Medycyna Wet. 2006, 62 (5)

Praca oryginalna

957

Original paper

Mineralizacja tkanki kostnej

PIOTR KUROPKA, JAN KURYSZKO, SYLWIA MAZURKIEWICZ-LYCZEWSKA

Zaktad Histologii i Embriologii, Katedra Anatomii i Histologii Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej, AR Wroctaw,
ul. Kozuchowska 5, 51-631 Wroctaw

Kuropka P., Kuryszko J., Mazurkiewicz-Lyczewska S.
Bone mineralization

Summary

The study looked at various different authors’ opinions on the process of bone mineralization. Its aim was
to induce the mineralization of decalcified bones in-vitro. The study used dog, sheep as well as human bones
which were subjected to decalcification after a preliminary analysis of their composition of elements using
a scanning electron microscope equipped with an X-ray probe. Following this, re-mineralization was attempted
by submersion in a replete solution of calcium phosphate and free vaporization of the water in a temperature
of 35°C. This resulted in attaining crystals which were not hydrocsyapatite on the bone’s surface. The study
indicated that simple chemical phenomena cannot be the main factor causing bone mineralization.
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Zainteresowanie zjawiskiem mineralizacji tkanki
kostnej jest w obecnej chwili niewielkie. Natomiast
schorzenia metaboliczne organizmu czy tez aparatu
ruchu wywolujace zmiany w ko$ciach sa przedmio-
tem licznych badan naukowych. W wyniku braku ro-
zumienia podstawowych zjawisk mineralizacji kosci
proponuje si¢ rézne metody ich leczenia, ktdre nie maja
istotnego przelozenia na procesy czynno$§ciowo-mor-
fologiczne.

Proces mineralizacji zalezy od wielu czynnikow
hormonalnych, witamin czy tez niezbednych pierwiast-
koéw. Zwiazane z tym nieprawidtowosci w zywieniu,
fizjologii wchtaniania czy wydalania do$¢ tatwo moze
je zaburzy¢. Wedtug jednych autorow jest to proces
fizykochemiczny (9), wedtug innych w znacznej mie-
rze uzalezniony i kontrolowany przez komorki tkanki
kostnej na drodze dwdch niezaleznych dziatan (6, 8,
10). Pierwszym jest inicjacja procesu mineralizacji
poprzez wydzielenie pgcherzykéw macierzy, drugim
szeroko pojeta kontrola sktadu macierzy migdzyko-
moérkowej (w tym ptynu $rodtkankowego) 1 wplywa-
nie w ten sposob bezposrednio lub posrednio na wzrost
krysztalow w obszarze kontrolowanym przez grupeg
osteocytow, dzigki czemu stale wzrasta ggstos¢ kosci,
az do $mierci komorek, kiedy indukowany jest lokal-
nie proces przebudowy tkanki kostnej. Poniewaz jest
on kontrolowany przez hormony i1 witaminy, a jego
efektem jest wzrost lub spadek poziomu jonow wap-
nia we krwi, uwaza sig, ze jest to glowny proces zwiaza-
ny z homeostaza tego pierwiastka w organizmie (6-8).

Fenomen mineralizacji wydaje SIQ juz poznany, po-
zostaje jednak nie do konca wyjasniony zakres wply-
wu poszczegdlnych czynnikéw na sktad mineralny

macierzy oraz ]eJ stopien wysycenia. Do dzi$ nie wia-
domo, czy moze dochodzi¢ w warunkach in vivo do
,wyptukania”, a nastgpnie do remineralizacji macie-
1zy miqdzykom()rkowej tkanki kostnej. Niektorzy au-
torzy uwazaja, ze takie odwapnianie kosci ma miejs-
ce stale w organizmie, co w konsekwencji doprowa-
dza do zwyrodnien, w tym do osteoporozy i osteope-
nii (2,4,7, 8, 10).

IDICJaC_]a mmerahzacy jest zwiazana z wytworze-
niem przez komorki tzw. ,,pecherzykdéw macierzy”,
ktore sa matymi (0,1-0,2 pm), pozakomérkowymi pe-
cherzykami Wybi(')rczo umieszczonymi w macierzy
miedzykomodrkowej spotykanych w plytce wzrostu
chrzastki nasadowej kosci diugich, rozwijajacej sig
kos$ci oraz kostninie (1, 3, 10). Pecherzyki te zawiera-
jaliczne enzymy (fosfataza zasadowa, ATP-aza zasa-
dowa oraz pirofosfataza), biatka oraz lipidy, ktore od-
dzialywujac miedzy soba doprowadzaja do rozpoczg-
cia mineralizacji. Inicjacja mineralizacji rozpoczyna
si¢ na wewngtrznej powierzchni pecherzykow, gdzie
powstaja pierwsze krysztaty hydroksyapatytu w ksztat-
cie cienkich igietek, ktore rosnac powoli, zmieniaja
ksztalt pecherzykéw macierzy, aby w konsekwencji
doprowadzi¢ do ich rozerwania. Btona zewngtrzna
pecherzykow jest biologicznie aktywna, co oznacza,
ze ma ona zdolno$¢ do wybidrczego rozpoznania
miejsca zakotwiczenia w macierzy miedzykomorko-
wej (1, 3).

Pierwsza faza jest wigc procesem zlozonym inter-
akcji pomlqdzy czasteczkami wigzacymi wapn a en-
zymami bioracych udziat w przemianach fosforu zlo-
kalizowanych w okolicy btony pgcherzykdéw macie-
rzy. Faza druga rozpoczyna si¢ w momencie kontaktu
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Ryec. 1. Przykladowy wykres skladu pierwiastkowego kosci
psa przy uzyciu mikrosondy rentgenowskiej

nowo powstatego krysztatu na ptyn srédtkankowy. Sta-
je si¢ on wowczas jadrem krystalizacji, wokot ktorego
na jego powierzchni rozpoczyna si¢ wzrost krysztatu
poprzez wytracanie kolejnych warstw jonéw wapnia
1 fosforu.

Mineralizacja jest wigc procesem fizykochemicz-
nym, w znacznym stopniu uzaleznionym od sktadu
ptynu $rodtkankowego, w tym biatek kolagenowych
oraz niekolagenowych. O roli, jaka odgrywaja te bial-
ka, niech $wiadczy fakt, ze osteokalcyna, biatko wy-
dzielane przez osteoblasty w poznej fazie réznicowa-
nia, wiazac si¢ z wapniem na powierzchni hydroksy-
apatytu, hamuje wzrost krysztatu, jednocze$nie stajac
si¢ czynnikiem chemotaktycznym dla osteoklastow (2,
5, 6).

Przedstawiony mechanizm wskazuje, ze ostateczny
sktad oraz stopien mineralizacji jest uzalezniony od
komorek pozostajacych w tkance kostnej, bedac jed-
noczesnie odbiciem stanu metabolicznego catego or-
ganizmu. Powracajace dyskusje dotyczace metaboliz-
mu wapnia, w ktorych pomijane badz tez nadmiernie
eksponowane sa zjawiska zachodzace w kosciach,
doniesienia o zjawisku nadmiernej mineralizacji bla-
szek kostnych po $mierci komorek kostnych oraz licz-
ne wlasne obserwacje sktonily nas do przeprowadze-
nia licznych badan poréwnawczych z zakresu minera-
lizacji tkanki kostnej u zwierzat wraz z proba wywo-
tania zjawiska remmerahzacp widkien kolagenowych
w warunkach in vitro.

Materiat i metody

Badania wykonywano w Pracowni Mikroskopii Elektro-
nowej przy pomocy skaningowego mikroskopu elektrono-
wego (SEM) Zeiss 435VP wyposazonego w mikrosonde
rentgenowska. Material do badan (18 sztuk) pochodzit
z trzonoéw kosci dlugich (udowej i piszczelowej) zdrowych
psow, owiec oraz cztowieka w r6znym wieku pozostatych
w Zaktadzie po innych badaniach, ktére po wczesniejszej
mikroanalizie rentgenowskiej byly odwapniane w werse-
nianie dwusodowym (EDTA), a nast¢pnie zanurzane w roz-
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Ryec. 2. Wykres skladu pierwiastkéw ko$ci po odwapnieniu

tworze nasyconym fosforanu wapnia, ktéry byt poddany
powolnemu odparowywaniu wody w temperaturze 35°C.
Nastegpnie materiat byt suszony w punkcie krytycznym
i analizowany w SEM. Obiekty wykazujace budoweg kry-
stalicznag analizowano przy pomocy mikrosondy rentgenow-
skiej. Wykonany maping pierwiastkow miat na celu zobra-
zowanie rozktadu przede wszystkim wapnia, fosforu oraz
wegla. Analizowano dodatkowo ilosciowy sktad pierwiast-
kow w probkach i okreslano wlasciwe dla gatunku stosun-
ki wapnia do fosforu (Ca/P).
Wyniki i omowienie

Dysponujac relatywnie niewielka ilo§cig materiatu
o duzym zrdznicowaniu, trudno byto przeprowadzié¢
doktadne badania mineralizacji ko$ci cztowieka oraz
zwierzat, analizujac je pod katem wieku, plci czy tez
sposobu odzywiania. Material od ludzi pochodzit od
0s6b w wieku 60-70 lat, od psow —2-17 lat, a od owiec
— tylko od samic w wieku 3 lat. Istotne jest, ze we
wszystkich probkach obserwowane krysztaly powsta-
te w wyniku remineralizacji zachodzacej na powierzch-
ni odmineralizowanych wtdkien kolagenowch tkanki
kostnej nie byly hydroksyapatytami. Najczgsciej byty
to kalcyty oraz syderyty (ryc. 3, 4). Uwazamy, zZe sy-
deryty powstaty w najwigkszym stopniu jako artefak-
ty, gdyz zelazo w tych warunkach musiato pochodzi¢
ze zhemolizowanych erytrocytow. Kalcyty natomiast
notowano niemal w kazdym przypadku. Duze i male
krysztaly tych mineratow uktadaty si¢ na powierzch-
ni ko$ci pomigdzy wtoknami kolagenowym1 poszcze-
gblnych blaszek kostnych. Ich rozmiary wahaty si¢ od
10 do 150 pm. Wykonany maping nie wykazat istot-
nego powiazania atomow wapnia 1 fosforu w probkach.
Interesujacy jest fakt, ze rowniez w kosciach nie pod-
danych Zadnej obrdobce nie udalo sig¢ stwierdzi¢ upo-
rzadkowanego rozmieszczenia wapnia i fosforu typo-
wego dla krysztatow hydroksyapatytu. Wykonana
WCZCSHIG] analiza skfadu pierwiastkowego wykazata,
ze we wszystkich przypadkach dominujacymi pier-
wiastkami byty: C, O, Ca, P oraz niewielkie ilosci Mg,
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Ryec. 3. Skaningogram odwapnionej kosci czlowieka. Widocz-
ny fragment naczynia oraz wlékna kolagenowe. SEM pow.
1000 x

Zn, Na, Fe (ryc. 1). Uzyskane ta metoda relacje sto-
sunku wapnia do fosforu (Ca/P) wykazaly, ze najniz-
szym $rednim wskaznikiem charakteryzowaly si¢ kos-
ci psow — 1,3, cztowieka — 1,41, a najwyzszym owcy
— okoto 1,49, przy czym w kosciach cztowieka wyste-
powaly najwigksze zr6znicowania, zar6wno w mikro-
obszarach, jak i1 porownujac kosci w réznym wieku
oraz plci. U zwierzat brak ww. fluktuacji moze by¢
spowodowany relatywnie krotkim czasem zycia, gdyz
nawet u relatywnie starego psa (17 lat) czas zwiazany
z zaistnieniem istotnych zmian w kosciach moze byc¢
zbyt krétki w porownaniu z cztowiekiem. W kosciach
poddanych procesowi remineralizacji, poza obszara-
mi wystepowania kalcytow, dominujacym pierwiast-
kiem, obok wegla i tlenu pozostat fosfor, ktérego za-
warto$¢ w kosciach kilkukrotnie przewyzszata zawar-
to$¢ wapnia (ryc. 2).

Reasumujac przeprowadzone badania metoda od-
parowywania wody z nasyconego roztworu fosforanu
wapnia w obecnos$ci odmineralizowanej kos$ci nie
mozna doprowadzi¢ do remineralizacji macierzy tkanki
kostnej, co sugeruje, ze proste zjawiska fizykochemicz-
ne nie moga by¢ gldéwna przyczyna fenomenu prze-
mian wapnia w kos$ciach. Jednocze$nie nie mozna
wykluczy¢, ze w tak prostym eksperymencie zabrakto
kilku istotnych czynnikow, takich jak regulacja pH czy
tez wymuszony przeplyw ptynow spowodowany na-
prezeniami czynno$ciowymi, na jakie jest narazona
ko$¢ w trakcie pelnienia swojej funkcji.
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