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ABSTRACT

CHANGES IN THE MACROMOLECULAK PROPERTIES OF DNA INDUCED

BY MITOMYCIN C 

b y

D a v i d  J o e l  K a p l a n  

A d v i s o r :  P r o f e s s o r  M a r i a  T c m a s z ,  P h . D .

An i n c r e a s e  i n  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  s e d i m e n t a t i o n ,  and. 

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

o c c u r s  w h e n  i t  i s  c c m p l e x e d  w i t h  t h e  d r u g  m i t o m y c i n  C (M C ) . 

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

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

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

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

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

t h e  r e s u l t s  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  d i r e c t  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  

o b s e r v a t i o n s  o f  t h e s e  DNA-MC c o m p l e x e s  w h i c h  d e m o n s t r a t e  a  

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

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

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

l a r  e x p e r i m e n t s  u s i n g  DNA-MC c o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  t h e  s o n i ­

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

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

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

e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s ,  a n d  no  c h a n g e  in -  t h e  c o e f f i c i e n t s  

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

s c o p e .  T h e s e  c o m p a r i s o n s  i n d i c a t e ,  t h e n ,  a  m o l e c u l a r  w e i g h t
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o r  s i z e  d e p e n d e n t ,  c h a n g e  i n  DMA p r o p e r t i e s  w h i c h  i s  a c c u i r a d

u p o n  t h e  b i n d i n g  o f  MC t o  DMA.

The  c r o s s l i n k i n g  o f  DMA i s  i m p l i c a t e d  a s  t h e  m o s t  l i k e ­

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

m e l t i n g  b r e a d t h s  o b s e r v e d  i n  t h e  DNA-MC c o m p l e x e s .  As t h e  b i n d ­

i n g  r a t i o  r a n g e  { . 1 0 - . 1 5 )  a p p e a r s  t o  b e  a  l i k e l y  s a t u r a t i o n  

p o i n t  f o r  p o s s i b l e  c r o s s l i h k i n g  s i t e s  i n  ' c a l f  t h y m u s  DNA, i t  

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

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

c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s .  T h e  c o r r e l a t i o n s  b e t w e e n  t h e s e  v a r i ­

a b l e s  s u g g e s t s  s t r o n g l y  t h a t  t h e  b . i . f u n c t i o n a l  ( c r o s s l i n k i n g )  

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

c o n  fc m a r .  i  o n  r.l changes, A likely pass l b  ill by I -  rb~ !• som- 
m o l e c u l e s  f i x  DMA i n t o  l o o p e d  f o r m s  b y  b i n d i n g  d i s t a n t  p a r t s  

o f  DNA t o g e t h e r .  An a l t e r n a t i v e  p o s s i b i l i t y  f o r  t h e s e  c h a n g e s  

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

c i n  C - b o u n d  s e g m e n t s  o f  DNA.

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

s i z e - i n d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  DNA p r o p e r t i e s .  I t  w a s  s h o w n  t h a t
*

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

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

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

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

a t i o n  ,
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INTRODUCTION

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

b i o t i c s  p r o d u c e d  b y  S t r e p t c m y c e s  v e r t i c i l l a t u s  ( L e f e m i n e  e t  a d . ,

1 9 6 2 ) ,  a n d  r e l a t e d  s p e c i e s  o f  y e a s t  ( K i r s h ,  1 9 6 7 ) .  The  m o s t  s t u d

1i e d  m em ber  o f  t h e  m i t o m y c i n s  i s  m i t o m y c i n  C (MC) , a  know n a n d  

p o t e n t  a n t i b i o t i c  ( I y e r  a n d  S z y b a l s k i ,  1 9 6 3 ) ,  m u t a g e n  ( S z y b a l s k i  

1 9 5 0 ) ,  c a r c i n o g e n  (K a w a w a ta  cat al_.  , 1 9 6 6 ) ,  a n t i t u m o r  a g e n t  ( H a t a  

e t  a l . ,  1 9 5 6 ) ,  l y s o g e n i c  i n d u c e r  ( O t s u j i  e t  a l . ,  1 9 5 9 ;  K o r n  a n d  

W e i s s b a c h ,  1 9 6 2 ) ,  a n d  a g e n t  knovm  t o  s t i m u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  

i n s e r t e d  g e n e s  i n  C o l  p l a s m i d s  ( e . g .  a s  i n  t h e  c a s e  o f  i n s e r t  

e d  t r y p t o p h a n  s y n t h e t a s e  g e n e  f r o m  S a l m o n e l l a  { S e l k e r  e t  a l ^  , 

1 9 7 7 ) .  M i t o m y c i n  C i s  k n ow n  a l s o  t o  s e l e c t i v e l y  i n h i b i t  DNA s y n ­

t h e s i s  ( G h i b a  a l .  , 1 9 5 3 )  , T h i s  i n h i b i t i c n .  w h i c h  i s  ? co o » " p a r ' -  

i e d  b y  DNA d e g r a d a t i o n  ( K e r s t e n  a n d  R a u e n ,  19 61} w as  c o r r e l a t e d  

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

t i v i t y  i n  M C - t r e a t e d  c e l l s  ( R e i c h  e t  a d . ,  1 9 6 1 ) .  I t  h a s  b e e n  

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

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

m e r a s e s  i n  v i t r o  ( P r i c e r  a n d  W e i s s b a c h ,  1 9 6 5 ) .  S t u d i e s  o f  DNA 

t r e a t e d  i n  v i v o  w i t h  MC, h o w e v e r ,  sh o w  a  r e d u c e d  t e m p l a t e  a c t i v ­

i t y  o n l y  f o r  t h e  DNA p o l y m e r a s e s  ( P r i c e r  a n d  W e i s s b a c h ,  1 9 6 4 ) .

On t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  i t  h a s  b e e n  sh o w n  t h a t  m i t o m y c i n  C 

i s  r e l a t i v e l y  i n e r t  t o  DNA i n  v i t r o ,  u n l e s s  i t  i s  a c t i v a t e d  i n  

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

c h e m i c a l  r e d u c i n g  a g e n t s  ( e . g .  s o d i u m  d i t h i o n i t e  (Na2 S 2 0 ^ ) , a n d  

s o d i u m  b o r o h y d r i d e  (NaBH^)}, d e m o n s t r a t i n g  t h a t  i n  t h e  c e l l  t h i s



d r u g  i s  a c t i v a t e d  m e t a b o l i c a l l y  ( X v e r  a n d  S z y b a l s k i ,  1 9 6 4 ) ,  

I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  f u r t h e r m o r e  ( M a t s u m a t o  a n d  L a r k ,  

1 9 6 3 ;  I y e r  a n d  S z y b a l s k i ,  1 9 6 3 )  t h a t  e x p o s u r e  o f  b a c t e r i a l  

c e l l s  t o  MC l e a d s  t o  t h e  c o v a l e n t  c r o s s l i n k i n g  o f  t h e  com ­

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

c r o s s  l i n k i n g  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  w i t h  i n c r e a s i n g  GC 

c o n t e n t  o f  DNA ( S z y b a l s k i  a n d  I y e r ,  1 9 6 4 b ) . I n  a d d i t i o n  t o  

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

mono f u n c t i o n a l l y  ( S z y b a l s k i  a n d  I y e r ,  1964ctj  W e i s s b a c h  a n d  

L i s i O f  1 9 65)  ; a  f o r m  o f  b i n d i n g  t h a t  i s  a b o u t  t e n  t i m e s  

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

T h i s  b i n d i n g  i s  a l s o  c o v a l e n t  a n d  g u a n i n e  s p e c i f i c ,  a s  e s ­

t a b l i s h e d  by  b i n d i n g  s t u d i e s  u s i n g  s y n t h e t i c  p o I y i t u o 1 e o t i d e s  

(T o m asz  e t .  a d . /  1 9 7 4 )  a n d  DMAs o f  v a r y i n g  GC c o n t e n t  ( L ip m a n  

e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  A t  e x c e s s i v e  d r u g  c o n c e n t r a t i o n ,  h o w e v e r ,  

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

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

u l t i m a t e l y  i n  1 : 1  d r u g / n u c l e o t i d e  r a t i o  i n  t h e  c o m p l e x .  No 

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

c o v a l e n t  b i n d i n g  ( L ip m a n  e t  a l _ . , 1 9 7 8 ) .  I t  i s  a l s o  i m p o r t a n t  

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

t o  b e  t h e  d i r e c t  c a u s e  o f  t h e  o b s e r v e d  i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n '  

t h e s i s  a n d  d e a t h  o f  b a c t e r i a  u p o n  e x p o s u r e  t o  t h e  d r u g  ( I y e r  

a n d  S z y b a l s k i ,  1 9 6 3 ) .  M o re  r e c e n t l y  t h e  p r e d o m i n a n t  m o n o ­

f u n c t i o n a l  b i n d i n g  h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  b i o l o g i c a l l y
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s i g n i f i c a n t  i n  t h e  d a m a g e  t o  DNA ( W e i s s  et_ a l . , 1 9 6 8 ;  K i n o s h i t a  

e t  aJL. , 1 9 7 1 ;  M e r c a d o  a n d  T o m a s z ,  1 9 7 2 ;  S m a l l  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .

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

t h e  r e d u c e d  MC m o l e c u l e  a n d  DNA i s  s t i l l  l a r g e l y  u n k n o w n .  I y e r  

a n d  S z y b a l s k i  ( 1 9 6 4 )  p r e s e n t e d  a  d e t a i l e d  h y p o t h e s i s  f o r  t h e  

r e d u c t i v e  a c t i v a t i o n  o f  MC a s  f o l l o w s :

S c h e m e  1 :

CHJDCNH-CH„OCNH

( A m a x  2 6 7  nTn & 220 nra^

-  CHiOH
I 0

h

C H ^ O C N H ;

- -  CH3 5 ^ 1 ___ ]> h

A c t i v e  F o r m  o f  MC

(A) & (B) 
a r e  " m i t o s e n e "  
c h r o m o p h o r e s  
b o t h  w i t h

Amax at 310 1.) +• DNA
a n d  2 48 nm

2 .)e x p o s u r e  t o  a i r  

9 (B)

.XH,OCNH
If

DNA

M o n o f u n c t i o n a l  A l k v l a t i o n  P r o d u c t

B i f u n c t i o n a l  ( C r o s s l i n k )  
A l k y l a t i o n .  P r o d u c t



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

CH^OH a c t i v a t e s  t h e  c a r b a m a t e  f u n c t i o n  a n d  t h e  a z i r i d i n e  

r i n g  i n t o  a l k y l a t i n g  g r o u p s  w h i c h  w i l l  r e a c t  w i t h  n u c l e o -  

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

e x i s t s  t o  d a t e  f o r  t h i s  s c h e m e ,  h o w e v e r :  D N A -bound  MC h a s  

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

m i t o s e n e  c h r o m o p h o r e  (X  max  3 1 0 ,  2 4 8  nm) r a t h e r  t h a n  t o  m i t o ­

m y c i n  C ( / \ max 3 6 7 ,  220  nm; s c h e m e  l ( T o m a s z  e t  a l_ . , 1 9 7 4 ) ) .  

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

c r o s s l i n k  DNA ( O t s u j i  a n d  M a r u y a m a ,  1 9 7 2 ;  T o m a s z  e t  a l . ,

1 9 7 4 ;  L i p m a n  e_t al_. , 1 9 7 8 ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  o n e  o f  t h e  b i n d ­

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

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

f i c i t y  o f  t h e  b i n d i n g  ( L i p m a n  et_ aJL. , 19 78) .

W h i l e  w o r k  o n  t h e s e  c h e m i c a l  a s p e c t s  h a s  b e e n  i n  p r o ­

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

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  DNA-MC c o m p l e x  i s  l a c k i n g .  I n  t h e  c a s e  

o f  m an y  o t h e r  d r u g - D N A  i n t e r a c t i o n s  t h e  c h a n g e d  p h y s i c o - c h e m ­

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

t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n .  T he  c a s e  o f  i n t e r c a l a t i n g  d r u g s  

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

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

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

f u g e  s t u d i e s  l e d  t o  r e c o g n i t i o n  o f  i t s  D N A - c l e a v i n g  a c t i o n  

( H a i d l e ,  1 9 7 1 )  . I t  w a s  t h e n  t h e  p u r p o s e  o f  t h e  p r e s e n t  w o r k



t o  p h y s i c a l l y  c h a r a c t e r i z e  t h e  DNA-MC c o m p l e x  w i t h  t h e  a im  o f  

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

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

c o m p l e x e s  t o  t h e  b i o l o g i c a l  p h e n o m e n a  c a u s e d  b y  m i t o m y c i n  C.



M a t e r i a l s

E . C o l i  K^2 d n a  w as  o b t a i n e d  f r o m  G e n e r a l  B i o c h e m i c a l s , 

C h a g r i n  F a l l s ,  O h io  a n d  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  d i g e s t i o n  w i t h  

r i b o n u c l e a s e  Ty ( c a .  40 u n i t s / m l  i n  a  1 m g /m l  o f  DMA s o l u t i o n  

i n  DSC'1' ( 1 / 1 0  SSC) 1 h r .  a t  3 7 ° C ) , f o l l o w e d  b y  p r e c i p i t a ­

t i o n  a n d  r e p e a t e d  d e p r o t e i n i z a t i o n  b y  CHCl^ a c c o r d i n g  t o  . . 

M arm ur  ( 1 9 6 1 ) .  C a l f  t h y m u s  DNA (sam e  s o u r c e  a n d  a l s o  W o r t h ­

i n g t o n )  was  t r e a t e d  s i m i l a r l y .  P n e u m o c o c c a l  DNA ( g i f t  o f  

A l e x a n d e r  T o m a s z ,  R o c k e f e l l e r  U n i v e r s i t y )  was  p r e p a r e d  f r o m  

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

H o t c h k i s s  (19 5 7 ) .  P n e u m o c o c c a l  - % - l a b e l e d  DNA w a s  p r e p a r e d  

b y  b i o s y n t h e t i c  l a b e l i n g  i n  a  m ed iu m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  ^H- 

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

DNA w as  3 .9 X 1 0  c p m / m l . S o m c a t r o n  o f  c a l f  t h y m u s  DNAj w h e r e  

i n d i c a t e d ^ w a s  c a r r i e d  o u t  i n  e i t h e r  a  B r a n s o n  m o d e l  W 140 

s o n i c a t o r  a t  60 p o w e r  o r  i n  a  B r a n s o n  m o d e l  W 185 s o n i c a t o r  

a t  100 w a t t s ,  w i t h  a  l a r g e  s o n i c a t i n g  h e a d  i n  a  R o s e t t e  c e l l  

u n d e r  c o o l i n g  i n  a n  i c e  b a t h  f o r  7 t w o  m i n u t e  i n t e r v a l s  a n d  

1 o n e  m i n u t e  i n t e r v a l  w i t h  o n e  m i n u t e  i n t e r v a l s  b e t w e e n  s o n i -  

c a t i o n s .  By v i s c o m e t r y  ( s e e  m e t h o d s )  t h e  a v e r a g e  m o l e c u l a r  

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

s o n i c a t o r  t y p e  u s e d :  w h e n  s o n i c a t e d  b y  t h e  B r a n s o n  W 185 

t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  w as  a p p r o x .  1 . 7 X 1 0 ^  d a l t o n s ,  s o n i c a -  

t i o n  b y  t h e  B r a n s o n  W 140 g a v e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  3 . 8 -  

5 .0 X 1 0 ^  d a l t o n s .  P n e u m o c o c c a l  DNA a s  p r e p a r e d  b y  t h e  H o t c h k i s s
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p r o c e d u r e  h a d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  a v e r a g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  10  

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

a v e r a g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  5X10® d a l t o n s .

A l k a l i  d e n a t u r a t i o n  o f  DNA w a s  o b t a i n e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  3N NaOH t o  a  DNA s o l u t i o n  t o  pH 1 2 . 7  a n d  s t i r r i n g  f o r  10 

m i n . , f o l l o w e d  b y  n e u t r a l i z a t i o n  w i t h  IN HCl a n d  d i a l y s i s  i n -  

t o  e i t h e r  . 0 1 7  M p h o s p h a t e  (pH 7 . 4 )  o r  D S C -* - . 'H ea t  d e n a t u r e * *  

t i o n  w a s  a c h i e v e d  b y  h e a t i n g  a  DNA s o l u t i o n  i n  t h e  l a t t e r
Q

b u f f e r  a t  10 0  C f o r  10 n u n .  a n d  t h e n  q u i c k l y  c o o l i n g  i n  a n  

i c e  b a t h .

M i t o my c i n  C a n d  A n a l o g s :  M i t o m y c i n  C w a s  p u r c h a s e d  f r o m

Kyowa H a k k o  K o g y o  C o . ,  T o k y o ,  J a p a n .  C o m p o u n d  A {MC h y d r o ­

l y s i s  p r o d u c t )  w a s  p r e p a r e d  f r o m  MC b y  t h e  p r o c e d u r e  o f  

T a y l o r  a n d  R e m e r s  ( 1 9 7 5 ) .

DNA-MC C o m p l e x e s : As a  s t a n d a r d  m e t h o d  f o r  t h e  f o r m a t i o n

o f  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x e s  i n  v i t r o  t h e  f o l l o w i n g  p r o ­

c e d u r e  o f  r e d u c t i v e  a c t i v a t i o n  w a s  u s e d :  D e p e n d i n g  u p o n  

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

t y  o f  m i t o m y c i n  C w a s  a d d e d  t o  2 u m o l e s  o f  DNA i n  a  s o l u ­

t i o n  o f  . 0 1 7  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 4 ,  (T h e  t o t a l  v o l u m e  

o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  3 . 0  m l ) .  ( S e e  f i g u r e  1 f o r  t h e  

b i n d i n g  r a t i o  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  r a t i o  o f  MC t o  DNA i n  

t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e , )  T h i s  s o l u t i o n  w a s  t h e n  i n  t u r n  d e -



a e r a t e d  b y  b u b b l i n g  He g a s  ( M a t h e s o n ,  r e s e a r c h  g r a d e ,  9 9 .9 9 9 %  

p u r e )  t h r o u g h  t h e  s o l u t i o n  f o r  20 m i n .  T h e n  . 0 2  M N a2 S 2 0 ^ ( s o -  

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

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

v i a  a n  a p p r o p r i a t e  H a m i l t o n  s y r i n g e ,  i n  1 . 5  m o l a r  e x c e s s  t o  

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

He b u b b l i n g  c o n t i n u e d  f o r  5 m i n u t e s  a f t e r  t h e  l a s t  a d d i t i o n ,  

t h e n  t h e  m i x t u r e  ( p a l e  y e l l o w )  w a s  e x p o s e d  t o  a i r .  T h e  p u r ­

p l e  c o l o r  o f  t h e  r e o x i d i z e d  a n t i b i o t i c  r e t u r n e d  q u i c k l y .  The  

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

t r a t i o n  u s i n g  S e p h a d e x  G - 1 0 0  e q u i l i b r a t e d  i n  DSC.

DNA--Ccnpound A C o m p l e x e s • The  p r o c e d u r e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  

DNA-compound A c o m p l e x e s  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o u t l i n e d  f o r  

DNA-MC c o m p l e x e s  e x c e p t  f o r  t h e  f o l l o w i n g :  f o r  r e a c t i o n s  u s ­

i n g  s o n i c a t e d  DNA a n d  c o m p o u n d  A, h e a t i n g  o f  DNA a n d  t h e  co m ­

p o u n d  s e p a r a t e l y  a t  3 7 °C w a s  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  p r e v e n t  

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

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

o f  u n s o n i c a t e d  DNA a n d  c o m p o u n d  A c o u l d  n o t  b e  m ad e  d u e  t o  

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

a c t a n t s  w e r e  m i x e d .

B i n d i n g  R a t i o s : B i n d i n g  r a t i o s  a r e  d e f i n e d  a s  m o l e  a n t i b i o ­

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

c o m p l e x e s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  p h o s p h a t e  a n a l y s i s  (Ames a n d



D u b i n ,  1 9 6 0 )  o r  UV a b s o r b a n c e  a t  26 0  nm f o r  t h e  n u c l e i c  a c i d  

a n d  b y  UV a b s o r b a n c e  a t  310 nm f o r  t h e  b o u n d  d r u g  ( m o l a r  e x ­

t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  f o r  b o u n d  MC = 1 1 , 5 0 0  l i t e r s  ~ '* 'm oles - ^cm ^ 

a n d  b o u n d  c o m p o u n d  A = 1 1 , 4 0 0  l i t e r s “ ^ m o l e s " ^ c m  ^ (T o m a s z  et_ 

a l . , 1 9 7 4 ) ) .  T h e  G i l f o r d  250  s p e c t r o p h o t o m e t e r  w a s  u s e d  f o r  

a b s o r b a n c e  r e a d i n g s .

O t h e r  DMA C o m p l e x e s ; T h e  f o r m a t i o n  o f  n i t r o u s  a c i d  (HNC^) 

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

o f  G e i d u s c h e k  ( 1 9 6 1 ) .

P o l y v i n y l s u l f a t e - m i t o m y c i n  c o m p l e x e s  w e r e  p r e p a r e d  f o l ­

l o w i n g  t h e  p r o c e d u r e  o f  L i p m a n ,  W e a v e r ,  a n d  T om asz  ( 1 9 7 8 ) .

A c t i n c m y c i n - D N A  ( s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s )  c o m p l e x e s  w e r ^  

p r e p a r e d  b y  m i x i n g  p r e d e t e r m i n e d  p r o p o r t i o n s  o f  a c t i n o m y c i n ~ D  

( B o e h r i n g e r - M a n n h e i m )  a n d  DNA t o g e t h e r  i n  DSC a s  i n d i c a t e d  by  

b i n d i n g  i s o t h e r m s  o f  M u l l e r  a n d  C r o t h e r s  ( 1 9 6 8 ) .

E t h i d i u m - D N A  c o m p l e x e s  o f  v a r y i n g  b i n d i n g  r a t i o s  w e r e  

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

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

A k t i p i s  a n d  K i n d e l i s  ( 1 9 7 3 ) .

DNA C o m p l e x e s  F o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C a t a l a s e  a n d  S u p e r o x ­

i d e  D i s m u t a s e : T he  p r o c e d u r e  w a s  t h e  sam e  as  d e s c r i b e d  f o r  DNA- 

MC c o m p l e x e s  e x c e p t  t h a t  100  ^ g  o f  e a c h  e n zy m e  ( W o r t h i n g t o n )  

p e r  ^ im ole  o f  DNA w a s  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  (pH 7 . 4 )  

p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  s o d i u m  d i t h i o n i t e  (N a 2 S 2 0 4 ) .



DMA C o m p l e x e s  F o r m ed  i n  t h e  P r e s e n c e  o f  C a t a l a s e  ( f o r

v i s c o s i t y  e x p e r i m e n t s ) : S t o c k  s o l u t i o n  o f  c a t a l a s e  ( 5 7 6 0  u n -  

i t s / m l  o r  5 . 7 6  u n i t s / / j . l )  w a s  p r e p a r e d  b y  t a k i n g  10  mg c a t a l ­

a s e  a n d  d i s s o l v i n g  i n  2 . 0  m l  o f  . 0 4 2 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r -  (pH 

7 . 4 ) .  O ne  m l  o f  t h i s  s o l u t i o n  i n  t u r n  w a s  d i l u t e d  t o  5 m l  w i t h  

d i s t i l l e d  H2 O. T h e  s e t  o f  r e a c t i o n s  ( a l l  r e q u i r i n g  t h e  5 s t e p  

r e d u c t i v e  a c t i v a t i o n  p r o c e d u r e  a s  d e s c r i b e d )  u s e d  i n  t h i s  e x ­

p e r i m e n t  a r e  a s  f o l l o w s :  ( a )  3 p i m o l e s  N a 2 S 2 0 4  + 2 p m o l e s  DNA +

2 ^ p m o le s  MC, ( b )  s a m e  + 00  ; i l  c a t a l a s e ,  ( c )  s a m e  a s  ( a )  m i n u s  

MC, a n d  ( d )  s a m e  a s  ( c )  +  80 ^ 1  c a t a l a s e .

3 r d  C o o I j n 5 _ C u r v e s  , C a l c u l a t i o n  o f  F r a c t i o n  o f  

C r o s s l i n k e d  DMA: DMA m e l t i n g  a n d  c o o l i n g  c u r v e s  w e r e  t a k e n

o n  a  G i l f o r d  2 40 s p e c t r o p h o t o m e t e r  w i t h  h e a t i n g  c o m p a r t m e n t  

c o n n e c t e d  t o  a  H a a k e  h e a t e r  ( H a a k e  I n s t . ,  New J e r s e y ) ,  l i q u i d  

c i r c u l a t i n g  pu m p  a n d  t h e r m o s t a t  u n i t ,  A H o n e y w e l l  c h a r t  r e ­

c o r d e r  ( H o n e y w e l l ,  F t .  W a s h i n g t o n ,  P a . )  c o n n e c t e d  t o  t h e  G i l ­

f o r d  r e c o r d e d  t h e  a b s o r b a n c e  a n d  t e m p e r a t u r e  o f  3 s a m p l e s  

( b u f f e r ,  c o n t r o l  a n d  DNA c o m p l e x )  a t  3 s e c o n d  i n t e r v a l s .  T h e  

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

r e v e r s i b i l i t y  o f  t h e  m e l t i n g  c u r v e  o n  c o o l i n g  u s i n g  50% m e t h a n ­

o l / 5 0 %  DSC b u f f e r ,  pH 7 . 4  a c c o r d i n g  t o  G e i d u s c h e k  ( 1 9  6 1 ) .  T h e  

e q u a t i o n  u s e d  i s :

F r a c t i o n  C r o s s l i n k e d  °= ^
1  — f  C

f s = f r a c t i o n a l  l o s s  o f  h y p e r c h r o m i c i t y  o f  m e l t e d  s a m p l e  (co rap
p l e x )  u p o n  c o o l i n g  t o  3 0 ° C .

f c = f r a c t i o n a l  l o s s  o f  h y p e r c h r o m i c i t y  o f  m e l t e d  c o n t r o l  u p o n
c o o l i n g  t o  3 0 ° C ( G e i d u s c h e k ,  1 9 6  4)



T h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  r e s u l t s  w a s  b e t t e r  u s i n g  50% m e t h a n ­

o l / 5 0 %  DSC b u f f e r  t h a n  u s i n g  a q u e o u s  b u f f e r s .  H o w e v e r ,  a q u e ­

o u s  b u f f e r  (DSC) w a s  u s e d  f o r  Tjn ( m e l t i n g  t e m p e r a t u r e )  a n d  

m . b .  ( m e l t i n g  b r e a d t h )  d e t e r m i n a t i o n s  o f  DNA s a m p l e s = T h e  a b ­

s o r b a n c e  ( ^ 2 6 0 ^  c o m p l e x  w a s  c o r r e c t e d  f o r  b o u n d

d r u g  a b s o r b a n c e  a t  26 0  nm b y  s u b t r a c t i n g  1 . 3 4  X t h e  t o t a l

310 nm a b s o r b a n c e  o f  t h e  c o m p l e x  f r o m  i t s  t o t a l  260  nm a b -
2

s o r b a n c e  ( A 2 6 0 ) •

C h r o m a t o g r a p h y : S i l i c a  g e l  p l a t e s  ( M a c h e r e y - N a g e l  -1-10 40X80 mm 

p o l y g r a m  S i l  G/UV 2 5 4 )  f o r  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  w e r e  r u n  

w i t h  e i t h e r  a b s o l u t e  m e t h a n o l ^ o r  i s o p r o p a n o l :1% NH^OH ( 2 : 1 )

F o r  S e p h a d e x  G -2 5  c h r o m a t o g r a p h y  . 0 1  M NH HCO^ b u f f e r  

w a s  u s e d .

V i s c o s i t y  o f  DNA C o m p l e x e s :  T h e  v i s c o s i t i e s  o f  v a r i o u s  n u c l e i c  

a c i d  s o l u t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  i n  a  Z i m m - C r o t h e r s  (Zimm a n d  

C r o t h e r s , 1 9 6 2 )  m o d e l  A r o t a r y  v i s c o m e t e r  ( B e c k m a n ) ,  T h e  a v e r ­

a g e  s h e a r  s t r e s s  f o r  DNA s o l u t i o n s  o f  25  p g / m l  w a s  n o  m o r e  t h a n  

. 0 1 5  d y n e s / c n f " ( Z i m m  a n d  C r o t h e r s ,  19 6 2 ) .  M e a s u r e m e n t s  f o r  t u r -  

b u l a n c e  ( T a y l o r ,  19 36) w e r e  n e g a t i v e  w i t h  t h e  r o t o r  s p e e d  a n d  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  DNA u s e d .  C o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  f o r  t h e  a p p a r ­

a t u s  w a s  p r o v i d e d  b y  a  MGW L a u d a - t h e r m o s t a t  a n d  pump ( M e s s g e r -  

a t e - W e f k  L a u d a )  c o n n e c t e d  v i a  t u b i n g  t o  t h e  w a t e r  j a c k e t  o f  t h e  

v i s c o m e t r i c  a p p a r a t u s .  T h e  b u f f e r  u s e d  f o r  a l l  v i s c o m e t r i c  e x ­

p e r i m e n t s  w a s  DSC^" a n d  9 X 1 0 “ ^ M EDTA; pH 7 , 4 ,  C o n c e n t r a t i o n s  o f  

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



DNA s a m p l e  ( e . g .  f o r  s o n i c a t e d  DNA, t h e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  

f r o m  0 . 4 0  t o  1 . 2 0  m g / m l ,  w h e r e  f o r  l a r g e r  DNA ( u n s o n i c a t e d )  

t h e  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  w e r e  f r o m  0 . 0 1  t o  0 . 0 5  m g / m l ) .  The 

i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  [ n ]  o f  e a c h  s a m p l e  was  f o u n d  i n  t h e  f o l ­

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

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

i n  s e c o n d s  f o r  15 r e v o l u t i o n s  o f  t h e  r o t o r  f o r  a  s a m p l e  d i v ­

i d e d  b y  t h e  t i m e  f o r  t h e  sam e  n u m b e r  o f  r e v o l u t i o n s  o f  t h e  r o ­

t o r  f o r  b u f f e r  a l o n e ) . The d i v i s i o n  o f  s p e c i f i c  v i s c o s i t y  ( r e l ­

a t i v e  v i s c o s i t y  -  1) b y  t h e  DNA c o n c e n t r a t i o n  g a v e  t h e  r e d u c e d  

v i s c o s i t y  ( d l / g m ) . The p l o t t i n g  o f  t h e  r e d u c e d  v i s c o s i t y  ( o r ­

d i n a t e )  a g a i n s t  c o n c e n t r a t i o n  ( a b s c i s s a )  i n  g m / d l  X1 0 - ^ f o r  

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

a i d  o f  l i n e a r  a n a l y s i s  b y  T e x a s  I n s t r u m e n t  S R -5 1  c a l c u l a t o r ) . 

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

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

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

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

b y  t h e  Z i m m - C r o t h e r s  m o d i f i c a t i o n  ( C r o t h e r s  a n d  Zimm, 1965)  o f  

t h e  M a u d e I k o r n - F l o r y  e q u a t i o n  ( M a n d e l k o r n  a n d  F l o r y ,  1 9 5 2 ) ;

. 6 6 5  l o g  M.W. = 2 . 8 6 3  + l o g  ( [7Q + 5)

The  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  s o n i c a t e d  DNA a b o v e  3X105 d a l t o n s  

w e r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  e q u a t i o n  o f  D o t y ,  M c G i l l  a n d  R i c e  (1 9 5 8 )

[ / ? . ]  = 1 . 4 5 X 1 0 "6 l o g  M.W. 1 *12



T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  s o n i c a t e d  DNA b e l o w  2 X 1 0 5 d a l t o n s  

w e r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  e q u a t i o n  f r o m  E i g n e r  a n d  D o t y  ( 1 9 6 5 ) :

[72,]* i . o s x i o “7m.w. ° - 132

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

a b o v e  e q u a t i o n s  w a s  a c h i e v e d  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  t h e  Cox  e q u a ­

t i o n  ( C o x ,  1 9 6 0 ;  D o u t h a r t  a n d  B l o o m f i e l d ,  1 9 6 8 ) :

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

F r a c t i o n a t i o n  o f  S o n i c a t e d  DNA b y  S u e  r o s e  D e n s i t y  G r a d i e n t  

U l t r a c e n t r i f u g a t i o n : F r a c t i o n a t i o n  o f  p o l y d i s p e r s e  ( h e t e r o ­

g e n e o u s  i n  M.W.) s o n i c a t e d  DNA ( c a l f  t h y m u s )  w a s  a c h i e v e d  b y  

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

i n g  t h e  p r o c e d u r e  o f  G o d f r e y  (19  7 6 ) .  S u c r o s e  ( u l t r a p u r e  d e n ­

s i t y  g r a d i e n t  g r a d e ;  S c h w a r z / M a n n  B e c t o n )  s o l u t i o n s  o f  20%,

15%, 10% a n d  5% w e r e  h a n d  l a y e r e d  a s  d e s c r i b e d  b y  B r a k k e  a n d  

P e l t  (19  70)  i n t o  6 ( 3 8 . 5  ml)  p o l y a l l o m a r  t u b e s  ( B e c k m a n ,  S p i n c o  

D i v i s i o n ) . T h e  b u f f e r  u s e d  w a s  . 0 1 7  M p h o s p h a t e ,  pH 7 . 4 .  One  m l  

o f  s o n i c a t e d  DNA ( c o n c .  = 1 m g / m l )  i n  t h e  s a m e  b u f f e r  w a s  t h e n  

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

\ j t \ -  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  o f  DNA
C = c o n c e n t r a t i o n  o f  s a l t
m = s l o p e  f r o m  l o g  (N a + ) v s .  l o g C T l ]  

p l o t  f o r  s p e c i f i c  DMA ( D o u t h a r t  
a n d  B l o o m f i e l d ,  1 9 5 8 )

0 = S u p e r s c r i p t  z e r o  d e n o t e s  som e  
r e f e r e n c e  s o l u t i o n .r e f e r e n c e  s o l u t i



a p p r o p r i a t e  q u a n t i t y  o f  p a r a f f i n  o i l  ( F i s h e r )  was  l a y e r e d  

o v e r  t h i s  u n t i l  1 mm b e l o w  t o p  o f  p o l y a l l c m a r  t u b e s .  A l l  

t u b e s  w e r e  b a l a n c e d  t o  w i t h i n  0 . 1  gm b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n .  

The  r o t o r  u s e d  w a s  SW .2 7 (B e ck m a n ,  S p i n c o  D i v i s i o n )  . The 

c e n t r i f u g e  u s e d  was  a n  L 3 - 5 0  B e c k m a n .  The  s p e e d  o f  r u n  w as  

2 5 , 0 0 0  r . p . m .  a t  1 4 ° C u s i n g  h i g h  a c c e l e r a t i o n  a n d  d e c e l e r ­

a t i o n  a s  s u g g e s t e d  (B eckm an  m a n u a l  f o r  L 3 - 5 0 )  f o r  l a r g e  t u b e s  

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

w a s  48 h o u r s .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  t u b e s  w e r e  p u n c t u r e d  h y  

a  B u c h l e r  p i e r c i n g  u n i t  a n d  t h e  f r a c t i o n s  (78  d r o p s  p e r  t u b e )  

w e r e  c o l l e c t e d  i n  30 t u b e s  v i a  a  G i l s o n  f r a c t i o n  c o l l e c t o r .  

F r a c t i o n s  f r o m  t u b e s  w e r e  r e a d  a t  260  nm i n  G i l f o r d  250 s p e c -  

t r o p h o  tome t e r . P l o t s  o f  DI1A c o n c e n t r a t i o n s  ( i n  u n i t s )

v s .  t u b e  n u m b e r  g a v e  r e p r o d u c i b l e  s e d i m e n t a t i o n  p e a k s .  A p p r o ­

p r i a t e  p e a k s  w e r e  p o o l e d  a n d  d i a l y z e d .

U l t r a c e n t r i f u g a t i on  o f  D N A -M itom yc in  C C o m p l e x e s  i n  S u c r o s e  

D e n s i t y  G r a d i e n t s : S e d i m e n t a t i o n  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  w e r e

d o n e  i n  c o n t i n u o u s  d e n s i t y  g r a d i e n t s  made b y  t h e  t e c h n i q u e  

a s  o u t l i n e d  b y  B r a k k e  ( 1 9 7 0 ) .  The c o n d i t i o n s  f o r  c e n t r i f u g a ­

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

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

r u n s  was  l e s s  ( 9 - 2  4 h o u r s ) . The  s a m p l e  s i z e  w a s  1 m l  o f  DNA 

(1  ^ m o l e / m l )  s o l u t i o n .  V i a  t h e  p u n c t u r i n g  d e v i c e  a n d  f r a c ­

t i o n  c o l l e c t o r ,  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  i n t o  40 t u b e s  (58 

d r o p s  o f  s u c r o s e  p e r  t u b e ) . D i s t a n c e  o f  p e a k s  f r o m  t h e  t o p  

o f  g r a d i e n t  was  c a l c u l a t e d  b y  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  0 . 1  cm p e r



0 . 5 0  m i s  o f  s u c r o s e  c o l l e c t e d  a s  m e a s u r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  

SW 27 p o l y a l l o m a r  t u b e .  C o r r e c t i o n s  f o r  v o lu m e  d i f f e r e n c e  

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

t a n c e  c h a n g e s ,  w a s  t a k e n  i n t o  a c c o u n t .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

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

d e n s i t i e s  a t  260 nm. When - ^ H - l a b e l e d  DMA w as  u s e d ,  t h e  a c t i v ­

i t y ,  i n  c o u n t s  p e r  m i n u t e  ( t r i t i u m )  was  m e a s u r e d  i n  a  U n i l u x  

N u c l e a r  S c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  F o r  t h e s e  m e a s u r e m e n t s  10 ml 

o f  New E n g l a n d  N u c l e a r  A q u a s o l - 2  c o c k t a i l  w as  m i x e d  w i t h  1 

ml o f  DNA s o l u t i o n .

U l t r a c e n t r l f u q a t i o n  i n  A l k a l i n e  S u c r o s e  D e n s i t y  G r a d i e n t s : 

T h e s e  g r a d i e n t s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  sam e  m a n n e r  a s  

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

s t o c k  s o l u t i o n s  v a r y i n g  i n  s u c r o s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a d ­

j u s t e d  t o  pH 12 w i t h  NaOH p r i o r  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  g r a ­

d i e n t s .  The  s a m p l e s  f o r  s e d i m e n t a t i o n  i n  a l k a l i  w e r e  a d j u s t -  

e d  t o  pH 1 2 . 7  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  t h e i r  a p p l i c a t i o n  u n t o  

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

w e r e  p i e r c e d  a n d  f r a c t i o n a t e d  i n t o  40 t e s t  t u b e s .  DNA c o n c e n ­

t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  260  nm 

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

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

F low  D i c h r o i s m  o f  DNA-MC C o m p l e x e s : T h e s e  m e a s u r e m e n t s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  b y  me i n  t h e  l a b o r a t o r y  o f  D r ,  E .  G a b b a y ,  U n i v e r s ­



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

a t  2 60  nm o r  310  nm u s i n g  t h e  C a r y  17D s p e c t r o p h o t o m e t e r  w i t h  

a  G l a n - T a y . l o r  c a l c i t e  p o l a r i z i n g  p r i s m ,  DNA-MC c o m p l e x  s o l u ­

t i o n s  ( 1 . 5 - 1 . 8  mM) w e r e  a l l o w e d  t o  f l o w  t h r o u g h  a  q u a r t z  c a p ­

i l l a r y  ( 0 . 4 1 5  mm r a d i u s )  v i a  a  Sage,  s y r i n g e  pump ( m o d e l  3 4 1 ,  

S a g e  I n s t r u m e n t s ) . T h e  s h e a r  r a t e  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s  v a r i e d  

f r o m  65 t o  2 5 7 3  s e c " ^ - .  S p e c t r a  w e r e  t a k e n  w i t h  p o l a r i z i n g  b e a m  

a t  0° ( p a r a l l e l )  r e l a t i v e  t o  f l o w  o f  s o l u t i o n  a n d  a t  90° ( p e r ­

p e n d i c u l a r )  r e l a t i v e  t o  f l o w  o f  s o l u t i o n .  T h e  r e d u c e d  d i c h r o ­

i s m  i n  u n i t s  o f  a b s o r b a n c e  a t  e i t h e r  26 0  nm o r  310 nm w a s  

c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  e q u a t i o n  o f  G a b b a y  e t  a d . ( 1 9 7 6 1 )

(1) D e d u c e d  D i c h r o i s m  A t *  -  A/;*

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

t h e  2 60  nm r e g i o n  u t i l i z e s  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :

Ax

X  ~ 2 6 0  nm o r  310 nm

AJjj= a b s o r b a n c e  p e r p e n d i c u l a r  t o  f l o w  

A a b s o r b a n c e  p a r a l l e l  t o  f l o w  

A^~ a b s o r b a n c e  o f  s t a t i o n a r y  s o l u t i o n

( 2 ) R e d u c e d  D i c h r o i s m

A3io = a b s o r b a n c e  a t  31 0  nm d u e  t o  b o u n d  d r u g

I3 1/*A3I0 = A ^ o f  b o u n d  d r u g  a l o n e

A ^ o "  AJ10 = DNA a l o n e



T h e  s h e a r  r a t e s  f o r  f l o w  d i c h r o i c  s t u d i e s  w e r e  c a l c u l a t e d  by  

t h e  e q u a t i o n  f r o m  D a v i d s o n  ( 1 9 5 9 )  :

(3 )  S h e a r  R a t e  -  ___
3rr r 3 t

r  = c a p i l l a r y  r a d i u s  

V = v o l u m e  o f  f l o w  i n  t i m e  ( t )

V o lu m e  (V) p e r  t i m e  ( s e c . )  o n  S a g e  s y r i n g e  pump
w e r e  a t  t h e s e ’p o s i t i o n s :

. 2 1 6 7 ,  . 1 1 1 7 ,  . 0 5 1 7 ,  . 0 2 3 3  

. 0 1 1 7 ,  a n d  . 0 0 5 5  m l / s e c .

G e l  E l e c t r o p h o r e s i s : T h e  m e t h o d  o f  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  u s e d  

w a s  t h a t  o f  D e w a c h t e r  a n d  F i e r s  (19  7 1 ) .  T h e  v e r t i c a l  e l e c t r o -  

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

p l o y e d .  The  p o w e r  s u p p l y  u s e d  t o  p r o v i d e  c u r r e n t  t o  g e l s  was 

a  S P - 1 7 A  H e a t h  S c h l u m b e r g e r  p o w e r  u n i t .  T he  v o l t a g e  a p p l i e d  

w a s  SO v o l t s  ( a p p r o x .  9 v o l t s / c m  g e l )  w i t h  a  c u r r e n t  o f  a p p r o x .

i m a t e l y  15 m i l l i c i m p s .  A l l  e l e c t r o p h o r e s i s  r u n s  w e r e  m ad e  a t

r o o m  t e m p e r a t u r e .

A g a r o s e  G e l s : B u f f e r  u s e d  w a s  a  1 : 2 5  d i l u t i o n  o f  1 M T r i s , 

o . 5  M s o d i u m  a c e t a t e ,  50 mM s o d i u m  EDTA ( a d j u s t e d  t o  pH 7 . 2  . 

w i t h  a c e t i c  a c i d ) .  1 . 8 % a g a r o s e  g e l  w a s  p r e p a r e d  b y  p l a c i n g  

1 . 8  gm o f  a g a r o s e  ( S e a k e m  M a r i n e  C o l l o i d s )  i n t o  100 m l  o f  t h e  

b u f f e r .  T h i s  m i x t u r e  w a s  t h e n  b o i l e d  u n t i l  t h e  a g a r o s e  d i s ­

s o l v e d  c o m p l e t e l y .  G e l s  w e r e  r e a d y  f o r  u s e  a p p r o x i m a t e l y  1 / 2  

t o  3 / 4  h r s , l a t e r .



P o l y a c r y l a m i d e  G e l s : B u f f e r  u s e d  was  1XTEB (10XTEB i s  10 8 gm 

T r i s ,  9 . 3  gm d i s o d i u m  EDTA, a n d  55  gm b o r a t e  p e r  l i t e r  o f  s o l ­

u t i o n ,  pH 8 . 3 ) .  3.5% p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  w e r e  made  b y  m i x i n g  

7 . 5  m i s  o f  10XTEB, 8 . 7 5  m i s  o f  30% a c r y l a m i d e  s o l u t i o n  (29 g 

a c r y l a m i d e  + 1 g o f  N , N - m e t h y l e n e  b i s a c r y l a m i d e / 1 0 0  m l ) , 3 m i s  

o f  1 , 6 % ammonium p e r s u l f a t e  ( f r e s h l y  p r e p a r e d )  a n d  a d d i n g  d i s ­

t i l l e d  w a t e r  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  75 m i s .  A f t e r  d e g a s s i n g ,  t h e  

s o l u t i o n  w a s  p o l y m e r i z e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2 5 u l  o f  

t e t r a r a e t h y l e t h y l e n e - d i a m i n e  (TEMED, c a t a l y s t ) . P o l y m e r i z a t i o n  

o f  t h i s  d i l u t e  g e l  t o o k  1 / 2  t o  3 / 4  h o u r -  H o w e v e r ,  t h e  g e l  w a s  n o t  

u s e d  u n t i l  1 . 5  t o  2 . 0  h r s . a f t e r  l a y e r i n g  g e l  s o  a s  t o  e n s u r e  

c o m p l e t e  p o l y m e r i z a t i o n .

L a y e r i n g  o f  S a m p l e s : 20 j u l  o f  DNA (DMA c o n c .  = 2 . 0  O . D ^ g Q / n l )

s o l u t i o n  i n  DSC b u f f e r  w a s  m i x e d  w i t h  5 u l  o f  s u c r o s e  s o l u t i o n  

( 8 % s u c r o s e  + .025% b r o m o p h e n o l  b l u e  a s  i n d i c a t o r )  a n d  w a s  l a ­

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

a n d  l o w e r  r e s e v o i r s  c o n t a i n e d  t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  ( T r i s  a n d  

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

e s i s )  .

E l e c t r o p h o r e t i c  R u n s ; R u n s  w e r e  c o m m e n c e d  b y  t u r n i n g  o n  v o l t ­

a g e  w i t h  t h e  a n o d e  i n  b o t t o m  r e s e r v o i r  a n d  c a t h o d e  o n  t o p  a n d  

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

a p p r o x i m a t e l y  9 h r s .  ( t h e  e x a c t  t i m e s  w e r e  n o t e d  t o  c a l c u l a t e  

m o b i l i t i e s )  a n d  a p p r o x i m a t e l y  2 h r s .  f o r  s o n i c a t e d  DNA s a m p l e s .



S t a i n i n g  a n d  P h o t o g r a p h y  o f  G e l s : A f t e r  t e r m i n a t i n g  t h e  r u n ,  

t h e  g e l  s l a b  w a s  p l a c e d  i n  a  g l a s s  t r a y  c o n t a i n i n g  5 0 0  m l  o f  

TEB b u f f e r  s o l u t i o n  a n d  , 1  m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  (5 g / 1 )  f o r  h 

h o u r  t o  s t a i n  DNA, G e l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  d i s t i l l e d  

w a t e r .  I n  t h e  d a r k  u n d e r  UV l i g h t  t h e  f . ' l u o r e s c e n t  DNA b a n d s  

w e r e  p h o t o g r a p h e d  b y  a  P o l a r o i d  L a n d  1 9 5  c a m e r a  s t a n d  s y s t e m  

' u s i n g  c l o s e - u p  l e n s e  a n d  r e d  g e l a t i n  f i l t e r .  T h e  f i l m  u s e d  

w as  # 107 P o l a r o i d .  E x p o s u r e  t i m e  d e p e n d e d  u p o n  b r i g h t n e s s  

( a s  d e t e r m i n e d  b y  d i s t a n c e )  o f  UV l a m p  a n d  b a n d s ,  b u t  w as  

u s u a l l y  30 s e c o n d s  u s i n g  f - 8  s t o p  i n  c a m e r a .

D i s t a n c e s  Moved  b y  B a n d s : D i s t a n c e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  m e t r i c  

r u l e r .  R e l a t i v e  m o b i l i t y  w a s  t a k e n  a s  t h e  d i s t a n c e  t r a v e r s e d  

b y  s a m p l e  b a n d  ( m i d p o i n t  o f  b a n d )  i n  m i l l i m e t e r s  d i v i d e d  b y  

d i s t a n c e  t r a v e r s e d  i n  g e l  b y  c o n t r o l  ( n a t i v e  DNA). M o b i l i t i e s  

w e r e  c a l c u l a t e d  i n  u n i t s  o f  c m ^ / v o l t ■s e c . b y  m u l t i p l y i n g  d i s ­

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

(cm) a n d  d i v i d i n g  t h i s  b y  t h e  v o l t a g e  a n d  t h e  t i m e  o f  r u n  i n  

s e c o n d s .

M o l e c u l a r  We i g h t  D e t e r m i n a t i o n  b y  E l e c t r o p h o r e s i s : M o l e c u l a r  

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

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

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

a r d  DNA w a s  f  j (R F I )  v i r a l  DNA d i g e s t e d  w i t h  RKae I I I  r e s t r i c * -  

t i o n  e n z y m e  ( k i n d l y  s u p p l i e d  b y  D r .  Ken H o r i u c h i  o f  R o c k e f e l l e r  

U n i v e r s i t y ) ,  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e s e  f r a g m e n t s  w e r e  1 . 9 0 ,  

1 , 1 8 ,  0 . 59 . 09 0 . 0 7 ,  a n d  0 . 0 5  m i l l i o n  d a l t o n s  r e s p e c t i v e l y



{ H o r i u c h i ,  1 9 7 5 ) .  The  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  v a r i o u s  DNA s a m p l e s  

w e r e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  l i n e a r  p l o t  o f  l o g  M.W. v s ,  m o b i l i t y  

o f  t h e  s t a n d a r d  f r a g m e n t s  ( M a n i a t i s ,  1 9 7 5 ;  P e a c o c k e  a n d  D i n g m a n ,  

1 9 7 1 ) .

E l e c t r o n  M i c r o s c o p y ; T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t h e

l a b o r a t o r y  o f  D r .  A l e x a n d e r  T o m asz  a t  R o c k e f e l l e r  U n i v e r s i t y ,
*

New Y o r k ,  w i t h  t h e  h e l p  o f  Ms.  M a r i a  F a x i o .

The e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  a n d  a p p r o p r i a t e  

c o n t r o l  DNAs w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  a  S i e m a n ' s  10 1  e l e c t r o n  m i c r o ­

s c o p e  a t  m a g n i f i c a t i o n s  o f  2 5 , 0 0 0 X  t o  5 0 , 0 0 0 X .  D a v i s  a n d  H y m a n ' s  

v e r s i o n  ( D a v i s  a n d  Hyman,  1 9 7 1 )  o f  t h e  K l s i n s c h m i d t  p r o c e d u r e  

( K L e i n s c h m i d t  a n d  Z a h n ,  19 59) w as  u s e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  a n d  

s p r e a d i n g  o f  DNA s a m p l e s  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  DNA-MC co m ­

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

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

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

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

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

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

w a s  0 . 5  n g / m l .



RESULTS

T h e r m a l  D e n a t u r a t i o n  E x p e r i m e n t s  a t  2 6 0  nm

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

o f  c a l f  t h y m u s  s o n i c a t e d  a n d  u n s o n i c a t e d  D M A ^ a n d o f  E . C o l i  

DNA i n  DSC b u f f e r  a r e  d i s p l a y e d  i n  f i g s .  2 , 3 ,  a n d  4 ,  r e s p e c ­

t i v e l y ,  a l o n g  w i t h  c o n t r o l s .  O n e  o f  t h e  s e v e r a l  a n d  d i s t i n "  

g u i s h i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  v a r i o u s  DNA-MC c o m p l e x e s  i s  

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

u p o n  t h e  e x t e n t  o f  d r u g  b i n d i n g  ( b i n d i n g  r a t i o ;  t a b l e s  1 a n d  

2 ) .

A s e c o n d  p a t t e r n  i s  t h e  i n c r e a s e  o f  Tm ( t e m p e r a t u r e  o f  

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

r e l a t i v e  t o  t h e i r  c o n t r o l s .  A s  s h o w n  i n  f i g . 5 ,  t h e  A  Tm (Tm d i f ­

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

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

a  m a x im u m  v a l u e  ( b e t w e e n  7 a n d  9 c C) n e a r  b i n d i n g  r a t i o  0 . 1 0 -  

0 . 1 5  f o r  b o t h  c a l f  t h y m u s  a n d  E . c o l i  D N A s .

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

i s  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  m e l t i n g  b r e a d t h  ( d e f i n e d  a s  t h e  t e m p e r ­

a t u r e  i n t e r v a l  b e t w e e n  10 a n d  90% m e l t e d  DNA ( D o v e  a n d  D a v i d s o n ,  

1 9 6 2 ) )  w i t h  i n c r e a s i n g  b i n d i n g  r a t i o  f o r  t h e s e  c o m p l e x e s  r e l a t i v e  

t o  t h e i r  c o n t r o l s  ( s e e  f i g . 6 a n d  7 ) .  T h e  c u r v e s  f o r . A  m . b .  

v s .  b i n d i n g  r a t i o  ( f i g . 7) a n d  A T  v s .  b i n d i n g  r a t i o  ( f i g . 5) a r e  

q u i t e  s i m i l a r .

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

w h e n  o n e  c o m p a r e s  h i g h  a n d  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p l e x e s  ( u n ­
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s o n i c a t e d  a n d  s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s ,  r e s p e c t i v e l y ;  s e e  

t a b l e  1 ) .  S o n i c a t e d  DNA a n d  t h e i r  c o m p l e x e s ,  e x h i b i t  l o w e r  

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

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

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

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

( s e e  t a b l e  1} i s  t h e  d i m i n i s h e d  a b i l i t y  o f  s o n i c a t e d  DNA-MC 

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

g e r  DNAs ( e . g .  u n s o n i c a t e d  DNA),

F i n d i n g s  e x c e p t i o n a l  t o  t h e  o n e s  o b t a i n e d  w i t h  DNA-MC 

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

p o u n d  A, t h e  o p e n  a z i r i d i n e  d e r i v a t i v e  o f  m i t o m y c i n  C. T h e s e  

c o m p l e x e s  d i s p l a y  n o  a p p r e c i a b l e  c h a n g e  i n  TJn, m e l t i n g  b r e a d t h  

o r  r e n a t u r a b i l i t y  o f  m e l t i n g  p r o f i l e  ( s e e  f i g u r e s  5 7  a n d  8 ) .

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

t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  c o m p l e t e d  i n  a q u e o u s  

b u f f e r ,  w e r e  a l s o  c o n d u c t e d  i n  a  1 : 1  m e t h a n o l / D S C  b u f f e r  s y s ­

t e m  ( s e e  f i g u r e s  10 a n d  1 1 ,  a n d  t a b l e  3 ) .  ( I n  f i g u r e  9 i s  t h e  

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

u s e d  a s  a  c o m p a r i s i o n  f o r  t h e  DNA-MC c o m p l e x e s  i n  1 : 1  ( 5 0 / 3 0 )  

b u f f e r )  . T h i s  s y s t e m  w a s  c h o s e n  s i n c e  i t  a l l o w s  f o r  g r e a t e r  

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

n a t u r a t i o n  s t u d i e s  ( S z y b a l s k i  a n d  M enn ingham ,-  1 9 6 2 )  , W h i l e  r e ­

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

i n c r e a s e  o f  Tm (A  T ) a n d  m e l t i n g  b r e a d t h  ( & m . b . ) a t  a  g i v e n  

b i n d i n g  r a t i o  w a s  much l o w e r  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  i n  DSC ( s e e

f i g . 5 ,  f i g . 7 a n d  t a b l e  IB a n d  3 ) .
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"D o u b l e  M e l t i n g  P r o f i l e s "

The  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o f i l e s  o f  a  DNA-MC c o m p l e x  

a n d  i t s  c o n t r o l  i n  a q u e o u s  b u f f e r  a r e  sh o w n  i n  f i g u r e  1 9 ,  B o t h  

t h e  c o m p l e x  a n d  c o n t r o l  h a v e  b e e n  t h e r m a l l y  d e n a t u r e d  a n d ,  u p o n  

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

o r i g i n a l  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n ,  a n d  t h e n  a g a i n  r e c o o l e d .  I n  t h e  

DNA-MC c o m p l e x  t h e r e  i s  v e r y  l i t t l e  c h a n g e  i n  t h e  m e l t i n g  t e m ­

p e r a t u r e s  ( 7 5 . 0  C v s ,  7 6 . 5 ° C ) ,  m e l t i n g  b r e a d t h s  a n d  i n  t h e  l e v ­

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

i n g  c y c l e s .

V i s c o s i t y  E x p e r i m e n t s

A. D ru g  C o m p l e x e s  o f  S o n i c a t e d  DMA: T he  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

D N A -d ru g  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  a n d  r e d u c e d  v i s c o s i t y  f o r  a  s e r ­

i e s  o f  s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x e s  a n d  c o n t r o l  DNA 

i s  s h o w n  i n  f i g u r e  2 4 .  A l l  c o m p l e x e s  d i s p l a y  a  d i s t i n c t  i n ­

c r e a s e  o f  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l ;  a n  i n ­

c r e a s e  w h i c h  b e c o m e s  m o r e  a p p a r a n t ,  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  2 5 ,  w i t h  

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

s o n i c a t e d  DNA-compound A c o m p l e x e s  o f  b i n d i n g  r a t i o s  ,1 2  a n d  

. 0 6  a r e  d i s p l a y e d  i n  f i g u r e  2 8 .  T h e s e  c o m p l e x e s  d i s p l a y  i n r  

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

s h o w n  b y  DNA-MC c o m p l e x e s .

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

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



. 1 3 )  a n d  i t s  c o n t r o l  ( i n  d u p l i c a t e )  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  2 6 .

I n  v i e w  o f  t h e  f a c t  t h e t  a g g r e g a t i o n  c a n  l e a d  t o  l a r g e  

v i s c o s i t y  i n c r e a s e s  ( E i g n e r  a n d  D o t y ,  1 9 6 2 ) ,  t h e  v i s c o s i t y  o f  

a s o l u t i o n  o f  s t o r e d  (2 w e e k s )  s o n i c a t e d  DN A -com pound  A c o m ­

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

p l e x  w as  m e a s u r e d  ( f i g .  27 )  a g a i n s t  c o n t r o l  t o  d e m o n s t r a t e  

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

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

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

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

o f  a g g r e g a t e  f o r m a t i o n  ( e . g .  f o r m a t i o n  o f  d i m e r s ,  t r i m e r s  e t c . )  

( G a b b a y  e_t a l . , 197Ga?  Zimm e t  a l . , 1 9 7 1 )  . S u c h  a d v e r s e  c o n c e n ­

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

r a t i o  p l o t s  f o r  t h e  DMA-MC c o m p l e x e s  ( f i g u r e s  24  a n d  2 8 ) a n d  

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

c o s i t y  i n  t h e s e  s a m p l e s .

B .  U n s o n i c a t e d  DNA-MC C o m p l e x e s : F i g u r e  29 s h o w s  a  p l o t  o f  

r e d u c e d  v i s c o s i t y  v e r s u s  DNA-MC c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  f o r  tw o  

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

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

c a t e d  c o m p l e x e s ,  t h e s e  c o m p l e x e s  ( b i n d i n g  r a t i o s  . 1 2  a n d  . 1 0 ) 

d i s p l a y  a  p r o n o u n c e d  d r o p  i n  v i s c o s i t y  ( i n t r i n s i c  v i s c o s i t i e s  

o f  34 a n d  35 r e s p e c t i v e l y )  w h i c h  r e p r e s e n t s  a p p r o x i m a t e l y  80*6 

o f  t h a t  s h o w n  b y  c o n t r o l  DNA ( [7l]s»4 3} . S i n c e  t h e s e  v a l u e s  f o r  

t h e  v i s c o s i t y  p o s s e s s  a  p r e c i s i o n  (maximum p e r c e n t a g e  d e v i a ­

t i o n )  o f  4 .3% o r  l e s s  ( s e e  t a b l e  7 ) ,  t h e y  r e p r e s e n t  r e a l  d i f f e r -



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

s i c  v i s c o s i t y  { s a m p l e  [ / Z ] _ / c o n t r o l  [/£ I )  f o r  a  s e r i e s  o f  u n -
C

s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s  o f  v a r y i n g  b i n d i n g  r a t i o s  i s  s h o w n  

i n  f i g u r e  25  a n d  t a b l e  6 . I n  t h i s  p l o t  i t  i s  a p p a r e n t , t h a t  

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

c o m e s  m o r e  e x t e n s i v e l y  b o u n d  w i t h  m i t o m y c i n  C .  { T h i s  e f f e c t  i s  

a l s o  r e p r o d u c e d  w i t h  DNA-MC c o m p l e x e s  m a d e  f r o m  E . c o l i  DNA, s e e  

t a b l e  6 ) .  As sh o w n  i n  f i g u r e  2 5 ,  f u r t h e r m o r e ,  t h e  d e c r e a s e  i n  

v i s c o s i t y  l e v e l s  o f f  n e a r  a  b i n d i n g  r a t i o  o f  0 . 1 0  { o n e  d r u g  

m o l e c u l e  p e r  5 b a s e  p a i r s ) ,

V i s c o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s  m a d e  i n  a n  e f f o r t  t o  d e t e r ­

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

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

b l e  6 . H e r e  t h e  v i s c o s i t i e s  o f  a  s e r i e s  o f  c a l f  t h y m u s  DMA 

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

s c i s s i o n  o f  DNA b y  c a t a l y t i c a l l y  c o n v e r t i n g  H2 0 2 ( h y d r o g e n  

p e r o x i d e )  t o  H2 0  a n d  0 2 ( M o r g a n  e t:  a l , ,  1 9 7 6 )  w a s  m e a s u r e d .

The  r e s u l t s  s h o w  n o  c h a n g e  i n  t h e  v i s c o s i t i e s  o f  t h e  f o l l o w ­

i n g  s a m p l e s ;  (1 )  DNA + N a2 S 2 0 4 - ( r e d u c i n g  a g e n t ) ,  (2 )  DNA + 

N a 2 S 2 0 4 + c a t a l a s e ,  (3 )  DNA + N a 2 S 2 0 4 + MC, (4 )  DNA + N a 2 S 2 0 4 + 

MC + c a t a l a s e .



U1 t r a c e n t r i f u g a t i o n  o f  DN/W-IC Compl y x e s _ i n  N e u t r a  1 S u c r o s e

D e n s i t y  G r a d i e n t s

A. S o n i c a t e d  DNA-MC C o m p l e x e s : An a n a l y t i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  

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

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  f o r  a l l  s a m p l e s  c o m p l i e d  w i t h  t h e  

l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  ( B u r g i  a n d  I l e r s h e y ,  19 63) f o u n d  b e t w e e n  s e ­

d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s ,  d i s t a n c e  a n d  t i m e  o f  s e d i m e n t a t i o n  

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

c e n t a g e  d e v i a t i o n  ( a  m e a s u r e  o f  p r e c i s i o n ,  S k o o g  an d  W e s t ,  19 65) 

f o u n d  i n  a n y  s e t  o f  r u n s  f o r  t h e  s a m p l e s  w as  n o  m o r e  t h a n  3.5% 

( e . g .  i n  f i g .  31 i s  a  t r i p l i c a t e  r u n  o f  u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  

n a t i v e  DNA w h o s e  p r e c i s i o n  w a s  1 .4 % ;  s e e  a l s o  t a b l e  8 ) .

The  s e d i m e n t n t  i o n  p r o f i l e s  f o r  tw o  s o n i c a  t e d  DNA-MC cov .» - 

p l e x e s  ( b i n d i n g  r a t i o s  0 . 1 0  a n d  0 . 0 5 ) ,  a n d  a  c o n t r o l  s a m p l e  i n  

n e u t r a l  s u c r o s e  a r e  sh o w n  i n  f i g .  3 2 ,  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  a 

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

c r e a s e  o f  p e a k  h e i g h t s  ( d u e  t o  d r u g  a b s o r b a n c e  a t  2 60 nm) f o r
i

t h e  c o m p l e x e s ,  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l , ' t h e r e  i s  n o  s i g n i f i c a n t  

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

( T h e r e  i s  a  1 . 7  t o  3 .4% i n c r e a s e  i n  t h e  d i s t a n c e s  s e d i m e n t e d  

f o r  t h e s e  c o m p l e x e s  ( b i n d i n g  r a t i o s  0 . 0 5  a n d  0 . 1 0 ,  r e s p e c t i v e ­

l y )  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e s e  i n c r e a s e s ,  w h i c h  a r e  d u e  t o  

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

l y  s m a l l  a n d  s t a t i s t i c a l l y  i n s i g n i f i c a n t . )



■ B_. U n s o n i c a t e d  DNA-MC C o m p l e x e s :

The  s e d i m e n t a t i o n  c u r v e s  f o r  3 u n s o n i c a t e d  DMA s a m p l e s  

( i n  d u p l i c a t e ;  c o n t r o l ,  a n d  2 DNA-MC c o m p l e x e s  o f  b i n d i n g  r a ­

t i o s  0 . 1 0  a n d  0 . 0 5 )  a r e  s h o w n  i n  f i g .  3 3 ,  T h e  m a i n  c h a r a c t e r ­

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

s a m p l e s ' .  T h e  c h a n g e  o f  d i s t a n c e  s e d i m e n t e d  ( a s  m e a s u r e d  b y  

p e a k  o f  c u r v e )  b y  c o m p l e x  I I I  ( b . r ,  = 0 . 1 0 )  i s  a p p r o x i m a t e l y  

42% ( s e e  t a b l e  9) o v e r  t h a t  o f  c o n t r o l ,  w h i l e  t h e r e  i s  a  17% 

i n c r e a s e  o f  d i s t a n c e  s e d i m e n t e d  b y  c o m p l e x  I I  ( b . r .  = 0 . 0 5 ) .  

T h e s e  i n c r e m e n t s  o f  i n c r e a s e  a r e  g r e a t e r  t h a n  w h a t  o n e  e x p e c t s  

f o r  t h e  i n c r e a s e d  m a s s  d u e  t o  b o u n d  d r u g .  T h e  i n c r e a s e  o f  m a s s  

o f  DN/v d u e  t o  b o u n d  d r u g  w i l l  i n c r e a s e  t h e  d i s t a n c e  o f  s e d i - o  

m e n t a t i o n  ( B l o o m f i e l d ,  C r c t h c r s ,  a n d  T i n c c c ,  1974}  t o  a n  e x ­

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

( s e e  t a b l e  9 ) .

T h e  s m a l l e r  h e i g h t  o f  p e a k  I I I  ( u n s o n i c a t e d  c o m p l e x  o f  

0 . 1 0  b . r . ,  s e e  f i g .  33 )  c a n  b e  b e s t  e x p l a i n e d  b y  a  d i m i n i s h i n g  

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

c o n t r o l  p e a k  I .  T h i s  b r o a d e n i n g  b e c o m e s  m o r e  s i g n i f i c a n t  a t  

l o w e r  O . D . s  ( s e e  f i g .  3 3 ) .
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S e d i m e n t a t i o n  o f  "M ixed U n s o n i c a t e d - S o n i c a t e d " DNA-MC C o m p l e x e s

T h e  s e d i m e n t a t i o n  c u r v e s  ( i n  d u p l i c a t e )  o f  DNA-MC c o m p l e x -  

e s  m ad e  f r o m  e q u i m o l a r  q u a n t i t i e s  o f  s o n i c a t e d  ( ^ H - l a b e l e d )  a n d  

u n l a b e l e d  u n s o n i c a t e d  DNA a r e  s h o w n  i n  f i g u r e  3 4 .  { C o n t r o l s :
r

a  DNA m i x t u r e  o f  t h e  s a m e  r a t i o  w i t h o u t  s t a n d a r d  MC r e a c t i o n ) . 

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

DNA c o u l d  b e  " l i n k e d v i a  m i t o m y c i n  C, t o  u n l a b e l e d  u n s o n i c a t a d  

DNA ( i n t e m o l e c u l a r  c r o s s l i n k s ) . A p p a r e n t l y ,  f r o m  t h e s e  c u r v e s ,  

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

( i n  s o n i c a t e d  c o m p l e x e s  a s  w e l l  a s  w i t h  c o n t r o l s ) . T h e  r e s u l t s  

t h u s  s h o w  n o  o b s e r v a b l e  " l i n k i n g "  o r  c o r n p l e x i n g  b e t w e e n  s o n i -  

c a r e d  a n d  u n s o n i c a t e d  DNA, vrl a  t h e  r e d u c . t i  v e l y  a c t i v a t e d  MC r e ­

a c t i o n .

U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  i n  A l k a l i n e  S u c r o s e  G r a d i e n t s

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

p l e s  i n  n e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t s  a r e  s e e n  i n  f i g u r e  3 5 .  DNA 

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

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

DNA-MC c o m p l e x  o f  b i n d i n g  r a t i o  . 0  87 s e d i m e n t s ,  a s  e x p e c t e d ,  

a h e a d  o f  t h e  c o n t r o l  DNA.

T h e  s e d i m e n t i n g  p e a k s  f o r  t h e  s a m e  s a m p l e s  i n  a l k a l i n e  

s u c r o s e  g r a d i e n t s  a r e  s e e n  i n  f i g u r e  3 6 .  W h i l e  t h e  c o m p l e x ,  a s  

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



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

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

s t r a n d e d  b r e a k a g e  ( s e e  d i s c u s s i o n ) .

W h en  N&2 S 2 0 4  t r e a t m e n t  o f  DNA i s  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  c a t a l a s e  a n d  s u p e r o x i . d e  d i s m u t a s e  t h e  e f f e c t s  

o f  NCL2 S 2 O4 a r e  p r e v e n t e d  s i n c e  n o  s h i f t  t o  l o w e r  s e d i m e n t a ­

t i o n  c o e f f i c i e n t  i s  o b s e r v e d ,  a s  s e e n  i n  f i g .  3 7 .  C a t a l a s e  

a n d  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  h a v e  n o  e f f e c t  o n  t h e  DNA-MC c o m ­

p l e x ,  h o w e v e r  ( s e e  a p p e n d i x  1 0 ) .

F l o w  D i c h r o i s m

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

a l  DNA ( u n s o n i c a t e d ) - M C  c o m p l e x e s  a n d  t h e i r  c o n t r o l  v e r s u s  

s h e a r  r a t e s  a t  2 6 0  nm a n d  3 1 0  nm i s  s h o w n  i n  f i g u r e  4 1 .  F r o m  

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

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

s i g n  f o r  DNA ( 2 6 0  nm) a n d  b o u n d  m i t o m y c i n  C ( 3 1 0  n m ) . A n o t h e r  

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

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

f o r  t h e  DNA s a m p l e s . T h i s  p a t t e r n  d i s p l a y s  t h e  e x p e c t e d  b e ­

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

r a t e s  ( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .  A t h i r d  p a t ­

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

r a t i o  o f  d r u g .  A s i m i l a r  p a t t e r n  i s  a l s o  f o u n d  f o r  t h e  310 nm 

r e d u c e d  d i c h r o i s m  o f  t h e  b o u n d  d r u g .

G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f  U n s o n i c a t e d  DNA-MC C o m p l e t e s

I n  p l a t e  C2 t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  i n  3,5% p o l y ­

a c r y l a m i d e  f o r  s e v e r a l  u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x ­

e s  o f  v a r y i n g  b i n d i n g  r a t i o  a r e  s h o w n .  The e s s e n t i a l  c h a r a c t e r ­

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

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

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

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

u r e  38 ( s e e  a l s o  t a b l e  1 0 ) ,  d e c r e a s e s  l i n e a r l y  u n t i l  a  b i n d i n g  

r a t i o  o f  0 . 1 0 - 0 . 1 5  w h e r e  a  l e v e l i n g  o f f  a p p e a r s .  A s e c o n d  c h a r ­

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

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

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

s t a i n  f o r  DMA, h a s  b e e n  shown b y  Lown (1 9 7 6 )  t o  b e ,  i n  some 

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

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

e s c e n c e )  . A t h i r d  p a t t e r n  s e e n  i n  a l l  e l e c t r o p h o r e t i c  r u n s  w i t h  

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

e n t e r i n g  p o r t i o n  o f  t h e  g e l .  {Bands  a p p e a r  l a r g e r  i n  p h o t o ?  

g r a p h s  d u e  t o  a n g l e  o f  U .V .  l i g h t  e n t r y ) . T h e s e  b a n d s  a p p e a r



t o  b e  l a r g e  DNA ( s e e  a p p e n d i x  9 ) .

To t e s t  t h e  p o s s . i b j . l i t y  t h a t  t h e  p a t t e r n  o f  r e d u c e d  mo­

b i l i t y  w a s  u n i q u e  t o  c a l f  t h y m u s  DMA/ t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  r u n s  

o n  tw o  E . c o l i  DNA-MC c o m p l e x e s  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  i d e n t i c a l  

c o n d i t i o n s  ( s e e  p l a t e  A l ) . T h e  f a c t  t h a t  t h e  r e d u c e d  r e l a t i v e  

m o b i l i t i e s  o f  t h e s e  tw o  c o m p l e x e s  ( b i n d i n g  r a t i o s  . 0 5  a n d  . 0 8 )  

f e l l  on  t h e  p l o t  ( f i g . 38) e s t a b l i s h e d  f o r  c a l f  t h y m u s  DNA d em ­

o n s t r a t e s  t h a t  t h e  r e d u c t i o n '  i n  m o b i l i t y  i s  n o t  e x c l u s i v e  f o r  

c a l f  t h y m u s  DNA.

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

w i t h  s o d i u m  d i t h i o n i t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  m i t o m y c i n  C i s  d i s ~ .  

p l a y e d  i n  p l a t e  A?. T h e  r e s u l t s  show  n o  c h a n g e  i n  t h e  m o b i l i t y  

o f  a  Na^SpO^ t r e a t e d  DNA s a m p l e  s h o w n  t o  c o n t a i n  s i n g l e  s t r a n d -
i

e d  b r e a k a g e  ( s e e  s e d i m e n t a t i o n  r e s u l t s )  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l .

As s e c o n d  c o n t r o l  a  DNA-MC c o m p l e x  ( b i n d i n g  r a t i o  . 0 8 7 ) ,  m ade  

w i t h  MC a n d  a n  i d e n t i c a l  q u a n t i t y  o f  r e d u c i n g  a g e n t /  w a s  a l s o  

u s e d  a n d  d i s p l a y e d  t h e  e x p e c t e d  d e c r e a s e  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  

m o b i l i t y .

U n s o n i c a t e d  DNA s a m p l e s  c r o s s l i n k e d  w i t h  n i t r o u s  a c i d  

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

a t i v e  t o  c o n t r o l  ( p l a t e  B 2 ) .

U n s o n i c a t e d  D N A - e t h i d i u m  c o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  e t h i d i u m  

b r o m i d e /  on  t h e  o t h e r  h a n d /  d i s p l a y  ( p l a t e  C l )  a  b r o a d e n i n g  a s  

w e l l  a s  a  l o w e r i n g  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  r e l a t i v e  

t o  c o n t r o l s  ( t a b l e  10 a n d  f i g u r e  3 8 ) .



D e t e c t i o n  o £  C r o s s l i n k e d  DMA b y - G e l  E l e c t r o p h o r e s i s

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

s t a t e  a f t e r  d e n a t u r a t i o n  i n  c o n t r a s t  t o  c o n t r o l  ( l i n e a r )  DNA, 

D e n a t u r e d  DMA, o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  m i g r a t e s  m o r e  s l o w l y  a n d  

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

( L y o n s  a n d  K o t i n ,  1 9 6 5 )  , C o n s e q u e n t l y ,  a f t e r  a p p l y i n g  d e n a t u r ­

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

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

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

g e n e o u s  p a t t e r n  i s  s e e n .  P l a t e  E l  s h o w s  t h e  g e l  p a t t e r n s  o f  a 

s e r i e s  o f  DNA-lMC c o m p l e x e s  w h i c h  d e m o n s t r a t e s  t h e s e  p r i n c i p l e s .  

C o m p l e x  I I  i s  100% c r o s s l i n k e d  b y  MC ( a s  e s t a b l i s h e d  f r o m  UV 

a s s a y ,  s e e  m e t h o d s )  a n d  s h o w s  n o  d i f f e r e n c e  b e f o r e  a n d  a f t e r  

s u b m i s s i o n  t o  d e n a t u r a t i o n  c o n d i t i o n s .  C o m p l e x e s  I I I  a n d  IV  

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

t e r i a l  b u t  m o s t l y  d e n a t u r e d  a f t e r  s u b m i s s i o n  t o  d e n a t u r a t i o n  

c o n d i t i o n s .  (T h e  s m a l l  r e n a t u r e d  b a n d s  s e e n  h e r e  a n d  i n  p l a t e  

E2 i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  i n t r i n s i c  c r o s s l i n k s  i n  c a l f  t h y m u s  

DNA ( A l b e r t s  a n d  D o t y ,  1 9 6 8 ) . )  N o t e  t h a t  t h e r m a l  a n d  a l k a l i n e  

d e n a t u r a t i o n  g i v e  t h e  s a m e  r e s u l t s .  To  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e s e  

p r i n c i p l e s  a r e  t r u e  f o r  c r o s s l i n k i n g  a g e n t s  o t h e r  t h a n  MC, HNO^- 

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

p l a t e  B2 i n d i c a t e  t h a t  t h i s  i s  s o :  A f t e r  s u b m i s s i o n  t o  d e n a t u r -  

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

f r o m  c o n t r o l .



G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f  S o n i c a t e d  C a l f  Thymus DNA-MC Comp.lex e s

F o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  s o n i c a t e d  DNA w as  f r a c t i o n a t e d  i n ­

t o  d i f f e r e n t  M.W. r a n g e s  b y  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  u l t r a c e n ­

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

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

v a r y i n g  m o l e c u l a r  w e i g h t s  a r e  s h o w n  i n  p l a t e  G l .  T h e  m o l e c u -
C

l a r  w e i g h t s  r a n g e  f r o m  3X10 t o  1X10 d a l t o n s ,  a s  a s s e s s e d  b y  

d i r e c t  c o m p a r i s o n  t o  a  s t a n d a r d  M.W. r e f e r e n c e  p a t t e r n  f r o m  

f-j (R F I )  DNA { p l a t e  F l )  .

M i t o m y c i n  C c o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  f r a c t i o n s  o f  s o n i c a t e d  

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

f c c s  F l  a n d  Fc)  * yvxth t h e  b i u t j i n o  o f  MG t o  Di/.A, c n o r o

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

c o m p l e x  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .  T he  r e d u c t i o n s ,  h o w e v e r ,  f o r  

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

s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s  o f  c o m p a r a b l e  b i n d i n g  r a t i o s  ( s e e  

f i g u r e  38 a n d  t a b l e  1 0 ) ,  I n  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h i s  d i f f e r e n c e  

i t . i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  p l o t  ( f i g . 39)  o f  t h e  r e l a ­

t i v e  m o b i l i t y  v s .  M.W. o f  d i f f e r e n t  s i z e  DNA-MC c o m p l e x e s  h a v ­

i n g  a n  i d e n t i c a l  b i n d i n g  r a t i o  o f  0 . 0 9  s h o w s  c l e a r l y  t h a t  t h e  

d e c r e a s e d  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  i s  a  

DNA s i z e - d e p e n d e n t  e f f e c t .

S o n i c a t e d  D N A -com pound  A c o m p l e x e s ,  on  t h e  o t h e r  h a n d ,  

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

i n  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s  ( s e e  p l a t e  G2)
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T h e  p r e s e n c e ,  h o w e v e r ,  o f  r e s i d u a l  i m m o b i l e  b a n d s . o n  t o p  o f  

g e l  p a t t e r n s  f o r  so m e  o f  t h e  c o m p l e x e s  ( s l o t s  2 a n d  6 ) s u g ­

g e s t s  som e  f o r m  o f  DNA b r e a k d o w n  o r  a g g r e g a t i o n - l i k e  p h e n o m e n ­

o n  i n  D N A -com pound  A c o m p l e x e s  o f  h i g h e r  b i n d i n g  r a t i o s  w h i c h  

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

e s e n c e )  f r o m  e n t e r i n g  t h e  g e l .  F u r t h e r m o r e ,  i n  p l a t e  G2 t h e  

b a n d s  f o r  c o m p l e x  2 ( s o n i c a t e d  D N A -com pound  A c o m p l e x  o f  b i n d ­

i n g  r a t i o  , 2 3 )  sh o w  a d e c r e a s e  i n  e t h i d i u m  f l u o r e s c e n c e  s u g g e s t ­

i n g ,  a s  a l r e a d y  d e s c r i b e d  f o r  DNA-MC c o m p l e x e s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  

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

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

s i g n i f i c a n t ,  w i l l  n a t u r a l 3 . y  l o w e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  DNA i n  

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

E l e c t r o n  M i c r o s c o p y  o f  U n s o n i c a t e d  C a l f  Thym us  DNA-MC C o m p l e x e s

P l a t e  1 i s  a  p h o t o g r a p h  (5 0 ,0 O 0 X ) '  o f  a n  e l e c t r o n  m i c r o ­

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

mus) DNA s a m p l e .  I n  t h i s  p a t t e r n  s e v e r a l  m o l e c u l e s  o f  DNA a r e  

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

I n  p l a t e  2 t h e  g r i d  p a t t e r n  ( 5 Q ,0 0 0 X )  i s  s h o w n  f o r  c o n ­

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

t h e  s t a n d a r d  p r o c e d u r e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  DNA-MC c o m p l e x e s .  

( T h i s  q u a n t i t y  i s  a l s o  k n o w n  t o  p r o d u c e  s i g n i f i c a n t  s i n g l e  

s t r a n d  b r e a k a g e ;  s e e  s e d i m e n t a t i o n  s t u d i e s . )  R e l a t i v e  t o  p l a t e  1 ,



t h e  c o n t o u r  o f  t h e  d o u b l e  s t r a n d s  o f  p l a t e  2 DNAs d i s p l a y ,  

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

P l a t e s  3 a  a n d  b r e p r e s e n t  t h e  g r i d  p a t t e r n s  (50,OOOX) 

o f  a n  u n s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x  o f  b i n d i n g  r a t i o  0 , 1 .  I n  

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

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

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

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

i n g  o f  DNA o n t o  m i c r o s c o p e  g r i d s  ( B e e r ,  1 9 6 8 ) .

I n  p l a t e  4 i s  d i s p l a y e d  t h e  p a t t e r n  f o r  c o n t r o l  DNA 

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

T h e  p r e v a l e n t  a s p e c t  o b s e r v e d ,  r e l a t i v e  t o  t h e  n o n - e n z y m e  

t r e a t e d  c o n t r o l  ( p l a t e  1 )̂  i s  a  j a g g e d n e s s  i n  t n e  c o n t o u r  o£ 

t h e  DNA s t r a n d s .  ( M a g n i f i c a t i o n  i s  5 0 , 0 0 0  X .)

I n  p l a t e  5 i s  d i s p l a y e d  t h e  p a t t e r n  f o r  c o n t r o l  DNA 

t r e a t e d  w i t h  s o d i u m  d i t h i o n i t e  ( a s  i n  g r i d  2 ) i n  t h e  p r e ­

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

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

t h o s e  d i s p l a y e d  i n  p l a t e  4 .  ( M a g n i f i c a t i o n  i s  5 0 , 0 0 0  X . )

I n  p l a t e  6 i s  d i s p l a y e d  t h e  g r i d  p a t t e r n  f o r  a  DNA-MC

c o m p l e x  ( b i n d i n g  r a t i o  0 . 1 ) f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a t a l -

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

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

r e p r o d u c e  t h e  p a t t e r n s  s h o w n  i n  p l a t e s  3 a  a n d  3 b .  ( M a g n i f i c a ­

t i o n  i s  5 0 , 0 0 0  X . )



E l e c t r o n  . M i c r o s c o p y  o f  S o n i c a t e d  Ca l f  Thym us  DNA-MC C o m p l e x e s

E l e c t r o n  m i c r o s c o p e  g r i d  p a t t e r n s  f o r  s o n i c a t e d  c a l f  

t h y m u s  c o n t r o l  DNA a n d  a  s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x  

o f  b i n d i n g  r a t i o  0 . 1 0  a r e  d i s p l a y e d  i n  p l a t e s  7 a n d  8 , r e s ­

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

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

t h e  c o m p l e x  a n d  c o n t r o l .  ( M a g n i f i c a t i o n  o f  p a t t e r n  i s  5 0 , 0 0 0
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L e g e n d :  F i g .  2 . R e l a t i v e  O . D . ^ n  v e r s u s  T e m p , f o r  s o n i c a t e d

c a l f  t h y m u s  c o n t r o l  DMA (---- ) a n d  i t s  m i t o m y c i n  C c o m p l e x

(b . r . = . 06) i n  DSC F i g . 3  - R e l .  O . P . ^ n  v . s .  T e m p , f o r

u n s o n i c .  c a l f  t h y m u s  c o n t r o l  DMA (— ) a n d  i t ' s  M C - o o m p lc x

( b .  r . = .  02) i n  DSC (---) .
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F i g . 4  . R e l a t i v e  O . D .- j^n  v e r s u s  T e m p e r a t u r e

{ m e l t i n g  p r o f i l e )  f o r  E . C o l i  DNA ( u n s o n i c a t e d )  

c o n t r o l  (— ) a n d  i t s  m i t o m y c i n  C c o m p l e x  (*— ) 

o f  b i n d i n g  r a t i o  . 0 5  i n  DSC b u f f e r .
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P i g .  5  • A T m v e r s u s  B i n d i n g  R a t i o  f o r  a  s e r i e s  o f  n a t i v e  D N A -m i to m y c in  c o m p l e x e s .

L e g e n d  i s  a s  f o l l o w s :  U n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A -m i to m y c in  C c o m p l e x e s  i n  DSC ( O ) ,  

u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A -m itom ycir .  C c o m p l e x e s  i n  1 : 1  m e t h a n o l - D S C  b u f f e r  (CD), 

u n s o n i c a t e d  E . C o l i  D N A -m i to m y c in  C c o m p l e x e s  i n  DSC ( A ) ,  s o n i c a t e d  E . C o l i  DNA-com--  

p g u n d  A c o m p l e x e s  i n  DSC ( Q ) ,  a n d  s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A -m i to m y c in  C i n  DSC ( o ) .
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F i g . 7  . A  M e l t i n g  B r e a d t h  v e r s u s  B i n d i n g  R a t i o

f o r  D N A - m i to m y c in  c o m p l e x e s .  C a l f  t h y m u s  u n s o n i c a t e d  

( Q ) a n d ‘s o n i c a t e d  ( O )  D N A - m i to m y c in  C c o m p l e x e s .  

C a l f  t h y m u s  s o n i c a t e d  ( A )  a n d  E . C o l i  s o n i c a t e d  (A ) 

DNA-compound  A c o m p l e x e s .
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u n s o n i c a t e d  ( © )  a n d  s o n i c a t e d  ( S ) c a l f  t h y m u s  n a ­

t i v e  D N A - m i to m y c in  C c o m p l e x e s .
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L e g e n d :  F i g . I Q  . R e l a t i v e  ° - d - 2 gq V s ' TamP - f ° r  u n _  

s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x  ( b . r .  

> . 0 0 5 ,  ( - - - ) ) ,  a n d  c o n t r o l  (— ) i n  1 : 1  m e t h a n o l - D S C .

( C o m p l e x  i s  3 7 .7%  c r o s s l i n k e d )  . F i g . l  1 . R e l .  O .D .  V s .

T e m p . f o r  u n s o n i c . c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x  ( b . r . = . 0 8 ,  

( ) , a n d  c o n t r o l  (— ) i n  i d e n t i c a l  b u f f e r .
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L e g e n d :  R e l a t i v e  P . P .  a t  2 6 0  o r  310 nrrr v e r s u s  T e m p e r a t u r e

f o r  a n  u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x  o f  

b i n d i n g  r a t i o  . 1 5  i n  DSC (—• —) .  M e l t i n g  p r o f i l e  o f  t h e  co m ­

p l e x  c o r r e c t e d  f o r  260 nm a b s o r b a n c e  d u e  t o  b o u n d  d r u g ' s

" h y p e r c h r o m i c  e f f e c t "  (-------) .  R e l .  O . D . 31Q v . s .  T em p ,  f o r

b o u n d  d r u g  (------) . T h e  Tm a n d  m e l t i n g  b r e a d t h  ( m . b . )  f o r  t h e

c o m p l e x  i s  7 3 . 5 ° C  a n d  2 0 . 0 ° C  a s  o p p o s e d  t o  7 3 . 0 ° C  a n d  1 7 . 5 ° C  

f o r  t h e  c o r r e c t e d  m e l t i n g  p r o f i l e .
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L e g e n d :  R e l a t i v e  P . P .  a t  260 a n d  31 0  nm v s .  T e m p e r a t u r e
i

f o r  a n  u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x  i n  

DSC ( b i n d i n g  r a t i o  = . 0 8 ,  (—• —) )  . M e l t i n g  p r o f i l e  o f  t h e

c o m p l e x  c o r r e c t e d  f o r  t h e  260  nm a b s o r b a n c e  d u e  t o  t h e

" h y p e r c h r o m i c i t y " o f  b o u n d  d r u g  (------- ) .  R e l a t i v e  O . D . ^ q

v s .  t e m p e r a t u r e  f o r  b o u n d  m i t o m y c i n  C (------ ) . T h e  Tm a n d
o

m e l t i n g  b r e a d t h -  ( m . b . )  f o r  t h e  c o m p l e x  i s  7 3 . 0 ° C  a n d  1 9 . 0  

r e s p e c t i v e l y .  The  c o r r e c t e d  c o m p l e x  h a s  a  m e l t i n g  t e m p .
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L e g e n d :  R e l a t i v e  P . D . ^ ^  v e r s u ' s  T e m p e r a t u r e  f o r  a n

u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x  o f  

b i n d i n g  r a t i o  . 1 1  i n  DSC (—*—) ,  a n d  a  c o r r e c t e d  p r o f i l e  

( c o r r e c t e d  f o r  t h e  " h y p e r c h r o m i c  e f f e c t "  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  260  nm a b s o r b a n c e  c o n t r i b u t e d  b y  t h e  b o u n d

d r u g )  o f  t h e  s am e  c o m p l e x  (----- ) .  The  Tm a n d  m e l t i n g

b r e a d t h  ( m . b . )  o f  t h e  c o m p l e x  a r e  7 6 . 5 ° C  a n d  1 9 . 5 ° C  

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

f i l e  a r e  7 6 . 5 ° C  a n d  1 7 . 0 ° C .
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F i g . 1 9  . R e l a t i v e  P . P . 2 ^q v e r s u s  T e m p e r a t u r e  

f o r  a  c a l f  t h y m u s  D N A - m i to m y c in  C c o m p le x -  ( I )  o f

b i n d i n g  r a t i o  . 1 1  a n d  i t ' s  c o n t r o l  ( I I ) .  (------) c

a n d  (------ ) r e s p e c t i v e l y ,  r e p r e s e n t  t h e  1 s t  a n d  2 nd

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

F o r  t h e  c o m p l e x j t h e  Tm a n d  t h e  m e l t i n g  b r e a d t h  f o r  

t h e  1 s t  p r o f i l e  a r e ^  r e s p e c t i v e l y ^ ,  76 . 5 a n d  1 9 . 5  C 

a s  o p p o s e d  t o  7 5 . 0  a n d  2 0 . 0 * C  f o r  t h e  2 n d  p r o f i l e .  

T h e  Tm f o r  t h e  c o n t r o l  i s  7 0 . 5 ° C .  The  b u f f e r  u s e d

i s  DSC.
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20 T E M P E R A T U R E  ° C

L e g e n d :  R e l a t i v e  O . D . ^ g g  v e r s u s  T e m p e r a t u r e

f o r  a  c a l f  t h y m u s  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x  ■{“ "")

a n d  i t ' s  c o n t r o l  ( —̂——) - w h i c h  w e r e  s o n i c a t e d .

T he  m e l t i n g  b r e a d t h  a n d  t e m p e r a t u r e  f o r  t h e  co m ­

p l e x  w a s ^ r e s p e c t i v e l y  1 8 , 5 ° a n d  7 0 . 5 ° C ^ a s  c o m p a r e d  
0 0

t o  1 1 . 5  a n d  6 9 . 0  r e s p e c t i v e l y  f o r  t h e  c o n t r o l .  

M e l t i n g  p r o f i l e s  w e r e  t a k e n  i n  DSC b u f f e r .  The  

b i n d i n g  r a t i o  o f  t h e  c o m p l e x  vras . 1 2 .
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L e g e n d :  R e l a t i v e  O . D . ^ g g  v e r s u s  T e m p e r a t u r e

f o r  a  c a l f  t h y m u s  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x  (-------)

a n d  i t s -  c o n t r o l  {------ ) w h i c h  w e r e  s o n i c a t e d .

T h e  m e l t i n g  b r e a d t h  a n d  t e m p e r a t u r e  f o r  t h e  c o m -  

p l e x  w a s  r e s p e c t i v e l y  1 7 . 0  a n d  7 0 . 0  C a s  c o m p a r e d  

t o  1 1 . 5  a n d  7 2 . 0 ° C  f o r  t h e  c o n t r o l .  M e l t i n g  p r o ­

f i l e s  w e r e  t a k e n  i n  DSC b u f f e r .  The b i n d i n g  r a t i o  

o f  t h e  c o m p l e x  w a s  . 0 4 .
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L e g e n d :  ' % R e v e r s i b l e  D e n a t u r a t i o n  Due t o  C r o s s l i n k i n g  v s .  B i n d i n g  R a t i o  

f o r  u n s o n i c a t e d  c a l f  th y m u s  n a t i v e  D N A -m i to m y c in  C c o m p l e x e s  i n  1 : 1  DSC- 

m e t h a n o l  b u f f e r .
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F i g . 2 3 . O . P . 2 fiQ v e r s u s  F r a c t i o n  N um ber  f o r  h e a t e d  { - - - )  a n d

u n h e a t e d  (----- ) co m p o u n d  A f r a c t i o n a t e d  v i a  a  G -25  S e p h a d e x

c o l u m n .
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400 800 1200 1 6 0 0

DNA C O N C .  (s^/JOx i°4

F i g l 2 4  . R e d u c e d  V i s c o s i t y  v e r s u s  DMA C o n c e n t r a ­

t i o n  f o r  a  s e r i e s  o f  n a t i v e  s o n i c a t e d  D N A - m i t o m y c i n  C 

c o m p l e x e s .  I n  DSC-EDTA b u f f e r  a t  2 5 . 0 ° C .  M.W. o f  DNA 

u s e d  w a s  a p p r o x .  2X 10^  d a l t o n s .  C o n t r o l  DNA ( •  ) ,  

c o m p l e x  w i t h  b . r . =  . 1 5  ( G ) ,  c o m p l e x  w i t h  b . r . =  . 1 0  

( A ) ,  a n d  c o m p l e x  w i t h  b . r . =  . 0 7  { O ) .
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Fig .25 - Relative Intrinsic Viscosity versus Binding Ratio for DNA- 
mitomycin complexes. (©) Control DNA, (©) unsonicated, and (0) soni-

v1cated DNA-mitomycin C complexes. (A) sonicated DNA-compound A complexes. ^
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L e g e n d :  R e d u c e d  V i s c o s i t y  v e r s u s  DNA C o n c e n t r a t i o n

f o r  n a t i v e  s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A - a c t i n o m y c i n  c o m p l e x ­

e s  i n  DSC-EDTA b u f f e r  a t  2 5 . 0 ° C .  C o n t r o l  DMA ( O, A  , 2 

d e t e r m i n a t i o n s ) , a n d  a  D N A - a c t i n o m y c i n  c o m p l e x  ( 0  ) o f  

a p p r o x i m a t e  b i n d i n g  r a t i o  o f  . 1 2 5  ( d r u g / p h o s p h a t e ) .
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L e g e n d :  R e d u c e d  V i s c o s i t y  v e r s u s  DMA C o n c e n t r a t i o n

f o r  a  s o n i c a t e d  n a t i v e  c a l f  t h y m u s  DNA-compound A c o m p l e x  

t h a t  w a s  s t o r e d  ( Q ) a n d  i t s  c o n t r o l  ( o ) .  M e a s u r e -
o

m e n t s  w e r e  t a k e n  i n  DSC-EDTA b u f f e r  a t  2 5 . 0  C.
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D N A  C O N  C . ( 3m/ d 0 x io4

F i g . c l O  . R e d u c e d  V i s c o s i t y  v e r s u s  DNA C o n c e n t r a ­

t i o n  f o r  a  s e r i e s  o f  n a t i v e *  s o n i c a t e d  D N A -com pound  A 

c o m p l e x e s  i n  DSC-EDTA b u f f e r  a t  2 5 . 0 ° C .  M.W. o f  DNA 

w a s  a p p r o x .  2 x 1 0 ^  d a l t o n s .  C o n t r o l  DNA ( o ) ,  c o m p l e x  

w i t h  b . r . =  . 1 1  ( CD) /  a n d  c o m p l e x  w i t h  b . r . =  . 0 6  ( A ) •
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DNA C O N  C (3m/ ^ ) x  io4

F i g . 2 9  . R e d u c e d  V i s c o s i t y  v e r s u s  DNA C o n c e n t r a ­

t i o n  f o r  u n s o n i c a t e d  n a t i v e  D N A ~ m ito m y c in  C c o m ­

p l e x e s  i n  DSC-EDTA b u f f e r  (pH 7 . 4 )  a t  2 5 . 0 ° C .  

C o n t r o l  (2 d e t e r m i n a t i o n s /  (® ) & ( o  )^, c o m p l e x

w i t h  b . r . =  . 1 0  ( ^ ) ,  a n d  c o m p l e x  w i t h  b . r . =  . 1 2  ( 0 )
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. B I N D I N G  . RATI O

F i g . 30 . R e l a t i v e  I n t r i n s i c  V i s c o s i t y  v e r s u s  B i n d ­

i n g  R a t i o  f o r  v a r i o u s  DNA c o m p l e x e s .  C o m p l e x e s  m ade  w i t h
*

p r o f l a v i n e  ( 0 ) f a n d  9 - a m i n o a c r i d i n e  ( A )  i n  .0 05M  N a+ . 

( U n s o n i c a t e d  DNA w a s  u s e d .  (D ru m m o n d , D . S . e t  ad^. , 1 9 6 6 ) )  . 

C o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  a c t i n o m y c i n  D ( O ) j  i n  .2M N a+ . (DNA 

M.W. d  1 0 5 d a l t o n s . ( M u l l e r ,  W . , a n d  C r o t h e r s , D . M. ,

1 9 6 8 )  ) .  C o m p l e x e s  m ade  w i t h  m i t o m y c i n  C ( B ) ,  a n d  c o m ­

p o u n d  A ( 0  ) i n  .015M  N a + , ( DNA M.W. w a s  a p p r o x .  2X10^  

d a l t o n s ) .  C o m p l e x e s  m ad e  w i t h  a d r i a m y c i n  {'<?'),  a n d  i t ’ s  

@ a n o m e r  ( ^ J  i n  . 1M N a + . ( Z u n i n o ,  F .  e t  a l . ,  1 9 7 7  ) .
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L e g e n d :  P . P . v e r s u s  V o lu m e  S u c r o s e  F r a c t i o n a t e d  f o r  c a l f  t h y m u s  n a t i v e  u n s o n i c a t e d

DNA i n  . 0 1 7  M p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 4 )  i n  t r i p l i c a t e  ( I ,  I I ,  & I I I ,  (------ ) ) .  CPM ( x ! 0 ~ 3 )

v . s .  V o l .  S u c r o s e  F r a c t i o n a t e d  f o r  u n s o n i c a t e d  p n e u m o c o c c a l  DNA l a b l e a  w i t h  {------ ) w h i c h

w as  r u n  u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s .  Run c o n d i t i o n s :  2 4 , 5 0  0 r . p . m .  f o r  17 h r s .  a t  1 4 °C.

CPM 
(x 

io"3)
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F i g .32 . O^D . 2 60  v e r s u s  T u b e  Number  f o r  s o n i c a t e d  n a t i v e  D N A -m i to m y c in  C com ­

p l e x e s  i n  n e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t s .  Run c o n d i t i o n s :  2 4 , 5 0 0  r . p . m .  f o r  93 h r s .

a n d  40 m i n .  a t  14 C. C o n t r o l  DNA (—*—) ,  c o m p l e x  {b . r .=>  . 0 5 ,  (------ ) ) ,  a n d  c o m p l e x

( b . r . =  . 1 1 ,  £------ ) ) .  A l l  s a m p l e s  w e r e  r u n  i n  d u p l i c a t e . ,
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Fig.33 . P . P . v e r s u s  T u b e  N um ber  f o r  u n s o n i c a t e d  n a t i v e  D N A -m i to m y c in  C 

c o m p l e x e s  i n  n e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t s .  Run c o n d i t i o n s :  2 4 , 5 0 0  r . p . m .  f o r  9 . 5

h r s . a t  14 C. C o n t r o l  DNA {-•—) , c o m p l e x  { b . r .  = . 0 5 ,  (---- ) )  , a n d  c o m p l e x  ( b . r . =

. 1 0 ,  ( ) ) .  A l l  s a m p l e s  w e r e  r u n  i n  d u p l i c a t e .
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i F i g .  34 . O . D . 2 6 0  ( ■ ■ ■) a n d  C . P . M .  (------) v e r s u s

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

n e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t s .  I  a n d  I I  a r e  d u p l i c a t e s  

o f  l a b l e d  s o n i c a t e d  a n d  u n l a b l e d  u n s o n i c a t e d  DNA 

r e a c t e d  u n d e r  s t a n d a r d  r e d u c t i v e  a c t i v a t i o n  c o n d i ­

t i o n s  w i t h  m i t o m y c i n  C ( b i n d i n g  r a t i o  = . 0 8 ) .  I l l  

a n d  IV  a r e  d u p l i c a t e s  o f  c o n t r o l s  f o r  r u n s  I  a n d  I I  

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

a n d  u n l a b l e d  u n s o n i c a t e d  DNA w i t h o u t  m i t o m y c i n  C ) .

U r e p r e s e n t s  t h e  s e d i m e n t a t i o n  o f  t h e  u n l a b l e d  u n -
0

s o n i c a t e d  DNA. Run c o n d i t i o n s :  2 4 , 5 0 0  r . p . m .  a t  14 C 

f o r  ¥ 9  h o u r s .
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F i g .35 . O . P . ^ A v e r s u s  T u b e  Number  f o r  C a l f  Thymus DNA s a m p l e s  i n  n e u t r a l  

s u c r o s e  g r a d i e n t s .  Run c o n d i t i o n s :  2 3 . 5  h r s . ,  a n d  2 4 , 5 0 0  r . p . m .  a t  1 0 ° C .

C o n t r o l  DMA (-*-1 , c o n t r o l  + N a ^ s ^ o ^  (— -) , * a n d  D N A -m i to m y c in  C ( b . r .  = . 0 8 7 ,  (— ))  ..
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F i g  .36 i v e r s u s  T u b e  N u m b er  f o r  a l k a l i  d e n a t u r e d  DNA i n  a l k a l i n e  zoO ------------------------------------

s u c r o s e  g r a d i e n t s  (pH 1 2 . 0 ) .  Run c o n d t i o n s :  2 4 , 0 0 0  r . p . m .  f o r  24  h r s .  a t  1 0 ° C .  

C o n t r o l  DNA ( - • - ) ,  c o n t r o l  + Na^S^O^ ■,— ) ,  a n d  D N A - m i to m y c in  C ( b . r .  = . 0 8 7 ,  (—•*) )
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F i g  .37 . v e r s u s  T u b e  N u m b er  f o r  a l k a l i
  2 60 "" "

d e n a t u r e d  C a l f  Thym us  DNA s a m p l e s  i n  a l k a l i n e
f

s u c r o s e  g r a d i e n t s  (pH 1 2 . 0 ) .  Run c o n d i t i o n s :
O *

2 4 / 0 0 0  r . p . m .  f o r  22 h r s .  a t  10 C. C o n t r o l  DNA

) , c o n t r o l  + N a 2 S 2 0 4  (----- ) ,  D N A - m i t o m y c i n  C

( b . r . =  . 0 9 ,  ( - — ) ) ,  c o n t r o l  + N a2 S 2 04  + c a t a l a s e

+ s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  { •* * • ) ,  a n d  D N A - m i t o m y c i n  C 

( b . r . =  . 0 9 )  + c a t a l a s e  + s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e
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L e g e n d :  E l e c t r o p h o r e t i c  M o b i l i t y  {AX.) v s .  B i n d i n g  R a t i o  f o r  a  s e r i e s  o f  DNA c o m p l e x e s  i n  

3 . 5 % ' p o l y a c r y l a m i d e . C o m p l e x e s  a r e  u n s o n i c .  c a l f  t h y m u s  D N A -m i to m y c in  C w i t h  DNA MW o f - 3 . 5  

x l O 5 ( G ) ,  c .  t h y m u s  DNA-MC w i t h  DNA MW o f ~ 1 0 6 (E3 ) ,  u n s o n i c .  E .  C o l i  DNA-M C.with  DNA MW 

o f ~ 3 . 6 x l G 6 ( £ } ,  u n s o n i c .  c .  t h y m u s  D N A - .e th id iu m  ’ ( A  ) , a n d  s o n i c  c .  t h y m u s  DNA-MC ( © ) .
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L e g e n d :  R e l a t i v e  M o b i l i t y  v s .  DNA M o l e c u l a r  V Je ig h t  f o r  a  s e r i e s  o f  c a l f  t h y m u s

D N A -m i to m y c in  C c o m p l e x e s  o f  b i n d i n g  r a t i o  . 0 9  i n  3.5% p o l y a c r y l a m i d e .
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F i g . 40 /CGX 1 0 5

Log  M.W. v s .  E l e c t r o p h o r e t i c  M o b i l i t y  ( L L ) x l O ^  f o r  a  °^A

d i g e s t  (O ) i n  a g a r o s e .  3 v  e x t r a p o l a t i o n : U i s  u n s o n i c .  c a l f  ' : h y -  

mus  DMA, a n d  E ,  M, & F r e s p e c t i v e l y  a r e  t h e  e n d ,  m i d d l e ,  a n d  f r o n t  

p o r t i o n s  o f  a  s o n i c ,  c .  t h y m u s  DNA e l e c t r o p h o r e t i c  b a n d .
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S H E A R  RATE ( S E C " 1)

F i g .  4 1  . U n c o r r e c t e d  R e d u c e d  D i c h r o i s m  v e r s u s  

S h e a r  R a t e  f o r  a  s e r i e s  o f  n a t i v e  u n s o n i c a t e d

c a l f  t h y m u s  D N A - m i t o m y c i n  C c o m p l e x e s .  C ( c o n ­

t r o l ) ,  I  ( c o m p l e x ,  b . r .  = . 1 5 ) ,  I I  ( c o m p l e x ,  

b . r .  = . 0 9 ) ,  I I I  ( c o m p l e x ,  b . r .  = . 0 6 ) .  R e d u c e d  

d i c h r o i s m  a t  26 0  nm ( o ) . R e d u c e d  d i c h r o i s m  a t

310 nm (o) .
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S HEAR RATE ( S E C -1)

Fig.42 • R e d u c e d  D i c h r o i s m  v e r s u s  S h e a r  R a t e  f o r  

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

m i t o m y c i n  C c o m p l e x e s .  C ( c o n t r o l ) ,  I  ( c o m p l e x ,  

b . r .  = . 1 5 ) ,  I I  ( c o m p l e x ,  b . r .  = . 0 9 ) ,  I I I  ( c o m p l e x ,  

b . r .  = . 0 6 ) .  R e d u c e d  d i c h r o i s m  a t  260 nm (<»).

R e d u c e d  d i c h r o i s m  a t  310 nm ( o ) .
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0.7 0.4
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F i g . 4 3
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REL.  XL
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L e g e n d :  T he  V a r i a n c e  i n  P h y s i c o - C h e m i c a l  P r o p e r t i e s  ( R e l a t i v e  I n t r i n s i c  V i s c o s i t y  [7l]

R e l a t i v e  E l e c t r o p h o r e t i c  M o b i l i t y ^ ] ,  A M elt i r - .g  T e m p e r a t u r e ,  a n d  A M e l t i n g  B r e a d t h )  

w i t h  B i n d i n g  R a t i o  f o r  U n s o n i c a t e d  C a l f  T h y m ;s  P N A - M i to m y c in  C C o m p l e x e s . M



N d L l  c H* I  c,

i

P l a t e  A l  ; 3 ,5 %  P o l y a c r y l a m i d e

S l o t D e s c r i p t i o n

c C o n t r o l  N a t i v e  E . C o l i  DNA

I N a t i v e  E . C o l i  DNA-MC C o m p l e x
(B.R a t i o  = 0 . 1 7 )

I I N a t i v e  E . C o l i  DNA-MC C o m p l e x
(B.R a t i o  = 0 . 0 8 )

I I I N a t i v e  B . C b l i  DNA-MC C o m p l e x
(B.R a t i o  = 0 . 0 5 )

1 / 2 A T w o - F o l d  D i l u t e d  C o n t r o l
1 / 1 0 A T e n - F o l d  D i l u t e d  C o n t r o l

P l a t e  A2 :

4

3 .5%  P o l y a c r y l a m i d e

S l o t D e s c r i p t i o n

C N a t i v e  C . T h y m u s  DNA C o n t r o l

Na C o n t r o l  T r e a t e d  w i t h  N a 2 S 20 ^
( 1 3 . 5  u m o l e s  t o  6 u m o l e s  
o f  DNA)

I N a t i v e  C .T h y m u s  DNA-MC C o m p l e x  
( B . R a t i o  A p p r o x .  0 . 0 9 )



s i l l ^ f : ^  v i s ^ i

P l a t e  H : -  1 .8% A g a r o s e  G e l  E l e c t r o p h o r ­
e s i s  o f  S e v e r a l  N u c l e i c  A c i d
S a m p l e s .

S l o t D e s c r i p t i o n

U U n s o n i c a t e d  N a t i v e  C a l f  Thymus
DNA.

s S o n i c a t e d  N a t i v e .  C a l f  Thymus
DNA.

R2 ■ ^ 1 ^ 1  R e s t r i c t i o n e d  F r a g m e n t s
( S e e  R e s u l t s  a n d  M e t h o d s )

R1 S i n g l e  S t r a n d e d  DNA f ^  f o r m
R e s t r i c t i o n e d  ( S e e  R e s u l t s  a n d
M e t h o d s ) .

P l a t e  B2 : 3.5% P o l y a c r y l a m i d e  -  U n s o n i c ­
a t e d  C .Thym us .D N A  C r o s s l i n k e d
w i t h  N i t r o u s  A c i d . ( H N C ^ ) .

S l o t D e s c r i p t i o n

1 -  C o n t r o l  DNA
2 -  C o n t r o l  DNA A l k a l i  D e n a t u r e d
3 -  C o n t r o l  DNA T h e r m a l l y  D e n a t u r e d
4 —  HNC>2 - C r o s s l i n k e d  (100%) -DNA ( S a m p l e  4)
5 -  S a m p l e  4 T h e r m a l l y  D e n a t u r e d
6 -  S a m p l e  4 A l k a l i  D e n a t u r e d
7 -  HN02 “ C r o s s l i n k e d ( 8 0 % ) - D N A  ( S a m p l e  7)
8 -  S a m p l e  7 T h e r m a l l y  D e n a t u r e d
9 -  S a m p l e  7 A l k a l i  D e n a t u r e d

10 -  DNA-MC C o m p le x  o f  B . R a t i o ( 0 . 0 2 ) - S a m p . 10
11  -  S a m p l e  10 T h e r m a l l y  D e n a t u r e d



P l a t e  C l  : 3 .5% P o l y a c r y l a m i d e  -  U n s o n i ­
c a t e d  C .T h y m u s  D N A - E t h i d i u m  
C o m p l e x e s .  ( N a t i v e )

S l o t ______________ D e s c r i p t i o n ____________________

C -  C o n t r o l  C a l f  Thymus DNA

1 -  D N A - E t h i d i u m  C o m p le x  ( B . R a t i o  0 . 2 4 )

2 -  D N A - E t h i d i u m  C o m p le x  ( B . R a t i o  0 . 2 1 )

3 -  D N A - E t h i d i u m  C o m p l e x  ( B . R a t i o  0 . 1 0 )

P l a t e  C2 : 3 .5%  P o l y a c r y l a m i d e  -  U n s o n i ­
c a t e d  C .T h y m u s  D N A -M i to m y c in  C 
C o m p l e x e s .  ( N a t i v e )

S l o t D e s c r i p t i o n

C - C o n t r o l  C a l f  Thym us  DNA

1 - DNA-MC C o m p l e x  o f  B., R a t i o 0 . 1 6  \

2 - DNA-MC C o m p le x  o f  B . R a t i o 0 . 0 5

3 - DNA-MC C o m p le x  o f  B . R a t i o 0 . 0 1



P l a t e  E l  : 3 .5% P o l y a c r y l a m i d e  -  U n s o n i c a t e d  
C a l f  Thymus DNA-MC C o m p l e x e s  S u b ­
j e c t e d  t o  T h e r m a l  a n d  A l k a l i  D e -  
n a t u r a t i o n .

S l o t ___________________ D e s c r i p t i o n __________________

C ’ C o n t r o l  N a t i v e  DNA
CA Control A l k a l i  Denatured
CD C o n t r o l  T h e r m a l  D e n a t u r e d
I  DNA-MC C o m p le x  ( N a t i v e ) ( B . R a t i o  0 . 2 6 )
I I  DNA-MC C o m p le x  ( N a t i v e )  (B . R a t i o  O'. 05)
I I A DNA-MC r - ; (B ,R .= 0 ' .05) A l k a l i  D e n a t u r e d
I I D ■ DNA-MC - ( B . R . = 0 . 0 5 ) T h e r m a l  D e n a t u r e d
I I I  DNA-MC C o m p le x  ( N a t i v e )  ( B . R a t i o " *  1005)
I I I A DNA-MC (B .R ."* .  005)  A l k a l i  D e n a t u r e d
I I I D DNA-MC ( B .R  e * . 0 0 5 )  T h e r m a l  D e n a t u r e d
IVA DNA-MC ( B .R  < . 0 0 5 )  A l k a l i  D e n a t u r e d
IV D DNA-MC ( B . R . < ,  005)  T h e r m a l  D e n a t u r e d

P l a t e  E2 : 3 .5% P o l y a c r y l a m i d e  -  U n s o n i c a t e d  
C a l f  Thymus D e n a t u r e d  DNA-MC Com­
p l e x e s .  ( A l k a l i  D e n a t u r e d )

S l o t ___________________ D e s c r i p t i o n __________________

N N a t i v e  C o n t r o l  DNA
D D e n a t u r e d  C o n t r o l
I  Denat .D NA-MC C o m p le x  ( B . R a t i o  0 . 2 9 )
I I  Denat.DNA-MC C o m p le x  ( B . R a t i o  0 . 0 8 )
I I I  Denat.DNA-MC C o m p le x  ( B ; R a t i o  0 . 0 2 )
Me N a t i v e  DNA-MC C o m p l e x ( B . R a t i o  0 . 0 7 )

-j
cn



I z  3 H S i  1 % ? 10 it a

P l a t e  F I  : P o l y c r y l a m i d e  3 .5% -  S o n i c a t e d  
C a l f  Thymus  DNA-MC C o m p l e x e s  
( N a t i v e ) .

S l o t ________________D e s c r i p t i o n

3&5

2&4

N a t i v e  C a l f  Thymus DNA 
( C o n t r o l s  f o r  S l o t s  2 & 4 ) . 

S o n i c .  DNA-MC C o m p le x  ( B . R a t i o 0 . 0 8 ) .

8 &1 Q

7&9

N a t i v e  C a l f  Thymus DNA 
( C o n t r o l s  f o r  S l o t s  7 & 9 ) . 
S o n i c .  DNA-MC C o m p l e x  ( B . R a t i o 0 . 2 3 )  .

1

6

A r e p e a t  o f  s l o t  7&9 r u n s  u s i n g  2X 
t h e  N o r m a l  DNA C o n c e n t r a t i o n .  
f]_RF-j_ P h a g e  DNA R e s t r i c t i o n e d  b y  

E n d o  R Hae  I I I  E n z y m e .

P l a t e F2 : P o l y a c r y l a m i d e  3 .5% -  S o n i c a t e d  
C a l f  Thymus DNA-MC C o m p l e x e s  
( N a t i v e ) .

S l o t D e s c r i p t i o n

1&3 U n b o u n d  DNA C o n t r o l s  f o r  S l o t s 2&4.

2&4 S o n i c .  DNA-MC C o m p l e x  ( B . R a t i o 0 . 0 9 )  .

5&7 U n b o u n d  DNA C o n t r o l s  f o r  S l o t s 6 &8 .

6&8 S o n i c  DNA-MC C o m p le x  ( B . R a t i o 0 . 2 1 ) .

9&11 U n b o u n d  DNA C o n t r o l s  f o r  S l o t s 1 0 &1 2 .

10&12 S o n i c .  DNA-MC C o m p le x  ( B . R a t i o 0 . 0 4 )  .

-4



St 5  St S  <St a ( t  -2.

P l a t e  G1 : P o l y a c r y l a m i d e  (3 .5 % )  -  S o n i c a t e d  
DNA F r a c t i o a t e d  b y  S u c r o s e  G r a d i ­
e n t  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  S a m p l e s  
i n  S l o t s  11  t o  7 (F rom  l e f t ,  t o  
R i g h t )  a r e  DNAs i n  I n c r e a s i n g  M.W 
F r a c t i o n a t e d  One T e s t  T u b e  A p a r t  
V i a  a  P u n c t u r e d  P o l y a l l o m a r  T u b e .

S a m p l e s  i n  S l o t s  8 c ’ t o  5g  a r e  s i m  
i l a r  E x c e p t  t h i s  S e t  o f  F r a c t i o n s  
w as  f r o m  a  D u p l i c a t e  P r e p a r a t i v e  
C e n t r i f u g a t i o n .

P l a t e  G2 : -  P o l y a c r y l a m i d e  (3 .5% ) -  S o n i c ­
a t e d  C a l f  Thymus ( N a t i v e )  DNA- 
Compound A C o m p l e x e s .

S l o t _________________ D e s c r i p t i o n ____________________

5C U n b o u n d  C o n t r o l s  f o r  S l o t s  5

5 S o n i c ,  DNA-Compound A C o m p le x  
o f  B . R a t i o  0 . 0 9 *

6 c  U n b o u n d  C o n t r o l s  f o r  S l o t s  6

6 S o n i c .  DNA-Compound A C o m p le x  
o f  B . R a t i o  0 . 1 1 ,

2 c  U n b o u n d  C o n t r o l s  f o r  S l o t s  2

2 S o n i c .  DNA-Compound A C o m p le x
o f  B i n d i n g  R a t i o  0 .X 3



79

P l a t e  1 :

P l a t e  2 :

P l a t e  3:  
(a&b)

P l a t e  4 :  

P l a t e  5 :  

P l a t e  6 : 

P l a t e  7 :  

P l a t e  8 :

L e g e n d s  f o r  P l a t e s  1 - 8

U n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA { c o n t r o l ) .

*

U n s o n i c .  c a l f  t h y m u s  DNA t r e a t e d  w i t h  N a ^ S j O ^ .

U n s o n i c .  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x ,  b . r .  0 . 1

U n s o n i c .  c a l f *  t h y m u s  DNA + c a t a l a s e  + s u p e r ­

o x i d e  d i s m u t a s e .

U n s o n i c .  c a l f  t h y m u s  DNA + N a 2 S 20 4 + c a t a l a s e  + 

s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e .

U n s o n i c .  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x  ( b . r . “  0 , 1 ) .  -t* 

c a t a l a s e  + s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e .

S o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA ( c o n t r o l )

S o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x ,  b . r .  0 . 1



P l a t e  1 (Top) P l a t e  2 ( B o t t o m )



P l a t e s  3a&b



P l a t e  4 (Top) P l a t e  5 ( B o t t o m ) t



.■-V'Jriv^  rr

P l a t e  6



P l a t e  7

8 S l i * I » i8

m m m
s m s s m

P l a t e  8



T a b l e  1 - A .  M e l t i n g  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  S o n i c a t e d  C a l f  Thymus D N A - I l i t o m y c i n  C
C o m p l e x e s  i n  DSC B u f f e r

S a m p l e

C o n t r o l

R a t i o

* *
B i n d i n g  Tm C A Tm 'C  % H y p e r c h r c m -  % C r o s s l i n k e d  M e l t i n g ^  Z ^ M e l t i n g ^

6 8 . 5

x c i t y  

3 2 . 9

B r e a d t h  

1 8 . 0

B r e a d t h

C o m p l e x 0 . 2 0 7 5 . 8  7 . 3 3 0 . 7 4 3 . 1 3 1 . 0 1 3 . 0

C o m p l e x 0 . 1 0 7 5 . 2  6 . 7 3 3 . 1 3 7 . 4 2 8 . 5 1 0 . 5

C o m p l e x 0 . 0 6 7 2 . 5  4 . 0 3 4 . 3 3 3 . 9 2 3 . 0 5 . 0

C o m p l e x 0 . 0 4 7 1 . 0  2 . 5 3 6 . 7 3 5 . 5 2 9 . 0 11.0

C o m p l e x 0 . 0 2  * 6 8 . 5 -  0 . 0 3 5 . 6 2 1 . 9 2 1 . 0 3 . 0

C o n t r o l

C o m p l e x 0 . 0 4

6 9 . 0

7 0 . 0  1 . 0

3 3 . 0

2 9 . 2 3 9 . 6

1 1 . 5

1 7 . 0 5 . 5

C o m p l e x 0 . 1 2 7 0 . 5  1 . 5 3 1 . 0 4 3 . 1 1 8 . 5 7 . 0

* T h e s e  s a m p l e s  o f  DNA a n d  c o m p l e x e s  w e r e  s o n i c a t e d  a f t e r  t h e i r  f o r m a t i o n ,  s e e  a p p e n ­
d i x  3 .

** M e l t i n g  b r e a d t h  i s  t h e  t e m p e r a t u r e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  10% a n d  90% h y p e r c h r o m i c i t y  
f o r  a  DNA s a m p l e  (D ove  a n d  D a v i d s o n ,  19 62}

03
m



T a b l e  1 -B  M e l t i n g  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  U n s o n i c a t e d  C a l f  Thymus DNA-Mitomycin  C
C o m p lex e s  i n  DSC B u f f e r

S a m p l e

C o n t r o l

C o m p le x

C o m p l e x '

C o m p le x

C om plex

C o m p le x

C o m p le x

C o m p le x

C o m p le x

C o m p le x

B i n d i n g  Tm *0 ATra t  % H y p e rc h ro m -  % C r o s s l i n k e d  M e l t i n g  “c, ^ M e l t i n g  “ d.
i R a t i o

0 . 2 0

0 . 1 4

0 . 1 0

0 . 0 8

0 . 0 6

0 . 0 4

0 . 0 3

0 . 0 2

0 . 0 1

7 2 . 0

8 0 . 5  i 8 . 5

7 9 . 8  7 . 8

7 8 . 1  6 . 1

7 6 . 9  4 . 9

7 6 . 0  4 . 0

7 5 . 3  3 . 3

7 4 . 9  2 . 9

7 4 . 0  2 . 0

7 2 . 0  0 . 0

jL c i ty

3 9 . 3

3 4 . 5

3 4 . 6  

3 4 . 5

3 4 . 3

3 5 . 3  

3 6 . 1  

3 6 . 0

3 7 . 7

3 8 . 4

8 0 . 3

7 4 . 1

7 5 . 3

7 7 . 2

7 7 . 4  

8 9 . 9  

8 7 . 0

8 6 . 4

8 2 . 3

i B r e a d t h

1 1 . 5

2 5 . 5

2 5 . 5

2 3 . 5

2 2 . 5  

! 1 9 . 2

1 8 . 0
|
f

; 1 9 . 2

I

2 1 . 5

i
1 7 . 0

B r e a d t h

1 4 . 0

1 4 . 0

1 2 . 0  

1 1 . 0

7 . 7

6 . 5

7 . 7  

1 0 . 0

5 . 5

00
ON



T a b l e  2..

S a m p l e

C o n t r o l

C o m p l e x

C o m p l e x

C o m p l e x

C o m p l e x

C o m p l e x

C o m p l e x

C o m p l e x

M e l t i n g  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  U n s o n i c a t e d  E . C o l i  D N A -M ito m y c in  C
C o m p l e x e s  i n  DSC B u f f e r

B i n d i n g  T m 'c  A T m  t  % H y p e r c h r c m ~  % C r o s s l i n k e d  M e l t i n g  ^
R a t r o

0 . 2 0

0 . 1 6

0 . 0 6

0 . 0 5

0 . 0 3

0 . 02

0 .10

7 7 . 0

8 6 . 0  9 . 0

8 5 . 0  8 . 0

8 4 . 0  7 . 0

8 2 . 0  5 . 0

8 0 . 0  3 . 0

7 9 . 5  2 . 5

7 7 . 0  0 . 0

i c i t y  

34 . 0

3 2 . 5  

3 4 .  0

3 2 . 5  

3 1 . 3

3 4 . 5  

3 5 . 0

3 4 . 5

8 5 . 1

7 4 . 5  

7 3 . 9

8 5 . 2

7 2 . 1

9 6 . 5

7 7 . 2

B r e a d t h  

7 . 0

1 7 . 0

2 2 . 5

2 1 . 5

1 9 . 5

1 3 . 5  

10 . 0

7 . 5

A  M e l t i n g  
B r e a d t h

1 0 . 0

1 5 . 5

1 4 . 5

1 2 . 5

6 . 5  

3 . 0  

0 . 5



T a b l e  3 .  M e l t i n g  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  U n s o n i c a t e d  C a l f  Thymus D M A -M itom yc in  C
C o m p l e x e s  i n  ! 1 : 1  M e t h a n o l i D S C  B u f f e r .

S a m p l e

C o n t r o l

B i n d i n g
R a t i o

Tm c ^ T m  C % H y p e r c h r o m -  % C r o s s l i n k e d

5 6 . 0  -
5 8 . 0  -

l c x t y  

4 6 . 0  .

M e l t i n g  A  M e l t i n g  “c  
B r e a d t h  . B r e a d t h

1 3 . 0
( A v . )

C o m p l e x  <C. 0 . 0 0 5  5 8 . 0  0 . 0  4 3 . 5 1 6 . 2 12 . 0 - 1 . 0

C o m p l e x  <  0 . 0 0 5  5 6 . 0  0 . 0  4 2 . 4 3 7 . 7 1 3 . 5 0 . 5

C o m p l e x 0 . 0 1 5 6 . 5  0 . 5 4 4 . 1 8 4 . 6 1 5 . 5 2 . 5

C o m p l e x 0 . 0 2 5 6 . 5  0 . 5 4 3 . 1  * 9 7 . 7 1 7 . 0 4 . 0

C o m p l e x 0 . 0 5 5 7 . 5  1 . 5 4 6 . 3 9 6 . 7 1 6 . 0 . 0

C o m p l e x 0 . 0 8 5 7 . o  1 . 0 4 2 . 7 1 0 0 . 0 1 8 . 5 5 . 5

C o m p l e x 0 . 1 5 5 8 . 0  2 . 0 4 0 . 0 1 0 0 . 0 1 9 . 5 6 . 5

* % C r o s s l i n k e d  v a l u e s  r e p r e s e n t  c o r r e c t e d  v a l u e s  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  a b s o r p t i o n  i n  
t h e  260  nm r e g i o n  d u e  t o  b o u n d  d r u g .  S e e  a p p e n d i c e s  1&2 a n d  f i g . ' s  1 1 , 1 6 , 1 7 &1S



T a b l e  4 .  O b s e r v e d  an d  C o r r e c t e d  M e l t i n g  T e m p e r a t u r e s  f o r  a  S e r i e s  o f  S o n i c a t e d
a n d  U n s o n i c a t e d  C a l f  T h y m u s •DNA-MC C o m p l e x e s  i n  DSC B u f f e r

F r a c t i o n F r a c t i o n
1 f c  1

S o n i c a t e d C r o s s - N o n - C r o s s - T o b s . U n s o n i c a t e d
V rt X ■

F r a c t i o n O b s e r v e d  Tm
DNA l i n k e d l i n k e d

/“■ *

m (
DNA C r o s s - o f

S a m p l e s C . 1 .  | n - c . 1 . £I
S a m p l e s l i n k e d U n s o n i c .  DNA

C o n t r o l
DNA

- - o I 
6 8 . 5  C ; - 7 2 . 0 * 0

C o m p l e x . 5 8 . 4 2 VI * CO
6

O C o m p l e x 1 8 0 , 5  °C

b . r . =  . 2 0 b . r . =  . 2 0

C o m p l e x . 5 3 . 4 7 7 5 . 2 ° C C o m p l e x 1 7 8 . 1°C

b . r . =  . 1 0 b . r . =  . 1 0

C o m p l e x .4 9 . 5 1 7 2 . 5°C C o m p l e x 1 7 6 . 0  CC

b . r . =  . 0 6 b . r . =  .06'

C o m p l e x . 5 0 . 5 0 7 1 . 0  °C 1 C o m p l e x 1 7 4 . 9  °C

b . r . =  . 0 4
i

i .

b . r . =  . 0 4

00
\o



T a b l e  6 . R e l a t i v e  I n t r i n s i c  V i s c o s i t i e s  *J o f  V a r i o u s
D N A -M i to m y c in  C C o m p l e x e s  i n  DSC a n d  EDTA (9X10 M)

{ ...........
S a m p l e s  a n d  D e s c r i p t i o n s  B i n d i n g  R e l a t i v e  L"7Z] *
 _________________________  R a t i o _______ (n l5 am p le / j> ? , ]  C o n t r o l■ ■■■"■ . ---- —------ --- ---------------------------------
U n s o n i c a t e d  C a l f  Thymus
D N A - M i to m y c in  C C o m p l e x 0 . 02 1 . 0 0

fl 0 . 0 7 0 . 8 5

II 0 . 0 9 0 . 8 1

II 0 . 1 0 0 . 7 9

M 0 . 3 2 0 . 7 7

U n s o n i c a t e d  E . C o l i  
D N A -M i to m y c in  c  C o m p l e x 0 . 0 8 0 . 9 2

II 0 . 1 8 0 . 4 5

S o n i c a t e d  C a l f  Thym us  
I-'?!A~Mitorc\yc\'Lri C C o m p l e x 0 . 1 3 . 1 . 5 7

-

ii 0 . 1 0 1 . 3 7

■I 0 . 0 7 1 , 3 1

S o n i c a t e d  C a l f  Thym us  
DNA-Compound A C o m p l e x 0 . 1 1 1 . 4 0

IT 0 . 0 6 1 . 3 1
*U n s o n i c a t e d  DNA + N a 2 S 2 0 4  

C a l f  Thym us
— 1 . 0 0

U n s o n i c a t e d  DNA (C .T h y m u s )  
+ N a 2 S 2 C>4 + C a t a l a s e

U n s o n i c a t e d  C a l f  Thymus 
D N A - M i to m y c in  C o m p le x

**
U n s o n i c a t e d  C .T h y m u s  

__ DNA-MC C o m p l e x  + C a t a l a s e

0 . 1 0  

0 . 1 0

0 . 9 8

0 . 8 8

0 . 8 5

-

* -  V i s c o m e t r i c  s t u d i e s  o f  u n s o n i c a t e d  C a l f  Thym us  DNA w i t h  
o r  w i t h o u t  N a2 S 2 0 ^ show  n o  c h a n g e  ( L a R u s s o  e t  a d , ,  1 9 7 8 ) .

* * -  A l l  DNA-MC C o m p l e x e s  a r e  f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
N a 2 S 2°4 *



T a b l e  7 .  V i s c o s i t y  M e a s u r e m e n t s  ( i n  t r i p l i c a t e )  a n d
P r e c i s i o n  f o r  S a m p l e s  o f  C .T h y m u s  & P n e u m o c o c c a l  
N a t i v e  DNA. ' ~ ................

i *
S a m p l e  I n t r i n s i c  . Mean A v e r a g e  P e r c e n t a g e  A v e r a g e
___________ i V i s c o s i t y  V a l u e  | D e v i a t i o n ,  D e v i a t i o n  ( P r e c i s i o n )

C a l f  Thymus
U n s o n i c a t e d  4 6 . 9  4 4 . 0  ^ 1 , 9  4 .3%
DNA
( S a m p l e - 1 )  ... .  ........................

4 2 . 7

4 2 . 5

C a l f  Thymus
U n s o n i c a t e d  4 6 . 6  4 4 . 5  ^ 1 . 4  -3.2%
DNA
. ( S a m p l e  - 2 )

4 4 . 6

4 2 . 4  " " "

P n e u m o c o c c a l
O n s o n i c a t e d  7 0 . 6  6 9 . 3  - 0 . 9  1 .3%
DNA

6 9 . 0

6 8 . 2

* - * I I . .1____ .. ........... .........
* -  T h e  m e t h o d  o f  S k o o g  a n d  W e s t  (19  65)  i s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  

t h e  p r e c i s i o n .
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T a b l e  8 . S e d i m e n t a t i o n  M e a s u r e m e n t s  a n d  C h a r a c t e r i s t i c s  
f o r  N a t i v e  D N A -M i to m y c in  C C o m p l e x e s .

* *

S a m p l e

U n s o n i c a t e d  
C a l f  Thymus 
DNA

B i n d i n g  F i g ,  
R a t i o  #

33

T im e
Run

9 . 5  
h r s .

A v .  D i s t .  M.W. S e d i m e n t ,
S e d i m e n t e d  ( D a l t o n s ) C o e f f i c .

^ +■ +'+ 
1 . 2 0 * .  05 cm 5 . 4 X 1 0 6- 15-. 0 S

U n s o n i c a t e d  
C .T h y m u s  DNA- 0 . 1 0  
MC C o m p l e x

33 1 . 7 0 * . 0 5  cm 2 1 . 2  S

U n s o n i c a t e d  
C . Thym us  DNA- 
MC C o m p l e x

T r i p l i c a t e  Run 
o f  C .  Thymus 
U n s o n i c . DNA

0 . 0 5 33 1 . 4 0 * . 0 5  cm

31 1 7 . 0  2 . 1 0 * . 0 5  cm

1 7 . 5  S

1 5 . 0  S

U i - L a b e l e d  
P n e u m o c o c c u s  
U n s o n i c .  DNA

31 1 7 . 0  2 . 6 0 * . 0 5  cm 1 0 . 0 X 1 0 6 1 8 . 6  S

S o n i c a t e d  
C a l f  Thymus 
DNA

32 9 3 . 7  5 . 9 0 * . 0 5  cm 3 . 8 X 1 0 ? 7 , 6  S

S o n i c a t e d  
C a l f  Thymus 
DNA-MC C o m p l e x

0.11

S o n i c a t e d
C a l f  Thym us  0 . 05 
DNA-MC C o m p l e x

32 9 3 . 7  6 . 1 0 * . 0 5  cm

32 9 3 . 7  6 . 0 0 * . 0 5  cm

7 . 9  S

7 , 7  S

Maximum % A v e ra g e  D e v i a t i o n  ( P r e c i s i o n )  f o u n d  a m o n g s t  s a m p l e s  
w a s  3 . 5 % .  P r e c i s i o n  f o r  C .T h y m u s  w a s  1 . 4 % ,  b u t  n e v e r t h e l e s s  
- . 0 5  cm w a s  u s e d  t o  e x p r e s s  w i d e s t  p o s s i b l e  d e v i a t i o n .

* * ~  S e e  f o o t n o t e  7 .  + -  M.W. c a l c u l a t e d  b y  Z i m m - C r o t h e r s  m o d i ­
f i c a t i o n  (Zimm a n d  C r o t h e r s ,  1 9 6 5 )  o f  M a n d e l k o r n - F l o r y  E q .  
a n d  u s e  o f  t h e  Cox  ( 1 9 6 0 )  E q .  f o r  M.W. c o r r e c t i o n s  d u e  t o  

; . d i f f e r e n c e s  i n  s a l t  c o n c .  i -  M.W< c a l c u l a t e d  b y  t h e
E i g n e r  a n d  D o t y  ( 1 9 6 5 )  E q .

++ O b t a i n e d  t h r o u g h  e x t r a p o l a t i o n  u s i n g  p l o t s  d i s p l a y i n g  t h e
v a r i a t i o n  o f  ( S )  a n d  (y i !  w i t h  c o u n t e r i o n  c o n c .  ( E i g n e r  a n d  D o t y ,  
1 9 6 5 )  a n d  a l s o  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  s h o w n  i n  f o o t n o t e  7 .



T a b l e  9 .  A c t u a l  a n d  E x p e c t e d  D i s t a n c e s  o f  S e d i m e n t a t i o n
f o r  N a t i v e  C a l f  Thymus D N A -M ito m y c in  C C o m p l e x e s ,

S a m p l e  B i n d i n g
^ ~ R a t i o

U n s o n i c .
C . Thymus 
DNA

U n s o n i c .  0 . 1 0
C . Thymus 
DNA-MC

U n s o n i c .
C . Thymus 0 . 0 5
DNA-MC

(A) *
A c t u a l  D i s t .  % 
S e d i m e n t e d  _ C h a n g e

1 . 2 0 * . 0 5  cm 0

1 . 7 0 * . 0 5  cm 4 1 . 7

1 . 4 0 * . 0 5  cm 1 6 . 7

(B)
E x p e c t e d  (A -  B)
D i s t .  S e d ' m t .  cni

1 . 2 0 * . 0 5  cm 0

1 . 2 0 * . 0 5  cm 0 . 5 0 * . 0 5

1 . 2 0 * . 0 5  cm 0 . 2 0 * . 0 5

S o n i c a t e d
C .T h y m u s  -  5 . 9 0 * . 0 5  cm 0 5 . 9 0 * . 0 5  cm 0
DNA

S o n i c a t e d
C .T h y m u s  0 . 1 1  6 . 1 0 * . 0 5  cm 3 . 4  6 . 1 0 * . 0 5  cm 0
DNA-MC

S o n i c a t e d
C .Thyim is  ' 0 . 0 5  6 . 0 0 * .  05 cm 1 . 7  6 . 0 0 * .  05 cm 0
DNA-MC

(A) -  D a t a  o b t a i n e d  f r o m  T a b l e  8 .
(B) -  E x p e c t e d  d i s t a n c e  s e d i m e n t e d ,  a f t e r  c o r r e c t i o n  f o r  M.W.

i n c r e a s e  d u e  t o  b o u n d  d r u g  i n  DNA-MC c o m p l e x e s .  The 
f a c t o r s  o f  1 . 1 0  a n d  1 . 0 5  w e r e  u s e d  ( r e s p e c t i v e l y  f o r  
b i n d i n g  r a t i o s  0 . 1 0  a n d  0 . 0 5 )  f o r  c o r r e c t i o n . (b y  m u l t ­
i p l y i n g  t h e  M:W; o f  c o n t r o l  b y  t h e s e  v a l u e s  o n e  o b t a i n s  
t h e  e x p e c t e d  d i s t .  o f  s e d i m e n t ,  when  u s i n g  t h e  a p p r o p r i ­
a t e  e q u a t i o n  ( s e e  f o o t n o t e  7)

(A -  B ) -  I s  t h e  i n c r e a s e  i n  d i s t a n c e  s e d i m e n t e d ,  r e l a t i v e  t o  
c o n t r o l ,  n o t  d u e  t o  b o u n d  d r u g .

* -  I s  t h e  p e r c e n t a g e  i n c r e a s e  o f  t h e  c o n t r o l  d i s t a n c e  s e d i ­
m e n t e d  b y  t h e  c o m p l e x :

A
D -  D i s t a n c e  S e d i m e n t e d  %Change = C o m d e x ' ! ) -  C o n t r o l D . , ,  nn

• C o n t r o l D  X i 0 °



9 4

T a b l e  1 0 .  T h e  E l e c t r o p h o r e t i c  M o b i l i t i e s  A c c o r d i n g  t o  
B i n d i n g  R a t i o  f o r  C a l f  Thym us  DNA C o m p l e x e s .

S a m p l e s  a n d  D e s c r i p t i o n  B i n d i n g  R e l a t i v e  E l e c t r o p h o r e t i c
R a t i o  M o b i l i t y  * * *

U n s o n i c a t e d  N a t i v e  C a l f  
Thymus DNA-MC C o m p le x

0 . 0 1 0 . 9 2 ■- 4- . 0 2

II 0 . 0 2 0 . 8 6 ± . 0 2

11 0 . 0 5 0 . 4 7 ± . 0 2

II 0 . 0 8 0 . 4 2 ± . 0 2

II 0 . 1 5 0 . 2 6 + . 0 2

II . 0 . 1 6 0 , 2 0 ± . 0 2

II 0 .  31 0 . 1 8 ± . 02

U n s o n i c .  C .T h y m u s  N a t i v e  
D M A - E th id iu m  Comp 1 e x 0 . 0 4 0 . 9 0 + . 0 2

II 0 . 2 2 0 . 7 5 ± . 0 2

^ S o n i c a t e d  N a t i v e  C a l f  
Thymus DNA-MC C o m p le x

0 . 0 4 0 . 9 0 + . 0 2

IP 0 . 0 8 0 . 7 5 4; . 0 2

11 0 . 2 3 0 . 6 3 0. . 0 2

S o n i c .  C a l f  Thym us  N a t i v e  
DNA-Compound A C o m p le x

0 . 0 4 1 . 0 0 + . 0 2

ft 0 . 1 1 1 . 0 0 ± . 0 2

II 0 . 2 3 0 . 9 8 + . 0 2

U n s o n i c .  C ,T h y m u s  N a t i v e  
DNA t r e a t e d  w i t h  N a 2S 2 0 ^- 
U n s o n i c a t e d  N a t i v e  
C .T h y m u s  DNA-MC C o m p le x * 0 . 0 9

. . . . . ... 1

1 . 0 0

0 . 5 6

+ ’ 

+

. 0 2

. 0 2

* -  M o l e c u l a r  w e i g h t  o f  DNA i n  t h i s  c o m p l e x  w as  a p p r o x i m a t e l y , 
a s  a s s e s s e d  t h r o u g h  e l e c t r o p h o r e t i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  M .W , ,  
1X10® d a l t o n s .

* * -  M o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  s o n i c .  DNA u s e d  h e r e  was*—'4 X 1 0  . 
* * * _  The  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  c o m p l e x ‘d i v i d e d  b y  t h a t  

o f  t h e  c o n t r o l .
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DISCUSSION

P a r t  I :  T h e r m a l  S t a b i l i t y ,  V i s c o s i t y ,  R a t e  o f  S e d i m e n t a t i o n ,  

a n d  F l o w  D i c h r o i s m  o f  DNA-MC C o m p l e x e s .

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

l i n k s : I n c r e a s e d  Tms  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f

c o n t r o l  DNA h a v e  b e e n  f o u n d  p r e v i o u s l y  ( T o m a s z  e t  a _ l . , 1 9 7 4 )  

a n d  w e r e  o n  t h e o r e t i c a l  g r o u n d s  ( C r o t h e r s  a n d  Zimin, 1 9 6 5 )  a l ­

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

N o c l e a r - c u t  e x p e r i m e n t a l  p r o o f  e x i s t s ,  h o w e v e r  f o r  t h i s  h y ­

p o t h e s i s .  I n  o r d e r  t o  t e s t  i t ,  a n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  f i n d  a n  

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

a n d  t h e  o b s e r v e d  Tm o f  DNA-MC c o m p l e x e s . No s u c h  c o r r e l a t i o n  i n  

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

i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  m o s t  c r o s s l i n k  s y s t e m s .  T h e s e  d i f f i c u l t i e s  

a r e :  ( a )  c r o s s l i n k i n g  a g e n t s  ( e . g .  UV, b i f u n c t i o n a l  m u s t a r d s ,

n i t r o u s  a c i d ,  l o w  pH ,  e t c . )  u s u a l l y  i n d u c e  a d d i t i o n a l  " m o n o ­

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

a l o n e ,  (b )  q u a n t i t a t i v e  a s s a y  o f  c r o s s l i n k s  i s  f e a s i b l e  o n l y  

a t  e x t r e m e l y  l o w  c r o s s l i n k s / b a s e  p a i r  r a t i o s .  T h e  r e a s o n  f o r  

t h i s  i s  t h e  f o l l o w i n g :  A l l  k n o w n  a s s a y s  o f  c r o s s l i n k e d  DNA 

a r e  b a s e d  o n  t h e  e x t e n t  o f  s p o n t a n e o u s  r e n a t u r a t i o n  o f  d e n a ­

t u r e d  DNA. ( G e i d u s c h e k  ( 1 9 6 1 )  e x p l a i n s  t h i s  r e n a t u r a t i o n  a s  

. b e i n g  d u e  t o  a  b i f u n c t i o n a l  c o v a l e n t  b o n d i n g  ( c r o s s l i n k i n g )  

b e t w e e n  t h e  c o m p l e m e n t a r y  c h a i n s  o f  DNA. As a  r e s u l t  o f  t h i s ,  

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

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



n e c t e d  a n d  p r o x i m a l  t o  t h e  b i f u n c t i o n a l  l i n k  ( c r o s s l i n k )

a r e  c o n s t r a i n e d  t o  r e m a i n  i n  a  s m a l l  v o l u m e  z o n e .  O n c e  t h e

c o n d i t i o n s  b e c o m e  t h e r m o d y n a m i c a l l y  f a v o r a b l e  ( c o o l i n g )
*

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

o f  c o m p l e m e n t a r y  DNA s t r a n d s ) ’ t h o s e  n u c l e o t i d e s  w h i c h  w e r e  

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

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

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

d o u b l e  h e l i x  i s  p o s s i b l e  ( s e e  t a b l e s  1 , 2 , 3 ,  a n d  f i g u r e s  3 

a n d  1 1 ) . )  I n  v i e w  o f  t h i s  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  

a v e r a g e  n u m b e r  o f  c r o s s l i n k s  p e r  DNA m o l e c u l e  (m) i s  u s u a l ­

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

m = I n —i -----
P0

w h e r e  PQ = 1 -  ( f r a c t i o n  o f  c r o s s l i n k e d  DNA). T h e  f r a c t i o n  o f  

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

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

( i . e .  c r o s s l i n k e d )  f r a c t i o n  b y  v a r i o u s  m e t h o d s  ( I y e r  a n d  

S z y b a l s k i ,  1 9 6 3 ) .  I n  t h i s  w o r k  t h e  m e l t i n g  c u r v e  r e v e r s i b i l ­

i t y  m e t h o d  w a s  u s e d  ( s e e . m e t h o d s , p . 10 ) . As a n  e x a m p l e  o f  a n  

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

c u r v e  o f  a  c r o s s l i n k e d  DNA-MC c o m p l e x  s h o w s  80% r e v e r s i b i l i t y  

c o m p a r e d  t o  0% r e v e r s i b i l i t y  o f  c o n t r o l  DNA. T h u s  t h e  n u m b e r  

o f  c r o s s l i n k s  p e r  DNA m o l e c u l e  (m) i s :



a n d  t h e  n u m b e r  o f  c r o s s l i n k s  p e r  b a s e  p a i r  ( a p p r o x .  M.W. o f  

65 4) o f  DNA ( a v e r a g e  M.W, = 1 0 6 ) i s

1.61
1 0 6/ 654

- 6
= 1 . 6 1  X 654  X 10 = 0 . 0 0 1

o r  r e c i p r o c a l l y ,  o n e  c r o s s l i n k  p e r  1 0 0 0  b a s e  p a i r s .

T h i s  e x a m p l e  d e m o n s t r a t e s  t h a t ? e v e n  a t  t h i s  l o w  l e v e l  

o f  c r o s s l i n k a g e ; 80% o f  t h e  DNA p o p u l a t i o n  i s  c r o s s l i n k e d .  

O nce  t h e  e n t i r e  DNA p o p u l a t i o n  i s  c r o s s l i n k e d  (100%; m in im um  

o f  o n e  c r o s s l i n k  p e r  e a c h  DNA m o l e c u l e ) ^  a n  u p p e r  l i m i t  i n  

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

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

i n  t h e  n u m b e r  o f  c r o s s l i n k s .  I t  i s  a l s o  o b v i o u s  t h a t  t h i s  

l i m i t  i s  e x t e n d e d  h i g h e r ,  o n  a  c r o s s l i n k / b a s e  p a i r  b a s i s ,  

i f  t h e  M.W. o f  t h e  DNA i s  l o w e r .  T h i s  i s  e a s i l y  u n d e r s t o o d

f r o m  t h e  f o l l o w i n g  d i a g r a m : (B) : Low M.W. DNA

(A) : H i g h  M.W. 
• DNA

100% R e v e r s e dD e n a ­
t u r e d

(A) a n d  (B) a r e  i d e n t i c a l  a m o u n t s  o f  DNA c o n t a i n i n g  o n e  

c r o s s l i n k  p e r  t h a t  a m o u n t .  S i n c e  t h e  a v e r a g e  M.W. o f  DNA 

i n  (A) i s  t w i c e  t h a t  i n  ( B ) , o n e  c r o s s l i n k  i n  (A) g i v e s  

100% c r o s s l i n k e d  DNA, w h i l e  o n e  c r o s s l i n k  i n  (B) g i v e s  o n ­

l y  50% c r o s s l i n k e d  DNA.
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T h e  d i f f i c u l t i e s  d e s c r i b e d  s o  f a r  i n '  t h e '  s t u d y  o f  c r o s s -  

l i n k i n g  ( e . g .  i n h e r e n t  d i f f i c u l t i e s  d e s c r i b e d  i n  ( a )  a n d  (b) 

i n  t h e  p r e c e d i n g  p a g e s )  a r e  a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m i t o m y c i n -  

i n d u c e d  c r o s s l i n k s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  m o n o f u n c t i o n a l  " d a m a g e "  

( i . e .  b i n d i n g )  i s  1 0 - 2 0  f o l d  m o r e  f r e q u e n t  t h a n  t h e  c r o s s l i n k s  

( s e e  i n t r o d u c t i o n ) .  N e v e r t h e l e s s ,  b y  a  new m e t h o d  o f  a n a l y s i s ,  

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

a l o n e ,  a s  f o l l o w s :  I n  o r d e r  t o  t e s t  w h e t h e r  a  c o r r e l a t i o n  b e ­

t w e e n  Tm a n d  c r o s s l i n k s  e x i s t ,  Tms o f  s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x ­

e s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  Tms  o f  u n s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s .  T h e  

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

T h e s e  r e s u l t s  a r e  s h e w n  i n  t a b l e  4 .  T he  m e a s u r e d  Tj|t i s  o b v i o u s ­

l y  a  c o m p o s i t e  o f  Tms  o f  t h e  c r o s s l i n k e d  a n d  n o n - c r o s s l i n k e d

m o l e c u l e s  i n  t h e  s o n i c a t e d  DNA c a s e  . . and  i t  i s  t h e  T o f  t h e
r  m

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

(100% c r o s s l i n k e d ) . We a r g u e d  t h a t  i f  t h e  h i g h e r  Tm o f  t h e  

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

r e c t i o n  o f  t h e  Tm o f  t h e  f o r m e r  s o n i c a t e d  c o m p l e x  f o r  i t s  n o n -  

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

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

p l e x .  T h e  b a s i c  f o r m u l a  f o r  t h i s  c o r r e c t i o n  i s

X T, c o n t r o l \  _ m o b s ,  
m '  m

a n d ,  c o n s e q u e n t l y , To b s . 
m
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( , j , c . l .  j ŝ t ^ e hypothetical Tm of the crosslinked population,
Tobs. the observed T„, >r5'ontro-1- is the T_ of control soni- m m' m ni
cated DNA, f , is the fraction of the total DNA crosslinked, c . l .
and f„ „ , is the fraction of total DNA non-crosslinked.) If n - c . 1 .
we apply this, for example, to the complex of binding ratio 
0,2 (table 4) we obtain

Tc . l .  _ 7 5 . 8  - ( 0 . 4 2 X 6 8 . 5 )  „ 81 .1 °C
m  ■ ' —  —  -

0 .58

This is indeed very close to the Tm of the corresponding unson-
icated (100% crosslmked) complex (Tm = 80.5 C) . These Tjjj *■
values were calculated for each of the sonicated complexes in
table 4 and are shown in the column "corrected T " . It is clearm
that the agreement between these and the observed Tm of the 
non-crosslinked complexes is excellent in most cases. These re­
sults suggest that the original assumption, namely that the cross­
links are the cause of the Tm increase is valid. This is said despite 
the fact that the formula for the correction (p.98) does not take in­
to account the crosslinking density of a heterogeneous population of"'- 
DNA molecules where the relationship between the fraction of mole­
cules containing no crosslinks and the weight fraction of reversible 
DNA can become less direct (Geiduschek, 1964). Nevertheless, the origi­
nal assumption that the crosslinks are responsible for the increase of
T„ o f  DNA i s  m a in t a in e d  ’’s i n c e  th e  number o f  s i t e s  i n  each  m o le c u le  m
(DNA) available for crosslinking must be very large” (Geiduschek, 1964).

An additional and independent support for crosslinking as 
the cause of comes from the thermal behavior of DNA complex­
es of the monofunctional MC derivative "compound A". Compound A 
binds to DNA but is unable to crosslink it (Tomasz et al. , 1974).
The finding that there is no increase of Tm of these complexes 
(figure 7 and 8) is consistent with the conclusion that the 
Tm increase is the consequence of the crosslinks.
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T h e  c r o s s l i n k i n g  o f  DNA b y  m i t o m y c i n  C p r o b a b l y  . p l a y s  a  m a j o r  

r o l e  i n  t h e  b r o a d e n i n g  o f  t h e  m e l t i n g  t r a n s i t i o n  o f  t h e  DNA-MC 

c o m p l e x e s : ' P a r a l l e l i n g  t h e  Tm i n c r e a s e  f o r  t h e  DNA-MC c o m p l e x  

i s  t h e  f i n d i n g ,  o b t a i n e d  h e r e  ( s e e  f i g u r e s  6 a n d  7) a n d  e l s e ­

w h e r e  ( C o h e n  a n d  C r o t h e r s ,  1970)^ o f  a  b r o a d e n i n g  i n  t h e  t r a n s ­

i t i o n  o f  m e l t i n g  ( t r a n s i t i o n a l  b r e a d t h ) . As t h e  p r o c e s s  o f  DNA 

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

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

t h e  h e l i x  t o  t h e  r a n d o m  c o i l  f o r m  ( v a n  H o l d e  1 9 7 1 ) ,  t h e n  a  b r o a d ­

e n i n g 4 i n  t h e  t r a n s i t i o n a l  b r e a d t h  c a n  b e  r e l a t e d  t o  a  n o n - c o -  

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

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

r e p o r t e d  ( S t e w a r t ,  1 9 6 8 )  f o r  s a m p l e s  o f  DNA b o u n d  w i t h  a c r i d i n e  

o r a n g e  ( a  k n o w n  i n t e r c a l a t o r  ( L e r m a n ,  19 6 4 ) }  a n d  i s  e x p l a i n e d  

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

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

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

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

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

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

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

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

t h i s  h o w e v e r ,  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  m i t o m y c i n  C c h r o m o p h o r e  t o  

DNA h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  c o v a l e n t  ( I y e r  a n d  S z y b a l s k i ,  1 9 6 3 )  

a n d  s t a b l e  t o  h e a t  ( S z y b a l s k i  a n d  I y e r ,  1 9 6 4 a ;  S z y b a l s k i  a n d  

I y e r ,  1 9 6 4 b )  a n d  t h u s  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  t r a n s i t i o n a l  b r e a d t h  

o f  t h e  DNA-MC c o m p l e x  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  b y  a  m e c h a n i s m  w h i c h  

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

t h e  n o n - c o o p e r a t i v i t y  i n  t h e  DNA s t r a n d  s e p a r a t i o n  p r o c e s s  f o r
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the DNA-MC complex stems from some other factor.
I n  t h e  a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  t h e  c a u s e  o f  t h i s  n o n - c o -  

o p e r a t i v i t y  i n  t h e  m e l t i n g  o f  DNA-MC c o m p l e x e s ,  i t  i s  e s s e n ­

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

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

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

a t i o n  o f  a l t e r n a t i n g  r e g i o n s  o f  h e l i x  a n d  c o i l  { B l o o m f i e l d ,  

C r o t h e r s ,  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .  W i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e s e  a l t e r ­

n a t i n g  i n t e r n a l  p o i n t s ,  a  p r o c e s s  o f  l o o p i n g  o r  r i n g - l i k e  f o r m ­

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

DNA ( C r o t h e r s  e t  a l . , 1 9 6 5 ) ,  ( t h e r e  i s  a  f r e e  e n e r g y  d e c r e a s e  

w h e n  p l a n a r  I f  e l e c t r o n  s y s t e m s  a r e  s t a c k e d  r a t h e r  t h a n  m o r e  

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

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

i t y  o r  s h a r p n e s s  ( s m a l l e r  t r a n s i t i o n a l  b r e a d t h )  i n  t h e  m e l t i n g  

p r o c e s s  o c c u r s  ( C r o t h e r s  e t  a JL . , 1 9 6 5 ) .  Low m o l e c u l a r  w e i g h t  

DNA ( s e v e r a l  h u n d r e d  t h o u s a n d  d a l t o n s  M.W.; t h e  s i z e  r a n g e  o f  

t h e  s o n i c a t e d  DNA u s e d  i n  t h e  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  s t u d i e s ) , 

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

a r a t i o n  f r o m  t h e  e n d s  o f  t h e  m o l e c u l e  ( C r o t h e r s  e t  a l . , 1 9 6 5 ) .  

T h i s  m e c h a n i s m  w h i c h  d e p e n d s  u p o n  t h e  i n c r e a s e d  i m p o r t a n c e  o f  

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

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

t e r i s t i c  o f  h i g h  M.W. ( u n s o n i c a t e d )  DNA, T h i s  t h e n  r e s u l t s  i n  

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

DNAs. The c o n t r a s t s  i n  t h e  s i z e  o f  t h e  t r a n s t i o n a l  b r e a d t h s -



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

a r e  sh o w n  i n  t a b l e  l ^ & k ) .

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

f o r  s t r a n d  s e p a r a t i o n ,  o n e  may p r o p o s e  t h a t  s i n c e  t h e  e f f i c i e n ­

c y  o f  s t r a n d  s e p a r a t i o n  s h a r p e n s  t h e  t r a n s i t i o n  o f  DNA, t h e n  i t  

a p p e a r s  t h a t  t h e  c r o s s l i n k s ,  i n  t h e i r  i n t e r f e r e n c e  o f  s t r a n d  

s e p a r a t i o n ,  p l a y  a  m a j o r  r o l e  i n  t h e  t r a n s i t i o n a l  b r o a d e n i n g  o f  

DNA {Cohen  a n d  C r o t h e r s ,  1 9 7 0 ) .  A s u p p o r t  f o r  t h i s  r e a s o n i n g  i s  

t h e  f a c t  t h a t  DNA-compound A c o m p l e x e s  c o n t a i n  n o  c r o s s l i n k s  

(Tomasz  e t  a l , , 1 9 7 4 )  a n d  n o  b r o a d e n i n g  i n  m e l t i n g  t r a n s i t i o n ,  

w h i l e  DNA-MC c o m p l e x e s  d i s p l a y  b o t h  o f  t h e s e  c h a r a c t e r i s t i c s .

(A f u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h i s  i s  r e l a t e d  a l s o  t o  t h e  f a c t  t h a t  

t h e  p o i n t  ( b i n d i n g  r a t i o  0 . 1 0 - 0 . 1 5 )  i n d i c a t i n g  t h e  l e v e l i n g  

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

DNA-MC c o m p l e x e s  ( f i g u r e s  6 a n d  7) c o i n c i d e s  w i t h  t h a t  p o i n t  

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

( f i g . 5 ) .  T h i s  c o n c u r r e n c e  s u g g e s t s ^ s t r o n g l y j a  common e l e m e n t  

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

Tm i n c r e a s e s . )  T he  f a c t ,  f u r t h e r m o r e ,  t h a t  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e  

m e l t i n g  b r e a d t h s  ( s e e  a p p e n d i x  5) a n d  A. m e l t i n g  b r e a d t h s ,  f o r  

t h e  s o n i c a t e d  a n d  u n s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s  e x i s t  d e s p i t e  

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

e n c e s  i n  t h e  m e c h a n i s m s  o f  m e l t i n g ,  a s  i n d i c a t e d  b y  w i d e  d i f -  ' 

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

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

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



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

DNA d u p l e x .  I t  c a n  t h e n  b e  s a i d  t h a t  t h e  t w o  d i f f e r e n t  m e c h ­

a n i s m s  ( e n d  m e l t i n g  o r  l o o p i n g )  o f  s t r a n d  s e p a r a t i o n  a r e  

" m a s k e d "  t h r o u g h  c r o s s l i n k a g e .  I n  o t h e r  w o r d s ,  a l t h o u g h  t h e  

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

l a r  w e i g h t  DMAs a r e  d i f f e r e n t ,  a s  e x p r e s s e d  b y  d i f f e r e n c e s  i n  

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

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

p l e x ,  a t  a n y  o n e  s p e c i f i e d  b i n d i n g  r a t i o ,  a n d  i t ' s  c o n t r o l ,  

i s  i n d e p e n d e n t ,  m o r e  o r  l e s s ,  o f  t h e  s i z e  ( e . g .  s o n i c a t e d  v s .  

u n s o n i c a t e d  DNA, s e e  t a b l e  1 )  o f  t h e  DNA.

D i f f e r e n c e s  i n  S om e  o f  t h e  M e l t i n g  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  DNA-MC 

C o m p l e x e s  i n  A q u e o u s  v s .  A q u e o u s - O r g a n i c  B u f f e r s .

T h e  m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  i n  m e t h a n o l - D S C  

b u f f e r  e x h i b i t  l o w e r e d  A T m a n d  A m e l t i n g  b r e a d t h s  ( A m . b . )  r e l a ­

t i v e  t o  t h o s e  p r o f i l e s  o b t a i n e d  f r o m  DSC a l o n e .  I t  i s  i n t e r e s t ­

i n g  t o  n o t e ,  h o w e v e r ,  t h a t  f o r  t h e  DNA-MC c o m p l e x e s ,  t h e  r a t i o s  

o f  A T m/ M n , b ,  i n  a q u e o u s  a n d  o r g a n i c  b u f f e r s  d i f f e r  s u b s t a n t i a l ­

l y  ( e . g .  c o m p a r i s o n s  ( s e e  t a b l e s  1 a n d  3 ) ,  f o r  i n s t a n c e ,  o f  a  

c o m p l e x  o f  b i n d i n g  r a t i o  0 , 1 5  s h o w s  a  A T ^ m . b .  , i n  a q u e o u s  

b u f f e r ,  o f c ; . 6  w h i l e  t h i s  s a m e  r a t i o  i n  m e t h a n o l - D S C  b u f f e r  i s  

o : . 3 ) .  F r o m  t h i s  d i f f e r e n c e ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  r i s e s  i n  Tm 

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

e n t  s o u r c e s ,  a n  a s s e r t i o n  t h a t  c o n t r a d i c t s  t h e  v i e w  t h a t  t h e  

c h a n g e  i n  t h e s e  t w o  v a r i a b l e s  o r i g i n a t e s  f r o m  t h e  c r o s s l i n k i n g



o f  DNA b y  m i t o m y c i n  C. S u p p o r t i n g  t h e  v i e w  t h a t  t h e s e  tw o  v a r i ­

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

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

g r e e n )  a r e  known t o  i n c r e a s e  t h e  o f  DNA s i g n i f i c a n t l y  w i t h ­

o u t  i n c r e a s i n g  i t s  b r e a d t h  o f  t r a n s i t i o n  ( L e P e c q  a n d  P a o l e t t i ,  

1 9 6 7 ;  Z immer et_ a l . , 1 9 7 1 ;  K r e y  a n d  H a h n ,  1 9 7 5 ) .  W i t h  r e g a r d  

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

t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  a b l e  t o  s t a b i l i z e  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o m p l e x ­

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

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

c o o p e r a t i v i t y  o f  DNA s t r a n d  s e p a r a t i o n ) . I t  i s  i m p o r t a n t  t o  

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

d i f f e r  s o m e w h a t  i n  t h e  e f f e c t s  t h e y  h a v e  on  DNA m e l t i n g .  F o r  

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

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

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

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

e f f i c i e n t s .  ( H e r s k o v i t s  e t  a l _ . , 1 9 6 1 ) )  t h e n  i t  i s  u n d e r s t o o d  

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

a n d  o r g a n i c  s y s t e m s  c a n n o t  b e  m ade  w i t h  an y  d e g r e e  o f  c e r t a i n ­

t y .



T h e  P o s s i b i l i t y  o f  I n t e r c a l a t i o n  a n d  t h e  V i s c o m e t r y  o f

D N A - M i t o m y c i n  C o m p l e x e s

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

i n g  b e h a v i o r  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  s h o w s  t h a t  t h e  c r o s s l i n k a g e  

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

Tm i n c r e a s e ,  o t h e r  m o d e s  o f  c h r o m o p h o r e  b i n d i n g ,  k n o w n  t o  i n ­

c r e a s e  t h e  Tm o f  DNA, d e s e r v e  b r i e f  c o n s i d e r a t i o n  i n  t h i s  d i s -  

c u s s i o n .  C o m p o u n d s  ( e . g .  e t h i d i u m  b r o m i d e  a n d  v a r i o u s  a r o m a t i c  

c a t i o n s )  k n ow n  t o  i n t e r c a l a t e  t h e  b a s e  p a i r s  o f  DNA ( L e P e c q  

a n d  P a o l e t t i ,  1 9 6 7 ;  G a b b a y  e t  a d . ,  1 9 7 3 )  f o r  i n s t a n c e ,  h a v e  

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

d e g r e e ;  e v e n  a s  h i g h  a s  2 5 - 3 0 ° C  ( L e r m a n ,  1 9 6 4 ;  G a b b a y  e t  a l . , 

1 9 7 3 ;  Z u n i n o  et_ a l _ . , 1 9 7 7 ;  L e P e c q  a n d  P a o l e t t i ,  1 9 6 7 ) ,  T h i s  i n ­

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

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

DNA. As e x p l a i n e d  b y  L e r m a n  ( 1 9 6 4 ) ,  t h e  i n c r e a s e  i n  Tm c o r r e s ­

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

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

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

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

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

a s  a  p o s s i b l e  i n t e r c a l a t i n g  a g e n t .

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

t h e  n a t u r e  o f  d r u g - D N A  i n t e r a c t i o n s .  V a r i a t i o n s  i n  t h e  v i s c o s i t y
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o f  DNA a r e  d u e  t o  c h a n g e s  i n  t h e  l e n g t h  a n d  f l e x i b i l i t y  c h a r ­

a c t e r i s t i c s  o f  t h e  DNA m o l e c u l e  ( L e r m a n ,  1 9 6 1 ;  L e r m a n ,  1964}  

a t t r i b u t e d  t o  t h e  v a r i o u s  w a y s  i n  w h i c h  c o m p o u n d s  may b i n d  

t o  t h e  h e l i x .  W i t h  a  l e n g t h e n i n g  a n d / o r  s t i f f e n i n g  o f  t h e  

DNA h e l i x ,  DNA s o l u t i o n s  e n c o u n t e r  a  g r e a t e r  r e s t r i c t i o n  t o  

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

- 1 9 6 1 ) .  T h e  n o n - i n t e r c a l a t i n g  a n t i b i o t i c s  d i s t a m y c i n  A a n d  n e -  

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

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

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

l i c a l  a x i s  ( Z i m m e r  e t  al_.  , 1 9 7 1 )  w h i c h  a l l o w s  f o r  a  s t i f f e n i n g  

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

b e t w e e n  t h e  b a s e  p a i r s  o f  DNA ( e . g .  e t h i d i u m  b r o m i d e  a n d  p r o ­

f l a v i n ,  ( L e r m a n ,  1 9 6 1 ) ,  i n c r e a s e  t h e  v i s c o s i t y  m a i n l y  b y  i n ­

c r e a s i n g  t h e  l e n g t h  o f  t h e  DNA m o l e c u l e  (D rum m ond  e jt  a l _ . , 1 9 6 6 )  . 

T h i s  i s  m a d e  p o s s i b l e  b y  a n  i n s e r t i o n  ( r e s u l t i n g  i n  s l i g h t  u n ­

w i n d i n g  o f  t h e  DNA. d o u b l e  h e l i x )  o f  t h e  i n t e r c a l a t i n g  a g e n t ’ s  

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

b a s e  p a i r s ;  a  c o n d i t i o n  w h i c h  t h e n  m a i n t a i n s  a d j a c e n t  b a s e  

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

a l  d i s t a n c e  a p a r t  ( L e r m a n ,  1 9 6 1 ) .

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

w e i g h t  d e c r e a s e s  a n d  a p p r o a c h e s  t h e  p e r s i s t e n c e  l e n g t h  ( a  

s i z e  p a r a m e t e r ,  0 . 8 - 3 . 3 X 1 0 ^  d a l t o n s ,  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  l i m ­

i t  o f  f l e x i b i l i t y  o f  DNA) o r  r o d - l i k e  s t a t e  o f  DNA ( B l o o m f i e l d ,  

C r o t h e r s  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .  I n  v i e w  o f  t h i s  c i r c u m s t a n c e ,  c h a n g e s



i n  v i s c o s i t y  o f  s h o r t  r o d - l i k e  DNA a r e  t h e  r e s u l t  o f  c h a n g e s  

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

b i l i t y  (G a b b ay  e t  aJL. , 1 9 7 3 )  . T h e r e f o r e  t h e  v i s c o s i t y  i n c r e a s ­

e s  o b s e r v e d  f o r  t h e  s o n i c a t e d  DNA-MC a n d  com p o u n d  A c o m p l e x e s  

( f i g s . 2 4 ,  2 5 ,  a n d  2 8 ) ^ u s i n g  DNA o f  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 , 0 0 0  d a l -  

t o n s  M . W . ^ a r e  e x p l a i n e d ,  i t  a p p e a r s ,  by  t h e  l e n g t h e n i n g  o f  t h e  

DNA h e l i x  o b t a i n e d  u p o n  i t s  r e a c t i o n  w i t h  m i t o m y c i n  C, T h i s  

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

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

t h i s  mode o f  b i n d i n g  i s  t h e  m o r e  l i k e l y ,  a n d  p r e v a l e n t  f o r m  o f  

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

l i x  a x i s  d i r e c t i o n  (G a b b ay  e t  al_. , 1 9 7 3 ;  K a p i c a k  a n d  G a b b a y ,

1 9 7 5 ) .  (T he  q u a l i t a t i v e  e f f e c t  o f  a  s m a l l  m o l e c u l e  o n  t h e  o b ­

s e r v e d  v i s c o s i t y  o f  a  DNA s o l u t i o n  i s  a  t e s t  f o r  s u b s t a n c e s  

t h a t  m i g h t  b e  i n t e r c a l a t o r s  ( L e r m a n ,  1 9 6 4 ) . )

T h e  e x t e n t  o f  t h e  v i s c o s i t y  i n c r e a s e  f o r  t h e  DNA-MC com­

p l e x e s  f i t s  i n t o  t h e  p a t t e r n  ( f i g . 30) o f  v i s c o s i t y  c h a n g e  d i s ­

p l a y e d  b y  a  v a r i e t y  o f  c o m p l e x e s  c o n t a i n i n g  i n t e r c a l a t e d . DNA®*,. 

I s  MC t h e r e f o r e  a n  i n t e r c a l a t o r ?  The  (jj a n o m e r  o f  a d r i a m y c i n  

h a s  b e e n  shown {Z u n i n o  e t  al_. , 1 9 7 7 )  n o t  t o  i n t e r c a l a t e  DNA 

( a t y p i c a l  s c a t c h a r d  p l o t s  ( M u l l e r  a n d  C r o t h e r s ,  1 9 7 5 )  a n d  

s i g m o i d a l  b i n d i n g  c u r v e s  ( B l a k e  a n d  P e a c o c k e ,  1 9 6 8 )  i n d i c a t e s  

a  c o o p e r a t i v e  o u t s i d e  b i n d i n g  p r o c e s s  f o r  t h i s  a n o m e r ) .  Y e t ,  

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

f i c a n t  v i s c o s i t y  i n c r e a s e s  ( Z u n i n o  e t  a l . , 1 9 7 7 )  ( s e e  f i g . 3 0 ) .  

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

o t h e r  e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e s j j e . g .  s e d i m e n t a t i o n ,  f l o w  d i -  

c h r o i s m ,  l i g h t  a n d  lo w  a n g l e  X - r a y  s c a t t e r i n g  e t c .  ( B l o o m f i e l d ,  

C r o t h e r s ,  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 )j, a r e  n e c e s s a r y  t o  c o n c l u s i v e l y  

show  t h e  p r e s e n c e  o f  i n t e r c a l a t i o n .  I n  v i e w  o f  t h i s ,  t h e r e f o r e ,  

no  d e f i n i t e  c o n c l u s i o n  c a n  b e  m ade  f r o m  t h e  v i s c o s i t y  r e s u l t s  

a s  t o  w h e t h e r  MC o r  i t s  a n a l o g  (c o m p o u n d  A) i n t e r c a l a t e s  DMA.

I n  r e c o g n i z i n g ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  i n c r e m e n t s  o f  v i s c o s i t y  i n ­

c r e a s e  f o r  b o t h  MG a n d  (A) c o m p l e x e s  a r e  s i m i l a r  ( s e e  f i g u r e s  

2 4 , 2 8  a n d  30) s u g g e s t s  s t r o n g l y  t h a t  i t  i s  t h e  m o n o f u n c t i o n a l  

b i n d i n g ,  o r  some f o r m  o f  i t ,  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  o b ­

s e r v e d  v i s c o s i t y  i n c r e a s e  ( c o m p o u n d  A i s  m o n o f u n c t i o n a l  i n  

b i n d i n g ) .

R a t e  o f  S e d i m e n t a t i o n  o f  S o n i c a t e d  DMA

I n  o r d e r  t o  p r o b e  f u r t h e r  i n t o  t h e  q u e s t i o n  o f  p o s s i b l e  

i n t e r c a l a t i o n ,  a n o t h e r  p r o p e r t y  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  w a s  i n v e s ­

t i g a t e d ;  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  V a r i a t i o n s  i n  t h e  l e n g t h  

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

d r o d y n a m i c  v o l u m e  ( L e r m a n ,  1 9 6 1 ) ;  a  c h a r a c t e r i s t i c  w h i c h  i n  

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

( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s ,  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .  H o w e v e r ,  f o r  DNA 

s a m p l e s  t h a t  a r e  r o d - l i k e  ( e . g .  s o n i c a t e d  DNA) a  p o s s i b l e  i n ­

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

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

i n t e r p r e t e d  i n  t e r m s  o f  t h e  d i m e n s i o n s  o f  t h e  r o d .  I n  r e g a r d  t o  

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

DNA i s  a s s u m e d  n o t  t o  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y  ( C o h e n  a n d  E i s e n b e r g ,  

1 9 6 9 ) ,  a s  i n  t h e  c a s e  o f  a c r i d i n e  i n t e r c a l a t i o n  ( L e r m a n ,  1 9 6 1 ) ,  

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

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

l e n g t h  ( m a j o r  a x i s ) . F o r  c o m p o u n d s  t h a t  i n t e r c a l a t e  i n  DNA, a n  

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

l i c a l  u n w i n d i n g  ( W a r i n g ,  1 9 7 0 )  m a d e  p o s s i b l e  b y  t h e  t e n d e n c y  

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

b a s e  p a i r s .  As a  r e s u l t  o f  t h i s  l i n e a r  e x p a n s i o n  o f  t h e  h e l i x ,  

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

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

c r e a s e  i n  i t s  c o e f f i c i e n t ,  o f  s e d i m e n t a t i o n  ( s e e  a p p e n d i x  8 ) .  As 

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

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s  c o m ­

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

o f  DNA d u e  t o  b o u n d  d r u g ;  s e e  t a b l e  9 ) .  F ro m  t h i s  a b s e n c e  o f  

c h a n g e  i n  t h e  c o e f f i c i e n t s  o f  s e d i m e n t a t i o n ,  o n e  may i m m e d i a t e ­

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

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

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

i n g  t o  t h e  i n t e r c a l a t o r  u s e d  ( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s ,  a n d  T i n o c o ,  

1 9 74)^  a n d  t h a t  w h e n  t h e s e  d e c r e a s e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  f r a c ­

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

f o r  b i n d i n g  r a t i o s  o f  0 . 1 0 , f o r  e x a m p l e ,  f r o m  0 , 8  8 ( p r o f l a v i n ;  

W a r i n g ,  1 9 7 0 )  t o  0 . 9 7  ( a c t i n o m y c i n ;  M u l l e r  a n d  C r o t h e r s ,  1 9 6 8 ) .
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0 . 8 8  a n d  0 . 9 7  r e p r e s e n t ,  r e s p e c t i v e l y ,  a  12% a n d  3% d i f f e r e n c e  

i n  t h e  c o e f f i c i e n t s  o f  s e d i m e n t a t i o n ,  o r  a  12% a n d  3% d i f f e r ­

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

t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  s e d i m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  c o n t a i n  a n  i n h e r ­

e n t  maximum a v e r a g e . d e v i a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 .5%  ( s e e  r e ­

s u l t s )  n o  o n e  c a n  t h e n  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y ,  w i t h  a b s o l u t e  

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

i s  t a k i n g  p l a c e  i n  DNA-MC c o m p l e x e s .

F l o w  D i c h r o i s m  o f  DNA-MC C o m p l e x e s  „

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

d r u g - D N A  c o m p l e x e s  h a s  b e e n  u s e d  s u c c e s s f u l l y  b y  v a r i o u s  i n ­

v e s t i g a t o r s .  T h e  DNA h e l i x ,  w h e n  o r i e n t e d  b y  f l o w  i n  a  s h e a r  

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

m a x i m a l l y  s i n c e  t h e  e l e c t r o n i c  t r a n s t i o n  m o m e n t s  i n  ' t h e  b a s e s  

a r e  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  h e l i x  a x i s  ( i . e .  t h e y  l i e  i n  t h e  p l a n e  

o f  t h e  b a s e  r i n g  (Van  H o l d e ,  1 9 7 1 ) ) ,  p a r a l l e l  t o  t h e  e l e c t r i c  

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

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

c h r o i s m  o f  t h e  DNA h e l i x  ( L e r m a n ,  1 9 6 3 ) ,  s i n c e  DNA w i l l  a b s o r b  

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

( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s ,  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .  I n  t h e  c a s e  o f  i n t e r ­

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

s h o w n  t o  b e  p a r a l l e l  t o  t h e  b a s e  p l a t e s  ( L e r m a n ,  1 9 6 3 )  , t h e  m a g ­



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

t h e  DNA b a s e s  ( a s  o b s e r v e d  a t  260  nm) a n d  d y e  c h r o m o p h o r e s  ( a s  

o b s e r v e d  a t  a w a v e l e n g t h  u n i q u e  t o  t h e  b o u n d  d y e )  i n  t h e s e  co m ­

p l e x e s  ( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .

T h e  f l o w  d i c h r o i s m  r e s u l t s  ( f i g . 42)  d i s p l a y  a n  i n c r e a s e  

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

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

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

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

s h e a r  r a t e s  ( L e e  a n d  D a v i d s o n ,  1 9 6 8 )  a n d  i s  t h e  e x p e c t e d  p a t ­

t e r n  a c c o r d i n g  t o  t h e o r y  ( B l o o m f i e l d ' ,  C r o t h e r s  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 )  

H o w e v e r ,  a t  h i g h e r  s h e a r  r a t e s ,  t h e  d i c h r o i s m  b e c o m e s  s a t u r a t e d  

( C o l l i n s  a n d  D a v i d s o n ,  1 9 6 9 )  a n d  l e v e l s  o f f ;  a  c h a r a c t e r i s t i c  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  DNA i s  b e c o m i n g  d e f o r m e d  a n d  o r i e n t e d ,  w i t h  

r e s p e c t  t o  f l o w ,  t o  a  maximum e x t e n t .  O u r  r e s u l t s  ( f i g . 42)  c o n ­

f o r m  t o  t h e s e  p a t t e r n s ,  T h e  t e r m  d e f o r m a t i o n  r e f e r s  t o  t h e  

s t r e t c h i n g  o f  t h e  DNA h e l i x  w h i c h  h a s  b e e n  o b s e r v e d  a t  h i g h e r  

s h e a r  s t r e s s e s  ( L e e  a n d  D a v i d s o n ,  1 9 6 8 )  , I t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  

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

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

h e l i x  ( L e r m a n ,  1 9 6 3 ) .

T h e  d i c h r o i c  c u r v e s  f o r  t h e  c o m p l e x e s  ( f i g . 42)  e i t h e r  

a p p r o a c h  c l o s e l y  ( c u r v e s  1 a n d  I I ) , o r  a s s u m e  t h e  m a g n i t u d e  o f  

t h e  r e d u c e d  d i c h r o i s m  f o r  c o n t r o l  DNA. (T he  d i s c r e p a n c i e s  i n  

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

a t i o n s .  H o w e v e r ,  i t  i s  n o t e d  ( f i g . 42)  t h a t  t h e  o r d e r  o f  d e c r e a s e  

f o l l o w s  t h e  p a t t e r n  o f  i n c r e a s i n g  b i n d i n g  r a t i o .  T h e r e f o r e ,  t h e



l i k e l i h o o d ,  e s p e c i a l l y  i n  c u r v e s  X a n d  I I ,  o f  som e f o r m  o f  DNA 

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

I n  c o n t r a s t  t o  t h e  p o s i t i v e  r e d u c e d  d i c h r o i c  s p e c t r a  

f o u n d  a t  260 nm f o r  DNA, t h e  r e d u c e d  d i c h r o i s m  c u r v e s  f o r  

b o u n d  m i t o m y c i n  C a t  310 nm ( f i g . 42) d i s p l a y  n e g a t i v e  v a l u e s  

w h i c h  d e c r e a s e  (b eco m e  m o re  n e g a t i v e )  w i t h  i n c r e a s i n g  d r u g  

b i n d i n g  r a t i o . S i n c e  i n t e r c a l a t e d  d r u g s  w o u l d  show  p o s i t i v e  

f l o w  d i c h r o i s m  ( L e r m a n ,  1 9 63)  t h e s e  r e s u l t s  s t r o n g l y  i n d i c a t e  

t h a t  m i t o m y c i n  C i s  n o t  i n t e r c a l a t e d  i n  DNA. T h e  s m a l l  n e g a t i v e  

v a l u e  o b s e r v e d  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  b o u n d  d r u g  sh o w s  some p r e f e r ­

e n c e  f o r  p o l a r i z e d  l i g h t  p a r a l l e l  t o  t h e  DNA a x i s  ( e q u a t i o n  

p . 16 ) .  I f  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h i s  n e g a t i v e  f l o w  d i c h r o i s m  w e r e  

e q u i v a l e n t  t o  t h e  p o s i t i v e  f l o w  d i c h r o i s m  o f  DNA a l o n e ,  o n e  ■ 

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

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

S u c h  a  c a s e  was  d e s c r i b e d  b y  K r e y  a n d  Hahn ( 1 9 7 0 ) . ( i n  t h e i r  

s t u d i e s  w i t h  d i s t a m y c i n ' A - D N A  c o m p l e x e s ,  t h e  f l o w  d i c h r o i s m  

f o r  b o t h  t h e  DNA b a s e s  a n d  d r u g ' c h r o m o p h o r e s  i n  t h e  c o m p l e x  

h a v e  e q u a l  m a g n i t u d e s  b u t  a r e  o f  o p p o s i t e  s i g n s .  Due t o  t h e  

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

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

l i x  a x i s  o f  t h e  DNA m o l e c u l e . )  I f  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  m i t o ­

m y c i n  C c h r o m o p h o r e  w e r e  n o t  c o m p l e t e ,  h o w e v e r ,  a  f r a c t i o n  o f  

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

f i g u r e  4 2 .  I t  s e e m s ,  t h u s ,  t h a t  o n l y  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  b o u n d  

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



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

r e d u c e d  d i c h r o i s m ,  i s  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  DMA b a s e  p l a t e s .

T h e  p e r c e n t a g e  o r i e n t a t i o n  ( o r  f r a c t i o n  o f  c h r o m o p h o r e s  

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

a p p r o x i m a t e l y  25%,  20% a n d  15% r e s p e c t i v e l y .  (T h e  p e r c e n t a g e  

o r i e n t a t i o n  o f  d r u g  a t  31 0  nm w a s  c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  t h e  

i n c r e m e n t  o f  a b s o l u t e  r e d u c e d  d i c h r o i s m  ( . 1 7 5 )  f o r  c o n t r o l  

DNA ( a t  2 6 0  nm) i n t o  t h e  i n c r e m e n t s  d i s p l a y e d  f o r  e a c h  c o m p l e x  

( a t  310  n m ) ; s e e  f i g . 42 . )  T h e  v a r i a n c e  i n  t h e s e  v a l u e s ,  w h i c h  

i n d i c a t e  a n  i n c r e a s e d  o r i e n t a t i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  b i n d i n g  r a ­

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

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

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

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

p e a r s  t o  p r e d o m i n a t e  a t  b i n d i n g  r a t i o s  g r e a t e r  t h a n  0 . 1 0  

( L i p m a n  e j t  a l .  , 1 9 7 8 )  .

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

m e n t s  s h o w  t h a t  MC d o e s  n o t  i n t e r c a l a t e  DNA.
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DISCUSSION

P a r t  I I :  S i z e  D e p e n d e n t  C h a n g e s  o f  DNA P r o p e r t i e s

o f  DNA-MC C o m p l e x e s .

S e d i m e n t a t i o n  a n d  V i s c o s i t y  o f  U n s o n i c a t e d  DNA C o m p l e x e s

T he  d e c r e a s e  i n  v i s c o s i t y  d i s p l a y e d  b y  t h e  u n s o n i c a t e d  

DNA-MC c o m p l e x e s  ( f i g u r e s  25  a n d  29)  i s  i n  o b v i o u s  c o n t r a s t  

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

T h i s  i n d i c a t e s  a  s i z e  (DNA m o l e c u l a r  w e i g h t )  d e p e n d e n t  e f f e c t  

o n  t h e  h y d r o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  DNA-MC c o m p l e x e s ,  The  f o l l o w ­

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

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

e d  DNA-MC c o m p l e x e s  i s  d u e  t o  DNA s t r a n d  b r e a k s  ( d o u b l e  o r  m a i n  

c h a i n  b r e a k a g e ) . I f  s t r a n d  b r e a k s ,  s u c h  a s  t h o s e  o c c u r r i n g  b y  

a n  o v e r l a p  o f  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  o n  o p p o s i n g  DNA s t r a n d s  o f  a  

h e l i x  ( P o v i r k  e t  al_. , 1 9 7 7 )  a r e  r e l a t i v e l y  r a r e ,  t h e y  w i l l  e f ­

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

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

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

b y  L a R u s s o  e t  al_. ( 1 9 7 8 )  f o r  DNAs t r e a t e d  w i t h  N a 2 S 2 0 ^ j  a  r e d u c ­

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

DNA (C o n e  et_ a ^ . , 1 9 7 6 )  , S i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  i n d u c e d  b y  N a2 S 2 0 ^ 

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

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

DNA. T h r o u g h  t h e  u s e  o f  c a t a l a s e  o r  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ,  o n e
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i s  a b l e  t o  p r e v e n t  s u c h  DNA s t r a n d  b r e a k a g e  ( M o r g a n  et^ a l . ,

1 9 7 6 ) ,  a s  h a s  b e e n  s h o w n  i n  t h e  c a s e  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  p r e ­

p a r e d  i n  v i t r o  (Lown e_t al_,  , 1 9 7 6 ) .  DNA s t r a n d  b r e a k s  w h i c h  

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

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

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

w h e n •c a t a l a s e  w a s  p r e s e n t .  I n  o u r  e x p e r i m e n t s ,  h o w e v e r ,  c a t a l -  

a s e  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  v i s c o s i t y  d e c r e a s e  a s  s h o w n  i n  t a b l e  6 . 

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

c a u s e  o f  t h e  s i z e - d e p e n d e n t  v i s c o s i t y  d e c r e a s e  o f  t h e  DNA-MC 

c o m p l e x e s .  ( S i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  d o  n o t  e f f e c t  t h e  h y d r o d y n a m ­

i c  p r o p e r t i e s  o f  DNA i n  n e u t r a l  s o l u t i o n ;  P a r i s h ,  19 7 2 ;  s e e  

a l s o  a p p e n d i x  7 , )  T h e  f a c t  a l s o  t h a t  n o  d e c r e a s e  o f  t h e  s e d i ­

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

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

b r e a k s  ( P o v i r k  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ;  s e e  f i g u r e s  33 a n d  35)  s e r v e s  

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

b r e a k s  i n  t h e s e  c o m p l e x e s .

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

e r t i e s  o f  t h e  DNA-MC c o m p l e x e s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  c a s e  o f  DNA- 

a c t i n o m y c i n  D c o m p l e x e s  ( M u l l e r  a n d  C r o t h e r s ,  1 9 6 8 ) .  M u l l e r  a n d  

C r o t h e r s  f i n d ,  w i t h  t h e  i n c r e a s i n g  b i n d i n g  r a t i o  o f  d r u g ,  a n  

i n c r e a s e  i n  t h e  v i s c o s i t y  o f  D N A - a c t i n o m y c i n  c o m p l e x e s  m a d e  

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

p o u n d  ( a c t i n o m y c i n  D) t h a t  i n t e r c a l a t e s  t h e  DNA h e l i x .  H o w e v e r ,  

f o r  D N A - a c t i n o m y c i n  c o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  t h e  l a r g e r  m o l e c u l e s  

o f  DNA, t h e  o p p o s i t e  e f f e c t ^  a  d e c r e a s e  i n  DNA v i s c o s i t y  

o c c u r s .  M u l l e r  a n d  C r o t h e r s  ( 1 9 6 8 )  e x p l a i n  t h i s  d e c r e a s e  a s
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o n e  b e i n g  d u e  t o  a  c o i l i n g  o r  b e n d i n g  o f  t h e  DNA h e l i x ,  a  c o n  

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

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

DNA t o  t u r n  b a c k  o n  i t s e l f  ( a  p r o c e s s  o f t e n  t e r m e d  " i n t r a m o l ­

e c u l a r  i n t e r a c t i o n "  ( M u l l e r  a n d  C r o t h e r s ,  1 9 6 8 )  o r  " i n t r a m o l ­

e c u l a r  c r o s s l i n k i n g "  ( A l e x a n d e r  a n d  L e t t ,  I 9  60)}.  T h i s  i n t e r ­

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

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

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

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

l a c k i n g  t h e s e  p e p t i d e  r i n g s  ( M u l l e r  a n d  C r o t h e r s ,  1 9 6 8 ) .  A 

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

( s e e  p a g e s  1 0 6 - 1 0 7 ) .  T h i s  i s  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  t e n d e n c y  o f .  

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

B o u n d  A c t i n o m y c i n  
C h r o m o p h o r e  (AM)1

G SU ftnJ

S o n i c a t e d  DNA-AM 
C o m p l e x  ( C a n n o t  
b e n d  u n t o  i t s e l f )

H i g h  M.VJ. DNA-AM C o m p l e x  
( F l e x i b l e ) " I n t r a m o l e c u l a r l y  

C r o s s l i n k e d "  DNA 
( L o w e r e d  V i s c o s i t y )
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This explanation was consistent with another observed size- 
dependent change of DNA-AM complexes: Upon AM binding the sed­
imentation coefficient of high molecular weight DNA was in­
creased, while that of sonicated DNA was not (Waring, 1970; 
Muller and Crothers, 1968; Rauen et al., 1969). The authors 
attribute the increased rate of sedimentation of high M.W.
DNA as an additional proof for intramolecular looping or 
crosslinking of DMA. In the comparison of the sedimentation 
coefficients for a series of polyoma DNAs which vary in con­
figuration (linear, nicked, and closed circular), one sees an 
increase in the coefficients of sedimentation (14S, 16S, and 
20S respectively (Vinograd et_ al. , 1965)) for those DNA con­
figurations which exhibit an increasing compacting of DNA 
structure, in this series, linear DNA (14S) is the most ex­
panded structure (largest radius of gyration), while the closed 
circular DNA form (20S) , containing a twisted or supercoiled 
configuration, has the most compacted structure (smallest ra­
dius of gyration) (Bloomfield, Crothers, and Tinoco, 1974).

The increase in the rate of sedimentation for these forms of 
compacted or coiled DNA is attributed to a lowering of the hy­
drodynamic frictional coefficient for DNA (Bloomfield et al., 
1974; Zimmer et al_. , 1967). The frictional coefficient is a 
parameter related to the frictional fesistence of the solvent 
which is a sensitive function of the DNA molecular radius. As­
suming then a minimal change in the DNA partial specific volume 
(Bloomfield et_ al_. , 1974) , a decrease in the frictional coeffi­
cient will result in an increased coefficient of sedimentation 
for DNA (see appendix 8).



I n  o r d e r  t o  t e s t  f u r t h e r  w h e t h e r  DNA-MC c o m p l e x e s  r e p r e ­

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

i e s  w e r e  a l s o  u n d e r t a k e n .  A g a i n ,  a  s t r i k i n g  p a r a l l e l  t o  t h e  s i z e -  

d e p e n d e n t  e f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  w a s  f o u n d :  T he  r e s u l t s  o f  t h e  

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

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

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

t i o n  f o r  c o m p l e x e d  DNA. T h e  i n c r e a s e d  c o e f f i c i e n t s  f o r  t h e s e  

c o m p l e x e s  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  i n c r e a s e d  m a s s  o f  DNA' 

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

t a b l e  9) c a n  o n l y  a c c o u n t  f o r  a  f r a c t i o n  o f  t h e  t o t a l  o b s e r v e d  

c h a n g e  i n  t h e s e  c o e f f i c i e n t s .  T h e  p r e s e n c e  o f  DNA a g g r e g a t e s ,  

h o w e v e r ,  w h o s e  f o r m a t i o n  may b e  f a c i l i t a t e d  i n  so m e  m a n n e r  b y  

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

c o u n t  f o r  t h i s  e f f e c t  s i n c e  s u c h  f o r m s  o f  DNA e x h i b i t  r a t e s  o f  

s e d i m e n t a t i o n  t h a t  a r e  h i g h e r  ( P a r i s h ,  1 9 7 2 ) .  (DNA a g g r e g a t i o n ,  

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

t o  o c c u r  i n  DNA c o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  d i s t a m y c i n  A (Z im m e r  et :  

a l . , 19 7 1 ) ,  N - a c e t o x y - N - 2 - a c e t y l a m i n o f l u o r e n e  ( C h i a n g - T u n g  e t  

a l ■ t 1 9 7 4 ) ,  a n d  v a r i o u s  p o l y f u n c t i o n a l  a l k y l a t i n g  a g e n t s  

( A l e x a n d e r  a n d  L e t t ,  1 9 6 0 ;  D o s k o c i l  e t :  a_l . ,  1 9 6 3 ) ,  a n d  h a s  

b e e n  d e t e c t e d  a s  r a p i d l y  s e d i m e n t i n g  g e l s  ( L e t t  e t  al_. , 1 9 6 2 ;  

A l e x a n d e r  a n d  L e t t ,  1 9 6 0 ;  D o s k o c i l  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) . )  T h e  f a c t ,  

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

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

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

t e d  f o r m s )  d e m o n s t r a t e s  t h e  u n l i k e l y h o o d , i n  v i e w  o f  t h e  s e d i ­

m e n t a t i o n  p a t t e r n s  f o r  t h e  DNA-MC c o m p l e x e s  ( f i g u r e s  33 a n d  35) ,
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t h a t  a g g r e g a t i o n  i s  t a k i n g  p l a c e .

An e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  a  m i x t u r e  o f  u n s o n i c a t e d  u n l a b e l e j  

a n d  s o n i c a t e d  l a b e l e d  DNA w a s  c o m p l e x e d  w i t h  MC a n d  s u b s e q u e n t ­

l y  s u b m i t t e d  t o  s e d i m e n t a t i o n  i n d i c a t e d  n o  " h y b r i d "  m a t e r i a l :  

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

u r e  3 4 ) .  T h i s  r u l e s  o u t  a g g r e g a t i o n  o f  DNA-MC c o m p l e x  m o l e c u l e s  

i n  a n y  s t a b l e  m a n n e r .

I n  v i e w  o f  t h e  a f o r e s a i d ,  a n d  t h e  f a c t  t h a t  t h e  p a r a l l e l  

b e t w e e n  t h e  s i z e  d e p e n d e n t  e f f e c t s  o f  AM a n d  MC o n  DNA h y d r o -  

d y n a m i c  p r o p e r t i e s  ( v i s c o s i t y  a n d  s e d i m e n t a t i o n  r a t e s )  i s  i n ­

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

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  o f  h i g h  M.W. DNA, a n a l o g o u s  t o  t h a t  c a u s e d  

b y  AM; n a m e l y  a  c h a n g e  f r o m  a  l i n e a r  f o r m  t o  a n  i n t r a m o l e c u l a r -  

l y  c r o s s l i n k e d ,  l o o p e d  s t r u c t u r e .  S i n c e  MC i s  a  b i f u n c t i o n a l  

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

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

C o n s i d e r i n g  t h e  s m a l l  s i z e  o f  MC, h o w e v e r ,  t h i s  w o u l d  r e q u i r e  

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

m e n t s .  An a l t e r n a t i v e  c a u s e  o f  t h e  l i n k s  c o u l d  b e  i n t r a m o l e c u ­

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

m e n t s  o f  t h e  DNA-MC complex**  ( s e e  d i a g r a m  b e l o w ) .

DNA

DNA S e g m e n t  w i t h  H i g h  
B i n d i n g  R a t i o  o f  MC A g g r e g a t e d  S t r u c t u r e  

o f  DNA
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E l e c t r o p h o r e s i s  o f  DNA-MC C o m p l e x e s

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

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

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

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

( e . g .  v i s c o s i t y  a n d  s e d i m e n t a t i o n )  o f  t h e s e  c o m p l e x e s .  A l t h o u g h  

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

w e i g h t  d e p e n d e n t  e f f e c t  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  DNA c o m p l e x e s ,  

o t h e r  f a c t o r s  ( e . g .  m o l e c u l a r  c h a r g e  ( O l i v e r a  e t  a l . , 1 9 6 4 ;  

H a r l e y  e t  al_. , 1 9 7 3 ) ,  s h a p e  ( S t r a u s s  a n d  R e e s .  1 9 5 9 )  e t c . )  o t h e r  

t h a n  s i z e  (D a n n a  e t  al_. , 1 9 7 3 )  m u s t  b e  f i r s t  c o n s i d e r e d  i n  e x ­

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

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

b y  u n s o n i c a t e d  D N A - e t h i d i u m  c o m p l e x e s  ( f i g . 38)  r e p r e s e n t s  a  d e ­

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

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

p h o r e s  ( L i p p a r d  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .  ( C h a r g e  n e u t r a l i z a t i o n  w i l l  d e ­

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

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

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

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

b i l i t y  (Van H o l d e ,  1 9 7 1 ) . )  I n  f i g u r e  38 a  c l o s e  a g r e e m e n t  i s  

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

s h i p s  ( c u r v e s )  f o r  t h e  s o n i c a t e d  DNA-MC a n d  D N A - e t h i d i u m  com ­

p l e x e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  c h a r g e  n e u t r a l i z a t i o n  i s  r e s p o n s i b l e  

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

T h i s  v i e w  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  b o u n d  MC i s  a  p o s i t i v e



i o n  ( M e r c a d o  a n d  T o m a s z ,  1 9 7 7 ) .  T h e  f a c t  t h a t  som e  d i s c r e p a n c y  

i s  s e e n  i n  t h e  m o b i l i t y  c u r v e s  f o r  t h e s e  tw o  c o m p l e x e s  ( u n s o n i ­

c a t e d  e t h i d i u m - D N A  a n d  s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s ;  s e e  f i g . 38) 

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

l i n e a r  d u p l e x  DNAs o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  g r e a t e r  t h a n  4 X 1 0 ^ -  1X10** 

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

( D i n g m a n  et_  a l . ,  1 9 7 2 ;  M a n i a t i s  e t  a l . , 1 9 7 5 ) ,  w h i l e  s m a l l e r  DNAs 

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

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

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

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

p h a t e  o x y g e n s  may r e s u l t  i n  a n  o v e r a l l  e f f e c t  o f  p r o d u c i n g  2 

p o s i t i v e  c h a r g e s  ( s e e  a p p e n d i x  6 ) may a c c o u n t  f o r  t h e  g r e a t e r  

r e d u c t i o n  i n  m o b i l i t y  ( d u e  t o  i n c r e a s e d  n e u t r a l i z a t i o n  o f  DNA 

c h a r g e )  f o r  t h e s e  c o m p l e x e s  r e l a t i v e  t o  t h e  e t h i d i u m  DNA com­

p l e x e s  ( s e e  f i g , 3 8 ) .  T h i r d l y ,  t h e  b r o a d e n i n g  d i s p l a y e d  i n  t h e  

e l e c t r o p h o r e t i c  m i g r a t i n g  b a n d s  f o r  t h e  e t h i d i u m - D N A  c o m p l e x e s  

( p l a t e  C^) may i n d i c a t e  a  l o s s  o f  b o u n d  e t h i d i u m  c a t i o n s  f o r  

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

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

t h e  l e v e l i n g  o f f  i n  f i g . 38)  r e l a t i v e  t o  t h e  s o n i c a t e d  DNA c o m ­

p l e x e s .  ( A l t h o u g h  e t h i d i u m - D N A  c o m p l e x e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  

f a i r l y  s t a b l e  ( A k t i p i s  a n d  K i n d e l i s , 1 9 7 3 )  t h e  u s e  o f  c a t i o n  

e x c h a n g e  ( L e r m a n ,  1 9 6 1 )  h a s  s u c c e s s f u l l y  s e p a r a t e d  b o u n d  e t h ­

i d i u m  f r o m  DNA. I n  l i g h t  o f  t h i s ,  t h e  9 h r .  e l e c t r o p h o r e t i c  

r u n s  a t  90 v o l t s  may b e  s l o w l y  s e p a r a t i n g  t h e  d r u g  f r o m  t h e
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c o m p l e x  a n d  t h u s  c a u s i n g  a  b r o a d e n i n g  i n  i t s  z o n e  o f  m i g r a ­

t i o n . )

When t h e  c u r v e  d i s p l a y e d  b y  t h e  u n s o n i c a t e d  DNA-MC c o m ­

p l e x e s  i s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  o t h e r s  ( f i g . 38)  i t  i s  c l e a r  t h a t  

t h e  c h a r g e  n e u t r a l i z a t i o n ,  a l o n e ,  c a n n o t  e x p l a i n  t h e  g r e a t  r e ­

d u c t i o n  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  t h e s e  c o m p l e x e s .  I n  t h e  

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

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

t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  DMA. W i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  a g g r e g a t e s  

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

i n g  a  l o w e r i n g  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  ( C h r a m b a c h  a n d  

R o d b a r d ,  1 9 7 1 ;  P a r i s h ,  1 9 7 2 ) .  H o w e v e r  a  w i d e n i n g  i n  t h e  e l e c t r o -  

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

g a t e s ,  a s  d e m o n s t r a t e d  f o r  a c t i n o m y c i n  D - c o m p l e x e s  m a d e  f r o m  Xj. 

DNA ( D i n g m a n  e t  al_.  , 1 9 7 2 ) ,  s i n c e / d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  d i m e r s ,  

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

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

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

( D i n g m a n  e t  a^L . , 1 9 7 2 )  . I n  v i e w  o f  t h e  f a c t  t h a t  n o  s u c h  w i d e n ­

i n g  o c c u r s  ( z o n e  b r o a d e n i n g )  f o r  t h e  DNA-MC c o m p l e x e s ,  e v e n  a t  

t h e  h i g h e r  b i n d i n g  r a t i o s ,  m a k e s  t h e  p r e s e n c e  o f  s u c h  DNA f o r m s  

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

( v i s c o m e t r i c  a n d  s e d i m e n t a t i o n ,  p a g e s  2 4- & 1 1 8 )  i n v o l v i n g  t h e  

u n s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s  a l s o  e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  

a g g r e g a t i o n .

T h e  a b s e n c e  o f  z o n e  b r o a d e n i n g  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c
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b a n d s  f o r  t h e  u n s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s  i n d i c a t e s  a l s o  t h e  

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

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

e f f e c t ,  o r  a n  i n c r e a s e d  b a n d i n g  ( z o n e  b r o a d e n i n g ) , d u e  t o  t h e  

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

v i a  t h e  d o u b l e  s t r a n d  s c i s s i o n i n g  p r o c e s s  { L l o y d  et_  a l , , 1 9 7 8 ) .  

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

c i n  t r e a t e d  PM2 DNA s a m p l e s .  T h e  n e w l y  f o r m e d  b a n d s ,  a s  d i s ­

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

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

m a i n  b a n d  ( P o v i r k  e t  a l . , 1 9 7 7 )  .

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

c l e a v a g e  o f  DNA, w h i c h  Was r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  DN/i-MC r e a c ­

t i o n s  (Lown e t  a l . , 1 9 7 6 ) ,  may  s o m e h o w  l e a d  t o  t h e  o b s e r v e d  d e ­

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

a  s t a n d a r d  q u a n t i t y  o f  N a2 S 2 0 ^ s h o w n  t o  p r o d u c e  s i n g l e  s t r a n d  

b r e a k a g e  ( s e e  s e d i m e n t a t i o n  r e s u l t s ;  p a g e  2 8 - 2 9 )  w a s  r u n  a -  

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

d i c a t e  n o  m o b i l i t y  c h a n g e  ( s e e  p l a t e  A2 ) , t h u s  e l i m i n a t e  s i n g l e  

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

s o n i c a t e d  c o m p l e x e s .

I n  t h e  a t t e m p t  t o  e x p l a i n  f u r t h e r  t h e  r e d u c t i o n  i n  m o­

b i l i t y  f o r  t h e  DNA-MC c o m p l e x e s ,  i t  i s  p e r t i n e n t  t o  d i s c u s s  

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

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

b y  t h e s e  d e n a t u r e d  c a l f  t h y m u s  DNA s a m p l e s  ( p l a t e  E l )  d e m o n ­

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



t i o n  o n  t h e  m o b i l i t y  o f  DNA. T h e  d e n a t u r a t i o n  o f  DNA i s  k n o w n  

( C o n s t a n t i n o  e t  a l . , 1 9 6 4 )  t o  i n d u c e  a  l a r g e  d e c r e a s e  o f  c h a r g e  

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

c o n f o r m a t i o n s  o f  t h e  c h a i n s  i n  t h e  d i s o r d e r e d  r e g i o n  o f  DNA.

T h e  d e c r e a s e . i n  t h e  c h a r g e  d e n s i t y  i s  a s c r i b e d  t o  a  m a r k e d  i n ­

c r e a s e  i n  t h e - a v e r a g e  d i s t a n c e  b e t w e e n  i o n i z e d  p h o s p h a t e  g r o u p s  

i n  t h e  d i s o r d e r e d  m o l e c u l e  ( e . g .  t h e r e  a r e  7 A** b e t w e e n  p h o s ­

p h a t e  g r o u p s  i n  d e n a t u r e d  DNA, a s  o p p o s e d  t o  a  3 . 4A d i s t a n c e  

i n  n a t i v e  DNA ( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .  C o n c u r ­

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

t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  f o r  t h e  c o u n t e r i o n ,  

s o d i u m  ( N a + ) , w h i c h ,  b y  v i r t u e  o f  i t s  s u b s e q u e n t  i n c r e a s e d  

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

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

f o r  s a m p l e s  o f  d e n a t u r e d  DNA ( L y o n s  a n d  K o t i n ,  1 9 6 5 ) .

W i t h  r e s p e c t  t o  c h a r g e  d e n s i t y  a n d  i t s  e f f e c t  o n  t h e  

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

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

t h e  T i s e l i u s  K l e t t  a p p a r a t u s )  o f  n a t i v e  a n d  h e a t  d e n a t u r e d  

c a l f  t h y m u s  DNA i n  a q u e o u s  s o l u t i o n  ( C o n s t a n t i n o  e t :  al_.  , 1 9 6 4 ) ' ,  

g i v e s  v a l u e s  ( r e s p e c t i v e l y )  o f  1 . 0 0  a n d  0 . 7 3  f o r  t h e  r e l a t i v e  

e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  o f  t h e s e  s a m p l e s .  T h e  f a c t ,  h o w e v e r ,  

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

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

t h y m u s  DNAs ( s e e  p l a t e s  E-^ a n d  C 2 ) i n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  s h o w s  

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

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



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

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

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

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

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

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

( P e a c o c k e  a n d  D i n g m a n ,  1 9 6 8 ;  F i s h e r  a n d  D i n g m a n ,  1 9 7 1 ;  B i s h o p

♦ t 1 9 6 7 ) .  i n  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  r a n g e  f o r  p o l y n u c l e o t i d e  

g r e a t e r  t h a n  3 . 4 X 1 0 ^  d a l t o n s ,  i t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

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

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

e n t  r a t e s  o f  m o b i l i t y  i n  p o l y a c r y l a m i d e  ( D in g m a n  e t  al_. , 1 9 7 2 )  

a n d  a g a r o s e  ( F i s h e r  a n d  D i n g m a n ,  1 9 7 1 )  g e l s .  T h e  e x p l a n a t i o n  

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

d i f f e r e n t  f o r m s  o f  DNA ( o r  RNA) i s  r e l a t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  

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

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

t i o n a l  a r e a .  As t h e  v o l t a g e  g r a d i e n t  i s  i n c r e a s e d  ( e . g .  f r o m  

2 t o  10  v o l t s / c m  g e l )  t h e  s h e a r  s t r e s s  o n  t h e s e  m a c r o m o l e ­

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

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

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

a l  r e s i s t a n c e  t o  t h e i r  m o t i o n  a n d  t h u s  m a x i m i z e  t h e i r  r a t e  

o f  m i g r a t i o n  t h r o u g h  t h e  g e l  ( D i n g m a n  a n d  K a k e f u d a ,  1 9 7 2 ;

F i s h e r  et_ a d . , 1 9 7 1 ) .  S i n g l e  s t r a n d e d  s p e c i e s  ( i n c l u d i n g  

t h o s e  s u c h  a s  d e n a t u r e d  DNA) o n  t h e  o t h e r  h a n d  a r e  a s s u m e d
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t o  p r e s e n t  t h e  g e l  w i t h  r a t h e r  g l o b u l a r  p r o f i l e s ,  t h e  c r o s s -  

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

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

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

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

d u p l e x  s t r u c t u r e s .  S u c h  " e n d  o n "  m o v e m e n t  o f  d u p l e x e d  p o l y ­

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

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

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

i n g  t o  t h e i r  s i z e  a n d  s h a p e .  I n  r e g a r d  t o  t h i s ,  i t  i s  n o t e d  

t h a t  b y  v a r y i n g  t h e  q u a n t i t y  o f  c r o s s l i n k e r ,  N - N - m e t h y I b i s -  

a c r y l a m i d e ,  i n  g e l s  ( C h r a m b a c h  a n d  R o d b a r d ,  1 9 7 1 )  o r  b y  i n ­

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

e t  a l . , l ’J 7 2 )  o r  a g a r o s e  ( J o h n s o n  *-t al. . , 1977}  i n  ~

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

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

p o l y a c r y l a m i d e  c o n c e n t r a t i o n  i n  g e l s  t o  3 .0 %  o r  m o r e  ( D i n g m a n  

e t  al_. , 1 9 7 2 ) ,  o p t i m a l  s e p a r a t i o n s ^ i n  t h e  o r d e r  o f  d e c r e a s i n g  

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

c i r c u l a r ,  a n d  c l o s e d  c i r c u l a r  d u p l e x e s  o f  SV40 DNA h a v e  b e e n  

o b t a i n e d .  As t h i s  o r d e r  o f  s e p a r a t i o n  p a r a l l e l s  a l s o  t h e  o r ­

d e r  o f  i n c r e a s i n g  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( e . g .  1 4 . 5 ,  1 5 . 9 ,  

a n d  2 2 . 2  S ,  r e s p e c t i v e l y  f o r  t h e  l i n e a r ,  n i c k e d ,  a n d  c l o s e d  

c i r c u l a r  SV40 DNA ( D i n g m a n  et_ a l . ,  1 9 7 2 ) ) ,  a n d  t h u s  t h e  o r d e r  

o f  i n c r e a s e d  c o m p a c t i n g  o f  s t r u c t u r e ,  f o r  t h e s e  f o r m s  o f  SV4 0 

DNA, d e m o n s t r a t e s  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  p o l y a c r y l a m i d e ' s  " s i e v e ­

l i k e "  m a t r i x  t o  s e l e c t i v e l y  r e t a r d  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m i g r a ­

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

o f  c o i l i n g .
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In view of the foregoing discussion, it appears that the large 
reduction of electrophoretic mobility displayed by the unsonicated 
DNA-MC complexes is due largely to a conformational change in the 
structure of the complexed DNA relative to control DNA. Figure 39 
shows a decrease in mobility with increasing DNA molecular weight for 
a series of DNA-MC complexes of equivalent binding ratio. This rela­
tionship demonstrates the increased likelyhood of structural bending 
or coiling of DNA with increasing molecular weight of DNA; a condition 
that would explain, in analogy with the electrophoresis of the SV40 
DNA conformational isomers, the decreased electrophoretic movement of 
the larger DNA-MC complexes in polyacrylamide gels. It is noted fur­
ther that this decrease in movement of the unsonicated DNA-MC complexes 
levels off at a binding ratio of 0.10 to 0.15 (figure 38). The fact 
that this binding ratio is identical to that range where decreases in 
the viscosity of unsonicated DNA-MC complexes similarly level off, is 
consistent with the assertion (but does not prove it) that the intra­
molecular crosslinks discussed previously (p. 119) are the common ori­
gin of these effects. Caution is advised, however, in this interpreta­
tion, in view of the fact that aberrent behavior of some double strand­
ed nucleic acids in polyacrylamide gels have been previously reported 
(Mertz and Berg, 1974; Maniatis et al., 1975; Schuerch and Joklik, 
1973).

The view that the crosslinks are the cause of the conformational
change in DNA was finally explored by electron microscopy. Again, DNA 
size-dependent effects were evident as follows:

E le c t r o n  M icro sco p y  o f  DNA-MC Complexes

. (A) Unsonicated DNA Complexes. Comparisons of plates 1,2
and 3(a&b) clearly indicate an increase in the coiling of 
DNA in unsonicated DNA-MC complexes relative to the control



DNAs. A l t h o u g h  so m e  s i m i l a r i t y  d o e s  e x i s t  i n  t h e  c h a r a c t e r ­

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

1 , 2 ,  a n d  3 a  a n d  3 b ,  a  g e n e r a l  i n s p e c t i o n  o f  t h e s e  p l a t e s  i n ­

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

MC c o m p l e x e s .  T h e  c o n t e n t i o n  t h a t  s u c h  c o i l i n g  o f  DNA s t r u c t u r e  

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

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

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

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

t i o n  o r  s h a p e )  f o r  f u l l  l e n g t h  h o m o g e n e o u s  T3 DNA m o l e c u l e s  

( L a n g  e t  a l _ . , 1 9 6 7 )  . S u c h  v a r i a t i o n s  s t e m ,  i n  p a r t ,  f r o m  d i f ­

f e r e n c e s  i n  c o i l i n g  f r o m  o n e  m o l e c u l e  t o  t h e  n e x t  ( F l o r y ,  1 9 5 3 )  

I n  a d d i t i o n  t o  t h i s ,  t h e  p r o c e d u r e s  o f  a d s o r p t i o n  o f  DNA f r o m  

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

p r o t e i n  ( a s  i n  t h e  K l e i n s c h m i d t  p r o c e d u r e ;  K l e i n s c h m i d t  a n d  

Z a h n ,  1 9 5 9 ) ,  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  c o n s e c u t i v e  p r o c e d u r e s  o f  f i l m  

t r a n s f e r  o n t o  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s p e c i m e n  g r i d s ,  e t c . ,  may 

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

c o n t o u r .  T he  d i s t r i b u t i o n  o f  s u c h  e f f e c t s ,  h o w e v e r ,  w i l l  i n d i ­

c a t e ,  o n  t h e  a v e r a g e ,  t h e  d e g r e e  o f  c o n t o u r  ( o r  a v e r a g e  c o n ­

t o u r )  f o r  m e a s u r e d  s a m p l e s  ( L a n g  e t  al_.  , 1 9 6 7 ) .  T h e  f a c t  r e ­

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

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

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

c o n f o r m a t i o n  o f  DNA.

C o m p a r i s o n s  o f  p l a t e s  4 , 5 ,  a n d  6 s i m i l a r l y  d e m o n s t r a t e  

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

b o u n d .  P l a t e s  4 a n d  5 ( c o n t r o l  DNAs t r e a t e d  w i t h  t h e  e n z y m e s
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c a t a l a s e  a n d  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ^  w i t h  a n d  w i t h o u t  s o d i u m  d i -  

t h i o n i t e ^  on t h e  o t h e r  h a n d ,  d i s p l a y  n o n - c o i l i n g  p a t t e r n s  t h a t  

a r e  r e l a t i v e l y  t h e  s a m e ,  b u t  w h i c h  do  e x h i b i t  some m o d e r a t e  j a g ­

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

t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  i n v o l v i n g  X DNA ( I n m a n ,  1967) a n d  h a v e  

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

a t i v e l y  h i g h l y  c o n c e n t r a t e d  s a l t  ( . 1M N aC l)  p r e s e n t  i n  t h e  p r e p ­

a r a t i v e  h y p o p h a s e  s o l u t i o n s  u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  . (The  " s m o o t h ­

i n g  o u t "  ( I n m a n ,  1967) o f  t h i s  j a g g e d  c o n t o u r  w h e n  i s  u s e d ,

i n s t e a d  o f  . 1M s a l t ,  i n d i c a t e s  a  s a l t  e f f e c t  o n  t h e  l i n e a r  e x t e n ­

s i o n  o f  t h e s e  DNA m o l e c u l e s  ( L a n g ,  1967) . S i n c e  t h e  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  s a l t  (.01M T r i s  ( D a v i s  a n d  Hyman,  1971)) u s e d  i n  t h e  

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

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

t e r m i n e d  a s  t h e  c a u s e  o f  t h i s  c o n t o u r  c h a n g e )  some o t h e r  f a c t o r ,  

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

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

b e  l i n k e d  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  t h e s e  

s a m p l e s .  By v i r t u e  o f  i o n  p a i r  f o r m a t i o n  b e t w e e n  DNA p h o s p h a t e s  

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

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

f o r  t h e  o p p o s i t e  o r  e l o n g a t i o n  e f f e c t  (Lang  et^ a l . , 1967) . As 

t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  c y t o c h r o m e  C a p p e a r s  t o  b e  u n l i k e l y  (d u e  

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

s i b l e  t h a t  r e s i d u a l ,  b u t  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  o f  c a t a l a s e  a n d / o r  

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

p r e s e n t  a n d  c a u s i n g  t h i s  e f f e c t .  H o w e v e r ,  i n  v i e w  o f  t h e  f a c t



t h a t  t h e  DNA i n  p l a t e  6 ( w h i c h  i s  t r e a t e d ,  s i m i l a r l y  a s  t h e  DNAs 

i n  p l a t e s  4 a n d  5 ) l a c k s  t h i s  j a g g e d n e s s ,  m a k e s  s u c h  r e a s o n i n g  

o n l y  c o n j e c t u r a l . )

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

2 (DNA + N a 2 S 2 0 4 ) a p p e a r s  t o  b e  a b s e n t  i n  p l a t e  5 (DNA + N a 2 S 2 Oji 

c a t a l a s e  + s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ) . T h i s  may i m p l y  t h a t  s i n g l e  

s t r a n d  b r e a k s  a r e  t h e  c a u s e  o f  t h i s  c o i l i n g .  T h e  f a c t ,  h o w e v e r ,  

t h a t  t h e  c o i l i n g  d i s p l a y e d  i n  p l a t e  3 (DNA-MC c o m p l e x )  i s  m a i n ­

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

z y m es  ( p l a t e  6 ) r u l e s  o u t  t h a t  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i s  

c a u s e d  b y  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  i n  DNA-MC c o m p l e x e s .  T h e s e  r e ­

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

i n  p l a t e s  3 a n d  6 i s  c a u s e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  m i t o m y c i n  C .

(B) S o n i c a t e d  DNA C o m p l e x e s . A s t r i k i n g  s u p p o r t  f o r  t h e  a f o r e ­

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

s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  s o n i c a t e d  DNA s a m p l e s .  T h e  a b s e n c e  o f  

a n y  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s h a p e  o r  c o n t o u r  o f  t h e  DNA s t r a n d s  f o r  

t h e  s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x  ( p l a t e  8 ) a n d  i t s  c o n t r o l  ( p l a t e  7) 

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

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

( u n s o n i c a t e d )  DNA t o  b e n d  e x t e n s i v e l y  u p o n  i t s e l f  a s  a  c o n s e ­

q u e n c e  o f  MC b i n d i n g .  T h e  c o n t r a s t ,  t h e r e f o r e ,  f o u n d  i n  t h e



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

c a t e d  a n d  u n s o n i c a t e d  DNA-MC c o m p l e x e s , w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  

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

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

m e n t s  . '
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SUMMARY AND CONCLUSION

The  v i s c o m e t r i c  a n d  s e d i m e n t s t i v e  s t u d i e s  o f  DNA-MC 

c o m p l e x e s  d e m o n s t r a t e  a  s i z e  d e p e n d e n t  c h a n g e  i n  t h e  h y d r o -  

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

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

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

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

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

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

t h u s ,  t h e  i n f l e x i b l e  n a t u r e  o f  r o d - l i k e  DNA.

T h e  s i z e  d e p e n d e n t  c h a n g e s  d i s p l a y e d  i n  t h e  e l e c t r o p h o r ­

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

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

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

know n t o  c o m p l e m e n t  e a c h  o t h e r ,  i n  r e g a r d  t o  t h e  d i s c e r n i n g  

o f  c o n f o r m a t i o n a l  d i f f e r e n c e s  i n  DNA ( e . g .  l i n e a r ,  n i c k e d  a n d  

s u p e r c o i l e d  f o r m s  o f  SV40 DNA (D in g m a n  e t  aJL. , 1 9 72 )  ) , i t  a p ­

p e a r s  t h a t  t h e  c o n t r a s t s  s e e n  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  

o f  t h e s e  DNA-MC c o m p l e x e s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  a n d  may  b e  i n d i c a t "  

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

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

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

c o m p l e x e s  w h i c h  sh o w  a n  i n c r e a s e d  c o i l i n g  o f  DNA r e l a t i v e  t o  c o n ­

t r o l  DNA.

W h a t  i s  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m  w h e r e b y  MC h o l d s  DNA i n  

l o o p e d  f o r m s ?  The  c r o s s  l i n k i n g  o f  DNA, i t  h a s  b e e n  s h o w n ,  i s



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

e r a t u r e s  a n d  t r a n s i t i o n a l  b r e a d t h s  o b s e r v e d  i n  t h e  DNA-MC , 

c o m p l e x e s .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  w h i l e  m ax im um  r e n a -  

t u r a b i l i t y  o f  DNA, t a n t a m o u n t  t o  100% c r o s s l i n k a g e ,  o c c u r s  

b e t w e e n  a  b i n d i n g  r a t i o  o f  . 0 1  a n d  . 0 2  ( s e e  f i g . 2 2 ) ,  t h e  l e ­

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

o c c u r s  i n  t h e  b i n d i n g  r a t i o  r a n g e  o f  . 1 0  t o  , 1 5 .  I n  v i e w  o f  

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

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

e c u l e s  ( I y e r  a n d  S z y b a l s k i ,  1 9 6 3 ) ,  i t  a p p e a r s  l i k e l y  t h a t  t h e  

b i n d i n g  r a t i o  ( . 1 0 - . 1 5 )  r e p r e s e n t s  a  s a t u r a t i o n  p o i n t  f o r  p o s ­

s i b l e  c r o s s l i n k i n g  s i t e s  i n  c a l f  t h y m u s  DNA. As t h i s  r a n g e  o f  

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

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

DNA-MC c o m p l e x e s  s u g g e s t s  s t r o n g l y  t h a t  t h e  s a m e  c o v a l e n t  b i ­

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

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s .  An a l t e r n a t i v e  p o s s i b i l i t y  i s  n o n - c o -  

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

A n o t h e r  s e t  o f  f i n d i n g s  i n  t h i s  w o r k  r e s u l t e d  f r o m  t h e  

a n a l y s i s  o f  s i z e - i n d e p e n d e n t  c h a n g e s  o f  DNA p r o p e r t i e s .  I t  w a s  

s h o w n  t h a t  t h e  c r o s s l i n k s  n o t  o n l y  c a u s e  r e v e r s i b l e  d e n a t u r a -  

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

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

s t e r i c  a r r a n g e m e n t  o f  D N A -bound  m i t o m y c i n  C i s  n o t  t h e  i n t e r ­

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

T h e  a b i l i t y  o f  m i t o m y c i n  C t o  c r o s s l i n k  DNA i s  c o n s i d e r e d  

a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  i t s  a n t i t u m o r  a c t i v i t y  ( D e r m e r  a n d  Ham,
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19 69)  a n d /  a s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y ,  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  

b e  a  d i r e c t  c a u s e  o f  b a c t e r i a l  c e l l  d e a t h  ( I y e r  a n d  S z y b a l s k i ,  

19 63) . I n  r e g a r d  t o  s u c h  p h e n o m e n a  c a u i s e d  by  m i t o m y c i n  C i t  i s  

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

a b i l i t y  o f  MC t o  f r e e z e  DNA i n  a  l o o p e d  s t r u c t u r e  i s  d e m o n s t r a ­

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

DNA-MC c o m p l e x ,  i t  may o c c u r  i n  t h e  c e l l  a s  w e l l .  T h i s  may e s ­

p e c i a l l y  b e  t h e  c a s e  w h e n  o n e '  c o n s i d e r s  t h a t  c e l l u l a r  DNA, i n  

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

t h e r e f o r e ,  u n l i k e  i n  s o l u t i o n ,  t h e  k i n e t i c  b a r r i e r  f o r  t h e  b i ­

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

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

a l  c o n s e q u e n c e s .



1 3 5

F o o t n o t e s

1 A b b r e v i a t i o n s :  MC, m i t o m y c i n  C; AM, a c t i n o m y c i n  D; 

N - A c o - A F F ,  N - a c e t o x y - N - 2 - a c e t y l a m i n o f l u o r e n e ; S S C ,  . 

s a l i n e  s o d i u m  c i t r a t e  ( 1 . 5  M s o d i u m  c h l o r i d e  a n d

. 2  M c i t r i c  a c i d ,  pH 7 . 4 } ;  DSC, d i l u t e  s o d i u m  c i t ­

r a t e  { . 0 1 5  M s o d i u m  c h l o r i d e  a n d  . 0 0 2  M c i t r i c  a c i d ,  

pH 7 . 4) .

2 UV s p e c t r a  o f  m i t o m y c i n  C b o u n d  t o  DNA d i s p l a y s  a  

3 1 0  n m / 2 6 0  nm a b s o r p t i o n  r a t i o  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 . 3 4  

( L i p m a n  a n d  T o m a s z ) .

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

t h a t  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  t h e  m e a s u r e d  p a r a m e t e r  h a s  

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

h e l i x  t o  t h a t  o f  a  c o i l  ( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s  a n d  

T i n o c o ,  1 9 7 4 )  .

4 I t  i s  p o i n t e d  o u t  t h a t  a  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  

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

s t r a n d  s e p a r a t i o n  d u e  t o  f l u c t u a t i o n s  i n  s i z e  a n d  

i n d i v i d u a l  G-C c o n t e n t  ( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s  a n d  h. 

T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .  T h i s  h e t e r o g e n i e t y  i n  t h e r m a l  s t a b i l ­

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

" a v e r a g e "  t o t a l  t r a n s i t o n  ( t r a n s i t i o n a l  b r e a d t h )  t h a t  

m ay  b e  s e v e r a l  d e g r e e s  w i d e  ( H a m a g u c h i  a n d  G e i d u s c h e k ,  

1 9 6 2 } .

5 L e t t ,  P a r k i n s  a n d  A l e x a n d e r  ( 1 9 6 2 )  h a v e  s h o w n  t h a t  a

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

p u r i n e  a l k y l a t i o n  f o l l o w s  e s t e r i f i c a t i o n  o f  t h e  p h o s ­

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

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



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

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

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

V a r i a t i o n s  i n  t h e  c o e f f i c i e n t s  o f  s e d i m e n t a t i o n  a r e  e x ­

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

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

t e n d s  t o  m ake  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  i n c r e a s e  

( B l o o m f i e l d ,  C r o t h e r s ,  a n d  T i n o c o ,  1 9 7 4 ) .

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

t i o n  c o e f f i c i e n t  ( S ) , t i m e  ( t ) , d i s t a n c e  s e d i m e n t e d  ( D ) , 

a n d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  (M) o f  DNA a r e  a s  f o l l o w s  ( F r o m  

B u r g i  a n d  H e r s h e y  ( 1 9 6 3 ) ) :

f i g u r e  30 i n  t h e  a b i l i t y  t o  i n c r e a s e  t h e  v i s c o s i t y  o f  

DNA, h a s  b e e n  e x p l a i n e d  ( G a b b a y  e t  al^ .  , 1 9 7 3 )  i n  t e r m s  

o f  d i f f e r e n t i a l  s t e r i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  DNA b i n d i n g  

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

e n c e s  i n  h e l i c a l  l e n g t h .  T h i s  i s  r e l a t e d  t o  t h e  p o s i ­

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

c h r o m o p h o r e s ,  w h i c h  e f f e c t s  i t s  " a r o m a t i c  r i n g  t h i c k -

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



n e s s " ,  a  c h a r a c t e r i s t i c  l e a d i n g  t o  v a r i a t i o n s  i n  h e l i ­

c a l  l e n g t h  a n d  v i s c o s i t y .

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

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

w h i c h  h a s  b e e n  shown n o t  t o  o c c u r  ( s e e  p a g e  1 1 9 ) .  .
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APPENDIX

A p p e n d i x  (1) : T h e s e  c o r r e c t i o n s  a r e  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  b a s i c

c o r r e c t i o n  ( s e e  p a g e  11) w h i c h  c o r r e c t s  f o r  t h e  260 nru a b s o r p 1* - 

t i o n  c o n t r i b u t i o n  b y  b o u n d  MC t o  t h e  t o t a l  260 nm o f  t h e  DNA- 

MC c o m p l e x .  The p u r p o s e  o f  t h i s  a d d i t i o n a l  c o r r e c t i o n ,  i s  t w o ­

f o l d :  (1) To a c c o u n t  f o r ,  a t  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s ,  t h e  a d d i t i o n ­

a l  260  nm c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  t o t a l  260  nm a b s o r p t i o n  o f  t h e  

c o m p l e x  d u e  t o  a  p r e s u m e d  260 nm h y p e r c h r o m i c  r i s e  f o r  b o u n d  

d r u g  w h i c h  may c o m p l e m e n t  i t s  310 nm h y p e r c h r o m i c  r i s e  ( s e e  

a p p e n d i x  4-) , (2) To a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  i r r e v e r s i b l e

310 nm h y p e r c h r o m i c i t y ,  i n  t e r m s  o f  t h i s  a s s u m e d  2 60 nm a b s o r p ­

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

S i n c e  a t  room  t e m p e r  a t u r e j  A2 GC ' a 3 1 0  b ^u nd  MC i s  .1 .34 ''  

we c a n  t h e n  c a l c u l a t e  t h e  h y p e r c h r o m i c  i n c r e a s e  o f  A2 6 Q d u e  t o  

DNA a l o n e  f r o m  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  f o r  t h e  DNA-MC c o m p l e x  

m i n u s  t h e  c a l c u l a t e d  i n c r e a s e  f o r  b o u n d  MC a s  f o l l o w s :  The A2 gQ 

o f  DNA a l o n e  a t  a n y  t e m p e r a t u r e  ( t )  i s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  f o l l o w -
k  k

i n g  f o r m u l a  : A2 6 0 ^ DNA^ t  = A2 6 0 ( o b s e r v e d ) t  -  1 . 3 4 (AC3 i o ) t

f r o m  w h i c h  t h e  % h y p e r c h r o m i c i t y  o b t a i n e d  u p o n  h e a t i n g  t o  ( t )  

c a n  b e  c a l c u l a t e d  i n  t h e  u s u a l  m a n n e r .

* *

(AC3 i q )  i s  o b t a i n e d  a s  f o l l o w s :  T h e  t o t a l  310 nm a b s o r p t i o n  

(A3 1 0 ) t i m e s  t h e  i n c r e m e n t  o f  310 nm h y p e r c h r o m i c  i n c r e a s e  

( ( I ) ,  w h i c h  v a r i e s  w i t h  t e m p e r a t u r e ;  s e e  f i g . 12) a t  a  s p e c i ­

f i e d  t e m p . ( t )  m i n u s  ( ^ 3 1 0 ) g i v e s  c o r r e c t e d  310 nm (AC3 ; l q ) : 

(A3 1 0 ) (1) " (a 31q) -  ( a c31Q)
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A p p e n d i x  ( 2 ) :  C o r r e c t e d  260 nm M e l t i n g  P r o f i l e s

I n  f i g u r e  18 a r e  d i s p l a y e d  tw o  m e l t i n g  p r o f i l e s  f o r  a 

DNA-MC c o m p l e x  ( b i n d i n g  r a t i o  = . 1 1 )  i n  a q u e o u s  b u f f e r .  M e l t ­

i n g  p r o f i l e  1 i s  a  s t a n d a r d  m e l t i n g  c u r v e  c o n s t r u c t e d  a s  o u t ­

l i n e d  i n  m e t h o d s .  P r o f i l e  I I  r e p r e s e n t s  p r o f i l e  I  c o r r e c t e d  

f p r  t h e  e s t i m a t e d  260 nm a b s o r p t i o n  i n c r e a s e  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  310 nm h y p e r c h r o m i c i t y  f o r  b o u n d  d r u g .  I n c r e m e n t s  o f  310 nm 

h y p e r c h r o m i c i t y  ( I )  u s e d  f o r  t h e  c o r r e c t i o n ,  a t  t h e  v a r i o u s  

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

t a i n e d  f r o m  f i g u r e  1 2 .  The  c o r r e c t e d  m e l t i n g  p r o f i l e  I I ,  a l ­

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

c r e a s e  i n  m e l t i n g  b r e a d t h ,  e x h i b i t s  n o  c h a n g e  i n  t h e  T^ r e l a ­

t i v e  t o  t h e  u n c o r r e c t e d  p r o f i l e .  The r e t e n t i o n  o f  t h e  Tm a t  

260  nm o f  t h e  o r i g i n a l  DNA--MC c o m p l e x  ( p r o f i l e  I ,  f i g .  18) by  

t h e  c o r r e c t e d  p r o f i l e  I I  d e m o n s t r a t e s ,  t h u s ,  t h a t  t h e  310 nm 

h y p e r c h r o m i c i t y  h a s  n o  e f f e c t  o n  t h e  c a l c u l a t e d  Tm a t  2 60 nm. 

F u r t h e r m o r e ,  a  m o re  c o m p l e t e  r e n a t u r a t i o n ,  d u e  t o  c r o s s l i n k i n g ,  

i s  e v i d e n t  u p o n  t h i s  c o r r e c t i o n  ( s e e  a l s o  f i g . 11  a n d  t a b l e  3 

f o r  s i m i l a r l y  c o r r e c t e d  r e n a t u r a t i o n  v a l u e s  o f  DNA-MC c o m p l e x e s  

i n  m e t h a n o l - D S C  b u f f e r . ) *  C o r r e c t i o n s  f o r  310 nm h y p e r c h r o m -  

i c i t i e s  a r e .  a l s o  shown i n  f i g u r e s  16 a n d  1 7 .  H e r e  t h e  i n c r e ­

m e n t s  f o r  t h e  310 nm h y p e r c h r o m i c i t y  ( s i m i l a r  t o  t h o s e  i n  f i g .  

12) w e r e  o b t a i n e d  d i r e c t l y  f r o m  t h e  310 nm p r o f i l e s  o f  t h e s e  

c o m p l e x e s .
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A p p e n d ix  ( 3 ) :  M e l t i n g  P r o f i l e s  o f  DNA-MC C o m p lex e s  S o n i c a t e d

F o l l o w i n g  t h e i r  F o r m a t i o n

The  m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  tw o  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x e s  

o f  b i n d i n g  r a t i o s  .1 2  a n d  . 0 4 ,  r e s p e c t i v e l y ,  a r e  d i s p l a y e d  i n  

f i g u r e s  20 a n d  2 1 .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  s o n i c a t e d  f o l l o w i n g  t h e i r  

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

l i n k a g e  ( s e e  t a b l e  1 A ) , t h e y  d o  n o t  d i s p l a y  t h e  i n c r e a s e s  i n  

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

DMA. s o n i c a t e d  p r i o r  t o  i t s  c o m p l e x i n g  w i t h  m i t o m y c i n  C.

T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  a t t e m p t e d  t o  e q u a t e  two c o n d i t i o n s  

f o r  DNA-MC c o m p l e x e s :  T h a t  c o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  DNA, s o n i c a t e d  

p r i o r  t o  i t s  r e a c t i o n  w i t h  m i t o m y c i n  C, w e r e  e q u i v a l e n t  t o  com­

p l e x e s  o b t a i n e d  f r o m  DNA-MC s o n i c a t e d  a f t e r  i t s  f o r m a t i o n .  Com­

p a r i s o n s  , a s  show n  i n  t a b l e  1A, o f  Tms a n d  m e l t i n g  b r e a d t h s  

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

h e r e n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  r e l a t i v e  c o n f o r m a t i o n s  o f  DNA used ,  

f o r  s o n i c a t i o n .  ( I n  t h e  f i r s t  c o n d i t i o n ,  u n c o m p l e x e d  DNA i s  

u s e d ,  w h i l e  i n  t h e  s e c o n d  c o n d i t i o n ,  DNA c o m p l e x e d  w i t h  MC, 

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

( s e e  d i s c u s s i o n ) , i s  u s e d .  T h i s  d i f f e r e n c e  may t h u s  l e a d  t o  a  

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

DNA, w h i c h  may a c c o u n t  f o r  t h e  v a r i a t i o n  i n  m e l t i n g  p r o p e r t i e s . )



A p p e n d i x  ( 4 ) :

" T h e r m a l  D e n a t u r a t i o n  P r o f i l e s "  a t  310  nm

#  *  &
F i g u r e s  1 2 ,  1 3 ,  1 4 ,  a n d  1 5 ,  r e s p e c t i v e l y  r e p r e s e n t  t h e

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

DNA-MC, p o l y v i n y l  s u l f a t e  (PVS-MC) a n d  D N A -co m p o u n d  A c o m p l e x e s  

a t  310  nm ( s e e  a l s o  t a b l e  5 ) .  A l l  c o m p l e x e s  sh o w  a  g r a d u a l  " h y ­

p e r c h r o m i c . "  i n c r e a s e  o r  s h i f t  a t  310  nm. Upon c o o l i n g  o n l y  a  

s l i g h t  " r e n a t u r a t i o n "  o c c u r s .  U n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA-MC 

c o m p l e x e s  s i m i l a r l y  show  i n c r e a s e s  o f  31 0  nm a b s o r p t i o n  a f t e r  

h e a t i n g  ( t a b l e  4) .  I t  i s  s h o w n  ( s e e  t a b l e  5) t h a t  n o  m i t o m y c i n  C 

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

y s i s .  A p p r o x i m a t e l y  50% o f  c o m p o u n d  A ,  h o w e v e r ,  i s  r e l e a s e d  

f r o m  h e a t e d  c o m p l e x e s  a s  s h o w n  b y  d i a l y s i s  £ s e e  t a b l e  s ) .  A 

c o m p a r a t i v e  d i s p l a y  o f  t h e  2 6 0  nm a n d  31 0  nm m e l t i n g  p r o f i l e s  

( s e e  t a b l e  5) f o r  t w o  u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA-MC c o m p l e x e s  

i s  s h o w n  i n  f i g u r e s  16 a n d  1 7 .  T h e s e  p r o f i l e s  s h o w  t h a t  t h e  

Tms  a n d  m e l t i n g  b r e a d t h s  o f  DNA (2 6 0  nm) d i f f e r  c o n s i d e r a b l y  

f r o m  t h e  ” Tms "  a n d  " m e l t i n g  b r e a d t h s "  f o r  t h e  b o u n d  d r u g s  (3 1 0  

nm) ( s e e  t a b l e  5 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  F u c h s  

a n d  D a u n e  ( 1 9 7 1 )  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  c o o p e r a t i v e  m e l t i n g  

c u r v e s  a t  305  nm ( f o r  b o u n d  d r u g )  o f  N - a c e t o x y - 2 - a c e t y l a m i n o -  

f l o u r e n e - D N A  ( N - A c o - A F F ) ^  c o m p l e x e s .

T h e  310 nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s  f o r  b o u n d  d r u g  (MC a n d

c o m p o u n d  A) d i f f e r  f r o m  t h e  26 0  nm m e l t i n g  p r o f i l e s  f o r  DNA i n
i

* p a g e s  1 4 8 - 1 5 0



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

n i f i c a n t  r e v e r s i b l e  d e n a t u r a t i o n  i s  d i s p l a y e d  b y  DNA ( f i g ­

u r e s  16 a n d  1 7 ) ,  310 nm " t h e r m a l  p r o f i l e s "  s h o w  o n l y  a  

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

t h e  " T m s " ,  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  m i d p o i n t s  o f  t h e  310 nm h y p e r ­

c h r o m i c  s h i f t s  ( f i g u r e s  16 a n d  17) a r e  h i g h e r  r e l a t i v e  t o  

t h e  Tms o f  t h e  26 0  nm m e l t i n g  p r o f i l e s  f o r  t h e  s a m e  c o m p l e x e s  

T h i r d l y  t h e  t r a n s i t i o n s  o f  t h e  310 nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s  a r e  

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

d i s p l a y e d  b y  DNA a t  2 6 0  nm.

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

3 10  nm f o r  t h e  b o u n d  m i t o m y c i n s  a r e  s i m i l a r  i n  m any  r e s p e c t s  

t o  t h e  3 0 5  nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s *  r e p o r t e d .  ( F u c h s  arid D e a n e .  

19 7 1 )  f o r  DNA b o u n d  N - a c e t o x y ~ 2 a c t y l  a m i n o  f l o u r e n e  ( a  c a r ­

c i n o g e n )  r e s i d u e s ,  a n d  i s  i n t e r p r e t e d  ( F u c h s  a n d  D a u n e ,  1 9 7 1 )  

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

b o u n d ' c h r o m o p h o r e s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  DNA h e l i x BF u c h s  a n d  

D a u n e  ( 1 9 7 1 )  e x p l a i n  t h e  3 0 5  nm h y p e r c h r o m i c  r i s e  o b s e r v e d  

f o r  D N A -N -A co-A F F  c o m p l e x e s  a s  o n e  d u e  t o  a  s p e c t r o p h o t o -  

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

p o s i t i o n  o f  t h e  N - A c o - A F F  c h r o m o p h o r e  f r o m  i t ' s  o r i g i n a l  

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

h e l i x .  I t  i s  t h e  n o n - r e s o n a n t  c o u p l i n g ,  a s  F u c h s  a n d  D a u n e  

( 1 9 7 2 )  f u r t h e r  e x p l a i n  o f  s p e c i f i c  e l e c t r o n  t r a n s i t i o n s  o f  

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

t h e  DMA b a s e s  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  h y p o c h r o m i c i t y
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o f  t h e  d r u g  ( a  c o n d i t i o n  b e f o r e  h e a t i n g ) . T h r o u g h  t h e  i n t r o ­

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

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

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

f o r  a  r i s e  a t  305  nm ( F u c h s  a n d  D a u n e ,  19 7 2 ) .  T h e  f a c t  t h a t  

C h i a n g ,  M i l l e r  a n d  W e tm u r  ( 1 9 7 4 )  c o n c l u d e  h o w e v e r ,  t h r o u g h  

e l e c t r i c  d i c h r o i c  s t u d i e s  o f  s i m i l a r  DNA-N-Aco-AFF c o m p l e x e s ,  

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

t h e  DNA h e l i x  w i n d i n g  a n g l e  o f  60+4 ° t o  t h e  h e l i c a l  a x i s  ( a s  

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

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

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

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

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

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

y s i s  o f  h e a t e d  c o m p l e x e s  ( s e e  t a b l e  5) d i s p l a y  e s s e n t i a l l y  n o  

l o s s  o f  m i t o m y c i n  C ( L i p m a n  et_ a l _ . , 1 9 7 8 )  . I t  h a s  a l s o  b e e n  

s h o w n  (T o m asz  e t  a t .  ,• 1 9 7 4 )  t h a t ,  e x c e p t  f o r  t h e  e x p e c t e d  a b ­

s o r p t i o n  i n c r e a s e  (3 1 0  nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t  f o r  b o u n d  c h r o m o ­

p h o r e s )  , t h e r e  i s  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  U .V .  s p e c t r a  b e t w e e n  

b o u n d  a n d  u n b o u n d  r e d u c e d  MC c h r o m o p h o r e s  b e f o r e  a n d  a f t e r  

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

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

t h e  s i l i c a  g e l  a n d  s e p h a d e x  G -25  c o l u m n  ( f i g . 23)  c h r o m a t o g r a ­

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

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

t h e  s t r u c t u r e s  o f  t h e  m i t o m y c i n s .



T h e  h i g h e r  m i d p o i n t s  o f  " m e l t i n g "  o b s e r v e d  f o r  t h e  

310  nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s ,  r e l a t i v e  t o  t h e  Tms a t  2 6 0  n m . 

f o r  DNA-MC c o m p l e x e s  ( f i g u r e s  16 a n d  1 7 ) ,  h a v e  s i m i l a r l y  

b e e n  o b t a i n e d  a t  305  nm b y  F u c h s  a n d  D a u n e  (19  7 1 )  f o r  t h e  

N -A c o -A F F -D N A  c o m p l e x e s  a n d  i s  e x p l a i n e d  b y  art  i n c r e a s e  i n  

"Tm" b e i n g  d u e  t o  a  p r e f e r e n t i a l  b i n d i n g  o f  t h e  c a r c i n o g e n  

t o  DNA r e g i o n s  o f  h i g h  G-C c o n t e n t  w h e r e  t h e  m e l t i n g  t e m p e r ­

a t u r e  f o r  DNA i s  h i g h e r  t h a n  i n  o t h e r  r e g i o n s  o f  t h e  DNA 

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

r i c h  r e g i o n s  o f  t h e  DNA m o l e c u l e  ( T o m a s z  e t  al_.  , 1 9 7 4 ;

L i p s e t t  a n d  W e i s s b a c h ,  1 9 6 5 )  may b e  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  o b ­

s e r v e d  31 0  nm "Tm" i n c r e a s e ,  b u t  i t  i s  n o t e d  t h a t  t h e  d i f f e r ­

e n c e  ( 7 - 1 2  *'c) ( s e e  t a b l e  5)  b e t w e e n  " T m s"  a t  310  nm a n d  Tms 

a t  2 6 0  nm d i s p l a y e d  b y  DNA-MC c o m p l e x e s  a r e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  

( 1 - 4 ° C  d i f f e r e n c e  r a n g e  f o r  a l l  b i n d i n g  r a t i o s )  r e p o r t e d  b y  

F u c h s  a n d  D a u n e  ( 1 9 7 1 )  f o r  N - A c o -A F F -D N A  c o m p l e x e s .  I n  v i e w  

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

e n t i a l  b i n d i n g  t o  G-C r e g i o n s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d i f f e r ­

e n c e s  o b s e r v e d  f o r  26 0  nm a n d  310 nm " m e l t i n g " .

T h e  b r o a d e r  w i d t h s  o f  t r a n s i t i o n  ( a s  d i s t i n g u i s h e d  b y  

t h e i r  s m a l l e r  s l o p e s )  f o u n d  a t  310  nm f o r  DNA-MC c o m p l e x e s  

r e l a t i v e  t o  t h o s e  a t  26 0  nm ,  i n d i c a t e  so m e  i n d e p e n d e n c e  i n  

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

i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e ,  i n  s u p p o r t  o f  t h i s  i n d e p e n d e n c e  i n  

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

A) c h r o m o p h o r e s  o c c u r s  i n  p o l y a n i o n i c  s t r u c t u r e s  l a c k i n g  s i g ­

n i f i c a n t  h e l i c a l  c o n t e n t  ( e . g .  d e n a t u r e d  DNA, PVS e t c . ;  s e e



1 4 5

t a b l e  5 ) .  I t  i s  a p p r o p r i a t e  h e r e  t o  i n t r o d u c e  t h e  f a c t  t h a t  

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

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

t h e s e  c h r o m o p h o r e s  t o  a b s o r b  l i g h t  e n e r g y  ( K r e y  a n d  H a h n ,

1 9 7 5 )  I n  c o n s i d e r i n g  t h i s  a n d  t h e  f a c t  t h o - t  a  h y p e r c h r o m i c  

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

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

( A k t i j p i s  e_t al_. , 1 9 7 5 ) '  s u p p o r t s  t h e  v i e w  t h a t  a  g e n e r a l  o r  

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

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

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

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

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

t h i s  v i e w .  I t  i s  a l s o  i m p o r t a n t  t o  n o t e  h e r e  t h a t  s i n c e  we a r e  

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

o f  a  s u b s t a n c i a l  q u a n t i t y  o f  MC c h r o m o p h o r e s ,  we c a n  e l i m i n a t e  

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

Tm i n c r e a s e  o f  DNA. T h e  r e a s o n i n g  i s  t h a t  t h e  T ^ s  f o r  t h e  1 s t  

a n d  2 n d  m e l t i n g s  i n  t h e  d o u b l e  m e l t i n g  p r o f i l e s  a r e  e q u i v a l e n t  

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

I n  r e g a r d  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p o s s i b l e  m o d e s  

o f  b i n d i n g  t o  DNA e x h i b i t e d  b y  MC, w h i c h  may b e  r e s p o n s i b l e  

f o r  t h e  3 1 0  nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s ,  tw o  m a j o r  f o r m s  o f  k n o w n  

m i t o m y c i n  C b i n d i n g  ( e . g .  m o n o f u n c t i o n a l  a n d  b i f u n c t i o n a l  

( I y e r  a n d  S z y b a l s k i ,  1 9 6 3 ) )  c o m e  i n t o  l i g h t .  U n d e r s t a n d i n g ,  

a s  p r e v i o u s l y  e x p l a i n e d ,  t h a t  t h e  3 1 0  nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s



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

o f  m any  o f  t h e  b o u n d  MC c h r o m o p h o r e s  r e l a t i v e  t o  t h e  DMA h e l  

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

m o n o f u n c t i o n a l  r a t h e r  t h a n  b i f u n c t i o n a l  ( c r o s s l i n k i n g )  b o u n d  

MC c h r o m o p h o r e s  w h i c h  l e a d s  t o  t h e  3 1 0  nm s h i f t .  T h i s  i s  b e ­

c a u s e  MC m o l e c u l e s  b o u n d  b i f u n c t i o n a l l y  ( t o  tw o  DMA s t r a n d s )  

v i a  a  m in im u m  o f  t w o  b o n d s  a r e  m o r e  l i k e l y  t o  b e  r e s t r i c t e d  

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

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

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

l i k e l y ) . A s u p p o r t  f o r  t h i s  i s  t h e  f a c t  t h e  DNA-A c o m p l e x e s  

( s e e  t a b l e  5) w h i c h  c o n t a i n  o n l y  m o n o f u n c t i o n a l l y  b o u n d  

c h r o m o p h o r e s  ( T o m a s z  e_t a l , , 1 9 7 4 )  s i m i l a r l y  d i s p l a y  3.10 nm 

h y p e r c h r o m i c  s h i f t s .  F u r t h e r m o r e ,  s i n c e  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  

MC c h r o m o p h o r e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c r o s s l i n k s  i n  DNA c o m ­

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

1 / 5  t o  . 1 / 1 0 - o f  t o t a l  b o u n d  c h r o m o p h o r e s  e x i s t  a s  c r o s s l i n k s

t
( S z y b a l s k i  a n d  I y e r ,  1 9 6 4 a & b ) , t h e n  m o s t  l i k e l y ,  i t  i s  t h e  

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

b i n d i n g  c h r o m o p h o r e s  t h a t  i s  l e a d i n g  t o  t h e  310 nm h y p e r c h r o m  

i c  s h i f t .  The  f a c t ,  a l s o ,  t h a t  ' ' 3 1 0  nm h y p e r c h r o m i c i t i e s " ,  

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

p l a y e d  b y  c o m p l e x e s  ( e . g .  PVS a n d  d e n a t u r e d  DNA, s e e  t a b l e  5) 

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

t h i s  a s s e r t i o n .

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

s h o w n  i n  t a b l e  5 ,  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  310 nm h y p e r c h r o m i c



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

t h e  p o l y a n i o n .  As L i p m a n ,  W e a v e r ,  a n d  Tom asz  (1 9 7 8 )  h a v e  

s h o w n ,  t h e  b i n d i n g  o f  com pound  A t o  v a r i o u s  p o l y a n i o n s ,  a n d  

t h e  b i n d i n g  o f  MC t o  PVS o r  t o  DNA ( a b o v e  b i n d i n g  r a t i o s  o f  

0 . 1 )  i s  e s s e n t i a l l y  e l e c t r o s t a t i c  i n  n a t u r e .  The  f a c t ,  t h e r e ­

f o r e ,  t h a t  s i g n i f i c a n t  310 nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s  o c c u r  w i t h  

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

b e t w e e n  b o u n d  c h r o m o p h o r e s  a n d  p o l y a n i o n s  ( e . g .  PVS-MC, s o n i ­

c a t e d  DNA-compound A, e t c . )  a n d  w i t h  c o m p l e x e s  ( e . g .  DNA-MC 

c o m p l e x e s  a t  b i n d i n g  r a t i o s  0 . 0  4 a n d  0 . 0 8 ,  s e e  t a b l e  5) n o t  

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

p o s s i b i l i t y  t h a t  i t  i s  a  g e n e r a l  f o r m  o f  b i n d i n g  ( e . g .  t o  t h e  

p h o s p h a t e s  o f  t h e  DNA h e l i x ) , i n d e p e n d e n t  o f  t h e  n a t u r e  o f  

t h e  b o n d  ( e . g .  c o v a l e n t  v s .  e l e c t r o s t a t i c )  i n v o l v e d ,  w h i c h  i s  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  310 nm h y p e r c h r o m i c  s h i f t s .
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F i g , 1 5  . R e l a t i v e  O . D . ^ q v s . T em p , f o r  

a  s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DNA-compound A c o m p l e x  o f  

b i n d i n g  r a t i o  . 1 4  i n  DSC. B i n d i n g  r a t i o  o f  c o m p l e x  

a f t e r  h e a t i n g  w as  a p p r o x .  . 07 ,



' T a b l e  5 .  R e l a t i v e  A b s o r b a n c e  I n c r e a s e  a t  310 nm f o r  v a r i ­
o u s  M i t o m y c i n  C a n d  Compound A C o m p l e x e s , -

C o m p le x  B i n d i n g  R e l a t i v e 11  Maximum " 3 I 0 1 " 3 1 0 1
R a t i o  OD(310  nm) H y p e r c h r o m -  Tm" m . b 1.'

_______ ____ _____________ i n c r e a s e  i c  R i s e  .......
*

PVS-MC C o m p le x  0 . 1 2  1 . 2 2  1 . 2 7

D e n a t u r e d  DNA- 0 . 1 4  1 . 1 4  1 . 2 1
MC C o m p le x

*

S o n i c .  E . C o l i  0 . 2 5  1 . 2 9  1 . 3 6
DNA-MC C o m p le x  

( *£*
C a l f  Thymus DNA- 0 . 1 2  1 . 3 5
MC C o m p le x

C a l f  Thymus DNA- 0 . 0 4  1 . 1 8
MC C o m p le x

C a l f  Thymus DNA- 0 . 1 5  1 . 0 7  1 . 1 3  85 °C 38 °C
MC C o m p le x

C a l f  Thymus DNA- 0 . 0 8  1 . 0 8  1 . 1 4  80 "c 45°C
MC C o m p le x

S o n i c .  C .T h y m u s  0 . 1 4  1 . 1 2  1 . 1 6
DNA-Compound A - ' - ( 0 , 0 7 ) * *  

i i i
Com pound  A a l o n e  -  /v. 1 . 0 3  1 . 0 6

A u t o - o x i d i z e d  -  ^ 1 . 0 3  1 . 0 5
Compound A a l o n e .

M i t o m y c i n  C 
. _ a l o n e

( p -  310  nm "Tm"St"m.b.  ( M e l t .  B r e a d t h )  " w e r e  m e a s u r e d  f o r  t h e  2 
c o m p l e x e s  n o t e d .  A t  r o om t e m p ,  a f t e r  t h e  c o o l i n g
o r  r e n a t u r a t i o n  o f  c o m p l e x .  < ii i} -  Done i n  M e t h a n o l - D S C  
I n  DSC a n d  h e a t e d  t o  1 2 0 °C, € 5 -  B i n d i n g  R a t i o  a f t e r  h e a t ­
i n g  a n d  d i a l y s i s .  B . R a t i o  o f  t h i s  c o m p l e x  b e f o r e
h e a t i n g  w as  0 . 1 4 .  A f t e r  h e a t i n g  i t  w as  0 . 0 7  ( u p o n  d i a l y z -  
i n g ) . T h i s  r e p r e s e n t s  a  l o s s  o f  54% o f  d r u g  t h r o u g h  h e a t ­
i n g  { . 1 4 - . 0 6 5 / . 1 4  X 100 =* 5 4 % ) .  S i n c e  54% o f  d r u g  i s  
l o s s e d ,  t h e n  h y p e r c h r o m i c .  v a l u e s  f o r  (A) c o m p l e x e s  w e r e  
m u l t i p l i e d  b y  .5 4  a n d  t h e n  s u b t r a c t e d  f r o m  c o m p l e x  v a l u e .  
( M i t o m y c i n  C i s  n o t  l o s s e d  f r o m  c o m p l e x  b y  h e a t i n g  a s

shown b y  d i a l y s i s .  (DNA-MC b e f o r e  a n d  a f t e r  h e a t ,  h a s  b . r . -  
= . 1 2 )

1 . 0 0  1 . 0 0



A p p e n d i x  (5 )  : T h e  d i f f e r e n c e s  i n  m e l t i n g  b r e a d t h s  ( s e e  t a b l e  1)

f o r  s o n i c a t e d  v e r s u s  u n s o n i c a t e d  c a l f  t h y m u s  DMA ( i n  DSC) c o m ­

p l e x e s  c a n  b e  e x p l a i n e d  ( w h e n  t a k i n g  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  t h e  

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

a s  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o b t a i n e d  i n  m e t h a n o l - D S C  s o l v e n t  ( s e e  

t a b l e  3) b y  t h e  p r e s e n c e  o f  n o n c r o s s l f n k e d  DNA i n  t h e  s o n i ­

c a t e d  s a m p l e s .  F o r  e x a m p l e ^ w h e n  c o m p a r i n g  t h e  m e l t i n g  b r e a d t h s  

f o r  DNA-MC c o m p l e x e s  o f  . 1 0  b i n d i n g  r a t i o s  f o r  s o n i c a t e d  a n d  

u n s o n i c a t e d  f o r m s ,  we f i n d :

* U n s o n i c a t e d  c o m p l e x  -  a s s u m i n g  f u l l  100% c r o s s l i n k a g e  

h a s  a  r e a l  m e l t i n g  b r e a d t h  ( m . b . )  Of  2 3 . 5 ° C  ( = 7 8 . 1 ° C ) ,

* S o n i c a t e d  c o m p l e x  s a m p l e  -  h a s ,  a s s u m i n g  a  50% c r o s s -  

l i n k a g e  ( s e e  r e s u l t s ) ,  a n  o b s e r v e d  m . b .  o f  2 8 . 5 ° C .

* C o n t r o l  s o n i c a t e d  DNA (Tm= 6 3 . 5 ° C )  h a s  a  m e l t i n g  

b r e a d t h  o f  18 C a n d  r e p r e s e n t s  50% o f  t h e  s o n i c a t e d  

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

. ( 1 )  A s s u m i n g  t h a t  c r o s s l i n k s  a r e  t h e  r e a s o n  f o r  c h a n g e  

. i n  m e l t i n g  b r e a d t h ,  ( 2 ) k n o w i n g  t h a t  t h e  m e l t i n g  

b r e a d t h  i n  d e g r e e s  c e n t i g r a d e  i s  b i s e c t e d  b y  t h e  Tm 

( s e e  m e l t i n g  p r o f i l e s )  a n d  ( 3 ) a s s u m i n g  t h a t  t h e  

m . b .  o f  t h e  s o n i c a t e d  s a m p l e  i s  a  c o m b i n a t i o n  o f  50% 

c o n t r o l  s o n i c a t e d  a n d ,  e f f e c t i v e l y ,  50% o f  t h e  u n ­

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



s h i p s  i n  t h i s  m a n n e r :  

1 s o n i c a t e d  c o n t r o l  I

{ F ro m  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e l o w
we f i n d  a n  e s c i m a f e d  m . b .  o f
3 0 . 3 ° C ,  a  v a l u e  m u c h  c l o s e r + - £
t o  2 8 . 5 ^  ( m . b .  o f  s o n i c . c o m p l r
t h a n  t o  2 3 . 5 c C ( m . b .  o f  u n s o n -
i c . c o m p l e x )

l u n s o h i c a t e d  c o m D l e x i  
'    —

OS. b

I S (Ir I f. 75

ToT^I

-  3 0 .3  °e

S u p p o r t s  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  c r o s s l i n k s  l e a d  t o  i n c r e a s e s  i n  m . b
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A p p e n d i x  (6) : An a c c e p t e d  r e a c t i o n  ( A l e x a n d e r  and  L e t t /

1 9 6 0 )  f o r  a l k y l a t i n g  a g e n t s  c o n t a i n i n g  t h e  a z i r i d i n e  r i n g

i s :  ( 1 ) _  j_ \
CH2 CH2 + = P — O Na — p — 0 —  CH2- C H 2-NM

\ /  I
I
R + NaOH

E t h y l e n e i m i n e  N e u t r a l i z a t i o n  o f
o n e  c h a r g e  t h r o u g h  
e s t e r i f i c a t i o n .

(2 )  I n  t h e  c a s e  o f  M i t o m y c i n  C , a  p o s s i b l e  s i t u a t i o n  i s :

N-H
+  — P — O Na ^ N a 2 S 2 0 4j

NH

N e u t r a l i z a t i o n  o f  c h a r g e  
t h r o u g h  e s t e r i f i c a t i o n  + 
t h e  a d d i t i o n  o f  p o s i t i v e  c h a r g e



A p p e n d i x  ( 7 ) :  S i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  d o  n o t  e f f e c t  t h e  f l e x i ­

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

v i s c o s i t y  a n d  s e d i m e n t a t i o n  m e a s u r e m e n t s  o f  n i c k e d  ( c o n t a i n ­

i n g  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s )  a n d  u n n i c k e d  DNA ( H a y e s  a n d  Zimin, 

1 9 7 0 ) .  T h e  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  t h e  n i c k  o r  s i n g l e  s t r a n d  d i s ­

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

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

c o m e s  a n y  w e a k n e s s  i n t r o d u c e d  b y  t h e  b r e a k  ( P a r i s h ,  1 9 7 2 ) .

I n  r e f e r e n c e  t o  N a2 S 2 0 ^ ;  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  t o  b e  c a u s e d  i n  m any  i n s t a n c e s  b y  o t h e r  r e d u c i n g  a -  

g e n t s  i n c l u d i n g  d i t h i o t h r e i t o l ,  NADH, a s c o r b a t e  ( B o d e ,  1 9 6 7 ) ,  

s o d i u m  b i s u l f i t e  ( H a y a t s n  a n d  M i l l e r ,  1 9 7 2 )  a n d  c y s t e i n e  

( R o s c n k r a n z  a n d  R o s e n k r a n s s , . 1 9 7 1 ) .  S i n c e  an  o x y g e n  d e p e n d e n c e  

o f  t h e  i n  v i t r o  d e g r a d a t i o n  o f  DNA h a s  b e e n  sh o w n  i n  t h e s e  

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

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

f o r  t h e  d e g r a d a t i v e  e f f e c t  s e e n  i n  DNA.
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Ap p e n d i x  ( 8 ) : T h e  r a t e  o f  s e d i m e n t a t i o n  o f  a  m a c r o m o l e c u l e  d e ­

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

E i s e n b e r g  ( 1 3 6 9 ) .  T h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  (S) i s :

(1 )  S = Mn <p \ = ( 1 -  M = m o l e c u l a r  w e i g h t  o f
  , N u c l e i c  A c i d

f N  \ ^ c ^ / „
-p = p a r t i c l e  f r i c t i o n a l  

c o e f f i c i e n t

<̂v _  v f O  N = A v o g a d r o ' s  n u m b e r

/  i Q  \  .
|----------- =* d e n s i t y  i n c r e m e n t  d u e

t o  n u c l e i c  a c i d  a t  c o n ­
ic. s t a n t  c h e m .  p o t e n t i a l  

o f  s o l u t e s

V  = p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l .  
o f  n u c l e i c  a c i d

^  = d e n s i t y  o f  s o l v e n t

Now f o r  a n  e l l i p s o i d  o f  r e v o l u t i o n - ( M u l l e r  a n d  C r o t h e r s ,  1 9 6 8 ) ,  

( 2 )
f  , L  - 803r  rO '  -

e )
f  = f r i c t i o n a l  c o e f f i c i e n t  o f  a  DNA 

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

Lr  = l e n g t h  o f  D N A - d r u g  c o m p l e x  w i t h  
b i n d i n g  r a t i o  r  

S u b s c r i p t  0 d e n o t e s  c o n t r o l  DNA . -

i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  f r i c t i o n a l  c o e f f i c i e n t  o f  DNA i n c r e a s e s  

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

( 1 ) ,  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  w o u l d  d e c r e a s e .



A p p e n d i x  ( 9 ) : B a n d s  a r e  a p p a r a n t l y  s o m e  f o r m  o f  DNA f o r  t h e

f o l l o w i n g  r e a s o n s :  F i r s t /  a l l  DNA h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  d e p r o -  

t e i n a t e d  a n d  f u r t h e r  d e p r o t e i n i z a t i o n  ( s e e  m e t h o d s )  w i t h  s u b ­

s e q u e n t  L o w r y  p r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n  i n s u r e ^  t h e  e s s e n t i a l  a b ­

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

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

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

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

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

d i s p l a y s  s u c h  i m m o b i l e  b a n d s ,  b u t  w h e n  s o n i c a t e d ,  d o e Sn o t  ( c o m ­

p a r e  f i g u r e s  ( p l a t e s )  C2 a n d  F 2 ) . T h e r e f o r e  i t  a p p e a r s  t h a t  

t h i s  b a n d ,  i f  DNA, i s  b e i n g  s o n i c a t e d  w i t h  t h e  r e s t  o f  t h e  

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

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

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

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

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

t e r f e r e n c e  i n  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  m o b i l e  b a n d  b y  t h e  i m m o b i l e  

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

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

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

q u a n t i t y  o f  DNA ( p l a t e  A i )  a p p l i e d  t o  t h e  g e l  d i d  n o t  e f f e c t  

t h e  r e l a t i v e  m o b i l i t y .  T h i r d l y ,  t h e  i m m o b i l e  b a n d s  o f  t h e  DNA- 

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

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

' I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  l a r g e  DNA f r a g m e n t s  a p p e a r  t o  

b e  p r e s e n t  f o r  t h e  f o l l o w i n g  r e a s o n s :  T h e  c a l f  t h y m u s  DNA w a s
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p r e p a r e d  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ; ' W o r t h i n g t o n )  u s i n g  t h e  m e t h ­

o d  d e s c r i b e d  b y  Z am en h o f  ( 1 9 5 7 ) .  T h i s  m e t h o d  u t i l i z e s  r e p e t i ­

t i v e  t e c h n i q u e s  o f  f r e e z i n g ,  t h a w i n g ,  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t i s s u e  

g r i n d e r  h o m o g e n i z i n g  w h i c h  s h e a r s  o r  b r e a k s  down t h e  DNA t o  l o w ­

e r  m o l e c u l a r  w e i g h t s .  V i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  o f  c a l f  t h y m u s  DNA 

( Z a m e n h o f ,  195 7) p r e p a r e d  b y  t h i s  p r o c e d u r e  g i v e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  

o f  5 - 6 X 1 0 ^  d a l t o n s ,  v a l u e s  w h i c h  a g r e e  w e l l  w i t h  t h e  v i s c o m e t r i c  

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

p r e p a r e d  b y  m e an s  o f  a  d e t e r g e n t  m e t h o d  o f  DNA i s o l a t i o n  (Kay 

e t  al_. , 1957)  a v o i d s  m e c h a n i c a l  s h e a r  b r e a k a g e  o f  DNA t o  a n y  

s u b s t a n c i a l  l e v e l .  As a  r e s u l t ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h i s  

DNA a r e  i n  t h e  a r e a  o f  4 3 - 5 1 X 1 0 ^  d a l t o n s .  F rom  t h i s  i n f o r m a t i o n  

o n e  may c o n c l u d e  t h a t  t h e  i m m o b i l e  b a n d s ,  a s  s e e n  i n  t h e  e l e c ­

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

r e p r e s e n t i n g  a  s m a l l  f r a c t i o n  o f  t h e  t o t a l  DNA.
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A p p e n d i x  (1 0 )  : Lown e t  aul. ( 1 9 7 6 )  d e t e c t e d  s i n g l e  s t r a n d

b r e a k s  i n  DNA-MC c o m p l e x e s  b y  a n  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  a s s a y :  

U n w i n d i n g  o f  s u p e r c o i l e d  PM2 DMA b y  t h e  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s .  

T h e s e  b r e a k s  w e r e  i n t e r p r e t e d  a s  b e i n g  c a u s e d  b y  s u p e r o x i d e  

f o r m a t i o n .  T h e  a u t o x i d a t i o n  ( r e o x i d a t i o n )  o f  h y d r o q u i n o n e s  

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

q u i n o n e  a n d  t h e  s u p e r o x i d e  r a d i c a l  ( ‘ O^) w h i c h  p r o v i d e s  a n  e x ­

p l a n a t i o n  f o r  t h e  b r e a k d o w n  o f  DNA ( M i s r a  a n d  F r i d o v i c h ,  1 9 7 2 ) .  

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

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

t h e  i n d u c t i o n  o f  s t r a n d  c l e a v a g e  o f  DNA (Lown ejb a l . , 1 9 7 6 )  . 

( A l t h o u g h  t h e  h y d r o x y l  r a d i c a l  (*OH) h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  t h e  

a g e n t  r e s p o n s i b l e  f o r  DNA s t r a n d  c l e a v a g e  i t s e l f  ( M o r g a n  e t  a l . ,

1 9 7 6 ) ,  t h e  e n z y m e s  c a t a l a s e  a n d  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  i n h i b i t  

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

t h r o u g h  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n ,  k e y  c o m p o n a n t s  ( i . e .  ( ’ O^) i n ­

t o  H2 O2 , a n d  H2 O2 i n t o  a n d  O2 ) i n v o l v e d  i n  a  m e c h a n i s m

( M o r g a n  e t  a l_ . , 1 9 7 6 )  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h i s  

f r e e  r a d i c a l . )

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

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

t e c t  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  i n  DNA-MC c o m p l e x e s .  (DNA c o n t a i n i n g  

s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  s u c h  a s  t h o s e  c a u s e d  b y  s t r e p t o n i g r i n  (C o n e  

e t  al_, , 19 76)  w i l l ,  i n  a l k a l i ,  s e d i m e n t  m o r e  s l o w l y  t h a n  c o n t r o l  

DNA d u e  t o  i t s  r e l a t i v e l y  s h o r t e r  ( l o w e r  M.W.) s t r a n d s  ( S u z u k i  e t  

a l . ,  1 9 6 S ) . )  T h e  r e s u l t s  a r e  n e g a t i v e  ( s e e  f i g u r e s  36 a n d  37) 

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

t h i s  s y s t e m .
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