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Summary

I  r t e r a c t : l  o n s  be  tv /een  mamma 11 ari c e l l s  i  n t i  s s u o  c u l  t  ur  e 

by  Jam e s  W. S i  mm s , B , S c ,

Suirtmary o f  a  t h e s i s  p r e s e n t e d  f o r  t h e  d e g r e e  o f  D o c t o r  o f  

P h i l o s o p h y  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  G l a s g o w ,  November , .  1 9 7 3 .

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

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

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

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

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

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

One t y p e  o f  d i r e c t  c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n  r e c e n t l y  o b s e r v e d ,  

b o t h  ±n  v i v o  a n d  i n  t i s s u e  c u l t u r e ,  i n  many a n i m a l  c e l l s  f ro m  a 

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

V a r i a n t  c e l l s ,  l a c k i n g  an  enzyme f u n c t i o n  s u c h  a s  i n o s i n i c  

p y r o p h o s p h o r y l a s e  ( I p p )  o r  t h y m i d i n e  k i n a s e  (TK) a n d  u n a b l e  t o  

i n c o r p o r a t e  a  n u c l e o t i d e  p r e c u r s o r ,  do I n c o r p o r a t e  t h e  p r e c u r s o r  

when  c u l t u r e d  i n  c o n t a c t  w i t h  w i l d - t y p e  c e l l s .  H o w e v e r ,  t h e  

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

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

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

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

i n t o  two c l a s s e s : -

1 )  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  enzyme i t s e l f  f rom  

w i l d - t y p e  t o  v a r i a n t  c e l l s  o r  t r a n s f e r  o f  i n f o r m a t i o n  (DKA, mRNA) 

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

2 )  t h e  t r a n s f e r  o f  n u c l e o t i d e s ,  b e y o n d  t h e  

enzym e b l o c k ,  o r  o f  n u c l e i c  a c i d  f rom w i l d - t y p e  t o  v a r i a n t  c e l l s .

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

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

H o w e v e r ,  e a r l i e r  w o rk  s h o w e d  t h a t ,  a f t e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e
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v a r i a n t  c e l l s  f rom w i l d - t y p e  c e l l s ,  no enzyme a c t i v i t y  c o u l d  

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

I t  was  t h e r e f o r e  s u g g e s t e d ,  a s  DNA was n o t  t h o u g h t  t o  be  

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

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  was  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r .  H o w e v e r ,  a  r e c e n t  

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

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

c o - o p e r a t i o n  ( n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  o r  n u c l e i c  - a c i d  t r a n s f e r )  

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

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

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

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

d o n o r  c e l l s ,  an d  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e s e  l a b e l l e d  m o l e c u l e s  t o  

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

b y  a u t o r a d i o g r a p h y .

When I u r i d i n e  i s  u s e d  t o  l a b e l  t h e  u r i d i n e  n u c l e o t i d e s  a n d

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

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

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

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

t r a n s f e r r e d  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  i s  r e d u c e d  by  97%. The l a b e l  s t i l l  

t r a n s f e r r e d  (3'%) was  show n t o  b e  due t o  t r a n s f e r  o f  r e s i d u a l  

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

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

c e l l  t o  c e l l ,  b u t  t h a t  RNA p r e c u r s o r s  a r e .  T h e s e  p r e c u r s o r s  m u s t  

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

o n  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .

A s i m i l a r  c o n c l u s i o n  c a n  b e  d r a w n  f ro m  q u a n t i t a t i v e  

o b s e r v a t i o n s  o f  t h e  e f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D on  t h e  t r a n s f e r  o f  

l a b e l  f r o m ^ H ^ j u r i d i n e  l a b e l l e d  d o n o r  c e l l s  t o  u n l a b e l l e d ,  r e c i p i e n t  

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

r e c i p i e n t  c e l l s  by b l o c k i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  RNA f ro m  t h e



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

S i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  on  t h e  t r a n s f e r  o f  l a b e l  f rom

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

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

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

a r e  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s ,
•5

When d o n o r  c e l l s  w e r e  p r e l a b e l l e d  w i t h  g l u c o s e - 2 - I - l  , 

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

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

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

U s i n g  d o n o r  c e l l s  p r e l a b e l l e d  w i t h  I • H ja m in o  a c i d s ,  i t  was  

a l s o  shown t h a t  p r o t e i n ,  l i k e  RNA, i s  n o t  t r a n s f e r r e d  i n  

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

To s u m m a r i s e ,  n u c l e o t i d e s ,  b u t  n o t  RNA, DNA o r  p r o t e i n ,  

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

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

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

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

U s i n g  RNA a n d  p r o t e i n  i n h i b i t o r s  ( a c t i n o m y c i n  D a n d  

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

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n ,  i t  was  shown t h a t  n e i t h e r  p r i o r  

s y n t h e s i s  n o r  c o n t i n u o u s  s y n t h e s i s  o f  e i t h e r  RNA o r  p r o t e i n  

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

t h a t  a  s t a b l e  d e t e r m i n a n t ( s )  i n  o r  on t h e  c e l l  m em brane  i s  

i n v o l v e d  i n  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

I t  h a s  b e e n  sh o w n  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  l o c a t e  t h e  

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

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

c e l l s .

I n t e r c e l l u l a r  j u n c t i o n s  c o u l d  p l o y  on i m p o r t a n t  r o l e  i n  

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

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



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

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

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

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

t h e i r  f u n c t i o n s  «



I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  mammalian c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e

by

J a m e s  W. Simms, E .S c

T h e s i s  p r e s e n t e d  f o r  t h e  d e g r e e  o f  

D o c t o r  o f  P h i l o s o p h y ,

The U n i v e r s i t y  o f  G lasgow

D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y ,  
N ovember,  1 9 7 3 .
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1 ,  INTRODUCTION



1 .  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,

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

d e v e l o p m e n t ,  an d  f o r  t h e  c o n t i n u e d  n o r m a l  f u n c t i o n i n g  of '  

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

S u c h  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  can  be  c l a s s i f i e d  a s  e i t h e r  

d i r e c t  o r  i n d i r e c t ,  A d i r e c t  i n t e r a c t i o n  r e q u i r e s  c e l l - t o - c e l l  

c o n t a c t ,  an d  may b e  m e d i a t e d  by m em brane-m em brane  i n t e r a c t i o n s  

o r  by  t r a n s f e r  o f  m o l e c u l e s  f rom c e l l  t o  c e l l .  An i n d i r e c t  

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

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

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

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  i n  a  m u l t i c e l l u l a r  o r g a n i s m  a r e  l o s t  

when c e l l s  a r e  grown i n  t i s s u e  c u l t u r e ,  d i r e c t  an d  i n d i r e c t  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e s e  c e l l s  a r e  s t i l l  o b s e r v e d  ( S t o k e r ,  1 9 6 7 b ) .

Many o f  t h e  m o l e c u l e s  ( e . g .  h o rm o n e s )  w h i c h  m e d i a t e  i n d i r e c t  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  an d  c h a r a c t e r i s e d ,  

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

b e t w e e n  c e l l s  i s  unknow n.  However ,  s t u d i e s  on two e x a m p l e s  o f  

d i r e c t  i n t e r a c t i o n ,  t h e  f o r m a t i o n  and  f u n c t i o n  o f  low r e s i s t a n c e  

j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  an d  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s ,  

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

t r a n s f e r r e d  d i r e c t l y  b e t w e e n  c e l l s .

1 . 1 .  Low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s .

The f l o w  o f  e l e c t r i c a l  c u r r e n t  d i r e c t l y  b e t w e e n  t h e  

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

e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  m e t h o d s .  I t  i s  m e d i a t e d  by  a  p a t h w a y  ( j u n c t i o n )  

b e t w e e n  t h e  c e l l s  w h i c h  h a s  a  much l o w e r  r e s i s t a n c e  t o  i o n  f l o w  

t h a n  t h e  c y t o p l a s m i c  membrane ( L o e w e n s t e l n  & K anno ,  I 9 6 4 ) .

Low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s ,  w h ic h  w ere  f i r s t  

d e s c r i b e d  b e t w e e n  e x c i t a b l e  c e l l s  s u c h  a s  n e r v e  c e l l s  ( F u r s h p a n  &



P o t t e r ,  1 9 5 9 )»  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  and  h e a r t  m u s c l e  c e l l s  ( s e e  

B e n n e t t  e t  a l , ,  1 9 6 7 a ) ^  can  p r o v i d e  r a p i d  c o - o r d i n a t i o n  o f  

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

Low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  a r e  d i f f e r e n t  f rom c h e m i c a l  

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

e x c i t a b l e  c e l l s .  U n l i k e  e x c i t a t i o n  v i a  low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s ,  

no d i r e c t  t r a n s f e r  o f  e l e c t r i c  c u r r e n t  a c r o s s  t h e  c h e m i c a l  

s y n a p s e  c a n  be  d e t e c t e d  ( C a s t i l l o  & K a t z ,  1 9 5 4 ;  H a g i w a r a  &

T a s a k i ,  1 9 5 8 ) ,  an d  a  s p e c i a l  c h e m i c a l  t r a n s m i t t e r ,  w h ic h  i s  n o t  

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

s y n a p t i c  c l e f t  ( K a t z ,  1 966 )  f rom t h e  e x c i t e d  c e l l  t o  t h e  a d j a c e n t  

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

Lov; r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  h a v e  a l s o  b e e n  d e t e c t e d  b e t w e e n  

i i o n i - e x c i t a b l e  c e l l s ,  b o t h  i n  e m b ry o n i c  and  a d u l t  t i s s u e s  an d  i n  

t i s s u e  c u l t u r e .

1 . 1 . 1 .  Low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  b e t w e e n  n o n - e x c i t a b l e  c e l l s .

1 . 1 . 1 . 1 .  Low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  i n  e m b r y o n i c  an d  a d u l t  t i s s u e s .

S t u d i e s  w i t h  e m b r y o n i c  t i s s u e s  ( P o t t e r  £ t  ^ 1 . ,  1966 ;  I t o  &

H o r i ,  1 9 6 6 ; S h e r i d a n ,  I 9 6 6 ; S l a c k  & P a l m e r ,  1 9 6 9 ;  T u p p e r  e t  a l , ,  

1 9 7 0 ) show t h a t  low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  a r e  fo r m e d  e x t e n s i v e l y  

t h r o u g h o u t  t h e  e a r l y  e m b ry o ,  a l t h o u g h  a t  l a t e r  s t a g e s  o f  g r o w t h  

many o f  t h e  t i s s u e s  p r e v i o u s l y  c o u p l e d  may no l o n g e r  be  c o u p l e d  

( P o t t e r  e t  , 1 9 6 6 ) ,

S t u d i e s  w i t h  a d u l t  t i s s u e  h a v e  a l s o  shown t h a t  low r e s i s t a n c e  

j u n c t i o n s  a r e  common f e a t u r e s  i n  many t i s s u e s  f rom  w i d e l y  

d i f f e r e n t  o r i g i n s  ( T a b l e  1 ) ,



T a b l e  1 ,

I n t e r a c t i o n b e t w e e n  c e l l s  i n a d u l t  t i s s u e s .

C e l l  t y p e  Low r e s i s t a n c e
j u n c t i o n s

Dye t r a n s f e r Gap j u n c t i o n s

G l i a l  c e l l s  
o f  l e e c h

D r o s o p h i a  
s a l i v a r y  g l a n d s

Toad  u r i n a r y  
b l a d d e r

Mammal ian 
l i v e r  (m ouse )

Amplri-bian s k i n

Mouse b row n 
f a t  c e l l s

Newt w h i t e  
f a t  c e l l s

+S

C h i ro n o m u s  
s a l i v a r y  g l a n d s

1 1

a :  K u f f l e r  & P o t t e r  ( 1 9 6 4 ) ;  b ; L o e v / e n s t e i n  & Kanno ( 1 9 6 4 ) ;

Cî L o e w e n s t e i n  et^ ^ 1 ,  (196 .5 ) ;  cl: Peiin ( I 9 6 6 ) ;  e :  L o e v / e n s t e i n  &

Peim  ( 1 9 6 7 ) ;  f :  R e v e l  & S h e r i d a n  ( I 9 6 8 ) ;  g:  S h e r i d a n  ( 1 9 7 1 a ) ; 

h :  Rose  ( I 9 7 I ) ;  3 : R e v e l  & K a r n o v s k y  ( 1 9 6 7 ) ;  k :  R e v e l  e t  a l . ,  ( I 9 7 I ) .



1 . 1 . 1 . 2 .  Low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .

Many c e l l  t y p e s  g r o w i n g  i n  t i s s u e  c u l t u r e  h a v e  b e e n  shown

t o  b e  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d .  T h e s e  i n c l u d e  p r j .m a ry  c e l l s  o f  s p l e e n ,  

k i d n e y  an d  h e a r t  f rom new b o r n  m i c e ,  d i p l o i d  human l u n g  

f i b r o b l a s t s ,  d i p l o i d  minnow f i b r o b l a s t s  ( F u r s h p a n  & P o t t e r ,  I 9 6 8 ) ,  

a n d  o t h e r s  shown i n  T a b l e  2 .  O’ Lague  £ t  a l ,  ( 1 9 7 0 ) ,  u s i n g  c h i c k  

embryo f i b r o b l a s t s ,  h a v e  shown t h a t  m i t o t i c  c e l l s ,  i n  c o n t a c t  

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

c o u p l i n g  p e r s i s t s  t h r o u g h o u t  m i t o s i s .

I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c e l l s  o f  d i f f e r e n t  s t r a i n s  a n d  s p e c i e s  

h a s  a l s o  b e e n  s t u d i e d  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  F u r s h p a n  & P o t t e r  ( I 9 6 8 ) 

show ed  e l e c t r i c a l  c o u p l i n g  b e t w e e n  BHK c e l l s  ( a  b a b y  h a m s t e r  

k i d n e y  c e l l  l i n e  i s o l a t e d  by  M a c p h e r s o n  & S t o k e r ,  1 962 )  an d  

PyBHK c e l l s  ( p o l y o m a  v i r u s  t r a n s f o r m e d  BHK c e l l s ) ;  b e t w e e n  3T3 

c e l l s  ( a  mouse  f i b r o b l a s t  c e l l  l i n e  i s o l a t e d  by  T o d a ro  & G r e e n ,

1 9 6 3 ) an d  PyBHK c e l l s ;  a n d  b e t w e e n  BHK c e l l s  an d  p o ly o m a  v i r u s  

t r a n s f o r m e d  3T3 c e l l ,  H i e h a I k e  & L o e w e n s t e i n  ( 1 9 7 1 )  showed  e l e c t r i c a l  

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

l i v e r  e p i t h e l i a l  c e l l s  ( l i v e r ) ,  b e t w e e n  l e n s  c e l l s  a n d  BHK c e l l s ,  

b e t w e e n  l e n s  c e l l s  an d  SV3T3 c e l l s ,  an d  b e t w e e n  l i v e r  c e l l s  and  

BHK c e l l s .  T h e r e f o r e ,  b o t h  i n t r a s p e c i f i c  a n d  i n t e r s p e c i f i c  

m i x t u r e s  o f  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e  h a v e  b e e n  shown t o  be  

e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ,

1 . 1 . 1 . 3 . Lov/ r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  b e t w e e n  n o r m a l  c e l l s  an d

tu m o u r  c e l l s .

L o e w e n s t e i n  & Kanno ( I 9 6 6 ,  1 9 6 7 )  r e p o r t e d  t h a t  a l t h o u g h  low 

r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  w e re  fo rm ed  j j i  v i v o  b e t w e e n  r a t  l i v e r  c e l l s ,  

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

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

e p i t h e l i u m  ( J a m a k o s m a n o v ic  & L o e w e n s t e i n ,  1 9 6 8 a , b ) ,  a n d  i n  t u m o u r s



T a b l e  2 .

I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .

C e l l  t y p e  Lov/ r e s i s t a n c e  F l u o r e s c e i n  Gap M e t a b o l i c
j u n c t i o n s  t r a n s f e r  j u n c t i o n s  c o - o p e r a t i o n

BHK/BHK +®
PyBHK/PyBHK +®
3T3/3T5

SV3T3/SV3T3

C h i n e s e  h a m s t e r  b b b
c e l l s  + +

L /L b b , k

C h ic k  embryo 

R S V -c h ic k  embryo

L i v e r  e p i t h e l i a l  ,d  ^d d
c e l l s / P y B H K  * '''

L i v e r  tu m o u r  , ,
e p i t h e l i a l
c e l l s / P y B H K

N o v i k o f f  e e e
h e p a t o m a  c e l l s  '* + •

R e a g g r e g a t e d  c e l l s  ^ f  ^ f
f rom  X enopus  l a e v i s  

embryo

a :  P o t t e r  e t  a l .  ( 1 9 6 6 ) ;  b :  G i l u l a  e.t a l .  ( 1 9 7 2 ) ;  c :  0 * L a g u e  e t  a l .  ( 1 9 7 0 ) ;  

d :  A z a r n i a  e t  a l .  ( 1 9 7 2 ) ;  e ;  J o h n s o n  & S h e r i d a n  ( 1 9 7 1 ) ;  f :  S h e r i d a n  

( 1 9 7 1 b ) ;  gî  F u r s h p a n  & P o t t e r  ( 1 9 6 8 ) ;  h :  R e v e l  e t  a l .  ( 1 9 7 1 ) ;  j :  .

P i n t o  d a  S i l v a  & G i l u l a  ( 1 9 7 2 ) ;  k :  P i t t s  ( 1 9 7 2 ) ;  1 :  P i t t s  ( P e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .

F o r  a b b r e v i a t i o n s  s e e  P a g e f f l ;  a l s o ,  R S V -c h ic k  em bryo  = Rous  s a r c o m a  

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



o f  s t o m a c h  e p i t h e l i u m  (Kanno  & M a t u s i ,  I 9 6 8 ) ,  l a c k  low  r e s i s t a n c e  

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

s t o m a c h  e p i t h e l i u m ,

B o r e k  £ t  ( I 9 6 9 ) ,  I n  a  m ore  d e t a i l e d  s t u d y  o f  n o r m a l  and  

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

e p i t h e l i a l  c e l l s ,  tu m o u r  f i b r o b l a s t s  and  tu m o u r  e p i t h e l i a l  c e l l s  

f o r  low  r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s .  They fo u n d  t h a t  b o t h  n o r m a l  

f i b r o b l a s t s  ( 3 T 3 ,  h a m s t e r  embryo and  r a t )  an d  tu m o u r  f i b r o b l a s t s  

[ N o v i k o f f  ( r a t ) ,  h a m s t e r  embryo ( x - r a y  i n d u c e d ) ,  c e l l s  d e r i v e d  

f rom SVkO i n d u c e d  h a m s t e r  t u m o u r s  an d  SV3T3 c e 1 1 ^  w ere  e l e c t r i c a l l y  

c o u p l e d ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  P o t t e r  e t  a i ,  ( 1 9 6 6 ) .  H owever ,  a l t h o u g h  

n o r m a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  ( r a t  l i v e r  and  h a m s t e r  em bryo)  w e re  

e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ,  tu m o u r  e p i t h e l i a l  c e l l s  Q x i o r r i s  ( r a t  l i v e r ) ,  

Hy^llEC ( r a t  l i v e r )  a n d  h a m s t e r  embryo ( x - r a y  i n d u c e d ^  w ere  n o t ,  

i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  ^  -</ivo r e s u l t s  o f  L o e w e n s t e i n  & Kanno 

( 1 9 6 6 ,  1 9 6 7 ) .

T h e r e f o r e ,  i t  a p p e a r s  f rom s t u d i e s ,  i n  v i v o  an d  I n  v i t r o ,  on 

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

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

form low  r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s ,  w h e r e a s  tu m o u r  e p i t h e l i a l  c e l l s  do 

n o t  form low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s .

1 , 1 . 2 .  T r a n s f e r  o f  d y e s  b e t w e e n  c e l l s .

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

c u r r e n t  f l o w ,  b e t w e e n  c e l l s  h a s  b e e n  s t u d i e d .  The m e th o d  u s e d  

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

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

b e e n  w i d e l y  u s e d  a s  s u c h  a  t r a c e r ,  s i n c e  i t  i s  d e t e c t a b l e  by 

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

c o n c e n t r a t i o n s  o f  l o ” ^ m o l a r  ( L o e w e n s t e i n  & Kanno,  1964 ;  S l a c k  

& P a l m e r ,  1 9 6 9 ) .  T r a n s f e r  o f  f l u o r e s c e i n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  b e t w e e n



c e l l s  .^ î  v i v o  i n  D r o s o p h i l a  s a l i v a r y  g l a n d s  ( L o e w e n s t e i n  & K anno ,

1 9 6 4 ) ,  i n  c r a y f i s h  ( P a p p a s  & B e n n e t t ,  1 9 6 6 ) ,  i n  l o b s t e r s  ( F u r s h p a n  

& p o t t e r ,  3.9 6 8 ) ,  i n  C h i ro n o m u s  s a l i v a r y  g l a n d s  ( R o s e ,  I 9 7 I ) , 

an d  b e t w e e n  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e  ( T a b l e  2 ) ,  E l e c t r i c a l  c o u p l i n g ,  

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

S l a c k  & P a l m e r  ( 1 9 6 9 ) ,  h o w e v e r ,  r e p o r t e d  t h a t ,  a l t h o u g h  c e l l s  

i n  t h e  e a r l y  em b ry o s  o f  X enopus  l a e v i s  w e re  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ,  

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

A n o t h e r  t r a c e r  w i d e l y  u s e d  i s  P #& cion  Y e l l o w  ( m o l . w t , 5 0 0 ) .  

T r a n s f e r  o f  P o r c i o n  Y e l l o w  was o b s e r v e d  ^  v i v o  b e t w e e n  c e l l s  o f  

c r a y f i s h  s e p t a t e  a x o n  ( P a y t o n  e t  a l . , 1 9 6 9 ) ,  b e t w e e n  c e l l s  o f  

d o g f i s h  r e t i n a  ( K a n e k o ,  1 9 7 1 )  ̂ b e t w e e n  c e l l s  o f  C h i ro n o m u s  

s a l i v a r y  g l a n d  ( R o s e ,  1 9 7 1 )*  an d  i ^  v i t r o  b e t w e e n  c e l l s  o f  N o v i k o f f  

h e p a t o m a  ( J o h n s o n  & S h e r i d a n ,  1 9 7 1 ) .  E l e c t r i c a l  c o u p l i n g  b e t w e e n  

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

When c e l l s  a r e  im m e r s e d  i n  e i t h e r  f l u o r e s c è i n ' ( J o h n s o n  & 

S h e r i d a n ,  19 7 1 ;  R o s e ,  1 971 )  o r  P Î o c i o n  Y e l l o w  ( J o h n s o n  & S h e r i d a n ,  

3.9 7 I ;  P a y t o n  ^  a l , , 1 9 6 9 ) ,  no  d e t e c t a b l e  dye p e n e t r a t e s  i n t o  

t h e  c e l l s ,  a l t h o u g h  P $ D c io n  Y e l l o w  s t r o n g l y  s t a i n s  t h e  p l a s m a  

membrane ( P a y t o n  ^  a l _ . , 1 9 6 9 ) .  T h i s  shows  t h a t  t h e  c y t o p l a s m i c  

membrane h a s  a  v e r y  l i m i t e d  p e r m e a b i l i t y  t o  t h e s e  t r a c e r s .  The 

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

b e t w e e n  c e l l s  h a s  b e e n  e m p h a s i s e d  by  F u r s p h a n  & P o t t e r  ( 1 9 6 8 ) ,

They  o b s e r v e d  t h a t  t h e  t r a n s f e r  o f  f l u o r e s c e i n . b e t w e e n  BHK c e l l s  

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

s p r e a d  v/as s e e n  b e t w e e n  c e l l s  w i t h  o n l y  s m a l l  a r e a s  o f  c o n t a c t ,  

Kanno & L o e w e n s t e i n  ( I 9 6 6 ) s t u d i e d  t h e  t r a n s f e r  o f  a  r a n g e  

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

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

f l u o r e s c e i n  ( m o l . w t . 3 3 2 ) ,  o r a n g e  G ( m o l . w t . 4 5 2 ) ,  S o l a n t i n e



t u r q u o i s e  ( m o l . w t . 7 0 0 ) t r y p a n  b l u e  ( m o l , w t . 9 6 0 )  o r  Evans  b l u e  

( m o l . w t . 9 6 1 ) was  I n j e c t e d  i n t o  a c e l l ,  t h e  t r a c e r  moved t o  

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

a l b u m i n  ( m o l . w t . 6 9 , 0 0 0 ) ,  c o n j u g a t e d  w i t h  f l u o r e s c e i n ,  s p r e a d  

s l o w l y  b e t w e e n  c e l l s ,  a l t h o u g h  p o l y l y s i n e  ( m o l . w t . 1 2 7 , 0 0 0 )  was n o t  

t r a n s f e r r e d .  H ow ever ,  Burk  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  i t  was t h e  t r a n s f e r  

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

w h ic h  v/as d e t e c t e d  ( P i t t s ,  1 9 7 1 ) .

R e e s e  a t  a] . ,  ( 1 9 7 1 )  r e p o r t e d  t h a t  a l t h o u g h  f l u o r e s c e i n  

( m o l . w t , 5 3 2 ) a n d  m i c r o p e r o x i d a s e  ( m o l . w t , I 8 0 0 ) c o u l d  c r o s s  t h e  

s e p tu m  o f  c r a y f i s h  ( e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ) ,  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  

( m o l . w t . 4 0 , 0 0 0 ) c o u l d  n o t .

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

m o l e c u l e s  c a n  b e  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s ,  a n d  t h a t  t h e r e  may be  

a c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  dye t r a n s f e r  and  t h e  p r e s e n c e  o f  lov/ r e s i s t a n c e  

j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s .

1 , 1 , 3 . N a t u r e  o f  t h e  j u n c t i o n s  i n v o l v e d  i n  i o n  t r a n s f e r  an d  dye

t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s .

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

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

St P o t t e r ,  1 9 6 8 ) ,  e x a m i n a t i o n  o f  e x c i t a b l e  t i s s u e s ,  known t o  be  

e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ,  h a s  shown t h a t  t i g h t  j u n c t i o n s  w e re  t h e  o n l y  

f o rm s  o f  s p e c i f i c  c o n t a c t  b e t w e e n  c e l l s  s e e n  i n v a r i a b l y  i n  a l l  

t h e  c o u p l e d  t i s s u e s  s t u d i e d  ( B e n n e t t  e t  a l . , 1 9 6 7 a ) ,

R e v e l  8c K a r n o v s k y  ( 1 9 6 7 ) ,  u s i n g  a l k a l i n e  l a n t h a n u m  n i t r a t e  

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

t y p e s  o f  t i g h t  j u n c t i o n s

a )  t r u e  t i g h t  j u n c t i o n s ,  w he re  no 

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

t h e  two u n i t  m em branes  a p p e a r  t o  be  f u s e d ,  and



b )  gap  j u n c t i o n s  w h e re  t h e  two u n i t  

m e m branes  a r e  s e p a r a t e d  by  a 20A° g a p ,  t h e  g a p  b e i n g  d e t e c t e d  

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

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

w h ic h  a r e  s e e n  i n  t h e  o c c a s i o n a l  t a n g e n t i a l l y  c u t  gap  j u n c t i o n .

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

t h e  n a t u r e  o f  t h e  c o n t a c t s  b e t w e e n  c e l l s ,  w h ic h  c an  form low 

r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  a n d  e x c h a n g e  d y e s .  P a y t o n  e t  a l .  ( 1 9 6 9 )  

showed  t h a t  P $ 9c i o n  Y e l l o w  i s  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  s e p t a t e  a x o n s  

o f  t h e  c r a y f i s h ,  p r e v i o u s l y  shown t o  be  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d  

( W a t a n a b e  & G r u n d f e s t ,  1 9 61 ;  B e n n e t t  ^  j 1 9 6 7 b ) .  S i n c e  t h e r e  

a r e  o n l y  s m a l l  a r e a s  w h e re  t h e  a x o n s  a r e  i n  c o n t a c t  and  n o t  

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

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

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

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

show ed  t h a t  o n l y  g a p  j u n c t i o n s  c o u l d  b e  d e t e c t e d .  P a p p a s ,  Asada  

& B e n n e t t  ( 1 9 7 1 )  r e p o r t e d  t h a t  a  c h a n g e  o f  c o u p l i n g  r e s i s t a n c e  

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

many g a p  j u n c t i o n s ,  o n l y  a few ,  o r  t h e  c o m p l e t e  a b s e n c e  o f  th e m ,

J o h n s o n  & S h e r i d a n  ( 1 9 7 1 )  r e p o r t e d  t h a t  N o v i k o f f  h e p a t o m a  

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

w e re  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d  an d  t r a n s f e r r e d  dye t r a c e r s  ( m o l . w t .  

3 3 2 - 5 0 0 ) .  They f o u n d  t h a t  i n t e r m e d i a t e  j u n c t i o n s  ( z o n u l a  a d h a e r e n s :  

u n i t  m e m b ran es  s e p a r a t e d  by  2Q0A°,  w i t h  d e n s e ,  am o rp h o u s  m a t e r i a l  

o n  t h e  c y t o p l a s m i c  s u r f a c e s )  an d  gap  j u n c t i o n s  w ere  t h e  o n l y  

j u n c t i o n s  f r e q u e n t l y  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e s e  c e l l s .  They s u g g e s t e d  

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

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

s i t e s  f o r  i o n  an d  t r a c e r  t r a n s f e r .

T h e s e  r e p o r t s  t h e r e f o r e  s u g g e s t  t h a t  g a p  j u n c t i o n s  a r e  t h e



s i t e s  o f  t r a n s f e r  f o r  b o t h  i o n s  an d  dye m o l e c u l e s  b e t w e e n  c e l l s .

A l t h o u g h  t i g h t  j u n c t i o n s  an d  gap  j u n c t i o n s  may form t h e  m a in  

j u n c t i o n a l  e l e m e n t s  o f  v e r t e b r a t e  e p i t h e l i a l  c e l l s  ( R e v e l  & 

K a r n o v s k y ,  1 9 6 7 ;  B r i g h t m a n  & R e e s e ,  1 9 6 9 ) ,  s e p t a t e  j u n c t i o n s  

( s e p t a t e  desmosome: u n i t  m em branes  s e p a r a t e d  by  1 5 0 “ 2 0 0 A^ gap  b u t  

c r o s s - l i n k e d  by  *’s e p t a ” p 6 0 - 8 0 A° w ide  w i t h  a  p e r i o d i c i t y  o f  

r o u g h l y  200A °)  a r e  t h e  m a in  j u n c t i o n a l  e l e m e n t  o f  many i n v e r t e b r a t e  

e p i t h e l i a l  c e l l s  ( S a t i r  & G i l u l a ,  1 9 7 0 ) .  The s e p t a t e  j u n c t i o n  h a s  

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

m u s s e l  g i l l  c e l l s  ( S a t i r  & G i l u l a ,  1970)  and  b e t w e e n  C h i ronom us  

s a l i v a r y  g l a n d  c e l l s  ( B u l l i v a n t  & L o e w e n s t e i n ,  1968)  w h e re  gap  

j u n c t i o n s  w e r e  n o t  o b s e r v e d .  However ,  a f t e r  s e v e r a l  r e p o r t s  o f  t h e  

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

G i l u l a  & . S a t i r ,  1 9 7 1 )*  G i l u l a  & S a t i r  ( 1 9 7 1 ) ,  u s i n g  a  f r e e z e -  

c l e a v i n g  t e c h n i q u e ,  w h ic h  s p l i t s  t h e  p l a s m a  membrane i n  t h e  p l a n e  

o f  t h e  membrane  and  shows t h e  f r a c t u r e  s u r f a c e s  i n  r e l i e f  by  

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

b e t w e e n  m u s s e l  g i l l  c e l l s .  Rose ( 1 9 7 1 ) ,  u s i n g  t h e  l a n t h a n u m  t r a c e r  

t e c h n i q u e ,  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  gap  j u n c t i o n s  w ere  p r e s e n t  b e t w e e n  

C h i ro n o m u s  s a l i v a r y  g l a n d s ,  b u t  s u g g e s t e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  gap  

j u n c t i o n s  a l o n e  may n o t  b e  a b l e  t o  a c c o u n t  q u a n t i t a t i v e l y  f o r  t h e  

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

H ow ever ,  R e v e l  e t  a l .  ( 1 9 7 1 ) ,  u s i n g  t h e  f r e e z e - c l e a v i n g  

t e c h n i q u e  t o  s t u d y  j u n c t i o n s  b e t w e e n  BHK c e l l s  a n d  b e t w e e n  b row n 

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

g a p  j u n c t i o n s  a r e  p r e s e n t .  T h i s  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  gap  j u n c t i o n s  

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

G i l u l a  e t  a l .  ( 1 9 7 2 )  h a v e  e m p h a s i s e d  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

t h e  p r e s e n c e  o f  gap  j u n c t i o n s  an d  e l e c t r i c a l  c o u p l i n g  b e t w e e n  c e l l s .  

G i l u l a  e t  a l .  ( 1 9 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l s  were



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

( g a p  J u n c t i o n s ,  p o s s i b l e  f o c a l  t i g h t  J u n c t i o n s ,  c l o s e ‘a s s o c i a t i o n s  

o f  t h e  u n i t  m e m branes  ( < 1 3 0 A ° ) ,  m i c r o v i l l a r  i n t e r a c t i o n s  and  

p i n o c y t o s i s )  w e re  p r e s e n t  b e t w e e n  t h e s e  c e l l s .  L c e l l s ,  on t h e  

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

C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l s  an d  l a c k e d  g a p  J u n c t i o n s ,  w h e r e a s  a l l  o t h e r  

f o r m s  o f  i n t e r a c t i o n  w ere  s t i l l  o b s e r v e d .

I n  summary ,  I t  w ou ld  a p p e a r  t h a t  gap  J u n c t i o n s  a r e  p r o b a b l y  

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

S t a e h e l i n  ( 1 9 7 2 )  h a s  f u r t h e r  shown,  u s i n g  t h e  f r e e z e - c l e a v i n g  

t e c h n i q u e ,  t h a t  t h e r e  a r e  t h r e e  t y p e s  o f  gap  J u n c t i o n s  b e t w e e n  r a t  

i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  c e l l s .  He s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  J u n c t i o n s ,  

w h ic h  d i f f e r  i n  t h e  s i z e  o f  t h e  p a r t i c l e s  ( u n i t s )  w h ic h  form t h e  

gap  J u n c t i o n s ,  may c o n t r o l  t h e  t r a n s f e r  o f  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  

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

t h e  r e p o r t  o f  S l a c k  & P a l m e r  ( 1 9 6 9 ) ,  who fo u n d  t h a t ,  a l t h o u g h  

e a r l y  X enopus  l a e v i s  embryo c e l l s  w ere  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ,  t h e y  

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



1 . 2 ,  M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .

M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e  was 

f i r s t  d e s c r i b e d  by  S u b a k - S h a r p e  e t  a l . .  ( 1 9 6 6 ) .  A c u l t u r e  ( 1 : 3 0 0 )  

o f  w i l d - t y p e  PyBHK c e l l s  a n d  v a r i a n t  PyBHK c e l l s  (P y B H K - I P P " ) , 

l a c k i n g  t h e  enzyme i n o s i n i c  p y r o p h o s p h o r y l a s e  ( IM P,  GMP: p y r o p h o s p h a t e  

p y r o p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e ;  B . C . 2 . 4 . 2 . 8 . )  a n d  t h e r e f o r e  u n a b l e  

t o  i n c o r p o r a t e  h y p o x a n t h i n e , was grown i n  t h e  p r e s e n c e  o f

h y p o x a n t h i n e . I t  was shown by a u t o r a d i o g r a p h y  t h a t  t h e  w i l d - t y p e  

c e l l s  ( h e a v i l y  l a b e l l e d )  c o u l d  b e  e a s i l y  i d e n t i f i e d  f rom  t h e  

v a r i a n t  c e l l s  ( u n l a b e l l e d ) .  I t  v/as a l s o  n o t e d  t h a t  an  i n t e r m e d i a t e  

num ber  o f  g r a i n s  was p r e s e n t  i n  c e l l s  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  h e a v i l y  

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

e i t h e r  b e  v a r i a n t  c e l l s ,  w h ic h  h a d  become l a b e l l e d  due t o  i n t e r a c t i o n  

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

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

v a r i a n t  c e l l s ,

S u b a k - S h a r p e  ejt a l .  ( 1 9 6 9 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  number  o f  

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

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

t h a t  t h e y  w ere  v a r i a n t  c e l l s ,

B urk  £ t  a l .  ( I 9 6 8 ) g rew  a  c o n f l u e n t  1 : 1  m i x t u r e  o f  w i l d - t y p e  

c e l l s  a n d  v a r i a n t  c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f p H ^ h y p o x a n t h i n e . 

A u t o r a d i o g r a p h s  showed  t h a t  a l l  t h e  c e l l s  w e re  l a b e l l e d .  The 

d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  v a r i a n t  IPP™ p h e n o t y p e  i n  s u c h  a  m ix e d  c u l t u r e  

c o n f i r m s  t h a t  I P P ~ c e l l s  become l a b e l l e d  when i n  c o n t a c t  w i t h  

w i l d - t y p e  c e l l s .  The p o s s i b i l i t y  t h a t  a  s e l e c t i v e  d e a t h  o f  t h e  

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

was r u l e d  o u t  by  P i t t s  ( 1 9 7 I ) .  A c o n f l u e n t  1 : 1  m i x t u r e  o f  BHK c e l l s  

an d  BHK-IPP” c e l l s  g r o w i n g  t o g e t h e r  w ere  s u b c u l t u r e d  t o  form e i t h e r  

a  c o n f l u e n t  c u l t u r e  (99% o f  t h e  c e l l s ) ,  o r  a  s p a r s e  c u l t u r e  ( 1 3  o f  

t h e  c e l l s ) ,  w h e re  m o s t  o f  t h e  c e l l s  w e re  n o t  i n  c o n t a c t .  The



c u l t u r e s  w e re  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I - l J h y p o x a n t h i n e . 

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

c u l t u r e  i n c o r p o r a t e d  l a b e l ,  o n l y  ^0% o f  t h e  c e l l s  i n  t h e  s p a r s e  

c u l t u r e  i n c o r p o r a t e d  l a b e l ,  shov / ing  t h a t  a  s e l e c t i v e  d e a t h  o f  

BHK-IPP” c e l l s  h a d  n o t  o c c u r r e d .

S t o k e r  ( 1 9 6 7 a )  g rew  a  m ix e d  p o p u l a t i o n  o f  PyBHK-IPP" v a r i a n t  

c e l l s ,  m a rk e d  w i t h  c a r b o n  g r a n u l e s  ( S t o k e r ,  1 9 6 4 ) ,  an d  mouse  embryo 

c e l l s ,  ( w i l d - t y p e ) ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f h y p o x a n t h i n e , 

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

c o n t a c t  w i t h  t h e  h e a v i l y  l a b e l l e d  w i l d - t y p e  c e l l s ,  b u t  was a b s e n t  

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

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  p h e n o t y p e  o f  c e r t a i n  I P P " 

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

m o d i f i e d .  T h i s  phenom enon  i s  t e r m e d  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n ;

M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  IPP*" v a r i a n t  c e l l s  and  

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

t r a n s f o r m e d  c e l l s ,  b e t w e e n  n o r m a l  and  t r a n s f o r m e d  c e l l s ,  an d  b e t w e e n  

c e l l s  o f  h e t e r o l o g u s  s p e c i e s  ( T a b l e s  3 an d  4 )*

T a b l e  5 a l s o  shows  t h a t ,  a l t h o u g h  i n  many i n s t a n c e s  t h e  m u t a n t  

p h e n o t y p e  was  c o m p l e t e l y  s u p p r e s s e d  i n  1 ; 1  m i x t u r e s  o f  w i l d - t y p e  

an d  v a r i a n t  c e l l s  (100% i n t e r a c t i o n ) ,  e x a m p l e s  o f  b o t h  i n t e r m e d i a t e  

i n t e r a c t i o n  ( e . g .  B S C - l /B H K -IP P ” ) and  no i n t e r a c t i o n  ( e . g . ' L / L - I P P ” ) 

b e t w e e n  c e l l s  w e re  a l s o  o b s e r v e d .  T h e r e f o r e ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  ■ 

b e t w e e n  c e l l s  r a n g e s  f rom  c o m p l e t e  i n t e r a c t i o n  (100%) t o  z e r o  

i n t e r a c t i o n  ( 0 % ) .

A l t h o u g h  m o s t  I P P ° v a r i a n t  c e l l s  u s e d  i n  t h e  a b o v e  s t u d i e s  

h a v e  b e e n  i s o l a t e d  by r e s i s t a n c e  t o  6 - t h i o g u a n i n e  ( S u b a k - S h a r p e ,

1 9 6 5 ;  M a r i n  an d  L i t t l e f i e l d ,  I 9 6 B ) ,  s l i i n  f i b r o b l a s t s  i s o l a t e d  from 

p a t i e n t s  w i t h  t h e  L e s c h - N y h a n  syn d ro m e  h a v e  b e e n  shown t o  h a v e  a 

I P P  p h e n o t y p e ,  A m o s a i c  o f  IPP**’ and  Ï P P ” c e l l s  i s  p r e s e n t  i n  

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



T a b l e  3

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

E x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  (%)* 

100 

100

W i l d - t y p e  c e l l .

BHK

BHK

RSV-BHK

3T3

5V3T3

Mouse embryo

Human e m b r y o n i c  l u n g

H e l  2000

C h ic k  embryo

R S V -c h ic k  embryo

BHK-L h y b r i d

PyBHK

BSC-1

He La

L

BHK

L

M ast  c e l l

V a r i a n t  IP P  c e l l .

BHK

5T3

BHK

BHK

BHK

BHK

BHK

BHK

C h ic k  embryo

RSV-check  embryo

BHK

PyBHK

BHK

BHK

L

L

BHK

M a s t  c e l l

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 ■

100

100
I n t e r m e d i a t e

55

20

0

0

0

0

F o r  a b b r e v i a t i o n s  s e e  P ag e  ii|; a l s o ,  PSV-BHK “  Pous  s a r c o m a  v i r u s  

t r a n s f o r m e d  BHK; H e l  2000  -  a  human f i b r o b l a s t  l i n e ;  R S V -c h ic k  

embryo = Rous s a r c o m a  v i r u s  t r a n s f o r m e d  c h i c k  embryo c e l l s ;  BHK-L 

h y b r i d  = a  h y b r i d  c e l l  l i n e  fo rm e d  by f u s i o n  w i t h  S e n d a i  v i r u s  o f  

BHK and  L-929  c e l l s ;  BSC-1 “ .an  A f r i c a n  g r e e n  monkey c e l l  l i n e  

(H opps  ^  6 ^ , ,  1 9 6 5 ) .

* I n  a 1 : 1  m i x t u r e ,  r a t i o  o f  mean number  o f  g r a i n s / v a r i a n t  

c e l l  : mean num be r  g r a l n s / w i I d - t y p e  c e l l .

D a t a  t a k e n  from P i t t s  ( I 9 7 2 ) .



T a b l e  4 .

M e t a b o l i c c o - o p e r a t i o n  i n  i n t r a an d  i n t e r s p e c i f i c m i x t u r e s .

W i l d - t y p e L e s c h - N y h a n  (IPP™) BHK-IPP" L - I P P “

Human s k i n  
f i b r o b l a s t + +

BHK + *-

5T5 + +

Py3T5 4-

c l o n e  ID —

HeLa^ (- -

HeLa^^ +

F o r  a b b r e v i a t i o n  s e e  pfil ; a l s o ,  L e s c h - N y h a n  = Human s k i n  

f i b r o b l a s t ;  c l o n e  ID = a  v a r i a n t  L-929 c e l l ,  l a c k i n g  t h y m i d i n e  

k i n a s e  a c t i v i t y ;  H e l a ^ ^  and  H e l a  = two c l o n a l  d e r i v a t i v e s

o f  HeLa c e l l s ,  h a v i n g  m o d a l  n u m b e rs  o f  65 an d  71 ch rom osom es  

r e s p e c t i v e l y .

D a t a  t a k e n  f rom Cox e t  a l , ,  ( 1 9 7 2 ) .



p a t i e n t s  w i t h  t h i s  s y n d ro m e  (R osenbloorn  ^  a i . ,  1 9 6 7 ) ,  a l t h o u g h

v i r t u a l l y  a l l  c e l l s  i n  a  m ix e d  c o n f l u e n t  c u l t u r e  i n c o r p o r a t e  
“  “1
^ l y h y p o x a n t h i n e  ( D a n o i s  £ t  a l . , , I 9 6 9 ) .  S i n c e  t h e  I P P ™ g e n e  i s  

X - l i n k e d ,  a  r an d o m  i n a c t i v a t i o n  o f  one o f  t h e  X -ch rom osom es  i n  

f e m a l e  s o m a t i c  c e l l s  i n  e a r l y  e m b ry o n i c  d e v e l o p m e n t  (L yon ,  I 9 6 I )  

may e x p l a i n  t h i s  m o s a i c  p a t t e r n .

V a r i a n t  IPP™ c e l l s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f rom t h e  m o t h e r s  o f  

L e s c h - N y h a n  p a t i e n t s  by  c l o n i n g  (M igeon  ^  , 1 9 6 8 ) ,  o r  by

s e l e c t i o n  w i t h  t h i o g u a n i n e  ( F u j i m o t o  ^  , 1 9 7 1 ) .  M e t a b o l i c

c o - o p e r a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  L e s c h - N y h a n  ( I p p " ) s k i n  

f i b r o b l a s t s  an d  v a r i o u s  w i l d - t y p e c e l l s  ( F r i e d m a n n  ^  a l , , I 9 6 8 ; 

T a b l e  4 ) « A l s o ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  

t h e  m i x e d  (IP^P'*' a n d  I P P ™) a m n i o t i c  c e l l s  f rom a  f e m a l e  f o e t u s  

h e t e r o z y g o u s  f o r  t h e  L e s c h - N y h a n  d i s e a s e  ( F u j i m o t o  a ] . . ,  I 9 6 8 ) .

T h e r e f o r e ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  h a s  b e e n  shown b e t w e e n  

w i l d - t y p e  c e l l s  an d  I P ? "  c e l l s ,  s e l e c t e d  by  d r u g s ,  an d  b e t w e e n  

w i l d - t y p e  c e l l s  a n d  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  IPP™ c e l l s ,

P i t t s  ( 1 9 7 2 ) h a s  r e p o r t e d  t h a t  t u m o u r s  fo rm e d  from BHK-IPP’” 

c e l l s  i n  h a m s t e r s  c a n  i n c o r p o r a t e [ ^ H j h y p o x a n t h i n e , d e m o n s t r a t i n g  

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s  ^  v i v o .

T h e r e f o r e ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  I P P ™ c e l l s  an d  

w i l d - t y p e  c e l l s  a p p e a r s  t o  b e  a  common phenom enon  b e t w e e n  many 

d i f f e r e n t  c e l l  l i n e s  i n  t i s s u e  c u l t u r e ^  an d  c a n  a l s o  b e  d e m o n s t r a t e d  

i n  v i v o ,

1 , 2 . 1 ,  M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  v a r i a n t  c e l l s ,  l a c k i n g  

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

w i l d - t y p e  c e l l s ,
» Éiipn JIMI-MMII r^ ^ iiin rfc i irVi w u u i  ■ , ■ mî m— orwiwf

M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s  i s  n o t  l i m i t e d  t o  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  IPP™ v a r i a n t  c e l l s  an d  w i l d - t y p e  c e l l s .



When a 1 : 1  m i x t u r e  o f  w i l d - t y p e  PyBHK c e l l s  and  v a r i a n t  PyBHK 

c e l l s  (PyBHK»APP™)j l a c k i n g  a d e n y l i c  p y r o p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y  

( MIP: p y r o p h o s p h a t e  p h o s p h o r i h o s y l  t r a n s f e r a s e ;  B .C .  2 . 4 . 2 . ? . )  

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

p r e s e n c e  o f a d e n i n e ,  a l l  t h e  c e l l s  a r e  l a b e l l e d .  T h i s  shows 

t h a t  t h e  v a r i a n t  p h e n o t y p e  o f  APP? c e l l s  i s  m o d i f i e d  when g r o w i n g  

i n  c o n t a c t  w i t h  w i l d - t y p e  c e l l s  ( B u r k  crt 1 9 6 8 ) .  S u b a k - S h a r p e

( 1 9 6 9 ) c o n f i r m e d  t h i s  by  g ro v / in g  a  ( 1 : 3 0 0 )  m ix e d  p o p u l a t i o n  o f  

PyBHK w i l d - t y p e  c e l l s  an d  PyBHK-APP™ c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

[ ^ i Q a d e n i n e ,  He f o u n d  t h a t  v a r i a n t  c e l l s  i n  c o n t a c t  w i t h  w i l d - t y p e  

c e l l s  c o n t a i n e d  l a b e l .  Cox e^t a l .  ( 1 9 7 2 )  h a v e  r e p o r t e d  m e t a b o l i c  

c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  PyBHK-APP™ c e l l s  and  human s k i n  f i b r o b l a s t s ,  

3T3 c e l l s  a n d  BHK c e l l s ,

P i t t s  ( 1 9 7 1 ) h a s  a l s o  r e p o r t e d  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  

BHK w i l d - t y p e  c e l l s  an d  BHK v a r i a n t  c e l l s  (BHK-TK™), w h ic h  l a c k  

t h y m i d i n e  k i n a s e  a c t i v i t y  ( B .C .  2 . 7 . 1 . 2 1 . )  and  c a n n o t  i n c o r p o r a t e  

t h y m i d i n e .  When a  1 : 1  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  w i l d - t y p e  BHK c e l l s  and  

BHK-TK c e l l s  a r e  grown t o g e t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h y m i d i n e ,  

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

h a v e  n o t  s y n t h e s i s e d  DNA d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t  ( n o t  p a s s e d  t h r o u g h  

t h e  S p h a s e ) ^  s h o w i n g  t h a t  t h e  p h e n o t y p e  o f  t h e  v a r i a n t  BHK-TK™ 

c e l l s  h a s  b e e n  m o d i f i e d .

T h e r e f o r e ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s  h a s  b e e n  shown 

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

m e t a b o l i c  c o ' ï - o p e r a t i on  may b e  a  g e n e r a l  phenom enon ,  a t  l e a s t  f o r  

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

n u c l e o s i d e  p r e c u r s o r s .



1 , 2 , 2 c  R e o u i r e m e n t  f o r  d i r e c t  c e l l - t o - c e l l  c o n t a c t  f o r  m e t a b o l i c

c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .

S t o k e r  ( 1 9 6 7 a )  i n v e s t i g a t e d  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  d i r e c t  

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

c o - o p e r a t i o n .  When PyBHK-IPP™ c e l l s  had  a t t a c h e d  t o  a c o n f l u e n t  

l a y e r  o f  mouse em bryo c e l l s  an d  a d j o i n i n g  a r e a s  o f  g l a s s ,  w h ic h  

h a d  b e e n  s c r a p e d  f r e e  o f  mouse embryo c e l l s ,  t h e  c e l l s  w ere  

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

f o r  a u t o r a d i o g r a p h y .  I P P ™ c e l l s  on  t h e  b a r e  a r e a s ,  i n c l u d i n g  t h o s e  

a d j o i n i n g  b u t  n o t  t o u c h i n g  t h e  e d g e  o f  t h e  c o n f l u e n t  mouse embryo 

c e l l s ,  show ed  o n l y  a  few g r a i n s  a b o v e  b a c k g r o u n d .  H ow ever ,  I P P ™ 

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

embryo  c e l l s  c o n t a i n e d  a  c o n s i d e r a b l e  number  o f  g r a i n s .

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

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

v r i th  w i l d - t y p e  c e l l s ,  o r  l a b e l l e d  i n t e r a c t i n g  v a r i a n t  c e l l s ,  a r e  

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

w i t h  l a b e l l e d  c e l l s ,  a r e  n o t  l a b e l l e d  ( F r i e d m a n n  £ t  a l , , I 9 6 8 ; 

S u b a k - S h a r p e  £ t  , 1 9 69 ;  S u b a k - S h a r p e , 1 9 69 )»

I f  d i r e c t  c o n t a c t  b e t w e e n  tv-/o i n t e r a c t i n g  c e l l  p o p u l a t i o n s  i s  

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

o b s e r v e d ,  Cox e t  ( 1 9 7 0 )  showed t h a t ,  a l t h o u g h  m o s t  c e l l s  o f  a

c o n f l u e n t  1 : 1  m i x e d  m o n o l a y e r  c u l t u r e  o f  w i l d - t y p e  human s k i n  

f i b r o b l a s t s  an d  I P P  human s k i n  f i b r o b l a s t s  w ere  l a b e l l e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f ^ ^ f ^ h y p o x a n t h i n e , o n l y  a p p r o x i m a t e l y  ^0% o f  t h e  c e l l s  

i n  a  s i m i l a r  m i x e d  p o p u l a t i o n  w ere  l a b e l l e d ,  when g row n  i n  

s u s p e n s i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

Van Z e e l a n d  ^  a l .  ( 1 9 7 2 )  showed t h a t ,  when a f i b r i n  l a y e r  

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

p r o c e s s e s ,  was u s e d  t o  s e p a r a t e  human s k i n  f i b r o b l a s t s  f rom mouse 

c e l l s  ( I P P  ) ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  d i d  n o t  o c c u r  b e t w e e n  t h e s e  c e l l s .

V IHj h y p o x a n t h i n e .



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

t o  be an e s s e n t i a l  r e q u i r e m e n t  f o r  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .

1 , 2 . 3 .  R e c i p r o c a l  e x c h a n g e  b e t w e e n  c e l l s  p a r t i c i p a t i n g  i n

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .

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

w i l d - t y p e  c e l l s  r e q u i r e s  t r a n s f e r  o f  a  i n o l e c u l e ( s )  from, w i l d - t y p e  

c e l l s  t o  v a r i a n t  c e l l s  ( s e e  S e c t i o n  1 . 2 . 6 . ) ♦  M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  

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

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

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

A 1 : 1  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  PyBHK-IPP™ an d  PyBHK-APP” c e l l s ,  

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

l a b e l l e d  w i t h  e i t h e i ' [ ^ H j h y p o x a n t h i n e  o r  a d e n i n e  an d  p r o c e s s e dL̂ i

f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  ( B u r k  e t  , 1 9 6 8 ) ,  I r r e s p e c t i v e  o f  w h ich

l a b e l l e d  p u r i n e  v/as u s e d ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  was o b s e r v e d  when 

c e l l s  w e re  i n  c o n t a c t ,  I n d i c a t i n g  t h a t  b o t h  PyBHK-IPP~ and  

PyBEK-APP™ c e l l s  c a n  f u n c t i o n  a s  d o n o r s  o r  r e c i p i e n t s ,  s h o w i n g  

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

c o - o p e r a t i o n ,

1 . 2 , 4 ,  F a i l u r e  o f  L c e l l s  t o  p a r t i c i p a t e  i n  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .

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

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

do n o t  ( T a b l e s  3 & 4 ) .

M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  L-IPP™ v a r i a n t  c e l l s  a n d  L-IPP**" 

c e l l s  d o e s  n o t  o c c u r  ( P i t t s ,  I 9 7 I ;  Cox £ t  , 1972 ;  W i d m e r - F a v r e ,

1 9 7 2 ) ,  P i t t s  ( 1 9 7 2 ) show ed  t h a t  m i x e d  p o p u l a t i o n s  o f  w i l d - t y p e

BHK c e l l s  a n d  L-IPP™ c e l l s ,  o r  w i l d - t y p e  L c e l l s  a n d  BHK-IPP”

c e l l s ,  d i d  n o t  show m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n ;  t h a t  i s ,  L c e l l s ,

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



T h i s  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  by  Cox e t̂ a l ,  ( 1 9 ? 2 )  f o r  t h e  BHK/L 

c o m b i n a t i o n s  o f  t h e  a b o v e  c e l l s .  Cox e t  a l ,  ( 1 9 7 2 )  a l s o  showed 

t h a t  m i x e d  p o p u l a t i o n s  o f  w d l d - t y p e  L c e l l s  an d  human s k i n  

f i b r o b l a s t - I P P ™ ,  o r  w i l d - t y p e  human s k i n  f i b r o b l a s t - I P P ^  and  

L - I P P ” c e l l s ,  d i d  n o t  i n t e r a c t .

T h i s  d o m i n a n c e  o f  L c e l l s  i s  n o t  p e c u l i a r  t o  v a r i a n t  I P P ™ 

c e l l s  a l o n e ,  Cox e t  a l ,  ( 1 9 7 2 )  showed t h a t  m ix e d  p o p u l a t i o n  o f  

L-APP^/L-APP™ c e l l s ,  human s k i n  f i b r o b l a s t - A P P '^ / L - A P P ™  c e l l s ,  

3 T 3 - A P p V l - A P P “ c e l l s  and  L-APPVPyBHK-APP™ c e l l s  d i d  n o t  show 

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .  A l s o ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  

L-TkVL""TK” c e l l s  ( P i t t s ,  1972 ;  W i d m e r - F a v r e , 1 9 7 2 ) ,  o r  b e t w e e n  

human s k i n  f i b r o b l a s t s - T K ’̂ /L-TK™ (Cox e t  a l , , 1 9 7 2 ) ,  d o e s  n o t  o c c u r .  

T h e r e f o r e ,  f o r  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  t o  o c c u r ,  b o t h  t h e  

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

i n t e r a c t .  S i n c e  mouse embryo  f i b r o b l a s t s  i n t e r a c t  ( S t o k e r ;  1 9 6 7 a ;  

P i t t s ,  1 9 7 2 ) ,  b u t  L c e l l s  (mouse  f i b r o b l a s t s )  f a i l  t o  i n t e r a c t  

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

s u g g e s t e d  t h a t  L c e l l s  may f a i l  t o  form some e s s e n t i a l  membrane  

c o m p o n en t  r e q u i r e d  f o r  i n t e r a c t i o n  ( P i t t s ,  1 9 71 ;  Cox ^  , 1 9 7 2 ) ,

McCargow an d  P i t t s  ( 1 9 7 1 )  i n v e s t i g a t e d  t h i s  p o i n t  u s i n g  a  BHK-L 

c e l l  h y b r i d ,  i s o l a t e d  f rom a  m i x t u r e  o f  BHK-TK™ an d  L - I P P ” c e l l s  

f u s e d  w i t h  i n a c t i v a t e d  s e n d a i  v i r u s .  They showed t h a t  t h e  h y b r i d  

c e l l s  i n t e r a c t e d  w i t h  BHK c e l l s  b u t  n o t  w i t h  L c e l l s ,  and  by  u s i n g  

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

b o t h  L c e l l  a n d  BHK c e l l  c y t o p l a s m i c  membrane d e t e r m i n a n t s .  T h i s  

i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  L c e l l s  l a c k  some membrane 

d e t e r m i n a n t ,  e s s e n t i a l  f o r  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .



1 . 2 . 5 .  P o s s i b l e  i n v o l v e m e n t  o f  gap  j u n c t i o n s  I n  m e t a b o l i c

0 0 - 0  p e r  a t i o n  b e t w e e n  c o 1. b s ,

E v i d e n c e  p r e s e n t e d  a b o v e  ( s e c t i o n  1 , 2 , 2 . )  shows  t h a t  d i r e c t  

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

c e l l s *  S i n c e  d i r e c t  t r a n s f e r  o f  i o n s  and  t r a c e r s  b e t w e e n  c e l l s  h a s  

b e e n  shown t o  be  m e d i a t e d  b y  gap  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  

( S e c t i o n  1 . 1 . 3 , ) ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  

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

BHK c e l l s  a n d  PyBHK c e l l s  w h ic h  show m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  

( S u b a k - S h a r p e  e t  a l , , 1 9 6 6 ,  1969 ; P i t t s ,  1 9 7 1 ,  1 9 7 2 )  h a v e  b o t h  

b e e n  shown t o  be  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d  an d  t o  e x c h a n g e  f l u o r e s c e i n  

( F u r s h p a n  a n d  P o t t e r ,  1 9 6 8 ) .  A z a r n i a  ( 1 9 7 2 )  showed  t h a t  a

m i x t u r e  o f  l i v e r  e p i t h e l i a l / P y B H K  c e l l s  w e re  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ,  

e x c h a n g e d ,  f l u o r e s c e i n  and. showed m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .  However ,  

a  m i x t u r e  o f  tu m o u r  e p i t h e l i a l / P y B H K  c e l l s  f a i l e d  t o  form low 

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

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

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

i n t e r a c t i o n s ,

G i l u l a  e t  ^ 1 .  f l 9 7 2 )  r e p o r t e d  a c o m b in ed  s t u d y  o f  m e t a b o l i c  

c o - o p e r a t i o n ,  low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  an d  gap  j u n c t i o n s  b e t w e e n  

c e l l s  ( s e e  a l s o  S e c t i o n  1 . 1 , 3 . ) .  They f o u n d  t h a t  C h i n e s e  h a m s t e r  

c e l l s  w e re  e l e c t r i c a l l y  c o u p l e d ,  showed m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  and  

a  num ber  o f  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  i n t e r a c t i o n  i n c l u d i n g  gap  j u n c t i o n s ;  

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

i l l  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  and  l a c k e d  gap  j u n c t i o n s ,  t h o u g h  a l l  t h e  

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

g a p  j u n c t i o n s  m e d i a t e  i o n  t r a n s f e r ,  dye t r a n s f e r  an d  a l s o  m e t a b o l i c  

c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .



1 , 2 . 6 .  The n a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l e s  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s  I n

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .

E x p l a n a t i o n s  ( S u b a k - S h a r p e  a l . ,  1 9 6 6 ,  1 9 69 ;  S u b a k - S h a r p e , 

1 9 6 9 ) f o r  t h e  m o d i f i c a t i o n ,  o f  t h e  p h e n o t y p e  o f  v a r i a n t  c e l l s ,  

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

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

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

e x p l a i n  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n ,

1 )  t r a n s f e r  o f [ ^ t ^ l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s ,  s y n t h e s i s e d  i n  

w i l d - t y p e  c e l l s ,  t o  v a r i a n t  c e l l s  and  t h e i r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  

v a r i a n t  c e l l  n u c l e i c  a c i d .

2 )  t r a n s f e r  o f [ ^ f ^ l a b e l l e d  p o l y n u c l e o t i d e s  (RNA a n d / o r  DNA), 

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

3 )  t r a n s f e r  o f  t h e  w i l d - t y p e  enzyme f rom w i l d - t y p e  c e l l s  

t o  v a r i a n t  c e l l s .

4)  t r a n s f e r  o f  i n f o r m a t i o n a l  m o l e c u l e s  (mRNA o r  gene(DNA) 

c o d i n g  f o r  t h e  enzym e)  f rom w i l d - t y p e  c e l l s  t o  v a r i a n t  c e l l s ,

3)  t r a n s f e r  o f  a  " r e g u l a t o r "  m o l e c u l e ,  r e q u i r e d  i n  t h e  

v a r i a n t  c e l l  f o r  n o r m a l  s y n t h e s i s  o f  t h e  enzym e,  from w i l d - t y p e  

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

t h e  I P P ™ p h e n o t y p e  i s  u n k n o w n ) .

P o s s i b i l i t i e s  1 & 2 w ou ld  r e q u i r e  t h a t ,  a f t e r  s e p a r a t i o n  o f  

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

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

P o s s i b i l i t i e s  3 ,  4 & 5 w ou ld  r e q u i r e  t h a t ,  s i n c e  a  f u n c t i o n a l  

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

w i l d - t y p e  c e l l s ,  w i l d - t y p e  enzyme a c t i v i t y  s h o u l d  b e  p r e s e n t  

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

Cox eib ( 1 9 7 0 ) h a v e  a s s a y e d  v a r i a n t  c e l l s  a f t e r  s e p a r a t i o n



f rom i n t e r a c t i n g  w i l d - t y p e  c e l l s  f o r  enzyme a c t i v i t y .  E q u a l  

n u m b e rs  o f  human L e s c h - N y h a n  f i b r o b l a s t s  ( I P P  ) a n d  w i l d - t y p e  

human f i b r o b l a s t s  w e r e  grown t o g e t h e r  i n  c o n f l u e n t  c u l t u r e .  I n  

. u n l a b e l l e d  medium,  t o  a l l o w  e x c h a n g e  t o  t a k e  p l a c e .  A s i n g l e  c e l l  

s u s p e n s i o n  o f  t h e s e  c e l l s  v/as fo rm ed  and  i n c u b a t e d  w i t h  

h y p o x a n t h i n e . A u t o r a d i o g r a p h s  showed t h a t  o n l y  50% o f  t h e  c e l l s  

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

v a r i a n t  p h e n o t y p e  had  o c c u r e d ,  o r  t h a t  t h e  enzyme a c t i v i t y  m us t  

be  v e r y  u n s t a b l e .  To o b t a i n  an  e s t i m a t e  o f  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  

I P P * enzym e,  I P P *  c u l t u r e s  w ere  t r e a t e d  w i t h  c y c l o h e x i m i d e  f o r  

a  p e r i o d  o f  1 2 h ,  I t  was  f o u n d  t h a t  t h e  I PP* a c t i v i t y  d i d  n o t  

d e c r e a s e  d u r i n g  t h i s  t i m e .  H owever ,  s i n c e  c y c l o h e x i m i d e  may 

i n h i b i t  f a c t o r s  t h a t  n o r m a l l y  d e g r a d e  t h e  enzyme (K e n n e y ,  1 9 6 7 ) ,  

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

T i lc o - o p e r a t i o n  w ere  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f [ / H  h y p o x a n t h i n e  and  

c y c l o h e x i m i d e  ( c o n d i t i o n s  w h e re  I P P * a c t i v i t y  i s  s t a b l e  f o r  a t  

l e a s t  1 2 h  ) .  A p r o m p t  r e v e r s i o n  o f  t h e  v a r i a n t  p h e n o t y p e  was s t i l l  

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

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

P i t t s  ( 1 9 7 1 ) c o n f i r m e d  t h i s  r e s u l t  u s i n g  BHK c e l l s ,  A m ixed  

p o p u l a t i o n  o f  BHK-IPP™ and  BHK w i l d - t y p e  c e l l s ,  w h ic h  had  u n d e r g o n e  

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n ,  w ere  r a p i d l y  s u b c u l t u r e d  t o  form a  s p a r s e  

c u l t u r e  (1% o f  t h e  c e l l s ) ,  w h e re  m o s t  c e l l s  w e re  n o t  i n  c o n t a c t .  

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

A u t o r a d i o g r a p h s  showed  t h a t  a p r o m p t  r e v e r s i o n  o f  t h e  v a r i a n t  

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

a u t o r a d i o g r a p h i c  e x p o s u r e s ,  showed  t h a t  i f  t h e  BHK-IPP™ c e l l s  h a d  

i n c o r p o r a t e d  l a b e l  a t  t h e  w i l d - t y p e  r a t e  f o r  o n l y  10 m i n u t e s ,  t h i s  

c o u l d  h a v e  b e e n  d e t e c t e d .

Cox ^  aH, ( 1 9 7 2 ) a l s o  showed t h a t  a  p r o m p t  r e v e r s i o n  o f  t h e



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

m i x t u r e  o f  I n t e r a c t i n g  PyBHK-APP” c e l l s  and  w i l d - t y p e  human s k i n  

f i b r o b l a s t s ,

Cox £ t  a l .  ( 1 9 7 2 ) e x t e n d e d  t h e  s t u d y  t o  e x a m in e  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  enzyme t r a n s f e r  u s i n g  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  

d e h y d r o g e n a s e  d e f i c i e n t  c e l l s  ( G-6-PD™). They a n a l y s e d  a m ix e d  

p o p u l a t i o n  ( 1 ; 1 0 0 )  o f  w i l d - t y p e  human s k i n  f i b r o b l a s t s  and  

G-6-PD human s k i n  f i b r o b l a s t s  f o r  G-6-PD* a c t i v i t y ,  A

c y t o c h e m i c a l  m e th o d  was u s e d  t o  a s s a y  t h e  c e l l s  f o r  enzyme a c t i v i t y  

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

p r o d u c e d  l a r g e  g r a n u l e s  o f  p r e c i p i t a t e d  f o r r a a z a n  i n  G -6-PD * c e l l s ,  

b u t  n o t  I n  G -6 - P P ” c e l l s .  G -6 -PD  ̂ enzyme was n o t  d e t e c t e d  i n  t h e  

v a r i a n t  c e l l s .

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

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

w i l d - t y p e  c e l l s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  3 ,  k ,  5 a b o v e  a r e  u n l i k e l y .

T h i s  t h e r e f o r e  s u g g e s t s  t h a t  1 & 2 ab o v e  a r e  t h e  m o s t  p r o b a b l e  

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

n u c l e o t i d e s  a n d / o r  r a d i o a c t i v e  p o l y n u c l e o t i d e s  f rom w i l d - t y p e  c e l l s  

t o  v a r i a n t  c e l l s ,

1 , 2 . 7 . T r a n s f e r  o f  n u c l e o t i d e s  a n d / o r  p o l y n u c l e o t i d e s  b e t w e e n  c e l l s

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

c e l l ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  DNA would  be  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  

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

i n  BHK-TK™ c e l l s ,  g r o w i n g  i n  c o n t a c t  w i t h  BHK-TK* c e l l s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  [ j l i J t h y m i d i n e  ( P i t t s ,  1 9 7 1 ) .  T h e r e f o r e ,  t h i s  s u g g e s t s  

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

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

S i n c e  d y e s  up t o  1000  m o l e c u l a r  w e i g h t  h a v e  b e e n  shown t o  be



t r a n s f e r r e d  d i r e c t l y  b e t w e e n  c e l l s  ( s e c t i o n  1 . 1 . 2 . ) ,  i t  i s  n o t  

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

( m o l , w t . 3 0 0  -  5 0 0 ) c o u l d  be  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s ,

P i t t s  ( 3.9 7 1 ) showed  t h a t ,  a l t h o u g h  EHK-IPP™ an d  BHK-TK™ c e l l s  

f a i l  t o  grow when c u l t u r e d  s e p a r a t e l y  i n  HAT mediera (medium 

c o n t a i n i n g  a m i n o p t e r i n ,  h y p o x a n t h i n e  an d  t h y m i d i n e )  b e c a u s e  t h e y  

a r e  u n a b l e  t o  s y n t h e s i s e  IMP an d  dTMP r e s p e c t i v e l y ,  a  

n e a r - c o n f l u e n t  ( 1 : 1 )  m i x e d  p o p u l a t i o n  g rew  a t  t h e  w i l d - t y p e  r a t e .  

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

n u c l e o t i d e s .  A l t h o u g h  n u c l e o t i d e s  c o u l d  be t r a n s f e r r e d  f rom d o n o r  

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

r e c i p i e n t  c e l l s ,  p o l y n u c l e o t i d e s  wou ld  h a v e  t o  be  f i r s t  

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

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

DNA i n  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s .  T h i s  scheme seem s  l e s s  a t t r a c t i v e  

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

H ow e ve r ,  i n  d i r e c t  c o n f l i c t  t o  t h e  s u g g e s t i o n  o f  n u c l e o t i d e  

t r a n s f e r ,  K o lo d n y  ( 1 9 7 1 ,  19 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  RNA, b u t  n o t  

n u c l e o t i d e s ,  was t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  3T3 c e l l s  a n d  b e t w e e n  SV3T3 

c e l l s .  K o lo d n y  c o n c l u d e d  t h a t  a l l  m a j o r  c y t o p l a s m i c  RNA s p e c i e s ,  

p r e l a b e l l e d  i n  a  d o n o r  c e l l  w i t h  e i t h e r  u r i d i n e  o r  pH*>methy J  

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

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

n o t  o c c u r .

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

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

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

a c t u a l  m o l e c u l e s  t r a n s f e r r e d  ( n u c l e o t i d e s  a n d / o r  p o l y n u c l e o t i d e s )  

h a s  n o t  b e e n  r e s o l v e d .



Ai.m o f  p r e s e n t  w o rk .

T h i s  s t u d y  c o n s i d e r s  t h r e e  a s p e c t s  o f  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  

b e t w e e n  c e l l s :  1 )  t h e  n a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l e s  w h ic h  a r e  

t r a n s f e r r e d  d i r e c t l y  from c e l l  t o  c e l l  i n  t i s s u e  c u l t u r e ,

2)  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  i n t e r c e l l u l a r  t r a n s f e r  o f  t h e s e  m o l e c u l e s ,  

a n d  3 )  a  p r e l i m i n a r y  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h i s  i n t e r a c t i o n .



2, MATERIALS AND METHODS



2 . 1 .  M a t e r i a l s .

2 . 1 . 1 .  C h e m i c a l s .

A c t i ï i 'om yc in  D and  c y c l o h e x i m i d e  ( a c t i d i o n e )  w e re  o b t a i n e d  

f rom  C a l b i o c h e r a ,  London .

A m i n o p t e r i n ,  m i t o m y c i n  C, RNase-A ( b o v i n e  p a n c r e a t i c ,  

p r o t e a s e - f r e e î  r i b o n u c l e a t e  n u c l e o t i d o - 2 ’ - t r a n s f e r a s e  ( c y c l i z i n g ) ;  

E . C .  2 . ? . ? * 1 6 0 * /  P“ h y d r o x y m e r c u r i b e n z . o a t e  (PHMB) and 

5 - b r o m o d e o x y u r i d i n e  w e re  o b t a i n e d  from S ig m a ,  S t , L o u i s ,

M i s s o u r i ,  U.S.A..

C o n c a n a v a l i n  A (Con A) was o b t a i n e d  f rom M i l e s - Y e d a  L t d . ,  

K a n k a k e e ,  I l l i n o i s ,  U .S .A .

D i o x a n ,  s o d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e  (SDS) a n d  2 , 5” d i p h e n y l o x a z o l e  

(PPO) w e re  o b t a i n e d  from K o c h - L i g h t  L a b o r a t o r i e s ,  C o . lnbrook ,

B u c k s . ,  E n g l a n d .

G e l a t i n e  v/as o b t a i n e d  f rom Hopkl.n & W i l l i a m s  L t d ,

Hyamine h y d r o x i d e  ( I M - s o l u t i o n  i n  m e t h a n o l )  an d  n a p h t h a l e n e  

w e re  o b t a i n e d  f rom N u c l e a r  E n t e r p r i s e s  L t d . ,  E d i n b u r g h .

H y d r o x y u r e a  was o b t a i n e d  f rom N u t r i t i o n a l  B i o c h e m i c a l s  

C o r p o r a t i o n ,  C l e v e l a n d ,  O h io ,  U .S .A .

M e t o l  a n d  P h o t o - F l o  w ere  o b t a i n e d  f rom Kodak L t d . ,  London ,

N u p e r c a i n e  was o b t a i n e d  f rom C ib a  L a b o r a t o r i e s ,  B u c k s . ,  

E n g l a n d .

P h y t o h a e m a g g u t i n i n  (PHA) was o b t a i n e d  f rom D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  

D e t r o i t ,  M i c h i g a n ,  U .S .A .

O t h e r  c h e m i c a l s  w e re  o b t a i n e d  f rom e i t h e r  B r i t i s h  Drug 

H o u s e s  L t d . ,  London o r  S ig m a ,  S t . L o u i s ,  M i s s o u r i »  U .S .A .



2 . 1 . 2 .  R a d i o c h em l c a l s .

A l l  r a d i o c h e m i c a l s  were  p u r c h a s e d  from The R a d i o c h e m i c a l  

C e n t r e ,  Amersham, B u c k s . ,  E n g l a n d ,  an d  i n c l u d e d  D- 2 - g l u c o s e  

■500 mCi /m m ole ;  h y p o x a n t h i n e  ( G ) ,  1 C i /m m o le ;  L-  [4*

l e u c i n e ,  56  C i /m m o le ;  L-  ^ e t h y l - H ^ ]  m e t h i o n i n e ,  5 C i /m m o le ;  

e t h y l - H ^ ]  t h y m i d i n e ,  2 2 , 4  C i /m m ole  o r  2 7 - 7  C i /m m o le ;

5*“H^3 i ^ r i d i n e ,  30  C i / m m o l e ,

2 . 1 . 3 ,  B i o l o g i c a l  m a t e r i a l s ,

2 , 1 . 3 , 1 .  T i s s u e  c u l t u r e  c e l l s .

me

Two v a r i a n t  c e l l  l i n e s  ( M a r i n  & L i t t l e f i e l d ,  1 968 )  o f  t h e  

BHK-21/C13 c e l l  l i n e  ( b a b y  h a m s t e r  k i d n e y  f i b r o b l a s t s ;  M a c p h e r s o n  

& S t o k e r ,  3,9 6 2 ) w e re  u s e d : -

1)  BHK-IPP™ c e l l s  (T G ^ ) ;  BHK c e l l s  

w h ic h  l a c k  i n o s i n i c  p y r o p h o s p h o r y l a s e  ( IM P,  GMP; 

p y r o p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e ;  E .C .  2 , 4 , 2 * 8 , )  an d

2)  BHK-TK” c e l l s  ( B ^ ) ,  BHK c e l l s  w h ich  

l a c k  t h y m i d i n e  k i n a s e  (ATP: t h y m i d i n e  5*‘- p h o s p h o t r a n s f e r a s e ;

E .C .  2 . 7 . 1 . 2 1 . ) .

A v a r i a n t  c e l l  l i n e  ( L i t t l e f i e l d ,  I 9 6 6 ) o f  t h e  L929 c e l l  

l i n e  ( a  mouse  f i b r o b l a s t ;  S a n f o r d  ejt a i . ,  1 9 4 8 ) ,  L-TK™ (-B82)j. 

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

T h e s e  v a r i a n t  c e l l  l i n e s  w ere  k i n d l y  p r o v i d e d  by  D r .  J .W .  

L i t t l e f i e l d ,  M a s s a c h u s e t t s  G e n e r a l  H o s p i t a l ,  B o s t o n ,  M a s s . ,  U .S .A .

HeLa c e l l s ,  a  human e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e  ( c e r v i c a l  c a r c i n o m a ;  

Gey £ t  a i . ,  1 9 5 2 ) ,  3T3 c e l l s  ( a  mouse f i b r o b l a s t  l i n e ;  T o d a ro  & 

G r e e n ,  1 9 6 3 )  a n d  L-929  c e l l s  w ere  s u p p l i e d  by  t h e  W el lcome T i s s u e  

C u l t u r e  U n i t ,  D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y ,  U n i v e r s i t y  o f  G la s g o w .

H116 p a s s  1 5 , a  human embryo l u n g  f i b r o b l a s t  l i n e ,  an d  

c l o n e s  5 & 2 0 1 ,  i s o l a t e d  f rom t h e  i n a c t i v a t e d  S e n d a i  v i r u s  i n d u c e d



f u s i o n  o f  H I I 6 . I 5 and  1,-1 PP™ c e l l s  (A9; L i t t l e f i e l d ,  1966)  w ere  

k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r .  G o rm le y ,  MPC C l i n i c a l  & P o p u l a t i o n  

C y t o g e n e t i c s  U n i t ,  W e s t e r n  G e n e r a l  H o s p i t a l ,  Crewe Road,  E d i n b u r g h .

2 , 1 , 3 . 2 . C e l l  c u l t u r e ,

Amino a c i d s ,  v i t a m i n s ,  c a l f  s e r u m ,  f o e t a l  c a l f  se rum  and  

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

o b t a i n e d  f rom B i o - c u l t  L a b o r a t o r i e s ,  G la s g o w ,

P e n i c i l l i n  a n d  s t r e p t o m y c i n  were  o b t a i n e d  f rom  G laxo  

L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  G r e o n f o r d ,  M i d d l e s e x ,  E n g l a n d .

T r y p s i n  ( E . C ,  3 . 4 * 4 . 4 * )  was o b t a i n e d  f rom D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  

S u r r e y .

2 . 1 , 4 . S o l u t i o n s .

Amfix  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  20% ( v / v )  c o n c .

Am f i x  (May & B a k e r ,  Dagenham,

E n g l a n d )  i n  w a t e r .

B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  (ESS) h a d  t h e  c o m p o s i t i o n  shown i n  T a b l e  3'

D io x a n  b a s e d  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  c o n t a i n e d  10% n a p h t h a l e n e  -t- 0.7%

2 , 3“ d i p h e n y l o x a z o l e  (PPO) i n  

1 , 4 “ d i o x a n  ( A . R , ) .

Dl9b d e v e l o p e r  h a d  t h e  c o m p o s i t i o n

shown i n  T a b l e  6.

E a g l e ' s  medium had  t h e  c o m p o s i t i o n  shown i n  T a b l e  7

F o rm o l  s a l i n e  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  0 ,0 8 M -N aC l ,

O.lM-NagSO^ i n  4% ( v / v )  f o r m a l d e h y d e  

G e l a t i n e - c h r o m e  a lum  s o l u t i o n  had  t h e  c o m p o s i t i o n  shown

i n  T a b l e  8 .

G im esa  s t a i n  c o n t a i n e d  0 .75% Gimesa

( G u r r ,  L ondon)  i n  g l y c e r o l - m e t h a n o l  

( 1 : 1 ,  v / v ) .



T o l u e n e  b a s e d  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  c o n t a i n e d  0 .5% 2 , B - d i p h e n y l o x a z o l e

(PPO) ini A .R .  t o l u e n e .

T r y p s i n' s o l u t i o n  h a d  t h e  c o m p o s i t i o n

shov/n i n  T a b l e  9 .

2 . 1 . 5» C e l l  c u l t u r e  m e d i a .

EC 10 c o n t a i n e d  E a g l e ' s  medium -v c a l f  s e ru m  ( 9 : 1 ) .

EEC 10 c o n t a i n e d  E a g l e ' s  medium h- f o e t a l  c a l f  s e rum  ( 9 : 1 ) .

0%, 1% & 5% n o r m a l  g l u c o s e  medium c o n t a i n e d  E a g l e ' s  medium 

w i t h  e i t h e r - 0%, 1% o r  5% n o r m a l  g l u c o s e  c o n c .  r e s p e c t i v e l y ,

1%» 10% & x lO  n o r m a l  l e u c i n e  medium c o n t a i n e d  E a g l e ' s  medium 

w i t h  e i t h e r  1%, 10% o r  x lO  n o r m a l  l e u c i n e  c o n c .  r e s p e c t i v e l y ,

Ifo & x lO  n o r m a l  m e t h i o n i n e  medium c o n t a i n e d  E a g l e ' s  medium 

w i t h  e i t h e r  1% o r  x lO  n o r m a l  m e t h i o n i n e  c o n c .  r e s p e c t i v e l y .



Table 5

B a l a n c ed S a l t  S o l u t i o n ( B S S \

N a d

KCl

CaClg.GH^O

MgSO,.7HpO. 

NaHgPO,,
NaHCO^ 

P h e n o l  r e d

6 . 8 g

0 . 4 2

0 . 3 9 3 g

0 . 2 g

0 . 14 s  

2.2% 

0 , 0 1 5 s

T o t a l  vo'J.uine 1 l i t r e

T a b l e  6

P 19b

Ka^SO^.PHgO

Ka,,CO-,2 3
KBr

H y d r o q u i n o ne 

M e t o l

1446 

46 6 

4 6  

8 . 8 6  

2,2g

To t a  3. vo lum e 1 l i t r e



Table ?

E a g l e ' s  medium

NaCl

KCl

CaClg.CH^O
MgSO^.YHgO

NaH„PO, . 2 H - 0  2 4 2
NallCO3̂
G l u c o s e

L - a r g i n i n e . H C l  
L“ C y s t i n e  

l i - g l u t  a m in e  

L““h i  s t i d i n e . H C l  
L“ i  s o l e u c i n e  

L - l e u c i n e  

L - l y s i n e . HCl 

L - r n e t h i o n i n e  

L - p h e n y l a l a n i n e  

E - t h r e o n i n e  
L - t r y p t o p h a n  

E - t y r o s i n e  

E - v a l i n e

p - c a l c i u m  p a n t o t h e n a t e

C h o l i n e  c h l o r i d e

F o l i c  a c i d

i - i n o s i t o l

N i c o t i n a m i d e

P y r i d o x a l , HCl

R i b o f l a v i n

T h i a m i n e . HCl

P e n i c i l l i n

S t r e p t o m y c i n

P h e n o l  r e d

6 . 8 g

0 . 4 g

0 . 3 9 3 g
0 . 2 g

0 . 14g
2 . 2 g

4 . 5 6
0 . 0 4 2 1 g 
0 . 0 2 4 0 g 

0 . 2 9 2 0 g 
0 . 0 1 9 2 g

0 . 0 5 2 5 g 

0 . 0 5 2 5 g 

0 . 0 7 3 1 g  

0 . 0 1 4 9 s  
0 . 0 3 3 0 g  

0 . 0 4 7 6 g  
0 . 0 0 8 2 g

0 . 0 3 6 2 g

0 , 0 4 6 9 g
0 . 0 0 2 g

0 . 0 0 2 g

0 . 0 0 2 g

0 . 0 0 4 s
0 . 0 0 2 g
0 . 0 0 2 g

0.0002g
0,002g
1 0 0 , 0 0 0  u n i t s  

0 . 1 g

0 , 0 1 5 g

T o t a l  v o lum e 1 l i t r e



Table 8

Gelatine-chrome alum

G e l a t i n e  5g

Chrome a lum  ( CrK (50^  ̂) ^ . 12H^0) 0 . 5 g

F o r m a l d e h y d e  (40% ( v / v )  s o l u t i o n )  5m 1

P h o t o " F l o  1ml

T o t a l  v o lu m e  1 l i t r e

T a b l e  9

T r y p s i n  s o l u t i o n

T r y p s i n  2 . 5 g

NaCl 6g

Sodium c i t r a t e  2 .96%

P h e n o l  r e d  0 . 0 1 5 g

S o l u t i o n  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 8

T o t a l  v o lu m e  1 l i t r e



2 . 2 ,  M e t h o d s .

2 . 2 . 1 ,  C e l l  c u l t u r e s .

A l l  c u l t u r e s  w e re  m a i n t a i n e d  a t  37^C i n  a n  a t m o s p h e r e  

c o n t a i n i n g  5% COg i n  a i r .  C u l t u r e s  i n  p l a s t i c  P e t r i  d i s h e s  

(N u n c lo i i )  w e re  m a i n t a i n e d  i n  a  h u m i d i f i e d  i n c u b a t o r ,  c o n t i n u a l l y  

f l u s h e d  w i t h  a i r  c o n t a i n i n g  5% CO^* C u l t u r e s  p r o p a g a t e d  i n  8 o z .  

b o t t l e s  w e re  f l u s h e d  w i t h  CO^ i m m e d i a t e l y  a f t e r  s u b c u l t u r e  an d  

t h e n  i n c u b a t e d  a t  37^C .

BHK-TK™ c e l l s ,  BHK-IPP™ c e l l s  and  L-TK™ c e l l s  w e re  grown 

i n  8 o z ,  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  15 ml EEC 10 medium.  T h e s e  c e l l  l i n e s  

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

c e l l s  e v e r y  3 “ 4 d a y s  (BHK c e l l s ) ,  o r  5'-6 d a y s  (L c e l l s ) ,  an d  

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

HeLa c e l l s ,  3T3 c e l l s  an d  L c e l l s  w e re  p r o p a g a t e d  i n  EC 10 

by  t r y p s i n i s i n g  c e l l  m o n o l a y e r s  e v e r y  3 - 4  d a y s  a n d  s u b c u l t u r i n g  

o n e - t e n t h  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n ,

H116 c e l l s  and  c l o n e s  3 & 201 w ere  p r o p a g a t e d  i n  EEC 10 

i n  8 o z .  b o t t l e s  by  t r y p s i n i s i n g  t h e  m o n o l a y e r  o f  c e l l s  e v e r y  

5 - 6  d a y s  a n d  s u b c u l t u r i n g  o n e - t w e l f t h  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n .

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

and  PPLO c o n t a m i n a t i o n .

C e l l s  w e re  c o u n t e d  i n  an  " im p r o v e d  N e u b a u e r "  h a e i n o c y t o m e t e r .

2 . 2 . 2 .  P r e p a r a t i o n  o f  a  c o - c u l t u r e  c o n t a i n i n g  a  1 : 1  r a t i o  o f

d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s ,

S e p a r a t e  c u l t u r e s  o f  d o n o r  an d  r . e c i p i e n t  c e l l s  w e re  p l a t e d  

o u t  i n  e i t h e r  35mm d i s h e s  ( 2  ml EEC lO )  o r  50mm d i s h e s  (3  ml 

EEC 1 0 ) .  an d  g row n  u n t i l  t h e y  w ere  c o n f l u e n t .  The o l d  medium i n  

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



medium.  Donor  c e l l s  w e re  l a b e l l e d  w i t h  a r a d i o a c t i v e  t r a c e r  

( u s u a l l y  f o r  4 h ) .  At t h e  end  o f  t h e  l a b e l l i n g  t i m e ,  t h e  d o n o r  

a n d  r e c i p i e n t  c e l l s  w e re  w as h ed  x3 and  x l  r e s p e c t i v e l y  w i t h  BSS 

a t  3V^C. Donor  a n d  r e c i p i e n t  c e l l s  w e re  t r e a t e d  b r i e f l y  w i t h  

t r y p s i n ,  a n d  t h e  t r y p s i n  d i s c a r d e d .  The c e l l  s h e e t s  w e re  d i s p e r s e d  

i n  f r e s h  medium ( 1  ml/33mm d i s h ;  1 . 5  ml/50mm d i s h )  u s i n g  a  p a s t e u r  

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

ini  a  f r e s h  d i s h  (35mm o r  50mm), c o n t a i n i n g  c l e a n ,  s t e r i l e  13mm 

d i a m e t e r  g l a s s  c o v e r s l i p s  ( S e c t i o n  2 . 2 . 4 . ) ,  a n d  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  

f o r  a  t i m e  ( u s u a l l y  3 h ) .  The c o v e r s l i p s  w e re  t h e n  p r o c e s s e d  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y  ( S e c t i o n s  2 . 2 . 5 .  & 2 , 2 . 6 . ) .

2 , 2 . 3 .  P r e p a r a t i o n  o f  a  c o - c u l t u r e  c o n t a i n i n g  few  d o n o r  c e l l s  

t o  many r e c i p i e n t  c e l l s .
IMP n.iiM#*111 I. '« IroVA',»"wewwwrrnrrw»«.  muwu* —

R e c i p i e n t  c e l l s  w ere  p l a t e d  o u t  i n  e i t h e r  35mm d i s h e s  (2  ml 

EFC 10)  o r  50mm d i s h e s  (3  ml EFC 1 0 ) ,  an d  grown u n t i l  t h e y  fo rm ed  a 

c o n f l u e n t  c u l t u r e .  S p a r s e  c u l t u r e s  o f  d o n o r  c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  

i n  d i s h e s  (35mm o r  50mm), c o n t a i n i n g  c l e a n ,  s t e r i l e  13mm d i a m e t e r  

g l a s s  c o v e r s l i p s  ( S e c t i o n  2 . 2 . 4 . ) ?  and  c u l t u r e d  f o r  a  minimum o f  

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

At t h e  same t i m e  a s  r a d i o a c t i v e  t r a c e r  was a d d e d  t o  t h e  d o n o r  

c u l t u r e s ,  t h e  o l d  medium i n  t h e  r e c i p i e n t  c u l t u r e s  was r e p l a c e d  

w i t h  f r e s h  medium. At t h e  end  o f  t h e  l a b e l l i n g  t i m e  ( u s u a l l y  4 h ) ,  

t h e  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  c u l t u r e s  w ere  w as h ed  x3  a n d  x l  r e s p e c t i v e l y ,  

w i t h  BSS a t  3 7 ^ 0 .  The r e c i p i e n t  c u l t u r e s  w e re  t h e n  t r e a t e d  b r i e f l y  

w i t h  t r y p s i n ,  a n d  t h e  t r y p s i n  d i s c a r d e d .  The c e l l s  w e re  d i s p e r s e d  

i n  f r e s h  medium (1  ml/35mm d i s h ;  1 . 5  m l / 50mm d i s h ) »  u s i n g  a 

p a s t e u r  p i p e t t e .  Each  r e c i p i e n t  c u l t u r e  was t r a n s f e r r e d  t o  a  d o n o r  

c u l t u r e  ( c o n t a i n i n g  1 ml medium/35mm d i s h  o r  1 . 5  m l / 50mm d i s h ) ,  

a n d  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  a  t i m e  ( u s u a l l y  3 h ) . The c o v e r s l i p s  

w ere  t h e n  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  ( S e c t i o n s  2 . 2 . 5 .  & 2 . 2 , 6 . ) ,



2 , 2 , 4 '  P r e p a r a t i o n  o f  c o v e r s l i p s  f o r  c e l l  c u l t u r e .

G l a s s  c o v e r s l i p s  ( C h a n c e  N o . l ;  Mac f a r l a n e  Robson L t d . ,

G l a s g o w ) ,  on  w h ic h  c e l l s  w e re  t o  be  g row n ,  w ere  i m m e r s e d  i n  

b o i l i n g  0, lM-Wa0H f o r  10 ra in .  The NaOH v/as t h e n  d i s c a r d e d ,  and  t h e  

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

o c c a s i o n a l  s t i r r i n g ,  f o r  4-’5b t o  rem ove  a l l  t r a c e s  o f  NaOH. The 

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

w a t e r ,  f o l l o w e d  by  e t h a n o l ,  a n d  s t e r i l i s e d  a t  160^C f o r  I h .

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

u n d e r  a s c e p t i c  c o n d i t i o n s .  35mm d i s h e s  c a n  o n l y  acc om m oda te  3 

c o v e r s l i p s ,  w h e r e a s  50mm d i s h e s  u s u a l l y  c o n t a i n e d  3 o r  m ore  c o v e r s l i p j

2 . 2 ^ .  P r e p a r a t i o n  o f  c e l l s ,  c u l t u r e d  on  c o v e r s l i p s ,  f o r

a u t o r a d i o g r a p h y .

2 . 2 . 5 * 1 .  A c id  i n s o l u b l e  a u t o r a d i o g r a p h y .

The m e th o d  u s e d  v/as a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h a t  o f  S u b a k - S h a r p e

e t  a l .  ( 1 9 6 9 ) .

The médium '.was r e m o v e d  f rom c u l t u r e  d i s h e s  c o n t a i n i n g  

c o v e r s l i p s ,  and  t h e  c e l l s  w e re  w ashed  x l  w i t h  f o r m o l  s a l i n e  ( 5  

ral/35mm d i s h ;  1 2 . 5  ml/50mm d i s h )  f o r  a  minimum o f  30 rain t o  f i x  

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

r a c k s  (A .H .  Thomas Company, P h i l a d e l p h i a ,  U . S . A . ) .  The r a c k s  were  

im m e r s e d  x3 i n  10% (w/v)TCA ( t 4 ° C )  f o r  10 m i n ,  x2  i n  d i s t i l l e d  

w a t e r  (+ 4 °C )  f o r  5 min  a n d  d i p p e d  i n  e t h a n o l .  The c o v e r s l i p s  w ere  

t h e n  l e f t  i n  t h e  r a c k  t o  d r y  a t  e i t h e r  room t e m p e r a t u r e  o r  37*^C.

2 . 2 . 5 . 2 ,  A c id  s o l u b l e  a u t o r a d i o g r a p h y .

The medium was  r e m o v e d  from c u l t u r e  d i s h e s  c o n t a i n i n g  

c o v e r s l i p s ,  an d  t h e  c e l l s  w e re  w ashed  x5  w i t h  i c e - c o l d  BSS,

The c o v e r s l i p s  w e re  t h e n  rem o v e d  from t h e  d i s h e s ,  an d  a f t e r  

d r a i n i n g  o f f  e x c e s s  BSS, t h e y  w ere  d r i e d  f l a t  a t  37^C.



2 . 2 . 6 ,  P r e p a r a t i o n  o f  a u t o r a d i o g r a p h s ,

The d r y  c o v e r s l i p s ,  c e l l s  u p p e r m o s t ,  w e re  m o u n ted  w i t h  

DePeX ( G u r r ,  London)  on  m i c r o s c o p e  s l i d e s  ( o . 8 “ Xmm g l a s s  m i c r o s c o p e  

s l i d e s  ( M a c f a r l a n e  Robson  L t d . ,  G l a s g o w ) ,  w h ic h  had  b e e n  d e g r e a s e d  

i n  e t h a n o l  an d  c o a t e d  w i t h  a f i l m  o f  g e l a t i n e - c h r o m e  a l u m ) , an d  

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

AR.lO s t r i p p i n g  f i l m  (Kodak  L t d . ,  London)^ u s i n g  a Kodak s a f e l i g h t  

( f i l t e r ;  W r a t t e n  S e r i e s  1 ) ,  a n d  p l a c e d  i n  l i g h t  t i g h t  b o x e s ,  w h ic h  

c o n t a i n e d  a c t i v a t e d  s i l i c a  g e l .  The g e l  w^as r e p l a c e d  w i t h  f r e s h  

a c t i v a t e d  s i l i c a  g e l  24-h l a t e r .  A f t e r  an  e x p o s u r e  a t  room 

t e m p e r a t u r e ,  t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  a t  2 0 ^ 0  i n  I>1 9 b 

f o r  9 mi l l ,  f i x e d  w i t h  Am f i x  (no  h a r d e n e r )  f o r  4 m i n ,  and  r i n s e d  

in i  w a t e r .  The a u t o r a d i o g r a p h s  w e re  t h e n  s t a i n e d  w i t h  G im esa  ( G u r r ,  

L o n d o n ) ,  f r e s h l y  d i l u t e d  1 : 2 0  ( v / v )  i n  w a t e r ,  f o r  k ^ s .

P h o t o g r a p h s  w ere  t a k e n  w i t h  a  Z e i s s  p h o t o m i c r o s c o p e .

2 . 2 . 7 ,  P r e p a r a t i o n  o f  a u t o r a d i o g r a p h s  f o r  g r a i n  c o u n t i n g .

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

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

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

d e v e l o p m e n t .  H owever ,  a t  e a r l y  e x p o s u r e  t i m e s  ( 1 - 2  d a y s ) ,  w a t e r  

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

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

re m o v e d  by  b l o w i n g  c o l d  a i r  o v e r  t h e  s l i d e s  f o r  30  m in ,  

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

2 . 2 . 8 ,  M e a s u r e m e n t  o f K H j t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  a c i d

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

I n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  i n t o  t h e  c e l l s  was t e r m i n a t e d  by 

r e m o v i n g  t h e  'medium from t h e  d i s h e s  and  w a s h i n g  t h e  c e l l s  x5  

w i t h  i c e - c o l d  BSS, The c e l l s  w e re  l e f t  o v e r n i g h t  i n  2 ml



( w / v )  TCA a t  +4^C; t h e n  s c r a p e d  i n t o  t h e  TCA, and  t h e  a c i d  

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

f i l t e r s  (GF/B Whatman; W.R. B a l s t o n  L t d . ,  E n g l a n d ) .  The d i s h e s  

w ere  f u r t h e r  w a s h e d  x2 w i t h  2 ml and  x l  w i t h  4 ml i c e - c o l d  

TCA and  t h e  w a s h i n g s  a d d e d  t o  t h e  f i l t e r .  The a c i d  s o l u b l e  

e f f l u e n t  v/as a l s o  c o l l e c t e d .  The f i l t e r s  w ere  d r i e d  i n  

s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  i n  an  oven  a t  33 ^ 6 0 ^0  f o r  1 2 h .  0 . 5  ml h y am in e  

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

5 5 “ 6 0 ^C f o r  a  f u r t h e r  20 m i n .  10 ml t o l u e n e  b a s e d  s c i n t i l l a t i o n  

f l u i d  was  a d d e d  t o  e a c h  v i a l .  10 ml d i o x a n  b a s e d  s c i n t i l l a t i o n

f l u i d  was a d d e d  t o  1 ml o f  a c i d  s o l u b l e  e f f l u e n t .  The

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

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

2 , 2 . 9 .  M e a s u r e m e n t  o f  L u r i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  a c i d  i n s o l u b l e

an d  a c i d  s o l u b l e  m a t e r i a l .

T h i s  m e t h o d  was b a s e d  on t h a t  o f  Weber & R u b in  ( 1 9 7 1 ) .

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

r e m o v i n g  t h e  medium f rom t h e  d i s h e s ,  and  w a s h i n g  t h e  c e l l s  x3 

w i t h  i c e - c o l d  BSS. A c id  s o l u b l e  p o o l s  w ere  e x t r a c t e d  by a d d i n g  

x2  2 ml 3% ( w / v )  TCA (O^C) t o  e a c h  d i s h  f o r  3 m i n .  The a c i d  

i n s o l u b l e  m a t e r i a l  was w as h ed  x2 w i t h  3% TCA (O ^C ) .  T h e s e  w a s h i n g s  

w ere  d i s c a r d e d .  2 ml o f  10^^ ( w / v )  TCA ( p r e h e a t e d )  v/as a d d e d  t o  

e a c h  d i s h  a n d  i n c u b a t e d  a t  70°C f o r  I h .  The 10^^ TCA, c o n t a i n i n g  

t h e  RNA, was c o m b in e d  v / i t h  a  2 ml 10% TCA wash o f  t h e  d i s h .  1 ml 

o f  s o l u b i l i s e d  RNA o r  1 m l  o f  a c i d  s o l u b l e  p o o l  was c o m b in e d  w i t h  

10 ml  o f  d i o x a n  b a s e d  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .  The r a d i o a c t i v i t y  i n  

e a c h  s a m p l e  was t h e n  d e t e r m i n e d  w i t h  a P h i l i p s  l i q u i d  

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



3 .  RESULTS



3> R e s u l t s .

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

o f  al3 .  t y p e s  o f  m o l e c u l e s  from one  c e l l  t o  a n o t h e r ,  t h e  e v i d e n c e  

a v a i l a b l e  b y  1970  ( s e e  i n t r o d u c t i o n )  s u g g e s t e d  t h a t  m a c r o m o l e c u l e s  

w e re  n o t  commonly t r a n s f e r r e d ,  b u t  t h a t  s m a l l  m o l e c u l e s  and  i o n s  

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

was t h e  b a s i s  o f  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .

H ow ever ,  K o lo d n y  ( 1 9 7 1 ,  1 9 7 2 )  t h e n  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  t h a t  RNA, 

b u t  n o t  n u c l e o t i d e s ,  c o u l d  be  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  mammal ian c e l l s  

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

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

t h e  t y p e s  o f  m o l e c u l e s  w h ich  c a n  be  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s  

was u n d e r t a k e n .

The m e th o d  u s e d  by  K o lo d n y  t o  s t u d y  t r a n s f e r  o f  r a d i o a c t i v i t y  

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

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

c o - c u l t i v a t i o n .  T h i s  s e p a r a t i o n  v/as a c h i e v e d  by  a l l o w i n g  d o n o r  

c e l l s  t o  i n g e s t  t a n t a l u m  p a r t i c l e s ,  p r i o r  t o  c o - c u l t u r e ,  t o  make 

them d e n s e .  A f t e r  c o - c u l t u r e  o f  t h e  d e n s e  d o n o r  c e l l s  w i t h  

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

r e c i p i e n t  c e l l s  w e re  s e p a r a t e d  from t h e  d e n s e  d o n o r  c e l l s  on a 

F i c o l l  g r a d i e n t .  The c e l l s  w e re  t h e n  a n a l y s e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  

o f  l a b e l .

Another quite different method which can be used to analyse 

the transfer o f c o m p o u n d s  from cell to cell is autoradiography. 

This method has several advantages over that used by Kolodny.

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

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

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



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

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

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

o b s e r v e d .  A l s o ,  t h e  e x t e n t  o f  l a b e l  t r a n s f e r r e d  from d o n o r  t o  

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

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

t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  m o l e c u l e s  b e t w e e n  c e l l s .

3 . 1 .  T r a n s f e r  o f  m o l e c u l e s  l a b e l l e d  w i t h I p l i j u r i d i n e  b e t w e e n  c e l l s .

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

by  K o lo d n y  ( 1 9 7 1 ) ,  v/as u s e d  t o  e s t a b l i s h  t h a t  a  t r a n s f e r  phenomenon 

c o u l d  be  d e t e c t e d  by a u t o r a d i o g r a p h y ,

A c u l t u r e  o f  d o n o r  c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  w a th  j^H u r i d i n e  f o r  

ifh, w^as t r y p s i n i s e d  an d  c o - c u l t u r e d  f o r  3 h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e ,  w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s .  The 

c e l l s  w e re  t h e n  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y .  F i g .  1 shows  t h a t  

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

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

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

G r a i n  c o u n t i n g  on d o n o r  and  r e c i p i e n t  c e l l s ,  from a s i m i l a r  

c o - c u l t u r e ,  showed  t h a t  t h e r e  was 7% t r a n s f e r  o f  d o n o r  c e l l  

l a b e l  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  5 h .  K o lodny  ( 1 9 7 1 )  fo u n d  i n  a  s i m i l a r  

c o - c u l t u r e ,  u s i n g  3T3 c e l l s ,  t h a t  t h e r e  was 10% t r a n s f e r  o f  d o n o r  

c e l l  l a b e l  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  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  t r a n s f e r  phenomenon  d e s c r i b e d  by  K o lo d n y  c a n  be d e t e c t e d  

t o  a  q u a n t i t a t i v e l y  s i m i l a r  e x t e n t  u s i n g  a u t o r a d i o g r a p h y .



F i r .  1

JÂlIT r p r  = f r r  q f  L H j u r i d i n e  l a b e l l e d  m o l é c u l e s  from d o n o r  c e l l s  t o

r e c i p i e n t  c e l l s

1 X 10  ' T3^ c e l l s  ( d o n o r s )  and  1 x 1 0 " c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  

w ere  p l a t e d  o u t  s e p a r a t e l y  i n  d i s h e s  and  t h e  c u l t u r e s  were

grown u n t i l  t h e y  w ere  c o n f l u e n t .  A 1 : 1  c o - c u l t u r e  o f  donoi- end 

r e c i p i e n t  c e l l s  was fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 2 .  Donor c e l l s  were

l a b e l l e d  f o r  4h v . i th  L Hj u r i d i n e  ( 3 p C l / m l ) . Donor  and  r e c i p i e n t  

c e l l s  v;ere c o - c u l t u r c d  t o g e t h e r  f o r  5h i n  t h e  p i - e s e n c e  o f  

O.OAmg/ml u n l a b e l l e d  u r i d i n e .  C e l l s  were  p r o c e s s e d  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y  ( S e c t i o n  2 . 2 . 3 . 1 . ) .  A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  

a f t e r  54 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 70 0 .



E f f e c t  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  on t h e  t r a n s f e r  o f  

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

K o lo d n y  ( 1 9 7 1 ,  1 972 )  a d d e d  1 0 0 0 - f o l d  e x c e s s  u n l a b w ï i e d

u r i d i n e  d u r i n g  c o - c u l t u r e  i n  an  a t t e m p t  t o  p r e v e n t  t h e  ' ^ H l u r i d i n e  

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

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

c o u l d  o n l y  b e  due  t o  RNA t r a n s f e r .  However ,  K o lo d n y  d i d  n o t  

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

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

p o i n t  was e x a m i n e d .

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

f o r  4'k ,  w ere  c o - c u l t u r e d  f o r  lO h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e i t h e r  0  o r  

0 . 0 4  mg/ml u n l a b e l l e d  u r i d i n e ,  w i t h  c o n f l u e n t  c u l t u r e s  o f  

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

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

u n l a b e l l e d  u r i d i n e  ( F i g .  2 a )  o r  no u r i d i n e  ( F i g  2b)  i s  p r e s e n t  

d u r i n g  c o - c u l t u r e .  U s i n g  a few d o n o r  c e l l s  t o  many r e c i p i e n t  c e l l s  

( s e e  S e c t i o n s  5 . 1 . 5 . 1 .  & 5 . I . 5 . 2 . ) ,  t h e  q u a n t i t y  o f  l a b e l  p r e s e n t  

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

a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  (Fd.g. 6 a , b , d ) ,  

was q u a n t i t a t e d  by  g r a i n  c o u n t i n g  ( F i g .  5 ) .  The mean number  o f  

g r a i n s / d o n o r  c e l l  i s  s i m i l a r  i n  b o t h  c u l t u r e s  ( 1 0 5 * 4  f o r  no 

u r i d i n e ;  1 0 0 . 0  f o r  e x c e s s  u r i d i n e ) .  The q u a n t i t y - o f  l a b e l  p r e s e n t  

i n  r e c i p i e n t  c e l l s  ( i n  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s ) ,  

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

s t i l l  9 7 % o f  t h a t  p r e s e n t  i n  s i m i l a r  r e c i p i e n t  c e l l s ,  c o - c u l t u r e d  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  (mean number  o f  

g r a i n s / r e c i p i e n t  c e l l  i s  I 4 . 6  and  I 5 . I  i n  t h e  p r e s e n c e  and  

a b s e n c e  o f  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  r e s p e c t i v e l y ) , T h i s  d a t a  shows  t h a t  

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

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



Fir. 2

E f f e c t  o f  e x c e s s  u n l o b e l l e d  u r i d i n e  on t r a n s f e r  o f p H ] u r i d i  

l a b e l l e d  m o l e c u l e s  b e t w e e n  c e l l s .

ne

( a )

( b )

a

«

f ,  /

f

X .

F o r  d e t a i l s ,  s e e  L eg e n d  t o  F i g .  1 .  C o - c u l t u r e  was lOh i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  e i t h e r  a )  O.Ü4 mg/ml u r i d i n e  o r  b)  no u r i d i n e .  

A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e  lopped a f  t e r  28 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 3 0 o .



Fige 3

Q u a n t i t a t i o n  o f  t h e e f f e c t  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  on

r It h e  t r a n s f e r  o f L ur i d i n e  l a b e l l e d  m o l e c u l e s b e t w e e n c e l l s

5 X 10  c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  30mm d i s h e s .

24-h l a t e r ,  3 x 1 0 ^̂ TG^ c e l l s  ( d o n o r s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  30mra 

d i s h e s  and  grown o v e r n i g h t .  C o - c u l t u r e s  ( f e w  d o n o r  c e l l s  t o  

many r e c i p i e n t s )  w ere  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 5 .  Donor c e l l s  

w ere  l a b e l l e d  f o r  4h v / i th  u r i d i n e  ( 0 . 1 7 \ i C i /m l )  . Donor and  

r e c i p i e n t  c e l l s  w e re  c o - c u l t u r e d  f o r  5 h i n  t h e  a b s e n c e  ( a , b )  

o r  p r e s e n c e  ( c , d )  o f  O.OAmg/ml u n l a b e l l e d  u r i d i n e .  C e l l s  were  

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

A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  22h  f o r  g r a i n  

c o u n t i n g  on d o n o r  c e l l s  ( a , c )  and a f t e r  2 3 2 h f o r  g r a i n  

c o u n t i n g  on r e c i p i e n t  c e l l s  ( b , d ) .

O n ly  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s  w e re  c o u n t e d .  

2 0 0  d o n o r  c e l l s  w e re  c o u n t e d ;  *p?330  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o u n t e d ,

a )  d o n o r :  no u r i d i n e ;  b)  r e c i p i e n t ;  no u r i d i n e ;  

c )  d o n o r ;  •!- u r i d i n e ;  d)  r e c i p i e n t :  + u r i d i n e .

Mean number  o f  g r a i n s / c e l l  a ) 103*4  b ) 1 3 . 1  c ) 1 0 0 . 0  d ) 1 4 . 6
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t h i s  d a t a  i s  a p p a r e n t l y  c o n s i s t e n t  w i t h  K o l o d n y * s  s u g g e s t i o n  

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

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

r e p o r t s  ( S i s k e n  & K i n o s i t a ,  I 9 6 I ;  P e r r y ,  1963 ;  W arner  ejb a l . , 

1 9 6 6 ; a n d  s e e  b e l o w )  h a v e  shown t h a t  e x c e s s  u n l a b e l l e d  

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

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

3 . 1 . 2 . E f f e c t  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  on t h e  i n c o r p o r a t i o n

o f  L?BLIur id ine  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  i n t o  PhA.

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

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

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

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

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

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

s p e c i e s  i n  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s .  However ,  i f  t h e  p o o l  i s  n o t  

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

i s  t r a n s f e r r e d ,
r % i

C u l t u r e s ,  p r e l a b e l l e d  w i t h H i u r i d i n e  f o r  w e re  i n c u b a t e d

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

I t  was f o u n d  t h a t  t o t a l  c o u n t s  in* t h e  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  

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

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

a c i d  s o l u b l e  p o o l  v/as b e i n g  u s e d  f o r  RNA s y n t h e s i s ,  i n  p r e f e r e n c e  

t o  t h e  e x o g e n o u s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  ( T a b l e  1 0 ) .  The p r e s e n c e  o f  

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

a c i d  s o l u b l e  p o o l  by  o n l y  10%. The l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l s  a t  

t h e  end  o f  t h e  3h  c h a s e  w e re  s i m i l a r ,  i n  b o t h  c u l t u r e s ,  s u g g e s t i n g  

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

by  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e .  H o w e v e r , n o t  a l l  t h e  l a b e l l e d  a c i d  

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



Table 10

E f f e c t  o f  u n l a b o l l e d  u r i d i n e  on t h e i n c o r  p o r  a t i  o n o f  a  | H I u r i  d i  n c 

■ n r e l a b e l l e c l  a c i d  s o l u b l e  n o o l

U r i d i n e  co i ic ,  
i n  c h a s e  
( rng/m l)

0 . 0 4

L e n g t h  o f  
c h a s e  

( h )

0

3

Acid  i n s o l u b l e  
m a t e r i a l  
( o , p . m , )

4 0 , 8 0 4

6 2 , 9 3 4

6 0 , 7 1 0

A cid  s o l u b l e  
m a t e r i a l  
( c . p . m . )

4 6 , 0 1 6

1 2 , 4 1 8

1 2 , 8 2 0

5
1 K 10  TGp c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  3 5 mm d i s h e s  and  grown f o r  l 8 h

C u l t u r e s  w e re  l a b e l l e d  f o r  4)1 w i t h  L ' H j u r i d i n e  ( 2 .  5 | J iC i / jnI) , The 

r a d i o a c t i v e  medium was d i s c a r d e d  and  t h e  c u l t u r e s  w e re  washed  %3 

w i t h  BSS ( 3 7 ^ 0 ) ,  T h r e e  c u l t u r e s  w ere  h a r v e s t e d  a t  t h i s  t i m e  ( z e r o  

t i m e ) .  To a n o t h e r  t h r e e  c u l t u r e s ,  2m1 EFC 10 was a d d e d  and t o  a 

f u r t h e r  t h r e e  c u l t u r e s ,  2m1 EFC 10 c o n t a i n i n g  0 . 0 4 m g / m l  u n l s b e l l e d  

u r i d i n e  was a d d e d .  T h e s e  c u l t u r e s  w ere  i n c u b a t e d  f o r  3h ,  

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

was d e t e r m i n e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 9 *



y  y

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

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

a n a l y s e d  on s u c r o s e  g r a d i e n t s  ( F i g .  4 )»  T h i s  shows t h a t  t h e  s t a b l e  

RNA s p e c i e s ,  rRNA a n d  tRNA, i n  t h e  c e l l  h a v e  a l l  i n c r e a s e d  i n  

a c t i v i t y .

T h e s e  r e s u l t s  show t h a t  a d d e d  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  

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

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

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

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

ENA i n  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s ,  may a c c o u n t  f o r  a t  l e a s t  p a r t  o f  t h e  

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

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

t r a n s f e r  an d  l a b e l l e d  RNA t r a n s f e r  m us t  b e  u s e d .

3 . 1 . 3 . E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D on t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s .

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

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

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

an d  r e c i p i e n t  c e l l s .  I f  l a b e l  i s  l o c a t e d  i n  RNA o f  r e c i p i e n t  c e l l s  

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

l a b e l l e d  RNA t r a n s f e r  from d o n o r  c e l l s ,  and  n o t  t o  t r a n s f e r  and  

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

K o lo d n y  ( I 9 7 I )  r e p o r t e d  t h a t  a c t i n o m y c i n  D, a t  a  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  1 2 . 3  p ^ / m l ,  s t i l l  a l l o w e d  12% t r a n s f e r  o f  d o n o r  

l a b e l  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  d u r i n g  a 3h c o - c u l t u r e ,  s i m i l a r  t o  t h a t  

f o u n d  i n  a  3h u n t r e a t e d  c o - c u l t u r e .  T h i s  i s  s t r o n g  e v i d e n c e  t h a t  

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

was a  m a j o r  f o u n d a t i o n  f o r  h i s  c o n c l u s i o n s .

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

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



F ig .  4

E f f e c t  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  on i n c o r p o r a t i o n  o f

. ĥ]  u r i d iIrie p r e l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  i n t o  RNA,

0 , 7 5  1 0 ^ TGg c e l l s  w ere  p l a t e d  o u t  i n  9 0 mm d i s h e s  i n  10ml

EFC 10 and  grown f o r  2 0 h . u r i d i n e  (O o 5 u C i /m l )  was a d d e d  f o r  

4 h .  Each  d i s h  was t h e n  w ashed  x 3 w i t h  ^ml BSS ( 3 7 ° C ) .  One d i s h  

was h a r v e s t e d  a t  t h i s  t i m e  ( z e r o  t i m e ) .  The r e m a i n i n g  c u l t u r e s  

w ere  c h a s e d  i n  lOml EFC 10 c o n t a i n i n g  0 . 0 4 m g / m l  u r i d i n e  f o r  3h 

and  2 4 h ,  T h e s e  c u l t u r e s  w ere  w as h ed  x 5 w i t h  BS.S (5&1; O^C).  

C u l t u r e s  w ere  h a r v e s t e d  by a d d i n g  2ml 0 . 1 % ( w / v ) S D S /0 . 0 5M-NH^^Ac 

pH 5 -1  t o  e a c h  d i s h  f o r  5min ,  The SD3 l y s a t e  was s c r a p e d  i n t o  

c e n t r i f u g e  t u b e s .  2m 1 B0% p h e n o l / 0 . 05M-NH^^Ac pH 5 . 1  was a d d e d  

t o  e a c h  t u b e  and  t h e  m i x t u r e  v o r t e x e d  f o r  2 m i n .  The r e s u l t i n g  

e m u l s i o n  was s e p a r a t e d  by c e n t r i f u g i n g  a t  1 0 , 0 0 0 g f o r  10  m i n .

The a q u e o u s  p h a s e  v/as r e - e x t r a c t e d  w i t h  a f u r t h e r  e q u a l  vo lum e  

o f  80‘o p h e n o l / 0 . 0 5 M"NH^Ac pH 5 . 1 . 2 v o l  a b s o l u t e  e t h a n o l  was 

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

- 2 0 ^ 0  f o r  I 8 h .  The RNA was c o l l e c t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  

1 0 , 0 0 0 g f o r  30 min  an d  was r e s u s p e n d e d  i n  1ml 0 . l%SDS/0 . 05M“ NH^Ac 

pH 5 . 1 .  2m1 e t h a n o l  was a d d e d  an d  t h e  m i x t u r e  l e f t  a t  - 2 0 ° C  f o r  

l 8 h.  The RNA was p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  10 , ,000g f o r  30 

m i n .  The p e l l e t  was r e s u s p c n d e d  i n  1ml 0 .  l%SDS/0,05M-ITH^^Ac pH 5 . 1  

RNA ( 0 . 2 ml)  was s e p a r a t e d  t h r o u g h  5 -20% (w /v )  s u c r o s e  g r a d i e n t s ,  

c o n t a i n i n g  0,01%SDS/0.05M-NH^Ac pH 5 . ij, a t  lOO,OOOg f o r  3 i h  a t  4^C 

G r a d i e n t s  w e re  h a r v e s t e d  by c o l l e c t i n g  2 d r o p  f r a c t i o n s  on 3mm 

V/hatman d i s c s .  D i s c s  w e re  d r i e d  a t  room t e m p e r a t u r e ,  w as h ed  x 3 

i n  5 a TCA ( 0 ° C )  f o r  lO m in ,  r i n s e d  i n  e t h a n o l  and  f i n a l l y  e t h e r ,  

Eacli s a m p l e  was c o u n t e d  i n  10 ml t o l u e n e  b a s e d  s c i n t i l l a t i o n  

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

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



8 , 0 0 0
b o t t o m t o p

6 ,0 0 0

2 , 0 0 0

0Kwa#m4'N ■wTi'H.wfijarwi aJ!i8wn».^3ag*iiauifla‘a^;'ftiaiKw>»i 

10 1 
FRACTION NUMBER

d e g r a d a t i o n  by RNase .

«•CK' : Ah l a b e l ;  no c h a s e .  

: Ah l a b e l ;  2 Ah c h a s e

: Ah l a b e l ;  3 h c h a s e



i n h i b i t  RNA s y n t h e s i s  i n  BHK c e l l s  v/as d e t e r m i n e d  f i r s t ,  5 t ig /m l  

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  a c t i n o m y c i n  D i n h i b i t s  j j ^ H ^ u r id in  e i n c o r p o r a t i o n  

i n t o  RNA by 99% o f  t h e  c o n t r o l  v a l u e ,  o b t a i n e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

a c t i n o m y c i n  D, H ow ever ,  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  i n h i b i t s  n o r m a l  

s p r e a d i n g  o f  c e l l s ,  a l t h o u g h  t h e  c e l l s  do a t t a c h  ( T a b l e  1 1 ) ,

3  y g / m l  a c t i n o m y c i n  D a l l o w s  s p r e a d i n g ,  a l t h o u g h  t h e  p r o c e s s  i s  

s l o w e r  t h a n  t h e  c o n t r o l  w i t h o u t  a c t i n o m y c i n  D, 1 j.ig/ml an d  2 ^ g / m l  

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

9 3 % an d  9 7 % i n h i b i t i o n  r e s p e c t i v e l y .

3 , 1 . 3 * 1 *  E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D on a  c o - c u l t u r e  o f  a  I r l  m i x t u r e  

o f  d o n o r  an d  r e c i p i e n t  c e l l s .

Donor c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  w i . t h u r  1 d i n e  f o r  Ah, w ere  

c o - c u l t u r e d  f o r  3h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  1 ,  o r  

2 p g / m l )  a n d  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e ,  w i t h  r e c i p i e n t  c e l l s ,  

p r e t r e a t e d  f o r  30 m in  w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  1 ,  o r  2 p .g / ra l ) .  

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

g i v e  s i m i l a r  r e s u l t s  ( F i g .  5 b , c ) ,  an d  t h a t ,  c o m p a re d  t o  t h e  

u n t r e a t e d  c o n t r o l  ( F i g .  5 a ) ,  t h e r e  i s  a  c o n s i d e r a b l e  r e d u c t i o n  

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

c o n t r a r y  t o  K o l o d n y ’ s  d a t a ,  t h a t  l a b e l l e d  RNA p r e c u r s o r s ,  and  n o t  

l a b e l l e d  RNA i t s e l f ,  a r e  t r a n s f e r r e d  t o  r e c i p i e n t  c e l l s .

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

c o - c u l t u r e  a l l o w s  an  e a s i e r  and  more i n f o r m a t i v e  a n a l y s i s  o f  

a u t o r a d i o g r a p h s .  G r a d i e n t s  o f  l a b e l  a r e  f o rm e d  e x t e n d i n g  from 

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

q u a l i t a t i v e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  e f f e c t  o f  any  f a c t o r ( s )  w h ic h  

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

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

b e t w e e n  t h e  d o n o r  and  r e c i p i e n t  c e l l s ,  c a n  be made .  A l s o ,  c o m p ared



Table 11

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

A c t i n o m y c i n  D A p p e a r a n c e  o f  cc
c o n e . I3h.

( | i g / m l ) A ttachrnen  t S p r e a d

0 4'4'4“4‘- 4-4-4- +

1 4- 4- + "h + + + +

2 4‘ 4- 4* -l- -V 4* +

3 4-4-4"

A- 4 4* —

3 -I- 4* —

3b
A t t a c h m e n t  S p r e a d

"I- 4- 4- +

4 4" 4'

4' 4* 4‘

4* 4"

■f" 4’ 4" 4"

4* 4" 4"

4" 4- 4" 4'

4" 4-4-4*

3 , 5  X 1 0 ' TGg c e l l s  ( d o n o r s  and r e c i p i e n t s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  35 f̂im 

d i s h e s  and  grown f o r  l ? h .  C o - c u l t u r e s  w ere  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 2  

The medium was r e n e w e d . i n  e a c h  c u l t u r e .  3&h l a t e r ,  a c t i n o m y c i n  D 

( 0 , l , 2 , 3 , 4 , 5 l g / m l )  was ad d ed  t o  e a c h  r e c i p i e n t  c u l t u r e  and  i n c u b a t i o n  

o f  a l l  t h e  c u l t u r e s  was c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  3 0 n i i n . The c e l l s  

( d o n o r s  and  r e c i p i e n t s )  w ere  t r y p s i n i s e d  and  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( 0 , 1 , 2 , 3 , A o r  5 p g / m l ) .  C u l t u r e s  

w e re  e x a m in e d  a f t e r  1% and  3 h .



E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D on a 1 : 1  c o - c u l t u r e  o f  d o n o r  and

r e c i p i e n t  c e l l s .

1 X 10 TG^ c e l l s  ( d o n o r s )  a n d  1 x 10"" c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  

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

w ere  g row n u n t i l  t h e y  w ere  c o n f l u e n t .  1 : 1  c o - c u l t u r e s  o f  d o n o r  

and  r e c i p i e n t  c e l l s  w e re  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 , 2 .  Donor c e l l s  

w e re  l a b e l l e d  f o r  Ah w i t h  u r i d i n e  ( 5 p C i / m l ) .  R e c i p i e n t  c e l l s  

w ere  i n c u b a t e d  w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( 0 , 1  o r  2 p g / m l )  f o r  30 min 

b e f o r e  t h e  t r y s i n i s a t i o n  and  c o - c u l t u r e  s t e p .  Donor an d  

r e c i p i e n t  c e l l s  w e re  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3b i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  O.OAing/ml u r i d i n e  and  a c t i n o m y c i n  D ( 0 , 1  o r  2 p g / m l ) . 

C e l l s  w ere  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 , 3 , 1 .  

A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  3 A d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 300 ,

a )  0 |Ag/ml a c t i n o m y c i n  D; b )  I p g / m l  a c t i n o m y c i n  D;

c )  2 [ ig /ml  a c t i n o m y c i n  D.



(a)

( b )

4

(c)



^ J- o

t o  a 1 : 1  m i x t u r e  o f  d o n o r  and  r e c i p i e n t  c e l l s ,  t h e r e  i s  a  much l o w e r  

b a c k g r o u n d  o f  g r a i n s ,  w h ic h  i s  i m p o r t a n t  f o r  q u a n t i t a t i o n  o f  

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

3 . 1 . 3 . 2 ,  E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D on a c o - c u l t u r e  o f  a  few d o n o r  

c e l l s  w i t h  many r e c i p i e n t  c e l l s ,

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

30  m i n  w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( 0 , 1  p g / m l ) ,  w e re  c o - c u l t u r e d  f o r  3 b ,  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( 0 , 1 p g / r a l )  an d  e x c e s s  

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

3’KJ u r i d i n e  f o r  Ab. A u t o r a d i o g r a p h s  o f  t h e  u n t r e a t e d  m ix e d  

p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  ( F i g ,  6 a , b )  show a  g r a d i e n t  o f  l a b e l  r u n n i n g  

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

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

p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  ( F i g .  6 c )  shows  t h a t  t h e  e x t e n t  o f  t r a n s f e r  

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

p r e l a b e l l e d  RNA i s  n o t  t r a n s f e r r e d ,  an d  t h a t  t h e  l a b e l  i n  r e c i p i e n t  

c e l l s  shown i n  F i g .  6 ( a , b , d )  m u s t  b e  d u e ,  p r e d o m i n a n t l y  a t  l e a s t ,  

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

The t r a n s f e r  o f  l a b e l  f rom d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s ,  i n  

t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1 j i g /m l  a c t i n o m y c i n  D d u r i n g  c o - c u l t u r e ,  

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

a c i d  s o l u b l e  p o o l ,  an d  o f  RI^A, t r a n s f e r r e d  f rom d o n o r  t o  r e c i p i e n t  

c e l l s .  F i g .  7 ( a , c )  shows  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  g r a i n s / c e l l  i n  

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

a  3b  c o - c u l t u r e .  The d i f f e r e n c e  i n  t h e  mean v a l u e s  ( 1 0 0 , 0  f o r  

u n t r e a t e d ;  8 3 . 8  f o r  a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d )  i s  c a u s e d  by  two 

d i f f e r e n t  e f f e c t s  o f  a c t i n o m y c i n  D, F i r s t ,  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  

t h e  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  i n t o  Mi A d u r i n g  c o - c u l t u r e ,  w h ic h  

o c c u r s  i n  u n t r e a t e d  c e l l s ,  i s  i n h i b i t e d  by a c t i n o m y c i n  D. S e c o n d ,  

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



Fi g . 6

E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  ]) on  a c o - c u l t u r e  b e t w e e n  a few d o n o r  

c e l l s  a n d  many r e c i n i e n t  c e l l s ,

2 . 3  X 1 0 " c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  30 ram d i s h e s ,

1 X 1 0 ^ TG^ c e l l s  ( d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  50 rnrn d i s h e s .  

C u l t u r e s  w e re  g row n f o r  I 6h .  C o - c u l t u r e s  ( f e w  d o n o r s  t o  many 

r e c i p i e n t s )  w e re  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 3 .  Donor c e l l s  w ere  

l a b e l l e d  f o r  Ah w i t h  u r i d i  ne (3 |A C i /m l ) .  R e c i p i e n t  c e l l s  

w ere  i n c u b a t e d  w i t h  a c t i n o m y c i n  D (Op I p g / m l )  f o r  50min 

b e f o r e  t h e  t r y p s i n i s a t i o n  and  c o - c u l t u r e  s t e p .  Donor and  

r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3 h i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  0 .OAmg/ml u r i d i n e  an d  a c t i n o m y c i n  D (0  o r  I p g / m l ) . Donor a n d  

u n t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  a l s o  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3 h 

i n  t h e  a b s e n c e  o f  e i t h e r  u r i d i n e  o r  a c t i n o m y c i n  D ( d ) .  C e l l s  

w ere  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 3 . 1 .

Au t  o r  a d i  o g r  aph  s  w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  30 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n ;  

a )  X AAO; b y C , d )  X 700

a , b )  C o n t r o l  u n t r e a t e d  c o - c u l t u r e  (+  u r i d i n e ) ;

c ) A c t i n o m y c i n  D t r e a t e d  c o - c u l t u r e  (+ u r i d i n e ) ;

d) U n t r e a t e d  c o - c u l t u r e  (no  u r i d i n e ) .
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Fig. 7

O u a n t i t s t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D on a  c o - c u l t u r e  

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

53 X 10 c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  30mm p l a t e s ,

2 Ah l a t e r ,  3 x 10^^ TG^ c e l l s  ( d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  

50mm d i s h e s  and  t h e  c u l t u r e s  were  grown o v e r n i g h t .  C o - c u l t u r e s  

( f e w  d o n o r  c e l l s  t o  many r e c i p i e n t s )  w ere  f o rm e d  a s  i n  S e c t i o n  

2 * 2 , 3 .  Donor  c e l l s  w e re  l a b e l l e d  f o r  Ab w i t h  u r i d i n e  

( 0 , 1 7 p C i / m l ) ,  R e c i p i e n t  c e l l s  w ere  i n c u b a t e d  w i t h  a c t i n o m y c i n  D 

(O, I p g / m l )  f o r  30  min  b e f o r e  t h e  t r y p s i n i s a t i o n  and  

c o - c u l t u r e  s t e p .  Donor  and  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  

f o r  3b  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0, .0Amg/ml u r i d i n e  and  a c t i n o m y c i n  D 

(0  o r  I j j ig/ml)  , C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  g r a i n  c o u n t i n g .  

A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  22h f o r  g r a i n  c o u n t i n g  

on d o n o r  c e l l s  ( a , c )  an d  a f t e r  2 3 2 h and  l 6 o 8 h  f o r  g r a i n  

c o u n t i n g  on u n t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l s  ( b )  and  a c t i n o m y c i n  D 

t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l s  ( d )  r e s p e c t i v e l y .  Mean number  o f  

g r a i n s / a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l  ( d )  was c o r r e c t e d  

t o  2 3 2 h d e v e l o p m e n t  t i m e .

O n ly  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s  w e re  c o u n t e d ,  

200  d o n o r  c e l l s  w e re  c o u n t e d ;  T 3 5 0  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o u n t e d

a )  u n t r e a t e d  d o n o r ;  b) u n t r e a t e d  r e c i p i e n t ;

c)  a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d  d o n o r ;  d)  a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d
r e c i p i e n t .

Mean number  o f  g r a i n s / c e l l :  a ) lO O .O ;  b ) l A . 6 ;  c ) 8 3 . B ;  d ) 0 , 8 3 .
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h e t e r o g e n e o u s  n u c l e a r  RNA, s i n c e  t h i s  t u r n s - o v e r  r a p i d l y  w i t h  a 

h a l f - l i f e  o f  I h  (Penman ^  a l , , 1 9 6 8 ) .  H ow ever ,  t h e  m a j o r  c y t o p l a s m i c  

s p e c i e s  a l r e a d y  l a b e l l e d  ( rP hA  and  tPNA) a r e  s t a b l e  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  a c t i n o m y c i n  D. F i g .  7 ( b , d )  shows  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  g r a i n s / c e l l  

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

c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s .  The mean number  o f  g r a i n s / u n t r e a t e d  c e l l  

i s  1 4 , 6  and  t h e  e q u i v a l e n t  mean number  o f  g r a i n s / a c t i n o r a y c i n  D 

t r e a t e d  c e l l  i s  0 . 8 3 »  T h i s  shows t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c j . n  D 

d u r i n g  c o - c u l t u r e  r e d u c e s  t h e  t r a n s f e r  o f  l a b e l  by  94.3?^* S i n c e  

1 p g / m l  a c t i n o m y c i n  D i n h i b i t s  c e l l u l a r  RÏÏA s y n t h e s i s  by o n l y  93%, 

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

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

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

n u c l e i c  a c i d .  T h e r e f o r e ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  be  no e v i d e n c e  f o r  

s i g n i f i c a n t  t r a n s f e r  o f  RNA from d o n o r  t o  r e c i p i e n t  c e l l s .

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

t o  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s ,  by  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  m e chan ism  o f  j u n c t i o n  

f o r m a t i o n ,  was r u l e d  o u t  on two g r o u n d s  1)  r e s i d u a l  l a b e l  i n  

r e c i p i e n t  c e l l s  ( F i g .  6c )  a n d ^ P )  by  s t u d y i n g  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  

b e t w e e n  BHK-TK*^ an d  BHK-TK~ c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D.

3 . 1 , 3 *3 . E f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D on m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n

BHK-TK^ an d  BHK-TK" c e l l s .

P i t t s  ( 1 9 7 1 ) h a s  shown t h a t  when BHK-TK’' a n d  BHK-TK” c e l l s  a r e  

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

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

C u l t u r e s  o f  BHK-TK"" c e l l s ,  p r e t r e a t e d  f o r  30 rain w i t h  

a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  1 p g / m l ) ,  w e re  c o - c u l t u r e d  f o r  3h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  1 | i g / r a l ) , e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  and  

t h y m i d i n e ,  w i t h  u n l a b e l l e d  BHK-TK c e l l s .  F i g .  8 ( a , b )  shows 

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



Fig, 8

E f f e c t  o f  p c t i n o n r v c i n  D on m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n

BilK-TK*^ and BHK-TK." c e l l s

2 . 7  X 3-O^BHK-TK c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  30mm 

d i s h e s .  1 x 10^  BHK-TK* c e l l s  ( d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  

30mm d i s h e s  and  t h e  c u l t u r e s  w ere  g row n o v e r n i g h t .  The o l d  

medium i n  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  was r e p l a c e d  4h p r i o r  t o  

c o - c u l t u r e .  C o - c u l t u r e s  ( f e w  d o n o r s  t o  many r e c i p i e n t s )  

were  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  BHK-TK” c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  

w e re  i n c u b a t e d  w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  I p g / m l )  f o r  30 min 

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

an d  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3b i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  I p g / m l ) ,  0 . 0 4 m g / m l  u r i d i n e  

and t h y m i d i n e  ( 6 . 7 p C i / m l ) . C e l l s  w ere  p r o c e s s e d  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 , 3 * 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  

d e v e l o p e d  a f t e r  13 d a y s ;  m a g n i f i c a t i o n  x 4 4 0 .

a )  u n t r e a t e d  c o - c u l t u r e ;  b) a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d

c o - c u l t u r e .
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^ H j t h y m i d i n e  i n t o  a c i d  i n s o l u b l e

r e s p e c t i v e l y .  The l e v e l  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  i n  b o t h  BHK-TK^ 

c e l l s  ( d o n o r )  a n d  BHK-TK” c e l l s  ( r e c i p i e n t )  i n  F i g .  8 ( b )  i s  l e s s  

t h a n  F i g .  8 ( a )  b e c a u s e  a c t i n o m y c i n  D a t  t h e  l e v e l  o f  1 p g / m l  

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

m a t e r i a l  by  55% o f  u n t r e a t e d  v a l u e .  T h e r e f o r e ,  i t  a p p e a r s  t h a t  

t r a n s f e r  o f  l a b e l  c l e a r l y  s t i l l  o c c u r s  t o  a  q u a n t i t a t i v e l y  

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

5 . 1 . 4 *  S i t e s  o f  l a b e l l i n g  i n  r e c i p i e n t  c e l l s .

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

c o - c u l t u r e  w i t h ^ I ^ u r i d i n e  l a b e l l e d  d o n o r  c e l l s ?  shows  t h a t  t h e  

n u c l e o l i  a r e  h e a v i l y  l a b e l l e d  ( e . g .  F i g ,  6 a , b , d ) .  Heavy n u c l e o l a r  

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

i s  n o t  w e l l  l a b e l l e d  ( F i g .  9 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  l a b e l . - , a p p e a r s  i n  

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

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

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

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

c y t o p l a s m i c  RHA s p e c i e s  w ere  t r a n s f e r r e d  from c e l l  t o  c e l l ,  t h e n  

one  w o u ld  a n t i c i p a t e  t h a t  t h e r e  wou ld  be  no  p a r t i c u l a r  n u c l e o l a r  

l a b e l l i n g  i n  r e c i p i e n t  c e l l s ,

5 . 1 . 5 . E f f e c t  o f  r e d u c e d  l a b e l l e d  d o n o r  a c i d  s o l u b l e  p o o l  on t h e

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

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

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

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

c o n t a i n  l a b e l l e d  RNA b u t  l i t t l e  o r  no l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l .

^ I ^ u r i d i n e  l a b e l s  s t a b l e  RNA s p e c i e s  s u c h  a s  rRNA an d  tRKA, 

an d  u n s t a b l e  s p e c i e s  s u c h  a s  h e t e r o g e n e o u s  n u c l e a r  RNA. S i n c e  

h e t e r o g e n e o u s  n u c l e a r  RNA i s  u n s t a b l e  and  t u r n s - o v e r  r a p i d l y



Fig. 9

A n a l y s i s  o f  t h e  s i t e s  o f  l a b e l  I n  PlTj u r i d i n e  l a b e l l e d  d o n o r

and r e c i p i e n t  c e l l s

 ̂'

** a

See  L eg e n d  t o  F i g .  6 a , b .  M a g n i f i c a t i o n  x 7 0 0 .



( W a r n e r  a l . , I 9 6 6 ; Penman ejt a l . »  I 9 6 8 ),, t h e r e  i s  a  c o n t i n u a i  

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

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

form s t a b l e  M'JA m o l e c u l e s  r e q u i r e s  a  l o n g  c h a s e .

C u l t u r e s ,  p u l s e  l a b e l l e d  f o r  4 b w i t h  p H | u r i d i n e , w e re  c h a s e d  

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

u r i d i n e .  T a b l e  12 shows  t h a t  t h e  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  i s  

r e d u c e d  t o  3% by  2 4 I1 an d  r e m a i n s  c o n s t a n t  a t  s u b s e q u e n t  c h a s e  t i m e s .  

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

u n l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l s ,  c a n  be p r e p a r e d .

Donor c u l t u r e s ,  p u l s e  l a b e l l e d  f o r  4-h w i t h ^ f Q u r i d i n e , w ere  

c h a s e d  f o r  2 4 , 45 o r  7 0 h .  T h e s e  c u l t u r e s  w ere  w ash ed  v / i t h  BSS an d  

c o - c u l t u r e d  f o r  5 h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e ,  

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

p r e l a b e l l e d  f o r  4h w i t h p i ^ u r i d i n e w e r e  c o - c u l t u r e d  f o r  5 h ,  i n  t h e  

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

c e l l s .  A u t o r a d i o g r a p h  F i g .  1 0 a  shows t h e  c h a r a c t e r i s t i c  t r a n s f e r  

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

c u l t u r e .  F i g .  1 0 ( b , c )  shows  t h a t  i n  t h e  4 5 h c h a s e  a n d  70h c h a s e  

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

F i g .  l l ( a , c )  shows  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  g r a i n s / c e l l  i n  t h e  c o n t r o l  

d o n o r  c e l l s  a n d  24h  c h a s e  d o n o r  c e l l s  r e s p e c t i v e l y .  The d i f f e r e n c e  

o b s e r v e d  i n  t h e  mean v a l u e s  ( c o n t r o l  c e l l s :  9 6 . 1 ;  c h a s e  c e l l s :

6 4 . 1 ) i s  due  t o  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  an d  

c e l l  d i v i s i o n  ( d o n o r  c e l l s  d o u b l i n g  t i m e  i s  I 7 I1 u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s )  d u r i n g  t h e  24h  p h a s e .  Fl-g. l l ( b , d )  shows  t h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  g r a i n s / c e l l  i n  c o n t r o l  and  2 4 I1 c h a s e  r e c i p i e n t  

c e l l s ,  i n  c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s .  The mean num ber  o f  

g r a i n s / c o n t r o l  c e l l  i s  2 1 , 0  an d  t h e  e q u i v a l e n t  mean number  o f  

g r a i n s / 2 4 h  c h a s e  c e l l  i s  0 , 7 2 .  T h i s  shows t h a t  a 24h  c h a s e  h a s  

r e d u c e d  t h e  t r a n s f e r  by  9 6 . 6%. T h e r e f o r e ,  i t  i s  t h e  p r e s e n c e  o f



Table 12

E f f e c t  o f  c h a s e  on s i z e  o f P l j n r i d ii n e  l a b e l l e d  a c i d  Bol.uble  p o o l

L e n g t h  o f  c h a s e  
( h )

0

24

48

72

A cid  s o l u b l e  p o o l

c . p . m

2 0 6 , 4 0 8

8 7 , 5 4 4

6 , 5 2 8

1 0 , 0 2 0

9 , 7 3 8

% z e r o  c h a s e  
v a l u e

100

4 2 . 4

3 . 1 6

4 . 8 6

4 . 7 2

Each  d e t e r m i n a t i o n  an  a v e r a g e  o f  3 d i s h e s .

1 X 10 TGg c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s h e s  an d  grown f o r  

2 1 h .  C u l t u r e s  w e re  l a b e l l e d  f o r  4)1 w i t h  u r i d i n e  ( 2 , 5 ^ C i / m l ) .  

The medium was  rem ove d  and  t h e  c u l t u r e s  w e re  w as h ed  x 3 w i t h  

BSS ( 3 7 ^ 0 ) .  T h r e e  c u l t u r e s  w ere  h a r v e s t e d  a t  t h i s  t i m e  ( z e r o  

t i m e ) .  The r e m a i n i ï i g  c u l t u r e s  w ere  c h a s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

u n l a b e l l e d  u r i d i n e  ( 0 . 0 4 m g / m l )  f o r  3 ,  2 4 , 48  o r  ? 2 h .  The l e v e l  

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

t h e s e  c h a s e  t i m e s  w^as d e t e r m i n e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 , 9 .



E f f e c t  o^  r e d u c r d  I H u r i d i n e  l a b e l l e d  d o n o r  a c i d  s o l u b l e

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

( U

1 X 10^' TGp c e l l s  ( d o n o r s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  50 mm d i s h e s  and  t h e
t.'

c u l t u r e s  w ere  grown f o r  I 6 l i .  At t h e  same t i m e ,  7 . 5  ^ 10' '  c e l l s
c

( r e c i p i e n t s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  50mm d i s h e s  and  4 8 h l a t e r ,  ? . 5  x 10 

c e l l s  and  7 . 5  x 10" c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  50mm d i s h e s .  Each 

r e c i p i e n t  c u l t u r e  was grown t o  c o n f l u e n c e .  C o - c u l t u r e s  w e re  fo rm ed  

a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  Donor c e l l s  w e re  l a b e l l e d  f o r  /fh v . i t h

u r i d i n e  ( 5 ^ C i / m l ) .  A f t e r  t h e  d o n o r  c u l t u r e s  w ere  w ashed  f r e e  o f  

l a b e l ,  one  c u l t u r e  was c o - c u l t u r e d  f o r  3h v / i th  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  

c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 .0 4 m g /m l  u r i d i n e  ( z e r o  t i m e ) .  The 

r e m a i n i n g  d o n o r  c u l t u r e s  w ere  c u l t u r e d  i n  3m1 EFC 10 f o r  43h o r  7 0 h ,  

w as h ed  x 3 i n  BSS ( 3 7 ° C )  end  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  3h v / i th  

u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 0 4 mg/ml u r i d i n e .  

C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y , A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  

d e v e l o p e d  a f t e r  30 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 7 0 0 .

a ) 4 h  l a b e l :  no c h a s e ;  b ) 4 h  l a b e l :  4 3 h c h a s e ;  c ) 4 h  l a b e l ;  70h c h a s e .



Cb)

• . k .f

• r..

%

W W : - ^
». »

• _ j i

;  A  -  '
’• > .  r ' ,  *.•

(c)

■V •
' »



Flz. 11

Q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  r e d u c e d  j ; ^ H | u r i d i n e  l a b e l l e d

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

r e c i p i e n t  c e l l s

3 . 5  X 10 a n d  7 x ID'" c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  30mm d i s h e s  

and  t h é  c u l t u r e s  w e re  grown u n t i l  c o n f l u e n t .  1 x 10^'’ c e l l s

( d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  30mm d i s h e s  an d  t h e  c u l t u r e s  w ere  

grown f o r  2 4 h .  C o - c u l t u r e s  were  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .

Donor c e l l s  w e re  l a b e l l e d  f o r  L\.h v v i t h ^ ^ t ^ u r i d i n e  ( 0 . 1 7 B C i / m l )  , 

A f t e r  t h e  d o n o r  c u l t u r e s  w ere  w ashed  f r e e  o f  l a b e l ,  one c u l t u r e  

was c o - c u l t u r e d  f o r  3h w i t h  u n l a b e l l e d ,  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  0 . 0 4 m g / m l  u r i d i n e  ( z e r o  t im e%  The r e m a i n i n g  d o n o r  

c u l t u r e  v/as grown i n  EFC 10 (3 m l )  f o r  2Qh, w ashed  x 3 w i t h  

BSS (3 7 ° C )  an d  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  3h  w i t h  u n l a b e l l e d  

r e c i p i e n t  c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O.OQing/nil u r i d i n e .  C e l l s  

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

A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  22h  f o r  g r a i n  c o u n t i n g  

on  d o n o r  c e l l s  ( a , c )  a n d  a f t e r  234h  an d  956h f o r  g r a i n  c o u n t i n g  

on c o n t r o l  r e c i p i e n t  c e l l s  ( b )  and  c h a s e d  r e c i p i e n t  c e l l s  (d )  

r e s p e c t i v e l y .  Mean number  o f  g r a i n s / c h a s e d  r e c i p i e n t  c e l l  ( d )  

was c o r r e c t e d  t o  2 5 4 h d e v e l o p m e n t  t i m e .

O n ly  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  c o n t a c t  v / i t h  d o n o r  c e l l s  were  c o u n t e d .  

200 d o n o r  c e l l s  w e re  c o u n t e d ;  ^ 3 5 0  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o u n t e d ,  

a )  d o n o r :  c o n t r o l ;  b )  r e c i p i e n t ;  c o n t r o l ;

c )  d o n o r :  c h a s e d ;  d) r e c i p i e n t ;  c h a s e d .

Mean number  o f  g r a i n s / c e l l ;  a ) 9 6 , l ;  b ) 6 4 . l O ;  c ) 2 1 . 0 ;  d ) 0 , 7 2 .
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u r i d i n e  f o r  and

y  V

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

W A f w h ic h  I s  r e q u i r e d  f o r  t h e  t r a n s f e r  o f  l a b e l  from d o n o r  t o  

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

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

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

i n  t h e  e x p e r i m e n t  d e s c r i b e d  a b o v e  i s  due t o  some e f f e c t  o f  t h e  

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

How ever ,  v / h e n p l ^ u r i d i n e  p r e l a b e l l e d  d o n o r  c e l l s ,  c h a s e d  f o r  20h 

o r  6 8h ,  w e re  p u l s e  l a b e l l e d  a g a i n  w i t h  

c o - c u l t u r e d  f o r  3 h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e ,  

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

(Fig. 12).
The r e s u l t s  a b o v e  show t h a t  t h e  t r a n s f e r  o f  d o n o r  l a b e l l e d  

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

i n c o r p o r a t i o n  i n t o  r e c i p i e n t  RNA, e x p l a i n s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a t  

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

3 * 1 * 6 .  E s t i m a t i o n  o f  t h e  maximum e x t e n t  o f  RNA t r a n s f e r  b e t w e e n

c e l l s .

A n a l y s i s  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  ( F i g .  1 3 a )  o f  a  43h c h a s e  

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

am oun t  o f  l a b e l  t r a n s f e r r e d  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  i s  l o c a t e d '  i n  t h e  

n u c l e o l i ,  n u c l e u s  an d  c y t o p l a s m  o f  t h e  c e l l s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

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

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

c h a s e  ( T a b l e  1 2 ) ,  w h ic h  e x p l a i n s  t h e  l i g h t  l a b e l l i n g  o f  r e c i p i e n t  

c e l l s ,  a n d  n o t  t h e  t r a n s f e r  o f  low l e v e l s  o f  l a b e l l e d  RNA,

T h i s  r e s u l t ,  a n d  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( S e c t i o n  

3 * 1 * 3 ) ,  show t h a t  l i t t l e  o r  no RNA i s  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s .

To e s t i m a t e  t h e  maximum q u a n t i t y  o f  RNA w h ic h  m i g h t  be  t r a n s f e r r e d  

f rom d o n o r  t o  r e c i p i e n t  c e l l s ,  a  c o m b in ed  c h a s e  a n d  a c t i n o m y c i n  D
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E f f e c t  o f  a  l o n g  c h a s e  on t h e  a b i l i t y  o f  l a b e l l e d  d o n o r  c e l l s

t o  i n t e r a c t

( a )

1 X i c / '  TG.. c e l l s  ( d o n o r s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  33^% d i s h e s  and t h e  

c u l t u r e s  w e re  grown f o r  1 6 t .  l.\ x 1 0 '  c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  were  

p l a t e d  o u t  i n  33mm d i s h e s  a t  t h e  same t i m e  o r  h8h l a t e r  and t h e  

c u l t u r e s  grown u n t i l  c o n f l u e n t .  Donor c e l l s  w e re  l a b e l l e d  f o r  ifh 

w i t h  ^ l ^ u r i d i n e  ( 2 . 5 ) iC i /m l )  . The c e l l s  w e re  w ashed  x 3 w i t h  BSS 

(3 7 ^ C )  and  c u l t u r e d  i n  EFC 10 ( 2 m l )  f o r  20h o r  68 h .  One d o n o r

c u l t u r e  a t  e a c h  c h a s e  t i m e  was p u l s e d  a g a i n  w i t h  ^  Hj u r i d i n e  

( 2 . 3 p C i / m l ) .  The o t h e r  d o n o r  c u l t u r e s  were  c h a s e d  f o r  a f u r t h e r  

L\h t o  g i v e  2 4 h and ?2h  c h a s e  c o n t r o l ,  c u l t u r e s .  Donor and r e c i p i e n t  

c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  ( S e c t i o n  2 . 2 . 3 . )  f o r  3h i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  0 . 0 4  mg/ml u r i d i n e .  C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 .  3 .1*  Aut o r  ad i.o g r a p h s  were  

d e v e l o p e d  a f t e r  80 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 300 ( a , b ) ;  x i^8o ( c , d ) .

a )  4h l a b e l :  2 4 h c h a s e ;  b) 4h l a b e l :  20h c h a s e :  4h l a b e l ;

c )  4h l a b e l :  72h  c h a s e ;  d)  4h l a b e l :  68h c h a s e :  4h l a b e l .



( b )

( c )

1%

(d )
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Effect of 8 combined chase plus act!nomycin D treatment on 

transfer of ̂ 1̂71 uridine labelled molecules beic\veen cells

For details, see Legend to Fig. 10(b). Recipient cells were 

incubated with actinomycin D (0, l|ig/rnl) for 30 min before 

the trypsinisation and co-culture step. Donor and recipient 

cells were co-cultured together for 3h in the presence of 

0.04mg/ml uridine and actinomycin D (Gy l|ig/ral). Cells were 

processed for autoradiography. Autoradiographs were developed 

after 69 days. Magnification x 4 8 0 .

a )  4h l a b e l ;  4 3 h c h a s e  c o n t r o l ;  

b , c )  4-h l a b e l :  43h  c h a s e  -v a c t i n o m y c i n  D.



( a )

( b )

y  ' > 0'

( c )



t r e a t m e n t  w e re  u s e d .

Donor  c e l l s ,  p u l s e  l a b e l l e d  v / i t h I - l J u r i d i n e  f o r  4 h ,  w ere  

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

c o - c u l t u r e d  f o r  3 h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  1 \ ig /m l )  

and  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e ,  w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s ,  

p r e t r e a t e d  f o r  30  min w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  1 p g / m l ) .  The 

a u t o r a d i o g r a p h s  ( F i g .  13)  show t h a t  t h e  s m a l l  am oun t  o f  l a b e l , ,  

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

c o - c u l t u r e  w i t h o u t  a c t i n o m y c i n  D ( F i g .  1 3 # ) ,  i s  v i r t u a l l y  

e l i m i n a t e d  i n  t h e  a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d  m ixed  c u l t u r e  ( F i g .  1 3 b ) .  

H ow ever ,  F i g .  1 3 ( c )  shows  t h a t  v e r y  s m a l l  a m o u n t s  o f  l a b e l  c a n  

s t i l l  be  t r a n s f e r r e d  f rom d o n o r  c e l l s  t o  some r e c i p i e n t  c e l l s ,  

i n  t h e  a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d  c o - c u l t u r e .  T h i s  l a b e l  i s  l o c a t e d  

i n  t h e  n u c l e i  o f  r e c i p i e n t  c e l l s  and  e v i d e n c e  ( S e c t i o n  3 . 2 , 3 . )  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  l a b e l  i s  i n  D M ,  The e x t e n t  o f  t r a n s f e r  o f  

l a b e l l e d  RKA f rom d o n o r  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  was  e s t i m a t e d  by g r a i n  

c o u n t i n g  t o  b e  no g r e a t e r  t h a n  o f  t h e  t o t a l  l a b e l  t r a n s f e r r e d

from d o n o r  t o  r e c i p i e n t  c e l l s ,  and  t h i s  Ooh^o i n c l u d e s  

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

d o n o r  c e l l s ,  i n t o  DNA i n  r e c i p i e n t  c e l l s .

3 . 1 . 7 .  T r a n s f e r  o f P h ! u r i d i n e  l a b e l l e d  m o l e c u l e s  b e t w e e n  3T3 c e l l s .

S i n c e  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  h a s  b e e n  shown b e t w e e n  3T3 c e l l s  

an d  BHK c e l l s  ( P i t t s ,  1 9 7 2 ) ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  a  d i f f e r e n t  c l a s s  

o f  l a b e l l e d  m o l e c u l e s  i s  t r a n s f e r r e d  t o  o r  f rom 3T3 c e l l s ,  com pared  

t o  t h a t  t r a n s f e r r e d  t o  o r  from BHK c e l l s .  H o w ever ,  s i n c e  K o l o d n y ’ s  

r e s u l t s  w e re  o b t a i n e d  u s i n g  3T3 c e l l s ,  i t  was  o f  i n t e r e s t  t o  

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

b e t w e e n  3T3 c e l l s .

A 1 : 1  m i x t u r e  o f  3T5 d o n o r  c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  w i t h ^ } ^ u r i d i n e , 

a n d  u n l a b e l l e d  313  r e c i p i e n t  c e l l s . w e r e  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  i n  t h e



p r e s e n c e  of. e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  f o r  3 h , The a u t o r a d i o g r a p h  

( F i g .  1 4 ) show s  t h a t  t r a n s f e r  o f  l a b e l  b e t w e e n  t h e  3T3 c e l l s  

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

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

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

i n t o  rRKA.

To d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h i s  s u g g e s t e d  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  

p o o l  t r a n s f e r ,  and  t h e  t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  RNA ( a s  s u g g e s t e d  by  

K o l o d n y ) ,  d o n o r  c e l l s ,  p u l s e  l a b e l l e d  w i t h ^ ' ’̂ H j u r i d i n e  f o r  4-h, w e re  

c h a s e d  2 0 h t o  d e p l e t e  t h e  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l .  The d o n o r  

c e l l s  w e re  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  3 h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  

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

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

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

c o - c u l t u r e  ( F i g .  1 3 b ) ,  c o m p a re d  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  l a b e l  t r a n s f e r r e d  

i n  t h e  c o n t r o l  c o - c u l t u r e ,  w i t h o u t  a  c h a s e  ( g . 1 3 a ) .

T h i s  t h e r e f o r e  s u g g e s t s  t h a t ,  a s  w i t h  BHK c e l l s ,  t h e r e  i s  

no s i g n i f i c a n t  t r a n s f e r  o f  RNA b e t w e e n  3T3 c e l l s ,  an d  t h a t  

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

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

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

r e c i p i e n t  c e l l s ,

3 . 1 . 8 . C o m p a r i s o n  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  f e a t u r e s  o f I ^ h J u r i d i n e  

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

A v a i l a b l e  e v i d e n c e  from e x p e r i m e n t s  on m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  

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

s e c t i o n .  1 . 2 , 7 , ) .  E v i d e n c e  p r e s e n t e d  a b o v e  a l s o  shows  t h a t  t h e  

l a b e l l e d  u r i d i n e  a c i d  s o l u b l e  p o o l ,  b u t  n o t  l a b e l l e d  RNA, i s  

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

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



T r a n s f e r ofPHlu r i d i n e  l a b e l l e d  m o l e c u l e s  b e t w e e n  5T3 c e l l s

W

%

g
5 * 5  X 10 3T5 c e l l s  ( d o n o r s  and  r e c i p i e n t s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n

33mm d i s h e s ,  and  t h e  c u l t u r e s  w e re  grown u n t i l  t h e y  w ere  

c o n f l u e n t ,  A 1 : 1  c o - c u l t u r e  o f  d o n o r  an d  r e c i p i e n t  c e l l s  v/as 

f o rm e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 2 .  Donor  c e l l s  w e re  l a b e l l e d  f o r - 4 h  

w i t h  u r i d i n e  ( 5 p C i / m l ) .  Donor and r e c i p i e n t  c e l l s  were  

c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3h i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 0 4 m g / m l  u r i d i n e .  

C e l l s  w ere  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 . 1 .  

A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  43 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 300
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E f f e c t  o f  r e d u c e d [ ^ ij u r i d i ne  l a b e l l e d  d o n o r  a c i d  s o l u b l e  

p o o l  on t h e  t r a n s f e r  o f  l a b e l  b e t w e e n  3 T3 c e l l s

1  X 1 0 ^̂ 3 T3 c e l l s  ( d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  3 3 î̂ m̂ d i s h e s .

1 X 10^  3T3 c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  33mm d i s h e s  

a t  t h e  same t i m e  an d  a l s o  24-h l a t e r .  The d o n o r  c u l t u r e s  w ere  

grown f o r  1 6 h .  C o - c u l t u r e s  w ere  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  

Donor  c e l l s  w e re  l a b e l l e d  f o r  4h w i t h  u r i d i n e  ( 2 . 3 H C i / m l ) ,  

A f t e r  t h e  d o n o r  c u l t u r e s  w ere  w ashed  f r e e  o f  l a b e l ,  one 

c u l t u r e  was c o - c u l t u r e d  f o r  3 h w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 , 0 4 m g / m l  u r i d i n e  ( z e r o  t i m e  c o n t r o l ) .  The 

r e m a i n i n g  d o n o r  c u l t u r e  was c u l t u r e d  i n  EFC 1 0 (2ml)  f o r  2 0 h ,  

and  c o - c u l t u r o d  f o r  3 h w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  0 . 0 4 m g / m l  u r i d i n e .  C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 , 3 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  

d e v e l o p e d  a f t e r  60  d a y s .  M a g n i f i c a t i o n ;  a )  x 4 8 O; b )  x 3 0 0 ,

a )  i|h l a b e l :  no c h a s e ;  b)  4-h l a b e l :  2 0 h c h a s e .



ê

J i m i .

( a )

( b )



3 . 1 . 8 . 1 .  E x t e n t  o f  BHK, HoLa and L c e l l  I n t e r a c t i o n s .

P i t t s  ( 1 9 7 2 ) p s t u d y i n g  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n

BHK/BHKj HeLa/BKK an d  L/BHK c e l l s j ,  r e p o r t e d  t h a t  t h e r e  a r e  

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

(Tab le  5 ) .

T r a n s f e r  o f  l a b e l  b e t w e e n  BHK/BHK, HeLa/BHK an d  L/BHK c e l l s  

was s t u d i e d  by  c o - c u l t u r i n g  c e l l s  ( e i t h e r  BKK, HeLa o r  L ) , 

p r  e l a b  G11 e d wi t  h hJ u r i  din. e , wi t  li un I ab e 11 e d BHK c e l l s .  

A u t o r a d i o g r a p h s  ( F i g .  l G a , b , c )  w ere  p r e p a r e d .  Q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  

e x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  ( T a b l e  13)  shows  t h a t  t h e r e  i s  good  t r a n s f e r  

b e t w e e n  BHK/BHK c e l l S y  i n t e r m e d i a t e  t r a n s f e r  b e t w e e n  HeLa/BHK 

c e l l s  a n d  v i r t u a l l y  no t r a n s f e r  b e t w e e n  L/BHK c e l l s .  T h e r e f o r e ,  t h e  

e x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c e l l s  due t o  l a b e l l e d  u r i d i n e  a c i d  

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

c o - o p e r a t i o n .

The i n a b i l i t y  o f  L c e l l s  t o  show m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  i s  

d o m i n a n t  i n  m i x e d  c u l t u r e s  ( P i t t s ,  1 9 7 1 ) .  F i g .  I 6 ( a , c )  a l s o  shows 

t h a t  t h e  i n a b i l i t y  o f  L c e l l s  t o  t r a n s f e r  t h e ^ ^ h ] u r i d i n e  l a b e l l e d  

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

3 . 1 . 8 . 2 .  Di r e c t  t r a n s f e r  o f  l a b e l  from c e l l  t o  c e l l .

F v / ld e n ce  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  ( s e e - S e c t i o n  1 . 2 . 2 . )  t o  show t h a t  

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

c o - o p e r a t i o n .  D i r e c t  c o n t a c t  b e t w e e n  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  c e l l s  i s  

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

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

F i g .  1 7 ( a )  shows  t h a t  w h e re  a r e c i p i e n t  c e l l  i s  c o n n e c t e d  t o  a 

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

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

t r a n s f e r  d o e s  n o t  o c c u r  ( F i g .  1 7 b ) .

T h e r e f o r e ,  a l l  t h e  a v a i l a b l e  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  t h e
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Extent of PHK, HeI.a and L cell interactions

1 X 10^' d o n o r  c e l l s  ( EHK HeLa,  L) w ere  p l a t e d  o u t  i n

35mm d i s h e s  an d  t h e  c u l t u r e s  w e re  grown f o r  l 8 h .  A c o n f l u e n t  

c u l t u r e  o f  TG^ c e l l s ,  i n  a  Boz b o t t l e ,  was u s e d  a s  r e c i p i e n t  

c e l l s .  C o - c u l t u r e s  w e re  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  Donor c e l l s  

w e re  l a b e l l e d  f o r  l\h w i t h  Q > i ] u r i d i n e  ( 2 ,  5 p G i / i n l ) . Donor and  

r e c i p i e n t  c e l l s  (4  x 1 0 ^ )  w ere  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3 h ,

Cells were processed for autoradiography as in Section 2.2.5.1. 
Autoradiographs were developed after 20 days. Magnification x 170,

a) BHK/BHK; b) HeLa/BHK; c) L/BHK.

(a)

V
f

/•



( b )

%

»
# -

f

(c)



Table 13

Q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  e x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  o f  v a r i o u s  c e l l  l i n e s  

( d o n o r s )  v;i t  b. BHK c e 11 s  ( r e e l  r i  e n t  s  )

Donor
c e l l s

BHK

HeLa

L

P a t t e r n  o f  l a b e l  i n  r e c i p i e n t  c e l l s  (%)

Heavy

99

75

1,1 gh t

22

B a c k g ro u n d

5

97

S ee  Legend  t o  F i g .  16 f o r  d e t a i l s  o f  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  

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

q u a n t i t a t e d  a s  f o l l o w s ; -

Heavy: h e a v i l y  l a b e l l e d  r e c i p i e n t  ' c e l l s  

i n  c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s ,  o f .  F i g .  3 3 ( b ) ;

L i g h t ;  l i g h t l y  l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s  

i n  c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s ,  c f .  F i g .  3 3 ( c ) ;

B a c k g r o u n d ;  b a c k g r o u n d  g r a i n s  o n l y  i n  

r e c i p i e n t  c e l l s  i n  c o n t a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s ,  c f ,  Fi.g . 3 3 ( a , d ) .

At ' l e a s t  300  d o n o r  c e l l s  were  c o u n t e d  f o r  e a c h  c e l l  l i n e .
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Renuirgmcnt of direct cell-to-cell contact for tranr.for of

l a b e l  b e t w e e n  c e l l s

è V ' î ^ .

( a )

( b )

See  L ege nd  t o  F i g .  6 a , b .  M a g n i f i c a t i o n  >: 7 0 0 .



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

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

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

t h e  two ph en o m en a  a r e  m e d i a t e d  b y  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  same t y p e s  

o f  m o l e c u l e s .

3 c l . 9 .  N a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l e s  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s .

C o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  above ,  t o  show t h a t  

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

T h i s  p o o l  c o n s i s t s  o f  n u c l e o s i d e s  an d  n u c l e o t i d e s .  N u c l e o t i d e s  

c a n n o t  p a s s  f rom c e l l  t o  c e l l  w i t h o u t  e i t h e r  l o s s  o f  t h e  p h o s p h a t e  

g r o u p  (L e i b m a n  & H e i d e l b e r g e r ,  1 9 55 ;  S u b a k - S h a r p e ,  1 9 6 9 ) p o r  

u s i n g  some " s p e c i a l  t r a n s f e r  m e c h a n i s m " .

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

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

P s l( S e c t i o n  3 * 1 . 1 . ) ,  t h i s  e l i m i n a t e s  medium t r a n s f e r  o f | H J u r i d i n e  

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

S e c t i o n  3 . I . 3 . 2 . ) .  A l s o ,  e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  p r o b a b l y  

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

d i r e c t  t r a n s f e r  o f [ ^ p Q u r i d i n e  b e t w e e n  c e l l s  i s  u n l i k e l y  t o  be 

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

F u r t h e r  e v i d e n c e  a g a i n s t  d i r e c t  t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d '  

n u c l e o s i d e s  ( a n d  b a s e s )  b e t w e e n  c e l l s  c o u l d  b e  o b t a i n e d  from t h e

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

p o o l ,  p r e s e n t  i n  BM-IPP**" c e l l s ,  t o  BHK-IPP" c e l l s .  However ,  i t  

v/as n e c e s s a r y  f i r s t  t o  show t h a t  s u c h  a  p o o l  c o u l d  b e  t r a n s f e r r e d  

t o ,  a n d  i n c o r p o r a t e d  i n t o ,  t h e  BHK-IPP” c e l l s ,

BHK“ IPP^ c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  v / i t h [ ^ f ^ h y p o x a n t h i n e  f o r  4 h ,  w ere  

c o - c u l t u r e d  f o r  3 h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  1 ^ g / m l ) , 

w i t h  u n l a b e l l e d  BHK-IPP” c e l l s ,  p r e t r e a t e d  w i t h  a c t i n o m y c i n  D 

(O, 1 p g / r a l )  f o r  50 m i n .  A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  p r e p a r e d .  T r a n s f e r



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

( F i g *  18a ) , ,  a l t h o u g h  t h e  e x t e n t  o f  t r a n s f e r  i s  s m a l l , ,  c o m p a re d  

t o  t h e [ ^ } i | u r i d i n e  l e v e l ,  due t o  t h e  low s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  

j ^ n ] h y p o x a n t h i n e , F i g .  1 8 ( b )  shows t h a t  v e r y  l i t t l e  l a b e l  i s  

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

T h e r e f o r e ,  t h e  l a b e l  p r e s e n t  i n  r e c i p i e n t  c e l l s  ( F i g ,  l 8 a )  i s  due 

t o  t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  f rom BM-IPP** c e l l s ,  

a n d  i t s  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  BHK-IPP"” c e l l s ,  and  i s  n o t  due  t o  

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

The p r e s e n c e  o f  l a b e l  i n  IPP*” c e l l s  ( Ü g *  l 8 a )  m u s t  be  due 

t o  e i t h e r  a )  t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  f rom I P P ^  c e l l s ,  

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

b )  t r a n s f e r  o f  b o t h  l a b e l l e d  n u c l e o s i d e s  ( o r  b a s e )  and  

I P P ^  enayme ( o r  i n f o r m a t i o n  t o  make t h e  enzym e)  from I P P ^  c e l l s

t o  IPP"* c e l l s .

A v a i l a b l e  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  a  f u n c t i o n a l  I P P ^ enzyme 

i s  n o t  p r e s e n t  i n  I P p "  c e l l s ,  c u l t u r e d  i n  c o n t a c t  w i t h  I P P  ̂ c e l l s .  

( S e c t i o n  1 . 2 , 6 . ) .  T h i s  shows  t h a t  n u c l e o t i d e s  a r e  t h e  m o l e c u l e s  

w h ic h  a r e  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s .

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

n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s .  Gap j u n c t i o n s  h a v e  b e e n  

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

a n d  t h e s e  c o u l d  p r o v i d e  t h i s  " s p e c i a l  m e c h a n i s m " .
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T r a n s f e r  o f  r ^ I i l h v p o x a n t - h i n e  l a b e l  l e d a c i d  s o l u b l e  n o o l  from

d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s

* \u #

( a ) ( b )

1 X 10* BHK-IPP c e l l s  d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s h e s

an d  t h e  c e l l s  w e re  grown f o r  l 8 h .  4 x 10^  BHK-IPP™ c e l l s  (TG^; 

r e c i p i e n t s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  3.5mm d i s h e s .  C o - c u l t u r e s  w ere  

f o rm e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . ? . 3 .  ERK-IPP* c e l l s  ( d o n o r s )  w e re  l a b e l l e d  

f o r  4b w i t h  [ ^ l ^ h y p o x a n t h i n e  ( 3 p C i / n l ) .  BHK-IPP™ c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  

w e re  i n c u b a t e d  w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( 0 ,  I p g / m l )  f o r  30 min b e f o r e  

t h e  t r y p s i n i s a t i o n  and  c o - c u l t u r e  s t e p .  Donor  and  r e c i p i e n t  c e l l s  

w e re  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3h i n  t h e  p r e s e n c e  o j ‘ a c t i n o m y c i n  D 

( 0 ,  I p g / m l ) .  C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  

S e c t i o n  2 . 2 . 3 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  26 d a y s .  

M a g n i f i c a t i o n  x 4 8 0 ,

a) Untreated culture; b) actinomycin D treated culture.



3.2. Transfer of DNA precursors between cells.

3 . 2 . 1 .  I s  DNA t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s ?

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

t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s  ( S e c t i o n  1 , 2 . 7 . ) ,  t h e r e  i s  no d i r e c t  

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

e v i d e n c e  f o r  t h e  movement o f  DNA and  ch rom osom es  f rom c e l l  t o  

c e l l  ( L i n d h o l m  & B r i t t o n ,  1967 ;  B e n d i c h  e;b , 1 9 6 7 ) .  T h e r e f o r e ,

t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e  n u c l e a r  l a b e l  f o u n d  i n  BHK-TK™ c e l l s ,  

r o w i n g  i n  c o n t a c t  w i t h  BHK-TK c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

3I J j t h y m i d i n e , i s  due  t o  l a b e l l e d  t h y m i d i n e  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r ,  

an d  n o t  l a b e l l e d  DNA t r a n s f e r ,  r e q u i r e s  c r i t i c a l  e x a m i n a t i o n .

S i n c e  t h y m i d i n e  l a b e l s  t h e  a c i d  s o l u b l e  t h y m i d i n e  

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

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

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

n u c l e o t i d e  t r a n s f e r ,  c a n  be  s t u d i e d .  I t  was f o u n d  t h a t  t h e  p o o l  

d e c a y s  r a p i d l y ,  a n d  a f t e r  a  2h c h a s e ^ i t  f a l l s  t o  6"o o f  t h e  

o r i g i n a l  v a l u e  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  c h a s e  ( T a b l e  1 4 ) .

Donor  c e l l s  w e re  p r e l a b e l l e d  w i t h  | ^ H j t h y m i d i n e  f o r  20h 

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

t i m e  o f  d o n o r  c e l l s  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  i s  1 7 h ) .  A lOh c h a s e  

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

w e re  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  3h w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s .  

T h e r e  i s  no  l a b e l  p r e s e n t  i n  t h e  n u c l e i  o f  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  

a d j a c e n t  t o  t h e  h e a v i l y  l a b e l l e d  d o n o r  c e l l s  ( F i g ,  19)»  s h o w i n g  

t h a t  t h e r e  i s  no  d e t e c t a b l e  t r a n s f e r  o f  DNA b e t w e e n  c e l l s .  T h i s  

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

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

c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  TK ^/TK c e l l s .  H owever ,  d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  

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



Table 1A|

J 3E f f e c t  o f  a c h a s e  on t h e  s i z e  o f f, Hj t h y m i d i n e  l a b e l l e d  a c i d

s o l u b l e  p o o l

L e n g t h  o f  c h a s e  
( h )

0

0 . 5

10

A cid  s o l u b l e  p o o l  

d . p . m ,

6 1 , 3 1 6

10,418

5 , 1 3 7

3 , 5 9 9

% z e r o  c h a s e  
v a l u e

100

17

8 . 4

5 . 9

1.6

Each  d e t e r m i n a t i o n  an  a v e r a g e  o f  2 d i s h e s .

5
1 x lO  TG^ c e l l s - v / e r e  p l a t e d  o u t  i n  35Mm d i s h e s  an d  grown f o r

t h y m i d i n e  (5(iCi/m. l ;1 6 h .  C u l t u r e s  w e re  l a b e l l e d  f o r  I h  w i t h  Q'fl 

1 . 2 5  X 10 ^ H ) , The medium v/as rem oved  and e a c h  c u l t u r e  v/as 

w as h ed  x 3 w i t h  BSS ( 3 7 ^ C ) .  Two c u l t u r e s  w e re  h a r v e s t e d  a t  t h i s  

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

2 o r  lO h .  The l e v e l  o f  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  t h e  a c i d  so lub3 .e  

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

2 . 2 . 8 .



Fig. 19
No transfer of DNA between BKK cells

I

%

I

7 X 10 BHK-TK c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  a 30mm d i s h .  .

1 X 10^^ EHN-TK^ c e l l s  (TG^) v/ere p l a t e d  o u t  i n  a 50mm d i s h  and  

t h e  c u l t u r e  was  g row n f o r  l ? h .  BHK-TK* c e l l s  w e re  l a b e l l e d  f o r  

20h  v / i t h j ^ l [ ] t h y m i d i n e  ( 3 . 5 p C i / m l ;  8 x 10~^M ).  The BHK-TK* c e l l s  

w e re  w a s h e d  x 3 w i t h  EFC 10 (5 m l ;  37°C)  and  t h e  c e l l s  i n c u b a t e d  

i n  3ml EFC 10 f o r  lO h .  A c o - c u l t u r e  b e t w e e n  BHK-TK* c e l l s  ( d o n o r s )  

and  BHK-TK™ c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  was fo rm e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 , 3 .  

BHK-TK* c e l l s  and  BHK-TK™ c e l l s  w e re  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  5h .  

The c e l l s  v/ere  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 . 1  

A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  15 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 7 00 .



3*2.2. Thymidine nucleotide transfer between cells.
The p o s s i b l e  t r a n s f e r  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  o f  t h y m l d i n e  

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

was i n v e s t i g a t e d .

Donor  c e l l s  (BHK-TK ) w ere  grown i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h y m i d i n e  f o r  22h  t o  m ark  t h e  c e l l s  and  t o  l a b e l  t h e  a c i d  

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

w e re  w a s h e d  w i t h  BSS t o  rem ove  t h e  u n i n c o r p o r a t e d  J t h y m i d i n e , 

a n d  t h e n  c o - c u l t u r e d  w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s  (BHK-TK”) 

f o r  5 0 f 60  a n d  120 m i n .  The c e l l s  were  p r e p a r e d  f o r  

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

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

o f  t h e  e x p e r i m e n t .  F i g .  20 shows l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s  a r o u n d  

a  d o n o r  c e l l  a f t e r  50  min c o - c u l t u r e .  The l a b e l  p r e s e n t  i n  

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

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

f rom d o n o r  c e l l s .  H ow ever ,  l a b e l l e d  DNA i s  n o t  t r a n s f e r r e d  from 

d o n o r  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  ( S e c t i o n  3 * 2 . 1 . ) .  A l s o ,  l a b e l l e d  

t h y m i d i n e  t r a n s f e r  d o e s  n o t  o c c u r  b e c a u s e  1) t h y m i d i n e  s h o u l d  

p a s s  a s  e a s i l y  o u t  o f  t h e  c e l l s ,  a s  b e t w e e n  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  

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

T h i s  i s  n o t  f o u n d ,  2)  i f  l a b e l l e d

t h y m i d i n e  i s  t r a n s f e r r e d  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  (BHK-TK™), i t  w i l l  

n o t  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA, u n l e s s  t h e  TK* enzyme i s  a l s o  

t r a n s f e r r e d .  H ow ever ,  t h e r e  i s  no e v i d e n c e  f o r  t h e  t r a n s f e r  o f  

s p e c i f i c  enzym es  ( s e  S e c t i o n  1 . 2 . 6 . )  o r  o f  p r o t e i n s  ( S e c t i o n  

3 *3 . 1 . )  b e t w e e n  c e l l s .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  l a b e l l e d  t h y m i d i n e  

n u c l e o t i d e s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  BHK-TK™ r e c i p i e n t  c e l l s  would  be  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA*

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

t r a n s f e r r e d  f rom d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  and  a r e  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  r e c i p i e n t  c e l l  DNA,
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Trans f  cr o f  P ^ l i l t h y n i d i n o  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  n o o l  b e t w e e n

BHX c e l l s

Sf

' f : . .
* •<** >■

1 X 10^ BHK-TK* c e l l s  (TG^; d o n o r s )  were  p l a t e d  o u t  i n  55%!%; 

d i s h e s  an d  t h e  c u l t u r e s  v/ere grov/n f o r  1 6 b .  A s u b c o n f l u e n t  

c u l t u i - e  o f  BHK-TK™ c e l l s  ( E ^ ) ,  g r o w i n g  i n  a o o z  b o t t l e , was u s e d  

a s  r e c i p i e n t  c e l l s ,  EHK-TK^ c e l l s  v/ere l a b e l l e d  f o r  22h  w i t h

[ID t h y m i d i n e  ( 2 | / G i / m l ;  1 . 2 5  x l o “ %l) . T r y p s i n i p a t i . o n  o f  t h e

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

( 1 . 2 5  X l O ^ / d i s h )  v/as a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 ,  C o - c u l t u r e  v/as 

c o n t i n u e d  f o r  30  m i n ,  60 min  an d  120 m i n .  C e l l s  v/ere p r o c e s s e d  

f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 * 2 .  A u t o r a d i o g r a p h s  v/ere 

d e v e l o p e d  a f t e r  62 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 4 4 0 .

F i g .  2 0 ;  30 min c o - c u l t u r e .
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3 . 2 , 3 .  L a b e l l i n g  o f  r e c i p i e n t  c e l l  DNA by  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  

f rom  I 5-H"^ I u r i d i n e  l a b e l l e d  d o n o r  c e l l s .

An a n o m a l o u s  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  r e c i p i e n t  c e l l  n u c l e a r  

a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  i s  o b s e r v e d  ( e . g .  F i g .  1 3 c )  when d o n o r

j u r i d i n e , a r e  c o - c u l t u r e d ,  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D ( 1 |Ag/ml) and  e x c e s s  u n l a b e l l e d  

u r i d i n e ,  w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s ,  p r e t r e a t e d  f o r  30 min 

w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( 1  p g / m l ) . S i n c e  o n l y  some r e c i p i e n t  c e l l s  

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

t h e  l a b e l  may b e  i n  DNA a s  o n l y  some r e c i p i e n t  c e l l s  w ou ld  be  

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

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

c e l l s  ( S e c t i o n  3 . I . 3 . 3 . ) ,  an d  f o r  t h y m i d i n e  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  

b e t w e e n  c e l l s  ( S e c t i o n  3 . 2 . 2 , ) ,  T h e r e f o r e ,  t h e  n a t u r e  o f  t h e

r  f tm o l e c u l e s  l a b e l l e d  b y u r i d i n e  was e x a m i n e d .  I t  was shown 

t h a t  l a b e l  was i n c o r p o r a t e d  i n t o  KNA an d  a l i t t l e  i n t o  DNA.
35 ' - i r u r i d i n e .C u l t u r e s  o f  c e l l s  w ere  l a b e l l e d  f o r  4h w i t h  

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

d i s t i l l e d  w a t e r ,  t h e  c e l l s  w ere  i n c u b a t e d  w i t h  FNase ( 0 ,  10 ^ g / m l )  

f o r  4 8 h a t  3 7 ^ 0 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  p r e p a r e d .  F i g .  2 2 ( a )  shows 

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

p r o m i n e n t  n u c l e o l a r  l a b e l l i n g .  F i g .  2 2 ( b )  shows  t h a t  a f t e r  RNase 

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

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

t o  b a c k g r o u n d  l e v e l .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  Comings ( I 9 6 5 ) ,  

wbo l a b e l l e d  human f i b r o b l a s t s  w i t h  u r i d i n e , and  showed

t h a t  RNase d i g e s t i o n  l e f t  l a b e l  o n l y  i n  t h e  n u c l e u s  ( n o t  i n  

n u c l e o l u s )  o f  23"6 o f  t h e  c e l l s .  T h i s ' r e m a i n i n g  l a b e l  was s e n s i t i v e  

t o  DNase d i g e s t i o n .  T h e r e f o r e ,  he c o n c l u d e d  t h a t  Q - H ^ u r i d i n e  

c o u l d  l a b e l  DNA.
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P r e s e n c e  o f  l a b e l ,  t r a n s f e r r e d  from P hI u r i d i n e  l a b e l l e d  d o n o r  

c e l l s ,  i n  t h e  n u c l e i  o f  some r e c i p i e n t  c e l l s .

( o )

J  Ir '̂ 3. - 1 •-

 : :

( b :

See L eg e n d  t o  F i g .  6 ( a , b , c ) .  M a g n i f i c a t i o n  x 7 0 0 .

a )  c o n t r o l  u n t r e a t e d  c o - c u l t u r e  (+ u r i d i n e ) ;

b )  a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d  c o - c u l t u r e  ( ^ u r i d i n e ) .
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Effect of RNase on tfril n uridine la belled cel

#

(a ) ( b )

1 X 1 0^  TG^ c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s l i e s ,  c o n t a i n i n g  

3 c o v e r s l i p s ,  a n d  t h e  c u l t u r e s  grown f o r  i S h .  The c u l t u r e s  w ere  

l a b e l l e d  f o r  4h w i t h [ y n ] u r i d i n e  ( 2 . 5 p C i / m l ) .  The c e l l s  (on  c o v e r s l i p s )  

w e re  im m e r s e d  i n  f o r m o l  s a l i n e ,  and  w ashed  i n  1 0 ^  TCA and  

d i s t i l l e d  w a t e r ,  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 . 1 .  C o v e r s l i p s  v/ere p l a c e d  

i n  v i a l s  c o n t a i n i n g  RNase ( 0 ,  l O | ig / m l )  an d  t h e  v i a l s  ( s e a l e d )  

w e re  i n c u b a t e d  a t  37^C f o r  4 8 h .  The c o v e r s l i p s  w e re  w ashed  i n  

10% TCA an d  d i s t i l l e d  w a t e r ,  d i p p e d  i n  e t h a n o l  a n d  d r i e d  a t  37°C 

( s e e  S e c t i o n  2 . 2 . 5 . I . ) .  A u t o r a d i o g r a p h s  v/ere p r e p a r e d . a n d  

d e v e l o p e d  a f t e r  14 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 4 8 0 .

a )  0 | ig / r a l  RNase;  b) l O p g / m l  RNase.



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

( L i e b e r m a n ,  1956 ;  H u r l b e r t  & Kaimnen, i 9 6 0 )  i n  t h e  c e l l ,  and  t h e s e

5-H^ u r i d i n e  c o u l d  bec a n  be  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA. T h e r e f o r e ,  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA by  t h i s  p a t h w a y .

A l t h o u g h  t h e  n u c l e a r  l a b e l l i n g  i s  much e a s i e r  t o  o b s e r v e  

i n  t h e  a c t i n o m y c i n  D t r e a t e d  c u l t u r e s  ( F i g .  2 1 b ) ,  a u t o r a d i o g r a p h s  

o f  c o - c u l t u r e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o m y c i n  D show n u c l e a r  

l a b e l l i n g  i n  r e c i p i e n t  c e l l s  ( F i g ,  6 a ,  2 1 a ) .  S i n c e  DNA i s  n o t  

t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s  ( S e c t i o n  3 . 2 . 1 . ) ,  t h i s  f u r t h e r  shows  

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

t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  an d  t h a t  t h e s e  a r e  I n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA,

3 . 2 . 4 ,  An a t t e m p t  t o  o b t a i n  a s i m p l i f i e d  q u a n t i t a t i v e  s y s t e m  t o  

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

The m e th o d  o f  g r a i n  c o u n t i n g  i s  s l o w  and  l a b o r i o u s  f o r  

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

b e t w e e n  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s .  An a l t e r n a t i v e  m e th o d  wou ld  

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

A q u a n t i t a t i v e  a s s a y  c o u l d  i n  t h e o r y  be  d e v e l o p e d  by  

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

i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d  o f  m ix ed  c u l t u r e s  o f  t h e  d o n o r  and  

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

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

c o u l d  be  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d .  Then ,  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  

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

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

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

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

b e t w e e n  t h e s e  c e l l s .

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

r e a s o n s  : -



1) i t  I s  an  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  o f  DNA s y n t h e s i s ,  w h i l e  

p e r m i t t i n g  c o n t i n u e d  s y n t h e s i s  o f  RNA and  p r o t e i n  (Adams e t  oJL., 

1966);

2)  a  s i t e  o f  a c t i o n  i s  known.  I t  i n t e r f e r e  v / i th  t h e  

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

r i b o n u c l e o t i d e s  t o  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  (Adams el; a j . ,  , I 9 6 6 ) ;

3)  i t  i n c r e a s e s  t h e  s i z e  o f  t h e p  iUdTTP p o o l  co m pared  

t o  u n t r e a t e d  c e l l s  (Adams & L i n d s a y ,  I 9 6 6 ; Shoog & N o r d e n s k j ‘o l d ,

I 9 7 I ) ;

4)  a l t h o u g h  i n h i b i t i o n  by h y d r o x y u r e a  i s  r e v e r s i b l e  

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

i s  s l o w  f o r  t h e  f i r s t  2h (S h o o g  & N o r d e n s k j o l d , I 9 7 I ) .

I t  may be  p r e d i c t e d  t h e r e f o r e ,  t h a t  a f t e r  l a b e l l i n g  

h y d r o x y u r e a  t r e a t e d  c e l l s  w i th j ^ ^ P l J th y m i d in e ,  t h e y  s h o u l d  c o n t a i n  

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

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

s h o u l d  r e c o v e r  s l o w l y .  Such c e l l s  c o u l d  b e  u s e d  a s  d o n o r  c e l l s  

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

C u l t u r e s  o f  d o n o r  c e l l s  w e re  t r e a t e d  w i t h  h y d r o x y u r e a  ( 6mM) 

f o r  3h ( c o n d i t i o n s  w h ic h  g i v e  9 8 % i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s ,  

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

3 h t h y m i d i n e  d u r i n gm a t e r i a l ) .  The d o n o r  c e l l s  w e r e - p u l s e d  w i t h  

t h e  l a s t  10 min o f  t h e  h y d r o x y u r e a  t r e a t m e n t .  The h y d r o x y u r e a  

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

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

i n c o r p o r a t i o n  i n t o  DNA i n  t h e  d o n o r  c e l l s  a t  t h i s  t i m e  ( z e r o  t i m e ) .  

To 6 c u l t u r e s ,  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  f r e s h  medium w e re  a d d e d  and  t o  a 

f u r t h e r  6 c u l t u r e s ,  medium a l o n e  was a d d e d ,  an d  I n c u b a t i o n  

c o n t i n u e d .  D u p l i c a t e  c o n t r o l  c u l t u r e s  and  d u p l i c a t e  m ixed  c u l t u r e s  

w e re  h a r v e s t e d  a t  %h, I h  an d  l } h .  L a b e l  p r e s e n t  i n  a c i d  i n s o l u b l e  

an d  a c i d  s o l u b l e  m a t e r i a l  was e s t i m a t e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 8 .



Fig*,  2 3 ( a )  shows  t h a t  t h e  l e v e l  o f  l a b e l  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a c i d  

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

m ix e d  c u l t u r e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a f t e r  r e m o v a l  o f  h y d r o x y u r e a ,  

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

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

s i m i l a r  r a t e .  F i g .  2 3 ( b )  shows  t h a t  t h e  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  

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

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

( 60%) i s  n o t  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA, b u t  i s  l o s t  from t h e  c e l l .  A 

s i m i l a r  l o s s  (65%) o f  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  was o b s e r v e d  from 

L c e l l s  t r e a t e d  w i t h  h y d r o x y u r e a  (Adams £ t  ^ 1 . ,  1 9 7 1 ) .

A n o t h e r  i n h i b i t o r  o f  DNA s y n t h e s i s ,  m i t o m y c i n  C, w h ic h  i s  

n o t  r a p i d l y  r e v e r s i b l e ,  a l s o  c a u s e d  a  c o n s i d e r a b l e  l o s s  ( 9 2 %) 

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

c h a s e .  T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  t h e  tv/o i n h i b i t o r s  u s e d  were  

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

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

f rom t h e  d o n o r  c e l l s ,  c a n  be  o b t a i n e d .
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I r i c o r n o r e t l o n  o f  o. I thy i r . ld lnG r r e l o b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l , 

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

h y d r o x y u r e a

2 . 3  X 10 TGg c e l l s  (BHK-TK ; d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  50mm 

d i s h e s  and  t h e  c u l t u r e s  w ere  grown f o r  l 8 h .  A s u b c o n f l u e n t  

c u l t u r e  o f  BHK-TK™ c e l l s  ( B ^ ) ,  g r o w i n g  i n  a 8 0 %. b o t t l e ,  v/as - 

u s e d  a s  r e c i p i e n t  c e l l s .  Each  d o n o r  c u l t u r e  v/as i n c u b a t e d  

f o r  3h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h y d r o x y u r e a  ( 6mM), The d o n o r

c u l t u r e s  v/ere p u l s e d  w i t h t h y m i d i n e  ( 2 ^ C i / m l :  5 x 10™^M)

d u r i n g  t h e  l a s t  10 min  o f  h y d r o x y u r e a  t r e a t m e n t .  The c u l t u r e s  

v/ere w ashed  x 3 w i t h  EFC 1 0 .  Two c u l t u r e s  v/ere w as h ed  x 5 w i t h  

3m1 BSS (O^C) a t  t h i s  t i m e  ( z e r o  t i m e ) .  R e c i p i e n t  c e l l s  

( 4 . 4  1 0 ^ )  i n  ^ml  EFC 10 w ere  a d d e d  t o  one h a l f  o f  t h e

r e m a i n i n g  c u l t u r e s  a n d  3m1 EFC 10 a l o n e  was a d d e d  t o  t h e  o t h e r  

h a l f  01 t h e  c u l t u r e s .  D u p l i c a t e  c u l t u r e s  o f  d o n o r s  + r e c i p i e n t s  

a n d  d o n o r s  a l o n e  w ere  h a r v e s t e d  a f t e r  3 0 , 60  and  9 0  min  

i n c u b a t i o n  by w a s h i n g  x 5 BBS ( O ^ C ) .  L a b e l  p r e s e n t  i n  a c i d  

i n s o l u b l e  m a t e r i a l  an d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  v/as e s t i m a t e d  a s  i n  

S e c t i o n  2 . 2 . 8 .

a )  A c id  i n s o l u b l e  m a t e r i a l ;  b )  A c id  s o l u b l e  m a t e r i a l

=0"'---------—  : Donor c e l l s  a l o n e .

 —  . p o n o r  + r e c i p i e n t  c e l l s .



( a )

& 
fît

50,000

40,000

20,000
10,000

0
0 . 5 1 1 . 5

L e n g t h  o f  c h a s e  ( h )

( b )

Pm
Go , 0 0 0

20,000

0 10 . 5

L e n g t h  o f  c h a s e  ( h )



V f  »

3 . 3 »  T r a n s f e r  o f  o t h e r  m o l e c u l e s  b e t w e e n  c e l l s .

The a v a i l a b l e  e v i d e n c e  ( S e c t i o n s  1 . 1 . 2 . ,  3 * 1 .  & 3 * 2 . )  

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

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

RNA an d  DNA a r e  n o t .  T h e r e f o r e ,  t h e  p o s s i b l e  t r a n s f e r  b e t w e e n  

c e l l s  o f  o t l i e r  s m a l l  m o l e c u l e s  ( g l u c o s e  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  

p o o l )  and  o t h e r  m a c r o m o l e c u l e s  ( p r o t e i n s ) '  v/as i n v e s t i g a t e d .

3 . 3 . 1 .  I s  p r o t e i n  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s ? '

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

t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s  ( S e c t i o n  1 . 2 . 6 . ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

t h e r e  i s  a  g e n e r a l  t r a n s f e r  o f  lov/ l e v e l s  o f  many p r o t e i n s  

b e t w e e n  c e l l s .

Donor c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  v / i t h [ ^ n j l e u c i n e  f o r  4h (1% n o r m a l  

l e u c i n e  m e d iu m ) ,  12h  (10% n o r m a l  l e u c i n e  medium) a n d  21h  ( n o r m a l  

medium) w ere  c o - c u l t u r e d  f o r  e i t h e r  5h o r  2 4 h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

x lO  n o r m a l  l e u c i n e  medium,  v / i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s .  Even  

a f t e r  a  l o n g  a u t o r a d i o g r a p h i c  e x p o s u r e  ( 9 1  d a y s ) ,  no d e t e c t a b l e  

t r a n s f e r  o f  l a b e l  f rom d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  v/as o b s e r v e d  

( F i g .  2 4 a , b , c ) .  T h e r e f o r e ,  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  no 

d e t e c t a b l e  « 0 . 0 2 % ;  q u a n t i t a t e d  by  g r a i n  c o u n t i n g )  t r a n s f e r  o f  

p r o t e i n s  b e t w e e n  c e l l s .

Q l e t h y l - i i ^ - m e t h i o n i n e  w i l l  a l s o  l a b e l  p r o t e i n s  o f  t h e  c e l l ,  

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

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

DNA ( B u r d e n  & Adams,  1 9 6 9 ) ,  an d  m e t h y l a t e d  RNA m o l e c u l e s  s u c h  a s  

rllNA an d  tRKA.

Donor c e l l s ,  g rown f o r  18h i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f o r m a t e  ( 2  mg/ml)  

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

S k e l e t o n s ,  w e re  p r e l a b e l l e d  w i t h m e t h y l - I i ' " J - m e t h i o n i n e  f o r  i+h i n

t h e  p r e s e n c e  o f  1% n o r m a l  m e t h i o n i n e  medium and  f o r m a t e  (2  m g / m l ) ,
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5 X lO'^ TGp c e l l s  ( d o n o r s )  v/ere p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s h e s  and

5t h e  c u l t u r e s  grown f o r  I 6 h .  3 . 6  x 10 c e l l s  ( r e c i p i e n t s )

5an d  2 x 10 c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  33mm

d i s h e s  an d  grown f o r  24h an d  48h r e s p e c t i v e l y .  C o - c u l t u r e s  

w ere  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 , 3 .  Donor c e l l s  w ere  l a b e l l e d  

f o r  4h ( i n  1% n o r m a l  l e u c i n e  m e d iu m ) ,  12h ( i n  10% n o r m a l  

l e u c i n e  medium) an d  f o r  21h  ( i n  n o r m a l  l e u c i n e  medium) w i t h  

l e u c i n e  ( 2 ) i C i / m l ) ,  Donor  and  r e c i p i e n t  c e l l s  were  

c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  e i t h e r  o r  2 4 h i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

X 10 n o r m a l  l e u c i n e  mediumi. C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  

d e v e l o p e d  a f t e r  91  d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  x 4 8 0 .

a )  4b l a b e l :  5b c o - c u l t u r e ;  b)  12h  l a b e l :  2 4 b c o - c u l t u r e ;  

c )  21h  l a b e l ;  5h c o - c u l t u r e .



( a )

( b )

(c)



a n d  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  5b ,  i n  x lO n o r m a l  m e t h i o n i n e  medium 

w i t h  a d d e d  f o r m a t e  (2  m g / m l ) ,  w i t h  r e c i p i e n t  c e l l s .  The 

a u t o r a d i o g r a p h  ^ F i g ,  2 5 ) shows  t h a t  t h e r e  i s  no d e t e c t a b l e  t r a n s f e r  

o f  l a b e l  « 0 , 0 5 % )  f rom d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s .

T h e r e f o r e ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  be  no t r a n s f e r  o f  p r o t e i n s ,

l a b e l l e d  w i t h  e i t h e r  

c e l l s .

[ l e u c i n e  o r  m e t h y l - H ^  - m e t h i o n i n e  b e t w e e n

3 . 3 * 2 , T r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s  o f  m o l e c u l e s  l a b e l l e d w i t h

D - g l u c o s e - 2 - H ^ .

R e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  S e c t i o n s  3 . 1 .  & 3 . 2 .  show t h a t

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

t h a t  o t h e r  s m a l l  p h o s p h o r y l a t e d  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  p h o s p h o r y l a t e d

s u g a r s ,  may b e  t r a n s f e r r e d  f rom c e l l  t o  c e l l  v/as s t u d i e d .

L a b e l l e d  g l u c o s e  was s e l e c t e d ;  h o w e v e r ,  s i n c e  g l u c o s e  c a n  be

m e t a b o l i s e d  i n  t h e  c e l l  by t h e  g l y c o l y t i c  p a t h w a y  t o  form many

c e l l u l a r  i n t e r m e d i a t e s ,  an d  s i n c e  i n t e r e s t  was c e n t r e d  on
%

g l u c o s e  p h o s p h a t e s  o r  r e l a t e d  com pounds ,  D - g l u c o s e - 2 - H  was c h o s e n .

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

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

p h o s p h o g l u c o i s o m e r a s e , a n  enzyme p r e s e n t  i n  t h e  g l y c o l y t i c  p a t h w a y .

C u l t u r e s  o f  d o n o r  c e l l s  w e re  p r e l a b e l l e d  f o r  6h w i t h  
%

g l u c o s e - 2 - H  i n  g l u c o s e  f r e e  medium and  c o - c u l t u r e d  f o r  3 h ,  i n  

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

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

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

g l u c o s e  i s  p r e s e n t  ( F i g .  2 6 a )  o r  a b s e n t  ( F i g .  2 6 b )  d u r i n g  c o - c u l t u r e .

The l a b e l l e d  m a t e r i a l ,  p r e s e n t  i n  r e c i p i e n t  c e l l s ,  c o u l d  be  

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

f rom  d o n o r  c e l l s  a n d / o r  l a b e l l e d  g l y c o p r o t e i n s  an d  g l y c o l i p i d s  

t r a n s f e r r e d  f rom  d o n o r  c e l l s .  H owever ,  t r a n s f e r  o f  g l y c o g e n ,  w h ic h
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4 X 10 '  c e l l s  ( r e c i p i e n t s ) ,  i n  2rnl EFC 10 c o n t a i n i n g  

2mg/rnl f o r m a t e ,  w e re  p l a t e d  o u t  i n  d i s h e s .  1 x 10^' TG^

c e l l s  ( d o n o r s ) ,  i n  2m 1 F.FC 10 c o n t ; ‘i n i n g  2mg/ml f o r m a t e ,  

w e re  p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s h e s  an d  t h e  c u l t u r e s  grown f o r  

l 8 h .  C o - c u l t u r e s  w e re  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  Donor c e l l s  

w e re  w a s h e d  x 3 w i t h  BSS (2m l ;  3 7 ^ 0 ) .  Medium c o n t a i n i n g  1% 

n o r m a l  m e t h i o n i n e  and  2mg/ml f o r m a t e  was a d d e d  t o  b o t h  d o n o r  

an d  r e c i p i e n t  c u l t u r e s .  Donor  c e l l s  were  l a b e l l e d  f o r  /|h 

w i t h  m e t h y l - H ' ^ - m e t h i o n i n c  (2j . iGi/ml)  , Donor and  r e c i p i e n t  

c e l l s  w e re  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  5h i n  t h e  p r e s e n c e  o f  x 10 

n o r m a l  m e t h i o n i n e  medium and f o r m a t e  ( 2 m g / m l ) .  C e l l s  were  

p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 . 1 ,  

A u t o r a d i o g r a p h s  wore  d e v e l o p e d  a f t e r  63 d a y s .  Magni f i c a t i  on

X 700.
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■5Transfer of D-rlucose~?»H labelled molecules from donor c_e
t o  r e c i p i e n t  c e l l s

1 X 10^ TGg c e l l s  ( d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  d i s h e s ,

1 . 5  X 10 c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  35^m d i s h e s

a t  t h e  same t i m e  and  a l s o  2 4 h l a t e r .  The d o n o r  c u l t u r e s  w ere  

grown f o r  2 0 h .  C o - c u l t u r e s  were  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 3 .

Donor  c u l t u r e s  and  one r e c i p i e n t  c u l t u r e  w e re  v /ashed x 3 BSS 

(2 m l ;  3 7 ° C ) ,  w h ic h  i s  g l u c o s e  f r e e ,  and  t h e  c u l t u r e s  were  

i n c u b a t e d  i n  0% g l u c o s e  n o r m a l  medium.  Donor  c u l t u r e s  w ere  

l a b e l l e d  f o r  6h w i t h  g l u c o s e - 2 - H ^  ( 3 p C i / m l ) .  Donor c e l l s  w e re  

w ash ed  x 5 w i t h  BSS. One d o n o r  c u l t u r e  h a d  0% n o r m a l  g l u c o s e  

medium a d d e d  and  was i n c u b a t e d  f o r  I 8 h ,

Donor and r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  3 h ,  

e i t h e r  i n  t h e  a b s e n c e  o f  g l u c o s e  (0% n o r m a l  g l u c o s e  medium 

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

( n o r m a l  g l u c o s e  m e d iu m ) .  The c h a s e d  d o n o r  c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  

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

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

a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  79- d a y s  

M a g n i f i c a t i o n  x 4 8 0 .

a )  /fh l a b e l :  4 g l u c o s e  i n  c o - c u l t u r e ;  b) 4-h l a b e l :  no g l u c o s e  i n  

c o - c u l t u r e ;  c )  4h l a b e l :  l 8 h  c h a s e ;  4 g l u c o s e  i n  c o - c u l t u r e .
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i s  a l s o  l a b e l l e d  j .n t h e  c e l l  by  g l u c o s e - 2 - H ^ ,  wou ld  n o t  be

d e t e c t e d ,  b e c a u s e  i t  i s  a c i d  s o l u b l e  and  w i l l  be  e x t r a c t e d  by t h e

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

a u t o r a d i o g r a p h y  ( s e e  S e c t i o n  2 . 2 . $ , 1 . ) .

, A c h a s e ,  p r i o r  t o  c o - c u l t u r e ,  w i l l  d e p l e t e  t h e  l a b e l l e d  

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

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

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

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

C u l t u r e s  o f  d o n o r  c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  f o r  6h w i t h  g i u c o s e - 2 - | |  ^

i n  g l u c o s e ™ f r e e  medium,  w ere  c o - c u l t u r e d ,  e i t h e r  i m m e d i a t e l y  o r

a f t e r  a  1 8 h c h a s e ,  f o r  3h  i n  n o r m a l  medium,  w i t h  u n l a b e l l e d  

r e c i p i e n t  c e l l s .  A u t o r a d i o g r a p h s  ( F i g .  2 6 a , c )  show t h a t  t h e  

c h a s e ,  w h ic h  r e d u c e s  t h e  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  t o  16^o o f  i t s  

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

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

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

i n s o l u b l e ) ,  a r e  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s .  S i n c e  g l u c o s e - 2 - H ^  

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

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

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



3 . A. S t u d i e s  om m o l e c u l e s  w h ic h  may I n h i b i t  t h e  f o r m a t i o n  o r  t h e  

f u n c t i o n  o f  j u n c t i o n s  r e q u i r e d  f o r  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n *

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

w h ic h  c a n n o t  c r o s s  t h e  c e l l u l a r  membrane ,  r e q u i r e s  d i r e c t  c o n t a c t  

a n d  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

The s t u d y  o f  i n h i b i t o r s  o f  j u n c t i o n  f o r m a t i o n  a n d  f u n c t i o n  

w o u ld  c o n t r i b u t e  t o  t h e  b i o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  j u n c t i o n s  and  t h e  

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

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

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

3 . / - f . l*  I n h i b i t o r s  o f  KNA an d  p r o t e i n  s y n t h e s i s .

I n h i b i t o r s  o f  Ï?NA an d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w e re  u s e d  t o  ex a m in e  

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

The e f f e c t  o f  a c t i n o m y c i n  D o n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c e l l s  h a s  

a l r e a d y  b e e n  e x a m in e d  f o r  d i f f e r e n t  r e a s o n s  ( S e c t i o n  3 , 1 . 3 . ^ , )  

an d  t h e  d a t a  show ed  t h a t  n o r m a l  l e v e l s  o f  RNA s y n t h e s i s  

i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o ,  o r  d u r i n g ,  c o - c u l t u r e  a r e  n o t  r e q u i r e d  f o r  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c e l l s ,

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

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

P r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  BHK c e l l s  i s  i n h i b i t e d  by  c y c l o h e x i m i d e  

( T a b l e  1 3 ) ,  F i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  10 p g / m l  and  lOO p g / m l j w h i c h  

i n h i b i t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y  88% an d  9 1 % r e s p e c t i v e l y ,  w e re  u s e d  

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

C u l t u r e s  o f  BHK-TK* c e l l s ,  g r o w i n g  i n  d i s h e s ,  w ere  l a b e l l e d  

w i t h  ( t h y m i d i n e  f o r  16h  t o  m ark  t h e  c e l l s  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y .

I n c u b a t i o n  was  c o n t i n u e d  f o r  6-^h, i n  t h e  a b s e n c e  o f p H j t h y m i d i n e , 

t o  d e p l e t e  t h e  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l .  C u l t u r e s  o f  BHK-TI'3 

c e l l s  w e re  c u l t u r e d  i n  s u s p e n s i o n  f o r  I h  i n  s p i n n e r  f l a s k s .  

C y c l o h e x i m i d e  was  t h e n  a d d e d  t o  c u l t u r e s  o f  BHK-TK“” c e l l s  and



Table 15
E f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  on p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  BHK c e l l s

C y c l o h e x i m i d e  c o n c .  
( p g / r n l )

0

0.1

1

10

100

l e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n  

d . p . m. % u n t r e a t e d  
v a l u e

2 3 , 5 4 3  

8 , 4 2 2  

3 , 7 6 8  

2 , 7 8 7

2 , 0 1 2

loo

3 5 . 8  

1 6 . 0

11.8

8.6

E ac h  d e t e r m i n a t i o n  an  a v e r a g e  o f  2 d i s h e s .

52 X 10'  TGp c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s h e s  and  grown 16h.  

C e l l s  w e re  c u l t u r e d  f o r  I h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c y c l o h e x i m i d e  ( 0 ,  

0 . 1 ,  1 ,  10 and  l O O p g / m l ) . j ^ J l ] l e u c i n e  (2 { iC i /m l )  was t h e n  a d d e d  t o  

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

medium was rem o v e d  f rom t h e  c u l t u r e s ,  and  e a c h  was w ashed  x 5 w i t h  

BSS ( 2 m l ;  O ^ C ) . The c e l l s  w ere  s o l u b i l i s e d  b y  i n c u b a t i n g  them f o r

3 min  a t  37°C i n  0.3M~Na0H (1 m l ;  room t e m p e r a t u r e ) .  0 , 5 in l  o f  t h i s  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  t h e  s o l u b i l i s e d  c e l l s  v/as p l a c e d  i n  a  v i a l  

an d  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  a t  60°C ( e ^ ? h ) , Hyamine h y d r o x i d e  (O .B m l)  

was  a d d e d  t o  e a c h  v i a l  and  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  a t  6 0 ^C f o r  15 min 

T o l u e n e  b a s e d  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  was a d d e d  t o  e a c h  v i a l .  The 

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

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



BHK-TK^ c e l l s  ( 0 ,  lO ,  lOO p g / m l ) .  A f t e r  a  I h  i n c u b a t i o n  w i t h  

c y c l o h e x i m i d e j  t h e  medium was rem oved  from t h e  BHK-TK^ c e l l s ,  

an d  BHK” TK" c e l l s  w e re  added, i n  t h e  s u s p e n s i o n  medium,  w h ic h  

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

H [ t h y m i d i n e  v/as a d d e d  an d  i n c u b a t i o n  was c o n t i n u e d  f o r  Ah.

A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  p r e p a r e d .  F i g , 2 7 ( a )  show s  i n t e r a c t i o n  

b e t w e e n  BHK-TK'^ a n d  BHK-TK." c e l l s  i n  t h e  u n t r e a t e d  c u l t u r e .  

I n t e r a c t i o n  s t i l l  o c c u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  10 p g / m l  and  ( F i g .  27b)  

100 p g / m l  c y c l o h e x i m i d e ,  a l t h o u g h  t h e  e x t e n t  o f  l a b e l l i n g  o f  

d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  c e l l s  i s  r e d u c e d .  C o - c u l t u r e  o f  d o n o r s  and  

r e c i p i e n t s ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f t h y m i d i n e  ( F i g .  2 7 c ) ,  shows  

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

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

a n d  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  c y c l o h e x i m i d e  t r e a t e d  c u l t u r e s  (Fâ-g. 2 7 b ) ,  

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

i n t o  DBA i n  t h e  t r e a t e d  c e l l s  (1 0 0  | i g / m l  c y c l o h e x i m i d e  r e d u c e s

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

(DNA) by  8 5 %). I d e n t i c a l  r e s u l t s  w ere  o b t a i n e d  f rom a s t u d y  on t h e  

e f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  (10  p g / m l ,  100 p g / m l )  on m e t a b o l i c  

c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s ,  w h ic h  were  a l r e a d y  i n  c o - c u l t u r e  

b e f o r e  c y c l o h e x i m i d e  was a d d e d .

T h e s e  r e s u l t s  show t h a t  de novo  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  n o t  

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

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

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

( s t r u c t u r a l  j u n c t i o n a l  p r o t e i n s  o r  t h e  enzym es  s y n t h e s i s i n g  

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

b e  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l ,  o r  c e l l  membrane ,  p r i o r  t o  c e l l - c e l l  

c o n t a c t ,  an d  t h a t  t h e y  do n o t  s i g n i f i c a n t l y  d e c a y  i n  I h .

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f



F i g.  Z7

The e f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  on met a  c o l i c  c o - o p e r a t i o n  

hlUC-TK" c e l l s  were  s e e d e d  i n t o  8 o z  b o t t l e s  and  grown f o r  /+8hc
jLl -1-

1 X 10 BHK-TK c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  3.b̂ nra d i s h e s  ( c o n t a i n i n g  

5 c o v e r s l i p s )  and  t h e  c u l t u r e s  grown f o r  8 h .  BHK-TK*** c u l t u r e s  

w ere  p r e l a b e l l e d  w i t h  p l j t h y m i d i n e  (5|JiCiAnl)  f o r  1 6 h .  The 

c u l t u r e s  w ere  t h e n  w ashed  x 3 w i t h  BSS an d  i n c u b a t i o n  was 

c o n t i n u e d  i n  f r e s h  EFC l O .  T h e s e  c u l t u r e s  w e re  c h a s e d  f o r  6 i h .

I h  b e f o r e  t h e  end  o f  t h e  c h a s e ,  BHK-TK™ c e l l s  w e re  t r y p s i n i s e d  

and  grovni i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e  i n  s p i n n e r  f l a s k s  ( 5 0 m l  c a p a c i t y )  

Each  f l a s k  c o n t a i n e d  BKK-TK™ c e l l s  ( 2  x lO '^ /m l)  i n  20ml EFC 1 0 ,  

g a s s e d  w i t h  5% CO^. T h e s e  f l a s k s  w ere  l e f t  a t  3?^C f o r  I h .  

C y c l o h e x i m i d e  ( 0 ,  1 0 ,  lO O p g /m l )  was a d d e d  t o  b o t h  BHK-TK*' 

c u l t u r e s  and  BHK-TK' c u l t u r e s  an d  i n c u b a t i o n  was c o n t i n u e d  f o r  

I h ,  BHK-TK^ c u l t u r e s  w ere  washed  x 1 w i t h  BSS ( 3 7 ° C ;  2 m l ) ,  and  

2m1 o f  BHK-TK" c e l l s  ( c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  c y c l o h e x i m i d e  

c o n c e n t r a t i o n )  w ere  a d d e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  bHK-TK c u l t u r e s .  

C o - c u l t u r e  was f o r  l\h i n  t h e  p r e s e n c e  o f t h y m i d i n e  ( l O p C i / m l ) .  

C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 5 . 1 .  

A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  6 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n  xATO,

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

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

c y c l o h e x i m l d o  ( lOOpg/m1 ) ;

c )  c o - ' c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c y c l o h e x i m i d e  ( lO O p g /m l )

% I
j t h y m i d i n e  ; 

j t h y m i d i n e  and
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3 . A . 2 .  E f f e c t  o f  v a r i o u s  r e a g e n t s  w h ich  I n t e r a c t  w i t h  m e m b r a n e s .

McCargow a n d  P i t t s  ( 1 9 7 1 )  h a v e  s u g g e s t e d ,  from s t u d i e s  o f  

a  L/BHK h y b r i d  c e l l  ( S e c t i o n  1 , 2 . 4 . ) ,  t h a t  L c e l l s  do n o t  p o s s e s s  

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

b e t w e e n  c e l l s .  S i n c e  a l l j ^ l T j u r i d i n e  l a b e l l e d  d o n o r  c e l l s  i n t e r a c t  

w i t h  a l l  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  c o - c u l t u r e ,  an y  s u c h  membrane 

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

T h e r e f o r e  r e a g e n t s ,  w h ic h  i n t e r a c t  w i t h  m e m b ra n e s ,  w e re  

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

r e q u i r e d  f o r  c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n .

3 . 4 . 2 . 1 ,  E f f e c t  o f  PHA and  Con A on c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n .

P l i y t o h a e m a g g u t i n i n  (PHA),  i s o l a t e d  from P h a s e o l u s  v u l g a r i s ,  

b i n d s  t o  p r o t e i n s  on t h e  c e l l  s u r f a c e  ( A l l a n  , 1971;

A l l a n  & C ru m p to n ,  1 9 7 3 ) ,  and  i t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t o  s t u d y  

t h e  r o l e  o f  s u c h  membrane c o m p o n e n t s  i n  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

M ixed  c u l t u r e s  ( 1 : 1 )  o f  BHK-IPP'*' c e l l s  an d  BHK-IPP“ c e l l s  

w e re  p l a t e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f h y p o x a n t h i n e  an d  PHA, t o  

a l l o w  t h e  PHA t o  i n t e r a c t  w i t h  membrane c o m p o n e n t s  b e f o r e  j u n c t i o n  

f o r m a t i o n  o c c u r r e d .  The c u l t u r e s  w ere  i n c u b a t e d  f o r  l 6 h  and  t h e n  

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

o c c u r r e d  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  PHA u s e d  ( 0 ,  0 , 0 0 2 5  ml PHA 

p e r  ml o f  c u l t u r e  medium,  0 , 0 2 5  ml p e r  ml ,  0 , 2 5  ml p e r  ml;

F i g ,  2 8 a , b , c , d ) ,  e v e n  t h o u g h  some c e l l s  w e re  c lu m p e d  a t  0 . 0 2 5  

m l  PHA p e r  m l ,  an d  a l l  c e l l s  w e re  c lum ped  and  r o u n d e d  up ,  b u t  

s t i l l  a t t a c h e d  t o  t h e  p l a t e ,  a t  0 . 2 5  ml PHA p e r  m l .

PHA b i n d i n g  s i t e s  do n o t ,  t h e r e f o r e ,  a p p e a r  t o  p l a y  a r o l e  

i n  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

C o n c a n a v a l i n  A (Con  A),  w h ic h  i n t e r a c t s  w i t h  s p e c i f i c  s u g a r  

r e s i d u e s  ( c k - D - m a n n o p y r a n o s i d e s ,  t x . - D - g l u c o p y r a n o s i d e s  an d  

<î<-Z' î-acetyl“ D“ g l u c o s a m i d e s )  o f  c e l l  s u r f a c e  g l y c o p r o t e i n s  ( S h a r o n



Fig , .  28

The e f f e c t  o f  PHA on m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n

3 , 5  X 10"^ BHK-IPp'* c e l l s  and 3.5 x 10^ BHK-IPP" c e l l s  w ere  p l a t e d

o u t  i n  35mm d i s h e s  ( -f 3 c o v e r s l i p s )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  PHA

( 0 ,  0 . 0 0 2 5 ,  0 . 0 2 5 ,  0 . 2 5 m l  PHA/ml c u l t u r e  medium) and

[ ^ ^ ] h y p o x a n t h i n e  ( 5 p C i / m l ) .  I n c u b a t i o n  was c o n t i n u e d  f o r  l 6 h .

The c e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  

2 . 2 . 5 * 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  6 d a y s .

Magnif. 'i c a t i o n  x 4 8 0 .  Not a l l  c e l l s  a r e  i n  f o c u s  s j . m u l t a n e o u s l y  

a t  t h i s  m a g n i f i c a t i o n  b e c a u s e  PHA c a u s e d  t h e  c e l l s  t o  c lum p ,
it

F or  u s e ,  5m1 s t e r i l e  w a t e r  was a d d e d  t o  e a c h  v i a l  o f  

d e h y d r a t e d  PHA.

a.) c o n t r o l  u n t r e a t e d  c u l t u r e ;

b )  0 . 0 0 2 5 ml PHA/ml c u l t u r e  medium;

c )  0 . 0 2 5 ml PHA/ml c u l t u r e  medium ;

d)  0 . 2 5 ml PHA/ml c u l t u r e  medium.
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& L i s , ,  3.9 7 2 ) î was a l s o  u s e d  t o  exam ine  t h e  r o l e  o f  i t s  b i n d i n g  

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

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

4 h ,  w e re  i n c u b a t e d  vd. th Con A ( 0 ,  1 0 , '  2 5 , ’ 50 j i g /m l )  f o r  I 5 m i n .  

They  w e re  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  l ^ h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Con A 

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

A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  p r e p a r e d .  T h e s e  show t h a t  i n t e r a c t i o n  

o c c u r r e d  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  Con A u s e d  ( F i g .  2 9 a , b , c , d ) .  

H owever ,  50 jAg/ml Con A i n h i b i t s  t h e  a t t a c h m e n t  o f  m o s t  r e c i p i e n t  

c e l l s ,  a l t h o u g h  a  few do a t t a c h  and  i n t e r a c t  w i t h  d o n o r  c e l l s  

( F i g .  2 9 d ) .

I t  a p p e a r s  t h a t  c o n c a n a v a l i n  A b i n d i n g  s i t e s  a r e  a l s o  n o t  

i n v o l v e d  i n  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

5 , 4 . 2 . 2 .  E f f e c t  o f  n u p e r c a i n e  on c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n .

P h o s p h o l i p a s e  Ag, w h ich  i s  p r e s e n t  i n  b i o l o g i c a l  m e m b ra n e s ,  

s u c h  a s  m i t o c h o n d r i a l  ( S c h e r p h o f  e t  a l . ,  I 9 6 6 ) a n d  p l a s m a  ( W a i t e  

& Van D e e n e n ,  1 9 6 7 )  m e m b ra n e s ,  i s  i n h i b i t e d  by  n u p e r c a i n e  

( S c a r p a  & L i n d s a y ,  1 9 7 2 ) .  P h o s p h o l i p a s e  r e l e a s e s  f a t t y  a c i d s  

f rom p h o s p h o l i p i d s ,  and  t h e r e f o r e  t h e  p o s s i b l e  i n v o l v e m e n t  o f  

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

u s i n g  n u p e r c a i n e .  S c a r p a  & L i n d s a y  ( 1 9 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  a  

c o n c e n t r a t i o n  o f  I 50  {aM n u p e r c a i n e  i n h i b i t e d  p u r i f i e d  p o r c i n e  

p a n c r e a s  p h o s p h o l i p a s e  A^*

C u l t u r e s  o f  b o t h  BHK-TK"^ c e l l s  and  BHK-TK*" c e l l s  w e re  

i n c u b a t e d  w i t h  n u p e r c a i n e  (O, 4 0 ,  150 p t j  f o r  2 h .  The BHK-TK”* 

c u l t u r e s  w e re  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  2i-h, i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

n u p e r c a i n e  ( c o n c e n t r a t i o n  a s  a b o v e )  and  t h y m i d i n e , w i t h  t h e  

a p p r o p r i a t e  n u p e r c a i n e  t r e a t e d  BHK-TK^ c u l t u r e s .  A u t o r a d i o g r a p h s  

w ere  p r e p a r e d .  T h e s e  show ( F i g .  3 0 a , b , c )  t h a t  i n t e r a c t i o n  o c c u r r e d  

a t  b o t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  n u p e r c a i n e  u s e d .  4 0 O pM f i n a l



Fi g .  29

ur 1 d '] n e lab oiled nucleotide transfer
b e t w e e n  c e l l s

1 X 10"^ TG^ c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s h e s ,  
x

5 % 10 TG^ c e l l s  ( d o n o r s )  w e re  p l a t e d  o u t  i n  35mm d i s h e s  

and  grown f o r  I 6 h .  C o - c u l t u r e s  w ere  fo rm ed  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 ,

Donor c u l t u r e s  w ere  l a b e l l e d  f o r  iyh w l t h ^ H u r i d i n e  ( 2 . 5 p C i / m l )

The d o n o r  c u l t u r e s  w ere  w ashed  x 3 w i t h  BSS (37^C;  2 m l ) .  2m1 

EFC 10 c o n t a i n i n g  Con A ( 0 ,  10 ,  2 5 ,  5 0 p g / m l )  was a d d e d  t o  e a c h  

c u l t u r e  and  i n c u b a t i o n  was c o n t i n u e d  f o r  I 5 i rdn. Donor and 

r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  t h e n  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  9Û min i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  Con A ( c o n c .  a s  a b o v e ) .  C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  

f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 5 * 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  

w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  27 d a y s .  H a g n i f i c a t i o n  xA8 0 .

a )  U n t r e a t e d  c o n t r o l ;

b )  I 0 | i g / m l  Con A; 

c ) 25(.ig/ml Con A;

d ) 5 0 p g / m l  Con A*
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Pig. dO
Effect of nunercaino on metabolic cooncrntlon

(a)

5 X 10 ̂ BHK~TPA cells v.'cre plated out in 35̂ !'! dishes ( i- 3 coverslips) 
and grown for 20h. 1 x 10'̂  BIIK-TK cells were plated out in 33mm 
dishes and grown for 20h. Nupercaine (0, 40, 150uM) was added to 
the BHK-TK^ cultures for 2h. The medium was removed fiom the 
BHK-TK* cells and the BHK-TK cells were trypsinised and added to 
the BHK-TK* cells. The cells were.co-cultured together for 2.5h

r \ i
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n u p e r c a i n e  ( c o n c .  a s  a b o v e )  a n c l ' H j t h y m i d i n e  

( 5 | i C i / m l ) .  C e l l s  w ere  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  

2 . 2 . 5 * 1 '  A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  9 d a y s .

Magnification x440.

a) Untreated culture; b) 40pM nupercaine;
c) 150pM nupercaine.
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c o n c e n t r a t i o n  n u p e r c a i n e  c a u s e d  t h e  c e l l s  t o  r o u n d  up and  d e t a c h  

a f t e r  a  2h  i n c u b a t i o n .

T h e r e f o r e j  i t  a p p e a r s  t h a t  r e m o v a l  o f  f a t t y  a c i d s  from 

p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  membrane  o f  p h o s p h o l i p a s e  Ap i s  n o t  

n e c e s s a r y  f o r  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

E f f e c t  o f  p - h y d r o x y m e r c u r i . b e n z o a t e  on c e l l - c e l l  

i n t e r a c t i o n ,

p - H y d r o x y r a e r c u r i b e n z o a t e  (PHMB), w h ic h  r e a c t s  w i t h  t h i o l  

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

p r o t e i n s  may b e  i n v o l v e d  i n  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

C u l t u r e s  o f  d o n o r  c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  v / i t h  ly  u r i d i n e  f o r  /qh, 

w ere  i n c u b a t e d  w i t h  PH14B ( 0 ,  0 . 0 2 3 ,  0 . 0 3 ,  0 . 1  mM) f o r  30 m in .

They w e re  t h e n  c o - c u l t u r e d  f o r  l ^ h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  PHHB 

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

A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  p r e p a r e d .  The q u a n i t y  o f  l a b e l  p r e s e n t  i n  

r e c i p i e n t  c e l l s  i n  t h e  0 . 0 2 3  mM PHflB t r e a t e d  c o - c u l t u r e  ( F i g ,  31b)  

was s i m i l a r  t o  t h a t  p r e s e n t  i n  u n t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l s  (Fi .g .  3 1 a ) ,  

a l t h o u g h  some c e l l s  h a d  s t a r t e d  t o  r o u n d  u p .  H ow ever ,  i n  t h e  

0 . 0 3  mM PHMB t r e a t e d  c o - c u l t u r e  ( F i g ,  3 1 c ) ,  w h i l e  m o s t  r e c i p i e n t  

c e l l s  had  s p r e a d  a f t e r  I h  c o - c u l t u r e ,  a  c o n s i d e r a b l e  number  had  

r o u n d e d  up  a n d  d e t a c h e d  a g a i n  a f t e r  l ^ h  c o - c u l t u r e .  A l s o ,  m o s t  

o f  t h e  d o n o r  c e l l s  i n  t h i s  c u l t u r e  had  r o u n d e d  up an d  d e t a c h e d .

No i n t e r a c t i o n  was o b s e r v e d  i n  t h i s  c u l t u r e .  I n  t h e  0 . 1  mM PHMB 

c u l t u r e ,  i t  v/as n o t e d  t h a t  e v e n  a f t e r  t h e  30 m in  p r e i n c u b a t i o n  

o f  t h e  d o n o r  c e l l s  w i t h  PHMB, t h e s e  were  r o u n d i n g  up and  d e t a c h i n g .  

T h e r e f o r e ,  i t  a p p e a r s  t h a t  PHMB h a s  a r a p i d  t o x i c  e f f e c t  on BHK 

c e l l s  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s .  However ,  s i n c e  i n t e r a c t i o n  

b e t w e e n  c e l l s  was o b s e r v e d  a t  0 . 0 2 5  mM PHMB, i t  a p p e a r s  t h a t  

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

j u n c t i o n  f o r m a t i o n .



F i g .  31

Effect o f PHM B on u rldine label 1 e d n ucleoti d_e_ transfer
b e t w e e n  c e l I s

5
1 X 10 '  cello ( r e c i p i e n t s )  were  p l a t e d  o u t  i n  33mm

X
d i s h e s .  3 X 10 TG^ c e l l s  ( d o n o r s )  were  p l a t e d  o u t  i n  33mm 

d i s h e s  and  grown f o r  I 6 h ,  C o - c u l t u r e s  w ere  fo rm ed  a s  i n  

S e c t i o n  2 . 2 . 3 .  Donor  c u l t u r e s  were  l a b e l l e d  f o r  4h w i t h  

[ y p j u r i d i n e  ( 2 . 3 p C i / m l ) .  The d o n o r  c e l l s  w ere  w ashed  x 3 

w i t h  BSS (3 7 °C ;  2 m l ) .  2m1 EFC 10 c o n t a i n i n g  PHMB ( 0 , 0 . 0 2 3 ,

0 . 03mK) was a d d e d  t o  e a c h  c u l t u r e  an d  i n c u b a t i o n  was 

c o n t i n u e d  f o r  30 m i n .  Donor and  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  t h e n  

c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r  f o r  90 min  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  PHMB 

( c o n c .  a s  a b o v e ) .  C e l l s  w e re  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  

a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  

82  d a y s .  M a g n i f i c a t i o n :  x Z+BO.

a )  u n t r e a t e d  c u l t u r e ;  b)  0 . 0 2 3mM PHMB; c)  0.05mM PHMB,
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ur ,

The c o n c l u s i o n s  drawn f rom t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  r e a g e n t s  on 

c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n  r e q u i r e  t h a t ; -

1) a l l  PHA a n d  Con A b i n d i n g

s i t e s  a r e  b l o c k e d .

2)  n u p e r c a i n e  i n h i b i t s  a l l

p h o s p h o l i p a s e  A^ a c t i v i t y ,

3)  PHMB b l o c k s  a l l  t h i o l

g r o u p s .

H ow ever ,  i t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  a  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  

b e t w e e n  t h e  e x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  o f  an  i n h i b i t o r  w i t h  i t s  

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

i n h i b i t o r  i s  t o  b e  u s e f u l  f o r  s t u d i e s  on c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n s .  

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

t h e  e x t e n t  o f  b l o c k i n g  o r  i n h i b i t i o n  o f  any  o f  t h e  r e a g e n t s  

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

o b s e r v e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t o x i c  e f f e c t s .
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3 * 5 o l ,  L o c a t i o n  o f  g e n e t i c  l o c u s  ( l o c i )  r e q u i r e d  f o r  i n t e r a c t i o n

b e t w e e n  c e l l s .

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

b e t w e e n  c e l l s  i s  b e i n g  s t u d i e d .  The m e thod  s e l e c t e d  r e q u i r e s  t h e  

f u s i o n  o f  a  c e l l ,  w h ic h  c a n  i n t e r a c t  ( i n t * c e l l s ) ,  w i t h  a  c e l l ,  

w h ic h  c a n n o t  i n t e r a c t  ( i n t ~  c e l l s ) ,  t o  form a n  i n t  c e l l  h y b r i d .  

By c o r r e l a t i n g  t h e  l o s s  o f  ch rom osom es  from s u c h  h y b r i d s  w i t h  

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

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

r e q u i r e d  f o r  i n t e r a c t i o n ,  McCargow & P i t t s  ( 1 9 7 1 )  h a v e  shown 

t h a t  a n  i n t * h y b r i d  c a n  be  i s o l a t e d  from f u s i o n  o f  a  BHK-i n t * 

c e l l  l i n e  w i t h  a  L - i n t "  c e l l  l i n e .  S i n c e  t h e r e  i s  o n l y  a l i m i t e d  

l o s s  o f  c h ro m o s o m es  (10 -20% )  i n  some i n t e r s p e c i f i c  h y b r i d s  

( W e i s s  G r e e n ,  1 9 6 7 ) ,  a n d  s i n c e  chrom osom es  o f  b o t h  p a r e n t a l  

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

l o s s  o f  on e  s e t  o f  t h e  p a r e n t a l  ch rom osom es  ( t h e  i n t ’ p a r e n t )  

i s  c l e a r l y  a n  a d v a n t a g e .  W e i s s  & G reen  ( 1 9 6 7 )  r e p o r t e d  t h a t  i n  

human-m ouse  h y b r i d s ,  a t  l e a s t  73% a n d  i n  some c a s e s  more  t h a n  95% 

o f  t h e  human ch rom osom es  w e re  l o s t ,  w h i l e  v e r y  few o f  t h e  mouse 

ch rom osom es  w e re  l o s t .  T h e r e f o r e ,  a  h y b r i d  b e t w e e n  a  human embryo 

l u n g  f i b r o b l a s t  l i n e  (H116)  an d  a n  L c e l l  l i n e  ( A 9 ) ,  w h ic h  l a c k s  

t h e  enzyme i n o s i n i c  p y r o p h o s p h o r y l a s e  ( L i t t l e f i e l d ,  I 9 6 6 ) v/as 

u s e d .  McCargow and  P i t t s  (1 9 7 1 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  A9 c e l l  

l i n e  d o e s  n o t  i n t e r a c t .  The H116 c e l l  l i n e  was  shown ( F i g .  3 2 a , b )  

t o  i n t e r a c t  w i t h  BHK "■IP?"" c e l l s ,

Tv/o d i f f e r e n t  h y b r i d  c l o n e s  i s o l a t e d  from t h e  f u s i o n  o f  H116 

c e l l s  an d  A9 c e l l s  w e re  a s s a y e d  f o r  i n t e r a c t i o n .  C u l t u r e s  o f  

c l o n e  201  p a s s  iQ an d  c l o n e  3 p a s s  1 4 , p r e l a b e l l e d  f o r  4h w i t h  

u r i d i n e ,  w e re  c o - c u l t u r e d  f o r  5h w i t h  u n l a b e l l e d  BHK r e c i p i e n t  

c e l l s .  A u t o r a d i o g r a p h s  show t h a t , i n  g e n e r a l , c l o n e  2 0 1 . 1 0  c e l l s  

do n o t  i n t e r a c t  ( F i g .  33& ) ,  a l t h o u g h  a few i n t e r a c t  p o o r l y .



Fi-. F2

I n  t o r  a c t i o n  b e t w e e n  H1 16 c g I l s  and BIIK - 1PP"' c g ]. l  ;--j

( a ) ( b )

1 X 10^^ H116 p a s s  18 c o l i s  and  2 x 10^  EHK-TPP“ c e l l s  were 

p l a t e d  o u t  i n  33mm d i s h e s  (+  3 c o v e r s l i p s )  and  grown f o r  

25h  i n  t h e  p r e s e n c e -  o f [ ^ Q  hypo x a n t h i n e  ( f ^ C i / m l ) .  C e l l s  

w e re  t h e n  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  o s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 3 . 1  

A u t o r a d i o g r a p h s  wore  d e v e l o p e d  a f t e r  26 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n ;

X 4 6 0 .

a )  a f i e l d  s h o w i n g  an H I I 6 c e l l ;

b)  a c o n t r o l  f i e l d  w i t h o u t  an  H116 c e l l .



Fig. 33

I n t e r a c t i o n  be two on Cl g p l . i O  o r  Cl 3 . 1 4  c o l l s  and  PH K c f.' 11 s

. i

( a )

4 X 10 c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  were  p l a t e d  o u t  i n  33mm d i s h e s .
%

5 X 10 Cl  2 0 1 . 9  o r  Cl  3 . 1 3  c e l l s  ( d o n o r s )  w ere  p l a t e d  o u t  i n  

33mm d i s h e s  and grown f o r  1 6h .  C o - c u l t u r e s  w ere  fo rm ed  a s  i n  

S e c t i o n  2 . 2 , 3 .  Donor  c e l l s  were  l a b e l l e d  f o r  qh w i t h T ' u r 1 d ine  

( 2 .  3 |u C i / m l ) . Donor  and  r e c i p i e n t  c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  

t o g e t h e r  f o r  3 h .  C e l l s  w ere  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  

S e c t i o n  2 , 2 . 5 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  were  d e v e l o p e d  a f t e r  20 d a y s .  

M a g n i f i c a t i o n :  x 700 ( a ) ;  x 4 8 0  ( b , c , d ) .

a )  Cl  2 0 1 , 1 0 :  b a c k g r o u n d  g r a i n s  i n  r e c i p i e n t  c e l l s ;

b)  Cl  3 . 1 4 :  h e a v i l y  l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s ;

c)  Cl  3 . 1 4 :  l i g h t l y  l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s ;

d)  Cl  3 . 1 4 :  b a c k g r o u n d  g r a i n s  i n  r e c i p i e n t  c e l l s .



,  ( b )

( c )

(d )
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H ow ever ,  c l o n e  5 . 1 4  shows a  r a n g e  o f  i n t e r a c t i o n  a b i l i t y  from 

good i n t e r a c t i o n  t o  no i n t e r a c t i o n  ( F i g . 3 3 b , c , d ) .

The e x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  two h y b r i d s  a t  d i f f e r e n t  

p a s s  n u m b e r s  was q u a n t i t a t e d .  C u l t u r e s  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  c e l l s ,  

p r e l a b e l l e d  f o r  4h w i t h u r i d i n e , w e re  c o - c u l t u r e d  f o r  3h w i t h  

u n l a b e l l e d  BHK r e c i p i e n t  c e l l s .  A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  p r e p a r e d .  

I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  c e l l s  was  c l a s s i f i e d  

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

c e l l s  a s  f o l l o w s  ( F i g .  3 3 b , c , d  r e s p e c t i v e l y ) : -

1)  h e a v i l y  l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s ,

2 )  l i g h t l y  l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s ,  and

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

The d a t a  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 6 .  T h i s  shows  t h a t ,

w h e r e a s  9 2 % o f  c l o n e  3 * 1 4  c e l l s  c an  s t i l l  i n t e r a c t ,  86% o f  t h e  

c l o n e  2 0 1 . 1 0  c e l l s  do n o t  i n t e r a c t .  T a b l e  17 show s  t h e  human 

ch rom osom es  o r  chromosome m a r k e r s  ( d a t a  k i n d l y  p r o v i d e d  by 

D r ,  G o r m l e y ) , w h i c h  c o u l d  be  d e t e c t e d  i n  c l o n e  3 . 1 1  and  c l o n e  

2 0 1 . 6 .  The o n l y  human chromosome m a r k e r s ,  p r e s e n t  i n  c l o n e  3 . 1 1  

( i n t *)  an d  a b s e n t  i n  c l o n e  2 0 1 . 6  ( t u t " ' ) , a r e  l a c t a t e  

d e h y d r o g e n a s e - A  a n d  e s t e r a s e - A ,  w h ic h  a r e  b o t h  l o c a t e d  on 

ch romosome 1 1 .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  human 

chromosome 11 c o n t a i n s  t h e  l o c u s  f o r  t h e  p r o t e i n  r e q u i r e d  f o r  

i n t e r a c t i o n  i n  H116 c e l l s .

3 . 3 . 2 .  M o r p h o l o g y  o f  i n t e r a c t i n g  and  n o n - i n t e r a c t i n g  c e l l s .

A n a l y s i s  o f  T a b l e  3 s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  may b e  a  p o s s i b l e  

c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  a b i l i t y  o f  a  c e l l  t o  i n t e r a c t  an d  t h e  

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

w h e r e a s  i n t "  c e l l s  a r e  e p i t h e l i o i d .  However ,  a l t h o u g h  t h e  

m o r p h o l o g y  o f  c l o n e  2 0 1 . l o - i n t "  ( F i g .  3 3 a )  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  

o f  t h e  L - i n t *  p a r e n t a l  c e l l ,  t h e  m o r p h o l o g y  o f  c l o n e  3 . 1 4 - i ü t ' ^



Table 16

G u a a t i  t a i ’. l orj o f  t h e  e x t e n t  o f  i n t e r n e  t l  on o f  v a r  i on o 000.0 en o f

c l o n e s  3 and  201 ( d o n o r s )  w i t h  BHK c e l l s  ( r e c i p i e n t s )

Donor

c e l l s

201.10

P a t t e r n  o f  l a b e l  i n  r e c i p i e n t '  c e l l s  (%)

Heavy

■ 201.12

2 0 1 .2 8  

3 . 1 4

3 . 2 0  

3 , 2 7  

3 . 3 2

64

12

13

L i g h t

13 

11

6 

28

14  

10

3

B a c k c r o u n d

86

88

9 

8

74

73

97

3
5 X 10 donor '  c e l l s  w e re  p l a t e d  o u t  i n  33mm d i s h e s  and  grown f o r  

I 6 h .  A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  p r e p a r e d  a s  i n  t h e  Legend  t o  Ft g ,  33 

an d  d e v e l o p e d  a f t e r  20 d a y s .  See  Legend t o  T a b l e  13 f o r  t h e  

d e t a i l s  on t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  e x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  o f  

d o n o r  c e l l s .



Table 1?

Human chromosom e a n a l y s i s  o f  c l o n e  3 , 1 1  and  c l o n e  2 0 1 , 6

C lo n e  3 . 1 1

X

14

I s o c i t r a t e
d e h y d r o g e n a s e

APHT ( w e a k )

P y r u v i c  k i n a s e  ( ? )

LDH»A

E s t e r a s e - A

C lo n e  2 0 1 . 6

X

14

I s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e

APPT (w eak )

P y r u v i c  k i n a s e

Chromosome

a s s i g n m e n t

X

14

16

11

11

D a t a  k i n d l y  p r o v i d e d  by  D r .  G o rm le y ,

R u d d le  ( 1 9 7 3 )



( F i g ,  3 3 ^ » c , d )  was a l s o  s i m i l a r  t o  L c e l l s ,  r a t h e r  t h a n  t h e  

HllG-inJ;'*" p a r e n t a l  c e l l  ( F i g .  5 2 a ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  

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

a b i l i t y  o f  t h e  c e l l  t o  i n t e r a c t .

3 . 3 *3 , P a r t i a l  i s o l a t i o n  o f  a n  i n t e r a c t i n g  L c e l l ,

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

b e h a v i o u r  a n d  m o r p h o l o g y  o f  c e l l s ’ r e q u i r e s  i s o l a t i o n  o f  c e l l s  

from t h e  same c e l l  l i n e  d i f f e r i n g  o n l y  i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  

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

t o  i s o l a t e  B H K - i n i "  c e l l s ,  p e r h a p s  s u g g e s t i n g  t h a t  more  t h a n  a  

s i n g l e  s t e p  m u t a t i o n  i s  r e q u i r e d .  However ,  T a b l e  13 shows t h a t  a  

few L c e l l s  may i n t e r a c t  w e a k l y ,  s u g g e s t i n g  t h a t  i t  m i g h t  be  

p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  a n  i n t e r a c t i n g  L c e l l ,

P i t t s  ( I 9 7 I )  h a s  shown t h a t  a t h i c k  1 : 1  m ix e d  p o p u l a t i o n  

o f  BHK-IPP an d  BHK-TK' c e l l s  c a n  grow t o g e t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  HAT m edium,  by m u t u a l  e x c h a n g e  o f  n u c l e o t i d e s  ( S e c t i o n  1 . 2 , 7 . ) .  

T h e r e f o r e ,  i f  1-TK™ c e l l s  a n d  BHK-IPP™ c e l l s  a r e  c o - c u l t u r e d  

t o g e t h e r  i n  HAT medium, g r o w t h  i n  t h e  c u l t u r e  w i l l  o n l y  r e s u l t  

f rom L"'TK”’ c e l l s  i n t e r a c t i n g  w i t h  c e l l s .

A t h i c k  1 : 1  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  L-TK~ c e l l s  an d  BHK-IPP*” 

c e l l s  was  fo rm ed  an d  grown i n  t h e  p r e s e n c e  o f  HAT medium, w h ic h  

was r e n e w e d  a f t e r  2 d a y s  and  4  d a y s  c o - c u l t u r e .  A f t e r  7 d a y s  

c o - c u l t u r e ,  a l t h o u g h  q u i t e  a  few c e l l s  w e re  s t i l l  a t t a c h e d ,  m o s t  

o f  t h e  c e l l s  a p p e a r e d  t o  be  d e a d .  F r e s h  medium,  w i t h o u t  HAT, was 

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

h a d  grown t o  form a m o n o l a y e r  ( 2 1  d a y s ) .  The p a r a l l e l  m o r p h o l o g y  

o f  t h e  m o n o l a y e r  s u g g e s t e d  t h a t  m o s t  o f  t h e  c e l l s  w ere  BHK»IPP~.

To t e s t  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  i n t e r a c t i n g  L-TK*” c e l l s ,  c e l l s  from 

t h e  m o n o l a y e r  w ere  grown i n  t h e  p r e s e n c e  ofl"^H h y p o x a n t h i n e  an d
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autoradiographs were prepared. Fig. 34  shows that metabolic 

co-operation between cells was occurring in the culture, 

suggesting that interacting L cells were present. The possibility 

that these int^ cells are BHK-IPP~ revertants is unlikely, at 

these concentrations of cells (5x10^), and any revertants, if 

present, would be eliminated by the following step.

To isolate the L-TK™ cells from BHK-IPP’” cells, the 

monolayer was subcultured ( 1 : 1 5 ; 1:20; 1 : 3 0 ;  1 : 6 0 )  into medium 

containing 5-bromodeoxyuridine (50 pg/ml), which v/ill kill 

BHK-IPP“ cells (TK'""), but not L-Tir cells (c,f, Littlefield, 

1 9 6 6 ) .  However, if any interacting L-TK" cells are in contact 

with BHK-IPP ’ cells, these will also be killed by metabolic 

co-operation (this is in agreement with the data i n  Table I 8 ;
-I-

o n l y  a  few L--i n t  c e l l s  a r e  i s o l a t e d  f rom t h e  1 : 1 5  s u b c u l t u r e ) ,  

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

n u c l e o t i d e  l e v e l  f rom BHK-IPP" c e l l s  t o  L-TK” c e l l s .

Clones with the characteristic L cell morphology grew up in 

all cultures. In each culture, the clones were trypsinised and 

grown together until a monolayer Vi/as formed. All 4  cultures were 

assayed for the ability to

a) incorporate hypoxanthine to 

test for the presence of L-TK”” cells,

b) incorporate thymidine to test 

for the presence of BHK-IPP” cells,

c) interact by prelabelling cells 

vith uridine and co-culturing them for 3h v/ith unlabelled 

BHK cells.

A u t o r a d i o g r a p h s  w e re  p r e p a r e d .  The d a t a  f o r  e a c h  c u l t u r e  

a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  I 8 . I n  c u l t u r e  (? . ) ,  t h e r e  i s  no

t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i n g  BHK-IPP c e l l s  and  17;^ o f  t h e  c e l l s  

a r e  i n t e r a c t i n g  w e l l  ( F i g .  3 3 ) .  A g a i n ,  t h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e



X/ ,

M etabolic co-operation between a possible cell

and BHK-IPP"" cells

4".

1 8 o z .  b o t t l e  BHK-IPP" c e l l s  ( t h i c k )  and 1 8 o z .  b o t t l e  

L-TK c e l l s  ( t h i c k )  w e re  co m b in e d  i n  a f r e s h  8 o z .  b o t t l e  

and  grown i n  HAT (C'(Ag/ml t h y m i d i n e ,  6 j ig /m l  a m i n o p t c r i n ,

8 | i g / m l  h y p o x a n t h i n e ) medium.  The HAT medium was r e n e w e d  

a f t e r  2 d a y s  and  a g a i n  a f t e r  4 d a y s  c o - c u l t u r e .  A f t e r  7 

d a y s  c o - c u l t u r e ,  f r e s h  medium,  w i t h o u t  HAT, was a d d e d  and
<3

t h e  s u r v i v i n g  c e l l s  g row n t o  form a m o n o l a y e r .  2 x 10 c e l l s  

f rom t h i s  m o n o l a y e r  w e re  p l a t e d  o u t  i n  d i s h e s  ( + 3

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

^ 0 h y p o x a n t h i n e  ( 2 . 5 p C i / m l )  f o r  1 8 h . The c e l l s  w e re  p r o c e s s e d  

f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 . B . l .  A u t o r a d i o g r a p h s  

w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  19 d a y s .  K a g n i f i c a t i o n : x Z;8o.



Table 18
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  p o s s i b l e  c e l l s

See  L eg e n d  t o  F i g .  34  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  a  m o n o l a y e r  o f  c e l l s  

c o n s i s t i n g  o f  BHK-IPP” c e l l s  an d  L-TK'" c e l l s  ( i n c l u d i n g  

p o s s i b l e  L - i n t  c e l l s ) .  T h i s  m o n o l a y e r  was s u b c u l t u r e d  ( 1 : 1 3 ,

1 : 2 0 ,  1 : 3 0 ,  1 : 6 0 ) i n t o  s e p a r a t e  8oz..  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  5 0 j ig/rnl  

3 - b r o m o d o o x y u r i d i n e  ( B u d r )  i n  EFC 10 medium. At 7 day  i n t e r v a l s  

( f o r  2 w e e k s ) , t h e  o l d  medium was r e p l a c e d  w i t h  f r e s h  medium, 

c o n t a i n i n g  Budr  ( 3 0 p g / m l ) .

C u ] . tu r e  1 ( 1 : 6 0 ) :  3 c l o n e s  grew up an d  t h e s e  w e re  t r y p s i n i s e d  

and  grown i n  t h e  same b o t t l e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Budr  f o r  I 4 d a y s ,  

and  t h e n  i n  n o r m a l  medium.

C u l t u r e  2 ( 1 : 5 0 ) :  6 c l o n e s  g rew  up and  t h e s e  w e re  t r y p s i n i s e d  

an d  grown i n  t h e  same b o t t l e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Budr  f o r  10 d a y s ,  

and  t h e n  i n  n o r m a l  medium.

C u l t u r e  3 ( 1 : 2 0 ) :  many c l o n e s  grew up an d  g r o w t h  o f  t h e  

c l o n e s  was  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  3 d a y s  i n  Budr  medium.

C u l t u r e  4 ( 1 : 1 3 ) :  many c l o n e s  g rew  up  an d  g r o w t h  o f  t h e  

c l o n e s  was c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  5 d a y s  i n  Budr  medium.

C u l t u r e s  1 - 4  w e re  t h e n  c h a r a c t e r i s e d  a s  f o l l o w s :

3h y p o x a n t h i n e  i n c o r p o r a t i o n ;  2 x 10 c e l l s  ( f r o m  e a c h  c u l t u r e )

w ere  p l a t e d  o u t  i n  s e p a r a t e  33mm d i s h e s  ( *1- 3 c o v e r s l i p s )  and  grown 

f o r  20h i n  t h e  p r e s e n c e  o f  [ ^ n j h y p o x a n t h i n e  ( 3 p C i / m l ) ,  The c e l l s  

w e re  p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 3 . 1 .  

A u t o r a d i o g r a p h s  w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  20 d a y s .  A l l  c e l l s  w ere  

h e a v i l y  l a b e l l e d .

2 )  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n :  2 x 10^  c e l l s  ( f r o m  e a c h  c u l t u r e )  

w ere  p l a t e d  o u t  i n  s e p a r a t e  35mm d i s h e s  ( -i- 3 c o v e r s l i p s )  an d  grown 

f o r  20h i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h y m i d i n e  ( 5 p C i / m l ) .  The c e l l s  w e re  

p r o c e s s e d  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 , 3 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  

w ere  d e v e l o p e d  a f t e r  20 d a y s ,  1000  c e l l s / a u t o r a d i o g r a p h  w ere  c o u n t e d ,

3 ) The e x t e n t  o f  i n t e r a c t i o n  o f  e a c h  c u l t u r e  v/as e s t i m a t e d  a s  i n  t h e  

Legend  t o  T a b l e  13 .
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Fig. 33

Interaction of nosciblc L-int"^ cells with RHK cells

4#'y: *

«¥*■

V .

15
2 X 10 c e l l s  ( r e c i p i e n t s )  w ere  p l a t e d ,  o u t  i n  55mm d i s h e s

5 X 1 0^  c e l l s  ( d o n o r s )  f rom c u l t u r e  2 ( s e e  T a b l e  18 )  w e re  

p l a t e d  o u t  i n  53mm d i s h e s  and  grown f o r  IVh.  C o - c u l t u r e s  

w e re  f o rm e d  a s  i n  S e c t i o n  2 , 2 . 5 .  Donor c e l l s  w e re  l a b e l l e d  

f o r  4h w i t h  [^" ' iQ ur id ine  ( 2 . 5 p C i / r a l ) ,  Donor  an d  r e c i p i e n t  

c e l l s  w e re  c o - c u l t u r e d  t o g e t h e r ,  f o r  5 h ,  C e l l s  w ere  p r o c e s s e d  

f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a s  i n  S e c t i o u  2 . 2 . 3 . 1 .  A u t o r a d i o g r a p h s  

w e re  d e v e l o p e d  a f t e r  70 d a y s .  M a g n i f i c a t i o n :  x 4 8 0 .
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•h _
L - i n t  c e l l  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  d i f f e r  from t h a t  o f  t h e  L - i n t  

c e l l .

I t  s h o u l d  now b e  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  a c l o n e  o f  L - i n b   ̂ c e l l s  

(L-TK m a r k e r )  f rom c u l t u r e  2 .  C u l t u r e s  o f  L - i n t ^  and  L - i n . t ” 

wou ld  t h e n  b e  a v a i l a b l e  f o r  a  d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  c e l l - c e l l  

i n t e r a c t i o n .



71.

4* DISCUSSION
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4 ,  D i s c u s s i o n

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

b e  r e q u i r e d  t o  e x p l a i n  o b s e r v a t i o n s  on c o n t r o l  o f  c e l l  movement 

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

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

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

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

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

c u l t u r e ,  was  t h e r e f o r e  u n d e r t a k e n .  Donor c e l l s ,  c o n t a i n i n g  

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

c o - * c u l t u r e d  w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s .  The p r e s e n c e  o f  

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

i n f o r m a t i o n  on t h e  n a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l e s ,  w h ic h  can  be 

t r a n s f e r r e d  d i r e c t l y  b e t w e e n  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .

4 . 1 . T r a n s f e r  o f  I'^hI u r i d i n e  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  . b e t w e e n  c e l l s .

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

p o o l s ,  and  ENA i n  t h e  c e l l ,  t h e  r e s u l t s  ( S e c t i o n  5 . 1 . )  show 

t h a t  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  ( s e e  S e c t i o n  5 . 1 . 9 . ) ,  b u t  n o t  l a b e l l e d  

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

c o n c l u s i o n  i s  b a s e d  on t h e  f o l l o w i n g  o b s e r v a t i o n s ,
r% *1

1 ) When d o n o r  c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  v / i th  K h j u r i d i n e ,  a r e  

c o - c u l t u r e d  f o r  5 b ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i n o r n y c i n  D (1  p g / m l ) ,  

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

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

c e l l s ,  c u l t u r e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a c t i n o r n y c i n  D ( S e c t i o n  5 . 1 . 5 . ) .  

S i n c e  a c t i n o r n y c i n  D ( 1  p g / m l )  d o e s  n o t  i n h i b i t  t r a n s f e r  o f  DNA 

p r e c u r s o r s  b e t w e e n  c e l l s  ( S e c t i o n  5 . I . 5 . 5 . ) ,  t h i s  shows  t h a t  t h e  

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

8 4 % o f  t h e  l a b e l  p r e s e n t  i n  u n t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l s  s h o u l d  be 

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

mean g r a i n s / c e l l  o f  a c t i n o r n y c i n  D t r e a t e d  d o n o r  c e l l s  t o  

u n t r e a t e d  d o n o r  c e l l s ;  F i g .  ? a , c ) .  The s m a l l  a m oun t  o f  l a b e l  

(3% ) ,  t r a n s f e r r e d  t o  a c t i n o r n y c i n  D t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l s ,  i s  

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

l e v e l  o f  a c t i n o r n y c i n )  D (1  p g / m l )  u s e d  c a u s e s  o n l y  95% i n h i b i t i o n

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

A u t o r a d i o g r a p h s  ( F i g .  21b )  show t h a t  w h i l e  m o s t  o f  t h i s  r e s i d u a l  

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

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

was i n  DNA, n o t  ElfA, and  e v i d e n c e  from ENase d i g e s t i o n  o f

u r i d i n e  l a b e l l e d  c e l l s  s u p p o r t s  t h i s  v iev :  ( S e c t i o n  3 . 2 . 3 . ) .

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

u n t r e a t e d  r e c i p i e n t  c e l l s  ( F i g .  6 a ,  2 1 a ) ,  p r e s u m a b l y  t h o s e  w h ic h  

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

S i n c e  DNA i s  n o t  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  BHK c e l l s  ( F i g .  19)»  i t  i s  

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

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

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

T h i s  i s  c o n s i s t e n t  vri.th t h e  c o n c e p t  t h a t  a l l  t h e  i n c o r p o r a t i o n  

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

f rom d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s .

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

a f t e r  e x p o s u r e  t o  p H j ^ u r i d i n e ,  was d e p l e t e d  by a c h a s e ,  and  t h e s e  

p u l s e - c h a s e d  d o n o r  c e l l s  w ere  c o - c u l t u r e d  w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  

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

r e d u c e d  t o  3 3  o f  t h e  u n c h a s e d  c o n t r o l  v a l u e  ( S e c t i o n  3 . 1 . 5 . ) *

T h i s  show s  t h a t  t h e  t r a n s f e r  o f  l a b e l  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  i s  

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

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

c o n t a i n e d  67% o f  t h e  l a b e l  p r e s e n t  i n  u n c h a s e d  d o n o r  c e l l s ;

F i g .  1 1 a , c ) .  T h i s  r e d u c e d  l e v e l  o f  l a b e l  i n t h e  ENA o f  t h e  

p u l s e - c h a s e d  c e l l s  i s  due t o  c e l l  d i v i s i o n ' d u r i n g  t h e  c h a s e  

p e r i o d ,  o f f s e t  t o  some e x t e n t  by  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  

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

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

c h a s e  e x p e r i m e n t  (3%) c a n  be  a c c o u n t e d  f o r  by  t h e  t r a n s f e r  and 

i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  ( F i g ,  13&) ,  s t i l l  p r e s e n t  

i n  d o n o r  c e l l s  a f t e r  t h e  c h a s e  ( T a b l e  1 2 ) .

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

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

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

t r a n s f e r  l a b e l ,  was  r u l e d  o u t  ( F i g .  12)  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t

u r i d i n e  t o  p r o v i d e  a 

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

5 )  When p u l s e - c h a s e d  d o n o r  c e l l s ,  w i t h  a d e p l e t e d  l a b e l l e d  

n u c l e o t i d e  p o o l ,  wei'e c o - c u l t u r e d ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

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

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

r e d u c e d  t o  0.4% o f  t h e  c o n t r o l  r e c i p i e n t  v a l u e .  T h i s  c o n f i r m s  t h e  

c o n c l u s i o n s  d raw n  f rom 1) & 2 )  a b o v e  t h a t  t h e  s m a l l  a m o u n t s  o f  

l a b e l  (5% & 3% r e s p e c t i v e l y ) ,  s t i l l  t r a n s f e r r e d  t o  r e c i p i e n t  c e l l s ,  

w ere  due  t o  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r .  A u t o r a d i o g r a p h s  

( F i g .  1 3 c ,  2 1b )  show t h a t  t h e  l a b e l  (0 .4 % )  r e m a i n i n g  i n  r e c i p i e n t  

c e l l s  a f t e r  t h e  co m b in e d  c h a s e / a c t i n o m y c i n  D t r e a t m e n t  i s  l o c a t e d  

i n  t h e  n u c l e u s  o f  o n l y  some c e l l s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  l a b e l  i s  

i n  DNA, n o t  ENA, a s  i n  1) a b o v e .  S i n c e  DNA i s  n o t  t r a n s f e r r e d  

( F i g .  1 9 ) ,  t h i s  l a b e l  m u s t  a l s o  be  due  t o  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  and  

i n c o r p o r a t i o n .

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



4) The l a b e l l i n g  p a t t e r n  ( h e a v y  n u c l e o l i  l a b e l l i n g )  w i t h i n  

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

d o n o r  c e l l s  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  ( S e c t i o n  3 , 1 . 4 , ) ,

5) T r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  ENA b e t w e e n  c e l l s  m i g h t  be 

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

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

r e l a t i v e l y  s l o w  d i f f u s i o n  r a t e s  o f  ENA. H owever ,  t h i s  i s  n o t  

o b s e r v e d  ( e . g .  F i g .  1 7 a ,  N o te  t h e  s h a r p  d e c r e a s e  i n  d e n s i t y  o f  

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

c y t o p l a s m i c  p r o c e s s e s  c o n n e c t i n g  t h e  two c e l l s ) ; a g a i n  i n d i c a t i n g  

t h a t  ENA i s  n o t  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s .

I n  c o n c l u s i o n ,  i t  i s  q u i t e  c l e a r  t h a t  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  

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

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

c e l l s .  H ow ever ,  t h e  t r a n s f e r  o f  a  fev/ r a r e  s p e c i e s  o f  ENA 

c a n n o t  b e  r u l e d  o u t ,  a l t h o u g h ,  i n  g e n e r a l ,  no t r a n s f e r  o f  ENA 

i s  o b s e r v e d ,

i t o l o d n y  ( 1 9 7 1 ,  1 972 )  h a s  r e p o r t e d  t h a t  l a b e l l e d  ENA, b u t  

n o t  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s ,  i s  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  3 T3  c e l l s  and  

b e t w e e n  .SV3T3 c e l l s .  H i s  c o n c l u s i o n s  a r e  b a s e d  on t h e  f o l l o w i n g  

o b s e r v a t i o n s ; -

1)  E x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  v/as a d d e d  d u r i n g  c o - c u l t u r e  

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

p o o l .  H ow ever ,  r e s u l t s  ( S e c t i o n  3 . 1 , 1 . )  w i t h  BHK c e l l s  show 

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

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

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

u r i d i n e  t o  e q u i l i b r a t e  w i t h  t h e  l a b e l l e d  u r i d i n e  n u c l e o t i d e  

p o o l  ( S e c t i o n  3 , 1 . 2 , ) .  Such  a f a i l u r e  o f  u n l a b e l l e d  n u c l e o s i d e s  

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



/ ' ü .

p o o l s  h a s  b e e n  r e c o r d e d  by  s e v e r a l  a u t h o r s  ( S i s k e n  & K i n o s i t a ,  

1961 ;  P e r r y ,  1 9 6 3 :  W arne r  e_t a l . ,  1 9 6 6 ) .

2 )  K o lo d n y  ( 1 9 7 1 ) j h o w e v e r ,  n o t e d  t h a t  i n h i b i t i o n  by  

e x c e s s  u n l a b e l l e d  u r i d i n e  may be  u n s a t i s f a c t o r y ,  and  t h e r e f o r e  

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

d u r i n g  c o - c u l t u r e .  He fo u n d  t h a t  a c t i n o r n y c i n  D ( 1 2 . 5  |%g/ml) d i d  

n o t  r e d u c e  t h e  e x t e n t  o f  t r a n s f e r  o f  l a b e l  from d o n o r  t o  

r e c i p i e n t  c e l l s .  H ow ever ,  t h i s  r e s u l t  c o u l d  n o t  be  r e p e a t e d  

u s i n g  BHK c e l l s ,  w h e r e  i t  v/as c o n s i s t e n t l y  f o u n d ,  u s i n g  BHK 

c e l l s ,  t h a t  a c t i n o r n y c i n  D ( 1  p g / m l )  d r a s t i c a l l y  r e d u c e d  t h e  

l e v e l  o f  l a b e l  p r e s e n t  i n  r e c i p i e n t  c e l l s .

3 )  K o lo d n y  ( 1 9 7 1 )  c o - c u l t u r e d  d o n o r  c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  w i t h  

[ n i e t h y l - H ; ^ m e t h i o n i n e , w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s .  He f o u n d  

t h a t  t h e r e  was a  10-13% t r a n s f e r  o f  d o n o r  l a b e l l e d  ENA t o  

r e c i p i e n t  c e l l s  i n  9 h .  C l a s o n  ( 1 9 7 1 ) ,  h o w e v e r ,  h a s  n o t e d  t h a t  

a f t e r  p u l s e - l a b e l l i n g  BHK c e l l s  f o r  2h w i t h  ^ e t h y l - H ^  m e t h i o n i n e , 

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

l a b e l l e d  p r e c u r s o r  p o o l  m u s t  b e  p r e s e n t  ( p o s s i b l y  S - a d e n o s y l  

m e t h i o n i n e ) ,  w h ic h  i s  n o t  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  t h e  u n l a b e l l e d  

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

a  p o o l  c o u l d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  a c c o u n t  f o r  K o l o d n y * s  o b s e r v a t i o n .

U) K o lo d n y  ( I 9 7 I )  f u r t h e r  r u l e d  o u t  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  on 

t h e  b a s i s  o f  t h e  f o l l o w i n g  two p o i n t s : -  a )  s i n c e !  u r i d i n e  i s
PI

c o n v e r t e d  t o  tT H J c y t i d i n e  i n  t h e  c e l l ,  t h e  H ] u r i d i n e  t o  

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

o f  c u l t u r e .  K o lo d n y  c o - c u l t u r e d  d o n o r  c e l l s ,  p r e l a b e l l e d  w i t h

H J u r i d i n e  f o r  4 h ,  w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s  f o r  2 0 h .  

A n a l y s i s  o f  d o n o r  and  r e c i p i e n t  ENA g a v e  r a t i o s  o f  1 . 1  and  

0 .9 -”1 . 0  r e s p e c t i v e l y ,  K o lo d n y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e s e  r a t i o s  w ere  

v e r y  s i m i l a r ,  a n d  t h a t ,  t h e r e f o r e ,  no l a b e l l e d  ENA was s y n t h e s i s e d  

d u r i n g  t h e  20h  c o - c u l t u r e .  H ow ever ,  s y n t h e s i s  o f  l a b e l l e d  ENA



( (

w ould  c o n t i n u e  d u r i n g  t h e  20h  c o - c u l t u r e  i n  b o t h  d o n o r  and  

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

d o n o r  c e l l  RNA, and  a l t h o u g h  d o n o r  ENA would  h a v e  a somewhat 

h i g h e r  r a t i o  due  t o  t h e  s t a b l e  l a b e l l e d  ENA s y n t h e s i s e d  d u r i n g  

t h e  i n i t i a l  4h  l a b e l  t i m e ,  i t  wou ld  p e r h a p s  n o t  d i f f e r  

s i g n i f i c a n t l y  f rom t h a t  o f  t h e  r e c i p i e n t  ENA r a t i o ,  A much more 

c r i t i c a l  t e s t  w o u ld  h a v e  b e e n  t o  a n a l y s e  t h e  d o n o r  c e l l  -.ENA 

i m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e  4h l a b e l  t i m e .

b)  K o lo d n y  (1 9 7 1 )  

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

r e c i p i e n t  c e l l s  a f t e r  t h e  20h  c o - c u l t u r e  an d  fo u n d  o n l y  

b a c k g r o u n d  l e v e l s  o f  r a d i o a c t i v i t y .  He c o n c l u d e d  t h a t  i t  " seem ed  

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

s e e n  i n  r e c i p i e n t  c e l l s " .  However ,  t h e  n u c l e o t i d e  p o o l s  w e re  n o t  

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

h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  l a b e l l e d  ( T a b l e  1 2 ) ,

S i n c e  K o l o d n y ’ s  r e s u l t s  v/ere o b t a i n e d  w i t h  3T3 c e l l s ,  

w h e r e a s  BHK c e l l s  w e re  u s e d  i n  t h i s  w ork ,  t h e  a b i l i t y  o f  3T3 

c e l l s  t o  t r a n s f e r  n u c l e o t i d e s  a n d / o r  ENA was b r i e f l y  

i n v e s t i g a t e d  ( S e c t i o n  3 . 1 . 7 ' ) "  I t  was shown t h a t  3T3 an d  BHK 

c e l l s  b e h a v e  s i m i l a r l y .  P u l s e  c h a s e  e x p e r i m e n t s ,  s i m i l a r  t o  

t h o s e  d e s c r i b e d  a b o v e ,  showed t h a t  t h e  am oun t  o f  l a b e l  p r e s e n t  

i n  r e c i p i e n t  3T3 c e l l s  i s  r e l a t e d  t o  t h e  am ount o f  l a b e l  i n  t h e  

a c i d  s o l u b l e  p o o l  o f  t h e  3T3 d o n o r  c e l l s ,  and  n o t  t o  t h e  am oun t  

o f  l a b e l  i n  t h e  ENA. A p p a r e n t l y ,  i n  3T3 c e l l s ,  a s  i n  BHK c e l l s ,  

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

by t h e  p a t t e r n  o f  l a b e l l i n g  i n  r e c i p i e n t  3T3 c e l l s  ( e x a c t l y  

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

e v i d e n t ,  K o lo d n y  ( I 9 7 I )  h a s  f u r t h e r  s u g g e s t e d  t h a t  w ho le  

r i b o s o m e s  may be  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  5T3 c e l l s .  S i n c e  rENA i s  

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



m a t u r a t i o n  (Vaiughan , 1 9 6 7 ) ,  i t  wou ld  be  p r o b a b l e  t h a t

a r i b o n u c l e o p r o t e i n  c o m p le x  w ou ld  have  t o  be  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  

3T3 c e l l s .  H ow ever ,  a s  shown i n  S e c t i o n  3 . 3 . 1 . ,  no d e t e c t a b l e  

p r o t e i n  « 0 , 0 3 %) i s  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s .

I t  a p p e a r S j t h e r e f o r e ; t h a t  K o l o d n y ’ s  r e s u l t s  a r e  i n c o r r e c t  

and  t h a t  t h e r e  i s  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r ,  b u t  no  ENA t r a n s f e r  o r  

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

4 , 2 ,  N a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l e s  t r a n s f e r r e d  f rom w i l d - t y p e  c e l l s  

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

The f i v e  p o s s i b i l i t i e s  s u g g e s t e d  ( S e c t i o n  1 . 2 , 6 . ) ,  w h ic h  

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

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

f o l l o w s  : -

a )  t r a n s f e r  f rom w i l d - t y p e  t o  v a r i a n t  c e l l s  o f  .

3 H l a b e l l e d  com pounds  b e y o n d  t h e  enzyme b l o c k ,  p r e s e n t  i n  

v a r i a n t  c e l l s  ( 1  & 2;  t h a t  i s ,  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s ;  l a b e l l e d  

n u c l e i c  a c i d ) ,

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

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

t h e  v a r i a n t  c e l l s  ( 3 , 4 -S.- 3> t h a t  i s ,  enzym e,  rnEKA o r  gen e  c o d i n g  

f o r  t h e  enzym e;  c o n t r o l  m o l e c u l e  r e q u i r e d  f o r  enzyme s y n t h e s i s  

i n  v a r i a n t  c e l l s ) ,

b)  v/as r u l e d  o u t  by t h e  s e p a r a t i o n  e x p e r i m e n t s  d i s c u s s e d  

i l l  t h e  i n t r o d u c t i o n  ( S e c t i o n  1 , 2 , 6 . ) ,  w h ic h  showed t h a t  no 

f u n c t i o n a l l y  a c t i v e  enzyme was p r e s e n t  i n  v a r i a n t  c e l l s  a f t e r  

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

t h a t  no DNA ( g e n e ) ,  mENA o r  p r o t e i n  was t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  t h e  

c e l l s .  T h i s  was c o n f i r m e d  by t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  S e c t i o n  3 . 3 . 1 ,  

T h e s e  r e s u l t s  showed t h a t  t h e r e  i s  no d e t e c t a b l e  p r o t e i n  

t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s .



T h e r e f o r e  a ) , t h e  t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  a n d / o r  

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

b a s i s  o f  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .

H ow ever ,  u r i d i n e  n u c l e o t i d e s ,  and  n o t  RNA, a r e  t r a n s f e r r e d  

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

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

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

w i t h  u n l a b e l l e d  r e c i p i e n t  c e l l s .  I n  s u c h  a m i x t u r e ,  an y  l a b e l  

p r e s e n t  i n  r e c i p i e n t  c e l l s  a t  t h e  end o f  c o - c u l t u r e  m u s t  be  

due t o  t h y m i d i n e  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r ,  s i n c e  t h e r e  i s  no 

d e t e c t a b l e  DNA t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s  ( F i g .  1 9 ) .  L a b e l  was 

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

e x p o s u r e  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  ( F i g .  2 0 ) .  H ow ever ,  t h i s  

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

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

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

M e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  h a s  b e e n  s t u d i e d  i n  some d e t a i l  

b e t w e e n  I P P ^ / I P P ^  c e l l  m i x t u r e s ,  b e t w e e n  APP’'/APP~* c e l l  m i x t u r e s  

a n d  TK V t K™ c e l l  m i x t u r e s  ( S e c t i o n s  1 . 2 .  & 1 , 2 . 1 . ) . h y p o x a n t h i n e  

a n d a d e n i n e  w i l l  l a b e l  p u r i n e  n u c l e o t i d e s ,  RNA a n d  DNA i n

w i l d - t y p e  c e l l s ,  w h e r e a s  [ ^ H j t h y m i d i n e  w i l l  l a b e l  o n l y  t h y m i d i n e  

n u c l e o t i d e s  an d  DNA. S i n c e  n e i t h e r  l a b e l l e d  DNA n o r  l a b e l l e d  RNA 

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

u r i d i n e , t h y m i d i n e , o r h y p o x a n t h i n e  ( S e c t i o n  3 . 1 . 9 . )

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

t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  f rom w i l d - t y p e  c e l l s  t o  v a r i a n t  

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

b a s i s  f o r  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .

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

1)  When a  few BHK~TK^ c e l l s  a r e  c u l t u r e d  w i t h  many BlkC-TK
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c e l l s ,  im  t h e  p r e s e n c e  o f  t h y m i d i n e ,  n o t  a l l  v a r i a n t  c e l l s  

i n  c o n t a c t  w i t h  a  w i l d - t y p e  c e l l  a r e  l a b e l l e d  ( e . g .  F i g .  8 ) ,

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

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

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

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

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

t h e  c e l l  c y c l e .

2)  A n a l y s i s  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  f e a t u r e s  o f  u r i d i n e  

n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s  ( S e c t i o n  3 . 1 * 8 . ) ,  n a m e ly  t h e  

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

d o m i n a n c e  o f  t h e  i n a b i l i t y  o f  L c e l l s  t o  i n t e r a c t  i n  m ix ed  

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

o f  l a b e l ,  show e d  t h a t  t h e y  a r e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  

m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s  ( S e c t i o n s  1 . 2 , 2 . ;  1 , 2 . 4 . ;

T a b l e  3 ) .

3 )  T r a n s f e r  o f  D - g l u c o s e - 2 - H ^  l a b e l l e d  a c i d  s o l u b l e  p o o l  

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

l a b e l l e d  by  D - g l u c o s e - 2 - H ^  was n o t  o b s e r v e d  ( S e c t i o n  3 , 3 . 2 . ) .

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

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

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

b e e n  o b s e r v e d  ( S e c t i o n  1 . 1 , 2 . ) ,  Some o f  t h e s e  d y e s  r e s e m b l e  

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

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

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

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

b e t w e e n  c e l l s .



4 . 5 .  M o l e c u l a r  n a t u r e  o f  t h e  j u n c t i o n s  w h ich  m e d i a t e  m e t a b o l i c

c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .

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

j u n c t i o n s  may m e d i a t e  i o n  t r a n s f e r ,  dye t r a n s f e r  an d  m e t a b o l i c  

c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .  S i n c e  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  b e t w e e n  

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

a r e  s i m i l a r  t o  some d y e s  known t o  be  t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  c e l l s ,  

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

may u s e  a  s i m i l a r  m e chan ism  f o r  t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s .  T a b l e s  

1 & 2 show^. t h a t  t h e r e  i s  a  good c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  i o n  t r a n s f e r ,  

dye  t r a n s f e r ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  and  g a p  j u n c t i o n s  b e t w e e n  

c e l l s ,

E l e c t r o n m i c r o g r a p h s  o f  f r e e z e - c l e a v e d  c e l l s  show t h a t  gap  

j u n c t i o n s  a r e  com posed  o f  s u b u n i t s  ( R e v e l  & K a r n o v s k y ,  1 9 6 7 ) .

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

an d  p r o t r u d e  f rom b o t h  s u r f a c e s .  A l s o ,  t h e y  may come i n  c o n t a c t  

w i t h  t h o s e  i n  t h e  o p p o s i t e  membrane when c e l l s  come i n  c o n t a c t ,  

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

( P e r a c c h i a ,  1 9 7 5 ) .  At t h e  c e n t r e  o f  t h e  s u b u n i t s ,  t h e r e  a p p e a r s  

t o  be  a s m a l l  d e p r e s s i o n ,  a b o u t  25A^ i n  d i a m e t e r  (M cN ut t  & 

W e i n s t e i n ,  1 9 7 0 ;  P e r a c c h i a ,  1 9 7 5 ) ,  w h ic h  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t o  

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

co m b in e d  s u b u n i t s  f rom c y t o p l a s m  t o  c y t o p l a s m  (McNutt  & 

W e i n s t e i n ,  1 9 7 0 ) .  T h i s  c h a n n e l  would  t h e n  r e p r e s e n t  t h e  

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

m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  n u c l e o t i d e s  and  d y e s .

P i t t s  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  an d  Cox e t  a l .  ( 1 9 7 2 )  h a v e  

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

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

( e . g .  c y a n i d e ,  a z i d e )  r e d u c e d  i n c o r p o r a t i o n  o f  p r e c u r s o r s  i n t o  

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



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

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

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

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

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

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

b e t w e e n  c e l l s  r e q u i r e d  f o r  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n .  ï l o w e v e r , 

P o l i t o f f  _et a ^ .  ( 1 9 6 9 ) ,  from s t u d i e s  w i t h  i n h i b i t o r s  o f  e n e r g y  

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

e n e r g y  i s  r e q u i r e d  t o  m a i n t a i n  low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  b e t w e e n  

C h i ro n o m u s  c e l l s .

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

was  c o n c l u d e d  t h a t  n e i t h e r  ^  novo n o r  c o n t i n u o u s  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  j u n c t i o n s  b e t w e e n  

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

( S e c t i o n  3 . 4 * 1 * ) ,  s h o w i n g  t h a t  t h e  r e q u i r e d  p r o t e i n s  a r e  a l r e a d y  

p r e s e n t  i n  t h e  c e l l .

P r e l i m i n a r y  e x t r a c t i o n  an d  a n a l y s i s  o f  mouse  h e p a t i c  gap  

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

( m o l . w t , 2 0 , 0 0 0 )  and  p o s s i b l y  2 m in o r  p r o t e i n  b a n d s ,  a s  w e l l  a s  

some n e u t r a l  l i p i d s  and  p h o s p h o l i p i d s  ( Goodenough  & S t o e c k e n i u s ,

1 9 7 2 ) .  H o w ever ,  when E v an s  & Gurd ( 1 9 7 2 )  i s o l a t e d  n e x u s e s  ( g a p  

j u n c t i o n s )  f rom mouse l i v e r ,  t h e y  d e t e c t e d  t h e  p r e s e n c e  o f *^20 

p r o t e i n s  ( i n c l u d i n g  g l y c o p r o t e i n s )  and  n e u t r a l  l i p i d ,  b u t  fo u n d  

t h a t  t h e r e  was l i t t l e  p h o s p h o l i p i d  p r e s e n t .  T h e r e  a r e  

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

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

t h e  e x t r a c t e d  m a t e r i a l .

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

form j u n c t i o n s  w ere  u n s u c c e s s f u l  ( S e c t i o n  3 . 4 - 2 . ) ,  I t  a p p e a r s  

t h a t  n e i t h e r  t h e  p r o t e i n s  w h ic h  b i n d  p h y t o h a e m a g g u t i n i n  (PHA)
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o r  c o n c a n a v a l i n ,  A UCon  A) ,  n o r  p h o s p h o l i p i d  h y d r o l y s i s  ( t o  

form l y s o p h o s p h o l i p i d s , w h ic h  may a l t e r  t h e  f l u i d i t y  o f  t h e  

m em brane ;  L u c y ,  1 970 )  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o r  

m a i n t a i n e n c e  o f  f u n c t i o n a l  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s .  However ,  

t h e  p r e s e n c e  o f  Con A o r  PHA d o e s  n o t  s t e r i c a l l y  I n h i b i t  

j u n c t i o n  f o r m a t i o n  i n d i r e c t l y .

Cox ejb a ^ ,  ( 1 9 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  PCMB ( 1 0 0 (Æ) d i d  n o t  

i n h i b i t  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n ,  when j u n c t i o n s  had  a l r e a d y  

b e e n  f o rm e d  b e t w e e n  c e l l s , p r i o r  t o  PCMB t r e a t m e n t .  T h i s  

s u g g e s t e d  t h a t  t h i o l  p r o t e i n s ,  w h ich  a r e  e x p o s e d  t o  PCMB, a r e  

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

j u n c t i o n s .  The r e s u l t s  ( S e c t i o n  3 . 4 . 2 . ) j o b t a i n e d  u s i n g  PHMB 

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

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

P o l i t o f f  ^  ( 1 9 6 9 ) h a v e  r e p o r t e d  t h a t  lOOpii

p » c h l o r o m e r c u r i p h e n y l s u l p h o n i c  a c i d , . ' (POMS) d i d  n o t  u n c o u p l e  

i o n  f l o w  b e t w e e n  C h i ro n o m u s  s a l i v a r y  g l a n d  c e l l s ,  Hov/ever,  

lOOpM E - e t h y l  m a l e i m i d e  (EEM), a n o t h e r  t h i o l  r e a g e n t ,  d i d  

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

i n  m a i n t a i n i n g  j u n c t i o n a l  c o u p l i n g ,  P o l i t o f f  ejb £ l .  ( 1 9 6 9 ) 

s u g g e s t "  t h a t  a l t h o u g h  PCMS i s  more  r e a c t i v e  t h a n  EEM, t h e  

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

r e l e v a n t  t o  m a i n t a i n i n g  j u n c t i o n a l  c o u p l i n g  a r e  i n t e r c e l l u l a r .

I n  f a c t ,  EEM may b e  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  e n e r g y  m e t a b o l i s m  

o f  t h e  c e l l ,  w h ic h  may be r e q u i r e d  f o r  j u n c t i o n  m a i n t a i n e n c e  

( s e e  p a g e  8 I ) ,

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

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

o f  m e m branes  a n d  g a p  j u n c t i o n a l  c o m p l e x e s  f rom m em branes  w i l l  be 

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

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

r e q u i r e d  f o r  i n t e r a c t i o n .

The s e l e c t i o n  p r o c e d u r e  f o r  s u c h  c e l l  l i n e s  ( L - i n t  

i s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  3 , 5 . 3 .  T a b l e  13 shows t h a t  3% o f  t h e  

L - l n t "  c e l l s  i n t e r a c t  s l i g h t l y  and  i t  i s  p r e s u m a b l y  t h e s e  c e l l s

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

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

g ap  j u n c t i o n s .  Some c o r r e l a t i v e  e v i d e n c e  f o r  t h i s  i s  s u g g e s t e d  

by S h e r i d a n  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  who f i n d s  t h a t  a  few L - i n t °  

c e l l s ,  p r e s u m a b l y  t h e  3% n o t e d  a b o v e ,  c a n  form low r e s i s t a n c e  

j u n c t i o n s .

F i n a l l y , ,  t h e  i m p o r t a n c e  o f  a  com bined  s t u d y  o f  low r e s i s t a n c e  

j u n c t i o n s ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  and  gap  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  

o f  t h e  same c e l l  l i n e ,  s u c h  a s  t h o s e  by  G i l u l a  e t  a l .  ( 1 9 7 2 ) ,  

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

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

i n t   ̂ and  i n t "  c e l l s ,  s u c h  a s  t h e  L-int"* an d  L - i n t "  c e l l s  

( S e c t i o n  3 * 5 . 3 . ) »  f o r  a  c o m b in e d  s t u d y  o f  low r e s i s t a n c e  

j u n c t i o n s ,  dye t r a n s f e r ,  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  an d  gap  j u n c t i o n s  

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

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



4*4* The b i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  o f  i n t e r c e l l u l a r  j u n c t i o n s ,

T)ie s i z e s  o f  t h e  m o l e c u l e s  ( S e c t i o n  1 , 1 , 2 . ) ,  shown t o  be 

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

a b o u t  2 , 0 0 0 .  T h e s e  i n c l u d e  p h y s i o l o g i c a l  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  

n u c l e o t i d e s ,  a n d  n o n - p h y s i o l o g i c a l  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  d y e s .  S i n c e  

gap  j u n c t i o n s ,  w h ic h  p r o b a b l y  m e d i a t e  s u c h  t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s ,  

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

c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n  m u s t  b e  o f  b a s i c  I m p o r t a n c e  t o  

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

The p o s s i b l e  r e a s o n s  f o r ,  and t h e  p o s s i b l e  e f f e c t s  o f ,  t h e  

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

1)  The d i s t r i b u t i o n  o f  n u t r i e n t s  and  w a s t e  p r o d u c t s  b e tw e e n  

c e l l s  c o u l d  o c c u r .  T h i s  w ou ld  a l l o w  f a s t e r  s p r e a d  o f  m o l e c u l e s  

b e t w e e n  c e l l s ,  t h a n  by an  e x t r a c e l l u l a r  r o u t e  a l o n e .  I t  h a s  b e e n  

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

y o l k  c e l l  a n d  e m b r y o n i c  c e l l s  o c c u r s  1 - 2  d a y s  a f t e r  t h e  o n s e t  o f

' t h e  c i r c u l a t i o n  ( F u r s h p a n  & P o t t e r ,  1 9 6 8 ) .

2)  P i t t s  ( I 9 7 I )  h a s  d e s c r i b e d  a n  e x a m p le  o f  g r o w th  c o n t r o l  

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

BHK-TK" a n d  BHK-IPP c e l l s ,  g r o w i n g  t o g e t h e r  i n  HAT medium,  r e q u i r e  

t h e  m u t u a l  e x c h a n g e  o f  n u c l e o t i d e s  f o r  g r o w t h .  A 1 : 1  m i x t u r e  o f  

t h e s e  c e l l s  c a n  grow a t  t h e  w i l d - t y p e  r a t e ,  i f  a l l  c e l l s  a r e  i n  

c o n t a c t .  H ow ever ,  when a  s p a r s e  1 : 2 0  m i x t u r e  i s  p l a t e d  o u t ,  

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

c o n f l u e n t  c u l t u r e  e v e n t u a l l y  fo rm ed  shows t h a t  a p p r o x i m a t e l y  

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

two ( o r  m o re )  d i f f e r e n t i a t e d  o r  v a r i a n t  c e l l s  c o u l d  form s u c h  a 

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

3)  S t o k e r  ( 1 9 6 7 b )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t r a n s f e r  o f  an i n h i b i t o r  

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

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

i n  t h e  c e l l  a t  c o n f l u e n c e ,  due t o  l e a k a g e  o f  I n h i b i t o r  from t h e  

c e l l .  T r a n s f o r m e d  c e l l s ,  w h ic h  c o n t i n u e  t o  g row a f t e r  a  

m o n o l a y e r  i s  f o r m e d ,  may do so  b e c a u s e  e i t h e r  a )  t h e y  f a i l  t o  

s y n t h e s i s  t h e  i n h i b i t o r  o r  b)  t h e y  do n o t  r e s p o n d  t o  t h e  

i n h i b i t o r .  PyBHK. c e l l s ,  when p l a c e d  i n  c o n t a c t  w i t h  a c o n f l u e n t  

c u l t u r e  o f  n o r m a l  c e l l s ,  b e h a v e  a s  n o r m a l  c e l l s .  S t o k e r  ( 1 9 6 7 a , b )  

c o n c l u d e d  t h a t  PyBHK c e l l s  may f a i l  t o  s y n t h e s i s  t h e  i n h i b i t o r ,  

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

( a )  a b o v e ) .  However ,  t r a n s f o r m e d  c e l l s ,  w h ic h  c o n t i n u e  t o  grow 

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

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

i n h i b i t o r  o r  may l a c k  t h e  j u n c t i o n  ( g a p )  r e q u i r e d  f o r  t r a n s f e r  

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

n o t  form low  r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s ;  S e c t i o n  1 . 1 . 1 . 3 . ) .  The u s e  

o f  t h e  L - i n t   ̂ and  L - l n t "  c e l l  l i n e s  ( S e c t i o n  3 . 5 * 3 . )  may h e l p  

t o  c l a r i f y  some o f  t h e s e  p o i n t s ,  s i n c e  L - i n t "  c e l l s  b e g i n  t o  

grow i n  s u s p e n s i o n  a f t e r  t h e  m o n o l a y e r  i s  fo rm ed  ( e . g .  do L - i n t  

c e l l s  s t o p  g ro v / in g  a f t e r  a  m o n o l a y e r  i s  f o r m e d ) .  H o w e v e r , e v i d e n c e  

f o r  an  i n h i b i t o r  m o l e c u l e  i s  r e q u i r e d .

R e c e n t l y ,  a  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  l e v e l  o f  cAMP i n  a 

c e l l  p o p u l a t i o n  an d  t h e  g r o w t h  o f  t h e  c e l l s  h a s  b e e n  n o t e d .  Lov/ 

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

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

c o n t a i n  o n l y  low l e v e l s  o f  cAMP^ even  a t  h i g h  c e l l  d e n s i t i e s  

( O t t e n  el: , 1971 ;  S h e p p a r d ,  1 9 7 2 ) .  H owever ,  s i n c e  a d e n y l

c y c l a s e ,  w h ic h  c a t a l y s i s e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  ATP t o  cAIiP, i s  

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

may i n c r e a s e  t h e  s y n t h e s i s  o f  cAMP a t  c o n f l u e n c e .



4)  D i r e c t  i n t e r a c t i o n s -  b e t w e e n  c e l l s  may be  m e d i a t e d  by 

m e m brane-m em brane  i n t e r a c t i o n s  o r  by t r a n s f e r  o f  m o l e c u l e s  from 

c e l l  t o  c e l l  ( s e e  3 )  a b o v e ) .  I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  i n

t i s s u e  c u l t u r e ,  known t o  r e q u i r e  d i r e c t  c o n t a c t  ( M a r t s  & S t e i n b e r g ,

1 9 7 3 ) ,  a r e : -

a )  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  o f  o v e r l a p p i n g ,  w h ich  g i v e s  

o n e - c e l l - d e e p  l a y e r  ( m o n o l a y e r )  on t h e  c u l t u r e  s u b s t r a t u m .

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

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

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

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

i n  v i v o  i s  o b s e r v e d  ini e p i t h e l i a l  wound h e a l i n g  ( L a s h ,  1 9 5 5 ) ,  

w h e re  c e l l s  m ov ing  o v e r  a  wound s t o p  when t h e y  m e e t ,  so  t h a t  no 

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

M a r t z  & S t e i n b e r g  ( 1 9 7 3 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  d i f f e r e n t i a l  

a d h e s i o n ,  b e t w e e n  c e l l - s u b s t r a t u m  an d  c e l l - c e l l ,  may e x p l a i n

a )  and  b )  a b o v e .

L o e w e n s t e i n  & P e n n  ( 1 9 6 7 )  h a v e  shown t h a t  e p i t h e l i a l  c e l l s  

m i g r a t e  a c r o s s  a  wound.  Lov/ r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  c a n  be  d e t e c t e d  

b e t w e e n  t h e  c e l l s  o f  t h e  two o p p o s i n g  b o r d e r s  o f  t h e  wound 

w i t h i n  50 min o f  t h e  b o r d e r s  m e e t i n g .  T h e r e f o r e ,  d i r e c t  t r a n s f e r  

o f  m o l e c u l e s  b e t w e e n  c e l l s  may be  r e q u i r e d  f o r  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  

o f  o v e r l a p p i n g .

5) The a c t i v i t y  o f  c e l l s  i n  an o r g a n  o r  t i s s u e  c o u l d  b e  

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

One e x a m p le  o f  t h e  c o - o r d i n a t e d  a c t i v i t y  o f  a n  o r g a n  ( h e a r t )  h a s  

a l r e a d y  b e e n  o b s e r v e d  ( s e c t i o n  1 . 1 , ) .  T h i s  i s  m e d i a t e d  by i o n  

t r a n s f e r  b e t w e e n  t h e  c e l l s .

S i n c e  many h o rm o n e s  i n t e r a c t  w i t h  t h e  membrane  o f  t a r g e t  

c e l l s ,  an d  some o f  t h e s e  r e s u l t  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  cAMP
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( P a s t a n  & P e r l m a n ,  1 9 7 1 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n t e r c e l l u l a r  

t r a n s f e r  o f  cAT*lP c o u l d  p r o d u c e  an  c o - o r d i n a t e d  r e s p o n s e  i n  a  

g r o u p  o f  c e l l s .

6) The t r a n s f e r  o f  m o l e c u l e s  b e t w e e n  c e l l s  h a s  b e e n  

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

m u l t i c e l l u l a r  o r g a n i s m s .  C r i c k  (1 9 7 0 )  h a s  c a l c u l a t e d  t h a t  t h e  

d i f f u s i o n  o f  a  s m a l l  m o l e c u l e  ( e . g .  c M P )  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  

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

" p r o v i d e d  a s p e c i a l  m echan ism  w h ich  a l l o w s  r e l a t i v e l y  q u i c k  

p a s s a g e  o f  t h e  m o rp h o g e n  from one  c e l l  t o  a n o t h e r  i n  t h e  t i s s u e  

o f  i n t e r e s t "  i s  a v a i l a b l e .  Gap j u n c t i o n s  p r o v i d e  t h i s  s p e c i a l  

m e c h a n i s m .

B onne r  ( 1 9 7 0 ) ,  w o r k i n g  w i t h  t h e  c e l l u l a r  s l i m e  mould  

D. d i s c o i d e u m  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  cAMP may i n d u c e  c e l l u l a r  

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

may r e q u i r e  d i r e c t  c e l l - t o - c e l l  t r a n s f e r  o f  cAMP. E n n i s  &

S ussm an  ( 1 9 5 8 )  h a s  a l s o  shown i n  D. d i s c o i d e u m  t h a t  a p p a r e n t  

n o r m a l  f r u i t i n g  b o d i e s  a r e  p r o d u c e d  when 10% w i l d - t y p e  c e l l s  

a r e  m ix e d  w i t h  9 0% v a r i a n t  c e l l s ,  w h ich  a r e  b l o c k e d  i n  

d e v e l o p m e n t .  Some t y p e  o f  d i r e c t  c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n  may be  

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

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

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

m e s o d e rm .  K e l l e y  ( 1 9 6 9 ) *  fo rm ed  e x p l a n t s  o f  m esoderm w ra p p e d  

v / i t h  e c t o d e r m .  When e c t o d e r m  was i n c u b a t e d  f o r  5h  w i t h  m e so d e rm ,  

p r e l a b e l l e d  w i t h  u r i d i n e - 5 - H ^ ,  e c t o d e r m  was  l a b e l l e d  i n  t h e  

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

d i r e c t  t r a n s f e r  o f  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  f rom m esoderm t o  e c t o d e r m ,  

a s  o b s e r v e d  i n  S e c t i o n  5 , 1 .  T h e r e f o r e ,  p r o v i d i n g  t h e r e  i s  

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

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



mesoderm on ectoderm

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

m u l t i  c e l l u l a r  s y s t e m  a c t s  a s  a d i s c r e t e  e n t i t y  m u s t  be  

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

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

t h a t  i s ,  e a c h  c e l l  c a n  s h a r e  by c e l l - c e l l  t r a n s f e r ,  c e r t a i n  

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



5 .  SUMMARY



Summary,

1 ,  The l i t e r a t u r e  c o n c e r n i n g  tv/o t y p e s  o f  d i r e c t  i n t e r a c t i o n

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

j u n c t i o n s  a n d  m e t a b o l i c  c o - o p e r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s ,  i s  

r e v i e w e d ,

2 .  A u t o r a d i o g r a p h y  was u s e d  t o  a n a l y s e  t r a n s f e r  o f

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

r e c i p i e n t  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .

3 .  I t  was shown t h a t  u r i d i n e ,  t h y m i d i n e ,  a n d  p u r i n e  

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

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

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

b e t w e e n  i n t e r a c t i n g  c e l l s .

A* I t  was shown t h a t  KNA, DMA an d  p r o t e i n  a r e  n o t

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

5 .  I t  was shown t h a t  n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  i s  t h e  b a s i s  o f

m e t a b o l i c  c o - o p c r a t i o n  b e t w e e n  c e l l s .

6* N u c l e o t i d e  t r a n s f e r  b e t w e e n  c e l l s  i s  n o t  i n h i b i t e d  by

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

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

f u n c t i o n  o f  i n t e r c e l l u l a r  j u n c t i o n s .

7* J u n c t i o n  f o r m a t i o n  b e t w e e n  c e l l s  i s  n o t  i n h i b i t e d  by

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

n u p e r c a i n e  o r  p - h y d r o x y r a c r c u r i b e n z o a t e .



8c I t  was shown t h a t  EHK and  3T3 c e l l s  show e x t e n s i v e

n u c l e o t i d e  t r a n s f e r ,  t h a t  HeLa c e l l s  show a  r e d u c e d  

n u c l e o t i d e  t r a n s f e r  an d  t h a t  L c e l l s  do n o t  t r a n s f e r  

n u c l e o t i d e s *

9 . A t e c h n i q u e  was e s t a b l i s h e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  c e l l s ,

w h i c h  form j u n c t i o n s ,  f rom p o p u l a t i o n s  o f  mouse  L c e l l s .

10* A n a l y s i s  o f  s o m a t i c  c e l l  h y b r i d s  fo rm ed  b e t w e e n  human

c e l l s ,  w h ic h  c a n  form j u n c t i o n s ,  an d  mouse L c e l l s ,  w h ic h  

c a n n o t ,  show t h a t  t h i s  t e c h n i q u e  w i l l  p e r m i t  t h e  human 

ch romosome a s s i g n m e n t  o f  t h e  g e n e s  f o r  j u n c t i o n  f o r m a t i o n .

11* The b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  d i r e c t  i n t e r a c t i o n

b e t w e e n  c e l l s  i s  d i s c u s s e d .
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