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Summary.

E x t r a c t i o n  o f  i s o l a t e d  n u c l e i  from Krebs  I I  mouse  a s c i t e s  c e l l s  

(or mouse  L -9 2 9  c e l l s )  w i t h  l o w  s a l t  (0 .2M-0.4M) i s  s u f f i c i e n t  t o  

s o l u b i l i s e  t h e  major p r o p o r t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e .  The p r o p e r t i e s  o f  

t h i s  enzyme w e r e  s u c h  a s  t o  s u g g e s t  t h a t  i t  c o u l d  p e r f o r m  a r o l e  in  

m a i n t e n a n c e  o f  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  or c a t a l y s e  t h e  ^  n o v o  

m é t h y l a t i o n  o f  u n m e t h y l a t e d  DNAs.

A b r i e f  s e a r c h  f o r  s o l u b l e  n u c l e a r  f a c t o r s  t h a t  m i g h t  m o d i f y  t h e  

a c t i i v i t y  o f  t h i s  enzyme was  c a r r i e d  o u t  b u t  no  s p e - . c i f i c  f a c t o r s  t h a t  

wo u ld  m e a n i n g f u l l y  m o d u l a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  enzyme w ere  o b v i o u s .

On t h e  o t h e r  hand a s e a r c h  f o r  f u r t h e r  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  in  

t h e s e  n u c l e i  r e v e a l e d  a c t i v i t y  whi ch r e m a i n e d  bound t o  n u c l e a r  s t r u c t u r e s  

e v e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  2M NaCl .  The o c c u r r e n c e  o f  t h i s  enzyme  

a c t i v i t y  i n  s u c h  n u c l e a r  s t r u c t u r e s  wh ic h  r e s i s t  t o  s o l u b i l i s e  w i t h  2M 

NaCl and t h e  r e s u l t s  from a l k a l i n e  CsCl  d e n s i t y  g r a d i e n t  a n a l y s i s  a r e  

s u g g e s t i v e  t h a t  t h i s  enzyme a c t i v i t y  i s  a p a r t  o f  r e p l i c a t i o n  c o m p l e x  

( s e e  P a r d o l l  e t  a l . ,  19 80)  and i s  p o s s i b l y  i n v o l v e d  i n  m a i n t e n a n c e  o f  the  

DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  a f t e r  DNA r e p l i c a t i o n .

The p r o p e r t i e s  o f  bound DNA m e t h y l a s e  h a v e  b e e n  compared t o  t h o s e  

o f  DNA m e t h y l a s e  a l r e a d y  s o l u b i l i s e i a t  low  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .  R e s p o n s e  

t o  N aC l ,  pH and DNA s u b s t r a t e s  a s  w e l l  a s  s e d i m e n t a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c ,  

i n d i c a t e  t h a t  bound DNA m e t h y l a s e  i s  q u i t e  s i m i l a r  t o  s o l u b l e  DNA 

me t h y  l a s  e .

The i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  w i t h  h y d r o x y u r e a  r e l e a s e d  bound  

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n t o  t h e  s o l u b l e  f o r m ,  s u g g e s t s  t h a t  o c c u r r e n c e  i n  

t h e  bound form i s  d e p e n d e n t  on DNA r e p l i c a t i o n .  I n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e ,  more t h a n  80% o f  the  DNA m e t h y l a s e  was l o s t  from t h e  

s o l u b l e  form and f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  s u p p o r t  t h e  n o t i o n  t h a t  i t  may be  

bound t o  DNA n u c l e a r  m a t r i x  i n  an i n a c t i v e  fo rm .
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The s o l u b i l i s a t i o n  o f  bound DNA m e t h y l a s e  h a s  b e e n  a c h i e v e d  by  

u s i n g  e x t r e m e l y  l a r g e  amount  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e .  S i n c e  t h i s  

p r o c e d u r e  was  q u i t e  e x p e n s i v e  an a l t e r n a t i v e  m e t h o d ,  t h e  " a b s t r a c t i o n "  o f  

DNA m e t h y l a s e  from t h e  bound form w i t h  d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA was 

e m p l o y e d .  H ow e v e r ,  d e s p i t e  t h i s  s o l u b i l i s a t i o n  t h e  m e t h y l a s e  r e m a i n e d  

bound t o  t h e  ' a b s t r a c t i n g '  DNA.

By u s i n g  30% ammonium s u l p a h t e ,  t h e  s o l u b i l i s a t i o n  o f  bound DNA 

m e t h y l a s e  from n u c l e a r  c o m p o n e n t s ,  w i t h  h i g h  y i e l d ,  h a s  b e e n  c a r r i e d  

o u t .  Such s t u d y  r e v e a l e d  t h a t  w h e r e a s  2M NaCl f a i l e d  t o  d i s s o c i a t e  

enzyme from n u c l e a r  s t r u c t u r e ,  t h e  ammonium s u l p l ^ a t e  h a s  p r o v e d  t o  be  an  

e f f i c i e n t  r e a g e n t .

In  v i e w  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a f t e r  t h e  t r e a t m e n t  o f  c e l l s  w i t h  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  and w i t h  DNA s y n t h e s i s  i n h i b i t o r s ,  a m o d e l  sh o w i n g  t h e  

b i o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e s e  two forms o f  DNA m e t h y l a s e s  h a s  

b e e n  p r e s e n t e d .
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1 .  O c c u r r e n c e  o f  m e t h y l a t e d  b a s e s  i n  DNA.

In a d d i t i o n  t o  t h e  fo u r  common b a s e s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  

m e t h y l a t e d  b a s e s  i n  DNA i s  a f e a t u r e  o f  m os t  g r o u p s  o f  o r g a n i s m s  

( S h a p i r o ,  1 9 7 6 ) .  The p r e s e n c e  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e ,  a s  a c o n s t i t u e n t  

o f  n u c l e i c  a c i d  i n  t u b e r c l e  b a c i l l i  was f i r s t  r e p o r t e d  by J o h n s o n  and  

C o g h i l l  ( 1 9 2 5 ) .  T h i r t y  t h r e e  y e a r s  l a t e r  Dunn and Smith  (1958)  

i s o l a t e d  a n o t h e r  m e t h y l a t e d  b a s e  i n  E. c o l i  15T,  6 - m e t h y l  a d e n i n e .  

S i n c e  t h e n  s e v e r a l  g r o u p s  o f  w o r k e r s  ( D o s k o c i l  and Sormova 1 9 6 5 a , b ,  

F u j i m o t o  e t .  a l . ,  1 9 6 5 ,  V a n y u s h i n  e t .  a l . ,  1 9 6 8 ,  1 9 7 0 ;  C u lp  e t .  a l . ,  

19 70)  h a v e  e s t a b l i s h e d  t h e  p r e s e n c e  o f  m e t h y l a t e d  b a s e s  i n  DNA o f  b o t h  

p r o k a r y o t e s  and e u k a r y o t e s .

H i g h e r  e u k a r y o t e s  c o n t a i n  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  a s  t h e  o n l y  

m e t h y l a t e d  b a s e  i n  t h e i r  DNAs w h i l e  c e r t a i n  i n s e c t s  and p r o k a r y o t e s  

c o n t a i n  b o t h  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  and 6 - m e t h y l  a d e n i n e .

1 . 1  M e t h y l a t e d  b a s e s  i n  p r o k a r y o t e s .

B a c t e r i a l  DNA commonly c o n t a i n s  s m a l l  am ounts  o f  e i t h e r  

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  or  6 - m e t h y l a d e n i n e . T h e s e  b a s e s  r e s u l t  from 

e n z y m a t i c  m o d i f i c a t i o n  o f  e i t h e r  c y t o s i n e  or a d e n i n e  in  p o l y m e r i c  DNA.

The c o n t e n t  o f  6 - m e t h y l  a d e n i n e  i n  E. c o l i  and S e r r a t i a  

m a r c e s e n s  i s  a b o u t  0 . 5  t o  0 . 7  mole  % and t h e  mole  % o f  5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  i s  n o r m a l l y  somewhat  l e s s  th an  t h a t  o f  6 - m e t h y l  a d e n i n e  l y i n g  

i n  t h e  r a n g e  0 . 0 2 - 0 . 2  mole  % ( V a n y u s h i n ,  1 9 6 8 ) .  Both  m o d i f i c a t i o n s

may be  p r e s e n t  i n  t h e  same s t r a i n  o f  b a c t e r i a .

The pha ge  ^X174 ha s  o n l y  o n e  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  r e s i d u e  o u t  o f  

i t s  5375  n u c l e o t i d e  ge no m e .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  b a s e  may 

p l a y  an i m p o r t a n t  r o l e  i n  v i r u s  m a t u r a t i o n  (R a z in  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ,  

Fried man  and R a z i n  1 9 7 6 ) .  In t h e  DNA o f  A - p h a g e ,  t h e  m e t h y l a t e d  

b a s e  a p p e a r s  a s  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  ( 0 . 0 8  mole  %) ( L e d i n k o ,  1 9 6 4 ) .
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A ph a g e  w h i c h  i n f e c t s  ShjgElla d y s e n t e r i a e  h a s  shown t o  c o n t a i n  

s m a l l  am ou nt s  o f  t h e  b a s e  7 - m e t h y l  g u a n i n e  ( N i k o l s k a y a  e t .  a l . ,  1976)  

and a p h ag e  w h i c h  i n f e c t s  Xanthom ona s  o r y z a e  h a s  a l l  i t s  c y t o s i n e  

r e s i d u e s  r e p l a c e d  by  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  ( E h r l i c h  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ,  Kuo and  

Tu, 1 9 7 6 ) .

1 . 2  M e t h y l a t e d  b a s e s  i n  e u k a r y o t e s .

W y a t t  (19 50)  i n i t i a l l y  showed t h a t  5 - m e t h y l  c y t ô i i n e  was  

p r e s e n t  i n  s m a l l  amounts  i n  s e v e r a l  a n i m a l  DNAs and w h e a t  germ DNA,

In  e u k a r y o t e  DNA, t h e  amount  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i s  g e n e r a l l y  s m a l l  

o f  t h e  o r d e r  b e t w e e n  2-7% o f  t h e  t o t a l  c y t o s i n e .  For e x a m p l e ,  i n  

v e r t e b r a t e s  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  c o n s t i t u t e s  a b o u t  2 mol e  % o f  t h e  t o t a l  

b a s e s  i n  DNA, i n  i n s e c t s  t h e  q u a n t i t y  i s  v e r y  much lo w e r  ( 0 . 0 0 2  mol e  

%). In D r o s o p h i l a  t h e  l e v e l  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i s  e x t r e m e l y  lo w  

[ i . e .  an  upper  l i m i t  o f  o n l y  o n e  m e t h y l a t e d  b a s e  i n  3 0 0 , 0 0 0  b a s e s  

(Daw id ,  197 4 ) ] .

The p l a n t  DNAs a r e  more m e t h y l a t e d  t h a n  a n i m a l  DNAs (up t o  30% 

o f  t h e  c y t o s i n e  b e i n g  m e t h y l a t e d ) .  For e x a m p l e ,  w h e a t  germ DNA 

c o n t a i n s  27% o f  i t s  c y t ® S i n e  r e s i d u e s  a s  m e t h y l  c y t o s i n e  ( C h a r g a f f  and  

D a v i d s o n  1 9 5 5 ,  S h a p i r o  and C h a r g a f f  19 6 0 ) .

V a n y u s h i n  and K i r n o s  ( 1 9 7 4 ,  1977)  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  in  

s e v e r a l  v e r t e b r a t e s  and p r o t o z o a  t h e  m i t o c h o n d r i a l  DNA h a s  a h i g h e r  

p r o p o r t i o n  o f  m e t h y l  c y t o s i n e  t h a n  d o e s  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n u c l e a r  

DNA, On t h e  o t h e r  hand e a r l i e r  i n v e s t e g a t © r s  h a v e  r e p o r t e d  a v e r y  

low l e v e l  o f  m i t o c h o n d r i a l  DNA m é t h y l a t i o n  ( S h i e d  e t .  a l . ,  1 9 6 8 ,  Evans  

and Evans  1 9 7 0 . ,  N a s s ,  1 9 7 3 ) .  Dawid (1974 )  was e v e n  u n a b l e  t o  d e t e c t

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  m i t o c h o n d r i a l  DNA from HeLa and Xenopus  c e l l s .  

P o s i t i v e  r e s u l t s  h a v e  b e e n  c r i t i c i s e d  on t h e  b a s i s  t h a t  m i t o c h o n d r i a l  

DNA p r e p a r a t i o n  u s e d  may h a v e  b e e n  c o n t a m i n a t e d  w i t h  n u c l e a r  DNA,
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R e c e n t l y ,  G r o o t  and Kroon (1979)  a l s o  f a i l e d  t o  d e t e c t  5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  i n  t h e  CCGG s e q u e n c e  i n  a v a r i e t y  o f  m i t o c h o n d r i a l  DNAs.

C h l o r o p l a s t  DNA i n  Chlamydomonas i n  t h e  v e g e t a t i v e  s t a g e  h a s  

no m e t h y l  c y t e s i n e  b u t  i n  f e m a l e  g a m e t e s  and i n  z y g o t e s  i t  i s  

m e t h y l a t e d  (Royer and S age r  1 9 7 9 . ,  Sano e t .  a l . ,  1 9 8 1 , ,  S ag er  e t .  a l . ,  

1 9 8 1 . ,  D y e r ,  1 9 8 2 ) .  C h l o r o p l a s t  DNA i n  m a le  gamistes  i s  a l s o  found  

u n m e t h y l a t e d .

A n o t h e r  m o d i f i e d  b a s e  w h ic h  i s  found i n  e u k a r y o t i c  DNA i s

6 - m e t h y l  a d e n i n e .  T h i s  was o n e  t i m e  t h o u g h t  t o  be  p r e s e n t  o n l y  i n  

p r o k a r y o t e s ,  i t s  p r e s e n c e  i n  u n i c e l l u l a r  e u k a r y o t i c  DNA i s  e s t a b l i s h e d  

o n l y  a d e c a d e  a g o .  G o r o v s k y  e t .  a l . ,  ( 19 73)  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

0 . 6  5 - 0 . 8 0  m o le  % o f  t h e  a d e n i n e  i n  t h e  m a c r o n u c l e a r  DNA o f  t h e  c i l i a t e  

T etr ahy m ena  p y r i f o r m i s  i s  m e t h y l a t e d .  S h o r t l y  a f t e r  t h i s ,  Cummings 

e t .  a l . ,  (1974)  r e p o r t e d  t h a t  m a c r o n u c l e a r  DNA o f  a n o t h e r  c i l i a t e  

Parame cium  a u r e l i a  c o n t a i n s  2 - 2 . 5  mo le  % o f  t h e  a d e n i n e  a s  6 - m e t h y l  

a d e n i n e ,  ho w e v e r  t h e y  d i d  n o t  d e t e c t  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  from Paramecium  

DNA.

N u c l e a r  DNA o f  c h l o r o m y c e a n  a l g a e  Chlamydomonas r e i n h a r d i  

c o n t a i n s  6 - m e t h y l  a d e n i n e  t o  t h e  e x t e n t  o f  0.5% o f  t h e  t o t a l  a d e n i n e  

and 5 - m e t h y l  c y t o s i n e  t o  0.7% o f  t h e  t o t a l  c y t o s i n e .  C h l o r o p l a s t  DNA 

fr om  b o t h  mt and mt Chlamydomonas r e i n h a r d i  c o n t a i n s  l e s s  than  

0.05% m e t h y l a t e d  b a s e s  (Kenny and H a t tm a n ,  1 9 7 7 ) .  F u n g i  a r e  r e p o r t e d  

t o  h a v e  no  m e t h y l a t e d  b a s e s  ( G u s e i n o v  e t .  a l . ,  1 9 7 2 ) .

1 . 3  M e t h y l a t e d  b a s e s  in  DNA o f  v i r u s e s .

The DNA o f  a n i m a l  v i r u s e s  polyom a and S i m i a n  v i r u s - 4 0  (SV-40)

h a v e  no  d e t e c t a b l e  m e t h y l a t e d  b a s e s  (Kaye and Wi nocour  1 9 6 7 ,  F i e r s  e t .

a l . ,  1 9 7 8 ,  Soe da e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) ,  b u t  t h e i r  DNA c o p i e s  i n t e g r a t e d  i n  

t r a n s f o r m e d  c e l l  l i n e s  a p p e a r  t o  be  m e t h y l a t e d  i n  t h e  ' l a t e '  r e g i o n  o f  

t h e  v i r u s  genome ( D o e r f l e r ,  1 9 8 1 ) .
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The DNA i s o l a t e d  from o t h e r  a n i m a l  v i r u s e s ,  f o r  e x a m p le  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  and a d e n o v i r u s  i s  a l s o  n o r m a l l y  r e p o r t e d  u n m e t h y l a t e d  or  

m e t h y l a t e d  t o  a v e r y  l i m i t e d  e x t e n t  (Low e t  a l . ,  1969  G u n t h e r t  e t .  

a l . ,  197 6 , Sharma and B i s w a l l  197 7 ,  S u t t e r  e t .  a l . ,  197 8 , Von- Acken  

e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .  When a d e n o v i r u s  and h e r p e s  v i r u s  i n t e g r a t e  i n t o  t h e  

h o s t  c e l l  genome t o  b r i n g  a b o u t  t r a n s f o r m a t i o n  m é t h y l a t i o n  o f  t h e  

v i r a l  DNA s e q u e n c e s  o c c u r s .  A d e n o v i r u s  (A d- 2 ,  Ad-12)DNA was fou nd  

e x t e n s i v e l y  m e t h y l a t e d  when i n t e g r a t e d  i n  t h e  DNA t r a n s f o r m e d  and  

tumour c e l l s  ( S u t t e r  e t .  a l . ,  1978 , S u t t e r  and D o e r f 1er  1 9 8 0 ,  Vardimon  

e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  1 9 8 1 ,  Kuhlman and D o e r f l e r  1 9 8 2 ) .  In  a d e n o v i r u s  

t r a n s f o r m e d  c e l l s  t h e s e  r e g i o n s  o f  t h e  i n t e g r a t e d  a d e n o v i r u s  DNA whi ch  

a r e  e x p r e s s e d  ( i . e .  t h o s e  c o d i n g  f o r  e a r l y  g e n e s )  and n o t  a s  h i g h l y  

m e t h y l a t e d  a s  r e g i o n s  wh ich  a r e  n o t  e x p r e s s e d  ( S u t t e r  and D o e r f l e r  

19 80) .

In  m o s t  c e l l s ,  t r a n s f o r m e d  w i t h  h e r p e s  v i r u s ,  t h e  i n t e g r a t e d  

v i r a l  DNA i s  fo u n d  h e a v i l y  m e t h y l a t e d  e . g .  i n  marmoset l y m p h o i d  c e l l  

l i n e  1 6 7 0 ,  more t h a n  80% o f  Hpa I I  (-CCGG-) s i t e s  a r e  m e t h y l a t e d  

( D e s r o s i e r s  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .  S i m i l a r l y  r e t r o v i r u s  DNA i s  m e t h y l a t e d  

when i n t e g r a t e d  i n t o  t h e  h o s t  c e l l  genome (Cohen 1 9 8 0 ,  S t e w a r t  e t .  

a l . ,  1 9 8 2 ,  J a h n e r  e t .  a l . ,  1 9 8 2 ,  G a u t s c h  and W i l s o n  1 9 8 3 ) .

2 .  DNA and Chromosome s t r u c t u r e  o f  e u k a r y o t e s .

2 . 1  M o l e c u l a r  o r g a n i s a t i o n  and f u n c t i o n  o f  t h e  g e n o m e .

The genome o f  l o w e r  e y k a r y o t e s  e . g .  D r o s o p h i l a  c o n t a i n s  

a p p r o x i m a t e l y  50 t i m e s  t h e  amount  o f  DNA fo u n d  i n  E. c o l i  ( L a i r d ,  19 71) , 

w h i l s t  t h e  human genome c o n t a i n s  r o u g h l y  1 0 0 0  t i m e s  t h e  amount o f  DNA 

o f  E. c o l i  (Sober  1 9 7 0 ,  R ees  and J o n e s  1972) . W h i l s t  t h e  p r o k a r y o t i c  

genome h a s  s u f f i c i e n t  f o r  a p p r o x i m a t e l y  3 0 0 0  i n f o r m a t i o n a l  g e n e s  

(McCarthy and B o l t o n  1 9 6 4 ,  G r o u s e  e t .  a l . ,  1 9 7 2 ) ,  e u k a r y o t i c  genome  

h a s  enoug h DNA t o  e n c o d e  o v e r  1 5 0 , 0 0 0  t o  3 m i l l i o n  s u c h  g e n e s .



-  5 -

R e n a t u r a t i o n  e x p e r i m e n t s  done  on h i g h l y  s h e a r e d  DNAs h a v e  

shown t h a t  e u k a r y o t i c  n u c l e a r  genomes  c o n t a i n  DNA s e q u e n c e s  o f  v a r i o u s  

d e g r e e s  o f  r e p e t i t i o n .  T h e s e  s e q u e n c e s  a r e  s p e c i f i c a l l y  o r g a n i s e d ;  

r e p e t i t i v e  and n o n - r e p e t i t i v e  ( u n i q u e )  s e q u e n c e s  e i t h e r  a l t e r n a t e  i n  

s h o r t  p e r i o d s  i . e .  s h o r t  r e p e a t s  f l a n k e d  by n o n - r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  

l e s s  t h a n  2  k i l o b a s e s  l o n g  or  i n  l o n g e r  p e r i o d s  w i t h  r e p e t i t i v e  a n d / o r  

n o n - r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  e x t e n d i n g  f o r  s e v e r a l  k i l o b a s e s  ( S chm id tke  

and E p p l e n  1 9 8 0 ) .  In  mammals r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  u s u a l l y  a c c o u n t  

f o r  30-40% o f  t h e  genome and n o n - r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  f o r  t h e  

r e m a i n i n g  60-70% ( D a v i d s o n  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ) .

D e t a i l e d  s t u d i e s  o f  s e a  u r c h i n  and x e n o p u s  genomes  ( D a v id s o n  

e t .  a l . ,  1 9 7 3 ,  Graham e t .  a l . ,  1974)  r e v e a l e d  t h a t  u n i q u e  s e q u e n c e s  

a v e r a g i n g  1 0 0 0  b a s e  p a i r s  a l t e r n a t i n g  w i t h  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  

a v e r a g i n g  2 0 0 - 4 0 0  b a s e  p a i r s  r e p r e s e n t  s t r u c t u r a l  g e n e s .  T h i s  

a l t e r n a t i o n  o f  r e p e t i t i v e  and u n i q u e  s e q u e n c e s  h a s  a l s o  b e e n  termed  

"i n t e r s p e r s i o n "  ( D a v i d s o n  e t .  a l . ,  1 9 7 3 ) .  T h e s e  a u t h o r s  showed t h a t  

80-100% o f  t h e  m e s s e n g e r  RNA m o l e c u l e s  p r e s e n t  i n  s e a  u r c h i n  embryos  

a r e  t r a n s c r i b e d  from u n i q u e  s e q u e n c e s  i n  t h e  g en om e .  T h e s e  u n iq u e  

s e q u e n c e s  f i n e l y  i n t e r s p e r s e d  w i t h  s h o r t  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  

r e p r e s e n t  40% o f  t h e  t o t a l  genome ( D a v i d s o n  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ) .  S i m i l a r  

f i n d i n g s  h a v e  b e e n  made i n  t h e  e x p l o r a t i o n  o f  s e q u e n c e  r e p r e s e n t a t i o n  

i n  mouse RNA (Kuroiwa and N a t o r i ,  197 9) In  mouse  l i v e r  and b r a i n  

o n l y  a b o u t  h a l f  o f  t h e  n u c l e a r  RNA i s  t r a n s c r i b e d  from r e p e a t  

c o n t i g u o u s  u n i q u e  s e q u e n c e s  b u t  c y t o p l a s m i c  RNA i s  d e r i v e d  m a i n l y  

(73-96%) from u n i q u e  s e q u e n c e s  a d j a c e n t  t o  m i d d l e  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s

2 . 2  O r g a n i s a t i o n  o f  DNA i n  chromosomes  o f  e u k a r y o t e s .

The DNA i n  mammalian chromosomes  or c h r o m a t i n  ( d u r i n g  

i n t e r p h a s e )  i s  o r g a n i s e d  i n  r e p e a t i n g  n u c l e o p r o t e i n  s u b u n i t s



" n u c l e o s o m e s "  ( O l i n s  and O l i n s  1 9 7 4 ,  Kornberg 1974)  w h i c h  on n u c l e a s e  

d i g e s t i o n ,  c a n  be d i s t i n g u i s h e d  i n t o  two d o m a i n s ,  a p r o t e c t e d  

n u c l e o s o m e  c o r e  and e x p o s e d  l i n k e r  DNA s e g m e n t .  The c o r e  o f  each  

n u c l e o s o m e  c o n s i s t s  o f  145 b a s e  p a i r s  DNA f r a g m e n t  a r r a n g e d  ar ound  t h e  

o u t s i d e  o f  an o c t o m e r  o f  h i s  t o n e s .  The o c t o m e r  c o n t a i n s  two t y p e s  o f  

e a c h  H g A , ,  ( l y s i n e  r i c h  h i s t o n e s )  and ( a r g i n i n e

r i c h  h i s t o n e s ) .  H i s t o n e  H^, whi ch h a s  b een  r e p o r t e d  t h a t  i t  p l a y s  

a f u n d a m e n t a l  r o l e  i n  s t a b i l i z i n g  t h e  n u c l e o s o m e s  and  m a i n t a i n i n g  t h e  

h i g h e r  o r d e r  s t r u c t u r e  o f  t h e  c h r o m a t i n  f i b r e s  (Thoma e t .  a l . ,  1 9 7 9 ,  

B u t l e r  and Thomas 19 8 0 ,  Thoma and R o l l e r  1 9 8 1 ) ,  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a 

f u r t h e r  20 b a s e  p a i r  o f  DNA a d j o i n i n g  t h e  c o r e  t o  c o m p l e t e  f u l l  

s u p e r h e l i c a l  tu r n  ' o f  80  b a s e  p a i r s  e a c h  ar oun d t h e  h i s t o n e  o c to m e r  

(S impson 1 9 7 8 ,  Thoma e t .  a l . ,  1 9 7 9 ,  L a sk e y  and Earnshaw 1980)  i . e .  a t  

t h e  p o i n t  where  DNA e n t e r s  and e x i t s  from t h e  c o r e  p a r t i c l e .  Each  

n u c l e o s o m e  i s  s e p a r a t e d  from t h e  n e x t  o n e  by a s e g m e n t  o f  l i n k e r  

DNA. The  l e n g t h  o f  t h e  l i n k e r  v a r i e s  from a b o u t  15 b a s e  p a i r s  t o  10 0  

b a s e  p a i r s  d e p e n d i n g  upon t h e  o r g a n i s m  and t i s s u e  o f  o r i g i n  (Morr is  

1 9 7 6 ,  Thomas and Thompson 1 9 7 7 ,  F e l s e n f e l d  197 8 ) .  Even w i t h i n  a 

s i n g l e  c e l l  t y p e ,  t h e  s p a c i n g  i s  n o t  homogenous  (Lohr e t .  a l . ,

1 9 7 7 ) .  I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  s h o r t e r  r e p e a t  l e n g t h s  a re  

c o r r e l a t e d  w i t h  h i g h e r  l e v e l s  o f  g e n e  a c t i v i t y  ( M o r r i s  1 9 7 6 ,  Thomas 

and Thompson 1977)  a l t h o u g h  t h i s  p r o p o s a l  d o e s  n o t  se e m  t o  b e  h e l d  f o r  

lo w e r  e u k a r y o t e s  (Lohr and I d e  19 7 9 ) .

2 . 2 . 1  Chromosomal  S c a f f o l d .

In  a d d i t i o n  t o  t h e  r e p e a t i n g  s t r u c t u r e  ( N u c l e o s o m e s ) , 

c h r o m a t i n  p o s s e s  a c o m p l e x  r a n g e  o f  l o c a l  v a r i a t i o n s  i n  the  

d i s t r i b u t i o n  o f  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  whi ch i n c l u d e  DNA and RNA 

p o l y m e r a s e s ,  n u c l e a s e s ,  c h r o m o so m a l  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  and p o s s i b l e
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r e g u l a t o r s  o f  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h e s e  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  h a v e  be en  

shown r e s p o n s i b l e  f o r  h i g h e r  o r d e r  s t r u c t u r e  o f  e u k a r y o t i c  chrom osom es  

and t h e s e  p r o t e i n s  a r e  o r g a n i s e d  i n t o  s t r u c t u r a l l y  i n d e p e n d e n t  e n t i t y ,  

t h e  "chr om osom al  s c a f f o l d "  ( P a u l s o n  and Laemmli  1 9 7 7 ) ,  S i n c e  t h e y  

a r e  n o t  s e n s i t i v e  t o  DNAase and RNAase and d i s s o c i a t e  by  m i l d  t r y p s i n  

or c h y m o t r y p s i n  t r e a t m e n t  a r e  g e n e r a l l y  known a s  n o n - h i s t o n e  

s c a f f o l d i n g  p r o t e i n s  ( P a u l s o n  & Laemmli 1 9 7 7 ,  H o w e l l  and Hsu 1 9 7 9 ) .  

T h e s e  p r o t e i n s  c a n  be o b t a i n e d  by  t r e a t i n g  c h r o m a t i n  or  m e t a p h a s e  

c h rom os om es  w i t h  2M NaCl or p o l y a n i o n s  (D e x t r a n  s u l p h a t e / h e p a r i n )  

(A dol ph e t .  a l . ,  1 9 7 7 a ) .  The 2M NaC'l r em o v es  a l l  h i s t o n e s  t o g e t h e r  

w i t h  a b o u t  70% o f  t h e  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s .  The r e m a i n i n g  

n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  DNA s e q u e n c e s  a t  t h e  b a s e  o f  

e a c h  l o o p .  O b s e r v a t i o n s  w i t h  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  f u r t h e r  r e v e a l e d  

t h a t  t h e s e  l o o p s  a t t a c h e d  t o  t h e  s c a f f o l d  a r e  a n c h o r e d  ( w i t h  bo th  

e n d s )  a t  t h e  same p l a c e  i n  t h e  s c a f f o l d  w i t h  a 3 0 - 9 0  k i l o b a s e s  i n  

l e n g t h  (Ado lph  e t .  a l . ,  1 9 7 7 b ,  P a u l s o n  and Laemmli  1 9 7 7 ) .

S e v e r a l  r e p o r t s  s u p p o r t  s c a f f o l d  m o d e l .  For e x a m p l e ,  

s e d i m e n t a t i o n  s t u d i e s  on m e t a p h a s e  chromosomes  showed t h a t  DNA i s  

c o m p a c t e d  by  n o n h i s t o n e  ( S c a f f o l d i n g )  p r o t e i n s  (Adolph e t .  a l . ,

1 9 7 7 a ) :  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  r e v e a l e d  a h a l o  o f  DNA l o o p s  c o n v e r g i n g

on t h e  c e n t r a l  s k e l e t a l  s t r u c t u r e ,  t h e  s c a f f o l d ,  w h i c h  r e t a i n e d  t h e  

o v e r a l l  m e t a p h a s e  m o r p h o l o g y  o f  h i s t o n e  d e p l e t e d  c h r o m o s o m e s .  More 

r e c e n t  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  t r a n s v e r s e ,  t h i n  s e c t i o n s  t h r o u g h  

s w o l l e n ,  b u t  u n e x t r a c t e d  ch ro m oso m es  showed a s t a r  l i k e  a r r a n g e m e n t  o f  

c h r o m a t i n  f i b r e ,  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r o p o s e d  r a d i a l  l o o p  mode l  

(Marsden and Laemmli  1 9 7 9 . ,  Adolp h 19 8 0 a ) .  A c e n t r a l  l o n g i t u d i n a l  

"co re"  or  s c a f f o l d  h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n  m i t o t i c  ch ro m os om es  by  

u s i n g  s i l v e r  s t a i n i n g  and l i g h t  m i c r o s c o p y  ( H o w e l l  and Hsu 1 9 7 9 ,  

S a t y a - P a r k a s h  e t ,  a l . ,  1 9 8 0 ) .  The q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  t h e  s c a f f o l d



i s  r e a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  chromosome or m e r e l y  r e p r e s e n t s  an

e x p e r i m e n t a l  a r t i f a c t  d u r i n g  p r e p a r a t i o n  o f  d e h i s t o n i s e d  ch ro m os om es

h a s  a l s o  b e e n  r a i s e d  (Goyanes  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  Okada and Comings  1 9 8 0 ,

H a d l e c z k y  e t .  a l . ,  1 9 8 1 ) .  L e w i s  and Laemmli ( 1 9 8 2 )  h a v e  r e c e n t l y

r e p o r t e d  t h a t  s c a f f o l d  r e q u i r e s  s p e c i f i c  m e t a l l o p r o t e i n  i n t e r a c t i o n

f o r  s t a b i l i t y .  The h i s t o n e  d e p l e t e d  s t r u c t u r e s  o f  chromsomes

i s o l a t e d  i n  m e t a l  d e p l e t e d  fo rm ,  w e r e  s p e c i f i c a l l y  and r e v e r s i b l y

s t a b i l i s e d  b y  Cu^^ and l e s s  s p e c i f i c a l l y  w i t h  Ca**" .̂ The p a t t e r n

o f  p r o t e i n  s t r u c t u r e  i n  t h e  s c a f f o l d  t h a t  was r e p r o d u c i b l y  g e n e r a t e d

+2
f o l l o w i n g  t r e a t m e n t  w i t h  Cu , was foun d co mpo sed  p r i m a r i l y  o f  two  

h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s  Sc^ and SC2  ( 1 7 0 , 0 0 0  an ;d 1 3 5 , 0 0 0  

d a l t o n s ) . W h i l e  t h e  a d d i t i o n  o f  m e t a l  c h e l a t i n g  a g e n t  i n  t h e  

e x t r a c t i o n  b u f f e r  l e a d  t o  d i s s o c i a t i o n  o f  s c a f f o l d i n g  and t o  c o m p l e t e  

u n f o l d i n g  o f  t h e  DNA (L e w is  and Laemmli  1 9 8 2 ) .  More r e c e n t l y ,  th e  

m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  w i t h  m e t a p h a s e  chromoso mes  r e v e a l e d  t h a t  

c h r o m o so m a l  s c a f f o l d  i s  a d e f i n e d  s t r u c t u r e ,  n o t  a n o n - s p e c i f i c  

a g g r e g a t e  (Earnshaw & Laemmli  1 9 8 3 ) .

2 . 3  O r g a n i s a t i o n  o f  DNA i n  i n t e r p h a s e  n u c l e i .

S e v e r a l  r e p o r t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c h r o m a t i n  o f  i n t e r p h a s e  

n u c l e i  i s  s u b j e c t  t o  s i m i l a r  t o p o l o g i c a l  c o n s t r a i n t s  a s  t h e  DNA o f  

m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s .  " N u c l e o i d s " ,  c e l l s  from w h i c h  p r o t e i n  h a s  

b e e n  r e l e a s e d  by  l y s i s  i n  NaCl and d e t e r g e n t  e x h i b i t  a b i p h a s i c  

a l t e r a t i o n  i n  s e d i m e n t a t i o n  r a t e  w i t h  e x p o s u r e  t o  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  e t h i d i u m  b r o m id e  whi ch  s u g g e s t s  t h a t  DNA i s  

c o n s t r a i n e d  i n  c l o s e d  l o o p s  (Cook and B r a z e l l  1 9 7 6 ,  1 9 7 8 . ,  B e n y a j a t i  

and W o r c e l  1 9 7 6 ,  V o g e l s t e i n  e t .  a l . ,  19 8 0 ) .  The p r e s e n c e  o f  t h e s e  

DNA c o n s t r a i n t s  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  by  I g o - k e m e n e s  and Zachau  

( 1 9 7 8 ) ,  who h a v e  shown t h a t  t h e  maximum l e n g t h  o f  s o l u b l e  c h r o m a t i n
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o b t a i n e d  b y  m i l d  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  i s  a b o u t  75 k i l o b a s e s .  The 

l e n g t h  o f  t h e  p r o p o s e d  DNA d o m a in s  h a s  a l s o  b e e n  e s t i m a t e d  t o  a b o u t  85  

k i l o b a s e s  i n  D r o s o p h i l a  t i s s u e  c u l t u r e  c e l l s  ( B e n y a j a t i  and W o r c e l ,  

1976)  and a b o u t  2 2 0  k i l o b a s e s  i n  HeLa c e l l s  (Cook and B r a z e l l ,

1 9 7 8 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  c h r o m a t i n  i s  a t t a c h e d  t o  a 

framework i n s i d e  t h e  i n t e r p h a s e  n u c l e u s  and i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  

n u c l e a r  m a t r i x  i s  i n v o l v e d  i n  t h i s  o r g a n i s a t i o n  o f  DNA (Comings and  

Okada 1 9 7 6 ,  V o g e l s t e i n  e t .  a l . ,  19 8 0 ) .

2 . 3 . 1  N u c l e a r  m a t r i x .

The nucle*^ m a t r i x  i s  a r e s i d u a l  s t r u c t u r e ,  o b t a i n e d  from  

i s o l a t e d  n u c l e i  f o l l o w i n g  e x t r a c t i o n  w i t h  n u c l e a s e s  and  h i g h  s a l t  

( B e r e z n e y  and C o f f e y  1 9 7 4 ,  1 9 7 7 ,  M i t c h e l s o n  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  

s t r u c t u r e  a c c o u n t s  f o r  a b o u t  1 0 - 2 0 % o f  t h e  t o t a l  n u c l e a r  p r o t e i n s  

d e p e n d i n g  on t h e  t i s s u e  o r i g i n  and h a s  an o v e r a l l  c o m p o s i t i o n :  98.2%

p r o t e i n ,  0.1% DNA, 1.2% RNA, 0.5% p h o s p h o l i p i d  ( B e r e z n e y  and C o f f e y  

1 9 7 4 ) .

E l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s e c t i o n s  o f  n u c l e a r  m a t r i x  p r e p a r a t i o n  

show a p e r i p h e r a l  s h e l l  d e r i v e d  from t h e  l a m i n a  or p o r e  l a m i n a  

e l e m e n t s  o f  n u c l e a r  e n v e l o p e  (Aaronson and B l o b e l ,  1 9 7 5 ;  G e r a c e  and 

B l o b e l ,  1 9 8 0 ,  Hancock 1 9 8 2 ,  Hancock & Hughes 1 9 8 2 ) ,  t o g e t h e r  w i t h  an 

i n t e r n a l  "framework" or  " s c a f f o l d "  t o  whi ch t h e  DNA i s  a t t a c h e d  

(Adolph 1 9 8 0 b ,  A g u t t e r  and B i r c h a l l  1 9 7 9 ,  A g u t t e r  and R i c h a r d s o n  

( 1 9 8 0 ) ,  B e r e z n e y  1 9 8 0 ,  B e r e z n e y  and B u c h h o l t z  1 9 8 1 ,  B o u v i e r  e t .  a l . ,  

1 9 8 2 ,  F i s h e r  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  T h i s  framework i s  co m p o se d  o f  

n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  and r e t a i n s  some o f  t h e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  o f  

n u c l e i  (Sha per  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ,  Lebkowsky and L aemmli ,  1 9 8 2 a ) .  DNA 

b i n d i n g  s t u d i e s  on h i s t o n e  d e p l e t e d  HeLa n u c l e i  f u r t h e r  r e v e a l e d  t h a t  

among t h e s e  p r o t e i n s  t h e r e  a r e  t h r e e  p r o m i n e n t  p r o t e i n s  o f  6 0 , 0 0 0  t o
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7 0 , 0 0 0  Mr wh ic h  a r e  t h e  major  DNA b i n d i n g  p r o t e i n s  (Labkowsky and 

La emmli ,  1 9 8 2 b ) ,  S t u d i e s  h a v e  shown t h a t  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  t h e  

major  c o m p o n e n t s  o f  p e r i p h e r a l  l a m i n a  o f  t h e  n u c l e u s  (Gerace  e t .  a l . ,  

1 9 7 8 ,  Krohne e t .  a l . ,  1 9 7 8 ) .

M e t a l l o p r o t e i n  i n t e r a c t i o n  in  n u c l e a r  m a t r i x  o f  h i s t o n e  

d e p l e t e d  HeLa n u c l e i  h a s  a l s o  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  (Lebkow sky  & Laemmli  

1 9 8 2 a ) . I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  m e t a l s  a pp ear  t o  p l a y  a r o l e  i n  

t h e  l o n g  r a n g e  DNA c o m p a c t i o n  i n  b o t h  h i s t o n e  d e p l e t e d  m e t a p h a s e  

chromosome and i n t e r p h a s e  n u c l e i .

2 . 3 . 2  DNA r e p l i c a t i o n  and t h e  n u c l e a r  m a t r i x .

I n  p r o k a r y o t e s ,  r e p l i c a t i o n  c o m p l e x  i s  a t t a c h e d  t o  t h e  c e l l  

membrane (G ane san  and L e d e r b e r g  1 9 6 5 . ,  Smith  and HanawaLt  1 9 6 7 . ,

S ueoka  and Quinn 1 9 6 8 . ,  W o r c e l  and B u r g i  1 9 7 2 ) .  A s i m i l a r  mechan ism  

w o u l d  h a v e  an e q u a l  u t i l i t y  i n  e u k a r y o t e s ,  wh ere  an enormous  amount o f  

DNA m us t  b e  o r d e r e d  s p e c i a l l y  d u r i n g  r e p l i c a t i o n .  Hence  many 

i n v e s t i g a t o r s  h a v e  c a r r i e d  o u t  s t u d i e s  a n a l o g o u s  t o  t h o s e  b a c t e r i a .  

Most o f  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  fo u n d  no  p r e f e r e n t i a l  a s s o c i a t i o n  o f  

r e p l i c a t i n g  DNA w i t h  n u c l e a r  membrane (See  f o r  r e v i e w  Lewin 1 9 7 4 ) .

R e c e n t  work h a s  sh ow n,  h o w e v e r ,  t h a t  o t h e r  s t r u c t u r a l  e l e m e n t s  

e x i s t  i n  t h e  n u c l e u s  i n  a d d i t i o n  t o  th e  n u c l e a r  membrane ,  f o r  e x a m p le  

t h e  n u c l e a r  m a t r i x  ( B e r e z n e y  and C o f f e y  1 9 7 4 ,  Comings  and Okada 1 9 7 6 ,  

K e l l e r  and R i l e y  1 9 7 6 ,  Herman e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  M i l l e r  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ) .  

B e r e z n e y  and C o f f e y  (1975)  f o u n d  t h a t  n u c l e a r  m a t r i x  i s  a s s o c i a t e d  

w i t h  n e w l y  s y n t h e s i s e d  DNA i n  r e g e n e r a t i n g  r a t  l i v e r .  One m i n u t e  

a f t e r  r a t s  were  i n j e c t e d  w i t h  [ ^ H ] - t h y m i d i n e , more t h a n  90% o f  t h e  

t o t a l  t r i t i u m  in  t h e  n u c l e a r  DNA was fo u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m a t r i x  

DNA (25% o f  t h e  t o t a l  n u c l e a r  DNA). S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  fo u n d  w i t h  

3T3 c e l l s  ( V o g e l s t e i n  e t .  a l . , 1 9 8 0 ) ,  and w i t h  v i r a l  DNA i n  poly oma
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i n f e c t e d  3T6 c e l l s  ( B u c k l e r - W h i t e  e t .  a l . ,  ( 1 9 8 0 ) .  W h i l e  NeIk in  e t .  

a l . ,  ( 1980)  showed a t h r e e - f o l d  t o  s e v e n - f o l d  e n r i c h m e n t  o f  SV40 DNA 

r e l a t i v e  t o  t o t a l  c e l l u l a r  DNA i n  t h e  n u c l e a r  m a t r i x  DNA p r e p a r e d  from  

SV40 i n f e c t e d  3T3 c e l l s .

P u l s e  L a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  f u r t h e r  showed t h a t  t h e  f r a c t i o n  

o f  t h e  DNA r e m a i n i n g  t i g h t l y  a t t a c h e d  t o  t h e  m a t r i x  i s  h i g h l y  e n r i c h e d  

i n  n e w l y  s y n t h e s i s e d  DNA ( P a r d o l l  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  Hunt and V o g e l s t e i n  

1 9 8 1 ,  McCready e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  A e l e n  e t .  a l . ,  1 9 8 3 ) .  I t  h a s  be en  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  g r o w i n g  p o i n t  o f  t h e  DNA r e p l i c a t i o n  i s  a t t a c h e d  t o  

t h e  n u c l e a r  m a t r i x ,  a f i x e d  s i t e ,  i n  whi ch  DNA r e p l i c a t i o n  c o m p l e x e s  

a r e  a n c h o r e d  t o  t h e  n u c l e a r  m a t r i x  and t h e  DNA i s  r e e l e d  t h r o u g h  t h e s e  

c o m p l e x e s  a s  i t  i s  r e p l i c a t e d  ( P a r d o l l  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  McCready e t .  

a l . ,  1 9 8 0 ,  B u o n g i o r n o - N a r d e l l i  e t .  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  

s u p p o r t  t h e  n o t i o n  o f  a dy nam ic  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  m a t r i x  p r o t e i n  and  

DNA.

2 . 3 . 3  DNA s e q u e n c e s  a s s o c i a t e d  w i t h  n u c l e a r  m a t r i x .

S e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  r e c e n t l y  a p p e a r e d  r e p o r t i n g  on DNA 

s e q u e n c e s  f o u n d  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  m a t r i x .  J e p p e s e n  

and B a n k i e r ,  (197 9) and R a z in  e t .  a l , ,  (197 9) r e p o r t e d  t h a t  t h e  

s c a f f o l d  DNA p r e p a r e d  from e i t h e r  C h i n e s e  h a m s t e r  or  mouse  chromosomes  

was e n r i c h e d  i n  m i d d l e  r e p e t i t i v e  DNA s e q u e n c e s .  Kuo (198 2) h a s  a l s o  

f o u n d  a s l i g h t  e n r i c h m e n t  o f  r e p e t i t i v e  DNA s e q u e n c e s  i n  t h e  c h i c k e n  

chromosome s c a f f o l d  DNA, The p r e s e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  amount  o f  

u n i q u e  s e q u e n c e  h a s  a l s o  b e e n  shown in  t h e  s c a f f o l d  DNA.

Cook and B r a z e l l  (1980)  r e p o r t e d  t h a t  t h e  human < X - g lo b in  g e n e  

b u t  n o t  t h e  P- and Y - g l o b i n  g e n e s  i s  e s p e c i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

n u c l e a r  m a t r i x  w h ic h  i s o l a t e d  by  c e n t r i f u g i n g  i n t a c t  HeLa c e l l s  

t h r o u g h  s u c r o s e  g r a d i e n t  c o n t a i n i n g  2 M N a C l . C o n s i d e r a b l e  amount  o f  

o v a l b u m i n  and c o n a l b u m i n  g e n e  s e q u e n c e s  h a v e  a l s o  b e e n  shown
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a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  m a t r i x  o f  hen o v i d u c t  c e l l s  b u t  n o t  w i t h  

n u c l e a r  m a t r i x  o f  h e n  l i v e r  and b r a i n  c e l l s  (R o b i n s o n  e t .  a l . ,  1 9 8 2 ,  

1983)  .

2 . 3 . 4  R o l e  o f  n u c l e a r  m a t r i x  i n  t r a n s c r i p t i o n .

J a c k s o n  e t .  a l . ,  ( 1981)  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  DNA a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  n u c l e a r  m a t r i x  from HeLa c e l l s  i s  h i g h l y  e n r i c h e d  i n  t r a n s c r i b i n g  

s e q u e n c e s ,  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  h y b r i d i z a t i o n s  o f  t h e  t o t a l  DNA and t h e  

m a t r i x  DNA t o  an e x c e s s  o f  n u c l e a r  RNA. U s i n g  p u l s e  l a b e l l i n g  

e x p e r i m e n t s ,  t h e s e  a u t h o r s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  n a s c e n t  RNA i s  

s y n t h e s i s e d  a t  t h e  n u c l e a r  m a t r i x .  S i m i l a r l y ,  p u l s e  l a b e l l i n g  

e x p e r i m e n t s  do ne  on SV40 i n f e c t e d  c e l l s  a l s o  showed t h a t  v i r a l  RNA 

r e m a i n i n g  i n  t h e  n u c l e u s  i s  f o u n d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  n u c l e a r  

m a t r i x .  ( A f t e r  10 m i n u t e  p u l s e  w i t h  [ 5 , 6  ^ H ] - u r i d i n e  o v e r  85% o f  

t h e  v i r a l  RNA was f o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  m a t r i x )  ( B e n - Z e ' e v  

& A l o n i ,  1 9 8 3 ) .

3.  S p e c i f i c  m e t h y l a t e d  s e q u e n c e s  i n  e u k a r y o t i c  DNA.

In  e u k a r y o t e s ,  t h e  m e t h y l a t e d  c y t o s i n e  r e s i d u e s  a r e  

d i s t r i b u t e d  a l o n g  t h e  DNA m o l e c u l e  i n  a n on -r an do m  f a s h i o n .  The 

major  p o r t i o n  o f  t h e  m e t h y l a t e d  b a s e s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

d i n u c l e o t i d e  -C G - .  E a r l y  s t u d i e s  i n v o l v i n g  d i g e s t i o n  o f  DNA w i t h  

DNAase I showe d t h a t  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  was  r e c o v e r e d  p r e d o m i n a n t l y  i n  

t h e  d i n u c l e o t i d e  -m^CG- ( S i n s h e i m e r  1 9 5 5 ,  D o s k o c i l  and Sorm 1 9 6 2 ) .  

S t u d i e s  w i t h  d e v e l o p i n g  s e a  u r c h i n  em bryos  showed t h a t  90% o f  th e  

5 - m e t h y l  cyt<9^ine  e x i s t s  i n  t h e  s e q u e n c e  -CG- (G ri p p o  e t .  a l . ,

1 9 6 8 ) .  H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i s  n o t  l i m i t e d  t o  

t h i s  s e q u e n c e .  The c o m p a r i s o n  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  c o n t e n t  o f  DNA 

from s o m a t i c  b o v i n e  t i s s u e  and t h e  f r e q u e n c y  o f  -CG- o c c u r r e n c e  i n
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t h o s e  DNAs s u g g e s t s  t h a t  o t h e r  d i n u c l e o t i d e s  m us t  a l s o  c o n t a i n  

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  r e s i d u e s .  S n e i d e r  1 9 7 2 ,  r e p o r t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  

s m a l l  am ou nt s  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  r e s i d u e s  i n  t h e  s e q u e n c e  -CT-  w h i l e  

o t h e r  d a t a  i n d i c a t e s  t h e  o c c u r r e n c e  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  t h e  

d i n u c l e o t i d e  -CC-  and p o s s i b l y  -CA-  ( S n e i d e r  1 9 8 0 ,  V a n d e r - P l o e g  and  

F l a v e l l  1 9 8 0 ,  V a n d e r - P l o e g  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  Simon e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  

Gruenbaum e t .  a l . ,  1 9 8 1 b ,  Romanov and V a n y u s h i n  1 9 8 1 ) .  I t  i s  c l e a r ,  

h o w e v e r ,  t h a t  n o t  a l l  -CG-  d i n u c l e o t i d e s  a re  m e t h y l a t e d  i n  

e u k a r y o t e s .  Even i n  b o v i n e  thymus a t  l e a s t  10% o f  t h e  r e c o v e r a b l e  

-CG- s e q u e n c e s  a r e  u n m o d i f i e d  ( S i n s h e i m e r ,  1 9 5 5 ) .

S e v e r a l  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  w h ic h  h a v e  a -CG- s e q u e n c e  

i n  t h e i r  r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e ,  h a v e  b e e n  u s e d  a s  p r o b e s  f o r  5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  (Mann and Smith  1 9 7 7 ,  G a u t i e r  e t .  a l . ,  1 9 7 7 ,  B i r d  and  

S o u t h e r n  1 9 7 8 ) .  A p a i r  o f  e n d o n u c l e a s e s  o f  i d e n t i c a l  s e q u e n c e  

s p e c i f i c i t y  ( i s o s c h i z o m e r s )  b u t  d i f f e r e n t  s e n s i t i v i t y  t o  m é t h y l a t i o n  

a r e  Hpa I I  and Msp I .  Hpa I I  c l e a v e s  -CCGG- b u t  n o t  -Cm CGG-,

w h e r e a s  Msp I c l e a v e s  b o t h .

The u s e  o f  s u c h  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  h a v e  c o n f i r m e d  v e r y  

low l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n  i n  i n s e c t s  l i k e  D r o s o p h i l a  (Rae and S t e e l e ,  

197 9) and e x t e n s i v e  m é t h y l a t i o n  in  v e r t e b r a t e s  l i k e  mouse  i n  which  

more t h a n  70% o f  t h e  Hpa I I  s i t e s  w ere  i n  m e t h y l a t e d  fo r m ,  w h i l e  i n  

t h e  s e a  u r c h i n  E c h i n u s  e s c u l e n t u s  and o t h e r  n o n - a r t h r o p o d  

i n v e r t e b r a t e s  a r ou nd  one  t h i r d  o f  t h e  genome c o m p r i s e s  h e a v i l y  

m e t h y l a t e d  s e q u e n c e  b l o c k s ,  b u t  t h e  r e m a i n i n g  two t h i r d s  a r e  n o t  

d e t e c t a b l y  m e t h y l a t e d  ( B i r d  and T a g g a r t ,  1 9 8 0 ) .  The l e v e l  o f  

m é t h y l a t i o n  o f  Hpa I I  s i t e s  i n  o t h e r  v e r t e b r a t e s  i s  a l s o  r e p o r t e d  e . g .  

i n  r a b b i t  DNA, t h e s e  s i t e s  a r e  50% m e t h y l a t e d  ( S i n g e r  e t .  a l . ,  197 9 ) ,

i n  human DNA 60% ( V a n d e r - P l o e g  and F l a v e l l ,  1980)  and i n  c a l f  thymus

DNA 90% m e t h y l a t e d  (Cedar e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .
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3 . 1  M é t h y l a t i o n  o f  DNAs o f  d i f f e r e n t  k i n e t i c  c o m p l e x i t y .

3 . 1 . 1  S a t e l l i t e  DNA.

The DNA o f  e u k a r y o t i c  o r g a n i s m s  c o n t a i n  s e r i a l l y  r e p e a t e d  

s e q u e n c e s  w h i c h  v a r y  i n  amount  and c o m p l e x i t y  from t h e  b u l k  DNA i n  G+C 

c o n t e n t  and h e n c e  a p p e a r  as  s a t e l l i t e s ,  when DNA i s  ba nd ed i n  CsCl  

d e n s i t y  g r a d i e n t .

S e v e r a l  s a t e l l i t e  DNAs s u c h  a s  t h o s e  o f  m o u s e ,  t h e  f l y  

R h y n c h o s c i a r a  and s e v e r a l  s p e c i e s  o f  D r o s o p h i l a  h a v e  b e e n  shown by  

RNA-DNA h y b r i d i s a t i o n  t o  be  l o c a t e d  i n  t h e  c e n t r o m e r i c  

h e t e r o c h r o m a t i n .  The amount  o f  5 - m e t h y l  c y t s o i n e  i n  DNA i s  r e l a t e d  

t o  some e x t e n t  t o  t h e  f r e q u e n c y  o f  o c c u r r e n c e  o f  d i n u c l e o t i d e  -CG-.

For e x a m p l e ,  h i g h l y  r e p e a t e d  H S -^  s a t e l l i t e  DNA o f  K ang aroo  r a t  h a s  a

b a s i c  10  b a s e  p a i r  r e p e a t  c o n t a i n i n g  on e  m e t h y l  c y t o s i n e  (Fry e t .  a l . ,  

1 97 3)  and t h e  b a s i c  34 b a s e  p a i r  s a t e l l i t e  DNA from t h e  p l a n t  S c i l l e  

s i e b e r i c a  h a s  more m e t h y l  c y t o s i n e  tha n c y t o s i n e  ( D e u m l i n g ,  1 9 8 1 ) .

Some o f  t h e s e  m e t h y l  c y t o s i n e s  a r e  i n  -mCT- and -mCA- d i n u c l e o t i d e s .  

T h a t  b o t h  -A T -  and -GC- r i c h  s a t e l l i t e  DNAs o f t e n  h a v e  h i g h  l e v e l s  o f  

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  (Salomon e t .  a l . ,  1 9 6 9 ,  G a u t i e r  e t .  a l . ,  1 9 7 7 ,  Horz  

and A l t e n b u r g e r  19 81)  may p o i n t  t o  a s p e c i a l  f u n c t i o n  o f  t h e  

m e t h y l a t e d  b a s e  i n  s a t e l l i t e  DNA.

C o n s i d e r a b l e  t i s s u e  v a r i a t i o n  e x i s t s  in  t h e  e x t e n t  o f  

m é t h y l a t i o n  o f  some s a t e l l i t e  DNAs. Thus i n  b o v i n e  s p e r m ,  s a t e l l i t e s  

a r e  n o t  m e t h y l a t e d  ( a t  Hpa I I  s i t e s ) , w h e r e a s  t h e  same s a t e l l i t e s  a r e  

m e t h y l a t e d  i n  t h y m u s ,  s k i n  and t h y r o i d  (Kapat  and S n e i d e r  1 9 7 9 ,  Sturm  

and T a y l o r  1981)

R e c e n t l y ,  Sano and S a g e r  (1982)  h a v e  d e t e r m i n e d  t h e  l e v e l  o f  

5 - m e t h y l  c y t s o i n e  r e s i d u e s  i n  b o v i n e  s a t e l l i t e  I  DNA by  s e q u e n c e
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a n a l y s i s  o f  n a t i v e  p u r i f i e d  s a t e l l i t e  I DNAs from t h r e e  b o v i n e  t i s s u e s  

and from c l o n e d  DNA. They f ou nd t h a t  s a t e l l i t e  I DNA from thymus  

c o n t a i n e d  a t o t a l  o f  5% m e t h y l  c y t o s i n e ,  w h e r e a s  t h a t  from l i v e r  and  

b r a i n  c o n t a i n e d  4.4% and 2.6% m e t h y l  c y t o s i n e  r e s p e c t i v e l y .  I t  was  

f o u n d  t h a t  t h e r e  was s p e c i f i c  e x t e n t  o f  m é t h y l a t i o n  o f  s a t e l l i t e  I DNA 

i n  e v e r y  t i s s u e  s t u d i e d .

3 . 1 . 2  R e p e a t e d  and u n i q u e  s e q u e n c e s .

In  a d d i t i o n  t o  h i g h l y  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  ( s a t e l l i t e  DNA) 

a n o t h e r  c l a s s  o f  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  c a l l e d  i n v e r t e d  r e p e t i t i v e  

s e q u e n c e s ,  h a i r p i n  on f o l d b a c k  DNA, h a s  r e c e n t l y  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  i n  

e u k a r y o t e s .  T h e s e  s e q u e n c e s  a r e  formed by  d e n a t u r i n g  DNA i n  any o f  a 

number o f  a d i f f e r e n t  ways ( h e a t ,  a l k a l i ,  formamide)  and t h e n  

r e a s s o c i a t i o n  c o n d i t i o n s  f a v o u r i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n t r a s t r a n d  

d u p l e x e s  w i t h  v e r y  f a s t  ( f i r s t  o r d e r )  k i n e t i c s  (Walker and McLaren  

1 9 6 5 ,  Schmid e t .  a l . ,  1 9 7 5 ) .

S t u d i e s  w i t h  r a p i d l y  r e n a t u r i n g  DNA from C h i n e s e  h a m s t e r  o v a r y  

(CHO) c e l l s  showed t h a t  t h i s  DNA i s  e n r i c h e d  two t o  f o u r  f o l d  in  

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  and t h i s  was  p a r t i c u l a r l y  t r u e  f o r  DNA made e a r l y  i n  

S - p h a s e  ( S c h n e i d e r m e n  and B i l l e n  1 9 7 3 ) .  I t  was f u r t h e r  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e  o r i g i n s  o f  r e p l i c o n s  may be  e n r i c h e d  i n  s u c h  s e q u e n c e s .

T h i s  e n r i c h m e n t  o f  i n v e r t e d  r e p e a t  DNA i n  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i s  n o t  

a f f e c t e d  by  t h e  p r e s e n c e  i n  t h e  DNA o f  h i g h  l e v e l s  o f  b r o m o u r a c i l  

( S i n g e r  e t ,  a l . ,  1977)  or  a z a c y t o s i n e  (Adams e t .  a l . ,  1 9 8 2 ) .

The m é t h y l a t i o n  o f  i n v e r t e d  r e p e a t  s e q u e n c e s  in  c u l t u r e d  mouse  

c e l l s  (P815 m a s t o c y t o m a  c e l l s )  i s  a b o u t  50% h i g h e r  t h a n  r e p e t i t i v e  DNA 

w h ic h  i t s e l f  i s  a b o u t  t h r e e  f o l d  h i g h e r  th a n  u n i q u e  and m i d d l e  

r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  ( D r a h o v s k y  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .  The m i d d l e  

r e p e t i t i v e  and u n i q u e  s e q u e n c e s  a r e  u s u a l l y  e i t h e r  a l l  h i g h l y
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m e t h y l a t e d  ( v e r t e b r a t e s )  or  u n m e t h y l a t e d  ( a r t h r o p o d s ) .

3 . 2  D i s t r i b u t i o n  o f  m e t h y l a t e d  b a s e s  w i t h  r e s p e c t  t o  chro moso mal

s t r u c t u r e .

3 . 2 . 1  D i s t r i b u t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  chrom osom al  p r o t e i n s .

R a z i n  and Cedar (197 7)  showed a p r e f e r e n t i a l  l o c a l i s a t i o n  o f  

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  r e s i s t a n t  DNA. They  

c o n c l u d e  t h a t  s i n c e  a t  20% d i g e s t i o n  m o st  o f  t h e  DNA was f o u n d  i n  c o r e  

p a r t i c l e s ,  a v e r y  h i g h  p e r c e n t a g e  o f  m e t h y l  g r o u p s  w e r e  l o c a t e d  

p r e f e r e n t i a l l y  in  c o r e  r e g i o n s .  However ,  Adams e t .  a l . ,  1 9 7 7 ,  c o u l d  

f i n d  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  c o n t e n t  o f  

n u c l e o s o m a l  c o r e  DNA and t o t a l  DNA i n  C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l s .  What 

t h e  e f f e c t  o f  n u c l e o s o m a l  s t r u c t u r e  on DNA m é t h y l a t i o n  _in v i v o  i s  

unknown.

3 . 2 . 2  D i s t r i b u t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  chromosome u l t r a s t r u c t u r e .

The u s e  o f  f l o u r e s c e n t  a n t i b o d i e s  t o  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  h as

shown a c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  b a s e  i n  C-band r e g i o n s  o f  

h e t e r o c h r o m a t i n  o f  mouse and human chromosomes  w h ere  s a t e l l i t e  DNA 

o c c u r s  ( M i l l e r  e t .  a l . ,  1 9 7 4 ,  S c h r e c k  e t .  a l . ,  1 9 7 7 ) .  T h i s  i s  

c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  o f  h i g h  l e v e l  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  

c e r t a i n  s a t e l l i t e  DNAs. For e x a m p l e ,  i n  t h e  human,  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  

c l u s t e r s  i n  t h e  C - b a n d i n g  r e g i o n  o f  chromosomes  1 ,  9 ,  16 and 15 

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  s i t e s  wher e  s a t e l l i t e s  I I  or  IV and t o  a l e s s e r  

e x t e n t ,  s a t e l l i t e s  I and I I I  a r e  c o n c e n t r a t e d .  W h i l s t  i n  t h e  m o u s e ,  

t h e  m e t h y l a t e d  r e g i o n s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  l o c a t i o n s  o f  s a t e l l i t e  DNA 

i . e .  t h e  C -b an d r e g i o n  o f  v i r t u a l l y  e v e r y  mouse chromosome ( M i l l e r  e t .  

a l . , 1 9 7 4 ) .
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3 . 3  S p e c i e s  and t i s s u e  s p e c i f i c i t y  o f  DNA m é t h y l a t i o n .

3 . 3 . 1  L e v e l  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  d i f f e r e n t  s p e c i e s .

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  a s  an

o b l i g a t o r y  minor  b a s e  c o m po ne nt  i n  a l l  a n i m a l  DNAs s t u d i e d  (Wyatt  

1 9 5 1 ,  V a n y u s h i n  e t .  a l . ,  1 9 7 0 ,  1 9 7 3 ) .  The l e v e l  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  

in  t h e  t o t a l  n u c l e r  DNA o f  h i g h e r  e u k a r y o t e s  v a r i e s  from e x t r e m e l y  lo w  

v a l u e s  f o u n d  i n  i n s e c t s  where  o n l y  o n e  c y t o s i n e  i n  6 0 0  c y t o s i n e  

r e s i d u e s  i s  m e t h y l a t e d  w h i l e  i n  h i g h e r  p l a n t s ,  one  t h i r d  o f  c y t o s i n e  

may be  m e t h y l a t e d .  V e r t e b r a t e s  come i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  r a n g e  and  

h a v e  a b o u t  one  m e t h y l  c y t s o i n e  f o r  e v e r y  30 c y t o s i n e s  i n  t h e i r  DNA, 

Lower e u k a r y o t e s  e i t h e r  l a c k  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  or  h a v e  l e s s  th an  

1  c y t o s i n e  i n  1 0 0  m e t h y l a t e d .

3 . 3 . 2  L e v e l  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  d i f f e r e n t  t i s s u e s .

K a p p le r  (1 971)  h a s  shown a t i s s u e  s p e c i f i c i t y  i n  t h e  l e v e l s  o f  

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  t h e  DNA o f  v a r i o u s  c u l t u r e d  c h i c k  c e l l s ,  and 

t h e r e  a r e  a number o f  r e p o r t s  on t h e  e f f e c t  o f  t r a n s f o r m a t i o n  on t h e  

l e v e l  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  t h e  DNA o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  (Rubery and  

Newton 1 9 7 3 ,  C a t o  e t .  a l . ,  197 8 ) .  No s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  h a v e  be en  

f o u n d  i n  t h e  l e v e l s  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  o f  s e a  

u r c h i n  (Baur and Kroger  1976)  or mouse ( S i n g e r  e t .  a l . ,  1979)  and  

d u r i n g  e a r l y  r a b b i t  d e v e l o p m e n t  t h e  DNA from t h e  z y g o t e  a f t e r  9 - 1 0  

d i v i s i o n s  i s  f o u n d  w i t h  t h e  same l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n  a s  i n  o t h e r  

t i s s u e s  (Manes and M e n z e l  1 9 8 1 ) .

Minor  c h a n g e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  l e v e l  o f  5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  d u r i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t e r a t o c a r c i n o m a  c e l l s  ( S i n g e r  e t .  

a l . ,  1 9 7 9 ,  F a b r i c a n t  e t .  a l . ,  1979)  and t h e  i n d u c t i o n  o f  g l o b i n  

s y n t h e s i s  i n  F r i e n d  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s  may b e  a c c o m p a n i e d  by  s m a l l  

r e d u c t i o n  i n  l e v e l s  o f  DNA m é t h y l a t i o n  (C h r is tm a n  e t .  a l . ,  1 9 7 7 ) .
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C o n s i d e r a b l e  t i s s u e  s p e c i f i c  v a r i a t i o n  i n  t h e  e x t e n t  o f  

m é t h y l a t i o n  o f  v a r i o u s  Hha I and Hpa I I  s i t e s  i n  c h i c k e n  DNA h a s  

r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  (Mandel and Chambon 1 9 7 9 ) .  I n  t h e  o v i d u c t  o f  

l a y i n g  h e n ,  t h e  g e n e s  c o d i n g  f o r  o v a l b u m i n ,  c o n a l b u m i n  

( o v a t r a n s f e r r i n )  and o v a m u c o id  a r e  e x p r e s s e d  and a r e  l e s s  m e t h y l a t e d  

a t  a few s i t e s  r e l a t i v e  t o  a l l  o t h e r  t i s s u e s  s t u d i e d  (Sperm b e i n g  t h e  

m o s t  h i g h l y  m e t h y l a t e d ) .

4 .  P o s s i b l e  f u n c t i o n s  o f  DNA m é t h y l a t i o n .

4 . 1  R e s t r i c t i o n  and m o d i f i c a t i o n .

S t u d i e s  on b a c t e r i o p h a g e  i n f e c t i o n  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  

b a c t e r i a l  c e l l s  c o n t a i n  on t h e  o n e  hand r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  

w h ic h  r e c o g n i s e  s p e c i f i c  s e t  o f  n u c l e o t i d e s  w i t h i n  DNA and make a 

d o u b l e  s t r a n d e d  c u t ,  and on t h e  o t h e r  hand m o d i f i c a t i o n  enzyme s  whi ch  

r e c o g n i s e  t h e  same n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  and m o d i f y  them by s p e c i f i c  

b a s e  m é t h y l a t i o n  t o  p r e v e n t  from b e i n g  c l e a v e d  (Arber and D u s s o i x  

1 9 6 2 ,  Arber  197 4)  [ two e x c e p t i o n a l  c a s e s  a r e  R.DpNI and R.Apy I 

( M i l l e r  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  R a z in  e t .  a l . ,  1980)  w h i c h  r e q u i r e  m é t h y l a t i o n  

f o r  c l e a v a g e  a c t i v i t y ] .

The e n d o n u c l e a s e s  a r e  o f  two t y p e s .  C l a s s  I r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e s  a r e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  m u l t i s u b u n i t  enzym es  which  

show DNA m e t h y l a t i n g  and a s  w e l l  a s  e n d o n u c l e a s e  a c t i v i t y  and r e q u i r e  

ATP and S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e  f o r  a c t i v i t y  ( L a u t e n b e r g e r  and Linn  

1 9 7 2 ,  E s k i n  and Lin n 1 9 7 2 . ,  R e i s e r  and Yuan 1 9 7 7 ,  R o b e r t s  1 9 7 6 ) .

C l a s s  I I  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  h a v e  a s i n g l e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  o f  

r e l a t i v e l y  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  and r e q u i r e  n e i t h e r  ATP nor 

S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e  f o r  a c t i v i t y  (Bingham and A t k i n s o n  1 9 7 8 ,  

R o b e r t s  1 9 8 0 ,  1 9 8 3 ) .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  f o r  e a c h  c l a s s  I I
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e n d o n u c l e a s e  t h e r e  i s  a c o r r e s p o n d i n g  b u t  s e p a r a t e  DNA m e t h y l a s e  b u t  

t h i s  h a s  b e e n  p r o v e d  i n  o n l y  few c a s e s  (Haberman e t .  a l . ,  1 9 7 2 ,  

D u g a i c z y k  e t .  a l . ,  1 9 7 4 ,  Mann and Smith  1 9 7 7 ,  Hattman e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  

Fu chs  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  Van He uv ersw yn  and F i e r s  1 9 8 0 ) .

C l a s s  I  e n d o n u c l e a s e s  r e c o g n i s e  a more c o m p l i c a t e d  s i t e  on t h e  

DNA ( R a v e t c h  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  L a u t e n b e r g e r  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  Kan e t .  a l . ,

1 9 7 9 ) ,  t h e  s i t e  w h ere  m e t h y l a t e d  b a s e s  may p r e s e n t  on b o t h  s t r a n d s  o f  

th e  DNA. I f  b o t h  s t r a n d s  a r e  m e t h y l a t e d  t h e  enzyme f a i l s  t o  i n t e r a c t  

w i t h  t h e  r e c o g n i t i o n  s i t e .  I f  o n e  s t r a n d  i s  m e t h y l a t e d  t h e  enzyme  

m e t h y l a t e s  t h e  s e c o n d  s t r a n d .  I f  n e i t h e r  s t r a n d  i s  m e t h y l a t e d  t h e  

enzyme e n t e r s  i t s  r e s t r i c t i o n  mode.  S i n c e  C l a s s  I e n d o n u c l e a s e s  g i v e  

h e t e r o l o g o u s  p r o d u c t s  t h e y  a r e  o f  l i t t l e  v a l u e  a s  g e n e t i c  t o o l s .

The c l a s s  I I  e n d o n u c l e a s e s  and m e t h y l a s e s  r e c o g n i s e s  t h e  same

s y m m e t r i c a l  s i t e  on t h e  DNA. The s i t e  u s u a l l y  c o n s i s t s  o f  fo u r  or

s i x  b a s e s  w h ic h  e x i s t s  a s  s h o r t  p a l i n d r o m e .  Thus E . c o

e n d o n u c l e a s e  and m e t h y l a s e  r e c o g n i s e
\  ^

5' - G A A T T C - 3 '

3'  -  C T T A A G  -  5
* r

and t h e  Hpa I I  e n d o n u c l e a s e  and m e t h y l a s e  r e c o g n i s e

5 -  C C G G - 3

3* -  G G C C -  5'

w h ere  t h e  as te i f i sk  i n d i c a t e s  t h e  m e t h y l a t e d  b a s e  and i f  t h e  s e q u e n c e  i s  

n o t  m e t h y l a t e d  t h e  e n d o n u c l e a s e  w i l l  c l e a v e  t h e  DNA a s  i n d i c a t e d  by  

t h e  a r r o w s .  I f  t h e  DNA i s  m e t h y l a t e d  on o n e  or b o t h  s t r a n d s  no  

n u c l e a s e  a c t i o n  o c c u r s .
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A f t e r  t h e  d i s c o v e r y  o f  " r e s t r i c t i o n  m o d i f i c a t i o n "  s y s t e m  i s

p r o k a r y o t e s  a number o f  o b s e r v a t i o n s  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  s u c h  mec ha ni sm

m i g h t  e x i s t  i n  e u k a r y o t i c  c e l l s .  T h e s e  r a n g e  from s e l e c t i v e

( u n i p a r e n t a l )  i n h e r i t a n c e  o f  c h l o r o p l a s t s  (S ager  197 2 ,  197 9 ,  S ager  and

Lane 1 9 7 2 ,  S a g e r  and Ramanis 1974)  and m i t o c h o n d r i a l  DNAs ( B o l o t i n  e t .

a l . ,  1 9 7 1 ,  P e r lm a n  and B i r s k y  1 9 7 4 ) ,  ch ro mos omal  e l i m i n a t i o n  i n

i n t e r s p e c i e s  s o m a t i c  c e l l  h y b r i d s  (W eis s  and E p h a r u s s i  1 9 6 6 ,  C a r l i l e

19 72)  t o  X-chr omosome i n a c t i v a t i o n  i n  p l a c e n t a l  mammals (Lyon 1 9 7 2 ,

Brown and C han dra  1 9 7 3 ,  R i g g s  1 9 7 5 ) .  H o w e v e r ,  no  r e s t r i c t i o n  l i k e

" s i t e - s p e c i f i c "  e n d o n u c l e a s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  e u k a r y o t e s ,  a l t h o u g h

an S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e  s t i m u l a t e d  DNAase from n u c l e i  o f  c u l t u r e d

h a m s t e r  k i d n e y  (BHK) f i b r o b l a s t s  (C a t o  and Surdon  197 9) h a s  b e e n

+2
r e p o r t e d .  T h i s  enzyme d o e s  n o t  r e q u i r e  ATP or Mg f o r  a c t i v i t y  

and i s  i n h i b i t e d  by  S - a d e n o s y 1 - L - h o m o c y s t e i n e .  An e n d o n u c l e a s e  

s t i m u l a t e d  by  ATP or S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  i n  

g r e e n  monkey c e l l s  (Brown e t .  a l . ,  19 78 )  and e n d o n u c l e a s e  a c t i v i t i e s  

i s o l a t e d  from Chlamydomonas (B ur ton e t .  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  ( C l o u g h ,  197 9) and from v a r i e t y  o f  mammalian s o u r c e s  

(McKenna e t .  a l . ,  1 9 8 1 )  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  may be  s i t e  

s p e c i f i c .

4 . 2  I n t e r p l a y  b e t w e e n  DNA r e p l i c a t i o n  and m é t h y l a t i o n .

I n  1 9 6 8 ,  B i l l e n  showed t h a t  i n  E. c o l i , m é t h y l a t i o n  o f  DNA 

o c c u r s  o n l y  on  t h e  n a s c e n t  DNA c l o s e  t o  t h e  grown r e p l i c a t i o n  f o r k .

The o c c u r r e n c e  o f  m e t h y l  g r o u p s  i n  t h e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  o f  

E.  c o l i  DNA i n d i c a t e  some i n t e r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  p r o c e s s  o f  DNA 

r e p l i c a t i o n  and m é t h y l a t i o n .

S e v e r a l  s t u d i e s  w i t h  b a c t e r i o p h a g e  0X174 s u g g e s t  a f u n c t i o n  

f o r  t h e  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  r e s i d u e s  f o u n d  i n  t h e  v i r a l  DNA i n
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t e r m i n a t i n g  a rou nd  o f  r e p l i c a t i o n  (R az in  e t .  a l . ,  1 9 7 3 ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  

s i n g l e  s t r a n d e d  DNA c o n t a i n s  no  GATC s e q u e n c e  b u t  t h e  s e q u e n c e  CCTGG 

a t  p o s i t i o n  35 0 1  , h a s  a l w a y s  f o u n d  m e t h y l a t e d .  The a c c u m u l a t i o n  o f  

a b n o r m a l  r e p l i c a t i v e  i n t e r m e d i a t e s ,  when DNA m é t h y l a t i o n  i s  i n h i b i t e d  

by  n i c o t i n a m i d e  (Fr ie dm an and R a z i n ,  1976)  and when c e l l s  a r e  i n f e c t e d  

w i t h  a v i r u s ,  d e f e c t i v e  i n  g e n e  A, and more r e c e n t l y  t h e  e x p e r i m e n t s  

on s y n c h r o n i s e d  c u l t u r e s  o f  E.  c o l i  ( S z y f  e t .  a l . ,  1982)  s u g g e s t  t h a t  

m é t h y l a t i o n  o c c u r  a t  t h e  r e p l i c a t i o n  f o r k .

I t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  DNA s y n t h e s i s  i n  E.  c o l i  i s  

d i s c o n t i n u o u s ,  s m a l l  DNA p i e c e s  (Oka za ki  f r a g m e n t s )  a r e  s y n t h e s i s e d  

and a r e  s u b s e q u e n t l y  j o i n e d  t o  y i e l d  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  DNA. The  

m é t h y l a t i o n  o f  O k a z a k i  f r a g m e n t s  c a n  o c c u r  b e f o r e  l i g a t i o n  (Marinus

1 9 7 6 ) ,  t h i s  ca n be  c o n t r a s t e d  t o  t h e  s i t u a t i o n  i n  e u k a r y o t e s  whe re

n e w l y  s y n t h e s i s e d  DNA i s  n o t  m e t h y l a t e d  (Adams 1 9 7 4 ) .

4 . 3  Gene  r e g u l a t i o n  and d i f f e r e n t i a t i o n .

4 . 3 . 1  C o r r e l a t i o n  o f  g e n e  a c t i v i t y  w i t h  u n d e r m e t h y l a t i o n .

The a c t i v e  c h r o m a t i n  r e g i o n s  a r e  known t o  b e  s e n s i t i v e  t o

DNAase I ( W e in tr a u b  and G r o u d i n e  1 9 7 6 ) .  Kuo e t .  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  h a v e

r e p o r t e d  t h a t  u n d e r m e t h y l a t e d  DNA i n  t h e  r e g i o n  o f  c h i c k e n  o v a l b u m i n  

g e n e  i s  a l s o  s e n s i t i v e  t o  DNAase I ,  b u t  f o r  c h i c k e n  g l o b i n  g e n e  i t  was  

n o t  f o u n d  n e c e s s a r i l y  a l t h o u g h  t h e  g e n e  was u n d e r m e t h y l a t e d  (McGhee 

and G in d e r  197 9 )  and s e n s i t i v e  t o  DNAase I ( W e in tr a u b  and G r o u d in e  

1 9 7 6 ) .

R e s u l t s  o f  more g e n e r a l  n a t u r e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  by  

Navah-Many and Cedar  ( 1 9 8 1 ) ,  who u s e d  DNAase I t r e a t m e n t  o f  c h i c k  

e r y t h r o c y t e  c h r o m a t i n  t o  i n t r o d u c e  n i c k s  i n t o  t r a n s c r i p t i o n a l l y  a c t i v e  

g e n e s .  U s i n g  Hpa I I  and Msp I r e s t r i c t i o n  e n z y m e s ,  t h e y  c o n c l u d e
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t h a t  o n l y  43% o f  CCGG s i t e s  w ere  m e t h y l a t e d  i n  a c t i v e  r e g i o n s  compared  

w i t h  70% i n  t o t a l  DNA.

With t h e  h e l p  o f  t h e s e  i s o s c h i z o m e r s  (Hpa I I  and Msp I)

W aa lw ij k  and F l a v e l l  (19 78b)  showed t h a t  a p a r t i c u l a r  s i t e  i n  t h e  

l a r g e  i n t r o n  o f  t h e  r a b b i t  P - g l o b i n  g e n e  was m e t h y l a t e d  t o  d i f f e r e n t  

e x t e n t s  i n  d i f f e r e n t  t i s s u e s .  Sperm (100%) and b r a i n  (80%) DNA w e r e  

m o s t  h e a v i l y  m e t h y l a t e d ,  w h i l e  m o s t  s o m a t i c  ( e r y t h r o i d  and  

n o n - e r y t h r o i d ) t i s s u e  DNA was  a b o u t  50% m e t h y l a t e d .  She n and  

M a n i a t i s  (1980)  c o n s i d e r e d  13 CCGG s i t e s  in  a r e g i o n  o f  t h e  r a b b i t  

genome c o v e r i n g  4 P - t y p e  g l o b i n  g e n e s .  A g a i n  b r a i n  was  f o u n d  h e a v i l y  

m e t h y l a t e d .

With c h i c k e n  g l o b i n  g e n e ,  McGhee and G in d e r  (1979)  show ed  t h a t  

c e r t a i n  s p e c i f i c  m é t h y l a t i o n  s i t e  (Hpa I I  s i t e s )  a r e  l e s s  m e t h y l a t e d

i n  e r y t h r o c y t e s  and r e t i c u l o c y t e s  t h a n  i n  o v i d u c t  t i s s u e .

C o r r e s p o n d i n g  r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  by Mandel and  Chambon (197 9 ) ,  

who s t u d i e d  t h e  c h i c k e n  o v a l b u m i n  g e n e  a c t i v i t y .  S i m i l a r  c o n c l u s i o n  

h a s  b e e n  r e a c h e d  from s t u d i e s  on  r a b b i t  and human g l o b i n  g e n e s  and  

c h i c k e n  o < - g l o b i n  g e n e s  (Shen and M a n i a t i s  1 9 8 0 ,  V a n d e r - P l o e g  and

F l a v e l l  1 9 8 0 ,  H ai g h  e t .  a l . ,  1982  r e s p e c t i v e l y ) .

The DNA o f  ad@no v i r u s  t y p e  2 or 12 i s  n o t  m e t h y l a t e d  i n  

v i r i o n s  or when f r e e  or i n t e g r a t e d  i n  p r o d u c t i v e l y  i n f e c t e d  c e l l s  

(Vardimon e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  S u t t e r  and D o e r f l e r  1 9 8 0 ) .  In  c o n t r a s t  t h e  

m a j o r i t y  o f  CCGG s e q u e n c e s  i n  t h i s  DNA a r e  m e t h y l a t e d  i n  t r a n s f o r m e d  

c e l l s .  A s i m i l a r  i s  e m e r g i n g  from h e r p e s  s i a m r i  v i r u s  DNA s t u d i e s  

( D e s r o s i e r s  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .

4 . 3 . 2  E t h i o n i n e  and 5 - a z a c y t o s i n e .

E t h i o n i n e ,  an i n h i b i t o r  o f  DNA m é t h y l a t i o n ,  i s  an e f f e c t i v e  

i n d u c e r  o f  g l o b i n  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  F r i e n d  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s .
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In s p i t e  o f  t h e  f a c t  t h e  e t h i o n i n e  i s  t o x i c  and a f f e c t s  many c e l l u l a r  

p r o c e s s e s  C h r i s t m a n  e t .  a l . ,  ( 1977 )  s u g g e s t e d  t h a t  i n d u c t i o n  o f  g l o b i n  

g e n e  p r o d u c t i o n  i s  c a u s e d  by  u n d e r m e t h y l a t i o n  o f  DNA.

The i n c o r p o r a t i o n  o f  n u c l e o s i d e  a n a l o g u e s  5 - a z a c y t t d i n e  and  

5 - a z a d e o x y c y t i - d i n e  ( c a r b o n  atom a t  p o s i t i o n  5 i n  t h e  p y r i m i d i n e  r i n g  

i s  r e p l a c e d  by  n i t r o g e n  atom and t h u s  c a n n o t  a c c e p t  a m e t h y l  group)  

i n t o  DNA e v e n  i n  t r a c e  amount s  r e d u c e s  t h e  l e v e l  o f  DNA m é t h y l a t i o n  

p r o b a b l y  by i n h i b i t i n g  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  ( J o n e s  and T a y l o r  19 8 0 ,  

1 9 8 1 ,  Adams e t .  a l . ,  1 9 8 2 ,  C r u e s o t  e t .  a l . ,  1 9 8 2 ) .  C e l l  gr ow th  i s  

s e v e r e l y  a f f e c t e d  f o l l o w i n g  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  d r u g .  Adams e t .  

a l . ,  1982 h a v e  s e l e c t e d  from su c h  c u l t u r e s ,  v a r i a n t s  o f  mouse  L-929  

c e l l s  w i t h  o n l y  one  t h i r d  o f  amount  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  from t h e  

p a r e n t a l  c e l l  DNA.

L i k e  e t h i o n i n e ,  i n c o r p o r a t i o n  o f  5 - a z a c y t o s i n e  b r i n g s  a b o u t  

c h a n g e s  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  c e l l s .  Thus mouse  embryo c e l l s  can b e  

i n d u c e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  m u s c l e  c e l l s  ( J o n e s  and T a y l o r  1980)  and  

3T3 c e l l s  i n t o  m u s c l e  c e l l s ,  c h o n d r o c y t e s  and a d i p o c y t e s  ( T a y l o r  and  

J o n e s  1 9 7 9 ) .  The d i f f e r e n t i a t i o n  i s  o b s e r v e d  i n  a b o u t  1% o f  c e l l s  

s e v e r a l  d a y s  or w e e k s  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  th e  a n a l o g u e ,  i m p l y i n g  t h a t  

c e l l  d i v i s i o n  was o b l i g a t o r y  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  new p h e n o t y p e s .

Compare and P a l m i t e r  (1 981)  o b s e r v e d  t h a t  o n l y  f o u r  hour  

e x p o s u r e  o f  5 - a z a c y t i d i n e  on mouse thymoma c e l l s  i s  n e c e s s a r y  f o r  

r a e t a l l o t h i o n e i n  g e n e  t o  make i t  s e n s i t i v e  t o  i n d u c t i o n  by  cadmium or  

g l u c o c o r t i c o i d s ,  a l t h o u g h  DNA s y n t h e s i s  i s  a l s o  r e q u i r e d .

The t r e a t m e n t  o f  t h e  c h i c k  c e l l s  c a r r y i n g  an i n a c t i v e  

r e t r o v i r u s  p r o v i r u s  ( e v - 1 ) w i t h  a z a c y t i d i n e  l e a d  t o  h y p o m e t h y l a t i o n  

a c c o m p a n i e d  by  a c t i v a t i o n  o f  e v - 1  and t h e  a c q u i s i t i o n  o f  n u c l e a s e  

h y p e r s e n s i t i v e  r e g i o n  w i t h i n  t h e  e v - 1  c h r o m a t i n  r e g i o n  (G ro u d in e  e t .  

a l . ,  1 9 8 1 ) .  S i m i l a r l y  when Tk d e f i c i e n t  d e r i v a t i v e s  o f  c e l l  l i n e  10 1
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were  grown i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 - a z a c y t i d i n e ,  a 6  t o  2 3 - f o l d  i n c r e a s e  

i n  t h e  number o f  Tk^ d e r i v a t i v e  r e s u l t e d  ( C h r i s t y  and S c a n g o s  1 9 8 2 ) .

4 . 3 . 3  D e m e t h y l a t i o n .

I n  e a r l y  s t u d i e s  ( R i g g s  1 9 7 5 ,  H o l l i d a y  and Pugh 1975)  i t  was  

s u g g e s t e d  t h a t  a t  some p o i n t ,  p e r h a p s  i n  t h e  e a r l y  embryos ,DNA woul d  

be u n d e r m e t h y l a t e d  or n o n - m e t h y l a t e d , p r o v i d i n g  a c l e a n  s l a t e  upon  

w h ic h  t o  la y d o w n  a m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  d u r i n g  d i f f e r e n t i a t i o n .  DNA 

i n  mammalian s p erm  and e a r l y  em br yos  i s  h i g h l y  m e t h y l a t e d  (Waalwijk  

and F l a v e l l  1 9 7 8 ,  Mandel and Chambon 1 9 7 9 ,  S i n g e r  e t .  a l . ,  1979)  and  

u n d e r m e t h y l a t i o n  i s  c o r r e l a t e d  w i t h  g e n e  a c t i v i t y ,  t h e r e  m u s t  be  

s p e c i f i c  e v e n t  l i k e  d é m é t h y l a t i o n .

A m o d e l  o f  d é m é t h y l a t i o n  i s  s u g g e s t e d  ( S i n g e r  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .

In  e a r l y  u n d i f f e r e n t i a t e d  s t a t e ,  t h e  DNA i s  f u l l y  m e t h y l a t e d  and a l l  

s i t e s  a r e  f u l l y  s a t u r a t e d .  D u r i n g  d e v e l o p m e n t  s e q u e n c e  s p e c i f i c  

p r o t e i n s  i n h i b i t s  m é t h y l a t i o n  o f  DNA d u r i n g  r e p l i c a t i o n .

W h i l s t  t h i s  m o d e l  d o e s  n o t  r e q u i r e  t h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  a 

s p e c i f i c  d é m é t h y l a t i o n  a c t i v i t y  b u t  r e l i e s  on t h e  l i m i t e d  i n h i b i t i o n  

o f  DNA m é t h y l a t i o n ,  a d é m é t h y l a t i o n  enzyme a c t i v i t y  i n  t h e  n u c l e u s  o f  

m u r i n e  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s  h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  ( G j e r s e t  and  

M a r t i n  1982 )  . N u c l e o p l a s m  was  p r e p a r e d  and u s e d  f o r  enzyme a c t i v i t y  

w h i c h  r e m o v e s  m e t h y l  g r o u p s  from DNA m e t h y l a t e d  a t  t h e  i n t e r n a l  

c y t o s i n e  o f  t h e  s e q u e n c e  '5-CCGG-3' (Hpa I I  s i t e s ) .  So f a r  t h i s  

r e s u l t  h a s  n o t  b e e n  r e p r o d u c e d .  I n d e e d  d a t a  o f  Adams e t .  a l . ,  ( 1 9 7 4 )  

s u g g e s t  t h a t  s u c h  an a c t i v i t y  i s  a b s e n t  from L -9 2 9  c e l l s .

4 . 4  Chromosome i n a c t i v a t i o n  and m é t h y l a t i o n .

The Lyon (1961)  h y p o t h e s i s  p r e d i c t s  t h a t  i n  e a c h  f e m a l e  mammalian  

c e l l ,  t h e  g e n e s  o f  o n l y  o n e  X-chr omosome a r e  a c t i v e  and t h e  g e n e s  on
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ea c h  a d d i t i o n a l X - c h r o m o s o m e  a r e  n o t .  I n a c t i v e  x - c h r o m o s o m e  show  

c h a r a c t e r i s t i c  common t o  a l l  c l a s s e s  o f  h e t e r o c h r o m a t i n  i . e .  t h e y  

r e m a in  h i g h l y  c o n d e n s e d  t h r o u g h o u t  i n t e r p h a s e ,  show minimum 

t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y  and a r e  l a t e  r e p l i c a t i n g .

Sa g e r  and K i t c h e n  (1975)  and R i g g s  (1975)  i n d e p e n d e n t l y  

p r o p o s e d  t h a t  DNA m é t h y l a t i o n  may be  l i m i t e d  w i t h  s u c h  i n a c t i v a t i o n  o f  

chr om os om es  or  p a r t s  o f  c h r o m o s o m e s .  They draw t h a t  c o n c l u s i o n  from  

a s t u d y  o f  c h l o r o p l a s t  i n h e r i t a n c e  and chromosome e l i m i n a t i o n  i n  c e l l  

h y b r i d s  and i n a c t i v a t i o n  o f  o n e  X-chromosome i n  f e m a l e  mammals.

Mohandas e t .  a l . ,  ( 1981 )  h a v e  o b t a i n e d  a mouse-human h y b r i d  

c e l l  w h e r e  t h e  o n l y  o n e  c o p y  o f  h y p o x a n t h i n e  p h o s p h o r i b o s y l  

t r a n s f e r a s e  (HPRT) g e n e  i s  on an i n a c t i v e  human X -c h r o m o s o m e .  When 

t h e s e  h y b r i d  c e l l s  w ere  t r e a t e d  w i t h  5 - a z a c y t i d i n e ,  t h e  r a t e  o f  

a p p e a r a n c e  o f  t h e  v a r i a n t s  was i n c r e a s e d  t o  1 0 0 0  f o l d .

U s i n g  s p e c i f i c a l l y  p u r i f i e d  a n t i b o d i e s  t o  5 - m e t h y l  c y t o s i n e ,  

Eastman e t .  a l . ,  ( 19 80 )  h a v e  shown an i n c r e a s e d  l e v e l  o f  5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  i n  t h e  p o l y t e n e  chromosome o f  d i p t e r i n  s a l i v a r y  g l a n d s ,  w h ic h  

a r e  t r a n s c r i p t i o n a l l y  i n e r t .  S i m i l a r l y  m é t h y l a t i o n  i s  c o r r e l a t e d  

w i t h  r e d u c e d  a c t i v i t y  i n  a m p l i f i e d  RNA g e n e s .  In  Xe no pu s  l a e v i s  t h e  

h i g h l y  a c t i v e  a m p l i f i e d  r i b o s o m a l  RNA g e n e s  i n  o o c y t e s  a r e  

u n m e t h y l a t e d  w h i l e  l e s s  a c t i v e  u n a m p l i f i e d  r i b o s o m a l  RNA g e n e s  in  

s o m a t i c  c e l l s  a r e  m e t h y l a t e d  (Dawid e t .  a l . ,  1 9 7 0 ,  B i r d  and S o u t h e r n  

1 9 7 8 ) .  S t u d i e s  on i n a c t i v e  a m p l i f i e d  r i b o s o m a l  RNA g e n e s  from  

v e r t e b r a t e s  wh ere  h i g h  l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n  was  o b s e r v e d  ( T a n t r a v a h i  

e t .  a l . ,  1 9 8 1 ,  M i l l e r  e t . a l . ,  19 8 1 )  a l s o  show t h a t  t h e r e  may be  a l i n k  

w i t h  t h e  p r o p o s e d  f u n c t i o n  o f  m é t h y l a t i o n  i n  g e n e  e x p r e s s i o n .

I n a c t i v a t i o n  o f  DNA may i n v o l v e  a m e t h y l  c y t o s i n e  i n d u c e d  

c o n d e n s a t i o n  o f  c h r o m a t i n ,  b u t  t h e  a c t i o n  may b e  more  d i r e c t .  Thus
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t h e  p r e s e n c e  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  DNA i n c r e a s e s  b o t h  t h e  m e l t i n g  

t e m p e r a t u r e  and t h e  f o r m a t i o n  o f  Z-DNA (a l e f t  h a n d e d  h e l i c a l  form 

(Behe  and F e l s e n f i e l d  1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  a s  m e t h y l  c y t o s i n e s  a r e  s e l d o m  

c l u s t e r e d  ( m o s t l y  t h e y  a r e  v e r y  w i d e l y  s p a c e d )  s u c h  e f f e c t  on p h y s i c a l  

s t r u c t u r e  i s  u n l i k e l y  t o  b e  i m p o r t a n t .

In  Chlamydomonas  t h e  f u n c t i o n  o f  m é t h y l a t i o n  i n  c h l o r o p l a s t  

DNA s e e m s  much c l e a r e r  (Royer and S ager  1 9 7 9 ,  San o e t .  a l . ,  1 9 8 1 ,

S a g e r  e t .  a l . ,  1 9 8 1 ) .  The l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n  i n  c h l o r o p l a s t  DNA i s  

v e r y  l o w  or  z e r o  i n  v e g e t a t i v e  c e l l s  and m a le  (mt ) g a m â t e s .  The  

c h l o r o p l a s t  DNA i n  f e m a l e  (mt^) g a m e t e s  i s  h e a v i l y  m e t h y l a t e d .

T h i s  m é t h y l a t i o n  i s  b r o u g h t  a b o u t  b y  a s i t e  s p e c i f i c  DNA m e t h y l a s e  

(Sa no  and S a g e r  1 9 8 0 ,  S ager  e t .  a l . ,  1 9 8 1 )  p r e s e n t  o n l y  i n  f e m a l e  

g a m a t e s .  In  C h l a m y d o m o n a s , t h e  c h l o r o p l a s t  g e n e s  a r e  m a t e r n a l l y  

i n h e r i t e d .  They a r e  t r a n s m i t t e d  from t h e  f e m a l e  p a r e n t  t o  a l l  

p r o g e n y ,  w h i l e  c o r r e s p o n d i n g  g e n e s  from t h e  m a le  p a r e n t  a r e  l o s t .

4 . 5  O th e r  p o s s i b l e  f u n c t i o n s  o f  DNA m é t h y l a t i o n .

4 . 5 . 1  M is m atch  r e p a i r .

When m i s m a t c h e d  n u c l e o t i d e s  a r e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA and n o t  

e x c i s e d  b e f o r e  p o l y m e r i s a t i o n  c o n t i n u e s ,  a p o t e n t i a l  f o r  m u t a t i o n  

a r i s e s .  H o w e v e r ,  i n  b a c t e r i a ,  e f f i c i e n t  m e t h o d s  e x i s t  f o r  r e p l a c i n g  

a m i s m a t c h e d  b a s e  p a i r  c r e a t e d  by  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  wrong r e s i d u e s  

b y  DNA p o l y m e r a s e  d u r i n g  DNA s y n t h e s i s  (Raddin g 1 9 7 8 ,  G l i c k m a n  and 

Radman 19 8 0 ) .  An i m p o r t a n t  f e a t u r e  o f  t h i s  r e p a i r  i s  i t s  c o n t r o l  by  

m e t h y l  g r o u p s  i n  t h e  DNA, The q u e s t i o n  a r i s e s ,  how t h e  i n c o r r e c t  

b a s e  i s  r e c o g n i s e d  and r e p l a c e d .  E. c o l i  DNA c o n t a i n s  a s m a l l  amount  

o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  and  6 - m e t h y l  a d e n i n e  t o  p r o t e c t  i t s e l f  from i t s  

own r e s t r i c t i o n  e n z y m e s .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  r e p l i c a t i o n  t h e  n e w l y
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s y n t h e s i s e d  DNA s t r a n d s  w i l l  be  t e m p o r a r i l y  u n m e t h y l a t e d . T h e r e f o r e  

i f  a m is m a tc h  o c c u r s  i n  n e w l y  s y n t h e s i s e d  DNA, t h e  c o r r e c t  b a s e  w i l l  

be t h e  o n e  i n  t h e  m e t h y l a t e d  p a r e n t a l  s t r a n d  and t h e  i n c o r r e c t  b a s e  

w i l l  be t h e  o n e  i n  t h e  u n m e t h y l a t e d  d a u g h t e r  s t r a n d .

S e v e r a l  p a p e r s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  t o  r e p o r t  t h a t  s t r a n d  

r e c o g n i t i o n  f o r  m i s m a t c h  r e p a i r  i s  m e t h y l  d i r e c t e d  (M a r in a s  and M o r r i s  

1 9 7 4 ,  G l i c k m a n  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  Herman and Modrich  1 9 8 1 ) .  In  1 9 8 0 ,  

M e s e l s o n  and h i s  a s s o c i a t e s  fo u n d  t h a t  when h e t e r o d u p l e x  lambda DNA 

was c o n s t r u c t e d  i n  w h i c h  o n l y  o n e  s t r a n d  was m e t h y l a t e d ,  m i s m a t c h  

r e p a i r  o c c u r s  and t h e  p r o g e n y  o b t a i n e d  when t h i s  DNA was  t r a n s f e c t e d  

i n t o  E c o l i  was  s t r o n g l y  i n c l i n e d  t o w a r d s  t h e  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  

c o n t a i n e d  i n  t h e  m e t h y l a t e d  s t r a n d .  I f  b o t h  s t r a n d s  a r e  m e t h y l a t e d ,  

l i t t l e  i f  a n y  r e p a i r  o c c u r s ;  i f  n e i t h e r  s t r a n d  i s  m e t h y l a t e d ,  r e p a i r  

o c c u r s  b u t  w i t h o u t  s t r a n d  d i s c r i m i n a t i o n .  (Wagner and M e s e l s o n  1 9 7 6 ) .

T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  DNA 

me t h y l a s e  l e v e l s  a r e  c o n t r o l l e d  v i v o  t o  a l l o w  t r a n s i e n t  

u n d e r m e t h y l a t i o n  o f  t h e  n e w l y  r e p l i c a t e d  DNA (M a r in a s  1 9 7 6 ) .  T h i s  

p e r m i t s  s e l e c t i v e  r e c o g n i t i o n  and r e p a i r  o f  t h e  u n p a i r e d  b a s e  i n  t h e  

n e w l y  r e p l i c a t e d  DNA w h i c h  i s  more l i k e l y  t o  be  i n c o r r e c t .

As some e v i d e n c e  e x i s t s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  s u c h  a m echa ni sm  

i n  b a c t e r i a ,  Radman’ s  g r o u p  a r e  l o o k i n g  f o r  p a r a l l e l  e v i d e n c e  i n  

e u k a r y o t e s  (Radman e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  G l i c k m a n  & Radman 1 9 8 0 ,  Radman 1 9 8 1 ) ,

4 . 5 . 2  M u t a t i o n .

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  r e s i d u e s  may be  s i t e s  f o r  s p o n t a n e o u s  

m u t a t i o n  ( S a l s a r  1 9 7 7 ) .  C y t o s i n e  r e s i d u e  i n  t h e  DNA, when s u b j e c t  t o  

d e a m i n a t i o n  g i v e s  r i s e  t o  u r a c i l ,  w h i c h  can be  e n z y m i c a l l y  removed  

( C o u l o n d r e  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ,  L i n d h a l  1 9 7 9 ) .  But  d e a m i n a t i o n  o f  5 - m e t h y l
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c y t o s i n e  p r o d u c e s  t h y m i n e ,  wh ic h  must  be  l e a d  t o  a h e r i t a b l e  c h a n g e  by  

t r a n s i t i o n  f r o m - G C - t o - A T - ( S c a r a n o  1 9 7 1 ) ,  In  e u k a r y o t i c  DNA, 5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  i s  p r e f e r e n t i a l l y  p r e s e n t  i n - C G - s e q u e n c i e s . T h i s  s e q u e n c e  

i s  a l s o  under r e p r e s e n t e d  ( m e t h y l a t e d  p l u s  n o n - m e t h y l a t e d  fo rm s)  t o  

v a r i o u s  e x t e n t s  i n  v e r t e b r a t e s  ( R u s s e l  e t .  a l . ,  1 9 7 6 ) .  The o b s e r v e d  

d e f i c i e n c y  o f  t h e - C G - d i n u c l e o t i d e  was s u g g e s t e d  t o  r e s u l t  from h i g h  

m u t a b i l i t y  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  ( S a l s e r  1977)  . I n  r e c e n t  s t u d y  o f  

t h e  e x t e n t  o f  m é t h y l a t i o n  o f - C G - s e q u e n c e s  i n  th e  DNAs o f  l a r g e  v a r i e t y  

o f  e u k a r y o t i c  o r g a n i s m s ,  a r e c i p r o c a l  c o r r e l a t i o n  was  o b s e r v e d  b e t w e e n  

th e  c o n t e n t  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  and the  f r e q u e n c y  o f - C G - d i n u c l e o t i d e s  

( B i r d  1 9 8 0 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  c o u l d  s u p p o r t  t h e  i d e a  t h a t  

m é t h y l a t i o n  o f - C G - r e n d e r s  i t  h y p e r m u t a b l e .

5 .  P a t t e r n s  o f  DNA m é t h y l a t i o n ;  i t s  m a i n t e n a n c e  and a l t e r a t i o n .

H a v in g  d e s c r i b e d  th e  p a t t e r n s  o f  DNA m é t h y l a t i o n  a k e y  

q u e s t i o n  a r i s e s  how t h e s e  p a t t e r n s  a r e  m a i n t a i n e d  f o l l o w i n g  c e l l  

d i v i s i o n  and how t h e y  a r e  a l t e r e d  d u r i n g  d e v e l o p m e n t ,

5 - m e t h y l  c y t o s i n e  r e s i d u e s  a r e  l a r g e l y  f o u n d  i n  t h e

5s y m m e t r i c a l  d i n u c l e o t i d e  -m CG-.  Thus i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  DNA

r e p l i c a t i o n  an u n m e t h y l a t e d  -CG- in  t h e  n a s c e n t  DNA s t r a n d  i s  p a i r e d  

w i t h  a -rn^CG- i n  t h e  p a r e n t a l  s t r a n d  f o r m i n g  h e m i m e t h y l a t e d  DNA 

( T u r n b u l l  and Adams 197 6 ) .  Such h e m i m e t h y l a t e d  DNA i s  b e l i e v e  t o  b e  

a n a t u r a l  s u b s t r a t e  f o r  DNA m e t h y l a s e s  (or DNA m e t h y l  t r a n s f e r a s e s )  

and t u r n s  o u t  t o  be  an e f f i c i e n t  a c c e p t o r  o f  m e t h y l  g r o u p s  v i t r o  

(Compare and P a l m i t e r  1 9 8 1 ,  J o n e s  and T a y l o r  1 9 8 1 ,  Gruenbaum e t .  a l . ,  

1 9 8 2 ) .

C o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  h a s  b e e n  o b t a i n e d  from t r a n s f e c t i o n  

s t u d i e s  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s  c a n  be  c o p i e d  o v e r
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Fig.1 M a in ten an ce  and  a l t é ra t io n  of DNA m éthy la t ion  p a t t e r n s .
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many d i v i s i o n s  i n  e u k a r y o t i c  c e l l s  (Wigle r  e t .  a l . ,  1 9 8 1 ,  H a r la n d  

1 9 8 2 ) .  For e x a m p l e ,  when b a c t e r i o p h a g e  0X174 DNA and c l o n e d  c h i c k e n  

t h y m i d i n e  k i n a s e  g e n e  m e t h y l a t e d  iji  v i t r o  w i t h  Hpa I I  m e t h y l a s e  w e r e  

i n t r o d u c e d  i n t o  tk c u l t u r e d  mouse  c e l l s  by DNA m e d i a t e d  g e n e  

t r a n s f e r  t e c h n i q u e ,  th e  i n h e r i t a n c e  o f  DNA m é t h y l a t i o n  was o b s e r v e d  

o v e r  25 c e l l  g e n e r a t i o n s  ( W ig le r  e t .  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h i s  s u p p o r t  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  c e l l s  c o n t a i n  m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  c a p a b l e  o f  

e f f i c i e n t  m o d i f i c a t i o n  o f  h e m i m e t h y l a t e d  s i t e s  and i t  h a s  b e e n  shown  

i n  s e v e r a l  c a s e s  ( R i g g s  1 9 7 5 ,  H o l l i d a y  and Pugh ,  B i r d  1 9 7 8 ,  Cedar e t .  

a l . ,  1 9 7 9 ,  W i g l e r  1 9 8 1 ,  W i g l e r  e t .  a l . ,  1 9 8 1 ) .

I n  o r d e r  t o  a l t e r  t h e  p a t t e r n  o f  m é t h y l a t i o n ,  m e t h y l  g r o u p s  

m u s t  e i t h e r  be  ad de d t o  or removed from DNA. L o s s  o f  m e t h y l  g r o u p s  

c a n  r e s u l t  from r e p l i c a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  m é t h y l a t i o n  ( F i g ,  1) or  

p o s s i b l e  by  t h e  a c t i o n  o f  s p e c i f i c  d e m e t h y l a s e s  i f  t h e y  e x i s t .  W h i l e  

t h e  a d d i t i o n  o f  m e t h y l  g r o u p s  w o u ld  h a v e  t o  be  b r o u g h t  a b o u t  by a 

m e t h y l a t i n g  enzyme w h ic h  wo u ld  n o t  r e q u i r e  t o  r e c o g n i s e  a 

h e m i m e t h y l a t e d  s i t e .

6 . DNA m e t h y l a s e s .

The  m é t h y l a t i o n  o f  DNA b a s e s  i s  b r o u g h t  a b o u t  by  DNA

m e t h y l a s e s .  T h e s e  en z y m e s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  and p u r i f i e d  from a 

v a r i e t y  o f  e u k a r y o t i c  and p r o k a r y o t i c  o r g a n i s m s ,  and u s e  S - a d e n o s y l -  

L - m e t h i o n i n e  a s  a m e t h y l  g r o u p  d o n o r ,  whi ch  i n  t u r n  i s  d e r i v e d  from 

L - m e t h i o n i n e  and ATP.

DNA + S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e  DNA m e t h y l a s e ^  m e t h y l a t e d  DNA + 

S - a d e n o s y 1 - L - h o m o c y s  t e i n e .

(Se e  F i g u r e  2 ) .

6 . 1  DNA m e t h y l a s e s  from p r o k a r y o t e s .

P r o k a r y o t i c  DNA m e t h y l a s e s  i s o l a t e d  s o  f a r ,  r e c o g n i s e  a
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s p e c i f i c  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  s i n c e  few o f  t h e  many p o s s i b l e  c y t o s i n e s  

and a d e n i n e s  a r e  m e t h y l a t e d .  The m é t h y l a t i o n  o f  n e w l y  s y n t h e s i s e d  

DNA o c c u r s  n e a r  t h e  r e p l i c a t i o n  p o i n t  ( B i l l e n  1 9 6 8 ,  Lark 1968)  

r e s u l t i n g  i n  a v e r y  low ^  v i v o  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n m e t h y l a t e d  DNA,

T h i s  i s  c o n f i r m e d  by  t h e  f i n d i n g s  o f  L a u t e n b e r g e r  and Linn  ( 1 9 7 2 ) .  

T h e s e  e n z y m e s  h a v e  shown i n c a p a b l e  o f  iji v i t r o  o f  m e t h y l a t i n g  

( h o m o l o g o u s )  DNA from t h e  same s t r a i n  w h i l s t  m e t h y l a t i n g  DNA from  

h e t e r o l o g o u s  s o u r c e  more e f f i c i e n t l y  (Gold  e t .  a l . ,  1 9 6 3 ,  Gold  and  

H u r w i t z  1 9 6 4 a ,  b ,  F u j i m o t o  e t .  a l . ,  1 9 6 5 ) .  T h e s e  e a r l y  f i n d i n g s  a r e  

now c l e a r l y  u n d e r s t o o d  i n  t e r m s  o f  t h e i r  b e i n g  a w i d e  v a r i e t y  o f  

s e q u e n c e  s p e c i f i c  DNA m e t h y l a s e s  e x i s t i n g  i n  p r o k a r y o t e s .

6 . 1 . 1  The dam and dcm m e t h y l a s e s .

I n  E. c o l i  s t r a i n s  DNA m é t h y l a t i o n  i n  f a c t  i s  n o t  a s s o c i a t e d  

w i t h  r e s t r i c t i o n  m o d i f i c a t i o n .  T h i s  m é t h y l a t i o n  i s  c a r r i e d  o u t  by  a t  

l e a s t  two d i f f e r e n t  m e t h y l a s e s  c o d e d  by t h e  dam and mec g e n e s  (Marinus  

and M o r r i s  1 9 7 3 ) .  The p h y s i c a l  s e p a r a t i o n  o f  t h e s e  two en zym es  h a s  

r e c e n t l y  b e e n  a c h i e v e d  ( N e s t r e n k o  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ,  Hattmen 1 9 7 7 ,  U r i e l i  

e t .  a l . ,  1 9 7 9 ,  N i k o l s k a y a  e t .  a l . ,  1 9 7 9 ) .  The dam p r o d u c t  m e t h y l a t e s  

a d e n i n e  r e s i d u e s  w i t h i n  t h e  s e q u e n c e  GATC and t h e  mec p r o d u c t  (dcm 

m e t h y l a s e )  m e t h y l a t e s  c y t o s i n e  r e s i d u e s  a t  t h e  CC^GG s e q u e n c e  

( P o l l o c k  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ) .  In E. c o l i  DNA, t h e s e  s i t e s  seem t o  be  100% 

m e t h y l a t e d  on b o t h  s t r a n d s  a s  a r e  t h o s e  s e q u e n c e s  i n  e x t r a c h r o m o s o m a l

DNA p r o p a g a t e d  i n  t h e  c e l l  l i k e  p l a s m i d  or phage  DNA ( P o l l o c k  e t .  a l . ,

1 9 8 0 ) .  From t h e  c a l c u l a t e d  number o f  GATC s i t e s  i n  E.  c o l i  DNA and

t h e  number o f  d e t e c t e d  6 - m e t h y l  a d e n i n e  r e s i d u e s ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e

m e t h y l a t a b l e  s i t e s  ca n  a c c o u n t  f o r  a l l  6 - m e t h y l  a d e n i n e  r e s i d u e s  

o b s e r v e d .
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In  a d d i t i o n  t o  t h e s e  m e t h y l a t i n g  a c t i v i t i e s ,  t h e  s t r a i n s  E.  

c o l i  B and E. c o l i  K12 a r e  known t o  c o n t a i n  h o s t  s p e c i f i c  m o d i f i c a t i o n  

en zym es  (Haberman e t .  a l . ,  1 9 7 2 ,  K u h n l e i n  e t .  a l . ,  1 9 6 9 ) .  Two 

m e t h y l a s e s  a n a l o g o u s  t o  t h o s e  c o d e d  by  the  dam and mec g e n e s  i n  E.  

c o l i  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  S a l m o n e l l a  t y p h i  and S a l m o n e l l a  ty ph im ur  ium 

(G o m e z -E ic h e lm a n n  197 9) b u t  n o t  i n  B a c i l l u s  s u b t i l i s  or  S t a p h l o c o c c u s  

a u r e u s  (Dre s i s e i k e l m a n n  and W a c k e r n a g e l  1 9 8 1 ) .

The i s o l a t i o n  o f  dam and dcm m e t h y l a s e s  from E. c o l i  C h a s  

r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  ( U r i e l i - s h o v a l  e t .  a l . ,  1 9 8 3 ) .  The  s u b s t r a t e  

and s e q u e n c e  s p e c i f i c i t y  h a s  b e e n  s t u d i e d  and f o u n d  t h a t  t h e s e  

m e t h y l a s e s  a r e  d i f f e r e n t  from t h e  mouse  DNA m e t h y l a s e  ( s e e  b e lo w )  

w h ic h  m e t h y l a t e s  h e m i m e t h y l a t e d  DNA a t  a r a t e  o f  1 0 0 - f o l d  h i g h e r  than  

t h a t  f o r  u n m e t h y l a t e d  d u p l e x  DNA (Gruenbaum e t .  a l . ,  1 9 8 2 ) .

6 . 1 . 2  DNA m e t h y l a s e s  i n  b a c t e r i o p h a g e  i n f e c t e d  c e l l s .

Hausmann and G o ld  (1966)  r e p o r t e d  a 1 0 0 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  

c a p a c i t y  o f  e x t r a c t s  o f  E. c o l i  B c e l l s  t o  m e t h y l a t e  a d e n i n e  r e s i d u e s  

[ t h e s e  c e l l s  h a v e  no  m e t h y l a t e d  c y t o s i n e  r e s i d u e s  and t h e y  a r e  d e v o i d  

o f  DNA c y t o s i n e  m e t h y l a s e s  ( F u j i m o t o  e t .  a l . ,  1 9 6 5 ) ]  6  m i n u t e s  a f t e r  

i n f e c t i o n  by  T2 b a c t e r i o p h a g e .  ^  n o v o  p r o t e i n  s y n t h e s i s  was n e c e s s a r y  

f o r  t h i s  i n c r e a s e  t o  o c c u r .  The p r o p e r t i e s  o f  t h e  DNA m e t h y l a s e  o f  

p h a g e - T 2  i n f e c t e d  b a c t e r i a  s u g g e s t  t h a t  i t  i s  a new DNA m e t h y l a s e  

s y n t h e s i s e d  a f t e r  i n f e c t i o n .  T^ and T ^ -p h ag e  i n f e c t e d  E.  c o l i  B 

c e l l s  a l s o  show ed h o s t  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  b u t  t h e  i n c r e a s e  was  

s m a l l e r  compa red t o  T ^ -p h a g e  i n f e c t e d  c e l l s ,  T  ̂ and X“ P h a g e s  had no  

e f f e c t  on t h e  h o s t  DNA m e t h y l a s e s  (Hausmann and G o l d ,  1 9 6 6 ) .

When Xpl2  b a c t e r i o p h a g e  i n f e c t s  Xanthomonas  o r y z a e  c e l l s  t o  

i n d u c e  t h e  a c t i v i t y  o f  an enzyme t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  u n u s u a l  

o c u r r e n c e  o f  m e t h y l a t e d  b a s e s  i n  Xpl2  p h a g e  DNA (Kuo a n d  Tu 1 9 7 6 ) .
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In  t h i s  ph age  DNA, c y t o s i n e  i s  c o m p l e t e l y  r e p l a c e d  by  5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  r e s i d u e s  ( E r h l i c h  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ,  Kuo and Tu 1 9 7 6 ) .  However  

u n l i k e  DNA m e t h y l a s e s ,  t h i s  enzyme m e t h y l a t e s  c y t o s i n e  r e s i d u e s  a t  t h e  

n u c l e o t i d e  l e v e l  b e f o r e  p o l y m e r i s a t i o n  o f  t h e  DNA, In t h i s  enzyme  

r e a c t i o n  m e t h y l  g r o u p  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  r e s i d u e s  i s  d e r i v e d  from  

t h e  3 . c a r b o n  o f  s e r i n e  r a t h e r  th a n  from t h e  t h i o  m e t h y l  c a r b o n  o f  

m e t h i o n i n e  (Kuo and Tu 1 9 7 6 ) .

6 ,2  DNA m e t h y l a s e s  from mammalian s o u r c e s .

6 . 2 . 1  S o l u b i l i s a t i o n  and p u r i f i c a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e s ,

6 . 2 . 1 . 1  S o l u b i l i s a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e s .

Su rd o n  e t .  a l . ,  (1967)  w e r e  t h e  f i r s t  t o  d e t e c t  DNA m e t h y l a s e  

i n  mammalian c e l l  n u c l e i .  Th ey  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  enzyme i n  t h e  

c e l l  i s  f i r m l y  bound t o  t h e  c h r o m a t i n  f r a c t i o n .  S i m i l a r l y  when S h e i d  

e t .  a l . ,  ( 1 9 6 8 ) ,  r e p o r t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  DNA m e t h y l a s e  from r a t  

t i s s u e s ,  t h e  enzyme r e m a i n e d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n .  S t u d i e s  w i t h  r a t  l i v e r  ( K a l o u s e k  and M o r r i s  1 9 6 8 ) ,  

h o w e v e r ,  h a v e  shown t h a t  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  c a n  be  s o l u b i l i s e d  

from c h r o m a t i n  b u t  under  o n l y  s t r i n g e n t  e x t r a c t i o n  c o n d i t i o n s  e . g .  

h o m o g e n i s a t i o n  a l t e r n a t i v e l y  i n  s u c r o s e  c o n t a i n i n g  MgCl^i and  

T r is - H C ’l  (pH 7 . 8 )  b u f f e r .

6 . 2 . 1 . 2  P u r i f i c a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e s .

The p u r i f i c a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e s  a f t e r  s o l u b i l i s a t i o n  h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  from number o f  s o u r c e s  r a n g i n g  from r a t  s p l e e n  and r a t  

l i v e r  ( K a l o u s e k  and M o r r i s  1 9 6 9 ,  M o r r i s  and P i h  1 9 7 1 ) ,  Kr ebs  I I  

a s c i t e s  tumour c e l l s  ( T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ) ,  N o v i k o f f  r a t  he pa to m a  

c e l l s  ( S n e i d e r  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ) ,  HeLa c e l l s  (Soy  and W e i s b a c h  (197 5)  and
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BHK-21 c e l l s  (Cato  e t .  a l . ,  1 9 7 8 ) .  The m e t h o d s  a p p l i e d  f o r  t h e  

p u r i f i c a t i o n  a r e  s i m i l a r .  Most  i n v o l v e  ammonium s u l p h a t e  

p r e c i p i t a t i o n ,  g e l  f i l t r a t i o n ,  D E A E - c e l l u l o s e , p h o s p h o c e l l u l o s e  and  

h y d r o x y l a p a t i t e  c h r o m a t o g r a p h y .

Simon e t .  a l . ,  (1978)  p u r i f i e d  DNA m e t h y l a s e  from r e g e n e r a t i n g  

l i v e r  c e l l s  t o  6 6 0 - f o l d .  A l t h o u g h  t h i s  enzyme was  n o t  p u r i f i e d  t o  

a p p a r e n t  h o m o g e n e i t y  i t s  d e g r e e  o f  a c t i v i t y  was  a t  l e a s t  7 - f o l d  h i g h e r  

th a n  r e p o r t e d  f o r  o t h e r  DNA m e t h y l a s e s  from mammalian c e l l s .

R e c e n t l y ,  Adams e t .  a l . ,  ( 1 9 7 9 ) ,  h a v e  r e p o r t e d  an im pro ved  

meth od  ( i n v o l v e  i n i t i a l  t r e a t m e n t  o f  n u c l e a r  e x t r a c t  w i t h  

p h o s p h o c e l l u l o s e  and t a k i n g  t h e  30  t o  60% s a t u r a t e d  ammonium s u l p h a t e  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  t h r o u g h  g e l  f i l t r a t i o n )  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  DNA 

m e t h y l a s e  from Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s .  The enzyme s e d i m e n t e d  

a t  8 . 3 S  on g l y c e r o l  g r a d i e n t s  and a major  band on S D S - p o l y a c r y l a m i d e  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  had a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 8 4 , 0 0 0  d a l t o n s .

6 , 3  S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  DNA m e t h y l a s e s .

Two t y p e s  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  h a v e  b e e n  p o s t u l a t e d  

( R i g g s  1 9 7 5 ,  H o l l i d a y  and Pugh 1 9 7 5 ,  D ra h o v sk y  and Boehm 1 9 8 0 ,  R az in  

and Fr ie dm an  19 8 1 )  w h i c h  may e x i s t  i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s  i . e .  

m a i n t a i n i n g  a c t i v i t y ,  a b l e  t o  c o m p l e t e  a h a l f  m e t h y l a t e d  m é t h y l a t i o n  

s i t e  and i n i t i a t i n g  o r  a l t e r a t i o n  a c t i v i t y ,  m e t h y l a t i n g  p r e v i o u s l y  

u n m e t h y l a t e d  s i t e s  ( s o m e t i m e s  a l s o  c a l l e d  ^  n o v o  m é t h y l a t i o n ) .

DNA m e t h y l a s e  i s o l a t e d  from mammalian s o u r c e s  ( D r a h o v s k y  and  

M o r r i s  1 9 7 1  a ,  b . , Roy and W e i s b a c h  197 5 ,  S n e i d e r  e t .  a l . ,  1 9 7 5 ,  

T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ,  Simon e t .  a l . ,  1978 )  i n  v i t r o  seem t o  e x p r e s s  

i n i t i a t i n g  r a t h e r  t h a n  m a i n t a i n i n g  p r o p e r t i e s  a s  t h e y  m e t h y l a t e  a 

number o f  b a c t e r i a l  DNAs and s y n t h e t i c  p o l y m e r s  w h i c h  do  n o t  c o n t a i n
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5 - m e t h y l  c y t o s i n e .  On t h e  o t h e r  hand o b s e r v a t i o n s  w i t h  DNA m e d i a t e d  

g e n e  t r a n s f e r  and b r o m o d e o x y - u r i d i n e  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  

o f  m a i n t e n a n c e  m e t h y l a s e  i n  e u k a r y o t e s  ( P o l l o c k  e t .  a l . ,  1 9 8 0 ,  J o n e s  

and T a y l o r  1 9 8 1 ,  S t e i n  e t .  a l . ,  1 9 8 2 , ) .  T h i s  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  

w h e t h e r  p r e s e n t  p r o c e d u r e s  f o r  t h e  i s o l a t i o n  and s t u d y  o f  mammalian  

DNA m e t h y l a s e s  a r e  a d e q u a t e .  Where a r e  t h e  m a i n t e n a n c e  a c t i v i t i e s ?  

Can t h e  DNA m e t h y l a s e  p r e s e n t l y  s t u d i e d  be  m o d u l a t e d  i n  s u c h  a way a s  

tQ_ a c t  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  or  i n i t i a t i o n  o f  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s ?

6 . 4  S e q u e n c e  s p e c i f i c i t y  o f  DNA m e t h y l a s e s .

When h e m i m e t h y l a t e d  (3x174 DNA was i n s e r t e d  i n t o  mouse L - c e l l s  

b y  t h e  t e c h n i q u e  u s e d  f o r  DNA m e d i a t e d  g e n e  t r a n s f e r ,  o n l y  m é t h y l a t i o n  

a t  -CG- r e s i d u e s  was  i n h e r i t e d  from g e n e r a t i o n  t o  g e n e r a t i o n  ( S t e i n  

e t .  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  s e l e c t i v i t y  was p r e s u m a b l y  d e t e r m i n e d  by  t h e  

e n z y m i c  s p e c i f i c i t y  o f  DNA m e t h y l a s e .  Greunbaum e t .  a l . ,  (1982)  

t e s t e d  t h a t  h y p o t h e s i s  by  m e t h y l a t i n g  h e m i m e t h y l a t e d  0X174 DNA by  

a s c i t e s  tumour c e l l  m e t h y l a s e  v i t r o  and a n a l y s e d  t h e  s e q u e n c e  

s p e c i f i c i t y  o f  t h e  r e a c t i o n .  M o d i f i e d  n e a r e s t - n e i g h b o u r  a n a l y s i s  o f  

i n  v i t r o  m e t h y l a t e d  0X174 DNA i n d i c a t e d  t h a t  95% o f  t h e  -CG- r e s i d u e s  

w e r e  m o d i f i e d .  Other  s e q u e n c e s  l i k e  -GCGC- -CCGG- and -ACGT- t h a t  

s h a r e  i n  common -CG- d i n u c l e o t i d e  a r e  a l s o  r e p o r t e d  t o  be  p a r t i a l l y  

m e t h y l a t e d  ( R a z in  and R i g g s  1 9 8 0 ) .  T h i s  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n ;  i s  t h e  

m é t h y l a t i o n  o f  t h e s e  s e q u e n c e s  a c h a r a c t e r i s t i c  o f  o n e  s p e c i f i c  DNA 

m e t h y l a s e  or  a l t e r n a t i v e l y  do  s e v e r a l  h i g h l y  s p e c i f i c  m e t h y l a s e s  e x i s t  

i n  t h e  c e l l  e a c h  m e t h y l a t i n g  o n e  s p e c i f i c  s e q u e n c e .  Can f u r t h e r  

p u r i f i c a t i o n  s e p a r a t e  t h e s e  a c t i v i t i e s ?

6 . 5  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  DNA m e t h y l a s e  and DNA.

E a r l y  s t u d i e s  c o n c e r n i n g  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  DNA m e t h y l a s e  and
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DNA a r e  p e r f o r m e d  w i t h  a p a r t i a l l y  p u r i f i e d  DNA m e t h y l a s e  from r a t  

l i v e r  ( D r a h o v s k y  and M o r r i s  1 9 7 1 a } ,  The r e s u l t s  sh ow ed t h a t  th e  

enzyme fo rm s two t y p e s  o f  c o m p l e x  w i t h  DNA i n  t h e  a b s e n c e  o f  a d e n o s y l  

m e t h i o n i n e  (a) weak c o m p l e x  ( d i s s o c i a t e s  i n  0.2M NaCl  a t  0 ° c )  and

(b) t i g h t  c o m p l e x  ( fo rm ed  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e s  and s t a b l e  i n  0 .2M  

N a C l ) .  The t i g h t  c o m p l e x  a p p e a r e d  t o  b e  f o r  m é t h y l a t i o n  t o  o c c u r ,  i t  

was n o t  known w h e t h e r  f o r m a t i o n  o f  t h i s  t i g h t  c o m p l e x  i n v o l v e s  

r e c o g n i t i o n  o f  s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s .  I t  was l a t e r  f o u n d  (D ra h o v sk y  

an d M o r r i s  1971b)  t h a t  t h e  enzyme ca n  form a t i g h t  c o m p l e x  a t  0 ° c  

w i t h  d e n a t u r e d  DNA n o t  w i t h  n a t i v e  DNA.

I t  was  a l s o  shown t h a t  l i v e r  DNA m e t h y l a s e  f u n c t i o n e d  

p r o c e s s i v e l y  i . e .  i t  c o n t i n u e s  t o  wa lk  a l o n g  t h e  DNA t r a n s f e r r i n g  

m e t h y l  g r o u p s  a t  a p p r o p r i a t e  s i t e s  w i t h o u t  d e t a c h i n g  ( D r a h o v s k y  and  

M o r r i s  1 9 7 1 a ) .  L a t e r  Simon e t .  a l . ,  (197 8) u s i n g  more p u r i f i e d  

p r e p a r a t i o n  o f  r a t  l i v e r  DNA m e t h y l a s e  c o n f i r m e d  t h e  t e m p e r a t u r e  

d e p e n d e n t  f o r m a t i o n  o f  s a l t  r e s i s t a n t  t i g h t  c o m p l e x .  S i m i l a r  r e s u l t s  

h a v e  b e e n  o b t a i n e d  by  T a y l o r  and J o n e s  (1982)  w i t h  mouse s p l e e n  DNA 

m e t h y l a s e  and h e m i m e t h y l a t e d  DNA c o n t a i n i n g  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  

5 . a z a c y t o s i n e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  h i g h l y  p u r i f i e d  DNA m e t h y l a s e  from  

Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s  h a s  b e e n  shown t o  b i n d  l o o s e l y  and  

r e v e r s i b l y  t o  DNA p e r h a p s  a t  random and m é t h y l a t i o n  o c c u r s  o n l y  when 

enzyme b i n d s  t o  m e t h y l a t a b l e  s i t e s  ( i t s  t i g h t  b i n d i n g  i s  d e p e n d i n g  

upon t h e  s o u r c e  o f  DNA ( T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ) .
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AIMS

From t h e  a b o v e  i n t r o d u c t i o n  i t  i s  c l e a r  t h a t  ou r  k n o w le d g e  

c o n c e r n i n g  s u b s t r a t e  and s e q u e n c e  s p e c i f i c i t y  o f  e u k a r y o t i c  DNA 

m e t h y l a s e s  i s  l i m i t e d  com par ed  w i t h  t h a t  o f  DNA m e t h y l a s e s  from  

p r o k a r y o t e s .  O c c u r r e n c e  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  i n  d i f f e r e n t  s e q u e n c e s  

and p r e f e r e n e c e  o f  c e r t a i n  DNA m e t h y l a s e  p r e p a r a t i o n s  f o r  on e  t y p e  o f  

DNA s u b s t r a t e  and n o t  t h e  o t h e r  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  may b e  more th a n  

o n e  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w o r k i n g  i n  e u k a r y o t e s .  The a im o f  t h i s  s t u d y  

was t o  d e t e r m i n e ,  w h e t h e r  t h e r e  may be  m u l t i p l e  m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s ,  

or  a d d i t i o n a l  f a c t o r s  w h ic h  m i g h t  m o d u l a t e  t h e  a c t i v i t y  and  

s p e c i f i c i t y  o f  DNA m e t h y l a s e  i n  mouse tumour c e l l s .

For i n s t a n c e  a r e  t h e r e  DNA m e t h y l a s e s  (a) c a p a b l e  o f  

m e t h y l a t i n g  c y t o s i n e s  i n  d i f f e r e n t  s e q u e n c e s  (b) c a p a b l e  o f ,  e i t h e r  

m a i n t a i n i n g  or  a l t e r i n g  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s ?  Or a r e  t h e r e  

f a c t o r s  w h i c h  m i g h t  m o d u l a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  a s i n g l e  DNA m e t h y l a s e  t o  

m o d i f y  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  s e q u e n c e  and t o  b o t h  m a i n t a i n  and a l t e r  DNA 

m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s ?



MATERIALS AND METHODS
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A. MATERIALS.

1 .  C h e m i c a l s .

Most  o f  t h e  g e n e r a l  c h e m i c a l s  u s e d  w e r e  p r o d u c t s  o f  B r i t i s h  Drug  

H ous e  C h e m i c a l s  L i m i t e d ,  P o o l e ,  E n g la n d  and w e r e  A n a l a r  g r a d e  w he ne ver  

p o s s i b l e  e x c e p t  f o r  t h e  f o l l o w i n g .

D i t h i o t h r e l t o l

2 , 5  d i p h e n y l  o x a z o l e  (PPO) 

( S c i n t i l l a t i o n  g r a d e )  

T r i c h l o r o  a c e t i c  a c i d  

T o l u e n e  (AR) g r a d e  

T w een -8 0

Hyamine h y d r o x i d e  

(IM S o l u t i o n  i n  m e t h a n o l )  

T r i t o n  X - 1 0 0

2.  F i n e  C h e m i c a l s .

K o c h - l i g h t  L a b o r a t o r i e s  L i m i t e d ,  

C o l n b r o c k ,  E n g l a n d .

F i s o n  S c i e n t i f i c  A p p a r a t u s ,  

LoughbeWbugh, E n g l a n d .

Rohm and Haas  L i m i t e d  U. K.

The f i n e  c h e m i c a l s  w ere  o b t a i n e d  a s  s p e c i f i e d  b e l o w .

A c t i n o m y c i n - D

S t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e

C y c l o h e x i m i d e

H y d r o x y u r e a

P h e n y l  m e t h y l  s u l p h o n y l  

f l u o r i d e  (PMSF)

T r y p s i n  i n h i b i t o r  

E. c o l i  DNA 

C a l f  thymus DNA 

Salmon t e s t e s  DNA

C a l b i o c h e m  L i m i t e d  H e r e f o r d ,  

E n g l a n d .

Sigma (London)  C h e m i c a l s  C o . , 

L i m i t e d  U.K.
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M. l u t e u s  DNA

H i s t o n e  t y p e  I I A  ( from  c a l f  thymus)  

Br omodeoxyur  i d i n e

N i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e

5 - a z a c y t i d i n e

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e

h : a l b o p i c t u s  DNA 

A d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e

B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n

(a g e n e r o u s  g i f t  from Dr. Roger  

A d a m s ) .

B o e h r i n g e r  Manheim C o r p o r a t i o n ,  

L o n d o n .

Armour P h a r m a c e u t i c a l  C o . , 

L i m i t e d ,  E a s t b o u r n e ,  E n g l a n d .

3 . R a d i o c h e m i c a l s .

S - a d e n o s y l - 1 - [ m e t h y l -  H]-

m e t h i o n i n e

14
[U-  C ] - d e o x y c y t i d i n e

[ 6 -  H ] - t h y m i d i n e

[ 4 , 5 -  H ] - l e u c i n e

500  mCi/mmole  R a d i o c h e m i c a l  

C e n t r e ,  Amer sham,  E n g l a n d .

4 78 mCi/mmole  R a d i o c h e m i c a l  

C e n t r e ,  Amerhsam,  E n g l a n d .

23 C i / m m o l e  R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,  

Amersham,  E n g l a n d .

50 C i / m m o l e  R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,  

Amer sham,  E n g l a n d .

4 .  E n z y m e s .

Deoxyr  i b o n u c l e a s e - 1

R i b o n u c l e a s e - A

Y e a s t  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e

T r y p s i n

M i c r o c o c c a l  n u c l e a s e

Sigma C h e m i c a l s  C o . ,  L i m i t e d

B o e h r i n g e r  Manheim C o r p o r a t i o n ,  

L o n d o n .
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P r o n a s e  C a l b i o c h e m ,  San D i e g o ,  C a l i f o r n i a ,

U . S . A .

5 .  C h r o m a t o g r a p h i c  m a t e r i a l s .

The f o l l o w i n g  Whatman p r o d u c t s  we re  p u r c h a s e d  from H. R eeve  A n g l e  

L i m i t e d ,  London.

3MM f i l t e r  d i s c s  ( d i a  2 . 5  cm) 

c e l l u l o s e  p h o s p h a t e  P l l .

B.  METHODS.

1 .  S t a n d a r d  s o l u t i o n s .

1 . 1  B u f f e r  M.

T h i s  i s  t h e  s t a n d a r d  b u f f e r  u s e d  f o r  r o u t i n e  s t o r a g e ,  a s s a y  and  

i s o l a t i o n  o f  t h e  DNA m e t h y l a s e .  I t s  c o m p o s i t i o n  i s  a s  f o l l o w s .

50mM T r i s - H C l  (pH 7 . 8 )

ImM EDTA

ImM DTT

10% ( v / v )  g l y c e r o l  and  

6 0 p g / m l  PMSF.

1 . 2  P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e .

T h i s  was  s t o r e d  a s  t h r e e  s e p a r a t e  c o m p o n e n t s .  S o l u t i o n  A, B and

C w h i c h  w e r e  m ix e d  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e  i n  t h e  r a t i o  8 : 1 : 1  b y  v o l u m e .

T h e s e  s o l u t i o n s  had  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n s .

S o l u t i o n  A.

NaCl 10  g

K(1 0 . 2 5  g

1 . 4 4  g and

KH^PO^ 0 . 2 5  g per  l i t r e .
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S o l u t i o n  B.

C a C lg .  ZHgO 1 , 0  g per  l i t r e .

S o l u t i o n  C.

^ 9 0 -2 * GHgO 1 . 0  g per l i t r e .

1 . 3  Tris -EDTA b u f f e r  (TE) pH 7 . 5 .

I t  ha d t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n .

lOraM Tr i  s - H d l

lOmM EDTA.

2 .  S t o p p e r  s o l u t i o n s .

2 . 1  S t o p p e r  s o l u t i o n - A .

T h i s  s o l u t i o n  was u s e d  f o r  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  enzyme a c t i v i t y  i n

s t a n d a r d  DNA m e t h y l a s e  a s s a y .  I t  had t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n .

2 % (w/ V ) SDS

4mM EDTA

6% (w/v) 4 - a m i n o  s a l i c y l i c  a c i d

10% ( v / v ) n - b u t a n o l

0 .5M NaCl and

2mg/ml s a lm o n  t e s t e s  DNA.

The s a lm o n  t e s t e s  DNA s e r v e d  a s  a c a r r i e r  DNA i n  t h e  s u b s e q u e n t  

p r e c i p i t a t i o n  s t e p .

2 . 2  S t o p p e r  s o l u t i o n - B .

T h i s  s o l u t i o n  was  a l s o  u s e d  f o r  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  enzyme  

a c t i v i t y ,  b u t  no  c a r r i e r  DNA was  u s e d .  I t  had  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n  

1% (w/v)  SDS

2 M NaCl

2mM EDTA

h e a t e d  t o  d i s s o l v e  and k e p t  a t
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3 .  P h e n o l  s o l u t i o n s .

3 . 1  P h e n o l -  m - c r e s o l  s o l u t i o n .

T h i s  s o l u t i o n  had t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n .

8 8% p h e n o l

12% m - c r e s o l

0.1% 8 - h y d r o x y  q u i n o l i n e .

3 . 2  B u f f e r  s a t u r a t e d  p h e n o l  s o l u t i o n .

To 5 0 0  g o f  p h e n o l  m e l t e d  a t  6 0 ° b  o v e r n i g h t  was  adde d 0 . 1  g o f  

8 - h y d r o x y  q u i n o l i n e  and  50 0  ml o f  T . E .  b u f f e r ,  s h a k e n  w e l l  and  

s u p e r n a t a n t  was  t h e n  d e c a n t e d  o f f .  The s o l u t i o n  was a g a i n  s a t u r a t e d  

w i t h  e q u a l  v o l u m e  o f  T . E .  b u f f e r  and t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  rem o v e d .  The 

s o l u t i o n  was s t o r e d  i n  a c o l d  da rk p l a c e .

4 .  Tumour p r o p a g a t i o n .

4 . 1  Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s .

T h e s e  c e l l s  w e r e  p r o p a g a t e d  and m a i n t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  by  M a r t i n  

e t .  a l  (1961)  b y  s e r i a l  i n t r a  p e r i t o n e a l  t r a n s p l a n t a t i o n  i n  m ic e  ( f o r t o n  

s t r a i n )  o f  t h e  d e p a r t m e n t a l  c o l o n y ,  and w e r e  h a r v e s t e d  r o u t i n e l y  a f t e r  

7 - 8  d a y s  o f  g r o w t h .  C e l l s  w ere  w ash ed t w i c e  b y  s u s p e n s i o n  in  i c e  c o l d  

PBS ( p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e )  f o l l o w e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0 0  g a t  

4*̂ C f o r  10 m i n u t e s .

5 .  C e l l  c u l t u r e  t e c h n i q u e s .

5 . 1  Medium.

5 . 1 . 1  A m o d i f i c a t i o n  o f  E a g l e ' s  minimum e s s e n t i a l  medium was u s e d ,  

h e n c e f o r t h  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  G l a s g o w ' s  m o d i f i c a t i o n  o f  E a g l e ' s  minimum 

e s s e n t i a l  medium.  I t  c o n s i s t s  o f :

C a l f  se rum  ( D i f c o )  10% ( v / v )
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IF s o l u t i o n  { s e e  b e l o w )  10% "

NaHCO^ S o l u t i o n  ( s e e  b e l o w )  5% "

P e n i c i l l i n  (100  u n i t s / m l )

S t r e p t o m y c i n  (1 0 0  ^ g / m l )

5 . 1 . 2  IF  s o l u t i o n .

G l a s g o w  m o d i f i c a t i o n  o f  E a g l e ' s  medium w i t h  g l u t a m i n e  w i t h o u t

so d iu m  b i c a r b o n a t e  w i t h  3x  a r g i n i n e -  HCl had  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o n e n t s  

D - g l u c o s e  4 50 0  mg/ml

Magnes ium s u l p h a t e - T H ^ O  200 "

P o t a s s i u m  c h l o r i d e  4 0 0  "

Sodium c h l o r i d e  6 4 0 0  "

Sodium  h y d r o g e n  o r t h o p h o s p h a t e -  

2 H2 O 14 0 "

C a l c i u m  c h l o r i d e  2 6 4 . 9  "

L - a r g i n i n e  HCl 1 2 6 . 4  "

L - c y s t e i n e  d i s o d i u m  2 8 . 4 2 "

L - g l u t a m i n e  5 8 4 . 6  "

L - h i s t i d i n e  h y d r o c h l o r i d e -

H^O ■ 21.0 "
L - i s o l e u c i n e  5 2 . 4 6 "

L - l e u c i n e  5 2 . 4 6 "

L - l y s i n e  -  HCl 7 3 . 0 3 "

L - m e t h i o n i n e  1 4 . 9 2 "

L - p h e n y l a l a n i n e  3 3 . 0 2 "

L - t h r e o n i n e  4 7 . 6 4 "

L - t r y p t o p h a n e  8 . 1 6 "

L - t y r o s i n e  3 6 . 2 2 "

L - v a l i n e  4 6 . 8 6 "

D - c a l c i u m  p a n t o t h e n a t e  2 . 0  "
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C h o l i n e  c h l o r i d e 2 . 0  "

F o l i c  a c i d 2 . 0  "

N i c o t i n a m i d e 4 . 0  "

P y r o d o x a l  h y d r o c h l o r i d e 2 . 0  "

R i b o f l a v i n 0 . 2  "

F e r r i c  n i t r a t e  911^0 2 . 0  "

T h i a m i n e - H c l 0 . 1  "

P h e n o l  r e d 1 7 . 0  "

T h i s  s o l u t i o n  was  s t o r e d XIO c o n c e n

a m o u n t s .

5 . 1 . 3  Sodium b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n .

Sodium b i c a r b o n a t e  5.6% (w/v)

P h e n o l  r e d  0 ,0015% (w/v)

S t e r i l i z e d  by m i l l i p o r e  f i l t r a t i o n  u s i n g  0 . 2 2  m i c r o n  membrane .

5 . 2  P r o p a g a t i o n  o f  L - 9 2 9  c e l l s .

L - 9 2 9  c e l l s  (mouse f i b r o b l a s t  c e l l s )  w e r e  grown a s  m o n o l a y e r s  i n

r o t a t i n g  8 0  o z  W i n c h e s t e r  b o t t l e s  o r  20  o z  f l a t  b o t t l e s  (Roux b o t t l e s ) . 

The g r o w t h  medium c o n s i s t e d  o f  G l a s g o w ' s  m o d i f i c a t i o n  o f  E a g l e ' s  

e s s e n t i a l  medium s u p p l e m e n t e d  w i t h  10% ( v / v )  c a l f  s e r u m  a s  d e s c r i b e d  

a b o v e .  G e n e r a l l y  c e l l s  w er e  s e e d e d  a t  20x10^  per  8 0  o z  g l a s s  b o t t l e  

( 1 0 0  ml medium) or  4x10^ per Roux b o t t l e  (30  ml medium) and t h e s e

a l l o w e d  t o  grow t o  s t a t i o n a r y  p h a s e  ( a b o u t  8 - 1 0  d a y s  b y  c h a n g i n g  medium

a t  2 d a y  i n t e r v a l s ) .  The c e l l s  a l w a y s  grown a t  3 7°C i n  an a t m o s p h e r e  

o f  c o n t a i n i n g  5% COg.

5 . 2 . 1  S u b c u l t u r i n g  o f  L - 9 2 9  c e l l s .

C e l l  l i n e  was  m a i n t a i n e d  b y  s u b c u l t u r i n g  from c o n f l u e n t
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m o n o l a y e r s .  The medium was r e p l a c e d  by  a b o u t  10  ml o f  a s o l u t i o n  made 

up o f  f o u r  v o l u m e s  " V e r s e n e "  s o l u t i o n  ( 0 . 6  mM EDTA, 0 .1 7M  N aC l ,  3 . 4  mM 

KCl,  lOmM Na^HPO^, 2.4mM KH2 PO4 ) and o n e  v o lu m e  t r y p s i n  (0.25%

(w/v)  t r y p s i n ,  10.5mM N aC l ,  l.OmM so d iu m  c i t r a t e ,  0 .002% (w/v)  p h e n o l  r e d

pH 7 . 8 )  a t  3 7 ° C .  The m o n o l a y e r  was t h e n  t r e a t e d  w i t h  a f u r t h e r  10 ml

o f  t r y p s i n / v e r s e n e  s o l u t i o n  u n t i l  o p a q u e ,  a t  w h i c h  t i m e  t h e  s o l u t i o n  was  

p o u r e d  o f f ,  l e a v i n g  a p p r o x i m a t e l y  1 ml o f  a s o l u t i o n  on a m o n o l a y e r .  As 

s o o n  a s  t h e  c e l l  l a y e r  b e g a n  t o  p e e l  o f f  t h e  g l a s s  s u r f a c e ,  15 ml o f  

g r o w t h  medium was  a d d e d ,  and t h e  c e l l s  we re  s h a k e n  i n t o  s u s p e n s i o n .  The  

c e l l  d e n s i t y  o f  t h e  s u s p e n s i o n  was m e a s u r e d  u s i n g  a haemocytome  t e r .

5 . 2 . 2  C o n t a m i n a t i o n  c h e c k s .

A l l  m e d ia  and p a s s a g e d  c e l l s ,  w e r e  c h e c k e d  r e g u l a r l y  f o r  

b a c t e r i a l ,  f u n g a l  o r  PPLO i n f e c t i o n  a s  f o l l o w s .

a .  B a c t e r i a l  c o n t a m i n a t i o n :  a l i q u o t s  w e r e  ad de d t o  b l o o d  ag a r

p l a t e s  and b r a i n - h e a r t  i n f u s i o n  b r o t h  a t  37^C .  R e s u l t s  w ere

c o n s i d e r e d  t o  b e  a n e g a t i v e  i f  no  gr o w th  i s  s e e n  a f t e r  7 d a y s .

b .  F u n g a l  c o n t a m i n a t i o n :  a l i q u o t s  w e r e  ad de d t o  S a b o r a u d ' s  

medium a t  32^C. No g r o w t h  a f t e r  7 d a y s  a s s u m e d  t o  i n d i c a t e  

t h e  a b s e n c e  o f  f u n g a l  c o n t a m i n a t i o n .

c .  PPLO i n f e c t i o n :  a g a r  p l a t e s  w e r e  s e e d e d  w i t h  p a s s a g e d  c e l l s  

by p i e r c i n g  t h e  a g a r  s u r f a c e  w i t h  a c h a r g e d  p a s t e u r  p i p e t t e .

The  p l a t e s  w e r e  grown i n  an a t m o s p h e r e  o f  5% CO^ in  N  ̂ a t  

37*^C, I n f e c t e d  c e l l s  r e s u l t e d  i n  t h e  o c c u r r e n c e  o f  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c  " f r i e d  eg g "  a p p e a r a n c e  o f  PPLO c o l o n i e s  on  

e x a m i n a t i o n  o f  t h e  p l a t e s  under  t h e  m i c r o s c o p e ,  c o n t a m i n a t e d  

c u l t u r e s  a r e  d i s c a r d e d ,

5 . 3  H a r v e s t i n g  o f  c e l l s .

The c u l t u r e  was  d e c a n t e d  and t h e  m o n o l a y e r  o f  c e l l s  was was he d
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t w i c e  w i t h  i c e  c o l d  PBS s o l u t i o n .  The c e l l s  w e r e  s c r a p e d  o f f  t h e  g l a s s  

i n  PBS u s i n g  a ru b b e r  w i p e r  and c o l l e c t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0 0  g a t  

4°C f o r  10 m i n u t e s .

6 . 0  DNA m e t h y l a s e  a s s a y .

The DNA m e t h y l a s e  a s s a y  was don e  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o f  

Adams e t .  a l  ( 1 9 7 9 ) .  The a s s a y  i n v o l v e s  m e a s u r i n g  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f

3
r a d i o a c t i v i t y  from S - a d e n o s y l - i r ( m e t h y l -  H ) - m e t h i o n i n e  i n t o  DNA. S t e p s  

w e r e  i n c o r p o r a t e d  t o  remove RNA and p r o t e i n s  w h i c h  may a l s o  b e  l i k e l y  t o  

b e  m e t h y l a t e d  b y  o t h e r  m e t h y l a t i n g  a c t i v i t i e s .

The  s t a n d a r d  a s s a y  m i x t u r e  (70  yUl) c o n t a i n e d  e i t h e r  1 0 yUl  o f  

d e n a t u r e d  c a l f  thymus DNA ( 2 0 ^ g )  or  lOyUl o f  d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA {20jX 

g ) ,  lO yUl  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H )  m e t h i o n i n e  ( 1 . 6  j U C i ,  o b t a i n i n g  by  

m i x i n g  d i f f e r e n t  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  o f  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  5 0 0  mCi/mmole  and 10 C i / m m o le  r e s p e c t i v e l y ) ,  20yULl o f  enzyme  

f r a c t i o n  and 3 0 y U l  o f  b u f f e r  c o n t a i n i n g  NaCl t o  g i v e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

o f  O.IM.

A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  37°C f o r  an h o u r ,  t h e  r e a c t i o n  was

t e r m i n a t e d  b y  a d d i n g  1 . 5  ml o f  s t o p p e r  s o l u t i o n - A  and t h e  p r o t e i n  was

removed  from t h e  m i x t u r e  by  e x t r a c t i o n  w i t h  a s o l u t i o n  o f

p h e n o l - m - c r e s o l .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0 0  g f o r  20 m i n u t e s  a t

25 °C ,  t h e  upper  a q u e o u s  l a y e r  ( c o n t a i n i n g  DNA) was  remove d l e a v i n g

p r o t e i n  i n  t h e  i n t e r p h a s e  and p h e n o l  l a y e r .
m i x i n g

DNA was p r e c i p i t a t e d  b y / u p p e r  a q u e o u s  l a y e r  w i t h  2 v o l u m e s  o f  

a b s o l u t e  a l c o h o l .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0 0  g f o r  20  m i n u t e s  a t  

- 1 0 ° c ,  t h e  p r e c i p i t a t e  was d r i e d  and d i s s o l v e d  i n  5 0  jUl o f  0.5M  NaOH.

The s o l u t i o n  was  i n c i b a t e d  f o r  3 0 - 4 5  m i n u t e s  a t  37°C t o  h y d r o l y s e  any  

RNA i n  t h e  m i x t u r e .

The s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  ^ H - m e t h y l  DNA was t h e n  t r a n s f e r r e d  t o
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Whatman 3 MM f i l t e r  p ap er  d i s c s  and w ash ed  5 t i m e s  i n  i c e  c o l d  5% TCA 

{ a b o u t  10 ml pe r  f i l t e r  d i s c ) , t w i c e  w i t h  m e t h y l a t e d  s p i r i t  and o n c e  i n  

e t h e r .  The  f i l t e r  was d r i e d  i n  a i r  and h e a t e d  i n  0 . 3  ml o f  h y a m in e  

h y d r o x i d e  a t  60°C f o r  20 m i n u t e s .  3 ml o f  t o l u e n e - P P O  was  added t o  

e a c h  v i a l  and r a d i o a c t i v i t y  c o u n t e d  u s i n g  a s c i n t i l l a t i o n  

s p e c t r o p h o t o m e t e r .

A u n i t  o f  enzyme a c t i v i t y  i s  d e f i n e d  a s  t h a t  amount w h ic h  

c a t a l y s e s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  1 p . m o l e  o f  m e t h y l  g r o u p s  i n t o  DNA i n  o n e  

h o u r .

7 .  P r e p a r a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e .

7 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  n u c l e i .

Kr ebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s  or  L - 9 2 9  c e l l s ,  h a r v e s t e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  s e c . 5 . 3 ,  w e r e  w a sh ed  t w i c e  i n  PBS f o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  

a t  8 0 0  g f o r  10 m i n u t e s .  The c e l l s  w e r e  t h e n  a l l o w e d  t o  s w e l l  i n  10  

v o l u m e s  o f  i c e  c o l d  w a t e r  f o r  1 0 - 1 5  m i n u t e s .  A f t e r w a r d s  t h e  c e l l s  we re  

r e s u s p e n d e d  i n  1% T w e e n -8 0  i n  w a t e r  (Burdon,  1 9 7 1 )  and h o m o g e n i s e d  u s i n g  

a t i g h t l y  f i t t i n g  t e f l o n  g l a s s  h o m o g e n i s e r  ( 1 5 - 2 0  s t r o k e s ) . The 

p r e p a r a t i o n  was e x a m i n e d  by  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p y  f o r  i n t e g r i t y  o f  

n u c l e i  and a b s e n c e  o f  w h o l e  c e l l s ,  a f t e r  w h i c h  t h e  n u c l e i  w e r e  r e c o v e r e d  

by c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 0 0  g f o r  10 m i n u t e s .

The n u c l e i  w e r e  w a s h e d  i n  b u f f e r  M and u s e d  f o r  e i t h e r  DNA 

e x t r a c t i o n  or  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  ( s e e  b e l o w ) .

7 . 2  N u c l e a r  s o l u b l e  f r a c t i o n .

N u c l e i  o b t a i n e d  from e i t h e r  Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s  or  

L - 9 2 9  c e l l s ,  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M and made 0 . 2 M  w i t h  r e s p e c t  t o  

NaCl ( n u c l e i  f i r s t  r e s u s p e n d e d  i n  5 v o l u m e s  o f  b u f f e r  M and t h e n  e q u a l  

vo l u m e  o f  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 .4M NaCl was  a d d e d ) .  T h i s  was  s t i r r e d
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g e n t l y  f o r  1 5 - 2 0  m i n u t e s  and c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  g f o r  20  m i n u t e s  t o  

y i e l d  a p r e p a r a t i o n  t e r m e d  n u c l e a r  s o l u b l e  f r a c t i o n  ( N S F ) .

7 . 3  N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n .

The p e l l e t  o b t a i n e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 0 0 0  g was  

r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M and 0.4M N a d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c . 7 . 2 ,  and t h u s  

two more e x t r a c t i o n s  w e r e  made t o  re m ov e  any r e m a i n i n g  s o l u b l e  DNA 

m e t h y l a s e  from t h e  p e l l e t .  The p e l l e t  was  th e n  r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M 

c o n t a i n i n g  2M NaC'l f o r  20  m i n u t e s  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g .  The 

s u s p e n s i o n  was t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 9 0 , 0 0 0  g i n  Beckman SW 5 0 . 1  r o t o r  fo r  

40  h o u r s .  The p e l l e t  was  w a sh e d  i n  1 0  v o l u m e s  o f  b u f f e r  M ( t w i c e )  

f o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , 0 0 0  g f o r  20  m i n u t e s  and h o m o g e n i s e d  i n  

b u f f e r  M. T h i s  p r e p a r a t i o n  i s  t e r m e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  ( N I F ) .

A l l  s t e p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  0 - 4 ° C .
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7 . 4 .  SCHEME FOR ISOLATION OF DNA METHYLASES.

N u c l e i

( S u s p e n d e d  f o r  15 m i n u t e s  i n  b u f f e r  M + 0 .2M NaCl)  

C e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  g f o r  20 m i n u t e s .

1
P e l l e t

" .......1
S u p e r n a t a n t

r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M + 0 .2M NaCl N u c l e a r  s o l u b l e f r a c t i o n

(NSF)

( T h i s  e x t r a c t i o n  wa s  r e p e a t e d c o n t a i n s

t h r e e  t i m e s  t o  remove  r e m a i n i n g S o l u b l e  form o f DNA

s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e ,  i f  any) m e t h y l a s e .

1
P e l l e tr......

1
S u p e r n a t a n t

r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M + 2M NaCl

f o r  15 m i n u t e s

C e n t r i f u g e d  a t  1 9 0 , 0 0 0  g f o r  40  h o u r s
1
P e l l e t

' ......... 1
S u p e r n a t a n t

r i n s e d  w i t h  b u f f e r  M ( t w i c e ) i n c l u d e s  h i s  t o n e s

C e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  g f o r  20 min.

, - - 11
P e l l e t

... t
S u p e r n a t a n t

h o m o g e n i s e d  i n  b u f f e r  M.

N u c l e r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  (NIF)  

c o n t a i n s

Bound form o f  DNA m e t h y l a s e  and  

n o n h i s t i n e  p r o t e i n s .

N o t e :  A l l  s t e p s  w ere  c a r r i e d  o u t  a t  0 - 4 ° C .
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7 ,5 Ot he r  p r e p a r a t i o n .

7 . 5 . 1  P h o s p h o c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  NSF.

7 . 5 . 1 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  p h o s p h o c e l l u l o s e .

20  g o f  c e l l u l o s e  p h o s p h a t e  P l l  was  r e s u s p e n d e d  i n  3 0 0  ml o f  

w a t e r ,  s e v e r a l  c y c l e s  o f  p h o s p h o c e l l u l o s e  s u s p e n s i o n  was c a r r i e d  o u t  t o  

rem ove  f i n e  p a r t i c l e s .  I t  was t h e n  c o l l e c t e d  on Buchner  f u n n e l  and  

r e s u s p e n d e d  i n  1 l i t r e  d i s t i l l e d  w a t e r ,  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g  1 0 0  ml o f  

0.5M NaOH was  a d d e d  and s t i r r i n g  was  c o n t i n u e d  f o r  f u r t h e r  5 m i n u t e s .

The s u s p e n s i o n  was w a sh ed  w i t h  o n e  l i t r e  w a t e r ,  t o  i t  1 0 0  ml o f  0 .5M HCl 

was t h e n  a d d e d  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g  and s t i r r i n g  was  c o n t i n u e d  f o r  

f u r t h e r  5 m i n u t e s .  The s u s p e n s i o n  was w a sh e d  w i t h  w a t e r  u n t i l  a l l  t h e  

a i d  h a s  b e e n  r e m o v e d .

P h o s p h o c e l l u l o s e  was t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0.2M 

NaCl i n  a 50 0  ml b e a k e r ,  pH was a d j u s t e d  t o  7 . 8  w i t h  w a s h i n g s  o f  b u f f e r  M 

c o n t a i n i n g  0 . 2  M N a C l .  N o n s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s  o f  p h o s p h o c e l l u l o s e  

w e r e  s a t u r a t e d  w i t h  b o v i n e  se rum  a lb u m i n  (1 00  ^ g / m l ) . S u s p e n s i o n  was  

t h e n  w a s h e d  w i t h  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 .5M NaCl t o  r e m o v e  a l l  e x c e s s  o f  

ESA. A f t e r w a r d s  s u s p e n s i o n  was  w a sh ed  w i t h  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 .2 M  

NaCl and t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  2 8 0  nm was  m e a s u r e d  u n t i l  z e r o .

7 . 5 . 1 . 2  C h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e .

To a n u c l e a r  s o l u b l e  f r a c t i o n  (NSF) p h o s p h o c e l l u l o s e  s u s p e n s i o n  

( s e e  s e c  7 . 5 . 1 , 1 . )  was  ad d ed  and s t i r r e d  f o r  30  m i n u t e s  a t  0° C .  A f t e r

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , 0 0 0  g f o r  20  m i n u t e s  a t  4 ° C ,  t h e  p e l l e t  was

r e - s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 .2M NaCl and was  pumped i n t o  t h e  

column ( d i a  1 c m ) ,  w a sh e d  w i t h  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 .2M NaCl a t  a f l o w

r a t e  o f  30  ml p e r  hour  u n t i l  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  2 8 0  nm f e l l  t o

z e r o .  To e l u t e  t h e  enzyme t h e  co lu m n was t h e n  w as h ed  w i t h  b u f f e r  M 

c o n t a i n i n g  0 .5 M  NaCl and 1 ml f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  u n t i l  t h e  2 80  nm
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f e l l  t o  z e r o .  The co lumn was a g a i n  wash ed w i t h  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  IM 

NaCl and 1 ml f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  The f r a c t i o n s  w i t h  peak o p t i c a l  

d e n s i t i e s  ( o f  0 .5M and IM NaCil e l u t e s )  w e r e  p o o l e d  and d i a l y s e d  a g a i n s t  

two c h a n g e s  o f  b u f f e r  M (100  v o l u m e s )  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .

7 . 5 . 2  Ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  o f  N I F .

S o l i d  ammonium s u l p h a t e  was  s l o w l y  ad d ed  w i t h  s t i r r i n g  t o  t h e  

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n ,  u n t i l  t h e  l a t t e r  wa s  30% s a t u r a t e d  w i t h  

r e s p e c t  t o  ammonium s u l p h a t e .  S t i r r i n g  was  c o n t i n u e d  f o r  2 h o u r s  and  

t h e  s a m p l e  was c e n t r i f u g e d  a t  1 9 0 , 0 0 0  g o v e r n i g h t  a t  4°C i n  Beckman SW

5 0 . 1  r o t o r .  The p r e c i p i t a t e  was d i s c a r d e d  and t h e  s u p e r n a t a n t  made t o  

60% s a t u r a t i o n  w i t h  ammonium s u l p h a t e .  The s a m p l e  was  s t i r r e d  a g a i n  f o r  

2 h o u r s  a t  4°C and c e n t r i f u g a t i o n  was  c a r r i e d  o u t  a s  a b o v e  f o r  5

h o u r s .  The p r e c i p i t a t e  was  t h e n  d i s s o l v e d  i n  minimum v o l u m e  o f  b u f f e r  M.

7 . 5 . 3  G l y c e r o l  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  o f  N I F .

I t  was  d o n e  a s  d e s c r i b e d  by  T u r n b u l l  ( 1 9 7 6 ) .  L i n e a r  10-25% 

g l y c e r o l  g r a d i e n t s  w e r e  p r e p a r e d  b y  l a y e r i n g  s u c c e s s i v e l y  25%, 20%, 15% 

and 10% ( v / v )  b u f f e r e d  g l y c e r o l  c o n t a i n i n g  0 .2M NaCl i n  c e n t r i f u g e  

t u b e s .  The t u b e s  w e r e  k e p t  s t a n d i n g  i n  t h e  r e f r i g e r a t o r  f o r  8 hour  t o  

a l l o w  t h e  d e n s i t y  g r a d i e n t  t o  fo rm  by d i f f u s i o n .  0 . 2  ml o f  t h e  enzyme  

s a m p l e  a l o n g  w i t h  marker enzyme was  l a y e r e d  on t o  t h e  g r a d i e n t  and t h e n  

c e n t r i f u g e d  a t  1 3 4 , 0 0 0  g f o r  16 h o u r s  a t  4^C in  Beckman SW 5 0 . 1  

r o t o r .  G r a d i e n t s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  upward d i s p l a c e m e n t  w i t h  50%

g l y c e r o l  u s i n g  MSE g r a d i e n t  h a r v e s t e r ,  8 d r o p  f r a c t i o n s  b e i n g  c o l l e c t e d .

7 . 5 . 3 . 1  A l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  a s s a y .

The  metho d i s  b a s e d  on t h e  a b s o r p t i o n  o f  naDH a t  3 4 0  nm. With  

e t h a n o l  i n  e x c e s s  t h e  r a t e  o f  NAD r e d u c t i o n  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  enzyme
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c o n c e n t r a t i o n .

CH^CH^OH + NAD"*" ►CH^CHO + NADH + h"̂

I n  1 ml  c u v e t t e  a t  room t e m p e r a t u r e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n  was  a d d e d .

0 . 0 3 2 M  t e t r a s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  (pH8,8)  = 0 . 4 5  ml

25 mM N i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e ( N A D )  = 0 . 3 0  ml

2M a b s o l u t e  a l c o h o l  = 0 . 1 5  ml

The o p t i c a l  d e n s i t y  a t  3 4 0  nm was  a d j u s t e d  t o  z e r o  and t h e n  t o  i t  

50 yULl o f  t h e  enzyme s a m p l e  was  ad de d and t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  was m e a s u r e d  

a g a i n s t  a b l a n k  s o l u t i o n  a t  15 s e c o n d  i n t e r v a l s .

8 .  I s o l a t i o n  o f  DNA.

8 . 1  E x t r a c t i o n  o f  DNA.

DNA was p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o f  F l i n t  e t .  a l . ,  

(1 9 7 6 )  w i t h  s l i g h t  m o d i f i c a t i o n .

The  n u c l e a r  p e l l e t  was s u s p e n d e d  i n  20  v o l u m e s  o f  b u f f e r  M.

Sod ium  d o d e c y l  s u l p h a t e  and p r o n a s e  ( s e l f  d i g e s t e d  f o r  3 h o u r s  a t  3 7 ° C ,

5 m l / m l  d i s t i l l e d  w a t e r  ( w / v ) ) ,  was  ad de d t o  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0.5%  

(w /v )  and 0.1% (w/v)  r e s p e c t i v e l y .  A f t e r  d i g e s t i o n  a t  3 7°C f o r  3 

h o u r s ,  t h e  m i x t u r e  was  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  b u f f e r  s a t u r a t e d  p h e n o l  and  

o n c e  w i t h  c h l o r o f o r m - i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 4 : 1  v / v ) .  The a q u e o u s  p h a s e  

a d j u s t e d  t o  0 . 2 M  NaCl and n u c l e i c  a c i d s  w e r e  p r e c i p i t a t d  o v e r n i g h t  a t  

- 2 0 ° C  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l .  The p r e c i p i t a t e  was  

c o l l e c t e d  and d i s s o l v e d  i n  b u f f e r  M and i n c u b a t e d  f o r  1 ho ur  w i t h  50ym 

g / m l  H^O r i b o n u c l e a s e - A  ( p r e v i o u s l y  b o i l e d  f o r  10 m i n u t e s  t o  remove  any  

DNAase a c t i v i t y )  a t  37^C.  P r e d i g e s t e d  p r o n a s e  was  t h e n  ad ded t o  5 0 ^  

g / m l  and i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  3 h o u r s .  The m i x t u r e  was  a g a i n  

e x t r a c t e d  w i t h  b u f f e r  s a t u r a t e d  p h e n o l  and c h l o r o f o r m - i s o a m y l  a l c o h o l  and  

DNA was p r e c i p i t a t e d  w i t h  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l  and 0 .2 M  NaCl t o  t h e  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n .  The DNA was  l y o p h i l i s e d  and d i s s o l v e d  i n  50raM KCl.
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8 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  d e n a t u r e d  DNAs.

D e n a t u r e d  DNAs o f  E. c o l i , c a l f  thymus and M. l u t e u s  w ere  

p r e p a r e d  b y  h e a t i n g  t h e i r  s o l u t i o n s  ( d i s s o l v e d  i n  SOmM KCl) a t  100°C  

f o r  10 m i n u t e s  f o l l o w e d  by  r a p i d  c o d l i n g  i n  i c e .

8 . 3  P r e p a r a t i o n  o f  h e a v y  and l i g h t  DNAs.

H eavy and l i g h t  DNA from L -929  c e l l s ,  was  p r e p a r e d  w i t h  minor

m o d i f i c a t i o n ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o f  Adams ( 1 9 7 1 ) .

L - 9 2 9  c e l l s  grown t o  s t a t i o n a r y  p h a s e  w e r e  t r a n s f e r r e d  i n t o

14E a g l e ' s  minimum e s s e n t i a l  medium c o n t a i n i n g  0 . 2 5 j U C i  C - d e o x y c y t i d i n e ,

2 yUM a m i n o p t e r i n ,  1 0 0 /JM g l y c i n e ,  60  /IM h y p o x a n  t h i n e  , 10  yuM

b r o m o d e o x y u r i d i n e  (Brd U r d ) , and 2 yUM t h y m i d i n e .  A f t e r  20  h o u r s  

i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° C , t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  i n  i c e  c o l d  PBS b u f f e r  and  

t h e  n u c l e i  w e r e  made ( s e e  s e c  7 . 1 ) ,  N u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  

f r a c t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  ( s e e  s e c  7 . 2  and 7 . 3  r e s p e c t i v e l y )  from su c h  

n u c l e i .

9 .  A n a l y s i s  o f  DNA.

9 . 1  A n a l y s i s  o f  t h e  p r o d u c t  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .

3
N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  and S - a d e n o s y l - l r ( m e t h y l -  H)-  

m e t h i o n i n e  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 h o u r s  a t  37°C w i t h o u t  s u b s t r a t e  DNA.

The r e a c t i o n  was  t e r m i n a t e d  w i t h  s t o p p e r  s o l u t i o n - B .  The no rm al  DNA 

m e t h y l a s e  a s s a y  was  c a r r i e d  o u t  t o  5% TCA p r e c i p i t a t i o n  i n  a c e n t r i f u g e  

t u b e .  The DNA was  t h e n  d i s s o l v e d  i n t o  0 . 2  ml o f  f o r m i c  a c i d  and  

t r a n s f e r r e d  i n t o  p y r o l y s i s  t u b e .  The t u b e  was  s e a l e d  and t h e  DNA was  

h y d r o l y s e d  t o  t h e  b a s e s ,  by  h e a t i n g  f o r  2 h o u r s  a t  1 7 0 ° C .  The

f o r m i c  a c i d  was  t h e n  e v a p o r a t e d  and t h e  d r i e d  s a m p l e  was  d i s s o l v e d  i n  

10 0  ^ 1 o f  20mM ammonium c a r b o n a t e  b u f f e r  (pH 1 0 . 0 ) .  Enough s u c r o s e  was

a dde d t o  make t h e  s a m p l e  d e n s e r  t h a n  r u n n i n g  b u f f e r .  The b a s e s  w ere
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s e p a r a t e d  on a co lum n o f  Aminex-A6 by h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y .

9 . 2  A n a l y s i s  o f  i n  v i t r o  m é t h y l a t i o n  o f  n a s c e n t  a n d / o r  p a r e n t a l  DNA.

9 . 2 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  DNA.

N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  and S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) -  

m e t h i o n i n e  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1 hour a t  37°C w i t h o u t  s u b s t r a t e  DNA.

The r e a c t i o n  was  t e r m i n a t e d  w i t h  s t o p p e r  s o l u t i o n - B .  The n o r m a l  DNA

m e t h y l a s e  a s s a y  was  c a r r i e d  o u t  t o  TCA p r e c i p i t a t i o n .  The DNA was  th e n

d r i e d  un de r  vacuum.

9 . 2 . 2  A l k a l i n e  C sC l  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .

I t  was  do ne  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o f  Adams ( 1 9 7 1 ) .  The DNA 

o b t a i n e d  a f t e r  l y o p h i l i s a t i o n  was d i s s o l v e d  i n  a l k a l i n e  C sC l  s o l u t i o n  

( 1 . 5  g C s C l / m l  o f  O.IM NaOH, d e n s i t y  1 . 7 9  g / c ) . The  s o l u t i o n  was

t r a n s f e r r e d  i n t o  p o l y a l o m e r  t u b e  l a y e r e d  w i t h  p a r a f f i n  o i l  and  

c e n t r i f u g e d  a t  8 3 , 0 0 0  g f o r  40  h o u r s  i n  Beckman SW 5 0 . 1  r o t o r  a t  

2 0 ° C .  Two d r o p  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  by  p i e r c i n g  t h e  t u b e  i n  t h e  

b o t t o m .  T r i t o n - t o l u e n e  wa s  ad d e d  t o  e a c h  ( 5 m l / v i a l )  f r a c t i o n  and 

r a d i o a c t i v i t y  was  m e a s u r e d  u s i n g  s c i n t i l l a t i o n  s p e c t r o p h o t o m e t e r y .

10 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y .

1 0 . 1  S o l u t i o n s  r e q u i r e d  f o r  a s s a y  o f  r a d i o a c t i v i t y  b y  s c i n t i l l a t i o n

c o u n t i n g .

a .  T o l u e n e - P P O  s c i n t i l l a t i o n  s o l u t i o n  was  p r e p a r e d  by  

d i s s o l v i n g  2 , 5 - d i p h e n y l o x a z o l  (PPO) i n  t o l u e n e  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  5 g 

per  l i t r e  (0.5% w / v ) .

b .  T r i t o n - t o l u e n e  s c i n t i l l a t i o n  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  o f  5 g PPO 

p l u s  0 . 5  g o f  p - b i s ( 0 ~ m e t h y 1 - s t e r y l ) - b e n z e n e ( B i s  MSB) , d i s s o l v e d  i n  3 5 0  

ml o f  t r i t o n - X l O O  and 6 5 0  ml o f  t o l u e n e .
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1 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  and DNA.

P r o t e i n  was  e s t i m a t e d  b y  t h e  method o f  e i t h e r  Lowry e t  a l . , 

(1 9 5 1 )  or  B r a d f o r d  (1976)  u s i n g  b o v i n e  serum a l b u m i n  a s  s t a n d a r d .

DNA was  e s t i m a t e d  b y  t h e  method o f  B u r t o n  ( 1 9 5 6 ) ,  u s i n g  n a t i v e  

c a l f  thymus DNA a s  s t a n d a r d .



RESULTS
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1 .  S e a r c h  f o r  s e p a r a t e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  i n  mouse  c e l l  n u c l e i .

S e c t i o n s  5 and 6 o f  t h e  i n t r o d u c t i o n  o u t l i n e d  t h e  c a s e  f o r  

i n v o l v e m e n t  o f  DNA m e t h y l a s e s  i n  i n i t i a t i o n  (or a l t e r a t i o n )  and  

m a i n t e n a n c e  o f  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s ,  b u t  no  e v i d e n c e  i s  y e t  a v a i l a b l e  

t h a t  t h e s e  p a t t e r n s  a r e  p e r f o r m e d  by  d i f f e r e n t  DNA m e t h y l a s e  

a c t i v i t i e s .  DNA m e t h y l a s e s  from v a r i o u s  mammal ian c e l l  n u c l e i  h a v e  b e e n  

i s o l a t e d  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  low s a l t  c o n c e n t r a t i o n  and h a v e  be en  f u r t h e r  

p u r i f i e d  (Roy and W e i s s b a c h  1 9 7 5 ,  S n e i d e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,  T u r n b u l l  and  

Adams 1 9 7 5 ,  C a t o  e t  a l . ,  1 9 7 8 , Simon e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e s e  en zym es  h a v e  

shown a l m o s t  s i m i l a r  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y .  H o w e v e r ,  t h e  p o s s i b i l i t y  

c a n n o t  be  e x c l u d e d  t h a t  n u c l e i  c o n t a i n  a d d i t i o n a l  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  and 

t h a t  t h i s  i s  l o s t  d u r i n g  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  or  r e m a i n s  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  i n s o l u b l e  n u c l e a r  m a t e r i a l .  To e x a m i n e  t h i s  p o s s i b i l i t y  t h e  

n u c l e i  from Kr ebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s  a r e  r e  e x a m i n e d  f o r  f u r t h e r  

m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  or a d d i t i o n a l  f a c t o r s  w h ic h  m i g h t  m o d u l a t e  t h e  

a c t i v i t y  and s p e c i f i c i t y  o f  t h e  a l r e a d y  e x t r a c t a b l e  DNA m e t h y l a s e  

m e n t i o n e d  a b o v e .

1 . 1  Normal e x t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  a t  l o w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .

T r e a t m e n t  o f  n u c l e i  w i t h  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 .2M NaCl was

f o l l o w e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 0 0 0  g f o r  20  m i n u t e s  a t  4 ° C .  T h i s  

e x t r a c t s  a b o u t  86% o f  t h e  t o t a l  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n t o  t h e  

s u p e r n a t a n t .  T h i s  i s  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  T u r n b u l l  

and Adams ( 1 9 7 6 ) ,  u s i n g  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 . 4 M  N aC l .  T h i s  f r a c t i o n  

w h ic h  w i l l  be  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  n u c l e a r  s o l u b l e  f r a c t i o n  (NSF) ( T a b l e  1)

1 . 2  I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  on p h o s p h o c e l l u l o s e .

The NSF f r a c t i o n  was t h e n  s u b j e c t  t o  p h o s p h o c e l l u l o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  a s  d e s c r i b e d  by Adams e t  a l . ,  1 9 7 9 .  As f o u n d  b y  t h e s e



-  58

T a b l e  1 .  E x t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  from Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l  

n u c l e i  a t  l o w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  and b e h a v i o u r  on

p h o s p h o c e l l u l o s e c o lu m n .

F r a c t i o n Volume
(ml)

T o t a l  p r o t e i n  
(mg)

S p .  a c t i v i t y  
( p . m o l e  CH3  

i n c o r p o r a t e d  
h r - ^ m g - l )

N u c l e a r  s o l u b l e  
f r a c t i o n

276 3 0 3 . 9 . 9

0 .5M NaCl P h o s p h o 
c e l l u l o s e  e l u a t e

5 . 5 7 . 9 7 6 3 . 0

IM NaCl # i o s p h o -  
c e l l u l o s e  e l u a t e

1 . 6 0 . 2 5 0

The a s s a y  m i x t u r e  (70  y i l )  c o n s i s t e d  o f  2 0 yUl o f  e a c h  f r a c t i o n ,  

1 0 / 1 1  o f  d e n a t u r e d  c a l f  thymus DNA (2mg/ml)  , 1 0 / 1 1  o f  

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  ( 1 . 6 / l C i )  and b u f f e r  M 

c o n t a i n i n g  O. lM NaCl a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n .
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a u th o r s  th e  NSF was a p p l i e d  i n  0 .2M NaCl and was c o m p le t e ly  r e t a i n e d .

DNA m e th y la s e  a c t i v i t y  was found t o  e l u t e  w ith  0.5M  NaCl. To d ete rm in e  

w hether any fu r t h e r  DNA m e th y la s e  a c t i v i t y  remain bound to  th e  co lum n,

The column was f i r s t  washed w ith  0.5 M  NaCl u n t i l  no fu r t h e r  DNA m e th y la s e  

e l u t e d  and th en  IM NaCl was a p p l i e d  and DNA m e th y la s e  a c t i v i t y  a s s a y e d  in  

th e  e l u a t e  ( t a b l e  1 ) .

1 . 3  Removal  o f  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  by  r e p e a t e d  e x t r a c t i o n  a t  0.2M

Na&l.

The n u c l e a r  p e l l e t  r e m a i n e d  a f t e r  f i r s t  e x t r a c t i o n  o f  s o l u b l e  DNA 

m e t h y l a s e  was  f u r t h e r  e x t r a c t e d  w i t h  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 .2M NaCl .

T a b l e  2 sho ws  t h a t  w h i l s t  some f u r t h e r  a c t i v i t y  i s  e x t r a c t e d  on t h e  

s e c o n d  o c c a s i o n .  F u r t h e r  e x t r a c t i o n s  d i d  n o t  y i e l d  a n y  more DNA 

m e t h y l a s e  a c t i v i t y .

1 . 4  E x t r a c t i o n  o f  r e m a i n i n g  n u c l e a r  m a t e r i a l  w i t h  2M N a Ç l .

T h e r e  i s  a c c u m u l a t i n g  e v i d e n c e  t h a t  c h r o m a t i n  a f t e r  t r e a t m e n t  

w i t h  2M NaCl y i e l d s  a c h rom os om al  s c a f f o l d  s t r u c t u r e  c o n s i s t s  o f  r e s i d u a l  

n o n h i s t o n e  p r o t e i n s  w h ic h  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  DNA s e q u e n c e s  a t  t h e  b a s e  

o f  e a c h  l o o p  (Adolph e t  a l . ,  1977  a , b . ,  P a u l s o n  and Laemmli 1 9 7 7 ,  

B e n y a j a t i  and W o r c e l  1 9 7 6 ,  Cook and B r a z e l l  1 9 7 6 ,  1 9 7 8 ) .  T h e s e  p r o t e i n s  

i n c l u d e  DNA and RNA p o l y m e r a s e s ,  n u c l e a s e s ,  c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  as su m ed  

t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  e u k a r y o t e s .

In o r d e r  t o  f i n d  o u t  w h e t h e r  f u r t h e r  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i s  

p r e s e n t  i n  s u c h  n u c l e a r  s t r u c t u r e .  The m a t e r i a l  r e m a i n i n g  i n  t h e  

n u c l e a r  p e l l e t  was f u r t h e r  t r e a t e d  w i t h  2M NaCl i n  t h e  e x t r a c t i o n  

b u f f e r .  S i n c e  2M NaCl h a s  b e e n  u s e d  t o  remove  a l l  h i s t o n e  p r o t e i n s  

a l o n g  w i t h  a b o u t  70% o f  t h e  n o n h i s t o n e  p r o t e i n s  (Oudet  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,  

P a u l s o n  and Laemmli  1 9 7 7 ,  R a z i n  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  T a b l e  2 shows
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T a b l e  2 .  S o l u b l e  and bound DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t é s  from mouse c e l l  

n u c l e i .

N u c l e a r  f r a c t i o n T o t a l  v o lu m e  
(ml)

T o t a l  p r o t e i n  
(mg)

S p e c i f i c  a c t i v i t y  
( u n i t s + / m g )

1s t  0 .2M NaCl e x t r a c t 77 . 0 6 6 .0 1 7 . 1

2nd " " 3 2 . 0 1 1 .0 1 3 . 8

3rd " 3 5 . 0 3 . 2 0 . 1

4 th  " " 3 7 . 0 1 .2 0 .1

1 s t  2M NaCl e x t r a c t 2 2 .0 8 .8 0

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n  *

3 0 . 0 3 6 . 0 5 . 1

* For a s s a y  t h i s  f r a c t i o n  i s  s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M.

+ A u n i t  o f  enzyme a c t i v i t y  c a t a l y s e s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  1 pmole

o f  m e t h y l  g r o u p s  i n t o  DNA i n  one  h o u r .  S i n g l e  s t r a n d e d  c a l f

thymus DNA was  p r e s e n t  i n  a l l  i n c u b a t i o n s .
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s u r p r i s i n g l y ,  no  f u r t h e r  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i s  s o l u b i l i s e d  w i t h  2M 

NaCl.  On t h e  o t h e r  hand m a t e r i a l  r e m a i n i n g  i n s o l u b l e  w i t h  2M N a d  d o e s  

show t h e  enzyme a c t i v i t y  w h i c h  under t h e  c o n d i t i o n  o f  t h e  a s s a y  o f  t h e  

s o l u b l e  a c t i v i t y  i s  a b o u t  15% o f  t h e  t o t a l  enzyme a c t i v i t y  i n  c e l l  n u c l e i .

2 .  V a r i o u s  s o l u b l e  n u c l e a r  e x t r a c t s  t h a t  m o d u l a t e  DNA m e t h y l a s e

a c t i v i t y  from s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s .

2 . 1  E f f e c t  o f  IM NaCl p h o s p h c e l l u l o s e  e l u a t e  on p a r t i a l l y  p u r i f i e d

DNA m e t h y l a s e .

W h i l e  84% o f  t h e  enzyme a c t i v i t y  can be  r e c o v e r e d  i n  NSF and t h e n  

p a r t i a l l y  p u r i f i e d  when e l u t e d  from p h o s p h o c e l l u l o s e  co lu m n a t  0 .5M NaCl  

( T u r n b u l l ,  1 9 7 6 ) ,  t h e r e  i s  no  e v i d e n c e  f o r  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  

f r a c t i o n  e l u t e d  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a l t  ( T a b l e  1 ) .  H ow e v e r ,  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  p r o t e i n s  e l u t e d  a t  IM NaCl h a v e  a n y  e f f e c t  on t h e  

a c t i v i t y  o f  DNA m e t h y l a s e ,  e q u a l  v o l u m e s  o f  IM NaCl p h o p h o c e l l u l o s e  

e l u a t e  and 0.5M NaCl p h o s p h o c e l l u l o s e  e l u a t e  w e r e  m i x e d  b e f o r e  a s s a y  o f  

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .  T a b l e  3 shows t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  DNA m e t h y l a s e  from t h e  0 .5M NaCl p h o s p h o c e l l u l o s e  e l u a t e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  IM NaCl p h o s p h o c e l l u l o s e  e l u a t e  was i n h i b i t e d  a b o u t  44% ( t h e  

p r o t e i n  r a t i o  b e t w e e n  IM and 0 .5M NaCl p h o s p h o c e l l u l o s e  e l u a t e s  was 1 : 7 ) .

The i n h i b i t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  c a n  be  p o s t u l a t e & t o  

o p e r a t e  i n  t h e  f o l l o w i n g  ways  (a) e i t h e r  i n h i b i t i o n  i s  c a u s e d  by  

p r o t e c t i o n  o f  m e t h y l a t a b l e  s i t e s  i n  DNA p o s s i b l y  by  DNA b i n d i n g  p r o t e i n s ,

(b) t h e  i n h i b i t o r  was r e m o v i n g  m e t h y l  g r o u p s  from c e r t a i n  s i t e s  

p r e v i o u s l y  m e t h y l a t e d  by DNA m e t h y l a s e  i . e .  a DNA d e m e t h y l a s e  a c t i v i t y ,

(c)  t h e  i n h i b i t o r  i s  r e m o v i n g  p o t e n t i a l  u n m o d i f i e d  s i t e s  i n  t h e  DNA i . e .  

n u c l e a s e  a c t i v i t y  or  (d) p r o t e a s e  a c t i v i t y .

S e v e r a l  e x p e r i m e n t s  w e r e  done  t o  e x a m i n e  a l l  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s  

( R e s u l t s  n o t  s h o w n ) . I t  was  fo u n d  t h a t  t h e  p r o t e i n s  e l u t i n g  a t  IM NaCl  

from p h o s p h o c e l l u l o s e  co lum n was a m i x t u r e  o f  d i f f e r e n t  p r o t e i n s .
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T a b l e  3 .  The e f f e c t  o f  IM NaCl p h o s p h o c e l l u l o s e  e l u a t e  on p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .

F r a c t i o n Add i  t  i o n  t o  
i n c u b a t i o n

M e t h y l a s e  a c t i v i t y  
(dpm i n c o r p o r a t e d  h r “ l )

% C o n t r o l

0 .5M NaCl p h o s # i o -  
c e l l u l o s e  e l u a t e

None 6 0 0 0 100

IM NaCl  
p h o s p h o 
c e l l u l o s e  
e l u a t e .

37 0 0 57

The a s s a y  m i x t u r e  ( 7 0 / 1 1 )  c o n s i s t e d  o f  2 2 / i g  p r o t e i n  o f  0 , 5M  NaCl  

p h o s p h o c e l l u l o s e  e l u a t e  and 3 / u g  p r o t e i n  o f  IM NaCl p h o s p h o c e l l u l o s e  

e l u a t e ,  2 0 / i g  o f  h e a t  d e n a t u r e d  c a l f  thymus DNA, 1 . 6 yUCi o f  

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  i n  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.lM 

NaCl a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n .
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W h i l s t  t h e s e  i n c l u d e d  some DNA b i n d i n g  p r o t e i n s ,  and t h e  f r a c t i o n  a l s o  

c o n t a i n e d  c o n s i d e r a b l e  n u c l e a s e  a c t i v i t y  w h ic h  made f u r t h e r  a n a l y s i s  

d i f f i c u l t .

2 . 2  E f f e c t  o f  2M NaCl e x t r a c t  on s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .

To d e t e r m i n e ,  w h e t h e r  p r o t e i n s  e x t r a c t e d  w i t h  2M NaCl h a v e  any

e f f e c t  on t h e  a c t i v i t y  o f  DNA m e t h y l a s e  i n  n u c l e a r  s o l u b l e  f r a c t i o n  

( N S F ) . T a b l e  4 sho ws  t h a t  when 2M NaCl e x t r a c t  was  a d d e d  t o  n u c l e a r  

s o l u b l e  f r a c t i o n  b e f o r e  i n c u b a t i o n ,  t h e  enzyme a c t i v i t y  o f  s o l u b l e  DNA 

m e t h y l a s e  i s  i n h i b i t e d  more t h a n  50%. T h i s  i n h i b i t i o n  o f  c o u r s e  c o u l d  

s i m p l y  b e c a u s e  o f  h i s t o n e s  i n  t h e  2M NaCl e x t r a c t .  To e x a m i n e  t h i s  

p o s i t i o n  t h e  e f f e c t  o f  h i s t o n e s  and 2M NaCl e x t r a c t  on t h e  enzyme  

a c t i v i t i e s  i n  n u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  was s t u d i e d .

2 . 3  C o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  e f f e c t  o f  2M NaCl e x t r a c t  and h i s t o n e s  on

t h e  enzyme a c t i v i t y  i n  n u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s .

T a b l e  5 sho ws t h a t  h i s t o n e s  p r e s e n t  in  t h e  2M NaCl e x t r a c t  may be

a l i k e l y  e x p l a n a t i o n  o f  i n h i b i t i o n  o f  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .  

H i s t o n e s  may s i m p l y  b i n d  more  s p e c i f i c a l l y  t o  t h e  s u b s t r a t e  DNA and b l o c k  

m é t h y l a t i o n  b y  t h e  s o l u b l e  e n z y m e .  H o w ever ,  n e i t h e r  h i s t o n e s  nor 2M 

NaCl e x t r a c t  h a d  an e f f e c t  on t h e  bound a c t i v i t y .  I t  may be  t h a t  t h e  

bound a c t i v i t y  i s  p a r t  o f  a c o m p l e x  w h ic h  i n c l u d e d  DNA and o t h e r  

c o m p o n e n t s .  T h a t  i s  why i t  i s  i n a c c e s s i b l e  t o  h i s t o n e s  and i s  

u n a f f e c t e d .

3 .  S t u d i e s  on DNA m e t h y l a s e  r e m a i n i n g  i n s o l u b l e  a f t e r  2M NaCl

e x t r a c t i o n  o f  n u c l e i .

3 . 1  P r o d u c t  o f  i n s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e .

B e f o r e  an enzyme c a n  be  u n e q u i v o c a l l y  c h a r a c t e r i s e d  a s  a
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Table 4, The e f f e c t  o f  2M NaCl e x t r a c t  on the enzyme a c t i v i t y  from

nuclear  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s .

F r a c t i o n a d d i t i o n  t o  
i n c u b a t i o n

M e t h y l a s e  a c t i v i t y  
(dpm i n c o r p o r a t e d  h r " l )

% co n tr  o l

N u c l e a r  s o l u b l e  
f r a c t i o n

None 1016 100

2M NaCl  
e x t r a c t  
(IC^g p r o t e i n )

412 41

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

None 4 92 100

2M NaCl  
e x t r a c t  
(lQ/4g p r o t e i n )

4 60 94

The a s s a y  m i x t u r e  (7C^1) c o n s i s t e d  o f  2Cyig p r o t e i n  o f  e a c h  s o l u b l e  

and i n s o l u b l e  f r a c t i o n ,  lO/^g p r o t e i n  o f  2M NaCl e x t r a c t ,  20j4g o f  

h e a t  d e n a t u r e d  c a l f  thymus DNA and 1 . 6 / i C i  o f

S - a d e n o s y l - L - { m e t h y l “ 3 H )-m eth io ni ne  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.lM  

NaCl a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n .
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Table 5 .  The e f f e c t  o f  h i s tor ies  and 2M NaCl e x t r a c t  on the enzyme

a c t i v i t y  in nuc lear  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s .

F r a c t i o n a d d i t i o n  t o  
i n c u b a t i o n

DNA s u b s t r a t e me t h y l a s e  
a c t i v i t y  
(dpm i n c o r 

p o r a t e d  h r “ l )

% c o n t r o l

N u c l e a r  s o l u b l e  
f r a c t i o n

None + 101 6 100

N u c l e a r  s o l u b l e  
f r a c t i o n

2M NaCl  
e x t r a c t

+ 412 41

N u c l e a r  s o l u b l e  
f r a c t i o n

h i s t o n e s + 39 0 37

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

None + 492 100

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

2M NaCl  
e x t r a c t

+ 46 0 94

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

h i s t o n e s + 49 0 1 0 0

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

None - 4 8 0 1 0 0

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

2M NaCl  
e x t r a c t

- 4 40 92

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

h i s t o n e s - 444 93

- 2 M NaCl  
e x t r a c t

4- 0 0

- h i s t o n e s + 0 0

A s s a y  m i x t u r e  ( 7 0 / | l )  c o n t a i n e d  20/4g p r o t e i n  o f  e a c h  n u c l e a r  s o l u b l e  

and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s ,  20yug o f  h i s t o n e  p r o t e i n s ,  lOyUg o f  2M NaCl  

e x t r a c t ,  20/ug o f  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA o f  c a l f  thymus and 1 .6 /JCi  o f  

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - 3 H ) - m e t h i o n i n e  i n  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O. lM  

NaCl a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n .
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e u k a r y o t i c  DNA m e t h y l a s e ,  o n e  must  be  c e r t a i n  t h a t  o n l y  p r o d u c t  i s  

5 - m e t h y l  c y t o s i n e .  N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was  u s e d  a s  t h e  s o u r c e  o f  

enzyme and a l s o  f o r  DNA s u b s t r a t e .  The i s o l a t e d  m e t h y l a t e d  DNA was  

d i g e s t e d  w i t h  f o r m i c  a c i d  and t h e  b a s e s  w e r e  s e p a r a t e d  on Aminex A6 

colu mn  by h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y ,  a m o s t  s e n s i t i v e  method  

u s e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  5 - m e t h y l  c y t o s i n e .  The o n l y  b a s e  m e t h y l a t e d  by  

t h e  enzyme i n  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was c y t o s i n e .  F i g u r e  3 shows  

t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  l a b e l  i n  e n d o g e n o u s  DNA m e t h y l a t e d  b y  t h e  

enzyme bound t o  i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s .

3 . 2  A c c e s s i b i l i t y  o f  t h e  m e t h y l  p r o d u c t  t o  D N A a s e - l .

R e s u l t s  g i v e n  i n  t a b l e  6 show t h a t  when n u c l e a r  i n s o l u b l e

f r a c t i o n  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) -  

m e t h i o n i n e  f o r  6 h o u r s  was d i g e s t e d  w i t h  D N A a s e - I ,  a b o u t  80% o f  t h e  

r a d i o a c t i v i t y  was  f o u n d  i n  a c i d  i n s o l u b l e  p r é c i p i t a t a b l e  m a t e r i a l .  T h i s  

low f i g u r e  o f  d i g e s t i o n  may show t h a t  DNA i n  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

i s  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  o t h e r  p r o t e i n s  i n  s u c h  a way t h a t  i t  i s  

i n a c c e s s i b l e  t o  D N A a s e - I .  S i m i l a r l y  when t h y m i d i n e  l a b e l l e d  n u c l e a r  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was d i g e s t e d  w i t h  DNAase-I  f o r  1 hour  a t  3 7 ° C ,  t h e  

p e r c e n t  d i g e s t i o n  o f  DNA o f  t h y m i d i n e  l a b e l l e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

was f o u n d  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  i s o l a t e d  t h y m i d i n e  l a b e l l e d  DNA, i t  f u r t h e r  

s u p p o r t s  t h e  i d e a  t h a t  DNA i n  t h e  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  i s  c l o s e l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  o t h e r  p r o t e i n s .

3 . 3  I n d e p e n d e n c e  o f  enzyme a c t i v i t y  i n  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  o f

a d d e d  c a l f  thymus DNA s u b s t r a t e .

P r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  showe d t h a t  t h e r e  i s  some p r o p o r t i o n  o f  

enzyme a c t i v i t y  bound t o  n u c l e a r  m a t e r i a l .  W h i l e  e x a m i n i n g  t h e  a c t i v i t y  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x o g e n o u s  DNA ( c a l f  t h y m u s ) , i t  i s  r e v e a l e d  t h a t  

w h e r e a s  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  r e q u i r e s  t h e  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  DNA f o r



F i g u r e  3 .  HPLC a n a l y s i s  o f  b a s e s  t h e  i n  v i t r o  m e t h y l a t e d  e n d o g e n o u s  DNA 

o f  Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s .

The a s s a y  m i x t u r e  (280/11) c o n s i s t e d  o f  I 6 O/1 I  o f  n u c l e a r  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  ( N I F ) ,  40/^1 o f  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) -  

m e t h i o n i n e  (6 . ^ C i )  and 80/1(1 o f  b u f f e r  M was i n c u b a t e d  f o r  3 

h o u r s  a t  3 7 ° C .  The r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  w i t h  s t o p p e r  

s o l u t i o n - B .  The p r o t e i n s  w e r e  removed and t h e  DNA was  

p r e c i p i t a t e d .  The DNA was th e n  h y d r o l y s e d  i n  1 0 0  1 o f  0.5M  

NaOH a t  3 7^C f o r  1 h o u r .  The d i s s o l v e d  DNA was  t h e n  

p r e c i p i t a t e d  w i t h  2 ^ 1  o f  50% TCA and wa sh ed  t h r e e  t i m e s  w i t h  

i c e  c o l d  5% TCA w i t h  s u b s e q u e n t  c e n t r i f u g a t i o n s  a t  8 0 0  g f o r  5 

m i n u t e s  a t  4 ° C . The DNA was t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  e t h a n o l .  

A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  - 1 0 ° C  f o r  20 m i n u t e s  a t  1 0 0 0  g , t h e  

DNA was d r i e d  and h y d r o l y s e d  in  0 . 3  ml o f  f o r m i c  a c i d  a t  

1 7 0 ° b  f o r  2 h o u r s .  The f o r m i c  a c i d  was t h e n  e v a p o r t a t e d  and  

t h e  d r i e d  s a m p l e  was d i s s o l v e d  i n  2 0 ( ^ 1  o f  2CmM ammonium 

c a r b o n a t e  b u f f e r  (pH 1 0 . 0 )  and was l o a d e d  on t o  t h e  Aminex-A 6  

c o l u m n .  1 ml f r a c t i o n  was c o l l e c t e d  and t h e  r a d i o a c t i v i t y  was  

m e a s u r e d  under  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .



-  67 -

o
o

(/}
Q)
3

X 3

3
C
3
0 “
9

o
o

ro
O
O
_L

wo
o

_ 1_
CO

I

O '

w

cn

to

fO

■n
£
Û

X
*0

Q)
3
Q>
•<
CO

3
(D
5•<
Ù)

a



L a b e l l i n g  o f  Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l s  i n  v i v o

3.

tumou

H - t h y m i d i n e  was i n j e c t e d  i n t o  t h e  i n t r a p e r i t o n e a l  c a v i t y  o f  

r b e a r i n g  mi ce  (4 m ic e  we re  i n j e c t e d ,  i n  e a c h  50^Ci

3[ 6 -  H]” t h y m i d i n e  (21 C i / m m o l e ) ) .  A f t e r  15 m i n u t e s  t i m e  from i n j e c t i o n

t h e  a s c i t e s  c e l l s  we re  h a r v e s t e d .  N u c l e i  p r e p a r e d  from s u c h  c e l l s  w e r e

d i v i d e d  i n t o  t h e  e q u a l  p a r t s .  One was  u s e d  f o r  DNA p r e p a r a t i o n  and from  

o t h e r  p a r t  n u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  w ere  made.

(3) ^ H - t h y m i d i n e  l a b e l l e d  NIF: I t  was  i n c u b a t e d  w i t h  DNAase-1

(Img/ral)  f o r  1 hour  a t  37*^0. The r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  w i t h  1% SDS 

s o l u t i o n .

3
(4) H - t h y m i d i n e  l a b e l l e d  DNA: The DNA p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e

p r o c e d u r e  o f  F l i n t  e t  a l . ,  ( 1 9 7 6 ) ,  was d i g e s t e d  w i t h  DNAase -I  a s  a b o v e .
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T a b l e  6 .  Deoxvi: i b o - n u c l e a s e - 1 d i g e s t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

from Krebs  I I  a s c i t e s  tumour c e l l  n u c l e i .

Sample % d i g e s t i o n  *

(1) N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  i n c u b a t e d  in  
t h e  p r e s e n c e  o f  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l ) - 3 H ) -  
m e t h i o n i n e  was  f u r t h e r  d i g e s t e d  w i t h  D N A as e -1 .

20

(2) DNA i s o l a t e d  from n u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n  i n c u b a t e d  w i t h  S - a d e n o s y 1 - L -  
( m e t h y l - ^ H ) m e t h i o n i n e .

82

(3) N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  from c e l l s  
l a b e l l e d  i n  v i v o  w i t h  ^ H - t h y m i d i n e . 65

(4) DNA i s o l a t e d  from c e l l s ,  l a b e l l e d  w i t h  
^ H - t h y m i d i n e  i n  v i v o .

85

* % d i g e s t i o n ;  The r a d i o a c t i v i t y  r e m a i n e d  i n  t h e  a c i d  s o l u b l e

p r e c i p i t a t e s  i n  c o m p a r i s o n  t o  c o n t r o l  s a m p l e s .

(1) N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  (8C^1) was i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

G.^UCi o f  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  f o r  6 h o u r s  a t

3 7 %  ( t o t a l  i n c u b a t i o n  m i x t u r e :  2 8 ( ^ 1 )  . B e f o r e  t e r m i n a t i o n  o f  

t h e  r e a c t i o n  t h e  m i x t u r e  was  d i g e s t e d  w i t h  D N A a s e - 1 (1 mg/ml)  f o r  

f u r t h e r  o n e  hour  a t  3 7 ° C ,  and t h e n  u s u a l  a s s a y  was c a r r i e d  o u t .

(2) N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  (160yul) was i n c u b a t e d  i n  the- p r e s e n c e  

o f  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l ^ H ) - m e t h i o n i n e  ( 1 3 . C ^ C i )  f o r  6 h o u r s  a t  

37° C t h e  r e a c t i o n  was  t e r m i n a t e d  w i t h  s t o p p e r  s o l u t i o n - B  ( w i t h o u t  

c a r r i e r  DNA) and t h e  DNA was  i s o l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  

o f  F l i n t  e t  a l . ,  ( 1 9 7 6 ) ,  The DNA was t h e n  d i s s o l v e d  i n  b u f f e r  M 

and d i g e s t e d  w i t h  D N a s e - I  a s  a b o v e .
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a c t i v i t y  ( t a b l e  7 ) ,  t h e  bound DNA m e t h y l a s e  d i d  n o t  r e s p o n d  t o  added c a l f

i t r .
thymus DNA b u t  a p p e a r s  t o  m e t h y l a t e  t h e  e n d o g e n o u s  DNA w i t h  w h i c h / i s  

a s s o c i a t e d ,  e i t h e r  d i r e c t l y  or  i n  a c o m p l e x  w i t h  n o n h i s t o n e  p r o t e i n s .

The a c t i v i t y  o f  bound DNA m e t h y l a s e  w i t h  o t h e r  e x o g e n o u s  DNA s u b s t r a t e s  

h a s  b e e n  shown e l s e w h e r e  ( s e e  s e c . 4 . 2 . 4 ) .

3 . 4  E f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  n u c l e a r

i n s o l u b l e  f r a c t i o n .

When Bryan  and h e r  a s s o c i a t e s  a n a l y s e d  t h e  n u c l e i  from c a l f

thymus f o r  m e t a l  c o n t e n t ,  a f t e r  r e p e a t e d  w a s h i n g s  i n  t r i s - b u f f e r  (pH7.4)

+ 2 +2
a b o u t  0.1/Jig Zn /mg DNA and 0 .025)ug Cu /mg DNA was  f o u n d  a s s o c i a t e d

w i t h  c h r o m a t i n .  T h i s  l e v e l  o f  m e t a l  was e s s e n t i a l l y  u n c h a n g e d  w i t h

s u b s e q u e n t  w a s h i n g s  (Bryan e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  S i m i l a r l y  s c a f f o l d i n g

s t r u c t u r e  c o n t a i n s  Cu^^ (or p o s s i b l y  Ca^^) w h i c h  s t a b i l i s i n g  t h i s

s t r u c t u r e  a g a i n s t  d i s s o c i a t i o n  by  h i s t o n e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  ( L e w i s  and

Laemmli  1982)  C h e l a t i n g  o f  t h e  m e t a l  l e a d s  t o  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e

s c a f f o l d i n g  s t r u c t u r e  and c o m p l e t e  u n f o l d i n g  o f  t h e  DNA.

I n  o r d e r  t o  f i n d  o u t  w h e t h e r  DNA m e t h y l a s e  bound t o  n u c l e a r

c o m p o n e n t s  r e q u i r e  any  d i v a l e n t  c a t i o n  f o r  i t s  a c t i v i t y .  The n u c l e a r

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was  a s s a y e d  f o r  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e

o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o p p e r  and m agnes i um .  The r e s u l t s

d i s p l a y e d  i n  t a b l e  8 show t h a t  DNA m e t h y l a s e  bound t o  n u c l e a r  c o m p o n e n t s

d o e s  n o t  r e q u i r e  d i v a l e n t  c a t i o n s  f o r  i t s  a c t i v i t y .  I n d e e d  a

+2
c o n s i d e r a b l e  i n h i b i t i o n  o f  a c t i v i t y  was o b s e r v e d  w i t h  Mg . With  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m a n g a n e s e  and z i n c ,  n o  r e a l  s t i m u l a t i o n  or  

i n h i b i t i o n  was o b s e r v e d  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .

3 . 5  The e f f e c t  o f  s u l p h y d r y l  g r o u p  b l o c k i n g  r e a g e n t  on  enzyme  

a c t i v i t y  i n  n u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s .

L i k e  DNA p o l y m e r a s e s  ( A p o s h i a n  and K o rnb erg  1 9 6 2 ,  H a n d e r s o n
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T a b l e  7 .  I n d e p e n d e n c e  o f  enzyme a c t i v i t y  i n  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

o f  adde d DNA s u b s t r a t e .

F r a c t i o n DNA s u b s t r a t e  
ad d ed  (ZOyug)

A c t i v  i t y  
p . m o l e  C H g - i n c o r p o r a t e d  
h r " l m g - l  p r o t e i n

N u c l e a r  s o l u b l e  
f r a c t i o n

None 0

N u c l e a r  s o l u b l e  
f r a c t i o n

c a l f  thymus 17 .2

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

None 5 . 8

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n

c a l f  thymus 5 . 0

The a s s a y  m i x t u r e  (70ylil) c o n s i s t e d  o f  lOjàl o f  e a c h  f r a c t i o n ,  

l . ^ U C i  o f  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M 

c o n t a i n i n g  O. lM NaCl .  In t h e  i n c u b a t i o n  w i t h  n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n  w i t h o u t  s u b s t r a t e  DNA, t h e  p r o t e i n  DNA r a t i o  was 1 : 1 . 3 .
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Table 8 .  The e f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  by DNA m ethy lase  a c t i v i t y  in

nuc lear  i n s o l u b l e  f r a c t i o n .

Fr a c t i o n a d d i t i o n  t o  
i n c u b a t i o n

dpm i n c o r p o r a t e d  h r “ ^

N u c l e a r  i n s o l u b l e f r a c t i o n None 188

5mM MgCl2 112

lOmM " 52

15mM 68

2QmM " 28

25mM " 28

N u c l e a r  i n s o l u b l e f r a c t i o n None 1 0 0

ImM CuCl2 46

2mM " 72

3mM 1 0 0

4mM " 1 0 0

A s s a y  m i x t u r e  (70^1)  c o n t a i n e d  20yUl o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n ,  

l . ^ W Ci  S - a d e n o s y l ” L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e ,  v a r i o u s  am ounts  o f  

MgCl2  or  CuOl2  s o l u t i o n  and b u f f e r  M.
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1 9 7 2 ) ,  DNA m e t h y l a s e s  h a v e  shown s u l p h y d r y l  r e a g e n t  r e q u i r e m e n t  f o r  t h e i r  

a c t i v i t y  (Boy and W e i s s b a c h  1 9 7 5 ,  T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ,  Simon e t  a l . ,  

1 9 7 8 ) .  In  o r d e r  t o  f i n d  o u t  w h e t h e r  DNA m e t h y l a s e  bound t o  n u c l e a r  

c o m p o n e n t s  r e q u i r e  s u l p h y d r y l  g r o u p  f o r  i t s  a c t i v i t y .  The r e s u l t s  

p r e s e n t e d  i n  t a b l e  9 d e m o n s t r a t e  t h a t  when DNA m e t h y l a s e s  from n u c l e a r  

s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ImM 

p - c h l o r o m e r c u r i b e n z o a t e  ( S u l p h y d r y l - g r o u p  b l o c k i n g  a g e n t )  t h e  enzyme  

a c t i v i t y  o f  b o t h  f r a c t i o n s  was  s e v e r e l y  a f f e c t e d .  2mM c o n c e n t r a t i o n  o f  

p - c h l o r o m e r c u r i b e n z o a t e  ( p . c . m . b . )  c o m p l e t e l y  i n h i b i t  t h e  a c t i v i t y  o f  

b o t h  enzyme p r e p a r a t i o n s .

3 . 6  E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n - D  on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  n u c l e a r

i n s o l u b l e  f r a c t i o n .

A c t i n o m y c i n - D  i s  a c y c l i c  p o l y p e p t i d e  a n t i t u m o u r  dru g wh ic h  

i n t e r c a l a t e s  p r e f e r e n t i a l l y  b e t w e e n  GpC i n  d o u b l e  h e l i c a l  DNA ( S o b e l

19 73)  . D e o x y g u a n o s i n e  r e s i d u e s  a r e  e s s e n t i a l  f o r  b i n d i n g  r e a c t i o n  

( W e l l s  and L a r s o n  1 9 7 0 ,  S o b e l  1 9 7 2 ) .  I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  when 

n a t i v e  c a l f  thymus DNA i n c u b a t e d  w i t h  IC^M a c t i n o m y c i n - D ,  55% i n h i b i t i o n  

o f  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  o c c u r r e d  w h i l e  l i t t l e  e f f e c t  was  n o t e d  

when d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA was u s e d  a s  m e t h y l  a c c e p t o r  (Adams and Surdon  

1 9 8 2 b ) . T a b l e  1 0  sho ws t h a t  when n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  whi ch o f  

c o u r s e  c o n t a i n  e n d o g e n o u s  DNA was i n c u b a t e d  w i t h  a c t i n o m y c i n - D  t h e  

m é t h y l a t i o n  o f  t h e  e n d o g e n o u s  DNA by t h e  bound DNA m e t h y l a s e  was a l s o  

i n h i b i t e d  ( a b o u t  53%).

3 . 7  A n a l y s i s  o f  p a r e n t a l  and n a s c e n t  DNA f o r  p r o d u c t  o f  i n  v i t r o

m é t h y l a t i o n .

In  1 9 7 5 ,  H o l l i d a y  and P u g h ,  and R i g g s  i n d e p e n d e n t l y  p r o p o s e d  an  

a t t r a c t i v e  m o d e l  s u g g e s t i n g  t h a t  DNA m o d i f i c a t i o n  may b e  i n v o l v e d  i n



p - c h l o r r o m e c c u r l b e n z o a t e  r e a g e n t , 

p - c h l o r o r a e r c u r i b e n z o a t e  s o l u t i o n  was  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  

o f  H an de rson  ( 1 9 7 2 ) .  Weighed am oun ts  o f  w e l l  d r i e d  p r e p a r a t i o n  o f  

p ~ c h l o r o m e r c u r i ' b e n z o a t e  ( p . c . r a . b . )  w ere  d i s s o l v e d  i n  a s l i g h t  e x c e s s  o f  

d i l u t e  NaOH and d i l u t e d  w i t h  50mM t r i s - H c l  pH 7 . 8 .



-  73 -

Table 9.  The e f f e c t  o f  s u lphydr y l  group b l o c k in g  r e a g e n t  on DNA methylase

a c t i v i t y  in nuc lear  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s .

F r a c t i o n a d d i t i o n  t o  i n c u b a t i o n % c o n t r o l

N u c l e a r s o l u b l e  f r a c t i o n None 1 0 0

N u c l e a r s o l u b l e  f r a c t i o n ImM p - c h l o r o m e r c u f  i'“ 
b e n z o a t e

1 0

N u c l e a r s o l u b l e  f r a c t i o n 2mM p - c h l o r o m e r c u r t -  
b e n z o a t e

0

N u c l e a r i n s o l u b l e f r a c t i o n None 1 0 0

N u c l e a r i n s o l u b l e f r a c t i o n ImM p - c h l o r o m e r c u r i  
b e n z o a t e

30

N u c l e a r i n s o l u b l e f r a c t i o n 2mM p - c h l r o m e r c u r i -  
b e n z o a t e

0

The i n c u b a t i o n  m i x t u r e  (140yUi) c o n s i s t e d  o f  1 6 ^ g p r o t e i n  o f  

n u c l e a r  s o l u b l e  f r a c t i o n  and 24yug p r o t e i n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n ,  4(yig o f  c a l f  thymus DNA ( d e n a t u r e d )  and l .ôytiCi o f  

S - a d e n o s y l - ( m e t h y l  - 3 H ) - m e t h i o n i n e  i n  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  NaCl a t  

t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  O.IM.

( 1 0 0 % enzyme a c t i v i t y  o f  n u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d  

t o  1 2 8 0  and  484  dpm p e r  a s s a y  r e s p e c t i v e l y ) .
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T a b l e  1 0 .  E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n - D  on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  o f  n u c l e a r  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n .

F r a c t i o n a d d i t i o n p . m o l e  CH3  i n c o r p o r a t e d  
h r ' l m g " !  p r o t e i n

N u c l e a r  i n s o l u b l e f r a c t i o n None 3 . 8 4

N u c l e a r  i n s o l u b l e f r a c t i o n a c t i n o m y c i n - D 1 . 7 9
(2/A9)

The a s s a y  m i x t u r e  (140yul) c o n s i s t e d  o f  25yug p r o t e i n  and 22yi\g 

e n d o g e n o u s  DNA o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  p r e p a r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  m a t e r i a l s  and m e th o d s  s e c .  7 . 3 )  3.2yUCi o f  

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - 3 n ) - m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M.
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d i f f e r e n t i a t i o n  and d e v e l o p m e n t .  V e r t e b r a t e  DNAs c o n t a i n  5 - m e t h y l  

c y t o s i n e  a s  a m o d i f i e d  b a s e  and m o d i f i c a t i o n  i s  i n t r o d u c e d  s p e c i f i c a l l y  

i n t o  p r o g e n y  s t r a n d  f o l l o w i n g  DNA r e p l i c a t i o n  ( B i r d  1 9 7 8 ) .  F u r t h e r m o r e ,  

t h e  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  p r e s e n t  i n  t h e  p a r e n t a l  s t r a n d  i s  

s e m i c o n s e r v a t i v e l y  c o p i e d  a f t e r  r e p l i c a t i o n  s o  t h a t  t h e  p a t t e r n  i s  p a s s e d  

t o  t h e  d a u g h t e r  c e l l s  a f t e r  d i v i s i o n .

In  o r d e r  t o  f i n d  o u t  whi ch s t r a n d  i s  m e t h y l a t e d  v i t r o  by  t h e  

DNA m e t h y l a s e  bound t o  n u c l e a r  c o m p o n e n t s ,  % n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

c o n t a i n i n g  h e a v y  and l i g h t  s t r a n d s  o f  e n d o g e n o u s  DNA was p r e p a r e d  from  

mouse  L - 9 2 9  c e l l s ,  by  g r o w t h  o f  t h e  c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

[ U - ^ ^ C ] - d e o x y c y t i d i n e  and b r o m o d e o x y u r i d i n e  (Brd Urd) f o r  20  h o u r s  a t  

37°C ( s e e  m a t e r i a l s  and m e t h o d s  s e c . 8 . 3 ) .  The n u c l e a r  i n s o l u b l e

f r a c t i o n  was t h e n  p r e p a r e d  from t h e s e  c e l l s  and i n c u b a t e d  v i t r o  w i t h

3
S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l -  H ) m e t h i o n i n e . The m e t h y l a t e d  DNA o f  t h e  L - c e l l  

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was t h e n  i s o l a t e d  and was  d i s s o l v e d  i n

3
a l k a l i n e  C s 6 l  s o l u t i o n  ( 1 . 7 9 g / C  ) and s e p a r a t e d  i n t o  h e a v y  and l i g h t

s t r a n d s  b y  b u o y a n t  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  F i g u r e  4 shows an

3 3i n c o r p o r a t i o n  o f  H - m e t h y l  c o u n t s  from S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l -  H ) -

m e t h i o n i n e  i n t o  t h e  h e a v y  s t r a n d ,  wh ic h  s u g g e s t  t h a t  DNA m e t h y l a s e  bound

t o  t h e  L - c e l l  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  i s  m e t h y l a t i n g  c y t o s i n e  r e s i d u e s

o f  t h e  n e w l y  s y n t h e s i s e d  s t r a n d  o f  t h e  d u p l e x  DNA a s s o c i a t e d  w i t h  t h a t

f r a c t i o n .

4 .  P o s s i b l e  s i g n i f i c a n c e  o f  " s o l u b l e "  and "bound" for m s o f  DNA

m e t h y l a s e .

4 . 1  E x a m i n a t i o n  o f  i n  v i v o  p r o p e r t i e s .

4 . 1 . 1  M é t h y l a t i o n  o f  e n d o g e n o u s  DNA o f  r a p i d l y  g r o w i n g  and s t a t i o n a r y

mouse  L - 9 2 9  c e l l s  by  "bound" DNA m e t h y l a s e .

In  1 9 7 0 ,  K a p p ler  show ed  a l i n e a r  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f



F i g u r e  4 .  A l k a l i n e  CsOl  e q u i l i b r i u m  d e n s i t y  g r a d i e n t s  o f  i n  v i t r o  

m é t h y l a t i o n  r e a c t i o n  p r o d u c t .

The DNA m e t h y l a t e d  by n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was d i s s o l v e d  

i n  a l k a l i n e  CsC l  s o l u t i o n  {See  m a t e r i a l s  and m e th o d s  

S e c .  9 . 2 ) ,  The s o l u t i o n  was c e n t r i f u g e d  a t  8 3 , 0 0 0  g f o r  4 0  

h o u r s  i n  t h e  Beckman SW50.1 r o t o r  a t  2 0 ° C .  2 - d r o p  f r a c t i o n s  

w ere  c o l l e c t e d  s t a r t i n g  from b o t t o m  o f  t h e  g r a d i e n t .
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r a d i o a c t i v i t y  i n t o  c y t o s i n e  and m e t h y l  c y t o s i n e  o f  DNA, when 

C - l a b e l l e d  d e o x y c y t i d i n e  was a d m i n i s t r a t e d  i n t o  r a p i d l y  g r o w i n g  

c u l t u r e d  mouse c e l l s ,  w h i l e  o t h e r  w o r k e r s  h a v e  shown a c o n s i d e r a b l e  d e l a y  

b e t w e e n  t h e  t i m e  o f  s y n t h e s i s  o f  DNA and i t s  e v e n t u a l l y  c o m p l e t e  

m é t h y l a t i o n  (Surdon and Adams 1 9 6 9 ,  Adams 1 9 7 4 ) .  In  c e r t a i n  i n s t a n c e s  

i t  a p p e a r s  t h a t  m é t h y l a t i o n  c o n t i n u e s  w e l l  b e y o n d  t h e  end o f  S - p h a s e  

(E va ns  e t  a l . ,  1 9 7 3 ,  D r a h o v sk y  and Walker 1975)  b u t  i n  g e n e r a l  i t  i s  

s u p p o s e d  t h a t  m é t h y l a t i o n  w o u ld  be  c o m p l e t e  p r i o r  t o  i n i t i a t i o n  o f  a new 

round  o f  DNA s y n t h e s i s .

I n  a d d i t i o n  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  i n  e u k a r y o t e s ,  t h e  DNA from  

h o m o l o g o u s  s o u r c e  c a n  a c c e p t  m e t h y l  g r o u p s  bn v i t r o  i n d i c a t i n g  t h a t  DNA 

i s o l a t e d  from r a p i d l y  g r o w i n g  c e l l s  i s  p r o b a b l y  n o t  f u l l y  m e t h y l a t e d  i n  

v i v o . DNA i s o l a t e d  from n o n g r o w i n g  c e l l s  i s  on t h e  o t h e r  h a n d ,  i n  

g e n e r a l ,  a poor  a c c e p t o r  o f  m e t h y l  g r o u p s  p r o b a b l y  du e  t o  m é t h y l a t i o n  o f  

m o s t  o f  t h e  p o t e n t i a l  s i t e s  v i v o  d u r i n g  t h e  r o u n d  o f  DNA s y n t h e s i s .  

When n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  and t h e i r  a s s o c i a t e d  DNAs w ere  i s o l a t e d  

from r a p i d l y  g r o w i n g  and n o n g r o w i n g  mouse L - c e l l s  and i n c u b a t e d  v i t r o  

w i t h  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h  i o n  i n e  o v e r  a p e r i o d  o f  12 h o u r s  

( F i g u r e  5 ) ,  t h e  m é t h y l a t i o n  o f  t h e  e n d o g e n o u s  DNA o f  t h e  n u c l e a r  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  from r a p i d l y  g r o w i n g  c e l l s  i s  4 - f o l d  h i g h e r  t h a n  t h a t  

p r e p a r e d  from n o n g r o w i n g  c e l l s .  T h i s  s u p p o r t s  t h e  v i e w  t h a t  t h e  bound  

enzyme i s  p r o b a b l y  m e t h y l a t i n g  t h e  n e w l y  s y n t h e s i s e d  s t r a n d  o f  t h e  d u p l e x  

DNA w h i c h  r e m a i n e d  p a r t l y  u n m e t h y l a t e d  i n  th e  p r e p a r a t i o n s  from the  

g r o w i n g  c e l l s .

4 . 1 . 2  E f f e c t  o f  h y d r o x y u r e a  on " s o l u b l e "  and "bound" form s o f  DNA

m e t h y l a s e  from L-9 29  c e l l s .

To i n v e s t i g a t e  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e s e  two forms o f  DNA 

m e t h y l a s e s  v i v o , mouse  L - 9 2 9  c e l l s  we re  p r e i n c u b a t e d  w i t h



F i g u r e  5 .  A s s a y  m i x t u r e  (140yUl) c o n s i s t e d  o f  3 6 ^ g  p r o t e i n  and 56^ g DNA

o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  o f  L -9 2 9  l o g  c e l l s  ( - 0 ------0 - )

and 36yUg p r o t e i n  and 6 5^ g DNA o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

o f  L-9 29  s t a t i o n a r y  c e l l s  ( - #  —  • - }  , 3 . ^ C i  o f  S - a d e n o s y l - L -  

( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  in  b u f f e r  M.
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F i g u r e  5 .  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  

f r o m ' L - 9 2 9 ' c e l l s  h a r v e s t e d  a t  s t a t i o n a r y  and l o g  p h a s e

o f  g r o w t h .
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h y d r o x y u r e a .  T h i s  compound i n h i b i t s  t h e  a c t i v i t y  o f  r i b o n u c l e o s i d e  

d i p h o s p h a t e  r e d u c t a s e  ( K r a k o f f  e t  a l . ,  1 9 6 8 ,  T h e i s s  and F i s h e r  1 9 7 6 ,  

B e r g l u n d  and S j o b e r g  1 9 7 9 ,  En gs b ron  e t  a l . ,  1979)  c a u s i n g  an  

i n t r a c e l l u l a r  l e v e l  o f  dATP and dGTP t o  become d e p l e t e d  (Sk oa g  a nd  

N o r d e n s - K j o l d  1 9 7 1 ,  Skoag and B j u r s e l l  1 9 7 4 ,  T h e i s s  and F i s h e r  1 9 7 6 ) ,  

w i t h  a c o n s e q u e n t  i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s .  F i g u r e  6  shows t h a t  

p r i o r  i n c u b a t i o n  o f  mouse  L -9 2 9  c e l l s  w i t h  t h e  dr ug  f o r  6  h o u r s  l e a d s  t o  

r e d u c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  bound s t a t e  and an i n c r e a s e  i n  

t h e  s o l u b l e  f o r m .  T h u s ,  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  w i t h  i n s o l u b l e  

n u c l e a r  c o m p o n e n t s  i n  bound form p r o b a b l y  r e q u i r e s  c o n t i n u i n g  DNA 

r e p l i c a t i o n .

4 . 1 . 3  E f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  on " s o l u b l e "  and "bound" for ms o f  DNA

m e t h y l a s e  from L -929  c e l l s .

When L - 9 2 9  c e l l s  w ere  i n c u b a t e d  f o r  8  h o u r s  w i t h  t h e  p o t e n t

p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n h i b i t o r ,  c y c l o h e x i m i d e ,  t h e r e  was  an i n c r e a s e  i n  t h e

a c t i v i t y  o f  s o l u b l e  form and a r e d u c t i o n  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  DNA m e t h y l a s e

o f  bound form ( F i g u r e  7 ) .  The dru g c y c l o h e x i m i d e  n o t  m e r e l y  i n h i b i t s

t h e  s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n  b u t  a l s o  i n h i b i t s  t h e  s y n t h e s i s  o f  DNA. From

t a b l e  I I  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  when L - 9 2 9  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e

p r e s e n c e  o f  c y c l o h e x i m i d e  f o r  8  h o u r s  and l a b e l l e d  f o r  f u r t h e r  o n e  hour  

3 3
w i t h  H - l e u c i n e  and H - t h y m i d i n e  t o  e x a m i n e  p r o t e i n  and DNA s y n t h e s i s ,  

t h e  t r i t i u m  l a b e l  i n c o r p o r a t e d  i n t o  p r o t e i n  and DNA showe'd a r e d u c t i o n  i n  

t h e  s y n t h e s i s  o f  b o t h  p r o t e i n  and DNA (2% and 5% r e s p e c t i v e l y ) .  T h i s  

d a t a  s u p p o r t s  t h e  f i n d i n g s  r e p o r t e d  by  C r e u s o t  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  where  

s y n t h e s i s  o f  DNA i n  F r i e n d  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s  h a v e  shown i n h i b i t e d  b y  

c y c l o h e x i m i d e .  Thus t h e  a s s o c i a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  w i t h  i n s o l u b l e  

n u c l e a r  c o m p o n e n t s  i n  a bound form p r o b a b l y  r e q u i r e s  c o n t i n u i n g  DNA 

r e p l i c a t i o n  may b e  a l s o  p r o t e i n  s y n t h e s i s .



F i g u r e  6 . A s s a y  m i x t u r e  (140^1)  c o n s i s t e d  o f  20yug p r o t e i n  o f  e a c h

f r a c t i o n  ( s o l u b l e  and bound DNA m e t h y l a s e )  , ^Oj\q d e n a t u r e d  c a l f  

thymus DNA, 3 . 2 y U C i  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  and  

b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.IM NaCl .  No s u b s t r a t e  DNA u s e d  i n  t h e  

i n c u b a t i o n s  w i t h  bound DNA m e t h y l a s e ,  a s  t h e  p r e p a r a t i o n  

a l r e a d y  c o n t a i n e d  DNA,

O -------O — DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c o n t r o l  c e l l s .

# ------- # — DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c e l l s  t r e a t e d

w i t h  2mM h y d r o x y u r e a  f o r  6  h o u r s .
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F i g u r e  6 . E f f e c t  o f  2mM h y d r o x y u r e a  on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s

i n  mouse L - 9 2 9  c e l l s .



F i g u r e  7 .  a .  A s s a y  m i x t u r e  (1 4 0 / i l )  c o n s i s t e d  o f  2 ( ^ g  p r o t e i n  o f  n u c l e a r  

s o l u b l e  f r a c t i o n  ( s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e )  , 40yUg d e n a t u r e d  

c a l f  thymus DNA, 3.2yUCi S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  

and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.IM NaCl .

b .  A s s a y  m i x t u r e  (140^1)  c o n s i s t e d  o f  40^g p r o t e i n  o f  n u c l e a r  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  (bound DNA m e t h y l a s e )  , 3.2yL(Ci 

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - r a e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  

O.IM NaCl .  No s u b s t r a t e  DNA u s e d  a s  t h e  p r e p a r a t i o n  

a l r e a d y  c o n t a i n e d  DNA.

O ------- O —  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c o n t r o l  c e l l s .

• --------•   DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c e l l s  t r e a t e d

w i t h  c y c l o  h e x i m i d e  ( 2 5 w g /m l)  f o r  8  h o u r s .
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F i g u r e  7 .  E f f e c t  o f  C y c l o h e x i m i d e  on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s

i n  mouse L - 9 2 9  c e l l s .



T a b l e  1 1 .  The e f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  and h y d r o x y u r e a  on t h e  s y n t h e s i s  

o f  p r o t e i n  and DNA o f  L929 c e l l s .

4
L- 929  c e l l s  (8 x 1 0  ) w ere  i n c u b a t e d  i n t o  5 cm d i s h e s  i n  t h e  

G l a s g o w ' s  m o d i f i c a t i o n  o f  E a g l e ' s  e s s e n t i a l  medium 

s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 % ( v / v )  c a l f  serum a s  d e s c r i b e d  i n  

' m a t e r i a l s  and m e t h o d s ' .  C e l l s  w e r e  a l l o w e d  t o  grow f o r  23  

h o u r s  and t h e n  t h e  d r u g s  c y c l o h e x i m i d e  (25yUg/ml) and 2mM 

h y d r o x y u r e a  w ere  add ed and t h e  i n c u b a t i o n  was c o n t i n u e d  f o r  

f u r t h e r  8  h o u r s .  C e l l s  w ere  l a b e l l e d  w i t h  ^ H - t h y m i d i n e  ( ^  

C i / m l ,  s p e c i f i c  a c t i v i t y  23 C i / m . m o l e )  and ^ H - l e u c i n e  (JyU 

C i / m l ,  s p e c i f i c  a c t i v i t y  50 C i / m . m o l e )  f o r  f u r t h e r  one  

h o u r .  A f t e r  h a r v e s t i n g  t h e  c e l l s  i n  PBS b u f f e r ,  w e r e  wash ed  

t w i c e  w i t h  PBS b u f f e r  and f i v e  t i m e s  w i t h  5% TCA f o l l o w i n g  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 0 0  g f o r  5 m i n u t e s  a t  4 ° .  A f t e r w a r d s  

t h e  c e l l s  w e r e  w a sh ed  i n  a b s o l u t e  a l c o h o l  and t h e n  i n c u b a t e d  

i n  1ml o f  0.3M NaOH f o r  30  m i n u t e s  a t  37^C.  0 . 5  ml o f  e a c h  

a l i q u o t e  was t r a n s f e r r e d  i n  p l a s t i c  v i a l  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  

5 ml o f  T r i t o n - t o l u e n e  and t h e  r a d i o a c t i v i t y  was m e a s u r e d  

under s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  A v e r a g e  i n c o r p o r a t i o n  o f  

r a d i o l a b e l  i n t o  a c i d  p r é c i p i t a t a b l e  m a t e r i a l s  by  u n t r e a t e d  

c e l l s  was 117 526  cpm/ 10^ c e l l s / h o u r  f o r  ^ H - t h y m i d i n e ,  

and 704 9 c p m / 10^ c e l l s / h o u r  f o r  ^ H - l e u c i n e .  A l l  v a l u e s  

r e p r e s e n t  t h e  a v e r a g e  o f  two d e t e r m i n a t i o n s  on e x t r a c t s  from  

t h e  same c u l t u r e .
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T a b l e  1 1 .  The e f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  and h y d r o x y u r e a  on t h e  s y n t h e s i s  

o f  p r o t e i n  and DNA o f  L -9 2 9  c e l l s .

Rate  o f  S y n t h e s i s

A d d i t i o n  t o  medium DNA P r o t e i n

% c o n t r o l

c y c l o h e x i m i d e
(2 5 ^ g /m l ) 5 2

H y d ro x y u rea
(2 mM) 0 . 1  63
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4 . 1 . 4  E f f e c t  o f  5 - a z a d e o x y c v t i d i n e  on DMA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  mouse

( L - 9 2 9 )  c e l l  n u c l e i .

The a n t i l e u k e m i c  drug 5 - a z a c y t i d i n e  i s  c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  a 

w i d e  v a r i e t y  o f  c r i t i c a l  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  i n c l u d i n g  s y n t h e s i s  o f  

p r o t e i n s ,  RNA and DNA (Cihak 1 9 7 4 ) .  One o f  i t s  e f f e c t s ,  however  i s  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  DNA m é t h y l a t i o n  p r o c e s s .  R e c e n t l y  C r e u s o t  e t  a l . ,  

(1982) h a v e  f o u n d  t h a t  5 - a z a c y t i d i n e  or 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  c a u s e s  a 

c o n c e n t r a t i o n s  and t i m e  d e p e n d e n t  l o s s  o f  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  

from F r i e n d  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s .  They  c o n c l u d e  t h a t  p r i m a r y  c a u s e  o f  

i n h i b i t o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  may be  t h e  l o s s  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  

r a t h e r  t h a n  r e p l a c e m e n t  o f  p o t e n t i a l l y  m e t h y l a t a b l e  c y t o s i n e  r e s i d u e s  by  

an a n a l o g u e  wh ic h  c a n n o t  be  m e t h y l a t e d  i . e .  5 - a z a d e o x y  c y t i d i n e .  The 

t r e a t m e n t  o f  F r i e n d  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s  f o r  10 h o u r s  w i t h  lyUM 

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  c a u s e d  a b o u t  90% i n h i b i t i o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n .

In  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  on b o th  

s o l u b l e  and bound DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s ,  mouse L - 9 2 9  c e l l s  we re  

i n c u b a t e d  f o r  10 h o u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  yiM 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e .

F i g u r e  8  sho ws t h a t  t h e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  n u c l e a r  s o l u b l e  

f r a c t i o n  ( s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e )  i s  c o n s i d e r a b l y  r e d u c e d ,  w h i c h  i s  i n

c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  C r e u s o t  e t  a l . ,  ( 1982 )  a s  w e l l  a s

w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  Adams e t  a l . ,  (1982)  w h e r e  l e v e l  o f  DNA m é t h y l a t i o n  

was r e d u c e d  t o  20%, when L -92 9 c e l l s  were  e x p o s e d  t o  yjM 5 - a z a d e o x y  

c y t i d i n e  f o r  2 - 3  d a y s .  On t h e  o t h e r  hand t h e r e  i s  an i n c r e a s e  i n  t h e

a c t i v i t y  o f  t h e  bound en zym e .  P r e c i s e  q u a n t i t a t i v e  c o m p a r i s o n  o f  t h e s e

c h a n g e s  i s  d i f f i c u l t  b e c a u s e  t h e  s o l u b l e  enzyme i s  m e a s u r e d  w i t h  

e x o g e n o u s  DNA (E. c o l i ) w h e r e a s  t h e  bound enzyme i s  m e t h y l a t i n g  

e n d o g e n o u s  DNA.

4 . 1 . 5  E f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  o f

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  L -929  c e l l s .



F i g u r e  8 . A s s a y  m i x t u r e  ( 1 4 y u i )  c o n t a i n e d  2(yig p r o t e i n  o f  e a c h  

f r a c t i o n ,  4<yig d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA, 3 .  y f C i  

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H > m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  

O.IM NaCl .  No DNA s u b s t r a t e  u s e d  i n  t h e  i n c u b a t i o n s  w i t h  

bound DNA m e t h y l a s e  (NIF) a s  i t  a l r e a d y  c o n t a i n e d  DNA.

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c o n t r o l  c e l l s .

— # ------# — DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c e l l s  t r e a t e d  w i t h

IjXM 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  f o r  10  h o u r s .
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T i m e  o f  i n c u b a t i o n  ( h o u r s )

F i g u r e  8 . E f f e c t  o f  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  on DNA m e t h y l a s e

a c t i v i t i e s  i n  mouse  L - 9 2 9  c e l l s .
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When L - 9 2 9  c e l l s  we re  e x p o s e d  t o  1J\M. 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  fo r  10 

h o u r s ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  s o l u b l e  form o f  DNA m e t h y l a s e  was  r e d u c e d  t o  

a b o u t  14%. I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e d u c t i o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  

may be  due  t o  e i t h e r  a r r e s t  o f  DNA m e t h y l a s e  whi ch  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  

" w a l k " down t h e  h e l i x  ( D r a h o v s k y  and Morr i s  1 9 7 1 a )  or  i r r e v e r s i b l e  

b i n d i n g  o f  t h e  enzyme c l o s e l y  t o  p o t e n t i a l l y  m o d i f i a b l e  s i t e s  c o n t a i n i n g  

5 - a z a c y t o s i n e  r e s i d u e s  (J o n e s  and T a y l o r  1 9 8 1 ) .  On t h e  o t h e r  hand from  

F i g u r e  5 i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  when p r o t e i n  s y n t h e s i s  was  b l o c k e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  c y c l o h e x i m i d e  t h e r e  was  an i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  

s o l u b l e  fo rm .  In  o r d e r  t o  e x a m i n e  w h e t h e r  c y c l o  h e x i m i d e  c a n  r e l e a s e  

any  DNA m e t h y l a s e  t h a t  b eco m es  bound i n  p r e s e n c e  o f  5 - a z a c y t o s i n e ,  c e l l s  

t r e a t e d  w i t h  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  w e r e  s u b s e q u e n t l y  t r e a t e d  w i t h  

c y c l o h e x i m i d e  f o r  6  h o u r s .  R e s u l t s  g i v e n  i n  t a b l e  12 sho ws t h a t  no  

s i g n i f i c a n t  amount  o f  enzyme a c t i v i t y  t h a t  b e c o m e s  bound i n  p r e s e n c e  o f  

5 - a z a c y t o s i n e  i s  r e l e a s e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  c y c l o  h e x i m i d e .

4 . 1 . 6  M i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  a i g e s t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  o f

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  L-9 29  c e l l s .

T a b l e  12 showed t h a t  c y c l o h e x i m i d e  t r e a t m e n t  f a i l e d  t o  r e l e a s e  

a n y  s i g n i f i c a n t  amount o f  DNA m e t h y l a s e  i n t o  a s o l u b l e  form from t h e  

n u c l e a r  c o m p o n e n t s  o f  c e l l s  p r e v i o u s l y  t r e a t e d  w i t h  5 - a z a d e o x y c y 8 d i n e .

I n  o r d e r  t o  f i n d  o u t  more a b o u t  t h e  n a t u r e  o f  b i n d i n g  o f  DNA m e t h y l a s e  t o  

n u c l e a r  c o m p o n e n t s  ( i n c l u d i n g  DNA), n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  from 

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  and u n t r e a t e d  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  h i g h  

l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  (2 500 u n i t s / l O C ^ g  c h r o m a t i n  DNA) f o r  45 

m i n u t e s  a t  37*^C. F i g u r e  9 sho ws t h a t  w h i l e  enzyme a c t i v i t y  from  

u n t r e a t e d  c e l l s  c a n  b e  r e l e a s e d  from c h r o m a t i n  and be  made d e p e n d e n t  on  

e x o g e n o u s  s u b s t r a t e  DNA, t h e  bound DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  c e l l s  h a s  n o t  b e e n  s o  a f f e c t e d .  I t  may b e



T a b l e  1 2 .  E f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  on t h e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  o f  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  L -929  c e l l s .

L -9 2 9  c e l l s  grown t o  s t a t i o n a r y  p h a s e  i n  G l a s g o w ' s  

m o d i f i c a t i o n s  o f  E a g l e ' s  e s s e n t i a l  medium w e r e  s p l i t  i n t o  

fo u r  80  o z  r o t a t i n g  b o t t l e s  ( e q u a l  amount  o f  c e l l s  i n  e a c h  

b o t t l e ) , which  a r e  t r e a t e d  a s  f o l l o w s :

(1) L - 9 2 9  c e l l s  grown f o r  20 h o u r s  i n  f r e s h  E a g l e ' s  minimum

e s s e n t i a l  medium and t h e n  h a r v e s t e d  i n  PBS b u f f e r .

(2) C e l l s  we re  t r e a t e d  w i t h  IjXlA 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  a t  t h e  1 0 t h  

hour o f  growth and h a r v e s t e d  a t  t h e  2 0 th  hour  o f  g r o w t h .  

R e f e r r e d  t o  a s  L - a z a  c e l l s .

(3) C e l l s  t r e a t e d  a s  ( 2 ) ,  a t  t h e  2 0 t h  hour  t h e  medium was c h a n g e d  

and l e f t  f o r  f u r t h e r  6  h o u r s  and t h e n  h a r v e s t e d .

(4) C e l l s  t r e a t e d  a s  ( 2 ) ,  a t  t h e  2 0 t h  hour  t h e  medium was  c h a n g e d  

w i t h  t h e  f r e s h  medium c o n t a i n i n g  2 ^ g / m l  c y c l o h e x i m i d e  and  

l e f t  f o r  f u r t h e r  6  h o u r s  and t h e n  h a r v e s t e d .
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T a b l e  1 2 .  E f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  on t h e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  o f  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  L -92 9  c e l l s .

S o u r c e DNA m e t h y l a s e  t o t a l  a c t i v i t y  % c o n t r o l
p . m o l e  i n c o r p o r a t e d  
h r ” l

1 .  L - 9 2 9  c e l l s ' s o l u b l e '  DNA 
m e t h y l a s e

3 4 . 2 100

2 .  L - a z a  c e l l s 6 . 2 18

3.  L - a z a  + c h a s e 7 . 9 23

4 ,  L - a z a  + c y c l o h e x i m i d e  
c h a s e

11.2 33

1 .  L - 9 2 9  c e l l s ’ b o u n d ' DNA 
m e t h y l a s e

7 .5 100

2 .  L - a z a  c e l l s 4 . 3 58

3 .  L - a z a  + c h a s e 11.2 150

4 .  L - a z a  + c y c l o h e x i m i d e  
c h a s e

9 . 2 123

I n  140^1 i n c u b a t i o n  m i x t u r e ,  20^g p r o t e i n  o f  e a c h  f r a c t i o n ,  2CJUg 

n a t i v e  M. l e u t u s  DNA, 3.2yUCi S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  

and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  NaCl a t  th e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  O.IM.



F i g u r e  9 .  M i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

o f  mouse  L -929  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e .

N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  (NIFs)  o f  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  

t r e a t e d  and u n t r e a t e d  mouse L - c e l l s  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  ( 2 5 0 0  u n i t s  per  lOC^g c h r o m a t i n  DNA) f o r  

45 m i n u t e s  a t  37°C i n  a n u c l e a s e  b u f f e r  ( B u f f e r  M w i t h o u t  

EDTA, 1.2mM C a c l ^ ) . The r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  w i t h  

1.6mM EDTA ( p H 7 . 5 ) .  The m i x t u r e  was c h i l l e d  i n  i c e  and  

t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 0  g f o r  30 m i n u t e s  a t  4 °C .  The  

s u p e r n a t a n t s  w e r e  u s e d  f o r  DNA m e t h y l a s e  a s s a y .

A s s a y  m i x t u r e  (210yLll) c o n s i s t e d  o f  lOyug p r o t e i n  o f  e a c h  

f r a c t i o n ,  40^g d e n a t u r e d  ^  c o l i  DNA, 3 . 2 yyCi 

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M 

c o n t a i n i n g  O.IM N a d .

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c o n t r o l  c e l l s .

A , D , 0  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from c e l l s  t r e a t e d  

w i t h  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  (]yUM) f o r  10 h o u r s ,

A ---------A U n d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h

d e n .  E. c o l i  DNA.

0  □  S u p e r n a t a n t  o f  d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e

f r a c t i o n  w i t h  d e n ,  E_. c o l i  DNA.

# ---------O S u p e r n a t a n t  o f  d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e

f r a c t i o n  w i t h o u t  s u b s t r a t e  DNA.
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F i g u r e  9 .

T i m e  o f  i n c u b a t i o n  (  h o u r s )

M i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  o f  n u c l e a r  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  o f  mouse L - 9 2 9  c e l l s

t r e a t e d  w i t h  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e .



t h a t  t h e  DNA m e t h y l a s e  formed  a c o v a l e n t  c o m p l e x  ( S a n t i  e t  a l . ,  1983)  

w i t h  e n d o g e n o u s  h e m i m e t h y l a t e d  d u p l e x  DNA c o n t a i n i n g  5 - a z a c y t o s i n e  

r e s i d u e s  and t h i s  c o m p l e x  was  n o t  d i s s o c i a t e d  w i t h  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  

d i g e s t i o n  i n  s u c h  a way a s  t o  r e l e a s e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  t h a t  w o u l d  

i n t e r a c t  w i t h  e x o g e n o u s  s u b s t r a t e  DNA.

4 . 1 . 7  C o n c l u s i o n

The r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s e c t i o n  h a v e  shown t h a t  c e l l s  

t r e a t e d  w i t h  h y d r o x y u r e a  t o  b l o c k  DNA r e p l i c a t i o n  h a v e  l e s s e r  amount  o f  

DNA m e t h y l a s e  i n  t h e  n u c l e a r  m a t r i x  f r a c t i o n ,  C y c l o h e x i m i d e ,  w h i c h  

b l o c k s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  and b l o c k s  DNA s y n t h e s i s  a s  w e l l  ( t a b l e  1 1 ,  

C r e u s o t  e t  a l . ,  1982)  h a s  shown s i m i l a r  e f f e c t  on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  

bound t o  n u c l e a r  m a t r i x ,  I t  i n d i c a t e s  t h a t  a c t u a l  a s s o c i a t i o n  o f  DNA 

m e t h y l a s e  w i t h  su c h  n u c l e a r  m a t r i x  i s  c e r t a i n l y  c l o s e l y  l i n k e d  t o  DNA 

r e p l i c a t i o n .

The t r e a t m e n t  o f  c e l l s  w i t h  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e ,  on t h e  o t h e r  

h a n d ,  r e s u l t e d  i n  t h e  l o s s  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from t h e  s o l u b l e  

f r a c t i o n  and an i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  s o m e s t i m e s  o f  bound form.  The 

f a i l u r e  o f  c y c l o l e x i m i d e  t o  r e l e a s e  DNA m e t h y l a s e  from t h e  bound s t a t e  o f  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  c e l l s  s u p p o r t s  t h e  r e s u l t s  o f  C r e u s o t  e t  a l . ,  

( 1 9 8 2 ) ,  T a y l o r  and  J o n e s  ( 1 9 8 2 ) ,  t h a t  enzyme i s  i r r e v e r s i b l y  bound t o  

5 - a z a c y t o s i n e  m o l e c u l e s  o f  t h e  h e m i m e t h y l a t e d  d u p l e x  DNA and was n o t  

a f f e c t e d  b y  t h e  b l o c k a d e  o f  DNA s y n t h e s i s .  F u r t h e r m o r e ,  when s u c h  

n u c l e a r  m a t r i x  was e x t e n s i v e l y  d i g e s t e d  w i t h  l a r g e  a m o u n ts  o f  

m i c r o c c o c c a l  n u c l e a s e ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h i c h  t h e  boun d enzyme was  

r e l e a s e d  from m a t r i x  o f  u n t r e a t e d  c e l l s ,  t h e  DNA m e t h y l a s e  from  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  c e l l s  r e m a i n e d  a s s o c i a t e d  i n  a form t h a t  w o u ld  

n o t  i n t e r a c t  w i t h  e x o g e n o u s  s u b s t r a t e  DNA. An o t h e r  e v i d e n c e  t h a t  

s u p p o r t s  t h e  i r r e v e r s i b l e  b i n d i n g  o f  DNA m e t h y l a s e  i s  p e r h a p s  t h e
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f o r m a t i o n  o f  c o v a l e n t  c o m p l e x  b e t w e e n  5 - a z a c y t o s i n e  m o l e c u l e s  and DNA 

m e t h y l a s e  ( S a n t i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

4 . 2  C om p a r is o n  o f  e n z y m i c  p r o p e r t i e s  in  v i t r o .

4 . 2 . 1  E f f e c t  o f  pH on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .

H o l l i d a y  and Pugh (1975)  h y p o t h e s i s  p r e d i c t s  t h a t  i n  a g i v e n  

o r g a n i s m  d i f f e r e n t  DNA m e t h y l a s e s  w i t h  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e  s e q u e n c e  

s p e c i f i t i e s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n t r o l  o f  d i f f e r e n t i a t i o n .  S i n c e  t h e n  

s e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  p o s t u l a t i n g  t h a t  t h e r e  may be  a t  

l e a s t  two DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s  ( R i g g s  1 9 7 5 ,  

D r a h o v s k y  and Boehm 1 9 8 0 ,  R a z in  and Fr ie dm an  1981)  and  t h e s e  a c t i v i t i e s  

( i n i t i a t i n g  and m a i n t e n a n c e )  m i g h t  be  p e r f o r m e d  a t  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  

s u c h  a s  pH and i o n i c  s t r e n g t h .

In  e a r l y  s t u d i e s ,  i t  h a s  b een  shown t h a t  DNA m e t h y l a s e  i s o l a t e d  

and p u r i f i e d  from d i f f e r e n t  mammalian s o u r c e s  a r e  o p t i m a l  a t  d i f f e r e n t  

pH. For e x a m p l e ,  DNA m e t h y l a s e  from HeLa c e l l s  sh ow ed  pH optimum a t  6 . 5  

(Roy and W e i s s b a c h  19 75)  w h i l e  S n e i d e r  e t  a l . ,  ( 1 9 7 5 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e i r  

p u r i f i e d  b u t  s t i l l  h e t e r o g e n o u s  enzyme from N o v i k o f f  h ep at om a c e l l s  g a v e  

a b roa d  peak w i t h  n a t i v e  DNA b u t  two d i s t i n c t  o p t i m a  w i t h  d e n a t u r e d  DNA 

( p H 7 .0  and 7 . 5 ) .  I n  v i e w  o f  t h i s  o b s e r v a t i o n  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  

may be more t h a n  o n e  s p e c i e s  o f  DNA m e t h y l a s e  i n  N o v i k o f f  hep atoma  

c e l l s .  T u r n b u l l  and Adams (1976)  w e r e  o n l y  a b l e  t o  show a s i n g l e  pH 

op t imum.  T h i s  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  bound DNA m e t h y l a s e  

a c t i v i t y  e x h i b i t e d  t h e  same or a d i f f e r e n t  pH op t im um .  I n  F i g u r e  1 0 ,  

t h e  s o l u b l e  and bound fo r m s  o f  DNA m e t h y l a s e s  h a v e  shown o n e  s h a r p  peak  

o f  maximum a c t i v i t y  a t  a pH 7 . 8 .

4 . 2 . 2  E f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  on DNA m é t h y l a t i o n .

From p r e v i o u s  s e c t i o n  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  s o l u b l e  and bound DNA



F i g u r e  1 0 .  E f f e c t  o f  PH on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s .

B u f f e r s  u s e d  w e r e  a s  f o l l o w s ;

( i )  0 .05M  so d i u m  h y d r o g e n  maj ieate  (pH 5 . 2 - 6 . 0 ) .

T h i s  was  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  50ml o f  so d i u m  h y d r o g e n  

mQ].eat e  (0.2M) w i t h  7 . 2  ml ( f o r  pH 5 . 2 )  and 3 3 . 0  ml ( f o r  pH 

6 . 0 )  o f  0 .2M NaOH, and d i l u t i n g  t o  2 0 0  ml w i t h  w a t e r .

DTT, EDTA and g l y c e r o l  w ere  adde d a t  t h e  same  

c o n c e n t r a t i o n s  a s  i n  b u f f e r  M, b e f o r e  c h e c k i n g  t h e  pH a nd  

a d j u s t i n g  a s  n e c e s s a r y .

(Sodium h y d r o g e n  m e l e a t e  i s  p r e p a r e d  by  d i s s o l v i n g  2 3 . 2  g 

m a l e i c  a c i d  and 8  g NaOH i n  w a t e r  a t  a t o t a l  v o l u m e  o f  1 : 1 .

( i i )  T r i s - H C l  b u f f e r s ,  pH 7 . 1 ,  7 . 5 ,  7 . 8 ,  8 . 3  & 8 . 8

T h i s  c o n s i s t e d  s i m p l y  o f  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  50mM t r i s -  

HCl a t  t h e  a p p r o p r i a t e  pH.

( i i i )  0 .0 5M  g l y c i n e - N a O H ,  pHlO.O.

T h i s  was made by  m i x i n g  0 . 2M  g l y c i n e  (50ml)  and 0 .2 M  

NaOH ( 3 0 m l ) , a d d i n g  DTT, EDTA and g l y c e r o l  as  i n  b u f f e r  M 

and maki ng up t o  20 0  ml w i t h  w a t e r  a f t e r  c h e c k i n g  t h e  pH.

— #  s o l u b l e  ' DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y

— O  O - ' b o u n d '  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .
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m e t h y l a s e s  d i d  n o t  show any d i f f e r e n c e  a t  pH l e v e l .  In  o r d e r  t o  e x a m in e  

t h e  s a l t  e f f e c t  on t h e  a c t i v i t i e s  o f  b o t h  for m s o f  DNA m e t h y l a s e s ,  

n u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  we re  i n c u b a t e d  w i t h  s i n g l e  

s t r a n d e d  E. c o l i  DNA a t  d i f f e r e n t  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  o n e  hour  a t  

37^C. F i g u r e  11 sh ow s t h a t  i n c u b a t i o n  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  E. c o l i  DNA 

w i t h  s o l u b l e  and bound DNA m e t h y l a s e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N a d  r e s u l t s  

s t i m u l a t i o n  o f  enzyme a c t i v i t i e s  a b o v e  z e r o  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  t o  O.IM 

N a c l .  W h i l s t  minor  d i f f e r e n c e s  e x i s t ,  b o t h  enzyme a c t i v i t i e s  show 

s i m i l a r  r e s p o n s e s  t o  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .

4 . 2 . 3  The e f f e c t  o f  b r i e f  t r y p s i n  d i g e s t i o n  on " s o l u b l e "  and "bound"

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s .

R e c e n t l y ,  t h e  s t r u c t u r e  and f u n c t i o n  o f  m y o s i n  s u b f r a g m e n t - 1  h a s  

b e e n  s t u d i e d  by  l i m i t e d  t r y p t i c  d i g e s t i o n  (Hozumi 1 9 8 3 ) .  I t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  l a r g e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  w ere  i n d u c e d  i n  t h e  m y o s i n  

s u b f r a g m e n t - 1  when i t  was  t r y p s i n i s e d  i n  th e  p r e s e n c e  o f  a c t i n .  More 

r e c e n t l y ,  Adams e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 ) ,  h a v e  shown t h a t  p r i o r  i n c u b a t i o n  o f  

s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  from mouse  a s c i t e s  c e l l s  w i t h  t r y p s i n  o v e r  a p e r i o d

o f  1 0 - 2 0  m i n u t e s  a t  3 7 ^ 0,  c a u s e s  a c o n s i d e r a b l e  s t i m u l a t i o n  in  t h e

enzyme a c t i v i t y  w i t h  n a t i v e  E. c o l i  DNA.

In  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  b r i e f  t r y p s i n  t r e a t m e n t  on 

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  bound t o  i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s ,  n u c l e a r  

s o l u b l e  and  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t r y p s i n  f o r  1 0

m i n u t e s  a t  3 7*^C. The r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  w i t h  t r y p s i n  i n h i b i t o r

p r i o r  t o  enzyme a s s a y .  The r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  13 show an  

i n c r e a s e  i n  t h e  enzyme a c t i v i t y  o f  n u c l e a r  s o l u b l e  f r a c t i o n  ( s o l u b l e  DNA 

m e t h y l a s e )  w i t h  n a t i v e  E. c o l i  DNA. The s t i m u l a t i o n  i n  t h e  enzyme  

a c t i v i t y  i s  7 - f o l d  w h i c h  i s  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  Adams 

e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  On t h e  o t h e r  hand p r i o r  i n c u b a t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e



F i g u r e  1 1 .  The e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  on DNA 

me t h y l a t i o n .

The a s s a y  m i x t u r e  (140^1)  c o n t a i n e d  20yUg p r o t e i n  o f  e a c h  

f r a c t i o n ,  4C^g o f  h e a t  d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA, 3,2jJCi 

S - a d e o n s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s a l t .  The a s s a y  m i x t u r e  was  i n c u b a t e d  

f o r  1 hour  a t  3 7°C.

O O - S o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y ,

- # ------ # - Bound DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .
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F i g u r e  1 1 ,  The e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n

on DNA m é t h y l a t i o n .
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f r a c t i o n  w i t h  t r y p s i n  l e a d s  i n  t h e  r e d u c t i o n  o f  enzyme a c t i v i t y  i n  t h e  

bound fo rm  o f  DNA m e t h y l a s e .

4 . 2 . 4  M é t h y l a t i o n  o f  d i f f e r e n t  DNA s u b s t r a t e s  b y  boun d DNA m e t h y l a s e  

a c t i v i t y .

D i f f e r e n t  DNAs c o n t a i n  d i f f e r e n t  b a s e  c o m p o s i t i o n ,  s o  i t  i s  c l e a r  

t h a t  t h e  p r e v a l e n c e  o f  5 - m e t h y l c y t o s i n e  r e s i d u e s  i n  DNA may b e  q u i t e  

v a r i a b l e .  In  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  r a t e  o f  m é t h y l a t i o n ,  a number o f  

DNAs from d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  h a v e  b e e n  t e s t e d  a s  s u b s t r a t e  f o r  DNA 

m e t h y l a s e  bound t o  n u c l e a r  c o m p o n e n t s  ( F i g u r e  1 2 ) .  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  

r a t e s  o f  m é t h y l a t i o n  o f  d i f f e r e n t  DNAs showed t h a t  t h e  r a t e  t o  some  

d e g r e e  i s  c o r r e l a t e d  w i t h - G C - c o n t e n t . l u t e u s  DNA w h i c h  h a s- G C -

c o n t e n t  o f  72% was m e t h y l a t e d  a t  a h i g h e s t  r a t e  among o t h e r  DNAs s t u d i e d .

4 . 2 . 5  E f f e c t  o f  DNA c o n c e n t r a t i o n  on a c t i v i t y  o f  i n  v i t r o  m é t h y l a t i o n

b y  bound DNA m e t h y l a s e .

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e ,  t h e  e x t e n t  o f  m é t h y l a t i o n  o f  bound DNA 

m e t h y l a s e ,  t h e  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was i n c u b a t e d  w i t h  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  d e n a t u r e d  c o l i  DNA f o r  1 ho ur  a t  3 7°C.  F i g u r e  13 

sh ows t h a t  d e s p i t e  t h e  p r e s e n c e  o f  e n d o g e n o u s  DNA i n  t h e  i n c u b a t i o n  t h e  

m é t h y l a t i o n  o f  E.  c o l i  DNA w i t h  bound DNA m e t h y l a s e  was a l m o s t  l i n e a r  up 

t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 DNA per ^ g  p r o t e i n  b u t  a f t e r w a r d s  t h e  

i n c r e a s e  was  o n l y  s l i g h t .

5 .  S o l u b i l i s a t i o n  o f  bound DNA m e t h y l a s e  from n u c l e a r  i n s o l u b l e

f r a c t i o n .

5 . 1  D i g e s t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e

C r e u s o t  and C h r i s t m a n  (1 9 8 1 )  r e p o r t e d  t h a t  under  t h e i r  c o n d i t i o n s  

u s e d  f o r  t h e  r e l e a s e  o f  DNA m e t h y l a s e  from c h r o m a t i n  o f  F r i e n d



F i g u r e  1 2 .  A s s a y  m i x t u r e  (140yUl) c o n s i s t e d  o f  20yug 'b o u n d '  DNA m e t h y l a s e

n a t i v e
and 40 | ig  o f  d i f f e r entVDNA s u b s t r a t e s ,  3.3yuCi S - a d e n o s y l - L -  

( m e t h y l ” ^ H ) - m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.IM N a C l .
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F i g u r e  1 2 .  M é t h y l a t i o n  o f  d i f f e r e n t  DNA s u b s t r a t e s

b y  boun d DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .



T a b l e  1 3 .  The e f f e c t  o f  b r i e f  t r y p s i n  d i g e s t i o n  on DNA m e t h y l a s e

a c t i v i t y .

8 0 y4 1  o f  e a c h  n u c l e a r  s o l u b l e  and i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  were

d i g e s t e d  w i t h  20yUl o f  t r y p s i n  (7 C^g/ml  b u f f e r  M* f o r  10

m i n u t e s  a t  3 7^C. The r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  w i t h  2C^1

o f  t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( 2 . 5  rag/ml o f  b u f f e r  M*) and t h e n

a s s a y e d  f o r  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .

*
B u f f e r  M = B u f f e r  M w i t h o u t  PMSF,
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T a b l e  1 3 . The e f f e c t o f  b r i e f t r y p s i n  d i g e s t i o n  on DNA m e t h y l a s e
a c t i v i t y .

dpm i n c o r p o r a t e d i n t o  DNA h r “ l
DNA m e t h y l a s e T r y p s i n

d i g e s t i o n
h e a t  d e n a t u r e d  

E, c o l i  DNA
N a t i v e  E. c o l i  

DNA

' S o l u b l e '  DNA m e t h y l a s e + 1392 2152

- 1504 3 20

' Boun d'  DNA m e t h y l a s e + 48 2 0

- 268 140

'DNA r e l e a s e d '  
m e t h y l a s e *

DNA + 0 0

- 144 52

* S e e  S e c t i o n  6

A s s a y  m i x t u r e  (VOyUl) c o n s i s t e d  o f  20yul o f  e a c h  s a m p l e s ,  2C^g o f  

E.  c o l i  DNA, 1 . 6 ^ C i  o f  S ~ a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) m e t h i o n i n e  and  

30^1 b u f f e r  M. A s s a y s  w i t h  d e n a t u r e d  E, c o l i  DNA we re  c a r r i e d  o u t  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O.IM NaC l .



F i g u r e  1 3 .  A s s a y  m i x t u r e  ( 1 4 ( ^ 1 )  c o n s i s t e d  o f  24yHg p r o t e i n  o f  NIF,  3 . ^  

C i  S - a d e n o l s y - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e , v a r y i n g  am oun ts  o f  

d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA and  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.IM NaCl .
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F i g u r e  1 3 .  E f f e c t  o f  DNA c o n c e n t r a t i o n  on a c t i v i t y  o f

i n  v i t r o  m é t h y l a t i o n  b y  b o u n d  DNA m e t h y l a s e
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e r y t h r o l e u k e m i a  c e i l s  w i t h  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  (30 u n i t s / m l ,  i n c u b a t i o n  

f o r  2 m i n u t e s  a t  37°C)  a p p r o x i m a t e l y  50-60% o f  t h e  DNA m e t h y l a s e  was  

f o u n d  i n  t h e  s o l u b l e  form .  They s u g g e s t  t h a t  t h e  enzyme s o l u b i l i s e d  

w i t h  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  was  s t i l l  bound t o  c h r o m a t i n .  S i m i l a r  

f i n d i n g s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  from C h i n e s e  h a m s t e r  o v a r y  c e l l s  (Adams e t  

a l . ,  1 9 7 7 ) ,  w h ere  m o s t  o f  t h e  n u c l e a r  p r o t e i n  ( i n c l u d i n g  80% o f  t h e  DNA 

m e t h y l a s e  a c t i v i t y )  was  r e l e a s e d  from t h e  n u c l e i  i n  i n i t i a l  s t a g e s  o f  

n u c l e a s e  (300  u n i t s / m l )  t r e a t m e n t .

I n  o r d e r  t o  s o l u b i l i s e  t h e  r e m a i n i n g  a c t i v i t y  bound t o  n u c l e a r  

c o m p o n e n t s  (bound form o f  DNA m e t h y l a s e ) , when n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

was i n c u b a t e d  w i t h  m o d e r a t e  l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  (180 u n i t s / l O ^ U  

g c h r o m a t i n  DNA) f o r  40  m i n u t e s  a t  37^0 and t h e  d i g e s t e d  m a t e r i a l  was  

a s s a y e d  f o r  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S - a d e n o s y 1 - L -

3
(m e t h y -  H ) - m e t h i o n i n e  and ad d ed  s u b s t r a t e  DNA, m o s t  o f  t h e  enzyme

a c t i v i t y  r e m a i n e d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s

m e t h y l a t i n g  e n d o g e n o u s  DNA ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .  I n  t h e  n e x t  e x p e r i m e n t

d i g e s t i o n  w i t h  much h i g h e r  l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  was c a r r i e d

o u t .  F i g u r e  14- sho ws t h a t  when n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was i n c u b a t e d

w i t h  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  ( 2 1 4 0  u n i t s / l O O ^ g  c h r o m a t i n  DNA) f o r  40  m i n u t e s

a t  3 7 ° C ,  DNA m e t h y l a s e  i s  r e s p o n d e d  t o  ad de d s u b s t r a t e  DNA f o r

a c t i v i t y .  S i m i l a r  r e s u l t s  a r e  e v i d e n t  ( F i g u r e  1 5 ) ,  when s u c h  n u c l e a s e

d i g e s t e d  m a t e r i a l  was  f i r s t  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 0  g f o r  30  m i n u t e s  a t

4°C and t h e  s u p e r n a t a n t  c o l l e c t e d ,  was i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

3
S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l -  H ) -m e th io n in e  and ad ded s u b s t r a t e  DNA.

6 . A b s t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  from n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h

DNA s u b s t r a t e .

6 . 1  E f f e c t  o f  E. c o l l  DNA on t h e  a b s t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  from

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n .



Figure  14. DNA methy lase  a c t i v i t y  in the nuc lear  i n s o l u b l e  f r a c t i o n

a f t e r  m icrococca l  n u c le a se  d i g e s t i o n .

S t a p h y l o c o c c a l  n u c l e a s e  d i g e s t i o n .  I t  was  c a r r i e d  o u t  

a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o f  Dunn e t  a l . ,  19 80  w i t h  s l i g h t  

m o d i f i c a t i o n s .  I n c u b a t i o n  m i x t u r e  ( 3 . 0  ml)  c o n s i s t e d  o f

0 . 5  ml n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n ,  1 . 2  ml o f  b u f f e r  M w i t h o u t  

EDTA, 0 . 1 4  ml 20mM CaCl 2 , and 1 . 0  ml o f  m i c r o c o c c a l  

n u c l e a s e  ( 2 1 4 0  u n i t s / l O O ^ g  c h r o m a t i n  DNA) was i n c u b a t e d  f o r  

40 m i n u t e s  a t  3 7 ° C . The r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  w i t h  0 . 1 6  

ml o f  5CtnM EDTA (pH 7 . 5 ) .  The m i x t u r e  was c h i l l e d  on i c e  

and u s e d  f o r  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  ( e q u a l  amount  o f  

d i g e s t e d  and u n d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i n  was  u s e d  i n  

e a c h  a s s a y ) .

A s s a y  m i x t u r e  ( 2 1 ( ^ 1 )  c o n t a i n e d  23yug p r o t e i n  o f  e a c h ,  

d i g e s t e d  and u n d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n ,  4C^g 

d e n a t u r e d  c a l f  thymus DNA, 3.2yUCi S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H )  

m e t h i o n i n e  and b u f f e r  c o n t a i n i n g  O.IM NaCl .

- O  0 ~  A c t i v i t y  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h o u t  added

s u b s t r a t e  DNA

• -------# — A c t i v i t y  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  d i g e s t e d  w i t h

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  and a s s a y e d  w i t h o u t  ad d ed  s u b s t r a t e  

DNA.

. A  A -  A c t i v i t y  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  d i g e s t e d  w i t h

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  and a s s a y e d  w i t h  ad d e d  s u b s t r a t e  

DNA ( d e n .  c a l f  thymus DNA).
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T i m e  of  i n c u b a t i o n  ( h o u r s )

F i g u r e  1 4 .  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  in. t h e  n u c l e a r  i n s o l u b l e

f r a c t i o n  a f t e r  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  d i g e s t i o n .



F i g u r e  1 5 .  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  n u c l e a r

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  a f t e r  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  d i g e s t i o n .

The d i g e s t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i n  was c a r r i e d  o u t  a s  

d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  1 4 .  The d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n  was t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  g f o r  30  m i n u t e s  a t  

4^0 and t h e  s u p e r n a t a n t  was u s e d  f o r  DNA m e t h y l a s e  a s s a y .

A s s a y  m i x t u r e  (21 0^ 1)  c o n t a i n e d  23jug p r o t e i n  o f  n u c l e a r  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n  and 19yug p r o t e i n  o f  t h e  s u p e r n a t a n t ,  4(yig 

d e n .  E. c o l i  DNA, 3 . 2 ^ C i  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H > . m e t h  i o n i n e  

and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.IM N a C l .

_A A — U n d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h  d e n .  E.  c o l i

DNA.

A  A — U n d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h o u t  ad de d

s u b s t r a t e  DNA.

-Q~— O - S u p e r n a t a n t  o f  d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h  

d e n .  c o l i  DNA.

' • ------ • — S u p e r n a t a n t  o f  d i g e s t e d  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h o u t

a d d e d  s u b s t r a t e  DNA.
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T i m e  of  i n c u b a t i o n  ( h o u r s  )

F i g u r e  1 5 ,  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  a f t e r  m i c r o c o c c a l

n u c l e a s e  d i g e s t i o n .
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The r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  14 ( e x p e r i m e n t - B )  show t h a t  p r i o r  

i n c u b a t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h o u t  a d d e d  s u b s t r a t e  DNA 

e i t h e r  a t  0^C or a t  37°C f o r  two h o u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

3
S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l -  H ) - m e t h i o n i n e , d i d  n o t  r e l e a s e  a n y  s i g n i f i c a n t  

amount o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from i n s o l u b l e  n u c l e a r  co m p o n e n t s  i n t o  a 

s o l u b l e  fo r m .  However i n c u b a t i o n  w i t h  E.  c o l i  DNA a t  37°C  

( e x p e r i m e n t - A )  r e l e a s e d  a c o n s i d e r a b l e  amount  o f  enzyme a c t i v i t y  i n t o  t h e  

s u p e r n a t a n t ,  w h i c h  on f u r t h e r  i n c u b a t i o n ( w i t h o u t  an y a d d i t i o n  t o  

i n c u b a t i o n  m i x t u r e )  a t  3 7°C was a b l e  t o  t r a n s f e r  m e t h y l  g r o u p s  i n t o  t h e  

DNA s u b s t r a t e  t o  w h ic h  i t  was  a s s o c i a t e d .

6 . 2  C o m p a r is o n  b e t w e e n  t h e  e f f e c t  o f  c a l f  thymus DNA and E. c o l i  DNA 

on t h e  a b s t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  from n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n .

From t a b l e  1 5 ,  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  when n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n  was  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a l f  thymus DNA f o r  2 h o u r s  a t  

37 ° C ,  n o  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  h a s  be en a b s t r a c t e d  w i t h  t h e  DNA w h i l s t  

p r i o r  i n c u b a t i o n  w i t h  E. c o l i  DNA f o r  2 h o u r s  h a s  r e l e a s e d  a c o n s i d e r a b l e  

amount  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s  i n t o  a 

s o l u b l e  for m .  A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  i n a b i l i t y  o f  c a l f  thymus  

DNA t o  a b s t r a c t  DNA m e t h y l a s e  from i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s ,  may be  

i t s  l o w e r  f r e q u e n c y  o f  u n m e t h y l a t e d  s i t e s  a v a i l a b l e  t o  DNA m e t h y l a s e  f o r  

b i n d i n g .

6 .3  E f f e c t  o f  n a t i v e  and d e n a t u r e d  E_. c o l i  DNA on t h e  a b s t r a c t i o n  o f  

DNA m e t h y l a s e  from n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n .

Adams e t  a l . ,  1 9 7 9 ,  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  t h e i r  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

enzyme from Krebs  I I  a s c i t e s  c e l l s  ( S o l u b l e  form o f  DNA m e t h y l a s e )  can  

i n t e r a c t  w i t h  n a t i v e  DNA from p r o k a r y o t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l o w e r



T a b l e  1 4 .  A b s t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  from n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

w i t h  d e n a t u r e d  E.  c o l i  DNA.

E x p e r i m e n t - A :  2 0 ( ^ 1  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  i n  a t o t a l

i n c u b a t i o n  m i x t u r e  o f  70C ^1 , was i n c u b a t e d  w i t h  2 0 0 yng h e a t  

d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA, 16yUCi S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) -  

m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.IM Na.Cl, a t  37°C f o r  2 

h o u r s .  The m i x t u r e  was  th en c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 0  g f o r  30  

m i n u t e s  a t  4 ° C .  The p e l l e t  o b t a i n e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  

was r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  M t o  t h e  e q u a l  v o l u m e  o f  t h e  

s u p e r n a t a n t .

E x p e r i m e n t - B :  The r e a c t i o n  was c a r r i e d  o u t  a s  a b o v e ,  w i t h o u t

h e a t  d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA.

E x p e r i m e n t - C :  The r e a c t i o n  m i x t u r e  w i t h o u t  adde d DNA was

i n c u b a t e d  a t  0 °C f o r  2 h o u r s  and t h e n  c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e .
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T a b l e  1 4 ,  A b s t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  from n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  
w i t h  d e n a t u r e d  E.  c o l i  DNA.

Exper im e n t F r a c t i o n dpm i n c o r p o r a t e d / 2 hr

S u p e r n a t a n t  * 104 0

Exper  i m e n t - A P e l l e t 492

S u p e r n a t a n t 336

Exper i m e n t - B P e l l e t 540

S u p e r n a t a n t 408

Exper  im e n t - C P e l l e t N.D+

+ N .D .  = n o t  d e t e r m i n e d

* when t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  was i n c u b a t e d  f o r  a f u r t h e r  1  hour  

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t r i t i u m  c o u n t s  r o s e  t o  1408 dpm.



T a b l e  1 5 .  A b s t r a c t i o n  o f  bound DNA m e t h y l a s e  w i t h  d i f f e r e n t  DNA 

s u b s t r a t e  from n u c l e a r  i n s o l u b l e  f u n c t i o n .

1 .  " C a l f  thymus" DNA r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  f r a c t i o n  was

p r e p a r e d  by i n c u b a t i o n  o f  lOOyal NIP w i t h  1 0 ( ^ g  h e a t  d e n a t u r e d  

c a l f  thymus DNA and 50^1 b u f f e r  M c o n t a i n i n g  s a l t  t o  t h e  

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  O.IM, f o r  2 h o u r s  a t  37^C.  No

S - a d e n o s y l - L - { m e t h y l - ^ H ) - m e t h  i o n  i n e  was  u s e d  i n  t h e  

i n c u b a t i o n .  The m i x t u r e  was c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 0  g f o r  30  

m i n u t e s  a t  4*^C. S u p e r n a t a n t  was  u s e d  f o r  enzyme a s s a y .

2 .  "E. c o l i  DNA" r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  f r a c t i o n :  I t  was

p r e p a r e d  a s  a b o v e .
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Table 15 . A b str a c t io n  o f  bound DNA m ethylase  w ith  d i f f e r e n t  DNA

s u b s t r a t e s  from nuclear  in s o lu b le  f r a c t io n .

F r a c t i o n DNA s u b s t r a t e  
u s e d

a c t i v i t y  
( u n i t s  h r " l  mg“ ^DNA)

N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n None 3 . 2

II 11 II 

II  II  I I

2 0 ^g  d e n . c a l f  
thymus
20jug d e n .  E.  c o l i

2 . 9

6 . 9

1 .  N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  
p r e - i n c u b a t e d  w i t h  c a l f  
thymus DNA and t h e n  
c e n t r i f u g e d  t o  y e i l d  
s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n .

None 0

2 .  Nucle . 'g iS ' insoluble  f r a c t i o n  None  
p r e - i n c u b a t e d  w i t h  E. c o l i  
DNA and t h e n  c e n t r i f u g e d  
t o  y i e l d  s u p e r n a t a n t  
f r a c t i o n .

4 . 9

T o t a l  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  (7C^1) c o n t a i n e d  20p,l o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n  or  40yUl o f  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  NIP ( n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n )  p r e i n c u b a t e d  w i t h  DNAs, l . ^ C i  S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) -  

m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  O.IM NaCl .
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c o n c e n t r a t i o n  o f  s a l t  and c a n  form a s a l t  r e s i s t a n t  c o m p l e x .  T h i s  

i n t e r a c t i o n  may i n v o l v e  t r a n s i e n t  b r e a t h i n g  o f  t h e  DNA a t  c e r t a i n  s i t e s  

t o  w h i c h  enzyme c a n  b i n d  and t r a v e l  a l o n g .  B u t  t h e y  d i d  n o t  f i n d  s u c h  

c o m p l e x  f o r m a t i o n  w i t h  n a t i v e  DNAs from mammal ian and am ph eb ia n s o u r c e s .

The n e x t  e x p e r i e m e n t  was  d e s i g n e d  t o  f i n d  o u t  w h e t h e r  n a t i v e  DNA 

o f  E. c o l i  c a n  s e r v e  a s  a b e t t e r  r e a g e n t  to  b r i n g  a b o u t  m e t h y l a s e  

a b s t r a c t i o n  from i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s .  However  t h e  r e s u l t s  

g i v e n  i n  t a b l e  16 show t h a t  no  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  was r e c o v e r e d  when  

t h e  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was  i n c u b a t e d  w i t h  n a t i v e  DNA. The  

a p p a r e n t  i n a b i l i t y  o f  n a t i v e  E. c o l i  DNA i n t e r a c t i o n  w i t h  bound DNA 

m e t h y l a s e  may i n d i c a t e  t h a t  t h e  enzyme d i d  n o t  f i n d  p a r t i c u l a r  s i t e s  f o r  

i n i t i a l  b i n d i n g  i n  t h e  b r e a t h i n g  a r e a  o f  t h e  n a t i v e  DNA. H o w eve r ,  t h e  

t r u e  e x p l a n a t a i o n  r e m a i n s  o b s c u r e .

6 . 4  The e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on t h e  r e l e a s e  o f  boun d DNA m e t h y l a s e

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d e n a t u r e d  E_. c o l i  DNA.

The t i m e  c u r v e s  f o r  t h e  a b s t r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  a t  

0°C and a t  37°C a r e  g i v e n  i n  F i g u r e  1 6 .  The r a t e  o f  a b s t r a c t i o n  i s  

g r e a t e r  a t  37°C b u t  e v e n  a t  0°C t h e  enzyme i s  r e a d i l y  a b s t r a c t e d  and  

t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  p l o t  ( F i g u r e  17)  shows t h a t  e v e n t u a l l y  e q u a l  

am oun ts  o f  enzyme w o u ld  be  a b s t r a c t e d  a t  b o t h  t e m p e r a t u r e s .

T h e r e f o r e ,  t h e  q u e s t i o n  a r i s e s ,  i f  DNA m e t h y l a s e  c a n  b i n d  t o  

d e n a t u r e d E .  c o l i  DNA a t  0 °C,  c a n  i t  m e t h y l a t e  a t  0 ° C . R e s u l t s  

p r e s e n t e d  i n  t a b l e  17 show t h a t  w h i l e  no  m é t h y l a t i o n  o f  E. c o l i  DNA was  

found  when i n c u b a t e d  w i t h  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  a t  0 ° C ,  t h e  bound form  

o f  DNA m e t h y l a s e  was  a b l e  t o  i n c o r p o r a t e  m e t h y l  g r o u p s  i n t o  t h e  DNA a t  

0°C a l b e i t  s l o w l y .
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Table 16 . E f f e c t  o f  denatured and n a t iv e  E, c o l i  DNA on the

s o l u b i l i s a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n ,

S u p e r n a t a n t DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y
dpm i n c o r p o r a t e d  h r “ l

S u p e r n a t a n t - 1 0 0

S u p e r n a t a n t - 2 14 8

Super n a t a n t - 3 228

Super n a t a n t - 1

S u p e r n a t a n t - 2

S u p e r n a t a n t - 3

lOC^l o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  
i n c u b a t e d  w i t h  SC^g n a t i v e  E  ̂ c o l i  DNA f o r  1 
hour a t  37^C in  t h e  a b s e n c e  o f  N a C l •

1 0 0 / 1 1  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  
i n c u b a t e d  w i t h  50/4g d e n a t u r e d  ^  c o l i  DNA 
f o r  1 hour  a t  3 7°C i n  t h e  a b s e n c e  o f  N aCl .

lOOyUl o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  
i n c u b a t e d  w i t h  50/^g d e n .  ^  c o l i  DNA f o r  2 
h o u r s  a t  3 7 °C in  t h e  a b s e n c e  o f  NaCl*

A f t e r  i n c u b a t i o n ,  a l l  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  w ere  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 0  g f o r

30 m i n u t e s  a t  4°C and t h e n  t h e  s u p e r n a t a n t  was a s s a y e d  f o r  DNA

m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s u b s t r a t e  DNA.



F i g u r e  1 6 .  E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on r e l e a s e  o f  bound DNA m e t h y l a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d e n .  E_. c o l l  DNA.

200yUl a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  100^1 o f  NIF,  lOCyjg d e n .  E.

C o l i  DNA and 5C^1 b u f f e r  M was  i n c u b a t e d  a t  37°C f o r  

v a r i o u s  t i m e  p e r i o d s .  The c e n t r i f u g a t i o n  was c a r r i e d  o u t  a t  

1 2 , 0 0 0  g f o r  30 m i n u t e s  a t  4 °C .  The  s u p e r n a t a n t  was  

c o l l e c t e d .

200yUl a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  lOC^l o f  NIF,  lOC^g d e n .  E.  

c o l i  DNA and 5(^11 b u f f e r  M was  k e p t  i n  i c e  f o r  v a r i o u s  t i m e  

p e r i o d s .  The c e n t r i f u g a t i o n  was c a r r i e d  o u t  a s  a b o v e .

DNA m e t h y l a s e  a s s a y ;

I n c u b a t i o n  m i x t u r e  (140^1)  c o n t a i n e d  80ynl o f  e a c h  s a m p l e ,  

2 S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ) - m e t h i o n i n e  and 40yL|l o f

b u f f e r  M c o n t a i n i n g  s a l t  a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

O.IM.  The r e a c t i o n  was c a r r i e d  o u t  f o r  2 h o u r s  a t  3 7 ° C .

—O ------O —DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  r e l e a s e d  a t  3 7 ° C .

—# ------• — DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  r e l e a s e d  a t  0°C.
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F i g u r e  1 6 .  E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on r e l e a s e  o f  ’bound*  

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  d e n a t u r e d  E.  c o l i  DNA.
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F i g u r e  1 7 .  D o u b le  r e c i p r o c a l  p l o t  o f  F i g u r e  1 6 .
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7 , Attem pts to  r e l e a s e  DNA m ethylase  from DNA a f t e r  a b s tr a c t io n  from

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n .

7 . 1  T r e a t m e n t  o f  D N A - r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  w i t h  s t r e p t o m y c i n

s u l p h a t e .

K a l o u s e k  and M o r r i s  (1969) r e p o r t e d  t h a t  when t h e i r  c h r o m a t i n  

from r a t  s p l e e n  n u c l e i  was t r e a t e d  w i t h  s t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e ,  m o s t  o f  

t h e  enzyme a c t i v i t y  was r e l e a s e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  a s  a s o l u b l e  form.

In  o r d e r  t o  d i s s o c i a t e  DNA m e t h y l a s e  from E. c o l i  DNA, a f t e r  a b s t r a c t i o n  

p r o c e d u r e  t h e  s u p e r n a t a n t  o b t a i n e d  was g e n t l y  s t i r r e d  w i t h  s t r e p t o m y c i n  

s u l p h a t e  f o r  10 m i n u t e s  a t  0°C.  R e s u l t s  g i v e n  i n  T a b l e  18 show t h a t  

DNA m e t h y l a s e  and E. c o l i  DNA b o t h  r e m a in  i n  t h e  s u p e r n a t a n t .

7 . 2  S o l u b i l i s a t i o n  u s i n g  ammonium s u l p h a t e

T u r n b u l l  and Adams (197 6 ) h a v e  shown t h a t  w h i l e  p u r i f i c a t i o n  o f  

t h e i r  DNA m e t h y l a s e  ( s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e )  from Kr ebs  I I  a s c i t e s  c e l l s ,  

a b o u t  96% o f  t h e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  was p r e c i p i t a t e d  a t  60% 

s a t u r a t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  ammonium s u l p h a t e ,  a v e r y  u s e f u l  p u r i f i c a t i o n  

was a c h i e v e d .  In  o r d e r  t o  s e p a r a t e  DNA m e t h y l a s e  from E. c o l i  DNA a f t e r  

t h e  a b s t r a c t i o n  p r o c e d u r e ,  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  was s u b j e c t  t o  30% 

s a t u r a t i o n  w i t h  ammonium s u l p h a t e .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , 0 0 0  g f o r  

20 m i n u t e s  a t  4°C t h e  s u p e r n a t a n t  c o l l e c t e d  was f u r t h e r  s a t u r a t e d  t o  

60% w i t h  ammonium s u l p h a t e  and c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e .  The p r e c i p i t a t e  

was c o l l e c t e d  and d i s s o l v e d  i n  minimum vo lu m e  o f  b u f f e r  M. The r e s u l t s  

g i v e n  i n  T a b l e  19 show t h a t  w h i l e  m o s t  o f  t h e  enzyme a c t i v i t y  was  

d i s s o c i a t e d  from E. c o l i  DNA, t h e r e  was s t i l l  some a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  t o  

DNA. I n  v i e w  o f  a b o v e  o b s e r v a t i o n  new e x p e r i m e n t  was  d e s i g n e d  and  

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was u s e d  f o r  ammonium s u l p h a t e  

p r e c i p i t a t i o n .  N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  s u b j e c t  t o  30% s a t u r a t i o n  

w i t h  ammonium s u l p h a t e  was c e n t r i f u g e d  o v e r n i g h t  a t  1 4 8 , 0 0 0  g i n  Beckman
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Table 17. The e f f e c t  o f  tem perature on DNA m ethy lase  a c t i v i t y ,

DNA m e t h y l a s e DNA
S u b s t r a t e

Temp, o f  
ass ay (O Q)

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  
dpm i n c o r p o r a t e d / 2  h r s

% a c t i v i t y

S o l u b l e  DNA 
m e t h y l a s e

d e n a t u r e d .  
E.  c o l i

37 8 2 2 0 1 0 0

S o l u b l e  DNA 
m e t h y l a s e

0 32 0 . 3 8

DNA m e t h y l a s e  
r e l e a s e d  a f t e r  
i n c u b a t i o n  w i t h  
E.  c o l i  DNA

None 37 1092 1 0 0

DNA m e t h y l a s e  
r e l e a s e d  a f t e r  
i n c u b a t i o n  w i t h  
E. c o l i  DNA

None 0 172 1 5 . 7

'DNA r e l e a s e d '  DNA m e t h y l a s e :  N u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was i n c u b a t e d

w i t h  d e n .  E. C o l i  DNA f o r  2 h o u r s  a t  3 7 ° C ,  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  16:

A s s a y  m i x t u r e  ( 1 4 ( ^ 1 )  c o n t a i n e d  40yL|l o f  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  and 8 ( ^ 1  o f  

DNA r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  p r e p a r a t i o n s .  3 . ^ C i  S - a d e n o s y l - L -  

( m e t h y l “ ^ H ) - m e t h i o n i n e , 4C^g d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA i n  t h e  

i n c u b a t i o n s  w i t h  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e .  No s u b s t r a t e  DNA u s e d  w i t h  DNA 

r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  a s  i t  a l r e a d y  c o n t a i n e d  E. c o l i  DNA. And b u f f e r  

M c o n t a i n i n g  O.lM NaCl .
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T a b l e  1 8 .  S o l u b i l i s a t i o n  o f  'DNA r e l e a s e d '  DNA m e t h y l a s e  w i t h  

S t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e .

DNA m e t h y l a s e S t r e p t o m y c i n  
s u l p h a t e  t r e a t m e n t

E x t r a  DNA 
s u b s t r a t e

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  
(dpm i n c o r p o r a t e d  h r “ l )

'DNA r e l e a s e d '  
DNA m e t h y l a s e

- - 8 6 8

'DNA r e l e a s e d '  
DNA m e t h y l a s e

- 40/lg d e n .  
E. c o l i

964

'DNA r e l e a s e d '  
DNA m e t h y l a s e

+ - 568

'DNA r e l e a s e d '  
DNA m e t h y l a s e

+ 40/ig d e n . 
E. c o l i

76 0

7 50jUl 'DNA r e l e a s e d '  m e t h y l a s e  f r a c t i o n  w e r e  g e n t l y  s t i r r e d  w i t h  

5^1 o f  5% s t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e  f o r  10 m i n u t e s .  C e n t r i f u g a t i o n  

w as  c a r r i e d  o u t  a t  1 2 0 0 0  g f o r  20 m i n u t e s  a t  4°C and s u p e r n a t a n t  

was u s e d  f o r  m e t h y l a s e  a s s a y .

A s s a y  m i x t u r e  (140yUl) c o n s i s t e d  o f  50/11 o f  e a c h  f r a c t i o n ,  3 . 2 / ( C i  

S - a d e n o s y l “ L - ( m e t h y l - ^ H ) . m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  NaCl  

( O . I M ) .
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T a b l e  1 9 .  S o l u b i l i s a t i o n  o f  E., c o l i  DNA r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  w i t h  

ammonium s u l p h a t e .

F r a c t i o n DNA s u b s t r a t e
DNA 

p . m o l e  
hr"^mg“

m e t h y l a s e  a c t i v i t y
CH3  i n c o r p o r a t e d  

■ 1  p r o t e i n

E. c o l i  DNA r e l e a s e d  DNA 
m e t h y l a s e  f r a c t i o n

None 1 0 . 6

30-60% ammonium s u l p h a t e  
p r e c i p i t a t e  f r a c t i o n

d e n .  E. c o l i  
{lOfXq)

3 . 5

30-60% ammonium s u l p h a t e  
p r e c i p i t a t e  f r a c t i o n

None 0 . 2

A s s a y  m i x t u r e  ( 7 ( ^ 1 )  c o n t a i n e d  l ^ g  p r o t e i n  o f  e a c h  f r a c t i o n ,  1 

Ci S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - 3 n ) - m e t h  i o n i n e  and b u f f e r  M, 30-60% 

ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n  was a s s a y e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  20j^q 

h e a t  d e n a t u r e d  E. c o l i  DNA r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  f r a c t i o n  a l r e a d y  

c o n t a i n e d  DNA.
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T a b l e  2 0 .  S o l u b i l i s a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  

w i t h  ammonium s u l p h a t e .

F r a c t i o n e x o g e n o u s  
DNA s u b s t r a t e

p . m o l e  CH3  i n c o r p o r a t e d  
h r ” l m g " l  p r o t e i n

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n  (NIF)

None 6 . 3 6

N u c l e a r  i n s o l u b l e  
f r a c t i o n  (NIF)

2 C^g d e n . E. c o l i 2 1 . 8

30-60% ammonium 
s u l p h a t e  p r e c i p i t a t e  
d e r i v e d  a c t i v i t y  from NIF

None 0

30-60% ammonium 
s u l p h a t e  p r e c i p i t a t e  
d e r i v e d  a c t i v i t y  from NIF

2 0 / ig  d e n . E. c o l i 1 1 1 . 0

T o t a l  a s s a y  m i x t u r e  (7C^1) c o n t a i n e d  20p^l o f  e a c h  f r a c t i o n ,  1 . 6 / i C i  

S - a d e n o s y l - L - ( m e t h y l - ^ H ^ m e t h i o n i n e  and b u f f e r  M c o n t a i n i n g  0 . 1  M

Na 1 .
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SW50.1 r o t o r  a t  4 ° c .  T h i s  y i e l d e d  a c l e a r  s u p e r n a t a n t  w h ic h  was  

s u b j e c t  t o  60% s a t u r a t i o n  w i t h  ammonium s u l p h a t e  and c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e  

f o r  5 h o u r s .  The p r e c i p i t a t e  was  t h e n  d i s s o l v e d  i n  minimum vo lu m e  o f  

b u f f e r  M. From T a b l e  20  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  DNA m e t h y l a s e  c a n  be  

d i s s o c i a t e  from i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s  ( i n c l u d i n g  DNA) i n  a f r e e  

form w i t h  h i g h  y i e l d .

8 . S i z e  and s u b u n i t  c o m p o s i t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  d e r i v e d  from

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  by  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n .

8 . 1  G l y c e r o l  d e n s i t y  g r a d i e n t  a n a l y s i s .

F i g u r e  18 sho ws t h e  g r a d i e n t  p r o f i l e  o b t a i n e d  when r e d i s s o l v e d  

ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t e  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  was  s u b j e c t  

t o  s e d i m e n t a t i o n  i n  g l y c e r o l  g r a d i e n t s  ( 1 0 - 2 5 % ) .  The g r a d i e n t s  we re  

c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 .2M N a d  t o  a v o i d  a g g r e g a t i o n  o f  p r o t e i n s  

DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  em e r g e d  a s  a s i n g l e  w e l l  d e f i n e d  p e a k ,  e l u t e d  j u s t  

a f t e r  t h e  marker a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  ( m o l e c u l a r  w e i g h t  1 5 0 , 0 0 0  ( 7 . I S ) .

Adams e t  a l . ,  1979 h a v e  r e p o r t e d  t h a t  when t h e i r  DNA m e t h y l a s e

( s o l u b l e  form o f  DNA m e t h y l a s e )  was s u b j e c t e d  on g l y c e r o l  g r a d i e n t s  i t

a p p e a r e d  t o  h a v e  a s i z e  o f  a b o u t  8 . 3 5  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  1 8 0 , 0 0 0 .  T h i s  v a l u e  f o r  t h e  s i z e  o f  t h e  enzyme was  fo u n d  o n l y  

a f t e r  t h e  p u r i f i c a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r ,  p h e n y l  m e t h y l  s u l p h o n y l  f l u o r i d e  (PMSF). W h i l s t  e a r l y  

s t u d i e s  w i t h  t h e  same enzyme ( T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ) .  Showed a 

s m a l l e r  s i z e  ( a p p r o x i m a t e l y  7 . 5 5 ) .  They  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  enzyme  

e l u t e d  a t  t h i s  s i z e  i s  a monomer.  The w e l l  d e f i n e d  peak o f  t h e  bound  

form o f  DNA m e t h y l a s e  a l s o  sh ow ed t h e  s i m i l a r  s i z e  i . e .  7 . 5 5 ,  

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 6 0 , 0 0 0  a s  r e p o r t e d  by T u r n b u l l  

and Adams ( 1 9 7 6 ) .



F i g u r e .  1 8 ,  G l y c e r o l  d e n s i t y  g r a d i e n t  a n a l y s i s  o f  DNA m e t h y l a s e  r e l e a s e d  

from n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  by  ammonium s u l p h a t e .

0 . 2  ml o f  ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n  o f  n u c l e a r  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n  was  a p p l i e d  o n t o  a 10-25% g l y c e r o l  g r a d i e n t  made up  

i n  b u f f e r  M c o n t a i n i n g  200mM N aC l .  Y e a s t  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  (ADH) was u s e d  a s  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r .

The g r a d i e n t  was c e n t r i f u g e d  a t  7 8 0 0 0  g i n  t h e  Beckman SW50.1  

r o t o r ,  f o r  16 h o u r s  a t  4 °C .  8  d r o p  f r a c t i o n s  w ere

c o l l e c t e d  s t a r t i n g  from t h e  t o p  o f  t h e  g r a d i e n t .
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1 .  G e n e r a l

I t  h a s  b e e n  shown i n  t h e  R e s u l t s  s e c t i o n  {Sec.  1) t h a t  w h i l s t  

m o s t  o f  t h e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  c a n  be  r e a d i l y  s o l u b i l i s e d  a t  l o w  s a l t  

c o n c e n t r a t i o n  from mouse  c e l l  n u c l e i  ( e i t h e r  from Krebs  I I  a s c i t e s  c e l l s  

o f  L - 9 2 9  c e l l s )  , t h e r e  r e m a i n s  a p r o p o r t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  

a s s o c i a t e d  w i t h  i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s .  Even 2M N a n i  i n  t h e  

e x t r a c t i o n  b u f f e r  f a i l e d  t o  s o l u b i l i s e  t h i s  a c t i v i t y  from s u c h  n u c l e a r  

m a t e r i a l .  The i m p o r t a n c e  o f  t h i s  enzyme a c t i v i t y  r e m a i n i n g  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e s e  i n s o l u b l e  n u c l e a r  s t r u c t u r e  and i t s  p o s s i b l e  r o l e  i n  

m a i n t a i n i n g  a n d / o r  c h a n g i n g  o f  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  compared t o  t h e  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  DNA m e t h y l a s e  r e a d i l y  s o l u b i l i s e d  a t  l o w  s a l t  

c o n c e n t r a t i o n ,  w i l l  be  d i s c u s s e d .

1 . 1 .  M a i n t e n a n c e  and a l t e r a t i o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s .

I n  mammalian DNA, c y t o s i n e  r e s i d u e s  a r e  p r e f e r e n t i a l l y  m e t h y l a t e d  

when i n  t h e  d i n u c l e o t i d e  CpG ( D o s k o c i l  and Sorm 1 9 6 2 ,  G r i p p o  e t  a l . ,  

1 9 6 8 ) .  O th er  d i n u c l e o t i d e s ,  s u c h  a s  CpC, CpT and CpA h a y & a l s o  b e e n

shown t o  c o n t a i n  5 - m e t h y l  c y t o s i n e  b u t  i n  r a r e  i n s t a n c e s  ( S n e i d e r  1 9 8 0 ,

Greunbaum e t  a l . ,  1 9 8 1 b ,  Burden and Adams 1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  n o t  a l l  CpG 

s i t e s  a r e  m e t h y l a t e d  i n  v i v o . With t h e  h e l p  o f  r e s t r i c t i o n  enzy me s  and 

s p e c i f i c  l a b e l l i n g  t e c h n i q u e s ,  i t  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  t h a t  d e p e n d i n g  upon  

t h e  s p e c i f i c  o r g a n i s m ,  from 50-80% o f  t h e s e  s i t e s  a r e  m o d i f i e d  i n  a 

p a r t i c u l a r  c e l l  (Cedar e t  a l . ,  1 9 7 9 ,  V a n d e r - P l o e g  and  F l a v e l l  1 9 8 0 ,  

Greunbaum e t  a l . ,  1 9 8 1 b ) .  Each m e t h y l a t e d  s i t e  h a s  b e e n  shown t o  

c o n t a i n  m e t h y l  g r o u p s  p o s i t i o n s  on b o t h  c o m p l e m e n t a r y  s t r a n d s  

( B i r d  1 9 7 8 ,  Cedar  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  The m é t h y l a t i o n  s t a t e  o f  t h e s e  s i t e s  

i n  s p e c i f i c  g e n e s  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  u s i n g  c e r t a i n  r e s t r i c t i o n  enzy mes  

s u c h  a s  Hpa I I ,  Hha I and 5ma I w h ic h  a r e  i n h i b i t e d  b y  m é t h y l a t i o n  a t
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t h e i r  r e s t r i c t i ô n s i t e  CpG ( G a u t i e r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ,  B i r d  and S o u t h e r n  1 9 7 8 ,  

W a a lw ij k  and F l a v e l l  1 9 7 8 a ) , Such s t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  a t i s s u e  

s p e c i f i c  v a r i a t i o n  i n  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n .  For e x a m p l e , p  - g l o b i n  g e n e  

i n  r a b b i t  l i v e r ,  50% o f  t h e  Hpa I I  s i t e s  a r e  m e t h y l a t e d  w h i l e  100% 

m e t h y l a t e d  i n  sp erm  DNA and 80% m e t h y l a t e d  i n  b r a i n  DNA (W aalw ijk  and  

F l a v e l l  1 9 7 8 a ) ,  G e n e s ,  i n  a v a i n  t i s s u e s ,  c o d i n g  f o r  o v a l b u m i n ,  

c o n a l b u m i n  and o v a m u c o i d  a r e  l e s s  m e t h y l a t e d  i n  t h e  o v i d u c t  o f  l a y i n g  

h e n  w h e r e a s  i n  t h e  sperm DNA t h e y  a r e  f o u n d  h i g h l y  m e t h y l a t e d  (Mandel  and  

Chambon 1 9 7 9 ) .

The  m é t h y l a t i o n  o f  DNA o c c u r s  s h o r t l y  a f t e r  s y n t h e s i s  (Burdon and  

Adams 1 9 6 9 ,  K a p p le r  1 9 7 0 ,  Adams 1971)  and w o u ld  a p p e a r  t o  be  m e d i a t e d  by  

m e t h y l a s e  w h i c h  a c t s  p r e f e r e n t i a l l y  on  h e m i m e t h y l a t e d  s e q u e n c e s  l e a d i n g  

t o  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  on t h e  DNA f o l l o w i n g  

r e p l i c a t i o n  ( B i r d  1 9 7 8 ) .  DNA m e d i a t e d  g e n e  t r a n s f e r  t e c h n i q u e s  h a v e  

p r o v i d e d  f u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  t h e  p a t t e r n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  c a n  be  

i n h e r i t e d  t h r o u g h  many c e l l  d i v i s i o n s  w i t h i n  o n e  c e l l  t y p e  ( P o l l o c k  e t  

a l . ,  1 9 7 8 ,  W i g l e r  e t  a l . ,  1981  S t e i n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

S t u d i e s  on DNA m é t h y l a t i o n  i n  v i r a l  s y s t e m  on t h e  o t h e r  hand h a v e  

p r o v i d e d  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  n o v o  m é t h y l a t i o n  i n  

mammal ian c e l l s .  For e x a m p l e ,  t h e  DNA o f  a d e n o v i r u s e s ,  w h i c h  i s  

n o r m a l l y  u n m e t h y l a t e d  or  m e t h y l a t e d  t o  a v e r y  l i m i t e d  e x t e n t  i . e .  0 . 0 4  

and 0.05% 5 - m e t h y l  c y t o s i n e  per  c y t o s i n e  f o r  Ad.  t y p e  2 and t y p e  12 

r e s p e c t i v e l y ,  i s  f o u n d  m e t h y l a t e d  when i n t e g r a t e d  i n  t o  t h e  genome o f  

t r a n s f o r m e d  h a m s t e r  or h a m s t e r  tumour c e l l s  ( G u n t h e r t  e t  a l . ,  1 9 7 6 ,  

Kuhlman and D o e r f l e r  1 9 8 2 ,  D o e r f l e r  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h u s ,  v i r a l  DNA m u st  

be  m e t h y l a t e d  ^  n o v o  a t  some t i m e ,  p r o b a b l y  d u r i n g  or  a f t e r  i n s e r t i o n  t o  

t h e  h o s t  g en om e .  I t  i s  n o t  y e t  c l e a r ,  h o w e v e r ,  w h e t h e r  p a t t e r n s  o f  DNA 

m é t h y l a t i o n  a r e  m a i n t a i n e d  and a l t e r e d  by  t h e  same enzyme or  w h e th e r
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t h e r e  a r e  d i s t i n c t  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s .  I f  t h e s e  f u n c t i o n s  a r e  

p e r f o r m e d  b y  t h e  same e n z y m e ,  t h e n  a r e  t h e r e  c e l l u l a r  f a c t o r s  t h a t  m i g h t  

m o d u l a t e  t h e i r  p r o p e r t i e s ?

1 .2  P r o p e r t i e s  o f  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  and r e l a t i o n  t o  t h e  p r o b le m

o f  m a i n t e n a n c e  and a l t e r a t i o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s .

DNA m e t h y l a s e s  i s o l a t e d  s o  f a r  from v a r i o u s  mammal ian s o u r c e s  

h a v e  b e e n  shown t o  m e t h y l a t e  u n m e t h y l a t e d  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA and d o u b l e  

s t r a n d e d  DNA. DNAs from b a c t e r i a l  c e l l s  a r e  e x c e l l e n t  m e t h y l  g r o u p  

a c c e p t o r s  f o r  t h e s e  a c t i v i t i e s .  c o l i  DNA i s  a g o o d  s u b s t r a t e  b u t  M.

l u t e u s  DNA s e e m s  e v e n  b e t t e r  s u g g e s t i n g  t h a t  DNAs o f  h i g h  G+C c o n t e n t  

s e r v e  a s  b e s t  s u b s t r a t e .  P r e s u m a b l y  t h i s  r e f l e c t s  a c o r r e s p o n d i n g  h i g h  

l e v e l  o f  u n m e t h y l a t e d  CpG d i n u c l e o t i d e s .  On t h e  o t h e r  hand  

h e m i m e t h y l a t e d  d u p l e x  DNA h a s  r e a l l y  s e r v e d  t h e  b e s t  s u b s t r a t e  f o r  DNA 

m e t h y l a s e  a c t i v i t y  (Greunbaum e t  a l . ,  1 9 8 2 ,  Adams e t  a l . ,  1 9 7 9 ,  J o n e s  and  

T a y l o r  1 9 8 1 ) .

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a b i l i t y  o f  DNA m e t h y l a s e  from  

mammalian c e l l s ,  t o  m e t h y l a t e  d e n a t u r e d  or s i n g l e  s t r a n d e d  DNA may b e  due  

t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  enzym es  do n o t  h a v e  t o  make b i l a t e r a l  symmet  r i c  

c o n t a c t  i n  a d u p l e x  s i t e  (Smith  197 9) i . e .  t h e i r  r e c o g n i t i o n  i n v o l v e s  

a s y m m e t r i c  c o n t a c t  w i t h  o n l y  o n e  s t r a n d  o f  DNA. But  when d e n a t u r e d  

h e m i m e t h y l a t e d  DNA was u s e d  a s  a s u b s t r a t e  f o r  DNA m e t h y l a s e ,  t h e  r a t e  o f  

m é t h y l a t i o n  was  g r e a t l y  r e d u c e d  (Adams e t  a l . ,  1 9 7 9 ,  T a y l o r  and J o n e s

1 9 8 2 ) .  The n a t u r e  o f  b i n d i n g  o f  DNA m e t h y l a s e  a p p e a r s  t o  v a r y  w i t h  t h e  

s u b s t r a t e  DNA. The i n t e r a c t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  w i t h  s u b s t r a t e  DNAs h a s  

b e e n  shown t o  o c c u r  ra n d o m ly  on a f i r s t  come f i r s t  s e r v e d  b a s i s  ( T a y l o r  

and J o n e s  1 9 8 2 ,  P f e i f e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  The i n t e r a c t i o n  o f  DNA 

m e t h y l a s e s  w i t h  DNAs i r r e s p e c t i v e  o f  w h eth er  t h e  s u b s t r a t e  i s  a poor  o r  

go od  a c c e p t o r  o f  m e t h y l  g r o u p  a p p ea r  c o m p l i c a t e d .  M o r e o v e r ,  from t h e s e
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p r o p e r t i e s  o f  s o l u b l e  e nz ym es  a s  f a r  e s t a b l i s h e d ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  

c o n c l u d e  t h a t  t h e  enzyme i s  r e s p o n s i b l e  f o r  e i t h e r  m a i n t e n a n c e  or  

a l t e r a t i o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s .  The p o s s i b i l i t y  o f  t h e  o t h e r  

a u x i l l i a r y  r e g u l a t o r y  p r o t e i n s  c a n  n o t  be  e x c l u d e d .  T h e s e  m i g h t  a l t e r

t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  enzyme a c c o r d i n g  t o  t h e  n e e d  t o  m a i n t a i n  or  a l t e r  

DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s .

DNA m e t h y l a s e  i s o l a t e d  from n u c l e i  o f  Krebs  I I  a s c i t e s  c e l l s  a t  

l o w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  s e e m s  t o  e x p r e s s  p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  

r e p o r t e d  f o r  o t h e r  mammalian DNA m e t h y l a s e s  (D r a h o v s k y  and M o r r i s  1 9 7 1 a ,  

b ,  S n e i d e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,  Roy and W e i s s b a c h  1 9 7 5 ,  Simon e t  a l . ,  197 8 ) .  

W h i l s t  t h i s  enzyme m e t h y l a t e s  s i n g l e  s t r a n d e d  and c o m p l e t e l y  u n m e t h y l a t e d  

d o u b l e  s t r a n d e d  DNA ( T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ,  Adams e t  a l . ,  1 9 7 9 ) ,  

h e m i m e t h y l a t e d  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA a g a i n  s e r v e d  a s  t h e  b e s t  s u b s t r a t e  

(Adams e t  a l . ,  197 9 ) .  The o v e r a l l  amount  o f  enzyme a c t i v i t y  h o w e v e r ,  i s  

n o t e a b l y  l o w .  Thus i t  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  s u p p o s e  t h a t  i t  m i g h t  

m e r e l y  p l a y  a r o l e  i n  t h e  a l t e r a t i o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  when o n l y  a few  

m o d i f i c a t i o n s  may be  r e q u i r e d  t o  a l t e r  a p a r t i c u l a r  p a t t e r n  o f  g e n e  

e x p r e s s i o n .  T h i s  o f  c o u r s e  s t i l l  l e a v e s  t h e  q u e s t i o n  o f  m a i n t e n a n c e  o f  

DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s .

A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e r e  i s  a m u l t i p l i c i t y  o f  DNA 

m e t h y l a s e s .  The o c c u r r e n c e  o f  m e t h y l a t e d  CpG d i n u c l e o t i d e s  in  d i f f e r e n t  

s e q u e n c e s  i s  s u g g e s t i v e  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  more t h a n  o n e  DNA 

m e t h y l a s e s .  H o w e v e r ,  su c h  d i f f e r e n c e s  may s t i l l  r e f l e c t  t h e  a c t i v i t y  o f  

s i n g l e  e n z y m e .  E x c e p t  i n  t h e  c a s e  o f  N o v i k o f f  h e p a t o m a  c e l l s ,  wh ere  

t h r e e  p e a k s  o f  enzyme a c t i v i t y  w ere  d e t e c t e d  f o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  

DNA m e t h y l a s e  on n a t i v e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( S n e i d e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) ,  no  

e v i d e n c e  i s  y e t  a v a i l a b l e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  m u l t i p l e  m e t h y l a s e  s p e c i e s  

i n  mammalian c e l l s .
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DNA m e t h y l a s e s ,  o n c e  s o l u b i l i s e d  from t h e i r  s o u r c e s ,  h a v e  b een  

f u r t h e r  p u r i f i e d .  S e v e r a l  s t e p s  h a v e  b e e n  shown t o  i n v o l v e  i n  t h e i r  

p u r i f i c a t i o n  ( f o r  r e v i e w ,  s e e  Adams and Surdon 1 9 8 2 b ) .  DNA m e t h y l a s e  

s o l u b i l i s e d  from Krebs  I I  a s c i t e s  c e l l s ,  when p a s s e d  t h r o u g h  u l t r a g e l  

AcA34 co lumn p r o d u c e d  a number o f  p e a k s  o f  enzyme a c t i v i t y  w h ic h  on 

f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  g a v e  o n e  s h a r p  peak  (on g l y c e r o l  g r a d i e n t s )

( T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ) .  T h e r e f o r e  t h e  p o s s i b i l i t y ,  ca n n o t  be  

e x c l u d e d  t h a t  a d d i t i o n a l  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s ,  e x c e p t  o n e ,  h a v e  b e e n  

l o s t  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s .

In  e a r l y  s t u d i e s ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  c e l l u l a r  f a c t o r s  

o t h e r  t h a n  DNA and t h e  enzyme c a n  a f f e c t  DNA m é t h y l a t i o n  (Surdon and  

D o u g l a s  1 9 7 4 ) .  A c h r o m a t i n  l i k e  p r e p a r a t i o n  p r e p a r e d  by  e x t r a c t i n g  a 

n u c l e i  o f  Kr ebs  I I  a s c i t e s  c e l l s  i n  lo w  s a l t  b u f f e r  c a t a l y s e d  

i n c o r p o r a t i o n  o f  m e t h y l  g r o u p s  i n t o  c e l l u l a r  e x t r a c t ,  c y t o p l a s m  or  

c y t o s o l  f r a c t i o n s  (none  o f  wh ic h c o n t a i n  d e t e c t a b l e  DNA m e t h y l a s e  

a c t i v i t y )  c a u s e s  m é t h y l a t i o n  t o  be  s t i m u l a t e d .  I t  was  f u r t h e r  shown 

t h a t  t h e  f a c t o r s  from n u c l e i  c a u s i n g  s t i m u l a t i o n  o f  enzyme a c t i v i t y  w e r e  

h e a t  s e n s i t i v e  w h i l e  from c y t o p l a s m  w ere  s t a b l e .  Thus  t h e  i m p o r t a n c e  o f  

a u x i l l i a r y  c e l l u l a r  f a c t o r s  whi ch m i g h t  m o d u l a t e  t h e  enzyme a c t i v i t i e s  in  

t h e  c e l l  n u c l e u s  can n o t  be  r u l e d  o u t .  Such f a c t o r s  m i g h t  r e g u l a t e  t h e  

a c t i v i t y  o f  DNA m e t h y l a s e  s u c h  a s  t o  pr om ot e  m a i n t e n a n c e  a c t i v i t y  or  de  

n o v o  a c t i v i t y .

In  p r e s e n t  s t u d y ,  a b r i e f  s e a r c h  f o r  s o l u b l e  f a c t o r s  was c a r r i e d  

o u t .  The s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  e x t r a c t e d  a t  lo w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ,  was  

f u r t h e r  p u r i f i e d  on p h o s p h o c e l l u l o s e  c o l u m n .  A l l  t h e  enzyme a c t i v i t y  

was e l u t e d  a t  0 .5M NaÇl .  The p r o t e i n s  r e m a i n i n g  on t h e  co l um n were  

e l u t e d  b y  w a s h i n g  t h e  co lu mn a t  IM N a C l . When t h e s e  p r o t e i n s  w ere  

i n c u b a t e d  w i t h  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e ,  an i n h i b i t i o n  o f
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DNA m é t h y l a t i o n  was  o b s e r v e d  ( T a b l e  2 ) .  L a t e r  i t  was  foun d t h a t  th e  

p r o t e i n  e l u t e d  a t  IM NaCl from p h o s p h o c e l l u l o s e  co lu m n was  a m i x t u r e  o f  

DNA b i n d i n g  p r o t e i n s  and c o n s i d e r a b l e  amount  o f  n u c l e a s e  a c t i v i t y  

( R e s u l t s  n o t  shown)  w h ic h  made f u r t h e r  a n a l y s i s  d i f f i c u l t .

Such s t u d i e s  s t i l l  l e a v e  open  t h e  q u e s t i o n  o f  a d d i t i o n a l  DNA 

m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  n u c l e u s .

1 . 3  M é t h y l a t i o n ,  r e p l i c a t i o n  and t h e  n u c l e a r  m a t r i x .

I n  b a c t e r i a ,  m é t h y l a t i o n  o f  DNA o c c u r s  o n l y  on t h e  n a s c e n t  DNA

c l o s e  t o  t h e  g r o w i n g  r e p l i c a t i o n  f o r k  ( B i l l e n  1 9 6 8 ) .  A l t h o u g h

m é t h y l a t i o n  o c c u r s  r a p i d l y  i t  p r o b a b l y  i s  d e l a y e d  u n t i l  O k a z a k i  f r a g m e n t s  

h a v e  b e e n  l i g a t e d  (Marinus  1 9 7 6 ) .  I n  e u k a r y o t e s ,  m o s t  o f  t h e  

m é t h y l a t i o n  o f  DNA o c c u r s  s h o r t l y  a f t e r  s y n t h e s i s  (Sur do n and Adams 1 9 6 9 ,  

Adams 1 9 7 1 ) .  The c e l l s  and t i s s u e s  whic h a r e  s y n t h e s i s i n g  DNA h a v e  a l s o  

shown t h e  h i g h e s t  l e v e l s  o f  DNA m é t h y l a t i o n  ( F i g u r e  5 ,  Adams 1 9 7 1 ) .  A 

s h o r t  d e l a y  b e f o r e  d e t e c t a b l e  m é t h y l a t i o n  o f  n e w l y  s y n t h e s i s e d  DNA ha s  

a l s o  b e e n  r e p o r t e d  (K ap p ler  1 9 7 0 ,  H o t t a  and H e c h t  1 9 7 1 ,  Adams 1 9 7 4 ) .  

H o w e v e r ,  i t  i s  r e c e n t l y  shown t h a t  in  L - 9 2 9  c e l l s  t h e  m é t h y l a t i o n  o f  DNA 

o c c u r s  w i t h i n  e a c h  r e p l i c o n  ( M o l i t o r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .

I n  a number o f  t i s s u e s  and c e l l  t y p e s ,  f o r  e x a m p l e  r e g e n e r a t i n g  

l i v e r  ( B e r e z n e y  and C o f f e y  1 9 7 6 ,  1 9 7 7 ) ,  l u n g  (Hemminki 1 9 7 7 ) ,  p r o s t a t e  

(Shaper  e t  a l . ,  19 7 9 )  i s o l a t e d  b o v i n e  l i v e r  c e l l s  ( D i j k w e l  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) ,  

3T3 c e l l s  ( P a r d o l l  e t  a l . , 1980)  and i n  s l i m e  mould Physarum p o l y c e p h a l u m  

( W i l l e  and S t e f f e n s  1 9 7 9 ) ,  t h e  n e w l y  r e p l i c a t e d  DNA h a s  b e e n  shown  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  m a t r i x .  R e s u l t s  from s e d i m e n t a t i o n  s t u d i e s  

h a v e  a l s o  sh ow ed t h a t  n e w l y  r e p l i c a t e d  DNA i s  a s s o c i a t e d  w i t h  n u c l e a r  

m a t r i x  ( B e n y a j a t i  and W o r c e l  1 9 7 6 ,  Wanka e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  In  some o f  

t h e s e  c a s e s  t h i s  DNA i s  shown t o  b e  h i g h l y  c o n s t r a i n e d  or  a t t a c h e d  a t
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b o t h  en d s  t o  a s u p p o r t i n g  m a t r i x  ( B e n y a j a t i  and W o r c e l  1 9 7 6 ) .  A f i x e d  

m a t r i x  m o d e l  o f  DNA r e p l i c a t i o n  was  t h e n  p r o p o s e d  ( P a r d o l l  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .

I t  h a s  b een  shown t h a t  DNA r e p l i c a t i o n  in  e u k a r y o t e s  p r o c e e d s  

d i s c o n t i n u o u s l y  i n  s u b u n i t s  on t h e  l o n g  ch rom os om al  DNA c a l l e d  

r e p l i c o n s .  Each chromosome c o n t a i n s  up t o  t h o u s a n d s  o f  r e p l i c o n s  w h ic h  

r e p l i c a t e  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  i n  S p h a s e  (E d e n b e r g  and Huberman 197 5 ) .  

M o r e o v e r ,  t h e  s e q u e n c e  o f  r e p l i c o n  s y n t h e s i s  a l o n g  t h e  DNA i s  n o t  shown  

c o n t i n u o u s l y  p r o g r e s s i v e  from on e  end o f  t h e  DNA m o l e c u l e  t o  t h e  o t h e r  

(Faken and Hancock 1 9 7 4 ,  Ed enb erg  and Huberman 1 9 7 5 ) .  However 0 . 1  t o  2% 

o f  t h e  t o t a l  DNA h a s  b e e n  shown a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  m a t r i x  (Cook 

and B r a z e l l  1 9 7 5 ,  B e r e z n e y  and B u c h h o l t z  1 9 8 1 ) ,  and t h e  DNA a n c h o r e d  t o  

t h e  m a t r i x  i s  shown a b o u t  80  kb i n  l e n g t h  (t^25/im) c l o s e  t o  the  

a p p r o x i m a t e  a v e r a g e  s i z e  o f  t h e  c o m p l e t e d  r e p l i c o n  (Huberman and R i g g s  

1 9 6 8 ) .  A s i m i l a r  s i z e  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  f o r  t h e  DNA l o o p s  o f  t h e  

f o l d e d  D r o s o p h i l a  genome ( B e n y a j a t i  and W o r c e l  19 76)  a s  w e l l  a s  f o r  t h e  

DNA l o o p s  a n c h o r e d  t o  th e  ch ro m o so m a l  s c a f f o l d  ( P a u l s o n  and Laemmli 197 7)

L i k e  p r o k a r y o t i c  DNA r e p l i c a t i o n ,  a l a r g e  number o f  en zym es  h a v e  

b e e n  known t o  be  i n v o l v e d  i n  e u k a r y o t i c  r e p l i c a t i o n .  The enzy me s  wh ic h  

h a v e  shown t o  i n c r e a s e  d u r i n g  p e r i o d s  o f  c e l l u l a r  DNA s y n t h e s i s  i n c l u d e  

t h y m i d i n e  k i n a s e ,  t h y m i d y l a t e  k i n a s e ,  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  ( B r e n t  e t  a l . ,  

1 9 6 5 ,  L i t t l e f i e l d  1 9 6 6 ) ,  d e o x y c y t i d y l a t e  d e a m i n a s e  ( G e l b a r d  e t  a l . ,

1 9 6 6 ) ,  r i b o s y l  d i p h o s p h a t e  r e d u c t a s e  (Hwang e t  a l . ,  1 9 6 6 ) ,  DNA 

p o l y m e r a s e - ( C h a n g  e t  a l . ,  1973)  DNA p o l y m e r a s e “ 2T(Spadari and W e i s s b a c h  

1974 a , b ) .  The n u c l e a r  m a t r i x  p r e p a r e d  by  t r e a t i n g  C h i n e s e  h a m s t e r  

embryo f i b r o b l a s t  (CHEF/18) c e l l s  w i t h  2M N a d  i s  r e p o r t e d  t o  h a v e  a 

number o f  t h e s e  e n z y m e s ,  r i b o n u c l e o t i d e  d i p h o s p h a t e  r e d u c t a s e ,  

t h y m i d y l a t e  s y n t h e t a s e ,  d i h y d r o f o l a t e  r e d u c t a s e ,  t o p o i s o m e r a s e  and DNA 

p o l y m e r a s e - o C (N o g u c h i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  h a s  a l s o
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be en  r e p o r t e d  i n  su c h  n u c l e a r  s t r u c t u r e  (N o g u c h i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  S i n c e  

t h e  p r o c e s s  o f  DNA r e p l i c a t i o n  h a s  b e e n  shown a s s o c i a t e d  w i t h  n u c l e a r  

m a t r i x  s t r u c t u r e  ( P a r d o l l  e t  a l . ,  1 9 8 0 ,  B e r e z n e y  and B a c h h o l t z  1981)  and  

t h e  m é t h y l a t i o n  o f  DNA s h o r t l y  a f t e r  s y n t h e s i s  o f  n a s c e n t  DNA s t r a n d ,  the  

o c c u r r e n c e  o f  bound DNA m e t h y l a s e  (T a b le  2) i n  t h e  n u c l e a r  s t r u c t u r e  

w h i c h  r e s i s t s  s o l u b i l i s a t i o n  w i t h  2M N a d  ( t h e  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h ic h  

a l m o s t  a l l  h i s t o n e s  and m o s t  o f  t h e  n o n h i s t o n e  p r o t e i n s  c a n  be  

d i s s o c i a t e d  from c h r o m a t i n )  may s u g g e s t  t h a t  i t  i s  a p a r t  o f  r e p l i c a t i o n  

c o m p l e x  and i n v o l v e d  i n  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  DNA m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s  a f t e r  

DNA r e p l i c a t i o n  ( Q u r e s h i  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

2 .  P r o p e r t i e s  o f  'bound* compared w i t h  ' s o l u b l e '  DNA m e t h y l a s e .

2 . 1  E nzy mi c  p r o p e r t i e s .

2 . 1 . 1  M é t h y l a t i o n  o f  h e t e r o l o g o u s  DNAs.

E a r l i e r  s t u d i e s  w i t h  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  ( T u r n b u l l  and Adams 

19 76)  u s i n g  d i f f e r e n t  DNA s u b s t r a t e s  h a v e  shown d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  

m é t h y l a t i o n  o f  DNAs by  t h e  enz ym e .  T h i s  l e v e l  a p p e a r e d  t o  be  r e l a t e d  t o  

t h e  number o f  G+C c o n t e n t  i n  t h e s e  DNAs. E.  c o l i  DNA w h i c h  c o n t a i n  52% 

G+C c o n t e n t  was shown t o  be  an e f f i c i e n t  a c c e p t o r  o f  m e t h y l  g r o u p s .  

S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  from o t h e r  mammalian DNA m e t h y l a s e s  

(Roy and W e i s s b a c h  1 9 7 5 ,  S n e i d e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,  Simon e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  The 

DNA o f  M. l u t e u s  (72% G+C c o n t e n t )  h a s  shown e v e n  b e t t e r  s u b s t r a t e  f o r  

t h e s e  a c t i v i t i e s  (Roy and W e i s s b a c h  1 9 7 5 ,  Simon e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  The 

a l t e r n a t i n g  d o u b l e  s t r a n d e d  p o l y  ( d G - d C ) - p o l y ( d G - d C )  and random s i n g l e  

s t r a n d e d  p o l y ( d G , d C )  s y n t h e t i c  m o l e c u l e s  h a v e  a l s o  b e e n  shown t o  be  

h i g h l y  e f f e c t i v e  a c c e p t o r s  ( S n e i d e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,  Roy and W e i s s b a c h  

1 9 7 5 ) .  R e c e n t l y ,  Adams and G i b b ,  (1981)  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  d e s p i t e  t h e  

s i m i l a r  s i z e  o f  SV40 DNA c o n f o r m a t i o n  t o  #X174 DNA, t h e  SV40 DNA was
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f o u n d  much p o o r e r  a c c e p t o r  o f  m e t h y l  g r o u p s  th a n  0X174 DNA. The p o o r e r  

a c c e p t a n c e  o f  m e t h y l  g r o u p s  by SV40 DNA may b e  r e l a t e d  t o  t h e  l o w e r  G+C 

c o n t e n t  o f  t h e  DNA. W h i l s t  t h e  bound DNA m e t h y l a s e  c o u l d  m e t h y l a t e  t h e  

e n d o g e n o u s  DNA w i t h  w h ic h  i t  was a s s o c i a t e d ,  wh ic h  p o s s i b l y  b e i n g  n e w l y  

r e p l i c a t e d  i s  d e f i c i e n t  i n  m e t h y l  g r o u p s .  H o w e v e r ,  l i k e  t h e  s o l u b l e  

enzyme i t  u t i l i z e s  e x o g e n o u s  s u b s t r a t e s  p r o v i d e d  t h e y  w e r e  o f  h i g h  G+C 

c o n t e n t  and c o n t a i n e d  u n m e t h y l a t e d  CpGs e . g .  E.  c o l i  and  M. l u t e u s  DNA. 

C a l f  thymus DNA i s  n o t  a g o o d  e x o g e n o u s  s u b s t r a t e  p r e s u m a b l y  due t o  b o t h  

i t s  lo w e r  G+C c o n t e n t  and t h e  f a c t  t h a t  m o s t  o f  i t s  CpGs w i l l  a l r e a d y  be  

m e t h y l a t e d .

2 . 1 . 2  E f f e c t  o f  s a l t  on DNA m é t h y l a t i o n .

From e a r l y  s t u d i e s  i t  i s  fo u n d  t h a t  t h e  common p r o p e r t y  o f  a l l  

mammal ian DNA m e t h y l a s e s  i s  t o  m e t h y l a t e  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA more  

e f f i c i e n t l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s a l t  (O.IM N a c i )  w h i l s t  n a t i v e  DNA i s  

m e t h y l a t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s a l t .  In  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t h e  m é t h y l a t i o n  

o f  s i n g l e  s t r a n d e d  E. c o l i  DNA i s  c a r r i e d  o u t  by  bound DNA m e t h y l a s e  i n  

i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  ( F i g u r e  1 1 ) .  Both  for m s  o f  DNA m e t h y l a s e s  

r e s p o n e d  s i m i l a r l y .

2 . 1 . 3  E f f e c t  o f  pH on DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .

The  r e a s o n  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  pH opt imum h a s  a l r e a d y  b e e n  

d e s c r i b e d  i n  R e s u l t s  s e c t i o n  4 . 2 . 1 .  The maximum a c t i v i t y  o f  b o t h  forms  

o f  DNA m e t h y l a s e  i s  shown a t  a b o u t  t h e  same pH.

2 . 1 . 4  S e d i m e n t a t i o n .

A l t h o u g h ,  T u r n b u l l  and Adams (1976)  h a v e  f o u n d ,  t h e i r  l e s s  

p u r i f i e d  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  e l u t e d  from U l t r a g e l  co l um n i n  t h e  same
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p l a c e  a s  c a t a l a s e  marker ( 2 4 0 , 0 0 0  m o l .  w t ) . D e n s i t y  g r a d i e n t  

s e d i m e n t a t i o n  o f  t h e i r  h i g h l y  p u r i f i e d  en zym e ,  h o w e v e r ,  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

enzyme m i g h t  be  monomer o f  an a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a b o u t  1 6 0 , 0 0 0 ,  

w h ic h  s t i l l  p o s s e s  m e t h y l a s e  a c t i v i t y .  The g l y c e r o l  g r a d i e n t  a n a l y s i s  

o f  bound DNA m e t h y l a s e  ( F i g u r e  18) w h ic h  was s o l u b i l i s e d  from 2M NaCl  

i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s  u s i n g  30% ammonium s u l j b a t e  ( s e e  s e c  7 , 2 ) ,  

h a v e  shown s i m i l a r  s e d i m e n t a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  t o  t h o s e  o f  t h e  h i g h l y  

p u r i f i e d  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e .  To a v o i d  a g g r e g a t i o n  o f  p r o t e i n s  

s e d i m e n t a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 .2M N a d .

From s u c h  s t u d i e s ,  i t  s e e m s t h a t  t h e  s o l u b l e  form o f  DNA 

m e t h y l a s e  and t h a t  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n s o l u b l e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  

n u c l e u s  h a v e  many p r o p e r t i e s  t h a t  a r e  s i m i l a r  i . e .  r e s p o n s e  t o  N a d ,  pH,  

DNA s u b s t r a t e s  and s e d i m e n t a t i o n .  Such f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  d e s p i t e  

t h e  d i f f e r e n t  l o c a t i o n ,  t h e  m e t h y l a s e  c o m p o n e n t s  may i n  f a c t  be  

i d e n t i c a l .  More c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  m i g h t  come from t h e  u s e  o f  

a n t i b o d i e s .

2 . 2  B e h a v i o u r  o f  DNA m e t h y l a s e s  i n  v i v o .

2 . 2 . 1  E f f e c t  o f  h y d r o x y u r e a  on i n t r a n u c l e a r  l o c a t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e s .

E a r l y  s t u d i e s  w i t h  h y d r o x y u r e a  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  a l t h o u g h  i n  

mammalian c e l l s  ( e . g .  mouse f i b r o b l a s t  c e l l s ) ,  DNA m é t h y l a t i o n  and  

r e p l i c a t i o n  d i d  n o t  o c c u r  s i m u l t a n e o u s l y ,  m é t h y l a t i o n  o f  DNA i s  a p r o c e s s  

w h i c h  o n l y  p r o c e e d s  e f f i c i e n t l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c o n t i n u a l  s u p p l y  o f  

n a s c e n t  DNA (Burdon and Adams 1 9 6 9 ) .  I t  i s  a l s o  shown t h a t  h y d r o x y u r e a  

p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t s  DNA s y n t h e s i s  on t h e  c o n t i n u o u s  s t r a n d  (Hunter  

and F ran k e  1 9 7 5 ) .  D e s p i t e  t h e  i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s ,  h y d r o x y u r e a  

h a s  a l s o  shown t o  g e n e r a t e  s i n g l e  s t r a n d e d  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  DNA 

f r a g m e n t s  i n  mouse L - c e l l s  (R ad fo rd e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  The r e d u c t i o n  i n  t h e  

l e v e l  o f  t h e  bound form o f  DNA m e t h y l a s e  o f  h y d r o x y u r e a  t r e a t e d  c e l l s
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( F i g u r e  6 ) may s u g g e s t  t h a t  i t s  a s s o c i a t i o n  t o  t h e  n u c l e a r  m a t r i x  may 

r e q u i r e  c o n t i n u e d  s y n t h e s i s  o f  n a s c e n t  DNA, S i n c e  h y d r o x y u r e a  d o e s  n o t  

s t i m u l a t e  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  (Speck e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  an i n c r e a s e  i n  t h e  

a c t i v i t y  o f  s o l u b l e  form ( F i g u r e  6 ) may r e f l e c t  t h e  r e l e a s e  o f  bound DNA 

m e t h y l a s e  from  n u c l e a r  m a t r i x  when DNA s y n t h e s i s  was  b l o c k e d .  H owev er ,  

t h e  p o s s i b i l i t y  o f  o t h e r  c e l l u l a r  f a c t o r s  i n v o l v e d  i n  t h e  a s s o c i a t i o n  o f

DNA m e t h y l a s e  t o  n u c l e a r  c o m p o n e n t s  c a n  n o t  be  r u l e d  o u t .

2 . 2 . 2  E f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  on i n t r a n u c l e a r  l o c a t i o n  o f  DNA

m e t h y l a s e s .

P u l s e  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  i n  t h e  HeLa c e l l s  and o t h e r  c e l l

l i n e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i e t y  o f  i n h i b i t o r s  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  f o r

e x a m p l e  c y c l o h e x i m i d e ,  h a v e  c o n f i r m e d  t h e  f i n d i n g  t h a t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  c o n t i n u a t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  i n  mammalian c e l l s  

( L i t t l e f i e l d  and J a c o b s  1 9 6 5 ,  Young 1 9 6 6 ,  W e i s s  1 9 6 9 ,  F u j i w a r a  1 9 7 2 ) .  A 

d e c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  DNA f o r k  p r o g r e s s i o n  a f t e r  i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  i n  e m b r y o n i c  a v a i n  e r y t h r o c y t e s  h a s  a l s o  b e e n  shown (Weintr aub  

and H o l t z e r  1 9 7 2 ) .  In  t h i s  s y s t e m  c y c l o h e x i m i d e  r e d u c e d  i n c o r p o r a t i o n  

o f  t h y m i d i n e  i n t o  DNA by 50% w i t h i n  25 s e c o n d s  o f  a d d i t i o n .  In  t h e  

y e a s t  g e n o m e ,  a l l  p r o t e i n s  r e q u i r e d  f o r  o n e  ro u n d  o f  DNA r e p l i c a t i o n  a r e  

made i n  a t i m e  j u s t  b e f o r e  i n i t i a t i o n  o f  r e p l i c a t i o n  t a k e s  p l a c e  

( H e r e f o r d  and H a r t w e l l  1 9 7 3 ) .  F u r t h e r m o r e  C r e u s o t  e t  a l . ,  (1982)  h a v e  

shown t h a t  when F r i e n d  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  c y t o h e x i m i d e  f o r  4 h o u r s ,  t h e  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  

c e l l s  was r e d u c e d  t o  13%. H ow e v e r ,  c y c l o h e x i m i d e  n o t  m e r e l y  i n  h i b i t s  

t h e  s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n  b u t  a l s o  a f f e c t s  t h e  s y n t h e s i s  o f  DNA ( T a b l e  

1 1 ) ,  i n  some c a s e s  DNA s y n t h e s i s  i s  more i n h i b i t e d  t h a n  t h e  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  ( C r e u s o t  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e
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a c t i v i t y  o f  s o l u b l e  form ( F i g u r e  7) when t h e  p r o t e i n  and DNA s y n t h e s i s  i s  

b l o c k e d ,  sh ows  t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  bound DNA m e t h y l a s e  i n  t h e  n u c l e a r  

m a t r i x  i s  d e p e n d e n t  on t h e  r e p l i c a t i o n  o f  DNA and a l s o  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  

e i t h e r  d i r e c t l y  or i n d i r e c t l y .  A p o s s i b l e  m o d el  f o r  t h e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  t h e  bound and s o l u b l e  forms  o f  DNA m e t h y l a s e  i s  shown i n  F i g u r e  

1 9 .

2 . 2 . 3  The e f f e c t  o f  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  on DNA m e t h y l a s e s .

The u s e  o f  5 - a z a c y t i d i n e  o r  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  h a s  b e e n  u s e f u l  i n  

a s e a r c h  f o r  a r o l e  f o r  DNA m é t h y l a t i o n  in  e u k a r y o t e s .  The  

i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e s e  a n t i l e u k e m i c  d r u g s  (Momparler and G o n z a l e s  1 9 7 8 ,  

R i v a r d  e t  a l . ,  19 8 0 )  i n t o  DNA h a s  l e d  t o  i n d u c t i o n  o f  new p h e n o t y p e s  for  

t r e a t e d  m u r in e  c e l l s  ( J o n e s  and T a y l o r  1 9 8 0 ,  T a y l o r  and J o n e s  1 9 7 9 ) .

The i n d u c t i o n  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  by 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  h a s  b een  s u g g e s t e d  

t o  b e  r e l a t e d  t o  i t s  i n h i b i t i o n  o f  DNA m é t h y l a t i o n  ( J o n e s  and T a y l o r  

1 9 8 0 ) .  Low l e v e l s  o f  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  c a n  p r o d u c e  h y p o m e t h y l a t e d  DNA 

b y  b l o c k i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  DNA m e t h y l a s e  ( C r e u s o t  e t  a l . ,  1 9 8 2 ,  T a y l o r  

and J o n e s  1 9 8 2 ,  Adams e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  The m ec h a n is m  o f  t h i s  e f f e c t  i s  

n o t  y e t  c l e a r  b u t  s u b s t i t u t i o n  o f  5 - a z a d e o x y c y t o s i n e  r e s i d u e s  f o r  1 i n  

e v e r y  3 0 0  c y t o s i n e  r e s i d u e s  c a n  b l o c k  a l l  t h e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  

t h e  c e l l  ( C r e u s o t  e l  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  r e d u c t i o n  o c c u r r e d  when FEL c e l l s  

w e r e  grown f o r  1 0  h o u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l^M 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e .  

S i m i l a r l y ,  e x p o s u r e  o f  mouse L - c e l l s  t o  ljUM 5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  f o r  10  

h o u r s  l e a d  t o  t h e  r e d u c t i o n  o f  s o l u b l e  form o f  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  t o  

b e t w e e n  10  and 20% ( Q u r e s h i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ,  T a b l e  1 2 ) .  C r e u s o t  e t  a l . , 

(1982)  w e r e  u n a b l e  t o  r e c o v e r  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  FEL c e l l s  w i t h  r i g o r o u s  e x t r a c t i o n  w i t h  IM 

NaC l .  Even e x t r a c t i o n  w i t h  2M NaCl d i d  n o t  r e l e a s e  a n y  f u r t h e r  DNA
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m e t h y l a s e  a c t i v i t y  from L - a z a  c e l l s  (L-929  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e )  i n  t h e  s o l u b l e  form ( R e s u l t s  n o t  s h o w n ) .  F u r t h e r ,  

s i n c e  i t  ha d b e e n  r e p o r t e d  t h a t  e x t e n s i v e  d i g e s t i o n  o f  c h r o m a t i n  o f  

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  c e l l s  w i t h  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  d i d  n o t  

i n c r e a s e  t h e  y i e l d  o f  a c t i v e  enzyme ( C r e u s o t  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  we r e p e a t d  

t h i s  a p p r o a c h  by  t r e a t i n g  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  from L - a z a  c e l l s  

w i t h  v e r y  l a r g e  amount o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  ( 2 5 0 0  u n i t s / l O C ^  

c h r o m a t i n  DNA). However no  a c t i v i t y  was  r e l e a s e d  i n t o  a s o l u b l e  form  

( F i g u r e  9) w h i l e  i n  c o n t r o l  c e l l s  t h a t  c o n c e n t r a t i o n  o f  m i c r i c o c c a l  

n u c l e a s e  w i l l  o f  c o u r s e  r e l e a s e  bound m e t h y l a s e  from t h e  m a t r i x  o f  

c e l l s .  Where t h e n  i s  t h e  DNA m e t h y l a s e  i n  t h e  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  

t r e a t e d  c e l l s ?  The e x p e r i m e n t s  w i t h  c y c l o h e x i m i d e  a m o n g s t  o t h e r  t h i n g s  

a l s o  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  d o e s  n o t  ap p e a r  t o  h a v e  a 

r a p i d  m e t a b o l i c  t u r n o v e r .

On t h e  o t h e r  hand i t  h a s  r e c e n t l y  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  DNA 

m e t h y l a s e  e i t h e r  b e c o m e s  i r r e v e r s i b l y  bound t o  2 - d e o x y  5 - a z a c y t o s i n e  

r e s i d u e s  i n  i t s  s u b s t r a t e  DNA or  b i n d s  n o r m a l l y  t o  t h e s e  r e s i d u e s  b u t  h a s  

i t s  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  d e s t r o y e d  d u r i n g  t h e  p r o c e s s  o f  t r a n s f e r r i n g  

m e t h y l  g r o u p s  ( C r e u s o t  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  The i r r e v e r s i b l e  b i n d i n g  o f  DNA 

m e t h y l a s e  t o  DNA i n  o t h e r  5 - a z a c y t i d i n e  t r e a t e d  mammal ian c e l l s  h a s  a l s o  

b een  o b s e r v e d  ( T a y l o r  and J o n e s  1 9 8 2 ) .  I n  E. c o l i  K12 c e l l s ,  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  DNA m e t h y l a s e  a f t e r  5 - a z a c y t i d i n e  t r e a t m e n t  h a s  a l s o  b e e n  

r e p o r t e d  (F r iedman 1 9 8 1 ) .  A m o d e l  o f  t h e  m e c h a n is m  o f  i n h i b i t i o n  o f  DNA 

m e t h y l a s e  b y  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  h a s  r e c e n t l y  b e e n  p r o p o s e d  ( S a n t i  e t  a l . ,

198 3)  . T h i s  m o d e l  i s  b a s e d  on t h e  me cha ni sm  o f  i n h i b i t i o n  o f  o t h e r  

m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s ,  su c h  a s  tRNA m e t h y l a s e  (Lu e t  a l . ,  1 9 7 9 ,  Lu and  

R a n d e r a t h  1 9 8 0 ) .  The g e n e r a l  m echanis m i s  d e s c r i b e d ,  a s  t o  how DNA 

m e t h y l a s e  t r a n s f e r s  m e t h y l  g r o u p s  from S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e  t o  t h e  5
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p o s i t i o n  o f  c y t o s i n e  r i n g  by  a t t a c h i n g  i t s e l f  t o  t h e  6 t h  c a r b o n  o f  t h e  

c y t o s i n e  b a s e  by  e l i m i n a t i n g  p r o t o n  from t h e  5 t h  c a r b o n  o f  th e  c y t o s i n e  

r e s i d u e  and t h e n  r e l e a s e s  i t s e l f  i n  t h e  a c t i v e  f o r m .  S i m i l a r  m e c h a n is m s  

h a v e  b e e n  a r g u e d  f o r  DMA m e t h y l a s e  from E. c o l i  K12 and Hpa I I  m e t h y l a s e  

(Fr ie dma n 1 9 8 1 ) .  Other  enzymes  t h o u g h t  t o  o p e r a t e  b y  t h i s  mec ha ni sm  a r e  

dTMP s y n t h a s e ,  dUMP h y d r o x y m e t h y l a s e  and dCMP h y d r o x y m e t h y l a s e  ( P o g o l o t t i  

and S a n t i  1 9 7 7 ,  K u n i t a n i  and S a n t i  1 9 8 0 ,  Yeh and G r e e n b e r g  1 9 6 7 ) .  In  

t h e  c a s e  o f  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  s u b s t i t u t e d  DNA, due  t o  t h e  n i t r o g e n  on  

t h e  5 t h  p o s i t i o n  o f  5 - a z a c y t o s i n e  r e s i d u e s ,  t h e  DNA m e t h y l a s e  c a n n o t  

e l i m i n a t e  t h e  p r o t o n  from t h a t  p o s i t i o n  and r e m a i n s  i n a c t i v e .  C o v a l e n t  

c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  5 - a z a d e o x y c y t o s i n e  and DNA m e t h y l a s e  may t h e n  

o c c u r  ( S a n t i  e t  a l , ,  1983)  (S e e  a l s o  F i g u r e  2 0 ) .

As a l r e a d y  m e n t i o n e d ,  s i n c e  t h e  t r e a t m e n t  o f  c e l l s  w i t h  

c y c l o h e x i m i d e  or  h y d r o x y u r e a  may c a u s e  t h e  r e l e a s e  o f  DNA m e t h y l a s e  from  

t h e  bound f o r m .  T h i s  a p p r o a c h  was r e p e a t e d  b u t  w i t h  t h e  c e l l s  

p r e v i o u s l y  t r e a t e d  w i t h  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e .  The r e s u l t s  from 

c y c l o h e x i m i d e  e x p e r i m e n t  ( T a b le  13) and from h y d r o x y u r e a  (Dr.  R .L .P  

Adams, p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  how ever  s u g g e s t s  t h a t  t h e  DNA m e t h y l a s e  

may i n d e e d  b e  i n a c t i v a t e d  i n  t h e  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  c e l l s  or be  

in  a form w h i c h  c a n n o t  be  r e l e a s e d  by c y c l o h e x i m i d e  and h y d r o x y u r e a .

S i n c e ,  t h e  l o s s  o f  t h e  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  may b e  r e l a t e d  t o  

c o v a l e n t  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  t h e  enzyme and 5 - a z a d e o x y c y t o s i n e  

r e s i d u e s  i n  t h e  DNA a t  t h e  n u c l e a r  m a t r i x  ( S a n t i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  t h e  

s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  bound DNA m e t h y l a s e  from 

5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t e d  c e l l s  ( F i g u r e  8) may r e f l e c t  i n c r e a s e  i n  DNA 

m e t h y l a s e  boun d b u t  n o t  y e t  i n a c t i v a t e d .  F i g u r e  19 a l s o  i n d i c a t e s  a 

m o d e l  s h o w i n g  t h e  o u t c o m e  o f  5 - a z a d e o x y c y t i d i n e  t r e a t m e n t  w h e r e a s  t h e  

m e t h y l a s e  c o u l d  become i r r e v e r s i b l e  bound t o  DNA a t  t h e  m a t r i x  s i t e .
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3 . Nature o f  bound DNA m ethylase  and attem pts  to s o l u b i l i s e  i t .

3 . 1  M l c r o c o c c a l  n u c l e a s e  d i g e s t i o n .

D i g e s t i o n  o f  c h r o m a t i n  w i t h  low l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  

h a s  shown t o  r e l e a s e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n t o  a s o l u b l e  form i n  a 

number o f  e u k a r y o t i c  c e l l s .  For e x a m p l e ,  when CHO c e l l s  w ere  t r e a t e d  

w i t h  v e r y  l o w  l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e ,  m o s t  o f  t h e  n u c l e a r  p r o t e i n  

i n c l u d i n g  80% o f  t h e  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y  was r e l e a s e d  from t h e  n u c l e i  

i n  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  t h e  n u c l e a s e  t r e a t m e n t  (Adams e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .

Abo ut  65% o f  t h e  enzyme a c t i v i t y  h a s  a l s o  b e e n  s o l u b i l i s e d  from PEL 

c e l l s ,  and t h i s  p e r c e n t  o f  s o l u b i l i s a t i o n  was a c h i e v e d  o n l y  by  i n c u b a t i n g  

c e l l s  f o r  5 m i n u t e s  w i t h  30  u n i t s / m l  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  ( C r e u s o t  and 

C h r i s t m a n  1 9 8 1 ) .  S i n c e  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  p r e f e r e n t i a l l y  a t t a c k s  th e  

DNA f i b r e s  c o n n e c t i n g  a d j a c e n t  n u c l e o s o m e s  ( N o l l  1 9 7 4 ,  A x e l  1 9 7 5 ) ,  t h e  

enzyme a c t i v i t y  wh ic h  was r e l e a s e d  by  d i g e s t i o n  w i t h  lo w  l e v e l s  o f  

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  p r o b a b l y  r e p r e s e n t s  t h a t  a s s o c i a t e d  w i t h  l i n k e r  

r e g i o n s  o f  t h e  c h r o m a t i n  DNA.

As a l r e a d y  m e n t i o n e d ,  from 80-85% o f  t h e  enzyme a c t i v i t y  c a n  b e  

s o l u b i l i s e d  from n u c l e i  a t  lo w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  ( 0 . 2 - 0 . 4  Na&l)

( T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ,  C r e u s o t  and C h r i s t m a n  1 9 8 1 ) ,  t h e r e f o r e ,  t h e  

amount  o f  enzyme s o l u b i l i s e d  e i t h e r  by  lo w  l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  

or  w i t h  lo w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i s  a l m o s t  t h e  s a m e .  F u r t h e r  

i n v e s t i g a t i o n s  f o r  t h e  s o l u b i l i s a t i o n  o f  t h e  r e m a i n i n g  a c t i v i t y  i n  t h e  

c h r o m a t i n  was n o t  c a r r i e d  o u t  by  t h o s e  g r o u p s  o f  w o r k e r s .  H ow e v e r ,  when 

n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  (NIF) from Krebs  I I  a s c i t e s  c e l l s  was d i g e s t e d  

w i t h  n o r m a l  l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  (180  u n i t s / l O O ^ g  c h r o m a t i n  

DNA) n o n e  o f  t h e  bound enzyme a c t i v i t y  was  r e l e a s e d  i n  t h e  s o l u b l e  

f r a c t i o n  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) . I t  se e m s  t h a t  t h e  DNA m e t h y l a s e  bound t o  

i n s o l u b l e  n u c l e a r  c o m p o n e n t s  may be  d i r e c t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  

m a t r i x  i n  su c h  a way t h a t  n or m al  l e v e l s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c o u l d  n o t  

d i s s o c i a t e  i t .
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H o w e v e r ,  i t  h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t i g h t l y  bound  

n o n h i s t o n e  ch r o m o so m a l  p r o t e i n s  c a n  be  d i s s o c i a t e d  b y  d i g e s t i o n  o f  

c h r o m a t i n  w i t h  l a r g e  amount  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e .  For e x a m p l e ,  t h e  

t i g h t l y  bound n o n h i s t o n e  ch rom oso m al  p r o t e i n  a n t i g e n  from HeLa 

c h r o m o s o m a l  s c a f f o l d  was d i s s o c i a t e d  by  u s i n g  a b o u t  2 0 0 0  u n i t s  o f  

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  per  lOC^g c h r o m a t i n  DNA. The immuno a c t i v i t y ,  

w h ic h  was a b o l i s h e d  by  d i g e s t i o n  w i t h  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  was shown  

r e c o v e r e d  by  t h e  s u b s e q u e n t  a d d i t i o n  o f  HeLa DNA t o  r e c o n s t i t u t e  t h e  

immune c o m p l e x  (Dunn e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  T h i s  a p p r o a c h  was u s e d  i n  an 

a t t e m p t  t o  s o l u b i l i s e  t h e  DNA m e t h y l a s e  bound t o  i n s o l u b l e  n u c l e a r  

c o m p o n e n t s .  The i n c u b a t i o n  o f  c h r o m a t i n  o f  Kr ebs  I I  mouse  a s c i t e s  c e l l s  

( a f t e r  r e m o v i n g  a b o u t  85% o f  t h e  enzyme a c t i v i t y  by  r e p e a t e d  e x t r a c t i o n  

a t  lo w  s a l t  c o n c e n t r a t i o n )  w i t h  e x t r e m e l y  l a r g e  amount  o f  m i c r o c o c c a l  

n u c l e a s e ,  r e s u l t s  t h e  r e l e a s e  o f  a t  l e a s t  some o f  t h e  bound enzyme i n t o  a 

s o l u b l e  f r a c t i o n  ( F i g u r e  1 5 ) .  W h i l s t  t h e r e  r e m a i n e d  no  f u r t h e r  a c t i v i t y  

i n  t h e  bound f r a c t i o n  a f t e r  t h i s  t r e a t m e n t ,  t h e  amount o f  a c t i v i t y  t h a t

was made s o l u b l e  was  a b o u t  h a l f  t h a t  a n t i c i p a t e d .  The  r e a s o n s  for  t h i s

+ 2i n c o m p l e t e  r e c o v e r y  a r e  n o t  c l e a r .  The Ca n e c e s s a r y  t o  a c t i v a t e  t h e

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  i s  u n l i k e l y  t o  be  t h e  c a u s e .  C o n c e n t r a t i o n  up t o

4mM h a v e  n o  e f f e ^ c t  on s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  (Adams and Burdon 1 9 8 2 b ) ,

+ 2
However t h e  h i g h  l e v e l s  o f  EDTA r e q u i r e d  t o  c h e l a t e  t h e  Ca may b e  t o  

b l a m e .

3 . 2  " A b s t r a c t i o n ” o f  DNA m e t h y l a s e  w i t h  DNA s u b s t r a t e .

S i n c e  s u c h  e x t r e m e l y  l a r g e  amount  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  w e r e  

n e c e s s a r y  t o  s o l u b i l i s e  e v e n  s m a l l  amounts  o f  'b o u n d '  DNA m e t h y l a s e ,  

a l t e r n a t i v e  p r o c e d u r e s  w e r e  n e c e s s a r y  s i m p l y  t o  r e d u c e  e x p e n d i t u r e .

I n  e a r l y  r e p o r t s  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  enzyme DNA v i t r o  and  i t s  

s c a n n i n g  on t h e  DNA s u b s t r a t e  f o r  m é t h y l a t i o n  h a s  a l r e a d y  b e e n



-  132 -

e s t a b l i s h e d  by  number o f  w o r k e r s  (D ra h o v sk y  and M o r r i s  1 9 7 1 a ,  b ,  Simon e t  

a l . ,  1 9 7 8 ,  Adams and G i b b ,  1 9 8 1 ,  T a y l o r  and J o n e s  1 9 8 2 ,  P f e i f e r  e t  a l . ,  

1 9 8 3 ) .  S i m i l a r l y ,  t h e  t i g h t  and l o o s e  b i n d i n g  o f  DNA m e t h y l a s e  w i t h  DNA 

s u b s t r a t e  in  t h e  p r e s e n c e  o f  s a l t  a t  d i f f e r e n t  t e m p e r a t u r e s  i . e .  t i g h t  

c o m p l e x  f o r m a t i o n  a t  3 7^C and l o o s e  b i n d i n g  a t  0°C h a s  a l s o  b een  

r e p o r t e d  ( D r a h o v s k y  and M o r r i s  1 9 7 1 a , b ) .  T a k in g  i n t o  a c c o u n t ,  t h e s e

p r o p e r t i e s  o f  s o l u b l e  mammal ian DNA m e t h y l a s e s ,  t h e  e f f e c t  o f  s i m p l y  

i n c u b a t i n g  t h e  n u c l e a r  i n s o l u b l e  f r a c t i o n  w i t h  some u n m e t h y l a t e d  DNA was  

a t t e m p t e d .

I t  w i l l  b e  r e c a l l e d  t h a t  u n m e t h y l a t e d  DNAs o f  h i g h  G+C c o n t e n t  o f  

JE. c o l i  se e m e d  t o  a c t  a s  e x c e l l e n t  s u b s t r a t e  when a d d e d  t o  t h e  bound DNA 

m e t h y l a s e  p r e p a r a t i o n .  T h i s  r a i s e d  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  t h e  'b oun d'  

enzyme m i g h t  r e l o c a t e  i t s e l f  on t o  t h e  a d d ed  s u b s t r a t e  DNA. I n  p r a c t i c e  

i n c u b a t i o n  w i t h  E.  c o l i  DNA a c t u a l l y  a b s t r a c t e d  a b o u t  75% o f  t h e  enzyme  

from i t s  bound fo r m .  Mammalian DNAs su ch  a s  c a l f  thmus DNA, whi ch  w e r e  

poor  e x o g e n o u s  s u b s t r a t e s ,  w ere  a l s o  poor  a t  a b s t r a c t i n g  t h e  DNA 

m e t h y l a s e  from t h e  bound m a t r i x  form ( t a b l e s  14 and 1 5 ) .  I n  s h o r t  t h e  

more u n m e t h y l a t e d  CpG s i t e s  in  a DNA t h e  more e f f i c i e n t  i t  a p p e a r s  a t  

a b s t r a c t i n g  DNA m e t h y l a s e  from t h e  bound form .

F u r t h e r m o r e ,  from f i g u r e s  16 and 1 7 ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  

a b s t r a c t i n g  o f  DNA m e t h y l a s e  w i t h  E. c o l i  DNA d o e s  n o t  r e q u i r e  i n c u b a t i o n  

a t  37^C.  The r a t e  o f  a b s t r a c t i o n  a t  37°C i s  h i g h e r  t h a n  a t  0°C 

b u t  t h e  same amount  o f  enzyme a c t i v i t y  c a n  be  a b s t r a c t e d  a t  0 ° C ,  i f  t h e  

l e n g t h  o f  i n c u b a t i o n  i s  i n c r e a s e d .  I t  se em s  t h a t  t h e  b i n d i n g  o f  enzyme  

m o l e c u l e  t o  t h e  e x o g e n o u s  DNA c o n t a i n i n g  u n m e t h y l a t e d  c y t o s i n e  m o l e c u l e s  

d o e s  n o t  r e q u i r e  h i g h e r  t e m p e r a t u r e ,  b u t  t h e  m e c h a n is m  r e m a i n s  o b s c u r e .

A p r o b l e m  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  DNA m e t h y l a s e  a b s t r a c t e d  from n u c l e a r  

c o m p o n e n t s  i s  s t i l l  bound t o  t h e  a b s t r a c t i n g  DNA. Thus  a t r u e  

" s o l u b i l i s a t i o n "  h a s  n o t  b e e n  a c h i e v e d  u n l e s s  t h e  DNA c a n  b e  removed from  

t h e  e n z y m e .



-  133

3 , 3  S o l u b i l i s a t i o n  u s i n g  ammonium s u l p h a t e .

B e c a u s e  o f  i t s  h i g h  s o l u b i l i t y  and low i n t e r f e r e n c e  t o  enzyme  

a c t i v i t y ,  ammonium s u l p h a t e  h a s  w i d e l y  b een  u s e d  i n  t h e  s e l e c t i v e  

p r e c i p i t a t i o n  o f  en zym es  from t h e i r  a q u e o u s  e x t r a c t s .  I n d e e d  ammonium 

s u l p h a t e  h a s  b e e n  e m p lo y e d  a s  a s t e p  i n  t h e  f r a c t i o n a l  p u r i f i c a t i o n  o f  

s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e  ( T u r n b u l l  and Adams 1 9 7 6 ,  C a t o  e t  a l . ,  1 9 7 8 ,  Adams 

e t  a l . , 1 9 7 # ) .

T r e a t m e n t  o f  t h e  bound m a t r i x  m a t e r i a l  w i t h  30% s a t u r a t i o n  o f  

ammonium s u l p l a t e  r e l e a s e d  DNA m e t h y l a s e  i n t o  a s o l u b l e  form ( t a b l e  

2 0 ) .  The r e a s o n s  f o r  t h e  e f f i c i e n t  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  DNA m e t h y l a s e  

from i t s  bound c o m p l e x  i s  n o t  c l e a r .  H o w ever ,  t h e  b i n d i n g  s i t e  o f  t h e  

enzyme m o l e c u l e ,  w h i c h  may be  a t t a c h e d  t o  t h e  p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  t h e  

DNA m o l e c u l e ,  may be  s o  f i r m  t h a t  e v e n  2M NaCl f a i l s  t o  d i s s o c i a t e  enzyme  

m o l e c u l e  from DNA. On t h e  o t h e r  hand e i t h e r  t h e  h i g h  i o n i c  s t r e n g t h  

p o s s i b l y  w i t h  ammonium s u l p h a t e  or  e v e n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u l p h a t e  i o n s  may 

seem  t o  l o o s e n  t h e  m a t r i x  DNA a s s o c i a t i o n s .

Whatever  t h e  e x p l a n a t i o n  t h e  f a c t  t h a t  60% ammonium s u l p h a t e  i s  

a l r e a d y  known t o  p r e c i p i t a t e  s o l u b l e  DNA m e t h y l a s e ,  c a n  b e  u s e d  t o  

a d v a n t a g e  i n  a s  much a s  t h e  bound enzyme s o l u b i l i s e d  a t  30% ammonium 

s u l p h a t e ,  c a n  t h e n  be  p r e c i p i t a t e d  a t  60% ammonium s u l p h a t e .  T h i s  

a p p r o a c h  p r o v i d e d  h i g h  y i e l d  o f  p r e v i o u s l y  bound DNA m e t h y l a s e  i n  a 

s o l u b l e  f o r m .  T h i s  w i l l  p e r m i t  f u r t h e r  s t u d i e s  on t h e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  n u c l e a r  form s o f  DNA m e t h y l a s e .
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