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Основные положения
• Шестичасовая экспозиция гладкомышечных клеток коронарной артерии человека алкилиру-

ющим мутагеном митомицином С не приводит к изменению уровня экспрессии генов IL6 и IL8. 
• Через сутки после удаления мутагена из культуральной среды в клетках наблюдается значи-

тельное снижение экспрессии изученных цитокинов.
• Не обнаружено значимых изменений концентрации IL6 и IL8 в культуральной среде гладко-

мышечных клеток, культивируемых в условиях генотоксической нагрузки.

ОЦЕНКА ЭКСПРЕССИИ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ В 
ГЛАДКОМЫШЕЧНЫХ КЛЕТКАХ КОРОНАРНОЙ АРТЕРИИ, ЭКСПОНИРОВАННЫХ 

МУТАГЕНОМ АЛКИЛИРУЮЩЕГО МЕХАНИЗМА ДЕЙСТВИЯ

Актуальность

Известно, что повреждение ДНК гладкомышечных клеток может быть тригге-
ром их клональной экспансии и трансформации в пенистые клетки. Таким об-
разом, изучение молекулярно-генетических механизмов ответа гладкомышеч-
ных клеток сосудов на генотоксическое воздействие представляется важным 
и актуальным в контексте углубленного понимания механизмов атерогенеза.

Цель
Изучить характер изменения уровня мРНК и концентрации провоспалитель-
ных цитокинов IL6 и IL8 в гладкомышечных клетках коронарной артерии 
человека, культивируемых в условиях генотоксической нагрузки.

Материалы 
и методы

Уровень генной экспрессии изучаемых цитокинов в гладкомышечных клетках 
коронарной артерии человека оценивали с помощью количественной полиме-
разной цепной реакции в двух временных точках – непосредственно после 6 ч 
экспозиции клеток митомицином С (точка 1) и после 6 ч экспозиции мутагеном 
с последующими 24 ч культивирования клеток в чистой культуральной среде 
(точка 2). Контролем служили гладкомышечные клетки, культивированные по 
вышеуказанной схеме без генотоксической нагрузки. В качестве референсных 
генов использовали HPRT1, GAPDH и B2M. Уровень экспрессии генов интереса 
рассчитывали по методу ΔCt. Концентрацию IL6 и IL8 в культуральной среде 
определяли с помощью иммуноферментного анализа в точках 1 и 2. Статистиче-
ский анализ полученных результатов проводили в программе GraphPad Prism 9.

Результаты

Непосредственно после мутагенного воздействия (точка 1) не выявлено изменения 
уровня экспрессии генов IL6 и IL8 в гладкомышечных клетках, экспонированных 
митомицином С, по сравнению с неэкспонированным контролем. После удаления 
из культур мутагена в экспериментальной группе отмечено снижение уровня мРНК 
генов IL6 и IL8 по сравнению с контролем (кратность изменения экспрессии соста-
вила 0,36 и 0,67 соответственно). При этом достоверных различий концентрации 
изученных цитокинов в культуральной среде гладкомышечных клеток, экспониро-
ванных митомицином С, по сравнению с контролем не выявлено.

Заключение

Генотоксический стресс в гладкомышечных клетках коронарной артерии челове-
ка, вызванный алкилирующим мутагеном митомицином С, приводит к измене-
нию профиля генной экспрессии, но не концентрации провоспалительных цито-
кинов IL6 и IL8. Таким образом, воздействие митомицина С на гладкомышечные 
клетки не приводит к формированию ими провоспалительного фенотипа.

Ключевые слова Мутагенез • Атерогенез • Провоспалительные цитокины • Воспаление • 
Гладкомышечные клетки
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Background

It is known that DNA damage in smooth muscle cells can trigger their clonal 
expansion and transformation into foam cells. Thus, the study of the molecular 
genetic mechanisms of the vascular smooth muscle cells response to genotoxic 
exposure is important and relevant in the context of an in-depth understanding of 
atherogenesis.

Aim
To study mRNA level and concentration of proinflammatory cytokines IL6 and 
IL8 in the human coronary artery smooth muscle cells exposed to alkylating 
mutagen. 

Methods

Gene expression signature of studied cytokines in the human coronary artery 
smooth muscle cells was accessed by quantitative polymerase chain reaction in 
the two timepoints – immediately after six-hour exposure to mitomycin C (point 
1) and after six-hour exposure to mitomycin C followed by 24 hours of cells being 
cultivated on mitomycin C-free cell growth medium (point 2). Smooth muscle cells 
cultured according to the above scheme without genotoxin were used as controls. 
HPRT1, GAPDH and B2M were used as the reference genes. Gene expression 
level was calculated by ΔCt method. IL6 and IL8 concentration was evaluated 
in the culture media in points 1 and 2 by enzyme-linked immunosorbent assay. 
Statistical analysis was performed in GraphPad Prism 9 software.

Results

Immediately after mutagenic exposure (point 1) we discovered no significant 
changes in the expression level of IL6 and IL8 in the mitomycin C exposed smooth 
muscle cells compared to controls. Removal of mutagen increased expression 
of IL6 and IL8 in the experimental group (0,36- and 0,67-fold, respectively). At 
the same time, we discovered no significant differences in the studied cytokines 
concentration in the culture medium of mutagen-exposed cells compared to the 
nonexposed controls.

Conclusion
Genotoxic stress in human coronary artery smooth muscle cells exposed to 
alkylating mutagen (mitomycin C) leads to differential expression but not secretion 
of proinflammatory cytokines IL6 and IL8. Thus, exposure of smooth muscle cells 
to mitomycin C do not trigger their proinflammatory phenotype. 

Keywords Mutagenesis • Atherogenesis • Proinflammatory cytokines • Inflammation • 
Smooth muscle cells
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Highlights
• Six-hour exposure of human coronary artery smooth muscle cells to the alkylating mutagen 

mitomycin C leads to no changes in the expression of IL6 and IL8 genes. 
• Removal of mutagen from cell culture medium lead to a significant decrease in the expression of 

the studied cytokines. 
• No significant changes were found in the concentration of IL6 and IL8 in the culture medium of 

smooth muscle cells cultivated under genotoxic conditions.
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Введение
Атеросклероз – мультифакторное заболевание, 

в основе которого лежит комплексный воспали-
тельный процесс. В патогенезе атеросклероза за-
действованы различные клетки (эндотелиальные, 
гладкомышечные, лимфоциты и макрофаги), а так-
же компоненты внеклеточного матрикса (внекле-
точные липиды, коллаген и другие). Возникнове-
нию атеросклеротического поражения способству-
ют различные факторы роста и провоспалительные 
цитокины, являющиеся триггером аккумуляции 
иммунных клеток и компонентов внеклеточного 
матрикса в стенке кровеносного сосуда [1], что при-
водит к образованию атеросклеротической бляшки, 
состоящей из липидного некротизированного ядра, 
покрытого фиброзной покрышкой с большим коли-
чеством гладкомышечных клеток [2]. 

Существуют свидетельства того, что гладкомы-
шечные клетки, входящие в состав атеросклероти-
ческой бляшки, по своей природе клональны, а по-
вреждение дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) 
данных клеток служит триггером их миграции из 
медии в интиму, приобретению способности к фа-
гоцитозу и, как следствие, трансформации в пени-
стые клетки [3]. Более того, генотоксический стресс, 
вызванный мутагенным воздействием на организм 
человека, выступает одним из факторов риска разви-
тия атеросклероза [4]. Так, гладкомышечные клетки 
атеросклеротической бляшки характеризуются по-
вышенным уровнем ароматических ДНК-аддуктов 
(свидетельствующих о выраженном генотоксическом 
стрессе) по сравнению со здоровыми тканями [5, 6]. 

C учетом высокого уровня заболеваемости и 
смертности, вызванной атеросклерозом [7], а также 
повышенной генотоксической нагрузки на населе-
ние (связанной как с естественными, так и антропо-
генными мутагенными факторами) понимание мо-
лекулярно-генетических механизмов атерогенеза, а 
также роли генотоксического стресса в данном про-
цессе чрезвычайно важно для современной медици-
ны и сосудистой биологии. Таким образом, целью 
работы явилось изучение уровня генной экспрессии 
и секреции провоспалительных цитокинов IL6 и IL8 
в гладкомышечных клетках коронарной артерии че-
ловека, in vitro экспонируемых мутагеном алкилиру-
ющего механизма действия митомицином С (ММС). 

Материалы и методы
Работа с клеточными культурами
Материалом исследования послужили ком-

мерческие культуры первичных гладкомышеч-
ных клеток коронарной артерии человека (human 
coronary artery smooth muscle cells, HCASMC; Cell 
Applications, США). Все работы с клеточными 
культурами проводили в асептических условиях. 
Клетки культивировали в условиях повышенной 
влажности, 5% содержания CO2 и при температуре 

37 ˚C в среде для роста клеток Human SMC Growth 
Medium (Cell Applications, США) до достижения 
80% конфлюентности, после чего пересевали в во-
семь 6-луночных культуральных планшетов, содер-
жащих по 2 мл среды для роста клеток в каждой 
лунке, и культивировали еще сутки. После оконча-
ния культивирования старую среду для роста кле-
ток удаляли и добавляли в каждую лунку четырех 
планшетов 2 мл свежей среды, содержащей 500 нг/
мл алкилирующего мутагена ММС (AppliChem, 
Испания) (экспериментальная группа). В оставши-
еся четыре планшета добавляли 2 мл среды с 0,9% 
раствором NaCl (контрольная группа). Экспери-
ментальные и контрольные планшеты культивиро-
вали в стандартных условиях в течение 6 ч, после 
чего два экспериментальных и два контрольных 
планшета выводили из эксперимента (точка 1), а в 
остальных четырех меняли культуральную среду 
на свежую и культивировали еще сутки, после чего 
также выводили из эксперимента (точка 2). Общий 
дизайн исследования представлен на рисунке.

Выбор концентрации ММС, использованной в 
эксперименте, а также времени культивирования был 
основан на текущих рекомендациях и данных экспе-
риментов по моделированию мутагенеза in vitro [8, 9]. 

Оценка уровня генной экспрессии цитокинов
Экспрессия генов IL6 и IL8 оценена в HCASMC 

в точках 1 и 2. Культуральную среду из каждой 
лунки культурального планшета аликовотировали 
по 500 мкл и замораживали (в дальнейшем дан-
ные образцы использованы для оценки концентра-
ции провоспалительных цитокинов в клеточных 
культурах), клетки двукратно отмывали холодным 
фосфатно-солевым буфером и лизировали в 1 мл 
реагента QIAzol (Qiagen, Германия). Выделение 
рибонуклеиновой кислоты (РНК) из клеток и ее 
очистка от геномной ДНК проведены с помощью 
коммерческих наборов RNeasy Plus Universal Mini 
Kit (Qiagen, Германия). Выделенную РНК хранили 
при температуре –80 ˚C.

На основе выделенной РНК с помощью ком-
мерческих наборов High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, США) синте-
зировали молекулу комплиментарной ДНК (кДНК), 
которую хранили при температуре –20 ˚С до начала 
дальнейших экспериментов. Количество и качество 
РНК и кДНК оценивали с помощью спектрофото-
метра NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific, США). 

Экспрессию генов IL6 и IL8 измеряли с помо-
щью метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с детекцией продуктов амплификации в режиме ре-
ального времени с использованием меток TaqMan™ 
Gene Expression Assay (Applied Biosystems, США)
Hs00174131_m1 (IL-6) и Hs00174103_m1 (IL-8) 
на амплификаторе ViiA 7 (Applied Biosystems, 
США).  Эксперимент по оценке генной экспрессии
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выполнен в строгом соответствии с существующи-
ми стандартами [10]. ПЦР проводили в 96-луноч-
ном планшете, содержащем помимо анализируе-
мых образцов пять стандартов с двукратным раз-
ведением (необходимых для оценки качества ПЦР) 
и отрицательный контроль. Каждый образец, стан-
дарт и отрицательный контроль анализировали в 
трех технических повторах. В каждую лунку 96-лу-
ночного планшета вносили по 20 мкл реакционной 
смеси, включавшей 10 мкл мастер-микса TaqMan™ 
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, 
США), 1 мкл соответствующей метки TaqMan™ 
Gene Expression Assay (Applied Biosystems, США) 
и 9 мкл кДНК (либо деионизированной воды в слу-
чае с отрицательным контролем). ПЦР проводили 
по следующей программе: 2 минуты при 50 °C (1 
цикл), 10 минут при 95 °C (1 цикл), 15 секунд при 
95 °C с последующими 60 секундами при 60 °C (40 
циклов). В качестве референсных использованы 
гены HPRT1, GAPDH и B2M (Applied Biosystems, 
США). Уровень экспрессии генов IL6 и IL8 рассчи-
тывали по методу ΔCt (уровень экспрессии гена ин-
тереса = 2Ct [среднее геометрическое референсных генов] − Ct [ген интереса]) 
и выражали в виде условных единиц (у.е.). 

Оценка концентрации цитокинов в культу-
ральной среде

Концентрация цитокинов IL6 и IL8 определена 
в собранной на этапе подготовки образцов к оцен-
ке генной экспрессии культуральной среде с помо-
щью иммуноферментного анализа с использовани-
ем коммерческих наборов IL-6 Human SimpleStep 
ELISA Kit (Abcam, Англия) и IL-8 Human ELISA 
Kit (Abcam, Англия) по протоколу производите-
ля. Оптическую плотность образцов измеряли с 

помощью микропланшетного спектрофотометра 
Multiskan Sky (Thermo Scientific, США) и перево-
дили в концентрацию, выражаемую в пг/мл. 

Статистический анализ
Статистическая обработка результатов иссле-

дования выполнена в программе GraphPad Prism 9 
(GraphPad Software, США). Для количественных 
показателей рассчитывали медиану (m) и межквар-
тильный размах (IQR), сравнение двух независимых 
групп проводили с помощью U-критерия Манна – 
Уитни, ассоциации между количественными показа-
телями анализировали с помощью ранговой корре-
ляции Спирмена. Различия между группами считали 
статистически значимыми при значения p<0,05.

Результаты
В эксперименте из HCASMC удалось выделить 

от 254,1 до 430,8 нг/мкл РНК с коэффициентами 
A260/280 и A260/230 более 2,05 и 1,82 соответственно 
(что свидетельствует об отсутствии контаминации 
образцов РНК белковыми и органическими соеди-
нениями). Результаты ПЦР проанализированы в 
программе QuantStudio™ Real-Time PCR Software 
v.1.3 (Applied Biosystems, США). Эффективность 
реакций амплификации составила 91–99%, значе-
ние R2 находилось в диапазоне от 0,990 до 0,999, 
амплификация в отрицательном контроле отсут-
ствовала. Все это подтверждает высокую специ-
фичность и достоверность полученных данных об 
уровне генной экспрессии цитокинов. 

Анализ генной экспрессии IL6 и IL8 показал, что 
непосредственно после генотоксического воздей-
ствия (точка 1) в экспонированных ММС HCASMC 
не обнаружено изменения уровня мРНК изученных

Дизайн исследования

Study design
Примечание: ИФА – иммуноферментный анализ; ММС – митомицин С; ПЦР – полимеразная цепная реакция. 

Note: ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay; MMC – mitomycin C; PCR – polymerase chain reaction.
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цитокинов в сравнении с контролем. После элими-
нирования из культур мутагена с последующими 
сутками культивирования клеток в чистой культу-
ральной среде в экспериментальных культурах от-
мечено значительное снижение уровня экспрессии 
генов IL6 и IL8 относительно клеток, культивиро-
ванных в отсутствии генотоксической нагрузки 
(кратность изменения составила 0,36 и 0,67 соот-
ветственно, p<0,001) (табл. 1). 

Одновременно с этим концентрация изученных 
цитокинов в культуральной среде не различалась в 
контрольной и экспериментальной группах в обеих 
временных точках (табл. 2).

Кроме того, нами не обнаружено корреляции 
между уровнем генной экспрессии и концентраци-
ей изученных цитокинов в культуральной среде.

Обсуждение
Еще в конце прошлого века высказано предпо-

ложение о том, что к образованию атеросклероти-
ческих бляшек могут приводить генотоксический 
стресс и соматические мутации [11], накопление 
которых является не только естественным физио-
логическим процессом, связанным с эффективно-
стью функционирования систем репарации ДНК, 
но и следствием действия на организм человека 
различных генотоксических факторов [12]. Такие 
факторы могут иметь как эндогенную (бифунк-
циональные альдегиды – продукты перекисного 
окисления липидов и биосинтеза простагландинов; 
азотистая кислота – побочный продукт метаболиз-
ма нитритов и реакции воды и оксида азота; сво-
бодные радикалы), так и экзогенную (компоненты 
пищевых добавок, пестицидов, табачного дыма, 
выхлопных газов и выбросов промышленных пред-

приятий; ионизирующая радиация) природу [13], 
при этом вклад последних в формирование гено-
токсического стресса постоянно увеличивается в 
связи с развитием промышленности и ухудшением 
экологической обстановки. Все вышеперечислен-
ные факторы посредством реакции алкилирования 
вызывают образование поперечных сшивок моле-
кулы ДНК, что приводит к нарушению процессов 
репликации и транскрипции и в конечном итоге к 
гибели клеток в результате апоптоза [14]. Для мо-
делирования подобных процессов в экспериментах 
in vitro наиболее часто используют алкилирующий 
мутаген ММС, обладающий рядом преимуществ, 
среди которых высокая растворимость в воде и 
физиологическом растворе, способность долго со-
хранять стабильность и мутагенную активность в 
клеточных культурах при 37 ˚C. 

Ранее в наших исследования установлено, что ге-
нотоксический стресс, вызванный воздействием на 
клеточные культуры эндотелиальных клеток ММС, 
приводит к увеличению экспрессии провоспалитель-
ных цитокинов [15] и молекул, выступающих мар-
керами эндотелиальной дисфункции [16], и, таким 
образом, является одним из факторов риска развития 
атеросклероза. Вместе с тем для более полного пони-
мания роли генотоксического стресса в атерогенезе 
необходимо изучить особенности ответа на мутаген-
ное воздействие других клеток, вовлеченных в дан-
ный процесс, в том числе гладкомышечных.

Известно, что провоспалительные сигналы, 
индуцированные ангиотензином II посредством 
активации рецептора AT1R, экспрессируемого в 
гладкомышечных клетках сосудов, активируют свя-
зывание с ними моноцитов, что указывает на связь 
между гладкомышечными клетками, воспалением

Таблица 1. Относительная экспрессия генов цитокинов в гладкомышечных клетках коронарной артерии человека (у.е., m±IQR)
Table 1. Relative gene expression of cytokines in human coronary artery smooth muscle cells (a.u., m±IQR)  

Ген / 
Gene

Точка 1 / Point 1 Точка 2 / Point 2

Контроль 
/ Control

Эксперимент / 
Experiment

Кратность изменения 
относительно контроля / 
Fold-change compared to 

control

Контроль / 
Control

Эксперимент 
/ Experiment

Кратность изменения 
относительно контроля / 

Fold-change compared 
to control

IL6 0,33±0,16 0,28±0,11 0,85 0,47±0,22 0,17±0,08* 0,36
IL8 4,35±1,35 4,25±1.19 0,98 3,45±0,41 2,32±1,35* 0,67

Примечание: * достоверные различия по сравнению с контролем.
Note: * significant differences in comparison with control.

Таблица 2. Концентрация цитокинов в культурах гладкомышечных клеток коронарной артерии человека (пг/мл, m±IQR)
Table 2. Cytokine concentration in human coronary artery smooth muscle cells culture medium (pg/mL, m±IQR)

Цитокин / 
Cytokine

Точка 1 / Point 1 Точка 2 / Point 2

Контроль / 
Control

Эксперимент 
/ Experiment

Кратность изменения 
относительно 

контроля / Fold-
change compared to 

control

Контроль / 
Control

Эксперимент 
/ Experiment

Кратность изменения 
относительно 

контроля / Fold-
change compared to 

control
IL6 37,01±19,36 36,45±10,51 0,99 485,35±218,90 431,60±284,45 0,89
IL8 115,25±39,30 111,10±39,40 0,96 806,30±221,50 868,80±549,20 1,08
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и атеросклерозом [17, 18]. Эта связь подтверждает-
ся данными о том, что стимуляция Toll-подобных 
рецепторов (в частности TLR2 и TLR4), участву-
ющих во врожденном иммунном ответе, различ-
ными агентами, среди которых белок теплового 
шока HSP60 [19] и липополисахариды, приводит 
к активации фосфорилирования внеклеточной ки-
назы ERK1/2, индуцирует высвобождение моно-
цитарного хемоаттрактантного белка-1 (MCP-1) и 
интерлейкина 6, а также увеличивает экспрессию 
интерлейкина 1 [20]. Установлено, что провоспа-
лительные цитокины могут продуцироваться глад-
комышечными клетками TLR2-Nox1-зависимым 
образом, что приводит к увеличению адгезии мо-
ноцитов к эндотелиальным клеткам и их трансэн-
дотелиальной миграции [21]. В свою очередь ин-
терлейкин 1 может стимулировать синтез гладко-
мышечными клетками IL6 и IL8 [22]. В обычных 
условиях IL6 синтезируется гладкомышечными 
клетками в малых количествах, однако его секреция 
увеличивается при обработке клеточных культур 
эндотоксином, фактором некроза опухолей TNFα и 
IL1. IL6 благодаря способности активировать син-
тез белков острой фазы воспаления, пролиферацию 
и дифференциацию лимфоцитов, стимулирование 
экспрессии молекулы клеточной адгезии ICAM1 
на эндотелиальных клетках считается одним из ос-
новных проатеросклеротических цитокинов [23]. 
IL8 представляет собой хемокин, активно экспрес-
сирующийся макрофагами, эндотелиальными и 
гладкомышечными клетками. Он также относит-
ся к проатеросклеротическим цитокинам за счет 
способности стимулировать адгезию моноцитов 
к эндотелиальным клеткам [24]. Таким образом, 
гладкомышечные клетки являются важным звеном 
регуляции воспаления в сосудистой ткани.

В нашем исследовании установлено, что гено-
токсический стресс не приводит к развитию вос-
палительного ответа в культурах гладкомышечных 
клеток в отличие от эндотелиоцитов [15]. Более 
того, определено, что экспозиция клеточных куль-
тур ММС сначала не оказывает никакого влияния 
на экспрессию генов IL6 и IL8, а затем, через сут-
ки после удаления мутагена из культур, напротив, 
наблюдается значительное уменьшение уровня 
генной экспрессии изученных провоспалитель-
ных цитокинов. Данное снижение может носить 
компенсаторный характер и быть функциональ-
ной особенностью реагирования гладкомышечных 

клеток на генотоксический стресс. В то же время 
ММС может воздействовать непосредственно на 
РНК, приводя к ее деградации, что в итоге прояв-
ляется снижением количества соответствующих 
мРНК. Однако следует заметить, что все изменения 
в профиле генной экспрессии гладкомышечных 
клеток, культивируемых в условиях генотоксиче-
ской нагрузки, нивелируются на фенотипическом 
уровне, что выражается в отсутствии изменения 
количества синтезируемых клетками в культураль-
ную среду цитокинов IL6 и IL8. Данные результа-
ты свидетельствуют о наличии эпигенетических 
и посттрансляционных механизмов регуляции от-
вета гладкомышечных клеток на генотоксический 
стресс, вызванный алкилирующим мутагеном 
ММС, что требует дополнительного изучения.

Заключение
Установлено, что генотоксический стресс, вы-

званный мутагеном алкилирующего механизма 
действия ММС, не приводит к развитию воспали-
тельного ответа в культурах первичных гладкомы-
шечных клеток коронарной артерии человека. Та-
ким образом, гладкомышечные клетки, в отличие 
от эндотелиоцитов, не вовлечены в процесс мута-
ген-индуцированного атерогенеза.
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