Biochemie kosti
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Obsah prednasky

Slozeni kosti — kostni bunky, extracelularni matrix,
anorganicka matrix (mineral).
Tvorba kosti v rlistové desticce, matrixové vacky

(vezikuly), tvorba mineralu, enzymy a dalsi struktury
Ucastnici se procesu mineralizace.

Kostni remodelace jako aktivni a dynamicky proces,
rovhovaha mezi kostni tvorbou a odbouravanim.

Hormony regulujici kostni metabolismus.
Markery kostniho metabolismu.



Kostni matrix

Kostni tkan pomerné tvrdy, ale lehky kompozitni material obsahujici
mineral (hydroxyapatlt% a kolagen, elastickou bilkovinu, ktera
zvysuje odolnost proti frakturam.

Organicka matrix ~25%

— 85 - 90% kolagen typu I, stopove mnozstvi kolagenu III a V a FACIT
kolageny (v urcité stadiu tvor y kosti, pomoc pri tvorbeé fibril),

— kostni proteoglykany,
— glykosilované proteiny (alkalicka fosfatasa),
— adhesivni glykoproteiny,
— gama-karboxylované (gla) proteiny,
— sérovy albumin a a2-HS-glykoprotein — vazba na hyroxyapatit,
— rlstové faktory
Anorganicka matrix ~65%, prevazne hydroxyapatit -

Ca,o(PO,) (OH) amorfni fosfore¢nan vapenaty - Ca,(PO,),, ionty -
0,2, HPO,Z, Mg,* T

Voda 10%



Kostni bunky

osteocyty -
osteoblasty
nediferencované kmenové
bunky

bunky lemujici kost
osteoklasty

Osteocyte Osteoblast Osteogenic cell Osteoclast
(maintains (forms bone matrix) (stem cell) (resorbs bone)
bone tissue)

Iontove slozeni kostniho mineralu (mmol/g
suché kostni tkané bez tuku)

Kationty mnozstvi Anionty mnozstvi
Ca?* 6.66 PO?* 4.02
Mgz 0.18 CO;* 0.79
Na* 0.32 Citrate® 0.05

K* 0.02 Cl- 0.02



Funkce kosti

e Mechanicka funkce
— ochrana vnitrnich organl (lebecni kosti, Zebra)
— podpdrna funkce — télesny ramec téla
— pohyb - pakovy systém pro kosterni svaly, Slachy, vazy, klouby
— Sireni zvuku — sluchova funkce

e Synteticka funkce
— kostni dren produkce krevnich bunék



Funkce kosti

e Metabolicka funkce

zasobarna dllezitych minerall (vapnik, fosfaty, horcik)
zdroj dllezitych rlstovych faktord (ILF, BMP, TGF)
zdroj mastnych kyselin — tuk kostni drené

udrzeni acidobazické rovnovahy —regulace pH krve uvolhovanim
alkalickych soli

IIIII

Endokrinni funkce — FGF-23 reguluje fosfatovy metabolismus,
snizuje vstrebavani a zvysuje vylucovani fosfatd ledvinami,
osteokalcin prispiva k regulaci hladiny glukosy v krvi a ukladani
tuku do tukoveé tkané (zvysovani sekrece inzulinu ovlivnénim
beta bunék pankreatu, uvolnéni adiponektinu bunkami tukové
tkané — zvyseni senzitivity k inzulinu)



Funkce kosti

Optimalni orientace kolagennich fibril — tlak a tah pdsobici
na kost.

Dedicné abnormality postihujici kolagen — osteogenesis
imperfekta:

® zamena nekterych aminokyselin v kolagenu typu I.
® zvysena lomivost kosti.

Mineralni slozka je mezi fibrilami kolagenu ulozena tak, aby
byla zachovana mechanicka stabilita kosti.

Usporadani kolagennich fibril zavisi na véku jedince.



Kostni bunky

Osteocyty — 90% vsech kostnich bunék

- nejsou synteticky aktivni, podileji se vSak na obméné minerall, Ucastni se
remodelace pri poskozenich (Unavové zlomeniny)

- kontrola pohybu iontd dovnitr kosti a ven.

Osteoblasty — produkuji zakladni kostni hmotu

- vysoka proteosynteticka aktivita.

Bunky lemuijici kost — pokryvaji kost, ktera je v klidové fazi ve vrstve 1 —
2 um, podlouhly a plochy tvar

Osteoklasty - bunky odbouravajici kostni tkan

- obsahuiji cetné lysosomy s proteolytickymi enzymy

(kolagenasu, zelatinasy, katepsiny, glykosidasu, sulfatasu, anorganickou
pyrofosfatasu, izoenzym kyselé fosfatasy).

Membrana obsahuje protonovou pumpu — snizeni pH7 - pH4




Schéma fyziologické jednotky kostni tkané:
Aclive Surface osteoblasts

osteoblasts @ @ @ @@ @ @) @

A - cévni prostor ;/%/

051ecud

B — osteocyt o c
C — kostni kanalek

D - nexus mezi 2 Minerai .—-—*

sousednimi bunkami /

E — pojivova tkan

//
Osteoid Osiemd .
D
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Porovnani koncentraci elektrolytt (mmol/l)
mezi systémovou ECT (plasmou) a kostni ECT

Ca Mg K Na P, Cl
Plasma 1.5 0.7 4 140 1.8 100
Kostni tekutina 048 0.4 25 125 1.8 130

Kostni membranu, ktera udrzuje stalost koncentrace
elektrolytt v kostni ECT, tvori bunky lemujici kost.



Faze kostni tvorby

> tvorba kosti a mineralizace (embryonalni vyvoj).
> rlst kosti.
> udrzovani kostni tkane (remodelace, hojeni).

Mechanismus tvorby kosti:

1. vznik kosti z chrupavky — enchondralni osifikace.

2. intramembranova osifikace — ploché kosti
(embryonalni vyvoj).

3. apozicni tvorba — periostalni rozSirovani kosti béhem
modelace a remodelace.



RUstova desticka

RESERVE ZONE

PROLIFERATIVE
ZONE

ZONE OF
MATURATION

UPPER
HYPERTROPHIC
ZONE

LOWER
HYPERTROPHIC
ZONE

Calcification of cartilag
Invading capillary

Osteoblast
Calcified trabecula

Vertikalni sloupce chondrocytd v rlizném stadiu
bunécného cyklu. Chondrocyty jsou ploché a
neaktivni. Vznikaji z nich dceriné bunky
proliferativni zony.

Chondrocyty zacCinaji proliferovat.

Chondrocyty dozravaiji, produkuji matrixovée
vezikuly (misto kalcifikace).

Chondrocyty se zacinaji zveétsovat, syntetizuiji
kolagen typu X a alkalickou fosfatasu.
Matrixové vesikuly jsou mistem, kde vznikaji
prvni krystalky minerald.

Apoptotické chondrocyty degeneruii.
Mineralizace pokracuje, do zény pronikaji
kapilary a z kostni drené osteoblasty.
Osteoblasty syntetizuji kostni organickou
extracelularni matrix.



Matrixove vezikuly

Matrixové vesikuly mezi dvéma fibrilami
kolagenu typu II. Ke kolagenu jsou vazany

proteoglykany s kyselinou hyaluronovou (HA).

V membrané vazané enzymy fosfatasy —
fosfoproteinfosfatasa, alkalicka fosfatasa
(ALP), adenosinmonofosfoesterasa, Ca2* -
ATPasa, nukleosidtrifosfatasa, nukleotid
pyrofosfatasa diesterasa (NPP), anorganicka
pyrofosfatasa (PPiasa) (uvolnéni enzym0 z
vazby na membranu zastavi kalcifikaci).

Uvnitf vezikulu jsou dalsi enzymy a proteiny
podporujici mineralizaci.

Lokalizace rlstové desticky

Proteoglycan link
HA binding region ALP §' AMPase, Ca-ATPase

NTPPase, PPiase

LDH
calbindin
proteinase

anchorin CII
carbonic anhydrase
calpactin ’
actin
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. ] matrix
Matrix vesicle

PHOSPHO1 - fosfoprotein fosfatasal; P,T — P, transporter; PEA — fosfoetanolamin; Pcho -
fosfocholin; TNAP — tkanové nespecificka alkalicka fosfatasa; NPP1 — PC-1/nukleotid
pyrofosfatasa fosfodiesterasa

A.M.S. Simdo, M.C. Yadav, P. Ciancaglini and J.L. Millan. Proteoliposomes as matrix vesicles’ biomimetics to study the initiation of skeletal
mineralization. Braz J Med Biol Res 2010; 43: 234-241.



Enzymy matrixovych vezikuld, kanaly a
transportery

o Tkanové nespecificka alkalicka fosfatasa (TNAP) — hydrolyza ester(
kyseliny fosforecné, tvorba P, hydrolyza PP,

— Nedostatek — hypofosfatasie (perinatalni, détska, dospéla
hypofosfatasie, odontohypofosfatasie) klinicka zavaznost — kompletni
nedostatek kostni mineralizace az po spontanni fraktury, ztrata
decidualnich zubd.

o Nukleotid pyrofosfatasa/fosfodiesterasa (NPP1 patti do rodiny
alkalickych fosfatas) — hydrolyza diestert kyseliny fosforecné na
monoestery (ATP — AMP + PP,, ADP — adensin + PP;). Regulace
tvorby mineralu, inhibice precipitace hydroxyapatitu zvySenou
koncentraci PP..

— Neostatek — vznik spontanni kalcifikace mékkych tkani, véetné cévni
stény



Enzymy matrixovych vezikuld, kanaly a
transportery

Fosfoproteinfostatasal (PHOSPHO1) — tvorba P, z
fosfocholinu a fosfoetanolaminu

Anexiny - Ca%* iontové kanaly v membrané matrixovych
vesikull. Anexin V interakce a vazba na kolagen II a X
stimuluje kanal k aktivité, tok Ca2* do vezikuld.

Transporter anorganickeho fosfatu (P.T) — Na*
dependentni symport

Karboanhydrasa (karbonathydratasa) - reguluje pH
uvnitr vezikulu, odstranuje protony vznikajici jako
vedlejsi produkt tvorby hydroxyapatitu.



Kalcifikace je kontrolovany proces
regulovany enzymy, proteiny a
fosfolipidy membrany



Biologie matrixovych vezikull

Faze 1

1. Ca?* jsou pritahovany dovnitr vezikulu (Ca-vazajicimi fosfolipidy
a Caz* kanaly), fosfatasy (alkalicka fosfatasa, pyrofosfatasa,
adenosintrifosfatasa) hydrolyzuji estery kyseliny fosforecné,
zvyseni lokalni koncentrace PO,3- v okoli membrany

2. Akumulace PO,3- (aktivita alkalicke fosfatasy).
3. Precipitace fosfat kalcia.
Ca bindina.. | phosphatase
by lipids and ¢
i oo,

e
ﬁ;\‘ &

_proteins

Anderson, C.H., 1995



Biologie matrixovych vezikull

Faze 2
4. Membrana matrixovych vesikull se rozrusi (hydrolytické Stépeni

fosfolipasou a proteinasami).
5. Tvorba a rUst krystalll hydroxyapatitu je zde samovolny proces.

grows

| " PHASE 2
i l ¥

Nt Anderson, C.H., 1995




MATRIX CHANGES IN
HYPERTROPHIC CARTILAGE

Spread proteoglycan aggregate Proteoglycan

@A monomer

Type I
collagen A
fibril  fsy

Hyaluronic
acid

e is withdrawn
from adjacent
matrix

Collapsed
M proteoglycan
;.\ aggregate

from collagen
fibril?

Activation of

AP by CP Il '
Alkaline phosphatase Formation of
(matrix vesicle, hydroxyapatite

4 between type Il
] fibrils at focal

7 PG/CP Il sites
NOT on Type Il
fibrils

plasma membrane)

Hydroxyapatite

Matrix hypertrofické Casti
chrupavky obsahuje typické
proteoglykany chrupavky a
kolagen typu II.

Béhem nukleacni faze se matrix
smrst'uje a proteoglykany
agreguiji. Ca2* jsou z prilehlé
matrix pritahovany do
hypertrofické chrupavky.
Chondrocyty a matrixové
vesikuly produkuji alkalickou
fosfatasu (vznik volného
fosfatu).

Pokracovani mineralizace.



Slozky nezbytnée pro kalcifikaci

Ca2* vazou:

® (-propeptid kolagenu typu II (silna afinita k hydroxyapatitu) v rlstové
desticce.

® folagen typu Iv kostni tkani

® fosfoproteiny

Proces kalcifikace
® mdize probihat pouze za prisunu kysliku, mineralt a Zivin z kapilar,
® v rovnovaze musi byt — rlst, hypertrofie, remodelace matrix a jeji
kontrolovana resorpce a kalcifikace.

Kalcifikace vyzaduje: 24,25(0OH)vitamin D5 a 1,25(0OH) vitamin D,
rstovy hormon, hormony stitné zlazy, PTH, rlstové faktory, cytokiny.



Faze enchondralni osifikace
hypertrofie chondrocytl

kalcifikace matrix chrupavky
prorUstani krevnich kapilar
diferenciace osteoblastl a osteoklastl
tvorba osteoidu

kalcifikace

SN h i

Faze prestavby kosti

1. resorpce

2. syntéza a sekrece organické kostni matrix
3. kalcifikace nové vytvorenych kostnich lamel



Kostni resorpce a tvorba jsou neodélitelné procesy
Osteoblasty a osteoklasty tvori strukturu — zakladni multicelularni
jednotku (basic multicellular unit — BMU).

Osteoklasty zodpovidaji za kostni resorpci
Protonova pumpa
pH 7/7— pH 4

Osteoblasty zodpovidaji za tvorbu organické matrix

Lysosomalni enzymy osteoklastil

MINERAL REMOVAL

Osteoclast

kysela fosfatasa
katepsiny
glykosidasa
sulfatasa
kolagenaza

Ca?* & PO
in Solution

Hydroxyapatite: Soluble in H*




Sprazeni Cinnosti osteoblastu a
osteoklastu

Resorpce kosti ¢innosti osteoklastdl a tvorba nové kostni tkané osteoblasty je
koordinovany postupny proces

PTH
M-CSF Vitamin D
IL-1

Osteoprotegerin

COUPLING [

Cathepsin K Stromelysin

+, oo BMP
H*OOOOTGFB

L e.

Bone

U zdravych mladych jedinc( je kostni resorpce a tvorba nové kostni tkané
v rovhovaze, takze kostni hmota zlistava konstantni.

Patologicky stav vznika tehdy, kdyz je resorpce a tvorba kosti v
nerovnovaze.



2 osteoclast
Ca ;r_ collagen differentiation
PO,

OSTEOCLAST
PRECURSOR
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Ca2+
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OSTEOCLAST

@
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H,0 + €O, mltochondrlon \ inhibition

anion
exchanger
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cl s . ) stimulation { /
secretory RANKL
vesicle “ \
podosome OSTEOBLAST

osteopontin

/4 IR

chloride ruffled border
channel l, ATPase

CI” H*

citric CaK
acid

AN
resorptive pit
{pH ~4) bone salt dissolution “ehls

* matrix degradation

Ca2* PO,* collagen
fragments

© Cassandra Uy & Patrick Kennedy

RANK = receptor aktivator nuklearniho faktoru «B, RANKL = RANK ligand, OPG = osteoprotegerin

http://www.pathophys.org/osteoporosis/



Resorpce a tvorba kosti v zakladni multicelularni
jednotce (basic multicellular unit — BMU).

Monocytes?, preosteoblasts Active osteoblasts  Osteoid tissue

&

Osteoclastic Reversal Osteoid formation Mingraﬁ—
resorption phase sation
of osteoid

tissue



Multinucleated osteoclasts resorb bone to form resorption pits known as Howship's lacunae.

Clarke B CJASN 2008;3:S131-S139

©2008 by American Society of Nephrology



Osteoblasts synthesize proteinaceous matrix, composed mostly of type | collagen, to fill in
resorption pits.

Clarke B CJASN 2008;3:5S131-S139

©2008 by American Society of Nephrology



Resorpce a tvorba kosti v zakladni multicelularni
jednotce (basic multicellular unit — BMU).

Quiescence >

, Resorption >

Reversal >

Formation >

Minetallsation>

Endosteal sinus : Quiescence >
e Mesenchymal stem cell - (

a - s
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http://www.roche.com/pages/facets/11/ostedefe.htm



Resorpce a tvorba kosti v zakladni multicelularni
jednotce (basic multicellular unit — BMU).

BONE REMODELING (Trabecular Bone)

Howships lacunae

Marrow

QOsteoclasts

BONE REMODELING UNITS (CORTICAL BONE)  Olabons

Cuiting cone  Reversal zone Closing cone
PN

"i?.;"';_-,‘_-—‘ Osteoprogenitor cells 5,::.,1.}'7,-‘5'1'

Osteoprogenitor cells ~ Osteoblasts Bone lining cells

Osteobiasts

)

Bone lining cells T

Completed
Haversian System

Marrow



Slozky organickeé matrix kosti

Kolagen - typ |, stopové mnozstvi typu Ill a V (regulace priméru
fibril).

Malé proteoglykany — agrekan, dekorin, biglykan a kyselina
hyaluronova.

Kostni glykoproteiny — kostni sialoprotein (zahajeni mineralizace),
osteonektin (regulace prameéru fibril kolagenu), osteopontin (inhibice
mineralizace a kostni remodelace).

Adhezivni glykoproteiny — fibronektin, vitronektin, proteiny obsahujici
y-karboxyglutamovou kyselinu, Gla-proteiny (inhibice mineralizace),
fibrilin (regulace tvorby elastickych viaken), osteokalcin (regulace
osteoklastu, inhibice mineralizace).

Rustove faktory



Hormony regulujici kostni
metabolismus

Systémové hormony metabolismu vapniku:

(Normalni fyziologicka hodnota Ca2* je 8.5 — 11.5 mg/100 ml nebo 2.1 —
2.9 mmol/I)

PTH - kostni resorpce - stimuluje transformaci monocytt na osteoklasty.

kalcitonin — kostni tvorba — inhibice transformace monocyti na
osteoklasty.

1,25-dihydroxycholekalciferol (1,25-(0OH), vitamin D3) — podpora
kostni tvorby (aktivace osteoblastli k syntéze kolagenu, podporuje
mineralizaci).



caICium homeOStaSis Ashu Jain and Sultan Chaudhry

Skin Liver
UVB light 25-hydroxylase ————

7-dehydrocholesterol ———® Pre-vitamin D3 |——® Calcidiol

$ lo-hydroxylase  Kidneys

1 calcitriol _-[

Suppresses PTH [1,25(0H)2 D]
Kidneys *
Distal convoluted
tubule
¢ \ Bone Intestines
T phosphate T calcium I :eizfnriz%?s;anan_’d Intestinal lumen —
excretion reabsorption T calcium uptake
phosphate
G LS — T
Distal and proximal Thick ascending
convoluted tubules loop of Henle
f f
_|
PTH I Calcitonin
T Hypocalcemia Hypercalcemia T
Parathyroid Thyroid
chief cells parafollicular
cells




Parathormon (PTH) a PTH reated peptid

Peptidovy hormon (84 aminokyselin) — zvysuje kalcémie
Uvolnéni PTH za stavu snizeni sérového Ca2* — se pres snizenou

vazbu na receptory pro vapnik v pristitnych téliscich- calcium
sensing receptors (CaSR)

zvysena hladina vitaminu D snizuje PTH sekreci
vysoka hladina fosfatdl vyluCovani PTH také spousti - snizenim
seroveho vapniku a vitaminu D.
Hlavni ucinek PTH zprostredkuji ledviny a kost
ledviny:
— zvysSené zpétné vychytavani vapniku, zvySené vyluCovani fosfatu,
— stimulace tvorby vitaminu D: stimuluje hydroxylacivitaminu D - rychla
aktivace transkripce 1a-hydroxylasy v proximalnim tubulu

kost:

— stimuluje kostni odbouravani: zvysuje aktivitu osteoklastl pres
upregu/ac/ RANKL

— neprimo stimuluje kostni tvorbu — pfes autokrinni a parakrinni
signalizaci IGF-1, FGF-2 a amfiregulin osteoblasty.



Kalcitonin

Peptidovy hormon 32 aminokyselin, parafolikularni téliska stitné
Zlazy.
Produkci stimuluje zvySena hladina sérového kalcia, opacny efekt
nez PTH.
Inhibice kostniho odbouravani
Snizeni hladiny Ca tfemi zpUsoby:

pfima inhibice osteoklastt a kostni resorpce (zvyseni cAMP, zvyseni

vapniku v cytosolu vede ke kontrakci bunécnych membran
osteoklastl, tento efekt je prechodny)

inhibice vstfebavani vapniku ve streve
inhibice zpétného vychytavani vapniku v ledvinach



Vitamin D

Ergokalcifero/ (vitamin D2) a cholekalcifero/ (vitamin D3) — potrava,
rostlinné a zivocisné zdroje

1,25 (OH),D5 udrzuje kalcemii:

1.  zvySenym vychytavanim vapniku z lumen streva, zvysuje absorpci
fosfatu ze streva

2. zpétnym vychytavanim vapniku v distalnich ledvinovych tubulech,
zvySuje ucinky PTH

3. stimulaci osteoblastll produkovat RANKL — aktivace osteoclast
odbouravat kost a zvySovat hladinu Ca v krvi.



Dalsi systémove hormony:

Glukokortikoidy — inhibuji kostni tvorbu (inhibice diferenciace
osteoblastl).

Ristovy hormon — stimuluje kostni tvorbu pres lokalni rlstové
faktory, somatomediny (IGF-1 a IGF-2).

Insulin — zvySuje syntetickou aktivitu osteoblastd.

Hormony stitné zlazy — stimuluji osteoklasty, aktivuji kostni
remodelaci.

Estrogeny - inhibuji kostni resorpci, inhibuji aktivitu osteoklastt pres
specifické lokalni faktory.

Katecholaminy — antagonisté kalcitoninu.

Prostaglandiny — v koncentraci 102 — 107 mol/I stimuluji syntézu
kolagenu, v koncentraci 10-® mol/l syntézu kolagenu inhibuiji.



Lokalni faktory regulujici kostni
metabolismus

Faktory stimulujici diferenciaci osteoblastii:

Kostni morfogeneticky faktor (BMF)
Destickovy rlstovy faktor (PDGF)
Fibroblastovy ristovy faktor (FGF)

Insulinu podobny rdstovy faktor 1 (IGF-1)
transformuijici rlstovy faktor-p (TGF-p).

Faktory ovliviujici diferenciaci osteoklastti:

Kolonie stimulujici faktor (CSF) — potlacuje vyvoj osteoklastd.
Interferony (interferon-y) — potlacuje diferenciaci osteoklastd.
Interleukiny (IL-1, IL-3, IL-6, IL-11) — stimuluji diferenciaci osteoklastu.



Biochemické markery kostni tvorby
o alkalicka fosfatasa
- izoenzym, odrazi aktivitu osteoblastd

o osteokalcin
- kostni glykoprotein,
- specificky pro kost a zuby, neni znama skutecna funkce
- syntéza osteoblasty, zabudovan do ECM kosti

o prokolagenni peptidy kolagenu typu I

Biochemické markery kostni resorpce

e vapnik v moCi — vztazeno ke kreatininu, mala specifi¢nost (kromé&
vyluCovani Ca z kosti se v testu odrazi zpétné vychytavani Ca tubuly a
renalni filtrace a absorpce Ca ve strevech)

o hydroxyprolin

e pyridinolin, deoxypyridinolin



Vznik pyridinolinu a deoxypyridinolinu

Telopeptide
Hyl or Lys

//—-(I:H——o

Telopeptide Ketoamine
Aldehyde
#— (')H QH —®
Lysyl ¢H T
Oxidase ~ GHo s
— CHOH(H) C=0
+ NH —_
NH, CH,
CH, CHOH(H)
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CH,
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CH,
CHOH(H)
GH>
CH,
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gH—s
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éHz_CHz pZ OH

CH,

CHOH(H)

CH2

CH,

CH
Pyrroles

Eyre D.R. :Principle of Bone Biology. 1996
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Pricné vazby tvorené pyridinolinem

Pyridinolin je trojvazny, vaze dva telopeptidy ke trojité
Sroubovici

Cross-linked C-telopeptides

Cross-linked N-telopeptides
(NTx)

Eyre D.R. :Principle of Bone Biology. 1996



Stanoveni pyridinolinu a deoxypyridinolinu
pomoci HPLC

NH,"CH-COOH
NH, CH,

CH-CH,"CH; OH
COOH O
N+

s
CHOH
CH,

CH,
NH,CH-COOH

Hydroxylysyl
Pyridinoline
(HP, “Pyridinoline”)

NH,-CH-COOH
NH, CH,

|CH'CH2-CH2 OH
COOH Q
N+

CH,
j QH2
CH,
CH,

NH,-CH-COOH

Lysyl
Pyridinoline

(LP, “Deoxypyridinoline”)

Eyre D.R. :Principle of Bone Biology. 1996



