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РЕЗЮМЕ

Во всем мире идет поиск терапевтического лечения кальцифицирующей болезни аор-
тального клапана (аортального стеноза), лечение которой сейчас производится только 
с помощью хирургического вмешательства. Фундаментальные молекулярно-биологиче-
ские исследования помогают в поиске антикальцифицирующей терапии, и нами ведутся 
исследования по поиску терапевтического лечения кальцификации аортального клапа-
на. В данной работе представлено исследование флавоноидов, потенциальных веществ 
для антикальцифицирующей терапии.

Ключевые слова: антикальцифицирующая терапия, аортальный стеноз, ингибиторы 
кальцификации, кальцификация аортального клапана, сигнальный путь Notch.
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ABSTRACT

There is a worldwide search for therapeutic treatment of calcification aortic valve disease 
(aortic stenosis), which is currently being treated only with surgical intervention. Fundamental 
molecular biological research helps in the search for anticalcification therapy and we are 
conducting research to find a therapeutic treatment for aortic valve calcification. This paper 
presents a study of flavonoids, potential substances for anticalcification therapy.

Кey words: anticalcification therapy, aortic stenosis, calcification inhibitors, calcification of 
the aortic valve, Notch signaling pathway.
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Список сокращений: ИК — интерстициальные 
клетки.

ВВЕДЕНИЕ

Сердечно-сосудистые заболевания занимают 
основное место в структуре заболеваемости в мире 
[1], а кальцификация сердца и сосудов является сре-
ди них достаточно распространенным состоянием. 
Кальцификации подвержен и аортальный клапан, 
что приводит к заболеванию аортальным стенозом 
(патологической кальцификации аортального кла-
пана). Терапевтического лечения кальцификации 
на данный момент не существует, и лечение прово-
дится только оперативным путем [2, 3].

Фундаментальные исследования процессов 
на  клеточном и  молекулярном уровнях приводят 
к лучшему пониманию молекулярных механизмов 
патологий и  позволяют находить потенциальные 
мишени для будущего терапевтического лечения 
сердечно-сосудистых заболеваний и, в  частно-
сти, аортального стеноза [4–8]. Сигнальный путь 
Notch вовлечен в управление развитием сердечно- 
сосудистой системы, в исследованиях показана его 
роль при патологических процессах в  сердечно- 
сосудистой системе, в том числе в развитии пато-
логической кальцификации аортального клапана 
[9–13]. Флавоноиды потенциально могут оказывать 
ингибирующее воздействие на  сигнальный путь 
Notch [14]. Нами были проведены эксперименты 
с использованием культивируемых in vitro интер-
стициальных клеток аортального клапана человека 
(ИК) по оценке токсического и пролиферативного 
влияния флавоноидов. Также мы оценивали вли-
яние флавоноидов на  остеогенную дифференци-
ровку. Интерстициальные клетки — это основные 
клетки, подверженные кальцификации в  аорталь-

ном клапане [15], и они являются удобным модель-
ным объектом для исследований.

МЕТОДЫ

В исследовании изучались 6 флавоноидов: пино-
стробин и  его производные (табл. 1). Проводилась 
оценка влияния флавоноидов на  пролиферативную 
активность ИК аортального клапана [1] и оценка ток-
сического эффекта флавоноидов и влияния на остео-
генную дифференцировку на эти же клетки [2].

1.	 Построение кривой роста клеток, обрабо-
танных 6 вариантами флавоноидов в  трех типах 
концентраций: 5, 10, 30 мкл на 1 мл среды. Оценка 
пролиферативной активности проводилась на вре-
менных точках 48, 72, 96 часов.

2.	 Поиск смертельной дозы флавоноидов для 
клеток, оценка токсического эффекта в  четырех 
типах концентраций: 5, 10, 30, 50 мкл вещества 
на 1 мл среды, и окраска ализариновым красным 
на 21-й день культивации в остеогенной среде для 
оценки количества кальциевых отложений.

Для исследований выбирались ИК аортального 
клапана с  заданными характеристиками: от  паци-
ентов с  трикуспидальным аортальным клапаном, 
болеющих аортальным стенозом, по  патогистоло-
гическому исследованию без признаков эндокарди-
та, ревматизма и  без большой степени аортальной 
недостаточности. Клетки были выделены из тканей 
аортального клапана [16], полученных в Националь-
ном медицинском исследовательском центре имени  
В. А. Алмазова, переданных после операций по про-
тезированию аортального клапана. Забор операци-
онного материала осуществлялся после подписания 
пациентами информированного согласия.

Клетки культивировались в обычной среде (83 % 
DMEM (Gibco, США), 15 % FBS (Gibco, США), 

Таблица 1. Название флавоноидов и их номер в экспериментах

Table 1. Name of flavonoids and their number in experiments

Номер флавоноида в эксперименте и его название

№ 1 — пиностробин

№ 2 — оксим пиностробина

№ 3 — лактам пиностробина

№ 4 — пиностробин халкон

№ 5 — 20-гидроксиэкдизон

№ 6 — 2,5-диметоксикоричная кислота
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Рис. 1. Фотофиксация 
воздействия разных 
доз флавоноидов 
на интерстициальные 
клетки аортального 
клапана на четырех 
временных точках 
(2-й день, 7-й день, 
14-й день, 21-й день 
с момента индукции 
остеодифференци-
ровки)

Control  — клетки без 
воздействий; diff — клетки, 
культивируемые в  остео-
генной среде; DMSO, 1v, 2v, 
3v, 4v, 5v, 6v — клетки, куль-
тивируемые в  остеогенной 
среде с добавлением пере-
численных веществ в  раз-
ной концентрации (5 мкл,  
10 мкл, 30 мкл, 50 мкл  — 
клетки погибли через 
48–96 часов после воздей-
ствия веществ).

Figure 1. Photofixation 
of the effect of 
different doses 
of flavonoids on 
interstitial cells of 
the aortic valve at 
four time points (Day 
2, day 7, day 14, day 
21 from the moment 
of induction of 
osteodifferentiation)

Control cells without 
effects; diff cells cultured 
in an osteogenic medium; 
DMSO, 1v, 2v, 3v, 4v, 5v, 6v 
cells cultured in an osteogenic 
medium with the addition 
of the listed substances in 
different concentrations  
(5 µl, 10 µl, 30 µl, 50 µl — cells 
died after 48-96 hours after 
exposure to substances).
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1 % пенициллин/стрептомицин (Invitrogene, США), 
1 % L-глутамин (Invitrogene, США)), и для запуска 
остеогенной дифференцировки в остеогенной среде 
(88 % DMEM (Gibco, США), 10 % HyClone (Cytiva, 
США), 1 % пенициллин/стрептомицин (Invitrogene, 
США), 1 % L-глутамин (Invitrogene, США)) добав-
лялись факторы остеогенной дифференцировки: 
0,1мкл аскорбиновой кислоты, 0,1 мкл дексамета-
зона и 10 мкл β-глицеролфосфата (Sigma, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение смертельной дозы веществ
Эксперимент по  оценке токсического эффекта 

флавоноидов проведен на  ИК аортального клапа-
на человека, отобранных по  методике, указанной 
выше. Культивирование для контрольных клеток 
проводилось в обычной среде, для изучаемых кле-
ток — в остеогенной среде с добавлением флаво-
ноидов и DMSO (растворитель флавоноидов). Со-
стояние клеток оценивалось на 2-й, 7-й, 14-й, 21-й 
дни после стартового воздействия. Использовались 
следующие концентрации: 5 мкл вещества на 1 мл 
среды, 10 мкл вещества на 1 мл среды, 30 мкл веще-
ства на 1 мл среды, 50 мкл вещества на 1 мл среды.

На этапе 48 часов (2 дня) после воздействия 
клетки при концентрации 50 мкл веществ погибли, 
при концентрации 30 мкл снизилась пролиферация 
клеток, концентрации 5 мкл и  10 мкл не  оказали 
заметного влияния на  пролиферацию и  фенотип 
клеток. На временной точке 7 и 14 дней концентра-
ция 30 мкл все так же снижала пролиферацию кле-
ток и приводила к их гибели, концентрации 5 мкл  
и  10 мкл не  оказали заметного влияния на  про-
лиферацию и  фенотип клеток. На  21-й день кон-
центрация 30мкл привела к  значительной, но  не 
тотальной гибели клеток (рис. 1), концентрации  
5 мкл и  10 мкл не  оказали заметного влияния 
на пролиферацию и фенотип клеток. На 21-й день 
была проведена окраска клеток Ализариновым 
красным, фотофиксация и  спектрофотометриче-
ский анализ окрашенных клеток. Окраска клеток 
при концентрациях 5 и 10 мкл находится на схожих 
уровнях интенсивности, однако окраска клеток 
при концентрации 30 мкл значительно ниже, что 
объясняется малым количеством выживших кле-
ток, продуцирующих отложения кальция (рис. 2). 

Оценка пролиферации клеток под 
воздействием флавоноидов

На ИК аортального клапана было проведе-
но 6 экспериментов с  6 веществами, указанными 
в  таблице 1. Клетки культивировались в  обычной 
и  остеогенной средах с  добавлением разных кон-

центраций веществ: 5 мкл вещества на 1 мл среды, 
10мкл вещества на  1 мл среды, 30 мкл вещества  
на 1 мл среды, 50 мкл вещества на 1 мл среды. Под-
счет клеток производился на временных точках 48, 
72, 96 часов на камере Ньюбауэра. Данные вноси-
лись в  таблицу Microsoft Excel и  обрабатывались 
с помощью GraphPad Prism. Анализ показал значи-
тельное снижение (в 2–3 раза) пролиферации кле-
ток при концентрации 30 мкл на  1 мл среды всех 
веществ, кроме пиностробина, на всех временных 
точках, но особенно к сроку 96 часов. Пролифера-
ция клеток при внесении пиностробина снизилась 
меньше (~ в  1,5 раза), чем в  остальных случаях, 
и  была равномерной на  всех временных точках 
(рис. 3).

ВЫВОДЫ

Наименьший токсический эффект на  клетки 
произвел пиностробин в  концентрациях 5 мкл  
и 10 мкл на 1 мл среды. И при фотофиксации, и при 
оценке пролиферации, клетки под его воздействи-
ем сохраняли стабильную жизнеспособность. Так-
же при окраске на соединения кальция было пока-
зано некоторое снижение интенсивности окраски 
при культивировании клеток с  концентрацией 
пиностробина 10 мкл на  1 мл среды. Остальные 
флавоноиды или обладали токсическим эффектом 
на  клетки, или не  влияли на  отложение кальция. 
Таким образом, для дальнейших исследований 
наиболее перспективен пиностробин.

Флавоноиды — это ароматические аминокисло-
ты, которые широко распространены в  растениях. 
Они обладают широким спектром полезных для 
здоровья свойств, включая антибактериальные, про-
тивовирусные, противомикробные, противоопухо-
левые, антимутагенные, противовоспалительные, 
противоаллергические, иммуномодулирующие, со-
судорасширяющие и кардиопротекторные свойства. 
В  настоящее время они считаются незаменимыми 
соединениями в здравоохранении, пищевой, фарма-
цевтической, косметической и биотехнологической 
промышленности [17]. В настоящее время изучают 
их свойства в лечении онкологических заболеваний 
[18–20], кожных заболеваний [21], болезни Альц-
геймера [22] и некоторых других [23]. Полученные 
нами данные указывают на то, что флавоноиды мо-
гут являться одной из мишеней для поиска терапии, 
препятствующей патологической кальцификации.
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Рис. 2. Фотофиксация воздействия разных доз флавоноидов на интерстициальные 
клетки аортального клапана после окраски Ализариновым красным, 
спектрофотометрический анализ окраски Ализариновым красным клеток 
эксперимента

Control — клетки без воздействий; diff — клетки, культивируемые в остеогенной среде; DMSO, 1v, 2v, 3v, 
4v, 5v, 6v — клетки, культивируемые в остеогенной среде с добавлением перечисленных веществ в разной 
концентрации (5 мкл, 10 мкл, 30 мкл, 50 мкл — клетки погибли через 48–96 часов после воздействия ве-
ществ, в окраске не участвовали).

Figure 2. Photofixation of the effect of different doses of flavonoids on interstitial cells 
of the aortic valve after Alizarin red staining, spectrophotometric analysis of Alizarin red 
staining of experimental cells

Control cells without effects; diff cells cultured in an osteogenic medium; DMSO, 1v, 2v, 3v, 4v, 5v, 6v cells 
cultured in an osteogenic medium with the addition of the listed substances in different concentrations (5 µl, 10 µl, 
30 µl, 50 µl — cells died after 48-96 hours after exposure to substances, they did not participate in the coloring).
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Рис. 3. Анализ жизнеспособности клеток в зависимости от внесенного вещества 
и его концентрации

Undiff — клетки, культивируемые в обычной среде (синие точки); diff — клетки, культивируемые в остео-
генной среде (красные точки); control — клетки без воздействия флавоноидов; 5 uL, 10 uL, 30 uL — концен-
трация соответствующего флавоноида в мкл вещества на 1 мл среды.

Figure 3. Analysis of cell viability depending on the introduced substance and its 
concentration

Undiff cells cultured in a normal medium (blue dots); diff cells cultured in an osteogenic medium (red dots); 
control cells without exposure to flavonoids; 5 uL, 10 uL, 30 uL — concentration of the corresponding flavonoid in 
ml of substance per 1 ml of medium.
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