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Zaawansowana analiza depozytow wapnia i czynnikéw wzrostu w chrzgstce nasadowej
celem dokladnego poznania fizjologii kostnienia oraz poprawy przydatnoSci
klinicznej biomaterialow stymulujacych kosciotworzenie

Projekt jest kontynuacja naszej poprzedniej pracy badawczej, w ktorej scharakteryzowaliSmy przestrzenng
architekture chrzastki nasadowej, jako naturalnego rusztowania do budowy kosci. Dlatego nalezy wyjasni¢, co
to jest chrzastka nasadowa. Ko$ci diugie sktadaja si¢ z trzonu i przewaznie dwoch nasad. Trzon jest oddzielony
od nasady przez chrzgstke nasadowa, ktora odpowiada za ciagly wzrost kos$ci, u ludzi trwajacy do 18-20 roku
zycia. Pole styku pomiedzy trzonem i chrzastka nasadowa nazywa si¢ przynasada (metaphysis). Komorki
(chondrocyty) rozmnazaja si¢ w chrzastce nasadowej w sposob ciagly, a zblizajac si¢ do przynasady, w ktorej
rozpoczyna si¢ tworzenie kosci, powiekszaja si¢ (ulegaja hipertrofii). Szeregi rozmnazajacych si¢ chondrocytow
sg rozdzielone przez podtuzne przegrody, bedace wytworzong przez chondrocyty pozakomdrkowa macierza.
Przegrody te, w poblizu przynasady, wapniejg z wytworzeniem krystalizujgcych fosforanéw wapnia. Do strefy
zwapnienia wnikaja naczynia wlosowate Oraz towarzyszace im komorki, ktore w kontakcie ze zwapniala
macierza, roznicujg sic w komorki ko$ciotworcze (osteoblasty) i rozpoczynajg proces powstawanie kosci.
Osteoblasty i chondrocyty wytwarzaja kilka rodzajéow biatek morfogenetycznych kosci (BMPs) zwanych
czynnikami wzrostu. Stymuluja one tworzenie chrzastki i ko$ci. Czynniki te sg wytwarzane i obecne w chrzastce
nasadowej, ale dotychczas nie wiadomo, ktore sposrod nich oraz w jakim stezeniu wystgpuja w zwapniatej
czg$ci chrzastki.

Celem obecnego projektu jest zbadanie tego
zagadnienia, w nadziei, ze moze to przyczyni¢ si¢ do
wytwarzania nowego rodzaju bioimplantéw, zdolnych
do pobudzania tworzenia kosci w podobny sposob jak
to si¢ dzieje na styku chrzastki nasadowej i przynasady.
Do badan uzyjemy zwapniatej chrzastki cielgcej. Ztogi
wapnia sg rozproszone w niezwapniate] macierzy
przegrod podtuznych i dlatego nalezy wyjasnié, ktore
czynniki sg obecne w niezwapniatej macierzy, a ktore
sg ukryte w obrgbie zlogéw wapnia. Sytuacje t¢
ilustruja przedstawione zdjecia wykonane
elektronowym mikroskopem skaningowym. Wida¢ na
nich ztogi wapnia w nietrawionej chrzastce, I po
strawieniu  chrzastki enzymami proteolitycznymi.
Rozpuszczenie soli wapnia za pomoca HCI ujawnia
cienkg plytk¢ macierzy chroniong przez ztogi wapnia
od kontaktu z enzymami. W pierwszym etapie badan
& czynniki ~ wzrostu  zostang  wyekstrahowane @z

F —au ; o S niezwapnialej macierzy, oczyszczone za pomoca
chromatografii powinowactwa i zidentyfikowane z uzyciem testu immunoenzymatycznego (ELISA). Nastepnie
ztogi wapnia zostang rozpuszczone, 1 przypuszczalnie obecne w nich czynniki wzrostu beda wykrywane jak
podano poprzednio. Ponadto, czgSciowo oczyszczone biatka z niezwapniatej chrzastki i ztogdow wapnia beda
zsekwencjonowane w Laboratorium Spektrometrii Masowej, aby wykry¢, jakie sg w nich obecne inne biatka,
poza czynnikami wzrostu. Formulujemy hipoteze mowigcg, ze podczas tworzenia krysztalow wapnia w obrebie
wapniejacej chrzastki adsorbujg si¢ na nich czynniki wzrostu, ktdre stymulujg tworzenie ko$ci. Analize
depozytow wapnia oraz wystepujacych w nich biatek (przypuszczalnie czynnikow wzrostu) bedziemy prowadzi¢
przy uzyciu zaawansowanych metod badawczych, takich jak fourierowska spektroskopia w podczerwieni,
spektroskopia Ramana, dyfrakcja rentgenowska i wysokiej rozdzielczosci elektronowa mikroskopia skaningowa
oraz transmisyjna. Nasza hipoteza moze by¢ zasadna lub nie, ale niewatpliwg korzyscia ptynaca z planowanych
badan bedzie szczegotowe scharakteryzowanie depozytow wapnia oraz okreslenie, jakie czynniki wzrostu i w
jakiej iloSci wystepuja w krytycznym, z fizjologicznego punktu widzenia, miejscu tworzenia ko$ci. Na
podstawie tych obserwacji sporzadzimy bioimplanty z analogiczng kombinacjg czynnikow wzrostu, aby okresli¢
ich zdolno$¢ do pobudzenia procesu koSciotworzenia za posrednictwem badan biologicznych na modelu
zwierzecym.




