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ДНК-метилтрансферазы катализируют метилирование остатков цитозина в CpG-сайтах ДНК, что
играет важную роль в регуляции транскрипции, стабильности хромосом и других процессах. Пока-
зано, что уровень метилирования ДНК изменяется под действием генотоксического стресса, вы-
званного различными кластогенными агентами. Генотоксический стресс, в свою очередь, является
одним из триггеров эндотелиальной дисфункции. С помощью количественной полимеразной цеп-
ной реакции мы оценили изменения уровней мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DNMT3B в линиях
эндотелиальных клеток коронарной (HCAEC) и внутренней грудной (HITAEC) артерий человека,
экспонированных алкилирующим мутагеном – митомицином С. Установлено, что непосредствен-
но после мутагенного воздействия уровень мРНК гена DNMT1 в культурах клеток HCAEC повыша-
ется в 1.7 раза по сравнению с контролем. После удаления мутагена из культуральной среды и по-
следующего культивирования клеток HCAEC в “чистой” среде в течение 1 суток уровень мРНК ге-
на DNMT3B в культурах, обработанных митомицином С, возрастал в 2 раза по сравнению с
контролем. Одновременно с этим не обнаружено изменения уровней мРНК генов изученных ДНК-
метилтрансфераз в экспонированных мутагеном культурах HITAEC. По-видимому, изменения
уровней мРНК генов ДНК-метилтрансфераз могут вносить вклад в формирование эндотелиальной
дисфункции в ответ на мутагенную нагрузку в эксперименте in vitro.
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ВВЕДЕНИЕ
ДНК-метилтрансферазы, катализирующие пе-

ренос метильных групп с S-аденозилметионина на
остатки цитозина в ДНК, играют важную роль в
развитии млекопитающих [1]. Семейство ДНК-ме-
тилтрансфераз человека состоит из четырех чле-
нов – DNMT1, DNMT3A, DNMT3B и DNMT3L,
из которых только последний не обладает выражен-
ной ферментативной активностью [2]. DNMT1,
DNMT3A и DNMT3B играют важную роль в под-
держании стабильности генетического аппарата,
нарушение которой приводит к повреждению хро-
мосом, генотоксическому стрессу и канцерогенезу.
Роль генов семейства DNMT в развитии различных
онкопатологий изучена достаточно хорошо в экс-
периментах in vivo, в то время как возможные изме-
нения их экспрессии в клеточных культурах (в том
числе в эндотелиоцитах), обработанных различны-
ми генотоксическими и канцерогенными агента-

ми, не изучены [3]. Известно также, что метили-
рование промоторных участков генов, катализи-
руемое ДНК-метилтрансферазами, приводит к
нарушению транскрипции и вносит вклад в раз-
витие атеросклероза [4–6].

На сегодняшний день установлено, что гено-
токсический стресс (как и классические факторы
риска – курение, сахарный диабет, дислипиде-
мия и другие) служит триггером эндотелиальной
дисфункции, считающейся первым этапом ате-
рогенеза [7–9]. Недавно обнаружены изменения
экспрессии генов-маркеров эндотелиальной дис-
функции, вовлеченных в атерогенез, в эндотели-
альных клетках человека, обработанных мутагеном
алкилирующего механизма действия – митомици-
ном С (ММС) [10, 11]. Вместе с тем, механизмы
развития эндотелиальной дисфункции, индуциро-
ванной мутагенным воздействием, остаются не-
изученными. Учитывая высокий уровень заболе-
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ваемости и смертности от сердечно-сосудистых
заболеваний (в частности, от атеросклероза) [12],
понимание молекулярных механизмов развития
эндотелиальной дисфункции в ответ на генотокси-
ческий стресс представляется чрезвычайно важ-
ным как для фундаментальной, так и прикладной
науки.

В нашей работе проведен анализ изменений
уровней мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DNMT3B
в первичных эндотелиальных клетках человека,
обработанных алкилирующим мутагеном ММС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование эндотелиальных клеток. Ис-

следование выполнено на коммерческих культу-
рах эндотелиальных клеток коронарной (Human
Coronary Artery Endothelial Cells, HCAEC) и внут-
ренней грудной (Human Internal Thoracic Artery En-
dothelial Cells, HITAEC) артерий человека (“Cell
Applications Inc.”, США).

Все работы с клеточными культурами прово-
дили в асептических условиях. Клетки культиви-
ровали в культуральных флаконах Т-75, содержа-
щих 15 мл среды Human MesoEndo Cell Growth
Medium (“Cell Applications Inc.”), при температу-
ре 37°C, 5% CO2 и повышенной влажности до до-
стижения 90% конфлюентности. После четырех
пассажей клетки снимали смесью трипсин/EDТА
(“Cell Applications Inc.”), 2 × 105 клеток пересевали
в 6-луночные планшеты (восемь планшетов на

каждую клеточную культуру HCAEC и HITAEC),
в каждую лунку добавляли 2 мл среды Human Me-
soEndo Cell Growth Medium и культивировали
планшеты в стандартных условиях в течение еще
24 ч. По истечении этого времени старую среду
удаляли, в каждую лунку планшета приливали 2 мл
свежей среды, содержащей 500 нг/мл ММС
(“AppliChem”, Испания) (экспериментальная
группа), либо 0.9%-ный раствор NaCl (контроль-
ная группа). После 6 ч культивирования четыре
планшета с клетками каждой линии (два экспери-
ментальных и два контрольных) выводили из экс-
перимента (точка 1), в оставшихся четырех план-
шетах культуральную среду заменяли чистой сре-
дой (без добавления каких-либо агентов) и
культивировали планшеты в течение еще 1 суток,
после чего выводили из эксперимента (точка 2).
Дизайн исследования представлен на рис. 1. Кон-
центрацию ММС и схему культивирования выби-
рали с учетом рекомендаций по моделированию
мутагенеза в экспериментах in vitro [13, 14] и полу-
ченных нами ранее результатов [10].

Выделение РНК. Из каждой лунки 6-луночного
планшета после окончания культивирования уда-
ляли культуральную среду, клетки отмывали 2 раза
холодным фосфатно-солевым буфером и лизиро-
вали 1 мл регента QIAzol® Lysis Reagent (“Qiagen”,
Германия). Выделение суммарной РНК из клеток
и ее очистку от геномной ДНК осуществляли с по-
мощью набора RNeasy® Plus Universal Mini Kit
(“Qiagen”) согласно протоколу производителя. Вы-

Рис. 1. Дизайн эксперимента (ММС – митомицин С).

То
чк

а 
1

То
чк

а 
2

500 нг/мл ММС

500 нг/мл ММС

6 ч

6 ч

0.9% NaCl

0.9% NaCl

Замена
культуральной

среды

Замена
культуральной

среды

ПЦР в режиме
реального времени

ПЦР в режиме
реального времени

ПЦР в режиме
реального времени

ПЦР в режиме
реального времени

Отмывка,
замена

культуральной
среды 24 ч



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЕЙ мРНК ГЕНОВ ДНК-МЕТИЛТРАНСФЕРАЗ 493

деленную РНК хранили при температуре –80°C.
Все рабочие поверхности и оборудование, исполь-
зованное для выделения РНК, обрабатывали ин-
гибитором РНКаз RNaseZap™ RNase Decontami-
nation Solution (“Invitrogen”, США). Целостность
РНК оценивали по величине индекса RIQ (RNA
Integrity and Quality), который определяли с ис-
пользованием набора реагентов Qubit RNA IQ As-
say Kit (“Invitrogen”) и флуориметра Qubit 4 (“Invi-
trogen”). Концентрацию и чистоту РНК определяли
на спектрофотометре NanoDrop™ 2000 (“Thermo
Scientific, США).

Синтез кДНК. кДНК синтезировали с помощью
коммерческих наборов High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (“Applied Biosystems”, США), со-
гласно рекомендациям производителя. В качестве
матрицы использовали 10 мкл раствора суммарной
РНК (100 нг/мкл). Полученную кДНК хранили
при температуре –20°C.

Оценка изменений уровня мРНК генов DMNT.
Уровень мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DNMT3B
определяли в образцах эндотелиальных клеток
(точки 1 и 2) с помощью количественной ПЦР на
амплификаторе ViiA7 (“Applied Biosystems) с ис-
пользованием праймеров с флуоресцентным кра-
сителем SYBR Green (“Евроген”, Москва) (табл. 1).
ПЦР проводили в 96-луночном планшете, содер-
жащем 26 анализируемых образцов, пять стан-
дартов (кДНК с известной концентрацией) с дву-
кратным разведением и отрицательный контроль
(реакционная смесь без кДНК). Каждый образец,
стандарт и отрицательный контроль анализиро-
вали в трех технических повторностях. Для каж-
дого образца готовили 10 мкл реакционной сме-
си, включающей 5 мкл мастер-микса PowerUp
SYBR Green Master Mix (“Applied Biosystems”), по
500 нМ прямого и обратного праймеров (“Евро-
ген”) и образец кДНК в конечной концентрации

10 нг/мкл. Амплификацию проводили по следую-
щей схеме: 50°C, 2 мин; 95°C, 2 мин; затем 40 цик-
лов – 95°C, 15 с и 60°C, 60 с. Результаты ПЦР нор-
мировали на среднее геометрическое значение Ct
трех референсных генов HPRT1, GAPDH и B2M
(“Евроген”) в соответствии с имеющимися реко-
мендациями [15] (табл. 1).

Уровни мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DN-
MT3B рассчитывали по методу ΔCt (Уровень
транскрипции = 2Ct [референсные гены] – Ct [ген интереса]).
Качество амплификации оценивали с использо-
ванием кривых амплификации и стандартных
кривых в программе QuantStudio™ Real-Time
PCR Software v.1.3 (“Applied Biosystems”). Ампли-
фикацию считали успешной при эффективности
90–110%, значении R2 > 0.990 и отсутствии реак-
ции в отрицательном контроле. Все работы по
определению уровня транскрипции генов выпол-
нены в соответствии с международными стандар-
тами MIQE [16].

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили в программе Graph-
Pad Prism 8. Рассчитывали медиану (m) и межк-
вартильный размах (IQR) количественных пока-
зателей. Различия между группами оценивали с
помощью рангового U-критерия Манна–Уитни
и считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для оценки уровней мРНК генов DNMT ис-

пользовали препараты суммарной РНК с концен-
трацией 260.4–601.8 нг/мкл, достаточной чисто-
той (A260/280 и A260/230 составили 2.05–2.09 и 1.82–2.25
соответственно) и целостностью (индекс RIQ
больше 93%), выделенные из эндотелиальных
клеток. На основе выделенной РНК синтезиро-
вано от 1512.6 до 1861.2 нг/мкл кДНК.

Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных в эксперименте

Примечание: F ‒ прямой праймер; R ‒ обратный праймер.

Ген Праймер

DNMT1
F:CTGGTCCGCATGGGCTATCA
R:TCCGGGAACAGAGGGAGCTT

DNMT3A
F:ACCCTGTTTGCCTCCCTGAG
R:ACAATCACCCAGCCCTCTCC

DNMT3B
F:AACTGGAGCCACGACGTAACA
R:GGCATCCGTCATCTTTCAGC

HPRT1
F:TTGCTTTCCTTGGTCAGGCA
R:TCGTGGGGTCCTTTTCACCA

GAPDH
F:AGCCACATCGCTCAGACAC
R:GCCCAATACGACCAAATCC

B2M
F:TCCATCCGACATTGAAGTTG
R:CGGCAGGCATACTCATCTT
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В результате проведения количественной ПЦР
установлено, что в точке 1 (непосредственно по-
сле обработки клеток ММС) в культурах HCAEC
статистически значимо (p = 0.014) повышен уро-
вень мРНК гена DNMT1 по сравнению с контро-
лем (0.1384 ± 0.0542 и 0.0816 ± 0.0653 усл. ед. со-
отв.) (рис. 2). После удаления мутагена (точка 2) в
экспонированных ММС образцах HCAEC выяв-
лено статистически значимое (p = 0.021) двукрат-
ное увеличение уровня мРНК гена DNMT3B
(0.0010 ± 0.0003 против 0.0005 ± 0.0002 усл. ед. в
контрольной группе) (рис. 2). Кратность измене-

ний уровней мРНК изученных генов в экспониро-
ванных мутагеном культурах по сравнению с не-
экспонированным контролем приведена в табл. 2.

В клеточных культурах HITAEC не обнаруже-
но статистически значимых изменений уровней
мРНК ни одного из генов ДНК-метилтрансфераз
(рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что ДНК-метилтрансфераза DNMT1
наиболее активно метилирует полуметилирован-
ные CpG-сайты ДНК [17]. Фермент может прояв-
лять аномальную метилирующую активность, в
частности, метилировать CpG-пары в области пет-
ли оцДНК, уже содержащей метилированные сай-
ты CpG. Известно, что инактивация гена DNMT1
приводит к значительному (до 70%) уменьшению
метилирования генома, что делает этот ген одним
из наиболее важных в регуляции уровня метили-
рования ДНК у млекопитающих [18]. Кроме того,
DNMT1, благодаря своей способности рекрути-
роваться в область двойных разрывов ДНК, мо-
жет участвовать в процессах репарации поврежде-
ний ДНК напрямую, посредством механизма, не
связанного с метилированием (в частности, путем

Рис. 2. Уровни мРНК генов DNMT в эндотелиальных клетках (HCAEC – эндотелиальные клетки коронарной артерии;
HITAEC – эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии).
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Таблица 2. Относительные уровни мРНК генов DNMT
в эндотелиальных клетках, экспонированных ММС, в
сравнении с контролем (кратность изменения)

* Значимое увеличение уровня мРНК по сравнению с кон-
тролем.

Ген
Точка 1 Точка 2

HCAEC HITAEC HCAEC HITAEC

DNMT1 1.70* 0.82 1.16 1.34

DNMT3A 1.37 0.85 0.78 0.93

DNMT3B 1.38 1.29 2.00* 1.20
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модуляции функции протеинкиназы CHK1 и под-
держания активности сенсорных киназ ATM и
ATR, вовлеченных в репарацию повреждений гене-
тического аппарата) [19–21]. ДНК-метилтрансфе-
раза DNMT3B метилирует полуметилированные
и неметилированные CpG-сайты, в частности,
сателлитные повторы в области центромерного
линкера [22].

Показано, что метилирование ДНК и клеточ-
ный ответ на повреждения ДНК, вызванные как
экзогенными, так и эндогенными агентами, связа-
ны друг с другом. Это подтверждается, главным об-
разом, гиперметилированием промоторов и по-
давлением экспрессии генов репарации ДНК
при различных онкологических заболеваниях
[23]. DNMT1 рекрутируется в области двойных
разрывов ДНК (вызванных, в том числе, и действи-
ем ММС) посредством взаимодействия с ядерным
антигеном пролиферирующих клеток (PCNA)
[20]. Известно, что гиперметилирование промо-
торных CpG-сайтов вызывает значительное по-
давление транскрипции, что инактивирует кле-
точные пути, приводя к эффектам, сходным с
эффектами генетических мутаций [23]. Так, ги-
перметилирование промоторов таких генов ре-
парации ДНК, как MLH1, MSH2, MSH3, MSH6
(мисматч-репарация), MBD4, TDG, OGG1, XPC,
XRCC1, RAD23B (эксцизионная репарация нук-
леотидов), BRCA1, BRCA2, FANC (гомологичная
рекомбинация) и ряда других приводит к сни-
жению их экспрессии, уменьшению активности
синтезируемых ферментов репарации ДНК и,
как следствие, снижению эффективности репа-
рации повреждений генетического аппарата [3].
Кроме подавления активности отдельных генов,
гиперметилирование ДНК нарушает процесс
активации сенсорных киназ ATM и ATR, распо-
знающих повреждения ДНК [24], что приводит
к снижению эффективности репарации двойных
разрывов ДНК, образующихся, главным образом,
в результате воздействия алкилирующих мутаге-
нов (к числу которых относится и ММС, исполь-
зованный нами). Однако следует отметить, что в
подавляющем большинстве случаев связь мети-
лирования ДНК с повреждением генетического
материала изучали при различных онкологиче-
ских заболеваниях, поэтому естественно, что ос-
новной интерес вызывала роль генов семейства
DNMT в развитии рака [3].

Опубликованы данные о снижении уровня мар-
керов окислительного стресса в микрососудах сет-
чатки глаза крысы при ингибировании генов семей-
ства Dnmt [25]; культивирование клеток эпителия
легкого человека А549 в присутствии ингибиторов
ДНК-метилтрансфераз существенно снижало уро-
вень радиационно-индуцированных повреждений
ДНК, радиочувствительности этих клеток и по-
вышало уровень экспрессии генов репарации
ДНК FANCA, BRCA1 и RAD51C [26]. При этом

нам не удалось найти публикаций, в которых
изучали ассоциацию экспрессии генов семейства
DNMT со степенью проявления генотоксических
эффектов и уровнем повреждения ДНК в эндо-
телиальных клетках, обработанных мутагеном.
Полученные нами результаты свидетельствуют
о том, что в клеточных культурах HCAEC, в ко-
торых повышен уровень транскрипции генов
DNMT1 и DNMT3B, повышен также уровень по-
вреждений ДНК [27], что может быть связано с
усилением метилирования генов репарации.

Помимо участия метилирования ДНК в форми-
ровании ответа клеток на генотоксический стресс,
этот эпигенетический механизм вовлечен в форми-
рование эндотелиальной дисфункции и в атероге-
нез [4–6]. Так, известно, что осцилляторный режим
эндотелиального напряжения сдвига (ЭНС), ас-
социированный с повышенным риском разви-
тия атерогенных эффектов, может повышать
уровень транскрипции генов DNMT1 и DNMT3,
что, в свою очередь, увеличивает риск развития
эндотелиальной дисфункции, воспаления и по-
давляет синтез оксида азота эндотелиальными
клетками [6]. Одновременно с этим пульсирую-
щий режим ЭНС не вызывает изменения уровня
экспрессии генов ДНК-метилтрансфераз и ха-
рактеризуется атеропротективным эффектом [28].
Полученные нами результаты полностью согласу-
ются с опубликованными данными – повышенный
уровень экспрессии генов ДНК-метилтрансфераз
выявлен в эндотелиальных клетках коронарной ар-
терии (осцилляторный режим ЭНС), характери-
зующихся более выраженным повышением экс-
прессии молекулярных маркеров эндотелиаль-
ной дисфункции в ответ на мутагенную нагрузку
(по сравнению с клетками внутренней грудной ар-
терии, крайне редко поражаемой атеросклерозом за
счет своих гемодинамических и физиологических
особенностей) [11].

Таким образом, можно предположить, что уси-
ление транскрипции генов ДНК-метилтрансфераз
может быть одним из молекулярных механизмов,
лежащих в основе формирования эндотелиаль-
ной дисфункции в ответ на мутагенную нагрузку
в эксперименте in vitro.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (№ 21-75-10052 “Моле-
кулярные механизмы развития эндотелиальной
дисфункции в ответ на генотоксический стресс”,
https://rscf.ru/project/21-75-10052/).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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TRANSCRIPTION OF DNA-METHYLTRANSFERASES IN ENDOTHELIAL 
CELLS EXPOSED TO MITOMYCIN C

M. Yu. Sinitsky1, *, A. V. Sinitskaya1, D. K. Shishkova1, A. G. Kutikhin1,
V. I. Minina2, and A. V. Ponasenko1

1 Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, 650002 Russia
2 Kemerovo State University, Kemerovo, 650000 Russia

*e-mail: max-sinitsky@rambler.ru

DNA-methyltransferases catalyze DNA methylation in the CpG sites, which play an important role in the
maintaining of genome stability. The association between DNA methylation and genotoxic stress resulting to
the action of various clastogens has been shown. Genotoxic stress is one of the triggers of endothelial dysfunc-
tion. In this study, the transcription of DNMT1, DNMT3A and DNMT3B genes in coronary (HCAEC) and
internal thoracic (HITAEC) artery endothelial cells exposed to alkylating mutagen mitomycin C were studied
using quantitative polymerase chain reaction. In HCAEC exposed to mitomycin C, the DNMT1 transcription
is 1.7-fold higher compared to the unexposed control. After elimination of the mutagen from the cultures fol-
lowing by 24-hours cultivation, a 2-fold increased transcription of DNMT3B in HCAEC exposed to mitomy-
cin C compared to the control was observed. At the same time, no changes in transcription of the studied
DNA-methyltransferases were found in the HITAEC exposed to the mutagen. Thus, an increased transcrip-
tion of DNA-methyltransferase can be a possible molecular mechanism underlying endothelial dysfunction
in response to mutagenic load in an in vitro experiment.

Keywords: endothelial cells, DNA-methyltransferases, mitomycin C, mutagenesis, methylation, endothelial
dysfunction
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