
This is an Accepted Manuscript, which has been through the 
Royal Society of Chemistry peer review process and has been 
accepted for publication.

Accepted Manuscripts are published online shortly after 
acceptance, before technical editing, formatting and proof reading. 
Using this free service, authors can make their results available 
to the community, in citable form, before we publish the edited 
article. We will replace this Accepted Manuscript with the edited 
and formatted Advance Article as soon as it is available.

You can find more information about Accepted Manuscripts in the 
Information for Authors.

Please note that technical editing may introduce minor changes 
to the text and/or graphics, which may alter content. The journal’s 
standard Terms & Conditions and the Ethical guidelines still 
apply. In no event shall the Royal Society of Chemistry be held 
responsible for any errors or omissions in this Accepted Manuscript 
or any consequences arising from the use of any information it 
contains. 

Accepted Manuscript

Molecular
 BioSystems

www.rsc.org/molecularbiosystems

http://www.rsc.org/Publishing/Journals/guidelines/AuthorGuidelines/JournalPolicy/accepted_manuscripts.asp
http://www.rsc.org/help/termsconditions.asp
http://www.rsc.org/publishing/journals/guidelines/


Molecular Biosystems   

PAPER 

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx  J. Name., 2013, 00, 1‐3 | 1  

Please do not adjust margins 

Please do not adjust margins 

a. Centre for Biological Sciences, Life Science Building 85, University of 
Southampton, Highfield, Southampton SO17 1BJ, UK 

b. Department of Chemistry, University of Oxford, Chemistry Research Laboratory, 
12 Mansfield Road, Oxford, OX1 3TA, UK 

† Footnotes relaƟng to the Ɵtle and/or authors should appear here.  
Electronic  Supplementary  Information  (ESI)  available:  [Sequences  of
oligonucleotides  that  were  used  to  construct  hUDG].  See 
DOI: 10.1039/x0xx00000x 

Received 00th January 20xx, 

Accepted 00th January 20xx 

DOI: 10.1039/x0xx00000x 

www.rsc.org/ 

The effect of sequence context on the activity of cytosine DNA 
glycosylases  

Scott T. Kimbera Tom Brownb and Keith R Foxa 

We  have  prepared  single  (N204D)  and  double  (N204D:L272A)  mutants  of  human  uracil  DNA  glycosylase  (hUDG), 

generating  two cytosine DNA glycosylases  (hCDG and hCYDG). Both  these enzymes are able  to excise cytosine  (but not 

methylcytosine), when this base is part of a mismatched base pair. hCDG is more active than the equivalent E. coli enzyme 

(eCYDG) and also has some activity when the cytosine is paired with guanine, unlike eCYDG. hCDG also has some activity 

against single stranded DNA, while having poor activity  towards an unnatural base pair  that  forces  the cytosine  into an 

extrahelical conformation (in contrast to eCYDG for which a bulky base enhances the enzyme’s activity). We also examined 

how  sequence  context affects  the activity of  these enzymes, determining  the effect of  flanking base pairs on  cleavage 

efficiency. An abasic site or a hexaethylene glycol  linker placed opposite  the  target cytosine, also causes an  increase  in 

activity compared with an AC mismatch.   Flanking an AC mismatch with GC base pairs resulted  in a 100‐fold decrease  in 

excision activity relative to flanking AT base pairs and the 5′‐flanking base pair had a greater effect on the rate of cleavage. 

However, this effect  is not simply due to the stability of the flanking base pairs as adjacent GT mismatches also produce 

low cleavage efficiency.  

Introduction  

Uracil DNA glycosylase (UDG) removes uracil from DNA. This base 

arises from deamination of cytosine, generating G.U mispairs1 

which, if not repaired, would result in a cytosine to thymine 

transition mutations. UDG is also able to excise uracil from A.U base 

pairs that results from misincorporation during DNA replication,
2 

though this is not mutagenic. The enzyme is highly specific for uracil 

and shows no activity towards any other base. Thymine is excluded 

from the enzyme’s active site as a result of steric clash between its 

C5 methyl group and a tyrosine.
 3 UDG’s specificity for uracil comes 

from shape complementarity, which excludes purines and thymine, 
3,4 and specific hydrogen bonding that recognises U and excludes C. 

A critical asparagine (N204 in the human enzyme, N123 in E. coli) 

forms specific hydrogen bonds from its amine and carbonyl oxygen 

to the O4 and N3 of uracil respectively (Fig. 1).
4‐6 Mutation of this 

asparagine to aspartate changes the hydrogen bond donor‐acceptor 

pattern and allows for recognition of cytosine (3), thereby 

generating a cytosine DNA glycosylase (CDG).
3,7 Previous studies 

have shown that it is not possible to express the E. coli N123D 

mutant in E. coli, presumably because eCDG would be toxic, 

  

Fig. 1. Interaction of asparagine (N123 in UDG or N204 in hUDG) with uracil and 
the proposed recognition of cytosine by aspartate. 

degrading the host genome. However the enzyme’s activity can be 

attenuated by mutating L1918, 9 since this amino acid is responsible 

for flipping the base into the enzyme’s active site.
9‐11 This allows 

expression of the double mutant (N123D;L191A; designated 

eCYDG).
7 Although this enzyme has greatly reduced activity 

compared with eUDG it is able to excise cytosine when it is in a 

mismatched base pair (such as AC), but shows no activity when 

paired with guanine.
12 eCYDG does not cleave 5‐methylcytosine in 

any base pair context, as there is a steric clash with the 5‐methyl 

group, in the same way that thymine is excluded from UDG. 

The human CDG (hCDG) variant (N204D) can be expressed in E. coli3 

and we have determined its activity against various cytosine‐

containing substrates, as well as that of the (N204D:L272A) double 

mutant. We have previously suggested that cytosine DNA 

glycosylase could be used in a technique for the detecting 5‐

methylcytosine.
12 We have therefore also investigated the effect of 

sequence context on the activity of these CDGs. We find that the  

Page 1 of 6 Molecular BioSystems

M
ol

ec
ul

ar
B

io
S

ys
te

m
s

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



AR

2 | 

Su

A

A

A

A

HE

HE

HEG

I

G

g

Lon

ssC

ssC

Tab

clea

C,  M

(hex

abi

sur

Re

Exc

We

onl

and

enz

inv

(sh

Rep

and

Tab

eCY

stil

and

res

sub

on 

(se

bas

con

Thi

RTICLE 

J.  Name., 2012

bstrate 

X.Y 

A.C(G) 

.C(AG) 

.C(GA) 

.C(GT) 

EG.C(G) 

G.C(AP) 

G.C(‐G‐) 

.C(G) 

.C(AT) 

gap.C 

ng gap.C  5’‐CC

3’‐GG

C(polyA) 

C(GAT) 

le  1. DNA  oligonu

avage rates of CDG
MeC.  Y  =  G,  A, 

xaethylene glycol, 

ility of  these e

rrounding sequ

esults  

cision Propertie

e expected that

y contains a sin

d retains the leu

zyme) that is re

estigated the a

own in Table 1)

presentative re

d 3, and kcat val

ble 2. It can be s

YDG at cleaving

l excises uracil, 

d 60‐fold more 

pectively. Altho

bstrate with a c

a GC pair that i

quence G.C(AT

se pair, albeit at

ntrast to  eCYDG

s enzyme also s

2, 00, 1‐3 

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTCA

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

5’‐CGAATAATT

3’‐GCTTATTAA

5’‐CCGAATCAG

3’‐GGCTTAGTC

CGTACTGAATCAG

GCATGACTTAGTC

5’‐AAAAAAAAA

5’‐GGATAAATA

ucleotide  substrat

Gs. The target base

AP  (abasic  site, 

H), I (inosine). 

enzymes  to e

uences.  

es of hCDG and

t hCDG would b

ngle mutation r

ucine (L272, eq

equired to facilit

ctivity of hCDG

) that were pre

sults of the clea

ues determined

seen that hCDG

g cytosine from 

as previously s

active than eCY

ough hCDG sho

entral GC base 

is embedded w

)). hCDG was ab

t less than 1% o

G, which showe

showed some a

Sequence 

GTGCGCAXAGTCG

CACGCGTYTCAGC

GTGCGCGCGGTCG

CACGCGCACCAGC

GTGCGCACGGTCG

CACGCGTACCAGC

GTGCGCGCAGTCG

CACGCGCATCAGC

GTGCGCGCGGTCG

CACGCGTATCAGC

GTGCGCGCGGTCG

CACGCGCHCCAGC

GTGCGCGCGGTCG

ACGCGΦHΦCAGC

GTGCGCGCGGTCG

CACGCG‐H‐CAGC

GTGCGCGCGGTCG

CACGCGCICCAGC

TATATAACATATA

ATATATTGTATATA

GTGCGCACAGTCG

CACGCGT TCAGCC

GTGCGCACAGTCG

CACGCGT TCAGC

AAAAAAACAAAAA

GGGAGTCTGAGA

tes  used  in  this  s

es are shown in bo

Φ),  Z  (anthraqu

xcise  cytosine

d hCYDG 

be more active t

relative to the w

quivalent to L19

tate base flippi

G against the sa

viously used w

avage assays ar

d from these ar

G is about 30‐fo

an A.C mismat

seen with eCYD

YDG with G.U a

owed no activity

pair, we also e

within a block of

ble to excise cy

of the rate prod

ed no activity ag

activity against 

Please d

Please d

GGTATTTAGCC‐3’

CCATAAATCGG‐5’

GGTATTTAGCC‐3’

CCATAAATCGG‐5’

GGTATTTAGCC‐3’

CCATAAATCGG‐5’

GGTATTTAGCC‐3’

CCATAAATCGG‐5’

GGTATTTAGCC‐3’

CCATAAATCGG‐5’

GGTATTTAGCC‐3’

CCATAAATCGG‐5’

GGTATTTAGCC‐3’

CCATAAATCGG‐5

GGTATTTAGCC‐3’

CATAAATCGG‐5’

GGTATTTAGCC‐3’

CATAAATCGG‐5’

ATATATTTAGC‐3’

ATATAAATCG‐3’

GGTATTTAGCC‐3’

CATAAATCGG‐5’

GGTATTTACGATA

CATAAATGCTATC

AAAAAAAAAAA‐3

AAGTGATTAGG‐3

study  to  character

old and underlined

uinone  pyrollidine

e  is affected b

than eCYDG, as

wild type enzym

91 in the E.coli 

ng. We therefo

me substrates 

ith eCYDG.
12 

re shown in Fig

re summarised 

old more active 

tch (Table 2). hC

DG,12 and it is 10

and A.U 

y against the 

xamined its eff

f AT residues 

ytosine from thi

duced at AC, in 

gainst this subs

an AC mismatc

do not adjust

do not adjust

’ 

 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

5’ 

’ 

’ 

’ 

AGCC‐3’ 

CGG‐5’ 

3’ 

3’ 

rise  the 

d. X = U, 

e),  HEG 

by  the 

s it 

me 

ore 

s. 2 

in 

 than 

CDG 

0‐ 

fect 

is GC 

strate. 

ch that 

Fig. 2.

labelle

to 24 h

produc

are de

format

curves

Table 2

compa

No  cle

cleavag

of thre

point a

for eCY

 

Su

A

H

G

g

lon

ssC

ssC

T

t margins 

t margins 

hCDG cleavage of

ed duplex substrat

hours and cleaved

cts were resolved 

rived from phosph

tion of the cleavag

s. 

2. Excision rates fo

red to eCYDG (12).

eavage  was  observ

ge detected after 2

ee independent det

at 24 hrs1 8 hrs2, 4 h

YDG are taken from

 

bstrate 

A.C  0

AP.C  0

Z.C  0.0

HEG.C  0

G.C 

.C(AT) 

gap.C  0

g gap.C  0

G.U 

A.U  1

C(polyA)  0

C(GAT)  0

This journal is ©

f fragments A.C, H

es (~50 nM) were

 by heating at 95°

on 12.5% denatur

horimage analysis

ge product. These 

r hCDG and hCYDG

The sequences of 

ved  for  any  substr

4 hours; NI – not in

erminations. kcat rat

hrs3, 2 hrs4 and 1 hr

.12 

Ra

hCDG 

0.17 ± 0.02 

.04 ± 0.004 

005 ± 0.001
4
 

0.26 ± 0.02 

ND 

0.0006 

.02 ± 0.003 

.03 ± 0.007 

3.8 ± 0.7 

1.27 ± 0.08 

.03 ± 0.005 

.02 ± 0.002 

 The Royal Socie

HEG.C and G.U. In e

e incubated with ~

°C in 10% piperidin

ring polyacrylamid

s of the gels and sh

e are fitted with sin

G cleavage of the d

the oligonucleotide

rate  containing  m

nvestigated.  Value

te values was estim

r5 assuming a simp

ate of excision (m

hCYDG 

0.013 ± 0.001 

0.0001
1
 

0.02 ± 0.005 

0.013 ± 0.002 

ND 

ND 

NI 

NI 

0.51 ± 0.01 

NI 

NI 

ND 

Journal Na

ety of Chemistry 

each gel the 32P 

~1.25 μM hCDG for

ne for 20 mins. Th

de gels. The graph

how the rate of 

ngle exponential 

different DNA subst

es are shown in Tab

ethylcytosine.  ND 

es represent the ave

mated from a single

le exponential. The

in
‐1
) 

eCYDG
 

0.006 ± 0.00

0.014 ± 0.00

0.10 ± 0.0

0.13 ± 0.00

ND 

ND 

0.016 ± 0.00

0.0072 ± 0.00

0.36 ± 0.04

0.020 ± 0.00

0.0003 ± 0.00

0.0001
3

ame 

20xx 

 

r up 

e 

hs 

trates 

ble 1. 

‐  no 

erage 

e time 

e data 

01 

03 

2 

01 

02 

007 

4 

04 

001
5
 

Page 2 of 6Molecular BioSystems

M
ol

ec
ul

ar
B

io
S

ys
te

m
s

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



Jou

This

is fl

hCD

aga

the

GAT

aris

the

to o

How

all t

syn

tha

cyt

hex

rate

wit

clea

bet

sub

inte

Fig. 

labe

up t

prod

are 

form

curv

urnal Name 

s journal is © Th

lanked by GC b

DG also showed

ainst the single‐

e centre of an o

T residues (ssC

ses because the

e cytosine withi

occur.10,11  

wever, hCDG d

the substrates;

nthetic nucleosi

an with eCYDG. 

osine unpaired

xaethylene glyc

es of cleavage f

h unpaired cyto

aved, though at

tter substrates 

bstrates, this is 

ercalate L272 in

3. hCYDG cleavag

elled duplex subst

to 24 hours and cle

ducts were resolve

derived from pho

mation of the cleav

ves. 

e Royal Society o

ase pairs (A.C(

d more than 10

‐stranded subst

ligodA tract (ss

(GAT)). This gre

e presence of L2

n its active site

id not display g

 Z.C (where Z is

ide analogue), w

We also exami

, placing this op

col. This combin

for both eCYDG

osine (AP.C, ga

t slower rates a

for hCDG than 

likely to be due

nto the DNA du

ge of fragments A.

rates (~50 nM) we

eaved by heating 

ed on 12.5% dena

osphorimage analy

vage product. The

of Chemistry 20x

(G)).  

00‐fold greater 

trates that cont

sC(polyA)) or in 

eater cleavage e

272 allows the 

e, acting as a plu

greater activity 

s anthraquinon

was cleaved at 

ined the effect 

pposite the non

nation produce

G and hCDG. Ot

p.C and long ga

and were only t

eCYDG. As with

e to the ability o

uplex. 

C, Z.C and G.U. In 

ere incubated with

at 95°C in 10% pip

aturing polyacrylam

ysis of the gels and

ese are fitted with

xx 

Please d

Please d

activity than eC

tained cytosine

a mixed seque

efficiency most

enzyme to reta

ug allowing exc

than eCYDG ag

e pyrollidine; a

a 20‐fold lower

of leaving the t

n‐nucleosidic lin

d one of the fas

her arrangeme

ap.C) were also 

two‐ to four‐fol

h the single stra

of hCDG to corr

each gel the 32P 

h ~1.25 μM hCYDG

peridine for 20 min

mide gels. The gra

d show the rate of

single exponentia

do not adjust

do not adjust

CYDG 

e in 

ence of 

t likely 

ain 

cision 

gainst 

 bulky 

r rate 

target 

nker 

stest 

ents 

ld 

anded 

rectly 

 

G for 

ns. The 

aphs 

f 

al 

The r

are sh

not su

Altho

its act

fold g

with Z

subst

again

notin

meth

Effec

Altho

cytos

be su

the D

base 

there

on th

Previo

stabil

rate o

that o

obser

or un

again

furthe

inosin

to thr

with e

(Table

We th

cleav

Chang

(sequ

by eC

less p

AU pa

5‐fold

on th

great

Since

with m

exam

AC pa

comp

this w

We p

comb

when

t margins 

t margins 

esults of simila

hown in Fig. 4 a

urprising that it

ough hCYDG’s a

tivity at other m

greater activity 

Z.C, though it is

trate. hCYDG is 

st AP.C and abo

g, that as with 

ylcytosine in an

cts of sequen

ough hCDG was 

ine‐containing 

itable for use in

DNA target wou

pairs and its ab

efore decided to

e rate of cytosi

ous results ([12

ity affects the r

of cleavage of G

of the more sta

rvation that the

natural pairs A

st G.C in the sa

er we examined

ne, as the I.C ba

ree for G.C. How

eCYDG, though

e 3). 

herefore focuss

age efficiency b

ging the base p

uence A.C(G)) ca

CYDG and over 1

pronounced effe

air to GC (seque

d compared to f

e 5′‐side of the

er effect than c

 the flanking ba

more stable ba

mined the effect

air (sequence A

pared to flankin

was still much le

performed sim

bination, since

n flanked by A

r experiments w

and Table 2. Sin

t is approximate

ctivity at GU wa

mismatches wa

at A.C than eCY

s more active th

also about 10‐f

out 100‐fold les

eCYDG [7] and 

ny base pair com

nce context o

generally more

mismatches, w

n any detection

ld also be degra

bility to degrade

o explore furthe

ne excision by 

2] and Table 2) 

rate of base exc

G.U (a wobble b

ble A.U base pa

e various CDGs 

.C, AP.C, Z.C an

me sequence c

d the effect of p

ase pair has onl

wever, no cytos

 hCDG produce

sed on how the

by eCYDG, looki

pairs flanking th

aused a 60‐fold

100‐fold decrea

ect was seen on

ence A.U(G)), fo

flanking AT bas

 AC mismatch t

changing the 3′‐

ase pairs appea

se pairs reducin

 of placing GT m

.C(GT)). This pr

g GC base pairs

ess than seen w

milar experimen

e this produced

T pairs. In this

J. Name

with the double

nce this is a dou

ely 10‐fold less

as comparable 

as more variable

YDG, but was 5

han hCDG again

fold less active 

ss active at HEG

hCDG, hCYDG 

mbination. 

on eCYDG act

e active than eC

we considered t

n assay for 5‐me

aded by its (we

e single‐strande

er the effect of

eCYDG. 

have suggested

cision. An exam

base pair), whic

air. This is also 

cleave the mism

nd HEG.C, but sh

context. To inve

pairing the targ

ly two hydroge

sine excision co

ed a very low ra

e flanking base 

ing first at the A

he A.C mismatc

d decrease in th

ase for hCDG. A

n changing the 

or which the ra

se pairs. Changi

to GC (sequenc

‐base pair (seq

ar to affect the 

ng the cleavage

mismatches on

roduced a smal

s for both eCYD

with flanking AT

nts with the H

d the fastest c

s case changin

 ARTI

., 2013, 00, 1‐3

e mutant hCYD

uble mutant, it i

s active than hC

to that of eCYD

e. It showed a 2

‐fold less active

nst this bulky 

than eCYDG 

G.C. It is worth 

did not cleave 5

tivity 

CYDG against 

hat it would no

ethylcytosine a

eak) activity at G

ed DNA. We 

f sequence cont

d that base pair

mple of this is th

ch is faster than

highlighted by 

matched, unpa

how no activity

estigate this 

get cytosine wit

n bonds compa

ould be detecte

ate of cleavage 

pairs affect 

A.C combinatio

h from AT to GC

he rate of cleava

A similar though

bases flanking 

te was decreas

ing the base pa

ce A.C(GA)) had

uence A.C(AG))

enzyme’s activ

e rate, we 

 either side of t

l increase in rat

DG and hCDG, b

T pairs. 

HEG.C (Fig. 4) 

cleavage rate 

g the flanking 

ICLE 

3 | 3 

G 

is 

CDG.  

DG, 

2‐

e 

5‐

ot 

s 

GC 

text 

r 

he 

n 

the 

ired 

y 

th 

ared 

ed 

on. 

C 

age 

h 

an 

sed 

ir 

 a 

).  

ity, 

the 

te 

but 

Page 3 of 6 Molecular BioSystems

M
ol

ec
ul

ar
B

io
S

ys
te

m
s

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



AR

4 | 

Fig 4

dup

and 

reso

pho

prod

bas

of 

G.A

rat

has

om

wit

abo

not

Dis

The

eCY

not

less

leu

hCD

pyr

pai

cyt

be 

the

the

the

clea

exc

aid 

RTICLE 

J.  Name., 2012

4. eCYDG cleavage o

lex substrates (~50 

cleaved by heating

olved on 12.5% dena

sphorimage analysi

duct. These are fitte

se pairs from A

cleavage. Sur

AP (thereby re

e of cleavage.

s  the  same 

mitted the nucl

th  a  single  H

olished  the  cl

t solely dictate

scussion 

ese data show t

YDG against the

t seen with all c

s active with Z.C

cine that is resp

DG but missing 

rollidine (Z) fills

r (as proposed 

osine into an ex

a poor substrat

e space left by t

e anthraquinone

e observation th

aves at Z.C fast

cise cytosine fro

in keeping cyto

2, 00, 1‐3 

of fragments HEG.C

nM) were incubate

g at 95°C in 10% pip

aturing polyacrylam

is of the gels and sh

ed with single expo

AT to GC caus

prisingly,  repl

emoving any b

. Similarly, sin

number  of  b

leotides on eit

HEG  (sequence

leavage.  The 

ed by the stab

that hCDG has 3

e AC substrate, 

cytosine‐contai

C. This is most 

ponsible for ba

in eCYDG. We 

 the space that

for pyrene; (7)

xtrahelical conf

te for hCDG as 

the extrahelical

e pyrollidine nu

hat hCYDG (con

er than hCDG. 

om single‐stran

osine in the act

C and HEG.C(G). In e

ed with ~1.25 μM h

eridine for 20 mins

mide gels. The graph

how the rate of form

nential curves. 

sed a 13‐fold d

acing  the  flan

base pairing) g

ce the hexaet

bonds  as  thre

ther side, brid

e  HEG.C(‐G‐) 

cleavage  effi

ility of the flan

30‐fold greater

though this inc

ning substrates

likely due to cla

se flipping, wh

assume that th

t is normally occ

) and so forces 

formation to ai

L272 is unable 

 cytosine as thi

ucleoside. This 

ntaining the L27

It also explains 

ded DNA subst

tive site for a lo

Please d

Please d

each gel the 32P lab

CDG for up to 24 ho

. The products were

hs are derived from

mation of the cleava

decrease in the

nking GC pairs

greatly reduce

hylene glycol 

ee  nucleotide

ging the ACA t

(Fig.  4)).  Thi

ciency  is  ther

nking base pai

r CDG activity th

creased activity

s as it was 20‐fo

ashes with the 

ich is retained i

he anthraquinon

cupied by the b

the opposing 

d excision. Z.C 

to intercalate i

s will be occup

is consistent wi

72A mutation) 

hCDG’s ability 

trates, as L272 w

nger period of 

do not adjust

do not adjust

 
belled 

ours 

e 

m 

age 

e rate 

s with 

ed the 

linker 

es  we 

target 

is  too 

refore 

irs.  

han 

y was 

old 

in 

ne 

base 

may 

nto 

ied by 

ith 

to 

will 

time, 

 

Table 3

contex

in brac

for any

Values 

were  e

expone

 

allow

glyco

exit t

the e

for ba

of the

site, r

sugge

glyco

to eC

Z.C.  

These

the ta

activi

which

helix.

conte

seen 

to GC

and 1

comp

base 

this b

direct

base 

bette

influe

G.AP 

betw

an im

T

t margins 

t margins 

Substrate 

I.C 

A.C* 

A.C(G)* 

A.C(AG)
 

A.C(GA) 

A.U* 

A.U(G)
 

A.C(GT) 

HEG.C* 

HEG.C(G)
 

HEG.C(‐G‐) 

HEG.C(AP) 

3. Rates of excision

t. The substrates ar

ckets designate the 

y substrate containi

represent  the  ave

estimated  from  a  s

ential. *Taken from 

wing it to adopt 

sidic bond. Wit

he active site, i

nzyme’s ability 

ase excision. Th

e leucine is to a

rather than acti

est that eCDG w

sylase against A

YDG at a substr

e data show tha

arget cytosine i

ty against G.C a

h the cytosine w

 However the r

ext in which the

with A.C and H

C greatly reduce

10‐fold for HEG

paring A.U to A.

dependent. Th

base pair contai

t contacts in th

pairs does affe

er substrate tha

encing the react

and G‐) produc

een the target 

mportant factor 

This journal is ©

eC

N

0.006 

0.0

0.005 

0.0

0.020 

0.

0.0

0.13 ±

0.01 ±

N

N

n for CDG cleavage 

re based on the X.Y

context of the flan

ng methylcytosine.

erage  of  three  inde

single  time  point  a

Table 2. 

the correct con

h eCYDG, the b

ncreased by th

to form the co

hese data there

ct as a “plug” t

ively “pushing”

would be the m

AC (and probab

rate containing

at these CDG en

s part of an uns

and efficient cle

will be more rea

rate of excision 

e target cytosin

EG.C. Changing

ed the efficienc

.C). This effect w

U(G), showing 

e greater chang

ns one hydroge

e HEG.C pair. W

ct the rate of ex

t flanking GC) t

tion, as unstabl

ce poor rates of

cytosine and its

influencing the

 The Royal Socie

CYDG 

ND 

 ± 0.001 

0001
1
 

 ± 0.001 

0003
1
 

 ± 0.004 

.004 

0003
2
 

± 0.001 

± 0.001
2
 

ND 

ND 

of different substr

Y oligonucleotides s

nking base pair. No

. ND ‐ no cleavage d

ependent  determin

at  24  hrs1  and  5 m

nformation for 

base will more e

e flexibility of s

orrect enzyme‐s

efore suggest th

to retain the ba

” out the base.9

ost active cytos

bly HEG.C), but 

g a bulky base a

nzymes are mo

stable base pai

eavage at A.C, A

adily flipped ou

 is also affected

e is located and

g the flanking b

cy of cleavage (b

was also seen w

that it is contex

ge with A.C is m

en bond; while 

While the stabil

xcision (flankin

this cannot be t

le combination

f cleavage. Base

s flanking base

e rate of excisio

Journal Na

ety of Chemistry 

hCDG 

0.0004 

0.17 ± 0.02

0.0012 
 

 

 

 

0.006 ± 0.001

 

 

 

 

ates assessing sequ

hown in Table 1; ba

o cleavage was obse

detected after 24 h

nations.  kcat  rate  v

mins2  assuming  a  si

cleavage of the

easily enter and

ssDNA, reducing

substrate comp

hat the major ro

ase in the active
‐11 These result

sine DNA 

could be inferio

nalogue such a

ost efficient whe

r, with very litt

AP.C and HEG.C

ut from the DNA

d by the sequen

d a similar effec

ase pairs from 

by 100‐fold for 

with uracil whe

xt and not targ

most likely beca

there will be n

ity of the flanki

ng AT is a much 

the main factor

s (such as G.T, 

e stacking 

s may therefore

on.  

ame 

20xx 

1 

uence 

ase(s) 

erved 

hours.  

values 

imple 

e N‐

d 

g 

plex 

ole 

e 

ts 

or 

as 

en 

le 

C, in 

A 

nce 

ct is 

AT 

A.C 

en 

et 

ause 

o 

ing 

r 

e be 

Page 4 of 6Molecular BioSystems

M
ol

ec
ul

ar
B

io
S

ys
te

m
s

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



Journal Name   ARTICLE 

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx  J. Name., 2013, 00, 1‐3 | 5 

Please do not adjust margins 

Please do not adjust margins 

These data suggest that the 5′‐flanking base has a greater effect as 

changing the base pair on the 5′‐side of the AC mismatch to GC 

(sequence A.C(GA)) had a 10‐fold greater effect than changing the 

3’‐base pair (sequence A.C(AG)). This is consistent with previous 

observations with UDG, which show that the 5′ flanking base has an 

important role in the rate of excision.18‐20 

Experimental 

Complete Gene Synthesis 

The clone expressing hUDG was generated by total gene 

synthesis13,14 based on the cDNA sequence of human placental 

UDG.15 Residues 3‐84 were omitted as this N‐terminal signal 

sequence is responsible for translocation to the 

nucleus/mitochondria.
16,17 NdeI and EcoRI restriction sites were 

added to the 5’ and 3’ termini respectively. The sequence was 

prepared as 18 oligonucleotides, each of approximately 60 bp that 

overlapped each other by 20 bp (Supplementary material). A 

mixture containing all the oligonucleotides (100 nM each)  was 

amplified by PCR as follows: one cycle at 98°C for 2 min, then 55 

cycles of 98°C for 30 sec, 50°C for 30 sec and 72°C for 2 min, and 

finally one cycle at 72°C for 10 min. A small amount of this mixture 

was then further amplified using only the first and last 

oligonucleotides: one cycle at 98°C for 2 min, 23 cycles 98°C for 30 

sec, 50°C for 30 sec and 72°C for 2 min, and finally one cycle at 72°C 

for 10 min and held at 4°C. The final product underwent PCR clean‐

up (QIAGEN) and stored at ‐20°C. This was then cloned between the 

NdeI and EcoRI sites of pET28a. Site‐directed mutagenesis was then 

used to generate the N204D (hCDG) and N204D:L272A (hCYDG) 

mutants. 

Preparation of enzymes 

The enzymes were expressed in BL21(DE3)pLysS cells, which 

were induced with 1 mM IPTG for three hours. The cells were 

lysed by sonication, purified using an Ni‐NTA (His Trap FF 

Crude; GE Healthcare) and eluted in 250 mM imidazole. The 

enzymes were concentrated and further purified using a 20 mL 

10000 MW Vivaspin column (Fisher Scientific). This produced 

enzymes of suitable purity, as analysed by SDS polyacrylamide 

gel electrophoresis, with a yield of 1.5 mg per 500 mL culture. 

Radiolabelled oligonucleotides 

Oligonucleotides were synthesized on an Applied Biosystems ABI 

394 automated DNA/RNA synthesiser on the 0.2 or 1 μmol scale 

using standard methods. Phosphoramidite monomers and other 

reagents were purchased from Applied Biosystems or Link 

Technologies. The pyrrolidine anthraquinone phosphoramidite was 

purchased from Berry & Associates. Each 31 mer oligonucleotide 

was radiolabelled at its 5′‐end using γ‐
32P[ATP] and T4 

polynucleotide kinase (New England Biolabs), purified by 

denaturing PAGE, and resuspended in 10 mM MES pH 6.3 

containing 25 mM NaCl and 2.5 mM MgCl2. These were mixed with 

an excess of the unlabelled complementary oligonucleotides and 

annealed by slowly cooling from 95°C to 4°C. 

Enzyme cleavage 

Radiolabelled  DNA  (approximately  50  nM  in  10 mM MES  pH  6.3 

containing 25 mM NaCl and 2.5 mM MgCl2) was digested with hCDG 

or hCYDG (typically 1.25 µM) for up to 24 h, removing samples from 

the  reaction mixture at various  time  intervals. The  reactions were 

stopped using 10% piperidine (v/v) and heated at 95°C for 20 min to 

cleave the phosphodiester backbone. The samples were lyophilised, 

resuspended  in 5 μL  loading buffer  (80%  (v/v)  formamide, 10 mM 

EDTA, 10 mM NaOH and 0.1% (w/v) bromophenol blue) and run on 

a 12.5% denaturing polyacrylamide gel containing 8 M urea. The gel 

was  then  fixed, dried, subjected  to phosphorimaging and analysed 

using ImageQuantTL. Experiments were performed in triplicate and 

kcat  values were determined using  SigmaPlot by  fitting  to  a  single 

exponential rise to maximum to plots of percentage cleaved against 

time.  The  rate of  cleavage of  some  substrates was  very  low  (less 

than 10% cleaved after 24 hours  incubation). In these  instances an 

estimate  of  the  rate  constant  was  obtained  from  the  fraction 

cleaved at a given time, assuming a simple exponential process. 
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