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Атеросклероз и ишемическая болезнь сердца являются одними из ведущих при-
чин инвалидизации и смертности среди населения. Показано, что генотоксический 
стресс потенциально может рассматриваться как новый триггер эндотелиальной дис-
функции, лежащей в основе патогенеза данных заболеваний. Цель исследования – 
оценка молекулярно-генетических маркеров эндотелиальной дисфункции, ассоции-
рованной с генотоксическим стрессом, у нормолипидемических крыс линии Wistar. 
В исследование были включены самцы крыс линии Wistar, получавшие инъекции 
алкилирующего мутагена митомицина С (ММС) в дозировке 0.5 мг/кг массы тела 
(экспериментальная группа) или 0.9%-ного раствора NaCl (контрольная группа) 
в хвостовую вену три раза в неделю на протяжении месяца. Уровень генотоксиче-
ского стресса у животных оценивали с помощью микроядерного теста в полихрома-
тофильных эритроцитах (ПХЭ); эндотелиальную дисфункцию идентифицировали 
путем оценки экспрессии генов Vcam1, Icam1, Sele, Selp, Il6, Ccl2, Cxcl1, Mif, Vwf, 
Serpine1, Plau, Plat, Klf2, Klf4, Nfe2l2, Nos3, Snai1, Snai2, Twist1, Zeb1, Cdh5 и Cdh2 
в смывах эндотелиального монослоя нисходящей аорты. Установлено, что у крыс из 
экспериментальной группы развивается выраженный генотоксический стресс, о чем 
свидетельствует более чем трехкратное повышение частоты ПХЭ с микроядрами 
и снижение доли ПХЭ в общем пуле проанализированных эритроцитов. Анализ 
профиля генной экспрессии показал, что у крыс, включенных в экспериментальную 
группу, наблюдается провоспалительная активация эндотелия, сопровождающа-
яся повышенной экспрессией генов Vcam1, Icam1, Selp, Il6, Ccl2 и Cxcl1, а также 
нарушение эндотелиальной механотрансдукции, характеризуемое снижением экс-
прессии генов Klf2 и Klf4. Таким образом, ММС-индуцированный генотоксический 
стресс у нормолипидемических крыс линии Wistar ассоциирован с нарушением двух 
ключевых звеньев патогенеза эндотелиальной дисфункции и может рассматриваться 
в качестве одного из ее триггеров.
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ВВЕДЕНИЕ

Согласно статистике Всемирной организации здравоохранения, атеросклероз 
и ишемическая болезнь сердца занимают одни из лидирующих позиций в структу-
ре заболеваемости и смертности среди всех патологий сердечно-сосудистой системы 
[1] с тенденцией к росту до 2030 г. [2]. Доказано, что эндотелиальная дисфункция, 
определяемая как потеря эндотелием своей противовоспалительной, антитромботиче-
ской и вазодилатирующей способности, является обязательным инициирующим фак-
тором развития атеросклероза [3]. К числу общепризнанных триггеров дисфункции 
эндотелия относят турбулентный тип локального кровотока, низкое эндотелиальное 
напряжение сдвига, метаболический и химический стресс (сахарный диабет, высокий 
уровень холестерина в крови, курение) [4, 5]. Кроме того, к потенциальным факто-
рам риска развития эндотелиальной дисфункции также можно отнести соматические 
мутации и повреждение ДНК [6]. Доказано, что генотоксический стресс в культурах 
первичных эндотелиальных клеток человека сопровождается провоспалительной ак-
тивацией эндотелия и признаками эндотелиально-мезенхимального перехода, что, 
в свою очередь, является критериями эндотелиальной дисфункции [7–9]. Несмотря 
на имеющиеся данные, генотоксический стресс на настоящий момент не рассматри-
вается в качестве подтвержденного патогенетически значимого фактора риска эндо-
телиальной дисфункции и не учитывается в актуальных клинических рекомендациях 
по терапии атеросклероза. Для научного обоснования генотоксического стресса как 
фактора риска дисфункции эндотелия и атеросклероза необходима, в частности, вери-
фикация результатов, полученных в экспериментах in vitro на моделях лабораторных 
животных. 

Для моделирования генотоксического стресса в экспериментах in vitro и in vivo 
широко используется противоопухолевый антибиотик митомицин С (ММС) [10], яв-
ляющийся алкилирующим агентом и проявляющий кластогенную активность [11]. 
В клетках млекопитающих ММС подвергается восстановительной активации до ми-
тозена, который, в свою очередь, в ходе реакции N-алкилирования взаимодействует 
с 7-N-гуаниновыми нуклеотидными остатками малой бороздки ДНК в месте распо-
ложения димеров CG, что приводит к образованию ковалентных сшивок между осно-
ваниями цепей ДНК, препятствующих процессам репликации и транскрипции [12]. 
Сходным механизмом действия на ДНК млекопитающих обладает также целый ряд 
эндогенных (побочные продукты метаболизма – бифункциональные альдегиды и азо-
тистая кислота; свободные радикалы) и экзогенных (альдегиды и акролеин, присут-
ствующие в пищевых добавках, пестицидах, табачном дыме и выхлопных газах; ком-
поненты промышленных отходов – алкилгалогениды, алкены, спирты, кетоны, эфиры 
и сульфиды; ионизирующая радиация) генотоксических агентов [13–16], что позво-
ляет использовать ММС в качестве модельного мутагена в генотоксикологических 
исследованиях.

Целью данного исследования явилась оценка молекулярно-генетических маркеров 
эндотелиальной дисфункции, ассоциированной с генотоксическим стрессом, у нормо-
липидемических крыс линии Wistar.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование генотоксического стресса
В исследование были включены самцы нормолипидемических крыс линии Wistar 

(масса тела 150–200 г, возраст 10 недель), полученные из вивария отдела экспери-
ментальной медицины Научно-исследовательского института комплексных про-
блем сердечно-сосудистых заболеваний (Кемерово, Россия). Животных распределя-
ли по полипропиленовым клеткам, выстланным деревянной щепой, и обеспечивали 
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неограниченный доступ к пище и воде. На протяжении всего эксперимента живот-
ных содержали при стандартных температурных условиях (24 ± 1 °C), относитель-
ной влажности 55 ± 10% и 12-часовых циклах смены света и темноты. Мониторинг 
состояния здоровья животных проводили ежедневно. Крыс по группам и клеткам 
распределяли без рандомизации и применения каких-либо критериев включения 
и исключения. 

Для моделирования генотоксического стресса выполняли инъекции алкилирующе-
го мутагена ММС (Santa Cruz Biotechnology, Inc., США) в дозировке 0.5 мг/кг массы 
тела (экспериментальная группа, 10 крыс) или 0.9%-ного раствора NaCl (контрольная 
группа, 10 крыс) в хвостовую вену три раза в неделю на протяжении одного месяца, 
без какого-либо хирургического вмешательства. Через сутки после последней инъек-
ции животных выводили из эксперимента путем внутрибрюшинной инъекции пенто-
барбитала натрия (100 мг/кг массы тела). 

Дозировка ММС была выбрана на основе литературных данных [17, 18] и результа-
тов собственных экспериментов [19]. Контроль массы тела животных и корректировку 
дозы ММС проводили еженедельно.

Оценка уровня генотоксического стресса
Уровень генотоксического стресса у животных, включенных в эксперимент, оце-

нивали с помощью микроядерного теста в полихроматофильных эритроцитах (ПХЭ) 
[20, 21]. Эксплантированную бедренную кость очищали от остатков мышечной ткани 
и удаляли эпифизы, после чего вымывали костный мозг 1 мл эмбриональной телячьей 
сыворотки (Sigma-Aldrich, США) в пробирки типа Эппендорф объемом 1.5 мл. Полу-
ченную клеточную суспензию центрифугировали при 1000 об/мин в течение 5 мин, 
удаляли надосадочную жидкость, приливали в каждую пробирку 500 мкл свежей эм-
бриональной телячьей сыворотки и ресуспендировали клетки. Далее пробирки снова 
центрифугировали при 1000 об/мин в течение 5 мин и частично удаляли надосадочную 
жидкость до ее финального объема 50–100 мкл. Клетки ресуспендировали и раскапы-
вали на край сухих обезжиренных предметных стекол, после чего распределяли кле-
точную суспензию по всей площади предметного стекла и высушивали получившие-
ся препараты на воздухе. Далее препараты фиксировали в метаноле в течение 5 мин 
и окрашивали 2%-ным раствором красителя Гимза (ПанЭко, Россия) в течение 10 мин 
при комнатной температуре.

Полученные цитогенетические препараты кодировали и анализировали под свето-
вым микроскопом Zeiss Axiostar Plus (Carl Zeiss MicroImaging GmbH., Германия) при 
увеличении ×1000. На каждом препарате анализировали 200 эритроцитов, определяя 
количество нормахроматофильных эритроцитов (НХЭ) и ПХЭ. Далее анализировали 
еще 1000 ПХЭ и отмечали клетки с микроядрами (МЯ). НХЭ, ПХЭ и МЯ идентифици-
ровали согласно общепринятым критериям [21]. 

Оценка маркеров эндотелиальной дисфункции
Оценку маркеров эндотелиальной дисфункции проводили путем измерения экс-

прессии генов, участвующих в провоспалительной (Vcam1, Icam1, Sele, Selp, Il6, 
Ccl2, Cxcl1, Mif) и протромбической активации эндотелия (Vwf, Serpine1, Plau, Plat), 
нарушении эндотелиальной механотрансдукции (Klf2, Klf4, Nfe2l2) и синтеза оксида 
азота (Nos3), эндотелиально-мезенхимальном переходе (Snai1, Snai2, Twist1, Zeb1, 
Cdh5, Cdh2) [22] в эндотелиальном монослое аорт лабораторных животных. Экс-
плантированную нисходящую аорту промывали от остатков крови 0.9%-ным раство-
ром NaCl, а затем смывали эндотелиальный монослой 1 мл лизирующего реагента 
QIAzol® Lysis Reagent (Qiagen, США) в 1.5-миллилитровую пробирку типа Эппен-
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дорф [23]. Выделение РНК и ее очистку от геномной ДНК проводили с помощью 
коммерческого набора RNeasy® Plus Universal Mini Kit (Qiagen, Германия) в соответ-
ствии с протоколом производителя набора. Концентрацию и качество выделенной 
РНК определяли на спектрофотометре NanoDropTM 2000 (ThermoScientifi c, США), 
а ее целостность – на флуориметре Qubit 4 (Invitrogen, США) с использование набо-
ра реагентов QubitTM RNA IQ Assay Kit (Invitrogen, США). Выделенную РНК хранили 
при температуре –80 ˚C. 

На основе выделенной РНК с помощью коммерческого набора High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, США) синтезировали комплиментарную 
ДНК (кДНК), определяли ее концентрацию и качество на спектрофотометре NanoDropTM 
2000 (ThermoScientifi c, США). Синтезированную кДНК хранили при –20 ˚C.

Экспрессию генов интереса, а также референсных генов (Actb, B2m, Tbp) оцени-
вали с помощью количественной ПЦР с детекцией продуктов амплификации в режи-
ме реального времени (реал-тайм ПЦР) на амплификаторе ViiA 7 (Applied Biosystems, 
США) в строгом соответствии с общепринятыми на настоящий момент стандар-
тами [24, 25]. ПЦР проводили в 96-луночном планшете (BIOFIL, Китай), содержа-
щем, помимо анализируемых образцов, пять стандартов с двукратным разведением 
и отрицательный контроль (реакционная смесь без кДНК). На каждый анализиру-
емый образец готовили 10 мкл реакционной смеси, содержащей 5 мкл мастер-мик-
са PowerUpTM SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, США), по 500 нМ пря-
мого и обратного SYBR Green праймеров (Евроген, Россия) (табл. 1) и 5 мкл кДНК 
c финальной концентрацией 10 нг/мкл. Каждый образец, стандарт и отрицательный 
контроль анализировали в трех технических повторах. Программа амплификации 
включала в себя три этапа: 2 мин при 50 °C, 2 мин при 95 °C, 15 с при 95 °C и 60 
с при 60 °C (40 циклов). Экспрессию генов интереса рассчитывали по методу 2-ΔΔCt 
и выражали в виде кратности ее изменения в экспериментальной группе относительно 
контроля. 

Статистический анализ
Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных в эксперименте

Ген Последовательность

Vcam1
Прямой: 5’-GGAAATGCCACCCTCACCTTA-3’ 

Обратный: 5’-TCCAGGGGAGATGTCAACACAGT-3’

Icam1
Прямой: 5’-CGACATTGGGGAAGACAGCAG-3’ 
Обратный: 5’-TCCACTCGCTCTGGGAACG-3’

Sele
Прямой: 5’-TGTGGTCCAAGAGGGGAGTG-3’

Обратный: 5’-GCCCACTGCAACTCATGTTCA-3’

Selp
Прямой: 5’-GCCCTCCAATGTGTGAAGCC-3’

Обратный: 5’-CAGGTGGAGCCGACACTGAA-3’

Il6
Прямой: 5’-AGCCCACCAGGAACGAAAGTC-3’
Обратный: 5’-AGGGAAGGCAGTGGCTGTCA-3’

Ccl2
Прямой: 5’-ACGCTTCTGGGCCTGTTGTT-3’

Обратный: 5’-TCCAGCCGACTCATTGGGAT-3’

Cxcl1
Прямой: 5’-CACTGCACCCAAACCGAAGT-3’

Обратный: 5’-TGGGGACACCCTTTAGCATCT-3’
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Ген Последовательность

Mif
Прямой: 5’-GTCACGTAGCTCAGGTCCCA-3’

Обратный: 5’-CTCGGAGAGAAACCCCTCTG-3’

Vwf
Прямой: 5’-AACCCACGCTTGACCAGGTT-3’

Обратный: 5’-CTGTCAGCGCAGGAGCAAAC-3’

Serpine1
Прямой: 5’-CTCAACCCAGGCCGACTTCA-3’

Обратный: 5’-CACTGTGCCGCTCTCGTTCA-3’

Plau
Прямой: 5’-GTGGTGGGAGCCTCATCAGT-3’

Обратный: 5’-CGCTTCGACTGACCCAGGTA-3’

Plat
Прямой: 5’-GGGACCAACTGAGGACTGCT-3’

Обратный: 5’-GCCCTCCACGCTGTGTAAGT-3’

Klf2
Прямой: 5’-CACCAACTGCGGCAAGACCT-3’

Обратный: 5’-GTAGTGGCGGGTAAGCTCGTCA-3’

Klf4
Прямой: 5’-GACTATGCAGGCTGTGGCAAA-3’

Обратный: 5’-CGGTAGTGCCTGGTCAGTTCA-3’

Nfe2l2
Прямой: 5’-CAGTGGATCTGTCAGCTACTCC-3’
Обратный: 5’-CTCTCAACGTGGCTGGGAAT-3’

Nos3
Прямой: 5’-GGTGACCAGCACATTTGGCA-3’

Обратный: 5’-GCCGCCAAGAGGATACCAGT-3’

Snai1
Прямой: 5’-TGGGCCAACTTCCCAAGCA-3’

Обратный: 5’-GTGGGAGCAGGAGAAAGGCT-3’

Snai2
Прямой: 5’-GCCCAACTACAGCGAACTGGA-3’

Обратный: 5’-TGGAATGGAACTGCTGATGTCC-3’

Twist1
Прямой: 5’-ATGTCCGCGTCCCACTAGCA-3’

Обратный: 5’-CCCCACGCCCTGATTCTTGT-3’

Zeb1
Прямой: 5’-CCAGTGAAGGTGATCCAGCCA-3’
Обратный: 5’-CTTTTTGGGTGGCGTGCAGT-3’

Cdh5
Прямой: 5’-ACAAGGACGTGGTGCCAGTA-3’

Обратный: 5’-GGGCATCCCATTGTCGGAGA-3’

Cdh2
Прямой: 5’-ACCCAGGAAAAGTGGCAGGT-3’

Обратный: 5’-GCTGTGCTTGGCGAGTTGTC-3’

Actb
Прямой: 5’-ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3’

Обратный: 5’-CCATACCCACCATCACACCCT-3’

B2m
Прямой: 5’-GGTGACCGTGATCTTTCTGGTG-3’

Обратный: 5’-TGAGGAAGTTGGGCTTCCCATT-3’

Tbp
Прямой: 5’-TGCCAAGTGTGAGCCTCTCC-3’

Обратный: 5’-TGGGTTATCGCACGCACCAT-3’

Окончание табл. 1



629ГЕНОТОКСИЧЕСКИЙ СТРЕСС

(a)

(b)

p < 0.001

p < 0.001

% ,
E

C
P

% ,
E

C
P-

N
M

Control
group

Experimental
group

Control
group

Experimental
group

0

20

40

60

80

0

1

2

3

4

Рис. 1. Уровень маркеров генотоксического стресса у крыс линии Wistar. (a) – Доля ПХЭ. (b) – Частота ПХЭ 
с МЯ. Control group – контрольная группа, Experimental group – экспериментальная группа, PCE – ПХЭ, 
MN-PCE – ПХЭ с МЯ. 

Статистический анализ проводили с использованием программного пакета 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США). Для количественных показателей рас-
считывали медиану (Me) и межквартильный размах (IQR). Различия между группа-
ми оценивали с помощью рангового U-критерия Манна – Уитни. Различия считали 
статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ уровня маркеров генотоксического стресса показал, что у животных из экс-
периментальной группы по сравнению с контролем отмечается полуторакратное сни-
жение доли ПХЭ в общем пуле проанализированных эритроцитов (31.8 ± 5.5% против 
45.0 ± 10.5%, p < 0.001) и более чем трехкратное повышение частоты ПХЭ с МЯ (2.7 ± 
1.0% против 0.8 ± 0.4%, p < 0.001) (рис. 1), что свидетельствует о развитии выраженно-
го генотоксического стресса в ответ на экспозицию ММС.
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В результате проведенного молекулярно-генетического анализа все изученные гены 
были разделены на три группы в зависимости от характера изменения их экспрессии 
в экспериментальной группе относительно контроля: гены с повышенной экспрессией 
(кратность изменения экспрессии ≥ 1.50), гены с пониженной экспрессией (≤ 0.75), 
гены, экспрессия которых не изменялась (0.76–1.49) (табл. 2).

Таблица 2. Изменение экспрессии генов-маркеров эндотелиальной дисфункции в эндотелии 
аорты крыс линии Wistar, включенных в экспериментальную группу, относительно контроля

Ген Кратность изменения экспрессии Характер изменения экспрессии

Провоспалительная активация эндотелия

Vcam1 2.17 Повышена

Icam1 3.51 Повышена

Sele 0.76 Без изменений

Selp 2.59 Повышена

Il6 1.78 Повышена

Ccl2 1.91 Повышена

Cxcl1 2.06 Повышена

Mif 0.42 Понижена

Протромбическая активация эндотелия

Vwf 0.58 П  онижена

Serpine1 2.26 Повышена

Plau 1.95 Повышена

Plat 1.76 Повышена

Нарушение эндотелиальной механотрансдукции

Klf2 0.55 Понижена

Klf4 0.60 Понижена

Nfe2l2 0.87 Без изменений

Нарушение синтеза оксида азота

Nos3 1.12 Без изменений

Эндотелиально-мезенхимальный переход

Snai1 0.98 Без изменений

Snai2 0.82 Без изменений

Twist1 0.87 Без изменений

Zeb1 0.65 Понижена

Cdh5 1.10 Без изменений

Cdh2 1.11 Без изменений
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В результате проведенного сравнения полученных результатов изучения профиля 
генной экспрессии в эндотелии нисходящей аорты нормолипидемических крыс ли-
нии Wistar с референсной панелью для скрининга дисфункции эндотелия [22] были 
выявлены совпадения в характере изменения экспрессии следующих генов-маркеров 
эндотелиальной дисфункции: Vcam1, Icam1, Selp, Il6, Ccl2, Cxcl1, Serpine1, Klf2 и Klf4 
(рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ данных мировой литературы последних лет показывает рост интереса 
к изучению различных аспектов нормальной и патологической физиологии эндотелия, 
в том числе и к проблемам патофизиологических механизмов развития эндотелиаль-
ной дисфункции [22]. К настоящему моменту выделены ключевые признаки данного 
процесса, а именно: повышенная адгезия лейкоцитов к эндотелиальному монослою 
(провоспалительная активация эндотелия); нарушение синтеза биодоступного оксида 
азота; нарушение эндотелиальной механотрансдукции; эндотелиально-мезенхималь-
ный переход, заключающийся в приобретении эндотелиальными клетками синтети-
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Рис. 2. Сравнение полученного профиля генной экспрессии в эндотелии нисходящей аорты нормолипиде-
мических крыс линии Wistar с референсной панелью для скрининга дисфункции эндотелия. Reference plot 
– референсная панель по данным Kutikhin и соавт. [22]; Experimental plot – экспериментальная панель, полу-
ченная в ходе проведения представленного исследования; Pro-infl ammatory endothelial activation – провоспа-
лительная активация эндотелия; Prothrombic endothelial activation – протромбическая активация эндотелия; 
Impaired endothelial mechanotransduction – нарушение эндотелиальной механотрансдукции; Compromised 
NO synthesis – нарушение синтеза оксида азота; Endothelial-to-mesenchymal transition – эндотелиально-ме-
зенхимальный переход. Upregulated genes – гены с повышенной экспрессией, Unchanged genes – гены, экс-
прессия которых не изменялась, Downregulated genes – гены со сниженной экспрессией.
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ческого фенотипа; а также протромбическая активация эндотелия [26–30]. Наиболее 
удобным методом скрининга эндотелиальной дисфункции в эксперименте являет-
ся оценка экспрессии маркерных генов, вовлеченных в вышеуказанные процессы, 
с помощью количественной ПЦР в силу относительно невысокой стоимости и низкой 
технической сложности данного метода. Анализ научной литературы, посвященной 
изучению патофизиологии эндотелиальной дисфункции, а также собственный много-
летний опыт экспериментов по ее моделированию позволил разработать референсную 
панель для скрининга данного патологического состояния, включающую 23 маркер-
ных гена, показавших наибольшую эффективность при диагностике эндотелиальной 
дисфункции в экспериментах in vitro и in vivo и обладающих высокой доказательной 
мощностью [22].

Одним из основных признаков эндотелиальной дисфункции является провоспали-
тельная активация эндотелия, одним из результатов которой является миграция в ин-
тиму сосудов моноцитов. Мигрировавшие моноциты трансформируются в макрофаги, 
которые начинают поглощать свободный и этерифицированный холестерин и в конеч-
ном итоге превращаются в пенистые клетки, секретирующие различные факторы ро-
ста и митогены, способствующие развитию атеросклеротического поражения сосуда 
[31]. Провоспалительная активация эндотелия обуславливается двумя ключевыми про-
цессами – связывание рецепторов лейкоцитов с соответствующими рецепторами на 
поверхности эндотелиальных клеток, приводящее к адгезии клеток мононуклеарной 
фракции крови к эндотелиальному монослою; и повышенная секреция эндотелиаль-
ными клетками провоспалительных цитокинов [32]. В нашем эксперименте ММС-
индуцированный генотоксический стресс у нормолипидемических крыс линии Wistar 
(подтвержденный результатами цитогенетического анализа ПХЭ) был ассоциирован 
с повышением экспрессии трех из четырех маркерных генов, кодирующих как рецеп-
торы эндотелиальных клеток для лейкоцитов (Vcam1, Icam1 и Selp), так и эндотели-
альные провоспалительные цитокины (Il6, Ccl2 и Cxcl1) в смывах эндотелиального 
монослоя нисходящей аорты. Эти данные свидетельствуют о выраженной провоспа-
лительной активации эндотелия у лабораторных животных. Известно, что клеточный 
ответ на генотоксический стресс заключается в остановке клеточного цикла, запуске 
репарации ДНК и активации сигнальных путей p53 и NF-κB, играющих ключевую 
роль в репарации ДНК и воспалительном ответе соответственно [33]. Интересно, что 
активация пути NF-κB в результате действия на клетки алкилирующих агентов (напри-
мер, ионизирующей радиации) может выступать индуктором таких антиапоптотиче-
ских генов, как BCL2L1, XIAP, CIAP1, CIAP2 и BIRC5, что приводит к увеличению вы-
живаемости экспонированных клеток [34–37]. Кроме того, показано, что ММС может 
воздействовать на MAPK-путь, что приводит к увеличению уровня экспрессии про-
воспалительных цитокинов фибробластами [38]. Согласно современным концепциям, 
воспаление может являться ранним сигналом повреждения генетического материала 
клетки [39, 40], что позволяет рассматривать повреждение ДНК как своеобразный 
DAMP (damage-associated molecular pattern) [41]. Таким образом, обнаруженная в на-
шем эксперименте ассоциированная с генотоксическим стрессом провоспалительная 
активация эндотелиальных клеток нисходящей аорты нормолипидемических крыс ли-
нии Wistar является, с одной стороны, нормальной физиологической реакцией клеток 
на повреждение ДНК, а с другой стороны – одним из патофизиологических звеньев 
атерогенеза. Интересно, что в нашем эксперименте обнаружено снижение экспрессии 
гена Mif, кодирующего фактор, ингибирующий миграцию макрофагов (MIF) в ответ на 
генотоксический стресс, на фоне повышения экспрессии других генов, кодирующих 
вовлеченные в провоспалительную активацию эндотелия белки. В ряде исследований 
показано, что MIF, помимо своей провоспалительной активности, способен блокиро-
вать p53-зависимый апоптоз и стимулировать онкогенез, при этом данные факторы 
в клетке функционально противодействуют друг другу (активация пути p53 сопрово-
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ждается снижением экспрессии MIF) [42–45]. Таким образом, обнаруженное в нашем 
эксперименте снижение экспрессии гена Mif является, вероятно, следствием ММС-ин-
дуцированной активации пути p53. 

Еще одним немаловажным признаком эндотелиальной дисфункции является нару-
шение эндотелиальной механотрансдукции – процесса трансформации механического 
воздействия потока в биохимические сигналы в эндотелиальных клетках. Данный про-
цесс играет чрезвычайно важную роль в физиологии эндотелия, так как обуславливает 
дифференциальную чувствительность различных сосудов к атеросклерозу в зависи-
мости от гидродинамических характеристик тока крови (турбулентный и ламинарный 
поток) [28, 29, 32]. Передача сигналов от механосенсоров в клетке осуществляется 
посредством большого количества молекул, в число которых входят и атеропротек-
тивные транскрипционные факторы KLF2, KLF4 и NRF2 [46–51], кодируемые генами 
Klf2, Klf4 и Nfe2l2 соответственно. В нашем эксперименте было обнаружено снижение 
экспрессии генов Klf2 и Klf4 в эндотелии аорты крыс линии Wistar в ответ на их экс-
позицию ММС, в то время как экспрессия гена Nfe2l2 не изменялась относительно 
контроля. Атеропротективные свойства KLF2 обусловлены его способностью инду-
цировать экспрессию эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) – важного регу-
лятора сосудистого гомеостаза – путем прямого связывания ее промотора в ответ на 
биомеханические стимулы. Кроме того, KLF2 способен ингибировать индукцию мо-
лекул клеточной адгезии VCAM-1 и SELE, вызванную действием на эндотелиальные 
клетки различных провоспалительных цитокинов, что приводит к ослаблению адгезии 
мононуклеарной фракции крови к эндотелию [52]. Показано, что данный транскрип-
ционный фактор также может регулировать активность таких генов, участвующих 
в регуляции тонуса сосудов, как ACE, EDN и ADM [53]. Сходными эффектами обладает 
и другой транскрипционный фактор KLF4, который способен воздействовать на путь 
NF-κB, тем самым снижая экспрессию провоспалительных молекул. Он также спо-
собен связываться с коактиватором транскрипции p300, усиливая экспрессию eNOS 
и тромбомодулина [48]. Также было показано, что атеропротективный ламинарный 
тип напряжения сдвига способен индуцировать KLF4 и KLF2 посредством активации 
сигнального пути MEK5/MEF2 [54]. Таким образом, полученные в данном исследова-
нии данные о снижении экспрессии атеропротективных транскрипционных факторов 
позволяют говорить о нарушении эндотелиальной механотрансдукции, ассоциирован-
ной с ММС-индуцированным генотоксическим стрессом.

В нашем эксперименте не удалось обнаружить дифференциальную экспрессию 
генов, регулирующих такие критерии эндотелиальной дисфункции, как эндотелиаль-
но-мезенхимальный переход и нарушение синтеза оксида азота. Следует отметить, 
что данные процессы характеризуют поздние стадии развития дисфункции эндотелия 
и достаточно сложно регистрируются на начальных этапах патологического изменения 
эндотелия. Их моделирование в эксперименте in vivo требует пролонгированной экс-
позиции лабораторных животных теми или иными триггерами эндотелиальной дис-
функции, что в случае с использованием мутагенных агентов не всегда допустимо, 
так как способно привести к гибели животного в связи с критической дисфункцией 
различных органов и систем. Другим вероятным объяснением полученных результатов 
может служить особенность механизма действия ММС как триггера эндотелиальной 
дисфункции, который в первую очередь воздействует на сигнальные пути, вовлечен-
ные в воспалительный ответ и внутриклеточный сигналинг.

Одним из новых критериев дисфункции эндотелия, рассматриваемым главным 
образом в контексте COVID-19, является протромбическая активация эндотелия, со-
провождаемая повышением экспрессии фактора фон Виллебранда (vWF) и ингибито-
ра активатора плазминогена (PAI-1) с одновременным снижением экспрессии актива-
торов плазминогена uPA и tPA [55–57]. В нашем эксперименте в эндотелии нисходящей 
аорты крыс линии Wistar, экспонированных ММС, был обнаружен только один ген 



634 СИНИЦКИЙ и др. 

Serpine1 (кодирующий PAI-1), экспрессия которого соответствовала референсной па-
нели дисфункции эндотелия (характер экспрессии остальных генов был диаметрально 
противоположен референсу), что не позволяет с уверенностью говорить о протром-
бической активации эндотелия в ответ на генотоксический стресс у лабораторных 
животных. В силу относительной новизны данного критерия дисфункции эндотелия 
и отсутствия достаточного пула экспериментальных данных интерпретация получен-
ных в настоящем исследовании результатов затруднена и требует дополнительных ме-
ханизмов изучения, лежащих в основе изменения экспрессии генов-маркеров протром-
бической активации эндотелия в ответ на генотоксический стресс.

Таким образом, ММС-индуцированный генотоксический стресс у нормолипидеми-
ческих крыс линии Wistar ассоциирован с нарушением двух ключевых звеньев патоге-
неза эндотелиальной дисфункции (провоспалительная активация эндотелия и наруше-
ние эндотелиальной механотрансдукции) и может рассматриваться в качестве одного 
из ее триггеров.
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Genotoxic Stress is a Trigger of Endothelial Dysfunction in Wistar Rats: 
Results of a Molecular Genetic Study

M. Yu. Sinitskya, *, A. V. Sinitskayaa, M. V. Khutornayaa, M. A. Asanova, 
D. K. Shishkovaa, A. O. Poddubnyaka, and A. V. Ponasenkoa

aResearch Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russia
*e-mail: max-sinitsky@rambler.ru

Atherosclerosis and coronary artery disease are the leading causes of disability and 
mortality among the population. Genotoxic stress can be considered as a new trigger of 
endothelial dysfunction underlying the pathogenesis of these diseases. This research was 
aimed to the study of molecular genetic markers of endothelial dysfunction associated 
with genotoxic stress in normolipidemic Wistar rats. Male Wistar rats that received tail 
vein injections of the alkylating mutagen mitomycin C (MMC) at the dosage of 0.5 mg/
kg body weight (experimental group) or 0.9% NaCl solution (control group) three times 
a week for a month were included in the presented study. Genotoxic stress in animals 
was assessed using a micronucleus assay in polychromatophilic erythrocytes (PCE); 
endothelial dysfunction was identifi ed by assessing the expression of the Vcam1, Icam1, 
Sele, Selp, Il6, Ccl2, Cxcl1, Mif, Vwf, Serpine1, Plau, Plat, Klf2, Klf4, Nfe2l2, Nos3, 
Snai1, Snai2, Twist1, Zeb1, Cdh5 and Cdh2 genes in the endothelial monolayer of the 
descending aorta. It was found that rats from the experimental group are characterized by 
pronounced genotoxic stress, as evidenced by a more than threefold increased frequency 
of micronucleated PCE and a decreased proportion of PCE in the total pool of analyzed 
erythrocytes. Gene expression profi ling showed that rats included in the experimental 
group are characterized by pro-infl ammatory activation of endothelium, accompanied by 
increased expression of the Vcam1, Icam1, Selp, Il6, Ccl2 and Cxcl1 genes, as well as 
impaired endothelial mechanotransduction, characterized by decreased expression of the 
Klf2 and Klf4 genes. Thus, MMC-induced genotoxic stress in normolipidemic Wistar rats 
is associated with impaired two key links of the pathogenesis of endothelial dysfunction 
and can be considered as one of its triggers.

Keywords: DNA damage, mutagenesis, atherogenesis, endothelium, micronucleus assay, 
gene expression, mRNA
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