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Цель работы – идентифицировать механизм специфичной токсичности кальций-фосфатных бионов (КФБ) для 
эндотелия. Материал и методы. Искусственно синтезированные путем перенасыщения культуральной среды 
соответствующими солями КФБ и магний-фосфатные бионы (МФБ) были добавлены к культурам эндотелиаль-
ных клеток человека линии EA.hy 926 и эндотелиальных клеток мыши линии 2H-11 с целью изучения простран-
ственно-временных аспектов интернализации бионов эндотелиальными клетками методами просвечивающей 
электронной и конфокальной микроскопии, анализа влияния блокады вакуолярной H+-АТФазы при помощи ли-
зосомального ингибитора бафиломицина A1 на эндотелиотоксичность бионов, а также оценки экспрессии ка-
спазы-3 и ее субстрата поли(АДФ-рибоза)-полимеразы (PARP-1). Результаты. КФБ поглощались эндотелиаль-
ными клетками уже через 1 ч после их добавления и были локализованы в лизосомах; спустя 4 ч наблюдалось 
выделение ионов кальция из лизосом в цитозоль, сопровождавшееся многократным повышением концентрации 
каспазы-3 и ее субстрата PARP-1. Добавление в культуральную среду бафиломицина A1 позволяло эндотели-
альным клеткам избежать индуцируемой малорастворимыми КФБ гибели независимо от его дозы и времени 
экспозиции, при этом высокорастворимые МФБ не обладали эндотелиотоксичностью независимо от добавления 
бафиломицина A1. Заключение. Поглощаясь эндотелиальными клетками, КФБ инициируют их гибель вслед-
ствие своего растворения в лизосомах и последующего выделения в цитозоль ионов кальция, опосредованно 
активирующих каспазы. В свою очередь, МФБ не обладают эндотелиотоксичностью, поскольку при их раство-
рении в лизосомах не происходит выделения ионов кальция. Таким образом, механизмом специфичной эндоте-
лиотоксичности КФБ является лизосомально-опосредованная клеточная гибель.

Ключевые слова: бионы, фосфат кальция, гидроксиапатит, токсичность, эндотелий, лизосомы, клеточная 
гибель, атеросклероз.
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Перенасыщение крови ионами кальция и 
фосфатами ассоциировано с атеросклерозом и 
его клиническими проявлениями, основными из 
которых являются ишемическая болезнь сердца, 
острое нарушение мозгового кровообращения 
по ишемическому типу и заболевания перифери-
ческих артерий [6, 11, 12]. Одним из физиологи-
ческих механизмов поддержания минерального 
гомеостаза крови является образование кальций-
фосфатных бионов (КФБ), которые представляют 

собой кристаллические частицы губчатой струк-
туры диаметром ≤ 500 нм, состоящие из гидрок-
сиапатита, карбонат-гидроксиапатита и ряда бел-
ков, включая ключевые ингибиторы эктопической 
кальцификации альбумин и фетуин-А [18]. Ранее 
нашей группой показано, что, защищая организм 
от массивной кальцификации средней оболочки 
артерий, КФБ, тем не менее, вызывают гибель эн-
дотелиальных клеток в культуре и выделение ими 
провоспалительных цитокинов (интерлейкина-6 
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Aim of the study was to identify the mechanism of specific endothelial toxicity related to calcium phosphate bions 
(CPB). Material and methods. CPB and magnesium phosphate bions (MPB) were artificially synthesised through 
supersaturation of culture medium with respective salts and then added to human endothelial cells (EA.hy 926) and 
murine endothelial cells (2H-11) to study: 1) spatiotemporal aspects of bion internalisation by means of transmission 
electron microscopy and confocal microscopy; 2) whether blocking of H+-ATPase by lysosomal inhibitor bafilomycin 
A1 affects endothelial toxicity of bions; 3) expression of caspase-3 and its substrate poly(ADP-ribose) polymerase 
(PARP-1). Results. CPB were internalized by endothelial cells as early as 1 h upon their addition and were localized in 
lysosomes; after 4 h, we detected release of calcium ions (Ca2+) from lysosomes to cytosol accompanied by multifold 
increase in cleaved caspase 3 and its substrate PARP-1. Bafilomycin A1 rescued endothelial cells from death induced 
by slightly soluble CPB regardless of exposure time and dose; however, freely soluble MPB did not evince endothelial 
toxicity regardless of bafilomycin A1 addition. Conclusion. Upon internalization by endothelial cells, CPB cause their 
death due to dissolution in lysosomes and subsequent release of calcium ions into the cytosol, ultimately leading to 
cleavage of executioner caspases. MPB lack endothelial toxicity because their dissolution does not lead to release of 
calcium ions. Therefore, specific endothelial toxicity of CPB is defined by lysosome-dependent cell death.
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и интерлейкина-8) [1, 10], а также индуцируют 
гипертрофию интимы [2, 10] и воспаление ад-
вентиции [3] в аорте нормолипидемических крыс 
Wistar. В то же время, несмотря на неоднократно 
показанную в различных экспериментах специ-
фичность эндотелиотоксического действия КФБ 
(в сравнении с магний-фосфатными бионами, 
(МФБ)) [1–3, 10], механизм этого эффекта оста-
ется неизвестным. Целью исследования было 
изучение механизма специфичной токсичности 
КФБ для эндотелиальных клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Искусственный синтез бионов. Все экспери-
менты по искусственному синтезу бионов прово-
дились в стерильных условиях. КФБ были синте-
зированы искусственно путем последовательного 
добавления равных концентраций солевых рас-
творов CaCl2 («Sigma-Aldrich», США, 21115) и 
Na2HPO4 («Sigma-Aldrich», 94046) к питательной 
среде DMEM («Gibco», США, 41966029), содер-
жащей фетальную бычью сыворотку («Gibco», 
10500056). Для синтеза КФБ концентрация солей 
в среде после их добавления составляла 3 мМ, а 
доля фетальной бычьей сыворотки – 10 %. МФБ 
были также синтезированы искусственно при 
помощи последовательного добавления равных 
концентраций солевых растворов MgCl2 («Sigma-
Aldrich», 63069) и Na2HPO4 к питательной среде 
DMEM, содержащей фетальную бычью сыворот-
ку. Концентрация солей в среде после их добавле-
ния составляла 20 мМ, а доля фетальной бычьей 
сыворотки – 10 %. Культивирование бионов про-
водили в течение суток при физиологических ус-
ловиях (37 °С, 5 % CO2, высокая влажность), по-
сле чего среду центрифугировали при 200 000 g 
(«Optima MAX-XP», «Beckman Coulter», США) 
в течение часа, что позволило обеспечить осаж-
дение бионов всего спектра размерности. После 
ультрацентрифугирования бионы ресуспенди-
ровали в бидистиллированной воде (для рент-
геновской дифрактометрии) либо однократном 
фосфатно-солевом буфере (для экспериментов 
с клеточными культурами) до оптической плот-
ности на длине волны 650 нм (ОП650) в 0,08–0,10 
(«Multiskan GO», «Thermo Fisher Scientific», 
США), являющейся минимально измеримой кон-
центрацией бионов в растворе. С целью получе-
ния сухого порошка для рентгеновской дифрак-
тометрии суспензию бионов замораживали при 
–40 °С и подвергали лиофилизации в течение 
суток («FreeZone Plus 2.5 Liter Cascade Benchtop 
Freeze Dry System», «Labconco», США).

Рентгеновская дифрактометрия. Хими-
ческие соединения, входящие в состав бионов, 

определяли путем анализа их лиофилизирован-
ного порошка методом рентгеновской порошко-
вой дифрактометрии («Bruker D8 ADVANCE», 
«Bruker», США) с медной рентгеновской трубкой 
при 40 кВ. Дифрактометрию проводили по 2θ 
углу от 20 до 120° при скорости в 0,02° в секунду. 
Полученные спектры сравнивали с базой Объ-
единенного комитета порошковых дифракцион-
ных стандартов для идентификации химической 
формулы соединения.

Культивирование клеток. Для эксперимен-
тов была использована культура иммортализо-
ванных венозных эндотелиальных клеток чело-
века линии EA.hy 926 (передана коллегами) и 
культура иммортализованных лимфатических 
эндотелиальных клеток мыши линии 2H-11 
(American Tissue Culture Collection, CRL-2163). 
Пересев клеток проводили по достижении 80 % 
конфлюэнтности. Манипуляции с клетками про-
водились в стерильных условиях при 37 °C, 5 % 
CO2 и высокой влажности.

Клеточная линия EA.hy 926 является гибри-
домой, которая была получена путем слияния 
эндотелиальных клеток пупочной вены человека 
(human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) 
с клетками аденокарциномы легкого человека 
линии A549 и сохраняет основные морфологи-
ческие и функциональные особенности веноз-
ных эндотелиальных клеток человека. Клеточная 
линия 2H-11, полученная путем иммортализа-
ции первичной культуры лимфатических эндо-
телиальных клеток мыши вирусом SV40, также 
сохраняет основные морфологические и функ-
циональные особенности лимфатических эн-
дотелиальных клеток. Данные линии клеток 
культивировали в среде DMEM/F12 («Gibco», 
11320074), содержащей 10 % фетальной телячьей 
сыворотки, 2 % гипоксантина-аминоптерина-ти-
мидина («Gibco», 21060017), 1 % HEPES-буфера 
(«Sigma-Aldrich», H3537) и антибиотик-антими-
котик («Gibco», 15240062: 10 000 ЕД/мл пеницил-
лина, 10 000 мкг/мл стрептомицина и 25 мкг/мл 
амфотерицина B).

Анализ интернализации бионов эндотели-
альными клетками. Для оценки интернализа-
ции бионов эндотелиоцитами к клеткам линии 
EA.hy 926 в 6-луночных планшетах (2 × 105 кле-
ток на лунку) добавляли суспензию КФБ либо 
аналогичный объем чистого однократного фос-
фатно-солевого буфера (100 мкл, ОП650 = 0,08–
0,10) на 48 ч, после чего проводили трипсиниза-
цию в течение 10 мин. После центрифугирования 
клетки фиксировали в 2,5%-м глутаровом альде-
гиде (1 ч) и постфиксировали в 1%-м тетраоксиде 
осмия (1 ч). Клетки заключали в 2%-ю агарозу, 
обезвоживали в этаноле возрастающей концен-
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трации (70 %, 80 % и трижды 95 % по 15 мин), 
помещали в смесь эпоксидной смолы и ацетона 
(1 : 1, 2 ч), затем пропитывали эпоксидной смо-
лой (10 ч) и заключали в свежую эпоксидную 
смолу (60 °C, 24 ч). Срезы, полученные с по-
мощью ультратома («LKB Bromma Nova Ultra», 
«LKB», США), помещали на медные сеточки с 
углеродным напылением, окрашивали 2%-м ура-
нилацетатом, контрастировали цитратом свинца 
по Рейнольдсу и изучали при помощи просвечи-
вающей электронной микроскопии («JEM-2100», 
«Jeol», Япония).

С целью подтверждения результатов про-
свечивающей электронной микроскопии осадок 
КФБ после ультрацентрифугирования ресуспен-
дировали в растворе альбумина, меченного флу-
оресцеинизотиоцианатом («Invitrogen», США, 
A23015) в течение часа, после чего снова уль-
трацентрифугировали при 200 000 g (1 ч). Вно-
сили 25 мкл суспензии КФБ либо аналогичный 
объем чистого однократного фосфатно-солевого 
буфера к клеткам линии EA.hy 926, культивиро-
ванным на стеклах для конфокальной микроско-
пии, на 1, 2 или 4 ч с последующим добавлени-
ем лизосомального красителя LysoTracker Red 
(«Invitrogen», L7528, 500 нМ) на 30 мин, ядерно-
го красителя Hoechst 33342 («Invitrogen», H3570, 
2 мкл/мл) на 15 мин и конфокальной микроскопи-
ей («LSM 700», «Carl Zeiss», Германия).

Анализ проницаемости лизосом. Для ана-
лиза влияния ацидификации лизосом на цито-
токсичность бионов к клеткам линии EA.hy 926 
в 96-луночных планшетах (80–85 % конфлю-
энтности) добавляли суспензию МФБ или КФБ 
либо аналогичный объем чистого однократного 
фосфатно-солевого буфера (10 мкл, ОП650 = 0,08–
0,10, 12 лунок на группу) на 4 или 24 ч с добав-
лением или без добавления специфичного инги-
битора вакуолярной H+-АТФазы бафиломицина 
A1 («Abcam», Великобритания, ab120497, 0,1 или 
1 мкМ), растворенного в диметилсульфоксиде 
(конечная концентрация в среде 0,6 %). Проли-
ферацию и жизнеспособность клеток оценивали 
колориметрически с помощью набора для анали-
за цитотоксичности клеток («Abcam», ab112118) 
согласно протоколу производителя.

Для оценки перехода ионов кальция из ли-
зосом в цитозоль к клеткам линии EA.hy 926, 
культивированным на стеклах для конфокальной 
микроскопии, вносили 25 мкл суспензии КФБ 
либо аналогичный объем чистого однократного 
фосфатно-солевого буфера на 1, 2 или 4 ч с до-
бавлением флуоресцентного детектора ионов 
кальция Fluo-3 AM («Invitrogen», F1242, 5 мкМ) 
на 1 ч, лизосомального красителя «LysoTracker 
Red» (500 нМ) на 30 мин и ядерного красителя 

«Hoechst 33342» (2 мкл/мл) на 15 мин с последу-
ющей конфокальной микроскопией.

Иммуноблоттинг. После добавления рав-
ных концентраций МФБ, КФБ или чистого одно-
кратного фосфатно-солевого буфера (100 мкл, 
ОП650 = 0,08–0,10) к культурам клеток линии 
2H-11 (80–85 % конфлюэнтности) на 24 ч и от-
мывки от остаточной культуральной среды ох-
лажденным однократным фосфатно-солевым бу-
фером проводили выделение белка посредством 
добавления 1 мл RIPA-буфера (0,15M NaCl, 1%-й 
NP-40, 1%-й дезоксихолат натрия, 0,1%-й до-
децилсульфат натрия и 0,025M Tris-HCl pH 7,6), 
дополненного коктейлем ингибиторов протеаз 
и фосфатаз («Thermo Fisher Scientific», 78446). 
Для определения экспрессии белков и детекции 
посттрансляционных модификаций методом им-
муноблоттинга 10 мкл белка (на каждую группу) 
смешивали с буфером Лэммли (4%-й додецил-
сульфат натрия, 20%-й глицерол, 10%-й 2-мер-
каптоэтанол, 0,004%-й бромфеноловый синий и 
0,125M Tris-HCl pH 6,8) в отношении 1 : 1, на-
гревали в кипящей воде в течение 5 мин и да-
лее загружали на 12-луночный гель NuPAGE® 
толщиной 1 мм, содержащий 4–12 % Bis-Tris 
(«Invitrogen», NP0321BOX). В качестве маркера 
молекулярных масс применяли белковый стан-
дарт «Precision Plus» («Bio-Rad», США, 1610374). 
Белки разделяли электрофорезом (100 В) в поли-
акриламидном геле в присутствии додецилсуль-
фата натрия в течение 1 ч. Белки на мембрану 
переносили при 30 В в течение 90 мин при 4 °C. 
Блоттинг проводили с антителами к расще-
пленной каспазе-3 (cleaved caspase-3, cCasp-3; 
«Abcam», ab49822) и расщепленной поли(АДФ-
рибоза)-полимеразе (cleaved poly (ADP-ribose) 
polymerase, cPARP-1; «Abcam», ab194586). В ка-
честве контроля загрузки был использован гистон 
H3 (histone H3; «Abcam», ab12079). Для хемилю-
минесцентной детекции результата использова-
ли конъюгированные с пероксидазой вторичные 
антитела козла («Abcam», ab205718). Белки визу-
ализировали с использованием реагента для де-
текции «Amersham ECL Prime» («Sigma-Aldrich», 
GERPN2232) и цифрового сканера хемилюминес-
центных блотов «C-DiGit» («LI-COR Bioscience», 
США s). Количественный анализ снимков хеми-
люминесцентных гелей проводился при помощи 
стандартного алгоритма в программе «ImageJ» 
(National Institutes of Health).

Статистический анализ. В силу относитель-
но небольшого количества репликат нормаль-
ность распределения не оценивалась и исполь-
зовались методы непараметрической статистики. 
Данные представлены в виде медианы и меж-
квартильного расстояния. Различия между груп-
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пами устанавливались при помощи критерия 
Манна – Уитни, статистически значимыми счита-
ли результаты при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Электронная и конфокальная микроскопия 
выявили интернализацию КФБ (рис. 1), которая 
начиналась уже через 1 ч после их добавления 
к культурам эндотелиальных клеток, и их ко-
локализацию КФБ с лизосомами (рис. 2). Отсут-
ствие повреждений плазматической мембраны 
позволило выдвинуть гипотезу о том, что КФБ 
могут вызывать один из вариантов программиро-
ванной гибели клеток, а не приводить к цитолизу 
(см. рис. 1). Было предположено, что внутрилизо-
сомальное растворение КФБ после их интернали-
зации сопровождается освобождением в цитозоль 
ионов кальция, что в конечном итоге приведет к 
активации каспаз и инициации клеточной гибели.

Воздействие бафиломицином А1 (соединени-
ем, ингибирующим вакуолярную H+-АТФазу [4] 

и, следовательно, предотвращающим ацидифика-
цию лизосомального содержимого [19]) частично 
спасало эндотелиальные клетки от вызванной 
КФБ гибели независимо от времени воздействия 
(4 или 24 ч) и дозы (0,1 или 1 мкМ) (рис. 3). На-
против, МФБ, состоящие из магния фосфата 
гидрата, который обладает более высокой рас-
творимостью, чем характерный для КФБ гидрок-
сиапатит (рис. 4), не проявляли эндотелиотоксич-
ность независимо от присутствия бафиломицина 
А1 (см. рис. 3).

Через 1 ч после добавления КФБ к эндотели-
альным клеткам наблюдалось смещение флуо-
ресцентно детектируемых ионов кальция из ли-
зосом в цитозоль (рис. 5). Следовательно, гибель 
эндотелиальных клеток связана с растворением 
КФБ и сопутствующим высвобождением ионов 
кальция из лизосом в цитозоль, а не с возможным 
осмотическим шоком, который возникал бы неза-
висимо от типа растворенных бионов из-за гра-
диента ионов Ca2+ или Mg2+ между лизосомами и 
цитозолем. Через 4 ч после добавления сфериче-

Рис. 1.  Клетки линии EA.hy 926, подвергшиеся воздействию однократного фосфатно-солевого буфера или 
КФБ в течение 48 ч. Вставки показывают интернализированные КФБ. Просвечивающая электрон-
ная микроскопия

Fig. 1.  EA.hy 926 cells, exposed to single phosphate-buffered saline or CPB for 48 hours. Inserts show internalized 
CPB. Transmission electron microscopy

Рис. 2.  Клетки линии EA.hy 926, подвергшиеся воздействию меченных флуоресцеинизотиоцианатом 
(ФИТЦ) КФБ в течение 1 или 4 ч и окрашенных лизосомальным красителем LysoTracker Red 
(справа) и ядерным красителем Hoechst 33342. Конфокальная микроскопия

Fig. 2.  EA.hy 926 cells, exposed to fluorescein isothiocyanate (FITC) CPB for 1 or 4 hours and stained with 
lysosomal dye LysoTracker Red (right) and nuclear dye Hoechst 33342. Confocal microscopy
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Рис. 3.  Клетки линии EA.hy 926, подвергшиеся воздействию 
растворителя (0,6%-й диметилсульфоксид) или ин-
гибитора вакуолярной H+-АТФазы бафиломицина 
A1 в концентрации 0,1 мкМ (а, г), 1 мкМ (б, в, г) с 
параллельным добавлением МФБ или КФБ в течение 
4 (а, б, г) или 24 ч (в, г). График (г) демонстрирует 
отношение доли жизнеспособных клеток при воз-
действии КФБ к таковой при воздействии МФБ в 
зависимости от добавления бафиломицина A1 и вре-
мени воздействия бионов. Каждая точка на графике 
отражает одну лунку культурального планшета

Fig. 3.  EA.hy 926 cells, exposed to a solvent (0.6% dimethyl sulfoxide) or vacuolar H+-ATPase inhibitor bafilomycin 
A1 at a concentration of 0.1 μM (a, d), 1 μM (b, c, d) with parallel addition of MPB or CPB for 4 (a, b, d) or 
24 hours (c, d). Graph (d) shows the ratio of the proportion of viable cells when exposed to CPB to that when 
exposed to MPB, depending on the addition of bafilomycin A1 and the time of exposure to bions. Each dot in 
the graph represents one well of the culture plate

Рис. 4.  МФБ и КФБ состоят из высокорастворимого магния 
фосфата гидрата (Mg2(P2O7)(H2O)) и малорастворимо-
го гидроксиапатита (Ca10(PO4)6(OH)2) соответственно. 
Рентгеновская порошковая дифрактометрия

Fig. 4.  MPB and CPB consist of highly soluble magnesium phosphate 
hydrate (Mg2(P2O7)(H2O)) and poorly soluble hydroxyapatite 
(Ca10(PO4)6(OH)2), respectively. X-ray powder diffractometry
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ских или игольчатых КФБ, но не МФБ или фос-
фатно-солевого буфера методом иммуноблоттин-
га было детектировано увеличение концентрации 
расщепленных форм каспазы-3 и ее субстрата 
PARP-1 (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что повышение концентрации 
ионов кальция в цитозоле является одним из 
триггеров увеличения проницаемости внешней 
мембраны митохондрий, в конечном итоге при-
водящего к активации запускающей клеточную 
гибель каспазы-3 [9]. Концентрация расщеплен-
ных форм как каспазы-3 (отражает ее активацию) 
[8, 14], так и ее субстрата, поли(АДФ-рибоза)-
полимеразы [17] (отражает инактивацию этого 
белка, ответственного за репарацию ДНК) [8, 14], 
увеличивалась в несколько раз через 4 ч после 
добавления сферических или игольчатых КФБ, 
но не МФБ или фосфатно-солевого буфера (см. 
рис. 6). Кроме того, в работах нашей группы [10] 
и коллег [20] ранее было продемонстрировано 
повышение концентрации расщепляющей каспа-
зу-3 активной каспазы-9 (свидетельствующей об 
ее активации) [8, 14] при воздействии КФБ. В це-
лом эти результаты указывают на лизосомально-
опосредованную гибель клеток (тип клеточной 
гибели, отличаемый от остальных по первичному 
повышению проницаемости лизосом и активации 
каспазы-3 и -9) как вероятный механизм вызывае-
мой КФБ клеточной гибели [7].

Рис. 5.  Клетки линии EA.hy 926, подвергшиеся воздействию однократного фосфатно-солевого буфера (а) или 
КФБ (б) в течение 1 ч и окрашенные красителями Fluo 3-AM, LysoTracker Red и Hoechst 33342. В кон-
трольных клетках лизосомы не содержат ионов кальция (красное окрашивание), которые в относи-
тельно небольшом количестве локализованы в цитозоле (зеленое окрашивание); в клетках, подвергшихся 
воздействию КФБ, ионы кальция расположены как в цитозоле (в большом количестве), так и в лизосомах 
(соответствующий наложению зеленого и красного желтый цвет, отражающий колокализацию ионов 
кальция и лизосом)

Fig. 5.  EA.hy 926 cells, exposed to single phosphate-buffered saline (a) or CPB (b) for 1 hour and stained with Fluo 
3-AM, LysoTracker Red and Hoechst 33342 dyes. In the control cells lysosomes do not contain calcium ions (red 
staining), which are located in a relatively small amount in the cytosol (green staining); in cells, exposed to CPB, 
calcium ions are located both in the cytosol (in large quantities) and in lysosomes (the yellow color corresponding 
to the superimposition of green and red, reflecting the co-localization of calcium ions and lysosomes)

Рис. 6.  Эндотелиальные клетки линии 2H-11, подверг-
шиеся воздействию однократного фосфат-
но-солевого буфера (ФСБ), МФБ, сферических 
КФБ (СКФБ) или игольчатых КФБ (ИКФБ) в 
течение 24 ч. Числовые значения показывают 
плотность полос относительно контрольной 
группы (ФСБ).

Fig. 6.  Endothelial cells of the 2H-11 line, exposed to 
single phosphate-buffered saline (PBS), MPB, 
spherical CPB, or needle CPB for 24 hours. The 
numerical values indicate the density of the bands 
relative to the control group (PBS)
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Данные результаты согласуются с полученны-
ми ранее на сосудистых гладкомышечных клет-
ках [5, 21], однако противоречат другим работам, 
в которых было предположено, что КФБ вызыва-
ют разрыв мембраны лизосом вследствие созда-
ния осмотического градиента между лизосомаль-
ным матриксом и цитозолем [13, 15, 16]. Стоит 
отметить, что нарушение целостности мембраны 
лизосом в этих исследованиях определялось либо 
окрашиванием акридиновым оранжевым [13], 
либо просвечивающей электронной микроскопи-
ей [15, 16]. Оба данных метода не являются опти-
мальными для надежной детекции повреждения 
лизосомальной мембраны – акридиновый оран-
жевый недостаточно специфичен в качестве ин-
дикатора pH и не всегда демонстрирует стабиль-
ные результаты применительно к окрашиванию 
лизосом (репрезентативное изображение в рабо-
те [13] показывает полное отсутствие лизосом в 
клетке через 4 ч после добавления КФБ, что на-
прямую противоречит окрашиванию LysoTracker 
Red в наших экспериментах (см. рис. 4)), а визу-
ализация разрушения лизосом методом просве-
чивающей электронной микроскопии весьма ус-
ловна (что подтверждается полученными в этих 
исследованиях репрезентативными изображени-
ями [15, 16]).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При растворении в лизосомах КФБ иниции-
руют гибель эндотелиальных клеток вследствие 
массивного выделения в цитоплазму ионов каль-
ция, опосредованно активирующих каспазы, что 
соответствует механизму лизосомально-зависи-
мой клеточной гибели. В то же время аналогич-
ные КФБ по всем физико-химическим характе-
ристикам (кроме более высокой растворимости) 
МФБ не вызывают токсических эффектов вслед-
ствие отсутствия выделения в цитоплазму ионов 
кальция при растворении в лизосомах, что до-
казывает специфичность эндотелиотоксического 
действия КФБ.
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