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Specyficzne rozpoznawanie i przetwarzanie zmodyfikowanych zasad cytozyny w DNA

STRESZCZENIE

>-metylocytozyna (5mC) jest modyfikacja wystepujaca w DNA organizméw nalezgcych do
wszystkich krélestw zycia, a takze w DNA niektérych wiruséw. U eukariontow, zwtaszcza u
ssakdw, 5mC, a takze jej utleniona forma, 5-hydroksymetylocytozyna (5ShmC), odgrywaja istotna
rolg w regulacji ekspresji genéw. Aby przekazaé informacje epigenetyczng obie modyfikacje
muszg by¢ specyficznie wigzane przez odpowiednie biatka. Molekularne podstawy takiego
wigzania pozostajg stabo poznane. W $wiecie prokariotycznym bakteriofagi mogg wtaczaé 5mcC i
5hmC do swojego genomowego DNA w celu zablokowania aktywnosci enzymow restrykcyjnych
gospodarza. Natomiast bakterie i archeony wytwarzajg enzymy restrykcyjne zalezne od
modyfikacji (MDRE), ktdre specyficznie degradujg zmodyfikowane DNA.

EcoKMcrA z Escherichia coli jest enzymem z grupy MDRE specyficznym wobec 5mC i 5hmC, ktéry
zostat odkryty ponad czterdzieéci lat temu. Badania in vivo oraz in silico sugerowaty, ze EcoKMcrA
zawiera domeng N-koricowa oraz domene nukleazy typu HNH. Na podstawie eksperymentéw
genetycznych i modelowania molekularnego zasugerowano, ze domena N-koricowa EcoKMcrA
rozpoznaje modyfikowang cytozyne, natomiast domena HNH bierze udziat w cieciu DNA. Jednak
do niedawna brakowato dowodéw biochemicznych i strukturalnych potwierdzajgcych
zaproponowany model. Niniejsza praca obejmuje kompleksowe badania aktywnogci EcoKMcrA
in vitro oraz analizg strukturalng jego specyficznosci wobec 5mC i 5ShmC. Struktura krystaliczna
enzymu o petnej dtugosci potwierdzita wystgpowanie C-koricowej domeny typu HNH. Wyniki
zamieszczone w pracy potwierdzajg réwniez, ze domena N-koricowa odpowiada za specyficzne
rozpoznawanie modyfikowanego DNA. Domena N-korficowa ma unikalng strukture i rozpoznaje
5mC i 5hmC w obrebie dwuniciowego DNA, nie powodujac wywiniecia nukleotydéw (ang.
nucleotide flipping). Struktura krystaliczna kompleksu domeny N-koricowej EcoKMcrA z
metylowanym i hydroksymetylowanym DNA pokazuje, e ma ona dwie kieszenie do
rozpoznawania zmodyfikowanej zasady odpowiednio w kazdej nici DNA. Mutacje punktowe,
ktdre zaburzaja wigzanie domeny N-koricowej in vitro, silnie obnizajg aktywno$¢ petnego enzymu
in vivo.

U eukariontébw 5hmC wystepuje jako produkt enzymatycznego utleniania 5mC przez
dioksygenazy TET. 5hmC moze ulegaé¢ dalszemu utlenianiu, ktére prowadzi do powstania 5-
formylocytozyny (5fC) i 5-karboksycytozyny (5caC). 5fC i 5caC moga by¢ wyciete z DNA i
zastgpione niezmodyfikowang cytozyng na drodze naprawy przez wycinanie zasady (ang. base
excision repair, BER), zainicjowanej przez glikozylaze TDG. Proces utleniania 5mC i usuwania jej
utlenionych pochodnych nazywany jest aktywng demetylacjg DNA i jest szczegblnie wainy w



procesie rozwoju ssakdw. TDG jest glikozylazg jednofunkcyjng, ktéra moze wycinaé zasade, ale
do dalszego przecigcia taricucha gtéwnego DNA potrzebuje endonukleazy APE1. Wyniki badan
genetycznych sugerowaty, ze glikozylazy NEIL mogg niezaleznie od TDG wycinaé utlenione formy
5mC. Glikozylazy NEIL to enzymy dwufunkcyjne, zdolne zaréwno do wycinania zasad jak i
przecigcia faricucha gtéwnego DNA dzigki aktywnosci B/6-liazowej. W innej publikacji nie
potwierdzono jednak zdolnosci biatek NEIL do samodzielnego wycinania utlenionych form 5mcC.
Wykazano natomiast, ze enzymy NEIL1 i 2 stymulujg aktywno$¢ TDG, usuwajac miejsca AP
(apurynowe/apirymidynowe) generowane przez TDG. Wyniki badan bedace przedmiotem
niniejszej rozprawy sugeruja, ze obie koncepcje s czesciowo poprawne. Z jednej strony
wykazano, ze NEIL1 moze bezposrednio wycinaé 5caC, ale nie 5fC, a nastepnie przecina¢ taricuch
gtéwny DNA dzigki aktywnosci B/6-liazowej. Z drugiej strony potwierdzono, ze NEIL1 oddziatuje
2 TDG stymulujgc jej aktywnosé glikozylazowg wobec 5fC i ScaC. Ponadto wykazano, ze TDG
stymuluje aktywnos¢ B/6-liazowa, ale nie glikozylazowa biatka NEIL1. Co wiecej, otrzymane dane
sugerujg, ze oddziatywanie NEIL1-TDG jest specyficzne dla aktywnej demetylacji DNA, poniewaz
NEIL1 nie stymuluje, ale raczej blokuje TDG-zalezne wycinanie tyminy btednie sparowanej z

guaning.

Utlenianie 5mC, katalizowane przez biatka TET, odgrywa kluczowa role w aktywnej demetylacji
DNA. Biatka TET moga utleni¢ wegiel grupy metylowej trzykrotnie, co odpowiada liczbie
wodorow, znajdujacych sie na Ca. Utlenianie przebiega w trzech rundach. W pierwszej powstaje
5hmC, w drugiej - 5fC, a w trzeciej - 5caC. Niedawno zaobserwowano aktywno$¢ ludzkiego TET2
wobec wydtuzonych alkilowych analogéw 5mC (5-etynylocytozyna, 5-winylocytozyna, 5-
etylocytozyna i 5-propylocytozyna), co sugerowato, ze biatka TET mogg by¢ znacznie bardziej
elastyczne katalitycznie niz oczekiwano. Niniejsza praca miata na celu poszerzenie wiedzy na
temat aktywnosci katalitycznej biatek TET na nietypowych substratach. Aktywno$é mysiego TET1
i paralogu TET z pierwotniaka Naegleria gruberi byta przetestowana na zestawie alkilowych
analogow 5mC o réinej dtugosci i typach hybrydyzacji (5-(prop-2-enylo)cytozyna, 5-(but-2-
ynylo)cytozyna i 5-(6-azydoheks-2-ynylo)cytozyna). Wykazano, ze biatka TET mogg utleniaé
wszystkie analogi 5mC zaréwno w jedno-, jak i dwuniciowym DNA i potwierdzono utlenianie 5-
etylocytozyny. Wykazano takze odwrotng korelacje pomiedzy aktywnoscia TET a rozmiarem
taficucha alkilowego. Co waine, pokazano, ze kiedy enzymy TET wyczerpig wszystkie atomy
wodoru na Ca, moga utlenia¢ CB, a takze dalsze atomy wegla. Ponadto zbadano wptyw
wydtuzonych tancuchdéw alkilowych na aktywno$¢ glikozylaz NEIL1 i TDG. Podczas gdy obie
glikozylazy sg nieaktywne w przypadku nieutlenionych analogdw, produkty utleniania przez TET
cytozyn z dtuzszymi taricuchami sg wycinane przez NEIL1, natomiast TDG wykazuje staba
aktywnos¢ wobec produktow utleniania 5-etylocytozyny.
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ABSTRACT

5-methylcytosine (5mC) is found in DNA of the organisms from all kingdoms of life, as well as in
DNA of some viruses. In eukaryotes, especially in mammals, 5mC and its oxidized form 5-
hydroxymethylcytosine (5ShmC) play an important role in gene expression regulation. Both 5mC
and 5hmC have to be specifically recognized by proteins to convey their epigenetic message. The
molecular details of such specific recognition remain poorly understood. In the prokaryotic world,
bacteriophages can incorporate 5mC and 5hmcC in their genomic DNA in order to block the
restriction enzymes of the host. However, bacteria and archaea developed modification
dependent restriction enzymes (MDREs) that can specifically degrade modified DNA.

Escherichia coli EcoKMcrA is 5mC and 5hmC specific MDRE that was discovered more than forty
years ago. /n vivo and in silico studies suggested that it contains an N-terminal domain and an
HNH nuclease domain. Based on the genetic experiments and molecular modeling it was
suggested that EcoKMcrA senses the modified cytosine with its N-terminal domain, and cleaves
DNA with the HNH domain. However, the in vitro and structural proofs of these theories were
missing until recently. This work presents the comprehensive study of EcoKMcrA activity in vitro
and the structural basis of its 5mC and 5hmC specificity. Crystal structure of the full-length
enzyme confirms the HNH fold of the C-terminal domain. The work also proves the modification
sensing role of the N-terminal domain, which has a unique structure and recognizes 5mC and
5hmC in the context of double-stranded DNA without nucleotide flipping. Crystal structure of the
N-terminal domain with methylated and hydroxymethylated DNA reveals that it has two pockets
for the recognition of the modified base in each DNA strand. Point mutations that abrogate the
N-terminal domain binding in vitro severely compromise the activity of the full-length enzyme in

vivo.

In eukaryotes, 5hmC is a product of enzymatic oxidation of 5mC by TET dioxygenases. It can be
further oxidized to 5-formylcytosine (5fC) and 5-carboxylcytosine (5caC) that can be excised from
DNA and replaced with the unmodified cytosine by TDG glycosylase mediated base excision
repair pathway. The process of 5mC oxidation and removal of the oxidized derivatives is called
active DNA demethylation and it is particularly important in mammalian development. TDG is a
monofunctional glycosylase that can only excise the base and requires APE1 endonuclease for
the subsequent DNA backbone cleavage. NEIL glycosylases were proposed to act redundantly to
TDG in the excision of oxidized 5mC forms. NEIL glycosylases are bifunctional, and after the base
is excised, they can incise the DNA backbone using their B/6-lyase activity. However, a follow-up
work has shown that NEIL enzymes are unable of independent excision of oxidized 5SmC species.



Instead, it was demonstrated that NEIL1 and 2 stimulate TDG activity by removing the abasic sites
generated by TDG. The biochemical data presented in this dissertation show that both reports
are partially correct. On the one hand, NEIL1 can directly excise 5caC, but not 5fC, and
subsequently cleave the DNA backbone by its B/8-lyase activity. On the other hand, NEIL1
interacts with TDG and stimulates its glycosylase activity on 5fC and ScaC. In addition, TDG
stimulates the B/6-lyase activity of NEIL1 but not its glycosylase activity. Moreover, NEIL1 does
not stimulate, but rather inhibits TDG activity on T/G mismatches, suggesting that NEIL1-TDG
cooperation is specific for the active DNA demethylation.

TET catalyzed 5mC oxidation has a central role in active DNA demethylation. TETs can oxidize
methyl group carbon (Ca) three times, which corresponds to the number of hydrogens that can
be abstracted from it. The oxidation occurs in three rounds, first resulting in ShmC, second — in
5fC, and third —in 5caC. Recently, human TET2 activity on the extended 5mC alky! analogues (5-
ethynylcytosine, 5-vinylcytosine, 5-ethylcytosine and 5-propylcytosine) was reported, suggesting
that TETs may be much more catalytically flexible than anticipated. In this thesis, the activity of
mouse TET1 and TET paralogue from protist Naegleria gruberi was tested on the set of extended
alkyl analogues that varied in length and electronic environment (5-(prop-2-enyl)cytosine, 5-(but-
2-ynyl)cytosine, and 5-(6-azidohex-2-ynyl)cytosine) in order to further explore the substrate
promiscuity of TET enzymes. The results indicate that TETs can oxidize all tested substrates in
both single- and double-stranded DNA and confirm 5-ethylcytosine oxidation. TET activity is
inversely correlated with alkyl chain size. Remarkably, when TETs exhaust all hydrogens on Ca,
they can oxidize CP and further carbons. The effects of extended alkyl chains on the excision by
NEILT and TDG glycosylases were also studied. Whereas both glycosylases are inactive on the
untreated set, NEIL1 can excise products of TET oxidation of bulky substrates, and TDG has a

weak activity on products of 5-ethylcytosine oxidation.
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