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Актуальность. Формирующиеся при перенасыщении крови ионами кальция и фосфора и циркулирующие в крово-
токе кальций-фосфатные бионы (КФб) вызывают дисфункцию эндотелия вследствие гибели части артериальных 
эндотелиальных клеток (ЭК) . цель исследования. Оценить типы гибели первичных артериальных ЭК человека 
под воздействием физиологических и супрафизиологических концентраций сферических КФб (СКФб) и игольчатых 
КФб (ИКФб) . материалы и методы. К конфлюэнтным культурам первичных ЭК коронарной и внутренней грудной 
артерии человека в 96-луночных планшетах были добавлены равные объемы (10 мкл на лунку) суспензий СКФб и ИК-
Фб с оптической плотностью 0,08-0,10 (физиологическая концентрация) или 0,42-0,45 (супрафизиологическая кон-
центрация) на длине волны 650 нм . Во всех экспериментальных группах также производилось селективное инги-
бирование каспазы-3 (Z-D(OMe)E(OMe)VD(OMe)-FMK, 100 мкмоль/л) или ингибирование всех каспаз (Z-VAD(OMe)-FMK, 
100 мкмоль/л) для оценки типа клеточной гибели (регулируемая или моментальная) . Жизнеспособность клеток 
определялась посредством последовательного колориметрического определения их метаболической активности 
через 4, 24 и 48 часов после добавления КФб . Результаты. При добавлении супрафизиологических концентраций КФб 
уже на первой временной точке большинство (60-85%) эндотелиальных клеток погибало вне зависимости от типа 
добавленных КФб и воздействия ингибиторов каспаз, при этом через 24 и 48 часов экспозиции ингибиторы каспаз 
оказывали некоторое цитопротективное действие на незначительное количество выживших клеток . При добав-
лении физиологических концентраций КФб ингибиторы каспаз оказывали выраженное цитопротективное дей-
ствие через 24 и 48 часов экспозиции, при этом ИКФб демонстрировали существенно более высокую токсичность 
для ЭК в сравнении с СКФб . Независимо от временной точки пан-каспазный ингибитор оказывал значительно более 
выраженное цитопротективное действие по сравнению с селективным ингибитором каспазы-3, что свидетель-
ствует о кумулятивном эффекте ингибирования каспаз, возникающем, вероятно, вследствие запуска внутреннего 
пути апоптоза . заключение. В супрафизиологических концентрациях КФб вызывают моментальную гибель абсо-
лютного большинства ЭК, однако в физиологических концентрациях ингибиторы каспаз существенно повышают 
выживаемость ЭК, что свидетельствует о регулируемом направлении их клеточной гибели . Дальнейшие исследо-
вания в этом направлении должны расшифровать молекулярные пути регулируемой клеточной гибели ЭК под воз-
действием физиологических концентраций КФб .
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Endothelial cell death subroutines at physiological and supraphysiological 
concentrations of calcium phosphate bions
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Background. Calcium phosphate bions (CPB) formed and circulating in the blood at its supersaturation with calcium and phos-
phate provoke endothelial dysfunction by causing the demise of arterial endothelial cells (ECs) . aim. To examine cell death sub-
routines of human primary arterial ECs exposed to physiological and supraphysiological concentrations of spherical CPB (CPB-S) 
and needle-shaped CPB (CPB-N) . materials and methods. Equal volumes (10 μL) of CPB-S and CPB-N at physiological concen-
tration (optical density at 650 nm wavelength = 0 .08-0 .10) or supraphysiological amounts (optical density at 650 nm wavelength 
= 0 .42-0 .45) were added to the confluent primary human coronary artery and internal thoracic artery ECs cultured in 96-well 
plates . In all experimental groups, we selectively inhibited caspase-3 by adding Z-D(OMe)E(OMe)VD(OMe)-FMK (100 μmol/L) or 
all caspases (Z-VAD(OMe)-FMK, 100 μmol/L) to assess whether the CPB-induced cell death is regulated or accidental . Cell viability 
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was evaluated by sequential colorimetric determination of metabolic activity at 4, 24, and 48 hours of incubation with CPB . Re-
sults. At supraphysiological CPB concentrations, the majority (60-85%) of ECs died regardless of CPB type and caspase inhibitors, 
albeit at 24- and 48-hour time points the latter had minor cytoprotective action . However at physiological CPB levels, caspase 
inhibitors rescued a considerable proportion of ECs after 24 or 48 hours of exposure, and CPB-N had significantly higher toxicity 
than CPB-S . Regardless of the time point, the cytoprotective effect of the pan-caspase inhibitor was significantly higher than that 
of the selective caspase-3 inhibitor indicating a cumulative caspase inhibition and suggesting that cell death was precipitated 
by an intrinsic apoptosis pathway . Conclusion. At supraphysiological concentrations, CPB cause instant cell death; yet at phys-
iological amounts, caspase inhibitors rescue the majority of ECs testifying to the regulated cell death . Further studies in this field 
should decipher the molecular pathways of CPB-induced regulated cell death of ECs . 
Keywords: calcium phosphate bions; endothelial cells; cell death; cytotoxicity; caspase-3 .
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введение

Кальций-фосфатные бионы (КФБ) представляют 
собой минерало-органические наночастицы, форми-
рующиеся в крови человека при ее перенасыщении 
ионами кальция (Ca2+) и фосфора (PO4

3–) в результате 
их взаимодействия с основным ингибитором внеске-
летной кальцификации фетуином-А [1, 2]. Агрегируя 
избыточные ионы кальция и фосфора, КФБ обеспе-
чивают их выведение из кровотока, таким образом 
предотвращая кальцификацию внутренних органов, 
в том числе сосудов [3]. В то же время, защищая ор-
ганизм от «большего зла» – критически нарушающей 
целостность тканей эктопической кальцификации, 
КФБ тем не менее обладают и патогенными эффек-
тами на организм вследствие их поглощения эндоте-
лиальными клетками (ЭК) [1, 4]. В норме сыворотка 
крови человека содержит лишь незначительную кон-
центрацию КФБ (определяемых при помощи флуорес-
центно меченного бисфосфоната), однако у пациентов 
с хронической почечной недостаточностью наблю-
дается устойчивое повышение уровня данных частиц 
в крови вследствие снижения скорости клубочковой 
фильтрации и нарастающей потери белка, в том числе 
альбумина, выполняющего функцию ингибитора вне-
скелетной кальцификации [3].

После интернализации КФБ оказываются в ли-
зосомах и подвергаются частичному растворению 
в кислой среде, что вызывает массивную трансло-
кацию ионов кальция в цитозоль и далее в мито-
хондрии, вызывая пермеабилизацию их внешней 
мембраны [5, 6]. Это, в свою очередь, способствует 
транслокации про-апоптотических белков SMAC/
DIABLO, HtrA2/Omi и цитохрома c из митохондрий 
в цитозоль, где SMAC/DIABLO и HtrA2/Omi инги-
бируют X-связанный ингибитор апоптоза (XIAP), 
высвобождая связанную с ним каспазу-9, а цитохром 
С запускает сборку активирующего каспазу-9 апоп-

тосомного комплекса [7]. Каспаза-9 в дальнейшем 
активирует каспазу-3, которая, в свою очередь, ак-
тивирует бета-субъединицу фактора фрагментации 
ДНК (DFFB) и инактивирует один из ключевых бел-
ков репарации ДНК поли [АДФ-рибоза] полимеразу 
1 (PARP-1), таким образом способствуя нарушению 
целостности ДНК и клеточной гибели [7].

В процессе своего формирования КФБ претерпе-
вают физико-химическую трансформацию, которая 
сопровождается переходом их изначально аморфной 
структуры в кристаллическую, и сменой их формы со 
сферической на игольчатую [3, 8]. Вместе с тем вре-
менные аспекты циркуляции КФБ от момента своего 
формирования в организме до интернализации ЭК 
остаются не до конца выясненными, хотя из сыворот-
ки пациентов с терминальной хронической почечной 
недостаточностью были выделены как аморфные сфе-
рические КФБ (СКФБ), так и игольчатые кристалли-
ческие КФБ (ИКФБ) [9]. Поэтому на данном этапе 
понимания проблемы представляется актуальным из-
учать как СКФБ, так и ИКФБ. Важно отметить, что 
физико-химические характеристики (форма, размер-
ность, склонность к агрегации, химический состав) 
выделенных из атеросклеротических бляшек человека 
и искусственно синтезированных КФБ практически 
идентичны [1], что предоставляет обоснование для ис-
пользования искусственно синтезированных КФБ в 
экспериментальной работе.

Исследования in vitro продемонстрировали опреде-
ленные предпосылки к различию механизма интерна-
лизации и патологических последствий воздействия 
СКФБ и ИКФБ на молекулярном уровне. Нокаут гена 
скавенджер-рецептора AI/II или его блокада соответ-
ствующим антителом снижали эффективность интер-
нализации ИКФБ, однако не влияли на интернализацию 
СКФБ [10]. Кроме того, ИКФБ усиливали выделение 
ЭК фактора некроза опухоли-α, а СКФБ – интерлей-
кина-1β, что может указывать на более высокую рас-
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зволяло достичь мутности суспензии в 2 МкФ. 
Визуализация СКФБ и ИКФБ проводилась посред-

ством: 
1) сканирующей электронной микроскопии (S8220, 

Hitachi) после нанесения суспензии бионов на двусто-
ронний углеродный скотч (Ted Pella, 16084-7), высу-
шивания при 37°С в течение 30 мин и вакуумного на-
пыления золотом и палладием (EM ACE200, Leica);

2) просвечивающей электронной микроскопии 
(JEM-2100, Jeol) после нанесения суспензии бионов на 
предварительно напыленную углеродом медную сеточ-
ку (Structure Probe, Inc., 3520C-FA) и контрастирова-
ния 2% уранилацетатом (22400-2, Electron Microscopy 
Sciences) в течение 20 мин;

3) атомно-силовой микроскопии (Cypher, Asylum 
Research) после нанесения суспензии бионов на диск 
из слюды (50-12, Ted Pella).

Репрезентативные микрофотографии, полученные 
методами атомно-силовой микроскопии, а также ска-
нирующей и просвечивающей электронной микроско-
пии, представлены на рис. 1.

Все вышеуказанные процедуры проводили в сте-
рильных условиях. Измерение оптической плотности 
проводили на микропланшетном спектрофотометре 
«Униплан» (АИФР-01, Пикон) на длине волны 650 
нм (ОП650, мутность суспензии 0,5 МкФ соответство-
вала значениям ОП650 = 0,08-0,10, мутность суспензии 
2 МкФ – ОП650 = 0,42-0,45).

Культивирование эндотелиальных клеток. Для экс-
периментов были использованы коммерческие куль-
туры первичных ЭК коронарной артерии человека 
(human coronary artery endothelial cells, HCAEC, Cell 
Applications, 300K-05a) и первичных ЭК внутренней 
грудной артерии человека (human internal thoracic 
endothelial cells, HITAEC, 308K-05a). Согласно ин-
формации поставщика, первичные ЭК человека были 
получены из здоровых артерий доноров с криокон-
сервацией на 2-м пассаже (500 000 клеток в базальной 
среде MesoEndo Cell Basal Medium (Cell Applications, 
212K-500), содержащей 10% фетальной телячьей сы-
воротки и 10% диметилсульфоксида. Для проведения 
эксперимента ЭК размораживали и культивировали в 
культуральных флаконах Т-75 (Techno Plastic Products, 
90076) согласно рекомендациям производителя в среде 
для роста клеток MesoEndo Cell Growth Medium (Cell 
Applications, 212-500). Пересев производили по дости-
жении 80% конфлюэнтности. На 6-м пассаже клетки 
рассевали в 96-луночные культуральные планшеты 
(Techno Plastic Products, 92696) для проведения даль-
нейших экспериментов. Все эксперименты с клетками 
проводили в стерильных условиях при 37°C, 5% CO2 и 
высокой влажности.

Оценка цитотоксичности КФБ под воздействи-
ем ингибиторов каспаз. К культивированным до 90% 
конфлюэнтности в 96-луночных планшетах первич-
ным ЭК коронарной и внутренней грудной артерии 
после забора сывороточной среды и промывания од-

творимость СКФБ в лизосомах и более выраженную 
кальций-зависимую активацию инфламмасомного 
пути [10]. В свою очередь, ингибитор вакуолярной 
H+-АТФазы бафиломицин А1 спасал ЭК от клеточной 
гибели, индуцированной СКФБ, но не ИКФБ, пред-
полагая более низкую растворимость последних или 
вовлечение иного пути клеточной смерти [5]. Таким 
образом, представляется актуальным более детальное 
изучение механизмов клеточной гибели под воздей-
ствием СКФБ и ИКФБ. 

Целью данного исследования было определить со-
отношение регулируемой каспазами и моментальной 
клеточной гибели под воздействием физиологических и 
супрафизиологических концентраций СКФБ и ИКФБ.

материалы и методы исследования

Искусственный синтез бионов. Сферические КФБ 
(СКФБ) были синтезированы путем последователь-
ного добавления 9,9 мкл 0,5М CaCl2 (Sigma-Aldrich, 
21115) и 21,5 мкл 0,2М Na2HPO4 (Sigma-Aldrich, 
94046) в 1320 мкл среды Игла, модифицированной по 
Дульбекко (DMEM, Gibco, 41966029), содержащей 
150 мкл (10% от общего объема) фетальной телячь-
ей сыворотки (Gibco, 10500056). Игольчатые КФБ 
(ИКФБ) были синтезированы при помощи последо-
вательного добавления 16,5 мкл CaCl2 (0,5 моль/л, 
Sigma-Aldrich, 21115) и 37,5 мкл Na2HPO4 (0,2 моль/л, 
Sigma-Aldrich, 94046) в 936 мкл среды DMEM, содер-
жащей 10 мкл (1% от общего объема) фетальной те-
лячьей сыворотки (Gibco, 10500056). Для синтеза СК-
ФБ содержание солей в среде после их добавления со-
ставляло 3 ммоль/л, для синтеза ИКФБ – 7,5 ммоль/л. 
Контроль pH осуществлялся путем предварительного 
добавления 5 мл N-2-гидроксиэтилпиперазин-N-2- 
этансульфокислоты (Gibco, 15630056) к 495 мл куль-
туральной среды DMEM (финальная концентрация в 
среде – 1%). В целом искусственный синтез бионов 
соответствовал ранее разработанным оригинальным 
протоколам [11, 12].

После кратковременного перемешивания на вор-
тексе пробирки объемом 1,5 мл (Eppendorf) с реаген-
тами для синтеза бионов были инкубированы при 
+37°С, 5% CO2 и высокой влажности (MCO-18AIC, 
Sanyo) в течение 24 часов с дальнейшим центрифу-
гированием при 200,000 x g и +4°С в течение 1 часа 
(Optima MAX-XP, Beckman Coulter) для осаждения 
бионов всего спектра размерности. С целью полу-
чения рабочего раствора осадок СКФБ растворялся 
в 1000 мкл, а осадок ИКФБ – в 1500 мкл однократ-
ного фосфатно-солевого буфера (ФСБ, pH 7,4, Gibco, 
10010023), что позволяло достичь мутности суспензии 
в 0,5 стандарта МакФарланда (МкФ), являющейся 
минимально измеримой величиной концентрации 
бионов в растворе. Для эксперимента по оценке ци-
тотоксичности КФБ отдельно готовили образцы СК-
ФБ и ИКФБ, растворенные в 500 мкл ФСБ, что по-
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нократным ФСБ добавляли бессывороточную среду 
DMEM/F-12 (Gibco, 31330038), содержащую 1% ди-
метилсульфоксид (VWR, 97061) в качестве контроля 
растворителя (vehicle control), ингибитор каспазы-3 
Z-D(OMe)E(OMe)VD(OMe)-FMK (Abcam, ab120488) 
в концентрации 100 мкмоль/л или пан-каспазный ин-
гибитор Z-VAD(OMe)-FMK (Abcam, ab120487) также в 
концентрации 100 мкмоль/л. Далее в каждую лунку ка-

ждой из трех указанных экспериментальных групп до-
бавляли по 10 мкл однократного ФСБ (контроль рас-
творителя), СКФБ или ИКФБ с ОП650 = 0,08–0,10 или 
0,42–0,45 (таким образом, общее число эксперимен-
тальных подгрупп составило 9). После этого в каждую 
лунку планшета добавляли по 20 мкл реактива для ко-
лориметрической оценки пролиферации и жизнеспо-
собности клеток (Abcam, ab112118), перемешивали со-

Рис. 1. Визуализация СКФБ (слева) и ИКФБ (справа) методами атомно-силовой микроскопии, сканирующей и просвечивающей электронной 
микроскопии. 
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держимое лунок легким покачиванием планшета и ин-
кубировали в стерильных условиях при 37°C, 5% CO2 
и высокой влажности с последовательной спектро-
фотометрией на длинах волн 570 и 605 нм (Multiskan 
Sky, Thermo Scientific) после 4, 24 и 48 часов инкуба-
ции. Интегральным показателем жизнеспособности 
клеток служило соотношение оптической плотности 
на длинах волн 570 и 605 нм (чем выше был данный 
показатель, тем выше была жизнеспособность). Также 
рассчитывалась жизнеспособность клеток относитель-
но контрольной группы (чистый однократный фос-
фатно-солевой буфер). Во всех экспериментах данного 
типа для вычета фонового (не связанного с клеточным 
метаболизмом колориметрического реактива) окра-
шивания в обязательном порядке из полученного со-
отношения оптической плотности на длинах волн 570 
и 605 нм производился вычет такого соотношения 

в лунках, содержащих идентичный объем культураль-
ной среды, фосфатно-солевого буфера и реактива для 
колориметрического теста, но не содержащих клеток.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку полученных данных выполняли при помощи 
программы GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). 
Сравнение измеренных или рассчитанных количе-
ственных показателей проводили по U-критерию 
Манна–Уитни (для двух групп) или критерию Кра-
скела–Уоллиса с поправкой на множественные срав-
нения посредством двухэтапного расчета средней 
доли ложных отклонений гипотез (false discovery rate, 
FDR) по Беньямини, Кригеру и Йекутиели. Различия 
между группами признавали статистически значимы-
ми при вероятности отвергнуть верную нулевую ги-
потезу p (или q – скорректированного при помощи 
FDR значения p) ≤ 0,05.

Рис. 2. Оценка метаболической активности первичных ЭК коронарной артерии (HCAEC) и внутренней грудной артерии (HITAEC) человека 
спустя 4 часа экспозиции СКФБ и ИКФБ (10 мкл суспензии с оптической плотностью 2 стандарта МакФарланда (МкФ, ОП = 0,42-0,45) на 
лунку) по соотношению оптической плотности на длинах волн 570 и 605 нм (ОП570 и ОП605, чем выше соотношение, тем выше клеточная 
жизнеспособность) и проценту жизнеспособных клеток относительно контрольной группы. N  =  8 лунок 96-луночного культурального 
планшета в каждой группе, U-критерий Манна-Уитни.
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Результаты исследования

Для того, чтобы оценить принцип клеточной гибе-
ли (моментальная или регулируемая) под воздействием 
СКФБ и ИКФБ, было проведено две серии экспери-
ментов по оценке их цитотоксичности, подразумеваю-
щих последовательное колориметрическое измерение 
метаболической активности экспонированных культур 
на трех временных точках (4, 24 и 48 часов). В первой 
серии экспериментов использована супрафизиологиче-
ская концентрация КФБ в 2 МкФ (ОП650 = 0,42–0,45), 
во второй была применена физиологическая концен-
трация в 0,5 МкФ (ОП650 = 0,08–0,10). 

Результаты экспериментов с массивной передози-
ровкой КФБ показали, что уже через 4 часа (визуально 
под микроскопическим контролем через 10–20 мин) 
большинство (60–85% в зависимости от клеточной ли-
нии) ЭК погибало безотносительно типа добавленных 
КФБ и воздействия специфичного ингибитора каспа-
зы-3 и пан-каспазного ингибитора (рис. 2). 

Последствия гибели абсолютного большин-
ства клеток были очевидны через 24 часа (рис. 3) и 

48 часов (рис. 4), когда оценка метаболической ак-
тивности указывала лишь на 5-10% живых клеток 
относительной контрольной группы. В то же время 
спустя 24 часа специфичный ингибитор каспазы-3 
и пан-каспазный ингибитор спасали определенное 
количество ЭК коронарной артерии (видимо, вы-
живших при изначальной гиперэкспозиции вслед-
ствие малого количества поглощенного фосфата 
кальция) от КФБ-опосредованной гибели (рис. 3), 
а через 48 часов данный эффект наблюдался среди 
обеих клеточных линий (рис. 4). 

Таким образом, целесообразно говорить о момен-
тальной клеточной гибели при добавлении супрафи-
зиологических доз КФБ, по-видимому, вследствие 
разрыва клеточной мембраны (некротический мор-
фотип клеточной смерти). В то же время на времен-
ных точках 24 и 48 часов, на которых метаболизирует-
ся достаточное для достижения порога чувствитель-
ности количество колориметрического субстрата, 
ингибиторы каспаз имели некоторую эффективность 
в отношении выживаемости клеток под воздействием 
КФБ без однозначных различий между препаратами и 

Рис. 3. Оценка метаболической активности HCAEC и HITAEC спустя 24 часа экспозиции СКФБ и ИКФБ (10 мкл суспензии с оптической 
плотностью 2 МкФ на лунку).
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Рис. 4. Оценка метаболической активности HCAEC и HITAEC спустя 48 часов экспозиции СКФБ и ИКФБ (10 мкл суспензии с оптической 
плотностью 2 МкФ на лунку).

их воздействия на использованные клеточные линии 
(рис. 3, 4). Исходя из этого, можно предположить, что 
то незначительное количество клеток, которое пе-
реживает изначальное воздействие КФБ вследствие 
гетерогенного распределения фосфата кальция в лун-
ках и поэтому сохраняет метаболическую активность, 
далее подвергается регулируемой клеточной гибели 
вследствие интернализации определенного количе-
ства КФБ.

Для подтверждения выдвинутой гипотезы была 
проведена серия экспериментов с физиологически-
ми концентрациями КФБ. Было выявлено, что ИК-
ФБ также обладали высокой цитотоксичностью для 
обеих исследованных клеточных линий на всех вре-
менных точках, приводя к гибели ≈ 55–65% клеток 
через 4 часа (рис. 5) и ≈ 90% клеток через 24 (рис. 6) 
и 48 (рис. 7) часов. На первой временной точке ин-
гибиторы каспаз не демонстрировали однозначного 
цитопротективного действия (рис. 5), однако через 
24 часа уже был заметен тренд на повышение метабо-
лической активности в обработанных данными пре-
паратами (особенно пан-каспазным ингибитором) 

культурах (рис. 6), а через 48 часов эти различия до-
стигли статистической значимости (рис. 7). 

В то же время СКФБ демонстрировали несколь-
ко другой профиль цитотоксичности, вызывая гибель 
≈10% клеток через 4 часа (рис. 5), ≈ 30% клеток через 
24 часа (рис. 6) и ≈ 40% клеток через 48 часов (рис. 7), 
без существенных различий между использованными 
клеточными линиями. На временной точке в 4 часа ин-
гибиторы каспаз не оказывали существенного эффекта 
(рис. 5), видимо, вследствие отсутствия значимого ци-
тотоксического действия СКФБ, но через 24 часа мета-
болическая активность клеток была существенно выше 
при применении пан-каспазного ингибитора (рис. 6), 
а через 48 часов – при добавлении как пан-каспазного 
ингибитора, так и специфичного ингибитора каспазы-3 
(рис. 7). Важным является то, что данные различия бы-
ли детектированы при отсутствии явного тренда к по-
вышению выживаемости в контрольных культурах (рис. 
5–7). Таким образом, целесообразно говорить о регули-
руемой каспазами клеточной гибели, которой подвер-
гаются ЭК под воздействием физиологических концен-
траций КФБ вне зависимости от их типа.
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Обсуждение

В настоящее время считается доказанным, что 
КФБ обладают двоякой ролью в физиологии сосудов. 
С одной стороны, агрегация возникающих в кровото-
ке при нарушениях минерального гомеостаза избы-
точных ионов кальция и фосфора в КФБ защищает 
сосуды от «большего зла» – необратимого нарушения 
механических свойств, приводящего к дезадаптации 
ответа на изменения гемодинамики [1, 3, 4]. С другой 
стороны, формирование комплексов фосфата кальция 
в системном кровотоке не проходит для организма 
бесследно, поскольку они поглощаются ЭК и приво-
дят вследствие этого к различным патологическим по-
следствиям, вызывая гибель ЭК, повышая выделение 
ими провоспалительных цитокинов (интерлейкина-6, 
интерлейкина-8, фактора ингибирования миграции 
макрофагов, CXCL1) и увеличивая экспрессию ими 
молекул клеточной адгезии VCAM1 и ICAM1, отвеча-
ющих за прикрепление моноцитов и лимфоцитов к эн-
дотелию [1, 4]. Неясность временной динамики цирку-
ляции КФБ в крови в сочетании с показанным in vitro 
феноменом перехода относительно аморфных СКФБ 
в кристаллические ИКФБ дополнительно усложняет 

описанный сценарий, поскольку и физико-химиче-
ские предпосылки [2, 11, 12], и экспериментальные 
данные [10, 13, 14] свидетельствуют о том, что СКФБ и 
ИКФБ обладают различной токсичностью для ЭК из-
за различных механизмов их интернализации [10]. При 
этом эти два типа КФБ обладают и сходной выражен-
ностью некоторых эффектов, к примеру, выделения 
провоспалительных цитокинов [15] или способности 
индуцировать формирование неоинтимы in vivo [16].

Несмотря на некоторые исследования в этом на-
правлении, позволяющие предположить первичное 
вовлечение лизосом в механизм индуцируемой КФБ 
клеточной гибели [5, 6], события, разворачивающие-
ся в ЭК после поступления КФБ в лизосомы, все ещё 
остаются в значительной степени нерасшифрован-
ными. Учитывая клиническую релевантность форми-
рования КФБ в кровотоке (у пациентов с инфарктом 
миокарда, хронической ишемией головного мозга и 
ишемическим инсультом повышена склонность крови 
к формированию КФБ вследствие истощения каль-
ций-связывающего депо в системном кровотоке [17]), 
принципиальные типы и молекулярные механизмы 
клеточной гибели под воздействием обоих видов КФБ 
нуждаются в детальном изучении.

Рис. 5. Оценка метаболической активности HCAEC и HITAEC спустя 4 часа экспозиции СКФБ и ИКФБ (10 мкл суспензии с оптической плот-
ностью 0,5 МкФ на лунку).



ISSN 2310-0435 27

 

В данном исследовании было показано, что при до-
бавлении супрафизиологических концентраций КФБ 
абсолютное большинство эндотелиальных клеток по-
гибает вне зависимости от типа частиц и воздействия 
ингибиторов каспаз, что указывает на моментальную 
(не регулируемую какими-либо специфическими моле-
кулами, к примеру, каспазами) клеточную гибель, ранее 
относимую к некрозу [7]. Стоит отметить, что распре-
деление КФБ между клетками в лунках даже теорети-
чески не может являться равномерным (поскольку со-
держащая КФБ жидкость вследствие нерастворимости 
гидроксиапатита в любом случае представляет собой су-
спензию, а не раствор), и поэтому некоторые клетки не 
подвергаются воздействию супрафизиологических ко-
личеств КФБ даже при в целом супрафизиологической 
их дозе. В соответствии с этой предпосылкой ингиби-
торы каспаз оказывали некоторое цитопротективное 
действие (видимо, именно на данные клетки) даже при 
супрафизиологической концентрации КФБ.

Иная картина наблюдалась при добавлении физи-
ологических концентраций КФБ, где в соответствии с 
ранее проведенным исследованием [14] ИКФБ демон-

стрировали существенно более высокую токсичность 
для ЭК в сравнении с СКФБ. В отличие от предыдущей 
экспериментальной модели, ингибиторы каспаз ока-
зывали выраженное цитопротективное действие через 
24 и 48 часов экспозиции. Вне зависимости от времен-
ной точки пан-каспазный ингибитор оказывал значи-
тельно более выраженное цитопротективное действие 
по сравнению с селективным ингибитором каспазы-3, 
что свидетельствует о кумулятивном эффекте ингиби-
рования каспаз, возникающем, вероятно, вследствие 
запуска внутреннего пути апоптоза.

Ранее проведенные работы косвенно подтвержда-
ют полученные в данном исследовании результаты, по-
скольку при добавлении КФБ к ЭК была отмечена ак-
тивация каспаз внутреннего пути апоптоза (каспазы-9 и 
каспазы-3) и специфического субстрата каспазы-3 поли 
[АДФ-рибоза] полимеразы 1 [1, 4]. Кроме того, предва-
рительное добавление к макрофагам примененного в 
проведенном исследовании пан-каспазного ингибитора 
z-VAD-fmk [18], а также инкубация ЭК [5] и первичных 
гладкомышечных клеток аорты человека [19] со специ-
фичным ингибитором вакуолярной H+-АТФазы бафи-

Рис. 6. Оценка метаболической активности HCAEC и HITAEC спустя 24 часа экспозиции СКФБ и ИКФБ (10 мкл суспензии с оптической 
плотностью 0,5 МкФ на лунку).
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Рис. 7. Оценка метаболической активности HCAEC и HITAEC спустя 48 часов экспозиции СКФБ и ИКФБ (10 мкл суспензии с оптической 
плотностью 0,5 МкФ на лунку).

ломицином А1 предотвращали КФБ-индуцированную 
клеточную гибель. Некротический морфотип клеточной 
гибели при воздействии КФБ также был отмечен ранее, 
хотя и безотносительно моментальной клеточной ги-
бели, поскольку сроки экспозиции и культивирования 
больше соответствовали регулируемой клеточной гибели 
и лизосомально-опосредованной клеточной смерти [20].

Перспективным направлением дальнейших изы-
сканий в области механизмов КФБ-индуцирован-
ной клеточной гибели является оценка транслокации 
про-апоптотических белков (цитохрома С, SMAC/DI-
ABLO, HtrA2/Omi) из митохондрий в цитозоль, а так-
же транслокации каспазы-3 из цитозоля в ядро, для че-
го необходимо проведение фракционирования указан-
ных органелл и полуколичественный сравнительный 
анализ содержания данных белков в этих субклеточ-
ных компартментах при помощи иммуноблоттинга.

заключение

В супрафизиологических концентрациях КФБ вы-
зывают моментальную гибель абсолютного большин-

ства ЭК, однако в физиологических концентрациях 
ингибиторы каспаз существенно повышают выжива-
емость ЭК, что свидетельствует о регулируемом на-
правлении их клеточной гибели. Дальнейшие иссле-
дования в этом направлении должны расшифровать 
молекулярные пути регулируемой клеточной гибели 
ЭК под воздействием физиологических концентраций 
КФБ.
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