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Резюме
Перенасыщение крови ионами кальция и 

фосфора ассоциировано с повышенным ри-
ском сердечно-сосудистых событий, однако 
патофизиологические основы данной клини-
ко-эпидемиологической связи остаются неяс-
ными. В ответ на превышение физиологиче-
ских уровней кальция и фосфора в результате 
действия минерального шаперона фетуина-А 
происходит агрегация избыточных мине-
ральных ионов в кальций-фосфатные бионы 
(КФБ), которые далее необратимо интернали-
зуются эндотелиальными клетками, вызывая 
пермеабилизацию их лизосомальной мембра-
ны и приводя к неспецифическому провоспа-
лительному ответу и клеточной гибели. В со-
четании данные процессы приводят к форми-
рованию патологического микроокружения, 
потенцирующего развитие дисфункции эндо-
телия, остеохондрогенного фенотипического 
сдвига сосудистых гладкомышечных клеток и 
воспаления адвентиции; данные последствия, 
в свою очередь, вызывают формирование нео- 
интимы и кальцификацию медии. Хотя кор-
реляция между повышенным уровнем КФБ в 
крови и повышенным риском сердечно-сосу-
дистых событий и сердечно-сосудистой смер-
ти впервые была выявлена у пациентов с хро-
нической болезнью почек, последние ис-
следования указывают на ее присутствие и 
у пациентов с артериальной гипертензией и 
ишемической болезнью сердца и без почечной 
дисфункции, предполагая общий и единый па-
тофизиологический механизм. 

В данном обзоре обсуждаются существую-
щие данные о формировании КФБ и их влиянии 
на развитие различных сердечно-сосудистых 
заболеваний, методы, которыми они исследу-
ются, и недостатки моделей, применяемых на 
сегодняшний день для оценки их патофизио-
логических эффектов и механизмов потенци-
рования сердечно-сосудистых патологий. Так-
же обсуждается диагностическая значимость 
измерения уровня КФБ в сыворотке крови и 
терапевтический потенциал различных видов 
специфической терапии для когорт пациентов 
с хронической болезнью почек, ишемической 
болезнью сердца и ишемией головного мозга. 
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EnglishAbstract
Supersaturation of blood with calcium and phos-

phate is associated with higher risk of major adverse 
cardiovascular events; however, pathophysiologi-
cal basis of such association remains unclear. Upon 
an excess of serum calcium and phosphate, miner-
al chaperone fetuin-A aggregates mineral ions into 
calcium phosphate bions (CPB, alternatively termed 
calciprotein particles), which are irreversibly inter-
nalised by endothelial cells causing lysosome mem-
brane permeabilisation, non-specific inflammatory 
response and cell death. Altogether, these processes 
contribute to pathological microenvironment poten-
tiating endothelial dysfunction, osteochondrogenic 
differentiation of vascular smooth muscle cells, and 
adventitial inflammation which in turn culminate in-
to intimal hyperplasia and medial arterial calcifica-
tion. Albeit the correlation between increased CPB 
count in the blood and higher risk of cardiovascular 
events/cardiovascular death has initially been found 
in patients with chronic kidney disease, recent in-
vestigations suggest similar scenario in patients 
with arterial hypertension and coronary artery dis-
ease without renal dysfunction testifying to the gen-
eral pathophysiological mechanism. Here we dis-

cuss the existing data on how CPB do form and how 
they affect the development of cardiovascular dis-
ease. We further consider advantages and shortcom-
ings of the relevant experimental models as well as 
diagnostic significance of measuring CPB in the se-
rum and clinical potential of anti-CPP therapies for 
the patients with chronic kidney disease, coronary 
artery disease, and cerebrovascular disease. 

Keywords: calcium phosphate bions; mineral 
homeostasis; chronic kidney disease; cardiovascu-
lar events; endothelial dysfunction; vascular calci-
fication; atherosclerosis.

Conflict of Interest
None declared.
Funding
This study was supported by the Complex Pro-

gram of Basic Research under the Siberian Branch 
of the Russian Academy of Sciences within the Ba-
sic Research Topic of Research Institute for Com-
plex Issues of Cardiovascular Diseases № 0546-
2019-0002 “Pathogenetic basis for the develop-
ment of cardiovascular implants from biocom-
patible materials using patient-oriented approach, 
mathematical modeling, tissue engineering, and 
genomic predictors”.

For citation: 
Anton G. Kutikhin. Calcium phosphate bions: towards a pathogenetic concept. Fundamental and clinical medicine. 2020; 5(1): https://doi.
org/10.23946/2500-0764-2020-5-1-78-93

Природа и биологический 
смысл кальций-фосфатных 
бионов

Из клинических исследований достаточ-
но давно известно, что повышенный уровень 
ионов кальция и фосфора в крови ассоцииро-
ван с атеросклерозом и его клиническими про-
явлениями (ишемической болезнью сердца, 
острым нарушением мозгового кровообраще-
ния по ишемическому типу и заболеваниями 

периферических артерий) [1, 2, 3]. Кроме то-
го, сниженный уровень ингибиторов эктопиче-
ской кальцификации фетуина-А и альбумина в 
крови также ассоциирован с повышенным ри-
ском развития ишемической болезни сердца [4, 
5]. В то же время свободные ионы кальция и 
фосфора могут приводить к прямой кальцифи-
кации средней оболочки сосудов (медии), одна-
ко не вызывают собственно атеросклероза [6, 7] 
– хронического воспалительного процесса, ха-
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рактеризующегося формированием гетероген-
ных бляшек из клеток, внеклеточного матрик-
са и липидов во внутренней оболочке артерий 
[8, 9]. При критическом сужении артериального 
просвета или разрыве бляшки с последующим 
тромбозом происходит критическое падение 
уровня необходимого кровотока, что приводит 
к острому несоответствию объема поступаю-
щего в ткани кислорода необходимому для под-
держания их жизнеспособности объему [8, 9]. 
Клинически это проявляется инфарктом мио- 
карда (при нарушении сердечного кровотока), 
острым нарушением мозгового кровообраще-
ния по ишемическому типу (при нарушении це-
ребрального кровотока) и заболеваниями пери-
ферических артерий [8, 9]. 

Ингибирование кальцификации медии в кро-
ви осуществляется за счет функционирования 
ряда белков, при этом три различных меха-
низма связывания кальция представлены аль-
бумином, остеонектином и фетуином-А [10]. 
Альбумин связывает ионизированный каль-
ций посредством множественных отрицатель-
но заряженных аминокислот на своей поверх-
ности, а остеонектин – при помощи EF-руки, 
специфического белкового домена [10]. Связы-
вание кальция фетуином-А обусловлено отри-
цательными зарядами β-слоя домена D1, кото-
рые занимают места фосфатных групп в кри-
сталлах гидроксиапатита [10]. Таким образом, 
альбумин и остеонектин связывают свободный 
кальций с низкой и высокой аффинностью со-
ответственно, а фетуин-А отвечает за высоко-
аффинное связывание фосфата кальция [10]. 
Кроме альбумина, остеонектина и фетуина-А 
в систему эндогенных ингибиторов внескелет-
ной кальцификации также входят матриксный 
Gla-белок и Gla-богатый белок, относящиеся к 
семейству витамин K-зависимых белков и со-
держащих 5 и 15 групп γ-карбоксилированного 
глутамата (Gla) соответственно [11–13]. Обра-
зуемые в результате витамин K-зависимой по-
сттрансляционной модификации (γ-карбокси-
лирования) Gla-группы позволяют этим белкам 
связывать как ионизированный кальций, так и 
кальций в составе различных химических сое-
динений [14–17]. Другой ингибитор эктопиче-
ской кальцификации – трансмембранный бе-
лок Klotho является корецептором для фактора 
роста фибробластов-23, снижая реадсорбцию 
фосфатов в проксимальных канальцах почек 
и синтез кальцитриола (1,25-дигидроксиви-
тамина D) [18]. В свою очередь остеопротеге-

рин является нейтрализующим рецептором для 
RANK-лиганда [19] и за счет этого препятству-
ет остеокластной дифференцировке и дезинте-
грации костного материала остеокластами, пре-
дотвращая развитие остеопенического синдрома 
[20, 21]. Несмотря на то, что механизм антикаль-
цифицирующего действия остеопонтина неясен, 
его роль в поддержании минерального гомеоста-
за также считается доказанной [22, 23].

Помимо указанных белков к эндогенным ин-
гибиторам эктопической минерализации отно-
сят неорганический пирофосфат, образующий-
ся при гидролизе АТФ эктонуклеотидпирофос-
фатазами/фосфодиэстеразами, состоящий из 
связанных гидролизуемым эфиром двух фос-
фатных групп и препятствующий нуклеации 
аморфного фосфата кальция, его кристаллиза-
ции до гидроксиапатита, а также ингибирую-
щий рост кристаллов гидроксиапатита путем 
связывания с его поверхностью [13]. 

В свою очередь, связывание фосфата каль-
ция основным ингибитором внескелетной ми-
нерализации фетуином-А также осуществляет-
ся по двум различным механизмам [26]. Пер-
вым из них является стабилизация мономера-
ми фетуина-А субнаноразмерных кластеров 
фосфата кальция [26]. Несмотря на теоретиче-
скую возможность их физико-химической ха-
рактеризации методами высокоразрешающей 
электронной микроскопии и элементного ана-
лиза, на данный момент изучение роли таких 
кластеров в нормальной и патологической фи-
зиологии представляется технически затруд-
нительным вследствие их чрезвычайно малой 
размерности, не позволяющей проводить био-
логические эксперименты на должном уровне. 
Вторым механизмом связывания фетуином-А 
фосфата кальция является формирование каль-
ций-фосфатных бионов (КФБ) – кристалличе-
ских частиц гидроксиапатита и карбонат-ги-
дроксиапатита 80-500 нм в диаметре, имеющих 
губчатую структуру и включающих в себя еще 
ряд белков сыворотки крови [10, 24-30]. Таким 
образом, при избытке ионов кальция и фосфо-
ра или нарушении их выведения КФБ способны 
накапливаться в крови человека [29, 30]. В це-
лом семейство бионов представляет собой ми-
нерало-органические частицы, формирующие-
ся в биологических жидкостях при их перена-
сыщении определенными катионами и аниона-
ми [29, 30].

В экспериментах нашей группы [30] было 
показано, что при добавлении в культураль-
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ную среду КФБ не происходит кальцифика-
ции используемого для изготовления биопро-
тезов бычьего и свиного перикарда независи-
мо от способа его химической обработки, в то 
время как обогащенная солями кальция и фос-
фора среда приводит к формированию массив-
ных минеральных отложений. Кроме того, вну-
тривенное введение КФБ не вызывало гипер-
трофии интимы брюшной аорты крыс [30], что 
также косвенно демонстрирует их неспособ-
ность индуцировать формирование очагов эк-
топической (в частности, сосудистой) кальци-
фикации. Данные результаты подтвердили ги-
потезу о том, что формируемые эндогенно при 
перенасыщении крови ионами кальция и фос-
фора КФБ являются механизмом защиты от 
прямой эктопической кальцификации тканей, 
в том числе препятствуя патологической мине-
рализации элементов системы кровообращения 
[29, 30].

Клиническое значение КФБ
Вместе с тем было выявлено, что КФБ вы-

деляются из приблизительно 75% атероскле-
ротических бляшек крупных артерий человека, 
оказывают прямое цитотоксическое действие 
на эндотелиальные клетки in vitro, стимулиру-
ют выделение ими провоспалительных цито-
кинов интерлейкина-6 и интерлейкина-8, а при 
предварительном повреждении интимы брюш-
ной аорты крыс баллоном вызывают ее гипер-
трофию, являющуюся характерным признаком 
атеросклероза [30]. Таким образом, защищая 
организм от «большего зла» – быстрой и мас-
сивной кальцификации сосудов [31, 32], КФБ 
тем не менее потенциально могут являться од-
ним из триггеров атеросклероза.

Поскольку атеросклероз продолжает оста-
ваться ведущей причиной смерти как в раз-
витых, так и в развивающихся странах [33], а 
повреждение внутренней выстилки артерий 
(эндотелия) является обязательным условием 
для его развития [34, 35], изучение триггеров 
дисфункции и повреждения эндотелия име-
ет достаточно большую актуальность. Вместе 
с тем при повреждении стенки сосуда со сто-
роны просвета различными агентами первич-
ный клеточный ответ поступает в том числе со 
стороны адвентиции [36]. В результате воздей-
ствия различных провоспалительных молекул 
[37], поступающих из системного кровотока 
посредством парацеллюлярного транспорта к 
vasa vasorum и лимфатическим сосудам адвен-

тиции [37, 38], осуществляется активация ад-
вентициальных фибробластов с формировани-
ем синтетически активных миофибробластов, 
пролиферация миофибробластов и их мигра-
ция из адвентиции в сторону просвета сосуда 
[39, 40], а также увеличивается количество ма-
крофагов, лимфоцитов [41, 42] и vasa vasorum 
(система сосудов, ответственная за кровоснаб-
жение стенки основного сосуда) [43], что в ко-
нечном счете ведет к образованию неоинтимы. 
Также стоит отметить, что большое скопление 
лимфоцитов в адвентиции при воспалении вы-
зывает образование лимфоидных фолликулов 
[36]. Увеличение количества vasa vasorum вле-
чет за собой повышенную секрецию эндотели-
альными клетками провоспалительных цито-
кинов и молекул клеточной адгезии, способ-
ствующих прикреплению моноцитов к эндоте-
лию и их миграции в интиму с последующей 
дифференцировкой в макрофаги и образовани-
ем пенистых клеток [36]. Все вышеуказанное 
позволяет предположить, что воздействие КФБ 
также может вызывать определенный патоло-
гический ответ не только со стороны просвета 
сосуда, но и в адвентиции.

Ранее сферические наночастицы гидроксиа-
патита были идентифицированы в коронарных 
артериях и аорте пациентов с атеросклерозом 
[44], а также в аорте и подвздошных артериях 
больных с уремией, являющейся фактором ри-
ска развития атеросклероза [45, 46]. Клиниче-
ская значимость феномена образования КФБ в 
крови также обусловлена повышенной склон-
ностью сыворотки крови пациентов с терми-
нальной хронической почечной недостаточно-
стью и больных артериальной гипертензией к 
формированию КФБ в сравнении с сывороткой 
условно здоровых доноров крови [47]. Кроме 
того, повышенная склонность сыворотки кро-
ви к формированию КФБ ассоциирована с не-
благоприятным прогнозом у пациентов с хро-
нической болезнью почек 3 и 4 стадий [48], а 
также у больных терминальной хронической 
почечной недостаточностью [49], включая пе-
ренесших трансплантацию почки [50–52]. При 
этом пациенты с увеличенной склонностью сы-
воротки крови к формированию КФБ характе-
ризуются повышенным риском смерти как от 
всех, так и отдельно от сердечно-сосудистых 
причин [50–52], а также повышенным риском 
развития инфаркта миокарда и заболеваний пе-
риферических артерий [49]. Последние иссле-
дования также демонстрируют, что повышен-

ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ



FUNDAMENTAL 
AND CLINICAL MEDICINE

82

VOL. 5, № 1, 2020®

ная склонность сыворотки к формированию 
КФБ ассоциирована с более выраженным коро-
нарным кальцинозом и более высоким риском 
прогрессирования этого патологического про-
цесса у пациентов с хронической почечной не-
достаточностью на различных стадиях, исклю-
чая начальную и терминальную [53]. Это кос-
венно подтверждается данными о том, что вы-
сокое содержание КФБ в системном кровотоке 
может служить суррогатным маркером коро-
нарного атеросклероза, коррелируя как с объе-
мом бляшки в целом, так и с объемом ее липид-
ного компонента, а также превалируя у пациен-
тов с острым коронарным синдромом в сравне-
нии с субъектами со стабильной стенокардией 
[54]. 

Кроме того, в последних исследованиях уда-
лось успешно детектировать КФБ в сыворотке 
крови пациентов с терминальной хронической 
почечной недостаточностью [55] и преддиа-
лизной ее стадией [56, 57] при помощи проточ-
ной цитометрии с использованием специфич-
ных к фосфату кальция и клеточным мембра-
нам флюоресцентных маркеров [55, 56] и ди-
намического рассеяния света [57]. Проточная 
цитометрия при помощи аналогичного окра-
шивания также позволила детектировать КФБ в 
перитонеальном диализате пациентов с терми-
нальной хронической почечной недостаточно-
стью [58]. Электронная и атомно-силовая ми-
кроскопия являются альтернативным методом 
детекции КФБ в осадке после центрифугирова-
ния сыворотки пациентов с терминальной хро-
нической почечной недостаточностью [57, 59–
61], однако данные методы в силу трудоемко-
сти и относительной малодоступности едва ли 
могут быть применены в клинической практи-
ке. 

Идентификация КФБ как биомаркера и тем 
более – как пускового фактора дисфункции и 
повреждения эндотелия требует предложения 
способов их элиминации из системного кро-
вотока после выполнения ими своей защитной 
функции – нейтрализации избыточных ионов 
кальция и фосфора. В этом отношении интерес-
ны результаты рандомизированного клиниче-
ского испытания TACT (Trial to Assess Chelation 
Therapy), которое включило 1708 пациентов (50 
лет и старше) с инфарктом миокарда в анамне-
зе, получавших (839 больных) или не получав-
ших (869 больных) в течение 30 недель 40 вну-
тривенных инфузий объемом 500 мл, включав-
ших 3 г динатриевой соли этилендиаминтетра-

уксусной кислоты (1,5 г/л) как хелатирующего 
агента в сочетании с витаминной и электролит-
ной смесью. У получавших указанную терапию 
пациентов в 1,22 раза реже регистрировалась 
первичная комбинированная конечная точка (в 
которую входили летальный исход независи-
мо от причины, повторный инфаркт миокарда, 
острое нарушение мозгового кровообращения, 
коронарная реваскуляризация или госпитализа-
ция по поводу стенокардии) [62]. Данный эф-
фект был особенно выражен на когорте пациен-
тов с сахарным диабетом, первичная комбини-
рованная конечная точка у которых отмечалась 
в 1,69 раза реже [63], и на субкогорте пациентов 
с сахарным диабетом и заболеваниями перифе-
рических артерий, являющихся клиническим 
проявлением мультифокального атеросклероза, 
у которых снижение частоты первичной комби-
нированной конечной точки достигло 1,92 раза 
[65]. Эти результаты приобретают особый ин-
терес в свете того, что пик формирования КФБ 
в крови приходится на первые 2 часа после 
приема пищи; таким образом, существует ассо-
циативная связь между постпрандиальной гли-
кемией и образованием КФБ [64]. Положитель-
ным эффектом протестированного в исследова-
нии TACT режима терапии также является его 
безопасность [66]. В то же время низкая биодо-
ступность динатриевой соли этилендиаминте-
трауксусной кислоты при пероральном употре-
блении (около 5%) [67] существенно ограни-
чивает ее клиническое применение, а внутри-
венный путь введения лекарственных средств в 
регулярной терапевтической практике в настоя-
щее время считается сопряженным с достаточ-
но высоким риском осложнений.

Таким образом, как с позиции частной па-
тологической физиологии и фундаментальной 
кардиологии, так и с клинической точки зрения 
представляется важным подробное изучение ме-
ханизмов патогенного, а в особенности – эндо-
телиотоксического действия КФБ, поскольку 
именно эндотелиальные клетки непосредствен-
но контактируют с находящимися в системном 
кровотоке минерало-органическими частицами. 

Физико-химические 
свойства КФБ и их связь с их 
патогенными эффектами

Проведенные ранее эксперименты позволи-
ли предположить, что при умеренном перена-
сыщении крови ионами кальция и фосфора мо-
гут образовываться КФБ сферической формы, а 
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при тяжелом перенасыщении – КФБ игольчатой 
формы [68, 69]. При этом известно, что фор-
ма наночастиц гидроксиапатита является од-
ним из основных факторов, определяющих их 
токсичность; в частности, наночастицы иголь-
чатой формы значительно токсичнее сфериче-
ских [70–72], причем данная зависимость так-
же характерна и для других типов наночастиц, 
не являясь специфичной для гидроксиапатита 
или форм фосфата кальция в целом [73]. Ток-
сичность кристаллов гидроксиапатита опреде-
ляется в том числе другими физико-химически-
ми параметрами, такими как размерность [69, 
70, 74], степень кристалличности [75], площадь 
поверхности [76], соотношение продольного и 
поперечного диаметров [76], а также наличие 
или отсутствие белковой оболочки [59]. Инте-
ресно, что значение для цитотоксичности КФБ 
имеют даже на первый взгляд незначительные 
различия их формы; так, игольчатые КФБ ток-
сичнее палочковидных [76].

В целом принято считать, что токсичность 
наночастиц является мультифакториальным 
феноменом и определяется их размерностью, 
формой, степенью кристалличности, зарядом 
и площадью поверхности, а также минераль-
ным и органическим составом [77–79]. Надле-
жащая характеризация физических и химиче-
ских свойств бионов требует сочетания совре-
менных методов визуализации и химическо-
го материаловедения, включая электронную и 
атомно-силовую микроскопию, динамическое 
и электрофоретическое рассеяние света, мето-
ды элементного анализа и определения функ-
циональных групп, рентгеновскую дифракто-
метрию, аналитический электрофорез и хро-
мато-масс-спектрометрию [77–79]. Важными 
особенностями физико-химического анализа 
бионов являются необходимость использова-
ния электронной и атомно-силовой микроско-
пии высокого разрешения, а также оценки ор-
ганического профиля, так как бионы характе-
ризуются адсорбцией макромолекул из окружа-
ющей биологической жидкости [80–82]. Кроме 
того, при перенасыщении окружающей среды 
определенными ионами может происходить 
смена входящих в состав бионов функциональ-
ных групп; так, искусственно синтезированные 
кальций-карбонатные и кальций-сульфатные 
бионы могут переходить в КФБ при перенасы-
щении среды фосфат-анионом посредством ре-
акций ионного обмена, а также путем раство-
рения и повторной преципитации, однако реле-

вантность этих экспериментов происходящим 
in vivo биохимическим процессам остается не-
ясной [83].

В то же время результаты приведенных вы-
ше работ существенно различаются в зави-
симости от сочетания указанных факторов. К 
примеру, окруженные белковой оболочкой сфе-
рические наночастицы гидроксиапатита (КФБ) 
менее 300 нм в диаметре не вызывали выброса 
активных форм кислорода или выделения про-
воспалительного цитокина интерлейкина-1β в 
экспериментах на линии макрофагов челове-
ка THP-1 [69] в сравнении с микроразмерными 
(более 1 мкм) частицами, в то время как сфери-
ческие наночастицы гидроксиапатита без бел-
ковой оболочки диаметром около 100 нм, на-
против, стимулировали выделение интерлей-
кина-1β первичными полученными из костного 
мозга дендритными клетками мыши в сравне-
нии с аналогичными частицами диаметром 20 и 
100 мкм [70]. Частицы гидроксиапатита с мень-
шей степенью кристалличности были более 
токсичными для первичных клапанных интер-
стициальных и эндотелиальных клеток свиньи, 
чем более кристаллизированные частицы [75], 
однако для первичных аортальных гладкомы-
шечных клеток человека состоящие из аморф-
ного фосфата кальция частицы были нетоксич-
ны, в отличие от кристаллов гидроксиапатита 
[84]. Кроме того, эксперименты на иммортали-
зованных макрофагах крысы продемонстриро-
вали, что именно кристаллические, но не амор-
фные КФБ способны вызывать опосредованное 
сигнальным путем Толл-подобных рецепторов 
выделение интерлейкина-1β и фактора некроза 
опухоли [85]. Различия в форме и кристаллич-
ности КФБ также влияют на их интернализа-
цию и распределение в организме, что с целью 
сохранения логичности описания их токсиче-
ских эффектов и их механизмов будет описано 
в последующих разделах.

Патогенные эффекты КФБ in 
vivo

Возможность формирования КФБ на живот-
ной модели была впервые показана при курсо-
вом введении ингибитора костной минерализа-
ции этидроната [86]. Подкожная инъекция эти-
дроната крысам в дозировке 8 мг/100 г массы 
тела приводило к повышению уровня обще-
го кальция в 1,8 раза (до 4,3 ммоль/л), фосфо-
ра в 1,6 раза (до 5,6 ммоль/л), а матриксного 
Gla-белка – в 25 раз (до 12 мкг/мл), что в ре-
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зультате приводило к образованию в системном 
кровотоке минерало-органических наночастиц, 
на 80% состоявших из фетуина-А, на 18% – из 
минеральной составляющей и на 2% – из ма-
триксного Gla-белка [86]. Максимальная кон-
центрация КФБ в сыворотке наблюдалась через 
6 часов после введения этидроната, при этом 
выведение КФБ осуществлялось в течение 24 
часов [86]. Напротив, введение ингибиторов 
костной резорбции кальцитонина, алендрона-
та, ибандроната и остеопротегерина предотвра-
щало подобные эффекты этидроната, доказы-
вая причинно-следственную связь между опо-
средованной функционированием остеокла-
стов костной резорбцией, повышением уровня 
кальция и фосфора в крови и формировани-
ем КФБ [87, 88]. При помощи повышения до-
зировки этидроната до 32 мг/100 г массы тела 
удалось провести осаждение КФБ при помощи 
стандартного центрифугирования (16,000 x g), 
в то время как дозировка в 8 мг/100 г массы те-
ла позволяла седиментировать КФБ лишь при 
ультрацентрифугировании (164,000 x g) [89]. 
Осаждение КФБ также возможно с использо-
ванием модели аденин-индуцированной почеч-
ной недостаточности крыс [90] и крыс, полу-
чающих питание с очень низким содержанием 
белка (2,5% вместо стандартных 19%) [91], что 
соответствует подобным клиническим сцена-
риям. Последующий искусственный синтез in 
vitro подтвердил роль фетуина-А в формирова-
нии КФБ, воспроизведя полученные при введе-
нии этидроната крысам результаты [92]. 

Флюоресцентное мечение входящего в со-
став КФБ фетуина-А в процессе искусственно-
го синтеза позволило установить, что период 
полувыведения КФБ из системного кровотока 
после их формирования составляет всего лишь 
45 минут, при этом КФБ частично депонируют-
ся в клетках Купфера (резидентных макрофагах 
печени) уже через 2 минуты после введения, и 
период их полувыведения в них составляет 3 
минуты [93] с практически полной элиминаци-
ей через 25 минут [85]; в то же время экспери-
менты с различными видами КФБ указывают 
на длительное задерживание флюоресцентного 
сигнала в клетках Купфера, не ослабевающее 
даже через 30 минут после введения, что мо-
жет зависеть от степени кристалличности и ви-
да фосфата кальция, входящего в состав КФБ 
[85]. Через 25 минут после инъекции высоко-
кристаллические КФБ также наблюдались и в 
эндотелиальных клетках синусоидных капил-

ляров печени [85]. В целом скорость элимина-
ции КФБ в печени и участие эндотелиальных 
клеток синусоидных капилляров печени в этом 
процессе определялось их физико-химически-
ми свойствами, что подчеркивает важность их 
изучения и детального описания протокола ис-
кусственного синтеза КФБ. 

Отражаемый флюоресцентным сигналом 
максимум накопления КФБ в печени наблю-
дался через 30 минут после их внутривенного 
введения и составлял 31% от введенного коли-
чества частиц [93]. Кроме того, КФБ также ча-
стично депонировались в макрофагах краевой 
зоны селезенки, хотя в и полутора- или дву-
кратно меньшем объеме по сравнению с пече-
нью [93]. При этом нокаут гена скавенджер-ре-
цептора AI/II существенно снижал эффектив-
ность выведения КФБ из системного кровотока 
макрофагами печени и селезенки [93]. В свою 
очередь, нокаут кодирующих фетуин-А и апо-
липопротеин E генов у мышей способствовал 
развитию каротидных атеросклеротических 
бляшек, сопровождавшихся колокализацией 
CD68-положительных макрофагов и флюорес-
центно меченных КФБ [93].

Внутривенное введение КФБ нормолипиде-
мическим крысам после баллонной ангиопла-
стики провоцировало развитие концентриче-
ской или эксцентрической гипертрофии инти-
мы, выражающейся в увеличении толщины от-
ношения интимы к медии, уже через 5 недель 
после введения, однако эти результаты были 
получены на относительно небольшой выборке 
животных (n = 7 на группу) и поэтому нужда-
ются в подтверждении [30]. Аналогичные ре-
зультаты были получены в предыдущих экспе-
риментах на новозеландских белых кроликах, 
подвергшихся баллонной ангиопластике сон-
ной артерии, однако в них объем выборки был 
еще меньшим (n = 2-3) [94] или эквивалент-
ным (n = 7) [95]. Альтернативной моделью мог-
ли бы стать мыши с нокаутированными гена-
ми, кодирующими аполипопротеин E или ре-
цептор к липопротеинам низкой плотности, ко-
торые вследствие этого обладают врожденной 
склонностью к развитию атеросклероза, одна-
ко в этом случае представляется невозможным 
отдифференцировать атеросклеротические 
очаги, сформированные в результате воздей-
ствия КФБ. В то же время, возможно, имело бы 
смысл оценить общий объем атеросклеротиче-
ского поражения при помощи тотального окра-
шивания аорты специфичными к липидам кра-
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сителями (к примеру, Oil Red). В целом иссле-
дований по токсичности КФБ in vivo было про-
ведено немного, и особенности формирования 
неоинтимы при их внутривенном введении, а 
также способность КФБ вызывать гипертро-
фию интимы per se (без предварительного по-
вреждения артерии) остаются неясными, тре-
буя дальнейшего изучения. Также неясно, вли-
яют ли КФБ на развитие воспаления в адвенти-
ции и периваскулярной жировой ткани, которое 
вносит существенный вклад в развитие атеро-
склероза наряду с происходящими в неоинтиме 
процессами [36]. Наконец, остается неизвест-
ным, различается ли выраженность патогенных 
эффектов КФБ в сосудистых сегментах с лами-
нарным и турбулентным кровотоком.

Патогенные эффекты КФБ in 
vitro

Цитотоксическое действие КФБ было убе-
дительно показано в ряде работ на различ-
ных клеточных линиях, включая эндотелиаль-
ные клетки [30], сосудистые гладкомышечные 
клетки [96] и макрофаги [59, 69]. Воздействие 
КФБ вызывало повышение уровня расщеплен-
ных форм ключевых ферментов внутреннего 
пути апоптоза каспазы-9 и каспазы-3, а также 
расщепленной формы субстрата каспазы-3 по-
ли(АДФ-рибоза)полимеразы-1 в эндотелиаль-
ных клетках [30], в то время как предваритель-
ная обработка макрофагов ингибитором каспаз 
z-VAD-fmk препятствовала индуцируемой КФБ 
клеточной гибели [59]. В соответствии с совре-
менной классификацией путей клеточной смер-
ти [97] можно предположить, что клеточная ги-
бель при воздействии КФБ действительно идет 
по внутреннему пути апоптоза, однако прове-
денные эксперименты не позволяют исключить 
и других вариантов, в частности, лизосомаль-
но-опосредованной клеточной смерти. В то же 
время КФБ демонстрировали меньшую токсич-
ность для макрофагов в сравнении с кристал-
лами чистого гидроксиапатита, что свидетель-
ствует в пользу протективной роли входящих в 
их состав белков (альбумина, фетуина-А и дру-
гих), в том числе покрывающих их [59].

В качестве морфологического субстрата ци-
тотоксичности КФБ была предположена их ин-
тернализация, что было подтверждено при по-
мощи просвечивающей электронной микро-
скопии после добавления КФБ к культурам им-
мортализованных венозных эндотелиальных 
клеток человека [30], первичных аортальных 

гладкомышечных клеток свиньи [96] и иммор-
тализованных макрофагов мыши [59]. Предва-
рительная обработка клеток ингибитором по-
лимеризации актина цитохалазином D или ин-
гибитором клатрин-опосредованного эндоци-
тоза хлорпромазином снижало эффективность 
интернализации КФБ первичными макрофага-
ми мыши, дифференцированными из соответ-
ствующих прогениторов костного мозга, в то 
время как воздействие ингибитора кавеол-опо-
средованного эндоцитоза генистеина и ингиби-
тора макропиноцитоза 5-(N,N-диметил)амило-
рида не оказывало подобного эффекта [93]. Бо-
лее подробная расшифровка механизма интер-
нализации КФБ показала, что ингибирование 
опосредующей передачу сигнала при Fcγ-ре-
цептор-опосредованном эндоцитозе фосфои-
нозитол-3-киназы Ly294002 гидрохлоридом, 
блокировка активности маннозосвязывающего 
рецептора маннаном и связывание рецептора 
конечных продуктов гликирования гликирован-
ным сывороточным альбумином также не влия-
ла на интернализацию КФБ вышеуказанной ли-
нией первичных макрофагов [93]. 

В то же время ингибирование скавенджер-ре-
цепторов полиинозиновой кислотой частично 
препятствовало интернализации КФБ, предпо-
лагая их активную роль в этом процессе с уче-
том участия клатрина и полимеризации актина 
[93]. Блокирование широкого спектра скавен-
джер-рецепторов (рецепторов комплемента 3 
типа, CD16/CD32, Толл-подобного рецептора 
2, Толл-подобного рецептора 4, CD36 и сиало-
адгезина) посредством специфических антител 
не выявило изменений в динамике интернали-
зации КФБ макрофагами, как и нокаут генов, 
кодирующих CD36, Fcγ-рецептор, аннексины 
A5 и A6, а также галектины 1 и 3 [93]. Ключевая 
роль в интернализации КФБ принадлежала ска-
венджер-рецептору AI/II, нокаут гена которого 
либо конкурентное связывание со специфиче-
ским лигандом ацетилированным липопротеи-
ном низкой плотности снижал эффективность 
этого процесса макрофагами в полтора-два раза 
[93]. Данные результаты были в дальнейшем 
подтверждены другой научной группой, в экс-
периментах которой как полиинозиновая кис-
лота, так и блокада скавенджер-рецептора AI/
II специфическим антителом существенно сни-
жали эффективность интернализации КФБ, ча-
стично спасали макрофаги от вызываемой КФБ 
клеточной гибели и снижали выделение ими 
фактора некроза опухоли [59]. В то же время 
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воздействие КФБ само по себе провоцировало 
дозо-и времязависимое увеличение экспрессии 
этого рецептора на плазматической мембране 
макрофагов независимо от их апоптоза, запу-
ская таким образом механизм положительной 
обратной связи, обусловливающей регуляцию 
их ускоренной интернализации в аутокринной 
манере и объясняющей таким образом их вы-
сокую цитотоксичность [59]. Специфичность 
такого эффекта КФБ на молекулярном уровне 
было подтверждено его неизменностью при до-
бавлении к клеточным культурам ингибитора 
каспаз z-VAD-fmk [59].

Дальнейшие эксперименты на клеточных 
культурах продемонстрировали, что объем 
интернализации КФБ может зависеть от их 
физико-химических свойств, в частности, 
формы (сферическая или веретеновидная) и 
степени их кристалличности [85]. Кроме то-
го, дифференцированные из прогениторов 
костного мозга первичные макрофаги мыши 
и первичные эндотелиальные клетки пупоч-
ной вены человека характеризовались раз-
личной способностью к интернализации вы-
шеуказанных типов КФБ – макрофаги были 
склонны к интернализации веретеновидных 
высококристаллических КФБ, в то время как 
эндотелиальные клетки, напротив, интерна-
лизировали сферические низкокристалличе-
ские КФБ [85]. Аналогичные результаты бы-
ли получены на первичных макрофагах че-
ловека, дифференцированных из моноцитов, 
и первичных аортальных эндотелиальных 
клетках человека [85]. Нокаут гена скавен-
джер-рецептора AI/II или их блокада соот-
ветствующим антителом снижали эффектив-
ность интернализации веретеновидных высо-
кокристаллических КФБ, однако не влияли на 
интернализацию сферических низкокристал-
лических КФБ [85]. Это, в свою очередь, по-
зволило предположить, что КФБ с разными 
физико-химическими свойствами связывают-
ся различными рецепторами, экспрессия ко-
торых существенно зависит от типа клеток 
[85]. В то же время предварительная обра-
ботка клеточных культур цитохалазином D, 
хлорпромазином или полиинозиновой кисло-
той снижала эффективность интернализации 
КФБ независимо от их физико-химических 
свойств [85]. Таким образом, за связывание 
разных типов КФБ могут быть ответственны 
различные рецепторы, однако после этого ме-
ханизм эндоцитоза и внутриклеточного мета-

болизма КФБ является универсальным и по-
этому в значительной степени менее зависи-
мым от типа клеток.

Центральную роль в развитии дисфункции 
эндотелия и нарушении сосудистого гомеостаза 
играет изменение паракринного профиля эндо-
телиальных клеток, сопровождающееся выде-
лением провоспалительных цитокинов и сдви-
гом профиля секретируемых в микроокружение 
внеклеточных везикул [9, 34, 35, 98, 99]. В на-
стоящее время считается доказанным усиление 
выделения ряда цитокинов различными типа-
ми клеток под воздействием КФБ, включая эн-
дотелиальные [30], сосудистые гладкомышеч-
ные [84, 100, 101] и макрофаги [59, 69, 85]. При 
этом спектры цитокинов, повышенно выделяе-
мых указанными видами клеток, частично пе-
рекрываются: эндотелиальные клетки незави-
симо от линии характеризуются увеличенной 
секрецией интерлейкина-6 и интерлейкина-8 
[30], сосудистые гладкомышечные клетки – ин-
терлейкина-1β, интерлейкина-6 и фактора не-
кроза опухоли [84, 100, 101], а макрофаги – ин-
терлейкина-1β и фактора некроза опухоли [59, 
69, 85]. Нокаут гена, кодирующего Толл-подоб-
ный рецептор 4, приводил к почти полному от-
сутствию выделение приведенных цитокинов 
макрофагами как в контрольной культуре, так 
и при воздействии КФБ, что свидетельствует о 
его ключевой роли в этом процессе [85]. Инте-
ресно, что выделение цитокинов макрофагами 
также зависело от физико-химических свойств 
КФБ: сферические низкокристаллические КФБ 
вызывали повышенную секрецию фактора не-
кроза опухоли, а веретеновидные высококри-
сталлические – интерлейкина-1β [85]. Выделе-
ние провоспалительных цитокинов различны-
ми типами клеток сосудистой стенки приводит 
к их паракринному влиянию друг на друга, что 
в конечном счете в сочетании с возможным из-
менением профиля секреции внеклеточных ве-
зикул создает провоспалительное микроокру-
жение, способствующее формированию неоин-
тимы [9, 34, 35, 98, 99].

Одним из ведущих механизмов формиро-
вания неоинтимы является пролиферация со-
судистых гладкомышечных клеток, в патоло-
гических условиях меняющих фенотип с со-
кратительного на синтетический и вследствие 
этого активно синтезирующих белки экстра-
целлюлярного матрикса [102, 103], что в том 
числе вызывается воздействием КФБ [30]. При 
этом нарушения местного и системного фос-
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форнокальциевого гомеостаза способны при-
водить к биоминерализации неоинтимы, обу-
словленной остеогенной дифференцировкой 
сосудистых гладкомышечных клеток [102-105]. 
В свою очередь, остеогенная дифференцировка 
сосудистых гладкомышечных клеток может вы-
зываться непосредственно повышением ионов 
кальция и фосфора в микроокружении [102], 
индуцироваться содержащими кальций и фос-
фаты внеклеточными везикулами, дополни-
тельно генерирующими ионы фосфора за счет 
эктонуклеотидаз (к примеру, щелочной фосфа-
тазы или 5′-нуклеотидазы) и несущими на сво-
ей мембране высокоаффинные к ионам кальция 
аннексины A2, A5 и A6 [106, 108] или вызы-
ваться воздействием КФБ [60, 84, 96, 109, 110]. 
Данное направление клеточной трансдиффе-
ренцировки сопровождается постепенным сни-
жением экспрессии гладкомышечных маркеров 
(aльфа-гладкомышечный актин, тяжелые цепи 
миозина гладких мышц, смузелин, кальпонин) 
и усилением остеогенных маркеров (остеопон-
тин, остеокальцин, щелочная фосфатаза, кол-
лаген II и X типа) и управляется транскрипци-
онными факторами RUNX2, Osterix, MSX2 и 
SOX9 [102]. Кроме того, при остеогенной диф-
ференцировке сосудистых гладкомышечных 
клеток отмечается повышенная секреция про-
воспалительных цитокинов [102, 103], что так-
же наблюдалось при воздействии на них КФБ 
[84, 100, 101].

В частности, добавление КФБ к первичным 
аортальным гладкомышечным клеткам чело-
века приводила к дозозависимому формиро-
ванию связанных с клетками кальцификатов в 
течение суток, причем данный процесс был со-
пряжен с клеточной жизнедеятельностью, со-
провождался интернализацией КФБ и не был 
характерен для фиксированных параформаль-
дегидом клеток [60, 84, 109]. Кальцификация 
первичных аортальных гладкомышечных кле-
ток человека ускорялась в присутствии реком-
бинантного фактора некроза опухоли, который 
также выделялся ими в результате экспозиции 
КФБ, и ингибировалась нокдауном гена, коди-
рующего этот белок, и гена соответствующего 
рецептора [84], а также добавлением к клет-
кам донора обладающего вазо- и цитопротек-
тивным действием сульфида водорода гидро-
сульфида натрия [109]. Элиминация КФБ из 
сыворотки крови пациентов с терминальной 
хронической почечной недостаточностью пре-
дотвращала ее прокальцифицирующее влия-

ние на первичные аортальные гладкомышеч-
ные клетки человека, также снижая выделе-
ние ими интерлейкина-1β и циклооксигена-
зы-2 [60]. Напротив, добавление выделенных 
из сыворотки крови данных пациентов КФБ 
к сыворотке крови от контрольных пациен-
тов стимулировало остеогенную дифференци-
ровку аортальных гладкомышечных клеток и 
выброс ими провоспалительных цитокинов в 
микроокружение [60]. В свою очередь, эти эф-
фекты нейтрализовывались при добавлении к 
сыворотке γ-карбоксилированного Gla-богато-
го белка [60]. В то же время эти данные яв-
ляются противоречивыми, и в некоторых ис-
следованиях КФБ не вызывали выраженной 
клеточно-опосредованной кальцификации как 
иммортализованных аортальных гладкомы-
шечных клеток мыши, так и клеток остеосар-
комы человека [110]. Более того, добавление 
КФБ к клеткам остеосаркомы даже замедля-
ло их минерализацию за счет аккумулирова-
ния растворенного кальция и фосфора [110]. 
Динамика клеточно-опосредованной вызывае-
мой КФБ кальцификации может также варьи-
ровать от суток [60, 109] до 28 дней [96].

Несмотря на доказанную токсичность КФБ 
для эндотелиальных и сосудистых гладкомы-
шечных клеток, их роль в нарушении сосуди-
стого гомеостаза остается в значительной сте-
пени нерасшифрованной. В частности, остает-
ся неизвестным их влияние на некоторые кле-
точные популяции адвентиции (лимфоциты, 
фибробласты, первичные адвентициальные ма-
крофаги), а также на периваскулярные адипо-
циты. Отсутствие транскриптомного или про-
теомного профилирования первичных сосуди-
стых клеточных линий при воздействии на них 
КФБ ограничивает понимание специфичности 
и других характеристик молекулярного отве-
та на эти частицы. Неясно, вызывает ли воз-
действие КФБ повышение экспрессии способ-
ствующих прикреплению лейкоцитов молекул 
клеточной адгезии на плазматической мембра-
не эндотелиальных клеток, нарушение эндоте-
лиальной механотрансдукции или развитие фе-
номенов трансдифференцировки, к примеру, 
эндотелиально-мезенхимального перехода или 
перехода гладкомышечных клеток в миофи-
бробласты, макрофаги или остеобласты. Также 
остается совершенно неисследованным изме-
нение профиля секретируемых в микроокруже-
ние внеклеточных везикул сосудистыми клет-
ками под воздействием КФБ.
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Актуальные и нерешенные 
вопросы

К настоящему времени накоплено достаточ-
ное количество данных о функционировании 
системы минерального гомеостаза, обеспечи-
вающей предотвращение эктопической кальци-
фикации в организме человека. Доказано, что 
равновесие в этой системе поддерживается за 
счет целого ряда белков-ингибиторов, регули-
рующих костную резорбцию, связывающих 
свободные ионы кальция или нейтрализующих 
сформированные соединения фосфата каль-
ция. Решающая роль в этом процессе принад-
лежит обладающему наибольшей авидностью 
и аффинностью к фосфату кальция фетуину-А, 
а также связывающему ионы кальция с низкой 
аффинностью, но присутствующему в чрезвы-
чайно большом количестве в крови альбумину. 

В случае неспособности системы минераль-
ного гомеостаза справиться с перенасыщением 
кальция и фосфора в крови при помощи связы-
вания соответствующих ионов или нейтрализа-
ции фосфата кальция посредством образования 
субнаноразмерных кластеров в действие всту-
пает еще один ключевой механизм поддержа-
ния фосфорнокальциевого гомеостаза – форми-
рование КФБ. Данный механизм по своим воз-
можностям депонирования кальция и фосфора 
не уступает субнаноразмерной кластеризации; 
в то же время, в отличие от этого механизма, 
КФБ не являются безвредными, обладая суще-
ственной токсичностью для эндотелия. 

Морфологическим субстратом этого фено-
мена является интернализация КФБ эндотели-
альными клетками, что вызывает как их гибель 
по внутреннему пути апоптоза либо имеющим 
с ним общие эффекторные белки путям клеточ-
ной смерти, так и усиливает выделение провос-
палительных цитокинов, что паракринно спо-
собствует созданию патологически изменен-
ного микроокружения и развитию дисфункции 
эндотелия. В конечном счете это может приве-
сти к нарушению целостности эндотелия, кото-
рое является доказанным пусковым фактором 
этиопатогенеза атеросклероза. Последствием 
вызванного воздействием КФБ повреждения 
эндотелия может быть формирование неоинти-
мы, являющееся неотъемлемым звеном пато-
генеза атеросклероза и морфологическим суб-
стратом развития стеноза. В ряде исследова-
ний было показано, что КФБ также способны 
стимулировать выделение гладкомышечными 
клетками провоспалительных цитокинов в ми-

кроокружение и запускать сдвиг их фенотипа с 
контрактильного на остеогенный, однако оста-
ется неясным, насколько полученные на кле-
точных культурах данные релевантны происхо-
дящему in vivo сценарию.

Клиническая актуальность КФБ как звена 
патогенеза связанных с дисфункцией эндоте-
лия заболеваний обусловлена возможностью 
их измерения в сыворотке крови при помощи 
проточной цитометрии или склонности сыво-
ротки крови к их формированию при помощи 
микропланшетной турбидиметрии. Послед-
ние клинико-эпидемиологические работы пре-
доставили достаточно убедительные данные 
о том, что повышенная склонность сыворотки 
крови к формированию КФБ связана с увели-
ченным риском острых сердечно-сосудистых 
событий, сердечно-сосудистой смерти и, сле-
довательно, неблагоприятным прогнозом как 
у пациентов с хронической почечной недоста-
точностью на разных стадиях, так и у других 
когорт, к примеру, у больных артериальной ги-
пертензией. Кроме того, пациенты с острым ко-
ронарным синдромом и без выраженной хро-
нической почечной недостаточности характе-
ризуются более высоким содержанием КФБ в 
сыворотке крови, чем аналогичные больные со 
стабильной стенокардией, что может отражать 
связь КФБ с прогнозом ишемической болезни 
сердца и без почечной коморбидности. Относи-
тельный успех клинического испытания по эф-
фективности динатриевой соли этилендиамин-
тетрауксусной кислоты в профилактике острых 
сердечно-сосудистых событий после инфаркта 
миокарда, в особенности у больных сахарным 
диабетом и пациентов с заболеваниями пери-
ферических артерий, позволяет также осущест-
влять фармакологическое воздействие на КФБ 
как звено патогенеза, хотя низкая биодоступ-
ность данного химического соединения при пе-
роральном применении существенно ограни-
чивает возможности его клинического исполь-
зования.

Несмотря на убедительные доказатель-
ства токсического действия КФБ на эндоте-
лий, остается неизвестным, чем обусловлено 
это явление – специфическим химическим со-
ставом КФБ или их корпускулярной природой, 
общей для всех типов эндогенных наночастиц 
и многих вводимых в кровь наноразмерных 
средств таргетной доставки лекарственных 
препаратов [111, 112]. Для получения ответа 
на данный вопрос представляется необходи-
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мым решить задачу искусственного синтеза 
«идеальной группы сравнения» – наночастиц, 
которые бы не могли быть синтезированы эн-
догенно в условиях человеческого организ-
ма, но которые бы не отличались от КФБ ни-
чем, кроме собственно составляющих их ми-
нералов. Было предположено, что в качестве 
подобной группы сравнения могут выступить 
магний-фосфатные бионы (МФБ), поскольку: 
1) по литературным данным МФБ наиболее 
близки к КФБ по размерности и форме [29];  

2) МФБ не способны образовываться в орга-
низме человека вследствие кратно превыша-
ющей летальную дозы ионов магния (Mg2+), 
необходимой для их синтеза. Таким образом, 
использование МФБ в качестве контрольной 
группы позволяет надежно дифференциро-
вать механизм эндотелиотоксического дей-
ствия КФБ и сопоставить его с происходя-
щим in vivo сценарием. В то же время эта ги-
потеза нуждается в экспериментальной про-
верке.
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