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A B S T R A C T
B y u s i n g a n i n d i r e c t e n d - l a b e l l i n g t e c h n i q u e f o r m a p p i n g ,

f i v e D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s h a v e b e e n l o c a t e d i n
Dr.<>.s_<>Ehi2.£ S>.e.AjLn.£>.g..a.s.t.e..r c h r o m a t i n a t t h e 5 ' — e n d o f t h e g e n e
c o d i n g f o r r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 . T h e s e s i t e s t y p i c a l l y s p a n
a b o u t 1 0 0 - 1 6 0 b a s e p a i r s a n d a r e a p p r o x i m a t e l y t h e l e n g t h o f a
n u c l e o s o m e a p a r t ( c e n t e r t o c e n t e r d i s t a n c e c a 2 4 5 b p ) . T h i s is
t h e f i r s t a n a l y s i s o f t h e c h r o m a t i n s t r u c t u r e o f a c o n s t i t u t i v e
h o u s e - k e e p i n g g e n e . T h e r e s u l t s s u p p o r t t h e h y p o t h e s i s t h a t t h e
p r e s e n c e o f s u c h a D N a s e 1 h y p e r s e n s i t i v e s i t e i n c h r o m a t i n i s
n e c e s s a r y f o r t r a n s c r i p t i o n i n v_iv<>. T h e p r e s e n c e o f s u c h s i t e s
m a y r e f l e c t s o m e l o c 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 t h e
c h r o m a t i n i n t h e p r e s u m p t i v e r e g u l a t o r y r e g i o n .

INTRODUCTION

T h e u s e o f D N a s e I a s a p r o b e o f c h r o m a t i n s t r u c t u r e h a s

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

o f g e n e r e g u l a t i o n . D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s ( o r s h o r t

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

o r g a n i s m s [ D r_o.sfiEh j,I a. ( 1 - 4 ) , c h i c k e n ( 5 , 6 , 7 ) , r a t ( 8 ) ] , a n d o f

t h e v i r u s S V 4 0 ( 9 - 1 2 ) ) . I n m o s t c a s e s s u c h s i t e s a r e f o u n d a t

t h e 5 ' - e n d o f g e n e s w h i c h a r e b e i n g o r c a n b e e x p r e s s e d i n t h e

c e l l t y p e u n d e r a n a l y s i s . E x a m p l e s t o d a t e i n c l u d e t h e h s p 7 0

a n d h s p 8 3 g e n e s ( 2 ) , h s p 2 8 , h s p 2 3 , h s p 2 6 , a n d h s p 2 2 g e n e s

( 3 ) , a n d t h e h i s t o n e s g e n e s ( 4 ) i n D r_o.s ( j E f e A A i L > t h e a - g l o b i n

g e n e s ( 7 ) , t h e e m b r y o n i c p - g l o b i n g e n e , t h e R A V - 0 e V - 3 l o c u s ,

a n d t h e i n t e g r a t e d a d e n o v i r u s g e n e s i n c h i c k e n ( 5 ) , t h e

p r e p r o i n s u l i n I I g e n e i n r a t ( 8 ) , a n d t h e l a t e g e n e s o f S V 4 0 ( 9 -

1 2 ) . T h a t s u c h D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s a r e t i s s u e s p e c i f i c

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

h a s b e e n d e m o n s t r a t e d f o r t h e o - g l o b i n g e n e ( 7 ) a n d p - g l o b i n

g e n e s ( 5 , 1 3 ) i n c h i c k e n a n d f o r t h e p r e p r o i n s u l i n I I g e n e ( 8 ) i n
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r a t .

T h e g e n e w e h a v e s t u d i e d i s t h e D r o s o i h i i a g e n e f o r

r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 , a c o n s t i t u t i v e h o u s e - k e e p i n g g e n e ( 1 4 ) .

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

a p p r o x i m a t e l y 2 0 , 0 0 0 d a l t o n s . I t i s a p p a r e n t l y t r a n s c r i b e d a t a

l o w r a t e i n a l l c e l l s . A 1 7 . 7 k b D N A s e g m e n t , i n c l u d i n g t h i s

g e n e , w a s c l o n e d i n t o a C h a r o n 4 p l a g e , c 2 5 ( 1 4 ) . T h e v a r i o u s

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

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

F i v e D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s i n c h r o m a t i n w e r e f o u n d

a t t h e S ' - e n d o f t h e g e n e b y u s i n g t h e i n d i r e c t e n d - 1 a b e 1 1 i n g

t e c h n i q u e f o r m a p p i n g ( 2 ) . T h e s e s i t e s t y p i c a l l y s p a n n e d a b o u t

1 0 0 - 1 6 0 b p a n d w e r e a p p r o x i m a t e l y t h e l e n g t h o f a n u c l e o s o m e

a p a r t ( c e n t e r t o c e n t e r d i s t a n c e ) . S i n c e n o c o r r e s p o n d i n g s i t e s

w e r e f o u n d i n t h e D N A o f p l a s m i d H 4 . 0 , w h i c h c o n t a i n e d t h e . g e n e

a n d i t s S ' - f l a n k i n g s e q u e n c e s , w e c o n c l u d e t h a t t h e p r e s e n c e o f

t h e s e D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s i s a p r o p e r t y o f t h e

c h r o m a t i n s t r u c t u r e .

MATERIALS AND METHODS

N u c l e i w e r e i s o l a t e d a n d p u r i f i e d f r o m 6 - 1 8 h o u r o l d

B£°.S.<>p_h_iJ,a_ a i l a n o i a i l e i O r e g o n R e m b r y o s a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y

( 3 ) . T h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f n u c l e i w a s a d j u s t e d t o

5 X 1 0 8 / m l i n D N a s e I d i g e s t i o n b u f f e r ( 6 0 m M K C 1 / 1 5 m M

N a C l / 1 5 m M T r i s - H C l , p H 7 . 4 / 0.5 m M D T T / 0 . 2 5 M s u c r o s e / 0.5 m M

C a C l 2 / 3 m M M g C l j ) f o r s u b s e q u e n t d i g e s t i o n .

DNa..s.e I Dj.&e.s. t.i.£n £ i C h r o m a t i n

A l i q u o t s o f 5 0 0 (i 1 o f n u c l e i , s u s p e n d e d i n D N a s e I

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

D N a s e I ( 3 . 7 5 - 1 5 u n i t s / m l , f i n a l c o n c e n t r a t i o n ) f o r 3 m i n u t e s at

2 5 ° C . T h e r e a c t i o n w a s s t o p p e d b y a d d i n g N a 2 E D T A t o a f i n a l

c o n c e n t r a t i o n o f 1 2 . 5 m M , f o l l o w e d b y a d d i n g S D S t o 0 . 5 % ( 1 ) .

Pur..i_fA£.£AAP_S O,{_ D N A

D N A w a s p u r i f i e d f r o m n u c l e i a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( 1 ) .

S e c o n d a r y JLe.s.t r.A.P-i.A.ilS 2iJLe_s_t..i<LB.

S e c o n d a r y r e s t r i c t i o n d i g e s t i o n s w e r e c a r r i e d o u t u n d e r t h e

c o n d i t i o n s s u g g e s t e d b y t h e m a n u f a c t u r e r ( B e t h e s d a R e s e a r c h

6750

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/nar/article/9/24/6749/2375535 by guest on 17 April 2024



Nucleic Acids Research

L a b o r a t o r i e s ) a n d t e r m i n a t e d b y p h e n o l e x t r a c t i o n ( p h e n o l /

c h l o r o f o r m / i s o a m y l a l c o l o l / h y d r o x y

q u i n o l i n e = 5 0 : 5 0 : 1 / 0 . 1 * ( v : v : v / i t / v ) ) . T h e D N A w a s p u r i f i e d b y

e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n ( 1 ) .

J L * A £ . § _ £ i . i o - £ JLS<i E a i i i . i £ i i i P _ n oj_ ! A . . g . h M o l e c u l a r Wej . .g .h_t E m b x y _ o D N A

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

i m m e d i a t e l y l y s e d i n e x t r a c t i o n b u f f e r ( 2 % S D S / 7 M u r e a / 0 . 3 5 M

N a C l / 1 mM N a 2 E D T A / 1 0 m M T r i s b a s e ) . D N A w a s p u r i f i e d a s

d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( 1 ) .

B M £ . S £ I £ i £ £ s . t _ i £ n ° 1 2 i a 2 S i i D N A a n d P _ l a . . s m i . d D N A

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

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

I u s e d f o r g e n o m i c D N A w e r e f r o m 0 . 0 0 2 5 u n i t s / m l t o 0 . 0 2

u n i t s / m l , w h i l e t h o s e f o r p l a s m i d D N A w e r e f r o m 0 . 0 0 4 u n i t s / m l

t o 0 . 0 3 2 u n i t s / m l .

s.A.§. ° I fiNA F r _ a . g . m . e n . t . s i i f i m C h _ r c > m j i j t . i n Dj. ,g. .e .s_t_i_on a n d G e . n _ o m i . c .

G e l e 1 e c t r o p h o r e s i s o f t h e D N A s a m p l e s a n d S o u t h e r n

t r a n s f e r t o n i t r o c e l l u l o s e w e r e p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d ( 1 ) ,

e x c e p t t h a t a u n i f o r m s a m p l e s i z e o f l O u g o f D N A w a s l o a d e d p e r

l a n e i n a l l c a s e s . P l a s m i d p r o b e s w e r e l a b e l l e d j . n v X i . i . 0 b y

n i c k t r a n s l a t i o n a s d e s c r i b e d ( 1 ) e x c e p t t h a t t h e D N A

c o n c e n t r a t i o n w a s 1 u g / m l . T h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f D N a s e I

w a s 0 . 0 0 1 2 u n i t s / m l a n d t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e w a s 1 2 . 5 ° C .

H y b r i d i z a t i o n o f t h e f i l t e r a n d a u t o r a d i o g r a p h y w e r e c a r r i e d o u t

a s d e s c r i b e d b e f o r e ( 1 ) .

E n d s . ot_ L . i n e . . a r . i . z e . d . P I . a . s m i . d w i £ h

T h e p l a s m i d H 4 . 0 w a s l i n e a r i z e d b y c u t t i n g w i t h t h e

r e s t r i c t i o n e n z y m e B a m H I . T h e s t a g g e r e d e n d s g e n e r a t e d w e r e

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

c o n t a i n e d 1 0 m M M g C l j . 1 0 m M T r i s - H C L ( p H 7 . 4 ) , 1 0 mM p -

m e r c a p t o e t h a n o l , 0 . 5 m g / m l b o v i n e s e r u m a l b u m i n , 2 u g o f

l i n e a r i z e d p l a s m i d , 5 u n i t s o f E . c o l i D N A p o l y m e r a s e I - - K l e n o w

f r a g m e n t ( B o e h r i n g e r ) a n d 1 . 5 uM 3 2 P - d N T P ' s ( ~ 5 0 0 C i / m m o l e ) i n a

f i n a l v o l u m e o f 1 0 0 \ ( 1 5 ) . T h e r e a c t i o n w a s c a r r i e d o u t a t 3 7 ° C

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

p l a s m i d f r a g m e n t s w e r e p u r i f i e d u s i n g S e p h a d e x G - 5 0
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c h r o m a t o g r a p h y .

A n ^ i i ^ i s o l D N A F r _ a . g m . e n . t i f r o n P l . a . s m j . d H 4 . 0

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

s a m p l e s i z e o f 0 . 2 u g o f D N A p e r l a n e w a s u s e d . A f t e r

e 1 e c t r o p h o r e s i s , t h e g e l w a s d r i e d a n d a n t o r a d i o g r a p h y w a s

c a r r i e d o u t n s i n g K o d a k XR f i l m w i t h a D n P o n t L i g h t n i n g - P i n s

i n t e n s i f y i n g s c r e e n .

P . l a _ s m . i d . l s f e c . l £ S ^ l

S n b c l o n e s w e r e g e n e r a t e d f r o m p h a g e c 2 5 ( 1 4 ) u s i n g t h e

p l a s m i d p B R 3 2 2 ( 1 6 ) . L i g a t i o n , t r a n s f o r m a t i o n a n d s e l e c t i o n o f

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

3 2 ^ . ( 1 7 ) . P l a s m i d D N A ( 1 8 ) a n d p h a g e D N A ( 1 9 ) w e r e p r e p a r e d

a c c o r d i n g t o s t a n d a r d p r o c e d n r e s .

N<l.r.th_erji G.e_.l.s

2 . 0 u g o f p o l y ( A ) + RNA w e r e s e p a r a t e d o n 1 .5% a g a r o s e

C H j H g O H g e l s . T h e p r o t o c o l u s e d f o r e 1 e c t r o p h o r e s i s a n d f o r

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

h y b r i d i z a t i o n w a s t h a t d e s c r i b e d b y A l w i n e , et a . ! . ( 2 0 ) .

L a b e l l i n g o f B 4 . 0 DNA b y n i c k t r a n s l a t i o n f o r h y b r i d i z a t i o n w a s

a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( 1 4 ) .

EiliiSJLtA.fiS 9.L &~lHHE.

R - l o o p f o r m a t i o n , t r e a t m e n t a n d s p r e a d i n g o f t h e D N A - R N A

h y b r i d s w e r e p e r f o r m e d a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( 2 1 ) e x c e p t t h a t

t h e DNA w a s t r i o x s a l e n c r o s s l i n k e d b e f o r e h y b r i d i z a t i o n ( 2 2 ) .

3 ' - e n d l a b e l l e d D N A ( 0 . 0 5 u g ) w a s h y b r i d i z e d w i t h

c y t o p l a s m i c p o l y ( A ) + RNA ( 1 0 u g ) i n a t o t a l v o l u m e o f 3 0 X o f

7 0 % f o r m a m i d e , 0 . 4 H N a C l , 1 m H E D T A , 0 . 0 5 H P i p e s ( p H 6 . 8 ) , a n d

0 . 0 1 M E D T A a t 5 6 ° f o r 3 h o u r s a f t e r t r e a t m e n t a t 8 0 ° f o r 2 . 5

m i n u t e s . T h e i n c u b a t i o n m i x t u r e w a s r a p i d l y c o o l e d , d i l u t e d 1 0

f o l d i n t o S j b u f f e r [ 3 0 mM N a O A c ( p H 4 . 5 ) , 0 . 0 2 M Z n S 0 4 , 0 . 2 M

N a C l ] a n d t r e a t e d w i t h 3 0 u n i t s o f S j n u c l e a s e ( B R L ) f o r 3 0

m i n u t e s a t 3 7 ° ( 2 3 ) . T h e h y b r i d s w e r e s e p a r a t e d o n 4 . 5 %

a c y l a m i d e g e l s i n 8 M n r e a , 9 0 0 m H T r i s , 9 t ) 0 m H b o r a t e , 2 5 mH

E D T A ( p B 8 . 3 ) ( 2 4 ) .

B i o h a z a r d C o n s i d e r a t i o n s

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

p r o p a g e d u n d e r N I H P l - E K I c o n t a i n m e n t c o n d i t i o n s .
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R E S U L T S

A r e s t r i c t i o n m a p o f t h e r e g i o n o f t h e D.£(>.s.<>Eh.i.lji g e n o m e

c o n t a i n i n g t h e g e n e f o r r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 a n d a g e n e o f

u n k n o w n f u n c t i o n i s p r e s e n t i n F i g u r e 1 . H 4 . 0 , H S 0 . 3 a n d H R 0 . 6

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

r e s t r i c t i o n f r a g m e n t s a s s h o w n . T h e H 4 . 0 r e c o m b i n a n t p l a s m i d

c o n t a i n s s e q u e n c e s c o m p l i m e n t a r y t o t w o Dr. <>.§.<> E h i i a. p o l y ( A ) +

R N A ' s . T h e s e R N A ' s w e r e s i z e d a n d l o c a l i z e d o n H 4 . 0 D N A u s i n g

N o r t h e r n h y b r i d i z a t i o n ( 2 0 ) a n d R - l o o p i n g t e c h n i q u e s ( 2 1 ) . T h e

r e s u l t s a r e s h o w n i n F i g u r e 2 .

A n i n d i r e c t e n d - l a b e l l i n g t e c h n i q u e ( 2 ) w a s u s e d t o m a p t h e

D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s i n t h e c h r o m a t i n o f t h i s r e g i o n .

C h r o m a t i n ( i n t h e i n t a c t n u c l e i ) w a s l i g h t l y d i g e s t e d w i t h D N a s e

I . T h e D N A w a s t h e n p u r i f i e d a n d c l e a v e d w t h t h e r e s t r i c t i o n

e n z y m e H i n d I I I . T h e D N A f r a g m e n t s w e r e r u n o u t o n a n a g a r o s e

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

H R 0 . 6 ( t h e 0 . 6 k b E c o R l - H i n d I I I r e s t r i c t i o n f r a g m e n t ) a s t h e

p r o b e . B y a u t o r a d i o g r a p h y o n e t h e n o b s e r v e s t h e s e t o f D N A

f r a g m e n t s b o u n d e d a t o n e e n d b y t h e r i g h t h a n d B i n d I I I s i t e ,

a n d a t t h e o t h e r e n d , b y a D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e o r t h e

l e f t h a n d H i n d I I I s i t e . F i v e D N a s e 1 h y p e r s e n s i t i v e s i t e s w e r e

o b s e r v e d , a t 1 . 5 8 + / - 0 . 0 7 , 1 . 3 6 + / - 0 . 0 8 , 1 . 1 0 + / - 0 . 0 8 , 0 . 8 2

+ / - 0 . 0 7 , a n d 0 . 6 2 + / - 0 . 0 5 k b f r o m t h e r i g h t h a n d H i n d I I I

s i t e ( s e e l a n e s A , B a n d C o f F i g u r e 3 ) .

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

HSO-3 HR0 6

1Kb

EA&&I.S. is. Restriction Map of the Cloned Res ion Ce>n.t a.i.n.inji t.h.e
G.ene. £o.r Ri.bos.om.al. P.ro.teJ.n 4.9. .and a Gene ot, Unknown Fnnc t ion.

The filled-in block represents the ribosomal protein 49
gene, the clear block the gene of unknown function. Subclones
derived from the original Charon phage c25 (12) used as probes
in these experiments are shown above the map.
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B

.a.

- 2 -5

—1-1

t
1

-0-6

E1&.2.X.2. 2 j_ T r _ a n s . c . r . i £ . t . s p_f S u b i l o n e H 4 . 0 i .
A . N o r t h e r n b l o t o f c y t o p l a s m i c P o l y ( A ) + R N A ' s

c o m p l i m e n t a r y t o H 4 . 0 . T h e 1 . 7 k b m i n o r t r a n s c r i p t
c o r r e s p o n d s t o t h e g e n e o f u n k n o w n f u n c t i o n . T h e 0 . 6 5 k b
t r a n s c r i p t i s t h e m R N A f o r r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 . A n a d j a c e n t
H i n d I I I s u b c l o n e , f r o m c 2 5 , a l s o c o n t a i n s s e q u e n c e s t h a t
h y b r i d i z e t o t h e r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 t r a n s c r i p t ( d a t a n o t
s h o w n ) . T h i s i n d i c a t e s t h a t t h i s g e n e s p a n s t h e H i n d I I I s i t e
a s s h o w n i n F i g u r e 1 .

B . E l e c t r o n m i r c o g r a p h o f R - l o o p e d H 4 . 0 D N A . T h e D N A
w a s l i n e a r i z e d w i t h t h e r e s t r i c t i o n e n z y m e S a l I a n d
h y b r i d i z e d u n d e r c o n d i t i o n s f a v o r i n g R - l o o p f o r m a t i o n . F r o m
l e f t t o r i g h t , a l o n g t h e m o l e c u l e , a r e t h e m i n o r 1 . 7 k b
t r a n s c r i p t a n d t h e t r u n c a t e d r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 g e n e .
B e y o n d t h i s l i e s t h e b u l k o f t h e p B R 3 2 2 v e c t o r D N A . P i c t u r e d
a b o v e t h e l i n e a r m o l e c u l e i s a c i r c u l a r p B R 3 2 2 s i z e m a r k e r
( 4 3 6 1 b p ) .

w h i c h h a d b e e n d i g e s t e d w i t h D N a s e I t o a n e q u i v a l e n t e x t e n t ,

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

l a n e s E , F a n d G o f F i g u r e 3 ) . G i v e n o u r s t a n d a r d m e t h o d o f

p u r i f i c a t i o n o f g e n o m i c D N A f r o m n u c l e i , a l o w l e v e l o f

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

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

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

r a t l i v e r ( 2 5 ) . A l t e r n a t i v e l y , t h e s e f a i n t b a n d s c o u l d i n d i c a t e

a p r e f e r e n c e o f D N a s e I f o r s p e c i f i c D N A s e q u e n c e s .
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A B C D E F G

Kb

Hind ID-Hind Ml

— 0.52

— 0 40

EA.g . .ur .e . Li. A u t , o r . ^ d . i . £ £ r . a . m | > h o . w _ i n . g S N A F r a i § e n U B £ u n d e _ d . b v . a.
£N.a.s_e I H _ y . p . e _ r s . e _ n . s i t . i v . e S i l £ &.S.& l £ . e 5 1 * 4 1 S j a n d H i n d H I S U e .

L a n e s A , B , a n d C c o n t a i n D N A f r a g m e n t s g e n e r a t e d b y a
d e c r e a s i n g a m o u n t o f D N a s e I ( 1 5 , 7 . 5 a n d 3 . 7 5 u n i t s / m l ,
r e s p e c t i v e l y ) f o l l o w e d b y d i g e s t i o n o f t h e D N A f r a g m e n t s w i t h
H i n d I I I .

L a n e s E , F , a n d G c o n t a i n D N A f r a g m e n t s g e n e r a t e d b y
d i g e s t i o n o f g e n o m i c D N A w i t h d e c r e a s i n g a m o u n t s o f D N a s e I
( 0 . 0 2 , 0 . 0 0 5 , a n d 0 . 0 0 2 5 u n i t s / m l , r e s p e c t i v e l y ) f o l l o w e d b y
d i g e s t i o n o f t h e D N A f r a g m e n t s w t h H i n d I I I .

L a n e D c o n t a i n s D N A f r a g m e n t s f r o m g e n o m i c D N A d i g e s t e d
w i t h H i n d I I I a l o n e .

H o r i z o n t a l a r r o w s i n d i c a t e D N A f r a g m e n t s b o u n d e d b y a
D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e a n d t h e r i g h t h a n d H i n d I I I s i t e .

T o d e t e r m i n e w h e t h e r o r n o t t h e s e s i t e s w e r e c h r o m a t i n

s p e c i f i c , t h e f o l l o w i n g e x p e r i m e n t w a s c a r r i e d o u t . H 4 . 0 , t h e

r e c o m b i n a n t p l a s m i d m a d e u p o f p B R 3 2 2 a n d t h e H i n d I l l - H i n d

I I I r e s t r i c t i o n f r a g m e n t ( s e e F i g u r e 4 ) , w a s l i n e a r i z e d u s i n g

t h e r e s t r i c t i o n e n z y m e B a m H I . T h e s t a g g e r e d e n d s w e r e f i l l e d

w i t h 3 2 P - d N T P ' s b y E . c o l i D N A p o l y m e r a s e I - K l e n o w f r a g m e n t . A

s e c o n d r e s t r i c t i o n c u t w a s m a d e u s i n g S a l I , g e n e r a t i n g t w o

l a b e l l e d f r a g m e n t s o f 8 . 1 k b a n d 2 7 5 b p . T h e s e f r a g m e n t s w e r e
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H 4 . 0 .
T h e t h i n l i n e r e p r e s e n t s p B R 3 2 2 D N A s e q u e n c e i n H 4 . 0 ,

w h i l e t h e t h i c k l i n e r e p r e s e n t s t h e Dr.<>.s.<>i>h.i.l.Jl i n s e r t ( H i n d
I l l - H i n d I I I f r a g m e n t o f 4 . 0 k b ) . T h e s o l i d r e g i o n s r e p r e s e n t
t h e g e n e f o r r i b o s o n a l p r o t e i n 4 9 a n d t h e a d j a c e n t g e n e . T h e
n u m b e r s i n p a r e n t h e s i s a r e t h e c l e a v a g e c o o r d i n a t e s f o r
r e s t r i c t i o n e n z y m e s i t e s i n p B R 3 2 2 ( 2 6 ) . T h e a s t e r i s k
r e p r e s e n t s t h e l a b e l o f 3 2 P - d N T P ' s .

t h e n d i g e s t e d w i t h d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f D N a s e I. A f t e r

p u r i f i c a t i o n o f t h e D N A , t h e f r a g m e n t s w e r e r u n o n a 1 . 3 % T A E

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

p e r f o r m e d . A n y b a n d t h a t w a s s h o r t e r t h a n 8 . 1 k b a n d l o n g e r

t h a n 2 7 5 m u s t b e g e n e r a t e d b y t h e D N a s e I d i g e s t i o n . N o

d i s t i n c t b a n d s , b u t a s m e a r w a s s e e n , i n d i c a t i n g t h a t t h e r e a r e

n o D N a s e I p r e f e r e n t i a l c u t t i n g s i t e s i n t h i s D N A f r a g m e n t p e r

s e ( s e e F i g u r e 5 ) .

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

c a r r i e d o u t u s i n g H S 0 . 3 ( w h i c h c o n t a i n s t h e 0 . 3 k b H i n d I l l - S a l

I r e s t r i c t i o n f r a g m e n t ) a s a p r o b e f o r t h e s e g m e n t o f t h e g e n o m e

b o u n d e d b y t h e t w o S a l I s i t e s ( s e e F i g u r e 1 ) . F i v e b a n d s w e r e

o b s e r v e d a t 2 . 7 0 , 2 . 9 5 , 3 . 2 0 , 3 . 5 0 a n d 3 . 7 0 k b f r o m t h e l e f t S a l

I s i t e ( F i g u r e 6 ) . N o t e t h a t t h e b a n d o f h i g h e s t m o l e c u l a r

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

D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e m a y b e l e s s s e n s i t i v e t h a n t h e
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C D

-BamHI-Sal I
(8 1Kb)

BamHI-Salt
(275 bp)

DNA.s.e I 2ii£^±l£S °X Ind-L^b e.I.ed. Ban Hi
r a j m ^ n t i o £ H 4 . 0 .

0 . 0 3 2 , 0 . 0 1 6 , 0 . 0 0 8 a n d 0 . 0 0 4 u n i t s / m l o f D N a s e I w e r e
u s e d t o g e n e r a t e t h e s a m p l e s s h o w n i n l a n e s A , B , C , a n d D ,
r e s p e c t i v e l y . T h e h o r i z o n t a l a r r o w s i n d i c a t e t h e t w o p a r e n t a l
B a m H l - S a l I r e s t r i c t i o n f r a g m e n t s .

o t h e r s . I n f i g u r e 3 , w h i c h s h o w s D N A f r a g m e n t s b o u n d e d a t o n e

e n d b y t h e r i g h t H i n d I I I s i t e a n d a t t h e o t h e r e n d b y t h e s a m e

D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s , t h e s m a l l e s t b a n d i s a l s o f a i n t e r

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

s u g g e s t i o n . E x a m i n a t i o n o f a 9.6 k b r e g i o n , b o u n d e d b y X b a I

s i t e s , i n d i c a t e d t h a t t h e r e a r e n o D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s

w i t h i n 1 . 4 k b o f t h e o t h e r e n d o f t h e g e n e e n c o d i n g r i b o s o m a l

p r o t e i n 4 9 ( d a t a n o t s h o w n ) .

W h e n t h e s e D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s w e r e p l a c e d o n t h e

m a p , t h e m i d - p o i n t s o f t h e s e s i t e s w e r e a p p r o x i m a t e l y a t 2 6 0 ,

4 6 0 , 7 5 0 , 1 0 1 0 , a n d 1 2 4 0 b p f r o m o n e e n d o f t h e g e n e f o r

r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 . T h e l e f t - m o s t s i t e w a s a c t u a l l y v e r y

c l o s e t o o r w i t h i n t h e a d j a c e n t g e n e ( s e e F i g u r e 8 ) . T o

d e t e r m i n e t h e o r i e n t a t i o n o f t r a n s c r i p t i o n o f t h e r i b o s o m a l
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— 6 4
— 5 5

, 4 8

4 36

-

6_2_ A u t o r a d i o i r a j ± > f e . ° 2 i . S . g . P . N A F r a i m e n t s B o u n d e d b y . a.
A S I J L y . n _ e _ r . s . e n . s j . t j . v . e J5.it..e. . a n d t . h £ I e . l t . h a n d ]5aJ. I j > i . t . e .

L a n e s A , B , a n d C c o n t a i n D N A f r a g m e n t s g e n e r a t e d b y
d i g e s t i o n o f c h r o m a t i n w i t h d e c r e a s i n g a m o u n t s o f D N a s e I ( 1 5 ,
7 . 5 , a n d 3 . 7 5 u n i t s / m l , r e s p e c t i v e l y ) f o l l o w e d b y d i g e s t i o n o f
t h e D N A f r a g m e n t s w i t h S a l I .

L a n e s D , E , a n d F c o n t a i n D N A f r a g m e n t s g e n e r a t e d b y
d i g e s t i o n o f g e n o m i c DNA w i t h d e c r e a s i n g a m o u n t s o f D N a s e I
( 0 . 0 2 , 0 . 0 0 5 a n d 0 . 0 0 2 5 u n i t s / m l , r e s p e c t i v e l y ) f o l l o w e d b y
d i g e s t i o n o f t h e D N A f r a g m e n t s w i t h S a l I .

L a n e G c o n t a i n s DNA f r a g m e n t s g e n e r a t e d f r o m g e n o m i c DNA
b y d i g e s t i o n w i t h S a l I a l o n e .

H o r i z o n t a l a r r o w s i n d i c a t e D N A f r a g m e n t s b o u n d e d b y a
D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e a n d t h e l e f t h a n d S a l I s i t e .

p r o t e i n 4 9 g e n e , a n S j n u c l e a s e p r o t e c t i o n e x p e r i m e n t w a s

c a r r i e d o u t ( s e e F i g u r e 7 ) . T h e r e c o m b i n a n t p l a s m i d H R 0 . 6 D N A

w a s c u t w t h t h e r e s t r i c t i o n e n z y m e T a q I , a n d t h e a p p r o p r i a t e

f r a g m e n t s w e r e i s o l a t e d a n d l a b e l l e d a t t h e 3 ' - e n d a s d e s c r i b e d

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

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

F i g u r e 8 . T h i s p l a c e s t h e c h r o m a t i n D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s

a t t h e 5 ' - e n d o f t h e g e n e .
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-630bp

-330 bp

-250 bp

»- <*. -124 bp

a b

fii £Ab.2.§.P:SiLl Z£<LL£i£ 4_£ Gene.
H R 0 . 6 w a s d i g e s t e d w i t h t h e r e s t r i c t i o n e n z y m e T a q I.

T h e s e T a q I f r a g m e n t s w e r e 3 ' - e n d l a b e l l e d a n d t h e f r a g m e n t
c o n t a i n i n g t h e r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 g e n e H i n d I I I s i t e w a s
i s o l a t e d . T h e l a b e l l e d D N A w a s d e n a t u r e d a n d h y b r i d i z e d w i t h
p o l y (A) R N A u n d e r c o n d i t i o n s f a v o r a b l e f o r h y b r i d f o r m a t i o n .
T h e s e h y b r i d s w e r e c h a l l e n g e d w i t h S j n u c l e a s e a n d t h e
d i g e s t i o n p r o d u c t s w e r e a n a l y s e d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s .

I n l a n e A , o n e o b s e r v e s a 1 2 5 b p p r o t e c t e d f r a g m e n t
( a r r o w ) . N o p r o t e c t e d f r a g m e n t w a s e v i d e n t w h e n t h e D N A w a s
r e n a t u r e d in t h e a b s e n c e of p o l y (A) R N A , as s h o w n in l a n e B.
T h e u p p e r b a n d s r e p r e s e n t r e n a t u r e d , 3 ' - e n d l a b e l l e d D N A .

D I S C U S S I O N

D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s h a v e b e e n f o u n d in c h r o m a t i n

at or n e a r t h e S' - e n d of a n u m b e r of g e n e s in d i f f e r e n t s y s t e m s

[ h e a t s h o c k p r o t e i n g e n e s ( 2 , 3 ) a n d h i s t o n e g e n e s ( 4 ) i n

D r o s o p h i l a , g l o b i n g e n e s in c h i c k e n ( 5 , 7 ) , p r e p r o i n s u l i n I I g e n e

in r a t (8) a n d l a t e g e n e s of S V 4 0 ( 9 - 1 2 ) ] . S i n c e t h i s c h r o m a t i n

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

at g e n e s t h a t h a v e t h e p o t e n t i a l t o b e a c t i v e (as in t h e c a s e

f o r t h e h e a t s h o c k g e n e s ) , o n e m a y s p e c u l a t e t h a t t h e l o c a l

c o n f o r m a t i o n a 1 c h a n g e s in c h r o m a t i n s t r u c t u r e at the 5'-end of

g e n e s as r e v e a l e d b y l o c a l i n c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y to D N a s e I

is a n e c e s s a r y b u t n o t s u f f i c i e n t c o n d i t i o n f o r g e n e a c t i v a t i o n .

T h e t i s s u e s p e c i f i c i t y of the p a t t e r n of D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e
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S. 8j_ C o r r e i a H o n ot_

T h e f i l l e d - i n b l o c k r e p r e s e n t s t h e g e n e f o r r i b o s o m a l
p r o t e i n 4 9 , t h e c l e a r b l o c k i s t h e g e n e o f u n k n o w n f u n c t i o n .

T h e u p p e r v e r t i c a l a r r o w s i n d i c a t e t h e p o s i t i o n s o f t h e
m i d - p o i n t s o f t h e D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s o b t a i n e d f r o m
m a p p i n g e x p e r i m e n t s ( u s i n g t h e r i g h t h a n d H i n d I I I s i t e a s
r e f e r e n c e p o i n t ) . T h e l o w e r v e r t i c a l a r r o w s i n d i c a t e t h e
p o s t i t i o n s o f t h e m i d - p o i n t s o f s u c h s i t e s o b t a i n e d f r o m
m a p p i n g e x p e r i m e n t s ( u s i n g t h e l e f t S a l I s i t e a s r e f e r e n c e
p o i n t ) .

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

s i t e s , a s d e m o n s t r a t e d f o r t h e a - g l o b i n g e n e ( 7 ) a n d 3 - g l o b i n

g e n e s i n c h i c k e n ( 5 , 1 3 ) a n d t h e p r e p r o i n s n 1 i n I I g e n e i n r a t

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

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

T h e c o n f o r m a t i o n a 1 c h a n g e s i n c h r o m a t i n t h a t a r e b e i n g

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

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

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

d o e s n o t c o m p e l , g e n e e x p r e s s i o n .

S i n c e t h e S ' - e n d o f t h e r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 g e n e i s o n l y

a b o u t 1 . 3 k b f r o m t h e e n d o f t h e a d j a c e n t g e n e , t h e m o s t d i s t a l

o f t h e f i v e h y p e r s e n s i t i v e s i t e s f r o m t h e 5 ' - e n d o f t h e

r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 g e n e i s e i t h e r v e r y c l o s e t o o r w i t h i n t h i s

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

k n o w n . ) T h e p o s s i b i l i t y t h a t s o m e o f t h e s e s i t e s m a y b e

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

i g n o r e d .

M u l t i p l e D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s a r e n o t u n i q u e t o

t h e r i b o s o m a l p r o t e i n 4 9 g e n e . A n o t h e r e x a m p l e i s t h e h s p 8 3

g e n e ( 2 ) i n D r . o.s.o.p_h_i ],a.. I n D r o s o £ H i a , t h e r e a r e 7 0 - 8 0

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

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

c o o r d i n a t e l y w i t h t h e s y n t h e s i s o f r R N A ( 2 7 ) . I t i s t e m p t i n g

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

n e c e s s i t a t e a l o n g s t r e t c h o f D N A a s a r e g u l a t o r y e l e m e n t .

P e r h a p s a s a c o n s e q u e n c e , m u l t i p l e D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s

a r e f o u n d .

T h e p e r i o d i c i t y o f 2 0 0 - 2 9 0 b p f o r t h e f i v e D N a s e I

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

s p a c i n g o f s i t e s i s o b s e r v e d a t t h e 5 ' - e n d s o f h s p 8 3 g e n e ( 2 ) .

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

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

a n d t h a t t h e s e c h a n g e s a r e r e c o g n i z e d b y D N a s e T . H e n c e c u t s

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

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

g e n e r a t e d .

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

t h e 5 ' - D N a s e I h y p e r s e n s i t i v e s i t e s m a y g i v e u s s o m e i n s i g h t s

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