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Streszczenie: Ogromny postep, jaki dokonuje sie we wspéiczesnym Swiecie, ujawnia sie coraz to lepszymi metodami badaw-
czymi w dziedzinie nauk medycznych. Umozliwiaja one rozpoznawanie i skuteczniejsze leczenie wielu jednostek chorobo-
wych. Metody diagnostyczne pomocne w ocenie tkanki kostnej rowniez ulegajg zmianom na lepsze. Ponizszy artykut zawiera
przeglad mozliwosci diagnostycznych, ktére mozna bra¢ pod uwage do oceny tkanki kostne;.

Stowa kluczowe: tkanka kostna, radiografia cyfrowa, tomografia komputerowa, ultrasonografia ilosciowa, metody densyto-
metryczne, metody immunohistochemiczne.

Wstep

Ogromny postep, jaki dokonuje sie we wspétczesnym $wiecie, ujawnia sie coraz to lepszymi metodami ba-
dawczymi w dziedzinie nauk medycznych. Umozliwiajg one rozpoznawanie i skuteczniejsze leczenie wielu jed-
nostek chorobowych. Narzedzia diagnostyczne pomocne w ocenie tkanki kostnej réwniez ulegaja zmianom na
lepsze. Obecnie coraz wiecej informacji dociera do nas na temat proceséw zachodzacych w obrebie ko$ci
w zdrowiu i chorobie. Zaburzenia mineralizacji tej tkanki obserwowane zaréwno u dzieci i dorostych moga wy-
nika¢ bezposrednio z patologii samej tkanki kostnej (pierwotne zaburzenia mineralizacji), badZ stanowi¢ powi-
ktanie innych choréb lub stosowanego leczenia (wtérne zaburzenie mineralizacji). Przyspieszone niszczenie
tkanki kostnej towarzyszy chorobom zapalnym, schorzeniom o podtozu autoimmunologicznym, chorobom no-
wotworowym i wielu innym patologiom. Niezaleznie od czynnika etiologicznego waznymi klinicznie objawami
kostnymi sg: ztamanie patologiczne kregéw lub innych kosci, ucisk na rdzen kregowy, hiperkalcemia. Czesto sto-
sowane jest leczenie chirurgiczne lub radioterapia z powodu klinicznych zmian w ko$ciach [Coleman 2004,
Czerwinski 2004].

Tkanka kostna jest zréznicowana tkanka taczna, charakteryzujaca sie duza wytrzymatoscia i wysoka ak-
tywnos$cia metaboliczna. Dzieki tym wiasciwoscig petni funkcje ochronng dla narzadéw wewnetrznych. Dodat-
kowo stanowi “rusztowanie” dla organizmu oraz rezerwuar zwigzkéw mineralnych takich jak wapn (99% tego
pierwiastka w ustroju zdeponowane jest w tkance kostnej) czy fosforany. W warunkach prawidtowych ulega ona
statej przebudowie, w ktorej uczestnicza zaréwno osteoblasty (udziat w procesach odbudowy), jak i osteoklasty
(udziat w procesach niszczenia i usuwania). Aktywnos$¢ obu rodzajéw komorek jest bliska rownowagi, dzieki
czemu odbudowa koSci jest symetryczna i wyréwnana [Czerwiniski 2008, Pallua i Suscheck 2010].

Metody diagnostyczne

Badanie radiologiczne jest podstawowa metoda diagnostyczng w ocenie tkanki kostnej. Podstawa do anali-
zy sa klasyczne zdjecia rentgenowskie wykonane w dwu prostopadtych do siebie ptaszczyznach.
W metodzie tej wykorzystuje sie zjawisko pochtaniania promieniowania rentgenowskiego, ktére zalezy od ge-
stosci tkanki kostnej i stopnia wysycenia jej solami wapnia. Zalezno$¢ ta pozwala na ocene gestosci fizycznej
i mineralnej koSci [Tothil i Hannan, 2002]. Klasyczne obrazy radiologiczne umozliwiaja okreslenie geometrii ko-
$ci, grubosci warstwy korowej, jamy szpikowej oraz zmian strukturalnych i odczynéw okostnowych [Marchiori,
1999]. Pomimo, Ze klasyczne badanie obarczone jest pewna niedoktadnoscig - albowiem tréjwymiarowa struk-
tura ciata, przedstawiona zostaje na dwuwymiarowej powierzchni btony fotograficznej - to nadal pozostaje pod-
stawowg metoda diagnostyczna. Nie jest mozliwe doktadne okreslenie struktury tkankowej, ze wzgledu na na-

-78-



Cztowiek i Zdrowie 2011, Tom V, Nr 1 Tkanka kostna a mozliwosci diagnostyczne

ktadanie sie na siebie obrazéw, wszystkich warstw ciata. Zdjecie wykonywane w odcinku piersiowym i ledZwio-
wym kregostupa umozliwia zdiagnozowanie jedynie zaawansowanych zmian osteoporotycznych tj. zmniejszenia
wysokosci trzonéw kregdéw, ubytku beleczek kostnych o uktadzie horyzontalnym z dominacjg beleczek o ukta-
dzie pionowym oraz $cieficzenie warstwy korowej. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze zauwazalny ubytek widoczny
jest dopiero po utracie 30-50% masy kostnej [Pruszynski, 2001; Mirvis i wsp. 2009].

Oceny morfologii elementéw uwapnionych oraz ilo§ciowej analizy mineralizacji szkieletu mozna réwniez
dokona¢ za pomoca radiografii cyfrowej [Burdan i wsp., 2002; Rézyto-Kalinowska i wsp., 2003]. Metoda ta taczy
elementy radiologii klasycznej z zapisem obrazu w formie bitmapy na twardym dysku komputera [Jorgensen
i wsp. 2000]. W przypadku oceny mineralizacji ko$ci ptodéw szczurzych, najdogodniejsza struktura sa kregi
ledZzwiowe - ze wzgledu na tatwa dostepno$¢ oraz brak rzutowania sie na nie obrazéw innych czesci ko$éca. Po
ekspozycji materiatu biologicznego na promieniowanie rentgenowskie ptytka densytometryczna (znajdujaca sie
uprzednio pod tkanka kostng) umieszczana zostaje w skanerze, ktory jest cze$cig zestawu komputerowego.
W pierwszym etapie pomiaru wykresla sie linie taczaca zewnetrzne brzegi symetrycznych punktéw kostnienia
tukéw kregéw. Nastepnie ocenia sie maksymalng, minimalng oraz $rednig gesto$¢ optyczng (zliczang na
podstawie warto$ci pikseli), wzdtuz wykres$lonej uprzednio linii. Ponadto tworzony jest histogram, obrazujacy
rozktad gestosci w badanym obszarze. Zaleta radiografii cyfrowej jest tatwe i szybkie wykonanie pomiaréw oraz
stosunkowo niewielki koszt badania [R6zyto i R6zyto-Kalinowska, 1999].

Bardziej precyzyjna metoda diagnostyczng niz standardowe zdjecia radiologiczne jest tomografia
komputerowa. Z fizycznego punktu widzenia obraz tomograficzny jest odwzorowaniem rozkladu wspét-
czynnik6w ostabiania promieniowania rentgenowskiego w przesSwietlanej warstwie ciala. Badanie
tomograficzne pozwala na wyjasnienie probleméw zwigzanych z czynnym i biernym narzadem ruchu.
Umozliwia ocene zmian w miejscach trudnodostepnych takich jak kregostup, mostek czy siodle tureckim
[Leszczynski, 1984; Krestel, 1990; Webb i wsp. 2007].

Dzieki tomografii komputerowej w opcji iloSciowej - QCT (ang. Quantitive CT), mozliwa jest ocena istoty
zbitej i gabczastej koSci (zwlaszcza kregostupa), jak roéwniez rzeczywista jej gesto$¢, wyrazona
w g/cm3 [Lane, 2006; Olchowik i wsp. 2007]. Tomografia komputerowa pozwala na ocene morfologii
poszczegblnych beleczek kostnych. Stato sie to mozliwe dzieki zastosowaniu aparatéw o wysokiej
i ultrawysokiej rozdzielczosci rzedu 100-200 um i 60-100 um w badaniach mikro-CT. Przy rozdzielczo$ci rzedu
10 um, czy nawet 1 pm, okres$la sie ultrastrukture ko$ci in vitro i in vivo technika zwang rentgenowska
mikroskopia tomograficzng (ang. X-ray Tomographic Microscopy) [Genant i wsp., 1999; Genant i Jiang, 2006].
Tomografia komputerowa umozliwia tréojwymiarowa analize (takze w opcji QTC). Tego typu rekonstruowane
obrazy, w praktyce Kklinicznej, wykorzystuje sie do oceny ztozonych ztaman ko$ci, ztaman panewki stawu
biodrowego, czy kregostupa [McLean i Nelson, 1982; McLean 1999].

Warto zaznaczy¢, ze we wszystkich badaniach radiologicznych pacjent zawsze narazony jest na dziatanie
promieniowania jonizujacego. Metoda pozwalajaca na doktadne okreslenie struktur tkanek i narzadéw, w ktoérej
nie wystepuje czynnik jonizujacy jest magnetyczny rezonans jadrowy (MRI, ang. Magnetic Resonance Imaging).
Aczkolwiek do konica nie sg poznane odlegte skutki dziatania pola magnetycznego o duzej indukcji na organizmy
zywe [Pruszynski, 2001; Rummeny, 2010].

MRI stosowany jest zwykle w diagnostyce chor6b uktadu nerwowego i mie$niowo-szkieletowego. Podstawa
tomografii MRI jest zjawisko jadrowego rezonansu magnetycznego odkryte w latach 1944-1946 przez Blocha
i Purucela. W tomografii MRI wykorzystuje sie state pole magnetyczne o indukcji 0,5 - 2,5 tesli oraz fale
elektromagnetyczne zakresu czestotliwo$ci radiowych. W ocenie tkanki kostnej rola rezonansu magnetycznego
ograniczona jest do kontroli szpiku kostnego, wykrywania ognisk zapalnych i martwiczych, ztaman utajonych,
jak réwniez zmian nowotworowych [Gadian, 1995; Gonet, 1997].

Podobnie jak w tomografii komputerowej, rowniez w technice rezonansu magnetycznego, wprowa-dzono
mikroskopie rezonansu magnetycznego (LMR, ang. Magnetic Resonance Microscopy), pozwalajaca na analize
histomorfometryczng danego wycinka kostnego. Przy uzyciu tej metody mozna okresli¢ ilo§ciowa zawartos$¢
poszczegblnych pierwiastkéw w koSci.

Kolejna metoda jest ultrasonografia iloSciowa (QUS, ang. Qantitative Ultrasonography) wykorzystujgca
zjawisko rozproszenia i absorpcji fal ultradZwiekowych przechodzacych przez kos¢. Klinicznie, typowym
miejscem pomiaru jest ko$¢ pietowa. Ze wzgledu na tatwos$¢ dostepu do sprzetu oraz braku narazenia na
promieniowanie rentgenowskie metoda ta cieszy sie duza popularno$cia. Zasada pomiaru opiera sie na liniowej
zalezno$ci ttumienia fal ultradZwiekowych wraz ze wzrostem ich czestotliwo$ci. Im wieksza jest redukcja
beleczek kostnych, tym nachylenie krzywej pomiaru staje sie mniejsze. Ponadto w najnowszych aparatach
mierzona jest predko$¢ fali ultradZwiekowej, ktérej warto$¢ zalezy od architektury i gestosci kosci [Jakubowski,
1989; Kremer i Dobrynski, 1996; Palmer, 1997]. Pomiary predkosci fal ultradZzwie-kowych i ich ttumienia

-79-



Cztowiek i Zdrowie 2011, Tom V, Nr 1 Tkanka kostna a mozliwosci diagnostyczne

dostarczaja informacji dotyczacych nie tylko masy kostnej, ale rowniez jej elastyczno$ci, mikroarchitektury, co
umozliwia oszacowanie ryzyka ztaman [Herd, 1992; Bauer, 1997; Olchowik i wsp., 2007].

Obraz tkanek i narzadéw mozna uzyskaé przy uzyciu izotopéw promieniotwérczych. W badaniu
scyntygraficznym wykorzystuje sie wybiércze powinowactwo tkankowe radiofarmaceutykéw [Higgins
i Auffermann, 1994; Krdlicki, 1996]. Obrazowanie tkanki kostnej przeprowadza sie przy uzyciu
metylenodifosfonianu technetu (°°mTc-MDP), substancji znakowanej izotopem technetu 99m. Zwiekszone
wychwytywanie tego radiofarmaceutyku obserwowane jest m.in. w guzach nowotworowych, stanach zapalnych
[Daniel i Prészyniski 2005].

Ocene wytrzymato$ci mechanicznej kosci mozna dokonaé na podstawie pomiaréw gesto$ci mineralnej
tkanki kostnej. Gesto$¢ mineralng ko$éca okre§la sie metodami densytometrycznymi [Pawlikowski
i Niedzwiedzki, 2002]. Wsr6d metod iloSciowego oznaczania sktadnikéw mineralnych wymienia sie absorpcje
wiazki fotonéw o jednolitej energii (SPA, ang. Single Photon Absorpcjometry) oraz o dwoéch réznych energiach
(DPA, ang. Dual Photon Absorpcjometry), jak réwniez absorpcje wigzki promieniowania rentgenowskiego
o jednej energii (SXA, ang. Single X-ray Absorptiometry) oraz o dwoch réznych energiach (DXA, ang. Dual X-ray
Absorptiometry) [Debrunner i Hepp 2008, Kusz 2009]].

SPA opracowana przez Camerona i Sorensona w 1963 roku polega na oznaczeniu wspo6tczynnika ostabienia
monoenergetycznej wigzki promieniowania gamma emitowanego przez jod 121 (J121), po jej przej$ciu przez
badang ko$¢ [Cameron i Sorenson, 1963]. Odczyt wartosci wspo6tczynnika ostabienia odbywa sie przy pomocy
sodowo-jodowego licznika scyntylacyjnego. Istniejgca réznica w absorpcji fotonéw pomiedzy tkanka kostng
a strukturami miekkimi pozwala na obliczenie masy kostnej w badanej strukturze. Jednakze, aby uzyskac
doktadny pomiar, grubos$¢ tkanek miekkich powinna by¢ taka sama jak badanej kosci. Dlatego w warunkach
klinicznych, badanie zaweza sie do kosci pietowej i obwodowej czesci kosci przedramienia. Wyniki wyrazone sa
w postaci wskaznika ztaman lub wskaZnika mineralizacji wyrazonego w gramach substancji kostnej
przypadajacej na cm? [Wahner, 1987].

DPA polega na jednoczesnym pomiarze wspoétczynnika ostabienia promieniowania w tkankach miekkich
i w koéci. Zrédtem promieniowania jest radioizotop Gadolinum 153, ktéry emituje promieniowanie o dwéch
réznych spektrach. Daje to mozliwo$¢ korekcji btedu, wynikajacego z naktadania sie wspétczynnikéw ostabienia
cze$ci miekkich i kostnych. Metoda ta umozliwia doktadna ocene tych miejsc, gdzie ko$¢ otoczona jest duza
iloscig tkanek miekkich na przyktad w kregostupie lub szyjce koSci udowej. Otrzymane wyniki obrazuja gesto$¢
kosci (BMD, ang. Bone Mineral Density) wyrazong w g/cm?2, badZ okre$laja zawarto$¢ masy kostnej w cm3
badanej kosci [Cann, 1988].

SXA jest metoda polegajaca na absorpcji wigzki promieniowania rentgenowskiego o jednej energii. Zostata
ona jednak wyparta przez nowsza, powszechnie juz uzywang metode DXA. Obecnie pomiar gesto$ci mineralnej
tkanki kostnej metoda DXA uznawany jest za tzw. zloty standard diagnostyczny osteoporozy [Fogelman i Blake,
2000; Gordon C.M. i wsp., 2008].

Zasada pomiaru DXA opiera sie na wykorzystaniu wigzki promieniowania rentgenowskiego o energii
90 keV. Specjalny filtr umieszczony pomiedzy lampa a pacjentem dokonuje separacji wigzki promieniowania na
dwa spektra o efektywnych energiach 45 i 75 keV. Rejestracja wspétczynnikéw ostabienia odbywa sie przez dwa
detektory: jeden dla wigzki o wysokiej energii, drugi dla wiazki o niskiej energii. Pozwala to na zréznicowanie
otaczajacych struktur miekkotkankowych i tkanki kostnej. Niewatpliwa zaleta tego typu badania jest
wykonywanie pomiaréw w dowolnym miejscu szkieletu, krétki czas akwizycji, zwiekszenie doktadno$ci
pomiaréw, ich powtarzalno$ci oraz zredukowanie dawki promieniowania (90% mniej promieniowania
jonizujacego anizeli przy klasycznym radiogramie klatki piersiowej) [Olchowik i wsp., 2007]. Ponadto badanie to
jest bezbolesne, trwa od kilku do kilkunastu minut i nie wymaga przygotowan ze strony badanego. Wad3 tej
metody jest dwuwymiarowe odzwierciedlenie tréjwymiarowych struktur kostnych, jak réwniez rézny
wsp6tczynnik ostabiania dla ttuszczu i tkanek ubogich w ttuszcz.

Morfometryczna absorpcjometria (ang. Morphometric X-ray Absorptiometry; MXA) jest odmiang DXA.
Pozwala na jednoczesne zréznicowanie gestosci tkanki kostnej od otaczajacych tkanek miekkich oraz ocene
morfologii badanej struktury. Ograniczeniem jest jednak mata rozdzielczo$¢ [Rea i wsp., 1998].

Z badan doswiadczalnych na szczegbélng uwage zastuguja techniki biomechaniczne, oceniajace
wytrzymatos$¢ kosci. Najbardziej rozpowszechnionym badaniem jest tzw. tréjpunktowa préba wytrzymatos-
ciowa [Simkin i Robin, 1973]. W badaniu tym ko$¢ podparta na obu koncach i obcigzona w $rodkowej czesci
ulega ugieciu a nastepnie ztamaniu (Ryc. 1).
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Ryec. 1. Schemat badania wytrzymato$ciowego w prébie tréjpunktowej [Simkin i Robin, 1973].

Biomechanike danego materiatu okreslajg dwa podstawowe parametry - naprezenie wewnetrzne
i odksztatcenia, ktére powstajag pod wptywem sity zewnetrznej przytozonej do ciata statego. Typowy przebieg
zaleznosci sity (F) przykitadanej do s$rodkowej cze$ci trzonu koséci promieniowej w zaleznosci od
przemieszczania gtowicy (1) pokazano na rycinie 2. Warto$¢ dziatajacej sity rejestrowana jest na osi rzednych za$
przemieszczenie glowicy pomiarowej aparatury na osi odcietych. Najwyzszy punkt wykresu (punkt A)
odpowiada maksymalnej sile (Fmax), okreslonej najcze$ciej mianem wytrzymatosci lub silty tamigcej. Sita ta
oznacza obcigzenie krytyczne pod wplywem, ktérego dochodzi do pekniecia kosci. Pole pod krzywa do punktu
maksymalnej sity odpowiada energii sprezystej zaabsorbowanej przez ko$¢ zanim doszto do jej ztamania, czyli
tak zwanej energii ztamania. Na podstawie zgromadzonych danych mozna ponadto obliczy¢ sztywno$¢ kosci,
modut sprezysto$ci oraz naprezenie w punkcie maksymalnego obcigzenia [Einhorn, 1988; Martin, 1990; Ferretii
i wsp., 1992].

Y

P [ 1 [rrum]

Ryc. 2. Zalezno$¢ odksztatcenia trzonu kosci udowej od obcigzenia [Kaneps i wsp., 1997].

Metody strukturalne stuza do oceny morfologii i struktury beleczek kostnych kosci gabczastej i zbitej. Do
najczesciej stosowanych nalezy klasyczne preparaty histologiczne oceniane w mikroskopie $wietlnym,
a takze takie techniki jak mikroskopia polaryzacyjna i skaningowa, absorpcyjna spektroskopia atomowa oraz
rentgenowska analiza dyfrakcyjna [Pawlikowski i Niedzwiedzki, 2002].

Do ogédlnej oceny struktury tkanki, wykorzystuje sie powszechnie stosowane barwienie hemato-ksyling
i eozyng (H+E). W przypadku gdy metoda ta nie daje dobrych rezultatéw, stosuje sie technike Schmorla
[Zawistowski, 1986]. W celu uwidocznienia potozenia lub iloSciowego oznaczenia réznych zwigzkow
chemicznych stosuje sie takze odpowiednie reakcje chemiczne. Aby oznaczy¢ enzymy komoér-kowe uzywa sie
reakcji zaleznych od danego enzymu. Dla uwidocznienia kwaséw nukleinowych DNA i RNA wykorzystuje sie
odpowiednio reakcje Feulgena i reakcje Bracheta. Stosujac dyfuzje barwnikéw stabo lub nierozpuszczalnych w
wodzie, takich jak czern sudanowa lub Sudan IV, wykrywa sie ttuszcze. Do oceny macierzy zewnatrzkomérkowej
stosuje sie barwienie metoda p.a.S (ang. Periodic acid Schiff) oraz p.a.S z btekitem alcjanu - wykrywajace
glikozaminoglikany; natomiast tréjbarwne barwienie wedlug Massona lub barwienie Azan do oceny
rozmieszczenia widkien kolagenowych [Krygier-Stojatowska i Godlewski, 1982; Ostrowski, 1995].
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Obok metod barwnych réwnie popularne wydaja sie by¢ metody wykrywajace sole wapnia. Do najczeSciej
wykonywanych metod histochemicznych oceniajacych wysycenie tkanki solami wapnia, naleza mikrospopielanie
oraz reakcje barwne [Krygier-Stojatowska i Godlewski, 1982].

Mikrospopielanie jest metoda umozliwiajaca wglad w rozmieszczenie sktadnikéw mineralnych
w komorkach i tkankach. Podczas mikrospopielania, w poddanej dziataniu wysokiej temperatury tkance,
wytracaja sie w tlenki wapnia. Po przeprowadzeniu reakcji Polikarda z kwasem siarkowym lub kwasem
octowym, krysztaty siarczanu badZ octanu wapnia wykrywane sg pod mikroskopem [Krygier-Stojatowska
i Godlewski, 1982].

Sposréd metod barwnych nalezy wymieni¢ tworzenia barwnych lak wapniowych, a takze reakcje
podstawiania i chelatowania. W warunkach laboratoryjnych najczesciej stosuje sie metody antrachinowe,
zwlaszcza barwienie szybka czerwienia oleista, purpuryng oraz zaadoptowang do badan makroskopowych
alizaryna. Pozostate tj. metoda Cretina z kwasem galliko-metaldehydowym, Roehla z hemateing oraz
z ftalocyjanianem miedzi nie s3 obecnie stosowane, ze wzgledu na matg swoisto$¢ i niska czuto$¢ [Krygier-
Stojatowska i Godlewski, 1982; Zawistowski, 1986].

W badaniach do$wiadczalnych do oceny morfologii i mineralizacji szkieletu, obok metody pojedyn-czego
barwienia alizaryng, stuzy metoda alcjanowo-alizarynowa. Metoda ta pozwala oceni¢ zaréwno tkanke kostng,
barwigca sie na czerwono, jak réwniez wybarwione na niebiesko btekitem alcjanu struktury chrzestne.
Wybarwienie poszczegdlnych struktur zalezy od wielu czynnikéw zewnetrznych m.in. czasu barwienia, czystos$¢
uzytych odczynnikéw i nastonecznienia [WHO, 1967, 2001; Chrystian, 2001; Burdan i wsp., 2005]. Simpson
i wsp. [2005] opisali ilo§ciowaa analize mineralizacji struktur kostnych w oparciu o preparaty acjanowo-
alizarynowe. Autorzy zaproponowali poréwnanie dtugosci pierwotnego jadra kostnienia i dtugos$ci catej kosci.

Reakcje podstawiania polegaja na zastgpieniu jonu wapnia kationem metalu ciezkiego. W kolejnym etapie
wykrywa sie podstawiony metal. Do najczeSciej stosowanych metod nalezy barwienie von Kossa
z azotanem srebra oraz reakcja McGee-Russela z siarczanem miedzi i dwutiooksyamidem [Zawistowski, 1986].

Obecnie najrzadziej wykorzystuje sie reakcje chelatowania, pomimo iz wykazuja duza swoisto$¢
i czuto$¢. Do metod tych naleza techniki barwne z mureksidem, kalkonem, kalceing i morinem [Krygier-
Stojatowska i Godlewski, 1982].

Konczac przeglad metod mikroskopowych nalezy rowniez wspomnie¢ o technikach ultracytochemicznych,
majacych za zadanie uwidocznieniu na elektronogramach obecno$ci wapnia w organellach komérkowych.
Stosujac reakcje podstawienia, takie jak Tandlera w modyfikacji Diculescu i Papescu z octanem otowiu (jon
wapniowy podstawiany jest otowiem, silnie pochianiajacym elektrony) lub reakcje Yardoma i Chandlera
z piroantymonianem potasu i osmem, sporzadza sie elektronogramy struktur o duzej gestosci elektronowej
[Krygier-Stojatowska i Godlewski, 1982].

Metody immunohistochemiczne oparte s3 na reakcjach barwnych komplekséw antygen-przeciwciato.
Przyktadem takich technik jest wykrywanie immunoekspresji katepsyny K, cyklooksygenazy 1 i 2, osteo-pontyny
oraz kolagenu II [Burdan, 2005]. Zwiekszong ekspresje katepsyny K obserwuje sie w poczatko-wym etapie
kostnienia, natomiast osteopontyny w koricowym. Biatka te s niezbedne w procesie mineralizacji, pozwalaja na
jego ocene w najwcze$niejszych stadiach, gdy nie dochodzi jeszcze do mineralizacji macierzy zewnatrz-
komoérkowej [Burdan, 2005].

Podsumowanie

Tkanka kostna jest ksztattowana przez cate zycie osobnicze. Dzieki sprzezeniu dwéch przeciw-stawnych
procesow: resorpcji i tworzenia, dochodzi do usuwania starej i powstawania w jej miejsce nowej kosci. W ten
spos6b odbywa sie wymiana tkanki kostnej, a jej funkcja utrzymywana jest na wtasciwym poziomie. Sita
i wytrzymatos¢ kosci zaleza od jej gestosci (BMD), ktédra wspéttworza: predyspozycja genetyczna, aktywno$¢
fizyczna, stan hormonalny organizmu (dojrzewanie ptciowe, hormonalna terapia zastepcza), odzywianie,
dostepno$¢ sktadnikéw mineralnych w diecie oraz narazenie na czynniki szkodliwe (tyton, alkohol, doustna
antykoncepcja hormonalna). Tym samym, oczywisty jest fakt, Ze zaré6wno w okresie prenatalnym, dziecinstwa
i dojrzewania konieczne jest zapewnienie jak najlepszych warunkéw dla odpowiedniego rozwoju tkanki kostne;.
Majac na uwadze ogromng wiedze z dziedziny osteologii nie jeste§my w stanie w pelni zabezpieczy¢ sie przed
réznorodnymi patologiami ze strony uktadu kostnego. Sygnalizujac wszelkie niepokojace objawy lekarz
klinicysta moze zaproponowac¢ ogromny wachlarz diagnostyczny swoim pacjentom. Im wcze$niej rozwiane beda
obawy, tym lepsze jest rokowanie dla chorego. Wykluczenie choréb nowotworowych lub wczesne ich wykrycie
poprawia przezywalno$¢ w spoteczenstwie [Pallua, Suscheck 2010].
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Summary: A huge progress made in the modern world reveals itself more and better methods of research in medical science.
They allow more effective diagnosis and treatment of many diseases. Diagnostic tools to evaluate bone also are changing for
the better. The following article provides an overview of diagnostic possibilities that can be taken into account to evaluate the
bone tissue.

Keywords: bone tissue, digital radiography, computed tomography, quantitative ultrasound, densitometry methods,
immunohistochemical methods.

Introduction

The enormous progress made in the modern world reveals itself more and better methods of research in
medical science. They allow more effective diagnosis and treatment of many diseases. Diagnostic tools to
evaluate bone also are changing for the better. Currently, more and more information comes to us about the
processes taking place within the bone in health and disease. Mineralization of this tissue disorders seen in both
children and adults may be attributed to the pathology of the bone (primary mineralization disorder), or
a complication of other diseases or therapy (secondary mineralization disorder). Accelerated destruction of bone
tissue is accompanied by inflammatory diseases, autoimmune diseases, cancer and many other pathologies.
Regardless of the etiologic agent of clinically important events are bone: pathologic fracture of vertebrae or other
bones, spinal cord compression, hypercalcemia, or need for surgery or radiotherapy because of clinical changes
in bone [Coleman, 2004; Czerwinski, 2004].

Bone tissue is differentiated tissue, characterized by high strength and high metabolic activity. With this
feature serves as protection for internal organs. Additionally, a "scaffold” for the body and the reservoir of
minerals such as calcium (99% of this element in the body is deposited in bone tissue) or phosphates. In normal
conditions it undergoes constant remodeling, which involves both osteoblasts (participation in the processes of
recovery) and osteoclasts (involved in the processes of destruction and removal). The activity of both types of
cells is close to equilibrium, so that reconstruction of bone is symmetrical and aligned [Czerwinski, 2008; Pallu
and Suscheck, 2010].

Diagnostic methods

Diagnostic radiology examination is the primary diagnostic method in the evaluation of bone tissue. The
basis for the analysis of conventional X-rays are taken in two perpendicular planes. In this method uses X-ray
absorption phenomenon, which depends on bone density and degree of saturation of calcium salts. This
relationship allows for the assessment of physical density and bone mineral [Tothil and Hannan, 2002]. The
classic radiographic images allow you to specify the geometry of the bone, cortical thickness, marrow cavities
and structural changes and periosteal reactions [Marchiori, 1999]. Although the classic study is burdened with
some uncertainty - for three-dimensional structure of the body, is presented on two-dimensional surface of
photographic film - it still remains the basic diagnostic method. It is not possible to determine the exact structure
of the tissue due to the overlap of images, all layers of the body. Photo made in the thoracic and lumbar spine can
diagnose only advanced changes such as reducing the amount of osteoporotic vertebral bodies, loss of trabecular
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bone horizontally with dominance of vertical trabeculae and cortical thinning. It should be noted, however, that
a noticeable decrease is visible only after 30-50% loss of bone mass [Pruszynski, 2001; Mirvis et al, 2009].

Evaluation of morphology of calcified elements, and quantitative analysis of the mineralization of the
skeleton can also be done using digital radiography [Burdan et al, 2002; Rézyto-Gray et al, 2003]. This method
combines elements of classical radiology record in the form of a bitmap image on your hard drive [Jorgensen et
al, 2000]. For the assessment of fetal rat bone mineralization, the most convenient structure of the lumbar
vertebrae are - because of easy availability and lack of projection images at no other skeletal parts. After the
exposure of biological material for X-ray plate Densitometric (previously located under the bone) is placed in the
scanner, which is part of its computer. In the first stage of measurement plotted line connecting the outer edges
of symmetric points of ossification of vertebral arches. Then the estimated maximum, minimum and average
optical density (counted on the basis of pixel values), along the lines previously plotted. In addition, creating
a histogram showing the density distribution in the area. The advantage of digital radiography is a quick and
easy measurements and a relatively low cost of [R6zyto and Rézyto-Gray, 1999].

More accurate diagnostic method than conventional radiographs is computed tomography. From
a physical point of view, the image is a mapping tomograph distribution of X-ray attenuation coefficients in
examine layer of the body. CT-SCAN allows you to explain the problems associated with active and passive organ
motion. Allows the assessment of changes in confined areas such as the spine, sternum, or Turkish saddle
[Leszczynski, 1984; Krestel, 1990, Webb et al 2007].

With computed tomography in the quantitative options - QCT (called Quantitive CT), it is possible to assess
the essence compact and spongy bone (especially the spine), as well as its actual density expressed in g/cm3
[Lane, 2006; Olchowik et al, 2007] . Computed tomography allows the evaluation of individual trabecular bone
morphology. This is made possible through the use of cameras with high and ultra-high resolution of the order of
100-200 microns and 60-100 microns in micro-CT studies. With a resolution of 10 microns or even 1 micron,
determined the ultrastructure of bone in vitro and in vivo technique called X-ray tomographic microscopy
[Genant et al, 1999; Genant and Jiang, 2006]. Computed tomography allows three-dimensional analysis (also in
options QTC). These types of reconstructed images, in clinical practice, is used to evaluate complex fractures,
acetabular fractures or spine [McLean and Nelson, 1982; McLean, 1999].

It is noteworthy that in all radiological studies always patient is exposed to ionizing radiation. Method for
the precise structures of tissues and organs in which there is no ionizing agent is a magnetic resonance imaging
(MRI). Although not fully understood are the long-term effects of high magnetic field induction on living
organisms [Pruszynski, 2001; Rummeny, 2010].

MRI is usually used in the diagnosis of diseases of the nervous system and musculo-skeletal disorders. The
basis of MRI, CT is the phenomenon of nuclear magnetic resonance discovered in the years 1944-1946 by Bloch
and Purucela. The MRI tomography uses a constant magnetic field with induction 0.5 - 2.5 Tesla and the
electromagnetic spectrum. In assessing the role of bone tissue magnetic resonance imaging is limited to control
bone marrow, detection of inflammatory and necrotic foci, occult fractures, and neoplastic changes [Gadian,
1995; Gonet, 1997].

Like computed tomography, also in the technique of magnetic resonance imaging, magnetic resonance
microscopy was introduced (UMR, called Magnetic Resonance Microscopy), allowing it to stretch histomorpho-
metric analysis of bone. Using this method we can specify the quantitative content of different elements in the
bone.

Another method is quantitative ultrasound (QUS) uses the phenomenon of scattering and absorption of
ultrasonic waves passing through the bone. Clinically, a typical point of measurement is the calcaneus. Due to the
ease of access to equipment and lack of exposure to X-rays, this method is very popular. The measurement
principle is based on the linear dependence of ultrasonic wave attenuation with increasing frequency. The
greater the reduction in trabecular bone, the slope of measurement becomes smaller. Moreover, in the latest
cameras is measured ultrasonic wave velocity, whose value depends on the architecture and bone density
[Jakubowski, 1989; Kremer and Dobrynski, 1996; Palmer, 1997]. Measurements of ultrasonic wave velocity and
attenuation provide information concerning not only bone mass but also its elasticity, microarchitecture, which
enables estimation of fracture risk [Herd, 1992; Bauer, 1997; Olchowik et al, 2007].

Picture of tissues and organs can be obtained by using radioactive isotopes. The study used scintigraphy
tissue affinity selective radiopharmaceuticals [Higgins and Auffermann, 1994; Krélicki, 1996]. Bone imaging is
performed using metylenodifosfonianu technetium (°°™Tc-MDP), a radiolabeled substance technetium 99m.
Increased uptake of the radiopharmaceutical is observed, among others in tumors, inflammatory conditions
[Daniel and Prészynski, 2005].

The assessment of bone strength may be based on measurements of bone mineral density. Bone mineral
density determined by methods densytometrycznymi [Pawlikowski and NiedZwiedzki, 2002]. Among the
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methods for the quantitative determination of minerals lists the absorption of photons by
a single beam of energy (SPA, called Single Photon Absorpcjometry) and two different energies (DPA, called Dual
Photon Absorpcjometry), as well as the absorption of X-ray beam of one energy (SXA, called Single
X-ray Absorptiometry) and two different energies (DXA, called dual X-ray Absorptiometry) [Debrunner and
Hepp, 2008; Kush, 2009].

SPA developed by Cameron and Sorenson in 1963, is the determination of the coefficient of weakening of
the monoenergetic beam of gamma rays emitted by iodine-121 (J121), after passing through the test bone
[Cameron and Sorenson, 1963]. Read value of the coefficient of weakening is done with sodium iodine
scintillation counter. The existing difference in photon absorption between bone and soft structures allows the
calculation of bone mass in the test structure. However, to obtain an accurate measurement, the thickness of the
soft tissues should be the same as the study of bones. Therefore, in the clinical setting, the study narrows down
to the calcaneus and peripheral parts of the bones of the forearm. The results are expressed as a pointer or
indicator of fracture mineralization of the substance expressed in grams per cm3 bone [Wahner, 1987].

DPA is the simultaneous measurement of the extinction coefficient in soft tissue and bone. The source of
radiation is a radioisotope Gadolinum 153, which emits radiation at two different spectrums. This gives the
opportunity to correct an error resulting from the overlapping factors weaken the soft parts and bones. This
method allows an accurate assessment of those places where the bone is surrounded by plenty of soft tissues
such as the spine or femoral neck. The results obtained show the density (BMD, Bone Mineral Density in
English), expressed in g/cm?, or specify the contents of bone in the bone test cm3 [Cann, 1988].

SXA is a method involving the absorption of X-ray beam of one energy. However, it was supplanted by a
newer, widely used method for DXA already. Currently, measurement of BMD using DXA is considered to be
»gold standard” for diagnosis of osteoporosis [Fogelman and Blake, 2000; Gordon et al, 2008].

DXA measurement principle is based on the use of X-ray beam with an energy of 90 keV. A special filter
placed between the lamp and the patient makes separation of the radiation beam into two spectra with effective
energies of 45 and 75 keV. Registration is weakening coefficients by two detectors: one for high-energy beam,
one for low beam energy. This allows the differentiation of surrounding structures soft tissue and bone. An
important advantage of this type of research is to perform measurements at any skeletal site, a short acquisition
time, increase accuracy, repeatability and reducing the radiation dose (90% less radiation than the classic chest
radiograph) [Olchowik et al, 2007]. Moreover, this test is painless, lasts from a few to several minutes and
requires no preparation on the part of the test. The disadvantage of this method is two-dimensional three-
dimensional skeletal structures reflected, as well as different attenuation coefficient for fat and poor in fat tissue.

Morphometric absorptiometry (called Morphometric X-ray Absorptiometry, MXA) is a variation of DXA.
Allows for the simultaneous differentiation of bone density from the surrounding soft tissue morphology and
evaluation of the test structure. A limitation, however, is low resolution [Rea et al, 1998].

From experimental studies deserve special attention biomechanical techniques, evaluating bone strength.
The most common test is called ,three-point strength attempt [Simkin and Robin, 1973]. In this study, the bone
supported on both ends and loaded at the center of deflection is then broken (Fig. 1).

Fig. 1. Study design strength in three-point attempt [Simkin and Robin, 1973].

Biomechanics of the material define the two basic parameters - the internal stress and deformation that
arise under the influence of external forces applied to the solid. A typical course of the force (F), the applied to
the center of the shaft radius, depending on the movements of the head (1) is shown in Figure 2. The value of the
force is recorded on the y-axis measuring head and the displacement of the apparatus along the abscissa. The
highest point of the chart (point A) corresponds to the maximum force (Fmax), often referred to as breaking
strength or force. This force is the critical load under the influence, which comes to bone fractures. Area under
the curve to the point of maximum force corresponds to the elastic energy absorbed by the bone before the
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fracture occurred -called fracture energy. Based on the collected data can also calculate the stiffness of bone,

modulus and strain at the point of maximum load [Einhorn, 1988; Martin, 1990; Ferretii et al, 1992].
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Fig. 2. Strain dependence of the femoral shaft load [Kaneps et al, 1997].

Structured methods are used to evaluate the morphology and structure of trabecular bone trabecular bone
and compact. The most commonly used classical histological preparations should be evaluated in light
microscopy, as well as techniques such as microscopy and scanning polarization, atomic absorption
spectroscopy and X-ray diffraction study [Pawlikowski and Niedzwiedzki, 2002].

For an overall assessment of tissue structure, is used commonly used staining with hematoxylin and eosin
(H & E). If this method does not give good results, is used the technique of Schmorla [Zawistowski, 1986]. In
order to visualize the location and quantification of various chemical compounds used as the corresponding
chemical reactions. To determine the cellular enzymes are used depending on the reaction of the enzyme. To
visualize the nucleic acids DNA and RNA are used respectively Feulgen reactions and reactions Brachet. Using
dye diffusion poorly or insoluble in water, such as Sudan black or Sudan IV fat is detected. To assess the
extracellular matrix staining method used PAS (Periodic Acid Schiff) and a strip of blue alcjan - detecting
glycosaminoglycans, while trichromatic staining according to Masson and Azan staining to evaluate the
distribution of collagen fibers [Krygier-Stojalowska and Godlewski, 1982; Ostrowski, 1995].

In addition to the methods of color also seem to be popular methods for detection of calcium salts. The most
commonly performed histochemical methods for assessing tissue saturation of calcium salts, are the colored
reactions and microincineration [Krygier-Stojatowska and Godlewski, 1982].

Microincineration is a method that allows an insight into the distribution of minerals in the cells and tissues.
During microincineration in high temperature treated tissue, precipitated in oxides of calcium. After the
Policard’s reaction with sulfuric acid or acetic acid, crystals of calcium sulphate or acetate are detected under a
microscope [Krygier-Stojatowska and Godlewski, 1982].

Among the colorful methods we have creating colorful replace calcium lake, and the reactions of
substitution and chelation. In the laboratory, the most commonly used method antrachin particularly fast red
staining of the oily, purpuryng and adapted to the study of macroscopic alizarin. The other method such as acid
Cretin-metaldehydowym galliko, Roehl of ftalocyjanianem hemateing and copper are not currently used, due to
the low specificity and low sensitivity [Krygier-Stojatowska and Godlewski, 1982; Zawistow-ski, 1986].

In experimental studies to evaluate the morphology and mineralization of the skeleton, in addition to
a single method of alizarin staining, serves alcjanowo-alizarin method. This method allows us to evaluate both
bone tissue, staining is red, and blue stained blue alcjan structure of cartilage. Staining of individual structures
depends on many external factors such as dyeing time, the purity of the reagents used, and sunshine [WHO,
1967, 2001, Christian, 2001; Burdan et al, 2005]. Simpson et al [2005] described quanti-tative analysis of
mineralization of bone structures based on alcjan-alizarin preparations. The authors proposed a comparison of
the original kernel length and length of the ossification of bone.

Substitution reactions involve the replacement of calcium ions of heavy metal cation. In the next stage of the
substituted metal is detected. The most commonly used methods of von Kossa staining to be of silver nitrate and
McGee-Russell reaction with copper sulphate and twotiooksyamid [Zawistowski, 1986].

Currently, most rarely used in chelation reactions, although show high specificity and sensitivity. These
methods include techniques of color mureksid, kalkon, Calcein and Morin [Krygier-Stojatowska and Godlewski,
1982].
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Concluding review of the microscopic method should also mention ultracytochemicznych techniques,
designed to raise the electrogram the presence of calcium in cellular organelles. Using the substitution reactions,
such as the modification Diculescu Tandler and Papescu with lead acetate (calcium ion is substituted for lead,
strongly absorbing electrons) or a reaction Yardoma and Chandler with potassium and osm’s piroantymonian,
prepared elektronogram structures with high electron density [Krygier-Stojatowska and Godlewski, 1982].

Immunohistochemical methods are based on color reactions of antigen-antibody complexes. Examples of
such techniques is the detection of cathepsin K immunoekspresji, cyclooxygenase 1 and 2, osteoponthyn and
collagen II [Burdan, 2005]. Increased expression of cathepsin K is observed in the initial stage of ossification,
while osteoponthyn- in the final. These proteins are essential in the process of mineralization, resulted in an
assessment in the earliest stages, when there is not yet mineralized extracellular matrix [Burdan, 2005].

Conclusions

Bone tissue is formed lifelong interindividual. By coupling the two opposing processes: resorption and
formation, it comes to removing the old and the formation of new bone in its place. In this way, is the exchange of
bone tissue, and its function is maintained at an appropriate level. The strength and bone strength depends on its
density (BMD), which make up: genetic predisposition, physical activity, the body's hormonal status (puberty,
hormone replacement therapy), nutrition, availability of minerals in the diet and exposure to harmful factors
(tobacco, alcohol, oral hormonal contraception). Thus, it is clear that both in the prenatal period, childhood and
adolescence is necessary to ensure the best possible conditions for the adequate development of bone tissue.
Given the wealth of knowledge in the field of osteology, we can not fully protect against the various pathologies
of the skeletal system. Indicate any alarming symptoms clinician can offer a huge range of diagnosis to their
patients. The sooner you will be allayed fears, the better the prognosis for the patient. Exclusion of cancer or
early detection improves their survival in society [Pallu and Suscheck, 2010].
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