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Метилирование ДНК – эпигенетическая мо�
дификация, одна из основных функций которой
заключается в фиксировании неактивного состо�
яния генов. У высших эукариот метилирование
ДНК играет важную роль в процессах регуляции
транскрипции генов во время эмбрионального
развития, Х�инактивации, геномного имприн�
тинга [1]. Метилирование ДНК у млекопитаю�
щих осуществляется в результате присоедине�
ния метильной группы к атому углерода в пятом
положении пиримидинового кольца цитозина,
в основном, в контексте CpG и катализируется
ДНК�метилтрансферазами (DNMT) (рисунок а)
[2]. В 2009 году в клетках Пуркинье нашли еще
одно азотистое основание – 5�гидроксиметил�
цитозин (5hmC) (рисунок а) – продукт окисле�
ния 5�метилцитозина (5mC) белками ТЕТ [3–5].
Исследования, направленные на определение типа
клеток, для которых характерно присутствие гид�
роксиметилированной ДНК, и оценка количества
5hmC в них позволили выдвинуть две гипотезы [6].
Согласно первой гипотезе, 5hmC – это эпигенети�
ческая модификация, за интерпретацию которой
отвечают те или иные белковые факторы, остаю�
щиеся пока неизвестными и способствующие фор�
мированию определенной картины хроматина со
своими транскрипционными свойствами. Со�
гласно второй гипотезе, 5hmC, наряду с 5�фор�
милцитозином и 5�карбоксицитозином, являет�
ся лишь промежуточным состоянием при деме�
тилировании ДНК, содержащей 5mC. Поиски
белковых факторов – “переводчиков” с услов�

ного языка гидроксиметилирования ДНК на
язык клеточных функций, позволили опреде�
лить, что SRA�домен метил�ДНК�связывающе�
го белка UHRF1 способен распознавать и связы�
вать ДНК, содержащую 5hmC. Функциональная
значимость этого взаимодействия пока не уста�
новлена.

В представленной работе изучена способность
метил�ДНК�связывающего белка Каизо распо�
знавать и связывать гидроксиметилированную
ДНК in vitro.

Метил�ДНК�связывающий белок Каизо – тран�
скрипционный репрессор с двумя функциональны�
ми доменами: N�концевым BTB/POZ�доменом,
вовлеченным в белок�белковые взаимодействия, и
С�концевым, состоящим из трех “цинковых паль�
цев” С2Н2�типа [9]. Домен типа “цинковые паль�
цы” обеспечивает его связывание с метилирован�
ными (mCpGpmCpG) и неметилированными
ДНК, содержащими Каизо�связывающий сайт
CTGCNA (далее КСС) [9, 10]. Для определения
способности Каизо связывать гидроксиметилиро�
ванную ДНК в клетках Escherichia coli UBS520BL
получен рекомбинантный химерный белок, содер�
жащий глутатион�S�трансферазный домен и до�
мен “цинковые пальцы” белка Каизо мыши, Kai�
so�ZF�GST (аминокислотные остатки 344–638)
(рисунок б). В качестве ДНК�субстрата в опыте
по задержке в геле использовали последователь�
ность 5'�GGGCCGGAGCTGNGAGGGCAAG�
GACC, которая состоит из 26 н. и содержит КСС
(CTGNGA), где N в каждой цепи заменен на ци�
тозин, 5mC или 5hmC (рисунок в). Все олигонук�
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леотиды синтезированы в компании “Евроген”.
Очистку белка и опыт по задержке ДНК�белко�
вого комплекса проводили согласно [11]. 

Результаты опыта по задержке комплекса ре�
комбинантого белка Kaiso�ZF�GST с неметилиро�
ванной пробой подтвердили способность “цинко�
вых пальцев” белка Каизо связывать данную после�
довательность (рисунок г, левая панель), что
согласуется с опубликованными ранее данными
[10]. Замена цитозина в CpG�динуклеотиде КСС на
метилированный цитозин (CTGmCGA) не повлия�
ла на способность Kaiso�ZF�GST связывать ДНК

(рисунок г, левая панель). Однако при внесении
5hmC в Каизо�связывающий сайт в составе CpG�
динуклеотида цинковые пальцы Каизо потеряли
сродство к ДНК (рисунок г, левая панель). Таким
образом, внесение гидроксиметилированного
цитозина в участок связывания белка Каизо ин�
гибирует его взаимодействие с ДНК. 

Недавно определили распределение 5hmC в ге�
номе. Оказалось, что 5hmC сконцентрирован: 1) в
промоторах, в том числе в промоторах активно
транскрибируемых генов; 2) в CpG�островках; 3) в
генных районах, причем некоторые участки содер�
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а – Структура цитозина, 5�метилцитозина, 5�гидроксиметилцитозина. б – Схематическое изображение белка Каизо
мыши. Участок белка, входящий в состав Kaiso�ZF�GST, подчеркнут. ZF – домен “цинковый палец”, NLS – сигнал
ядерной локализации. в – Последовательности Каизо�связывающего сайта, входящие в дуплексы для задержки ДНК�
белковых комплексов в геле, содержащие 5�метилцитозин (mC), 5�гидроксиметилцитозин (hmC) и цитозин C в кон�
тексте CpG�динуклеотида. г – Задержка в геле ДНК�белковых комплексов дуплексов mC/mC, C/C, hmC/hmC,
hmC/mC, mC/C, mC/hmC, C/mC c рекомбинантным белком Kaiso�ZF�GST (75, 150, 225, 300 нг).
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жат одновременно и 5mС, и 5hmC [12–14]. Более
того, установлено, что гидроксиметилирование
ДНК в генных участках коррелирует с экспрессией
этих генов [13, 15–17]. Гены, промоторы которых
содержат 5mC, чаще всего репрессированы. Од�
нако одновременное присутствие 5hmC и 5mC в
целом ряде случаев приводило к тому, что промо�
тор становился активным [14, 15]. Данный факт
может быть связан с тем, что, как известно, белки
MBD�семейства (MBD1, MBD2, MBD4, MeCP2)
взаимодействуют с метилированной ДНК. Внесе�
ние 5hmC в участки связывания влечет за собой
полную потерю cродства этих белков к ДНК [8,
18, 19], что может приводить к нарушению уста�
новления транскрипционно неактивного состоя�
ния генов. Нам удалось показать, что присутствие
5hmC в составе Каизо�связывающих сайтов так�
же подавляет связывание ДНК белком Каизо,
что может способствовать изменению спектров
белков�корепрессоров, привлекаемых к промо�
торам. Известно, что белок Каизо может взаи�
модействовать с ядерным корепрессором N�
CoR, который участвует в формировании неак�
тивного хроматина за счет деацетилазной актив�
ности белков, входящих с ним в один комплекс. Та�
ким образом, потеря сродства Каизо к гидроксиме�
тилированной ДНК может быть критичной для
формирования закрытого хроматина.

Мы изучили также, как влияет присутствие
5hmC в составе одной из цепей дуплекса на связы�
вание Каизо с ДНК. С этой целью использовали
дуплексы, в которых одна цепь либо метилирована,
либо неметилирована, а вторая содержит 5hmC в
Каизо�связывающем сайте в составе CpG�динук�
леотида. Внесение 5hmC в одну из цепей (hmC/C
или C/hmC) приводит к практически полной поте�
ре сродства белка к ДНК (рисунок в, правая па�
нель). В то же время сохраняется связывание Kaiso�
ZF�GST с полуметилированной ДНК (mC/C,
C/mC) и с полуметилированной/полугидрокси�
метилированной ДНК (hmC/mC) (рисунок г).
Таким образом, присутствие полугидроксимети�
лированного дуплекса способствует ингибирова�
нию связывания Каизо с ДНК, в то время как
сродство белка к ДНК сохраняется лишь в случае
полуметилированной/полугидроксиметилиро�
ванной последовательности (hmC/mC). 

В настоящее время известно, что белки ТЕТ
могут переводить метилированную (mC/mC), по�
луметилированную (mC/C), а также полугидрок�
симетилированную/метилированную (hmC/mC)
ДНК в гидроксиметилированную (hmC/hmC)
[4, 8]. Отметим также сравнимые величины срод�
ства MeCP2 и MBD1 к полугидроксиметилиро�
ванной/полуметилированной (hmC/mC) и мети�
лированной ДНК [8], что, в свою очередь, может
препятствовать привлечению ТЕТ�белков к ДНК
и переходу 5mС в 5hmC. В данной работе нам уда�
лось показать, что Каизо, так же как и белки

MeCP2 и MBD1, сохраняет способность связы�
ваться с полугидроксиметилированной/метили�
рованной ДНК (hmC/mC), следовательно, Каизо
может участвовать в регуляции уровня 5hmC. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки Российской
Федерации (ГК 11.519.11.2026).
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