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РЕЗЮМЕ 

С целью оценки цитогенетического эффекта нанокомпозитных материалов, применяемых в трав-

матологии и ортопедии, проведено исследование хромосомных аберраций в культуре лимфоцитов 

при их краткосрочном контакте с искусственными материалами (наноструктурированные титано-

вые образцы имплантатов, несущие двустороннее кальций-фосфатное покрытие) у пациентов с 

дисплазией соединительной ткани (ДСТ) и несовершенным остеогенезом (НО). При добавлении 

модельных биосовместимых композитов в культуры клеток крови пациентов с ДСТ и НО выявле-

но снижение доли аберрантных клеток, несущих одиночные и (или) парные разрывы хромосом, по 

сравнению с результатами спонтанного мутагенеза (без модельных образцов). Анализ частоты и 

спектра хромосомных аберраций в клетках периферической крови может рассматриваться как 

потенциальный прогностический критерий и предиктор эффективности имплантата в хирургиче-

ском лечении осложнений ДСТ и НО. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: одиночные и парные разрывы хромосом, культура лимфоцитов, in vitro, дис-

плазия соединительной ткани, наноструктурированный титан, кальций-фосфатное покрытие. 

 

 
 Введение 

Переход к наноразмерному состоянию органиче-

ских и неорганических материалов является перспек-

тивным для современного этапа развития науки и тех-

ники. В настоящее время актуальным представляется 

достижение баланса между безусловным обеспечени-

ем безопасности применения нанотехнологий для здо-

ровья ныне живущего и будущих поколений, с одной 

стороны, и насущной необходимостью обеспечения 

прогресса в производстве и внедрении продукции на-

ноиндустрии, обладающей множеством полезных по-

требительских свойств [1, 2].  

Сегодня постулируется, что наноразмерные мате-

риалы, наноструктурные имплантаты и покрытия 

должны найти активное применение для решения 

большинства критических проблем современной био-
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логии и медицины [3]. Появились новые методы реге-

нерации костной ткани, основанные на применении 

наноматериалов. Подобные костные матрицы, содер-

жащие коллаген и гиалуроновую кислоту, уже прошли 

клинические испытания на пациентах с дефектами 

костей, возникающими после травмы, удаления опу-

холей и спондилодеза [4].  

Наноматериалы находят применение и в качестве 

покрытий на конструкции для металлоостеосинтеза. В 

экспериментальных исследованиях показано, что по-

крытия из наноразмерных частиц фосфата кальция 

способствуют лучшей остеоинтеграции в сравнении с 

обычными кальций-фосфатными покрытиями [5]. 

Кроме того, модификация покрытий позволяет созда-

вать пористые наноструктурные компоненты имплан-

татов, имеющие большую площадь поверхности для 

взаимодействия с клетками, белками и молекулами 

лекарственных препаратов [6].  

Одним из перспективных направлений примене-

ния наноматериалов является разработка терапевтиче-
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ских решений в области детской патологии костно-

мышечной системы и соединительной ткани, частота 

которой достигает 31,5%, а среди всех детей с ограни-

ченными функциональными возможностями указан-

ная патология встречается с частотой 5,3% [7]. Одни-

ми из наиболее проблематичных в плане терапевтиче-

ских решений являются диспластические состояния 

соединительной ткани: дисплазия соединительной 

ткани (ДСТ) и несовершенный остеогенез (НО). Они 

характеризуются нарушением гистогенеза в эмбрио-

нальный и постнатальный периоды вследствие гене-

тически измененного фибриллогенеза внеклеточного 

матрикса, который затрагивает все виды соединитель-

ной ткани [7, 8].  

Однако вопросы взаимодействия биологических 

структур и искусственных наноразмерных и наност-

руктурных материалов на генетическом, молекуляр-

ном и клеточном уровнях практически не изучены, 

методики трудно воспроизводимы [9]. Наномедицина, 

нанобиотехнология и нанотоксикология являются но-

выми областями, существует немного эксперимен-

тальных данных о молекулярно-генетических эффек-

тах (как позитивных, так и негативных), вызванных 

использованием нанообъектов. Генотоксичность на-

номатериалов исследована в единичных работах, в 

основном в тестах in vitro [2, 10–14]  

По мнению ряда авторов, генотоксическая актив-

ность ультрамелкодисперсных материалов определя-

ется их способностью индуцировать активные радика-

лы кислорода и азота, повреждающие ДНК [15, 16], а 

также высокой проницаемостью и прямым действием 

на внутриклеточные структуры, в том числе на цито-

скелет и хроматин [2, 12, 17]. Учитывая возможность 

возникновения спонтанных мутаций de novo, с кото-

рыми связано большинство случаев патологии соеди-

нительной ткани [18, 19], оценка генетической безо-

пасности длительного применения наноматериалов в 

практике остеосинтеза является одним из актуальных 

вопросов нанотоксикологии. 

Для оценки активности мутационного процесса 

применяется методология цитогенетического анализа 

(рутинного и FISH) частоты нестабильных и стабиль-

ных хромосомных аберраций (ХА), анеуплоидий и 

сестринских хроматидных обменов в соматических 

клетках человека [20–22]. 

Учитывая, что нарушение структуры хромосом от-

ражает мутагенные процессы при воздействии факторов 

как эндогенной, так и экзогенной природы, в настоящей 

работе была проведена оценка цитогенетического эф-

фекта нанокомпозитных материалов, применяемых в 

травматологии и ортопедии при травмах и дисплазиях 

соединительной ткани. 

Материал и методы 

Для проведения исследования выбран алгоритм, 

основанный на анализе вариабельности уровня ХА в 

культуре лимфоцитов при краткосрочном контакте с 

искусственными материалами. Это оправдано тем, что 

оценка ХА является хорошо зарекомендовавшим вы-

сокочувствительным методом анализа мутагенного 

воздействия, позволяющим определить сам факт тако-

го воздействия, его степень, а также эффективно диф-

ференцировать тип мутагенеза (химический, радиаци-

онный, биологический) [21, 23, 24]. 

Для анализа ХА выбран стандартный цитогенети-

ческий анализ культивируемых лимфоцитов перифе-

рической крови [25, 26]. Забор венозной крови для 

цитогенетического анализа производился в вакуумные  

контейнеры типа Vacuette объемом 10 мл c антикоагу-

лянтом (гепарином). Кровь культивировали при тем-

пературе 37 С в питательной среде, содержащей 85% 

среды RPMI-1640 (Sigma, США) и 15% эмбриональ-

ной телячьей сыворотки (Sigma, США). Среду для 

культивирования стерильно добавляли во флаконы с 

кровью из расчета 5 мл среды на 1 мл крови. Вторую 

часть крови пациентов и здоровых добровольцев 

культивировали в присутствии потенциального ин-

дуктора мутагенеза (см. ниже) из расчета 1 диск на 1 

флакон. В каждый флакон вносили по 0,2 мл фитоге-

магглютинина (ФГА), используемого для стимуляции 

деления лимфоцитов. Фиксацию культур проводили 

через 72 ч культивирования, так как в этот период от-

мечается наибольшее число клеток первого митоза 

[26]. При более поздних сроках фиксации культур 

происходит изменение состава клеточной популяции, 

так как появляются клетки во втором и третьем мито-

зах и вследствие элиминации части поврежденных 

хромосом изменяются частота и спектр ХА [26].  

Для накопления клеток в стадии метафазы в куль-

туры клеток за 1 ч 45 мин до окончания культивиро-

вания вводили 180 мкл колхицина в конечной концен-

трации 0,06 мкг/мл. Через 1 ч 45 мин содержимое 

флаконов взбалтывали, переносили в центрифужные 

пробирки и центрифугировали в течение 5 мин при 

скорости 1 000 об/мин. Супернатанты удаляли и до-

бавляли гипотонический раствор (0,55%-й раствор 

хлорида калия) в количестве 8 мл. Гипотоническая 

обработка осуществлялась при температуре 37 С в 

течение 45 мин. После центрифугирования (5 мин 

при скорости 300g) надосадочную жидкость удаля-

ли, а к осадку добавляли 8 мл фиксатора (этанолле-

дяная уксусная кислота в соотношении 3 : 1). Про-

бирки встряхивали и оставляли в холодильнике при 

температуре 4 С на 30 мин. Смену фиксатора про-
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водили 2 раза. Из полученной суспензии приготавли-

вали препараты [26]. 

Хромосомный анализ выполняли на препаратах с 

помощью микроскопа марки Nicon при малом 

(10  10) и большом (10  100) увеличении. Отбор 

метафазных пластинок осуществляли с учетом сле-

дующих требований: цельность метафазной пластин-

ки, четкость окраски, отсутствие или небольшое число  

(1–4) поперечных наложений хромосом, средняя сте-

пень их конденсации, обособленность метафазных 

пластинок друг от друга. Количество центромер – от 

44 до 46. Обследовано 4 пациента с ДСТ, 2 человека с 

НО, 4 здоровых донора. От всех обследованных было 

получено информированное согласие на участие в 

исследовании. Была изучена клиническая картина че-

тырех пациентов с различной выраженностью диспла-

стического изменения соединительной ткани по клас-

сификации D.O. Sillence [27–30].  

У каждого индивида было обследовано не менее 

300 метафаз. Цитогенетические эффекты мутагенного 

воздействия оценивали по следующим параметрам: 

доля аберрантных клеток (отношение числа аберрант-

ных метафаз к общему числу проанализированных 

метафаз), число аберраций (на 100 клеток), число оди-

ночных и парных разрывов на 100 клеток [21, 26]. 

В качестве потенциальных индукторов мутагенеза 

применяли подложки из наноструктурированного тита-

на ВТ1.0 (диаметр 12 мм, толщина 1 мм), несущие дву-

сторонние кальций-фосфатные (КФ) покрытия. Наност-

руктурные покрытия наносили на титановую подложку 

с помощью модификации способа микродугового окси-

дирования [16] в электролите с взвесью нанопорошка 

(диаметр частиц 10–40 нм) стехиометрического гидро-

ксилапатита, полученного механохимическим спосо-

бом.  

Шероховатость поверхности Ra искусственных 

покрытий оценивали по значениям параметров верти-

кальных неровностей профиля с помощью измери-

тельной системы Talysurf 5-120 (разрешающая спо-

собность 10 нм). Определяли Ra (мкм) как средний 

результат шероховатости в пределах нескольких длин 

участков измерений согласно ГОСТ 2789-73. Изме-

ренный индекс Ra фиксировали для всех модельных 

матриксов в одном диапазоне (1,33–1,44 мкм), чтобы 

нивелировать известный эффект шероховатости на 

поведение клеток [28]. 

Полученные результаты выражали как выбороч-

ное среднее Х и ошибку среднего m. При оценке полу-

ченных данных были использованы методы статисти-

ческого описания, а также методы проверки статисти-

ческих гипотез. Для анализа имеющихся выборок  

данных использовали гипотезу нормальности распре-

деления (критерий Колмогорова–Смирнова). Для 

оценки достоверности различий выборок, подчиняю-

щихся критерию нормального распределения, исполь-

зовали t-критерий Стьюдента. Различия считались 

статистически значимыми при уровне р < 0,05. 

Результаты и обсуждение 

При оценке активности спонтанного мутагенеза 

было выявлено увеличение доли аберрантных клеток 

у пациентов с ДСТ в 5,8 раза, с НО – в 9,4 раза по 

сравнению с показателями здоровых доноров. Наибо-

лее высокое число аберраций было зарегистрировано 

у пациентов с НО (рост в 8,7 раза по сравнению с по-

казателями группы контроля и 1,4 раза по сравнению 

с показателями пациентов с ДСТ). Следует отметить, 

что структурные нарушения хромосом лимфоцитов 

были представлены аберрациями хроматидного и 

хромосомного типа (одиночные и парные фрагменты 

ДНК) (табл. 1, рис. 1, 2). 

При этом зарегистрированные цитогенетические 

изменения в лейкоцитах периферической крови при 

ДСТ и НО могут быть связаны с негативным эффек-

том продуктов деградации (CrossLaps) мутантного 

коллагена, выявленных в культуре мононуклеаров 

крови у пациентов с НО [29].  

При введении в культуры клеток крови здоровых 

доноров модельных биосовместимых имплантатов 

статистически значимых изменений ХА в лимфоцитах 

не выявлено (табл. 2). 

Т а б л и ц а  1  

Показатели спонтанного мутагенеза в лимфоцитах здоровых доноров, пациентов с дисплазией (X ± m) 

Показатель Здоровые доноры 
Дисплазия соедини- 

тельной ткани 

Несовершенный  

остеогенез 

Количество исследованных метафаз 1 200 1 200 600 

Аберрантные клетки, % (число аберрантных метафаз к общему 

числу метафаз) 

 

0,50 ± 0,12 

 

2,90 ± 0,14* 

 

4,70 ± 0,71*, ** 

Число аберраций на 100 клеток 0,58 ± 0,28 3,59 ± 0,12* 5,06 ± 0,27*, ** 

в том числе 

одиночные фрагменты 

 

0,42 ± 0,11 

 

2,40 ± 0,09* 

 

3,30 ± 0,12*, ** 

парные фрагменты 0,16 ± 0,10 1,19 ± 0,05* 1,76 ± 0,04* 
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* Статистическая значимость различий показателей пациентов и здоровых доноров, р < 0,05. 

** Статистическая значимость различий показателей пациентов с ДСТ и больных НО, р < 0,05. 

 

Рис. 1. Структурные нарушения хромосом лимфоцитов. Оди-

ночный фрагмент (отмечено стрелкой). Окраска по Гимзе. Ув. 

1 000 

 

 

 

 

Рис. 2. Структурные нарушения хромосом лимфоцитов. Парный 

 фрагмент (отмечено стрелкой). Окраска по Гимзе. Ув. 1 000 

 

Т а б л и ц а  2  

Сравнительный анализ спонтанного и индуцированного мутагенеза (при контакте с образцами имплантатов) лимфоцитов крови у 

здоровых доноров и пациентов с дисплазией соединительной ткани в условиях краткосрочного контакта с тестируемыми материалами 

(X ± m) 

Показатель 

Здоровые доноры Дисплазия соединительной ткани 

Спонтанный  

мутагенез 

Индуцированный  

мутагенез 

Спонтанный  

мутагенез 

Индуцированный  

мутагенез 

Количество исследованных метафаз 1 200 1 200 1 200 1 200 

Аберрантные клетки, % (число аберрантных 

метафаз к общему числу метафаз) 

 

0,50 ± 0,12 

 

0,79 ± 0,04 

 

2,90 ± 0,14* 

 

1,42 ± 0,08*, ** 

Число аберраций на 100 клеток 0,58 ± 0,28 0,79 ± 0,10 3,59 ± 0,12* 1,56 ± 0,11*, ** 

в том числе 

одиночные фрагменты 

 

0,42 ± 0,11 

 

0,69 ± 0,04 

 

2,40 ± 0,09* 

 

1,70 ± 0,10* 

парные фрагменты 0,16 ± 0,10 0,10 ± 0,03 1,19 ± 0,05* 0,00 ± 0,00** 
 

* Статистическая значимость различий показателей пациентов и здоровых доноров. 

** Статистическая значимость различий показателей пациентов с ДСТ в тестах спонтанного и индуцированного мутагенеза, р < 0,05. 

 

В то же время в культуре мононуклеарных лейко-

цитов, выделенных из крови пациентов с ДСТ, после 

введения искусственных матриксов установлено зна-

чительное (более чем в 2 раза) снижение доли абер-

рантных клеток, а также числа аберраций в клетках  

(в 2,3 раза) (табл. 2).  

Отрицательный эффект синтезируемой мутантной 

цепи коллагена [31], присутствующей в одной моле-

куле белка с нормальной цепочкой, реализуется при 

формировании трехмерного внеклеточного матрикса 

соединительной ткани и ее производных. Нарушение 

трехмерной структуры волокнистого вещества спо-

собно нарушать по механизму обратной связи струк-

турно-функциональное состояние клеток. В связи с 

этим восстановление нормального паттерна экстра-

целлюлярного матрикса за счет введения в культуру 

клеток имплантатов, имитирующих минеральную 

часть кости, способно, по-видимому, нормализовать 
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трансмембранные сигнальные процессы и структур-

ное состояние внутриклеточных органелл. Выявлен-

ный феномен улучшения состояния хромосом в лим-

фоцитах крови пациентов с ДСТ требует дальнейшего 

изучения для понимания механизмов эффективной 

биоинтеграции и терапевтического эффекта биоактив-

ных (с КФ-покрытием) имплантатов, выявленного 

ранее [29] при остеосинтезе переломов у пациентов с 

ДСТ и НО. 

Заключение 

Дезорганизация органического матрикса у паци-

ентов с ДСТ и НО сопровождается повышенным фо-

ном хромосомных аберраций в клетках перифериче-

ской крови. Краткосрочный контакт модельных мат-

риксов с культурой лимфоцитов пациентов с ДСТ, но 

не здоровых добровольцев сопровождался снижением 

выхода ХА (одиночных и парных разрывов ДНК). 

Возможно, это связано с эпигенетическим влиянием 

кальций-фосфатных материалов, имитирующих при-

родный минеральный матрикс кости, на хромосомный 

аппарат клеток мезенхимального происхождения. Ан-

тимутагенный эффект наноструктурных материалов с 

кальций-фосфатным покрытием в условиях патологии 

соединительной ткани интересен как потенциальный 

прогностический критерий и предиктор успешности 

их применения в хирургическом лечении осложнений 

ДСТ и НО и требует дальнейшего изучения. 
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AN ESTIMATION OF FREQUENCY AND SPECTRUM OF CHROMOSOMAL ABERRATIONS IN 

PATIENTS WITH CONNECTIVE TISSUE DYSPLASIA IN CONDITIONS OF BLOOD CELLS 

CONTACT WITH NANOSTRUCTURED MATERIALS 

Dvornichenko М.V. 

Scientific Educational Center “Biocompatible Materials and Bioengineering” at Tomsk Polytechnic University, Siberian 

State Medical University, Institute of Strength Physics and Materials Science of Siberian Branch of Russia Academy of 

Sciences, Tomsk, Russian Federation 

ABSTRACT 

In order to evaluate cytogenetic effect of nanocomposite materials used in traumatology and orthopedics 

an investigation of chromosomal aberration ins in the culture of lymphocytes short-term contacted with 

artificial material (nanostructured titanium samples of implants bearing bilateral calcium phosphate coat-

ing) in patients with dysplasia of connective tissue (DCT) and osteogenesis imperfecta (OI) has been 

conducted. A reduction of percent of aberrant cells having single or/and paired chromosomal breaks as 

compared with spontaneous mutagenesis (without model samples) was revealed under introduced bio-

compatible composites into blood cell cultures of patients with DCT or OI. Analysis of frequency and 

spectrum of chromosomal aberrations in blood cells can be considered as potential prognostic criterion 

and a predictor of implant’s efficacy in the surgical treatment of DCT and OI complications. 

KEY WORDS: single and paired chromosomal breaks, lymphocytes culture, in vitro, dysplasia of con-

nective tissue, nanostructured titanium, calcium phosphate coating. 
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