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РЕЗЮМЕ. Введение. TRPA1-каналы неоднократно изучались в экспериментальных моделях воспаления. В
современной литературе есть данные, подтверждающие экспрессию рецепторов TRPA1 на клетках альвеолярного
эпителия. Одним из известных природных агонистов данных каналов является циннамальдегид (CA). Цель.
Оценка влияния TRPA1-рецепторов на развитие воспалительной реакции в клетках альвеолярного эпителия А549,
выступающей в качестве модели воспаления в респираторном тракте in vitro. Материалы и методы. В качестве
материала для исследования был отобран супернатант клеточной культуры аденокарциномы человека А549 после
воздействия различных доз CA. В образцах были определены уровни 13 цитокинов. Результаты. Было обнару-
жено, что клетки A549 продуцируют такие цитокины как MCP1, IL6, IL8, IL33. Установлено, что при воздействии
CA в низких концентрациях продукция MCP1, IL6 и IL8 увеличивалась, а под воздействием высоких концентраций,
напротив, снижалась. В условиях предварительной экспозиции с селективным антагонистом TRPA1 (HC-030031)
последующая стимуляция CA 100 мкМ не вызывала увеличения концентрации цитокинов. Заключение. Таким
образом, были продемонстрированы особенности TRPA1-опосредованного воспалительного ответа на модели аль-
веолярного эпителия A549 in vitro.
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SUMMARY. Introduction. TRPA1 channels have been repeatedly studied in experimental models of inflammation.
There are evidences in the modern literature confirming the expression of TRPA1 receptors on the alveolar epithelial cells.
One of the known natural agonists of these channels is cinnamaldehyde (CA). Aim. To evaluate the effect of TRPA1 re-
ceptors on the development of an inflammatory response in A549 alveolar epithelial cells, as an in vitro model of inflam-
mation in the respiratory tract. Materials and methods. The supernatant of A549 human adenocarcinoma cell culture was
collected after exposure to various doses of CA and the levels of 13 cytokines were determined in the samples. Results.
It has been found that A549 cells produce such cytokines as MCP1, IL6, IL8 and IL33. It was established that, when ex-
posed to CA at low concentrations, the production of MCP-1, IL6 and IL8 increased, but high concentrations of CA con-
versely decreased production of the cytokines. Under preliminary exposition with TRPA1 selective antagonist (HC-030031)
subsequent stimulation with 100 μM CA did not elicit increase in cytokines concentration. Conclusion. Thus, we demon-
strated the peculiarities of TRPA1-mediated inflammatory response in in vitro model of A549 alveolar epithelium.
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TRPA1-каналы неоднократно изучались в экспери-
ментальных моделях воспаления in vitro. У млекопи-
тающих они способны активироваться множеством
экзогенных химических соединений-ирритантов, кото-
рые обычно вызывают раздражение и боль. Так, к
числу известных естественных химических соедине-
ний – активаторов TRPA1 относятся циннамальдегид,
аллилизотиоцианат и аллицин. TRPA1 активируется
большим числом аэрополютантов (изоцианаты, тяже-
лые металлы), а также акролеином – компонентом вы-
хлопных газов двигателей внутреннего сгорания,
продуктов горения древесины и табачного дыма [1].
Кроме этого, TRPA1 активируется эндогенными вос-
палительными медиаторами и активными формами
кислорода, которые образуются в клетках при их по-
вреждении. Последние способны вызывать перекисное
окисление липидов с образованием 4-гидроксиноне-
наля и 4-оксононеналя, которые опосредуют актива-
цию TRPA1 [2, 3]. Установлена активация TRPA1 при
воздействии перекиси водорода [4] и в ходе нитроза-
тивного стресса, под действием активных форм азота
и нитратов жирных кислот [5]. Также были проведены
исследования, которые указывают на возможность ак-
тивации TRPA1 при воздействии низких температур (в
диапазоне 10-20ºС) [6].

Известно, что активация TRPA1, экспрессирован-
ных на нервных окончаниях C-типа, сопровождается
высвобождением провоспалительных нейропептидов,
индуцирующих бронхоконстрикцию, вазодилятацию и
инфильтрацию клеточными элементами. При повтор-
ных или продолжительных контактах с ирритантами
развивается хроническое воспаление, характерное для
бронхиальной астмы и сопровождающееся наруше-
нием нормальной реактивности дыхательных путей на
различные стимулы. 

Однако, помимо нервных волокон, экспрессия
TRPA1 была зафиксирована в эпителии дыхательных
путей [7], фибробластах [8] и гладкой мускулатуре [9].
В недавних исследованиях было показано, что TRPA1
также экспрессируются в альвеолярных эпителиаль-
ных клетках, которые увеличивали продукцию IL-8 в
ответ на активацию данного канала [8]. Было установ-
лено, что воздействие холодного воздуха усиливает вы-
работку оксида азота посредством TRPA1 в клетках
A549 [10]. 

Таким образом, к настоящему времени установлена
роль TRPA1 каналов, экспрессированных в перифери-
ческой нервной системе, как рецепторов химических
соединений, обладающих раздражающим действием,
опосредующих нейрогенный воспалительный ответ.
Однако в гораздо меньшей степени изучена роль
TRPA1, локализованных вне нервной системы, а
именно – на эпителии, фибробластах, гладкомышеч-
ных клетках респираторного тракта и клетках воспале-
ния, не исследованы сигнальные механизмы и эффекты
активации рецептора.

Целью настоящего исследования было оценить

влияние TRPA1-рецепторов на развитие воспалитель-
ной реакции в клетках альвеолярного эпителия А549,
выступающей в качестве in vitro модели воспаления в
респираторном тракте.

Материалы и методы исследования

Клеточную линию человеческого альвеолярного
эпителия А549 (Биолот, Россия) культивировали в
среде DMEM-High glucose (Biowest, Франция) с добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки при
температуре 37ºС в атмосфере с 5% CO2. Клетки рас-
тили до достижения конфлюэнтности 70-80%, после
чего открепляли раствором, содержащим 0,1% колла-
геназы, 0,01% ЭДТА и 0,25% бычьего сывороточного
альбумина, и переносили в 96-луночный планшет в ко-
личестве 8×103 клеток на лунку в 100 мкл культураль-
ной среды. По истечении 24 часов культуральную
среду заменяли на бессывороточную и инкубировали
клетки в течение 2 часов. После этого среду заменяли
на свежую, и начинали эксперимент. Все эксперимен-
тальные воздействия проводили в тройных повторах.
Для блокирования TRPA1 в соответствующие лунки
вносили селективный антагонист HC-030031 (Sigma-
Aldrich, H4415), растворенный в безводном диметил-
сульфоксиде, до конечной концентрации 100 мкМ, и
выдерживали в течение 30 минут. Затем в соответ-
ствующие лунки добавляли различные концентрации
циннамальдегида (CA) (Sigma-Aldrich, C80687), рас-
творенного в 50% этаноле. Конечные концентрации CA
составляли 10 мкМ, 50 мкМ, 100 мкМ, 150 мкМ, 200
мкМ, 500 мкМ, 1000 мкМ, растворителя (этанола) –
0,5%. В лунки с селективным блокатором внесен CA в
конечной концентрации 100 мкМ. Для оценки жизне-
способности клеток, в лунки вносили флуоресцентный
индикатор пропидия йодид в конечной концентрации
2,5 мкг/мл, в качестве положительного контроля ис-
пользовали клетки, пермеабилизированные 0,5% Triton
X-100. Анализ жизнеспособности производили на
мультимодальном планшетном ридере CLARIOstar
Plus (BMG Labtech, Германия) в течение 4-х часов с ин-
тервалом 15 минут. По истечении этого времени из
лунок отбирали клеточный супернатант, который не-
медленно замораживали при температуре -80ºС до мо-
мента проведения анализа. Измерение концентрации
цитокинов производили методом мультиплексного ана-
лиза с использованием коммерческого набора LEG-
ENDplex Multi-Analyte Flow Assay Kit Human
Inflammation Panel (13-plex) (BioLegend, Канада) на
проточном цитофлуориметре BD FACS Canto II (Becton
Dickinson, США) согласно протоколу производителя.

Результаты исследования и их обсуждение

В результате исследования дозозависимого эффекта
CA на жизнеспособность клеток альвеолярного эпите-
лия А549 в течение 4-х часовой инкубации отрицатель-
ного воздействия выявлено не было, при этом 0,5%
Triton X-100 вызывал выраженную гибель эпителиаль-
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ных клеток. Этанол в концентрации 0,5% не оказывал
губительного действия на клетки (рис. 1). 

В клеточном супернатанте были проанализированы
уровни 13 цитокинов: IL-1b, IFNa, IFNg, TNFa, MCP-
1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, IL-23, IL-33. По-
лученные данные свидетельствуют, что клетки A549
продуцируют такие цитокины как MCP-1, IL-6, IL-8,
IL-33, причем концентрации последнего были крайне
низкими (30-50 пг/мл). В отношении провоспалитель-
ных цитокинов MCP-1, IL-6, IL-8 было установлено,
что при воздействии CA в концентрациях 10-100 мкМ
уровни IL-6 и IL-8 были выше по сравнению с конт-
рольными образцами. При этом уровень МСР-1 уве-

личивался только при стимуляции CA в самой низкой
концентрации. После блокирования рецепторов TRPA1
селективным антагонистом HC-030031 и последующей
стимуляции CA в дозе 100 мкМ отмечались более низ-
кие концентрации цитокинов, по сравнению с клет-
ками, которые подверглись действию CA в той же
концентрации, но в отсутствии HC-030031. Интерес-
ным является факт, что при добавлении к клеткам CA
в концентрации выше 100 мкМ происходило резкое
снижение продукции данных провоспалительных ци-
токинов. При этом, наблюдаемый эффект был дозоза-
висимым: чем выше была концентрация агониста, тем
ниже падал уровень цитокинов (рис. 2).

Рис. 1. График зависимости жизнеспособности клеток А549 от различных концентраций CA (10 мкМ, 50 мкМ,
100 мкМ, 150 мкМ, 200 мкМ, 500 мкМ, 1000 мкМ), 0,5% этанола (EtOH), 0,5 % Triton Х-100.

Рис. 2. Уровни цитокинов в зависимости от концентрации CA.
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В экспериментах с альвеолярным эпителием А549
нами была продемонстрирована модель воспалитель-
ного ответа респираторного тракта человека in vitro с
вовлечением TRPA1-каналов. Выявлено, что при акти-
вации данных рецепторов селективным агонистом,
происходит выброс провоспалительных цитокинов,
таких как MCP-1, IL-6, IL-8. 

Нами были подтверждены данные мировой литера-
туры о бимодальном эффекте селективного агониста
TRPA1 – CA, в зависимости от его концентрации [11,
12]. Данный феномен не имеет объяснения на сего-
дняшний день и требует дальнейшего изучения.
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