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Супрафизиологические концентрации кальципротеиновых частиц (КПЧ), нейтрализующих 
избыточные ионы Ca2+ и PO43− в крови, индуцируют провоспалительную активацию эндо-
телиальных клеток (ЭК) и моноцитов. В настоящей работе мы определили физиологиче-
ские уровни КПЧ (10  мкг/мл кальция, что соответствует увеличению концентрации Ca2+ в 
сыворотке или культуральной среде на 10%) и изучили, зависят ли патологические эффекты 
кальциевого стресса от формы доставки кальция (ионы Ca2+, альбуминовые или фетуиновые 
кальципротеиновые мономеры (КПМ-А/КПМ-Ф) и альбуминовые или фетуиновые кальципро-
теиновые частицы (КПЧ-А/КПЧ-Ф)). Добавление КПЧ-А или КПЧ-Ф к культурам ЭК приводило 
к повышению транскрипции провоспалительных генов (VCAM1, ICAM1, SELE, IL6, CXCL8, CCL2, 
CXCL1, MIF) и  стимулировало секрецию провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2 
и MIP-3α/CCL20) и про- и антитромботических молекул (PAI-1 и uPAR) в человеческих артери-
альных ЭК и моноцитах, хотя эти эффекты зависели от типа клеток и формы КПЧ. Свобод-
ные ионы Ca2+ и КПМ-А/КПМ-Ф вызывали менее выраженные и стохастические патологические 
эффекты. Внутривенное введение CaCl2, КПМ-А или КПЧ-А крысам линии Wistar увеличивало 
продукцию хемокинов (CX3CL1, MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11, CCL17), гепатокинов (гепассоцин, 
фетуин-А, FGF-21, GDF-15), протеаз (MMP-2, MMP-3) и ингибиторов протеаз (PAI-1) в систем-
ный кровоток. На основании полученных данных был сделан вывод о том, что молекулярные 
последствия кальциевого стресса для ЭК и моноцитов в значительной степени определяются 
формой доставки кальция внутрь клетки, при этом патологические последствия минерального 
стресса возникают даже при физиологических концентрациях КПЧ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: кальципротеиновые частицы, кальципротеиновые мономеры, ионы каль-
ция, кальциевый стресс, минеральный стресс, эндотелиальные клетки, моноциты, дисфункция 
эндотелия, провоспалительная активация эндотелия, системный воспалительный ответ.
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Принятые сокращения: БСФ  – фетуин-A из бычьей сыворотки; КПМ  – кальципротеиновые мономеры; 
КПМ-А  – альбуминовые КПМ; КПМ-Ф  – фетуиновые КПМ; КПЧ  – кальципротеиновые частицы; КПЧ-А  – аль-
буминовые КПЧ; КПЧ-Ф  – фетуиновые КПЧ; ФИТЦ  – изотиоцианат флюоресцеина; ФСБД  – фосфатно-солевой 
буфер по Дульбекко; ЭК  – эндотелиальные клетки.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Кальципротеиновые частицы (КПЧ) и каль-
ципротеиновые мономеры (КПМ) формируются 
в результате взаимодействия молекул фетуина-А 

с новообразованными кластерами фосфата каль-
ция. Формирование КПЧ, нейтрализующих избы-
точные ионы Ca2+ и PO43−, представляет собой 
один из основных механизмов регуляции мине-
рального гомеостаза [1–6]. Альбумин, являющийся 
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наиболее распространённым белком сыворотки, 
ответственен за выведение циркулирующих 
ионов Ca2+ [5, 7], тогда как фетуин-А действует как  
минеральный шаперон, стабилизируя фосфат 
кальция в виде коллоидных КПМ или способствуя 
их агрегации в корпускулярные КПЧ  [5,  7]. После 
своего формирования КПЧ удаляются из кровото-
ка эндотелиальными клетками (ЭК)  [8–15], моно-
цитами [13], а также макрофагами печени и селе-
зёнки [16–19]. Формирование КПМ и КПЧ является 
эволюционным механизмом, предотвращающим 
перенасыщение крови ионами Ca2+ и PO43− (напри-
мер, в результате костной резорбции) и препят-
ствующим внескелетной кальцификации  – пато-
логическому состоянию, часто встречающемуся 
у пациентов на поздних стадиях хронической 
болезни почек  [20–22]. В то же время интернали-
зация КПЧ ЭК и моноцитами/макрофагами и их 
растворение в лизосомах запускают цепь пато-
логических процессов, включающих увеличение 
концентрации цитозольного Ca2+, митохондриаль-
ный и эндоплазматический стресс, активацию 
сигнальных путей транскрипционного фактора 
NF-κB и высвобождение провоспалительных ци-
токинов (к примеру, IL-6, IL-8 и MCP-1/CCL2), что 
в конечном итоге способствует развитию хрони-
ческого стерильного воспаления низкой интен-
сивности  [8–19, 23–26]. Лечение селективным 
ингибитором фактора некроза опухоли (TNF)-α 
инфликсимабом снижало количество КПМ и КПЧ 
в сыворотке крови пациентов с аутоиммунными 
заболеваниями  [27], что свидетельствует об эф-
фективности противовоспалительной терапии в 
подавлении провоспалительной активации эндо-
телия и моноцитов/макрофагов, связанной с воз-
действием КПЧ.

В экспериментальных исследованиях приме-
няют различные концентрации КПЧ: от 25 мкг/мл 
[13, 15] до 100–200 мкг/мл кальция [16–18, 25, 28] в 
зависимости от типа клеток и продолжительности 
воздействия. Повышенная молярная концентра-
ция ионизированного кальция в сыворотке крови 
(Ca2+) является фактором риска инфаркта миокар-
да, ишемического инсульта и смерти от болезней 
системы кровообращения  [11,  29,  30]. Причиной 
инфаркта миокарда и ишемического инсульта яв-
ляется развитие атеросклероза, которое иниции-
руется активацией эндотелия и нарушением его 
целостности  [31–35]. Средний межквартильный 
интервал между рисковыми (верхними) и протек-
тивными (нижними) уровнями ионизированного 
кальция составляет 0,12  ммоль/л (приблизитель-
но 10% от среднего референсного значения или 
4,8  мкг/мл)  [11]; таким образом, для получения 
клинически значимых результатов количество 
кальция, добавляемого к клеточным культурам 
или вводимого экспериментальным животным, 

не должно превышать этих значений. Адекват-
ная количественная оценка физиологических доз 
КПЧ и КПМ должна учитывать их перерасчёт с 
учётом соответствующей массы ионизированного 
кальция (например, добавленного в виде CaCl2), 
чтобы обеспечить 10%-ное увеличение содержа-
ния ионизированного кальция в культуральной 
среде.

Хотя неблагоприятные последствия кальцие-
вого стресса достаточно хорошо описаны в лите-
ратуре  [36–38], остаётся неясным, определяются 
ли его патологические эффекты источником каль-
ция (свободные ионы Ca2+, коллоидные КПМ или 
корпускулярные КПЧ) или исключительно коли-
чеством кальция в микроокружении. Ранее сооб-
щалось, что стимуляция кальций-чувствитель-
ного рецептора путём увеличения концентрации 
внеклеточного Ca2+ способствует интернализации 
КПЧ, что приводит к активации инфламмасомы 
NLRP3 и сигнального пути IL-1β  [39]. Патологиче-
ские эффекты КПЧ во многом зависят от их кри-
сталличности (аморфные первичные КПЧ и кри-
сталлические вторичные КПЧ) и плотности (КПЧ 
высокой плотности, осаждающиеся при центри-
фугировании ≤  16  000  g, и КПЧ низкой плотности, 
не осаждающиеся при этих параметрах центри-
фугирования)  [40]. Уровни КПЧ высокой плотно-
сти в сыворотке крови положительно коррелиру-
ют с высоким содержанием провоспалительного 
цитокина эотаксина, тогда как уровни КПЧ низ-
кой плотности отрицательно коррелируют с кон-
центрацией другого провоспалительного цито-
кина IL-8  [40]. Увеличенный гидродинамический 
радиус КПЧ, который коррелирует с нарушением 
функции почек и возраст-зависимым сосудистым 
ремоделированием, связан со смертью от болез-
ней системы кровообращения у пациентов с забо-
леваниями периферических артерий  [41], а также 
с кальцификацией сосудов  [42] и с общей смерт-
ностью у пациентов с терминальной хронической 
почечной недостаточностью [43]. Воздействие КПЧ 
активирует ремоделирование сосудистой стенки, 
в том числе коллагеногенез, формирование вне-
клеточного матрикса  [44] и остеохондрогенную 
дифференцировку сосудистых гладкомышечных 
клеток, что в значительной степени зависит от 
распределения размеров частиц, минерального 
состава и кристалличности КПЧ  [45]. Недавние 
исследования продемонстрировали связь между 
увеличением концентрации КПЧ и ускоренной 
кристаллизацией КПЧ с хронической болезнью 
почек  [44], инфарктом миокарда с подъёмом сег-
мента ST [46] и смертью от болезней системы кро-
вообращения у пациентов с терминальной хро-
нической почечной недостаточностью  [47] или 
сахарным диабетом 2  типа  [48]. Удаление КПЧ из 
крови приводило к снижению активности хрони-
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ческого воспаления, дисфункции эндотелия, ги-
пертрофии левого желудочка и сосудистой каль-
цификации  [49]. Ингибирование кристаллизации 
КПЧ предотвращало кальцификацию аорты крыс, 
вызванную гиперфосфатемией  [50].

Количественная оценка КПЧ в основном ос-
новывается на определении концентрации каль-
ция на единицу объёма  [12, 14, 16]. Искусственно 
синтезированные магний-протеиновые частицы 
(МПЧ), не содержащие кальция, не показали 
существенной токсичности при их добавлении 
к культурам ЭК или внутривенном введении 
лабораторным животным  [11]. Это указывает на 
то, что именно концентрация кальция является 
основным фактором, определяющим последствия 
минерального стресса. Однако внутриклеточ-
ное распределение кальция может варьировать 
в зависимости от способа его доставки  – от ста-
бильного и контролируемого поступления ионов 
Ca2+ через мембрану клетки  [51,  52] до резкого и 
неконтролируемого повышения концентрации 
ионов Ca2+ в цитозоле после частичного раство-
рения КПЧ в лизосомах  [11]. Данные особенности 
метаболизма кальция могут существенно модули-
ровать транскрипцию генов ЭК при различных 
видах кальциевого стресса. По этой причине из-
учение патофизиологии нарушений минерально-
го гомеостаза требует понимания молекулярного 
ответа ЭК на различные формы доставки кальция 
(циркулирующие ионы Ca2+, КПМ и КПЧ).

В настоящем исследовании мы изучили, опре-
деляет ли форма доставки кальция реакцию ЭК и 
моноцитов на физиологически значимый мине-
ральный стресс, который был достигнут добавле-
нием 10 мкг/мл кальция (количество, достаточное 
для 10%-ного увеличения уровня ионизированного 
кальция) в культуральную среду или внутривен-
ным введением данной концентрации кальция 
крысам Wistar. Мы обнаружили, что инкубация 
первичных артериальных ЭК человека с альбу-
миновыми КПЧ (КПЧ-А) инициировала их про-
воспалительную активацию, которая проявлялась 
повышенным выделением провоспалительных 
цитокинов (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, MIP-3α, PAI-1, 
uPAR) и подтверждалась увеличением экспрес-
сии генов, кодирующих провоспалительные мо-
лекулы клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE) 
и провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2 
и CXCL1). Инкубация с фетуиновыми КПЧ (КПЧ-Ф) 
также способствовала высвобождению IL-6, IL-8 и 
MCP-1/CCL2 и повышала экспрессию генов, коди-
рующих вышеуказанные молекулы клеточной 
адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE и SELP) и провоспа-
лительные цитокины (IL6, CXCL1 и MIF). Анало-
гичным образом инкубация моноцитов с КПЧ-А 
в условиях пульсирующего потока способствовала 
высвобождению IL-6, IL-8, MIP-1α/1β, MIP-3α, CXCL1, 

CXCL5, PAI-1, uPAR, NGAL и MMP-9. Добавление сво-
бодных ионов Ca2+ и альбуминовых КПМ (КПМ-А) 
вызывало лишь незначительные изменения ген-
ной экспрессии и выделения цитокинов первич-
ными артериальными ЭК и моноцитами. Внутри-
венное введение избытка ионов Ca2+ (в виде CaCl2), 
КПМ-А или КПЧ-А крысам линии Wistar вызывало 
системный воспалительный ответ, включавший 
повышение содержания цитокинов, гепатокинов 
и протеаз. Мы предполагаем, что патологические 
эффекты КПЧ in  vitro определяются локальным 
кальциевым стрессом после их растворения в 
лизосомах, в то время как воспалительный ответ 
на внутривенное болюсное введение кальция в 
меньшей степени зависит от формы его доставки. 
Тем не менее даже физиологические дозы КПЧ 
индуцировали провоспалительную активацию ЭК 
и моноцитов, а также системный воспалитель-
ный ответ in  vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтез и количественный анализ КПМ и 
КПЧ. Для приготовления смеси для синтеза КПМ 
и КПЧ 340  мг бычьего сывороточного альбумина 
(БСА, «Sigma-Aldrich», США) или 8 мг фетуина-A из 
бычьей сыворотки (БСФ, «Sigma-Aldrich») раство-
ряли в 4  мл физиологического раствора с после-
дующим добавлением 2  мл  Na2HPO4 (24  ммоль/л, 
«Sigma-Aldrich») и 2  мл  CaCl2 (40  ммоль/л, «Sigma-
Aldrich»). Смесь ресуспендировали после добавле-
ния каждого реагента. Конечные концентрации 
компонентов в смеси составляли 42  мг/мл для 
БСА и 1  мг/мл для БСФ (что эквивалентно меди-
анному уровню в сыворотке крови человека [11]), 
10  ммоль/л для CaCl2 (3,2  мг кальция) и 6  ммоль/л 
для Na2HPO4. Затем суспензию аликвотировали 
в 8  микропробирок (по 1  мл на пробирку), кото-
рые помещали в предварительно нагретый (37  °C) 
нагревательный блок (Термит, «ДНК-Технология», 
Россия) и инкубировали в течение 10  мин. После 
этой процедуры смесь содержала три источника 
кальция: свободные ионы Ca2+, КПМ (КПМ-А или 
КПМ-Ф, фетуиновые КПМ) и КПЧ (КПЧ-А или 
КПЧ-Ф).

Полученную суспензию распределяли по 
четырём ультрацентрифужным пробиркам (по 
2  мл на пробирку, «Beckman Coulter», США) и 
центрифугировали при 200  000  g (OPTIMA MAX-XP, 
«Beckman Coulter») в течение 1  ч для осаждения 
КПЧ-А/КПЧ-Ф, которые затем ресуспендировали 
в стерильной деионизированной воде в разведе-
нии 1  :  200 и визуализировали с помощью ска-
нирующей электронной микроскопии (S-3400N, 
«Hitachi», Япония) при ускоряющем напряже-
нии 10 или 30  кВ. КПЧ из атеросклеротических 
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бляшек и сыворотки крови человека инкуби-
ровали в культуральных флаконах («Wuxi NEST 
Biotechnology», КНР) в течение 6  недель после 
добавления 3  мл гомогената бляшек или 3  мл 
сыворотки, 1  ммоль/л CaCl2 и 1  ммоль/л Na2HPO4 
к 7  мл среды Игла, модифицированной по Дуль-
бекко (DMEM, «ПанЭко», Россия), содержащей 10% 
фетальной бычьей сыворотки (ФБС, «Capricorn 
Scientific», Германия), 1%  раствора L-глутамина, 
пенициллина и стрептомицина («Thermo Fisher 
Scientific», США) и 0,4% амфотерицина  B («Thermo 
Fisher Scientific»). Бляшки гомогенизировали в 
соответствии с описанной ранее методикой  [8]. 
После инкубации в течение 6  недель КПЧ осаж-
дали и визуализировали при помощи сканирую-
щей электронной микроскопии, в соответствии 
с описанной ранее методикой  [8]. Надосадок с 
КПМ-А/КПМ-Ф и свободными ионами Ca2+ перено-
сили в центрифужные концентраторы с порогом 
молекулярной массы 30  кДа («Guangzhou Jet Bio-
Filtration», КНР) и центрифугировали при 1800  g 
в течение 25  мин для разделения КПМ-А/КПМ-Ф 
(ретентат) и свободных ионов Ca2+ (фильтрат).

Концентрацию кальция в КПЧ-А/КПЧ-Ф, 
КПМ-А/КПМ-Ф и в виде свободных ионов Ca2+ из-
меряли посредством колориметрического анализа 
с использованием ортокрезолфталеинкомплек-
сона и диэтаноламина (CalciScore, «AppScience 
Products», Россия) после разведения образца 1  :  30, 
1  :  10 и 1  :  10 соответственно. Концентрацию 
альбумина измеряли с использованием набора 
BCA Protein Assay Kit («Thermo Fisher Scientific») 
после разведения 1  :  200 ретентата, содержа-
щего КПМ (фильтрат, содержащий свободные  
ионы Ca2+, не разбавляли). Спектрофотометрию 
(Multiskan Sky, «Thermo Fisher Scientific») прово-
дили на длине волны 575  нм (кальций) и 562  нм 
(альбумин). Все процедуры проводили в стериль-
ных условиях.

Оценка дозы. Количество кальция, необходи-
мое для 10%-ного увеличения содержания иони-
зированного кальция в среде, оценивали путем 
добавления 5, 10, 15 или 20  мкг кальция (в фор-
ме CaCl2), растворённого в водном растворе БСА 
(300  мг/мл, средняя концентрация альбумина в 
ретентате) или БСФ (28 мг/мл, средняя концентра-
ция фетуина-A в ретентате) на 1  мл бессывороточ-
ной культуральной среды (EndoLife, «AppScience 
Products») или путём добавления 10, 15, 20 или 
40  мкг кальция, растворённого в водном растворе 
БСА (300  мкг/мл), на 1  мл сыворотки крыс. Смесь 
ресуспендировали и инкубировали в течение 1  ч, 
после чего измеряли концентрацию ионизиро-
ванного кальция Ca2+ (Konelab 70i, «Thermo Fisher 
Scientific»). В качестве отрицательного контроля 
использовали среду EndoLife и сыворотку крыс без 
добавления CaCl2. Согласно нашему предыдущему  

исследованию, 10%-ное увеличение содержания 
ионизированного кальция (0,10–0,14  ммоль/л 
(от 4,0 до 5,6  мкг/мл); в среднем 0,12  ммоль/л 
(4,8  мкг/мл) для сыворотки человека) соответ-
ствует межквартильному интервалу между верх-
ним (рисковым) и нижним (протективным) квар- 
тилями.

Культивирование клеток. Первичные ЭК 
коронарной артерии человека (HCAEC, «Cell Appli
cations», США) и ЭК внутренней грудной артерии 
человека (HITAEC, «Cell Applications») культивирова-
ли во флаконах Т-75, согласно протоколу производи-
теля, в среде EndoBoost (EB1, «AppScience Products»), 
используя для пересева клеток 0,25%-ный раствор 
трипсина-ЭДТА («ПанЭко») и 10%-ный ФБС для ин-
гибирования трипсина. Непосредственно перед 
экспериментами среду EndoBoost заменяли на 
бессывороточную среду EndoLife, в промежутке 
дважды промывая клеточные культуры тёплым 
(37  °C) раствором фосфатно-солевого буфера по 
Дульбекко без Ca2+ и Mg2+ (ФСБД, «БиоЛот», Россия) 
для удаления остаточных компонентов сыворот-
ки. HCAEC и HITAEC культивировали параллельно 
в проточных камерах («Ibidi», Германия) или 6-лу-
ночных планшетах («Wuxi NEST Biotechnology») 
до  достижения конфлюэнтности.

Моноциты получали из крови 5 здоровых 
добровольцев (авторов исследования) путём по-
следовательного выделения мононуклеарных кле-
ток периферической крови в градиенте фиколла 
(1077  г/см3, «ПанЭко») с последующей положитель-
ной магнитной сепарацией CD14+ клеток с ис-
пользованием набора EasySep Magnet («STEMCELL 
Technologies», США) и набора для выделения моно-
цитов («STEMCELL Technologies»), в соответствии с 
инструкциями производителя, в стерильных усло-
виях. Количество моноцитов определяли с помо-
щью автоматического счётчика клеток Countess  II 
(«Thermo Fisher Scientific») и камер для подсчёта 
клеток («Thermo Fisher Scientific»).

Анализ интернализации. Для анализа интер-
нализации КПМ и КПЧ ЭК использовали КПМ-А 
и КПЧ-А, меченные флюоресцеинизотиоцианат-
меченым БСА (ФИТЦ-БСА, «Thermo Fisher Scientific») 
либо во время синтеза (путём добавления 750  мкг 
ФИТЦ-БСА в концентрации 5  мкг/мкл), либо после 
синтеза путём инкубации осаждённых КПЧ-А с 
125  мкг (25 мкл) ФИТЦ-БСА в течение 1  ч при 4  °C 
и инкубации 500  мкл ретентата (КПМ-А) с 250  мкг 
(50  мкл) ФИТЦ-БСА в течение 1  ч при 4  °C после 
перемешивания. Синтез КПМ-А и КПЧ-А проводи-
ли в темноте менее чем за 24  ч до эксперимента. 
После мечения осаждённые КПЧ-А ресуспенди-
ровали в ФСБД, центрифугировали при 13  000  g 
(Microfuge 20R, «Beckman Coulter») в течение 
10  мин для удаления несвязавшегося ФИТЦ-БСА и 
далее ресуспендировали в 400  мкл ФСБД.
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Ламинарный поток создавали с использова-
нием системы Ibidi Pump System Quad («Ibidi») 
с четырьмя отдельными проточными модулями 
(по одной камере на модуль) и набором Perfusion 
Set Yellow/Green («Ibidi»). Перед началом экспери-
мента HCAEC и HITAEC культивировали до дости-
жения конфлюэнтности в проточных камерах 
(350  000  клеток на камеру) и подвергали воздей-
ствию ламинарного потока (15  дин/см2) в бессы-
вороточной среде EndoLife в течение 24  ч. Затем 
меченные ФИТЦ КПМ-А и КПЧ-А добавляли в 
систему (10  мкг кальция на 1  мл среды; 150  мкг 
кальция на камеру). Всего было проведено три 
последовательных эксперимента: 1)  с использова-
нием КПМ-А и КПЧ-А, меченных ФИТЦ во время 
их синтеза; 2)  с использованием КПМ-А и КПЧ-А, 
меченных ФИТЦ после их синтеза; 3)  с исполь-
зованием немеченых КПМ-А и КПЧ-А. ЭК инку-
бировали с КПМ-А и КПЧ-А в течение 1  ч; ядра 
окрашивали красителем Hoechst 33342 (2  мкг/мл, 
«Thermo Fisher Scientific») в течение 5  мин. После 
тщательной промывки меченные ФИТЦ КПМ-А и 
КПЧ-А визуализировали с использованием кон-
фокальной микроскопии (LSM  700, «Carl Zeiss», 
Германия).

Для изучения колокализации лизосом и ме-
ченных ФИТЦ КПМ и КПЧ использовали КПМ-А, 
КПМ-Ф, КПЧ-А и КПЧ-Ф, меченные ФИТЦ, как опи-
сано выше. ФИТЦ-меченые КПМ-А, КПМ-Ф, КПЧ-А 
и КПЧ-Ф (10  мкг кальция на 1  мл среды, 4  мкг 
кальция на лунку) добавляли к конфлюэнтным 
культурам HCAEC и HITAEC в 8-луночных камерах 
(«Ibidi») на 3  ч. Затем культуральную среду заменя-
ли на свежую, содержащую pH-сенсор LysoTracker 
Red (1  мкмоль/л, «Thermo Fisher Scientific»), и 
инкубировали в течение 1  ч. В качестве контро-
ля использовали свободный ФИТЦ-БСА (60  мкг); 
ядра окрашивали Hoechst 33342 в течение 10  мин. 
После тщательной промывки меченные ФИТЦ 
КПМ-А, КПМ-Ф, КПЧ-А и КПЧ-Ф визуализировали 
с использованием конфокальной микроскопии.

Добавление свободных ионов Ca2+, КПМ 
и КПЧ к ЭК и моноцитам. Для исследования 
реакции ЭК на одинаковые концентрации каль-
ция в различных формах к конфлюэнтным 
культурам HCAEC и HITAEC на 24  ч добавляли 
ФСБД (контроль), свободные ионы Ca2+ (в форме 
CaCl2), КПМ (КПМ-А или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А 
или КПЧ-Ф) (10  мкг кальция на 1  мл среды; 
20  мкг кальция на лунку 6-луночного планшета; 
n  =  18  лунок на группу). Для нивелирования по-
тенциальных защитных эффектов белков во все 
лунки в соответствующих экспериментах также 
добавляли БСА (12  мг; средняя масса альбумина 
в добавленных КПМ-А) или БСФ (0,33  мг; сред-
няя масса фетуина-А в КПМ-Ф). Среду EndoBoost 
заменяли на бессывороточную среду EndoLife 

непосредственно перед началом эксперимента.  
После инкубации в течение 24  ч клетки визуали-
зировали при помощи фазово-контрастной мик-
роскопии. После удаления среды клетки промыва-
ли холодным (4  °C) ФСБД и лизировали в реагенте 
TRIzol («Thermo Fisher Scientific») для выделения 
РНК, согласно протоколу производителя. Куль-
туральную среду центрифугировали при 2000  g 
(MiniSpin Plus, «Eppendorf», США) для удаления 
клеточного детрита, переносили в новые про-
бирки и замораживали при −80  °C.

Для оценки цитотоксичности различных 
форм кальциевого стресса проводили микроплан-
шетный колориметрический анализ с использо-
ванием водорастворимой соли тетразолия (WST-8) 
и окрашивание аннексином  V/пропидия йоди-
дом с последующей проточной цитометрией. Для 
оценки интенсивности клеточного метаболизма 
HCAEC и HITAEC культивировали в 96-луноч-
ных планшетах («Wuxi NEST Biotechnology») до 
достижения конфлюэнтности в среде EndoBoost 
с последующей её заменой на бессывороточную 
среду EndoLife и добавлением ФСБД (контроль), 
свободных ионов Ca2+ (в форме CaCl2), КПМ (КПМ-А 
или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А или КПЧ-Ф) (10  мкг 
кальция на 1  мл среды; 2  мкг кальция на лунку 
96-луночного планшета; n  =  12  лунок на группу). 
После инкубации в течение 24  ч среду заменя-
ли на 100  мкл свежей бессывороточной среды 
EndoLife и добавляли 10  мкл реагента WST-8 
(«Wuhan Servicebio Technology», КНР) на 2  ч. Про-
дукты реакции детектировали посредством спек-
трофотометрии при длине волны 450  нм.

Для окрашивания аннексином  V/пропидия 
йодидом HCAEC и HITAEC культивировали в 6-лу-
ночных планшетах («Wuxi NEST Biotechnology») 
до состояния конфлюэнтности в среде EndoBoost 
с последующей её заменой на бессывороточную 
среду EndoLife и добавлением на 24  ч ФСБД (кон-
троль), свободных ионов Ca2+ (в форме CaCl2), КПМ 
(КПМ-А или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А или КПЧ-Ф) 
(10  мкг кальция на 1  мл среды, 20  мкг кальция 
на лунку 6-луночного планшета). Затем ЭК отде-
ляли от культурального пластика с использова-
нием раствора Accutase («Capricorn Scientific») и 
анализировали с помощью набора для окраши-
вания аннексином  V/пропидия йодидом (ab14085, 
«Abcam», Великобритания), в соответствии с про-
токолом производителя. Проточную цитометрию 
выполняли с использованием прибора CytoFlex и 
программного обеспечения CytExpert («Beckman 
Coulter»).

Для анализа реакции моноцитов 350  000  кле-
ток в каждой камере инкубировали в бессыво-
роточной среде EndoLife с равными концентра-
циями свободных ионов Ca2+ (CaCl2), КПМ-А или 
КПЧ-А (10  мкг кальция на 1  мл среды; 150  мкг 
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кальция на камеру; n  =  5  доноров/проведений  
эксперимента на группу) в системе пульсирую-
щего потока с использованием вышеупомянуто-
го набора для перфузии на 24  ч. В качестве кон-
троля использовали ФСБД; также во все камеры 
добавляли БСА (87  мг, средняя масса альбумина в 
добавленных КПМ-А) для нивелирования потен-
циальных защитных эффектов альбумина. Четы-
ре экспериментальные группы (ФСБД, свободные 
ионы Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А) распределяли по че-
тырём модулям системы пульсирующего потока. 
Эксперименты выполнялись в стерильных усло-
виях. После 24  ч инкубации культуральную среду 
центрифугировали при 220  g (5804R, «Eppendorf») 
для осаждения моноцитов и при 2000  g для уда-
ления клеточного детрита с последующим замо-
раживанием при –80  °C.

Анализ генной экспрессии. Экспрессию ге-
нов в ЭК после добавления свободных ионов Ca2+, 
КПМ-А/КПМ-Ф или КПЧ-А/КПЧ-Ф анализировали 
методом количественной полимеразной цепной 
реакции после обратной транскрипции (ОТ-кПЦР). 
кДНК синтезировали с использованием набора 
M-MuLV–RH First Strand cDNA Synthesis Kit (R01-
250, «Евроген», Россия) и обратной транскриптазы 
M-MuLV–RH (R03-50, «Евроген»). ОТ-кПЦР прово-
дили с использованием праймеров (500  нмоль/л 
каждый, «Евроген», табл.  П1 Приложения), 20  нг 
кДНК и набора BioMaster HS-qPCR Lo-ROX SYBR 
Master Mix (MHR031-2040, «Биолабмикс», Россия), 
в  соответствии с протоколом производителя. 
Количественный анализ уровней мРНК (генов 
VCAM1, ICAM1, SELE, SELP, IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, 
MIF, NOS3, SNAI1, SNAI2, TWIST1 и ZEB1) проводи-
ли с использованием метода 2−ΔΔCt и нормировали 
относительно средней экспрессии трёх генов до-
машнего хозяйства (GAPDH, ACTB и B2M), а также 
группы ФСБД (контроль).

Введение свободных ионов Ca2+, КПМ и КПЧ 
крысам линии Wistar. Протокол исследования на 
животных был одобрен Локальным этическим 
комитетом Федерального государственного бюд-
жетного научного учреждения «Научно-исследо-
вательский институт комплексных проблем сер-
дечно-сосудистых заболеваний» (код протокола: 
042/2023; дата утверждения: 4  апреля 2023  года). 
Эксперименты на животных проводились в соот-
ветствии с Европейской конвенцией о защите 
позвоночных животных (Страсбург, 1986) и Дирек
тивой 2010/63/EU Европейского парламента о за-
щите животных, используемых в научных целях. 
Самцам крыс линии Wistar (масса тела ~300  г; 
объём крови ~20  мл, что составляет около 6,5% 
массы тела) вводили ФСБД (контроль), свобод-
ные ионы Ca2+ (CaCl2), КПМ-А или КПЧ-А (10  мкг 
кальция на 1  мл крови крысы; 200  мкг кальция 
на крысу; n  =  5  крыс на группу, всего n  =  20  крыс) 

через хвостовую вену. Во все инъекции добавляли 
БСА (120  мг, средняя масса альбумина, добавлен-
ного в КПМ-А) для контроля возможного иммун-
ного ответа на чужеродный альбумин. Через 1  ч 
всех крыс подвергали эвтаназии путём внутри-
брюшинного введения раствора пентобарбитала 
натрия (100  мг/кг массы тела). Сыворотку выде-
ляли центрифугированием крови при 1700  g в 
течение 15  мин.

Дот-блоттинг и иммуноферментный ана-
лиз (ИФА). Уровни белков в культуральной сре-
де измеряли методом дот-блоттинга и ИФА. Дот-
блоттинг проводили с использованием набора 
Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit 
(ARY022B, «R&D Systems», США) и Proteome Profiler 
Rat XL Cytokine Array (ARY030, «R&D Systems»), в 
соответствии с инструкциями производителя; 
визуализацию белков проводили с использова-
нием системы детекции хемилюминесценции 
Odyssey XF («LI-COR Biosciences», США). Для повы-
шения чувствительности дот-блоттинга образцы 
культуральной среды концентрировали с помо-
щью вакуумного центрифужного концентратора 
HyperVAC-LITE («Gyrozen», Республика Корея) пе-
ред измерениями. Сыворотку крыс анализирова-
ли без предварительной концентрации. Образцы 
культуральной среды концентрировали до одина-
кового уровня между экспериментальными груп-
пами (для моноцитов  – в 7  раз, с 14  мл до 2  мл; 
для ЭК  – в 3  раза, с 3  мл до 1  мл). Для дот-блот-
тинга использовали по 1  мл концентрирован-
ной среды или неконцентрированной сыворотки 
крыс. Содержание IL-6, IL-8 и MCP-1/CCL2 опре-
деляли методом ИФА с использованием соответ-
ствующих наборов (A-8768, A-8762 и A-8782, «Век-
тор-Бест», Россия), в соответствии с протоколами 
производителя. Колориметрическое определение 
результатов ИФА проводили посредством спектро-
фотометрии при длине волны 450  нм. Для ИФА 
использовали по 100  мкл неконцентрированной 
культуральной среды на образец.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad 
Prism  8 («GraphPad Software», США). Данные для 
ОТ-кПЦР представлены в виде средних значе-
ний  ±  стандартное отклонение. Сравнение че-
тырёх независимых групп проводили методом 
однофакторного дисперсионного анализа (ОДА) 
с последующей поправкой на множественные 
сравнения по критерию Даннета. Результаты 
ИФА представлены в виде медианы, 25-го и 75-го 
процентилей и диапазона. Сравнение четырёх 
независимых групп проводили с использованием 
теста Краскела–Уоллиса с последующей поправ-
кой на множественные сравнения по критерию 
Данна. Различия считали статистически значи-
мыми при p  ≤  0,05.



ШИШКОВА и др.150

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Физиологическая значимость синтеза КПМ 
и КПЧ в условиях минерального стресса. Для из-
учения влияния различных форм доставки каль-
ция в ЭК и моноциты была синтезирована реак-
ционная смесь, содержащая физиологическую 
концентрацию БСА либо БСФ, физиологический 
раствор (NaCl) и супрафизиологические уровни 
Na2HPO4 и CaCl2 для одновременного получения 
КПМ-А/КПМ-Ф и КПЧ-А/КПЧ-Ф. Для выделения 
КПЧ использовали ультрацентрифугирование, 
после чего проводили ультрафильтрацию для 
отделения КПМ (жёлтый ретентат) от свободных 
ионов и солей (прозрачный фильтрат). Таким 
образом, кальций был представлен в виде (i)  сво-
бодных ионов Ca2+, (ii)  КПМ (коллоидная форма) 
и (iii)  КПЧ (корпускулярная форма). Для синтеза 
КПМ (КПМ-А) и КПЧ (КПЧ-А) были выбраны и 
БСФ, и БСА, поскольку ранее было доказано, что 

низкий уровень альбумина в сыворотке крови 
является независимым фактором риска ишеми-
ческой болезни сердца и ишемического инсуль-
та (в сочетании с повышенными уровнями Ca2+ 
в сыворотке)  [11]. Низкий уровень альбумина в 
сыворотке коррелировал с большей склонностью 
к кальцификации (выражаемой преципитацией 
КПЧ), а концентрация альбумина положительно 
коррелировала с молярной концентрацией обще-
го кальция  [11]. Поскольку фетуин-A играет клю-
чевую роль как минеральный шаперон и регули-
рует образование КПМ и КПЧ в крови человека, в 
большинстве экспериментов использовались так-
же КПМ-Ф и КПЧ-Ф, синтезированные с использо-
ванием описанного протокола.

Сканирующая электронная микроскопия 
КПЧ-А показала их губчатую структуру и не-
правильную форму, которая отличалась от сфе-
рической и игольчатой формы первичных и 
вторичных КПЧ, полученных из крови (рис.  1).  

Рис. 1. Микрофотографии альбуминовых КПЧ (КПЧ-А), фетуиновых КПЧ (КПЧ-Ф), КПЧ из атеросклеротиче-
ских бляшек (КПЧ-Б) и сыворотки (КПЧ-С), полученные методом сканирующей электронной микроскопии. 
Режим вторичных электронов; ускоряющее напряжение  – 10  кВ (КПЧ-А) или 30  кВ (остальные типы КПЧ); 
увеличение ×30  000; шкала масштаба  – 1  мкм
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Рис. 2. Увеличение концентрации ионизированного кальция (Ca2+) в культуральной среде  (а) и сыворотке 
крови крыс  (б) при добавлении увеличивающихся количеств CaCl2. Ось абсцисс  – концентрация добавлен-
ного кальция; ось ординат  – увеличение молярной концентрации Ca2+ относительно контрольной среды 
или сыворотки без добавления кальция. 10%-ное увеличение концентрации Ca2+ (синяя пунктирная линия) 
достигалось добавлением 10  мкг кальция на 1  мл среды или сыворотки (красный круг)

КПЧ-Ф имели сферическую форму и губчатую 
структуру, что делало их схожими с первичными 
КПЧ, выделенными из атеросклеротических бля-
шек и сыворотки крови  [11]. Эти наблюдения со-
гласуются с ранее полученными данными по срав-
нению альбуминовых, фетуиновых, бляшечных и 
сывороточных КПЧ  [8] и могут быть объяснены 
различными взаимодействиями кислых сыворо-
точных белков при образовании КПЧ в крови.

На формирование КПЧ и КПМ уходило 30% 
и 20% кальция соответственно, тогда как 50% 
кальция оставалось в растворе в виде свободных 
ионов Ca2+. Это распределение соответствует фи-
зиологическому соотношению между ионизиро-
ванным кальцием (Ca2+) и кальцием, связанным 
с белками и фосфором, в сыворотке человека 
(1  :  1). КПЧ содержали от 11 до 17% общего аль-
бумина, тогда как 83–89% альбумина оставалось 
в удержанном растворе, сохраняя способность 
связывать Ca2+. Эффективность ультрафильтрации 
была подтверждена отсутствием в фильтрате БСА 
или БСФ. Эти данные подтверждают физиологи-
ческую значимость разработанной процедуры 
искусственного синтеза КПМ и КПЧ в условиях 
минерального стресса.

Физиологические концентрации КПЧ вызы-
вают провоспалительную активацию ЭК и мо-
ноцитов. Для определения количества кальция, 
необходимого для обеспечения физиологического 
увеличения молярной концентрации ионизиро-
ванного кальция, была построена кривая «доза-
ответ». Добавление 10  мкг кальция на 1  мл бессы-
вороточной культуральной среды (рис.  2,  а) или 
сыворотки крыс (рис.  2,  б) оказалось достаточным 
для 10%-ного увеличения концентрации ионизи-
рованного кальция (межквартильный интервал 

между рисковым и протективным уровнем в по-
пуляции). Таким образом, концентрация кальция 
в 10  мкг/мл была выбрана в качестве оптималь-
ной для моделирования клинически значимого 
минерального стресса. Дальнейшие эксперимен-
ты включали четыре группы: 1)  контроль (ФСБД); 
2)  свободные ионы Ca2+, добавленные в виде CaCl2; 
3)  КПМ (КПМ-А или КПМ-Ф); 4)  КПЧ (КПЧ-А или 
КПЧ-Ф).

Для проверки способности интернализации 
КПМ и КПЧ при культивировании в условиях 
пульсирующего потока использовали КПМ-А и 
КПЧ-А, меченные изотиоцианатом флюоресцеи-
на (ФИТЦ-БСА) либо в процессе их синтеза, либо 
после инкубации осаждённых КПЧ-А и ретентата 
(КПМ-А) с ФИТЦ-БСА. Интенсивная зелёная флюо-
ресценция наблюдалась в ЭК уже через 1  ч после 
добавления ФИТЦ-меченых КПМ-А и КПЧ-А в си-
стему пульсирующего потока (рис.  3,  а). КПМ-А и 
КПЧ-А, инкубированные с ФИТЦ-БСА после синте-
за, демонстрировали значительно более высокий 
уровень флюоресценции по сравнению с образца-
ми, меченными в процессе синтеза (рис.  3,  а). Об-
наружение ФИТЦ-меченых КПМ/КПЧ в лизосомах, 
окрашенных с помощью pH-сенсора LysoTracker 
Red, подтвердило интернализацию КПМ-А, КПМ-Ф, 
КПЧ-А и КПЧ-Ф HCAEC и HITAEC после 4  ч инку-
бации, в то время как свободный ФИТЦ-БСА не 
проникал в клетки (рис.  3,  б).

Для сравнения патологических эффектов 
различных форм доставки кальция к HCAEC и 
HITAEC добавляли Ca2+, КПМ-А/КПМ-Ф или КПЧ-А/
КПЧ-Ф (10  мкг/мл). При помощи светлопольной и 
фазово-контрастной микроскопии наблюдали па-
тологические изменения морфологии ЭК (потеря 
межклеточных контактов, типичной вытянутой 
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Рис. 3. Интернализация ФИТЦ-меченых КПМ (ФИТЦ-КПМ) и КПЧ (ФИТЦ-КПЧ) HCAEC и HITAEC. а  – Сравне-
ние интенсивности сигнала ФИТЦ, интернализированного ЭК после инкубации с немечеными КПМ и КПЧ 
(слева), КПМ и КПЧ, меченными ФИТЦ-БСА во время их синтеза (по центру), и КПМ и КПЧ, меченными по-
сле их синтеза (справа). Ядра окрашены Hoechst 33342. Конфокальная микроскопия; увеличение ×630; мас-
штабная линейка – 5 мкм. б – Лизосомы, окрашенные LysoTracker Red, в ЭК, инкубированных с КПМ (ФИТЦ-
КПМ-А и ФИТЦ-КПМ-Ф) или КПЧ (ФИТЦ-КПЧ-А и ФИТЦ-КПЧ-Ф) в течение 4  ч. Слева  – свободный ФИТЦ-БСА; 
центр  – КПМ-А и КПМ-Ф, меченные во время синтеза; справа  – КПЧ-А и КПЧ-Ф, меченные после синтеза. 
Жёлтые стрелки указывают на КПЧ внутри клеток. Ядра окрашены Hoechst 33342. Конфокальная микроско-
пия; увеличение ×200; шкала масштаба  – 50  мкм

формы ЭК и их открепление от культурального 
пластика) после инкубации с КПЧ-А/КПЧ-Ф, но не 
с Ca2+ или КПМ-А/КПМ-Ф (рис.  4).

Для оценки цитотоксичности различных форм 
кальциевого стресса проводили колориметриче-

ский анализ жизнеспособности клеток и мета-
болической активности с использованием во-
дорастворимой соли тетразолия WST-8. После 
24-часовой инкубации с КПЧ-А или КПЧ-Ф ин-
тенсивность метаболической активности клеток  



КАЛЬЦИПРОТЕИНОВЫЕ ЧАСТИЦЫ 153

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

Рис. 4. Светлопольная микроскопия (КПМ-А/КПЧ-А, сверху) и фазово-контрастная микроскопия (КПМ-Ф/КПЧ-Ф, 
снизу) HCAEC (слева) и HITAEC (справа), инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ 
(КПМ-А, сверху; КПМ-Ф, снизу) или КПЧ (КПЧ-А, сверху; КПЧ-Ф, снизу) (10  мкг кальция на 1  мл бессыворо-
точной культуральной среды) в течение 24  ч; увеличение ×200; шкала масштаба  – 100  мкм

HCAEC и HITAEC существенно снижалась (рис. 5, а). 
Проточно-цитометрический анализ гибели клеток 
после окрашивания аннексином  V и пропидия 
йодидом показал, что значительная доля ЭК под-
вергалась апоптозу после 24  ч воздействия КПЧ-А 
или КПЧ-Ф (рис.  5,  б).

Посредством ОТ-кПЦР было показано значи-
тельное увеличение экспрессии генов, кодирую-
щих провоспалительные молекулы клеточной 
адгезии (VCAM1, ICAM1 и SELE) и провоспали-
тельные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2 и CXCL1) в 
HCAEC, инкубированных с КПЧ-А (табл. 1). Воздей-
ствие КПЧ-Ф вызывало аналогичный ответ, вклю-
чающий повышение экспрессии генов VCAM1, 
SELP, IL6 и MIF, а также тенденцию к увеличе-

нию экспрессии генов ICAM1 и SELE (табл.  2).  
Аналогичный профиль генной экспрессии наблю-
дался для HITAEC, включая индукцию экспрес-
сии генов VCAM1, IL6 и CXCL8 при воздействии 
КПЧ-А (табл. 1), в то время как инкубация с КПЧ-Ф 
повышала экспрессию генов SELE, SELP, CXCL1  
и MIF (табл.  2). Данные результаты указывали на 
развитие провоспалительной активации эндоте-
лия и свидетельствовали об увеличении содержа-
ния провоспалительных цитокинов в культураль-
ной среде. В отличие от КПЧ-А/КПЧ-Ф, свободные 
ионы Ca2+ и КПМ-А/КПМ-Ф вызывали скорее 
случайные, чем систематические изменения, 
которые не были связаны с дисфункцией эндо- 
телия.
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Рис. 5. Тест на цитотоксичность после инкубации HCAEC (левые панели) и HITAEC (правые панели) с ФСБД 
(контроль), свободными ионами Ca2+ (Ca2+-А или Ca2+-Ф), КПМ (КПМ-А или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А или КПЧ-Ф) 
(10  мкг кальция на 1  мл бессывороточной культуральной среды) в течение 24  ч. а  – Колориметрический 
тест WST-8 (оценка восстановления WST-8 внутриклеточными дегидрогеназами до водорастворимого оран-
жево-жёлтого формазана, максимальная абсорбция которого наблюдается при 450  нм). б  – Тест с аннекси-
ном  V и пропидия йодидом (нижний левый квадрант Q2-LL  – нормальные клетки; нижний правый квад-
рант Q2-LR  – клетки в состоянии раннего апоптоза; верхний правый квадрант Q2-UR  – клетки в состоянии 
позднего апоптоза; верхний левый квадрант Q2-UL  – клетки в состоянии некроза). Верхняя панель  – стати-
стический анализ содержания интактных клеток и клеток в состоянии позднего апоптоза. Нижняя панель – 
репрезентативные проточно-цитометрические графики. Значения вероятности отклонить верную нулевую 
гипотезу  (p) при межгрупповом сравнении указаны над графиками
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Таблица  1. Относительная экспрессия генов (ΔCt; кратность изменения; значение  p) в HCAEC и HITAEC, 
инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А (10  мкг кальция на 1  мл 
бессывороточной культуральной среды) в течение 24  ч

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А

VCAM1

ΔCt 0,0003 ± 
0,0006

0,0001 ± 
0,0001

0,0002 ± 
0,0001

0,0015 ± 
0,0010

0,0003 ± 
0,0002

0,0011 ± 
0,0011

0,0006 ± 
0,0004

0,0010 ± 
0,0008

Кратн. изм. 1 0,52 0,76 6,00 1 3,67 2,00 3,33

p 1,00 0,904 0,985 0,001 1,00 0,009 0,463 0,029

ICAM1

ΔCt 0,0148 ± 
0,0066

0,0372 ± 
0,0210

0,0118 ± 
0,0034

0,1169 ± 
0,0837

0,0338 ± 
0,0213

0,0503 ± 
0,0339

0,0404 ± 
0,0244

0,0432 ± 
0,0201

Кратн. изм. 1 2,52 0,80 7,90 1 1,49 1,20 1,28

p 1,00 0,320 0,994 0,001 1,00 0,148 0,782 0,559

SELE

ΔCt 0,0056 ± 
0,0026

0,0089 ± 
0,0036

0,0020 ± 
0,0009

0,0134 ± 
0,0065

0,0595 ± 
0,0351

0,1049 ± 
0,1387

0,0909 ± 
0,1203

0,0943 ± 
0,0872 

Кратн. изм. 1 1,59 0,36 2,39 1 1,76 1,53 1,58

p 1,00 0,041 0,026 0,001 1,00 0,415 0,687 0,619

SELP

ΔCt 0,0077 ± 
0,0067

0,0027 ± 
0,0008

0,0015 ± 
0,0009

0,0026 ± 
0,0023

0,0009 ± 
0,0006

0,0054 ± 
0,0058

0,0056 ± 
0,0055

0,0025 ± 
0,0030

Кратн. изм. 1 0,35 0,19 0,34 1 6,00 6,22 2,78

p 1,00 0,001 0,001 0,001 1,00 0,008 0,005 0,567

IL6

ΔCt 0,0182 ± 
0,0131

0,0058 ± 
0,0023

0,0072 ± 
0,0045

0,1197 ± 
0,0837

0,0085 ± 
0,0043

0,0132 ± 
0,0155

0,0197 ± 
0,0214

0,0247 ± 
0,0272

Кратн. изм. 1 0,32 0,40 6,58 1 1,55 2,32 2,91

p 1,00 0,729 0,796 0,001 1,00 0,803 0,196 0,035

CXCL8

ΔCt 0,0371 ± 
0,0260

0,0441 ± 
0,0152

0,0250 ± 
0,0105

2,1412 ± 
1,5287

0,1396 ± 
0,0561

0,1801 ± 
0,2005

0,1825 ± 
0,1871

0,3279 ± 
0,3681

Кратн. изм. 1 1,19 0,67 57,71 1 1,29 1,31 2,35

p 1,00 0,999 0,999 0,001 1,00 0,914 0,901 0,045

CCL2

ΔCt 0,7514 ± 
0,6502

0,4398 ± 
0,4293

0,6965 ± 
0,6669

1,3616 ± 
1,0636

0,8908 ± 
0,4072 

1,2866 ± 
1,5286

1,4987 ± 
1,6929

1,6162 ± 
1,9876

Кратн. изм. 1 0,59 0,93 1,81 1 1,44 1,68 1,81

p 1,00 0,448 0,992 0,042 1,00 0,777 0,494 0,353

CXCL1

ΔCt 0,1267 ± 
0,0562

0,0436 ± 
0,0408

0,0444 ± 
0,0343

0,3486 ± 
0,1551

0,0647 ± 
0,0279

0,1520 ± 
0,1842

0,0944 ± 
0,0885

0,0983 ± 
0,1052

Кратн. изм. 1 0,34 0,35 2,75 1 2,35 1,46 1,52

p 1,00 0,017 0,018 0,001 1,00 0,069 0,782 0,715

MIF

ΔCt 0,3853 ± 
0,1660

0,2309 ± 
0,1040

0,2731 ± 
0,0839

0,4170 ± 
0,2857

0,2753 ± 
0,1576

0,7919 ± 
0,9280

0,5270 ± 
0,4019

0,4618 ± 
0,4146

Кратн. изм. 1 0,60 0,71 1,08 1 2,88 1,91 1,68

p 1,00 0,031 0,155 0,910 1,00 0,018 0,386 0,618
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Таблица 1 (окончание)

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А

NOS3

ΔCt 0,0094 ± 
0,0063

0,0069 ± 
0,0036

0,0069 ± 
0,0033

0,0091 ± 
0,0087

0,0031 ± 
0,0018

0,0093 ± 
0,0090

0,0119 ± 
0,0126

0,0060 ± 
0,0037

Кратн. изм. 1 0,73 0,73 0,97 1 3,00 3,84 1,94

p 1,00 0,473 0,475 0,997 1,00 0,050 0,005 0,547

SNAI1

ΔCt 0,0168 ± 
0,0101

0,0100 ± 
0,0040

0,0124 ± 
0,0065

0,0344 ± 
0,0291

0,0049 ± 
0,0020

0,0129 ± 
0,0110

0,0140 ± 
0,0124

0,0094 ± 
0,0100

Кратн. изм. 1 0,60 0,74 2,05 1 2,63 2,86 1,92

p 1,00 0,487 0,771 0,009 1,00 0,042 0,018 0,371

SNAI2

ΔCt 0,0129 ± 
0,0103

0,0038 ± 
0,0009

0,0065 ± 
0,0046

0,0047 ± 
0,0032

0,0009 ± 
0,0007

0,0033 ± 
0,0022

0,0099 ± 
0,0160

0,0030 ± 
0,0055

Кратн. изм. 1 0,29 0,50 0,36 1 3,67 11,00 3,33

p 1,00 0,001 0,005 0,001 1,00 0,784 0,015 0,841

TWIST1

ΔCt 0,0015 ± 
0,0012

0,0003 ± 
0,0002

0,0002 ± 
0,0001

0,0009 ± 
0,0008

0,0004 ± 
0,0004

0,0018 ± 
0,0026

0,0037 ± 
0,0077

0,0016 ± 
0,0016

Кратн. изм. 1 0,20 0,13 0,60 1 4,50 9,25 4,00

p 1,00 0,001 0,001 0,150 1,00 0,742 0,170 0,874

ZEB1

ΔCt 0,2376 ± 
0,1200

0,0779 ± 
0,0561

0,1607 ± 
0,0596

0,3277 ± 
0,2237

0,1438 ± 
0,0686

0,3697 ± 
0,4382

0,4552 ± 
0,4601

0,3559 ± 
0,4082

Кратн. изм. 1 0,33 0,68 1,38 1 2,57 3,17 2,47

p 1,00 0,002 0,209 0,117 1,00 0,201 0,049 0,244
Примечание. Были проанализированы гены, кодирующие провоспалительные молекулы клеточной адгезии 
(VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF), эндотелиальную 
NO-синтазу (NOS3) и транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода (SNAI1, SNAI2, 
TWIST1, ZEB1). Статистическая значимая кратность изменения (fold change) и значения p выделены жирным; 
ΔCt представлены как среднее  ± стандартное отклонение.

Таблица 2. Относительная экспрессия генов (ΔCt; кратность изменения; значение  p) в HCAEC и HITAEC, 
инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ-Ф и КПЧ-Ф (5  мкг кальция на 1  мл 
бессывороточной культуральной среды) в течение 24  ч

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф

VCAM1

ΔCt 0,0020 ± 
0,0015

0,0019 ± 
0,0007

0,0018 ± 
0,0009

0,0042 ± 
0,0032

0,0004 ± 
0,0003

0,0004 ± 
0,0002

0,0005 ± 
0,0003

0,0006 ± 
0,0005

Кратн. изм. 1 0,95 0,90 2,1 1 0,95 1,28 1,54

p 1,00 0,998 0,984 0,008 1,00 0,995 0,628 0,113

ICAM1

ΔCt 0,0540 ± 
0,0510

0,0165 ± 
0,0133

0,0208 ± 
0,0266

0,1011 ± 
0,1201

0,0646 ± 
0,0282

0,0906 ± 
0,0503

0,0820 ± 
0,0306

0,0885 ± 
0,0519

Кратн. изм. 1 0,31 0,39 1,87 1 1,40 1,27 1,37

p 1,00 0,229 0,319 0,098 1,00 0,159 0,454 0,213
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Таблица 2 (продолжение)

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф

SELE

ΔCt 0,0048 ± 
0,0037

0,0082 ± 
0,0107

0,0028 ± 
0,0019

0,0091 ± 
0,0053

0,0018 ± 
0,0007

0,0084 ± 
0,0055

0,0069 ± 
0,0032

0,0058 ± 
0,0061

Кратн. изм. 1 1,71 0,58 1,90 1 4,67 3,83 3,22

p 1,00 0,441 0,879 0,375 1,00 0,001 0,003 0,023

SELP

ΔCt 0,0119 ± 
0,0131

0,0060 ± 
0,0060

0,0089 ± 
0,0079

0,0318 ± 
0,0276

0,0050 ± 
0,0023

0,0032 ± 
0,0016

0,0035 ± 
0,0017

0,0078 ± 
0,0053

Кратн. изм. 1 0,50 0,75 2,67 1 0,64 0,70 1,56

p 1,00 0,534 0,895 0,002 1,00 0,227 0,374 0,025

IL6

ΔCt 0,0072 ± 
0,0029

0,0100 ± 
0,0097

0,0063 ± 
0,0046

0,0233 ± 
0,0188

0,0044 ± 
0,0016

0,0045 ± 
0,0045 

0,0031 ± 
0,0012

0,0064 ± 
0,0042

Кратн. изм. 1 1,39 0,88 3,24 1 1,02 0,70 1,45

p 1,00 0,783 0,988 0,001 1,00 0,999 0,463 0,191

CXCL8

ΔCt 0,1330 ± 
0,0572

0,2582 ± 
0,1501

0,1892 ± 
0,0573

0,1632 ± 
0,0898

0,0294 ± 
0,0175

0,0636 ± 
0,0714

0,0366 ± 
0,0185

0,0522 ± 
0,0411

Кратн. изм. 1 1,94 1,42 1,23 1 2,16 1,24 1,78

p 1,00 0,001 0,203 0,668 1,00 0,053 0,924 0,272

CCL2

ΔCt 1,1073 ± 
0,3168

2,8331 ± 
1,9144

1,1255 ± 
0,3747

1,3772 ± 
0,8673

0,3096 ± 
0,0759

0,5079 ± 
0,3852

0,4625 ± 
0,1941

0,5145 ± 
0,3698

Кратн. изм. 1 2,56 1,02 1,24 1 1,64 1,49 1,66

p 1,00 0,001 0,999 0,795 1,00 0,105 0,265 0,090

CXCL1

ΔCt 0,3756 ± 
0,1000

0,6205 ± 
0,3781

0,4173 ± 
0,1658

0,5612 ± 
0,3499

0,0543 ± 
0,0156

0,1053 ± 
0,0885

0,0831 ± 
0,0437

0,1477 ± 
0,1538

Кратн. изм. 1 1,65 1,11 1,49 1 1,94 1,53 2,72

p 1,00 0,026 0,942 0,117 1,00 0,235 0,668 0,009

MIF

ΔCt 2,8076 ± 
0,9811

2,6168 ± 
1,6847

2,2889 ± 
0,8340

5,5963 ± 
3,2599

0,2999 ± 
0,0856

0,4214 ± 
0,3609

0,3627 ± 
0,1458

0,6572 ± 
0,5581

Кратн. изм. 1 0,93 0,82 1,99 1 1,41 1,21 2,19

p 1,00 0,983 0,763 0,001 1,00 0,583 0,904 0,007

NOS3

ΔCt 0,1599 ± 
0,0597

0,1075 ± 
0,0592

0,1686 ± 
0,0643

0,2636 ± 
0,0972

0,0176 ± 
0,0056

0,0187 ± 
0,0174

0,0170 ± 
0,0060

0,0347 ± 
0,0382

Кратн. изм. 1 0,67 1,05 1,65 1 1,06 0,97 1,97

p 1,00 0,082 0,969 0,001 1,00 0,997 0,999 0,050

SNAI1

ΔCt 0,0595 ± 
0,0214

0,0513 ± 
0,0284

0,0650 ± 
0,0257

0,0943 ± 
0,0377

0,0017 ± 
0,0008

0,0020 ± 
0,0017

0,0015 ± 
0,0008

0,0031 ± 
0,0024

Кратн. изм. 1 0,86 1,09 1,58 1 1,18 0,88 1,82

p 1,00 0,728 0,892 0,002 1,00 0,937 0,969 0,031
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Таблица 2 (окончание)

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф

SNAI2

ΔCt 0,0162 ± 
0,0088

0,0097 ± 
0,0056

0,0196 ± 
0,0100

0,0521 ± 
0,0311

0,0003 ± 
0,0003

0,0005 ± 
0,0006

0,0002 ± 
0,0001

0,0003 ± 
0,0003 

Кратн. изм. 1 0,60 1,21 3,22 1 1,57 0,63 1,01

p 1,00 0,596 0,901 0,001 1,00 0,451 0,856 0,999

TWIST1

ΔCt 0,0019 ± 
0,0010

0,0016 ± 
0,0009

0,0022 ± 
0,0011

0,0029 ± 
0,0014

0,00013 
± 0,0001

0,0002 ± 
0,0001

0,0001 ± 
0,0001

0,0003 ± 
0,0003

Кратн. изм. 1 0,84 1,16 1,53 1 1,54 0,85 2,31

p 1,00 0,757 0,794 0,086 1,00 0,992 0,981 0,094

ZEB1

ΔCt 0,3158 ± 
0,2627

0,2493 ± 
0,0424

0,2738 ± 
0,0783

0,2246 ± 
0,2089

0,0468 ± 
0,0208

0,0734 ± 
0,0970

0,0227 ± 
0,0064

0,0589 ± 
0,0651

Кратн. изм. 1 0,16 0,23 0,71 1 1,57 0,49 1,26

p 1,00 0,294 0,323 0,276 1,00 0,403 0,477 0,875

Примечание. Описания анализируемых генов и представления данных приведены в примечании к табл.  1.

Инкубация с КПЧ-А значительно увеличивала 
экспрессию индуцируемых эндотелиальных про-
воспалительных цитокинов (IL-6, IL-8 и MCP-1/
CCL2) в культуральной среде от HCAEC и HITAEC 
(рис.  6), в то время как добавление свободных 
ионов Ca2+ и КПМ-А не вызывало стабильного 
патологического ответа на белковом уровне, под-
тверждая результаты анализа генной экспрессии 
(рис. 6). Инкубация с КПЧ-Ф также способствовала 
увеличению экспрессии упомянутых цитокинов в 
HCAEC и HITAEC, тогда как свободные ионы Ca2+ 
и КПМ-Ф вызывали цитокиновый ответ только в 
HITAEC (рис.  7).

Для дальнейшего изучения выделения цито-
кинов при кальциевом стрессе был проведён по-
луколичественный анализ методом дот-блоттинга 
бессывороточной культуральной среды от HCAEC 
и HITAEC, инкубированных с Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А. 
Инкубация с КПЧ-А приводила к повышению вы-
деления PAI-1 (серпина E1), CXCL1, MCP-1/CCL2, IL-8, 
MIF, растворимых форм CD105 и CD147 в HCAEC, 
а также стимулировала синтез ST2 и RANTES/CCL5 
в HITAEC (рис.  8 и табл.  П1 Приложения). Уровни 
растворимой формы uPAR и MIP-3α/CCL20 также 
были повышены в культуральной среде от обе-
их линий ЭК после инкубации с КПЧ-А (рис.  8 
и табл.  1). Таким образом, воздействие КПЧ-А 
индуцировало выделение 11  цитокинов (рис.  8 и 
табл.  П1 Приложения). Экспрессия шести из этих 
провоспалительных молекул (CXCL1, MCP-1/CCL2, 
MIF, uPAR, sCD147 и ST2) также была повышена 
в культуральной среде после инкубации ЭК с 

КПМ-А; экспрессия пяти белков (CXCL1, sCD147, 
ST2, PDGF-AA и RANTES/CCL5) была повышена по-
сле добавления CaCl2 (рис.  8 и табл.  П1 Приложе-
ния). Наиболее выраженное повышение было от-
мечено для растворимой формы CD147 (EMMPRIN/
басигин; изменение в 11,41  раза в HCAEC после 
воздействия КПЧ-А) и MIP-3α/CCL20 (изменение в 
12,52  раза в HITAEC после воздействия КПЧ-А).

Инкубация моноцитов с КПЧ-А вызывала уве-
личение выделения серпина E1/PAI-1, CXCL1, хе-
мокина CXCL5, адипонектина, NGAL, IL-6, CHI3L1, 
аполипопротеина A-I, uPAR, MIP-3α/CCL20 и MMP-9. 
В отличие от этого, Ca2+ и КПМ-А вызывали лишь 
стохастические изменения выделения цитоки-
нов (рис.  9 и табл.  П2 Приложения). Воздействие 
КПЧ-А значительно увеличивало выделение 11 
вышеуказанных цитокинов, тогда как эффекты 
Ca2+ и КПМ-А ограничивались индукцией NGAL, 
CHI3L1 и MMP-9 (рис.  9 и табл.  П1 Приложения). 
Белки CXCL1, адипонектин, IL-6 и аполипопротеин 
A-I были экспрессированы исключительно в куль-
туральной среде от моноцитов, инкубированных 
с КПЧ-А. Таким образом, было установлено, что 
КПЧ-А вызывают провоспалительную активацию 
ЭК и моноцитов, что подтверждается повышенной 
экспрессией генов цитокинов и увеличенным вы-
делением соответствующих белков. Хотя свобод-
ные ионы Ca2+ и КПМ-А также стимулировали 
выделение некоторых цитокинов ЭК, их провос-
палительные эффекты были менее выраженными 
по сравнению с КПЧ-А независимо от типа кле-
точной линии (HCAEC, HITAEC и моноциты).
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Рис. 6. Оценка уровней IL-6 (верхняя панель), IL-8 
(средняя панель) и MCP-1/CCL2 (нижняя панель) в 
неконцентрированной бессывороточной культу-
ральной среде от HCAEC и HITAEC, инкубированных 
с ФСБД (контроль; чёрный цвет), свободными иона-
ми Ca2+ (синий), КПМ-А (зелёный) и КПЧ-А (красный) 
(10 мкг кальция на 1 мл среды) в течение 24 ч (ИФА). 
Значения вероятности отклонить верную нулевую 
гипотезу (p) при межгрупповом сравнении указаны 
над графиками

Рис. 7. Оценка уровней IL-6 (верхняя панель), IL-8 
(средняя панель) и MCP-1/CCL2 (нижняя панель) в 
неконцентрированной бессывороточной культу-
ральной среде от HCAEC и HITAEC, инкубированных 
с ФСБД (контроль; чёрный цвет), свободными иона-
ми Ca2+ (синий), КПМ-Ф (зелёный) и КПЧ-Ф (красный) 
(10 мкг кальция на 1 мл среды) в течение 24 ч (ИФА). 
Значения вероятности отклонить верную нулевую 
гипотезу (p) при межгрупповом сравнении указаны 
над графиками

Наконец, были исследованы in  vivo эффекты 
различных форм кальциевого стресса после внут-
ривенного введения CaCl2, КПМ-А и КПЧ-А крысам 
линии Вистар (10 мкг кальция на 1 мл крови). В от-
личие от результатов in vitro, все формы доставки 
кальция вызывали повышение содержания про-
воспалительных цитокинов в сыворотке крыс по 
результатам дот-блоттинга (22, 30 и 24  цитокина 
в случае инъекций Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А соответ-
ственно; рис.  10 и табл.  П3 Приложения). Среди 
обнаруженных молекул были GM-CSF, хемокины: 
CX3CL1 (фракталкин), MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11 
(эотаксин) и CCL17, серпин E1/PAI-1, матриксные 
металлопротеиназы (MMP-2, MMP-3), гепатокины: 
гепассоцин, фетуин-А, FGF-21 и GDF-15, белки 

с плейотропными эффектами: RAGE/AGER, ади-
понектин, фибулин-3, галектин-1 и галектин-3 
(рис.  10 и табл.  П3 Приложения). Уровни пролак-
тина, GM-CSF, гепассоцина, CNTF, MMP-3, CX3CL1 
(фракталкина), FGF-21, фибулина-3 и GDF-15 уве-
личивались после воздействия всех трёх видов 
кальциевого стресса (рис.  10 и табл.  П3 Приложе-
ния). Однако уровни RAGE/AGER, фетуина-А, MCP-1/ 
CCL2, MMP-9, CCL17 и галектина-3 повышались ис-
ключительно после инъекций КПМ-А и КПЧ-А, в 
то время как высвобождение HGF, CCL11 (эотакси-
на) и галектина-1 стимулировалось только КПМ-А. 
Содержание PAI-1 увеличивалось исключительно 
при введении КПЧ-А (рис.  10 и табл.  П3 Прило-
жения). При этом экспрессия uPAR и MIP-3α/CCL20 
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Рис. 8. Профилирование цитокинов в концентрированной (в 3  раза) бессывороточной культуральной сре-
де от HCAEC (верхняя панель) и HITAEC (нижняя панель), инкубированных с ФСБД (контроль), свободными 
ионами Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А (10 мкг кальция на 1 мл культуральной среды) в течение 24 ч (дот-блоттинг). 
Зелёный цвет  – серпин E1/PAI-1; светло-коричневый цвет  – CXCL1/GROα; серый цвет  – CD105/эндоглин; тём-
но-синий цвет  – MCP-1/CCL2; красный цвет  – IL-8; фиолетовый цвет  – MIF; тёмно-коричневый цвет  – uPAR; 
золотой цвет  – MIP-3α/CCL20; светло-голубой цвет  – CD147/EMMPRIN/басигин; лазурный цвет  – ST2; розовый 
цвет  – PDGF-AA; тёмно-зелёный цвет  – RANTES/CCL5. Короткие, средние и длинные стрелки указывают на 
кратность изменения в 1,20–1,49, 1,50–1,99 и ≥  2  раза соответственно по сравнению с контрольной группой 
(ФСБД). Количество гиперэкспрессированных цитокинов при воздействии Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А указано 
внизу рисунка

повышалась во всех трёх типах клеток (HCAEC, 
HITAEC и моноцитах), но не в сыворотке крыс. 
PAI-1 был единственной молекулой, содержание 
которой увеличивалось во всех образцах (среде от 
ЭК, моноцитов и в сыворотке крыс) после инкуба-
ции с КПЧ-А (табл.  3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нарушения минерального гомеостаза (к при-
меру, патологическое снижение уровня альбуми-

на и/или патологическое увеличение содержания 
кальция или фосфора в сыворотке крови) явля-
ются независимым фактором риска болезней си-
стемы кровообращения  [11]. Это состояние также 
характерно для хронической болезни почек, кото-
рая способствует развитию дисфункции эндоте-
лия за счёт повышения концентраций мочевины 
и креатинина в сыворотке  [53,  54]. Помимо этих 
биохимических триггеров, дисфункция эндоте-
лия усугубляется интернализацией КПЧ ЭК сосу-
дов  [8–15] и синусоидальными ЭК печени  [17,  18], 
что приводит к развитию хронического стериль-
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Рис. 9. Профилирование цитокинов в концентрированной (в 7  раз) бессывороточной культуральной сре-
де от человеческих моноцитов, инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ-А и 
КПЧ-А (10  мкг кальция на 1  мл культуральной среды) в течение 24  ч (дот-блоттинг). Зелёный цвет  – сер-
пин E1/PAI-1; светло-коричневый цвет  – CXCL1/GROα; красный цвет  – CXCL5/ENA-78; светло-голубой цвет  – 
адипонектин; фиолетовый цвет  – NGAL/липокалин-2; тёмно-синий цвет  – IL-6; небесно-голубой цвет  – хи-
тиназа 3-подобный белок  1; розовый цвет  – аполипопротеин A-I; коричневый цвет  – uPAR; золотой цвет  –  
MIP-3α/CCL20; лазурный цвет – MMP-9. Короткие, средние и длинные стрелки указывают на кратность изме-
нения в 1,20–1,49, 1,50–1,99 и ≥  2,00  раз соответственно по сравнению с контрольной группой (ФСБД). Коли-
чество гиперэкспрессированных цитокинов при воздействии Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А указано внизу рисунка

ного воспаления низкой интенсивности  [13,  14]. 
Интернализация КПЧ ассоциирована с увеличе-
нием уровней провоспалительных цитокинов, 
нарушением баланса между вазоконстрикцией 
и вазодилатацией (включая снижение продук-
ции NO) и эндотелиально-мезенхимальным пере-
ходом  [55]. В частности, интернализация КПЧ ЭК 
и моноцитами запускает высвобождение инду-
цируемых эндотелиальных цитокинов (IL-6, IL-8, 
MCP-1/CCL2 и растворимой формы ICAM-1), а так-
же цитокинов, выделяемых моноцитами (MIP-1α, 
MIP-3α, CINC-1, CINC-3 и CXCL10)  [13]. Поскольку 
хроническое стерильное воспаление низкой ин-
тенсивности и дисфункция эндотелия взаимно 
усиливают друг друга  [56–59], достаточно сложно 
объективно определить вклад, вносимый в раз-
витие системного воспаления ЭК и моноцитами в 
результате воздействия КПЧ, а также специфиче-
скими цитокинами, которые они вырабатывают.

Согласно последним концепциям, КПМ нано-
метрового размера (~9–10  нм) служат «строитель-
ными блоками» для субмикронных (~30–100  нм) 
первичных КПЧ (или КПЧ-I), которые затем под-
вергаются агрегации и переходу из аморфной 
в кристаллическую форму, образуя микронные 
(100–300  нм) вторичные КПЧ (или КПЧ-II)  [18, 

27,  60,  61]. Первичные КПЧ (изначально аморф-
ные и сферические) созревают в веретенообраз-
ные или игольчатые кристаллические вторич-
ные КПЧ  [18, 27, 60, 61]. КПМ и первичные КПЧ 
состоят из аморфного фосфата кальция, тогда 
как вторичные КПЧ образованы карбонат-гид
роксиапатитом (биоапатитом). КПЧ представляют 
собой скевенджеры кальция и фосфора, которые 
могут адсорбировать белки микроокружения 
(например, циркулирующие белки крови)  [18, 27, 
60, 61]. Кальций и фосфор взаимодействуют друг 
с другом в присутствии минерального шаперона 
фетуина-А и других кислых белков сыворотки, 
что приводит к образованию аморфного фосфата 
кальция (КПМ или первичных КПЧ) или карбо-
нат-гидроксиапатита (вторичных КПЧ) [22, 62–64]. 
Высокие концентрации фосфора ингибируют про-
дукцию оксида азота, что ухудшает вазодилата-
цию  [65–67], индуцирует апоптоз ЭК  [65,  67] и 
дозозависимо способствует системному воспале-
нию за счёт запуска окислительного стресса и 
стимуляции экспрессии провоспалительных ци-
токинов  [68]. Высокое содержание фосфатов счи-
тается независимым фактором дисфункции эндо-
телия и хронического стерильного воспаления  
низкой интенсивности  [69–71].
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Таблица 3. Специфические и общие цитокины с повышенным содержанием в культуральной среде (ЭК 
или моноциты) или сыворотке крыс после инкубации со свободными ионами Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А (10  мкг 
кальция на 1 мл среды или крови) в течение 24 ч (для клеток) или 1 ч (для крыс) по сравнению с контролем 
(ФСБД)

Индуктор 
кальциевого стресса

In  vitro 
(бессывороточная 

культуральная среда 
от  HCAEC и HITAEС)

In  vitro 
(бессывороточная 

культуральная среда 
от  моноцитов)

In  vivo  
(сыворотка крови  крыс)

Свободные ионы Ca2+ 
(вводимые с CaCl2)

CXCL1/GROα,  
CD147/басигин,  
ST2, PDGF-AA,  
MIP-3α/CCL20

NGAL, CHI3L1, MMP-9
пролактин, GM-CSF, 
гепассоцин, CNTF, MMP-3, 
фракталкин, FGF-21, CXCL7, 
фибулин-3, Cyr61/CCN, GDF-15

КПМ-A
MCP-1/CCL2, CXCL1/GROα,  
MIF, uPAR,  
CD147/басигин, ST2

MMP-9, NGAL, CHI3L1

MCP-1/CCL2, MMP-9, пролактин, 
GM-CSF, RAGE/AGER, 
гепассоцин, фетуин-A, CNTF, 
MMP-3, HGF, фракталкин, 
FGF-21, CXCL7, фибулин-3, 
Cyr61/CCN, CCL11/эотаксин, 
CCL17/TARC, галектин-1, 
галектин-3, GDF-15

КПЧ-A

серпин E1/PAI-1, 
uPAR, CXCL1/GROα, 
MIP-3α/CCL20, MCP-1/CCL2, 
CD105/эндоглин, IL-8, 
MIF, CD147/басигин, ST2, 
RANTES/CCL5

серпин E1/PAI-1, 
uPAR, CXCL1/GROα, 
MIP-3α/CCL20, MMP-9, 
CXCL5/ENA-78, 
адипонектин, 
NGAL, IL-6, CHI3L1, 
аполипопротеин A-I

серпин E1/PAI-1, MCP-1/CCL2, 
MMP-9, пролактин, GM-CSF, 
RAGE/AGER, гепассоцин, 
фетуин-A, CNTF, MMP-3, 
фракталкин, FGF-21, 
фибулин-3, CCL17/TARC, 
галектин-3, GDF-15, 
Pref-1/DLK1/FA1

КПМ-A: повышение 
экспрессии в ЭК 
и  в  крысах

MCP-1/CCL2

КПМ-A: повышение 
экспрессии 
в  моноцитах 
и  в  крысах

MMP-9

КПЧ-A: повышение 
экспрессии в  ЭК 
и  в  моноцитах

uPAR, CXCL1/GROα, MIP-3α/CCL20

КПЧ-A: повышение 
экспрессии в  ЭК 
и  в  крысах

MCP-1/CCL2

КПЧ-A: повышение 
экспрессии 
в  моноцитах 
и  в  крысах

MMP-9

КПЧ-A: повышение 
экспрессии в  ЭК, 
моноцитах и  крысах

серпин E1/PAI-1

Хотя было показано, что исчерпание способ-
ности сыворотки связывать Ca2+ приводит к осаж-
дению КПЧ и что минеральный стресс влияет на 
развитие дисфункции эндотелия и системного 
воспаления, остаётся неясным, обусловлены ли 
последствия кальциевого стресса исключитель-
но количеством кальция или также формой его 
доставки (свободные ионы Ca2+, КПМ и КПЧ). Как 
правило, КПМ и КПЧ синтезируются искусственно 

путём смешивания избыточных ионов кальция и 
фосфора с белками в буферном растворе. Ответ на 
вышеуказанный вопрос может быть получен при 
использовании целостного подхода (добавление 
сыворотки как источника белка) или редукцио-
нистского подхода (добавление какого-либо из 
основных белков сыворотки, например, альбу-
мина или фетуина-А, в качестве источника бел-
ка). Целостный подход воспроизводит сценарий, 
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Рис. 10. Профилирование цитокинов в сыворотке крыс после внутривенного введения ФСБД (контроль), сво-
бодными ионами Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А (10 мкг кальция на 1 мл крови) в течение 1 ч. Верхняя панель (крас-
ная рамка): зелёный цвет  – пролактин; тёмно-зелёный  – GM-CSF; чёрный цвет  – RAGE/AGER; голубой цвет  – 
гепассоцин/FGL-1; фиолетовый цвет  – фетуин-А; тёмно-синий цвет  – CNTF; золотой цвет  – MMP-3; розовый 
цвет  – HGF; коричневый цвет  – CX3CL1/фракталкин; красный цвет  – MCP-1/CCL2; лазурный цвет  – MMP-9. 
Нижняя панель (синяя рамка): зелёный цвет – FGF-21; тёмно-зелёный цвет – CXCL7; чёрный цвет – фибулин-3; 
голубой цвет  – Cyr61/CCN1; фиолетовый цвет  – CCL11/эотаксин; тёмно-синий цвет  – серпин E1/PAI-1; золо-
той цвет  – CCL17/TARC; розовый цвет  – галектин-1; коричневый цвет  – галектин-3; красный цвет  – GDF-15;  
лазурный цвет – Pref-1/DLK1/FA1. Короткие, средние и длинные стрелки указывают на кратность изменения 
в 1,20–1,49, 1,50–1,99 и ≥  2,00  раз соответственно по сравнению с группой ФСБД. Количество гиперэкспрес
сированных цитокинов при воздействии Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А указано внизу рисунка

происходящий в сыворотке человека, тогда как 
редукционистский подход позволяет проанали-
зировать способность каждого белка сыворотки 
связывать минералы и исключить возможные 
отрицательные эффекты других компонентов 
сыворотки. Для более точного моделирования 
минерального стресса в данном исследовании 
был применён редукционистский подход для 
одновременного синтеза КПМ и КПЧ. В качестве 
источника белка для КПМ-А и КПЧ-А был выбран 
БСА, поскольку: (i)  нижний квартиль содержания 
альбумина в сыворотке связан с повышенным 
риском развития сердечно-сосудистых заболева-
ний и коррелирует с повышенной склонностью 
сыворотки крови к преципитации КПЧ  [11]; 
(ii)  концентрация альбумина в сыворотке крови 
положительно коррелирует с концентрацией КПЧ 
(измеренной с помощью меченого бисфосфоната) 
и общим содержанием кальция  [11]; (iii)  альбу-
мин является одним из двух основных скевендже-

ров ионизированного кальция наряду с фетуи-
ном-А  [7]; (iv)  альбумин удобен в использовании, 
так как его выраженный жёлтый цвет облегчает 
визуальный контроль качества при проведении 
эксперимента. Кроме БСА, для синтеза КПМ-Ф и 
КПЧ-Ф также использовался БСФ, поскольку имен-
но фетуин-А является основным минеральным 
шапероном, поддерживающим образование КПМ 
и КПЧ в организме человека  [1–4].

При смешивании физиологических концен-
траций БСА с супрафизиологическими концентра-
циями кальция и фосфата соотношение (%) между 
ионизированным, связанным с белками (КПМ) 
и связанным с фосфатом (КПЧ) кальцием соста-
вило 50  :  20  :  30 соответственно. Это подтвердило 
физиологическую значимость разработанной мо-
дели минерального стресса (так как соотношение 
ионизированного и связанного кальция состави-
ло 1  :  1) и продемонстрировало, что циркулирую-
щие минеральные депо  – КПМ и КПЧ  – способны 
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сохранять свою функцию связывания кальция на 
физиологическом уровне даже при выраженном 
минеральном стрессе. В условиях минерального 
стресса количество кальция в КПЧ превышало 
таковое в КПМ, что подчёркивает основную роль 
КПЧ как скевенджеров минералов, регулирую-
щих уровень ионизированного кальция в крови 
человека. Эти результаты согласуются с ранее 
опубликованными данными о соотношении 
кальция в КПЧ и КПМ (1  :  1)  [18,  72]. Они пред-
полагают, что КПЧ являются конечным буфером, 
который агрегирует избыточные ионы кальция 
и фосфора, предотвращая перенасыщение крови 
ионизированным кальцием при исчерпании дру-
гих минеральных буферов. Относительно низкая 
доля альбумина, связанного с КПЧ (~15%) даже 
при супрафизиологических условиях минераль-
ного стресса, указывает на то, что формирование 
КПЧ, вероятно, не влияет на функции альбумина 
в живом организме.

Для сравнения эффектов различных форм 
доставки кальция (CaCl2 как донор ионов Ca2+, 
КПМ-А/КПМ-Ф и КПЧ-А/КПЧ-Ф) были выбраны ЭК 
и моноциты, поскольку они являются первыми 
клеточными популяциями, взаимодействующими 
с КПЧ в организме человека. В данном исследо-
вании мы определили и использовали физио-
логическую дозу кальция (10  мкг/мл), поскольку 
данный параметр в организме строго регулиру-
ется для предотвращения аритмии и внескелет-
ной кальцификации  [73–75]. Эта доза вызывала 
10%-ное увеличение концентрации ионизирован-
ного кальция, что соответствовало межквартиль-
ному интервалу ионизированного кальция крови 
в популяции (от 0,10 до 0,14  ммоль/л, т.е. от 4,0 
до 5,6  мкг/мл)  [11]. Интернализация КПЧ является 
обязательным предварительным условием их па-
тологического воздействия  [8–19]. Было показано, 
что КПМ интернализуются ЭК в условиях потока 
аналогично КПЧ  [10,  13]. В соответствии с наши-
ми предыдущими данными  [9–15], инкубация 
артериальных ЭК с КПЧ-А усиливала экспрессию 
генов, кодирующих провоспалительные молеку-
лы клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1 и SELE) и 
провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2  
и CXCL1). Инкубация артериальных ЭК с КПЧ-Ф 
стимулировала экспрессию генов VCAM1, ICAM1, 
SELE, SELP, IL6, MIF и CXCL1. Подобное репро-
граммирование характерно для дисфункциональ
ных  ЭК  [55,  76,  77] и указывает на развитие хро- 
нического стерильного воспаления низкой интен-
сивности  [56–59] и ассоциированного со старени-
ем секреторного фенотипа  [78–80].

Инкубация ЭК и моноцитов с КПЧ-А или КПЧ-Ф  
(10  мкг кальция на 1  мл культуральной среды) 
усиливала выделение провоспалительных цито-
кинов. Среди молекул, повышенная экспрессия 

которых наблюдалась в артериальных ЭК и мо-
ноцитах после воздействия КПЧ-А, были цито-
кины и хемокины (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, CXCL1/
GROα, MIP-3α/CCL20), а также про- и антитромбо-
тические молекулы (PAI-1 и uPAR). Из них uPAR, 
MIP-3α/CCL20 и PAI-1 увеличивались в HCAEC, 
HITAEC и моноцитах. В обобщение результатов 
экспериментов in  vitro, воздействие КПЧ вызыва-
ло провоспалительный ответ, характеризующий-
ся активацией выделения цитокинов и соответ-
ствующими изменениями экспрессии генов. Хотя 
Ca2+, КПМ-А и КПМ-Ф также стимулировали выра-
ботку нескольких цитокинов ЭК, данный ответ 
был менее выраженным, что свидетельствовало 
об ограниченных патогенных эффектах этих форм 
кальция.

Профилирование цитокинов с помощью ИФА  
выявило статистически значимое увеличение про-
дукции IL-6, IL-8 и MCP-1/CCL2 в HCAEC и HITAEC 
после их инкубации с КПЧ-А. Тем не менее 
дот-блот-профилирование показало увеличение 
содержания IL-8 и MCP-1/CCL2 исключительно в 
HCAEC; IL-6 не был обнаружен в культуральной 
среде даже после её трёхкратной концентрации. 
Наиболее вероятной причиной этого несоответ-
ствия является ограниченная чувствительность 
полуколичественного хемилюминесцентного 
дот-блоттинга, так как уровни IL-6 не превыша-
ли 175  пг/мл (по сравнению с 250–500  пг/мл для 
IL-8 и 2500–6000  пг/мл для MCP-1/CCL2). Это пред-
положение частично подтверждается нашими 
предыдущими данными  [13], согласно которым 
концентрация IL-6 после 24-часового культиви-
рования ЭК, инкубированных с КПЧ, достигала 
300–450  пг/мл и могла быть обнаружена с помо-
щью дот-блоттинга.

Предыдущие исследования последовательно 
демонстрировали цитотоксические и провоспа-
лительные эффекты КПЧ, преимущественно опо-
средованные инфламмасомой NLRP3. Эти эффек-
ты обусловлены кальциевым и осмотическим 
стрессом, который возникает в результате резкого 
увеличения концентрации Ca2+ в цитозоле по-
сле  растворения кальция в лизосомах  [11,  81,  82]. 
Бафиломицин  А1, специфический ингибитор ва-
куолярной H+-ATPазы (V-ATPазы), предотвращал 
лизосомально-опосредованную гибель ЭК  [11] и 
сосудистых гладкомышечных клеток [81], вызван-
ную КПЧ, путём предотвращения ацидификации 
лизосом и растворения КПЧ. Аналогичные цито-
протекторные эффекты наблюдались при исполь-
зовании ингибиторов кальций-чувствительного 
рецептора, NLRP3 или каспазы-1 в условиях 
кальциевого стресса  [82]. Фармакологическое ин- 
гибирование ключевой лизосомальной про-
теазы катепсина  B также уменьшало выделение 
IL-1β макрофагами при воздействии КПЧ  [25,  82].  
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Протеомное профилирование выявило увеличе-
ние экспрессии белков, связанных с лизосомами 
(особенно белков лизосомальной мембраны) в 
артериальных ЭК  [13]. Молекулярные процессы, 
связанные с лизосомальным растворением каль-
ция (ацидификация вакуолей, регуляция pH, регу-
ляция протеолиза, увеличение концентрации Ca2+ 
в цитозоле и проницаемость наружной мембраны 
митохондрий), также были усилены в HCAEC и 
HITAEC, инкубированных с КПЧ  [13]. Протеомное 
профилирование позволило предположить, что 
лизосомальный ответ на интернализацию КПЧ 
включает использование уже существующего бел-
кового аппарата, а не регуляцию на транскрип-
ционном, посттранскрипционном и трансляцион-
ном уровнях  [15]. Хотя некоторые исследования 
сообщали об алкализации лизосом и снижении 
активности гидролаз при растворении КПЧ из-за 
избытка  Ca2+  [26,  28], в данном исследовании 
КПЧ-А и КПЧ-Ф были обнаружены в лизосомах 
ЭК с использованием стандартного pH-сенсора  
(LysoTracker Red). Обобщённые данные о лизо-
сомоспецифическом распределении и цитоток-
сических и проапоптотических эффектах КПЧ-А 
и  КПЧ-Ф позволяют предположить, что их пато-
генный профиль схож с таковым у КПЧ, выделен-
ных из атеросклеротических бляшек и сыворот-
ки [8], а также с КПЧ-П и КПЧ-С (кристаллические 
вторичные КПЧ)  [9–13, 15].

Внутривенное введение Ca2+, КПМ-А или 
КПЧ-А крысам линии Wistar, не имеющим дру-
гих факторов сердечно-сосудистого риска, также 
вызывало системный воспалительный ответ, 
преимущественно опосредованный хемокина-
ми (MCP-1/CCL2, CX3CL1, CXCL7, CCL11 и CCL17), 
гепатокинами (гепассоцин, фетуин-А, FGF-21 и 
GDF-15), протеазами (MMP-2 и MMP-3) и ингиби-
торами протеаз (PAI-1). Наши данные in  vitro и 
in  vivo подтверждают выраженный провоспали-
тельный эффект КПЧ. Для данного исследования 
на основании результатов предыдущих работ был 
выбран 1-часовой временной интервал  [13], учи-
тывая быстрое выведение избытка кальция из 
крови через его связывание кислыми белками 
сыворотки, удаление КПМ почками и переработ-
ку КПЧ в печени [5]. Концентрация ионизирован-
ного кальция является одним из наиболее строго 
регулируемых биохимических параметров крови 
человека (аналогичным pH); стабильная гипер-
кальциемия встречается относительно редко, а 
даже кратковременная гиперкальциемия может 
привести к аритмии  [83–86]. Модель транзитор-
ной гиперкальциемии, состояния, которое часто 
встречается у пациентов с гиперпаратиреозом 
или избыточным приёмом витамина  D, является 
весьма актуальной [83–86]. Патологические эффек-
ты кальциевого стресса, наблюдаемые через  1  ч  

после внутривенного введения CaCl2, КПМ или 
КПЧ крысам линии Wistar, были связаны с хро-
ническим стерильным воспалением низкой ин-
тенсивности, определяемым как умеренное уве-
личение уровней цитокинов в кровотоке. Таким 
образом, кальциевый стресс способен приводить 
к провоспалительному состоянию, которое само 
по себе может поддерживать активацию эндоте-
лия. Если такое состояние остаётся неконтроли-
руемым (например, у пожилых пациентов с более 
чем одним сопутствующим заболеванием, таким 
как диабет или хроническая болезнь почек), та-
кие временные повышения провоспалительных 
цитокинов могут способствовать синдрому стар-
ческой астении, при котором биологический воз-
раст превышает хронологический  [56–59].

Наши результаты согласуются с данными, 
полученными группой W.  Jahnen-Dechent, которые 
показали отсутствие токсичности или провоспа-
лительных эффектов у КПМ после их интерна-
лизации синусоидальными ЭК печени и эпите-
лиальными клетками проксимальных канальцев, 
в отличие от КПЧ, которые проявляли значи-
тельные цитотоксические эффекты и вызывали 
быструю активацию инфламмасомы NLRP3 уже 
через 2  ч после добавления КПЧ  [18]. Объединён-
ный анализ результатов in vitro и in vivo показал, 
что PAI-1 был единственной молекулой, уровень 
которой стабильно повышался в ЭК, моноцитах 
и сыворотке крыс после инкубации с КПЧ-А.  
Причины такого устойчивого повышения уровня 
PAI-1 могут включать его относительно высокую 
экспрессию (что позволяет фиксировать увели-
чение его выделения методом дот-блоттинга) 
и кальций-зависимую регуляцию. Другие цито-
кины, концентрация которых была повышена в 
культуральной среде от клеток, инкубированных 
с КПЧ-А/КПЧ-Ф, или в сыворотке крыс, которым 
внутривенно вводили КПЧ-А/КПЧ-Ф (uPAR, CXCL1/
GROα, MIP-3α/CCL20, MCP-1/CCL2 и MMP-9), демон-
стрировали менее стабильную экспрессию в 
разных экспериментальных моделях. Например, 
uPAR и CXCL1/GROα характеризовались умерен-
ным сигналом в культуральной среде от ЭК и 
моноцитов, тогда как MIP-3α/CCL20 и MMP-9 были 
высокоэкспрессированы в культуральной среде от 
моноцитов, но не ЭК. Подобно PAI-1, MCP-1/CCL2 
показывал относительно высокую экспрессию 
во всех моделях, но не был повышен в культу-
ральной среде от моноцитов. PAI-1 продуцирует-
ся  [87,  88] и его активность поддерживается  [89] 
кальций-зависимым образом, что предполагает 
наличие механизма, обеспечивающего актива-
цию его выделения после инкубации с КПЧ-А или 
КПЧ-Ф. К сожалению, предыдущие исследования 
не изучали продукцию PAI-1 различными клеточ-
ными популяциями после воздействия КПЧ.
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Последующие исследования могут быть сосре-
доточены на изучении эффектов КПМ и КПЧ, учи-
тывая высокое сродство фетуина-А к кальцию и 
уникальную функцию этого белка как минераль-
ного шаперона, регулирующего формирование 
КПЧ, хотя средний уровень фетуина-А в сыво-
ротке (1  г/л) значительно ниже, чем у альбумина 
(34  г/л)  [90–93]. Перспективным направлением яв-
ляется исследование комбинированных эффектов 
Ca2+ и КПМ или КПЧ, поскольку кальций-чувстви-
тельный рецептор способствует интернализации 
КПЧ  [39], что может усиливать их патогенные 
эффекты. Другой задачей является определение 
иерархии способности кислых белков сыворотки 
(например, таких как альбумин, фетуин-А, остео-
нектин, остеопротегерин, остеопонтин, матрикс-
ный Gla-белок, Gla-богатый белок, альфа-1-кислый 
гликопротеин, трансферрин, гаптоглобин, фибри-
ноген, церулоплазмин, альфа-2-макроглобулин, 
иммуноглобулин  А, фибронектин и антитром-
бин  III) связывать минералы. С диагностической 
точки зрения дифференциальное обнаружение 
КПМ и КПЧ может быть выполнено с использо-
ванием проточной цитометрии с флюоресцентно 
меченным бисфосфонатом (например, IVISense 
Osteo 680) и искусственно синтезированных КПМ 
и КПЧ. Измерение концентраций КПМ и КПЧ в 
сыворотке крови здоровых людей и при различ-
ных заболеваниях может помочь лучше понять 
патофизиологическую значимость этих пара
метров.

Полученные результаты позволяют предпо-
ложить, что негативные эффекты кальциевого 
стресса определяются формой доставки кальция, 
а не только его количеством. Это может свиде-
тельствовать о необходимости пересмотра под-
ходов к количественной оценке КПЧ, хотя аль-
тернативные методы (флюоресцентное мечение 
в сочетании с проточной цитометрией, турбиди-
метрия, нефелометрия, динамическое рассеяние 
света и сканирующая электронная микроскопия) 
менее стандартизированы, и их применение для 
количественной оценки КПЧ in  vitro является 
предметом широкого обсуждения. Динамическое 
рассеяние света и сканирующая электронная мик-
роскопия занимают достаточно много времени, в 
то время как результаты турбидиметрии зависят 
от распределения размеров частиц. Последующие 
исследования в этом направлении, вероятно, бу-
дут сфокусированы на разработке новых методов 
количественной оценки КПЧ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы установили, что физиологическое уве
личение концентрации Ca2+ (на 10%, что эквива-

лентно межквартильному интервалу в популя- 
ции) достигается добавлением 10  мкг кальция на 
1  мл бессывороточной культуральной среды или 
сыворотки крыс. Инкубация ЭК и моноцитов с 
таким количеством КПЧ-А или КПЧ-Ф иницииро-
вала их провоспалительную активацию, прояв-
лявшуюся в виде транскрипционного репрограм-
мирования и увеличенного выделения цитокинов, 
продуцируемых эндотелием (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, 
uPAR, MIP-3α/CCL20, PAI-1) и моноцитами (IL-6, IL-8, 
MIP-1α/1β, MIP-3α/CCL20, uPAR, PAI-1, CXCL1, CXCL5). 
Добавление свободных ионов Ca2+ и КПМ-А вызы-
вало ограниченные отрицательные эффекты в ЭК 
и моноцитах, хотя КПМ интернализировались ЭК 
в условиях потока аналогично КПЧ. Все формы 
доставки кальция (свободные ионы Ca2+, коллоид-
ные КПМ-А и корпускулярные КПЧ-А) вызывали 
системный воспалительный ответ у крыс линии 
Wistar (Ca2+: 22  цитокина, КПМ-А: 30  цитокинов, 
КПЧ-А: 24  цитокина). PAI-1 был единственной мо-
лекулой, уровень которой стабильно повышался 
и в ЭК, и в моноцитах, и в сыворотке крыс после 
инкубации с КПЧ-А. Повышение выделения хемо-
кинов (CX3CL1, MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11, CCL17) 
и гепатокинов (гепассоцин, фетуин-А, FGF-21, 
GDF-15) после воздействия КПЧ свидетельствует 
об их роли в развитии хронического стерильного 
воспаления низкой интенсивности.

Дополнительные материалы. Приложение 
к статье опубликовано на сайте журнала «Био-
химия» (https://biochemistrymoscow.com).

Вклад авторов. Д.Ш. и A.K. разработали ди-
зайн исследования и осуществили валидацию 
данных; Д.Ш., Виктория М., Ю.М., М.С., А.С, Вера 
М., Е.Т., А.Л. и А.С. разработали методологию иссле-
дования, провели эксперименты и проанализи-
ровали данные; А.К. провёл анализ и валидацию 
данных, получил финансирование, осуществлял 
общее руководство проектом, подготовил рисун-
ки, написал и отредактировал текст статьи. Все 
авторы ознакомлены и согласны с опубликован-
ной версией статьи.

Финансирование. Исследование выполнено 
при поддержке гранта Российского научного фон-
да №  22-15-00107 «Патологические последствия и 
молекулярные механизмы воздействия кальций-
фосфатных бионов (кальципротеиновых частиц) 
на форменные элементы крови», https://rscf.ru/
project/22-15-00107/.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Все протоко-
лы экспериментов на животных были одобрены 
Локальным этическим комитетом Научно-иссле-
довательского института комплексных проблем 
сердечно-сосудистых заболеваний (код протокола: 



КАЛЬЦИПРОТЕИНОВЫЕ ЧАСТИЦЫ 167

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

042/2023; дата одобрения: 4 апреля 2023 г.). Все экс-
перименты на животных проводились в соответ-
ствии с Европейской конвенцией о защите позво-

ночных животных (Страсбург, 1986) и Директивой 
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животных, используемых в научных целях.
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PHYSIOLOGICAL CONCENTRATIONS OF CALCIPROTEIN 
PARTICLES TRIGGER ACTIVATION AND PRO-INFLAMMATORY 

RESPONSE IN ENDOTHELIAL CELLS AND MONOCYTES

D. K. Shishkova, V. E. Markova, Y. O. Markova, M. Yu. Sinitsky,  
A. V. Sinitskaya, V. G. Matveeva, E. A. Torgunakova, A. I. Lazebnaya,  

A. D. Stepanov, and A. G. Kutikhin*

Department of Experimental Medicine, Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, 
650002 Kemerovo, Russia; e-mail: kytiag@kemcardio.ru

Supraphysiological concentrations of calciprotein particles (CPPs), which are indispensable scavengers 
of excessive Ca2+ and PO43– ions in blood, induce pro-inflammatory activation of endothelial cells 
(ECs) and monocytes. Here, we determined physiological levels of CPPs (10  μg/mL calcium, corre-
sponding to 10% increase in Ca2+ in the serum or medium) and investigated whether the pathological 
effects of calcium stress depend on the calcium delivery form, such as Ca2+ ions, albumin- or fetu-
in-centric calciprotein monomers (CPM-A/CPM-F), and albumin- or fetuin-centric CPPs (CPP-A/CPP-F).  
The treatment with CPP-A or CPP-F upregulated transcription of pro-inflammatory genes (VCAM1, 
ICAM1, SELE, IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF) and promoted release of pro-inflammatory cytokines 
(IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, and MIP-3α/CCL20) and pro- and anti-thrombotic molecules (PAI-1 and uPAR) 
in human arterial ECs and monocytes, although these results depended on the type of cell and cal-
cium-containing particles. Free Ca2+ ions and CPM-A/CPM-F induced less consistent detrimental ef-
fects. Intravenous administration of CaCl2, CPM-A, or CPP-A to Wistar rats increased production of 
chemokines (CX3CL1, MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11, CCL17), hepatokines (hepassocin, fetuin-A, FGF-21, 
GDF-15), proteases (MMP-2, MMP-3) and protease inhibitors (PAI-1) into the circulation. We concluded 
that molecular consequences of calcium overload are largely determined by the form of its delivery  
and CPPs are efficient inducers of mineral stress at physiological levels.

Keywords: calciprotein particles, calciprotein monomers, calcium ions, calcium stress, mineral stress, 
endothelial cells, monocytes, endothelial dysfunction, endothelial activation, systemic inflammatory 
response


