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Нанокластеры гидроксиапатита в субэндотелиальных структурах

полулуний аорты у пациентов с кальцинированным аортальным

стенозом
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Приведены результаты исследования картины рентгеновской дифракции кальцинатов, выделенных из

аортальных полулуний пациентов с кальцинированным аортальным стенозом. Показано, что картина

дифракции формируется сферическими образованиями гексагонального гидроксиапатита, диаметры которых

распределены по логарифмически нормальному закону. Построена модель структуры таких образований, об-

суждаются механизмы их зарождения, закрепления частиц (инкапсуляции) гидроксиапатита в ограниченном

поровом пространстве базальной мембраны полулуний аорты.
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В настоящее время заболевания сердечно-сосудистой

системы остаются основной причиной смерти в

промышленно-развитых странах, в том числе в России.

Ишемическая болезнь сердца и артериальная гипертен-

зия занимают лидирующие позиции в списке нозоло-

гических единиц, вызывающих наибольшее количество

летальных исходов, а сразу вслед за ними располагается

кальцинированный аортальный стеноз — патология лиц

пожилого и старческого возраста, которая год от года

ставится все более актуальной вследствие повсемест-

ного увеличения средней продолжительности жизни.

Морфологически кальцинированный аортальный стеноз

характеризуется отложением кристаллов гидроксиапати-

та в створках полулунных клапанов аорты, что приводит

к необратимому нарушению их структуры и функции.

При этом в настоящее время не существует эффектив-

ных средств первичной или вторичной профилактики

данного приобретенного порока. С целью поиска путей

профилактики и лечения кальцинированного аортально-

го стеноза представляется необходимым исследование

механизмов образования отложений гидроксиапатита на

самых ранних стадиях его роста, когда размеры частиц

гидроксиапатита не превышают нескольких десятков

нанометров [1].

В настоящей работе исследована картина рентгенов-

ской дифракции порошков биологического гидроксиапа-

тита методом, описанным в работе [2], и проведено срав-

нение размеров кристаллов с размерами пор базальной

мембраны.

Аортальные полулуния у пациентов с кальцинирован-

ным аортальным стенозом забирали при оперативном

вмешательстве (протезировании клапана). Из кальцини-

рованных полулуний стерильным скальпелем механи-

чески вынимались кальцинаты, которые затем тщательно

собирались и высушивались. В дальнейшем неоргани-

ческая минеральная часть образца отделялась от орга-

нической матрицы, состоящей из коллагеновых волокон

по методике [3]. Методами порошковой рентгенографии

определялся фазовый состав биогенных агрегатов и син-

тезированных осадков. Съемка образцов осуществлялась

с использованием рентгеновского порошкового дифрак-

тометра Rigaku MiniFlex II с медным катодом. Степень

кальцинации оценивалась по Агатсону [4]. Вычисление
индекса Агатсона проводилось с помощью анализа ком-

пьютерной томограммы аортального клапана. Для этого

на изображении аортального клапана на компьютерной

томограмме выделялись области кальцинирования, т. е.

области с высоким ослаблением рентгеновского излуче-

ния. Взвешенная по поверхности плотность для облас-

ти, занимаемой кальцинатами, измеряемая в единицах

Хаунсфилда [4], умножается на общую площадь каль-

цинатов. В работе приведена типичная для всех иссле-

дованных отложений кривая рентгеновской дифракции

образцов кальцинатов пациента средней тяжести (индекс
Агатсона 143).

Известно, что с помощью метода рентгенофазового

анализа помимо установления природы вещества по

идентификации уникальной картины дифракции (ин-
тенсивность и положение пиков на дифрактограмме)
обычно определяют также размер средневзвешенных по

объему частиц методом Шеррера. Сравнительно недавно

было показано, что кривые дифракции чувствительны

к форме частиц и их распределению по размерам [2].
Так, в случае сферических наночастиц, диаметры кото-

рых подчиняются логарифмически нормальному закону

распределения, форма кривой дифракции близка к ло-
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ренцевой [2]

I(θ) =
2A
π

w

4(θ − θ0)2 + w2
. (1)

Здесь w — ширина контура на половине его высоты,

θ — двойной угол рассеяния, θ0 — двойной угол

Брэгга [2].
Типичная обзорная картина дифракции порошков по-

лученных кальцинатов приведена на рис. 1. Сравнение

со стандартом показывает, что во всех исследованных

образцах присутствуют кристаллы гексагонального гид-

роксиапатита (JCPDS 9-432 [5]).
На рис. 2 показаны одиночный рефлекс дифрактограм-

мы, представленной на рис. 1, в диапазоне углов 25−26◦

и его аппроксимация выражением (1). Из рис. 2 видно,

что функция Лоренца хорошо описывает зависимость

интенсивности дифракции от ее двойного угла в ис-

следуемой области. Значения подгоночных параметров

приведены в подписи к рис. 2. Из близости к лоренцевой

функции к экспериментальным данным следует, что в

нашем случае форма нанокластеров гидроксиапатита

близка к сферической, а диаметры нанокластеров рас-

пределены по логарифмически нормальному закону [2].
Размер диаметра Шеррера, соответствующий ширине

контура, составляет величину порядка 30 nm.

Интересно провести сравнение полученных данных

с литературными данными. Так, например, наличие в

базальной мембране аорты и аортальных полулуний пор,

диаметры которых примерно равны 30 nm, могло бы

подтвердить предположение о зарождении и росте в них

нанокристаллов гидроксиапатита. Однако в литературе
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Рис. 1. Обзорная дифрактограмма кальцинатов, выделенных

из кальцинированных аортальных полулуний пациента, страда-

ющего аортальным стенозом средней тяжести (индекс Агатсо-

на 143). В обозначении C14 буква C соответствует средней

степени поражения аортального клапана, 14 — порядковый

номер пациента. Звездочками помечены положения максиму-

мов дифракции, соответствующие стандарту гексагонального

гидроксиапатита, параметры решетки a0 = 9.44�A, c0 = 6.88�A

(JCPDS 9-432 [5]).
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Рис. 2. Фрагмент дифрактограммы, показанной на рис. 1, в

области отражения от плоскостей {002}. Точки — экспери-

мент, сплошная линия — аппроксимация лоренцианом (1). Па-

раметры лоренциана: θ0 = 25.81± 0.004, w = 0.348± 0.028;

(χ2 = 0.274, r2 = 0.941).

практически отсутствуют данные по наноструктуре ба-

зальной мембраны аорты и аортальных полулуний чело-

века. Поэтому мы сравнили наши данные по размерам

кальцинатов с известными данными по диаметрам нано-

размерных пор базальной мембраны свиньи. Известно,

что свиньи являются хорошими модельными животны-

ми, позволяющими исследовать патологии человека. Как

оказалось, диаметры пор базальной мембраны свиньи

практически не отличаются от значения 30 nm [6]. Ско-
рее всего, диаметры пор, как и диаметры заполняющих

их нанокристаллов, распределены по логарифмически

нормальному закону, как и размеры большинства по-

добных объектов, существующих в природе [7]. Факт

близости размеров пор и нанокластеров подтверждает

модель зарождения и роста нанокристаллов гидроксиа-

патита в порах базальной мембраны полулуний аорты у

человека.

Остановимся на механизме зарождения нанокристал-

лов подробнее. Известно, что для нуклеации и роста

кристаллов гидроксиапатита в организме человека необ-

ходимо концентрационное пересыщение плазмы крови

по фосфору и кальцию. Из литературных источников

известно также, что плазма крови пересыщена по от-

ношению к гидроксиапатиту даже при физиологическом

уровне кальция и фосфата в плазме крови [8,9]. Более
того, в работе [9] сообщается о том, что нанометровые

зародыши гидроксиапатита изначально присутствуют в

плазме крови. В связи с указанным выше реалистичной

представляется модель, рассматривающая зарождение

кальцинатов (гидроксиапатита) в нанометровых порах

базальной мембраны. В случае отслоения эндотелиаль-

ного слоя от базальной мембраны эти поры заполняются

плазмой крови. В плазме, как отмечалось выше, дости-

гается концентрационное пересыщение прекурсорами
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Рис. 3. Реконструкция нанокристалла гидроксиапатита, ин-

капсулированного в поре базальной мембраны аортального

клапана. Схема поры базальной мембраны: 1 — тело базальной

мембраны (коллаген), 2 — внешняя среда (кровь), 3 —

пора, заполненная плазмой крови, 4a, 4b — нанокристаллы

гидроксиапатита. В центре пучка игольчатых образований

гидроксиапатита находится зародыш.

гидроксиапатита, необходимое для зарождения и после-

дующего роста нанокластеров гидроксиапатита в порах.

При достижении границ поры растущим кристаллом

происходит закрепление кристалла на ее границе, т. е.

инкапсуляция в объеме поры. Изначально присутствую-

щие в крови пациентов зародыши кальцинатов могут

являться центрами кристаллизации нанокластеров гид-

роксиапатита.

В связи с изложенным выше можно предположить на-

личие единого механизма, провоцирующего зарождение

и рост кальцинатов, а также инкапсуляцию в базальную

мембрану. В основе этого механизма лежит наруше-

ние функции эндотелия аортальных полулуний и самой

аорты, т. е. в процессе жизнедеятельности организма

зачастую по непонятным причинам происходит повре-

ждение эндотелиальных клеток аорты и ее полулуний с

их последующим отслоением и отшелушиванием током

крови и заполнением пор субэндотелиальной базальной

мембраны плазмой крови, содержащей зародыши каль-

цинатов. Учитывая особенности роста гидроксиапатита,

исследованные в работе [10], можно предположить, что

изучаемые нами сферические нанокристаллы похожи на

ежей, иголки которых прижаты друг к другу, и представ-

ляют собой вытянутые кристаллики гидроксиапатита,

как это показано на рис. 3. В центре
”
ежа“ находится за-

родыш, в роли которого, как известно, может выступать

фрагмент решетки арагонита [10]. В случае дальнейшего

увеличения размера нанокристалла в объеме поры мо-

жет происходить его прорастание в соседние с порой

области. В то же время верхняя его часть выходит из

поры наружу и на нее также могут нарастать иголки

гидроксиапатита, как показано на рис. 3.

Итак, выполненный анализ позволяет высказать пред-

положение о том, что на начальных этапах патологии

зарождение и рост кристаллов гидроксиапатита проис-

ходят в поровом пространстве субэндотелиального слоя

базальной мембраны, что на ранних этапах развития

патологии приводит к инкапсуляции нанокластеров каль-

цинатов в поры базальной мембраны.
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