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1. Wstep

1.1. Proces fizjologicznej i patologicznej mineralizacji

Mineralizacja w organizmie czlowieka moze by¢ procesem fizjologicznym, na przyktad
mineralizacja kosci, zebow 1 chrzastek lub moze wystepowac, jako zjawisko patologiczne.
Dojrzata tkanka kostna zbudowana jest z blaszek kostnych, ktére taczac si¢ ze sobg tworza
dwojakiego rodzaju struktury: ko§¢ gabczasta i ko§¢ zbita. Blaszki kostne istoty gabczastej
tacza si¢ ze sobg tworzac grubsze struktury, beleczki kostne, ktorych utozenie uwarunkowane
jest dziataniem sit mechanicznych. Przestrzenie pomiedzy beleczkami wypehia szpik kostny.
Wewnatrz beleczek, w jamkach kostnych, znajduja si¢ osteocyty, ktére kontaktujg si¢ z innymi
komérkami za pomocg wypustek cytoplazmatycznych biegnacych w kanalikach kostnych.

Ko$¢ zbita to struktura cylindryczna zbudowana z blaszek kostnych, ktére wypelniajg cata
objetos¢ tkanki kostnej. Podstawowym elementem strukturalnym kosci zbitej jest osteon, czyli
system Haversa. System ten tworzy 4 - 20 blaszek kostnych o grubosci 3 - 7 um. W $rodku
osteonu znajduje si¢ kanal o Srednicy ~50 um, tzw. kanal Haversa, zawierajacy naczynia
krwiono$ne i nerw [1, 2].

Mineralizacja ko$ci to formowanie hydroksyapatytu na podlozu biologicznym, jakim sa
wlokna kolagenowe. Wtokna kolagenowe, wystepujace w kosciach, maja szczegolng budowe.
Przejawia si¢ ona wystgpowaniem specyficznych przerw strukturalnych. Obszary te obdarzone
sa fadunkiem elektrycznym, dzigki czemu sg zdolne do przyciggania natadowanych jonéw, a
zatem mogg by¢ miejscami nukleacji apatytu kostnego. Mineralizacja kostna trwa okoto 4 - 6
miesiecy.

Wiokna kolagenowe sg syntetyzowane przez osteoblasty. Sam kolagen nie jest promotorem
krystalizacji, a proces ten jest wspomagany przez pecherzyki macierzy uwalniane z blony
komoérkowej osteoblastow. Bogate w biatka, fosfolipidy, wapn i nieorganiczne fosforany,
zapewniaja odpowiednie st¢zenie Ca 1 P do wytracenia krysztalu. Ptyny zewnatrzkomorkowe
nie sg naturalnie przesycone solami wapnia, co sugeruje, ze hydroksyapatyt nie wytraca si¢
spontanicznie [3]. Nie jest wiadome, w jaki sposob pecherzyki sa przenoszone do okreslonych
miejsc wtokien kolagenowych. Nie ma jednoznacznych dowodow rowniez na to, ze wytracanie

hydroksyapatytu w procesie osteogenezy jest poprzedzone tworzeniem innych form fosforanow



wapnia [3]. Osteoblasty, otoczone matryca organiczng, rdznicujg si¢ do osteocytow, czyli
dojrzatych komorek kostnych, ktore poprzez wypustki cytoplazmatyczne kontaktujg si¢ z
innymi osteocytami oraz prowadza wymiang substancji odzywczych i metabolitow. Reguluja
one takze wymian¢ jondw z ptynami zewnatrzkomorkowymi, a ponadto zachowujg zdolnos¢
do ponownego roznicowania si¢ do osteoblastow pod wplywem parathormonu lub na skutek
obcigzen mechanicznych wywieranych na kos¢ [3]. Kolejne warstwy tkanki kostnej tworza si¢
z udziatem osteoblastow, pozostajacych na powierzchni tworzonej kosci.

W czasie mineralizacji kosci, wtokna kolagenowe oraz przerwy strukturalne agreguja ze
sobg wzdtuz osi dhugiej. Efektem takiej agregacji wtokien jest tworzenie, w poprzek peczkow
wiokien, obszarow natadowanych tadunkiem elektrycznym, w ktérych formuja si¢ krysztaty
hydrokyapatytu. Sposéb agregacji wildkienek kolagenowych implikuje ptytkowy ksztatt
krysztatow (Rys. 1.1) [4]. Dlugo$¢, szerokos$¢ i grubos¢ ptytek, zaprezentowanych na rysunku
1.1, opisano na podstawie pracy [5]. Wiadomym jest, ze po rozpoczeciu nukleacji w przerwach
miofibryli wzrost krysztalu poczatkowo odbywa si¢ wewnatrz przerwy, a nastepnie obejmuje

obszar na zewnatrz przerwy [6].
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Rys. 1.1. Peczki wiokien kolagenowych z krysztatami hydroksyapatytu
w ksztalcie plytek.

Mineralizacja kolagenu odbywa si¢ przy udziale takich biatek, jak osteokalcyna,
osteonektyna, osteopontyna, trombospondyna i fosfataza alkaliczna. Fosfataza alkaliczna jest
no$nikiem jondéw, niezbednych do mineralizacji kolagenu. Rola wielu z niekolagenowych
biatek nie zostata do tej pory wyjasniona, zazwyczaj przypisuje si¢ im wiele funkcji, w tym
kontrolg aktywno$ci komorek kostnych oraz liczby 1 wielko$ci  krystalitow

hydroksyapatytowych [3]. W calym okresie zycia czlowieka kos$¢ podlega procesowi
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przebudowy, polegajacym na wymianie starej tkanki kostnej na nowa. Proces ten zapobiega
gromadzeniu mikrouszkodzen kos$ci oraz pomaga dostosowaé¢ ko$¢ do obcigzen
mechanicznych. Jest on kluczowy w zapewnieniu homeostazy mineralnej. Balans pomigdzy
kos$ciotworzeniem a resorpcja kosci jest warunkowany aktywno$cig osteoblastow 1
osteoklastow. Osteoklasty sg wyposazone w wysoce aktywne kanaly btonowe, stluzace do
przenoszenia protonéw do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, czego nastgpstwem jest obnizenie
pH sprzyjajace rozpuszczaniu hydrokyapatytu [5].

Faza mineralna kosci stanowi 50 - 70% objetosci kosci, natomiast matryca organiczna
zawierajaca glownie kolagen typu I okoto 20 - 40%. Pozostate 5 - 10% objetosci koSci stanowig
woda i lipidy [5]. Woda pomaga ustabilizowac kolagen poprzez tworzenie wigzan wodorowych
z resztami hydrofilowymi [7]. Chemiczny wzdr hydrokyapatytu kostnego jest nastepujacy:
Cai0(PO4)s(OH),. Wedhug literatury, okoto 8% jonoéw PO4* moze byé zastapiona w strukturze
przez jony CO3*, méwimy wtedy o hydrokyapatycie typu B. W przypadku, gdy aniony CO3*
zastepuja grupy OH, hydrokyapatyt posiada strukture typu A [8]. Kationy wapnia mogg by¢ w
apatycie wymieniane na Mg (ok. 0.7% mas.), Na (ok. 0.9% mas.), K (0.03% mas.) oraz
pierwiastki sladowe, jak Sr, Pb, Zn, Cu, Fe. Obecno$¢ pierwiastkow sladowych ma wplyw na
aktywnos$¢ enzymow odpowiedzialnych za funkcjonowanie komorek kostnych. Wbudowanie
innych pierwiastkéw zalezy od warunkéw Srodowiska wzrostu hydroksyapatytu [8].
Whbudowanie jonow Mg?*, Sr** oraz COs> wplywa na obniZenie rozmiaréw krystalitow i
podwyzszenie rozpuszczalnosci, natomiast zastgpienie grup OH™ jonami F~ powoduje obnizenie
rozpuszczalno$ci [8]. Liczne badania dyfrakcyjne wykazatly, ze struktura i sktad chemiczny
mineratu kostnego nie sg state i ulegaja zmianom wraz z wiekiem lub pod wptywem obcigzen
[4]. W zwigzku z tym struktura ko$ci moze rdzni¢ si¢ w zaleznosci od lokalizacji anatomiczne;.
Hydroksyapatyt nie jest jedyng faza krystaliczng, jaka rozpoznano w kosciach. Stwierdzono
takze obecnos¢ bruszytu (CaHPOs * 2H;0), fosforanu trojwapniowgo (Ca3(POs)2) 1
o$miowapniowego (CagH2(POas)s * SH20) [9].

Oproécz kosci, strukturami ulegajagcymi mineralizacji fizjologicznej sa chrzastki i zeby.
Tkanka chrzestna zbudowana jest z chondrocytow (~1% objetosci chrzastki) 1 z macierzy
pozakomorkowej. Skilad 1 budowa macierzy chrzestnej decyduje o wilasciwosciach
mechanicznych 1 biologicznych tej tkanki. Macierz chrzastki sktada si¢ z wody (60 — 80%
masy), kolagenu i innych bialek oraz proteoglikanéw (siarczan chondroityny, siarczan
keratanu, agrekan). W poroéwnaniu z ko$¢mi substancja miedzykomoérkowa chrzastki nie
zawiera naczyn krwiono$nych, limfatycznych i nerwow. Z tego powodu odzywianie chrzastki

odbywa si¢ na drodze dyfuzji z naczyn tkanki tacznej witoknistej (ochrzgstnej) lub ptynu
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stawowego. Grubos¢ chrzastki jest rozna w zaleznosci od miejsca wystgpowania i wynosi 0.5
- 2 mm [10-11]. Wapniejaca chrzastka moze da¢ poczatek przyszitej kosci (mineralizacja
$rdédchrzestna, kostnienie ochrzestne). Kosciotworzenie na podtozu chrzestnym rozpoczyna si¢
w trzonie zawigzka chrzestnego kosci, pod ochrzestng. Macierzyste komorki
mezenchymatyczne ochrzestnej przeksztatcajg si¢ w osteoblasty, ktore wytwarzajg pierwsze
beleczki kostne ukladajace si¢ na ksztatt mankietu, otaczajacego $rodkowa czeg$¢ trzonu
zawigzka chrzestnego kosci. W ten sposdb powstaje mankiet kostny. Komorki chrzastki w tym
obszarze ulegaja hipertrofii i degeneracji, a jamki chrzestne powigkszeniu. Pomigdzy jamkami
odktadajg si¢ sole wapnia, przy udziale biatka istoty podstawowej chrzastki, chondrokalcyny.
Przez mankiet kostny wnikaja wlosowate naczynia krwiono$ne i komodrki macierzyste,
tworzace peczek naczyniowo - komdrkowy. Jednoczesnie za pomoca naczyn krwiono$nych do
tego obszaru przedostajg si¢ makrofagi, ktore niszczg chrzastke, tworzac tym samym przestrzen
dla nowo powstatych beleczek kostnych. Natomiast komoérki macierzyste rdéznicujg si¢ do
osteoblastow, dajacych poczatek kosci. W wyniku kostnienia $rodchrzgstnego powstaje tzw.
pierwotny punkt kostnienia. Kostnienie w obrgbie mankietu kostnego i wewnatrz trzonu
zawiazka chrzestnego kosci szybko postepuje 1 obejmuje caly trzon kosci. Dzigki mineralizacji
chrzastki dochodzi do wzrostu na dlugos¢ 1 szeroko$¢ trzondéw 1 nasad kosci dtugich [1, 12-13].

Przyktadem struktur fizjologicznie zmineralizowanych sa réwniez tkanki twarde zeba
(zebina, szkliwo 1 cement). Zebing tworzg sktadniki organiczne (28% masy), gléwnie kolagen
typu I w postaci cienkich wtokien, o grubosci do 4 um przebiegajacych zgodnie z dtuga osia
zgba, oraz biatka niekolagenowe. 72% masy z¢biny stanowig sktadniki nieorganiczne, gtdéwnie
krysztaty hydroksyapatytu o szerokos$ci, grubosci i dtugos$ci wynoszacej odpowiednio 35 x 10
x 100 nm? [14]. Mineralizacja zebiny dokonuje si¢ wieloogniskowo, co oznacza, ze krysztaty
grupuja si¢ w kuliste agregaty (kalkosferyty). W miejscach, gdzie kalkosferyty nie agreguja
$ciSle ze soba, pozostajg rejony niezmineralizowane istoty organicznej, ktore sg
odpowiedzialne za nierdbwnomierng mineralizacj¢ kolejnych warstw zebiny w czasie jej
wzrostu. Szkliwo jest najbardziej zmineralizowanym elementem budulcowym zeba. Zawiera
ono 95 — 98% skladnikow nieorganicznych. W przeciwienstwie do kosci 1 zgbiny nie ma
zdolnosci do przebudowy. Zbudowane jest z pryzmatow, czyli wydtuzonych strukturalnych
podjednostek szkliwa o szerokosci ~5 um oraz z istoty mi¢dzypryzmatycznej. Gidéwnym
materialem budulcowym pryzmatéw sa krysztalty hydroksyapatytu, w postaci $srubowo
skreconych plytek o szerokosci 60 nm i grubosci 30 nm. Krysztaly zawieraja ponadto reszty
weglanowe podstawiajace grupy fosforanowe, magnez w miejscu wapnia oraz fluor w pozycji

grup hydroksylowych. Zastgpienie w strukturze hydroksyapatytu reszty hydroksylowej jonem
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fluorowym zwieksza twardos$¢ krysztalow. Sktadniki organiczne szkliwa wystepuja w ilosci
sladowej 1 sa to specyficzne biatka takie, jak amelogeniny, enameliny, ameloblastyny i tufteliny
[14]. Mineralizacja szkliwa polega na formowaniu si¢ drobnych krysztaléw, a nastepnie na ich
wzroscie. Wapnienie odbywa si¢ na obwodzie kazdego pryzmatu i1 postgpuje ku srodkowi
pryzmatu. Rolg amelogenin i enamelin jest kontrolowanie procesu wapnienia szkliwa, w tym
dlugosci, budowy 1 orientacji przestrzennej krysztatéw [15]. Cement jest struktura, ktora
sktadem znacznie bardziej przypomina tkank¢ kostng. Zbudowany jest w 65% z fazy
nieorganicznej, ktora w obrazie mikroskopowym ma posta¢ nieregularnych blaszek. Faze
organiczng stanowig wtokna kolagenowe. Pomig¢dzy blaszkami cementu znajdujg si¢ jamki
zawierajagce  cementocyty, przypominajagce osteocyty. Powierzchnia cementu jest
niezmineralizowana i pokryta przez cementoblasty, a takze odontoklasty, odpowiedniki
osteoklastow [14].

Patologiczna mineralizacja tkanek znana takze, jako kalcyfikacja ektopowa, polega na
odktadaniu si¢ fosforanow wapnia w tkankach migkkich, w ktérych w warunkach normalnych
one nie wystepuja, jak rowniez w postaci zlogéw mineralnych w nerkach (tzw. kamienie
nerkowe) 1 w pecherzyku zolciowym. Przez wiele lat uwazano ja za bierny proces
degeneracyjny tkanek. Obecnie, wykorzystanie zaawansowanych technik pomiarowych
pozwala na bardziej szczegdtowa analize obszardw objetych mineralizacja. Prace ostatnich lat
coraz czgsciej wskazuja na podobienstwa patologicznej mineralizacji z aktywnie sterowanymi
procesami zachodzacymi w kosciach. Zasadniczo mowi si¢ o dwodch rodzajach mineralizacji
patologicznej. Pierwszy z nich 1 najczg$ciej spotykany - mineralizacja dystroficzna, wystepuje
przy zachowaniu prawidlowego stezenia wapnia i fosforu w tkankach i dotyczy zazwyczaj
tkanek nekrotycznych, nowotwordw, blaszek miazdzycowych, kalcyfikacji naczyn. Drugi typ
to mineralizacja metastatyczna. Pojawia si¢ wowczas, gdy poziom wapnia 1 fosforu jest
podwyzszony, obejmuje zdrowe tkanki 1 towarzyszy stanom chorobowym takim, jak
nadczynno$¢ tarczycy, zespot mleczno-alkaliczny itp. [16].

Mechanizmy regulujace proces patologicznej mineralizacji nie s3a jednoznacznie
potwierdzone, jednak znanych jest kilka czynnikow metabolicznych i1 $rodowiskowych
przyczyniajacych si¢ do zainicjowania tego procesu. Wsrdd nich podaje si¢ choroby o
okreslonym fenotypie, zwigzane z wystapieniem konkretnego genu. Za przyklad moze
postuzy¢ dziecigca mineralizacja t¢tnic, zwigzana z obecno$cia genu ENPP1, FAM20A lub
genu ABCC6, objawiajaca si¢ zwapnieniem pluc i oczu [17]. Na podstawie badan
genetycznych ustalono, ze za kostnienie wigzadet zottych odpowiedzialne sg geny: COL6A2,

COL6A1 1 COL11A1, znajdujace si¢ na chromosomie 21 [18]. Zaburzona ekspresja genow
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COL wptywa na produkcje nieprawidtowego kolagenu typu IV. Ponadto stwierdzono wptyw
polimorfizmu receptora dla witaminy D (VDR), a konkretnie dominujacego allelu genu dla
VDR, ktéry wystepuje czesciej u osob chorujacych na zwapnienie wigzadet krggostupa [19].
Dodatkowo stwierdzono, ze zaburzenia metaboliczne, jak na przyktad hiperglikemia, otytos¢ i
fluoroza, powoduja réznicowanie si¢ komorek osteoblasto-podobnych, a takze wzrost stezenia
fosfatazy alkalicznej 1 osteokalcyny. Podobnie u 0s6b cierpiacych na chroniczng niewydolno$é¢
nerek rozpoznano szybko postepujaca kalcyfikacje tkanek migkkich [16]. Udowodniono
ponadto znaczaco wyzszy poziom leptyny 1 ekspresji mRNA dla receptora leptyny
(charakterystyczne dla pacjentow z otyloscig) w komorkach zmineralizowanych wigzadet
zottych [20]. Otylos¢ czgsto predysponuje do cukrzycy typu II, ktéra manifestuje sig
zwigkszonym ste¢zeniem insuliny we krwi. Wykazano wplyw insuliny na wzrost
wewnatrzkomorkowej absorpcji wapnia i osteogeneze [21].

Podobienstwo patologicznej mineralizacji z fizjologicznym procesem wapnienia kosci
zauwazono na podstawie analizy zwapniatych ptatkow zastawek aortalnych, w ktérych
zidentyfikowano blaszki kostne z elementami hematopoetycznymi, podobnymi jak w szpiku
kostnym [22]. Wzrost ko$ci nie jest procesem biernym, a w jego przebieg zaangazowanych jest
wiele czynnikéw. Podobnie kalcyfikacje zastawek zawieraja czynniki typowe dla wzrostu
kosci, jak na przyklad zewnatrzkomodrkowe biatko macierzy kostnej (BMP), osteopontyny,
osteonektyny. Oszacowano, ze elementy kostne z osteoblastami i osteoklastami wystapilty w
13% zastawek aortalnych, jako efekt aktywnego procesu nieprawidtowej naprawy tkanek [22].
Sekwencja zdarzen, ktére prowadzg do wytworzenia struktur kostnych w tkankach migkkich
obejmuje takze tworzenie si¢ naczyn krwionosnych (neowaskularyzacja) i degradacj¢ macierzy
zewnatrzkomoérkowej (obecno$¢ naczyniowego czynnika wzrostu §rodblonka oraz czynnika
wzrostu fibroblastow) [23].

Dane literaturowe wskazuja na bezsprzeczny udziat hormonow w patogenezie kalcyfikacji.
Wzrost st¢zenia parathormonu w przewleklej chorobie nerek jest istotnym czynnikiem ryzyka
w odkladaniu si¢ zlogow mineralnych w naczyniach krwiono$nych poprzez hamowanie
produkcji osteoprotegryny (czynnika zapobiegajacego koSciotworzeniu) [24]. Parathormon
reguluje poziom stgzenia wapnia we krwi poprzez stymulacje osteoklastow. Wzrost poziomu
parathormonu sprzyja resorpcji wapnia z kosci 1 wzrostowi jego stezenia w surowicy krwi,
natomiast jego niedobor powoduje spadek st¢zenia wapnia w surowicy. Z tego powodu jest on
uwazany jest za jedng z przyczyn mineralizacji wig¢zadet kregostupa [25]. Hormony
kalciotropowe, regulujace metabolizm witaminy D3, maja posredni wplyw na produkcje

metaloproteaz - kluczowych enzyméw w przebudowie naczyn. Nadmierna podaz witaminy D3
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1 nadprodukcja metaloproteaz przyczynia si¢ do degradacji elastyny, co w efekcie prowadzi do
kalcyfikacji naczyn krwionos$nych, czego skutkiem jest usztywnienie ich §cian [26].

Czesto przyczyne wapnienia tkanek upatruje si¢ w lokalnym stanie zapalnym tkanki.
Przejawem dysfunkcji $rédbtonka naczyn jest zmniejszona dostgpnos¢ tlenku azotu i1
prostacykliny. Uwaza si¢, ze czasteczki te modulujg stan zapalny naczyn. Podobnie
mineralizacja zastawek aortalnych moze by¢ zwigzana ze stanem zapalnym i rozwija¢ si¢ w
pofaczeniu z dysfunkcja $rodblonka. Badania potwierdzaly obecno$¢ limfocytow T i
makrofagdbw w zwapnieniach ptatkow zastawek, nawet na wczesnym etapie choroby, a
obecnos¢ cytokin prozapalnych wskazywata na rozpoczecie procesu ,,uszkodzenie - naprawa”
i rozwo0j choroby [23].

Duza rolg w procesie kostnienia tkanek przypisuje si¢ stresowi mechanicznemu (kumulacji
mikrourazéw). Sugeruje si¢, ze pod wptywem ruchéw rotacyjnych (obrotowych wzgledem osi
kregostupa) i naprezenia podluznego, prowadzacego do rozciggania, moze dochodzi¢ do
proliferacji tkanki chrzgstnej przeksztatcajacej si¢ w tkanke kostng w wigzadtach krggostupa
[27-28]. Analiza przeprowadzona na pacjentach, narazonych na naprezenia podtuzne i ruchy
rotacyjne wokot osi kregostupa, wykazata wzrost poziomu cytokin zwigzanych z procesem
kosciotworzenia (BMP, TGF-B, ALP) [29]. Znana jest takze hipoteza dotyczaca wplywu
patologicznych krzywizn krggostupa, zwlaszcza kifozy piersiowej, na rozw6j mineralizacji w
wigzadtach zo6ltych. Nieprawidtowa krzywizna kregostupa prowadzi do zmian w rozkladzie
obciazen, szczegolnie w dolnych odcinkach kregostupa piersiowego, a zatem w miejscu gdzie
najczesciej wystepujg kalcyfikacje wigzadet [30].

Wptyw lipidéw na proces mineralizacji tkanek byt postulowany przez wiele dekad. Wyniki
wskazuja, ze lipidy moga stymulowac mineralizacj¢. Duzg rolg przypisuje si¢ cholesterolowi,
poniewaz stwierdzono obecnos¢ produktéw jego utleniania takich, jak 25-hydroksycholesterol,
zarOwno w platkach zastawek jak 1 tetnicach wiencowych [16].

Kilka lat temu pojawily si¢ takze prace na temat zwigzku mineralizacji tkanek, zwlaszcza
zastawek serca, z nanobakteriami. Nanobakteriami nazwano struktury bakterio-podobne o
wielkosci 0.1 - 0.5 pum, wyselekcjonowane z obszarow zastawek aortalnych objetych
mineralizacjg 1 ulatwiajgce odktadanie si¢ 1 wzrost krysztatow fosforanu wapnia [31-32].

Jednym z procesow, sprzyjajacych kalcyfikacji tkanek miekkich, jest proces osteoporozy
kosci. Zjawisko to polega na dlugotrwatej przewadze procesow resorpcji kosci nad procesami
ko$ciotworzenia. W celu utrzymania statej masy kostnej, dynamika ko$ciotworzenia powinna
rownowazy¢ ilo§¢ zresorbowanej tkanki kostnej [33]. Na skutek przewagi resorpcji kosci nad

procesem ko$ciotworzenia, wapn z apatytu kostnego jest odprowadzany do krwi, co w
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konsekwencji prowadzi do gromadzenia ztogéw wapniowych przede wszystkim w naczyniach
krwiono$nych [16, 33].

Istnieje wiele teorii dotyczacych powstawania depozytéw mineralnych w tkankach
miekkich, podobnie jak wiele czynnikéw i chordb jest kojarzonych z mineralizacja. Zadna z
opublikowanych dotad prac nie podaje jednoznacznie rozwigzania mechanizmu patologiczne;j

mineralizacji, a jego ztozono$¢ naktania do kolejnych badan.

1.2. Fizykochemiczne modele mineralizacji tkanki miekKkiej

Mechanizm tworzenia depozytdw mineralnych w tkankach jest opisywany w literaturze za
pomoca kilku modeli [34-37]. Jedna z koncepcji jest udzial pecherzykéw macierzy
pozakomorkowej, ktorym przypisuje si¢ kluczowa rolg w patologicznej mineralizacji, jak
rowniez w mineralizacji kos$ci 1 chrzastek. Ponadto postulowane sg teorie z udziatem czynnikow
genetycznych, proapoptycznych i oksydacyjnych [38-40]. Ponizej przedstawiono najczesciej
cytowane w literaturze modele mineralizacji tkanek migkkich. W pierwszym modelu opisano
role biomechanicznych czynnikow wapnienia tkanki migkkiej na przykladzie zastawki
aortalnej, ktore potencjalnie moga zapoczatkowaé proces mineralizacji. Nastepnie
przedstawiono model mineralizacji z udzialem czynnikéw biochemicznych i reakcji zapalnej
w tkance. Omowione modele majg szczego6lne znaczenie w przypadku stenotycznych zastawek
aortalnych, ktore ulegajg przerostowi wywolujacemu zmiany hemodynamiczne i przecigzenie
cisnieniowe. Mineralizacja bedaca nastepstwem reakcji zapalnej tkanki, moze takze uzasadniac¢
odktadanie si¢ depozytow w wigzadltach kregostupa na skutek obcigzen lub urazoéw
mechanicznych.

W biomechanicznym modelu mineralizacji rozwazono rol¢ ciSnienia wywieranego na ptatki
zastawki aortalnej, ktore rézni si¢ podczas skurczu i rozkurczu komory serca. W warunkach
normalnych zamkniete ptatki zastawki utrzymuja cisnienie 80 - 120 mmHg. Naprezenie jest
utrzymywane dzigki warstwie wtoknistej platkdéw. W czasie skurczu krew przeptywa przez
otwartg zastawke aortalng z predkoscig 1.35 + 0.35 m/s. W przypadku stenozy aortalnej wzrasta
gradient ci$nienia migdzy aortg a lewa komorg serca, co skutkuje wzrostem szybkosci
przeplywu krwi przez zastawke do okoto 4 m/s [41].

Podczas skurczu i rozkurczu lewej komory serca, ptatki zastawek pozostaja pod wptywem

dziatania kilku sit. W czasie skurczu komory serca, na ptatki zastawki dziataja nastepujace sity:
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od strony komory serca, ptatki sg pod wptywem sil $cinajacych, a od strony aorty poddawane
sa Sciskaniu. W czasie rozkurczu komory serca na ptatek wywierane jest cisnienie skierowane
prostopadle do powierzchni ptatka. Cisnienie powoduje odksztatcenie ptatkow, ktore od strony
komory ulegaja rozcigganiu, dzigki czemu mozliwe jest utrzymanie zamknigcia zastawki (Rys.

1.2) [42].

A Aorta B Aorta

: Turbulencje
Przeptyw krwi
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Rys. 1.2. Schematyczny rozkiad sit dziatajgcych na zastawke aortalng podczas

skurczu (A) i rozkurczu (B) komory serca.

Lokalizacja zwapnien moze zostac¢ skojarzona z okreslonymi sitami, dziatajacymi na ptatki
zastawek podczas przeptywu krwi. W modelu przedstawionym w pracy [41] wykazano, ze
kalcyfikacje zlokalizowane s3 najczesciej w dwoch obszarach: 1) w czesci centralnej platka
oraz 2) na brzegach w miejscach przyczepu platka do pierscienia wtoknistego 1 rozchodzg si¢
promieni$cie w kierunku centralnym ptatka (Rys. 1.3). Miejsca, w ktorych ptatek jest potaczony
z pier§cieniem widknistym, sa pod wptywem cigglego ruchu i moga by¢ szczegdlnie narazone
na mineralizacj¢. Wystgpowanie mineralizacji we wspomnianych miejscach jest
prawdopodobnie zwigzane z uszkodzeniem witokien matrycy kolagenowej na skutek dziatania
sit podczas skurczu i1 rozkurczu komory serca. Wolne wigzania chemiczne, wystepujace w
miejscach uszkodzen matrycy, sa zdolne do przytaczania jonow i stanowig potencjalne centra
krystalizacji. Wskutek pogrubienia platka (jak w przypadku stenozy) i zmniejszenia pola

powierzchni przeptywu przez zastawke, wzrasta gradient cisnienia krwi pomiedzy aortg a lewa
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komorg serca. W takiej sytuacji warto$¢ sity, powodujacej rozcigganie ptatka podczas

rozkurczu komory serca, moze by¢ niewystarczajaca do utrzymania odpowiedniego zamknigcia

ptatkow.

Mineralizacja

/ 4

Rys. 1.3. Model wzrostu kalcyfikacji ptatkow zastawki aortalnej w centralnej czesci platka (A)
i brzegowo od miejsca przyczepu w kierunku centralnym (B). Czarng linig zaznaczono

miejsce przyczepu ptatka do pierscienia wtoknistego.

Gwaltowny spadek elastycznosci ptatkow nastepuje w wieku dojrzewania migdzy 15 a
25 rokiem zycia, a nastepnie przebiega stopniowo o okoto 1 - 4% na rok [42]. Gléwnym
powodem tego zjawiska jest wzrost srednicy wtokien kolagenowych. Wzrost liczby grubych
wiokien kolagenowych wymaga generowania coraz wigkszej sily, aby uzyskaé takie same
otwarcie jak dla ptatkéw o niezmienionej strukturze.

Drugi model przedstawia koncepcj¢ powstawania zwapnien z udziatem czynnikow
prozapalnych i szlakow biochemicznych w czasie dysfunkcji §rodbtonka zastawki aortalnej
[43]. W wielu pracach postuluje si¢ wapnienie tkanek migkkich, jako efekt synergiczny
pomiedzy czynnikami biomechanicznymi i §ciezkg sygnatow prozapalnych [41-43]. Stan
zapalny moze by¢ kluczowym krokiem promujacym proces odktadania si¢ soli wapnia.
Uszkodzenie $rédbtonka moze by¢ nastepstwem ekspozycji zastawki na czynniki biochemiczne
w przebiegu hipercholesterolemii i hiperglikemii, jak rowniez moze by¢ konsekwencja wzrostu
naprezen $cinajgcych wystepujacych, migdzy innymi, w przebiegu nadcis$nienia t¢tniczego.
Mineralizacja, opisana na podstawie przedstawionego modelu, nie polega na biernym
odktadaniu soli wapnia w miejscu uszkodzenia srédbtonka, lecz jest to aktywny proces, w ktory

zaangazowane s3 komorki, uktad krazenia i liczne czynniki biochemiczne, jak cytokiny, biatka
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enzymatyczne, czynniki transkrypcyjne. Na Rys. 1.4 przedstawiono przekrdj przez ptatek
zastawki aortalnej. Nalezy zwroci¢ uwage, ze pomigdzy warstwami zawierajacymi wiokna
kolagenowe, elastynowe i glikozaminoglikany, wystepuja komorki $rédmigzszowe, czyli
niewyspecjalizowane totipotencjalne komorki, zdolne do przemieszczania si¢ pomigdzy
warstwami. Istotng cechg komorek srodmigzszowych jest wrazliwo$¢ na mediatory typowe dla
osteogenezy, czyli biatka BMP, peliace kluczowa role w patogenezie kalcyfikacji zastawki.
Powinowactwo do biatek BMP powoduje, ze komodrki $roédmigzszowe maja zdolnos¢ do
roznicowania si¢ do komorek osteoblasto-podobnych [43].

Uszkodzenie warstwy $rodbtonka moze powodowaé modyfikacje szlakow
sygnatowych 1 wzrost aktywnos$ci biatek BMP. W modelu eksperymentalnym wykazano, ze
komorki §rodbtonka w odpowiedzi na uszkodzenie lub zmian¢ naprezen $cinajacych podczas
przeplywu krwi przez zastawke, wydzielaja biatka BMP-2 1 BMP-4. Biatka BMP sa z kolei
wykrywane przez komorki srodmigzszowe i przytaczane do blony komorkowej, aktywujac
szlak przemian biochemicznych [43]. Ponadto, w komorkach §rodbtonka rozpoznano biatka
Whnt (glikolipoproteiny) [44]. Biatka Wnt biorg udziat w fizjologicznych procesach takich, jak
roznicowanie, przezywalno$¢ 1 proliferacja, zachodzacych w prawidtowych komorkach
organizmu. Jednakze liczne prace wskazuja, ze S$ciezka Wnt moze zostaé ponownie
aktywowana w stanach chorobowych tkanki, a jej rola jest wtedy aktywacja i regulacja
proliferacji komorek §rédmigzszowych w celu naprawy uszkodzen [45]. Sugeruje si¢ ponadto,
ze szlak bialek Wnt jest zaangazowany w regulacje reakcji zapalnej w $rodbtonku [46].
Udowodniono, ze szlak Wnt bierze udziat nie tylko w procesach zachodzacych w $rédbtonku,
ale takze we wszystkich komorkach linii osteoblastycznej. Klasyczny szlak biatka Wnt, zalezny
od B-kateniny, zostaje uruchomiony w odpowiedzi na obcigzenia mechaniczne kosci i
uczestniczy w procesie naprawy uszkodzen kostnych [47]. Przedstawiony model wskazuje,
zatem, na dwa gltowne szlaki sygnalowe zaangazowane w proces mineralizacji tkanki: szlak
biatek BMP oraz biatek Wnt (Rys. 1.5).

W pierwszym szlaku sygnatlowym biatka BMP przytaczaja receptor BMPR 1 grupe
fosforanowa, a nastepnie aktywujg biatka Smad. Biatka Smad z kolei stymulujg transkrypcyjne
czynniki osteoblastyczne Runx2, prowadzac do aktywacji biatek charakterystycznych dla
kalcyfikacji, czyli osteopontyny i1 osteokalcyny. Biatka BMP promujg takze szlak sygnalowy
Wnt. Ligandy Wnt wiaza si¢ z receptorami lipoproteinowymi, w wyniku czego aktywowany
jest szlak sygnalowy B-katenin, tak zwany szlak kanoniczny. Prowadzi on do wydzielania
fosfatazy zasadowej bedacej, miedzy innymi, no$nikiem jonow niezb¢dnych do mineralizacji.

Oba szlaki sygnatowe promuja przeksztatcenie komorek s$rodmigzszowych do komoérek
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osteoblasto-podobnych, ktére s3 zdolne do wapnienia w obecnosci fosforu i wapnia [43].
Srédbtonek, uszkodzony na skutek dziatania czynnikéw prozapalnych lub w wyniku zmian
ci$nienia krwi, mobilizuje progenitorowe komorki $rédmigzszowe gtownie przez lokalne
niedotlenienie. Komorki progenitorowe s3a zdolne do rdéznicowania si¢ w komorki
srodbtonkowe (EPC, ang. endothelial progenitor cells), ktore migruja do uszkodzonych miejsc
lub parakrynnie stymulujg komorki sasiednie uczestniczac, tym samym, w procesie naprawy.
Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze tylko dojrzate EPC sg zdolne do réznicowania si¢ i naprawy,
natomiast rolg wczesnych EPC jest wydzielanie czynnikow ulatwiajgcych migracje innych
komorek, a takze funkcja waskulogenna i1 angiogenna [48]. Roéwnoczesnie liczne prace
wskazuja, ze liczba i1 funkcja EPC s3 zaburzone w nadci$nieniu, cukrzycy i reumatoidalnym
zapaleniu stawow [48]. A zatem dysfunkcja EPC, polegajaca na utracie zdolnosci do migracji
1 r6znicowania si¢, wplywa bezposrednio na proces naprawy uszkodzen §rdédbtonka. Sprzyja

to, tym samym, wapnieniu tkanki w miejscach uszkodzenia.

Uszkodzenie srédblonka
Aorta

' l e ——— K OMOTKI Sradblonka
A AR Ay [——Komorki srodmigzszowe
PPN DI PO IO OGN
a"‘."‘.‘”"u‘ ' ‘.."‘\J':tf .."-.'1‘.% ,c"";“v'\v.r“-" :?‘v' 7 {":‘Jﬁw‘ X

——Kolagen

e e @ ® e e e ——Komorki srodmigzszowe
L o e S e M —— Glikozaminoglikany

—HKomorki srédmigzszowe
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Komdrki srodblonka

Lewa komora

Rys. 1.4. Przekroj przez platek zastawki aortalnej. Uszkodzenie warstwy srodbtonka aktywuje

komorki srodmigzszowe zdolne do roznicowania sie¢ w komorki osteoblasto-podobne.

W procesie angiogenezy tworzone sg drogi transportu dla komoérek prozapalnych. W
miejscu uszkodzenia S$rodbtonka stwierdzono obecno$¢ cytokin prozapalnych, w tym
martwiczego czynnika-a (TNF-a, ang. tumor necrosis factor-a), interleukiny 1-f (IL-1p),
aktywatora receptora jadrowego czynnika «-B (NFkB, ang. nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells). Obecne sa takze makrofagi, ktoére uwalniajag metaloproteazy
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matrycowe 1 endoproteazy cysteinowe, majace zdolno$¢ trawienia martwych komorek

srodblonka. ROwnoczes$nie enzymy te moga degradowaé kolagen i elastyne. Produkty

degradacji elastyny same petnig rolg centréw krystalizacji. Opisane powyzej efekty, zarowno

transformacja komorek §rédmigzszowych do komorek osteoblasto-podobnych, jak i dysfunkcja

komorek progenitorowych promujg proces kalcyfikacji.

Szlak biatka BMP Szlak Wnt

Komorka
srodmigzszowa

Smad4 B-katenina
1 ¢
| Fosfataza zasadowa
Runx2 |
} s o
Osteokalcyna S
Osteopontyna Matryca zewnatrzkomaorkowa
\ J
Y
Komérka osteobfasto-podobna Komorka zwapniata

Komarka . P/Ca?+
srodmiazszows — - \ A

Rys. 1.5. Szlak sygnatowy biatka BMP i Wnt w zastawkowych komorkach srodmigzszowych.

Oba szlaki sygnatowe promujg przemiane komorki srodmigzszowej do komorki osteoblasto-

podobnej, zdolnej do mineralizacji w obecnosci jonow Ca i P. Szczegotowy opis szlakow w

tekscie.
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1.3. Mineralizacja struktur kolagenowych

Biatko kolagenowe stanowi jedna trzecig ludzkiego proteomu i jest gtownym biatkiem
tkanki tacznej, nadajacym wytrzymato$¢ mechaniczng i elastycznos$¢ takim strukturom, jak
$ciegna, wiezadta, kosci 1 inne. Praktycznie wszystkie tkanki, oparte strukturalnie na kolagenie
sa zorganizowane w hierarchiczne struktury, gdzie najnizszy poziom zajmuja czasteczki

potrojnej helisy kolagenu (Rys. 1.6).

Tkanki (kosci, sciegna)
wymiar ~ cm

Wiokno kolagenowe
dlugosé ~ mm
srednica ~ 10 ym

Widkienka kolagenowe s
diugosé ~ um :
srednica ~ 100 nm

g

Czasteczka kolagenu
dtugos¢ ~ 300 nm
$rednica ~ 1.6 nm

Aminokwasy
wigzanie B
kowalencyjne ~ A

Rys. 1.6. Struktura hierarchiczna kolagenu.

Kolagen charakteryzuja dwie nietypowe cechy, odrdzniajagce go od innych biatek. Po
pierwsze zawiera nietypowy sktad aminokwasowy, z duzg iloscig proliny i glicyny oraz dwa
aminokwasy, niepochodzace bezposrednio z translacji w rybosomach (hydroksylizyng i
hydroksyproling). Druga rzadka cechag jest regularno$¢ rozmieszczenia aminokwasow w
kazdym tancuchu (Gly-X-Y, Gly — glicyna, X 1 Y -inne aminokwasy). Dzi¢ki tej regularnosci
tancuchy majg tendencj¢ do przyjmowania $cisle okreslonej konformacji. Kazda czasteczka
kolagenu sktada si¢ z trzech tancuchow peptydowych, ktore tworza srubowo skrecong ni¢ o

dhugosci 300 nm. Czasteczki kolagenu agreguja ze sobg tworzac widkienko kolagenowe.
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Srednica witokienek w wiezadtach i $ciegnach waha si¢ pomigdzy 100 — 500 nm. Gestosé
odwodnionego kolagenu wynosi 1.34 g/cm?®[49].

Znaczenie matrycy kolagenowej w formowaniu si¢ struktury mineralnej nie zostato jeszcze
dobrze poznane. Przypuszcza si¢, ze kolagen kieruje mineralizacjg poprzez nadawanie kierunku
do wzrostu krysztaléw i ograniczanie ich rozmiaréw [50].

Zjawisko mineralizacji struktur kolagenowych rozpoznano w wielu tkankach migkkich. Do
najczesciej wapniejacych struktur zaliczane sg ptatki zastawek aortalnych, Sciany tetnic oraz

sciegna (zwykle Achillesa). Przyktady tkanek, w ktorych zidentyfikowano kalcyfikacje, wraz

ze strukturg chemiczng depozytow zebrano w tabeli 1.1

Miejsce wystepowania kalcyfikacji

Struktura chemiczna depozytow

Zastawkil>1-] CHAP, DCPD
Wiegzadta kregostupal®+>3! CPPD, TCP, HAP, DCPD
Naczynia krwiono$nel>®! HAP, CHAP

Sciegna (np. Achillesa)l®>’8!

CPPD, TCP, OCP, HAP

Piersi/ Nowotwory piersi’]

Dwuwodny szczawian wapnia, HAP

Nerkil¢%! Szczawian wapnia, kwas moczowy, struwit
(fosforan magnezowo-amonowy), DCPD,
HAP
Stawyl61-64] CPPD, OCP, CHAP, TCP
Watrobal®%-67] Polimorficzny weglan wapnia, weglan

wapnia CaCOs3;, CHAP, palmitynian wapnia

Prostata/Nowotwor prostaty!®8-7!] CHAP, DCPD, czterowodny cytrynian
wapnia, TCP
Rogowkal’?! HAP
Skéra, Migéniel”?! CHAP

Tab. 1.1. Najczesciej wystepujgcy sktad chemiczny depozytow w roznych tkankach miekkich.
HAP- hydrokyapatyt, CHAP- weglano-hydrokyapatyt, CPPD- dwuwodny pirofosforan

wapnia, TCP- fosforan trojwapniowy, OCP- fosforan osmiowapniowy, DCPD- bruszyt (2-

hydrat wodorofosforanu wapnia).
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Hydrokysyapatyt, odktadajacy si¢ w strukturach kolagenowych, najczesciej odbiega od
stechiometrii. Do takich mineraldéw nalezag hydroksyapatyty z niedoborem wapnia
(niestechiometryczne), w ktorych stwierdza si¢ obecno$¢ jonéw HPO4>. Zaliczamy do nich
apatytowe fosforany wapnia o stosunku molowym Ca/P w zakresie 1.5 - 1.67.
Hydrokyapatytowi stechiometrycznemu odpowiada stosunek molowy Ca/P rowny 1.67 [8].
Gestos¢ hydrokyapatytu wynosi 3.156 g/cm® [8]. W $rodowisku zywego organizmu
hydrokyapatyt ulega bardzo stabemu rozpuszczaniu. Hydroksyapatyt jest praktycznie
nierozpuszczalny w zasadach, za to dobrze rozpuszcza si¢ w kwasach. Rozpuszczalno$¢
hydroksyapatytow niestechiometrycznych o stosunku Ca/P <1.67 jest wyzsza niz

hydrokyapatytu stechiometrycznego.

1.4. Stenoza zastawki aortalnej i kanatu kregowego

W sercu czltowieka wyrdzniamy cztery zastawki. Dwie z nich umiejscowione sg
pomiedzy przedsionkami i komorami (zastawka trojdzielna i dwudzielna), a pozostate dwie w
ujsciach tetnic z komor serca (zastawka aortalna i zastawka pnia plucnego). Zastawka aortalna
(AV, ang. aortic valve) zlokalizowana jest w ujsciu aorty z lewej komory serca. UjScie zastawki
aortalnej zamykaja trzy platki potksiezycowate (Rys. 1.7). Kazdy ptatek zbudowany jest z
wloknistego zrebu tkanki facznej pokrytej od strony komory wsierdziem, a od strony naczynia
warstwg komorek $rodblonka i lezacej pod nimi luznej tkanki tacznej. Wypuktos¢ platka
zwrocona jest ku komorze, a wklestos¢ ku tetnicy. Wypukly brzeg obwodowy ptatka
przyczepiony jest do pierscienia wioknistego, obejmujacego ujscie tetnicze. W chwili
rozkurczu komor ptatki uwypuklaja si¢ ku komorom 1 wolne brzegi ptatkow stykaja si¢ ze sobg
szczelnie zamykajac ujscie tetnicze [73]. Stenoza zastawki aortalnej polega na zmniejszeniu
powierzchni lewego ujécia tetniczego o okoto 2.5 cm?, wskutek czego utrudniony jest wyptyw
krwi z lewej komory serca do aorty (Rys. 1.8). Zwezenie o ponad 1/3 powierzchni zastawki
wywotuje nastepstwa hemodynamiczne, prowadzac do przecigzenia cisnieniowego i
kompensacyjnego koncentrycznego przerostu mig¢snia lewej komory serca. Zwiekszona masa
migénia przy niezmienionym krazeniu wiehcowym prowadzi do wigkszego zapotrzebowania
na tlen, przy czym zmniejszenie przeptywu przez naczynia wiencowe prowadzi do bolow
dtawicowych, dysfunkcji rozkurczowej i skurczowej oraz zastoju w krazeniu ptucnym. Wsréd

glownych przyczyn wystapienia stenozy aortalnej podaje si¢ zmiany degeneracyjne, zwigzane
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z wiekiem, zmiany reumatyczne oraz wrodzone (zastawki dwuptatkowe aorty ulegaja szybciej

zwyrodnieniu niz trdjplatkowe).

Prawy platek
polksiezycowaty

Lewy platek 'Tylr]y.p}atek
pétksiezycowaty potksigzycowaty

Rys. 1.7. Fotografia zastawki aortalnej z dobrze widocznymi trzema ptatkami

potksiezycowatymi.

Coraz czesciej, jako przyczyne stenozy u osOb starszych sugeruje si¢ wapnienie
zastawki, na skutek zaburzen gospodarki wapniowej, miazdzycy, niewydolnos$ci nerek,
nadci$nienia i cukrzycy [74]. Badania ostatnich lat zaliczajg wapnienie zastawek do aktywnego
biologicznie procesu, dajgcego histologiczne dowody na wspotudziat stanu zapalnego 1
przebudowy matrycy zewnatrzkomorkowej, prowadzacych do formowania mineralow [75].

Zwezenie kanatu kregowego jest to stan, w ktorym dochodzi do dysproporcji pomigdzy
objetoscig kanatu a objetoscia rdzenia kregowego, prowadzac do ucisku korzeni rdzeniowych
(Rys. 1.9). Zwezenie moze by¢ spowodowane zarowno przez tkanke kostng jak i przez tkanki
micgkkie, czyli wigzadla 1 opong [76]. Miejsce ucisku moze by¢ zlokalizowane centralnie
wewnatrz kanatlu, w obrebie zachytka bocznego lub otworu migdzykregowego [77]. Schorzenie
to wynika najczesciej z rozwoju zmian zwyrodnieniowych kregostupa 1 wystepuje zazwyczaj
u 0sob po 40 roku zycia. Do zmian zwyrodnieniowych, prowadzacych do zwezenia kanatu,
zalicza si¢ migdzy innymi zwyrodnienia kragzkéw migdzykregowych, kregozmyk, osteofity na
krawedziach trzondw, przerost wigzadla zoéttego i podluznego tylnego. Ucisk na worek
oponowy, korzenie nerwowe i lokalne naczynia krwiono$ne wywotuje bol 1 zaburzenia czucia
w konczynach dolnych. Gléwnym parametrem diagnostycznym stenozy kanatu kregowego jest
warto$¢ $rednicy kanatu, okreslana zwykle z uzyciem tomografii komputerowej lub metoda

obrazowania rezonansu magnetycznego. Przyjmuje si¢, ze normalna $rednica na poziomie
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kregow L1/S1 wynosi >12.5 mm, podczas gdy $rednica o wartosci <12 mm jest uwazana za

stenotyczng [78].

Normalna Stenotyczna
zastawka aortalna zastawka aortalna

Rys. 1.8. Zdrowa i zdegenerowana zastawka aortalna na skutek stenozy aortalnej.

Wskutek zwezenia kanalu kregowego dochodzi do zagiecia wigzadet zottych, ktore
ulegaja przerostowi 1 kalcyfikacji [79]. Wielu autorow wskazuje, ze mineralizacja wigzadta
z0ttego jest skorelowana ze stenoza kanatu kregowego. Sugeruje si¢, ze mineralizacja wigzadta
moze by¢ przyczyna stenozy kanatu lub odwrotnie- jest wynikiem zmian zwyrodnieniowych
[55, 80]. Wyniki badan histologicznych wskazuja, ze zmiany degeneracyjne wigzadet zottych
objawiajg si¢ spadkiem ilosci elastyny oraz wzrostem zawarto$ci kolagenu. Proces ten
tlumaczony jest mikro-uszkodzeniami i napr¢zeniem mechanicznym w wig¢zadtach zottych,
skutkujacymi dalszymi uszkodzeniami, a w efekcie fragmentacja elastyny i proliferacja
kolagenu [55]. Najbardziej aktywny proces mineralizacji zaobserwowano w sasiedztwie
powierzchni stawowych stawow migdzykregowych 1 miejscu polaczenia torebki stawowej z

wiezadtem (Rys. 1.9 i Rys. 1.10) [81].
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Rys. 1.9. Anatomia kregu wraz z obrazem prawidtowego i zwezonego kanatu kregowego.

Rdzen kregowy
Sl Wyrostek poprzeczny
Wyrostek stawowy

garny

Wyrostek kolczysty

Wigzadta zotte (LF, ang. ligamenta flava) to struktury zlokalizowane pomi¢dzy tukami
sasiednich kregow. Zamykaja one kanal kregowy od tytu (Rys. 1.10). Zbudowane sg z tkanki
tacznej sprezystej i maja zabarwienie zottawe. Dzigki swej sprezysto$ci maja duze znaczenie
dla statyki 1 mechaniki kregostupa stabilizujac kregostup w ptaszczyznie strzatkowej i
zapobiegajgc nadmiernemu zgieciu ku przodowi [2]. Wiezadlo zolte posiada wyjatkowe
wlasciwosci mechaniczne odrézniajace je od pozostalych wigzadel. Wiezadta podtuzne
przednie i tylne maja podobna strukturg, sktadaja si¢ gldéwnie z rownolegle utozonych widkien
kolagenowych biegnacych wzdhuz osi kregostupa i przeplatajacych si¢ z zewnetrzng warstwa
pierscienia witoknistego. Sucha masa wigzadta podtuznego tylnego kregostupa szyjnego
zawiera 67% wlokien kolagenowych 1 6% widkien elastyny. Natomiast w przypadku wigzadta
z0ttego stosunek elastyny do kolagenu wynosi 2:1. Wigksza zawarto$¢ widkien elastyny (mnie;j
sztywne od kolagenu) sprawia, ze sg one bardziej zdolne do wydtuzania niz wigzadta podtuzne
przy tym samym obcigzeniu [82].

Wedtug przyjetych norm w tomografii komputerowej grubos¢ wiezadta zottego wynosi
4 - 5 mm [79]. Grubo$¢ wiezadta, ktore ulegto urazowi, wzrasta do 8 mm. Miejsce urazu w
procesie regeneracji ulega wtdknieniu, co skutkuje znacznym pogrubieniem wi¢zadla i utratg
elastycznosci. Przerost wigezadla staje si¢ przyczyng ucisku korzeni nerwow, co czgsto wymaga

szerokiego wyciecia wigzadta lub foraminotomii (poszerzenie otworu miedzykregowego) [83].
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Rys. 1.10. Uktad wiezadtowy stabilizujgcy kregostup

1.5. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byla fizykochemiczna i morfologiczna analiza depozytéw
mineralnych w tkankach migkkich. Przedmiotem badan byly mineralizacje w stenotycznych
zastawkach aortalnych oraz w wigzadtach zéitych kregostupa, ktorym towarzyszyta stenoza
kanalu kregowego. Podjeto probe ustalenia czy kalcyfikacja jest bezposrednim nastepstwem
zjawiska stenozy 1 czy obie patologie powinny by¢ kojarzone ze sobg. Materialem
poréwnawczym w przeprowadzonej analizie byly kosci i zeby, nalezace do struktur
fizjologicznie zmineralizowanych.

W celu redukcji btedéw w obliczeniach parametréw morfologicznych napisano program
komputerowy, ktory pozwolil na wykonanie korekcji artefaktu partial volume effect w
pomiarach mikrotomograficznych, zwanego w pracy efektem czesciowego wypekienia voxela.
Majac na uwadze fakt, Ze badane materialy sg niejednorodne, wymieniony artefakt prowadzi
do efektu rozmycia, zwlaszcza na brzegach struktury, prowadzac tym samym do niescistosci w
warto$ciach parametrow morfologicznych (np. objetosci struktury).

Narzgdziem do okre$lenia czasu wzrostu mineralizacji w tkankach byt modelowy opis

zjawiska, oparty na réwnaniu dyfuzji jonow.
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2. Materiaty i Metody

2.1. Preparatyka probek

Kosci beleczkowe, jako przyktad struktury podlegajacej mineralizacji fizjologicznej,
stanowity materiat kontrolny w analizie mineralizacji zastawek aortalnych 1 wig¢zadet
kregostupa. Umozliwito to wskazanie cech wspdlnych i rdéznic w aspekcie fizykochemicznym
pomiedzy fizjologiczng i patologiczng mineralizacjg. Przedmiotem badan byta struktura
beleczkowa ludzkich kregéow ledZzwiowych, pozyskanych dzigki wspotpracy z Zaktadem
Biofizyki Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Ko$¢ beleczkowa jest strukturg
zbudowang z beleczek kostnych sktadajgcych sie gldéwnie z wiokien kolagenowych i
hydroksyapatytu. Przeanalizowano 6 probek kosci beleczkowych wypreparowanych z kregow
ledzwiowych, pobranych sekcyjnie od osob w wieku (24 — 81) lat. Okreslono zalezno$¢
pomiedzy wiekiem a strukturg fizykochemiczng. Wyekstrahowane kregi przechowywano w
propanolu (C3HgO). Po osuszeniu krggow pod wyciagiem laboratoryjnym, wycigto przy
pomocy precyzyjnej pily automatycznej (Isomet 1000, Buehler, USA) fragmenty kosci
gabczastej o wielkosci 0.5 x 0.5 x 0.2 cm®. Ze wzgledu na niekorzystny wptyw szpiku kostnego
w probkach kosci beleczkowych zaréwno, na jakos$¢ histograméw w mikrotomografii (znaczny
udziat maksimum pochodzacego od szpiku w stosunku do maksimum pochodzacego od
struktury nieorganicznej) jak 1 na jako$¢ widm w podczerwieni (znaczny udzial pasm
lipidowych), wykonano separacj¢ szpiku od struktury kostnej. W celu wyekstrahowania szpiku
z probek kosci beleczkowych poddano je 10-krotnemu ptukaniu w 70% chloroformie i suszono
pod wyciagiem przez 3 dni. Nastepnie wykonano skany mikrotomograficzne probek kosci.
Obliczono parametr BV/TV (bone volume / total volume), ktory wyraza procentowy udziat
struktury kostnej w probce kosci beleczkowej. Obliczenia przeprowadzono zgodnie z procedurg
opisang w pracy [84]. Probki kos$ci utarto na proszek w mtynie planarnym i poddano analizie z
uzyciem spektroskopii fluorescencji rentgenowskiej (XRF) i spektroskopii w podczerwieni z
transformatg Fouriera (FTIR).

Dodatkowym materialem poréwnawczym byto 5 zebow, pozyskanych od pacjentow w

wieku (60 + 5) lat w przebiegu rutynowej ekstrakcji. Niezwlocznie po ekstrakcji zgby byty
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plukane w soli fizjologicznej 1 przechowywane w formaldehydzie. W celu wyznaczenia
gestosci struktur zeba wykonano skany mikrotomograficzne, a nast¢pnie przy pomocy pily
automatycznej wycieto fragmenty szkliwa i zebiny o wielkosci 0.2 x 0.1 x 0.05 cm? i utarto na
proszek w mtynie planarnym, po czym wykonano analiz¢ FTIR wedlug takiej samej procedury
jak dla kosci.

Materiatem badawczym byly depozyty mineralne zidentyfikowane w ptatkach zastawek
aortalnych oraz wiezadltach zoitych kregostupa, ktére stanowia przyktad patologicznie
zmineralizowanych tkanek. Analizie poddano 30 zastawek aortalnych, pobranych od pacjentow
w wieku 65 + 11 lat (10 kobiet, 20 mezczyzn) w trakcie zabiegu chirurgicznego wykonanego z
powodu stenozy aortalnej. Grupg kontrolng stanowilo 5 zastawek aortalnych pobranych
sekcyjnie. Niezwlocznie po pobraniu, zastawki byly ptukane w soli fizjologicznej,
wyekstrahowano z nich ptatki, a nastgpnie przechowywano w formaldehydzie. Platki zostaty
poddane analizie mikrotomograficznej, a nastepnie suszone pod wyciagiem przez 3 dni. Po
wysuszeniu ptatkow wyekstrahowano z nich, za pomoca ostrza chirurgicznego, duze depozyty
mineralne o objetosci powyzej 0.1 cm®. Depozyty utarto w mozdzierzu na proszek w celu
analizy chemicznej z uzyciem technik XRF 1 FTIR.

Probki 24 wigzadet zottych chirurgicznie wyekstrahowano z kregostupa ledzwiowego
na poziomie kregéw L1 - L5. Grupg badawczg stanowito 15 probek wigzadet pozyskanych od
pacjentéw, w wieku (55 — 81) lat, zakwalifikowanych do operacji z powodu stenozy kanatu
kregowego. Grupa kontrolna zawierata 9 probek wiezadel, pobranych od pacjentow w wieku
(20 — 53) lat, ktorzy ulegli mechanicznemu urazowi krggostupa. Niezwlocznie po usunigciu
chirurgicznym, wigzadta byly ptukane w soli fizjologicznej 1 przechowywane w
formaldehydzie do czasu pomiar6w mikrotomograficznych. Po wykonaniu pomiaréw
mikrotomograficznych, wyekstrahowano pod mikroskopem najwieksze depozyty mineralne (o
objetosci powyzej 0.13 mm?), a nastgpnie suszono pod wyciagiem przez 3 dni i ucierano w
mozdzierzu. Sproszkowane probki depozytow mineralnych analizowano z uZyciem
dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD), XRF i FTIR. Preparatyka probek AV i LF zostala

przeprowadzona zgodnie ze standardami, opisanymi w pracach [85-86].
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2.2. Techniki pomiarowe

2.2.1. Mikrotomografia komputerowa

Mikrotomografia komputerowa (u-CT) nalezy do nieinwazyjnych metod
trojwymiarowego obrazowania struktury obiektéw. Metoda ta pozwala na obrazowanie
obiektow z rozdzielczoscig nawet ponizej 1 um.

W przedstawionej pracy mikrotomografia pozwolita na szczegbétowe zobrazowanie
struktury beleczkowej kregéw ledzwiowych, zgbow oraz mineralnych depozytow,
zidentyfikowanych w ptlatkach zastawek aortalnych i1 w wigzadtach zo6ttych kregostupa.
Badania zostaty wykonane z uzyciem mikrotomografu SkyScan 1172 (SkyScan, Belgia), ktory
pozwala na okreslenie struktury obiektow o maksymalnej $rednicy 6 cm i wysokosci 9 cm, przy
czym w pojedynczym pomiarze mozna dokona¢ rejestracji projekcji probki o maksymalnej
szerokos$ci 3 cm 1 wysokosci 2 cm. W przypadku wiekszych probek oprogramowanie tomografu
sktada wyniki pojedynczych skanéw 3 x 2 cm?. Mikrotomograf jest wyposazony w lampe
rentgenowska o mocy 8 W i napigciu maksymalnym 80 kV. Kolejne projekcje obrazu
rejestrowane sg przy pomocy ciatostalowego detektora dysponujacego matryca 4024 x 2680
pikseli. Krok obrotu probki wynosi od 0.25° do 0.70° w zaleznos$ci od wymagane]
rozdzielczosci. Wielko$¢ piksela na obrazie mozna ustali¢ w granicach (0.2 — 27) um. Wybor
wielkos$ci piksela realizowany jest poprzez wzajemne ustawienie zrddta, detektora i probki.
Najwyzsza zdolno$¢ rozdzielcza (najmniejsza wielko$¢ piksela) uzyskuje sie poprzez
maksymalne zblizenie zrodla promieniowania do probki, przy jednoczesnym maksymalnym
odsunieciu detektora. Przyktadowe czasy pojedynczego pomiaru prébki kosci, o szerokosci i

wysokosci odpowiednio 3 cm x 2 cm, i czasy rekonstrukcji przedstawia tabela 2.1.

Wielkos¢ piksela | Wielkos¢ danych | Czas pomiaru Czas rekonstrukeji
27 um 0.4 GB 18 min 15 min
13 um 2.5GB 54 min 1 godzina
0.5 pm 16.7 GB 10 godzin > 7 godzin

Tab. 2.1. Czas pomiaru i rekonstrukcji u-CT dla roznych zdolnosci rozdzielczych.
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Mikrotomograf SkyScan 1172 obslugiwany jest przez komputer DELL Precision
T5400, pracujacy pod systemem operacyjnym Windows 7. Komputer posiada dwa procesory
Intel XEON 5460 (3.16 GHz, 1333 MHz FSB, 4 MB Quad Core), pomi¢¢ operacyjna 4 GB
(DDR2 667 MHz) oraz dysk twardy o pojemnosci 1.3 TB. Oprogramowanie umozliwia
rekonstrukcj¢ obrazu na podstawie zmierzonych projekcji, jego trojwymiarowa wizualizacje a
takze obliczanie parametrow struktury.

Pomiary depozytéw mineralnych zostaty przeprowadzone z rozdzielczo$cig 13.5 pm i
przy napieciu lampy 40 kV. Parametry te zostaty dobrane eksperymentalnie, aby uzyska¢ jak
najlepsza jakos¢ obrazu. Dla kilku regionéow kazdej probki pomiary zostaly powtérzone z
rozdzielczo$cig 2 pm w celu zobrazowania szczego6tow struktury. Pomiary kos$ci beleczkowych
przeprowadzono z rozdzielczo$cig 13.5 um i przy napigciu 80 kV. Ze wzgledu na niewielkg
objetos¢ probek wiezadel zottych i1 platkow zastawek aortalnych opracowano metode majaca
za zadanie zapobieganie wysychaniu probek w trakcie pomiarow mikrotomograficznych. W
tym celu probki byly powlekane olejem o sprawdzonej czystosci (L-HV Specol, Polska), a
nastgpnie umieszczane pomi¢dzy dwoma foliami o regularnych ksztattach. Dla kazdej
rekonstrukcji obrazu wybierano obszar przeznaczony do analizy (ROI, ang. Region of interest)

zawierajacy probke z pominigciem folii.

2.2.1.1. Rekonstrukcja obrazéw mikrotomograficznych

Rekonstrukcja obrazu jest procedurg majacg na celu wyznaczenie trojwymiarowego
rozktadu liniowego wspotczynnika ostabienia promieniowania rentgenowskiego, na podstawie
projekcji, wykonanych pod réznymi katami. Algorytmy rekonstrukcyjne stosowane w
mikrotomografii i tomografii medycznej r6znig si¢ od siebie, co wynika z odmiennego sposobu
pomiaru [87-88]. W u-CT uktad lampa rentgenowska - detektory pozostajg nieruchome,
natomiast probka wykonuje obroty w osi z (Rys. 2.1). W tomografach medycznych uktad lampa
rentgenowska - detektory wykonuje obrot wokot pacjenta, a dodatkowo pacjent przesuwany
jest ruchem jednostajnym w kierunku osi rownoleglej do osi ciata. Pomiary poszczegdlnych
projekcji sa, zatem, potozone na spirali otaczajacej badany fragment ciata pacjenta [89]. Dzigki
zastosowaniu tomografii spiralnej czas badania tomograficznego ulega skroceniu. Dodatkowo

w tomografii medycznej istotnym parametrem jest dawka promieniowania, pochtonigta przez
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cialo pacjenta. Wykorzystuje si¢, zatem, algorytmy prowadzace do minimalizacji dawki

podczas badania tomograficznego.

\JOT

Probka

Lampa rentgenowska

e >
A\

Stolik obrotowy

Rys. 2.1. Schemat uktadu pomiarowego w u-CT z zastosowaniem wiqzki stozkowej.

Probka wykonuje obroty w osi z.

Najczgsciej stosowang metoda rekonstrukcji w tomografii komputerowej jest algorytm
filtrowanej wstecznej projekcji [89]. Metoda sprowadza si¢ najpierw do filtrowania projekc;ji
dla danego kata pomiaru, a nastepnie wykonania wstecznego rzutowania zmienionych projekc;ji
[89]. Procedura filtrowania polega na obliczeniu odwrotnej transformaty Fouriera projekcji w
ograniczonym zakresie czesto$ci (zalozenie o skonczonej liczbie sktadowych transformaty
Fouriera). Nastepnie projekcje, zmierzone przy réznych katach, sg kolejno dodawane, dzieki
czemu otrzymujemy obraz sumacyjny, ktory w kolejnym kroku zostaje znormalizowany. Obraz
sumacyjny rozni si¢ od przedmiotu, poniewaz punktowy przedmiot jest odtwarzany jak funkcja
1/r, gdzie r to odlegto$¢ od punktu. W zwigzku z tym, w rekonstrukcji 2D, liczba projekcji
przypadajaca na jednostke obwodu kota, otaczajacego analizowany punkt, spada wraz z
odlegtoscig od punktu. Metody rekonstrukcji oparte na wstecznej projekcji zmierzaja, zatem,
do eliminacji wptywu funkcji //r na wynik rekonstrukcji.

W mikrotomografii komputerowej najczes$ciej wykorzystywana jest stozkowa wigzka
promieniowania X, ktéra omiata caly skanowany obiekt. Taki rodzaj wigzki promieniowania

wymaga rozszerzonego podejscia do zagadnienia rekonstrukcji z wykorzystaniem wsteczne;j
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projekcji. W przypadku wigzki wachlarzowej zaktada si¢, ze zrodto, detektor i dany przekrdj
obiektu sa polozone w tej samej plaszczyznie, a zatem informacje z punktéw polozonych na
wybranej ptaszczyznie rejestrowane sg przez pojedynczy rzad detektorow. Takie podejScie jest
niedoktadne w przypadku wiazki stozkowej, bowiem przy zwigkszaniu kata stozkowego
informacje z danego przekroju obiektu moga by¢ rejestrowane przez wiecej niz jeden rzad
detektorow. Jak w wiekszosci tomografow w celu uwzglednienia geometrii stozkowe;j
wykorzystano algorytm Feldkampa, Davisa i Kresa [90-91]. Promienie padajace na
dwuwymiarowy detektor tworza stozek o podstawie znajdujacej si¢ w ptaszczyznie detektora i
wierzchotku zlokalizowanym na zrdédle promieniowania (Rys 2.1). Stozkowa wigzke
promieniowania mozna potraktowac, jako zlozenie wielu wigzek w ksztalcie wachlarza,
lezagcych na ptaszczyznach nachylonych pod réznymi katami w stosunku do plaszczyzny
centralnej, prostopadtej do detektora [89, 92].

Korzystajac z zalozenia, ze wigzka stozkowa jest zbiorem wigzek wachlarzowych,
mozliwe stalo si¢ zarejestrowanie informacji z przekrojow w plaszczyznach, na ktérych
polozone byly skladowe wigzki wachlarzowe. Przy zalozeniu réwnoleglosci wigzek
wachlarzowych, centralny wiersz detektoréw rejestruje informacje z punktéw potozonych na
plaszczyznie centralnej, natomiast dla kazdej nastgpnej plaszczyzny, nachylonej do
ptaszczyzny centralnej pod pewnym katem, uwzglednia si¢ dluzsza drogg promieni biegnacych
w nachylonych ptaszczyznach. Dane uzyskane z punktéw, oddalonych od ptaszczyzny
centralnej, beda zawieraly coraz wigcej artefaktow wraz z rosngcym katem rozwarcia stozka.
Calkowity wspolczynnik ostabienia w danym voxelu jest okreslony, jako suma warto$ci
wspoOtczynnikoéw z okreslong waga, obliczonych dla punktéw lezacych na sktadowych
ptaszczyznach promieniowania. Zmierzona projekcja podlega, w pierwszej kolejnosci,
filtrowaniu. Wartosci przefiltrowanych projekcji zostaja nastgpnie odniesione do uktadu
wspotrzednych, opisujacych plaszczyzny rownolegle do ptaszczyzny centralnej, za pomoca
zalezno$ci geometrycznych wystepujacych pomiedzy katami mierzonymi na plaszczyznie
centralnej a katami opisujagcymi plaszczyzny do niej nachylone. Ostatecznie warto$ci
przefiltrowanych projekcji sg poddawane projekcji wstecznej [92].

Przyktadowy wynik rekonstrukcji obrazu, zmierzonego z wykorzystaniem wigzki

stozkowej, przedstawiono na Rys. 2.2.
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Rys. 2.2. Przyktadowa rekonstrukcja obrazu trzech wybranych przekrojow zeba trzonowego,
zaznaczonych na rysunku A. Pomiar wykonany z rozdzielczoscig 13.5 um,

przy maksymalnym napieciu 80 kV, z filtrem Al-Cu.

2.2.1.2. Analiza obrazéw mikrotomograficznych

Kolejnym krokiem po rekonstrukcji obrazu bylo przeprowadzenie procedury
segmentacji obrazu w skali odcieni szaro$ci. Najprostszym sposobem segmentacji obrazu jest
binaryzacja, ktorg wykonano w trzech wymiarach. W przypadku zmineralizowanych tkanek
binaryzacja polega na wydzieleniu w probce voxeli reprezentujacych tkanke oraz voxeli
odpowiadajacych strukturze mineralnej. W tym przypadku rozdzielenie obu struktur nie
stanowi problemu ze wzgledu na réznice wartosci na skali szaro$ci, co mozna zaobserwowaé
na histogramie (Rys. 2.3). Najtatwiejszym sposobem binaryzacji jest progowanie z uzyciem
histogramu rozktadu stopni szarosci. Procedura ta polega na wyznaczeniu zakresu warto$ci
zaczernienia cechujacych analizowane struktury. Po okresleniu zakresu warto$ci zaczernienia

stopien szaro$ci kazdego voxela jest porownywany z tym zakresem, a nast¢pnie kazdemu
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voxelowi przypisana zostaje binarna warto$¢ zaczernienia (0 lub 1). Voxelom odpowiadajagcym
matrycy organicznej przypisano warto$¢ 0 (kolor czarny), a odpowiadajagcym fazie mineralne;
warto$¢ 1 (kolor biaty).

Na podstawie obrazu wygenerowano histogram rozktadu stopni szaros$ci w skali 0-255
(Rys. 2.3). Na histogramie obserwowano dwa dobrze rozdzielone maksima, pierwsze
odnoszace si¢ do matrycy organicznej, a drugie zwigzane z faza nieorganiczng (ziarnami
mineralnymi). Wybdr warto$ci progowania oparty jest o ksztalt histogramu. Procedura
progowania polegata na dopasowaniu do histogramu dwoéch funkcji Gaussa. Zakres dla matrycy
organicznej zostat okreslony, jako (u-o; p+o), gdzie p- $rednia warto$¢, c-odchylenie
standardowe. Ze wzgledu na niemal identyczne wartosci p dla matrycy organicznej
zdecydowano o wyborze, jednakowego dla wszystkich probek, zakresu progowania, ktory
wynosil (73 — 105). Zakres dla fazy mineralnej zostat ustalony dla kazdej probki osobno z uwagi
na znaczaco rozne wartosci | i zostal obliczony, jako (ni-oi ; maksymalna warto$¢ skali szaro$ci
= 255), gdzie pi- $rednia warto$¢ dla probki i, ci- odchylenie standardowe dla probki i.
Dopasowanie funkcji Gaussa przeprowadzono przy uzyciu programu Origin 9.1.

Ziarno mineralne zdefiniowano jako zbior potaczonych voxeli, scharakteryzowanych
przez dobrze okreslong warto$¢ zaczernienia. Na podstawie histogramu rozktadu stopni
szarosci mozliwe bylo wybranie i zliczenie voxeli wchodzacych w sktad ziarna. Analogicznie
obliczenia przeprowadzono dla tkanki migkkiej. Obliczenia objetosci, a takze liczby ziaren
zostaly  przeprowadzone z uzyciem programu Image] z dodatkiem Bonel
(imagej.nih.gov/ij/index.html) wedlug procedury opisanej w pracy [93]. Liczb¢ ziaren
obliczono na podstawie zbinaryzowanych obrazow. Program zliczat jedynie te obiekty, ktore
byty ziarnami dzigki wyeliminowaniu szumow. Szumy zostaty wyeliminowane przez ustalanie
wysokiej wartosci progowania dla ziaren mineralnych. Ponadto zastosowano korekcje artefaktu
pojedynczych punktow, ktore moglyby zosta¢ zaklasyfikowane do ziaren, a w rzeczywistosci
byly szumami. W tym celu wykorzystano filtr medianowy. Rolg filtra medianowego jest
sortowanie zbioru warto$ci pikseli, wyznaczonych przez okno przetwarzania, a nast¢pnie
wybor wartosci srodkowej z ciggu pikseli. W kolejnym kroku warto$¢ analizowanego piksela
zostaje zastgpiona przez mediang. [94]. Rozmiar okna przetwarzania wynosit 3 x 3 piksele 1
zostal dobrany eksperymentalnie tak, aby otrzymaé obraz o jak najlepszej jakosci (brak
rozmycia). Program dokonuje obliczen liczby obiektow skanujac caly obraz lub obrysowany
obszar na obrazie do momentu natrafienia na kraw¢dz obiektu, nastepnie zarysowuje i wypetnia

go tak, aby obiekt nie zostat powtérnie policzony.
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Rys. 2.3. Histogram rozktadu stopni szarosci w probce. Prawa strona histogramu
przemnozona przez 2000. Zakres wartosci progowania dla matrycy organicznej

w skali odcieni szarosci wynosi (73 - 105), a dla ziaren mineralnych (193 — 255).

Objetos¢, obliczong w voxelach, wyrazono za pomocag jednostek uktadu SI w
nastepujacy sposob:
1 piksel = 13.5 pm x 13.5 um
1 voxel= (13.5)° um = 2460.4 pm?
2460.4 pm?> * Liczba voxeli = Objeto$é obiektu (V)

Nastepnie obliczono objeto$é ziaren przypadajaca na 100 mm? probki (V/V) oraz liczbe
ziaren w 100 mm? probki (N/V).

Obrazy tomograficzne w skali odcieni szarosci (0-255) reprezentuja liniowy
wspolczynnik ostabienia promieniowania X. Gesto$¢ materialu jest proporcjonalna do
liniowego wspotczynnika ostabienia, co z kolei jest proporcjonalne do wartosci stopnia
szarosci. Umozliwia to przekonwertowanie 256 odcieni szaro$ci na skale gestosci. Kalibracja
gestosci zostata przeprowadzona wedtug metody kalibracyjnej dla ko$ci, opisanej wczesniej
[95]. Fantom przedstawiony na Rys. 2.4 przedstawia gestosci zblizone do gestosci tkanki

migkkiej. Fantom w postaci walca z pleksi z czterema otworami o $rednicy 1 mm zostat

3
wypetiony wodnymi roztworami wodorofosforanu potasu (KoHPOj4) o stezeniach: 1.05 g/cm »
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1.11 g/cm?® oraz 1.15 g/em®. Czwarty otwoér zostat wypeliony woda destylowana, o dobrze
znanej gestosci (1.00 g/cm®). Rozpuszczalno$é KoHPO4 nie pozwala jednak na osiagniecie
wickszej wartosci gestosci. W zwigzku z tym dodatkowo przeprowadzono pomiary preta
aluminiowego o $rednicy 1 mm i znanej gestosci (2.7 g/cm?) zblizonej do gestosci szkliwa
zebowego. Aluminium w procedurze kalibracyjnej moglo zosta¢ wykorzystane z uwagi na

liniowg zalezno$¢ wspotczynnika ostabienia u od gesto$ci mierzonej probki.

Rys. 2.4. Rekonstrukcja obrazu mikrotomograficznego fantomu z zaznaczonymi gestosciami

poszczegdlnych roztworéw w g/cm’.

Rownanie kalibracyjne gestosci, ustalone dla obrazéw bmp miato postac:

8 [g/em’] = 0.0091* + 0.68, (2.6)

gdzie J -gesto$¢ obiektu, / —warto§¢ odcienia szaro$ci. Warto$¢ stopni szarosci dla kazdego
voxela zostata przeliczona na ggstos¢. Gestos¢ ziarna zostata ustalona na podstawie $rednie;j
gestosci wszystkich voxeli wchodzacych w sktad ziarna.

Przeprowadzono obliczenia procentowego udziatu hydroksyapatytu w ziarnie wedlug

nast¢pujacego rownania:
X *onpap + (]—X) oTr = 0, (2.7)

gdzie X- procentowa zawarto$¢ hydroksyapatytu w ziarnie, 8- catkowita ggsto$¢ ziarna, Suap -

gesto$é hydroksyapatytu (3.16 g/cm?), 1« - gestos¢ kolagenu (1.34 g/cm?).
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2.2.1.3. Korekcja efektu czesciowego wypelnienia voxela

Zaczernienie kazdego voxela jest proporcjonalne do s$redniej wartosci liniowego
wspotczynnika oslabienia danego fragmentu probki, ktory ten voxel reprezentuje. Jednakze
warto pamigta¢ o efekcie czgsciowego wypetnienia voxela (PVE, ang. partial volume effect).
Jezeli w obrgbie voxela znajduje si¢ tylko jednorodna substancja, wowczas obraz
tomograficzny reprezentuje wspdtczynnik ostabienia tej substancji. Jesli natomiast w obrebie
voxela jest obecny wiecej niz jeden material (np. na granicy tkanki i ziarna mineralnego), obraz
tomograficzny przedstawia usredniong warto$¢ liniowych wspotczynnikow ostabienia tych
substancji, co w efekcie wprowadza rozmycie obrazu na brzegach struktury [96-97]. Omawiany
efekt przedstawiono na Rys. 2.5. Czg¢Sciowe wypeklienie voxela moze mie¢ znaczenie
ilosciowe 1 jakosciowe. Konsekwencja PVE moze by¢ odmienna gestos¢ i rozmiar badanego
obiektu od wartosci faktycznych. W przypadku ziaren mineralnych, wystepujacych w tkankach

migkkich, PVE moze wprowadza¢ zafalszowanie w warto$ciach objgtosci 1 ggstosci.

A) B)

Rys. 2.5. Wplyw czesciowego wypetnienia voxela na obraz badanego obiektu. A) obiekt
rzeczywisty, B) rekonstrukcja obiektu, widoczne usrednienie wartosci zaczernienia dla pikseli

znajdujgcych sie na krawedzi obiektu. Cyfry 0-10 reprezentujq wartosci zaczernienia.

W celu oszacowania wptywu PVE na parametry strukturalne oraz umozliwienia
korekeji artefaktu skonstruowano program, ktérego celem jest przeprowadzenie binaryzacji
lokalnej. Binaryzacja lokalna oparta jest na analizie sqsiedztwa pikseli. Podstawa tej binaryzacji
jest ustalenie warto$ci progowania w oparciu o dopasowanie funkcji Gaussa do maksimum na
histogramie rozkladu stopni szarosci. Ustalenie warto$ci progowania zostato oparte o dwa

kryteria. W pierwszym kryterium zakres progowania wyznaczono jako warto$¢ $rednig i
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odchylenie standardowe (l1-o ; p+o). Jezeli warto$¢ zaczernienia analizowanego voxela spetnia
pierwsze kryterium, wowczas voxel jest przypisany do struktury badanego obiektu. Jesli voxel
nie spelnia pierwszego kryterium, zakres progowania zostaje poszerzony i wynosi (U-20 ;
put2o). Jezeli warto$¢ zaczernienia analizowanego voxela oraz voxeli z nim sgsiadujacych
znajduje si¢ w zakresie okreslonym przez drugie kryterium, wéwczas analizowany voxel
zostaje zaliczony do struktury obiektu. W przeciwnym wypadku voxel nie zostaje wliczony do
struktury. Szczegdtowy opis programu wraz z wynikami testowymi zostatl zamieszczony w
Dodatku. Korekcja PVE zostala przeprowadzona jedynie dla pomiarow wykonanych z
rozdzielczoscig 2 um. Przy rozdzielczosci 13.5 pum poszerzenie zakresu progowania ma

nieznaczny wpltyw na warto$ci parametréw, co zostato oszacowane w Dodatku.

2.2.2. Spektroskopia fluorescencji rentgenowskiej

Analiza fluorescencyjna promieniowania rentgenowskiego (XRF, X-ray Fluorescence)
pozwala na okreslenie sktadu pierwiastkowego substancji. Analiza XRF zaliczana jest do
metod nieniszczacych, tanich i stosunkowo szybkich, dlatego tez jest czgsto wykorzystywana
przy pomiarach duzej liczby probek.

Pomiar sktadu pierwiastkowego depozytéw mineralnych oraz kosci beleczkowej zostat
wykonany z uzyciem spektrometru Oxford 2000 (Oxford Instruments, UK) wyposazonego w
lampe rentgenowska ze srebrng anoda oraz potprzewodnikowy detektor krzemowy
domieszkowany litem o powierzchni 30 mm? i gruboéci krysztatu 3 mm. Zastosowano
maksymalng energi¢ 5 keV i nat¢zenie pradu lampy 1000 pA dla okreslenia zawarto$ci
pierwiastkow lekkich (Mg, P, S, Cl, K, Ca) oraz energi¢ 30 keV 1 nat¢zenie pradu 100 pA z
filtrem Ag dla pierwiastkow ciezkich (Z>20). Limity detekcji wynosity od kilkudziesi¢ciu ppm
(part per milion - 104%) dla pierwiastkow lekkich do kilku ppm dla pierwiastkow cigzkich.

W celu zmierzenia sktadu pierwiastkowego depozytdw mineralnych, probki zostaty
sproszkowane, zwazone 1 zmieszane z czystg parafing w formie krystalicznej w stosunku 1:10.
Sporzadzong mieszaning przeniesiono do pastylkarki o srednicy matrycy 10 mm 1 umieszczono
pod prasa o nacisku 2 ton i czasem nacisku ~1 minuty. Przygotowane pastylki zostaty
naniesione na ramke¢ z pleksi pokryta membrang polimerowa (Formvar) o grubosci kilku
mikrometrow, a nastgpnie umieszczone w podajniku spektrometru. St¢zenia pierwiastkow
zostaly obliczone przy pomocy programu Axil (IAEA Labolatories Seibersdorf, Austria) na

podstawie standardow: nr.1486 Bone Meal oraz nr.1577¢ Bovine Liver (National Institute of
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Standards and Technology, USA) z wykorzystaniem procedury obliczeniowej opisanej w

pracach [85, 98].

2.2.3. Spektroskopia w podczerwieni

Spektroskopia w podczerwieni jest metodg umozliwiajaca analize drgan czasteczek
zwigzkow chemicznych. Dostarcza informacji o strukturze chemicznej zwiazkow poprzez
identyfikacj¢ grup funkcyjnych, jak rowniez pozwala na poélilosciowe oznaczenie danej
substancji w probce bez koniecznosci rozdziatu mieszaniny.

Pomiary zostaty wykonane z uzyciem spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific,
USA) wyposazonego w zestaw detektorow na zakres (12000-50) cm™ oraz dwa zrodta
promieniowania, wybierane 1 przelgczane komputerowo, w tym zrodlo zbudowane z
kwarcowej lampy halogenowej z wtoknem wolframowym o maksymalnej temperaturze pracy
3000 K emitujacej promieniowanie w zakresie bliskiej podczerwieni oraz zrédlo ceramiczne o
temperaturze pracy 1575 K emitujace promieniowanie z zakresu S$redniej i1 dalekiej
podczerwieni, ktore pokrywaja lacznie zakres (27000-20) cm™. Spektrometr Nicolet 6700
posiada interferometr Michelsona, justowany dynamicznie w trakcie skanowania z
czestotliwoscig odpowiadajaca czgstotliwosci przej$¢ przez zero sygnatu lasera, nawet przy
maksymalne] szybkos$ci skanowania. Mechanizm dynamicznego justowania wykorzystuje
wigzke lasera He-Ne do monitorowania 1 utrzymywania idealnego wzglednego potozenia
katowego zwierciadel interferometru.

Pomiary przeprowadzono w absorbancji wykonujac 32 skany kazdej probki z
rozdzielczo$cia 4 cm™!. Probki do pomiaréw FTIR zostaly przygotowane technika pastylki KBr.
Zmieszano kazdorazowo 2 mg sproszkowanej probki z 200 mg KBr. Mieszaning¢ umieszczano
w pastylkarce, a nastgpnie w prasie pod naciskiem 6 ton, podigczonej do pompy préozniowej
przez czas okoto 2 minut. Przy kazdej serii pomiaré6w wykonano pomiar widma tta (pastylka
KBr). Przygotowane pastylki natychmiast umieszczano w uchwycie magnetycznym
spektrometru. Analiza widmowa zostala przeprowadzona przy pomocy oprogramowania
OMNIC [99]. Wczytane widma zostaly poddane automatycznej korekcji linii bazowej i
wygtadzaniu z uzyciem filtra Savitzky-Golay [100]. Za pomoca kursora wybrano zakres widma
(1950-400) cm™' zawierajacego pasma amidowe i linie widmowe od fazy nieorganicznej. W
analizie widm skupiono uwage na pasmach POy (450-650 i 900-1200) cm™' pochodzacych od
potrdjnie zdegenerowanych antysymetrycznych drgan rozciagajacych P-O oraz P,O7 (850-
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1250) cm™! pochodzacym od fazy nieorganicznej, a takze na pasmach amidowych: Amid I
(1580-1720) cm™ i Amid II (1480-1580) cm!, zwigzanych z matrycg organiczng. Powierzchnie
pasm amidowych wyznaczono metoda catkowania. Procedury obliczeniowe zostaty
przedstawione w materiatach do oprogramowania OMNIC [99]. Podobnie postepowano liczac
powierzchni¢ pasm PO4 1 CO3. W celu wyznaczenia zawarto$ci frakcji mineralnej w stosunku
do materiatu organicznego obliczono stosunek powierzchni pasm POs4/Amid I (900-1200
/1580-1720) cm™!. Stosunek zawartoéci weglanéw do fosforanow (CO3/PO4) zostal wyrazony,
jako stosunek powierzchni pasm w zakresach (850-900) cm™ i (900-1200) cm™'. Obliczono
takze powierzchnie pasma HPO4 przy 1145 cm! oraz stosunek pasm (HPO4/PO4) (1145 cm’!
/(900-1200) cm™!. Grupa POs wykazuje obecno$¢ dwéch pasm w zakresie (450-650) cm™,
zwigzanych z potrdjnie zdegenerowanymi drganiami zginajagcymi O-P-O. Rozszczepienie
pasma w tym zakresie jest miarg krystalicznosci struktury [98]. POs w formie amorficznej nie
wykazuje rozszczepienia na widmach w podczerwieni. Krystaliczno§¢ mineratow zostata
zdefiniowana w pracy [98]. Obliczenia przeprowadzono wedlug rownania (2.8) i (2.9) oraz

zgodnie z oznaczeniami na Rys. 2.6.
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Rys. 2.6. Fragment widma FTIR w zakresie pasma v4PQOy4 przedstawiajgcy sposob obliczania
krystalicznosci mineratu. A1, A2- wysokos¢ maksimow, VI- pole powierzchni pasma

pomiedzy maksimami, Z- zakres wartosci liczb falowych pomiedzy maksimami.

Z=T (2.8)

T— V1 = Krystalicznos¢ (2.9)
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2.2.4. Dyfraktometria rentgenowska

Dyfraktometria rentgenowska jest rutynowo stosowang technikg, sluzaca do
wyznaczania struktury krystalograficznej substancji. Wraz ze spektroskopia FTIR zostata
wykorzystana do analizy strukturalnej depozytéw mineralnych. Badania dyfrakcyjne
przeprowadzono na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego z wykorzystaniem
dyfraktometru proszkowego X’Pert PRO MPD (PANalytical, Holandia) o geometrii
pomiarowej Bragg-Brentano (zrédto promieniowania, probka oraz detektor umieszczone sg na
jednym okregu ogniskowania o zmiennym promieniu) ze zréodtem promieniowania CuKa
(dtugosé fali A = 1.54 A). Sproszkowane probki wprasowano w uchwyt krzemowy. Probki
zostaly zmierzone w temperaturze 298 K, zakresie katowym 260 od 10° do 70° i krokiem
pomiarowym 0.01°. Napigcie na lampie rentgenowskiej wynosito 40 kV, natezenie 30 mA. Ze
wzgledu na to, ze gtownym celem byto ustalenie, jakie fazy krystaliczne wchodza w sktad
probek, analizowano tylko pozycje maksimow dyfrakcyjnych. Dlatego tez nie stosowano
procedury wygladzania widma 1 analizy intensywnosci pasm.

Obrazy dyfrakcyjne analizowano z wykorzystaniem baz danych PDF-4+ (Powder
Diffraction Files) [101]. Bazy te sg tworzone i aktualizowane w Migdzynarodowym Centrum
Danych Dyfrakcyjnych (ICDD) w Pensylwanii. Identyfikacja polegata na dopasowaniu obrazu
dyfrakcyjnego na podstawie pozycji maksiméw do danych, zawartych w bazie PDF. Zbior
danych dla konkretnego zwiazku zawiera informacje o nazwie zwigzku, wzorze sumarycznym,
odleglosciach miedzyptaszczyznowych ze wskaznikami Millera, intensywnosci refleksow itp.
Opracowanie wynikdw wykonano z uzyciem oprogramowania X’pert HighScore [X'Pert

HighScore v. 2.2.5; PANalytical B. V., Almelo, Holandia. 2009.] i OriginPro 7.5.
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2.3. Analiza statystyczna

Analizie statystycznej zostaly poddane parametry morfologiczne, parametry FTIR oraz
sktad pierwiastkowy. Roznice istotne statystycznie zostaty obliczone z uzyciem testu Fisher’a
(LSD, ang. Least Significant Difference). Test polega na odszukaniu najmniejszej réznicy
dwoéch $rednich, ktéra przy okreslonym poziomie ufno$ci uznawana jest za istotng
statystycznie. Wszystkie rdznice pomie¢dzy parami S$rednich sa nastgpnie pordwnane z
warto$cig LSD. Jesli bezwzgledna wartos¢ roznicy Srednich z proby jest wieksza niz wartos¢
LSD, to mozna uznaé, ze jest ona istotna statystycznie [102]. Dodatkowo okreslono
wspolczynnik korelacji Pearson’a i czgSciowe wspotczynniki korelacji w celu wyeliminowania
wplywu wieku pacjentdéw. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z uzyciem programu
Statgraphic Centurion XVI ver. 16.1.18 (Statpoint Technologies,Warrenton, USA), z

poziomem ufnosci 0.05.
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3. Wyniki pomiarow

3.1. Kos¢ beleczkowa

Tréjwymiarowe obrazy pu-CT kosci beleczkowych pacjentow mtodych (24 — 50 lat) i w
podesztym wieku (70 — 81 lat), wykazaly znaczacg roznic¢ w budowie struktury beleczkowe;j
(Rys. 3.1 A). Zasadnicza rdznica pomi¢dzy porownywanymi grupami pacjentow byt zanik
beleczek kostnych u 0s6b starszych. Wyniki nie wykazaty roznic w gestosci beleczek kostnych
pomiedzy grupami pacjentow (Rys. 3.1 B), natomiast zdecydowanie mozna stwierdzi¢ spadek
procentowej objetosci kosci beleczkowej u starszych pacjentow. Warto$¢ parametru BV/TV
wyniosta 21.3% dla mlodych i 11.8% dla starszych pacjentow.

Pomiary XRF kosci beleczkowych wykazaly obecnos¢ Mg, P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn,
Sr we wszystkich probkach. Dodatkowo w dwoch probkach wystapity Ni, Br i Rb. Srednia
zawarto$¢ pierwiastkow wraz z odchyleniem standardowym dla pacjentow w dwoch grupach
wiekowych oraz poréwnanie z warto$ciami literaturowymi dla pacjentéw w wieku 15 - 60 lat
zebrano w tabeli 3.1 (str. 42). Przyktadowe widmo charakterystycznego promieniowania
rentgenowskiego kosci przedstawiono na Rys. 3.2 (str. 43).

Wysoki wspolczynnik korelacji Ca — P (R = 0.97) jednoznacznie wskazuje, ze ko$¢
zbudowana jest ze zwigzkéw wapniowo-fosforanowych. Odnotowano niska korelacje Mg — Ca
(R = 0.54) oraz Sr — Ca (R = 0.4). Statystycznie znaczace korelacje pomiedzy pozostatymi
pierwiastkami nie zostaly zaobserwowane. Nie odnotowano istotnych statystycznie réznic w
sktadzie pierwiastkowym pomiedzy grupami pacjentéw z wyjatkiem zawartosci Ca i P.

Przyktadowe widmo FTIR kosci beleczkowej (wiek 40 1 71 lat) w zakresie (2000—400)
cm’! zaprezentowano na Rys. 3.3 (str. 44). Otrzymane widma wskazuja na wystepowanie grupy
POs 1 materialu organicznego w badanych probkach kosci. Dla mtodych pacjentow,
najintensywniejsze pasma absorpcyjne pochodza od grupy fosforanowej, ktérych maksima
mieszcza si¢ w zakresie (1035-1040) cm'. W przypadku starszych pacjentow
najintensywniejsze pasmo stwierdzono dla materiatu organicznego. O obecnosci grupy PO4
$wiadcza roéwniez pasma (470-650) cm™'. Materia organiczna w badanych prébkach jest
reprezentowana przez pasma amidowe w zakresie (1500—-1800) cm™. Obliczono $rednie

warto$ci parametrow PO4/Amid, CO3/POs, HPO4/PO4 oraz krystaliczno$¢ probki. Otrzymane

40



wyniki zamieszczono w tabeli 3.2 (str. 43). Statystycznie istotne korelacje zanotowano dla P —
PO4/Amid I (R = 0.60), P — krystaliczno$¢ (R = 0.63), Ca — PO4/Amid I (R = 0.5) oraz Ca —
krystalicznos$¢ (R = 0.62).

24 lata

o5mm S |
0

2.6 gicm’

Rys. 3.1. A- Przyktadowy trojwymiarowy model kosci beleczkowej pacjentow w wieku 24 i 71
lat oraz B- dwuwymiarowy przekroj przez beleczke kostng wraz z rozktadem gestosci w

beleczce.
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Pierwiastek Grupa (24 — 50 lat) Grupa (70 — 81 lat) Dane literaturowe
Mg [%] 0.5+0.08 0.45 +0.05 0.3+0.1 103
P [%] 16 +3.0 11.5+2.4 11+ 1 [103]

S [%] 0.2 +0.02 0.23 + 0.04 0.24 11031

CI [%] 0.14 +0.03 0.14 +0.02 0.13+£0.3 104
K [ppm] 478 +39 317+ 58 570 £ 250 03]

Ca [%] 32+4.0 23.5+4 24 + 6101
Fe [ppm] 77+ 36 78 + 24 47 + 33 1031
Cu [ppm] 0.5+0.2 1.0 +0.57 0.6 +0.2 103
Zn [ppm] 140+ 13 164 + 50 130 + 24 1031
Sr [ppm] 231 =60 218 +97 263 = 10 10

Ca/P 1.94+0.2 1.99+0.1 2.07 +0.22 [100]

Tab. 3.1. Sktad pierwiastkowy kosci beleczkowej (srednia + odchylenie standardowe)

pacjentow mtodych i w podesztym wieku wraz z porownaniem z danymi literaturowymi.

Dodatkowym materialem poréwnawczym byly zgby, pozyskane od pacjentéw w wieku

(50 - 70) lat. Przeprowadzono analiz¢ mikrotomograficzng oraz FTIR z¢biny i1 szkliwa

zebowego. Wyznaczona gesto$é zebiny wyniosta (1.65 £ 0.1) g/cm?, natomiast gesto$é szkliwa

byta rowna (2.65 + 0.2) g/cm>. Na Rys. 3.4 (str. 44) przedstawiono przykladowe widmo FTIR

obu struktur zgbowych. Parametry, obliczone na podstawie widm FTIR dla zgbiny wynosity:
PO4+/Amid I (2.2 £ 0.6), CO3/POs4 (0.025 £+ 0.008), HPO4/PO4 (0.17 + 0.007), krystaliczno$¢
(0.7£0.2), natomiast dla szkliwa byly rowne: PO4/Amid I (9.9 + 1.2), CO3/PO4 (0.009 + 0.002),
HPO4/PO4(0.09 £ 0.01), krystaliczno$¢ (1.2 + 0.2). Zestawienie warto$ci parametrow FTIR dla

materiatu porownawczego oraz dla depozytéw mineralnych zamieszczono w tabeli 3.4 (str.49).
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Rys. 3.2. Przyktadowe widma charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego

kosci pacjenta w wieku 70 lat.

Parametr Grupa (24 — 50 lat) Grupa (70 — 81 lat)
PO4/Amid I 1.6+0.8 0.8+0.5
CO3/PO4 0.035+0.005 0.025+0.019
HPO4/PO4 0.06 £ 0.05 0.1 +0.08
Krystalicznos¢ 0.8+04 0.34+0.2

Tab. 3.2. Srednie wartosci parametréw wraz z odchyleniem standardowym obliczone na

podstawie widm FTIR dla kosci beleczkowej pacjentow w dwoch grupach wiekowych.

43



AMIEH PO,
| — 41 lm
n 70 lat
5
=
E
= 0.75 — ANITE I oy
L
=
[}
W
~
g
0.5
=
4
=
==
=
= 025 -
0 - I |
2000 1500 1000 500

Liczba falowa [ cm™ |

Rys. 3.3. Widma FTIR kosci beleczkowej pacjentow w wieku 41 i 70 lat. Dla obu widm

wykonano skalowanie danych wzgledem wartosci maksymalnej.
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Rys. 3.4. Widmo FTIR zebiny i szkliwa zebowego.



3.2. Platki zastawek aortalnych

Czeg$¢ zaprezentowanych wynikoOw pomiaréw mineralizacji platkow zastawek
aortalnych zostala opublikowana w pracy [107]. W ptatkach zidentyfikowano masywne ztogi
mineralne obejmujace, w niektorych przypadkach, nawet 40% powierzchni ptatka. Na rysunku
3.5 przedstawiono rozmieszczenie depozytow mineralnych w ptatkach. Czgs¢ sposrod platkow
charakteryzowata si¢ skapa mineralizacja, a depozyty zlokalizowano gtownie na brzegach
ptatkow, w kilku przypadkach stwierdzono ich obecno$¢ w czgéci centralnej oraz w miejscu
przyczepu ptatka do pierscienia wtoknistego. Pomiary u-CT pozwolity na obliczenie gestosci 1
objetosci depozytow. Na przekroju ptatka, zmierzonego z rozdzielczoscig 13.5 um, mozna
zaobserwowaé, ze faza mineralna zlozona jest z ziaren mineralnych wbudowanych we
wloknista matryce organiczng (Rys. 3.6). Depozyty mineralne w platkach zastawek aortalnych
charakteryzowaly si¢ r6zng gestoscig. Rozktad gestosci dla dwoch rdznych ziaren mineralnych
wraz z porownaniem do gestosci zeba 1 kosci beleczkowej przedstawiono na Rys. 3.7. Rysunek
3.8 przedstawia histogram gesto$ci dwoch wybranych depozytow w ptatku z zaznaczonymi
gestosciami  charakterystycznymi dla innych zmineralizowanych struktur. Wartosci na
histogramie wskazuja na szeroki zakres gestosci depozytow mineralnych (1.5 - 2.8) g/em?,
ktore nie osiagaja gestosci stechiometrycznego hydroksyapatytu. Srednia gesto$¢ wyniosta
(2.20 + 0.25) g/cm>. W celu precyzyjnej analizy struktury depozytow, powtérzono pomiary pi-
CT z wyzsza zdolno$cig rozdzielcza (2 um). Rozklad gestosci depozytow, obliczony przy
wykorzystaniu dwéch zdolnosci rozdzielczych (2 um i1 13.5 pm), byt identyczny. Obliczono
takze gesto$¢ materiatu organicznego w ptatkach, ktora dla grupy stenotycznej wynosita (1.08
+ 0.09) g/cm® i byla niemal identyczna jak w grupie kontrolnej (1.09 + 0.07) g/cm?>.

Wyznaczone objetosci depozytow znajdowaty sie w zakresie (0.001 - 0.3) mm?, a
$rednia warto$¢ objetoéci byta rowna (0.09 + 0.18) mm?>. Podobnie obliczono objetos¢ ptatkow,
ktora w grupie stenotycznej wynosita (257 £ 140) mm?, a w kontrolnej (210 £ 60) mm’.
Obliczono, ze $redni stosunek objetosci depozytow do objetosci ptatkow zastawek z masywnag
mineralizacjg wynosit 0.42 + 0.19.

Na podstawie pomiarow XRF zidentyfikowano we wszystkich probkach ptatkow
zastawek nastgpujace pierwiastki: Mg, P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn i Sr. Srednie stgzenia
pierwiastkow oraz zakres ich warto$ci przedstawiono w tabeli 3.3 (str. 48). Stwierdzono silng
korelacj¢ pomiedzy Ca-P (R = 0.96) oraz Ca-Sr (R =0.71). Nie stwierdzono natomiast korelacji
Mg z zawarto$cig Ca i P.
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Przyktadowe widma FTIR depozytu mineralnego, kosci, zebiny i szkliwa zebowego w
zakresie (2000-400) cm™' zaprezentowano na Rys. 3.9. Otrzymane widma wskazuja na
wystepowanie we wszystkich badanych prébkach grupy POs*, COs* a takze materii
organicznej. Nalezy przy tym zauwazy¢ wyrazng roznicg¢ w intensywnosci pasm amidowych,
ktora w przypadku szkliwa zebowego jest znaczgco nizsza w porownaniu z intensywnoscig dla
depozytow mineralnych, kosci i zebiny. Srednie wartosci parametréw PO4/Amid I, CO3/PO4,
HPO4/PO4 oraz krystaliczno$¢ dla depozytéw, kosci oraz zg¢biny i1 szkliwa zgbowego
zamieszczono w tabeli 3.4 (str.49). Wartosci parametrow FTIR wyraznie wskazuja na
odmienno$¢ szkliwa zebowego od pozostatych analizowanych struktur. Stosunek PO4/Amid I
potwierdza znaczacy udziat frakcji nieorganicznej w probkach szkliwa oraz wysoki udziat fazy
organicznej w pozostatych strukturach. Istotng statystycznie roznice w porOwnaniu z
wartosciami dla depozytéw zanotowano takze dla krystalicznos$ci, ktora w przypadku szkliwa
byla wigksza o okoto 50%. Zgodnie z oczekiwaniami, statystycznie istotne korelacje
zanotowano dla P i PO4/Amid I (R = 0.63), P i krystalicznos$ci (R = 0.56), Ca i POs/Amid I (R
= 0.66) oraz Ca 1 krystalicznosci (R = 0.60). Nie zaobserwowano korelacji sktadu

pierwiastkowego, parametréw FTIR 1 u-CT z wiekiem pacjentoéw i/lub picia.

Rys. 3.5. Platki zastawek aortalnych ze skgpg (A, B) i masywng mineralizacjg (C, D). Gorna
wartos¢ progowania dla tkanki oznaczona kolorem bialym oraz dolna wartos¢ dla depozytow
mineralnych oznaczona kolorem szarym. Bialy punkt wskazuje strone, z ktorej ptatek tqczy si¢

z pierscieniem wiloknistym zastawki.
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Rys. 3.6. Przekroj przez depozyt mineralny (rozdzielczosc 13.5 um). Zaznaczono dwa obszary
(1 i 2) wyraznie rozniqgce sig¢ gestoscig- kolor czarny odpowiada nizszej gestosci materiatu.

Rekonstrukcja zostata wykonana w plaszczyznie rownolegtej do powierzchni platka.
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Rys. 3.7. Rozktad gestosci dla dwoch depozytow (oznaczonych 1i 2 na Rys. 3.6). Dla
porownania przedstawiono rozktad gestosci w kosci beleczkowej oraz w zegbie z zaznaczeniem
gestosci charakterystycznej dla zebiny i szkliwa zebowego. Maksima dla wartosci ponizej 1.5

g/cm?® odnoszq sie do matrycy organicznej.
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Rys. 3.8. Histogram rozktadu gestosci (p) depozytow mineralnych w ptatku zastawki
aortalnej. Zaznaczono wartosci gestosci charakterystyczne dla szkliwa, zebiny, kosci i

stechiometrycznej formy hydroksyapatytu (HAP). Linia ciggta - rozktad normalny.

Pierwiastek Srednia + odchylenie
standardowe (zakres)
Mg (%) 0.85+0.5(0.65-1.0)
P (%) 12+ 2 (10-15)
S (%) 0.46 £ 0.03 (0.43-0.52)
CI (%) 0.29 +£ 0.08 (0.12-0.44)
K (%) 0.035 £+ 0.006 (0.013-0.046)
Ca (%) 23 +3 (19-28)
Fe (ppm) 30+ 19 (11-72)
Cu (ppm) 1.8 £0.6 (1.2-2.9)
Zn (ppm) 220 £ 120 (130-296)
Sr (ppm) 79 £ 25 (44-95)
Ca/P 1.9+ 0.1 (1.7-2.06)

Tab. 3.3. Sktad pierwiastkowy depozytow mineralnych w ptatkach zastawek aortalnych.
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Rys. 3.9. Widmo FTIR depozytu mineralnego w zastawce aortalnej. Dla porownania

przedstawiono widma kosci beleczkowej, zebiny oraz szkliwa zebowego.

Parametr Depozyt Kos¢ Zgbina Szkliwo
PO4/Amid I 20+0.3 1.2+0.6 22406 99+ 12"
CO3/POs4 0.035+0.007  0.03+0.01 0.025+0.008  0.009 = 0.002°
HPO4/PO4 0.15 + 0.08 0.08 + 0.06 0.17 +0.07 0.09 +0.01"
Krystaliczno$¢ 0.7+0.12 0.57+0.3 0.7+0.2 12402

Tab. 3.4. Parametry obliczone na podstawie widm FTIR (Srednia £+ odchylenie standardowe)
dla depozytow w platkach, kosci, zebiny i szkliwa zgbowego. * - oznacza rozmice istotne

statystycznie w porownaniu z wartosciami dla depozytow.
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3.3. Wiezadla zotte

Przedstawione wyniki fizykochemicznej 1 morfologicznej analizy mineralizacji
wiezadet zottych zostaty opublikowane w pracy [108]. Trojwymiarowe obrazy pu-CT wykazatly
obecno$¢ mineralnych depozytow w 14 na 24 probek wiezadel zottych, zaréwno w grupie
stenotycznej (7) jak i w grupie kontrolnej (7). Przyktad rozmieszczenia depozytow w wiezadle,
zmierzonym przy pomocy mikrotomografii z rozdzielczo$cig 13.5 pm, zostat zaprezentowany
na Rys. 3.10. Mozna zauwazy¢, ze depozyty mineralne sg rozproszone w probce i trudno
zaobserwowaé prawidtowoéé w ich rozmieszczeniu. Objeto$é mineratow w 100 mm? probki
(V/V) wyniosta (0.10 + 0.12)%, a jej zakres (0.02 - 0.5)% dla grupy stenotycznej oraz (0.06 £
0.07)% (zakres 0.01 - 0.2%) dla grupy kontrolnej. Liczba mineratéw przypadajaca na 100 mm?
probki (N/V) byla rowna 12 + 13 (zakres 2 - 60) dla grupy stenotycznej oraz 8 + 6 (zakres 2 -
18) dla grupy kontrolnej. Zanotowano korelacj¢ parametru V¢/V z wiekiem pacjentow (R =
0.62). Rownoczesnie nie stwierdzono wyraznej korelacji N/V z wiekiem (R = 0.43). Zalezno$¢
liczby ziaren w 100 mm? probki od wieku pacjenta przedstawiono na Rys. 3.11.

W celu szczegotowej analizy struktury mineralow, wybrane ziarna zmierzono ponownie
z rozdzielczo$cig 2 um. Pomiary dowiodty, ze depozyty posiadajg heterogeniczng strukturg i w
rzeczywistosci sg mieszaning materiatu organicznego i matych ziaren mineralnych (Rys. 3.10).
Zaktadajac, ze ziarno mineralne w LF sktada si¢ z hydroksyapatytu (HAP) (gesto$¢ 3.16 g/cm?)
i kolagenu (gesto$¢ 1.34 g/cm?) mozliwe bylo oszacowanie procentowej zawartoéci fazy
mineralnej w ziarnach zgodnie z rownaniem (2.7). Obliczenia wskazuja, ze zawartos$¢ frakcji
mineralne] w ziarnie wynosi (10 - 80)%. Ze wzgledu na znacznie wyzszy udzial tkanki
migkkiej w stosunku do zawartosci mineralow w probce (dominujace pasma od matrycy
organicznej), zdecydowano o wyekstrahowaniu depozytdow mineralnych z prébek w celu
przeprowadzenia analizy fizykochemicznej. Do ekstrakcji wybrano ziarna o wielkosci (0.13 -
0.6) mm>.

Pomiary XRF pozwolity na okreslenie zawartosci Ca, P, S, Cl, K, Fe i Zn we wszystkich
probkach. Nie zaobserwowano statystycznie znaczacych réznic w sktadzie pierwiastkowym
pomigdzy grupami. Sredni sktad pierwiastkowy dla grupy stenotycznej i grupy kontrolne;
przedstawiono w Tab. 3.5 (str. 52). Nalezy zwroci¢ uwage, iz warto$¢ stosunku Ca/P jest
zblizona w obu grupach zawierajacych depozyty HAP i wynosi ~1.7, przy czym w dwodch
przypadkach z grupy stenotycznej warto$¢ ta wyraznie odbiega od wartosci dla HAP 1 jest
rowna Ca/P = 1.1. Wskazuje to na chemicznie odmienng struktur¢ mineraléw. Rozpoznano dwa

sktady chemiczne depozytow mineralnych i rozdzielono je podczas analizy.
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Rys. 3.10. Zrekonstruowany obraz wigzadla zottego (grupa stenotyczna) o dwoch wartosciach
progowania. Gorna wartos¢ progowania (kolor szary) odnosi si¢ do tkanki migkkiej, dolna
wartoS¢ (czarny) to ziarna mineralne. Pomiar z rozdzielczoscig 13.5 um. Zaznaczono obszar
zmierzony ze zdolnosciq rozdzielczqg 2 um. Przedstawiono dwuwymiarowy przekrdj tego

obszaru z opisanym powyzej progowaniem.
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Rys. 3.11. Liczba mineratéow w 100 mm?> prébki (N/V) w zaleznosci od wieku pacjenta.
Zaznaczono punkty nalezqce do grupy kontrolnej, pozostate punkty dotyczq grupy

stenotycznej.
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Pierwiastek HAP —kontrola HAP —stenoza CPPD —stenoza

P [%)] 7.1+4.1 73+3.1 8.3

S [%] 0.19+0.13 02+0.11 0.2

CL [%] 0.03 +0.01 0.05+0.03 0.02
K [ppm] 235+ 126 289 + 101 288
Ca [%] 15+7.1 17+11 20
Fe [ppm] 161 + 43 206 + 70 122
Zn [ppm] 295 + 98 356 + 41 73
Ca/P 1.6 £0.61 1.8+0.8 1.1

Tab. 3.5. Sktad pierwiastkowy depozytow w probkach wiezadet zottych. Podano srednie
wartosci i odchylenie standardowe dla depozytow HAP i Srednie wielkosci dla depozytow

CPPD.

Wysoki wspoétezynnik korelacji dla Ca-P (R = 0.97) potwierdza jednoznacznie, ze
mineraly w LF zbudowane sg z fosforanéw wapnia. Nie stwierdzono obecnos$ci innych korelacji
pomiedzy pierwiastkami, z wyjatkiem zawartosci Zn. Zawarto$¢ Zn koreluje z zawartoscig P
(R =0.89) oraz Ca (R = 0.96). Nalezy zaznaczy¢ brak korelacji sktadu pierwiastkowego z
parametrami morfologicznymi oraz wiekiem pacjentow.

Wyniki XRD wskazuja, ze glowna fazg krystaliczng depozytéw jest hydroksyapatyt
(HAP). Zaobserwowano obecnos¢ wszystkich charakterystycznych refleksow dla HAP [109].
W dwoéch probkach, o stosunku Ca/P ~I1.1, zidentyfikowano obecnos¢ dwuwodnego
pirofosforanu wapnia (CPPD — CaxP>O7 * 2H,0). Krysztaty CPPD zostaly jednoznacznie
rozpoznane na podstawie dziewigciu refleksow (Rys. 3.12).

Otrzymane widma FTIR potwierdzaja wyniki XRD. Widma w zakresie (2000 — 400)
cm’! dla dwdch depozytow przedstawiono na Rys. 3.13. Wyniki potwierdzity, ze gtéwna faza
mineralng probek LF stanowi hydroksyapatyt, z wyjatkiem dwoch przypadkow, w ktorych
stwierdzono obecno$¢ krysztatdbw CPPD. Zidentyfikowano pasma viPOs (900-1200) cm™,
v4PO4 (450-650) cm™!, CO3 (860 cm™) 1 v3CO3 (1400-1450) cm™!, a niewielkie rozszczepienie
pasma w zakresie (1400-1450) cm™ sugeruje obecno$¢ weglano-hydroksyapatytu typu B.
Oznacza to, ze jony CO3 podstawiane sg w miejsce jonéw PO4 w strukturze HAP. Struktura ta
wykazuje charakterystyczny dublet linii absorpcyjnych przy 1456 cm i 1422 cm’!, co

potwierdza rozklad widma na podpasma [110]. Srednie wartosci parametrow POs/Amid I,
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CO3/PO4, HPO4/PO4 oraz krystalicznos¢ depozytow w LF zamieszczono w tabeli 3.6 (str. 54).
Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w warto$ciach parametréw FTIR pomiedzy
grupa badawczg i kontrolng. Zanotowano natomiast statystycznie istotne korelacje w grupie
kontrolnej dla P 1 PO4/Amid I (R =0.7), P i krystaliczno$cig (0.65), Ca i POs/Amid I (R =0.57),
Cai krystalicznoscig (R = 0.62), natomiast w grupie stenotycznej dla P 1 PO4/Amid I (R = 0.66),
P i krystalicznoscig (0.78), Ca i PO4/Amid I (R = 0.6), Ca i krystalicznoscia (R = 0.68) oraz Zn
1 PO4/Amid I (R =0.96).
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Rys. 3.12. Dyfraktogramy dla dwoch depozytow mineralnych w LF z grupy stenotycznej. Na
podstawie bazy identyfikacji materiatow [101] rozpoznano hydroksyapatyt (LF1) oraz
dwuwodny pirofosforan wapnia (LF2). Opisano najbardziej charakterystyczne refleksy [hkl].

Obecnoséé pasm pochodzacych od drgan rozciagajacych P2O7 (850—1250) cm™ oraz P-
O (480 cm™") wykazaly jednoznacznie strukture CPPD [111]. Nalezy podkresli¢, ze obecno$é
pasm amidowych (Amid I - C=0 rozciggajace przy 1650 cm i Amid II - 8N-H, vC-N przy
1550 cm!) potwierdza wyniki p-CT, ktore wskazywaly na wystepowanie materiatu
organicznego w strukturze depozytow. Obecno$¢ pasm HPOs jest charakterystyczna dla
struktury HAP z deficytem Ca [8]. Zanotowano statystycznie istotng korelacje pomigdzy Vg i
PO4/Amid I, a wspotczynnik korelacji w grupie kontrolnej i stenotycznej wynosit odpowiednio
R=0.9iR=0.96.

Pomimo, ze pordéwnanie struktury depozytow HAP i CPPD z uzyciem testow
statystycznych nie jest mozliwe (tylko dwa przypadki CPPD) warto zwréci¢ uwage na kilka

aspektow. Po pierwsze wartosci parametrow N/V oraz V/V sg wyzsze dla CPPD w poréwnaniu
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z HAP. Po drugie rozktad gestosci ziaren CPPD jest odmienny niz w przypadku ziaren HAP
(Rys. 3.14). Srednia ggsto$¢ mineratdow wynosi odpowiednio (2.04 + 0.20) g/cm® i (2.05 + 0.18)
g/cm?® dla grupy kontrolnej i dla stenotycznej, podczas gdy dla ziaren CPPD wynosi ona 2.3
g/em?. Po trzecie sktad pierwiastkowy mineraldow CPPD znajduje sie w zakresie wartosci
koncentracji dla ziaren HAP, z wyjatkiem stezenia Zn. Zawarto$¢ Zn w przypadku ziaren CPPD

jest mniejsza w pordwnaniu z krysztatami HAP.

Amid | HPO, PO, PO,
“Amidil |
| C,Os I.
| £

P——— P‘O

Absorbancja
M'U
o

LF 2
i

I ] I I I
2000 1600 1200 800 400
Liczba falowa [cm-]

Rys. 3.13. Widma absorpcyjne FTIR dwoch depozytow z grupy stenotycznej (LF1, LF2).

Parametr HAP — kontrola HAP - stenoza
PO4/Amid 1 1.73+0.7 1.8+0.65
CO3/PO4 0.031 +£0.008 0.036 £0.01
HPO4/PO4 0.2+0.09 0.16 = 0.09
Krystaliczno$¢ 0.62 +0.15 0.6+0.2

Tab. 3.6. Parametry obliczone na podstawie widm FTIR (srednia = odchylenie standardowe)

dla depozytow HAP w wigzadtach zottych.
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Rys. 3.14. Histogram rozktadu gestosci (p) ziaren w probkach wiezadet Zottych. C -

procentowy udzial mineratow o zadanej gestosci w 100 mm? prébki.



4. Dyskusja wynikow

4.1. Zestawienie wynikow z danymi literaturowymi oraz

porownanie fizjologicznej i patologicznej mineralizacji

Prace nad mineralizacja kosci 1 kalcyfikacja tkanek migkkich, w tym zastawek
aortalnych i wigzadel kregostupa, prowadzone sg przez wiele grup badawczych. W tym celu
najczesciej wykorzystywane sg metody obrazowania, jak skaningowa mikroskopia elektronowa
1 obrazowanie rezonansu magnetycznego, a takze badania histologiczne i
immunohistochemiczne [54-55]. W przypadku zastawek aortalnych i1 wigzadet kregostupa
badania zazwyczaj skoncentrowane s3 na analizie obszaréw otaczajacych mineraty. Ma to na
celu wyjasnienie zmian strukturalnych w macierzy kolagenowej oraz zidentyfikowanie
czynnikéw bioragcych udziat w procesie kalcyfikacji [112]. Znacznie mniej uwagi poswiegca si¢
natomiast analizie fizykochemicznej depozytow, ktora moze dostarczy¢ informacji migdzy
innymi na temat Srodowiska wzrostu mineratéw. Wyniki, otrzymane dla kosci i depozytow
mineralnych, zostaly skonfrontowane z dostepnymi danymi literaturowymi.

Analiza sktadu pierwiastkowego kosci beleczkowej nie wykazata roznic w stosunku do
danych literaturowych [103-105]. Wyrazng réznice zanotowano dla parametru PO4/Amid I,
ktorego warto$¢ literaturowa (4.1 & 0.2) jest 2.5 razy wigksza od wartosci otrzymanej dla kosci
beleczkowych mtodych pacjentow oraz 5 razy wigksza od wartosci dla starszych pacjentow
[113, 114]. Roznica ta wynika prawdopodobnie ze sposobu preparatyki i ekstrakcji szpiku
kostnego z kosci beleczkowej, ktore mogly wplyna¢ na intensywno$¢ pasma amidowego w
widmach FTIR. Literaturowa warto$¢ parametru CO3/POs wynosi 0.012 £+ 0.001 [114] 1 jest
niemal trzykrotnie mniejsza w pordwnaniu z warto$cia w grupie mlodych i dwukrotnie
mniejsza w grupie starszych pacjentow. Parametr CO3/POs odzwierciedla podstawienie
weglanow w strukturze HAP, ktore jest uzaleznione od lokalizacji anatomicznej kosci, a jego
warto$¢ jest nizsza w ko$ciach uczestniczacych w ruchach rotacyjnych [114-115]. A zatem
réznica ta moze wynika¢ z miejsca, z ktoérego pobrano kos$¢ oraz cech osobniczych. Nie
zanotowano istotnych réznic w warto$ciach pozostatych parametrow FTIR. Warto$¢ parametru

BV/TV jest niemal dwukrotnie mniejsza u starszych niz u mtodych pacjentow. Potwierdzaja to
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dane literaturowe, ktore dowodza ze wartos¢ ta spada wraz z wiekiem i1 wynosi (14.8 £+ 2.3)%
dla pacjentow mtodszych oraz (11.6 + 1.5)% dla pacjentow w podesztym wieku [84].

Analiza FTIR wykazata w ptatkach zastawek obecnos¢ tylko jednej formy mineralne;j
depozytéw, hydroksyapatytu o $redniej wartosci Ca/P =19 = 0.1. Wedlug danych
literaturowych HAP jest najczesciej wystepujaca formg mineralng w depozytach zastawek,
jednakze obecne sg takze fosforan o§miowapniowy (OCP) i bruszyt (DCPD), ktére wystepuja
samodzielnie lub razem z HAP [53, 116]. Sugeruje si¢, ze obie struktury moga by¢ formami
posrednimi, ktore ulegaja transformacji do HAP w wyniku hydrolizy [116]. Nie wykazano
istotnych réznic w sktadzie pierwiastkowym depozytow w AV w pordéwnaniu z danymi
literaturowymi [51, 117] w stosunku do Ca, P, K, P, Mg i Na. Bezwzgledne warto$ci odchylenia
standardowego nie przekraczaty 20%. Jednakze analiza przeprowadzona w pracy wykazala
dodatkowo obecnos¢ S, Cl, Fe, Cu, Zn i Sr. Zanotowano ponadto silng korelacje Mg — Ca (R =
0.96). Pomimo znaczacego udzialu magnezu w mineralizacji ptatkow zastawek, rola jonow
magnezowych w procesie kalcyfikacji nie zostala jeszcze dobrze poznana. Postuluje si¢ udziat
Mg, jako stabilizatora struktury amorficznej fosforanu wapnia we wczesnej fazie kalcyfikacji,
przypisujac kationom magnezowym role inhibicyjng w nukleacji 1 wzroscie HAP [118-119].
Wykazano obecnos¢ masywnych depozytéw mineralnych w AV, ktérych objetos¢ znajduje sie
w zakresie (0.001 — 0.3) mm?, jednak dane literaturowe przedstawiajg mineraty o znacznie
mniejszych rozmiarach, bedace prawdopodobnie we wczesnej fazie wzrostu. Wedtug danych
literaturowych w ptatkach zastawek zidentyfikowano mineraty zbudowane z bruszytu o
dhugosci >20 um, OCP o dtugosci 5 — 20 pm oraz HAP najmniejsze o dlugosci <5 um [116].

Wyniki analizy depozytéw mineralnych w AV zostaly porownane z wynikami
otrzymanymi dla fizjologicznie zmineralizowanych tkanek (kosci i zgbdw). Po pierwsze,
analiza sktadu pierwiastkowego depozytéw w AV nie wykazala statystycznie istotnych roznic
w poréwnaniu ze skladem chemicznym kosci. Dostepne dane literaturowe wskazujg na
podobienstwa skladu chemicznego depozytow w AV do skladu z¢biny oraz na rdéznice w
porownaniu ze szkliwem zebowym [111, 120-122]. Szkliwo zgbowe zawiera o 40% wiecej Ca
niz depozyty w AV 1 4-krotnie mniejsze stezenie S [120-122]. Podobnie jak w kos$ciach 1
zebach, gldéwng fazg mineralng depozytow w AV byl hydroksyapatyt. Nie wykazano istotnie
statystycznych roznic w wartos$ciach parametréw FTIR pomiedzy depozytami w AV 1 kos¢mi.
Rownoczes$nie zanotowano wyrazne roznice w warto$ciach parametrow FTIR pomigdzy
depozytami w AV 1 szkliwem zebowym, wskazujace na wysoki udzial materialu
nieorganicznego w szkliwie. Swiadczy o tym przede wszystkim 4-krotnie wieksza warto$é

parametru PO4/Amid I oraz niemal 2-krotnie wigksza krystaliczno$¢ dla szkliwa. Na widmach
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FTIR szkliwa zebowego mozna zaobserwowac pasma amidowe o bardzo stabej intensywnosci,
przy znacznym udziale pasm viPOs4 1 v4POs w poroéwnaniu do widm dla depozytow
wapniowych. Fakt ten potwierdza rowniez gesto$¢ szkliwa (2.65 £ 0.2) g/cm?, ktora przewyzsza
$rednia gestos¢ depozytow w AV (2.2 £ 0.25) g/em’. Srednia gestosé depozytow w AV jest
nieznacznie wigksza od gestosci kosci (Rys. 3.8, str. 47).

Mineralizacja wigzadet kreggostupa jest nieczgsto opisywang patologia. Dwuwodny
pirofosforan wapnia jest uznawany za najczesciej wystepujacg form¢ mineralizacji wigzadet i
zazwycza] kojarzony z chondrokalcynoza (dna rzekoma) [54-55, 123]. Oprocz mineratow
CPPD wystepuje takze hydroksyapatyt (~25% przypadkow) oraz obie formy réwnoczesnie
(~25% przypadkow) [124]. Analiza XRD 1 FTIR potwierdzily obecno$¢ dwuwodnego
pirofosforanu wapnia jedynie w 2/14 przypadkéw, natomiast w pozostalych probkach
zidentyfikowano hydroksyapatyt. Nie zanotowano statystycznie istotnych roznic w wartosciach
parametréw FTIR depozytow zbudowanych z HAP pomiedzy grupa stenotyczng i kontrolng.
Wedtug danych literaturowych sktad pierwiastkowy depozytéw w wiezadtach zawiera Ca, CI,
S, P, Mg, Na [55], a stosunek molowy Ca/P dla depozytow CPPD jest w zakresie 0.96 — 1.46
[124]. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic sktadu pierwiastkowego w poréwnaniu z
literaturg w stosunku do Ca, P, S i Cl. W przeciwienstwie do danych literaturowych nie
zanotowano obecnos$ci Mg, natomiast wykazano obecno$¢ K, Fe i Zn. Obecno$¢ K wynika z
udziatu komponentu organicznego w strukturze depozytéw, natomiast wystgpowanie Fe i Zn
moze wynika¢ z obecnosci tych pierwiastkow w centrach aktywnych enzymow
proteolitycznych. Silna korelacja Zn z Ca moze takze sugerowac podstawianie cynku w
strukturze HAP [125]. Nie stwierdzono istotnej r6znicy warto$ci Ca/P dla depozytow w LF w
porownaniu z wartoscia literaturowa dla $ciggien, ktéra znajduje si¢ w zakresie 1.62 - 1.74
[126]. Przedstawione wartosci Ca/P dla depozytow HAP nie r6znig si¢ znaczaco od wartosci
otrzymanych dla depozytow CPPD, jednak analiza statystyczna jest niemozliwa ze wzgledu na
mala liczbe przypadkow. Wykazano, ze wigzadta zoétte sg przyktadem stabo mineralizujace;
tkanki, przy czym $rednia objeto$¢ mineratéw przypadajaca na 100 mm? prébki wynosita (0.10
+0.12)%, a zakres objetosci mineraléw wynosit (0.01 —0.84) mm?. W literaturze jednak zostaly
opisane przypadki duzych ztogow mineralnych o dlugosci 13 mm i szerokosci 8 mm [55]. Co
wiecej, w pracy [123] przedstawione zostaly grupy starszych pacjentow, u ktérych nie
stwierdzono kalcyfikacji oraz mlodych pacjentow z ogniskami mineralizacji. Sugeruje si¢ tym
samym, ze podeszty wiek pacjentdow nie warunkuje pojawienia si¢ mineralizacji, a jedynie

sprzyja wzrostowi mineratow. Wniosek przedstawiony w pracy [123] potwierdza otrzymany
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wynik, ktéry dowodzi ze depozyty wapniowe wystepuja u mtodych pacjentow (~20 lat) oraz
moga nie pojawiac si¢ u starszych pacjentéw (>50 lat).

Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w sktadzie pierwiastkowym depozytow w
LF w poréwnaniu z ko$¢mi, z wyjatkiem dwukrotnie mniejszego stezenia Ca 1 P w depozytach
LF, co $wiadczy o wysokim udziale materiatu organicznego w depozytach, a takze ponad
dwukrotnie wickszej zawartosci Fe w LF niz w kos$ciach. R6znica ta moze wynika¢ z udzialu
matrycy organicznej w probkach LF, ktora zostata potwierdzona na widmach FTIR w postaci
intensywnego pasma amidowego oraz na dyfraktogramach w postaci wyraznego tta. Postuluje
sie, ze wysoka zawarto$¢ Fe moze by¢ jednym z czynnikow sprzyjajacych powstawaniu ztogow
wapniowych [119]. Rownocze$nie zanotowano réznice w sktadzie pierwiastkowym pomigdzy
depozytami w LF a sktadem zebiny i szkliwa zebowego [127]. Po pierwsze stezenie Ca jest 1.5
razy mniejsze w depozytach LF w grupie kontrolnej i badawczej w poréwnaniu z zawartoscig
Ca w z¢binie oraz ponad dwukrotnie mniejsze niz w szkliwie zebowym. Po drugie stwierdzono
prawie 4-krotnie mniejsza zawarto$§¢ chloru w depozytach w obu grupach pacjentow w
poréwnaniu z z¢bing i 10-krotnie mniejsza niz w szkliwie. Wyzsza zawarto$¢ Cl w zgbinie i
szkliwie zebowym moze wynika¢ z jego obecnosci w $linie, gdzie pelni role regulujaca
srodowisko kwasowo-zasadowe 1 aktywuje enzymy trawienne §liny. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie rdznic w warto$ciach parametrow FTIR pomig¢dzy depozytami w LF, ko$é¢mi 1
zgbing. Znaczace réznice odnotowano natomiast dla parametréow FTIR w poréwnaniu ze
szkliwem zebowym. Wykazano ponad 5-krotnie mniejszg wartos¢ parametru PO4/Amid I oraz
2-krotnie mniejszg warto§¢ HPO4/POs 1 krystalicznosci dla depozytow w LF. Przedstawione
réznice wynikaja przede wszystkim z wigkszej zawarto$ci materialu nieorganicznego w
szkliwie zebowym w stosunku do LF. Srednia ggsto$¢ depozytow w LF jest bliska literaturowej

wartoéci gestosci kosci (1.9 g/cm?) [128] i mniejsza od gestosci szkliwa zebowego.

4.2. Analiza wynikow

Probki kosci beleczkowych zostaty wykorzystane jako material porownawczy dla
depozytéw mineralnych zlokalizowanych w tkankach. Niewielka liczba przebadanych prébek
kosci nie pozwolita na ustalenie statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupa mtodych i
starszych pacjentow. Niemniej jednak na podstawie otrzymanych wynikow mozna wymienié¢
kilka cech réznigcych obie grupy. Po pierwsze, na obrazach pu-CT obserwuje si¢ destrukcje

struktury kostnej w kosci gabczastej w grupie starszych pacjentow, co zostalo potwierdzone
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przez warto$¢ parametru BV/TV. Analiza rozktadu gestosci poszczegolnych beleczek kostnych
nie wykazala istotnych réznic pomi¢dzy mtodymi i starszymi pacjentami, natomiast zmiany te
zostaty zaobserwowane lokalnie na niewielkich obszarach beleczek i s3 one wynikiem procesu
przebudowy kosci. Analiza u-CT wskazata jednoznacznie na mniejszg liczbe beleczek
kostnych u starszych pacjentow, co wptywa na mniejsze ste¢zenie wapnia w analizowanych
probkach kosci w pordwnaniu z mtodymi pacjentami.

Srednia zawarto$é P u pacjentéw starszych byta nizsza niz u mtodych, co podobnie jak
w przypadku Ca, jest zwigzane z mniejszg liczbg beleczek kostnych u starszych pacjentow.
Wysoki wspotczynnik korelacji Ca — P potwierdzit, ze beleczki zbudowane sg z fosforanow
wapnia. Niski wspotczynnik korelacji Sr — Ca moze by¢ wynikiem stosowania diety ubogiej w
Sr. Doswiadczalnie wykazano, ze proces mineralizacji zostaje spowolniony w obecnosci
strontu w dawce (20 — 100) png/ml i charakteryzuje si¢ wystgpowaniem defektow w strukturze
hydroksyapatytu. Niska podaz strontu, natomiast, nie wywotuje znaczacych zmian w procesie
mineralizacji [129]. Podobnie niski wspotczynnik korelacji Mg — Ca moze by¢ nastepstwem
stosowania diety ubogiej w magnez [130].

Obecnos¢ pasm amidowych i1 pasm pochodzacych od grupy fosforanowej w widmach
FTIR potwierdzity jednoznacznie udzial materiatu organicznego i fazy mineralnej w badanych
probkach kosci beleczkowych. Fazg mineralng ko$ci beleczkowej stanowil hydroksyapatyt.
Pasma absorpcyjne przy 1422 cm™ i 1456 cm’' wskazuja na obecno$¢ weglanow,
podstawionych w miejsce grup fosforanowych. Wyniki nie wskazuja na istotng roznice
warto$ci parametru CO3/PO4 pomigdzy grupg mtodych i starszych pacjentow. Wyzsza wartos¢
parametru PO4/Amid I u mtodych osobnikéw wskazuje na tendencj¢ do wigkszego udziatu fazy
mineralnej w tkance kostnej, natomiast wyzsza krystalicznos¢ probek kosci miodych
osobnikéw $wiadczy o wiekszym udziale mineraléw o uporzadkowanej strukturze krystaliczne;j
1 mniejszym udziale fazy amorficznej. Zgodnie z oczekiwaniami, wykazano korelacje
pomiedzy P - PO4/Amid I oraz P — krystalicznos$¢, a takze Ca - PO4/Amid 1 1 Ca —
krystaliczno$¢.

W celu porownania fizykochemicznych i morfologicznych cech ziaren mineralnych
zestawiono wyniki otrzymane dla ptatkéw zastawek aortalnych i wigzadet z6itych. Zastawki
aortalne nalezg do tkanek mineralizujacych w wysokim stopniu, a objeto$§¢ mineralizacji, w
kilku przypadkach, stanowita prawie 40% objetosci ptatka. W przeciwienstwie do platkow
zastawek, wigzadta zotte wykazuja obecnos¢ niewielkich ztogdéw (objetos¢ ziaren w 100 mm?
probki 0.01 — 0.5%). Nie zaobserwowano zadnej prawidlowo$ci w rozmieszczeniu mineralow

w wigzadtach, przy czym wystepowaty one pojedynczo lub w skupiskach wewnatrz tkanki.
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Potwierdzono heterogeniczng strukture ziaren, ktére w obu typach tkanek wystepowaty w
postaci mineralno-wtoknistych zgrubien. Zgodnie z réwnaniem 2.7 (str. 33), obliczono
procentowy udziat hydroksyapatytu w ziarnach. W przypadku platkow zastawek, udziat
materialu nieorganicznego w ziarnie wynosit (30 — 72)%, natomiast dla wigzadet z6itych byt
rowny (10 — 80)%. Wartosci te w obu przypadkach nie odbiegaja znaczaco od siebie. Odmienny
stosunek ilo$ciowy substancji organicznej i mineralnej wskazuje, ze ziarna moga by¢ na
réznym etapie wzrostu. Réznica $redniej gegstosci ziaren w AV i LF byta nieznaczna i wynosila
~10%. Natomiast §rednia objetos¢ ziaren w LF jest prawie 30 razy mniejsza niz ziaren w AV.
Depozyty we wszystkich probkach AV posiadaly bardzo podobny sktad chemiczny. Co
istotne, zanotowano obecno$¢ Mg na poziomie (0.85 £+ 0.5)%. Z punktu widzenia struktury
chemicznej krystalitow, znaczna zawarto§¢ Mg moze oznacza¢ podstawienie w miejsce Ca w
sieci krystalicznej HAP. Wynikiem tego jest zmiana wymiaréw sieciowych ze wzgledu na
rozne promienie jonowe Ca i Mg. W zwigzku z tym podstawienie Ca-Mg wplywa na
krystaliczno$¢ mineratu. Zastgpienie Ca przez Mg powinno mie¢ swoje odzwierciedlenie w
korelacji Ca - Mg, jednak analiza statystyczna nie wykazata takich zalezno$ci. Mozna, zatem
przypuszczaé, ze Mg odklada si¢ w postaci odrgbnego zwiagzku (np. weglanu magnezu).
Réwnoczesnie nie zaobserwowano pasm zwigzanych z obecnoscig zwigzkow magnezowych,
co moze by¢ wynikiem limitu detekcji metody FTIR. Sklad pierwiastkowy depozytoéw w LF
byt odmienny niz w AV. Po pierwsze, nie wykazano obecnosci Mg, a takze Cu, Sr w
depozytach LF. Obecnos¢ Mg 1 Sr jest charakterystyczna w tkankach wysoce
zmineralizowanych, a ich rolg jest, migdzy innymi, dziatanie ograniczajace wzrost
mineralizacji [129]. Po drugie, stgzenie Ca i P w depozytach LF bylo mniejsze niz w AV
odpowiednio 0 35% 1 41%, co wynika z mniejszego udziatu materiatu nieorganicznego.
Analiza chemiczna wykazata, ze gtbwna faza mineralng depozytow w AV 1 LF stanowi
weglano-hydroksyapatyt typu B. Zanotowano dublet pasm absorpcyjnych dla COs przy 1422
cm™ i 1456 cm’!. Jedynie w dwoch przypadkach wiezadet stwierdzono obecnoéé depozytow
CPPD. Nie rozpoznano obecnosci struktury HAP typu A, ktéra charakteryzuje si¢
przesunigciem pasm w strong wiekszych wartosci liczby falowej (1435 cm™ i 1463 cm™).
Obecnos¢ pasm amidowych w widmach FTIR potwierdzita udziat matrycy organicznej w
depozytach AV 1 LF. Nalezy zauwazy¢, ze krysztaty hydroksyapatytowe w wiezadtach byty
obecne zard6wno w grupie kontrolnej jak i w grupie stenotycznej, podczas gdy mineraty CPPD
wystapity wylacznie w grupie stenotycznej. Obie formy krystaliczne nie wystapity
rownoczesnie w zadnej probce. Co wigcej, krysztaty CPPD zidentyfikowano tylko u starszych

pacjentow. Nie stwierdzono obecnosci depozytéw w 8 na 15 probek LF ze stenozg. Mozna
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sadzi¢ na tej podstawie, ze stenoza kanalu kregowego nie jest czynnikiem warunkujgcym
wystgpienie mineralizacji wigzadet zottych.

Pacjenci cierpigcy na stenoze kanalu kregowego skarzyli si¢ na typowe objawy
przedoperacyjne o podobnym nasileniu, jak bodle w ledzwiowym odcinku kregostupa,
ostabienie sity mie$niowej, zaburzenia czucia. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy
symptomami klinicznymi a liczba 1 objetoscig ziaren. Wspomniane symptomy byty
prawdopodobnie zwigzane ze stenoza kanatu krggowego, a nie z obecno$cig mineratow.
Réwnoczesnie nalezy zaznaczyc¢, ze pacjenci z grupy kontrolnej nie skarzyli si¢ na dolegliwosci
ze strony kregostupa zanim wystgpit uraz mechaniczny, pomimo ze stwierdzono u nich
obecno$¢ drobnych zlogdw mineralnych w LF. Fakt ten sugeruje, Ze drobna mineralizacja w
wiezadlach moze mie¢ przebieg bezobjawowy. 50% sposréd pacjentow chorowato na
cukrzyce. W wielu pracach postulowano wplyw cukrzycy na wapnienie tkanek migkkich.
Wiadome jest, ze podwyzszony poziom insuliny w krwi skutkuje wzrostem
wewnatrzkomorkowej absorpcji wapnia i rozpoczeciem procesu osteogenezy [21]. Jednakze
bezposredni wplyw cukrzycy na mineralizacj¢ wigzadet nie zostal wystarczajaco dobrze
poznany.

Postulowanych jest wiele mechanizmoéw mineralizacji wigezadet z6itych [131-133].
Wyniki zebrane w pracy nie pozwalaja na jednoznaczny opis tego procesu. Rownocze$nie
warto$ci parametréw morfologicznych i rozktad gestosci $wiadcza o dwoch prawdopodobnych
mechanizmach odpowiedzialnych za odktadanie si¢ ztogébw HAP 1 CPPD. Hydroksyapatyt,
jako minerat charakterystyczny dla struktury kostnej, jest rowniez gtownym sktadnikiem
depozytow mineralnych w tkankach migkkich [117,131]. Jedna z koncepcji zaktada, ze
formowanie krysztatbw HAP odbywa si¢ na powierzchni blony komorkowej. Blona
komorkowa jest bogata w fosfatydyloseryne, majacg duze powinowactwo do jonow
wapniowych. Fosfor, natomiast, jest dostarczany przez transportery Na/P; (P; fosfor
nieorganiczny) zlokalizowane na btonie komoérkowej. Dodatkowym Zrédlem fosforu moze by¢
hydroliza fosfolipidow membranowych [35]. Hydroksyapatyt typu B jest charakterystyczny dla
uktadéw biologicznych [8]. W §rodowisku o zredukowanej ilosci jonéw COs faworyzowane
jest tworzenie HAP typu A, natomiast wzrost zawarto$ci weglandw (>3%) promuje tworzenie
si¢ HAP typu B. Wyniki sugeruja, ze w ukladzie wystgpowata wystarczajagco duza zawartos¢
CO3% do preferencyjnego podstawiania w pozycji B w sieci krystalicznej HAP.

Mechanizm formowania ztogdéw CPPD jest dyskusyjny. Badania ostatnich kilku lat sg
skoncentrowane na zwigzku pomigdzy odkladaniem CPPD w wigzadlach i $ciggnach a

chondrokalcynozg (dna rzekoma). Choroba ta zaliczana jest do schorzen reumatycznych w
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wyniku, ktérej odkladajace si¢ ztogi CPPD prowadza do wystgpienia lokalnego stanu
zapalnego. W patomechanizm odkladania si¢ CPPD moga by¢ zaangazowane zarowno choroby
metaboliczne, jak 1 czynniki reumatyczne i genetyczne. Generalnie wiadome jest, ze odktadanie
si¢ ztogdbw CPPD skorelowane jest z nadprodukcja nieorganicznego pirofosforanu za
posrednictwem chondrocytéw [55, 105]. Wewnatrzkomorkowy nieorganiczny pirofosforan jest
transportowany przez btong komdrkowa za posrednictwem bialek ANK. Mutacja genu ANK
moze indukowaé wzrost poziomu zewnatrzkomoérkowego nieorganicznego pirofosforanu,
ktory wiazac sie z Ca?* prowadzi do produkcji mineratéow CPPD [131].

Poréwnanie wynikow dla grup stenotycznej i kontrolnej wigzadet zottych wskazuje na
pewne podobienstwa i roznice. Gtéwna roznica wynika z obecnosci kalcyfikacji CPPD
wylacznie w grupie stenotycznej. Moze to oznaczaé, ze formowanie CPPD jest skorelowane ze
stenozg kanatu kregowego. Mineralizacja CPPD jest scharakteryzowana przez wyzsze wartosci
parametréw N/V (Rys. 3.11, str. 51) 1 V/V oraz gestosci w pordwnaniu z mineralizacja HAP
(Rys. 3.14, str. 55). Sktad pierwiastkowy CPPD i HAP byt podobny, z wyjatkiem zawartosci
Zn. Wyzsza zawarto$§¢ Zn w przypadku mineratow HAP moze wynikaé z preferencyjnego
wbudowywania si¢ Zn w strukture HAP [132] i/lub z wyzszej zawarto$ci enzymow Zn w
matrycy organicznej [133]. Mozna sadzi¢, ze formowanie mineratow HAP nalezy do procesu
degeneracyjnego w tkance migkkiej, rozpoczynajacego si¢, w niektorych przypadkach, w
mlodym wieku. Jednak jednoznaczny mechanizm odpowiedzialny za mineralizacjc HAP
wymaga dalszych badan. Dodatkowo, otwartym pytaniem pozostaje, dlaczego obie struktury
krystaliczne (HAP i CPPD) nie zostaty zaobserwowane rownoczesnie w tej samej tkance?

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja na wysoce heterogeniczng, pod
wzgledem objetosci 1 ggstosci, strukture depozytéw mineralnych. Niewiadomym pozostaje czy
roznorodnos$¢ morfologiczna depozytow wynika z odmiennych szlakow wzrostu mineratéw czy
z r6znej szybkosci wzrostu, nawet w tym samym obszarze tkanki. Odmienna gestos$¢ 1 objetosé
ziaren moze takze §wiadczy¢ o tym, ze wzrost nie przebiega w stalych warunkach chemicznych.
Fluktuacje warunkéw S$rodowiska lokalnego, wynikajace z przebytych choroéb (np.
metabolicznych) w wyniku ktorych moga ulec zmianie stezenia jonéw wapnia i fosforu, beda
skutkowatly wzrostem ziaren w otoczeniu odmiennych warunkéw chemicznych. Mozna sadzic,
ze mineralizacja tkanek migkkich rozpoczyna si¢ od wystgpienia defektu w matrycy
kolagenowej, w ktorym odktadaja si¢ sole wapnia, a dodatkowo w proces angazujg si¢ liczne
komorki, jak chondrocyty, BMP i inne.

Sprawa wielokrotnie poruszang jest obecno$¢ matrycy organicznej w mineratach.

Kolagen jest powszechnie uwazany za biatko stanowigce rusztowanie i ,,szablon” dla
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formowania mineratow. Zebranie danych eksperymentalnych dotyczacych funkcji kolagenu w
mineralizacji wymaga monitorowania procesu wzrostu na poziomie molekularnym. Rola
matrycy kolagenowej nie zostala jednak do tej pory dobrze poznana. Zasadniczo, na wtoknie
kolagenowym w okreslonych obszarach kosci z fazy amorficznej zarodkuja 1 rosng krysztaty
hydroksyapatytu, przy czym proces ten jest kontrolowany przez biatka niekolagenowe [50].
Przyjmujac zalozenie, ze tworzenie HAP w tkankach migkkich odbywa si¢ w podobny spos6b
mozna przypuszczaé, ze defekty we widknach kolagenowych tkanki powstajace na skutek
mikro-urazoéw, incydentow chorobowych, czynnikow autogennych lub dziatania toksyn
stanowig centra krystalizacji.

W przypadku mineralizacji homogenne;j istotng kwestig jest zrodto jonow niezbednych
do zainicjowania nukleacji i wzrostu krysztalu. Obecno$¢ jonow jest uzalezniona od sktadu
chemicznego pltyndéw zewnatrzkomoérkowych, ktory z kolei jest odzwierciedleniem stanu
organizmu. Defekty w strukturze wtokien kolagenowych, jako efekt dziatania czynnikow
uszkadzajacych, moga wystapié u kazdego. Swiadczy o tym obecno$¢ kalcyfikacji niezaleznie
od wieku i ptci pacjenta. ROwnoczes$nie pojawienie si¢ mineralizacji u mtodych pacjentow, u
ktorych nie rozpoznano innych jednostek chorobowych pozwala sadzi¢, ze wzrost mineratow
odbywa si¢ nawet przy zachowaniu  prawidlowych  parametrow  plynow
zewnatrzkomorkowych. Jednak obecno$¢ defektu matrycy kolagenowej inicjuje proces
,uszkodzenie — naprawa”. Mozna przypuszczac, ze w zmienionym chorobowo obszarze tkanki
na drodze procesOw biochemicznych i przy udziale licznych mediatorow komorkowych, moze
dochodzi¢ do lokalnego przesycenia jonami uczestniczagcymi w mineralizacji. W takiej sytuacji,
kiedy sktad ptyndéw ustrojowych nie ulega zmianie na skutek przebytych choréb, a zmianie
ulega jedynie lokalne srodowisko w otoczeniu defektu matrycy, mozna mowi¢ o mineralizacji
heterogeniczne;.

Incydentalne fluktuacje warunkow $rodowiska moga prowadzi¢ do powstania tzw.
mineralizacji ukrytej, polegajacej na wbudowaniu pewnej ilo$ci atoméw pierwiastkow,
odbiegajacej od normy, w strukturg tkanki. Mineralizacja ukryta wywotuje zmiany wtasnosci
fizycznych 1 chemicznych tkanek. Rezultatem wzrostu mineralizacji ukrytej, mozliwej do
wykrycia za pomocg mikroskopii elektronowej, jest czasem mineralizacja jawna.

Na przyktadzie zastawki aortalnej przedstawiono dwa modele mechanizmu
mineralizacji. Pierwszy model koncentruje si¢ na sitach dziatajacych na platki zastawki podczas
skurczu i rozkurczu komory serca. Model zaktada, ze wtokna kolagenowe ulegaja w ten sposob
uszkodzeniu, stajac si¢ tym samym ogniskami mineralizacji. W drugim modelu kluczowa rola

W zainicjowaniu procesu wapnienia tkanki zostata przypisana czynnikom biochemicznym i
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reakcji zapalnej w tkance. Oba modele jednak nie wykluczaja si¢, a opisane czynniki mogg
mie¢ wplyw synergiczny na proces kalcyfikacji. Pomiary mikrotomograficzne ptatkow
zastawek aortalnych wykazaly, ze depozyty zlokalizowane byly na krawedziach platkéw, w
czgsSci centralnej lub brzegowej w miejscu przyczepu do pierscienia wioknistego.
Przedstawiona lokalizacja depozytow znajduje swoje potwierdzenie w modelu
biomechanicznym, poniewaz miejsca wystgpienia mineralizacji sa obszarami poddawanymi
$ciskaniu podczas otwierania zastawki (Rys. 1.2, str. 12), a takze s3 narazone na napr¢zenia
$cinajace zwigzane z przeptywem krwi (cze$¢ brzegowa i centralna ptatka).

Platki zastawek stenotycznych cechuje zredukowana elastyczno$¢ i pogrubienie.
Utrudniony odptyw krwi z lewej komory serca powoduje koncentryczny przerost zastawki,
powodujac wzrost wartosci sity $ciskajacej, naprezen $cinajacych oraz turbulencji podczas
otwarcia zastawki. Nastepstwa hemodynamiczne mogg prowadzi¢ do uszkodzenia warstwy
komorek s$rodbtonkowych (Rys. 1.4, str. 15) oraz powstania defektéw we widknach
kolagenowych ptatkow, co w dalszej kolejnosci prowadzi do wapnienia. Na tej podstawie
mozna sadzi¢, mineralizacja platkéw zastawki nie jest bezposrednig przyczyna stenozy
zastawki lecz jest dodatkowym powiktaniem w przebiegu stenozy.

W badaniach opisanych w pracach [134-135] wykazano obecno$¢ markerow odczynu
zapalnego w miejscach poddawanych naprezeniu $cinajagcemu. Analiza mineralizacji ptatkow
zastawek nie pozwala stwierdzi¢, czy w proces ten byly zaangazowane komoérki odczynu
zapalnego. Analiza sktadu pierwiastkowego wykazala, jednak, podniesiony poziom Fe, ktory
moze wystapi¢ w przypadku obecnosci sieci dodatkowych mikro-naczyn krwionos$nych,
tworzonych w obszarach niedokrwiennych tkanki, do jakich nalezg obszary patologicznie
zmineralizowane. Formowanie dodatkowych naczyn krwiono$nych jest zjawiskiem
towarzyszacym stanowi zapalnemu 1 petni funkcj¢ drogi transportu dla makrofagdéw do miejsca
zapalnego tkanki [23]. Rownocze$nie, analiza spektrometryczna nie wykazata réznic w
intensywnosci 1 polozeniu pasm pochodzacych od matrycy organicznej w poréwnaniu z
pasmami, otrzymanymi dla kosci, ktére mogltyby $wiadczy¢ o destrukcji matrycy kolagenowe;j
na skutek procesow zapalnych. Dane literaturowe [136] wskazuja, ze tkanka zastawki aortalne;j
pod wptywem zmian hemodynamicznych posiada zdolno$¢ do stymulowania syntezy
kolagenu. Trudno$¢ w oszacowaniu stanu matrycy organicznej moze wynika¢ z wystgpienia
pewnej réwnowagi pomiedzy nowo syntetyzowanymi widknami a iloscig wildkien
zdegradowanych na skutek dzialania czynnikéw prozapalnych [136]. Uzyskane wyniki nie
potwierdzaja jednoznacznie obecnosci procesOw prozapalnych opisywanych przez drugi

model, ale rownoczesnie nie moga one by¢ wykluczone.
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Wiezadta zo6tte sg strukturami bedacymi pod wptywem dziatania sit, prowadzacych do
rozciggania. Jak wykazaty badania eksperymentalne, wykonane na krggostupach szczurow,
poddawanie ich rozcigganiu i ruchom skretnym skutkuje proliferacjg tkanki chrzestne;,
przeksztatcajacej si¢ w tkanke kostng w wigzadlach kregostupa [27-28]. Podobnie, badania
wykonane na pacjentach, narazonych na rozcigganie, wykazaty wzrost poziomu cytokin
zwigzanych z procesem ko$ciotworzenia (m.in. BMP) [27-28]. Nietypowa struktura wigzadet
z6OMtych, polegajaca na wyzszej zawartosci elastyny niz kolagenu, powoduje znaczne
przystosowanie do obcigzen mechanicznych, zwlaszcza do rozciggania. Moze to ttumaczy¢
niewielkie zmineralizowanie LF, w ktorych zwapnienia wystepuja incydentalnie. Mineralizacje
wiezadel zo6ttych moga by¢é wynikiem dziatania sity, przekraczajacej wartosci
wytrzymato$ciowe wtokien elastynowych. Aby jednoznacznie rozstrzygnag¢ mechanizm
powstawania mineralizacji w zastawkach aortalnych 1 wiezadlach zottych krggostupa
niezbe¢dna jest szczegdtowa analiza stanu macierzy wtoknistej, na ktorej wzrastalty depozyty
mineralne. Niemniej jednak material poréwnawczy uwidocznit wiele cech wspolnych
fizjologicznej i patologicznej mineralizacji, do ktorych zaliczy¢ mozna nie tylko sklad i
strukture chemiczng, ale rowniez podstawe wzrostu mineratéw, dla ktorych rusztowaniem jest

matryca organiczna.
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5. Model mineralizacji struktur
kolagenowych

Mikrouszkodzenie struktury widkna kolagenowego stanowi centrum krystalizacji ziarna
mineralnego. Wzrost zarodka mineralnego, znajdujacego si¢ w Srodowisku plynu
zewnatrzkomorkowego, zachodzi w wyniku odktadania si¢ jondw wapnia na powierzchni
zarodka. Rozwazajac jony wapnia, bedace glownym sktadnikiem hydroksyapatytu, mozliwe
jest opisanie procesu wzrostu ziarna za pomocg modelu dyfuzyjnego. Zaproponowany model
pozwoli na oszacowanie czasu wzrostu ziarna mineralnego. Przyjeto nastgpujace zalozenia:

1. uktad posiada symetri¢ sferyczna,
2. czynnikiem limitujagcym wzrost ziarna jest transport jondw wapnia,

3. nie wystepuja reakcje chemiczne w otoczeniu.

Rys. 5.1. Schematyczne przedstawienie wzrostu ziarna o promieniu r.

Ze wzgledu na symetri¢ sferyczng strumien jondéw J zalezy tylko od odlegtosci r
pomiedzy srodkiem uktadu (kuli) a wybranym punktem w przestrzeni. Zgodnie z prawem
zachowania masy liczba jonow wchodzacych do sferycznej przestrzeni o promieniu 7 jest rowna

liczbie jonéw adsorbowanych na powierzchni zarodka, a zatem mozna zapisac:
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—4nr?J(r) + 4n(r+dr)? «J(r +dr) =0 (5.1)

W wyrazeniu (5.1) strumien J(r + dr) rozwinigto w szereg Taylora:
—4nr?J(r) + 4m(r? + 2rdr + (dr)?) = (](r) + %dr) =0 (5.2)
Dzielac obie strony przez 4zdr i zaniedbujac (dr)? otrzymano nastepujace rownanie:
2rj(r) + 1252 =0 (5.3)
Ostatecznie rownanie rozniczkowe przyjmuje postac:
F@n=0 (5.4)

Scatkowanie rownania 5.4 prowadzi do zaleznos$ci strumienia jonowego od odlegtosci » od

srodka uktadu:

r?] =C, (5.5

A zatem:

== (5.6)

gdzie C; to stala catkowania. Zgodnie z pierwszym prawem Fick’a strumien jondw mozna

zapisac, jako:

Jj=-D% | (5.7)

gdzie D to wspdiczynnik dyfuzji, ¢ st¢zenie jondw wapnia. PorOwnujgc rdwnania 5.6 1 5.7

otrzymano:

Lo (5.8)

dr Dr?2
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Scatkowanie rownania 5.8 prowadzi do nast¢pujacego rozwigzania:
c(r)==+¢C 5.9
Dr 2 ( . )

Obliczenie statych catkowania C; 1 C> wymaga przyjecia warunkow brzegowych. Przyjeto, ze
dla r—o0 stezenie jondéw rowne jest cp, natomiast na powierzchni ziarna o promieniu 7 st¢zenie

jest zerowe.

c(0) = ¢

c(r)y=0

Zastosowanie powyzszych warunkéw brzegowych pozwala na wyznaczenie statych

catkowania C; 1 Co.
C; =—coD *r (5.10)
Cz = CO (511)

A zatem strumien jonoOw na powierzchni zarodka o promieniu a, mozna wyrazi¢ za pomocg

réwnania:

dc
dr

= 2% (5.12)

r=a a

j=|-p

Calkowity strumien jonéw na powierzchni zarodka o promieniu ¢ mozna zapisac¢ jako:

I = 4ma? = J(a) (5.13)

A zatem calkowity strumien jondw na powierzchni zarodka wynosi:

I = 4maDc, (5.14)
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Przyjmujac, ze gestos$¢ ziarna jest rOwna p, mozna skorzysta¢ z wyrazenia opisujgcego przyrost
masy ziarna w czasie, ktora jest rowna calkowitemu strumieniowi jonow / na powierzchni

zarodka, zgodnie z réwnaniem 5.14. Wobec tego przyrost masy ziarna w czasie wyrazono, jako:
i(ina3 ) = 4na?p L = 4nDa * (5.15)
ac\314P Pat 0 :

Powyzszy zwigzek sprowadza si¢ do rownania rézniczkowego, opisujacego zalezng od czasu
zmiang promienia ziarna:
da _ Dxcg

adt —T (516)

Zaktadajac, ze w chwili poczatkowej ¢ = 0 promien ziarna rowny jest 0, rozwigzanie rOwnania

przybiera postac:

ZD*Cot

(5.17)

Na podstawie réwnania 5.17 obliczono, ze czas wzrostu ziarna wynosi:

=2 (5.18)

- ZD*CO

Na podstawie obliczen przeprowadzono analiz¢ zmiany promienia ziarna w czasie. W
obliczeniach wykorzystano nastgpujace dane literaturowe:

- Stata dyfuzji dla jonéw wapnia w tkance mie$niowej, D= 1.65 * 10 (cm?/s) [137].

- Stezenie nieskompleksowanego wapnia cy= 42 mg/l= 4.2 * 107 (g/cm?), co stanowi 50%
catkowitego stezenia wapnia w ptynach zewnatrzkomoérkowych [138].

Warto$ci promienia (a) 1 ggstosci (p) ziaren sg danymi eksperymentalnymi. Wyniki obliczen
modelowych przedstawiono na przyktadzie probek wiezadet zottych. Dla mineratéw CPPD w
zakresie wartosci a =(0.02-0.1) cm zakres wartosci p wynosit: p =(2.15-2.25) g/cm?® dla pacjenta
w wieku 72 lat oraz p =(2.16-2.4) g/cm? dla pacjenta w wieku 81 lat, natomiast dla mineratow

HAP, w tym samym zakresie a, byt rowny: p =(1.78-1.95) g/cm® dla pacjenta w wieku 35 lat,
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p =(1.85-2.0) g/cm? dla pacjenta w wieku 36 lat, p =(1.85-2.0) g/cm?® dla pacjenta w wieku 59
lat oraz p =(1.87-2.2) g/cm® dla pacjenta w wieku 60 lat.

Na Rys. 5.2 przedstawiono przyktadowe wyniki, uzyskane na podstawie obliczen
modelowych, zalezno$ci promienia ziarna od czasu wzrostu dla mineraléw zbudowanych z
CPPD, na Rys. 5.3 zaprezentowano zaleznos¢ a(?) dla mineralow HAP w wiezadtach z grupy
kontrolnej (35 1 36 lat), natomiast na Rys. 5.4 zalezno$¢ a(?) dla grupy stenotycznej (59 i 60
lat). Roznice pomiedzy poszczegdlnymi przypadkami byly nieznaczne, dlatego wybrano
najbardziej rdznigce si¢ przyktady. Maksymalny btad pomiarowy, naniesiony na Rys. 5.2, 5.3
1 5.4 wynosit potowe wielkosci voxela. Dla pozostatych przypadkéw btedy pomiarowe nie
odbiegaty znaczaco. W obliczeniach zalozono, ze warto$¢ D 1 ¢y sa stale dla wszystkich
przypadkow.

Przedstawiony model mineralizacji struktur kolagenowych miat na celu oszacowanie
czasu wzrostu ziaren mineralnych. Duza zlozono$¢ uktadu, z jakim mamy do czynienia,
wymagata przyjecia kilku uproszezen. Do najistotniejszych nalezalo zatozenie o sferycznym
ksztatcie ziaren oraz przyje¢cie, ze Srodowisko wzrostu zbudowane jest tylko z jonéw wapnia.
Niemniej jednak istnieje mozliwos¢ rozbudowania modelu o dodatkowe czynniki, jakimi mogg
by¢ wielosktadnikowe $rodowisko wzrostu, konkurencyjno$¢ o jony pomiedzy ziarnami,
czg$ciowe rozpuszczanie ziaren, fluktuacje warunkéw srodowiska wewnetrznego, przyjecie
ksztattu ptytkowego lub walcowego ziaren, agregacja zarodkow, starzenie Ostwalda itp.

Na Rys. 5.2 mozna zauwazy¢, ze czas wzrostu ziaren CPPD wynosit od ~miesigca do 6
lat, natomiast w przypadku ziaren HAP (Rys. 5.3, Rys. 5.4) wynosit do 4 lat u mtodych oraz do
5.5 roku u starszych pacjentow.

Znajac czas wzrostu mozna takze okresli¢ szybko$¢ wzrostu ziaren. Szybkos$¢ wzrostu

zostala wyrazona jako pochodna promienia po czasie:

da _ ) (5.19)

Podstawiajagc wyrazenie (5.18) do powyzszego rOwnania i przyjmujac, ze wartosci D, coi p sa

stale otrzymamy zalezno$¢:

da 1 1 (5.20)
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Na podstawie réwnania (5.19) obliczono, ze da/dt ziarna CPPD (pacjent 72 lata) o
promieniu @ =0.02 cm wynosi 1.75*%10° cm/s, natomiast dla @ =0.1 cm wynosi 2.9%107° cm/s.
W drugim przypadku dla ziaren CPPD (pacjent 81 lat) o promieniu a =0.02 cm da/dt wynosi
1.54*%10° cm/s, a dla @ =0.1 cm wynosi 3.0¥107'° cm/s. W przypadku ziaren HAP (pacjent 35
lat) o promieniu @ =0.02 cm da/dt wynosi 1.89%10” cm/s, a dla @ =0.1 cm jest rowny 4.78*10"
10 cmy/s, dla pacjenta w wieku 36 lat dla @ =0.02 cm da/dt wynosi 1.78%10° cm/s, a dla a =0.1
cm jest rowny 3.7*¥1071° cm/s, natomiast dla pacjenta w wieku 59 lat da/dt wynosi 1.76%10
cm/s dla a =0.02 1 3.56*107'° cm/s dla a =0.1 cm oraz 1.0*10” cm/s dla @ =0.02 cm i 3.2*1071°
cm/s przy a =0.1 cm dla pacjenta w wieku 60 lat. Zgodnie z wyrazeniem (5.20) da/dt w
przedstawionych przypadkach maleje wraz ze wzrostem promienia ziarna. RoOwnocze$nie
nalezy zauwazy¢, ze najwicksza zmiane da/dt zanotowano w przypadku depozytow
zbudowanych z CPPD co sugeruje, ze w procesie wzrostu biorg udziat czynniki promujace
odktadanie soli wapnia i sprzyjajace wzrostowi ziaren. Wsrod czynnikow majacych wpltyw na
proces mineralizacji wymieni¢ mozna schorzenia reumatyczne i metaboliczne, skorelowane z
nadprodukcja nieorganicznego pirofosforanu [55]. Do czynnikdéw, majacych wplyw na
szybko$¢ wzrostu ziaren, zaliczy¢ mozna takze dietg, choroby ogdlnoustrojowe (cukrzyca,
otylos¢) i stosowane leki, ktore majg bezposredni wpltyw na sktad ptynow fizjologicznych i
gospodarke wapniowa. W przypadku mineraldw HAP mozna zaobserwowaé mniejszg zmiang
da/dt wraz ze wzrostem promienia niz w przypadku CPPD, co moze $wiadczy¢ o rdéznych
typach wzrostu obu krystalitow. Nie zanotowano wyraznych réznic da/dt pomigdzy mtodymi i
starszymi pacjentami co sugeruje, ze mineralizacja HAP w obu grupach badawczych przebiega
wedlug podobnych mechanizméw.

Z zaburzeniem gospodarki wapniowej mamy do czynienia najczesciej] w przypadku
chorob przytarczyc i nerek, a takze w zaburzeniach metabolizmu witaminy D [139]. Obecno$¢
przewlektych schorzen i1 koniecznos¢ stosowania lekéw majacych wptyw na wchilanianie
wapnia, jak rowniez roznice osobnicze i zmienne nawyki zywieniowe, moga powodowac
zakldcenie bilansu wapniowego. Zmiany stezenia jonéw w ptynach fizjologicznych moga mie¢
wplyw na wielko$¢ ziaren i czas ich wzrostu, majac dzialanie promujace lub inhibicyjne (Mg,
Sr?*) na proces mineralizacji [8, 118]. Analizujac spadek wartoéci da/dt ziaren wraz z wiekiem,
mozna wymieni¢ kilka czynnikéw hamujacych wzrost. Po pierwsze, najszybszy wzrost moze
nastapi¢ az do wysycenia jonami wszystkich wolnych wigzan chemicznych w defekcie matrycy
kolagenowej. Nastgpnie ziarno wzrasta na zewnatrz defektu. Jezeli st¢zenie jondw,
uczestniczacych w mineralizacji, pozostaje na stalym poziomie, to na rosngcej powierzchni

kulistego ziarna adsorbowana jest niezmienna liczba jonow, a zatem przyrost promienia ziarna
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odbywa si¢ w coraz dluzszym czasie. Wzrost ziarna moze zosta¢ réwniez spowolniony lub
zahamowany poprzez zmian¢ nawykow zywieniowych lub wyeliminowanie lekow
zaklocajacych bilans wapniowy. Druga kwestig moze by¢ czgsciowe rozpuszczanie ziaren na

rzecz wzrostu innych, ktore z czasem takze moga ulec rozpuszczaniu.
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Rys. 5.2. Zaleznos¢ wartosci promienia ziaren mineralnych, zbudowanych z CPPD, od czasu
wzrostu, wyznaczona na podstawie obliczen modelowych, dla dwoch przypadkow wigzadet

zottych. Maksymalny blgd pomiarowy zaznaczono na pierwszym wykresie.
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Rys. 5.3. Zaleznos¢ wartosci promienia ziaren mineralnych, zbudowanych z HAP, od czasu

wzrostu, wyznaczona na podstawie obliczen modelowych, dla dwoch przypadkow wigzadet

zottych mtodych pacjentow. Maksymalny blgd pomiarowy zaznaczono na pierwszym wykresie.
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Rys. 5.4. Zaleznos¢ wartosci promienia ziaren mineralnych, zbudowanych z HAP, od czasu
wzrostu, wyznaczona na podstawie obliczen modelowych, dla dwoch przypadkow wiezadet
zottych starszych pacjentow. Maksymalny blqgd pomiarowy zaznaczono na pierwszym

wykresie.

Roéznica czasu wzrostu ziaren CPPD 1 HAP sugeruje, Zze mechanizm mineralizacji nie
przebiega wedtug identycznych szlakow. Odzwierciedleniem tego zjawiska jest takze ponad
pieciokrotnie wigksza liczba ziaren CPPD przypadajacych na 100 mm? tkanki niz w przypadku

ziaren HAP. Réznice liczby i wielko$ci ziaren sugeruja, ze byty one w odmiennej fazie wzrostu,

75



a nukleacja zarodkow nastgpita prawdopodobnie w roznym czasie. Jednoznaczne ustalenie
przyczyn zréznicowanego wzrostu mineratéw wymaga jednak dalszych badan.

W obliczeniach modelowych wykorzystano st¢zenie wolnych jonéw wapniowych.
Nalezy zauwazy¢, ze w plynie zewnatrzkomoérkowym okoto 40% wapnia jest zwigzana z
biatkami, gtownie albuming, natomiast ~10% Ca wystepuje w postaci kompleksow z anionami
organicznymi, jak cytrynianowy i mleczanowy. Pozostate 50% stanowi wapn zjonizowany, o
duzym znaczeniu fizjologicznym. Zatozenia przyj¢te w pracy nie uwzgledniajg fluktuacji w
stezeniu wapnia, a wyniki przedstawiajg czas wzrostu ziaren przy niezaburzonej gospodarce
wapniowe;j.

Okreslenie czasu wzrostu mineralizacji odgrywa istotng rolg w dzialaniu
prewencyjnym, zapobiegajacym utracie elastycznos$ci tkanek na skutek ich mineralizacji, a
takze mozliwo$¢ leczenia bez koniecznosci ekstrakcji chirurgicznej. Obliczenia modelowe
wskazuja, ze czas wzrostu ziaren mineralnych o promieniu do 400 um jest stosunkowo krotki i
trudny do zidentyfikowania technikami obrazowania medycznego, a omawiana patologia jest
diagnozowana dopiero w wysokim stadium zaawansowania jako wspolitowarzyszaca,

zazwyczaj przy okazji diagnostyki innych chorob.
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6. Podsumowanie

Prezentowane wyniki nie wyczerpujg zagadnien dotyczacych procesu patologicznej
mineralizacji tkanek miekkich. W pracy zebrano opublikowane do tej pory dane, dotyczace
kalcyfikacji wybranych tkanek migkkich i uzupetniono wiedze¢ poprzez kompleksowa analizg
mineralow. Analiza patologicznej mineralizacji wniosla wiele interesujacych informacji
dotyczacych struktury chemicznej, budowy morfologicznej oraz relacji ze zmianami
stenotycznymi w tkankach. Do najwazniejszych wnioskow, ptynacych z analizy wynikow,
nalezg:

1. W ptlatkach zastawek aortalnych i wigzadtach zottych krggostupa stwierdzono

obecnos¢ depozytoéw mineralnych o heterogenicznej strukturze, zbudowanych z ziaren

mineralnych 1 materialu organicznego,

2. Faze mineralng stanowil hydroksyapatyt, podobny do apatytu kostnego, przy czym

w dwoch przypadkach wiezadel zoltych stwierdzono obecno$¢ dwuwodnego

pirofosforanu wapnia,

3. Hydrokyapatyt wystepowat we wszystkich grupach badawczych, u mtodych i

starszych pacjentow. Pirofosforan wapnia wystapit tylko u starszych pacjentow ze

stenozg kanatu kregowego,

4. Proces tworzenia hydrokyapatytu i pirofosforanu wapnia przebiega prawdopodobnie

wedlug odmiennych mechanizmow. Odkladanie hydrokyapatytu jest zwigzane z

procesem degeneracyjnym tkanki, w wyniku starzenia i/lub mikro-urazoéw. Tworzenie

pirofosforanu wapnia moze by¢ nastgpstwem dziatalnos$ci dodatkowego czynnika, np.
choroby reumatoidalne;j,

5. Nie wykazano statystycznie istotnych rdznic pomigdzy sktadem pierwiastkowym

depozytow w AV i sktadem kosci. Zanotowano jednak réznice w zawartosci Cai P (2

razy mniej) oraz Fe (2 razy wigcej) w depozytach LF w poréwnaniu ze sktadem kosci,

6. Srednia gesto$é depozytow nieznacznie przewyzszata gestosé¢ kosci, a w skrajnych

przypadkach osiggata nawet gestos¢ szkliwa zebowego,

7. R6zna gestos¢ 1 objetos¢ depozytow wskazuje, ze wzrost krysztatdw odbywa si¢ w

zmiennych warunkach srodowiska i/lub przebiega z r6zng szybkoscia,

8. Stenoza kanalu kregowego nie jest warunkiem koniecznym do wystgpienia

mineralizacji wig¢zadet zottych,
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9. Patologiczna mineralizacja tkanek zostala rozpoznana u mtodych (~30 lat) 1 starszych
pacjentéw, a w niektorych przypadkach wigzadet zottych nie wystgpita weale,

10. Obliczenia modelowe wykazaty, ze wzrost ziaren CPPD trwal od ~miesigca do 6
lat, natomiast w przypadku ziaren HAP u mtodych pacjentow do 4 lat, a u starszych do
5.5 roku,

11. Korekcja efektu czesciowego wypetnienia voxela w mikrotomografii komputerowe;j
z uzyciem programu BmpBinarizer, wykorzystujacego progowanie lokalne, prowadzi
do dwoch wnioskéw: Po pierwsze, korekcja PVE pozwala zredukowac rdznice
pomiedzy warto$ciami parametrow struktury zobrazowanej z dwoma rozdzielczo$ciami
z 14% do 6.5%. Po drugie, korekcja PVE wprowadza wyrazng rdznice¢ w wartosciach

parametrow struktury zobrazowanej z wyzsza zdolnoscig rozdzielcza.
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Dodatek - Program BmpBinarizer

Program BmpBinarizer zostat stworzony w obiektowym jezyku programowania Java, z
zastosowaniem klasy Bufferedlmage. Binaryzacje przeprowadzono przy uzyciu gotowych
metod klasy Binaryze.java. Jako parametry przyj¢to trzy obrazy GrayScalelmage (skala
szarosci w zakresie 0 - 255) oraz parametry u ($rednia warto$¢ zaczernienia) i o (odchylenie
standardowe). Aby odczyta¢ warto$¢ piksela o wspotrzednych P(x, y) zastosowano metode
BinarizePixel(x,y). Nast¢pnie sprawdzono czy warto$¢ piksela znajduje si¢ w zakresie
progowania (n - 6; u + o). Jesli tak, to przypisano analizowanemu punktowi obrazu wartos$¢
255. Jesli warto$¢ ta nie spetniata I kryterium, wéwczas sprawdzano czy wartos¢ piksela
znajduje sie w zakresie progowania (U - 26 ; U + 20) oraz czy warto$¢ zaczernienia pikseli z
nim sgsiadujgcych znajduje si¢ w tym zakresie. Jesli tak, to analizowanemu pikselowi
przypisano warto$¢ 255, w przeciwnym razie wartos¢ 0. Algorytm klasyfikacji wartosci
zaczernienia piksela o wspotrzednych P (x, y) 1 sasiadujacych z nim pikseli o wspotrzednych P;

(xi, vi), gdzie i € (1; 4), przedstawiono ponizej:

jezeli P (x, v) E (Wt o)= P (x, y) =255
Pk y) ! (7)€ u*o) (x.7) jezeli P (x,y) ¢ (ut20) = P(x,y)=0
jezeli P (x, y) € (W£ o) —_—

jezeli P (x, y) € (W 20) A Pi (xi, yi) € (u£20)
= P (x, y) = 255.

Przedstawiony algorytm zostat oparty o analize¢ sgsiedztwa von Neumana (Rys. D.1), w
ktorej rozwaza si¢ cztery piksele przylegajace scianami do wybranego piksela [138, 140-141].
W analizie sgsiedztwa istotne jest zawezenie przeszukiwanej przestrzeni do takiej, w ktorej
prawdopodobienstwo znalezienia pikseli o jednakowej/zblizonej wartosci jest najwigksze.
Dlatego do analizy wybrano najblizsze sgsiedztwo piksela centralnego z mozliwoscig
rozbudowy algorytmu dla wigkszej liczby pikseli. Poniewaz analiza prowadzona jest w trzech
wymiarach, podczas binaryzacji uwzgledniany jest obraz zawierajacy analizowany piksel i dwa
obrazy z nim sasiadujace, kazdy o wymiarach 3x3 piksele. A zatem kazdy obraz sklada si¢ z 9

pikseli, a po natozeniu trzech obrazéw otrzymujemy uktad o wymiarach 3x3x3 voxeli, czyli 27
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voxeli. W zwigzku z tym rozwaza si¢ voxel centralny oraz jego szes¢ sasiadow: od gory, od

dohu, z lewej 1 prawej strony oraz z przodu i z tyhu.

Piksel centralny P

Sasiedztwo von Neumanna
piksela P

Rys. D.1. Sgsiedztwo von Neumanna obiektu.

Przeanalizowano znaczenie korekcji PVE w pomiarach mikrotomograficznych dla
probki zmierzonej przy dwoéch zdolnosciach rozdzielezych — 13.5 um 1 2 pm. Pomiary
przeprowadzono dla wybranego depozytu mineralnego o dtugosci 0.87 mm. Wykonano
progowanie dla obu przypadkéw metoda dopasowania funkcji Gaussa do maksimum na
histogramie, pochodzacego od fazy nieorganicznej. W celu przeprowadzenia analizy, przy
zachowaniu jednakowych warunkoéw pomiaru, konieczne byto ustalenie wartosci progowania
osobno dla kazdego przypadku. Nalezy wziag¢ pod uwagg, ze przy zastosowaniu dwoch roznych
rozdzielczo$ci pomiar wykonywany jest z r6zng odlegloscig probki od zrddia, co skutkuje
odmiennym czasem naswietlania probki. Dla rozdzielczo$ci 13.5 pm ustalono zakres
progowania rowny 118 & 15, a dla 2 um zakres wynosit 129 £ 20.

Nastepnie wykonano binaryzacj¢ obrazow z uzyciem progowania globalnego za
pomoca programu dedykowanego dla mikrotomografu SkyScan i progowania za pomoca
stworzonego programu BmpBinarizer opartego na progowaniu lokalnym. Na rysunku D.2
przedstawiono zrekonstruowane obrazy probki zmierzonej przy dwoch zdolnosciach

rozdzielczych.
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Rys. D.2. Rekonstrukcja obrazu z dwoma roznymi rozdzielczosciami- program SkyScan

Obrazy zbinaryzowanych struktur przedstawiono na rysunkach. D.3 i D 4.

Rys. D.3. Obrazy zbinaryzowane z uzyciem progowania globalnego- program SkyScan

Rys. D.4. Obrazy zbinaryzowane przy pomocy programu BmpBinarizer

Obliczono objetos¢ struktury zbinaryzowanej z uzyciem dwoch wymienionych metod

progowania. Wyniki przedstawiono w tabeli D.1:



Rozdzielczos¢ Progowanie globalne | Progowanie -BmpBinarizer
13.5 pm 0.030 mm? 0.029 mm?
2 um 0.035 mm? 0.031 mm?

Tab. D.1. Objetos¢ struktury zobrazowanej przy dwoch zdolnosciach rozdzielczych oraz przy

dwoch metodach progowania

Wyniki zamieszczone w tabeli D.1 zostaly porownane pod katem roznicy wartosci
parametréow dla danej rozdzielczo$ci pomiaréw przy zastosowaniu progowania globalnego i z
uzyciem programu BmpBinarizer wykorzystujacego progowanie lokalne oraz pod katem
wplywu PVE na warto$ci parametréw przy pomiarach z dwoma ré6znymi rozdzielczosciami.
Na podstawie wynikow oszacowano, ze binaryzacja struktury zobrazowanej z niskg i wysoka
zdolnoscig rozdzielcza (13.5 pum i 2 pm) przy zastosowaniu progowania globalnego prowadzi
do roznicy objetosci struktury na poziomie 14.3%. Przeprowadzenie korekcji PVE z uzyciem
programu BmpBinarizer pozwala na zmniejszenie rdznicy obj¢tosci struktury do 6.5%. Wynik
ten jest zgodny z oczekiwaniami, bowiem korekcja PVE pozwala uwzgledni¢ w obliczeniach
piksele na brzegach struktury, ktéra ulegta rozmyciu przy obrazowaniu z nizsza zdolnoscia
rozdzielcza. Znajac zmiang objgtosci obiektu na skutek efektu PVE mozliwe jest oszacowanie
jego wptywu na gestos¢ struktury. Przy wykorzystaniu progowania globalnego réznica gestosci
obiektu zmierzonego przy dwoch zdolnosciach rozdzielczych, proporcjonalnie do objetosci,
wynosita ~14%, a po zastosowaniu korekcji PVE roznica ta byla na poziomie 6.5%. Taka
réznica gestosci moze mie¢ znaczacy wplyw zwlaszcza podczas analiz medycznych. Za
przyktad moze postuzy¢ diagnostyka guzow nowotworowych, ktorych gesto$¢ czesto jest
wskaznikiem ich ztosliwosci [142]. Réznica objetosci struktury obliczonej z zastosowaniem
progowania lokalnego i globalnego, dla pomiaréw ze zdolnos$cig rozdzielczg 13.5 pm, wyniosta
3.4%, natomiast dla pomiarow z rozdzielczo$cia 2 pm jest rowna 11.4%. Przedstawiony wynik
wskazuje, ze progowanie lokalne ma szczegdlne znaczenie dla pomiarow z wyzsza zdolnoscig
rozdzielcza.

Program komputerowy BmpBinarizer wraz z kodem Zrdédlowym i instrukcja obshugi
zostal zamieszczony na no$niku danych zataczonym na koficu pracy. W celu uruchomienia
programu demonstracyjnego wymagane jest zainstalowanie oprogramowania Java w wersji od

1.7.
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8. Streszczenie

Sylwia Orzechowska
Zaktad Fizyki Medycznej, Wydzial Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowane;j

Uniwersytet Jagiellonski

Mineralizacja tkanek migkkich jest patologia opisywana od wielu lat. Badania z
uzyciem metod obrazowania takich jak skaningowa mikroskopia elektronowa, obrazowanie
rezonansu magnetycznego, a takze histologicznych 1 immunohistochemicznych, byly
skoncentrowane glownie na analizie czynnikéw zaangazowanych w osteogenezg. Z tego
powodu badaniom poddawane byly przede wszystkim obszary wokét zmineralizowanej tkanki.
Jednakze fizykochemiczna struktura depozytow mineralnych nie byta przedmiotem
szczegOtowych badan.

Celem pracy byta fizykochemiczna i morfologiczna analiza mineralizacji w ptatkach
zastawek aortalnych (AV) 1 wigzadlach zoltych kregostupa (LF), a takze okreslenie zwigzku
patologicznej mineralizacji ze stenozg aortalng i stenozg kanatu krggowego. Badania zostaty
przeprowadzone na, chirurgicznie pobranych, 30 probkach AV (25/5- stenoza
zastawki/kontrola) i 24 préobkach LF (15/9- stenoza kanatu kr¢gowego/kontrola). Dodatkowo
w celach poréwnawczych analizie poddano probki kosci beleczkowych i zgbow. Analiza
morfologiczna depozytow zostata wykonana z uzyciem mikrotomografii komputerowej. Do
analizy chemicznej depozytow wykorzystano techniki fluorescencji rentgenowskiej,
dyfraktometrii rentgenowskiej oraz spektroskopii w podczerwieni z transformata Fouriera. W
celu korekcji efektu czesciowego wypetnienia voxela (PVE) w mikrotomografii, sporzagdzono
program komputerowy, oparty o analize¢ sgsiedztwa pikseli i binaryzacje lokalng. W pracy
zaproponowano takze model wzrostu mineratow, oparty o zjawisko dyfuzji jonow wapnia.
Celem modelu bylo oszacowanie czasu wzrostu depozytow mineralnych.

Ptatki zastawek aortalnych charakteryzowaty si¢ obecnos$ciag masywnej mineralizacji,
zajmujacej w niektorych przypadkach 40% objetosci ptatka, podczas gdy wiezadla zotte sg
przyktadem tkanki mineralizujacej w niewielkim stopniu. Depozyty byly mieszaning materiatu

organicznego i1 ziaren mineralnych. Gtéwna fazg mineralng ziaren byt hydroksyapatyt typu B
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(HAP), przy czym w dwoch przypadkach LF zidentyfikowano dwuwodny pirofosforan wapnia
(CPPD). Ziarna charakteryzowatly si¢ r6zng gestoscia, a jej srednia warto$¢ byla zblizona do
gestosci kosci. Objetos¢ ziaren wynosita (0.001 - 0.6) mm?>. Analiza koéci beleczkowych nie
wykazata roznic w gestosci beleczek kostnych pomigdzy grupami pacjentéw, ale stwierdzono
tendencje do spadku procentowej objetosci kosci beleczkowej u starszych pacjentow. Analiza
strukturalna zgbow wykazata, ze wartos$¢ gestosci szkliwa jest znaczaco wyzsza od sSredniej
gestosci depozytow w LF i AV.

Na podstawie wynikow oszacowano, ze binaryzacja struktury zobrazowanej z niska 1
wysoka zdolnoscig rozdzielczg (13.5 um 1 2 pm) przy zastosowaniu progowania globalnego
prowadzi do réznicy objetosci struktury na poziomie 14.3%. Przeprowadzenie korekcji PVE za
pomoca programu BmpBinarizer wykorzystujacego procedurg progowania lokalnego, pozwala
na zmniejszenie réznicy objetosci struktury do 6.5%. Korekcja PVE wprowadza wyrazng
roznice w wartos$ciach parametréw struktury zobrazowanej z wyzsza zdolnoscig rozdzielcza

Na podstawie obliczen modelowych wykazano, Ze czas wzrostu ziaren CPPD wynosit
od ~miesigca do 6 lat, natomiast w przypadku ziaren HAP wynosil do 4 lat u mlodych
pacjentow 1 do 5.5 roku u starszych pacjentdéw. Wyniki analizy wskazuja, ze najwigksza roznice
zmiany szybko$ci wzrostu ziaren zanotowano dla pacjentéw z CPPD.

Dwie odmienne struktury chemiczne depozytéw sugeruja dwa niezalezne procesy
mineralizacji. Tworzenie HAP jest efektem procesu degeneracji tkanki. Odktadanie CPPD jest
bardziej intensywnym procesem, w ktéry moga by¢ zaangazowane dodatkowe czynniki
promujace mineralizacje. O wigkszej dynamice mineralizacji CPPD mogg $wiadczy¢ wyzsze
wartosci parametréw morfologicznych niz dla ziaren HAP. Nie wykazano statystycznie
istotnych ro6znic pomig¢dzy sktadem pierwiastkowym depozytow w AV i skladem kosci.
Zanotowano jednak réznice w zawartosci Ca i P (2 razy mniej) oraz Fe (2 razy wiecej) w
depozytach LF w poréwnaniu ze sktadem kosci. Analiza wynikow wskazuje, ze mineralizacja
moze wystepowaé jako patologia towarzyszaca stenozie aortalnej, bedaca efektem zmian
hemodynamicznych w zastawce. Podobnie w przypadku stenozy kanalu krggowego
kalcyfikacja moze towarzyszy¢ stenozie lub pojawia¢ si¢ w tkankach, ktére ulegly urazom

mechanicznym.
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ABSTRACT

Sylwia Orzechowska
Department of Medical Physics, Faculty of Physics, Astronomy and Applied Computer

Science of the Jagiellonian University

The pathological calcification of soft tissues has been the subject of research for many
years. Calcification has been studied mostly by imaging methods such as scanning electron
microscopy, magnetic resonance imaging as well as histological and immunohistochemical
techniques. The studies focused on specific markers for osteogenesis that are observed around
the calcific zone. However, the physicochemical structure of deposits has not been thoroughly
described.

The aim of the study was the physicochemical and morphological analysis of the
calcium deposits in aortic valve cusps (AV) and ligamenta flava (LF) as well as finding a
possible connection between mineralization and aortic stenosis and spinal stenosis. The studies
were carried out on surgically removed 30 AV (25/5- aortic stenosis/control) and 24 LF (15/9
spinal stenosis/control) samples. Additionally, the trabecular bone and teeth were analyzed. For
morphological analysis, the samples were examined using the micro-computed tomography. X-
ray fluorescence, X-ray diffraction and Fourier transform infrared spectroscopy methods have
been applied for physicochemical characterization of the inorganic material. A computer
program based on an analysis of pixels neighborhood and local binarization procedure was
developed in order to correct the partial volume effect (PVE) in microtomography. The mineral
growth model based on the phenomenon of calcium ion diffusion was proposed. The purpose
of the model was to estimate the time of mineral deposits growth.

Aortic valve cusps were characterized by the presence of massive mineralization,
occupying in some cases 40% of the cusp volume, while the ligamenta flava are an example of
a weakly mineralizing tissue. The deposits are a mixture of organic material and small mineral
grains. The predominant crystalline phase was B-type hydroxyapatite (HAP), however in two
LF cases from stenotic group the calcium pyrophosphate dehydrate (CPPD) was identified. The
minerals were characterized by a different density, while the average value was similar to the
density of compact bone. The volume of the deposits was spread over a broad range (0.001-0.6)
mm?®. The trabecular bone analysis did not show differences in bone density between groups of

patients, but there was a tendency to decrease the trabecular bone volume in elderly patients.
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The structural analysis of the teeth showed that the enamel density is significantly higher than
the average density of deposits in LF and AV.

It was estimated that the binarization of the structure measured with a two different
spatial resolutions (13.5 pum and 2 um) using global thresholding leads to a difference in
structure volume of 14.3%. PVE correction performed by BmpBinarizer program using the
local thresholding procedure allows to reduce the difference in structure volume to 6.5%.

It was shown that CPPD mineral growth rate was ~month to 6 years, while for HAP
minerals it was up to 4 years in young patients and up to 5.5 years in elderly patients. The results
of the analysis indicate that the rate of grain growth is the biggest in patient cases with CPPD
grains.

Two different crystal structures suggest two independent processes of mineralization.
The HAP mineral formation is the result of the tissue degeneration process. The CPPD
mineralization is a more intensive process where additional factors promoting mineralization
may be involved. It has been confirmed by higher values of CPPD morphological parameters
than in HAP mineral cases. The statistically significant differences in the chemical composition
between deposits in AV and bone have not been observed. However, the difference in Ca and
P (2 times less) and Fe (2 times higher) concentrations in LF deposits compared to bone were
found. Analysis of the results indicates that mineralization can occur as a pathology
accompanying aortic stenosis and can be connected with hemodynamic changes in the valve.
Similarly, in the spinal canal stenosis case, calcification may be accompanied by canal stenosis

or may occur as a result of mechanical trauma of a tissue.
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9. Wykaz skrotow

u-CT- mikrotomografia komputerowa

ABCC6- gen kodujacy biatko o wysokiej oporno$ci na wiele receptoréw

ALP- fosfataza alkaliczna

ANK- biatko genu ankylosis ank

AV- zastawka aortalna

BMP- biatko morfogenetyczne kosci

BV/TV- objetos¢ kosci/catkowita objetosé

CHAP- weglanohydroksyapatyt

COL- rodzina genow zwigzanych z tworzeniem kolagenu
CPPD- dwuwodny pirofosforan wapnia

DCPD- uwodniony wodorofosforan wapnia (bruszyt)
ENPP1- gen pirofosfataza ektonukleotydowa /fosfodiesteraza
FTIR- transformacja Fouriera w podczerwieni
GACI- dziecigca mineralizacja tetnic

Gly- Glicyna

HAP- hydroksyapatyt

LF- wigzadto zo6lte

LSD- test najmniejszych istotnych roéznic

N/V- liczba ziaren w 100 mm? probki

OCP- fosforan osmiowapniowy

PVE- efekt czesciowego wypetnienia voxela

R- wspotczynnik korelacji

ROI- obszar zainteresowania

TCP- fosforan trojwapniowy

TGF-p- transformujacy czynnik wzrostu 3

V4/V- objetosé ziaren na 100 mm? probki

VDR- receptor witaminy D3

XRD- dyfraktometria rentgenowska

XRF- fluorescencja rentgenowska
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