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В обзоре суммированы данные ис-
следований 5-гидроксиметилцито-
зина, 5-формилцитозина и 5-кар-
боксилцитозина — модификаций 
цитозина, образующихся в резуль-
тате последовательного фермента-
тивного окисления 5-метилцитози-
на в ДНк. Рассмотрены механизмы 
биохимических превращений 
модифицированных форм цитозина 
и приведены способы анализа их 
качественного и количественного 
содержания в ДНк. Выделены ос-
новные этапы в развитии представ-
лений о биологическом значении 
5-гидроксиметилцитозина, 5-фор-
милцитозина, 5-карбоксилцито-
зина в геноме млекопитающих 
с момента идентификации путей их 
образования в 2009 г. до настояще-
го времени.

 ` ключевые слова: 5-гидрокси-
метилцитозин; 5-формилцитозин; 
5-карбоксилцитозин; 5-метилцито-
зин; кислородсодержащие произ-
водные 5-метилцитозина; продукты 
окисления 5-метилцитозина; методы 
анализа; активное деметилирование 
ДНК; эпигенетическая регуляция 
работы генома.

ЭвОлюция представлений О биОлОгическОй 
рОли кислОрОдсОдержащих прОизвОдных 
5-метилцитОзина в генОме млекОпитающих

Поступила в редакцию 27.10.2016
Принята к публикации 29.11.2016

ВВедение

В постгеномную эру стало очевидным, что функционирование генома че-
ловека определяется не только нуклеотидным составом ДНК, но и различны-
ми эпигенетическими модификациями как самих нуклеотидов, так и белков 
хроматина, в результате которых к ним присоединяются/удаляются химиче-
ские группы. Последние, в зависимости от типа и локализации, могут инду-
цировать или блокировать связывание с ДНК транскрипционных факторов, 
маркируя, таким образом, функционально активные и инертные участки 
хроматина. Эпигенетические механизмы играют важную роль в определении 
судьбы клеток в онтогенезе. За счет специфического набора эпигенетических 
модификаций (эпигенетического паттерна), уникального для каждой клеточ-
ной линии, формируется эпигенетическая память, то есть устанавливаются 
профили экспрессии, которые наследуются в ряду делений клетки.

Ключевым эпигенетическим событием в регуляции активности генов в ге-
номе млекопитающих является метилирование ДНК —  присоединение ме-
тильной группы в пятом положении цитозина в составе динуклеотида CpG. 
Образующийся в результате метилирования 5-метилцитозин играет регуля-
торную роль во многих биологических процессах: транскрипции, репрессии 
повторяющихся последовательностей генома, геномном импринтинге, инак-
тивации хромосомы Х, клеточной дифференцировке и др.

В 2009 г. было установлено, что белки семейства ТЕТ могут деметилиро-
вать ДНК, последовательно окисляя 5-метилцитозин до 5-гидроксиметилци-
тозина, 5-формилцитозина, 5-карбоксилцитозина [1, 2]. Системы репарации 
распознают 5-формилцитозин и 5-карбоксилцитозин и заменяют их на ци-
тозин [3, 4], завершая, таким образом, деметилирование сайта. Исследова-
ния последних лет свидетельствуют о том, что биологическая роль продуктов 
окисления 5-метилцитозина (или его кислородсодержащих производных) 
не ограничивается только деметилированием ДНК. Закономерный интерес 
к изучению гидроксильной, карбонильной и карбоксильной форм 5-метил-
цитозина в геноме млекопитающих привел к появлению в последние годы 
большого числа новых методов анализа модифицированного цитозина. Одна-
ко многие аспекты, связанные с биологическими функциями кислородсодер-
жащих производных 5-метилцитозина, до сих пор остаются малопонятными. 
По мере появления новых данных представления об их роли в геноме млеко-
питающих несколько раз подвергались пересмотру.

В настоящем обзоре рассмотрены методы выявления 5-метилцитозина 
и продуктов его окисления и суммированы данные, составляющие основу 
современных представлений о биологическом значении 5-гидроксиметилци-
тозина, 5-формилцитозина и 5-карбоксилцитозина в геноме млекопитающих.

Цикл биохиМических преобразоВаний Цитозина

Цитозин в составе ДНК млекопитающих может подвергаться биохи-
мическим воздействиям, приводящим к образованию модифицированного 
цитозина (рис. 1). Наиболее изученной модификацией цитозина является 
5-метилцитозин, образующийся в результате переноса метильной группы 
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с S-аденозилметионина в пятое положение цитозина 
в составе динуклеотида CpG [5]. ДНК-метилтрансфе-
разы (или ДНК-метилазы) —  ферменты, осуществляю-
щие эту реакцию, —  представлены тремя семействами. 
ДНК-метилтрансферазы первого типа (DNMT1) специ-
фичны к гемиметилированной ДНК, образующейся в ре-
зультате репликации и состоящей из «старой» метили-
рованной и «новой» неметилированной нитей. DNMT1 
связывается с ДНК во время репликации и метилирует 
новосинтезированную нить ДНК, копируя рисунок ме-
тилирования старой цепи. Экспрессия генов Dnmt1 
зависит от клеточного цикла и происходит наиболее 
интенсивно в активно делящихся клетках [6]. Работа 
DNMT1 позволяет дочерним клеткам наследовать спе-
цифичный для каждой клеточной линии рисунок мети-
лирования ДНК. ДНК-метилтрансферазы первого типа 
представлены тремя изоформами: DNMT1p —  метилаза 
сперматоцитов на стадии пахитены, DNMT1o —  ме-
тилаза ооцитов и DNMT1s —  метилаза соматических 
клеток [7]. При изучении продуктов гена Dnmt1p была 
выделена мРНК, но не был обнаружен белок [8, 9].

ДНК-метилтрансферазы третьего типа —  DNMT3A 
и DNMT3B, напротив, специфичны к неметилирован-
ной ДНК и могут осуществлять метилирование de novo. 
DNMT3A и DNMT3B устанавливают новые паттерны 
метилирования в гаметогенезе и раннем эмбриогенезе, 
а также могут изменять рисунок метилирования ДНК 
в соматических клетках [10]. DNMT3A специфична к ди-
нуклеотидам CpG, а также может метилировать цитозин 
в других динуклеотидах: CpT, CpA, CpC [11–13]. Наи-
большее содержание продукта гена Dnmt3a зарегистри-
ровано в ооцитах и в бластомерах доимплантационных 
эмбрионов до активации генома зародыша [14]. DNMT3B 
метилирует только динуклеотиды CpG в повторяющихся 
последовательностях ДНК в составе сателлитов около-
центромерных районов хромосом [15, 16]. У DNMT3L 
нет метилазной активности; она является кофактором 
DNMT3A и DNMT3B и важна для установления им-
принтов в геноме дифференцирующихся половых клеток 
[17, 18].

Вследствие отсутствия N-терминального регулятор-
ного домена, позволяющего связываться с ДНК и ре-
гуляторными белками, ДНК-метилтрансфераза вто-
рого типа DNMT2 не способна метилировать цитозин 
ДНК [19], но имеет сродство к аспарагиновой тРНК 
и может метилировать цитозин в 38-м положении анти-
кодоновой петли [20].

В 2009 г. было установлено, что 5-метилцитозин 
может подвергаться окислению, в результате кото-
рого образуется его кислородсодержащая производ-
ная — 5-гидроксиметилцитозин, или гидроксильная 
форма 5-метилцитозина [2] (см. рис. 1). Дальнейшее 
окисление приводит к образованию карбонильной фор-
мы —  5-формилцитозина, а затем карбоксильной фор-
мы —  5-карбоксилцитозина. Система эксцизионной 

репарации клетки BER с участием тиминовой ДНК гли-
козилазы TDG распознает 5-формилцитозин и 5-кар-
боксилцитозин и заменяет их на цитозин, завершая пол-
ный цикл преобразований [3] (см. рис. 1).

Все этапы окисления 5-метилцитозина осуществ-
ляются за счет энзиматической активности белков 
семейства TET (Ten-Eleven-Translocation) [2]. Се-
мейство TET состоит из трех белков —  TET1, TET2 
и TET3 —  и входит в состав суперсемейства 2-оксо-
глутарат- и Fe(II)-зависимых диоксигеназ. Все три 
белка обладают схожей окислительной активностью 
в отношении 5-метилцитозина, 5-гидроксиметилцито-
зина и 5-формилцитозина, но характеризуются тканевой 
и стадиоспецифичностью. На мышах показано, что бел-
ки TET участвуют в репрограммировании генома: TET1 
и TET2 деметилируют отдельные локусы, в том числе им-
принтированные в первичных половых клетках, а TET3 
гидроксилирует 5-метилцитозин в мужском пронуклеусе 
зигот [21]. Гены TET экспрессируются и в соматических 
тканях, причем интенсивность экспрессии неодинакова 
в разных типах клеток [21]. Самый высокий уровень экс-
прессии TET характерен для нейронов и клеток гемопоэ-
тического ряда [21].

Таким образом, в результате строго запрограмми-
рованной работы ДНК-метилтрансфераз и диоксигеназ 
TET в геноме млекопитающих устанавливаются, под-
держиваются и изменяются и специфичные для раз-
ных тканей и стадий онтогенеза паттерны 5-метилци-
тозина, 5-гидроксиметилцитозина, 5-формилцитозина 
и 5-карбоксилцитозина. Однако важно отметить, что 

Рис. 1. Цикл биохимических превращений цитозина в ДНК 
клеток млекопитающих. С — цитозин, 5mC — 5-ме-
тилцитозин, 5hmC — 5-гидроксиметилцитозин, 5fC — 
5-формилцитозин, 5caC — 5-карбоксилцитозин

fig. 1. Cycle of cytosine modifications in mammalian cell DNA. 
С – cytosine, 5mC – 5-methylcytosine, 5hmC – 5-hy-
droxymethylcytosine, 5fC – 5-formylcytosine, 5caC – 
5-carboxylcytosine. Explanations are given in the text
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биохимические преобразования цитозина подверже-
ны влиянию внешних факторов, что может приводить 
к образованию аберрантных эпигенетических паттернов. 
Так, при воздействии большими дозами кадмия уровень 
метилирования ДНК снижается за счет ингибирования 
активности ДНК-метилтрансфераз. Неорганический 
мышьяк подвергается в клетке энзиматическому ме-
тилированию системами детоксикации, что приводит 
к дефициту S-аденозилметионина —  донора метильной 
группы —  и снижению уровня метилирования ДНК. 
Многочисленные исследования демонстрируют взаи-
мосвязь нарушений метилирования ДНК с воздействием 
никеля, хрома, ртути, трихлорэтилена, дихлоруксусной 
и трихлоруксусной кислоты, бисфенола и многих других 
веществ [22]. Недавно было установлено, что L-аскор-
биновая кислота (витамин С) способствует повышению 
в геноме уровня 5-гидроксиметилцитозина. Механизм 
действия аскорбата на процесс образования 5-гидрокси-
метилцитозина остается неясным, но, вероятнее всего, 
витамин C является кофактором диоксигеназ TET и при-
нимает непосредственное участие в гидроксилировании 
5-метилцитозина [23]. Учитывая, что большинство, если 
не все, злокачественные опухоли характеризуются сни-
женным уровнем 5-гидроксиметилцитозина [24], можно 
говорить о потенциальном терапевтическом эффекте 
аскорбата в отношении онкологических заболеваний. 
К настоящему моменту уже получены перспективные 
данные о повышении уровня 5-гидроксиметилцитозина 
в клетках меланомы, снижении их способности к инва-
зии и замедлении опухолевого роста при воздействии 
витамином С [25]. Очевидно, что для разработки эпиге-
нетических лекарств необходимы высокоточные методы 
анализа модифицированных форм цитозина и понимание 
их биологической роли в геноме человека.

Методы исследоВания 5-МетилЦитозина 
и его кислородсодержащих произВод-
ных

Методы исследования 5-метилцитозина и его ки-
слородсодержащих производных подразделяют на две 
группы: 1) позволяющие оценить общее содержание мо-
дифицированного цитозина разных типов и 2) позволяю-
щие анализировать распределение модифицированного 
цитозина в геноме [26].

К первой группе относят капиллярный электрофо-
рез, хроматографию как жидкостную, так и в сочетании 
с масс-спектрометрией, газовую с масс-спектрометрией 
и тонкослойную, флуоресцентное мечение и иммуно-
логические методы. Определение общего уровня 5-ме-
тилцитозина и его кислородсодержащих производных 
требует высвобождения компонентов ДНК: 2’-дезокси-
нуклеотидов, 2’-дезоксинуклеозидов или нуклеотидов, 
что достигается за счет химических или энзиматических 
обработок [26].

Капиллярный электрофорез, суть которого заклю-
чается в разделении молекул по заряду и размеру под 
действием электрического поля, был адаптирован для 
изучения метилирования ДНК несколькими исследова-
тельскими группами [27–30]. После разделения детек-
цию молекул можно проводить с помощью ультрафио-
лета [31], индуцированной лазером флуоресценции [32] 
или флуоресценции, совмещенной с иммуноферментным 
анализом [33]. Капиллярный электрофорез является 
сравнительно простым и малозатратным методом, обла-
дает высоким разрешением и требует небольшого коли-
чества (0,1–10 мкг) геномной ДНК. Его очевидными не-
достатками, однако, являются ограничения по предельно 
допустимому объему анализируемого образца и высокая 
чувствительность к условиям эксперимента, что нередко 
приводит к плохой воспроизводимости результатов.

Жидкостная хроматография основана на разделении 
2’-дезоксинуклеотидов/2’-дезоксинуклеозидов между 
не подвижной (твердой) и подвижной (жидкой) фазами. 
При высвобождении нуклеотидных оснований за счет 
воздействия муравьиной кислотой, вызывающей гидро-
лиз ДНК, важно достичь полного удаления из образца 
РНК, чтобы избежать контаминации 5-метилцитози-
ном РНК [34]. Следует также учитывать, что вследст-
вие сравнительно низкой чувствительности жидкостная 
хроматография требует довольно большого количества 
ДНК (1–50 мкг).

Перспективным для анализа 5-метилцитозина и его 
кислородсодержащих производных является метод жид-
костной хроматографии, дополненный масс-спектро-
метрическим анализом. Примечательно, что наличие 
5-гидроксиметилцитозина в клетках мозга мыши было 
установлено именно с помощью жидкостной хромато-
графии высокого разрешения и масс-спектрометрии [1]. 
В настоящее время предложен ряд модификаций этого 
метода, позволяющих сократить время анализа [35–37], 
а также усилить взаимодействие анализируемых веществ 
с твердой фазой [38].

Газовая хроматография с масс-спектрометрией по-
зволяет достичь лучшего хроматографического разделе-
ния, но требует перевода аналитов в летучие вещества. 
Чаще всего для анализа 5-метилцитозина методом газо-
вой хроматографии гидролиз ДНК осуществляют мура-
вьиной кислотой с последующим получением производ-
ных азотистых оснований [39, 40]. Использование для 
этой цели N,O-бис-(триметилсилил)-трифторацетамида 
с 1 % хлоротриметилсиланом позволяет выявлять 5-ме-
тилцитозин в 10 нг ДНК, даже если его уровень не пре-
вышает 0,1 % [41]. Методом газовой хроматографии 
с масс-спектрометрией было доказано существование 
метилирования ДНК у 19 штаммов дрожжей [41].

Для тонкослойной хроматографии обычно использу-
ют ферментативный гидролиз ДНК и мечение нуклео-
зидов [E32P] АТФ [42, 43]. Метод позволяет измерять 
и сравнивать относительную интенсивность хромато-
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графических пятен. Помимо 5-метилцитозина, тонко-
слойная хроматография была успешно применена для 
детекции 5-гидроксиметилцитозина [1, 2] и 5-карбок-
силцитозина [3, 44].

В основе флуоресцентного мечения 5-метилцитози-
на лежит реакция с хлорацетальдегидом [45]. На первом 
этапе ДНК депуринизируют, обрабатывая серной кисло-
той. Депуринизированная ДНК способна реагировать 
с бисульфитом натрия, который вызывает превращение 
дезоксицитидина в дезоксиуридин, но не влияет на 5-ме-
тилцитидин [46]. В результате инкубации образца с хлор-
ацетальдегидом образуется интенсивно флуоресцирую-
щее производное 5-метилцитозина, количественный 
анализ которого возможен с помощью флуориметра. 
Недавно были синтезированы два компонента, способ-
ных избирательно реагировать и образовывать флуорес-
цирующие производные 5-формилцитозина [47].

Широко используемым методом оценки содержания 
5-метилцитозина и продуктов его окисления являет-
ся иммуноокрашивание, основанное на специфичном 
связывании антител с модифицированными формами 
цитозина. Наибольшее распространение этот метод по-
лучил в медицинских и биологических исследованиях. 
Он не является высокоточным, однако обладает рядом 
преимуществ, наиболее важное из которых —  возмож-
ность визуализации 5-метилцитозина и его кислородсо-
держащих производных в отдельных клетках с помощью 
микроскопического анализа. Применение иммуно-
окрашивания позволило локализовать 5-метилцитозин 
на дифференциально окрашенных метафазных хромосо-
мах в разные периоды онтогенеза человека: в лимфоци-
тах взрослых и плодов 20–24 недель развития [48, 49], 
в клетках хориона [50], в бластомерах доимплантацион-
ных эмбрионов [51–53].

Ко второй группе методов исследования 5-метилци-
тозина и его кислородсодержащих производных относят 
подходы, позволяющие анализировать локализацию мо-
дифицированного цитозина в геноме: обработку метил-
чувствительными и метилспецифичными эндонуклеаза-
ми рестрикции, бисульфитную конверсию, обогащение 
ДНК метилированными фракциями, химическое мече-
ние и одномолекулярное секвенирование.

Для анализа метилированного цитозина с помощью 
эндонуклеаз рестрикции применяют метилчувствитель-
ные и метилспецифичные рестриктазы. Первые спо-
собны распознавать и гидролизовать только неметили-
рованные последовательности, в то время как вторые, 
наоборот, осуществляют рестрикцию только метилиро-
ванных сайтов. Продукты рестрикции могут быть про-
анализированы с помощью электрофореза, гибриди-
зации на микроматрицах, секвенирования. Очевидным 
ограничением метилчувствительных и метилспецифич-
ных эндонуклеаз является возможность анализа мети-
лирования только тех последовательностей, в которых 
есть сайты рестрикции. С началом активного исследо-

вания 5-гидроксиметилцитозина оказалось, что исполь-
зование эндонуклеаз рестрикции не позволяет отличить 
его от 5-метилцитозина, что может значительно иска-
жать полученные результаты [54]. Дополнение стандар-
тного протокола этапом гликозилирования, предшеству-
ющим обработке рестриктазами, позволяет решить эту 
проблему [55]. Эндонуклеаза MspI, осуществляющая 
рестрикцию метилированных и гидроксиметилирован-
ных последовательностей, не способна к рестрикции 
сайтов, содержащих гликозилированный 5-гидроксиме-
тилцитозин, что позволяет их точно идентифицировать 
в геномной ДНК.

В 1990-х гг. было обнаружено, что обработка ДНК 
бисульфитом натрия вызывает превращение неметили-
рованного цитозина в урацил, в то время как метилиро-
ванный цитозин изменениям не подвергается [46, 56]. 
Бисульфитная конверсия стала «золотым стандартом» 
исследований метилирования ДНК. Для анализа об-
работанной бисульфитом ДНК применяют множество 
подходов, в том числе полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР), микроматричный анализ, секвенирование, масс-
спектрометрию. Основными техническими трудностями 
бисульфитной конверсии являются деградация ДНК, 
препятствующая точному микроматричному анализу 
и секвенированию, а также неполная конверсия цито-
зина в урацил, приводящая к ошибочной интерпретации 
результатов. Кроме того, критическим этапом бисуль-
фитной конверсии является денатурация ДНК, так как 
превращение цитозина в урацил возможно только в од-
ноцепочечной ДНК.

Интересно, что при воздействии бисульфитом проис-
ходит дезаминирование не только цитозина, но и 5-фор-
милцитозина [57] и 5-карбоксилцитозина [58], в то вре-
мя как 5-гидроксиметилцитозин обладает такой же 
устойчивостью к бисульфиту, как и 5-метилцитозин [59]. 
Иными словами, при бисульфитной конверсии цитозин, 
5-формилцитозин и 5-карбоксилцитозин интерпретиру-
ются как немодифицированный цитозин, а 5-метилцито-
зин и 5-гидроксиметилцитозин —  как метилированный 
цитозин. Разработанная недавно методика оксидатив-
ного бисульфитного секвенирования (oxBS-seq), соче-
тающая обработку ДНК перрутинатом калия (KRuO4) 
и бисульфитом натрия, позволяет анализировать лока-
лизацию 5-гидроксиметилцитозина в геноме с разреше-
нием до одного нуклеотида [57]. ТЕТ-опосредованное 
бисульфитное секвенирование (TAB-seq), основанное 
на окислении белками ТЕТ 5-метилцитозина, 5-фор-
милцитозина и 5-карбоксилцитозина, но не 5-гидрокси-
метилцитозина, защищенного от действия диоксигеназ 
гликозилированием [58], также позволяет проводить 
высокоточный анализ гидроксиметилирования ДНК. 
Метод селективного восстановления и бисульфитного 
секвенирования (redBS-seq), комбинирующий подходы 
redBS-seq и oxBS-seq, впервые позволил составить об-
щую карту распределения в геноме эмбриональных ство-
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ловых клеток мыши 5-метилцитозина, 5-гидроксиметил-
цитозина и 5-формилцитозина [59].

Обогащение ДНК метилированными фракциями 
с помощью антител или взаимодействия с ДНК специ-
фических белков, обладающих сродством к метилиро-
ванным последовательностям, также является высоко-
информативным подходом к анализу 5-метилцитозина 
и его кислородсодержащих производных [60]. С его по-
мощью можно проводить быструю оценку среднего уров-
ня метилирования больших последовательностей ДНК, 
однако анализ с разрешением до одного нуклеотида не-
возможен. Обогащенную метилированными фракциями 
ДНК секвенируют или анализируют на микроматрицах.

Химическое мечение позволяет достигать селектив-
ного обогащения ДНК кислородсодержащими производ-
ными 5-метилцитозина. Так, гликозилирование приводит 
к образованию β-гликозил-5-гидроксиметилцитозина, 
с которым специфично взаимодействует J-связываю-
щий белок 1 (JBP1), нанесенный на магнитные бусины. 
Дальнейший анализ гидроксиметилирования ДНК воз-
можен с помощью количественной ПЦР, микроматриц 
или секвенирования [61]. Для анализа локализации 
5-формилцитозина используют селективное мечение 
коммерческой реактивной пробой альдегида, приводя-
щее к образованию биотинилированного 5-формилци-
тозина, и дальнейшее обогащение на магнитных бусинах 
со стрептавидином [62]. Метод, сочетающий химическое 
мечение и бисульфитное секвенирование (CAB-seq), 
позволяет селективно метить карбоксильные группы 
и анализировать распределение 5-карбоксилцитозина 
с точностью до одного нуклеотида [63].

Одномолекулярное секвенирование основано на пря-
мом анализе 5-метилцитозина и продуктов его окисления 
благодаря различию их физических свойств [64]. Важно 
учитывать, что такой анализ возможен только в отсут-
ствие этапа амплификации ДНК, в результате которой 
происходит потеря модификаций цитозина. Впервые 
одномолекулярное секвенирование в реальном време-
ни (SMRT) без бисульфитной конверсии, основанное 
на включении в комплементарные нити ДНК флуорес-
центно меченных нуклеотидов, было применено для ана-
лиза метилирования ДНК в 2010 г. [65]. Дополнение ме-
тода SMRT-технологией химического мечения позволяет 
также анализировать 5-гидроксиметилцитозин [66].

предстаВления о биологической роли 
кислородсодержащих произВодных 
5-МетилЦитозина

Изучение кислородсодержащих производных 5-ме-
тилцитозина активно проводится уже в течение несколь-
ких лет. Изначально всем трем формам модифициро-
ванного цитозина приписывали роль промежуточных 
продуктов в процессе ферментативного деметилирова-
ния ДНК [1, 2]. Однако оказалось, что кислородсодер-

жащие производные 5-метилцитозина постоянно при-
сутствуют в ДНК стволовых и дифференцированных 
клеток. При этом наиболее высокий уровень характерен 
для 5-гидроксиметилцитозина —  0,1–1 % [1, 67], тогда 
как содержание 5-формилцитозина и 5-карбоксилцито-
зина не превышает 0,002 % от всего цитозина в ДНК 
[3, 44, 68]. Стабильно высокое содержание 5-гидрокси-
метилцитозина в геноме дифференцированных клеток 
свидетельствует о существовании механизма, препятст-
вующего его превращению в 5-формилцитозин и 5-кар-
боксилцитозин [69]. На основании этих данных, а также 
неслучайной локализации в геноме возникло предполо-
жение о роли кислородсодержащих производных 5-ме-
тилцитозина в регуляции работы генов.

Действительно, для каждого из трех продуктов окис-
ления 5-метилцитозина характерна специфичная лока-
лизация в геноме. Так, 5-гидроксиметилцитозин лока-
лизуется преимущественно в энхансерах —  участках, 
фланкирующих промоторы или CpG-островки, а также 
собственно в генах. Локализация 5-гидроксиметилци-
тозина в энхансерах чаще всего указывает на актив-
ность последних [70–72]. Энхансеры меньше обогаще-
ны CpG-динуклеотидами, чем промоторы, большинство 
из которых соответствует районам CpG-островков. Тем 
не менее метилирование CpG-динуклеотидов в энхансе-
рах может приводить к их инактивации. Предполагают, 
что гидроксилирование 5-метилцитозина в энхансерах 
необходимо для коррекции возможных эффектов абер-
рантного метилирования, поскольку 5-гидроксиметил-
цитозин предотвращает связывание белков-репрес-
соров с метилированной ДНК. Возможно также, что 
5-гидроксиметилцитозин выполняет функцию уникаль-
ного сайта связывания с белками-активаторами, участ-
вующими в регуляции активности энхансеров. Наконец, 
не исключено, что 5-гидроксиметилцитозин в энхан-
серах существует транзиторно и подвергается окисле-
нию до 5-формилцитозина или 5-карбоксилцитозина. 
В пользу этого предположения свидетельствует специ-
фичная локализация 5-формилцитозина в неактивных 
энхансерах [73, 74].

Наличие 5-гидроксиметилцитозина в участках, флан-
кирующих промоторы, вероятнее всего, является след-
ствием повышенной активности белков ТЕТ, стабилизи-
рующей неметилированное состояние CpG-островков. 
Ошибки метилирования ДНК могут приводить к ано-
мальному подавлению генетической активности [75]. 
При этом границы CpG-островков больше доступны 
для метилаз и поэтому чаще подвергаются аберрантно-
му метилированию. Таким образом, TET-опосредован-
ное окис ление аномально метилированного цитозина 
в участках, фланкирующих промоторы, необходимо для 
устранения ошибок и сохранения активности генов.

Причины специфичного гидроксиметилирования ин-
трагенных последовательностей, так же как и функцио-
нальное значение этого феномена, неизвестны. Установ-
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лено, что интрагенное содержание как 5-метилцитозина, 
так и 5-гидроксиметилцитозина положительно коррели-
рует с уровнем экспрессии [76, 77]. Предполагают, что 
повышенное содержание модифицированного цитозина 
может быть механизмом предотвращения инициации ан-
тисмысловой транскрипции. При этом 5-гидроксиметил-
цитозин может выступать в качестве маркера, не позво-
ляющего комплексу инициации транскрипции связаться 
с ДНК [69, 76].

В пользу функциональной роли 5-гидроксиметилци-
тозина в регуляции генетической активности свидетель-
ствует также специфичное связывание с ним некоторых 
белков. С помощью масс-спектрометрии показано, что 
белки RPL26, PRP8, MHS6, MeCP2, UHRF, Thy28 
способны специфично узнавать 5-гидроксиметилцито-
зин [78, 79]. Однако на сегодняшний день взаимодейст-
вие с 5-гидроксиметилцитозином доказано только для 
домена SRA белка UHRF2 [80]. В отличие от аналогич-
ного домена белка UHRF1, специфично связывающего-
ся с полуметилированной ДНК, UHRF2 взаимодействует 
с полностью гидроксиметилированной или полугидрок-
симетилированной ДНК. Взаимодействие происходит 
за счет формирования водородной связи между гидрок-
сильной группой 5-гидроксиметилцитозина и карбо-
нильной группой T508 или G509 белка UHRF2 [80].

Анализ функционального значения 5-формилцито-
зина и 5-карбоксилцитозина представляет трудности 
в связи с их низким содержанием в геноме млекопита-
ющих. Число белков-кандидатов, которые обладают 
потенциальной специфичностью к 5-формилцитозину 
и 5-карбоксилцитозину, намного превышает таковое 
для 5-гидроксиметилцитозина [78, 79]. Профили 5-фор-
милцитозина в эмбриональных стволовых клетках мы-
шей отличаются от таковых 5-гидроксиметилцитозина 
и 5-метилцитозина [59, 73, 74, 81]. 5-формилцитозин 
преимущественно локализован в районах энхансеров 
и в экзонах; при этом его локализация в активных энхан-
серах характеризуется тканевой специфичностью [81]. 
В пользу специфичной функции 5-формилцитозина так-
же свидетельствуют данные о его стабильности в гено-
ме [82] и участии в конформационном переходе ДНК 
из В-формы в так называемую F-форму, свойственную 
раскручивающейся спирали [83]. Эти факты указывают 
на возможную роль 5-формилцитозина в ремоделирова-
нии хроматина: влиянии на ДНК-белковые взаимодейст-
вия за счет конформационных изменений ДНК.

Работы по изучению 5-карбоксилцитозина убеди-
тельно доказывают, что, несмотря на его низкое содер-
жание в клетках, он может играть важную роль в обеспе-
чении стабильности генома и в регуляции генетической 
активности [74, 84–86]. Так, среди белков, которые 
специфично узнают 5-карбоксилцитозин, преобладают 
ядерные белки, участвующие в регуляции транскрипции 
и поддержании структуры хроматина [78, 84–88]. Ти-
миновая ДНК гликозилазы человека может связываться 

с 5-карбоксилцитозином и удалять его из ДНК [3, 4, 88]. 
Реакция происходит за счет выпетливания карбоксиль-
ного основания и взаимодействия с аминокислотами 
A145, H150, H151, Y152 и N157 тиминовой ДНК глико-
зилазы, образующих «карман» [86, 87]. Между карбок-
сильной группой и аминокислотами H150 и N157/N157 
формируются водородные связи [87, 88] и инициирует-
ся взаимодействие с A145 за счет ван-дер-ваальсовых 
сил [88]. Конфигурация 5-карбоксилцитозина в «кар-
мане» тиминовой ДНК гликозилазы дополнительно ста-
билизируется гидрофобным взаимодействием карбок-
сильной группы с Y152. Именно за счет формирования 
стабильной структуры с 5-карбоксилцитозином сродство 
к нему тиминовой ДНК гликозилазы в 2 раза больше, 
чем к 5-формилцитозину, 5-метилцитозину и 5-гидрок-
симетилцитозину [88].

Домен CXXC диоксигеназы TET3 специфично взаи-
модействует с 5-карбоксилцитозином в последователь-
ности CcaCG и имеет к нему в 3 раза большее сродство, 
чем к 5-формилцитозину, 5-метилцитозину и 5-гидро-
ксиметилцитозину [85]. Взаимодействие происходит 
путем формирования водородных связей между карбок-
сильной группой и аминокислотами домена CXXC. При 
этом 5-карбоксилцитозин одной нити ДНК взаимодей-
ствует с аминокислотами K88 и I83, а 5-карбоксилцито-
зин из комплементарной цепи —  с Т80, S74 и Q82 [85]. 
Интересно, что эти взаимодействия высококонсерватив-
ны и характерны только для доменов CXXC диоксигеназ 
TET3, но не для аналогичных доменов ДНК-метилтранс-
фераз DNMT1 [85, 89], которые узнают только немети-
лированные динуклеотиды CpG [89–93].

Картирование сайтов связывания TET3 в нервных 
клетках мозга эмбрионов мыши показало специфич-
ную локализацию TET3 в сайтах начала транскрипции 
ограниченного числа генов, продукты которых преиму-
щественно задействованы в лизосомной активности, 
сплайсинге РНК и эксцизионной репарации ДНК [85]. 
На основании этих данных высказано предположение, 
что специфичное связывание домена CXXC с 5-кар-
боксилцитозином играет важную роль в поддержании 
неметилированного состояния CpG-островков в промо-
торах этих генов [85]. При этом взаимодействие TET3 
с 5-карбоксилцитозином становится наиболее вероят-
ным при локальном TET3-опосредованном окислении 
5-метилцитозина до 5-карбоксилцитозина. Иными сло-
вами, наличие С-терминального каталитического домена 
и N-терминального домена CXXC позволяет оксигеназе 
TET3 осуществлять локальное окисление 5-метилци-
тозина, а затем связываться с продуктом окисления —  
5-карбоксилцитозином, препятствуя таким образом 
появлению в сайте связывания метильных групп. Аль-
тернативным объяснением является экранирование 
5-карбоксилцитозина с помощью домена CXXC от экс-
цизии тиминовой ДНК гликозилазой TDG, что, в свою 
очередь, может быть связано с необходимостью присут-
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ствия 5-карбоксилцитозина в определенных последова-
тельностях ДНК для выполнения ряда еще неизвестных 
функций [69].

5-карбоксилцитозин может участвовать в регуля-
ции транскрипции, влияя на связывание с ДНК-мише-
нью белков-регуляторов транскрипции [84, 86]. Так, 
транскрипционный фактор WT1, специфично узна-
ющий последовательность 5’-GCG(T/G)GGGCG-3’, 
связывается с ней только в случае наличия цитозина, 
5-метилцитозина или 5-карбоксилцитозина, но не 5-ги-
дроксиметилцитозина или 5-формилцитозина [84]. 
Избирательность связывания обеспечивается за счет 
формирования водородной связи между аминокислотой 
Q369 белка WT1 и карбоксильной группой 5-карбо-
ксилцитозина [84]. Также недавно было показано, 
что интрагенная локализация 5-карбоксилцитозина 
приводит к замедлению транскрипции, осуществляемой 
РНК-полимеразой II вследствие образования водород-
ной связи между карбоксильной группой 5-карбоксил-
цитозина и аминокислотой Q531 в РНК-полимера-
зе II [86]. Эти факты указывают на то, что эпигенетический 
эффект 5-карбоксилцитозина может варьировать в зави-
симости от его локализации —  в промоторах или собствен-
но в генах.

Специфичная локализация в геноме и высокоспеци-
фичное взаимодействие с белками клетки, в том числе 
с регуляторами транскрипции, свидетельствуют о двой-
ной биологической роли кислородсодержащих производ-
ных 5-метилцитозина —  как промежуточных продуктов 
в процессе активного деметилирования ДНК и как эпи-
генетических регуляторов работы генома [94, 95].

Поскольку пики образования продуктов окисления 
5-метилцитозина приходятся на периоды глобального 
деметилирования генома в первичных половых клетках 
и в доимплантационных эмбрионах млекопитающих, счи-
талось, что их роль в глобальном эпигенетическом ре-
программировании генома сводится, главным образом, 
к промежуточным звеньям активного деметилирования 
ДНК [96]. Однако недавно методами иммунофлюорес-
ценции и жидкостной хроматографии с масс-спектро-
метрией было показано, что снижение уровня метили-
рования ДНК в мужском геноме зигот мыши происходит 
не за счет гидроксилирования 5-метилцитозина [97]. Ин-
гибирование активности TET3 дефероксамином, так же 
как и делеции Tet3, препятствовало появлению 5-гидрок-
симетилцитозина, но не оказывало влияния на снижение 
уровня 5-метилцитозина. Учитывая общую тенденцию 
к снижению уровня метилирования ДНК в доимплан-
тационном развитии, парадоксальным кажется наличие 
в зиготах мышей метилазной активности как de  novo, 
так и поддерживающей метилированное состояние ДНК 
после репликации. Еще более удивительным оказалось, 
что появление в зиготе 5-гидроксиметилцитозина зави-
сит именно от этой метилазной активности [97]. Иными 
словами, окислению до 5-гидроксиметилцитозина под-

вергается 5-метилцитозин, не привнесенный с геномом 
сперматозоида, как полагали раньше, а возникший по-
сле оплодотворения в геноме самой зиготы. Остается 
непонятным, за счет чего в зиготах происходит снижение 
метилирования ДНК, унаследованного из сперматозои-
да. Таким образом, оказалось, что в зиготах мышей Tet3-
опосредованное гидроксилирование 5-метилцитозина 
выполняет функцию поддержания гипометилированного 
состояния, предотвращая накопление метильных групп, 
переносимых на цитозин метилтрансферазами Dnmt3a 
и Dnmt1. Эти данные свидетельствуют о том, что эпи-
генетическое репрограммирование на начальных этапах 
развития млекопитающих является не линейным процес-
сом последовательного деметилирования и реметилиро-
вания генома, а сложно организованной системой эпи-
генетических взаимодействий, включающих активное 
деметилирование, метилирование de novo и Tet3-опос-
редованное гидроксилирование 5-метилцитозина. Зна-
чение 5-гидроксиметилцитозина на этом этапе остается 
неясным, но совершенно очевидно, что оно не ограниче-
но только ролью промежуточного продукта в процессе 
деметилирования ДНК.

Таким образом, за короткое время, прошедшее с мо-
мента открытия TET-опосредованного образования 
5-гидроксиметилцитозина, 5-формилцитозина и 5-кар-
боксилцитозина, представления об их биологической 
роли претерпели значительные изменения. Несмотря 
на активное изучение, значение продуктов окисления 
5-метилцитозина в геноме млекопитающих остается ма-
лопонятным и требует дальнейших углубленных иссле-
дований.

заключение

Продукты окисления 5-метилцитозина —  5-гидрок-
симетилцитозин, 5-формилцитозин и 5-карбоксилцито-
зин —  являются объектом пристального изучения уже 
более пяти лет. Обратимость биохимических превраще-
ний цитозина лежит в основе свойства пластичности эпи-
генома —  способности претерпевать изменения в ответ 
на действие экзогенных и эндогенных факторов. Привле-
кательным направлением является разработка способов 
целенаправленного воздействия на паттерны модифи-
цированного цитозина с целью их коррекции и терапии 
связанных с эпигенетическими аномалиями патологий. 
Перспектива создания эффективных эпигенетических 
лекарств служит стимулом для изучения роли кисло-
родсодержащих производных 5-метилцитозина в геноме 
млекопитающих.

По мере разработки и совершенствования методов 
исследования и появления новых экспериментальных 
данных представления о биологическом значении ки-
слородсодержащих производных 5-метилцитозина пре-
терпевали большие изменения. На смену представле-
ниям о 5-гидроксиметилцитозине, 5-формилцитозине 
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и 5-карбоксилцитозине как промежуточных соединениях 
в процессе активного деметилирования ДНК [1, 2] при-
шла концепция их двойной биологической функции —  
как звеньев цепи TET-опосредованного деметилирова-
ния и как стабильных эпигенетических модификаций, 
регулирующих работу генома [94, 95]. Неожиданны-
ми и удивительными стали данные о том, что в зиготах 
мыши 5-гидроксиметилцитозин образуется из 5-ме-
тилцитозина, возникшего уже после оплодотворения 
в геноме самой зиготы, а не из 5-метилцитозина генома 
сперматозоида, как полагали ранее [97]. Это открытие, 
с одной стороны, свидетельствует в пользу собственных 
биологических функций 5-гидроксиметилцитозина в ге-
номе зиготы, с другой —  доказывает, что репрограмми-
рование генома ранних зародышей представляет собой 
сложный процесс и что появление продуктов окисления 
5-метилцитозина не всегда отражает процесс активного 
деметилирования, направленный на стирание привне-
сенного из гамет рисунка метилирования ДНК.

Таким образом, не вызывает сомнения, что кисло-
родсодержащие производные 5-метилцитозина явля-
ются важным компонентом эпигенетической сети. Все-
стороннее освещение связанных с ними биологических 
феноменов потребует многих лет дальнейших исследо-
ваний, а представления о структурно-функциональном 
значении в ге номе млекопитающих еще не раз под-
вергнутся пересмотру. Однако уже сегодня очевидно, 
что ТЕТ-опосредованное окисление 5-метилцитозина, 
которое на протяжении нескольких лет считалось ос-
новным механизмом активного деметилирования ДНК, 
необходимо не столько для удаления метильных групп, 
сколько для создания на определенных этапах развития 
и в определенных локусах генома новых вариантов моди-
фицированного цитозина —  5-гидроксиметилцитозина, 
5-формилцитозина и 5-карбоксилцитозина.
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 ` SuMMArY: In this review, we summarize data on 5-hydroxymethyl-
cytosine, 5-formylcytosine and 5-carboxylcytosine – cytosine modifica-
tions which are produced by TET-mediated oxidation of 5-methylcytosine 
in DNA. We show the biochemistry of modified cytosine as well as meth-
ods for its global and location analysis. We also highlight the milestones 
in the evolution of ideas on the biological role of 5-hydroxymethylcyto-
sine, 5-formylcytosine and 5-carboxylcytosine in the mammalian ge-
nome since their discovery in 2009 till present.
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