossen treten direkt unterhalb der letzten Reihe der hypertrophen
Chondrozyten [Ballock, 2003] an die transversalen, nicht verkalkten Septen aus der
Metaphyse heran (Abb. 27, 28). Sie sind an der Auflésung der Quersepten durch vermutlich
lysosomale Enzyme [Brighton, 1987] und damit an der Er6ffnung aktiv beteiligt sind. Die
Kapillarkanile ordnen sich entlang der longitudinalen Knochenachse und bestehen aus einem
heranfiihrenden und wegfithrenden Kapillarsystem [Ballock, 2003].

Langgestreckte Endothelzellen der GefdBwand mit Fortsdtzen, die in direktem Kontakt mit
der organischen Interzellularsubstanz der Querbalken stehen, oder aus dem Endothelverband
geloste  Zellen scheinen die Knorpelhdhlen zu eroffnen und die knorpelige
Interzellularsubstanz zu durchbrechen [Wasmer, 1987]. Laut Ballock und O Keefe gibt es
Hinweise dafiir, dass Endothelzellen moglicherweise auch die Differenzierung der

hypertrophen Chondrozyten beeinflussen.

Nach Wasmer sind im Eroffnungsgebiet verschiedenartige Zellformen zu erkennen. Neben
Zellen, die sich den Knorpelldngsspangen anlegen, existieren 2 Formen ,.isolierter Zellen:
Zellen als Glied einer morphologischen Reihe, beginnend mit den Zellen des mineralisierten
Knorpels und endend mit denen der enchondralen Osteoblasten, und graue Zellen, die sich in
den eroffneten Knorpelhdhlen den hypertrophen Chondrozyten anlagern und meist

perivaskuldr auftreten.
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Abb. 26 Eroéffnungszone (3500 x) [Wasmer,
1987]. 1 = Knorpelhohle; 2 = Langsbalken aus
organischer Interfibrillarsubstanz; 3 =
Knorpelkalk; 4 = Chondrozytenkern; 5 =
endoplasmatisches Retikulum; 6 = Vesikel
(erweiterte Zisternen ?); 7 = graue Zellen; 8 =
Endothelzelle, eine Querwand durchbrechend; 9
= Endothelzelle mit Kalkeinschlissen

Abb. 27 Geféallsprossen an Querwénden in der
Eroffnungszone (3600 x) [Wasmer, 1987].

1 = Knorpelhdhle; 2 = Léngsbalken, Mineral
herausgefallen; 3 = Interzellularsubstanz mit
einem Endothelzelle; 4 = aus dem Verband geltste
Endothelzellen; 5 = Endothelzelle in Verbindung
mit Knorpelmineral; 6 = graue Zell mit Vakuolen,
Mitochondrien, wenig Membranen des
endoplasmatischen Retikulums; 7 = Anlagerung
der grauen Zelle an Knorpelmineralien; 8 = helle
Zelle (im Zerfall ?).
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Ahnliche Zellen sollen nach Wasmer aus dem Periost der Trichterregion stammen, die
makrophagenartig, multiple, fingerférmige Fortsdtze entwickeln und in den Markraum der
Epiphyse einwandern. Dort nehmen die erhaltenen Fortsdtze Kontakt mit der Spongiosa auf.
Haufig liegen je eine graue und eine helle Zelle paarweise nebeneinander und nehmen tiiber die

Zellmembranen Kontakt miteinander auf (Abb. 29).

Nach Brighton kommt es entlang der mineralisierten Langssepten zu einer Aneinanderreihung
von ovalférmigen, groen Osteoblasten mit exzentrisch gelegenem Zellkern, wobei zwischen
den mineralisierten Balken und den Kapillarsprossen Osteoprogenitorzellen vorkommen, die
iiber das metaphysére Blutsystem einwandern [Milz, 2002]. Sie enthalten wenig Zytoplasma
und einen ovalen spindelformigen Zellkern [Brighton, 1987], sind reich an alkalischer
Phosphatase und lassen sich auf fibroblastendhnliche Knochenstammzellen zuriickfiihren
[Milz, 2002]. Dieser Teil der Metaphyse mit geringer Knochenbildung entlang der
mineralisierten Balken wird als primére Spongiosa bezeichnet. Die Osteoblasten bilden
Knochen und zwar umso mehr je weiter man diaphysenwérts der Metaphyse entlang vorstoft,
bis sich die mineralisierten Balken verschmilern, schlieBlich verschwinden und zur
sekunddren Spongiosa werden. Der geflechtartige Knochen wird durch Lamellenknochen
ersetzt. Der Umwandlungsprozess von mineralisierten longitudinalen Septen zu
Geflechtknochen, als auch der allmdhliche Austausch von Geflecht- zu Lammelenknochen

wird als internes oder histologische ,,Remodeling* bezeichnet [Brighton, 1987].
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Abb. 28 Graue und helle Zelle in der
Erdffnungszone (Rinderfetus 10 500 x)
[Wasmer, 1987]. a = endoplasmatische
Retikulum; b = Mitochondrium der grauen
Zelle; ¢ = lysosomaler Korper; d = Zellfortsatze;
e = erweiterte Zisternen des endoplasmatischen
Retikulums; f = Mitochondrien; g = Golgi-Feld;
h = freier Erytrozyt in der Markhohle; i =
Knorpelmineralien.

GroB3e, unregelmiBig geformte Osteoklasten mit schaumartigen, eosinophilen Zytoplasma
verteilen sich {liber die gesamte Metaphyse, aufler in der primédren Spongiosa. Sie enthalten
einen oder mehrere Nuclei und einige Nucleoli und kommen auflerdem subperiostal, in den
duleren Bezirken der Metaphyse vor, wo der Durchmesser kleiner wird und Metaphyse auf
Diaphyse trifft (externes oder anatomisches ,,Remodeling*) [Brighton, 1987].

So teilt Brighton der Metaphyse 3 Funktionen zu: Die GefdBinvasion in den transversalen
Septen der unteren knorpelhaltigen Region, die Knochenbildung und schlieBlich das

,Remodeling®.

Beim Entwicklungsprozess der Knorpelhdhlen ist man sich uneinig. Nach Wasmer geht man
davon aus, dass neben dem Endothel der Kapillarwand an diesem Vorgang wahrscheinlich die
Chondrozyten selbst beteiligt sind.

Fiir den Untergang der Chondrozyten selbst spricht eine Verdnderung der Zellmorphologie
mit Schrumpfung und Rupturen der Zellmembran und der Membransysteme innerhalb des

Hyaloplasmas der zugrundegehenden Zellen unter Mitbeteiligung lysosomaler Enzyme.
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Andererseits konnte diese Wandlung auch durch Artefakte hervorgerufen werden. Nach
Wasmer besteht die Moglichkeit, dass die Chondrozyten selbst die Septen durchbrechen. Die
Knorpelzelle ,,zwingt* sich dabei durch einen engen Kanal des er6ffneten Querseptums (Abb.
29), selten erfolgt dies auf breiter Front.

Ferner nimmt die Zellmetamorphose seinen Lauf. Chondrozyten wandeln sich in metaphysére
Osteoblasten, darauf folgt eine Regression der Er6ffnungszone. Neben diesen transformierten
Zellen treten auch Zellen in Erscheinung, die auf perivaskuldre Areale zuriickzufiihren sind,
sodass eine Mischpopulation entsteht. Weitere Metaphysenzellen stammen vermutlich von

Chondroklasten, dem Endothel und dem Periost der Tunnelregion ab. IThre Herkunft ist jedoch

ungeklért.

Abb. 29 Schlipfende Knorpelzellen (Katze,
Wirbelkdrper, 11 200 x) [Wasmer, 1987].

a = Teil der Zelle in der Knorpelhdéhle; b =
vermutlich teilweise zerrissenen Plasmalemm
der Zelle; ¢ = Perizellularsubstanz; d = 2
Anschnitte durch den Zellkern; e = Loch im
Querseptum, durch das sich der Zellkern
»hindurchzwangt®; f = Zellteil in der
Eroffnungszone; g = Zellansammlung in der
Erdffnungszone; h = herausgebrochene
Knorpelmineralien.
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Der Resorptionsweg in den Langssepten des verkalkten Knorpels erfolgt auf andere Art und
Weise. Chondroklasten treten als vielkernige Riesenzellen in Erscheinung und sind am Abbau
der longitudinalen Septen beteiligt. Durch stetige Resorption wird Raum fiir die spéteren
Trabekeln geschaffen. Dieser steigt im Vergleich zur Knorpelsdule auf das 3fache, um das
Einsprossen von Gefdalen zu gewihrleisten. Osteoblasten, die sich an den verbliebenen
Knorpelspangen anlagern, scheiden Osteoid ab. Die Spongoasabilkchen des neugebildeten

Knochens entstehen enchondral (vgl. Osteogenese S. 5 f.).
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8. Zusammenfassung

Gegenstand der Arbeit, war anhand der aktuellsten Veroffentlichungen und neuesten
medizinischen Fachbichern einen detaillierten Einblick in das Innenleben der Wachstumsfuge
zu bekommen. Die einzelnen Wachstumszonen wurden dabei bezlglich ihrer anatomischen

Strukturen und biochemischen Bestandteile untersucht und mit Bildern illustriert.

Die Gliederung erfolgt regional nach Entwicklungsstand der Zusammensetzung und
mikroskopischen Kriterien. Dabei verdndern sich Zellen und Extrazellularsubstanz
hinsichtlich ihrer Morphologie und histochemischer Aktivitat, bis schlie3lich zur Metaphyse

hin Knochen entsteht.

An den Enden der Rohrenknochen wird die urspriinglich hyaline Knorpelsubstanz kndchern
umgebaut, sodal ein Knochenkern entsteht. Wahrend im gelenknahen Bereich die Kontur
durch die korrespondierenden Gelenkpartner bestimmt wird, plattet sich epiphysennah das
Knorpelmaterial ab und bildet die typische Zonierung aus. Metaphysennah mineralisieren die
longitudinalen Septen, die sich zwischen den sdulenartig angeordneten Chondrozyten
befinden.

Neben der perichondralen Knorpelbildung wird als eigene Chondrogenese die Encoche-
Apposition gesehen, die sich am Ubergang vom Perichondrium zu Periost abspielt. Man geht
davon aus, dass es dort durch Umbauvorgange zum Dickenwachstum der Fuge und

diaphysarer Anteile kommt. Die Spongiosa wird dort als Trichter in die Diaphyse integriert.

Am Knochenende verkndchert der hyaline Knorpel teilweise und bleibt an den Gelenkflachen
erhalten. Zur Metaphyse grenzend proliferieren die Zellen. Es bildet sich eine Knorpelscheibe
aus, die durch einen zonalen Aufbau mit unterschiedlicher Zellmorphologie und

biochemischer Aktivitat charakterisiert ist.

Neben den Proliferationszonen ist die Hypertrophe Zone als besonderer Bereich anzusehen, in
dem der GroRteil der Knochenverlangerung stattfindet. Die Knorpelzellen gewinnen an
Volumen, sezernieren vermehrt Matrixvesikel und beginnen zur Metaphyse hin den

Mineralisationsprozess anzutreiben.
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Der Umbau zu Knochengewebe erfolgt schlief3lich durch Abbau der mineralisierten Septen,
sodal’ Gefale einsprielRen konnen. Diese bringen immer mehr Zellen heran, die den Umbau
vorantreiben. Es entstehen Knorpelhthlen in denen Osteoid gebildet wird. Der entstandene

Geflechtknochen wird schliellich zu Lamellenknochen umgebaut.
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