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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. На сегодняшний день не разработано специфических мето-
дов профилактики и терапии коронарного кальциноза. Анализ литературы 
показал, что использование определённых фармакологических препаратов 
у пациентов с ишемической болезнью сердца существенно снижает риск раз-
вития данного патологического состояния. Препараты, механизм действия 
которых заключается в регуляции клеточного метаболизма, могут служить 
перспективным средством для управления остеогенной дифференцировкой 
мультипотентных клеток в сердечно-сосудистой системе и, как следствие, 
предотвращать появление массивного кальциноза сосудов сердца.
Цель. Оценить влияние разных концентраций N, N-диметилимиддикарбоими-
да диамида (ДМКД) на остеогенную дифференцировку мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК) эпикардиальной жировой ткани (ЭЖТ).
Методы. МСК получали из биоптатов ЭЖТ, взятых во время операции коро-
нарного шунтирования. Культуры клеток пассировали до 3-го пассажа, после 
чего проводили иммунофенотипирование и остеогенную дифференцировку. 
Для дифференцировки МСК использовали остеогенную среду нативно и с до-
бавлением 10, 50 и 100 мкмоль ДМКД. Оценку остеогенеза проводили по измере-
нию уровня в супернатантах клеточных культур белков (RUNX2, остеопонти-
на, щелочной фосфатазы) и окрашивания клеточных культур с последующим 
определением интенсивности окраски.
Результаты. На протяжении дифференцировки клетки, инкубирующиеся 
в среде с добавлением 50 мкмоль ДМКД демонстрировали высокие уровни син-
тетической активности остеогенных белков. Остеобласты, дифференци-
ровавшиеся с добавлением 50 мкмоль ДМКД, синтезировали в 1,1 раза боль-
ше кальция по сравнению с МСК, инкубирующихся с другими концентрациями 
ДМКД, и в 1,3 раза больше, чем в контрольных культурах (р = 0,001).
Вывод. Добавление ДМКД в среды для дифференцировки МСК ЭЖТ пациентов 
с ИБС значительно усиливает синтез ключевых маркеров остеобластной 
дифференцировки. Особенно выраженное влияние было отмечено при концен-
трации 50 мкмоль препарата.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, N,N-диметилимидди-
карбоимид диамид, остеогенная дифференцировка, эпикардиальная жировая 
ткань, кальцификация коронарных артерий, метформин
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RESUME

Background. To date, no specific methods for the prevention and treatment of coro-
nary artery calcification have been developed. A literature analysis demonstrates that 
the use of certain pharmacological agents in patients with coronary artery disease 
significantly reduces the risk of developing this pathological condition. Drugs whose 
mechanism of action involves regulating cellular metabolism may serve as a promising 
tool for managing osteogenic differentiation of multipotent cells in the cardiovascular 
system and, consequently, preventing the development of massive calcification of car-
diac vessels.
The aim. To evaluate the effect of different concentrations of N,N-dimethylimidicar-
boimide diamide (DMDC) on the osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells 
(MSCs) derived from epicardial adipose tissue (EAT).
Methods. MSCs were isolated from EAT biopsies collected during coronary artery by-
pass grafting. Cell cultures were passaged to the third passage, after which immuno-
phenotyping and osteogenic differentiation were performed. For MSC differentiation, 
osteogenic medium was used, either native or supplemented with 10, 50, and 100 μmol 
DMDC. Osteogenesis was assessed by measuring protein levels (RUNX2, osteopon-
tin, alkaline phosphatase) in cell culture supernatants and staining the cell cultures 
with subsequent determination of staining intensity.
Results. Throughout differentiation, cells incubated in medium supplemented 
with 50  μmol DMDC demonstrated high levels of osteogenic protein synthesis. Os-
teoblasts differentiated with 50 μmol DMDC synthesized 1.1 times more calcium than 
MSCs incubated with other DMDC concentrations, and 1.3 times more than in control 
cultures (p = 0.001).
Conclusion. Adding DMDC to the differentiation medium for EAT-MSCs from patients 
with coronary artery disease significantly enhances the synthesis of key markers of os-
teoblast differentiation. A particularly pronounced effect was observed at a concentra-
tion of 50 μmol of the drug.

Keywords: mesenchymal stem cells, N,N-dimethylimidicarboimide diamide, osteo-
genic differentiation, epicardial adipose tissue, vascular calcification, metformin
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ОБОСНОВАНИЕ

В России, как и во всем мире, несмотря на проводи-
мые лечебно-профилактические мероприятия, сердеч-
но-сосудистая патология по-прежнему занимает пер-
вое место в структуре заболеваемости и смертности. 
По данным Росстата, число умерших от сердечно-сосу-
дистых заболеваний (ССЗ) россиян в 2023 году состави-
ло 46 % от всех случаев смерти. Из них на ишемическую 
болезнь сердца (ИБС) приходилось больше половины – 
52 % [1].

Значимой патологией, осложняющей течение ИБС, 
является кальцификация коронарных артерий (ККА). 
Известно, что практически треть пациентов, получаю-
щих оперативное лечение, направленное на реваску-
ляризацию миокарда, имеют выраженный кальциноз 
артерий сердца [2]. По данным большинства авторов, 
в возрастной категории старше 70 лет ККА встречается 
более чем у 90 % мужчин и более чем у 67 % женщин [3]. 
ККА приводит к снижению податливости сосудов, ано-
мальным вазомоторным реакциям и нарушению пер-
фузии миокарда и, как следствие, к ухудшению течения 
и увеличению риска неблагоприятных исходов ИБС [4].

На сегодняшний день специфических способов 
профилактики и лечения развития ККА не существу-
ет. Однако данные литературы показывают, что прием 
некоторых лекарственных средств пациентами с ИБС 
значительно снижает частоту развития тяжелого каль-
циноза сосудов сердца [5]. Так, показано, что N,N-диме-
тилимиддикарбоимид диамид (метформина гидрохло-
рид) (ДМКД) демонстрирует потенциал для управления 
остеогенной дифференцировкой мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК) и может играть роль в профи-
лактике кальцификации коронарных артерий [5-7]. Это 
может быть обусловлено как плейотропными, противо-
воспалительными, антиоксидантными свойствами пре-
парата, его способностью влиять на липидный обмен, 
так и непосредственным взаимодействием с клетка-
ми-предшественниками остеобластов, локализующих-
ся в сердечно-сосудистой системе (ССС) и участвующих 
в формировании кальцинированной бляшки. Имеются 
исследования, показывающие, что ДМКД подавляет 
экспрессию основных ключевых остеогенных транс-
крипционных факторов в гладкомышечных клетках 
сосудов [8]. На основании этих данных была выдвинута 
гипотеза о возможности модуляции процессов каль-
цификации коронарных сосудов посредством влияния 
разных концентраций ДМКД на остеогенную диффе-
ренцировку мультипотентных клеток, резидентно при-
сутствующих с ССС.

Мультипотентные клетки в сердечно-сосудистой 
системе присутствуют в составе стромально-васкуляр-
ной фракции эпикардиальной жировой ткани (ЭЖТ) – 
МСК. Данные литературы свидетельствуют о том, 
что МСК из ЭЖТ способны мигрировать в зону по-
вреждения сосуда и способствовать восстановлению 
посредством дифференцировки в гладкомышечные 
клетки и перициты, а также оказывать паракринный 
эффект [9]. K. Boström et al. показали, что в пораженных 

атеросклерозом артериях присутствуют МСК [10]. 
Однако, являясь мультипотентными, МСК способны 
к дифференцировке еще как минимум в трех ортодок-
сальных направлениях, включая остеогенное, в зави-
симости от воздействующих на них внешних факторов 
[11]. Ранее нами было показано, что МСК, полученные 
из ЭЖТ пациента с ИБС, способны к дифференцировке 
в остеобласты и экспрессируют остеогенные гены даже 
при культивировании в среде, не содержащей остеоин-
дукторы [12].

Эти и другие исследования показывают, что МСК 
ЭЖТ являются источниками остеобластов в сердеч-
но-сосудистой системе и участвуют в формировании 
кальцифицированной бляшки. Возможность модули-
рования остеогенной дифференцировки МСК ЭЖТ мо-
жет стать таргетной мишенью для фармакокоррекции 
ККА. Для того, чтобы определить возможность управ-
ления остеогенной дифференцировкой МСК ЭЖТ по-
средством воздействия фармакологических препара-
тов, мы исследовали влияние разных концентраций 
ДМКД на остеогенную дифференцировку МСК ЭЖТ.

Таким образом, целью данного исследования яв-
лялось оценить влияние разных концентраций ДМКД 
на остеогенную дифференцировку МСК ЭЖТ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Жировая ткань была получена от пациентов с ИБС 
(20 образцов от разных пациентов) во время открытой 
операции на сердце прямой реваскуляризации мио-
карда методом коронарного шунтирования (КШ). Этапы 
исследования, предусматривающие непосредственное 
участие пациентов, были выполнены в соответствии 
с этическими стандартами Национального комитета 
по исследовательской этике, а также с положениями 
Хельсинкской декларации 1964 года и последующих 
редакций. Исследование одобрено Этическим комите-
том ФГБНУ НИИ КПССЗ (протокол № 12 от 13.03.2025). 
От каждого из включенных в исследование участников 
было получено информированное добровольное со-
гласие. Средний возраст пациентов составлял 63  ±  5 
года. ЭЖТ получали из левых отделов сердца зоны 
ее наибольшего присутствия в количестве 3–5 г. Мето-
дика выделения МСК из ЖТ описана нами ранее [13].

Культивирование клеток с ДМКД
Для исследования влияния ДМКД на МСК ЭЖТ ис-

пользовали Metformin hydrochloride (Sigma-Aldrich, 
США), в разведении с остеогенной средой (MSCgoтм 
Osteogenic Differentiation Medium, Sartorius, Германия) 
для культивирования МСК. Среда с ДМКД приготав-
ливалась непосредственно перед использованием. 
На основании данных литературы, эксперименталь-
ными концентрациями препарата были определены 
10 мкмоль, 50 мкмоль, 100 мкмоль.

Иммунофенотипирование клеток (проточная 
цитометрия)

Для исследования уровня экспрессии поверхност-
ных антигенов использовались клетки 2-го, 3-го и 4-го 
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пассажа, культивирующиеся в базальной среде с до-
бавлением ДМКД, в качестве контроля использовали 
клетки, культивирующиеся в среде без добавления 
ДМКД. В работе использовали следующие комбинации 
конъюгированных моноклональных антител и изоти-
пических контролей к ним: FITC anti-human CD90 (Thy1) 
Antibody -328108 и FITC Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl (FC) 
Antibody – 400110; Pacific Blueтм anti-human CD45 Anti-
body — 304029 и Pacific Blueтм Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl 
Antibody – 400151; APC anti-human HLA-DR Antibody — 
327022 и APC Mouse IgG2b, κ Isotype Ctrl Antibody — 
401210; PE anti-human CD105 Antibody — 323206 и PE 
Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl (FC) Antibody — 400114; APC/
Cyanine7 anti-human CD73 (Ecto-5’-nucleotidase) Anti-
body -344022 и APC/Cyanine7 Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl 
Antibody — 400127. Окрашенные пробы ресуспенди-
ровали в PBS и анализировали на проточном лазерном 
цитометре CytoFlex (Beckman Coulter, США) в програм-
ме CytExpert 2.1 (Beckman Coulter, США).

Остеогенная дифференцировка МСК
Для остеогенной дифференцировки клетки 3-го 

пассажа переносились в 24-луночный и в 6-ти луночные 
планшеты, предварительно покрытые фибронектином 
10  мг/мл (ПанЭко, Россия) в количестве 1*104/лунка 
и культивировались в базальной среде до достижения 
конфлюэнтности. Далее формировалось 4 эксперимен-
тальные культуры, культивирующиеся в остеогенной 
среде (MSCgo™ Osteogenic Differentiation Medium Sar-
torius, Германия) (контроль), остеогенной с добавле-
нием 10  мкмоль ДМКД, остеогенной с добавлением 
50 мкмоль ДМКД, остеогенной с добавлением 100 мк-
моль ДМКД. Замену среды производили каждые 3 дня.

Иммуноферментный анализ
Для получения супернатантов дифференцирован-

ных МСК клетки культивировались в 6-ти луночных 
планшетах. Перед проведением анализа культуры 
были предварительно лизированы для высвобожде-
ния внутриядерных и цитоплазматических белков, 
не секретируемых во внеклеточное пространство. 
Для этого каждая лунка промывалась 3 раза 1x  PBS 
и обрабатывалась лизирующим буфером RIPA (Strong) 
(Servicebio Китай) в расчете 250  мкл/лунка в течении 
5-ти минут. Далее производился сбор клеток, и инку-
бация на льду в течении 30  мин. Полученный лизат 
центрифугировался. Затем супернатант, содержащий 
белки, был отделен от клеточного дебриса и заморо-
жен при -800С до проведения анализа. Были иссле-
дованы уровень белковой экспрессии ALP (тканене-
специфичная форма щелочной фосфатазы), RUNX2 
(транскрипционный фактор RUNX), ОPN (секретируе-
мый фосфопротеин 1/остеопонтин) методом иммуно-
ферментного анализа с использованием тест-систем 
Alkaline Phosphatase ELISA Kit, Human RUNX2 ELISA Kit, 
Osteopontin Human ELISA Kit фирмы FineTest (Китай) 
согласно протоколам производителей. Анализ прово-
дился в 3-х повторах для каждого образца.

Окрашивание ализариновым красным 
и фотометрическое определение интенсивности 
кальцификации

Для подтверждения прошедшей остеогенной диф-
ференцировки на 21-е сутки культивирования произ-
водили окрашивание культур ализариновым красным. 
Для этого клетки в 24-луночном планшете промыва-
ли PBS и добавляли 500  мкл 4  % параформальдегида 
на 30 минут. Далее после промывки PBS добавляли 
500  мкл 2  % раствора ализаринового красного (Лен-
реактив, Россия) на 1 час с инкубацией в темноте. Да-
лее каждая лунка однократно промывалась 1  мл PBS 
и результаты фиксировались микро- и макрофотогра-
фией. Затем для фотометрического определения ин-
тенсивности окрашивания в каждую лунку 24-луноч-
ного планшета с окрашенными клетками добавляли 
250  мкл уксусной кислоты 10  % (Ленреактив, Россия). 
Надосадочную жидкость собирали в эпиндорф и до-
бавляли 75  мкл 10  % гидроксида аммония (Alfa Aesar, 
Германия) и 100 мкл полученного раствора переноси-
ли в 96 планшет для последующего измерения оптиче-
ской плотности на микропланшетном ридере в 3-х по-
вторах (Erba LisaScan, Чехия) при длине волны 450 нм. 
Для определения концентрации ализаринового крас-
ного связавшегося с кальцием, строили калибровоч-
ный график путем измерения оптической плотности 
растворов ализаринового красного в концентрациях 
от 200 до 3,125 мкмоль/л.

Статистический анализ
Полученные данные собирались в базу с помощью 

Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Ричмонд, США). 
Статистическая обработка, графическое представле-
ние выполнено в программе GraphPad Prism 8 (Dotma
tics, США). Данные представлены в виде медианы и 25% 
и 75% процентиля: Ме [25%;75%]. Сравнение 3-х и бо-
лее зависимых выборок производили с использовани-
ем непараметрического критерия Краскела – Уоллиса, 
значимыми считали скорректированные значения 
р < 0,0125. Для оценки различий количественных при-
знаков при сравнении двух зависимых групп с отлич-
ным от нормального распределения был использован 
непараметрический U-тест Манна – Уитни. Критиче-
ский уровень значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Популяция клеток, полученных из ЭЖТ и исполь-
зованная в эксперименте, соответствовала критериям 
Международного общества клеточной терапии для МСК 
[14]. Мы получили адгезивные фибробластоподобные 
клетки, экспрессирующие специфические поверхност-
ные маркеры CD73, CD90 и CD105, не экспрессирую-
щие CD45, HLA-DR и способные дифференцироваться 
в остео- и адипогенном направлении (рис. 1).

Анализ влияния разных концентраций ДМКД 
на остеогенную активность МСК ЭЖТ пациентов с ИБС

Активность остеогенеза была оценена на 3-е, 7-е 
и 21-е сутки дифференцировки МСК ЭЖТ путем опре-
деления уровней остеогенных белков в супернатан-
тах клеточных культур методом иммуноферментного 
анализа.
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Было установлено, что добавление разных концен-
траций ДМКД в остеогенную среду изменяет уровень 
синтезируемых МСК остеогенных белков (рис. 2). Куль-
тивирование МСК с ДМКД в концентрации 50  мкмоль 
значимо увеличило уровень раннего маркера остеоге-
неза RUNX2 в супернатантах на 3-и и 15-е сутки культи-
вирования (р = 0,001) в сравнении с контролем и дру-
гими концентрациями препарата. Однако к 21-м суткам 
изучаемые культуры МСК синтезировали RUNX2 в при-
мерно одинаковом количестве.

Один из наиболее важных костных белков внекле-
точного матрикса — остеопонтин синтезировался наи-
более активно в МСК, культивирующихся с добавлени-
ем 50 мкмоль ДМКД (р = 0,001). Интересно, что уровень 
остеопонтина в супернатантах МСК, культивирующихся 
в среде с 10 и 100 мкмоль ДМКД, практически не разли-
чался. А клетки, не обработанные ДМКД, синтезирова-
ли остеопонтин в меньшем количестве по сравнению 
с клетками, культивирующимися с добавлением разных 
концентраций ДМКД, (р  =  0,001). Уровень щелочной 
фосфатазы был максимальным также в супернатантах 
клеточных культур МСК, культивирующихся с добавле-
нием 50 мкмоль ДМКД. На 3-и сутки дифференцировки 

уровень ALPL в культуре с 50 мкмоль ДМКД был прак-
тически в 3 раза больше, чем в МСК, культивирующихся 
с 10 мкмоль ДМКД, и в 2 раза больше, чем в контроле. 
К 15-м и 21-м суткам клетки с 50 мкмоль ДМКД синтези-
ровали ALPL активнее, чем другие культуры (р = 0,001).

Анализ влияния разных концентраций ДМКД на ми-
нерализацию внеклеточного матрикса остеобласта-
ми, полученными из МСК ЭЖТ пациентов с ИБС

При визуальной оценке минерализации внекле-
точного матрикса ярких отличий в результатах окра-
шивания культур остеобластов, культивирующихся 
с разными концентрациями ДМКД и контролем, не об-
наружено. Однако при фотометрическом определении 
установлено, что концентрация ализаринового красно-
го, а, следовательно, количество кальция в культурах, 
культивирующихся с ДМКД, больше, чем в контроль-
ной культуре. Кроме этого, достоверно установлено, 
что остеобласты, дифференцировавшиеся с добавле-
нием 50  мкмоль ДМКД, синтезировали практически 
в 1,1 раза больше кальция во внеклеточное простран-
ство по сравнению с МСК, инкубирующихся с другими 
концентрациями ДМКД, и в 1,3 раза больше, чем в кон-
трольных культурах (рис. 3).

А Б-1

В

Б-2

РИС. 1. 
Характеристика МСК ЭЖТ пациентов с ИБС: А) веретено
образная адгезивная культура клеток; Б-1) микрофотогра-
фии окрашивания ализариновым красным остеобластов, 
полученных из МСК; Б-2) микрофотографии окрашивания 
OilRed адипоцитов, полученных из МСК; В) Гистограммы, ко-
личество клеток, экспрессирующих поверхностные маркеры

FIG. 1. 
Characteristics of EAT MSCs from patients with coronary heart dis-
ease: А) spindle-shaped adhesive cell culture; Б-1) micrographs 
of  alizarin red staining of osteoblasts obtained from MSCs; Б-2) 
micrographs of OilRed staining of adipocytes obtained from MSCs; 
В) histograms, number of cells expressing surface markers
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Полученные результаты позволяют сделать вывод 
о том, что ДМКД, в концентрациях 10, 50, и 100 мкмоль, 
усиливает остеогенный потенциал МСК ЭЖТ пациен-
тов с ИБС. Наиболее выраженный эффект наблюдается 
при культивировании клеток с добавлением 50 мкмоль 
препарата.

ОБСУЖДЕНИЕ

На сегодняшний день ДМКД, более известный 
как метформина гидрохлорид, является широко ис-
пользуемым препаратом для лечения сахарного диа
бета, в том числе и у пациентов с ИБС [15]. За более 
чем 60 лет использования этого препарата было уста-
новлено, что помимо своего основного класс-эффекта, 
он обладает множеством плейотропных воздействий 
[16]. На сегодняшний день доказано, что прием ДМКД 
ассоциируется со снижением тяжести сердечно-сосуди-
стых заболеваний благодаря его влиянию на факторы 
риска, такие как улучшение липидного профиля, норма-
лизация артериального давления, противовоспалитель-
ные и антитромботические эффекты [17]. Исследования 
показывают снижение частоты инфаркта миокарда, 
смерти от ИБС и другие положительные эффекты у паци-
ентов, принимающих ДМКД [18]. Кроме этого, установле-
на корреляция между приемом ДМКД и снижением ча-
стоты встречаемости ККА – патологического состояния, 
значительно усугубляющего течение ИБС и ухудшаю-
щего прогноз оперативного лечения пациентов с нару-
шением кровоснабжения миокарда [5]. Антикацифици-
рующий эффект ДМКД в сердечно-сосудистой системе 
может опосредоваться как его противоспалительным 
и антиатерогенным действием, так и взаимодействием 
с мультипотентными клетками, которые опосредуют 
образование кальцината в стенке сосуда посредством 
дифференцировки в остеобласты [19-21].

Мы исследовали влияние разных концентраций 
ДМКД на мультипотентные клетки в ССС – МСК ЭЖТ 
и получили результаты, свидетельствующие о том, 
что in vitro воздействие препарата на данные клетки 
способно усиливать их остеогенный потенциал. Это вы-
ражалось и в увеличении синтеза специфических кост-
ных белков клетками и в повышении эффективности 
синтеза кальция во время и после дифференцировки 
МСК в остеобласты. Это согласуется с уже имеющимися 
результатами исследований с МСК других локализаций. 
Так, Zhao X. et al. показали, что добавление ДМКД в диа-
пазоне концентраций 10–200 мкмоль значительно уве-
личивало экспрессию остеогенных генов, активность 
щелочной фосфатазы, минерализацию матрикса в МСК, 
полученных из молочных зубов [22]. Lei T. et al. устано-
вили, что культивирование МСК пуповинной связки 
с добавлением от 1-го до 1000  мкмоль ДМКД приво-
дило к увеличению экспрессии остеогенных генов ALP, 
OCN и RUNX2 и снижению экспрессии адипогенных ге-
нов PPARγ [23]. Приведенные выше исследования де-
монстрировали дозозависимый эффект ДМКД на осте-
огенную дифференцировку МСК. Мы же получили 

РИС. 2. 
Уровень остеогенных белков в супернатантах МСК ЭЖТ паци-
ентов с ИБС, культивирующихся с разными концентрациями 
ДМКД
Примечания: RUNX2 (транскрипционный фактор RUNX), ОPN 
(секретируемый фосфопротеин 1/остеопонтин), ALP (тка-
ненеспецифичная форма щелочной фосфатазы) «***» – p = 
0,001, «**» – p = 0,01, n – количество пациентов.

FIG. 2. 
Level of osteogenic proteins in supernatants of EAT-MSCs from pa-
tients with coronary heart disease, cultured with different concen-
trations of DMDC
Note. RUNX2 (transcription factor RUNX), OPN (secreted 
phosphoprotein 1/osteopontin), ALP (tissue-non-specific form 
of alkaline phosphatase) “***” – p = 0.001, “**” – p = 0.01, n – num-
ber of patients.
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нелинейную зависимость эффекта от дозы концентра-
ции ДМКД: 10 и 100  мкмоль не вызывали значимого 
увеличения синтеза костных белков в клетках по срав-
нению с контролем, тогда как добавление 50  мкмоль 
препарата привело к интенсификации остеогенеза 

в культурах. Это может объясняться в первую очередь 
локализацией МСК – данное исследование сосредото-
чено на ЭЖТ пациентов с ИБС, в то время как приве-
денные выше исследования направлены на изучение 
МСК молочных зубов и пуповины. Во-вторых, наше 

а

в

б

г

д

РИС. 3. 
Микро- и макрофотографии окрашивания ализариновым 
красным остеобластов, полученных из МСК ЭЖТ пациентов 
с ИБС, и количественное измерение интенсивности окраши-
вания культур
Примечание: a) МСК с добавлением 10 мкмоль ДМКД, б) МСК 
с добавлением 50 мкмоль ДМКД, в) МСК с добавлением 100 
мкмоль ДМКД, г) МСК без добавления ДМКД (контроль), д) 
фотометрическое измерение концентрации ализаринового 
красного, связавшегося с кальцием, синтезированным осте-
областами, «***» – р = 0,001.

FIG. 3. 
Micro- and macrophotographs of alizarin red staining of osteo-
blasts obtained from EAT MSCs of patients with coronary heart dis-
ease and quantitative measurement of the staining intensity of the 
cultures
Note. a) MSCs with the addition of 10 μmol DMDC, б) MSCs with the 
addition of 50 μmol DMDC, в) MSCs with the addition of 100 μmol 
DMDC, г) MSCs without the addition of DMDC (control), д) photo-
metric measurement of the concentration of alizarin red bound 
to calcium synthesized by osteoblasts, “***” – p = 0.001.
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исследование сосредоточено на донорах старшего 
возраста, имеющих заболевания сердца, в то время 
как Zhao X. et al, Lei T. et al. изучали клетки доноров дет-
ского возраста и формирующихся внутриутробно.

Ключевой фактор транскрипции, определяющий 
дифференцировку МСК в остеобласты и являющийся 
критически важным для ранних стадий остеогенеза, – 
белок RUNX2 [24] синтезировался в МСК ЭЖТ на про-
тяжении всей дифференцировки. Установлено, что до-
бавление 50 мкмоль ДМКД к МСК ЭЖТ пациентов с ИБС 
значительно усилило синтез данного маркера в клетках. 
Существующие на сегодня исследования по влиянию 
ДМКД на экспрессию и синтез RUNX2 противоречивы. 
Одни работы свидетельствуют о том, что в гладкомы-
шечных сосудистых клетках и интерстициальных клет-
ках аортального клапана ДМКД вызывает снижение 
экспрессии данного гена и синтеза соответствующего 
белка, другие – в костной ткани ДМКД усиливает остеге-
нез посредством повышения активности RUNX2 [25-27]. 
Также мы оценили влияние ДМКД на синтез остеопонти-
на МСК ЭЖТ во время остеобластной дифференциров-
ки. Остеопонтин — это гликопротеин внеклеточного 
матрикса, широко распространённый в костной ткани 
и других видах соединительной ткани. Он играет важ-
ную роль в регуляции остеогенеза, ремоделировании 
костей, межклеточного взаимодействия [28]. Синтез 
остеопонтина остеобластами начинается еще на ран-
них стадиях созревания и сохраняется на протяжении 
всей жизни клетки [29]. Мы увидели, что добавление 
разных концентраций ДМКД в среду для дифференци-
ровки МСК значимо увеличило синтез данного белка 
клетками по сравнению с контролем уже на 3-и сутки. 
Однако к 21-м суткам дифференцировки его уровень 
в МСК, культивирующихся с 10 и 100  мкмоль ДМКД, 
стал не отличимым от контрольных клеток. Интересно, 
что добавление 50 мкмоль препарата в среду для МСК 
привело к значительной активации синтеза остеопон-
тина в них, которая сохранялась на протяжении всей 
дифференцировки. Аналогичные данные были получе-
ны и в результате исследования щелочной фосфатазы, 
она играет ключевую роль в костной минерализации 
и является важным маркером активности остеобластов 
[30]. Количество щелочной фосфатазы, синтезируемой 
исследуемыми нами МСК, увеличивалось в период 
их дифференцировки и стало максимальным по пре-
вращению их в остеобласты, т.е. на 21-е сутки. Установ-
лено, что в конце эксперимента остеобласты, которые 
дифференцировались в присутствии 50 мкмоль ДМКД, 
активнее синтезировали щелочную фосфатазу по срав-
нению с контролем и остеобластами, созревающими 
при 10 и 100 мкмоль препарата. Созревание остеобла-
стов в исследуемых культурах также было подтвержде-
но анализом минерализации внеклеточного матрикса. 
Измерение интенсивности окрашивания ализарино-
вым красным показало, что отложение соединений 
кальция наблюдалось во всех культурах. Тем не ме-
нее, наибольшее количество красителя, связавшегося 
с кальцием, было отмечено в остеобластах, обработан-
ных ДМКД в концентрации 50  мкмоль. Феномен, при 

котором 50  мкмоль ДМКД вызывает более сильную 
остеогенную дифференцировку, чем 10 и 100 мкмоль, 
вероятно, связан с достижением оптимальной концен-
трации для активации ключевых путей дифференци-
ровки без возникновения токсичных или ингибиру-
ющих эффектов. Это подчеркивает важность точной 
дозировки при использовании ДМКД для регуляции 
клеточных процессов. По всей видимости, для МСК 
ЭЖТ концентрация ДМКД более 100 мкмоль является 
токсичной или частично ингибирующей жизнедея-
тельность. Необходимы дополнительные исследова-
ния данного феномена для понимания возможностей 
применения ДМКД в коррекции ККА.

ВЫВОД

В ходе проведенного исследования выявлено, 
что добавление ДМКД в среды для дифференцировки 
МСК из ЭЖТ пациента с ИБС значительно усиливает 
синтез ключевых маркеров остеобластной дифферен-
цировки, таких как RUNX2, остеопонтин и щелочная 
фосфатаза. Особенно выраженное влияние было отме-
чено при концентрации 50 мкмоль препарата, которая 
способствовала повышенной активности этих марке-
ров и более интенсивной минерализации внеклеточ-
ного матрикса. Полученные результаты могут служить 
базой для дальнейших исследований в поиске таргет-
ной терапии и профилактики ККА.
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