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S U M M A R Y

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  a n d  BHK c e l l s  p r o v i d e d  a n  e x c e l l e n t

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

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

v i r u s  i n f e c t i o n .  D u r i n g  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  e v i d e n c e  f o r  th e

i n d u c t i o n  of a  n e w  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  w a s  o b t a i n e d ,  w h i l e  t h e r e

w e r e  i n d i c a t i o n s  of a n  i s o e n z y m e .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  i n s t a n c e  of a

v i r u s - i n d u c e d  d e o c y c y t i d i n e  k i n a s e  t h a t  h a s  b e e n  r e p o r t e d .

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

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

v i r u s - i n d u c e d  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e s .  D e o x y c y t i d i n e  t r i p h o s p h a t e  

-5a t  2 X 10 M  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  h o s t  c e l l  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  b u t

h a d  v e r y  l i t t l e  e f f e c t  on  t h e  v i r u s - i n d u c e d  d C y d  k i n a s e .  A t  a  t e n - f o l d

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

v i r u s - i n d u c e d  k i n a s e s . In  c o n t r a s t ,  d e o x y c y t i d i n e  t r i p h o s p h a t e  a t  t h i s

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

i n h i b i t i n g  t h e  h o s t  d e o x y t h y m i d i n e  k i n a s e .  D e o x y t h y m i d i n e  t r i p h o s p h a t e

w a s  a  p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  b o t h  d C y d  a n d  d e o x y t h y m i d i n e  k i n a s e s .  A t  

- 42 x 1 0  M, d e o x y t h y m i d i n e  t r i p h o s p h a t e  i n h i b i t e d  h o s t  d e o x y t h y m i d i n e  

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

o n ly  a  s m a l l  e f f e c t  on t h e  v i r u s - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e .  T h i s  s u g g e s t e d  

t h e  i n d u c t i o n  of  a  n e w  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  in  BHK c e l l s  f o l lo w in g
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h e r p e s  i n f e c t i o n ,  w h i c h  w a s  d i s t i n c t  f r o m  h o s t  a n d  v i r u s - i n d u c e d  

d e o x y t h y m i d i n e  k i n a s e s  a n d  h o s t  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e .

A d d i t i o n a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  of a  n e w  d e o x y c y t i d i n e  

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

d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s .  T h e  s u b s t r a t e - s t a b i l i s e d  p r o f i l e s  of 

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

F u r t h e r m o r e ,  m i x i n g  s t u d i e s  w i th  c o n t r o l  a n d  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l  

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

in  t h i s  s y s t e m  w h i c h  i n c r e a s e d  th e  a c t i v i t y  of  h o s t  d e o x y c y t i d i n e  

k i n a s e  f o l lo w in g  h e r p e s  i n f e c t i o n .  T h e  r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  s y n t h e s i s  

o f  p r o t e i n  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  of t h i s  i n c r e a s e  in  a c t i v i t y  c a m e  f r o m  

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

i n d u c e d  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  w a s  r e s o l v e d  in to  tw o  c o m p o n e n t s  d u r i n g  

f r a c t i o n a t i o n  on D E A E - c e l l u l o s e .

In  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  t h e  f u n c t i o n s  of  t h e  v i r u s - i n d u c e d  

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

ou t  i n to  t h e  v a r i a t i o n  o f  a c i d - s o l u b l e  p o o l  s i z e  w i t h i n  t h e  h o s t  c e l l  

fo l lo w in g  v i r u s - i n f e c t i o n .  I t  w a s  fo u n d  t h a t  t h e  u p t a k e  of p y r i m i d i n e  

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

in  a  m a n n e r  w h i c h  p a r a l l e l e d  t h e  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  of p y r i m i d i n e  

d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s .  T h e  d i s c o v e r y  of a n  i n c r e a s e d  p o o l  

s i z e  w i t h i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  s u g g e s t e d  a n  a l t e r a t i o n  of  h o s t  c e l l ' s



X V I

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

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

f e e d b a c k  i n h i b i t i o n .

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

k i n a s e s  in  t h e  u n i n f e c t e d  c e l l  r e l a t i v e  to  t h e  a c t i v i t y  of th e  p y r i m i d i n e  

k i n a s e s  a n d  t h e  s t r o n g  i n h i b i t o r y  e f f e c t  of d e o x y a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  

on  h o s t  DNA s y n t h e s i s  p e r h a p s  p r o v i d e  s a t i s f a c t o r y  r e a s o n s  f o r  th e  

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

i n f e c t i o n .  T h e  d i s c o v e r y  of tw o  p o s s i b l y  v i r u s - c o d e d  DNA e x o n u c l e a s e s  

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

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

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

o r d i n a t i o n  o f  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s .

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

d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  i n t o  f o u r  b u o y a n t  d e n s i t y  b a n d s  of DNA in  a d d i t i o n

t o  d o u b l e - s t r a n d e d  h e r p e s  DNA, f o l lo w in g  i n f e c t i o n  of BHK c e l l s  by

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

p r o g e n y  v i r u s .  O ne  h a s  b e e n  t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  a s  b e i n g  s i n g l e -

s t r a n d e d  v i r a l  D N A. T h e  o t h e r s  h a v e  v e r y  h i g h  b u o y a n t  d e n s i t i e s

a n d  m a y  r e p r e s e n t  D N A - R N A  h y b r i d s .  T h e s e  p u t a t i v e  h y b r i d s  m a y

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

t h a t  c u t - o f f  of e a r l y  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s  w h i c h  i s  r e c o g n i s e d  to  b e  one

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

l a t e  v i r a l  R N A .



I N T R O D U C T IO N

1, E V O L U T I O N

1 . 1 .  T h e  O r i g i n  of L i f e

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

p r o p o s e d  b y  C h a r l e s  D a r w i n  i n  h i s  b o o k  e n t i t l e d  " T h e  O r i g i n  of  

S p e c i e s " ,  i n  1859 .  S in c e  t h e n ,  t h e  c o n c e p t  of e v o l u t i o n a r y  c h a n g e  

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

c h a r a c t e r i s t i c s  of  o r g a n i s m s .  In  r e c e n t  y e a r s ,  t h e r e  h a s  b e e n  

i n c r e a s i n g  i n t e r e s t  i n  t h e  p r o b l e m s  of t h e  o r i g i n  of  l i f e .  W i th  t h e  

a d v e n t  of t h e  i d e a  of a  r e d u c i n g  p r i m o r d i a l  a t m o s p h e r e  ( O p a r in ,  1938) 

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

f i n d in g s  of M i l l e r  (1953)a n d  P o n n a m p e r u m a  e t  a l .  (1 963),  t h e  

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

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

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

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

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

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

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

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

f o l l o w e d  b y  e n c a p s u l a t i o n  of t h e s e  w i t h in  a  l i p i d  m e m b r a n e  ( B e r n a l ,

1967) ,  R e p r o d u c t i o n  i n  t h i s  p r i m i t i v e  s y s t e m  c o u ld  h a v e  t a k e n  p l a c e



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

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

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

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

of  s y n t h e t i c  a b i l i t y  m a y  h a v e  c o n t i n u e d  u n t i l  c e l l s  c o u ld  m a k e  a l l  

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

1 , 2 .  P r o -  a n d  E u k a r y o t i c  C e l l s

O r g a n i s m s  h a v e  b e e n  d i v i d e d  in to  p r o k a r y o t e s  a n d  

e u k a r y o t e s  a c c o r d i n g  to  t h e i r  i n t r a - c e l l u l a r  s t r u c t u r e s  ( B e r n a l ,  1967).  

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

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

c o m p l e x  t y p e  o f  c e l l ,  t h e  e u k a r y o t e s .  In  t h e  e u k a r y o t e s ,  t h e  DNA 

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

o r g a n i s e d  c h r o m o s o m e s .

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

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

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

l a r g e  in  p r o k a r y o t e s  ( M c C a r t h y ,  1965) .  T h e  e v o l u t i o n  of DNA i s  

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

t o  b u i l d  up  l a r g e  p o p u l a t i o n s .  B a c t e r i a ,  f o r  e x a m p l e ,  e x h ib i t  a  w id e  

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

c o m p o s i t i o n  i s  m o r e  h o m o g e n e o u s  ( M a r m u r ,  F a l k o w  a n d  M a n d e l ,  1 963) .



3.

On c o m p a r i s o n  of d i f f e r e n t  b a c t e r i a l  s p e c i e s  one  c a n  

a r r i v e  a t  t h e  f o l lo w in g  g e n e r a l i s a t i o n s .

1. T h e  c o m p o s i t i o n  of  d i f f e r e n t  b a c t e r i a  i s  s i m i l a r :  

r i b o s o m e s ,  t - R N A  a n d  m e m b r a n e s  a r e  s i m i l a r  i n  p r o p e r t i e s ;  c e l l  

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

2. T h e  b a s i c  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  in  d i f f e r e n t  b a c t e r i a  a r e  

e s s e n t i a l l y  s i m i l a r ,

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

f r e q u e n c i e s  in  DNA v a r i e s  s y s t e m a t i c a l l y  w i t h  t h e  b a s e  r a t i o  ( F r e e s e  

a n d  S t r a c k ,  1962;  K a i s e r  a n d  B a ld w in ,  1962).

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

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

D u r i n g  th e  p r o c e s s  of  e v o l u t i o n  th e  s i z e  of g e n o m e  h a s  

e x p a n d e d  v e r y  m a r k e d l y .  A s  a  r e s u l t  DNA c o n t e n t  p e r  c e l l  h a s  

i n c r e a s e d  f r o m  I x  10 g f o r  E s c h e r i c h i a  c o l i  t o  6 x  10 g f o r  a  

m a m m a l i a n  c e l l .  T h e  i n c r e a s e  in  g e n o m e  s i z e  c o u l d  h a v e  o c c u r r e d  

b y  g e n e  d u p l i c a t i o n  a n d  t r a n s l o c a t i o n  m e c h a n i s m s  (Nei ,  1969).

I n d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  c o m e s  f r o m  t h e  e x i s t e n c e  of 

i s o e n z y m e s  a n d  th e  m u l t i p l i c i t y  of g e n e s  f o r  r i b o s o m a l  R N A  a n d  

t r a n s f e r  R N A .

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

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

c y t o c h r o m e  C ( M a r g o l i a s h  a n d  S m i th ,  1965),  h a e m o g l o b i n  ( J u k e s ,  1966)
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a n d  e u k a r y o t i c  t r a n s f e r  ( B r o w n ,  1963) a n d  r i b o s o m a l  R N A  ( H i n d e r ,

G o u ld  a n d  S m i t h ,  1969) r e v e a l s  t h e  c o n s e r v a t i v e  n a t u r e  of th e  

c o r r e s p o n d i n g  g e n e s  d u r i n g  t h e  c o u r s e  of  e v o l u t i o n .  T h e  c l o s e  

h o m o l o g y  of b a s e  s e q u e n c e s  of R N A  d u r i n g  e a r l y  e m b r y o g e n e s i s  of 

e c h i n o d e r m s  a s  c o m p a r e d  w i th  a d u l t  R N A  (W h i t le y ,  W h i t l e y  a n d  

M c C a r t h y ,  1967) p o i n t s  t o w a r d s  a c o m m o n  a n c e s t r a l  o r i g i n  f o r  

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

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

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

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

1 . 3 .  E v o l u t i o n  of DNA V i r u s e s

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

t h e i r  p r o p a g a t i o n  d e p e n d s  on th e  s u i t a b i l i t y  of t h e  h o s t  c e l l .  T h i s  h a s  

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

h o s t - v i r u s  r e l a t i o n s h i p  m a y  b e  e v o l u t i o n a r y  in  n a t u r e .  S in c e  v i r a l  

DNA i s  p r e s e n t  a s  a  u n i q u e  s i n g l e  - o r  d o u b le  - s t r a n d e d  DNA i t  c o u ld  

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

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

t h e  n e a r e s t  n e i g h b o u r  f r e q u e n c y  p a t t e r n s  of DN A  of t h e  p a p o v a v i r u s e s  a n d  

t h e i r  h o s t  ( S u b a k - S h a r p e  e t  , 1966b) .  B u t  h o w e v e r  t h i s  s a m e  

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

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

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

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

t o  t h i s  h y p o t h e s i s ,  t h e  f i r s t  c e l l s  a r o s e  f r o m  a  v i r u s - l i k e  p r e c u r s o r .  .

I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  v i r u s e s  c o u ld  h a v e  u n d e r g o n e  r e p r o d u c t i o n  b y  

m a k i n g  u s e  of f r e e  n u t r i e n t s  of th e  " p r i m o r d i a l  s o u p " .  I t  i s  d i f f i c u l t  

a t  t h i s  s t a g e  t o  d e c i d e  b e t w e e n  th e  tw o  a l t e r n a t i v e  m o d e l s  a v a i l a b l e .

1 . 3 . 1 .  B a c t e r i o p h a g e s

T h e r e  i s  n o  h o m o l o g y  i n  t h e  b a s e  s e q u e n c e s  b e t w e e n  v i r a l  

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

h y b r i d i s a t i o n  s t u d i e s  ( M c C a r t h y ,  1965) .  S i n c e  h o m o l o g y  i s  n o t  k n o w n  

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

p h a g e s ,  o n ly  a  s m a l l  p a r t  of th e  v i r a l  g e n o m e  w i t h  h o s t  r a n g e  p r o p e r t i e s  

n e e d  t o  b e  c o n s i d e r e d .  A  h i g h  d e g r e e  of h o m o l o g y  e x i s t s  b e t w e e n  th e

T e v e n  p h a g e s  T , T a n d  T . a n d  T a n d  T r e s p e c t i v e l y .  B u t  n o
Ù 4  D j  I

tw o  m e m b e r s  of t h e  t w o  g r o u p s  s h o w  a n y  h o m o l o g y .  T h e  p r e s e n c e  of 

h y d r o x y - m e t h y l c y t o s i n e  in  p l a c e  of c y t o s i n e  i n  t h e  e v e n  s e r i e s  e x p l a i n s  

p a r t  of  t h i s  d i s c r e p a n c y .

L y s o g e n i c  p h a g e s  X^P22 s h o w  a  c e r t a i n  d e g r e e  of h o m o l o g y  

t o w a r d s  p h a g e s  T^  a n d  h e n c e  t o  T^  ( M c C a r t h y ,  1965) .  It  w a s  r e p o r t e d  

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

DN A  of  t h e  s a m e  b a s e  c o m p o s i t i o n .  F r o m  t h i s  e v i d e n c e  i t  a p p e a r s  t h a t  

t h i s  g r o u p  of  v i r u s e s  h a v e  b e e n  a b le  t o  e v o lv e  v a r y i n g  d e g r e e s  of  v i r u l e n c e
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t o w a r d s  a  r a n g e  of h o s t s .  T h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  of  l y s o g e n i c  

b a c t e r i o p h a g e  DNA i s  s i m i l a r  to  i t s  h o s t  DN A. F u r t h e r ,  p h a g e s  

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

1968) .  T h i s  h a s  p r o m p t e d  s o m e  to  p o s t u l a t e  t h a t  m o s t  of th e  v i r a l  

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

1 . 3 . 2 .  A n i m a l  V i r u s e s

S u c c e s s f u l  i n f e c t i o n  of a n y  c e l l  d e p e n d s  o n  th e  a b i l i t y  of 

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

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

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

i n h i b i t i o n  of  a  h o s t  f u n c t i o n .  B u t  t h i s  r e q u i r e s  a  r e l a t i v e l y  l a r g e  

v i r a l  g e n o m e .  T h e  p a p o v a  v i r u s e s  on th e  o t h e r  h a n d  p o s s e s s  a  c o d in g  

p o t e n t i a l  of  5 t o  10 p o l y p e p t i d e s  of a v e r a g e  s i z e .  T h e  p r e s e n c e  of 

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

p o l y o m a  a n d  SV40,  w i t h o u t  m a k i n g  a n y  a l l o w a n c e s  f o r  th e  m o d i f i c a t i o n  

of  h o s t  t r a n s l a t i o n a l  a p p a r a t u s .  Of t h e s e ,  4  v i r a l  g e n e s  h a v e  b e e n  

i d e n t i f i e d  in  p o l y o m a  ( E c k h a r t ,  1969).  T h e r e f o r e ,  t h i s  d o e s  n o t  l e a v e  

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

m o d i f i c a t i o n  of  t r a n s l a t i o n a l  a p p a r a t u s .

T h e  c o n t i n u e d  p r e s e n c e  of v i r a l  DNA in  SV40 t r a n s f o r m e d  c e l l s  

h a s  b e e n  s h o w n  b y  r e a c t i v a t i o n  of  SV40 b y  f u s i o n  w i t h  a  p e r m i s s i v e  

s t r a i n  o f  c e l l s  ( W a tk in s  a n d  D u l b e c c o ,  1967) a n d  a l s o  b y  DNA



h y b r i d i s a t i o n  s t u d i e s  (A lo n i  e t  a l . ,  1969) .  T h e s e  f i n d i n g s  s t r o n g l y  

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

DNA.

V i r u s e s  of h e r p e s  a n d  p o x  g r o u p s  h a v e  r e l a t i v e l y  l a r g e  

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

t h e  D N A s d i f f e r  f r o m  t h o s e  of  t h e  h o s t  c e l l  ( S u b a k - S h a r p e  e t  H .  , 1966b) .  

T h i s  d e m a n d s  t h e  s y n t h e s i s  of n e w  c o m p o n e n t s  f o r  t h e  s u b v e r s i o n  of  

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

on  i n f e c t i o n ,  a  n u m b e r  of  n e w  v i r u s  s p e c i f i c  e n z y m e s  a r e  p r o d u c e d  

( K e i r ,  1968),  a n d  a d d i t i o n a l l y ,  t h e  p o p u l a t i o n  of t r a n s f e r  R N A  s p e c i e s  

i s  a l t e r e d  (H ay  e t  , 1966) .  T h e r e f o r e  i t  s e e m s  v e r y  u n l i k e l y  t h a t  

s u c h  v i r u s e s  c o u ld  h a v e  e v o l v e d  f r o m  th e  h o s t  DNA.
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2. V IR U S E S

2.  1. D e f i n i t i o n

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

D N A  o r  R N A  a n d  w h i c h  r e p r o d u c e  e x c l u s i v e l y  i n s i d e  l iv i n g  c e l l s , u s i n g  

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

p r o t e i n s  a n d  n u c l e i c  a c i d s  (Lwoff ,  1957; E u r i a ,  1959) .  T h i s  

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

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

t o  b e  b a c t e r i a  (L w o f f  a n d  T o u r n i e r ,  1966) .

2 . 2 .  S t r u c t u r e  o f  V i r u s e s

V i r u s e s  a r e  u s u a l l y  c o m p r i s e d  of p r o t e i n  a n d  n u c l e i c  a c i d ,  

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

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

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

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

u n i t s  ( C r i c k  a n d  W a t s o n ,  1956) .  T h e  n u m b e r  of c a p s o m e r e s  f o r  a  

g i v e n  v i r u s  i s  a  c o n s t a n t  a n d  th e  s y m m e t r y  of t h i s  c a p s i d  c a n  be  

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

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

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

v i r a l  a n d / o r  h o s t  in  o r i g i n .
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2 .  3c R e p l i c a t i o n  of DNA V i r u s e s

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

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

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

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

s y s t e m s ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  a n a l y z e  th e  v i r u s - h o s t  c e l l  i n t e r a c t i o n  

t h r o u g h o u t  t h e  v i r u s  c e l l  c y c l e .  V i r u l e n t  T - e v e n  b a c t e r i o p h a g e s  of 

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

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

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

2 . 3 . 1 .  A t t a c h m e n t  a n d  P e n e t r a t i o n

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

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

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

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

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

l e a v i n g  b e h i n d  a  p h a g e  " g h o s t "  ( H e r s h e y  a n d  C h a s e ,  1952) ,  D u r i n g  

t h e  p e n e t r a t i o n  of T^  p h a g e  DNA i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  v i r a l  l y s o z y m e  

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

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

e j e c t s  t h e  v i r a l  g e n o m e  in to  t h e  c y t o p l a s m .

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

g r o u p s  on  th e  c e l l  s u r f a c e  ( P u c k  a n d  Sag ik ,  1953) .  U n l ik e  b a c t e r i o 

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

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

E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  on  t h e  e n t r y  of  v a c c i n i a  ( D a le s  and  

K a j i o k a ,  1964) a n d  h e r p e s  s i m p l e x  ( H o lm s  a n d  W a t s o n ,  1963) v i r i o n s  

in to  c e l l s  r e v e a l  t h e  i n t r o d u c t i o n  of  t h e s e  p a r t i c l e s  b y  i n v a g i n a t i o n  

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

( M o r g a n  e t  ad. , 1968) i n d i c a t e  t h a t  m o s t  of t h e  h e r p e s  v i r i o n s  e n t e r  

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

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

" u n c o a t e d "  b e f o r e  a n y  t r a n s c r i p t i o n  c o u ld  tal<e p l a c e .

2 . 3 , 2 ,  E c l i p s e  P h a s e

T h i s  i s  t h e  p e r i o d  w h e n  t h e  i n f e c t i v i t y  of t h e  i n p u t  v i r u s  i s  . 

a t  a  v e r y  lo w  l e v e l .  T h e  u n c o a t i n g  of v i r i o n s  b e g i n s  i m m e d i a t e l y  

a f t e r  p e n e t r a t i o n  a n d  r e s u l t s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  of n a k e d  DN A o r  v i r a l  

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

i n t r a  c e l l u l a r  u n  c o a t i n g  i n  t h e  c a s e  of p o x  v i r u s  c o r e s .  F o r  th e  

r e l e a s e  of  n a k e d  p o x  v i r u s  DNA t h e  s y n t h e s i s  o f  a  n e w  p r o t e i n  h a s  

b e e n  fo u n d  to  b e  e s s e n t i a l  ( J o k l ik ,  1964) .  I t  i s  p o s t u l a t e d  t h a t  i t  i s  a  

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

v i r a l  p r o t e i n  r e l e a s e d  in  t h e  f i r s t  s t a g e  of v i r a l  u n  c o a t i n g  ( Jo k l ik ,  1966).
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T h e  l a g  b e f o r e  u n c o a t i n g  i s  s h o r t e n e d  b y  i n c r e a s i n g  th e  m u l t i p l i c i t y  

o f  i n f e c t i o n .  In  c o n t r a s t  t o  v a c c i n i a ,  t h e  t i m e  c o u r s e  of u n c o a t i n g  of  

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

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

( H o c h b e r g  a n d  B e c k e r ,  1968).

2,  3. 3, E f f e c t  on  H o s t  C e l l  M e t a b o l i s m

T h e  i n t r o d u c t i o n  of  p h a g e  g e n e t i c  m a t e r i a l  i n to  a  b a c t e r i u m  

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

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

t h e  t e m p e r a t e  p h a g e s  ( S m i th  a n d  L e v i n e ,  1965),  t o  c o m p l e t e  

d i s r u p t i o n  a s  o b s e r v e d  a f t e r  i n f e c t i o n  w i th  T - e v e n  p h a g e s  o r  T 5* T h e  

m e c h a n i s m  f o r  th e  r a p i d  c e s s a t i o n  of b a c t e r i a l  D N A, R N A  a n d  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  a s  c o m p a r e d  w i th  t h e  s lo w  b r e a k d o w n  of b a c t e r i a l  DNA i s  

n o t  c l e a r .  T h e  b r e a k d o w n  of  b a c t e r i a l  DNA i s  c a u s e d  b y  p h a g e  d i r e c t e d  

n u c l e a s e s  ( W ib e r g ,  1966).  A n  a l t e r a t i o n  in  one  f r a c t i o n  of  l e u c i n e  

t  R N A  h a s  b e e n  fo u n d  i n  Tg p h a g e  i n f e c t e d  b a c t e r i u m  ( S u e o k a  a n d  

K a n o - S u e  oka, 1964) .  T h i s  c o u ld  s e l e c t i v e l y  p r e v e n t  t h e  t r a n s l a t i o n  

o f  h o s t  m - R N A  a n d  i n d i r e c t l y  i t s  p r o d u c t i o n .  B u t  h o w e v e r ,  t h i s  

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

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

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

d e p e n d i n g  on  t h e  p a r t i c u l a r  v i r u s  a n d  th e  s t a t e  of t h e  c e l l  a t  i n f e c t i o n
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( K a p la n  a n d  B e n - P o r a t ,  1968). H e r p e s  v i r u s  c a u s e s  an  i n h i b i t i o n  

of h o s t  m a c r o m o l e c u l a r  s y n t h e s i s ;  thi's c o u ld  b e  e f f e c t e d  b y

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

o r  (ii) a  v i r u s - s p e c i f i c  p r o t e i n  m a d e  s o o n  a f t e r  i n f e c t i o n ,

N e w t o n  (1967) h a s  c l a i m e d  t h a t  th e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  c a u s e d  b y  h e r p e s  

on  h o s t  DNA s y n t h e s i s  i s  d u e  to  a  n o n - D N A  c o m p o n e n t  o f  t h e  v i r i o n .

E f f e c t s  s u c h  a s  i n h i b i t i o n  of  m i t o s i s  ( S t o k e r  a n d  N e w to n ,  1959) 

a n d  a b e r r a t i o n  of  c h r o m o s o m e s  of th e  h o s t  c e l l  (S t ich  _et , 1964) 

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

D N a s e  a c t i v i t i e s  w i t h  d i f f e r e n t  s p e c i f i c i t i e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  in  

h e r p e s  i n f e c t e d  B H K -2 1  a n d  H E p -2 c e l l s  ( M o r r i s o n  a n d  K e i r ,  1968), 

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

v i r u s - i n d u c e d  D N a s e  m i g h t  b e  i n v o l v e d  i n  a r r e s t i n g  DNA s y n t h e s i s .

P a p o v a v i r u s e s  a p p e a r  t o  s t i m u l a t e  h o s t  DNA s y n t h e s i s  

( H a t a n a k a  a n d  D u l b e c c o ,  1966) .  T h i s  a p p e a r s  to  b e  a  p r e - r e q u i s i t e  

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

g e n o m e  i s  i n c a p a b l e  of  c o d in g  f o r  m o r e  t h a n  5 - 1 0  p r o t e i n s ,  t h e  

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

t r a n s c r i b e d  f r o m  t h e  h o s t ' s  g e n o m e .  C e l l u l a r  DN A  m a d e  a f t e r  

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

w e i g h t  3 X 10^ da.lt on s .  T h e s e  a r e  s u b s e q u e n t l y  e n c a p s u l a t e d  i n to  n o n  

i n f e c t i v e  v i r i o n s  d u r i n g  m a t u r a t i o n  ( B e n - P o r a t  a n d  K a p l a n ,  1967),
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T h e  s i g n i f i c a n c e  of  t h i s  p h e n o m e n o n  i s  n o t  c l e a r .

I n h i b i t i o n  of  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a f t e r ' h e r p e s  i n f e c t i o n  a n d  

d i s a g g r e g a t i o n  of  h o s t - c e l l  p o l y s o m e s  talce p l a c e  s i m u l t a n e o u s l y .

W i th  th e  s y n t h e s i s  o f  v i r a l  p r o t e i n  a  n e w  p o p u l a t i o n  of  l a r g e r  

p o l y s o m e s  a p p e a r e d  ( S y d i s k i s  a n d  R o i z m a n ,  1 967)w i t h  an  i n c r e a s e d  

n u m b e r  of r i b o s o m e s  p e r  m  R N A  ( P e n m a n  ^  , 1963) .  T h e  r a t e

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

i n f e c t i o n  ( R o i z m a n  a n d  B o r m a n ,  1965).

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

t ‘ R N A  a p p e a r  t o  b e  s y n t h e s i s e d  ( S u b a k - S h a r p e ,  S h e p h e r d  a n d  H ay ,

1 9 6 6 a ) .  B e c k e r  e t  ^  (1967) d e m o n s t r a t e d  t h a t  a r g i n i n e  s t a r v a t i o n  

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

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

a r g i n i n e  a n d  h e n c e  a r g i n y P t  R N A s  in  h e r p e s - i n f e c t e d  c e l l s .

2 . 3 , 4 .  S y n t h e s i s  a n d  C o n t r o l  of  E a r l y  V i r u s  S p e c i f i e d  P r o t e i n s

T h e  f i r s t  s t e p  in  T q  p h a g e  i n f e c t i o n  i s  t h e  f o r m a t i o n  of  a 

t r a n s c r i p t i o n  c o m p l e x  c o n t a i n i n g  p h a g e  DNA a n d  E .  c o l i  R N A  p o l y m e r a s e  

( O l e s o n ^  a l .  , 1969) .  F r o m  t h i s  c o m p l e x  a  c l a s s  of R N A  i s  s y n t h e s i s e d  

w h i c h  h y b r i d i s e s  w i t h  p h a g e  DNA ( G r e e n ,  1964) a n d  s h o w s  a h i g h  r a t e  

o f  t u r n o v e r  (V o lk in  a n d  A s t r a c h a n ,  1956). T h i s  v i r u s - s p e c i f i e d  m  R N A  

i s  t h e n  t r a n s l a t e d  on e x i s t i n g  h o s t  r i b o s o m e s  ( B r e n n e r  e t  , 1961) 

p r o d u c i n g  v i r u s  - s p e c i f i c  e a r l y  p r o t e i n s .
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In  p h a g e  “ i n f e c t e d  b a c t e r i a  t h r e e  c l a s s e s  of n e w  p r o t e i n s  

c a n  be  r e c o g n i s e d .  Of t h e s e ,  c l a s s  II p r o t e i n s  r e p r e s e n t  e a r l y  

e n z y m e s  a n d  c l a s s  I I I  c o n s t i t u t e  l a t e  p r o t e i n s .  C l a s s  I p r o t e i n s  

r e p r e s e n t  t h e  e a r l i e s t  p r o t e i n s  s y n t i i e s i s e d  a n d  a r e  fo u n d  o n ly  in  

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

a v a i l a b l e  i n  o t h e r  p h a g e - c e l l  s y s t e m s .  C l a s s  I p r o t e i n s  a r e  

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

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

t h e  s h u t  off  h o s t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  a l s o  p r o t e i n s  of C l a s s  I. 

( M c C o r q u o d a l e  e t  , 1967),

M a n y  of t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  of v i r a l  DNA 

a r e  v i r u s  s p e c i f i e d .  T h e s e  b e l o n g  to  t h e  C l a s s  II t y p e  of p r o t e i n s .  

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

t r a n s f e r a s e ,  d e o x y q y t id ine  t r i p h o s p h a t a s e  a n d  DNA m e t h y l a s e  a r e  of 

u t m o s t  s i g n i f i c a n c e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  of T - e v e n  b a c t e r i o p h a g e s  

(S ten t ,  1963) .  S e e  s e c t i o n  3 . 4 .

R a p i d l y  l a b e l l e d  D N A - l i k e  R N A  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  f o l lo w in g  

i n f e c t i o n  w i th  h e r p e s  (H ay  ^  ad. , 1 966) v a c c i n i a  a n d  a d e n o v i r u s e s  

( G r e e n ,  1966) .  T h i s  s p e c i e s  of R N A  h a s  b e e n  fo u n d  to  b e  v i r u s  

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

F o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  of v i r a l  DNA a DNA d e p e n d e n t  R N A  

p o l y m e r a s e  i s  r e q u i r e d .  S in c e  th e  h o s t  R N A  p o l y m e r a s e  i s  f i r m l y
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b o u n d  t o  c e l l u l a r  n u d e  o p r  o t e i n  i t  i s  d i f f i c u l t  to  v i s u a l i z e  th e  

t r a n s c r i p t i o n  of  t h e  v i r u s  m e s s a g e .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  

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

( K a t e s  a n d  M e  A u s Ian ,  1967a) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  v a c c i n i a  m a y  

p o s s e s s  D N A - d e p e n d e n t  R N A  p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  in  th e  v i r u s  

c a p s i d .  In d e e d ,  K a t e s  a n d  M c A u s I a n  (1 9 6 7b) h a v e  d e m o n s t r a t e d  

t h e  p r e s e n c e  of  t h i s  a c t i v i t y  in  t h e  c o r e s  o f  v a c c i n i a  v i r u s .  H o w e v e r ,  

t h e  w o r k  of G h a r p u r e  ( 1965) i n d i c a t e s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  a t  l e a s t  

s o m e  v i r a l  f u n c t i o n s  m a y  b e  t r a n s c r i b e d  b y  th e  h o s t  c e l l  R N A  

p o l y m e r a s e .

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

th e  s y n t h e s i s  of D N A. B u t  t h e r e  i s  no  g u a r a n t e e  t h a t  t h e i r  a c t i v i t y  

a n d  s p e c i f i c i t y  w i l l  b e  a d e q u a t e  f o r  th e  r e p l i c a t i o n  of v i r a l  DNA. 

A c c o r d i n g l y ,  on i n f e c t i o n  of BH K  c e l l s  v i r u s  s p e c i f i c  e n z y m e s  a r e  

p r o d u c e d  ( K e i r ,  1968) .  S e e  s e c t i o n  4.

2 .  3. 5. S y n t h e s i s  o f  V i r a l  DNA

B a c t e r i a l  e n z y m e s  c o n t i n u e  to  f u n c t i o n  in  p h a g e - i n f e c t e d  

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

s y n t h e s i s  of v i r a l  D N A . T h e  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s  e n s u r e  th e  s u p p l y  

of c o r r e c t  DNA p r e c u r s o r s  b o th  f r o m  du n o v o  s y n t h e s i s  a n d  th e  

d e g r a d e d  h o s t  D N A  (C o h e n ,  1961, 1963). T h u s ,  f o r  e x a m p l e .
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d C T P  i s  c o n v e r t e d  to  d C M P  to  a c t  a s  a s u b s t r a t e  f o r  d C M P  

h y d r o x y m e t h y l a s e  a n d  a l s o  to  p r e v e n t  d C T P  b e i n g  u t i l i z e d  f o r  

p h a g e  DNA s y n t h e s i s .

W i th  T - e v e n  p h a g e ,  DNA f r o m  a  p a r e n t  m o l e c u l e  a p p e a r s  

in  t h e  p r o g e n y  d i s p e r s e d  a m o n g  m a n y  p a r t i c l e s  ( K o z in s k i ,  1961).

T h i s  i s  d u e  t o  th e  h i g h  f r e q u e n c y  of r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  s e m i -  

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

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

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

w i t h  n e w  s t r a n d s  ( M e s e l s o n  a n d  W e ig le ,  1961). T h i s  s h o w s  t h a t  X 

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

m u l t i p l i c a t i o n .

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

r e s p e c t  to  DN A ( B o n h o e f f e r  a n d  S c h a l l e r ,  1965) .  T h e  s e n s i t i v e  s t e p  

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

T h e  a b i l i t y  o r  i n a b i l i t y  of  v i r u s e s  to  g r o w  in  s u c h  s t r a i n s  a t  th e  

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

s y n t h e t i c  m a c h i n e r y  in  t h e  v i r a l  s y s t e m .  DNA s y n t h e s i s  of  a u t o n o m o u s  

v i r u s e s  s u c h  a s  T j ,  T ^ ,  T 7 o r  P ^  i s  u n i m p e d e d  in  t e m p e r a t u r e  

s e n s i t i v e  h o s t  m u t a n t s .  B u t  r e p l i c a t i o n  of l e s s  a u t o n o m o u s  v i r u s e s  

s u c h  a s  X o r  (JX 174 i s  b l o c k e d .

L a r g e  c o n c a t e m e r s  of  DNA h a v e  b e e n  i s o l a t e d  a s  i n t e r m e d i a t e s
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i n  v i r a l  r e p l i c a t i o n  of  T 4 ( F r a n k e l ,  1966a ,  b, c),  X ( S m i th  a n d  

S k a l k a ,  1966) a n d  s e v e r a l  o t h e r  b a c t e r i o p h a g e s .  T h e s e  c o n c a t e m e r s  

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

s t r a n d e d  r e g i o n s  on t h e m  ( F r a n k e l ,  1968).

R e p l i c a t i o n  of a n i m a l  v i r u s  DNA p r o c e e d s  in  a  s e m i -  

c o n s e r v a t i v e  f a s h i o n  ( K a p la n  a n d  B e n - P o r a t ,  1964) .  T h e  l a r g e r  

a n i m a l  v i r u s e s  p r o b a b l y  m a k e  u s e  of v i r u s  - s p e c i f i e d  DNA p o l y m e r a s e  

i n  p r e f e r e n c e  t o  h o s t  DNA p o l y m e r a s e  f o r  t h e i r  r e p l i c a t i o n  ( K e i r  e t  a l .  , 

1966b).  S e e  s e c t i o n  4 . 7 .  • T h e  n o n - a u t o n o m o u s  s m a l l  v i r u s e s  l ik e

SV40 a n d  p o l y o m a  d e p e n d  on th e  a c t i v a t i o n  of h o s t  DNA s y n t h e s i s i n g  

a p p a r a t u s  f o r  t h e i r  r e p l i c a t i o n  ( D u l b e c c o  e t  a l .  , 1965).  T h e  a b i l i t y  

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

f u n c t i o n  ( E c k h a r t ,  1969) .

C y t o s i n e  a r a b i n o s i d e  ( L e v i t t  a n d  B e c k e r ,  1967) a n d  5 - f l u o r o  

d e o x y u r i d i n e  ( N e w to n  a n d  T a m m ,  1959) i n h i b i t  b o t h  h o s t  a n d  v i r a l  

DN A s y n t h e s i s .  B u t  t h e i r  a c t i o n  c a n  b e  r e v e r s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  of 

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

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

de  n o v o  p a t h w a y .  T h i s  h y p o t h e s i s  w i l l  be  d e a l t  w i t h  in  g r e a t e r  

d e t a i l  i n  t h e  d i s c u s s i o n  s e c t i o n .
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2 . 3 . 6 .  S y n t h e s i s  a n d  C o n t r o l  of  L a t e  V i r u s  S p e c i f i e d  P r o t e i n s

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

t o  t h e  s y n t h e s i s  of l a t e  m  -RNA in  T ^ - i n f e c t e d  b a c t e r i a ,  DNA 

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

m  R N A  s y n t h e s i s ,  t h e  f u n c t i o n  of  a t  l e a s t  s e v e r a l  " m a t u r a t i o n  g e n e "  

p r o d u c t s  i s  a l s o  r e q u i r e d  (B o l le ,  E p s t e i n  a n d  S a l s e r ,  1968) .

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

( l ik e  l y s o z y m e )  a r e  p r o d u c e d  l a t e  in  i n f e c t i o n  f o l lo w in g  th e  c u t - o f f  

o f  e a r l y  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  On i n f e c t i o n  of  b a c t e r i a  w i t h  U, V. - 

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

a r e  t r a n s c r i b e d  ( S e k ig u c h i  a n d  C o h e n ,  1964).  T h e  f a i l u r e  of th e  l a t e  

p r o t e i n s  t o  a p p e a r  a n d  i n a b i l i t y  of th e  v i r a l  DN A  t o  r e p l i c a t e  u n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s  ( D i r k s e n  e t  , I96 0 )  s u g g e s t  t h a t  t r a n s c r i p t i o n  of  

m - R N A  f o r  l a t e  p r o t e i n s  m a y  w e l l  c o m e  f r o m  t h e  p r o g e n y  v i r u s  DNA. 

U s i n g  a c t i n o m y c i n  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  T 4 l y s o z y m e  m -  R N A  i s  

p r o d u c e d  l a t e  in  t h e  p h a g e  c y c l e  ( P r o t a s s  a n d  K o r n ,  1966) .

V i r a l  g e n o m e  i s  t r a n s c r i b e d  s e q u e n t i a l l y  i n  a d e n o v i r u s -2 

i n f e c t e d  K B  c e l l s .  A b o u t  5 o f  t h e  g e n o m e  i s  t r a n s c r i b e d  p r i o r  t o  

v i r a l  DNA s y n t h e s i s .  E a r l y  c y t o p l a s m i c  R N A  h a s  a  l o w e r  G + C 

c o n t e n t  t h a n  e a r l y  n u c l e a r  v i r u s - s p e c i f i c  R N A .  B u t  a t  l a t e r  t i m e s  

a f t e r  i n f e c t i o n  c y t o p l a s m i c  a n d  n u c l e a r  R N A  p o s s e s s  th e  s a m e  b a s e  

c o m p o s i t i o n  ( T h o m a s  a n d  G r e e n ,  1969).  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t
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r e g u l a t i o n  of  e a r l y  v i r a l  g e n e  e x p r e s s i o n  m a y  i n v o l v e  c o n t r o l  of  

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

m  R N A  s p e c i e s  h a v e  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  v a c c i n i a  - (O da  a n d  

J o k l i k ,  1967) a n d  p o l y o m a  -  ( B e n j a m i n ,  1966) i n f e c t e d  c e l l s .

S t r u c t u r a l  p r o t e i n s  of a n i m a l  DN A v i r u s e s  a r e  s y n t h e s i s e d  

in  t h e  c y t o p l a s m  f o l lo w in g  t h e  s h u t - o f f  of t h e  v i r u s  - s p e c i f i e d  e a r l y  

p r o t e i n s  ( T h o m a s  a n d  G r e e n ,  1966) .  V i r a l  p r o t e i n s  a r e  t r a n s p o r t e d  

a c r o s s  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  in to  th e  n u c l e u s  ( O l s h e v s k y  e t  ,

1967) .  T h e  v i r a l  p r o t e i n s  f i r s t  a p p e a r  i n  t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n  a n d  

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

t a k e s  a b o u t  2 h o u r s  t o  r e a c h  t h e  n u c l e u s  d u r i n g  a c t i v e  v i r u s  s y n t h e s i s .  

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

DNA s y n t h e s i s  i s  i n h i b i t e d .  B u t  h o w e v e r ,  i n  c y t o s i n e  a r a b i n o s i d e -  

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

s t i l l  m i g r a t e s  t o  t h e  n u c l e u s  ( B e n - P o r a t  e t  , 1 9 6 9 ) .  .

2 . 3. 7. M a t u r a t i o n  a n d  R e l e a s e  of P r o g e n y  V i r u s

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

p a r t i c l e s  t a k e  p l a c e  i n  a n  o r d e r l y  m a n n e r .  W o o d  a n d  E d g a r  (1967) 

h a v e  s h o w n  t h a t  a b o u t  45  v i r a l  g e n e s  a r e  i n v o l v e d  in  th e  a s s e m b l y  of  

p h a g e  T 4 . M a n y  s t e p s  h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  b y  in  v i t r o  

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

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

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

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

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

l y s e  t h e  c e l l s .

E l e c t r o n  m i c r o s  c o p y  r e v e a l s  t h a t  m a t u r a t i o n  of a n i m a l  DN A 

v i r u s e s  p r o c e e d s  in  a  s t e p w i s e  m a n n e r  (Nii  e t  a J . , 1968) .  T h e  

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

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

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

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

s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  p r o g e n y  DNA m a y  w e l l  b e  a  g e n e r a l  f e a t u r e  of  

a n i m a l  v i r u s  i n f e c t i o n  ( G r e e n ,  1962; R u s s e l l  e t  a l .  , 1964) .

T h e  p r o c e s s  of e n v e l o p m e n t  f o r  e q u in e  a b o r t i o n ,  p s e u d o r a b i e s  

a n d  h e r p e s  v i r u s e s  a r e  s i m i l a r  ( D a r l i n g t o n  p t  , 1 968).  A f t e r  

a s s e m b l y  in  t h e  n u c l e u s ,  t h e  n u c l e o c a p s i d  a c q u i r e s  a n  e n v e l o p e  by  

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

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

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

f r o m  o ne  c e l l  t o  a n o t h e r  t h r o u g h  th e  s i t e  of c e l l u l a r  c o n t a c t  (H o g g a n  

e t  , 1961) .  M a t u r e  v i r u s  i s  r e l e a s e d  n o t  o n ly  a t  th e  t i m e  of c e l l  

l y s i s ,  b u t  a l s o  p r o g r e s s i v e l y  b e f o r e  t h i s  e v e n t  (S c o t t  a n d  T o k u m a r u ,  1 964).
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3. R E G U L A T I O N  O F  P R O T E I N  S Y N T H E S IS

3 . 1 .  G e n e  R e g u l a t i o n  a t  t h e  L e v e l  of T r a n s c r i p t i o n

T h e  s y n t h e s i s  of  e n z y m e s  in  b a c t e r i a  i s  u n d e r  t h e  c o n t r o l  

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

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

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

p r o t e i n  r e p r e s s o r s ,  A  r e p r e s s o r  c a n  b e  e i t h e r  i n a c t i v a t e d  o r  

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

of e n z y m e  s y n t h e s i s .  T h i s  s y s t e m  of r e g u l a t i o n  i s  t a k e n  in  g e n e r a l  

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

p r o t e i n s  ( J a c o b  a n d  M o n o d ,  1961) ,  a s s u m i n g  t h a t  t h e  i n f o r m a t i o n  

c o n t a i n e d  in  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e  i s  b o th  n e c e s s a r y  a n d  s u f f i c i e n t  to  

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

I n  e u k a r y o t i c  c e l l s  a  s i m p l e  t h e o r y  l i k e  t h a t  of  J a c o b  a n d  

M o n o d ' s  i s  u n a b l e  t o  e x p l a i n  t h e  p h e n o m e n a  of d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  

r e d u n d a n t  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  of th e  g e n o m e .  B r i t t e n  a n d  D a v i d s o n  

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

R N A  i n i t i a t e d  b y  a n  i n d u c e r ,  c a u s e s  t h e  t r a n s c r i p t i o n  of  a  p r o d u c e r  

g e n e  b y  a c t i v a t i n g  a  D N A  s e q u e n c e  l in lced t o  i t  ( r e c e p t o r  g e n e ) .  T h e  

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

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

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

" a c t i v a t o r  R N A "  in  e u k a r y o t i c  c e l l s .
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3 . 2 .  G e n e  E x p r e s s i o n

B e l l  ( 1969) h a s  i s o l a t e d  a s p e c i a l  c l a s s  of c y t o p l a s m i c  

p a r t i c l e s  ( l - s o m e s )  w h i c h  c o n t a i n  a  s p e c i a l  t y p e  o f  DNA (I -D N A ) 

i n  e u k a r y o t i c  c e l l s .  T h e s e  p a r t i c l e s  h a v e  b e e n  fo u n d  to  be  a s s o c i a t e d  

w i t h  r a p i d l y - l a b e l l e d  R N A .  I -D N A  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a s s o c i a t e d  

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

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

e n v i s a g e d .  E a r l i e r  G e o r g i e v  ( l  967) a n d  S p i r i n  (1969) r e p o r t e d  th e  

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

p r o t e i n  in  t h e  c y t o p l a s m  of e m b r y o n i c  c e l l s .

F r o m  t h e  a b o v e  o b s e r v a t i o n s ,  i t  m a y  b e  t h a t  " m e s s e n g e r "

D N A s  ( l -D N A )  e a c h  r e p r e s e n t i n g  a  d i s c r e t e  s e g m e n t  of  g e n o m e  p a s s  

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

I t  m a y  b e  t h i s  DNA w h i c h  a c t s  a s  a  t e m p l a t e  f o r  R N A  s y n t h e s i s .

3. 3. E n z y m e  I n d u c t i o n

W i ld  t y p e  E .  c o l i  g r o w n  in  t h e  a b s e n c e  of  p - g a l a c t o s i d e  h a s  

a b o u t  1 t o  10 u n i t s  of p - g a l a c t o s i d a s e  p e r  m g .  d r y  w e i g h t .  B u t ,  in  

t h e  p r e s e n c e  of a  s u i t a b l e  i n d u c e r ,  a n  a v e r a g e  of 10, 000 u n i t s  p e r  m g .  

d r y  w e i g h t  i s  o b t a i n e d .  T h e  i n c r e a s e  in  th e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  p -  

g a l a c t o s i d a s e  h a s  b e e n  s h o w n  to  be. due  to  t h e  s y n t h e s i s  of e n t i r e l y  n e w  

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

e x i s t i n g  p r e c u r s o r s ,  b y  th e  fo l lo w in g  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s .
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(i) T h e  i n d u c e d  p r o t e i n  i s  a n t i g e n i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  a l l  

t h e  p r o t e i n s  p r e s e n t  in  u n i n d u c e d  c e l l s  (C o h n  a n d  

T o r r i a n i ,  1952),

( ii)  It  d o e s  n o t  d e r i v e  a n y  s i g n i f i c a n t  f r a c t i o n  of i t s  s u l p h u r

(M o n o d  a n d  C ohn ,  1953), o r  c a r b o n  ( R o t m a n  a n d  S p i e g e l m a n ,  

1 954) f r o m  p r e - e x i s t i n g  p r o t e i n s .

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

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

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  p r e s e n t  i n  e a r l y  s t a g e s  of d i f f e r e n t i a t i o n
em b ry o

of eK kk  i c e l l s ,  d i s a p p e a r s  on m a t u r a t i o n  (M oog,  1944) .  B y  a d d i t i o n  
A

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

C o x  a n d  F o n t e c o r v o  (1961)  s u c c e e d e d  in  r a i s i n g  t h e  e n z y m e  t o  a  h i g h  

l e v e l  of a c t i v i t y .  A d m i n i s t r a t i o n  of  a d r e n a l  s t e r o i d s  i n to  s y n c h r o n i z e d  

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

( M a r t i n ,  T o m k i n s  a n d  B r e s l e r ,  1969). C e l l s  p r e  — e x p o s e d  t o  

D e x a m a t h a s o n e  s u l p h a t e  h a v e  m a x i m a l  T A T  a c t i v i t y  in  m i t o t i c  a n d  

e a r l y  p h a s e  in  t h e  a b s e n c e  of t h e  i n d u c e r .  A f t e r  t h e  t h i r d  h o u r  of 

G j  p h a s e ,  T A T  s y n t h e s i s  i s  i n h i b i t e d  b y  a  s p e c i f i c  p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l  

r e p r e s  s o r .

3 . 4 .  E n z y m e  R e p r e s s i o n

T h e  t e r m  " r e p r e s s i o n "  (V oge l ,  1957) m a y  b e  d e f i n e d  a s  t h e  

i n h i b i t i o n  of t h e  r a t e  of e n z y m e  s y n t h e s i s  b y  an  e n d  p r o d u c t  of  a
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s e q u e n c e  of  r e a c t i o n s  o r  a  c l o s e  d e r i v a t i v e  t h e r e o f  in  w h i c h  th e  

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

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

b e e n  s h o w n  t o  b e  p r o t e i n  in  n a t u r e  ( B r e t s c h e r ,  1968) .

W i l d  t y p e  E .  c o l i  g r o w n  in  t h e  p r e s e n c e  of  a r g i n i n e  s h o w  o n ly  

t r a c e s  of  o r n i t h i n e - c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e .  A s  s o o n  a s  a r g i n i n e  i s  

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

i n c r e a s e s  a b o u t  1 , 0 0 0  f o ld  a n d  r e m a i n s  c o n s t a n t .  T h e  r e p r e s s i n g  

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

s y s t e m  ( J a c o b  a n d  M o n o d ,  1961) .  A  p o s s i b l y  a n a l o g o u s  e f f e c t  in  

a n i m a l  c e l l s  c o m e s  f r o m  t h e  w o r k  of  W a l k e r  a n d  W al lce r  ( l  962) w h o  

c l a i m  t h a t  a r g i n i n e  - g l y c i n e  t r a n s a m i d i n a s e  i s  r e d u c e d  to  8% of i t s  

n o r m a l  1 1 - d a y  v a l u e  i n  c h i c k  e m b r y o  l i v e r  on a d m i n i s t r a t i o n  of  c r e a t i n e  

on th e  6 t h  d a y .

N e g a t i v e  F e e d b a c k  I n h i b i t i o n

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

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

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

e x c l u s i v e .  In  f a c t ,  t h e y  a r e  fo u n d  s i m u l t a n e o u s l y  in  c e r t a i n  o r g a n i s m s  

( Y a te s  a n d  P a r d e e ,  1956) .  N e g a t i v e  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  i s  a c o m m o n  

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

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

a n d  b a c t e r i a l  s y s t e m s  ( D a v id s o n ,  1969) .
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3. 5. I n d u c t i o n  of  H o s t  E n z y m e s  b y  V i r u s e s

T h e  t e r m  " i n d u c t i o n "  a s  a p p l i e d  t o  th e  e n z y m e s  of  v i r u s  - 

i n f e c t e d  c e l l s  i s  g e n e r a l l y  t a k e n  to  m e a n  an  i n c r e a s e  in  th e  l e v e l  of 

a  p a r t i c u l a r  e n z y m e  a c t i v i t y  fo l lo w in g  v i r u s  - c e l l  i n t e r a c t i o n .  In 

t h i s  s e n s e ,  i t  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  s y n o n y m o u s  w i t h  Tacob  a n d  M o n o d ' s  

c o n c e p t  of e n z y m e  i n d u c t i o n .  T h e  i n d u c t i o n  m a y  b e  due  to:

(a) s y n t h e s i s  of h o s t  c e l l  e n z y m e s  b r o u g h t  a b o u t  by  th e  

i n v a d i n g  v i r u s .

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

s y n t h e s i s ,  s u c h  a s  an  i n c r e a s e  in  t h e  s t a b i l i t y  of an  

e x i s t i n g  e n z y m e  o r

(c) s y n t h e s i s  of  new ,  v i r u s  - s p e c i f i e d  e n z y m e s  ( s e e  S e c t i o n  4) .

O n c o g e n i c  v i r u s e s  a r e  k n o w n  to  s t i m u l a t e  t h e  DNA - s y n t h e s i s i n g

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

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

c a p s i d  p r o t e i n s  i f  DNA r e p l i c a t i o n  i s  b l o c k e d .  On th e  o t h e r  h a n d ,  th e  

e n z y m a t i c  p a t h w a y s  i n v o l v e d  in  b i o s y n t h e s i s  of  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  a n d  

o f  DNA a r e  a c t i v a t e d  ( K a r a  a n d  W e i l ,  1967). T h e s e  r e s u l t s  i m p l y  t h a t  

t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  in  e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  d o e s  n o t  r e q u i r e  t h e  p r i o r  

s y n t h e s i s  of e i t h e r  h o s t  o r  v i r a l  DNA.

In m a m m a l i a n  c e l l s ,  t h e  p o o l  of  d T T P  i s  s m a l l  a n d  i s  a c c u r a t e l y  

r e g u l a t e d  b y  i n t r i c a t e  f e e d b a c k  c o n t r o l s  ( C l e a v e r  a n d  H o l f o r d ,  1965).
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A f t e r  i n f e c t i o n ,  t h e  p o o l  s i z e s  a r e  i n c r e a s e d .  T h i s  m a y  i n d i c a t e  t h a t  

t h e  s y n t h e s i s  of  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  i s  no  l o n g e r  c l o s e l y  c o n t r o l l e d .  

F u r t h e r m o r e ,  v i r u s  i n f e c t i o n  d o e s  n o t  t r i g g e r  off  th e  m i t o t i c  a p p a r a t u s  

of  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  a s  d o e s  p a r t i a l  h e p a t e c t o m y  ( l i e b e r m a n  a n d  K a n e ,  

1965). T h e r e f o r e  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  a f t e r  p o l y o m a  i n f e c t i o n ,  an  

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

e l e m e n t  l i k e  t h e  " r e c e p t o r  g e n e "  of  B r i t t e n  a n d  D a v i d s o n ' s  m o d e l .

T h i s  d e - r e p r e s s i o n  of  DNA s y n t h e s i s i n g  a p p a r a t u s  i s  i r r e v e r s i b l e .

(See  s e c t i o n  2. 3 . 4 .  f o r  f u r t h e r  d e t a i l s  on c o n t r o l  of e a r l y  v i r u s  s p e c i f i e d  

p r o t e i n s ) .

D i r e c t  e v i d e n c e  f o r  th e  e x i s t e n c e  of v i r a l  r e g u l a t o r  g e n e s  c o m e s  

f r o m  t e m p e r a t e  p h a g e s  ( J a c o b  a n d  Monod.,  1961) .  W h e n  b a c t e r i a  a r e  

i n f e c t e d  w i t h  a  t e m p e r a t e  p h a g e  s o m e  of th e  c e l l s  a r e  t r a n s f o r m e d  in to  

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

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

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

a t t a c h m e n t  of t h e  p r o p h a g e  to  t h e  c h r o m o s o m e  ( C a m p b e l l ,  1967).

W h a t e v e r  t h e  b a s i s  of t h e  i m m u n i t y  th e  m e c h a n i s m  w h i c h  p r e v e n t s  s u p e r - 

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

i n h i b i t  t h e  p r o p h a g e  i t s e l f  f r o m  e x p r e s s i n g  i t s  v i r a l  f u n c t io n .  W i th  

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

s t a t e  c a n  b e  i n d u c e d  b y  e x p o s u r e  of th e  c u l t u r e  t o  h e a t ,  U. V. o r
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c h e m i c a l  c o m p o u n d s  (L w off ,  1953) .  E a r l y  f u n c t i o n s  a p p e a r  a s  a 

p r e - r e q u i s i t e  f o r  t h e  v e g a t i v e  m u l t i p l i c a t i o n  of  t h e  p h a g e  g e n o m e .

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

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

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

f o r  e x p r e s s i o n .  A f t e r  i n f e c t i o n  b y  a  p h a g e  s u c h  a s  T 4 t r a n s c r i p t i o n  of 

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

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

f u n c t i o n s  a r e  a l s o  r e p r e s s e d  a t  e a r l y  t i m e s .
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4 .  V I R U S - S P E C I F I E D  E N Z Y M E  IN D U C T IO N

F o l l o w i n g  v i r u s  i n f e c t i o n  l a r g e  i n c r e a s e s  in  e n z y m e  

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

M a n y  of  t h e  e n z y m e s  a r e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  s y n t h e s i s  of m a t u r e  v i r u s  

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

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

4 . 1 .  D e o x y t h y m i d i n e  K i n a s e

T h e  a c t i v i t y  of d T h d  k i n a s e  i n c r e a s e s  i n  m a m m a l i a n  c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x ,  p s e u d o r a b i e s ,  v a c c i n i a ,  p o l y o m a  a n d  SV40 

v i r u s e s  ( K e i r ,  1968) .  I m m u n o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  ou t  on th e  

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

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

e n z y m e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  ( K l e m p e r e r  ^  ad. , 1967;

H a m a d a  e t  a l .  , 1966) .  A  s t r a i n  of  m o u s e  f i b r o b l a s t  c e l l s  l a c k i n g  

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

s i m p l e x  v i r u s  (K i t  a n d  D u b b s ,  1963).  M u t a n t s  of h e r p e s  a n d  v a c c i n i a  

w h i c h  h a v e  l o s t  t h e  a b i l i t y  to  i n d u c e  d T h d  k i n a s e  g r o w  n o r m a l l y  (K i t  a n d  

D u b b s ,  1963 ^ s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  e n z y m e  i s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  v i r u s  

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

s t a b i l i t y ,  K^^ v a l u e s  a n d  e n z y m a t i c  p r o p e r t i e s  f r o m  t h o s e  of  h o s t  e n z y m e s ,  

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

a l t e r a t i o n s  of t h e  n o r m a l  e n z y m e  o r  d e - r e p r e s s i o n  of a n  i s o e n z y m e  of  d T h d  

k i n a s e .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  b a c t e r i o p h a g e s  in  g e n e r a l  do n o t
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i n d u c e  i n c r e a s e  in  l e v e l s  of a c t i v i t y  of d T h d  k i n a s e  b u t  i n s t e a d  i n d u c e  

i n c r e a s e s  i n  d T M P  s y n t h e t a s e .

4 . 2 .  D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e

I n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  in  t h e  l i t e r a t u r e  

i s  v e r y  s c a n t y .  K a r a  a n d  W e i l  (1967) h a v e  r e p o r t e d  an  i n c r e a s e  in  

a c t i v i t y  of  d C y d  k i n a s e  on i n f e c t i o n  of c o n t a c t - i n h i b i t e d  m o u s e  k i d n e y  

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

k i n a s e .  H ig h  l e v e l s  o f  d C y d  k i n a s e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  l y m p h o i d  

t i s s u e s  a n d  t u m o r s  d e r i v e d  f r o m  t h e m  ( D u r h a m  a n d  I v e s ,  1969).

4 . 3 .  d T M P  K i n a s e

T h e  l e v e l s  of a c t i v i t y  of d T M P  k i n a s e  i n c r e a s e s  on i n f e c t i o n  

of m a m m a l i a n  c e l l s  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  (N e w to n ,  1964),  p s e u d o r a b i e s  

( N o h a r a  a n d  K a p l a n  1963),  p o l y o m a  a n d  SV40 ( B l a c k ,  1968) .  I t  h a s  

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

d o e s  n o t  g iv e  a  d e t e c t a b l e  d i f f e r e n c e  i n  th e  l e v e l  o f  d T M P  k i n a s e  

( P r u s o f f  ^  , 1965) .  T h e  i n c r e a s e  in  d T M P  k i n a s e  i n d u c e d  b y

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  d u e  to  s t a b i l i z a t i o n  of  th e  

e n z y m e  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l  a t  t h e  t i m e  of i n f e c t i o n  ( K a p la n  a n d  B e n - P o r a t ,

1968). d T M P  k i n a s e  a c t i v i t y  of  n e o p l a s t i c  h u m a n  t i s s u e s  h a s  b e e n  

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

( G o r d o n  e t  a l .  , 1968).

4 . 4 .  d C M P  D e a m i n a s e

T h e  a c t i v i t y  of t h i s  e n z y m e  i n c r e a s e s  fo l lo v / in g  i n f e c t i o n  of
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c e l l s  w i t h  p o l y o m a  ( H a r t w e l l  e t  ad. , 1965),  h e r p e s  ( M c G e o c h  a n d  

K e i r ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s )  a n d  a d e n o v i r u s e s  ( L e d in k o ,  1967) .  T he  

d r a m a t i c  d e c l i n e  in  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o b s e r v e d  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x ,  

b e y o n d  6 h r .  p .  i .  i s  n o t  c l e a r .  T h i s  m a y  be  a t t r i b u t a b l e  t o  a c t i v a t i o n  

a n d  s u b s e q u e n t  i n h i b i t i o n  o f  th e  h o s t  c e l l  e n z y m e  a s  a  c o n s e q u e n c e  of 

r e s p o n s e  to  f l u c t u a t i o n s  of  t h e  i n t r a c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n s  of  a  

e f f e c t o r s  a n d  r e p r e s s o r s  ( M a l l e y  and  M a l l e y ,  1962) .

4 . 5 .  d T M P  S y n t h e t a s e

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

of  a c t i v i t y  of d T M P  s y n t h e t a s e  o r  d i h y d r o f o l i c  a c i d  r e d u c t a s e  (Pref&son 

e t  ^ .  , 1966) .  P a p  o v a  v i r u s e s  on th e  o t h e r  h a n d ,  do  i n d u c e  i n c r e a s e s  

in  t h e  l e v e l s  of a c t i v i t y  of d T M P  s y n t h e t a s e  ( B la c k ,  1968). I t  i s  of  

i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  d T M P  s y n t h e t a s e  l e v e l  o f  b a c t e r i a  i n c r e a s e  a f t e r  

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

m u l t i p l y  s u b o p t i m a l l y ,  on t h y m i n e l e s s  b a c t e r i a  in  t h e  a b s e n c e  of 

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

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

4 / 6 .  ' D N a s e

D N a s e  a c t i v i t y  i n c r e a s e s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  h e r p e s  ( K e i r  

a n d  Gold ,  1963),  p s e u d o r a b i e s  ( M o r r i s o n n . n d  K e i r ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s )  

c o w p o x  a n d  v a c c i n i a  v i r u s e s  ( M c A u s la n ,  1965;  J u n g w i r t h  a n d  J o k l ik ,

196 5). T h e  D N a s e  i n d u c e d  b y  h e r p e s  s i m p l e x  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  

e n z y m i c a l l y  a n d  i m m u n o l o g i c  a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  D N a s e  of n o n - i n f e c t e d
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c e l l s  ( M o r r i s o n  a n d  K e i r ,  1968) .  V i r u s - i n d u c e d  a l k a l i n e  D N a s e  h a s  

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

a c t i v i t i e s  of a c i d  D N a s e  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h o m o n o e s t e r a s e  h a v e  n o t  

b e e n  fo u n d  to  b e  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  a f t e r  h e r p e s  i n f e c t i o n  ( M o r r i s o n  

a n d  K e i r ,  1968) .  P o x  v i r u s  h a s  b e e n  c l a i m e d  t o  i n d u c e  t h r e e  D N a s e s  

d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  of  t h e  h o s t  c e l l  ( M c A u s l a n  a n d  K a t e s ,  1 966).

T - e v e n  b a c t e r i o p h a g e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n d u c e  t h r e e  D N a s e s  a f t e r  

i n f e c t i o n  of E .  c o l i  ( S a d o w s k i  a n d  H u r w i t z ,  1969),  w h i c h  i t s e l f  c o n t a i n s  

a t  l e a s t  s e v e n  D N a s e s .

4 .  7. D N A  P o l y m e r a s e

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

of b o t h  b a c t e r i a l  a n d  m a m m a l i a n  c e l l s  h a v e  b e e n  fo u n d  to  b e  i n c r e a s e d .  

Of t h e  a n i m a l  v i r u s e s ,  e n z y m e s  i n d u c e d  b y  h e r p e s  s i m p l e x  ( K e i r ,  e t  a l .  , 

1966a)  a n d  v a c c i n i a  v i r u s e s  ( J u n g w i r t h  a n d  J o k l i k ,  1965) h a v e  b o t h  

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

( K e i r  e t  a l .  , 1 966b;  M a g e e  a n d  M i l l e r ,  1 967).

4 .  8. - O t h e r  E n z y m e s  - ' ' -   '

I n f e c t i o n  of  m a m m a l i a n  c e l l s  w i t h  p o l y o m a  a n d  SV40 v i r u s e s  

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

d i p h o s p h a t e  r e d u c t a s e  ( K a p la n  a n d  B e n - P o r a t ,  1968),  w h e r e a s  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  d id  n o t  i n d u c e  i n c r e a s e s  in  t h e  l e v e l s  of d i h y d r  o fo l ic  a c i d  

r e d u c t a s e  ( E r  e a r  s o n  e t  ^ .  , 1 966) o r  of h y d r o l y t i c  e n z y m e s  c o n t a i n e d  in  

l y s o s o m e s  ( F l a n a g a n ,  1966) .  A d e n o v i r u s  5 h a s  b e e n  s h o w n  to  i n d u c e  a
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2 - 3  f o ld  i n c r e a s e  in  th e  a c t i v i t y  of a s p a r t a t e  t r a n s c a r b a m y l a s e  

( C o n s i g l i  a n d  G i n s b e r g ,  1964).  T h i s  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  a  v i r u s -  

i n d u c e d  a c t i v a t i o n  of  a  h o s t  e n z y m e .
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5. S T R U C T U R E  AN D M E T A B O L I S M  O F  DNA

5 . 1 .  S t r u c t u r e  

5. 1. 1. C o m p o s i t i o n

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

a n d  g u a n in e ,  a n d  th e  p y r i m i d i n e  b a s e s ,  t h y m i n e  a n d  c y t o s i n e .  In  

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

b a s e s  i n  w h o l e  o r  i n p a r t  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  in  c e r t a i n  D N A s : -

(i) 5'  - m e t h y l c y t o s i n e  o c c u r s  in  s m a l l  a m o u n t s  in  m o s t

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

( i i)  5'  - h y d r o x y m e t h y l c y t o s i n e  w h o l l y  r e p l a c e s  c y t o s i n e  in

t h e  DNA of T - e v e n  b a c t e r i o p h a g e s  (W y a t t  a n d  C o h e n ,  1950) .

( i i i )  6 '  -  m e t h y l a m i n o p u r i n e  r e p l a c e s  a d e n i n e  to  a  s m a l l  e x t e n t

i n  b a c t e r i a l  a n d  b a c t e r i o p h a g e  D N A s  (D unn  a n d  S m i th ,  1958) .

( iv) U r a c i l  w h o l l y  r e p l a c e s  t h y m i n e  in  t h e  DNA of b a c t e r i o p h a g e  

P B S 8  of B a c i l l u s  S u b t i l i s  ( T a k a h a s h i  a n d  M a r m u r ,  1963).

(v) 5* “ h y d r o x y m e t h y l u r a c i l  w h o l l y  r e p l a c e s  t h y m i n e  i n  th e

D N A  of b a c t e r i o p h a g e  S P 8  of B a c i l l u s  S u b t i l i s  ( K a l i a n  et  ad. , 

1962) .

T h e  b a s e s  a r e  a t t a c h e d  to  d e o x y r i b o s e  of  t h e  p h o s p h o d i e s t e r  

b a c k  b o n e  b y  a p - N  - g l y c o s i d i c  t y p e  of l i n k a g e .  In  a d d i t i o n ,  g l u c o s e  

r e s i d u e s  a r e  k n o w n  to  b e  p r e s e n t  in  DNA of  b a c t e r i o p h a g e s  c a r r y i n g  

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

r e s i d u e s  a r e  u s u a l l y  g l u c o s y l a t e d  in  a m a n n e r  c h a r a c t e r i s t i c  of e a c h  p h a g e
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T h u s ,  T2 p h a g e  h a s  75% of  i t s  h y d r o x y m e t h y l c y t o s i n e  g r o u p s  

g l u c o s y l a t e d ,  w i t h  69% a - g l u c o s y l  a n d  6% d i g l u c o s y l  s u b s t i t u t i o n s ,  

w h e r e a s  T4  h a s  70% a  - a n d  30% p - g l u c o s y l  s u b s t i t u t i o n s .  A  m u t a n t  

of  p h a g e  S P 8  h a s  D - m  a n n o  s e  i n s t e a d  of g l u c o s e  ( R o s e n b e r g ,  1965) .

5 , 1 . 2 .  P r i m a r y  S t r u c t u r e

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

d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s .  T h e  N - g l y c o s i d i c  b o n d  of  th e  p u r i n e  

d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  i s  s e n s i t i v e  to  a c i d  a n d  t r e a t m e n t  of  D N A  a t  p ^

1 . 6  g i v e s  r i s e  t o  " a p u r i n i c  a c i d " .  T h e  i n t e r  n u c l e o t i d e  b o n d s  of  a p u r i n i c  

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

d e o x y r i b o n u c l e o s i d e s  a n d  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  - 3 ' ,  5' d i p h o s p h a t e s  

s h o w in g  t h a t  b o t h  t h e  3 '  - a n d  5 ’ - OH g r o u p s  a r e  e s t e r i f i e d  b y  p h o s p h o r i c  

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

of  DN A t o  3 '  - o r  5* - m o n o p h o s p h a t e s  b y  m e a n s  of s p e c i f i c  n u c l e a s e s  

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

a  2 ' - OH g p  on  th e  s u g a r  m o i e t y  of  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  i s  e x p l i c i t l y  

i n d i c a t e d  b y  th e  r e s i s t a n c e  of DNA t o w a r d s  a l k a l i  t r e a t m e n t .

C h e m i c a l  o r  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  of  a  DN A  s a m p l e  f o l l o w e d  b y  

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

D N A  . C h a r g a f f  (1 955) o b s e r v e d  c e r t a i n  r e g u l a r i t i e s  in  th e  b a s e  

c o m p o s i t i o n  of  D N A s  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

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

e q u a l  (A = T ,  G = C). It w a s  a l s o  o b s e r v e d  t h a t  t h e r e  w e r e  w id e
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v a r i a t i o n s  i n  b a s e  c o m p o s i t i o n  b e t w e e n  th e  D N A s  of d i f f e r e n t  s p e c i e s ,

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

w e r e  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e .  D N A s  a r e  c o m m o n l y  c h a r a c t e r i s e d  b y

t h e i r  p e r c e n t a g e  c o n t e n t  of  g u a n in e  a n d  c y t o s i n e  (G + C c o n te n t ) .  T h u s

B H K - 2 1  c e l l  DNA a n d  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  D N A  h a v e  G + C c o n t e n t s

o f  42%  a n d  68% r e s p e c t i v e l y  ( R u s s e l l  a n d  C r a w f o r d ,  1963).

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

9
t h e  o r d e r  of 10 , T h e  d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  

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

a v a i l a b l e  a r e  n o t  c a p a b l e  of h a n d l i n g  s u c h  p r o b l e m s  ( B u r t o n ,  1965) .  

A l t h o u g h ,  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  of s o m e  t - R N A s  a n d  ( H o l l e y  e t  a l . , 

1965) a n d  of 5 S - R N A  ( B r o w n l e e  ^  , 1967) h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d ,

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

n o t  a p p l i c a b l e  t o  t h e  DN A s i t u a t i o n .

5. 1 . 3 .  S e c o n d a r y  S t r u c t u r e

X - r a y  a n a l y s i s  c o n t r i b u t e d  c o n s i d e r a b l y  t o w a r d s  th e  

e l u c i d a t i o n  of  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  of DN A. A s t b u r y  a n d  B e l l  w e r e  

t h e  f i r s t  t o  o b t a i n  u s e f u l  X - r a y  d i f f r a c t i o n  p a t t e r n s  o f  DN A f i b r e s .

T h e s e  i n d i c a t e d  a  r e g u l a r  " r e p e a t i n g  u n i t "  w i t h  a p e r i o d i c i t y  of 3. 34 A 

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

s t a c k i n g  w a s  a t  th e  l e v e l  of i n d i v i d u a l  n u c l e o t i d e s .

W a t s o n  a n d  C r i c k  (1953)  p r o p o s e d  t h a t  DNA w a s  o r g a n i z e d  a s  a  

d o u b le  h e l i x .  T h e y  b a s e d  t h e i r  p r o p o s a l  on t h e  X - r a y  d i f f r a c t i o n  r e s u l t s
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o f  W i l k i n s  (1953)  a n d  F r a n k l i n  a n d  G o s l i n g  (1963) ,  a n d  u p o n  th e  

b a s e  a n a l y s e s  of C h a r g a f f  (1951)  a n d  W y a t t  (1952) .  T h e  m o d e l  

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

(i) D N A  c o n s i s t s  of tw o  r i g h t - h a n d e d ,  p o l y d e o x y r i b o n u c l e o t i d e  

s t r a n d s  w o u n d  a r o u n d  t h e  s a m e  a x i s  ;

( ii)  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  s t r a n d s  a r e  a n t i p a r a l l e l ;  i .  e ,  t h e  

i n t e r n u c l e o s i d e  p h o s p h o d i e s t e r  b o n d s  r u n  f r o m  3 '  - t o  

5 '  - c a r b o n  a t o m s  on one s t r a n d ,  a n d  f r o m  5' - t o  3 '  - 

c a r b o n  a t o m s  on  t h e  o t h e r ;

( i i i )  t h e  s t r a n d s  a r e  h e l d  t o g e t h e r  b y  i n t e r c h a i n  H - b o n d i n g  

b e t w e e n  t h e  b a s e  p a i r s  ( a d e n i n e  - t h y m i n e  a n d  g u a n in e  - 

c y t o s i n e ) ;

(iv) t h e s e  b a s e  p a i r s  l i e  n o r m a l  to  t h e  lo n g  a x i s .  T h e  p l a n e s  

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

o
3.  4 A  a p a r t .

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

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

c o n f i g u r a t i o n  o f  DNA h a s  b e e n  m a d e  (W i lk in s ,  1 963) .  I t  i s  n o w  a c c e p t e d  

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

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

s t a b i l i t y  of  t h e  DNA h e l i x  in  s o l i d  s t a t e  a n d  i n  s o l u t i o n  i s  c h i e f l y  due  to  

t h e  b a s e  s t a c k i n g  f o r c e s  ( J o s s e  a n d  E i g n e r ,  1966) .  T h e  d o u b le  h e l i c a l
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m o d e l  o f  DNA h a s  b e e n  a m o s t  i m p o r t a n t  s t i m u l u s  to  b i o l o g i s t s ,  

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

D N A  r e p l i c a t i o n  ( W a t s o n  a n d  C r i c k ,  1953).

5. 1 . 4 .  D N A  R e p l i c a t i o n

T h e  p o s t u l a t e d  m e c h a n i s m  i n v o l v e s  t h e  u n f o ld in g ,  s e q u e n t i a l l y  

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

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

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

e n e r g e t i c a l l y  u n l i k e l y  ( D a v id s o n ,  1969) .  F u r t h e r m o r e ,  i t  i s  d i f f i c u l t  

t o  e x p l a i n  t h e  r e p l i c a t i o n  of  c i r c u l a r  D N A  b y  t h e  a b o v e  m o d e l .  C a i r n s  

(1966)  h a s  s u g g e s t e d  a  " s w i v e l "  ty p e  of  m e c h a n i s m  f o r  r e p l i c a t i o n  of  

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

a n d  a d v a n c e s  in  t h e  s a m e  d i r e c t i o n .

5 . 2 .  S y n t h e s i s  of  DNA

5 . 2 . 1 .  In  v iv o  S y n t h e s i s

G o o d  e v i d e n c e  f o r  s e m i - c o n s e r v a t i v e  r e p l i c a t i o n  of DNA 

w a s  o b t a i n e d  f r o m  th e  c l a s s i c  e x p e r i m e n t  o f  M e s e l s o n  a n d  S t a h l  (1958),  

i n  w h i c h  DNA f r o m  E .  c o l i  g r o w n  in  a  N ^ ^  m e d i u m  a n d  s u b s e q u e n t l y  

t r a n s f e r r e d  to  a  n o r m a l  N ^ ^  m e d i u m  w a s  fo u n d  to  p a s s  t h r o u g h  a 

( N ^ ^ / n I'^) h y b r i d  s t a t e .  T h e s e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  DNA m o l e c u l e s  of 

E .  c o l i  a r e  c o m p o s e d  of tw o  s t r a n d s ,  a n d  th a t ,  o n  r e p l i c a t i o n ,  e a c h  

d a u g h t e r  m o l e c u l e  r e c e i v e s  one  p a r e n t a l  s t r a n d .  T h e  s t r a n d s  do n o t  

u n d e r g o  d e t e c t a b l e  f r a g m e n t a t i o n  b u t  r e m a i n  i n t a c t  f o r  g e n e r a t i o n s .
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3
L a b e l l i n g  of  E .  c o l i  D N A  w i t h  H f o l lo w e d  b y  a u t o r a d i o g r a p h y

3
i n d i c a t e s  t h a t  t h e  a m o u n t  of H i n c o r p o r a t e d  p e r  u n i t  l e n g t h  of n e w l y -

s y n t h e s i z e d  D N A  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  th e  p r e s e n c e  of o n ly  one  n e w l y -

s y n t h e s i z e d  DNA s t r a n d  i n  e a c h  d a u g h t e r  d o u b le  h e l i x  ( C a i r n s ,  1966).

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

u n i d i r e c t i o n a l l y  a t  a  Y - s h a p e d  r e p l i c a t i n g  p o in t .

5 . 2 . 2 .  In  v i t r o  S y n t h e s i s

In  1956,  K o r n b e r g  a n d  h i s  c o l l a b o r a t o r s  d e m o n s t r a t e d  th e  

14
u p t a k e  of C -  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  DN A  u s i n g  a c e l l - f r e e

e x t r a c t  of  E .  c o l i  i n  th e  p r e s e n c e  of  M g ^ ^  a n d  A T P .  It  b e c a m e  

e v i d e n t  t h a t  d T h d  w a s  c o n v e r t e d  t o  d T T P  b y  a  k i n a s e  s y s t e m  p r i o r  to  

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

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

p u r i f i e d  D N A  p o l y m e r a s e  f r o m  E .  c o l i , K o r n b e r g  (1961) d e m o n s t r a t e d  

t h e  s y n t h e s i s  of  DN A m  v i t r o  b y  p o l y m e r i s a t i o n  of t h e  f o u r  d e o x y -

2n u c l e o s i d e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  of  a  D N A  t e m p l a t e  a n d  M g 

T h e  p o l y m e r i z a t i o n  i n v o l v e d  t h e  n u c l e o p h i l i c  a t t a c k  of  a  3 '  - h y d r o x y l  

on  th e  n - p h o s p h a t e  of a  t r i p h o s p h a t e  r e s i d u e  p r o d u c i n g  a  3 ' ,  5' 

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

e n z y m e  c o p i e d  t h e  DN A  t e m p l a t e  in  a  p r e c i s e  m a n n e r ,  DNA p o l y m e r a s e s  

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

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

a n d  c a t a l y s e s  th e  f o l lo w in g  r e a c t i o n s  ( K o r n b e r g ,  196 9).

(i) 5'  ,;y.3' g r o w t h  of a DNA c h a i n  b y  p o l y m e r i s a t i o n  of

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

(ii) e x o n u c l e o l y t i c  h y d r o l y s i s  of  a D N A  c h a i n  f r o m  th e  3'  - 

OH e n d  (3 '  -----> 5 '  d i r e c t i o n ) ;

( i i i )  e x o n u c l e o l y t i c  h y d r o l y s i s  of a  DN A  f r o m  t h e  5' - p  e n d  

(5 '  ___^ 3 '  d i r e c t i o n ) .

(iv) p y r o p h o s p h o r y l y s i s  of a  DN A c h a i n  f r o m  t h e  3 '  e n d  a n d

(v) e x c h a n g e  of  i n o r g a n i c  p y r o p h o s p h a t e  w i t h  t h e  t e r m i n a l

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

T h e  d i f f e r e n t  t e m p l a t e - p r i m e r  r e q u i r e m e n t s  of t h e  p o l y m e r a s e  

of  E .  c o l i  a n d  of  t h e  p o l y m e r a s e  i n d u c e d  b y  T 4 p h a g e  a r e  of  c o n s i d e r a b l e  

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

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

d e g r a d e d  f r o m  3 '  - O H  e n d  b y  e x o n u c l e a s e  HI.- T h e  h e l i x  i s  r e s t o r e d  

t o  i t s  o r i g i n a l  s t a t e  b y  e x t e n s i o n  f r o m  the~3 '  - t e r m i n i .  On th e  o t h e r  

h a n d ,  T 4 - i n d u c e d  p o l y m e r a s e  c a n n o t  e x p l o i t  n i c k e d  r e g i o n s  in  t h e  DNA 

a s  c a n  t h e  E .  c o l i  e n z y m e .  F o r  e x a m p l e ,  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  i n  a 

DN A  d u p l e x  c a u s e d  b y  p a n c r e a t i c  D N a s e  t r e a t m e n t  i n c r e a s e  th e  r a t e  of 

p o l y m e r i s a t i o n  b y  E .  c o l i  e n z y m e  10 t o  20 fo ld .  W h e r e a s  n o  s u c h  

e f f e c t  i s  o b s e r v e d  w i t h  t h e  p h a g e - i n d u c e d  e n z y m e *
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K o r n b e r g  (1969) h a s  p o s t u l a t e d  a  m o d e l  f o r  h e l i x  r e p l i c a t i o n  

i n  v iv o  i n v o l v i n g  th e  a c t i o n  of DNA p o l y m e r a s e  i n  c o n j u n c t i o n  w i th  

D N A  e n d o n u c l e a s e  a n d  l i g a s e  a c t i v i t i e s .  R e c e n t l y ,  a  t h y m i n e  - 

r e q u i r i n g  m u t a n t  o f  E .  c o l i  w a s  fo u n d  to  p r o d u c e  s i n g l e - s t r a n d e d  

b r e a k s  i n  D N A  a f t e r  t h y m i n e  s t a r v a t i o n  ( F r e i f e l d e r ,  1969). d A T P  

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

t o  i n h i b i t  E .  c o l i  DNA l i g a s e .  If  s t r a n d  b r e a k s  a r e  th e  r e s u l t  of  s o m e  

n o r m a l  p r o c e s s ,  t h e n  th e  l o s s  of  c i r c u l a r  DNA a f t e r  t h y m i n e  s t a r v a t i o n  

c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  i n h i b i t i o n  of  l i g a s e  b y  d A T P .  T h i s  p r o v i d e s  

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

K o r n b e r g ' s  m o d e l .

D e  L u c i a  a n d  C a i r n s  (1969) h a v e  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  of a  

m u t a n t  of E .  c o l i , e x t r a c t s  of w h i c h  s h o w  g r e a t l y  r e d u c e d  DN A  

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

t o w a r d s  U. V, i r r a d i a t i o n  a n d  m e t h y l m e t h a n e  s u l p h o n a t e  t r e a t m e n t .  

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

r e c o m b i n a t i o n  ( G r o s s  a n d  G r o s s ,  1969)  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

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

r e p l i c a t i o n  of  D N A,

W i t h  b a c t e r i a l  D N A  p o l y m e r a s e  th e  f i n a l  p r o d u c t  of in  v i t r o  

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

a s  t e m p l a t e ,  w h i l e  i n  t h e  c a s e  of m a m m a l i a n  DNA p o l y m e r a s e s  th e  

r e a c t i o n  d o e s  n o t  p r o c e e d  b e y o n d  th e  l i m i t  of  o n e - f o l d  r e p l i c a t i o n
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( B o l lu m ,  1963) .  T h i s  m a y  b e  a  p r o p e r t y  i n h e r e n t  i n  m a m m a l i a n  

D N A  p o l y m e r a s e s .

5. 3. DN A M o d i f i c a t i o n

T h e  s t r u c t u r e  of DNA i s  k n o w n  to  be  m o d i f i e d  b y  b o th  

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

c h e m i c a l s  a n d  t h e i r  m o d e  of a c t i o n  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 s  in  

b a c t e r i a l  s y s t e m s  b y  g e n e t i c  r e c o m b i n a t i o n  t e s t s .  O n ly  e n z y m e  - 

m e d i a t e d  a l t e r a t i o n s  w i l l  b e  d e a l t  w i th  h e r e .

5. 3. 1, H o s t - c o n t r o l l e d  M é t h y l a t i o n

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

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

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

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

s t r a i n s  (G o ld  a n d  H u r w i t z ,  1963; F u j i m o t o  e t  a l .  , 1965) h a v e  th e  

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

1968) .  H o s t  c o n t r o l l e d  m o d i f i c a t i o n s  of p h a g e  fd  a n d  i t s  c o r r e l a t i o n  

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

b y  A r b e r  a n d  S m i t h  (1 966).

5. 3 . 2 .  V i r u s - i n d u c e d  M é t h y l a t i o n

M é t h y l a t i o n  of  T - e v e n  p h a g e s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  be  e s s e n t i a l  

f o r  a n y  f u n c t i o n  of T - p h a g e  DNA. T h i s  i s  s e e n  f r o m  s t u d i e s  on m i x e d  

i n f e c t i o n  of  E .  c o l i  w i t h  p h a g e s  T 2 a n d  T 3 , in  w h i c h  p r o g e n y  p h a g e s  a r e  

p r o d u c e d  w h i c h  l a c k  m e t h y l  g r o u p s .  T h i s  i s  due  to  th e  p r e s e n c e  of  a
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- i n d u c e d  e n z y m e  w h i c h  c l e a v e s  S - a d e n o s y l  m e t h i o n i n e  ( G e f t e r  et_ad. , 

1966). “p h a g e  p r o d u c e d  i n  t h i s  f a s h i o n  g r o w s  q u i t e  n o r m a l l y  on a

v a r i e t y  of  b a c t e r i a l  s t r a i n s  a n d  s h o w s  n o r m a l  r e c o m b i n a t i o n .  I t  h a s  

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

h o s t  D N A  (K a y e  a n d  W i n a c o u r ,  1967) w h i l s t  v i r a l  D N A  w a s  u n m e t h y l a t e d .  

T h e  D N A  of h e r p e s  v i r u s  h a s  s i m i l a r l y  b e e n  s h o w n  t o  b e  u n m e t h y l a t e d  

(L ow ,  H a y  a n d  K e i r ) .

5 . 3 , 3 .  V i r u s  “i n d u c e d  D e g r a d a t i o n  of H o s t  DNA

E x t e n s i v e  b r e a k d o w n  of  E .  c o l i  DNA w a s  o b s e r v e d  a f t e r  T -------------  4

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

w e i g h t  m a t e r i a l  of 50 t o  70 S. F u r t h e r  d e g r a d a t i o n  a p p e a r e d  t o  o c c u r  

i n  d i s c r e t e  s t e p s .  B u t  i n f e c t i o n  w i t h  U. V. i r r a d i a t e d  p h a g e  T ^  d id  n o t  

g i v e  r i s e  t o  t h i s  f u r t h e r  d e g r a d a t i o n  ( W a r r e n  a n d  B o s e ,  1968) .  T h e s e  

r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  o b s e r v e d  d e g r a d a t i o n  of h o s t  D N A  b e g i n s  e a r l y  

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

a s  e x o - d e o x y r i b o n u c l e a s e s .

E x t e n s i v e  b r e a l c d o w n  of  c y t o s i n e - c o n t a i n i n g  T ^  DNA i s  o b s e r v e d  

on  i n f e c t i o n  w i t h  a  T ^ - p h a g e  m u t a n t  l a c k i n g  d C M P  h y d r o x y m e t h y l a s e .  

W h e n  a  m u t a t i o n  in  g e n e  46 i s  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  s a m e  p h a g e ,  n e i t h e r  

E .  c o l i  n o r  T ^  D N A  i s  d e g r a d e d .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  g e n e s  46 a n d  47  

c o n t r o l  o ne  o r  m o r e  D N a s e s  w h i c h  p r e f e r e n t i a l l y  a t t a c k  DNA c o n t a i n i n g  

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

o n  t h e  v i r a l  g e n o m e .
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5 . 4 .  N u c l e o t i d e  M e t a b o l i s m

C e l l s  p o s s e s s  p o o l s  of n u c l e i c  a c i d  p r e c u r s o r s  d i s t r i b u t e d  

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

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

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

n u c l e o t i d e  - s y n t h e s i s i n g  m a c h i n e r y .  T h e  l e v e l s  of  d A T P  a n d  d T T P  

h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  in  th e  r e g u l a t i o n  of  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e  s y n t h e s i s  

( G r a v ,  1967).

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

o f  0. 1% of  t h e  t o t a l  n u c l e o t i d e  c o n t e n t  o f  DNA ( G r a v ,  1967) .  T h i s  i s  

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

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

i n v o lv e  b l o c k i n g  of  a  p r e c u r s o r  o r  p r e c u r s o r s  v i a  th e  r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t a s e  p a t h w a y  (de  n o v o  s y n t h e s i s )

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

5 . 4 . 1 .  R i b o n u c l e o t i d e  S y n t h e s i s

I M P  a n d  Ü M P  a r e  t h e  r e s p e c t i v e  e n d  p r o d u c t s  of t h e  p a t h w a y s  

of p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  b i o s y n t h e s i s .  I M P  i s  a m i n a t é d  to  A M P  v i a  

a d e n y l o s u c c i n i c  a c i d .  T h e r e  i s  a  r e q u i r e m e n t  f o r  G T P  a s  a  c o - e n z y m e  

in  th e  r e a c t i o n  f o r m i n g  a d e n y l o  s u c c i n i c  a c i d .  T h e  f o r m a t i o n  of  G M P  

f r o m  I M P  p r o c e e d s  v i a  X a n t h o s i n e  5' - m o n o p h o s p h a t e .  X M P  i s  a m i n a t e d  

t o  G M P  in  th e  p r e s e n c e  of g l u t a m i n e .  A M P ,  G M P  a n d  U M P  a r e  

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



F i g u r e  I.

P a t h w a y s  I n v o l v e d  i n  t h e  B io s y a i t l i e s i s  of  
D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  T r i p h o s p h a t e s

A M P

I M P

G M P

U M P

U T P d U M P

C T PA D P G D P F d U M P < - F d U r d

Hydroxyurea
G D P  d C M P d X M P d T h d

d A D P d G D P d C D P d T D P

d G T Pd A T P d C T P

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

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

U M P  i s  c o n v e r t e d  b y  k i n a s e s  t h r o u g h  U D P  t o  U T P .  U T P  i s  

t h e n  a m i n a t e d  to  g iv e  C T P ,  C T P  h a s  to  b e  d è p h o s p h o r y l a t e d  t o  C D P  

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

5 . 4 . 2 .  R i b o n u c l e o t i d e  R e d u c t i o n

T h e  r e d u c t i o n  of A D P ,  G D P ,  U D P  a n d  C D P  to  d e o x y r i b o s e  

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

b a s e  i n t a c t  ( R e i c h a r d ,  1964). V e r y  lo w  l e v e l s  of  d A T P  a r e  k n o w n  to  

i n h i b i t  t h i s  r e d u c t i v e  p r o c e s s  a n d  h e n c e  th e  DN A  s y n t h e s i s  ( M o r r i s  

a n d  F i s c h e r ,  I 9 6 0 ) .  In  t h e  m i c r o - o r g a n i s m  L a c t o b a c i l l u s  l e i c h m a n n i i , 

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

a  c o b a m i d e  e n z y m e .

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

N o v i k o f f  h e p a t o m a  r e d u c e s  a l l  4  r i b o n u c l e o t i d e s  ( M o o r e  a n d  H u r l b e r t ,

1966) a n d  i n  a d d i t i o n  r e s p o n d s  to  t h e  a d d i t i o n  of  c e r t a i n  n u c l e o s i d e  

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

t h e  E .  c o l i  s y s t e m .  R e d u c t i o n  of b o t h  C D P  a n d  U D P  w e r e  s t i m u l a t e d  

b y  A T P  a n d  i n h i b i t e d  b y  d A T P .  d G T P  a n d  d T T P  i n h i b i t e d  th e  r e d u c t a s e  

r e a c t i o n  e v e n  in  t h e  p r e s e n c e  of A T P .  T h e  r e d u c t i o n  of p u r i n e  

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

b y  d A T P .
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B r o w n  a n d  R e i c h a r d  (1969) h a v e  s e p a r a t e d  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  f r o m  E .  c o l i  i n to  tw o  i n a c t i v e  s u b - u n i t s ,

a n d  B ^ ,  W h e n  t h e y  w e r e  m i x e d  t o g e t h e r ,  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  

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

v a l u e  of  9. 75, w h e r e a s ,  i n  t h e  p r e s e n c e  of t h e  n e g a t i v e  e f f e c t o r  d A T P ,  

t h e  S v a l u e  i n c r e a s e d  t o  15. 5S. A T P  a n d  d T T P  d i d  n o t  a l t e r  th e  

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

A l l o s t e r i c  c o n t r o l  of 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 i o n  

S u b - u n i t  d o e s  n o t  h a v e  a n y  n u c l e o t i d e  b i n d in g  s i t e ,  • 

w h i l e  B ^ ,  e i t h e r  a lo n e  o r  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  B ^  p o s s e s s e s  4 n u c l e o t i d e  

b i n d i n g  s i t e s .  T h e s e  f a l l  i n t o  tw o  c l a s s e s .

C l a s s  h  - s i t e  h a s  a  h i g h  a f f i n i ty  f o r  d A T P  a n d  b i n d s  A T P ,  

d A T P ,  d G T P  a n d  d T T P .

C l a s s  1 - s i t e  h a s  a  l o w e r  a f f i n i t y  f o r  d A T P  a n d  b i n d s  o n ly  to  

A T P  a n d  d A T P .

It i s  e n v i s a g e d  ( B r o w n  e t  , 1969) t h a t  1 - s i t e  p r o b a b l y  r e g u l a t e s  

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

5 . 4 . 3 ,  T h y m i d y l a t e  S y n t h e s i s  a n d  P h o s p h o r y l a t i o n

d U M P  i s  a  k e y  p r e c u r s o r  of  t h y m i d y l a t e  a n d  c a n  a r i s e  b y  

r e d u c t i o n  of u r i d i n e  n u c l e o t i d e s  o r  d e a m i n a t i o n  of d C M P .  d U M P  i s  

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

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

u r i d y l i c  a c i d  i s  a  p o t e n t  i n h i b i t o r  of t h i s  e n z y m e ;  t h i s  e x p l a i n s  t h e
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p o t e n t  i n h i b i t i o n  of t h y m i d y l a t e  a n d  h e n c e  DNA s y n t h e s i s  b y  F d U r d ,

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  d U M P  m a y  a c t i v a t e  o r  i n d u c e  th e  f o r m a t i o n  

of  t h y m i d y l a t e  s y n t h e t a s e  ( M a l e y  a n d  M a l e y ,  I 9 6 0 ) .

P h o s p h o r y l a t i o n

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

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

p r e c u r s o r s  o f  D N A  s y n t h e s i s .  O ne  of th e  i m p o r t a n t  k i n a s e s  f r e q u e n t l y  

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

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

in  r e g e n e r a t i n g  r a t  l i v e r  ( W e i s s m a n  ^  ad. , I 960), r a p i d l y  p r o l i f e r a t i n g  

t i s s u e s  a n d  m a m m a l i a n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  DNA v i r u s e s  ( K e i r ,  1968).  

S i n c e  d T T P  i s  k n o w n  t o  i n h i b i t  t h y m i d i n e  k i n a s e  ( P o t t e r ,  1964) a n d  

dCMPdeamirtasuby n e g a t i v e  f e e d b a c k  i n h ib i t i o n ,  l a r g e  a c c u m u l a t i o n  of 

d T T P  e i t h e r  f r o m  t h y m i d i n e  o r  d C M P  d e a m i n a s e  p a t h w a y  i s  p r e v e n t e d .  

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

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

R e g u l a t i o n  of D e o x y  t h y m i d i n e  K i n a s e

T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  of t h e  m o n o m e r i c  e n z y m e  f r o m  E .  c o l i  

i s  a p p r o x i m a t e l y  42> 000 d a l t o n s  a s  e s t i m a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n .  T h e r e  

i s  a  g o o d  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  th e  e x t e n t  of a c t i v a t i o n  o r  i n h i b i t i o n  of 

d T h d  k i n a s e  a n d  i t s  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  T h e  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  i n c r e a s e s  f r o m  3 . 4  - 3. 5S t o  5. 3 - 5. 5S on  a d d i t i o n  of t h e  

a c t i v a t o r  d C D P ,  w h i l e  a d d i t i o n  of th e  i n h i b i t o r  d T T P  i n c r e a s e s  i t
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f u r t h e r  t o  5 . 9  - 6 , OS. T h i s  s m a l l  d i f f e r e n c e  m a y  r e f l e c t  a  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  of  th e  d i m e r  f o r m e d  f r o m  m o n o m e r s  

in  t h e  p r e s e n c e  of a c t i v a t o r s  a n d  i n h i b i t o r s  ( i w a t s u k i  a n d  O k a z a k i ,

1967) ,
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6 . O B J E C T I V E S  O F  T H E  P R O J E C T

T h e  a i m  of t h i s  p r o j e c t  w a s  t o  s t u d y  th e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  

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

v i r u s ,  a n d  t o  c h a r a c t e r i s e  a n y  v i r u s  i n d u c e d  a c t i v i t i e s .  S in c e  th e  

d i s c o v e r y  of  t h e  v i r u s - i n d u c e d  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  

h a v e  b e e n  c a r r i e d  ou t  t o  e s t a b l i s h  th e  s i g n i f i c a n c e  of v i r u s  i n d u c e d  

e n z y m e s  in  t h e  s y n t h e s i s  of v i r a l  DNA. T h e  e f f e c t s  of m u l t i p l i c i t y  of 

i n f e c t i o n  a n d  t h e  n u t r i t i o n a l  s t a t e  of t h e  c e l l s  b e f o r e  i n f e c t i o n  on th e  

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

e x a m i n e d .
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IL M A T E R I A L S

1. S t a n d a r d  M a t e r i a l s

1, 1, C h e m i c a l s

W h e r e  p o s s i b l e ,  a i l  c h e m i c a l s  u s e d  w e r e  " A n a l a r "  g r a d e

o r  i t s  e q u i v a l e n t .  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e s  a n d  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s

w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  C a l b i o c h e m ,  L o s  A n g e l e s ,  C a l i f o r n i a  and

P - L  B i o c h e m i c a l s ,  M i l w a u k e e ,  W i s c o n s i n .  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e

5 ' -  t r i p h o s p h a t e s  w e r e  p u r i f i e d  on D E A E  s e p h a d e x  c o l u m n s .  S a l m o n

t e s t e s  D N A  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l s  C o r p .  ,

F r e e h o l d ,  N e w  J e r s e y .  B E S  a n d  i m i d a z o l e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m

B D H  B i o c h e m i c a l s ,  P o o l e ,  D o r s e t .  A c t i n o m y c i n  D w a s  p u r c h a s e d

f r o m  C a l b i o c h e m ,  L o s  A n g e l e s ,  C a l i f o r n i a .  P u r o m y c i n  h y d r o c h l o r i d e

a n d  h y d r o x y u r e a  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  N u t r i t i o n a l  B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n

C l e v e l a n d ,  O h io .  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( f r a c t i o n  V) w a s  p u r c h a s e d

f r o m  A r m o u r  P h a r m a c e u t i c a l  Co.  L td .  , E a s t b o u r n e .  C s C l  w a s

p u r c h a s e d  f r o m  H a r s h a w  C h e m i c a l  Co.  , C l e v e l a n d ,  O h io .  K i e s e l g u h r

(H y f lo  S u p e r  c e l  ) w a s  p u r c h a s e d  f r o m  K o c h -  L i g h t  L a b o r a t o r i e s  L td ,  ,

C o l n b r o o k ,  B u c k s .

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

^ ^ P - l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a te  a n d  ^ H -  a n d  ^^C  - l a b e l l e d

d e o x y n u c l e o s i d e s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  th e  R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,

3?A m e r  s h a m ,  B u c k s . a  - P  l a b e l l e d  d A T P  a n d  d T T P  w e r e  p u r c h a s e d  

f r o m  I n t e r n a t i o n a l  C h e m i c a l  a n d  N u c l e a r  C o r p o r a t i o n ,  C i ty  of I n d u s t r y ,
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3 3
C a l i f o r n i a .  H -  d A T P  a n d  H -  A T P  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S c h w a r z  

B i o r e s e a r c h  I n c .  , O r a n g e b u r g ,  N e w  Y o r k .  W h e r e  n e c e s s a r y ,  

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

a m m o n i a / w a t e r  a s  s o l v e n t .

1 . 3 .  L i q u i d  S c i n t i l l a t i o n  M a t e r i a l

1 , 4  d i - 2  ( 5 - p h e n y l  o x a z o l y l ) - b e n z e n e ,  ( P O P O P )  a n d  2, 5 -  

d i p h e n y l  o x a z o l e  ( P P O ) w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  K o c h  L ig h t  L a b o r a t o r i e s  

L t d . ,  C o l n b r o o k ,  B u c k s .  H y a m i n e  h y d r o x i d e ,  I M  i n  m e t h a n o l ,  

n a p t h a l e n e  a n d  d i o x a n  w e r e  p u r  c h a s e d  f r o m  N u c l e a r  E n t e r p r i s e s  (G. B .  ) 

L td .  , E d i n b u r g h .

1 . 4 .  M e d i a  f o r  C h r o m a t o g r a p h y  a n d  E l e c t r o p h o r e s i s

W h a t m a n  N o s .  1 a n d  3 M M  f i l t e r  p a p e r  a n d  i o n - e x c h a n g e  

c e l l u l o s e s ,  D E 52 a n d  D E 81 w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  H. R e e v e  A n g e l  & Co. 

L td .  , L o n d o n .  S e p h a d e x  G - 2 5 ,  G - 5 0  a n d  G - 100 w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  

P h a r m a c i a  (G. B . )  L t d . ,  L o n d o n .  H y d r  o x y a p a t i t e  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  

B io .  R a d  L a b o r a t o r i e s ,  R i c h m o n d ,  C a l i f o r n i a .

1. 5. B i o l o g i c a l  M a t e r i a l s  

T i s s u e  C u l t u r e  C e l l s

B H K -2 1 / C - 13 c e l l s  w e r e  a  c o n t i n u o u s  l i n e  of h a m s t e r  

f i b r o b l a s t s  ( M a c p h e r s o n  a n d  S t o k e r ,  1962) .

V i r u s

T h e  p a r t i c u l a r  s t r a i n  of H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  u s e d  w a s  a
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s p e c i f i c a l l y  p u r i f i e d  s u b  s t r a i n  of  H F E M  r e f e r r e d  to  a s  t h e  c v - s t r a i n  

( R u s s e l l  e t  a l .  , 1964) .

1 . 6 .  E n z y m e s

P r o n a s e  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  C a l b i o c h e m ,  L o s  A n g e l e s ,  

. C a l i f o r n i a  a n d  s n a k e  v e n o m  5 ' - n u c l e o t i d a s e  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  Co. , 

St.  L o u i s ,  M o .

1 . 7 .  M i s c e l l a n e o u s

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

I n s t i t u t e  of  V i r o l o g y ,  U n i v e r s i t y  of G l a s g o w .  O x o id  A g a r  N o .  3 w a s  

p u r c h a s e d  f r o m  t h e  O x o i d  d i v i s i o n  of O xo  L td .  , L o n d o n .  D i f c o  b a c t o  

p e p t o n e  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  D i fc 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 .  p h a g e  i n f e c t e d  E .  c o l i  R2 a n d  X p h a g e - i n f e c t e d  E . c o l i

W 3 1 10  w e r e  g e n e r o u s  g i f t s  of  D r .  J .  P i t t s  of t h i s  d e p a r t m e n t .

2 . C o m p o s i t i o n  of  M e d i a  a n d  S t a n d a r d  S o l u t i o n s

2 . 1 .  M e d i a  f o r  T i s s u e  C u l t u r e  W o r k

E a g l e ' s  m e d i u m  A m o d i f i c a t i o n  of E a g l e ' s  m e d i u m  (B u sb y ,  

H o u s e  a n d  M a c D o n a l d ,  1964) c o n t a i n i n g  100 pg .  / m l .  s t r e p t o m y c i n ,  100 

u n i t s / m l .  of  p e n i c i l l i n ,  0 . 002% (w /v )  p h e n o l  r e d  a n d  0 . 2 pg .  / m l .  of 

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

E C  10 m e d i u m  C o n s i s t e d  of  E a g l e ' s  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d

w i t h  10% c a l f  s e r u m ,

E T 5C 5 m e d i u m  C o n s i s t e d  of E a g l e ' s  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  

w i t h  5% t r y p t o s e  a n d  5% c a l f  s e r u m .
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T r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  I t c o n s i s t e d  of a  2. 95% ( w /v )

s o l u t i o n  of  t r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  (D i fco  B a c t o )  i n  w a t e r .

B u f f e r e d  s a l i n e  s o l u t i o n  (BSS) C o n s i s t e d  of 0. l l 6M - N a C l ,

5 . 4 m M - K C l ,  I m M - M g S O ^ ,  I m M - N a H ^ P O ^ ,  1. 8m M - C a C l ^  a n d

0. 002% (w /v )  p h e n o l  r e d  m a d e  n e u t r a l  w i t h  8 . 4 %  (w /v )  N a H C O ^ .

P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  A ( P B S  Sol .  A ) . C o n s i s t e d  of

0 . 1 7 M - N a C l ,  3 . 4 m M - K C l ,  l O m M - N a ^ H P O ^  a n d  2m M - K H  P O ,  a t  pH
2 4 2 4 ^

7 . 4  ( D u l b e c c o  a n d  V ogt ,  1954).

T r i s - s a l i n e  C o n s i s t e d  of 2 5 m M - T r i s / H C l  b u f f e r  (pH 7 .4 ) ,

0, 1 4 M - N a C l ,  5 m M - K C l ,  0. 7 m M - N a ^ H P O ^ ,  5 m M - d e x t r o s e  c o n t a i n i n g

0 , 002% (w /v )  p h e n o l  r e d ,  100 p , g . / m l .  of s t r e p t o m y c i n  a n d  100 u n i t s /

m l .  o f  p e n i c i l l i n .

V e r s e n e  C o n s i s t e d  of 0. 6m M - E D T A  i n  P B S  s o l u t i o n  A  to

w h i c h  0 . 002% (w /v )  p h e n o l  r e d  w a s  a d d e d .

T r y p s i n - V e r  s e n e  T h i s  w a s  a  0. 05% ( w / v )  s o l u t i o n  of t r y p s i n

i n  v e r  s e n e .  . ..

F o r m a l  s a l i n e  C o n t a i n e d  4% ( v / v j  f o r m a l d e h y d e  in  8 5 m M - .

N a C l  a n d  0. I M - N a  SO . o
2 4

G i e m s a  s t a i n  T h i s  w a s  a  s u s p e n s i o n  o f  1. 5% (w /v )  G i e m s a  in  

g l y c e r o l  h e a t e d  a t  56*^C f o r  90 m i n .  a n d  d i l u t e d  w i t h  an  e q u a l  v o l u m e  

of m e - th a n o l  ( D a c i e ,  1956) .

2 . 2 .  M e d i a  f o r  P h a g e  P r o d u c t i o n

N u t r i e n t  a g a r  C o n t a i n e d  1% (w /v )  D i f c o  b a c t o  p e p t o n e ,  l%(w/\) O xo id
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a g a r  N o .  3, 0. 8% N a C l  a n d  0. 1% g l u c o s e .

Sof t  a g a r  C o n t a i n e d  0 , 6 %  O x o id  a g a r  N o .  3 d i s s o l v e d  i n  w a t e r .  

H B  b r o t h  C o n t a i n e d  a  s o l u t i o n  of  0. 5% D i f c o  b a c t o  p e p to n e ,  

0 . 1 %  g l u c o s e ,  0, 5% N a C l  a n d  0. 8% D i f c o  n u t r i e n t  b r o t h  w h o s e  p H  w a s  

a d j u s t e d  t o  7 . 2  w i t h  lO N - N a O H .

2. 3. S t a n d a r d  S o l u t i o n s

S t a n d a r d  C i t r a t e  s o l u t i o n  (SSC).  T h i s  w a s  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  

0.  15M N a C l  a n d  1 5 m M  t r i s  o d i u m  c i t r a t e  a t  pH 7 . 0 ,

S t o c k  I m i d a z o l e  b u f f e r  (IB) T h i s  w a s  a  l . O M  s o l u t i o n  of 

i m i d a z o l e ,  w h o s e  p H  h a d  b e e n  a d j u s t e d  to  7. 0 w i t h  H C l  a c i d .

S to c k  s o l u t i o n  of B E S  b u f f e r  T h i s  w a s  a  1. OM s o l u t i o n  of  B E S  

w h o s e  p H  h a d  b e e n  a d j u s t e d  t o  7. 0 w i t h  lO N - N a O H .

2 . 4 .  L i q u i d  S c i n t i l l a t o r s

D i o x a n  b a s e d  s c i n t i l l a t o r  c o n s i s t e d  of 10% n a p t h a l e n e ,  a n d

0. 7% P P O  d i s s o l v e d  i n  s c i n t i l l a t i o n  g r a d e  d i o x a n .

T o l u e n e  b a s e d  s c i n t i l l a t o r  c o n s i s t e d  of 0. 5% P O P  i n  " A n a l a r "  

t o l u e n e .  In  e a r l i e r  m e a s u r e m e n t s  0 . 0 0 3 %  P O P O P  w a s  i n c l u d e d  in  t h e  

s o l u t i o n ,  i t s  o m i s s i o n  m a d e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .
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III.  M E T H O D S

1. T i s s u e  C u l t u r e  T e c h n i q u e s

1 . 1 .  P r o p a g a t i o n  of C e l l s

B H K - 2 1 / C - 1 3  c e l l s  w e r e  p r o p a g a t e d  in  180 m l .  of

m o d i f i e d  E a g l e ' s  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  10% c a l f  s e r u m  ( E C ^ q)

in  80 o u n c e  r o l l e r  b o t t l e s  g a s s e d  w i t h  95% a i r  + 5% CO^ a n d  i n c u b a t e d

a t  37 C ( H o u s e  a n d  W i ld y ,  1965) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  c e l l

p o p u l a t i o n  d o u b l e d  e v e r y  20 - 22 h r .  . C e l l s  w e r e  r o u t i n e l y  h a r v e s t e d

6a f t e r  t h r e e  d a y s  a n d  e a c h  b o t t l e  s e e d e d  w i t h  20 x  10 c e l l s .  A l l  

i n c u b a t i o n s  w e r e  a t  37**C, u n l e s s  o t h e r w i s e  i n d i c a t e d .

1 . 2 .  H a r v e s t i n g  C e l l s

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

o n c e  w i t h  20 m l .  of  w a r m  v e r  s e n e .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  t r y p s i n i s e d  

u s i n g  25 m l .  o f  0. 05% t r y p s i n  in  v e r s e n e .  T h e  c e l l s  w e r e  d i s p e r s e d ,  

p o u r e d  i n t o  5 m l , o f  E C ^ ^  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  500 g f o r  10 m i n .  T h e  

c e l l  p e l l e t  w a s  w a s h e d  o n c e  w i th  E a g l e ' s  m e d i u m  a n d  t h e  c e l l s  

s u s p e n d e d  i n  E C ^ ^  o r  E C ^  ^ w h e n  th e  c e l l s  w e r e  b e i n g  s e t  to  r e s t i n g  

( s e e  b e lo w ) .

1 . 3 .  ' . C e l l  S y s t e m s  F o r  T h e  S tu dy  of V i r u s - H o s t  C e l l  I n t e r a c t i o n s

1 , 3 . 1 .  H i g h  S e r u m  C e l l s

C e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  in  E C ^ ^  a t  a  c e l l  d e n s i t y  of  0, 6 x  10^

c e l l s / m l .  a n d  t h e n  d i s p e n s e d  in to  50 m m .  P s t r i  d i s h e s  a t  4 m l .  / d i s h .
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A f t e r  40 h o u r s  t h e  c e l l s  w e r e  r e a d y  to  b e  h a r v e s t e d  f o r  th e

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

e n z y m e  w e r e  r e q u i r e d  t h e  c e l l s  w e r e  e i t h e r  g r o w n  in  90 m m .  p e t r i

d i s h e s  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of 8 x  10^ c e l l s / d i s h  o r  in  r o l l e r

b o t t l e s  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  75 x  10^ c e l l s / b o t t l e .

1 . 3 . 2 .  R e s t i n g  C e l l s

C e l l s  s u s p e n d e d  in  ECq^ 5 w e r e  d i s p e n s e d  in to  50 m m .  p e t r i

d i s h e s  a t  a  c e l l  d e n s i t y  o f  1 . 6  x  10^ c e l l s / m l .  u s i n g  5 m l .  of  m e d i u m .

6In  t h e  c a s e  of  90 m m .  Ftetr i  d i s h e s  15 x  10 c e l l s  w e r e  s e e d e d  u s i n g

15 m l .  o f  E C q g a n d  in  t h e  c a s e  of r o l l e r  b o t t l e s  150 x  10^ c e l l s  w e r e

s e e d e d  u s i n g  100 m l .  of  ECq^  5 . A f t e r  t h r e e  d a y s  t h e  c e l l s  w e r e  r e a d y

to  b e  i n f e c t e d .  A  m o d i f i e d  m e t h o d  ( F r i e d  a n d  P i t t s ,  1968) w a s  a l s o

a d o p t e d  d u r i n g  l a t t e r  p a r t  of th e  r e s e a r c h  p r o j e c t .  C o n f l u e n t  r o l l e r

b o t t l e s  w e r e  w a s h e d  o n c e  w i t h  20 m l .  of  v e r  s e n e / b o t t l e  a n d  t h e n

t r e a t e d  w i t h  25 m l .  of  0. 05% t r y p s i n / v e r  s e n e  on th e  b e n c h .  T h e  c e l l s

w e r e  s h a k e n  off  t h e  g l a s s  a n d  d i s p e r s e d  g e n t l y  i n to  s i n g l e  c e l l s .  T he

c e l l s  w e r e  t h e n  i m m e d i a t e l y  t r a n s f e r r e d  in to  80 m l .  of  i c e - c o l d  E a g l e ' s

m e d i u m  p e r  b o t t l e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  500 g f o r  10 m i n .  T h e  c e l l  p e l l e t

w a s  r e s u s p e n d e d  in  E C  a n d  s e e d e d  in to  50 m m . d i s h e s  a t  8 x  10^ c e l l s /Ü. D

d i s h  o r  150 x  10^ c e l l s / r o l l e r  b o t t l e .

1 , 4 .  P r o c e d u r e  f o r  I n f e c t i n g  C e l l s

1 . 4 . 1 .  H i g h  S e r u m  C e l l s

G r o w t h  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f r o m  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s
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c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  150 x  10^ c e l l s / b o t t l e  a n d  r e p l a c e d  w i th

e i t h e r  20 m l .  i n o c u l u m  of  h e r p e s  v i r u s  in  (3 x  10^ P .  F .  U. / b o t t l e )

o r  20 m l .  of  E C ^ .  A f t e r  an  a d s o r p t i o n  p e r i o d  of 1 h r .  t h e  m e d i u m

w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l  s h e e t  w a s h e d  w i th  2 x 2 5  m l .  w a r m  BSS.

100 m l .  E C ^ ^  w a s  a d d e d  a n d  th e  b o t t l e s  i n c u b a t e d  a t  37** C t i l l  t h e  t i m e

of  h a r v e s t i n g .  I n f e c t e d  c e l l s  w e r e  n o r m a l l y  h a r v e s t e d  b e t w e e n  1 0 -1 2

h r ;  a f t e r  i n f e c t i o n .

1 . 4 . 2 .  L o w  S e r u m  C e l l s

A f t e r  t h r e e  d a y s  t h e  lo w  s e r u m  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f r o m

t h e  m o n o l a y e r s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  500 g f o r  10 m i n .  t o  r e m o v e  a n y

c e l l  d e b r i s .  T h e  m e d i u m  w a s  t h e n  g a s s e d  w i t h  5% CO^ a n d  i n c u b a t e d

a t  37 C. T h e  m o n o l a y e r s  (75 x  10 c e l l s / b o t t l e )  w e r e  m o c k - i n f e c t e d

w i t h  20 m l .  of  t h e  a b o v e  u s e d  m e d i u m  o r  i n o c u l a t e d  w i th  h e r p e s  v i r u s

s u s p e n d e d  i n  20 m l .  of u s e d  m e d i u m  a t  a m u l t i p l i c i t y  20 P .  F .  U, / c e l l .

A f t e r  1 h o u r  f o r  a d s o r p t i o n  of v i r u s ,  t h e  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  a n d  th e

c e l l  s h e e t  w a s h e d  w i t h  25 m l .  w a r m  BSS. 100 m l .  of  u s e d  E C _ _ w a s
0. 5

t h e n  a d d e d  a n d  c e l l s  i n c u b a t e d  f o r  10 - 12 h r ,  . b e f o r e  b e i n g  h a r v e s t e d .

1 , 5 .  P r o d u c t i o n  of V i r u s  S to c k s

C e l l s  w e r e  g r o w n  in  r o l l e r  b o t t l e s  t o  p o p u l a t i o n s  of  200 - 

4 00  x  10^ c e l l s  p e r  b o t t l e  w i t h i n  3 d a y s ,  u s i n g  E C ^ ^ T ^ ^ .  T h e  m e d i u m  

w a s  d e c a n t e d  a n d  th e  c e l l s  i n f e c t e d  a t  t h e  lo w  m u l t i p l i c i t y  of 1 P .  F .  U. 

p e r  300 to  1, 000 c e l l s  w i t h  t h e  v i r u s  in  20 m l .  E C ^ T ^ .  A f t e r  a n  h o u r ,
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a  f u r t h e r  30 m l .  o f  E C - T  w a s  a d d e d  a n d  th e  c e l l s  i n c u b a t e d  f o r  2
D 5

to  3 d a y s  a t  37 C u n t i l  t h e  c e l l s  e x h i b i t e d  c o m p l e t e  c y t o p a t h i c  e f f e c t .

T h e  pH o f  t h e  m e d i u m  w a s  m a i n t a i n e d  n e u t r a l  b y  a d d i t i o n  of 8 . 4 %  (w /v )

N a H C O ^  d u r i n g  t h e  c o u r s e  of v i r u s  m u l t i p l i c a t i o n .  T h i s  e n h a n c e d

th e  g r o w t h  a n d  s t a b i l i t y  of  th e  v i r u s .

H a r v e s t i n g  of V i r u s

V i r u s  “i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  d i s l o d g e d  b y  s h a k i n g  th e  c e l l s

off  t h e  g l a s s .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  900 g f o r  10 m i n s .

T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  a n d  th e  c e l l  p e l l e t  s u s p e n d e d  i n  10 - 15 m l .

of  s u p e r n a t a n t .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  d i s r u p t e d  w i th  u l t r a s o n i c

v i b r a t i o n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s o n i c a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  900 g f o r  10 m i n ,  .

T h e  o p a l e s c e n t  s u p e r n a t a n t  w a s  p o o l e d  w i t h  th e  e a r l i e r  s u p e r n a t a n t

f r a c t i o n  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  30, 000 g f o r  30 m i n .  T h e  p e l l e t  t h u s

o b t a i n e d  w a s  r e s u s p e n d e d  b y  s o n i c a t i o n  i n  E C ^  ^ a n d  s u b j e c t e d  to

c e n t r i f u g a t i o n  a t  900 g f o r  10 m i n .  . T h e  s u p e r n a t e  t h u s  p r e p a r e d

10
c o n t a i n e d  a  f a i r l y  c l e a n  p r e p a r a t i o n  of h i g h  t i t r e  v i r u s  (10 P .  F . U .  / 

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

D u r i n g  a l l  m a n i p u l a t i o n s  t h e  t e m p e r a t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  b e lo w  5°C .

T h e  v i r u s  s u s p e n s i o n - w a s  s t o r e d  a t  -70**0 in  2 m l .  p o r t i o n s .

1 . 6 .  T i t r a t i o n  of V i r u s

S to c k  v i r u s  s o l u t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  - 7 0  C f o r  o v e r  a  

f o r t n i g h t  b e f o r e  a n y  e s t i m a t i o n s  of i n f e c t i v i t y  w e r e  m a d e .  T h i s  w a s  

t o  a l l o w  f o r  a n y  p o s s i b l e  i n a c t i v a t i o n  of v i r u s  to  t a k e  p l a c e  d u r i n g
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s t o r a g e  a t  -7 0  C.  A  s p e c i m e n  of th e  v i r u s  p r e p a r a t i o n  w a s  t h a w e d  

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

s u s p e n s i o n s  w a s  e s t i m a t e d  u s i n g  a  s e n s i t i v e  p l a q u e  t e c h n i q u e  ( R u s s e l l ,  

1962). W h e n  p l a q u e  f o r m a t i o n  w a s  c o m p l e t e ,  t h e  c e l l s  w e r e  f i x e d  

w i t h  f o r m a l  s a l i n e  a n d  s t a i n e d  w i t h  G i e m s a  s t a i n .  E x c e s s  dye  w a s  

w a s h e d  off  w i t h  P B S  s o l u t i o n  A  a n d  th e  p l a q u e s  c o u n t e d .  I f  i t  w a s  

d e s i r e d  t o  k e e p  t h e  v i r u s  v i a b l e  i n  th e  p l a q u e s ,  n e u t r a l  r e d  w a s  a d d e d  

d i r e c t l y  w i t h o u t  f i x in g  t h e  c e l l s .  P l a q u e s  w e r e  c o u n t e d  a f t e r  o v e r n i g h t

O

i n c u b a t i o n  a t  37 C.  .
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2 .  B i o c h e m i c a l  T e c h n i q u e s

2.  1 P r e p a r a t i o n  of C r u d e  C e l l  E x t r a c t s

C e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  w a s h e d  o n c e  w i t h  i c e  c o ld  BSS a n d  

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

a t  5 00 g  f o r  10 m in ^  t h e  m e d i u m  d e c a n t e d  a n d  t h e  c e l l s  s u s p e n d e d  in  

2 t o  5 v o l u m e s  of  l O m M - B E S  b u f f e r  p H  7 . 0  c o n t a i n i n g  5 m M - m e r c a p t o -  

e t h a n o l .

C e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  b y  u l t r a s o n i c  v i b r a t i o n s  (4 x  30 s e c .  .

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

c e n t r i f u g e d  a t  105,  0 0 0 g f o r  90 m i n .  T h e  s u p e r n a t a n t  f l u id  w a s

r e m o v e d  a n d  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  100 v o l u m e s  of  b u f f e r .  A l l

o p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  ou t  a t O  - 4* .

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

"6a n d  d i a l y s i s  b y  t h e  p r e s e n c e  of 10 M  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e .  T h e  

d i a l y s e d  s u p e r n a t a n t  w a s  s t o r e d  a t  -7 0  C i n  s e a l e d  c o n t a i n e r s .  T h e  

p jg l ta t  V. j  c o n t a i n e d  n e g l i g i b l e  a m o u n t s  of d e o x y p y r i m i d i n e  k i n a s e s  

a n d  D N a s e  a c t i v i t y .

2 . 2. P r e p a r a t i o n  of P h a g i c i n

2 . 2 .  1. S m a l l  S c a l e  P r e p a r a t i o n  of P h a g e  L y s a t e  U s i n g  t h e  A g a r  
O v e r l a y  M e t h o d

25 m l ,  a m o u n t s  of n u t r i e n t  a g a r  w e r e  p o u r e d  i n to  90 m m .

P e t r i  d i s h e s  a n d  a l l o w e d  to  s e t .  4  m l .  a m o u n t s  of s o f t  a g a r  a t  42 C

w e r e  m i x e d  w i t h  0 .  5 m l ,  of E .  c o l i  W 3110  a n d  0, 2 m l .  of  c r u d e
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p h a g e  X l y s a t e  a n d  p o u r e d  u n i f o r m l y  o v e r  t h e  h a r d  a g a r  b a s e .

P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  37 C in  a  h u m i d i f i e d  i n c u b a t o r  

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

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

1 t o  2 m l .  of  P B S  s o l u t i o n  A a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1, OOOg f o r  15 m i n .

T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t r e a t e d  w i t h  a  D a w e  S o n i p r o b e  f o r  3 m i n .  a t

2. 5 a m p s .  T h e  s o n i c a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  105,  OOOg f o r  30 m i n .  a n d

t h e  s u p e r n a t e  s t o r e d  a t  -2 0  C.

2 . 2 . 2 .  B a r g e  S c a l e  P r e p a r a t i o n  of P h a g e  L y s a t e  b y  I n f e c t i n g  C e l l s  
i n  S u s p e n s i o n

0. 5 m l ,  o f  E .  c o l i  W 3110  w a s  a d d e d  to  50 m l .  of H B  b r o t h  

a t  37 C a n d  i n c u b a t e d  u n t i l  t h e  t u r b i d i t y  a t  450  n m . w a s  a b o u t  0. 8 

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

of 2 P .  F . U .  / c e l l  a n d  i n c u b a t e d  a t  4 2  ̂C f o r  15 m i n .  T h e  t e m p e r a t u r e  

w a s  t h e n  l o w e r e d  to  37**C a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  u n t i l  l y s i s  w a s  

c o m p l e t e .

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

15, OOOg f o r  30 m i n .  a n d  c o n c e n t r a t e d  u s i n g  a  D i a f l o  m e m b r a n e  f i l t e r .  

T h e  c o n c e n t r a t e  w a s  t r e a t e d  w i t h  a D a w e  S o n i p r o b e  f o r  2 m i n .  a t  

2 . 5 a m p s ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  105, OOOg f o r  30 m i n .  T h e  s u p e r n a t e  

w a s  s t o r e d  a t  -20*^ C. T h i s  c r u d e  p r e p a r a t i o n  of  p h a g i c i n  w a s  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  a s  d e s c r i b e d  b y  C e n t i f a n t o  (1968) .
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2 . 3 .  A n a l y t i c a l  M e t h o d s

2 . 3 .  1. E s t i m a t i o n  of  P r o t e i n

20 t o  100 jj,l. s a m p l e s  of p r o t e i n  s o l u t i o n  w e r e  p r e c i p i t a t e d

b y  a d d i t i o n  o f  1 m l .  of  i c e - c o l d  5% (w /v )  T C A  a n d  l e a v i n g  a t  0 - 4*^C

f o r  1 h r .  T h e  p r o t e i n  w a s  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1, OOOg f o r

15 m i n .  P r o t e i n  i n  th e  p r e c i p i t a t e  w a s  t h e n  e s t i m a t e d  u s i n g  c r y s t a l l i n e

b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  a s  s t a n d a r d  ( L o w r y  ejt , 1951) .

2 . 3 . 2 .  E s t i m a t i o n  of  DNA

D N A  f r o m  C s C l  f r a c t i o n s  w a s  e s t i m a t e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n

of t h e  m e t h o d  of  B u r t o n  (1 956). 20 | i l  70% P C A  w a s  a d d e d  t o  0. 26 m l .

of  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 - 1 0  pg .  DN A  a n d  th e  s o l u t i o n  i n c u b a t e d  a t  70° C

f o r  30 m i n .  A f t e r  c o o l in g ,  t h e  s o l u t i o n  w a s  m a d e  u p  to  0. 5 m l .  w i t h

5% P C A  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1, OOOg f o r  15 m i n .  , 0 . 2  5 m l .  of th e

s u p e r n a t a n t  w a s  t a k e n  f o r  th e  e s t i m a t i o n  of  D N A.

2.  4 .  A u t o r a d i o g r a p h y  a n d  L a b e l l i n g  of C e l l s

2 . 4 . 1 ,  A u t o r a d i o g r a p h y

C e l l s  w e r e  g r o w n  u n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s  in  50 m m .

P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  18 x  1 8 m m ,  c o v e r  s l i p s .  T o  e s t i m a t e  t h e

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

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

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

3
5 of  H - d T h d  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  = 38. 8C i / m  M o le )  w a s  a d d e d  to  e a c h  

c u l t u r e  a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  1 h r .  T h e  m e d i u m  w a s  t h e n
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r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l  s h e e t s  w a s h e d  o n c e  w i t h  i c e - c o l d  0. 9% ( w / N a C l ,

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

c o l d  5% T C A .  T h e  c o v e r  s l i p s  w e r e  r i n s e d  i n  70% e t h a n o l  a n d  a l l o w e d

t o  d r y  p r i o r  t o  a u t o r a d i o g r a p h y .  K o d a k  N T B - 3  p h o t o g r a p h i c  e m u l s i o n

w a s  d i l u t e d  1 i n  3 w i t h  w a t e r  i n  t h e  d a r k  r o o m .  C o v e r  s l i p s  w e r e

d i p p e d  i n  t h e  e m u l s i o n  a n d  d r a i n e d  f r e e  of e x c e s s .  A f t e r  5 d a y s

c o v e r  s l i p s  w e r e  i m m e r s e d  i n  K o d a k  D 19  d e v e l o p e r  f o r  2 m i n .  a n d

r i n s e d  w i t h  w a t e r .  C o v e r  s l i p s  w e r e  t h e n  f i x e d  i n  A m f i x  ( d i lu t e d  1 in- 5

w i t h  w a t e r )  f o r  2 m i n .  a n d  t h o r o u g h l y  r i n s e d  in  w a t e r .  A f t e r  d r y i n g ,

c o v e r  s l i p s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  h a e m a t o x y l i n  f o r  10 m i n .  , r i n s e d  in  w a t e r

a n d  t r e a t e d  w i t h  a  d r o p  of  d i lu t e  a m m o n i u m  h y d r o x i d e  to  s t a i n  t h e  c e l l s

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

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

2 . 4 , 2 .  P u l s e  L a b e l l i n g  T e c h n i q u e

T h e  r a t e  of  DNA s y n t h e s i s  o f  C - 1 3  c e l l s  f o l l o w in g  v i r a l

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

3 — 5
p r e s e n c e  of 1 fj,c-.of H - d C y d  (10 M) a t  d i f f e r e n t  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  

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

4**C i n  s c r e w  c a p p e d  b o t t l e s ,  w h i l e  t h e  c e l l  s h e e t  w a s  w a s h e d  t w i c e ,  

s c r a p e d  in to  c o n i c a l  t u b e s  w i t h  c o ld  BSS a n d  c e n t r i f u g e d  a t  500g  f o r  

10 m i n .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  s u s p e n d e d  i n  2 m l .  o f  5% T C A  a n d  l e f t  in  

i c e  f o r  15 m i n  . A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1, OOOg f o r  15 m i n .  , th e  s u p e r 

n a t a n t  w a s  s t o r e d  a t  4 ° C .
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T h e  p e l l e t  w a s  m i x e d  w i th  Z m l ,  5% T C A  c o n t a i n i n g  H y f lo  

S u p e r  c e l  (20g.  / I .  ) a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  p a d  of H y f lo  S u p e r c e l  

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

w i t h  3 x 1 0  m l .  i c e - c o l d  5% ,T C A  a n d  d r i e d  b y  w a s h i n g  w i t h  3 x  10 m l .  

a b s o l u t e  a l c o h o l  f o l l o w e d  b y  2 x 5  m l .  e t h e r .  T h e  d r i e d  m a t e r i a l  w a s  

t r a n s f e r r e d  d i r e c t l y  i n to  a  s c i n t i l l a t i o n  v i a l  a n d  h e a t e d  f o r  30 m i n ,  

h t  65 C w i t h  0, 5 m l .  I M - h y a m i n e  h y d r o x i d e  i n  m e t h a n o l .  T h e  v i a l  

w a s  c o o l e d  a n d  10 m l .  t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a t o r  f l u id  a d d e d  p r i o r  to  

c o u n t i n g .  200 p.1 s a m p l e s  of t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  m i x e d  w i t h  3 m l .  

a b s o l u t e  a l c o h o l  a n d  10 m l .  t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a t o r  a n d  c o u n te d .

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

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

T o  e s t i m a t e  th e  a m o u n t  of r a d i o a c t i v i t y  l e f t  in  t h e  m e d i u m ,  0. 5 m l ,  

10% T C A  w a s  m i x e d  w i t h  0, 5 m l .  m e d i u m  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  r e m o v e d  

b y  c e n t r i f u g a t i o n .  20 p i .  of  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s s o l v e d  i n  3 m l .  

a l c o h o l  a n d  10 m l .  t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a t o r  a n d  c o u n te d .

2.  5. A s s a y  of  E n z y m e s  

?.. 5 . 1 . DNA p o l y m e r a s e

32T h e  a s s a y  m e a s u r e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  P - d T M P  r e s i d u e s  

32
f r o m  Qt - P - d T T P  i n t o  a c i d - i n  s o l u b l e  DN A i n  t h e  p r e s e n c e  of a  p r i m e r  

a n d  a l l  f o u r  d e o x y n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e s  a s  d e s c r i b e d  b y  K e i r  (1962) .

T h e  s t a n d a r d  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  400  p g . / m l .  d e n a t u r e d  DN A,
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0 . 2 m M - d C T P ,  d G T P ,  c lATP a n d  ce - P - d T Ï P ,  8 m M - M g S O  , 2 5 m M -

t r i s - H C l  b u f f e r  7 . 5 ,  6 0 m M - K C l ,  5 m M - m e r c a p t o e t l i a n o l ,  0 . 4 m M -  

E D T A  a n d  e n z y m e  i n  a  t o t a l  v o l u m e  of 0 . 2  5 m l .  F o r  s p e c i f i c  a s s a y  

of t h e  h e r p e s - - i n d u c e d  DNA p o l y m e r a s e  t h e  K C l  c o n c e n t r a t i o n  v /as  ‘ 

i n c r e a s e d  f r o m  6 0 m M  t o  0. 2M . .

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

m o l e s  of dTM!P i n c o r p o r a t e d  in to  a c i d - i n s o l u b l e  m a t e r i a l  p e r  m g .  

p r o t e i n  in  30 m i n .  a t  37° C.

2. 5. 2. DN a s e

T h e  a s s a y  m e a s u r e d  th e  r e l e a s e  of a c i d - s o l u b l e  m a t e r i a l

32f r o m  P - l a b e l l e d  E .  c o l i  DNA a s  d e s c r i b e d  b y  M o r r i s o n  a n d  K e i r

32(1968) ,  T h e  s t a n d a r d  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  50 pg./mil.  P - D N A ,  

2 m M - M g S O  , 5 0 m M - T r i s - H C l  b u f f e r  pH 9 . 0 ,  l O m M - m e r  c a p t o e t h a n o l  

a n d  e n z y m e  i n  a  t o t a l  v o l u m e  of 0. 2 m l .

T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of D N a s e  i s  t h e  n u m b e r  of pg .  DNA 

d e g r a d e d  t o  a c i d - s o l u b l e  m a t e r i a l  p e r  m g .  %)rotein in  30 m i n ,  a t  37° C.

2. 5. 3. P u r i n e  D e o x y r i b o n u c  M o s id e  K i n a  s e s

14
T h e  a s  s a y  m e a s u r e d  th e  c o n v e r s i o n  of  C - d e o x y r i b o n u c l e o s i d e

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

i n c u b a t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  5p m o l e s  of B E S  b u f f e r  p H  7. 0, 400  n  m o l e s

14
A T P ,  400 71 m o l e s  M g C l^ ,  60 n  m o l e s  C - d e o x y n u c l e o s i d e  (1 p c / p  m o l e ; ,  

0. 1 p m o l e  m e r c a p t o e t h a n o l  and  2 - 2 0  pg. e n z y m e  p r o t e i n  in  a  t o t a l  v o l u m e  

of  70 pi .  A f t e r  30 m i n .  i n c u b a t i o n  a t  3 7 C, th e  r e a c t i o n  v /as  s t o p p e d  by
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h e a t i n g  f o r  2 m i n .  in  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  a n d  c o o l i n g  i n  i c e .  T h e  

s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1, OOOg f o r  10 m i n .  a t  0 - 4°  a n d  th e  

s u p e r n a t a n t  k e p t .  A  20 p i .  s a m p l e  of t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  m i x e d  w i t h  

20 p i .  of  c a r r i e r  m i x t u r e  ( c o n t a in i n g  n u c l e o s i d e  a n d  n u c l e o t i d e  m o n o ,  

d i “ a n d  t r i p h o s p h a t e s ,  e a c h  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of  lO m M ) a n d  a p p l i e d  

t o  W h a t m a n  N o .  1 o r  3M M  p a p e r . .  T h e  n u c l e o s i d e  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  

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

T h e  n u c l e o s i d e  a n d  n u c l e o t i d e  s p o t s  w e r e  c u t  ou t ,  i m m e r s e d  in  t o l u e n e - 

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

T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  w a s  d e f i n e d  a s  t h e  n u m b e r  

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

30 m i n .  a t  37* C,  In  t h e  e a r l y  w o r k ,  i m i d a z o l e  b u f f e r  w a s  u s e d  

i n s t e a d  of B E S  b u f f e r .

2 . 5 . 4 .  P y r i m i d i n e  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

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

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

c o n s i s t e d  of 5 p  m o l e s  of  B E S  b u f f e r  (pH = 7. 0), 100 n  m o l e s  of A T P ,

14
100 n  m o l e s  of  M g C lg j  10 n  m o l e s  of C - l a b e l l e d  d e o x y n u c l e o s i d e  •

(4 p c / p  m o l e ) ,  0. 1 p m o l e  of  m e r  c a p t o e t h a n o l  a n d  5 t o  100 pg, e n z y m e  

p r o t e i n  in  a  v o l u m e  of 70 p i .

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

d e o x y n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a t e d  p e r  m g .  p r o t e i n  i n  30 m i n .  . a t  37 C. 

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



66 .

e x c e e d  50%, t h u s  e n s u r i n g  t h a t  a l l  a s s a y s  w e r e  w i t h i n  t h e  r a n g e  of

l i n e a r  r e s p o n s e  t o  t i m e .

2. 5, 5. A T P a s e

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

3p y r i m i d i n e  k i n a s e  a s s a y ,  t h e  e x c e p t i o n s  b e i n g  t h e  i n c l u s i o n  of  H - A T P

^  T  ^  mm /  ■" • l a  . . .mm. f  id a  '  • 1  a .  \  -.a « «  a .  .Xi — — ' 1.T ^  1  1  A  /" * ' I 1  j  1

2 .5 .6  Heat Inactivation Conditions

lOOjug amounts of host and virus infected high speed supernatant fractions were 
subjected to heat treatment for 3mins in 0.1 ml 20mM-BES buffer containing 
5mM-mercoptoethanol both in the presence and the absence of the substrate. 
The cell extracts were cooled in ice  and later analysed for enzyme activ ity .

2 . 6 .  E n z y m e  P u r i f i c a t i o n

2 . 6 .  1. D E A E - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y

M i c r o g r a n u l a r  ty p e  D E -52  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  to  

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

c o l u m n  (1 X 12. 5 cm.) u s i n g  0, 0 5 M - B E S  b u f f e r ,  pH  7. 0, c o n t a i n i n g  

I m M - E D T A ,  5 m M - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  10 ^ M - d C y d .  A f t e r  e q u i l i b r a t i o n  

o v e r n i g h t  a t  4 * C  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  100 m l .  b u f f e r .  T h e  

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

a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  a n d  w a s h e d  t h r o u g h  w i t h  70 m l .  b u f f e r ,  5 m l .  

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

a d j u s t e d  to  1 m g ,  / m l .  b y  a d d i t i o n  of  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  p r i o r  to
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s t o r a g e  a t  -70  . E l u t i o n  w a s  t h e n  p e r f o r m e d  u s i n g  a l i n e a r  g r a d i e n t

of K C l  i n  b u f f e r  ( 0 - 0 ,  35M, 200 m l .  ). F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d

s t o r e d  a s  a b o v e .

2 . 6 . 2 .  G e l  F i l t r a t i o n

F r e - s w o l l e n  S e p h a d e x  G -2 5 ,  G -5 0  a n d  G - 100 w e r e  p a c k e d

?
in to  c o l u m n s  a c c o r d i n g  to  s u p p l i e r s  i n s t r u c t i o n s .  V o id  v o l u m e s  w e r e  

e s t i m a t e d  u s i n g  D e x t r a n  B l u e .  C o l u m n s  of G - 2 5  w e r e  o f t e n  u s e d  f o r  

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

e q u i l i b r a t e d  a n d  e l u t e d  w i t h  2 0 m M  B E S  b u f f e r ,  p H  7. 0, c o n t a i n i n g  

1 O m M - m e r  c a p t o e t h a n o l .

2. 7* P a r t i a l  P u r i f i c a t i o n  of P h a g i c i n

45  m g .  p r o t e i n  of a  c r u d e  p h a g i c i n  p r e p a r a t i o n  (5 m g .  / m l .  ) 

w a s  a p p l i e d  t o  a  1. 5 x  40 c m .  S e p h a d e x  G -  100 c o l u m n  a n d  e l u t e d  w i th  

0. I M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7. 5 ( C e n t i f a n to ,  1968) .  T h e  m a t e r i a l  

e l u t i n g  a t  t h e  v o id  v o l u m e  w a s  c o l l e c t e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  10 5, OOOg. 

f o r  7 hrt. T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  s t o r e d  a t  -20  C.

2. 8. P a p e r  C h r o m a t o g r a p h y

D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  8 w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e i r  p h o s p h o r  y l a t e d  

d e r i v a t i v e s  on W h a t m a n  No. 1 o r  3M M  papez* b y  d e s c e n d i n g  c h r o m a t o g r a p h y  

w i t h  t h e  s o l v e n t  i s o b u t y r i c  a c i d / H ^ O / N H ^ / 0 .  I M - E D T A  (100:55*. 8 :4 .  2 :1 .  6) 

f o r  20 h r  s .  a t  2 0 C. T h e  p a p e r  w a s  d r i e d  in  a  f u m e  c u p b o a r d  a n d  s p o t s
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c o r r e s p o n d i n g  t o  d i f f e r e n t  n u c l e o s i d e s  a n d  n u c l e o t i d e s  l o c a t e d  u n d e r

U. V. l i g h t  ( T h o m s o n ,  1969) .

D E A E - P a p e r  C h r o m a t o g r a p h y

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

s e p a r a t e d  b y  a s c e n d i n g  c h r o m a t o g r a p h y  on  D E -81  p a p e r  u s i n g  0. 75M

N H  .H C O  , p H  8. 6 T h e  R  v a l u e s  a t  20* C w e r e  a s  f o l lo w s :  P . : 0 .  8,
4  3 f 1

d C M P ,  d T M P : 0 .  7, d A M P ,  d G M P ; 0 .  5, o l i g o n u c l e o t i d e s  0 to  0 . 2 .  

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

c o u n t e r ,

2 .  9. E l e c t r o p h o r e s i s

P a p e r  e l e c t r o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n  of  n u c l e o s i d e s  a n d  

n u c l e o t i d e s  w e r e  c a r r i e d  ou t  on  W h a t m a n  3 M M  p a p e r  in  0. 05M  c i t r a t e  

b u f f e r ,  p H  3 , 5 ,  a t  a  p o t e n t i a l  g r a d i e n t  of 40  v o l t s / c m .  f o r  45  m i n ,

2 .  10. D e n s i t y  G r a d i e n t  C e n t r i f u g a t i o n

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

f o r  24 h r .  w i t h  1% s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  a n d  p r o n a s e  in  SSC a t  37* C. 

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

a n d  t h e  v o l u m e s  m a d e  u p  to  3 . 4  m l .  w i t h  SSC. 4 .  3 7 5 g .  of C s C l  w a s  

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

10, OOOg, f o r  30 m i n .  T h e  f l o a t i n g  m a t e r i a l  w a s  r e m o v e d  a n d  th e  

r e f r a c t i v e  i n d i c e s  of  th e  s u p e r n a t a n t s  a d j u s t e d  t o  1 . 4 0 0  u s i n g  SSC.

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

w i t h  p a r a f f i n  o i l  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  65 - 70 h r ,  a t  33, 000 r .  p .  m .  a t
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20 C i n  t h e  S p in e  o N o .  50 a l u m i n i u m  a n g le  h e a d  r o t o r  ( F l a m m  e t  a l .  ,

1966) .  T u b e s  w e r e  p u n c t u r e d  a n d  2 d r o p  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d .

F r a c t i o n s  w e r e  d i l u t e d  w i t h  0. 5 m i s .  of ^/TO SSC a n d  F  . ^ a n d
260

r a d i o a c t i v i t y  m e a s u r e d .

2. 11 A s s a y  of t h e  D i s t r i b u t i o n  of R a d i o a c t i v e  P r e c u r s o r s  in
A c i d - S o l u b l e  a n d  I n s o l u b l e  P o o l s  of DNA a n d  R N A

18 h r .  o ld  c u l t u r e s  of BHF^ c e l l s  (4 x  10^ c e l l s / 5 0 m m . d i s h )

w e r e  i n f e c t e d .  A f t e r  5 h r .  i n c u b a t i o n  a t  37 h a l f  t h e  n u im b e r  o f  c u l t u r e s

w e r e  t r e a t e d  w i t h  2 m M  h y d r o x y u r e a .  A f t e r  a  l a p s e  of  1 5 m i n .  h a l f  of

3
t h e  c u l t u r e s  w e r e  p u l s e - l a b e l l e d  w i th  10 [ic of H - d C y d  (15. 5 C i / m  M o le )

3
a n d  t h e  r e s t  w i t h  10 p c  of H - C y d  (4. 5 C i / m  M o l e )  f o r  1 h r .  N o n  

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

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

r a d i o a c t i v i t y  in  a c i d - s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  p o o l s  of DNA a n d  R N A  w e r e  

e s t i m a t e d .

R a d i o a c t i v i t y  i n c o r p o r a t e d  in to  DNA a n d  R N A  w a s  e s t i m a t e d  u s i n g  

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

w i t h  i c e - c o l d  BSS a n d  t r a n s f e r r e d  in to  c o n i c a l  t u b e s .  T h e y  w e r e  t h e n  

c e n t r i f u g e d  a t  6 0 0 g f o r  10 m i n .  a n d  th e  s u p e r n a t a n t  d e c a n t e d .  T h e  c e l l  

p e l l e t  w a s  t r e a t e d  w i t h  4 m l .  5% i c e - c o l d  T C A  a n d  th e  p r e c i p i t a t e  

c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1, OOOg f o r  10 m i n .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  

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

w a s  t r e a t e d  w i th  2 m l .  0. 2 N P C A  c o n t a i n i n g  H y f lo  S u p e r c e l  a n d  w a s h e d  ■
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t h o r o u g h l y  w i t h  i c e - c o l d  5% T C A  on f i l t e r s .  T C A  w a s  r e m o v e d  b y

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

t o  a  c o n i c a l  t u b e  a n d  t r e a t e d  w i t h  2 m l .  0. 3 N  K O H  a t  3 7* C f o r  18 h r .

0 . 2  m l .  6 N P C A  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s u s p e n s i o n  c e n t r i f u g e d  a t  1, OOOg

f o r  10 m i n .  T h e  s u p e r n a t a n t  c o n t a i n e d  h y d r o l y s e d  R N A  a n d  p r o t e i n .

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

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

R N A .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  w a s h e d  w i t h  5% T C A .  a l c o h o l  a n d  e t h e r .

T h i s  p r e c i p i t a t e  c o n t a i n e d  a l l  a c i d - i n s o l u b l e  D N A , T h e  r a d i o a c t i v i t y  of

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

2 .  12. M e a s u r e m e n t  of R a d i o a c t i v i t y  

32(i) P  w a s  m e a s u r e d  in  a  N u c l e a r  C h i c a g o  lo w  b a c k g r o u n d ,  

g a s - f l o w  c o u n t e r  w i t h  50% e f f i c i e n c y .

(ii) ^ ^ C -  a n d  ^ H - c o n t a in i n g  s p o t s  f r o m  c h r o m a t o g r a p h i c  o r  

e l e c t r o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n  w e r e  d r i e d ,  c u t  out ,  i m m e r s e d  in  10 m l .  

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 id  a n d  c o u n t e d  in  a  s c i n t i l l a t i o n  s p e c t r o 

p h o t o m e t e r  w i t h  e f f i c i e n c i e s  of 75 a n d  25% r e s p e c t i v e l y .

( i i i )  D N A  c o n t a i n i n g  o r / a n d  ^"^C f r o m  C s C l  g r a d i e n t s  w a s

p r e c i p i t a t e d  w i t h  5% T C A  in  t h e  p r e s e n c e  of  d e n a t u r e d  DNA c a r r i e r

(50 ^ g . / s a m p l e )  a n d  t r a p p e d  on  a M i l l i p o r e  m e m b r a n e  ( p o r e  s i z e :  0 . 4 5  p) . 

T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  w a s h e d  w i th  3 x  10 m l .  c o ld  5% T C A , d r i e d  a n d  

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

(iv) W h e n e v e r  l a r g e  v o l u m e s  of  r a d i o a c t i v e  l i q u i d  h a d  to  be  c o u n te d  

d i o x a n - b a s e d  s c i n t i l l a t o r  w a s  u s e d  i n s t e a d  of  t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a t o r .
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IV. R E S U L T S

1. I n d u c t i o n  of  E n z y m e s  F o l l o w i n g  I n f e c t i o n  of BHK C e l l s  b y
H e r p e s  V i r u s

1 . 1 .  G e n e r a l  B a c k g r o u n d

F o l l o w i n g  h e r p e s  v i r u s  i n f e c t i o n ,  th e  l e v e l s  of a c t i v i t i e s  of  

D N A  p o l y m e r a s e ,  D N a s e  ( K e i r  a n d  Gold ,  1963) ,  d C M P  d e a m i n a s e  

( M c G e o c h  a n d  K e i r ,  1 968), d e o x y t h y m i d i n e  k i n a s e  (Kit  a n d  D u b b s ,  1963)  

a n d  d T M P  k i n a s e  (N e w to n ,  1964) h a v e - b e e n  s h o w n  to  i n c r e a s e .  On t h e  

o t h e r  h a n d ,  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  k i n a s e s  f o r  d A M P ,  d C M P  a n d  d G M P  

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

a  v i r u s  r e l a t e d  t o  h e r p e s  s i m p l e x  ( H a m a d a ,  K a m i y a  a n d  K a p l a n ,  1966) .

1 . 2 .  P u r i n e  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

T h e  l e v e l s  o f  a c t i v i t y  of p u r i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s ,  

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

s e r u m  BHK c e l l s .  O n  i n f e c t i o n  of  h i g h  s e r u m  c e l l s ,  t h e  l e v e l s  of 

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

O n  i n f e c t i o n  of  lo w  s e r u m  c e l l s  t h e  a c t i v i t y  o f  d e o x y a d e n o s i n e  

k i n a s e  d r o p p e d  a b o u t  50% f r o m  i t s  i n i t i a l  l e v e l  of a c t i v i t y  a t  a  t i m e  

c o r r e s p o n d i n g  t o  e n t r y  a n d  u n c o a t i n g  of v i r i o n s  ( F i g .  IV. l ) .  E n z y m e  

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

w i t h  t h e  l o w e s t  l e v e l  of i n f e c t i v i t y .  T h e  d e c r e a s e  i n  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  

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

v i r a l  c o m p o n e n t .  On th e  o t h e r  h a n d ,  t h e  a c t i v i t y  of  d G u o  k i n a s e
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d e c r e a s e d  r a p i d l y  w i t h i n  t h e  f i r s t  f o u r  h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n  a n d  

r e m a i n e d  c o n s t a n t  t h e r e a f t e r  ( F ig ,  IV. 2). T h i s  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  of 

v i r u s  i n f e c t i o n  on dA do  a n d  dG u o  k i n a s e s  s u g g e s t s  t h a t  tw o  d i s t i n c t  

p r o t e i n s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  tw o  k i n a s e  a c t i v i t i e s .

1 . 3 .  P y r i m i d i n e  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

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

p y r i m i d i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s  w e r e  i n c r e a s e d  10 -1 5  f o ld  a t  

10 - 12 h r .  p o s t - i n f e c t i o n ,  w h i l s t  low  s e r u m  c e l l s  p o s s e s s i n g  u n 

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

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

i n f e c t e d  h i g h  s e r u m  c e l l s  ( F ig ,  IV. 2). In  t h e s e  lo w  s e r u m  c e l l s  t h e  

a c t i v i t i e s  of  d X h d  a n d  d C y d  k i n a s e s  i n c r e a s e d  p r o g r e s s i v e l y  t i l l  8 h r .  

p o s t - i n f e c t i o n  a n d  t h e n  l e v e l l e d  off.  T h e  l e v e l  of a c t i v i t y  of  d C y d  

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

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

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

m a y  p r e c e d e  d T h d  k i n a s e  a c t i v i t y  i n  th e  s e q u e n c e  of e n z y m e  i n d u c t i o n .

A tw o  s t a g e  i n c r e a s e  in  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  of d C y d  k i n a s e  w a s  

o b s e r v e d  b e t w e e n  1 - 2  a n d  3 - 4  h r .  p o s t - i n f e c t i o n .  T h i s  d i f f e r e n t i a l  

i n c r e a s e  in  d C y d  k i n a s e  a c t i v i t y  w a s  r e p e a t a b l e .  T h e  s i g n i f i c a n c e  of 

t h e s e  tw o  a c t i v i t i e s  w i l l  be  d i s c u s s e d  l a t e r ,

1 . 4 .  DN A  P o l y m e r a s e

T h e  l e v e l  of a c t i v i t y  of  DNA p o l y m e r a s e  w a s  v e r y  lo w  in  lo w
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s e r u m  c e l l s .  O n  i n f e c t i o n  t h e  l e v e l  of a c t i v i t y  r o s e  15 to  20 fo ld  

a t  8 - 10 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  ( F i g .  IV. 1). F u r t h e r  i n d u c t i o n  of 

e n z y m e  w a s  s h u t  off  a f t e r  t h i s  p e r i o d .

1, 5. O t h e r  E n z y m e s

T h e  l e v e l  of  a c t i v i t y  o f  A T P a s e  i n  h i g h  s p e e d  s u p e r n a t a n t  

f r a c t i o n s  o f  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  c e l l s  w a s  t o o  lo w  to  be  d e t e c t e d  u n d e r  

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

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

l o w e r  l e v e l s  of p h o s p h a t a s e  t h a n  do  n o n  g r o w i n g  c e l l s  ( F i a l a  ^  ,

1962;  E k e r ,  1965) .

1 . 6 .  I n f e c t i v i t y

In  a  t y p i c a l  v i r a l  g r o w t h  c u r v e ,  a  l a g  of  4 h r .  i n  th e  a p p e a r a n c e  

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

a n d  th e  t r a n s c r i p t i o n  of e a r l y  f u n c t i o n s  o f  t h e  v i r a l  g e n o m e  (F ig .  IV.  1). 

T h e r e  w a s  a  r a p i d  s y n t h e s i s  of i n f e c t i v e  p a r t i c l e s  f r o m  5 to  8 h r .  a f t e r  

i n f e c t i o n .  T h e  m a x i m u m  y i e l d  of  i n f e c t i v e  p a r t i c l e s  in  low  s e r u m  c e l l s  

w a s  a b o u t  one  lo g  u n i t  l o w e r  a n d  w a s  r e a c h e d  2 t o  4 h r .  e a r l i e r  t h a n  t h a t  

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

v i r i o n s  s y n t h e s i s e d  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1:10.  T h u s ,  t h e  a m o u n t  of v i r a l  

DNA s y n t h e s i s e d  w a s  a t  l e a s t  10 fo ld  h i g h e r  t h a n  t h a t  r e p r e s e n t e d  b y  

i n f e c t i v i t y  m e a s u r e m e n t s .

2.  E f f e c t  of I n h i b i t o r s  of M a c r o m o l e  c u l a r  S y n t h e s i s  on E n z y m e  I n d u c t i o n

2 . 1 .  DNA S y n t h e s i s

H y d r o x y u r e a ,  a  p o t e n t  i n h i b i t o r  of DNA s y n t h e s i s ,  h a s  l i t t l e
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o r  n o  e f f e c t  on  R N A  o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( Y a r b o ,  K e n n e d y  a n d  B a r n u m ,  

1965) ,  T h e  i n h i b i t i o n  of  D N A  s y n t h e s i s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  b e i n g  

d u e  t o  i n h i b i t i o n  of  d ^  n o v o  s y n t h e s i s  of  d e o x y 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 s  

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

r e d u c t a s e  p a t h w a y  ( K r a k o f f ,  B r o w n  a n d  R e i c h a r d ,  1968) .

2 . 1 . 1 .  E f f e c t  of H y d r o x y u r e a  on D N a s e  A c t i v i t y

U n c o a t i n g  of  v i r a l  c a p s i d  i s  a l m o s t  c o m p l e t e  a t  3 h r .  p o s t 

i n f e c t i o n  ( H o l m e s  a n d  W a t s o n ,  1 963).  A d d i t i o n  of  2 m M - h y d r  o x y u r e  a 

a t  t h i s  j u n c t u r e  r e d u c e d  t h e  12 h r .  e n z y m e  a c t i v i t y  b y  o n ly  a b o u t  30% 

( F i g .  TV. 3), s u g g e s t i n g ,  t h a t  DNA s y n t h e s i s  i s  n o t  n e c e s s a r y  f o r  th e  

i n d u c t i o n  of  a l k a l i n e  D N a s e .

2 . 1 . 2 .  E f f e c t  of H y d r o x y u r e a  on D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e  A c t i v i t y

A d d i t i o n  of  h y d r o x y u r e a  a t  1 - 2 h r ,  p o s t - i n f e c t i o n  r e d u c e d  

th e  12 h r .  e n z y m e  a c t i v i t y  o f  d C y d  k i n a s e  b y  20% ( F i g .  IV ,  4 ) ,  A d d i t i o n  

of t h e  i n h i b i t o r  l a t e r  t h a n  3 h r ,  p o s t - i n f e c t i o n  i n c r e a s e d  th e  a c t i v i t y  of 

d C y d  k i n a s e  a t  12 h r .  p o s t - i n f e c t i o n ,  s u g g e s t i n g  a  p o s s i b l e  r e g u l a t o r y  

r o l e  of  d e o x y n u c l e o s i - d e H r i p h o s p h a t e s • o n - the  l e v e l  of  v i r u s - i n d u c e d  d C y d  

k i n a s e  a c t i v i t y .  I f ' h y d r o x y u r e a  h a d  i n h i b i t e d  t h e  s y n t h e s i s  of d e o x y 

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

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

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

e f f e c t  i m p a r t e d . b y  d T T P  a n d  d C T P  on t h e  r e g u l a t i o n  of d C y d  k i n a s e  

s y n t h e s i s  a n d  h e n c e  i m p a r t  a n  i n d i r e c t  s t i m u l a t o r y  e f f e c t .
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2. 2. R N A  S y n t h e s i s

A c t i n o m y c i n  D i n h i b i t s  D N A - d e p e n d e n t  R N A  s y n t h e s i s  

( G o l d b e r g  ^ t  cd. , 1962) b y  b i n d in g  to  t h e  DNA t e m p l a t e  a n d  th u s  

i n h i b i t i n g  t r a n s c r i p t i o n .  A m o n g  th e  f o u r  b a s e s  of DNA, d e o x y g u a n o s i n e  

s h o w s  t h e  s t r o n g e s t  a f f i n i ty  t o w a r d s  t h e  i n h i b i t o r  ( K e r s t e n ,  1961) .

S in c e  t h e  g u a n in e  c o n te n t  o f  v i r a l  DNA i s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h a t  

o f  c e l l u l a r  D N A, a  h i g h e r  n u m b e r  of b i n d in g  s i t e s  w o u l d  be  a v a i l a b l e  

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

2 . 2 ,  1. E f f e c t  of A c t i n o m y c i n  D. on D N a s e  A c t i v i t y

A d d i t i o n  of a c t i n o m y c i n  D (O, 5 p g . /m l ,  ) a t  1 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  

c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  t h e  i n d u c t i o n  of a l k a l i n e  D N a s e  a c t i v i t y  ( F ig .  IV. 3), 

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

a c t i n o m y c i n  w a s  a d d e d  a t  l a t e r  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  In  t h e  4 - 6  h r .  

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

of t h e  12 h r ,  e n z y m e  l e v e l  wa,s a  m a x i m u m .

2 . 2 . 2 ,  E f f e c t  of A c t i n o m y c i n  D on  D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e  A c t i v i t y

A d d i t i o n  of a c t i n o m y c i n  D a t  2 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  r e d u c e d  

th e  12 h r ,  l e v e l  of d C y d  k i n a s e  a c t i v i t y  to  o n ly  40% ( F ig .  IV. 4) , u n l i k e  

a l k a l i n e  D N a s e  a c t i v i t y  w h i c h  w a s  d e c r e a s e d  to  8%. T h i s  r e m a r k a b l e  

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

t r a n s c r i p t i o n  of g e n e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  th e  v a r i o u s  v i r u s - i n d u c e d  

e n z y m e s .  T h e  r a t e  of r e l e a s e  of d C y d  k i n a s e  a c t i v i t y  f r o m  i n h i b i t i o n
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m e a s u r e d  a s  a  f u n c t i o n  of 12 h r .  l e v e l  of a c t i v i t y  w a s  a  m a x i m u m  

b e t w e e n  1 - 2 h r .  a f t e r  i n f e c t i o n .  In  a d d i t io n ,  t h e r e  w a s  a n o t h e r  

r e p r o d u c i b l e  i n c r e a s e  in  a c t i v i t y  b e t w e e n  3 - 4 h r .  p o s t - i n f e c t i o n .

T h e  p o s s i b l e  s i g n i f i c a n c e  of t h i s  t w o - s t a g e  i n c r e a s e  w i l l  be  d i s c u s s e d  l a t e r .

2 . 3 .  P r o t e i n  S y n t h e s i s .

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

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

r i b o s o m e s  ( R a b in o v i t z  a n d  F i s h e r ,  1962).

2 . 3 .  1. E f f e c t  of P u r o m y c i n  on D N a s e  A c t i v i t y

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

D N a s e  w h e n  a d d e d  a t  1 - 2 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  ( F i g .  IV. 3). T h e r e a f t e r ,  

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

i n h i b i t o r  a t  l a t e r  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  T h e  m a x i m u m  r a t e  of r e l e a s e  

f r o m  i n h i b i t i o n  w a s  a c h i e v e d  b e t w e e n  5 - 6 h r .  p o s t - i n f e c t i o n .  T h i s  

i n c r e a s e  in  e n z y m e  a c t i v i t y  a p p e a r s  to  f o l lo w  t r a n s c r i p t i o n  of m e s s e n g e r  

f o r  t h e  v i r u s - i n d u c e d  D N a s e .  ( F ig .  IV. 3).

2. 3. 2• E f f e c t  of P u r o m y c i n  on D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e  A c t i v i t y

A d d i t i o n  of p u r o m y c i n  a t  1 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  r e d u c e d  th e  

12 h i ' . l e v e l  of d C y d  k i n a s e  a c t i v i t y  to  5% of  c o n t r o l .  T h e  m a x i m u m  

r a t e  of r e l e a s e  f r o m  i n h i b i t i o n  t o o k  p l a c e  b e t w e e n  3 - 4  h r .  a f t e r  

i n f e c t i o n ,  a l t h o u g h  th e  r a t e  of r e l e a s e  f r o m  i n h i b i t i o n  b e t w e e n  5 - 6  h r .  

p o s t - i n f e c t i o n  w a s  a l s o  r e l a t i v e l y  h ig h  a n d  m a y  be  s i g n i f i c a n t  in  t e r m s
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of  e n z y m e  i n d u c t i o n ,  ( s e e  d i s c u s s i o n ) .

3 3
3, , D i s t r i b u t i o n  of H - D e o x y c y t i d i n e  a n d  H - C y t id i n e  i n  C o n t r o l

a n d  H e r p e s - i n f e c t e d  C e l l s  

3
3 . 1 ,  D i s t r i b u t i o n  of  H - D e o x y c y t i d i n e

3
T h e  u p t a k e  of  H - d C y d  i n to  t h e  a c i d - s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  

f r a c t i o n s  of BHK c e l l s  i n c r e a s e d  a b o u t  4 - f o l d  a t  6 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  

( T a b l e  IV. 5), A d d i t i o n  of  2mM~hydrox-^narea  d id  n o t  a p p r e c i a b l y  a l t e r  

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

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

c o n t r o l  c e l l s .  T h e  i n h i b i t o r ,  h o w e v e r ,  d id  c a u s e  i n h i b i t i o n  of t h e  r a t e  

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

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

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

d e o x y n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e s ,  a n d /  o r  (ii) d e g r a d a t i o n  of h o s t  DNA m a y  

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

p o o l ,

3
3 . 2 .  D i s t r i b u t i o n  of H - C y t i d i n e

3 . . .T h e  u p t a k e  of H - C y d  in to  a c i d - s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s

o f  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  c e l l s  w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  t r e a t m e n t  of c e l l s  w i th  

2 m M ~ h y d r o x ^ o i r e a .  T h e  r a t e  of R N A  s-^nrthesis of c o n t r o l  c e l l s  d r o p p e d  

t o  50% a t  6 h r .  a f t e r  i n f e c t i o n  w i th  h e r p e s  v i r u s .  T r e a t m e n t  of 

i n f e c t e d  c e l l s  w i t h  h y d r o x y u r e a  r e d u c e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  c y d d i n e  in to  

D N A  b y  90% ( T a b l e  IV. 6), T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  h y d r o x y u r e a  h a d
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s p e c i f i c a l l y  a f f e c t e d  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  p a t h w a y  i n  i t s  

i n h i b i t o r y  a c t i o n  on  t h e  DNA s y n t h e s i s  in  b o t h  c o n t r o l  a n d  v i r u s - i n f e c t e d  

c e l l s ,

4 .  E f f e c t  of M u l t i p l i c i t y  o f  I n f e c t i o n

4 . 1 ,  H i g h  S e r u m  C e l l s

On i n f e c t i o n  of BHK c e l l s  w i t h  h e r p e s  v i r u s ,  t h e  l e v e l s  of  

D NA p o l y m e r a s e ,  a l k a l i n e  D N a s e  a n d  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  i n c r e a s e d  

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

a f t e r  i n f e c t i o n  ( F i g s .  IV, 6, 7 a n d  8). A t  12 h r .  p o s t - i n f e c t i o n ,  t h e  

l e v e l s  o f  a c t i v i t i e s  of  DNA p o l y m e r a s e  a n d  a l k a l i n e  D N a s e  h a d  r e a c h e d  

a  m a x i m u m  a t  a n  i n p u t  m u l t i p l i c i t y  of 10 P .  F .  U. /  c e l l  a n d  w e r e  n o t  

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

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

e a r l y  e n z y m e s  w a s  c o m p l e t e  a t  12 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  a n d  t h a t  f u r t h e r  

s y n t h e s i s  h a d  b e e n  s h u t  off .  T h e  i n a b i l i t y  o f  l a r g e  p o p u l a t i o n s  of m  R N A  

c o d in g  f o r  e a r l y  e n z y m e s  t o  b o o s t  u p  e n z y m e  a c t i v i t y - a t  12 h r ,  p o s t 

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

6 h r .  p o s t - I n f e c t i o n ,  h o w e v e r ,  t h e  i n c r e a s e  in  t h e  l e v e l s  of a c t i v i t i e s  of  

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

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

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

a c t i v a t o r s  o r  v i r u s  i n d u c e d  e n z y m e s .
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E f f e c t  of M u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  on th e  I n d u c t i o n  of
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NOTE:- The activ ity  of dCyd kinase at 10 P .F .U ./c e i l  at 12hr. post infection  
in this experiment does not support the proposition o f a cut off mechanism for 
dCyd kinase activ ity  at 12hr. post infection. But it is possible that "cut off" 
mechanism for dCyd kinase in this experiment has been delayed .
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In  t h e  c a s e  of v i r u s - i n d u c e d  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  ( F ig .  IV. 9) 

t h e  i n c r e a s e  in  a c t i v i t y  of e n z y m e  w a s  r e l a t e d  to  t h e  m u l t i p l i c i t y  of  

e x p o s u r e s  u p  t o  a  p e r i o d  of IZ h r .  B u t  t h e r e a f t e r ,  no  f u r t h e r  

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

o f  i n f e c t i o n  (>  10 P . F . U . /  c e l l ) .  A t  lo w  m u l t i p l i c i t i e s  of  i n f e c t i o n ,  

t h e  t i m e  t a k e n  to  a c q u i r e  t h e  m a x i m u m  l e v e l  of e n z y m e  a c t i v i t y  v a r i e d  

w i t h  t h e  m u l t i p l i c i t y  of e x p o s u r e  of c e l l s  t o  v i r u s  i n f e c t i o n ,  s u g g e s t i n g  th e  

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

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

m  R N A  s p e c i e s .

4 . Z .  Liow S e r u m  C e l l s

T h e  m a x i m u m  l e v e l s  of v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s  w e r e  o b t a i n e d  

a t  IZ h r .  p o s t - i n f e c t i o n  a t  a  m u l t i p l i c i t y  of e x p o s u r e  of 10 P .  F . U .  / c e l l  

( F i g s .  IV, 10, 11 a n d  I z ) .  L o w  s e r u m  c e l l s  w e r e  low  in  m e t a b o l i c  

a c t i v i t y  a n d  w e r e  r e l a t i v e l y  f r a g i l e .  A t  h i g h  d o s e s  of i n f e c t i v i t y  th e  

c e l l s  w e r e  d a m a g e d  a n d  th e  i n d u c t i o n  of  e n z y m e s  in  s u c h  s y s t e m s  w a s  

v e r y  lo w  a n d  e r r a t i c ,  p r o b a b l y  due  to  l e a k a g e  of p r o t e i n .  T h i s  w a s  

c l e a r l y  i n d i c a t e d  b y  t h e  e n z y m e  a c t i v i t i e s  o b s e r v e d  a t  6, 12 a n d  22 h r .  

p o s t - i n f e c t i o n  a f t e r  e x p o s u r e  of c e l l s  to  h i g h  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  

( 100 P .  F .  U. /  c e l l ) . T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  i n d u c t i o n  of

e n z y m e s  b y  h e r p e s  w a s  n o t  o n ly  d e p e n d e n t  on  th e  m u l t i p l i c i t y  of 

i n f e c t i o n  b u t  a l s o  on th e  s t a t e  of c e l l s  in  c u l t u r e  a n d  t h e i r  immedio-te
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n u t r i e n t  e n v i r o n m e n t .  T h e  i n h i b i t i o n  of  e n z y m e  a c t i v i t y  of  e a r l y  

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

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

t h e  c e l l  m e m b r a n e  a n d  c a u s e  t h e  lea lcage  of t h e s e  e n z y m e s .

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

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

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

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

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

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

5. K i n e t i c  S t u d i e s on P u r i n e  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

5 . 1 .  T i m e  C o u r s e

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

r e s p e c t  to  t i m e  u p  to  a b o u t  4-0 m i n .  u n d e r  t h e  s t a n d a r d  a s s a y  c o n d i t i o n s  

(F ig .  IV. 13), T h e  s t e p w i s e  p h o s p h o r y l a t i o n  of d A M P  to  d A D P  a n d  

d A T P  w a s  r e l a t i v e l y  low u n d e r  th e  a s s a y  c o n d i t i o n s  a n d  d id  n o t  a f f e c t  

t h e  a c t i v i t y  of dA do  k i n a s e .

5 . 2 .  pH  O p t i m u m

T h e  o p t in a u m  f o r  t h e  a s s a y  of dG uo  k i n a s e  of c o n t r o l  c e l l s  

w a s  p l“l 7. 0 ( F ig .  IV. 14). T h e r e  w a s  n o  c h a n g e  o b s e r v e d  in  th e  p r o f i l e  

of  t h i s  c u r v e  a f t e r  v i r u s  i n f e c t i o n .  U n l i k e  dG uo  k i n a s e ,  dA do  k i n a s e  

h a d  a b r o a d  o p t i m u m  w i t h  a m a x i m u m  a t  p H  7. 2 ( F ig .  IV. 15). A f t e r
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i n f e c t i o n ,  t h e  pH o p t i m u m  w a s  s h i f t e d  s l i g h t l y  to  pH 7. 5; t h e

s i g n i f i c a n c e  of t h i s  c h a n g e  i s  n o t  c l e a r .

2 +
5 . 3 .  M g  R e q u i r e m e n t .

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

d i a l y s e d  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  G - 2 5 S e p h a d e x  s h o w e d  n o  r e q u i r e m e n t  fo r  

2 +M g  i o n s  i n  t h e  p u r i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e  a s s a y  (F ig .  IV. 16). 

T h i s  f in d in g  w a s  s i m i l a r  to  t h e  o b s e r v a t i o n  m a d e  b y  S c h n e b l i ,  H i l l  

a n d  B e n n e t t  (1967) on p u r i f i e d  a d e n o s i n e  k i n a s e .

A f t e r  t r e a t m e n t  of a  c e l l  e x t r a c t  w i th  0. I m M  p - c h l o r  o m e r  c u r i e - 

b e n z o a t e  a t  4 f o r  10 m i n .  f o l lo w e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  200 v o l u m e s  of

5 0 r n M - B E S  b u f f e r  pH 7 c o n t a i n i n g  I m M - E D  TA, t h e  e n z y m e  s h o w e d  a

2 -I- . 2 +r e q u i r e m e n t  f o r  M g  f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y .  A d d i t i o n  of M g  a lo n e

g a v e  o n ly  2 0% a c t i v i t y .  B u t  in  th e  p r e s e n c e  of I m M - m e r e a p t o e t h a n o l

2+ 7a n d  M g  /3 of t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y  w a s  r e c o v e r e d  (A<[urray, 1968).

T h i s  w o u l d  s e e m  to  i n d i c a t e  t h a t  the  e n z y m e  h a d  b e e n  p a r t i a l l y  i n a c t i v a t e d

d u r i n g  p C M B  t r e a t m e n t  w i t h  th e  r e l e a s e  of e n z y m e - b o u n d  d iv ad en t

2 +c a t i o n s .  T h e  o p t i m u m  M g c o n c e n t r a t i o n  f o r  th e  a s s a y  of d e o x y -  

p u r i n e  k i n a s e s  w a s  e q u a l  to  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of A T P  u s e d  in  the  a s s a y  

m i x t u r e  (6 m M ) .

5 . 4 .  A T P  R e q u i r e m e n t

It w a s  o b s e r v e d  t h a t  e v e n  in  t h e  a b s e n c e  of e x o g e n o u s  A T P ,  

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

t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  d e o x y r  i b o n u c l e o t i d e s  . T h i s  s u g g e s t e d  th e  p r e s e n c e
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of a  p r o t e i n  w i t h  a s s o c i a t e d  A T P ,  w h i c h  c o u ld  b e  u s e d  f o r

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

3 o
enz-^mie p r e p a r a t i o n  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  H - A T P  f o r  1 h r .  a t  4 , a f t e r

w h i c h  p a r t  of i t  w a s  s u b j e c t e d  to  g e l  f i l t r a t i o n  on  G - 5 0  w h i l e  t h e  r e s t

w a s  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  0 . 0 5 M - B E S  b u f f e r  c o n t a i n i n g  5 m M “

3
m e r c a p t o e t h a n o l .  In  b o t h  c a s e s ,  30% of H - A T P  w a s  b o u n d  to  p r o t e i n  

in  b o t h  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s ;  0 . 1  n  m o l e  A T P  p e r  m g .  

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

T h e  r a t e  of p h o s p h o r y l a t i o n  w i t h  A T P  c o n c e n t r a t i o n s  b e l o w  

I m M  w a s  l e s s  t h a n  t h e  o p t i m u m .  B u t  a t  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  I m M  

t h e  r a t e  of p h o s p h o r y l a t i o n  w a s  i n d e p e n d e n t  of A T P  c o n c e n t r a t i o n .

F o r  a s s a y i n g  p u r i n e  d e o x y r  i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s  6 m M - A T P  w a s  u s e d  

in  t h e  f i n a l  a s s a y  m i x t u r e .  D u r i n g  a l l  k i n a s e  a s s a y s  p e r c e n t a g e  

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

t h e  a c t i v i t y  a t  z e r o  t i m e .

5 . 5 .  M i c h a e l i s  C o n s t a n t

T h e  m a x i m u m  r a t e  of p h o s p h o r y l a t i o n  b y  d A d o  k i n a s e  to o k  

p l a c e  a t  a  s u b s t r a t e  l e v e l  of I m M .  T h e  M i c h a e l i s  c o n s t a n t  f o r  dA do  

k i n a s e  a t  3?"  w a s  5, 5. x  10 M  ( F i g .  IV. 19).

6. S t a b i l i t y  of P u r i n e  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

B o th  p u r i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s  w e r e  e x t e n s i v e l y  

s t a b i l i z e d  in  th e  p r e s e n c e  of 20% g l y c e r o l ,  d u r i n g  b o t h  lo n g  t e r m  

s t o r a g e  a n d  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  e x p e r i m e n t s .  U n f o r t u n a t e l y ,  the
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p r e s e n c e  of  g l y c e r o l  g a v e  r i s e  to  d i f f i c u l t i e s  i n  t h e  s e p a r a t i o n  of  

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

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

A d d i t i o n  of  p r o t e i n  (B o v in e  s e r u m  a lb u m i n )  t o  c r u d e  e n z y m e  e x t r a c t s  

d id  n o t  i n c r e a s e  s t a b i l i t y  d u r i n g  e n z y m e  a s s a y  o r  lo n g  t e r m  s t o r a g e .

6 . 1 .  H e a t  S t a b i l i t y  of D e o x y a d e n o s i n e  K i n a s e

D e o x y a d e n o s i n e  k i n a s e  s h o w e d  c o n s i d e r a b l e  t h e r m o s t a b i l i t y .  

H e a t  t r e a t m e n t  of t h e  e n z y m e  f o r  3 m i n ,  a t  d i f f e r e n t  t e m p e r a t u r e s  in  

t h e  p r e s e n c e  o f  2 0 m M - B E S  b u f f e r ,  p H  7. 0, c l e a r l y  i n d i c a t e d  th e  

s t a b i l i t y  of t h e  e n z y m e  u p  t o  70 (E ig .  IV. 20) .  T h i s  i s  s i m i l a r  t o  

t h e  o b s e r v a t i o n s  of O kaza l^ i  a n d  K o r n b e r g  (1964) on  t h e  d X h d  k i n a s e  

of E .  c o l i . T h e  h e a t  s t a b i l i t y  of t h e  e n z y m e  r e m a i n e d  u n a l t e r e d  b e f o r e  

a n d  a f t e r  i n f e c t i o n .  N o  s t a b i l i z a t i o n  of  t h i s  e n z y m e  b y  s u b s t r a t e  w a s  

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

7. I n d u c t i o n  o f  a  N e w  D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e  b y  H e r p e s  V i r u s

7 . 1 .  I n d u c t i o n  of P y r i m i d i n e  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

T h e  l e v e l s  o f  a c t i v i t y  of d C y d  a n d  d T h d  k i n a s e s  w e r e  i n c r e a s e d  

10 - 1 5  f o ld  b y  12 h r .  a f t e r  h e r p e s  i n f e c t i o n  ( F ig .  IV .  2). N o  s u c h  

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

E C iq j  s u g g e s t i n g  t h a t  e l e v a t i o n  of e n z y m e  a c t i v i t y  i s  a  r e s u l t  of v i r u s  

in fe  c t i o n .



F i g u r e  IV. 20.

E f f e c t  of P r i o r  I n c u b a t i o n  of C o n t r o l  a n d  I n f e c t e d  C e l l  E x t r a c t s
on th e  A c t i v i t i e s  of D e o x y a d e n o s i n e  K i n a s e

nJ
>

u
0to
4-»
0o

:>>
•i-H

• rH
u
d
oCO
cj
0• rH
X
0
0• H
to
o
0
0

tcir
0

Q

1 O'

I n f e c t e d
75

C o n t r o l

50

.M3
1000 60 8020 40

T e m p e r a t u r e  C)



84.

7 , 2 :  R e q u i r e m e n t  f o r  N e w  P r o t e i n  S y n t h e s i s

E x p e r i m e n t s  w i t h  a c t i n o m y c i n  D ( F i g ,  IV.  4) s h o w e d  c l e a r l y  

t h a t  R N A  s y n t h e s i s  w a s  r e q u i r e d  f o r  t h e  a p p e a r a n c e  of t h e  v i r u s - 

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

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

o f  t h i s  n e w  e n z y m e  ( F i g .  IV ,  4 ) ,  T h e  t i m e  p r o f i l e s  o f  t h e  c u r v e s  of 

e n z y m e  a c t i v i t i e s  o b t a i n e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  t w o  i n h i b i t o r s  i n d i c a t e  

a s  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h e  e f f e c t  of i n h i b i t i o n  of R N A  s y n t h e s i s  on  

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

T h e  i n c r e a s e  of d C y d  k i n a s e  o b s e r v e d  i n  h e r p e s  c e l l s  c o u ld  b e  

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

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

o b t a i n e d  ( T a b l e  IV ,  21) w i t h  m i x e d  e x t r a c t s  of c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  c e l l s ,  

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

7, 3. P r o p e r t i e s  o f  V i r u s - I n d u c e d  K i n a s e s

7 . 3 , 1 ,  H e a t  S t a b i l i t y  S t u d i e s

T h e  p y r i m i d i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s  of  BHK c e l l s  

w e r e  m a r k e d l y  l e s s  h e a t  s t a b l e  t h a n  t h e  p u r i n e  k i n a s e s  ( F i g ,  IV, 20,

22,  23) .  C e l l u l a r  d C y d  k i n a s e  w a s  s o  t h e r m o l a b i l e  t h a t  i t  h a d  t o  b e

s t a b i l i z e d  b y  i t s  s u b s t r a t e  d u r i n g  h e a t  s e n s i t i v i t y  e x p e r i m e n t s  ( F ig .  IV. 

2 2 ) .  T h e  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e  w a s  s t a b l e  w h e n  h e a t e d  f o r  3 m i n ,  a t  

4 0* ,  w h e r e a s ,  t h e  h o s t ”e n z y m e  l o s t  o v e r  80% of  i t s  a c t i v i t y  a t  th e  s a m e  

t e m p e r a t u r e ,  ‘



T a b l e  IV. 21.

M i x i n g  of  D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e  A c t i v i t i e s  
of  C o n t r o l  a n d  I n f e c t e d  C e l l  E x t r a c t s

E n z y m e  U n i t s

I n f e c t e d  
C e l l  E x t r a c t - 2 6 . 7

L ow  S e r u m  
C e l l  E x t r a c t

- 0. 0

H i g h  S e r u m  
C e l l  E x t r a c t - 2. 1

I n f e c t e d  
C e l l  E x t r a c t

L o w  S e r u m  
C e l l  E x t r a c t 2 5 .  9

I n f e c t e d  
C e l l  E x t r a c t

H ig h  S e r u m  
C e l l  E x t r a c t

28 .  5

E q u a l  v o l u m e s  of  e n z y m e  e x t r a c t s  w e r e  m i x e d  a n d  t h e i r  

a c t i v i t i e s  d e t e r m i n e d .
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In  o r d e r  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  t h e  d C y d  k i n a s e  a n d  d T h d

k i n a s e  a c t i v i t i e s  an  i n v e s t i g a t i o n  of t h e  h e a t  s t a b i l i t y  of d T h d  k i n a s e

w a s  c a r r i e d  o u t  ( F i g .  IV.  23 ) .  In  t h i s  e x p e r i m e n t  i t  b e c a m e  v e r y

c l e a r  t h a t  t h y m i d i n e  a t  70 p M  i m p a r t e d  m a x i m u m  s t a b i l i t y  to  t h e  v i r u s  -

i n d u c e d  d T h d  k i n a s e  a c t i v i t y  a t  50 , w h i l s t  t h e  h o s t  e n z y m e  w a s

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

s u b s t r a t e .  T h e  h e a t  s e n s i t i v i t i e s  of v i r u s - i n d u c e d  d T h d  a n d  d C y d

k i n a s e s ,  b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  i n  t h e  a b s e n c e  of t h e i r  r e s p e c t i v e

s u b s t r a t e s  w e r e  q u i t e  d i s t i n c t .

E x t r a c t s  of  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  s t o r e d  f o r  4 w e e k s  a t  -7 0  in

2 0 m M - B E S  b u f f e r ,  p H  7 . 0 ,  c o n t a i n i n g  5 m M - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  

-610 M - d C y d .  On a s s a y i n g  f o r  d C y d  k i n a s e  a n d  d T h d  k i n a s e  a f t e r  

15 m i n ,  p r i o r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 C, i t  w a s  fo u n d  t h a t  d C y d  k i n a s e  h a d  

r e t a i n e d  70% a c t i v i t y  w h i l s t  d T h d  k i n a s e  h a d  l o s t  n e a r l y  90% of  i t s  

o r i g i n a l  a c t i v i t y .

7 . 3 . 2 .  E f f e c t s  of D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  T r i p h o s p h a t e s

d C T P  a n d  d T T P  a r e  w e l l  k n o w n  f e e d b a c k  i n h i b i t o r s  of th e  

s y n t h e s i s  of  d e o x y r  i b o n u c l e o t i d e s  ( G r a v ,  1967;  M a l e y ,  1 962b). A t  a 

c o n c e n t r a t i o n  of 2 x  10 ^ M  d C T P ,  h o s t  d C y d  k i n a s e  a c t i v i t y  w a s  

r e d u c e d  to  15% w h e r e a s  t h e  v i r u s - i n d u c e d  d C y d  k i n a s e  a c t i v i t y  w a s  

l i t t l e  a f f e c t e d  ( F i g .  IV.  24) .  A t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n ,  h o w e v e r ,  d C T P  

(2 x  10 ^ M ) i n h i b i t e d  t h e  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e  b y  80% w h i l s t  t h e  h o s t
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E f f e c t  of P r i o r  I n c u b a t i o n  of C o n t r o l  a n d  I n f e c t e d
C e l l  E x t r a c t s  on t h e  A c t i v i t i e s  of D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e
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E f f e c t  of P r i o r  I n c u b a t i o n  of C o n t r o l  a n d  I n f e c t e d
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e n z y m e  w a s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d .  In  c o n t r a s t ,  d C T P  a t  2 x  10 M  

i n c r e a s e d  t h e  a c t i v i t y  of v i r u s - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e  b y  o v e r  40%, T h i s  

f u r t h e r  d i f f e r e n t i a t e s  t h e  v i r u s - i n d u c e d  d C y d  k i n a s e  a n d  d T h d  k i n a s e  

a c t i v i t i e s ,

d T T P  w a s  a  r a t h e r  m o r e  p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  d C y d  a n d  d T h d

-4
k i n a s e s  t h a n  d C T P ,  A t  2 x 1 0  M j d T T P  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  th e

a c t i v i t i e s  of b o t h  h o s t  d C y d  a n d  d T h d  k i n a s e s  ( T a b l e  IV, 25) ,  T h e  

- 4
f a c t  t h a t  2 x 1 0  M - d T T P  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  t h e  v i r u s - i n d u c e d  d C y d  

k i n a s e  w h e r e a s  v i r u s - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e  a c t i v i t y  w a s  u n a f f e c t e d  f u r t h e r  

s u p p o r t s  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e s e  tw o  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s  a r e  

s e p a r a t e  e n t i t i e s .

3
7 . 4 ,  D i s t r i b u t i o n  of H - D e o x y c y t i d i n e  in  V i r u s - I n f e c t e d  C e l l s

F o l l o w i n g  i n f e c t i o n  of BHK c e l l s  w i t h  h e r p e s  v i r u s  t h e  u p t a k e  

3 5
of  H - d C y d  (10 M) in to  t h e  a c i d - s o l u b l e  p o o l  i n c r e a s e d  p r o g r e s s i v e l y ,

c l o s e l y  f o l l o w in g  t h e  i n d u c t i o n  of d C y d  k i n a s e  ( F i g .  IV.  2, 26) ,  T h e  

3
u p t a k e  of  H - d C y d  in to  t h e  a c i d  s o l u b l e  l e v e l l e d  off  a t  10 h r .  p o s t -

tkg
in fec t ion?  a n d  r e m a i n e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  l e v e l  d u r i n g ^ r e s t  of

th e  v i r u s  r e p l i c a t i o n  c y c l e .  T h e  s h u t  off  of e n z y m e  s y n t h e s i s  c o i n c i d e d

w i t h  t h e  l e v e l l i n g  off  of t h e  u p t a k e  of d C y d  in to  a c i d - s o l u b l e  p o o l .

3T h e  r a t e  of  u p t a k e  of H - d C y d  in to  t h e  a c i d - i n  s o l u b l e  f r a c t i o n  

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

l e v e l l i n g  off  p e r i o d  f r o m  7 t o  10 h r .  T h e r e a f t e r ,  t h e  r a t e  f e l l  off
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D i f f e r e n t i a l  E f f e c t  of d C T P  on V i r u s - I n d u c e d  P y r i m i d i n e  
D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s  a n d  H o s t  d C y d  K i n a s e
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100
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E f f e c t s  of d C T P  a n d  d T T P  on H o s t  and  V i r u s - I n d u c e d  P y r i m i d i n e
D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

n o 2 x  lO" M 2 x l 0 ' \ 4 -5
2 x 1 0  M 2 X 1 0 ' \ æ

E n z y m e  a c t i v i t y a d d i t i o n d C T P d C T P d T T P d T T P

H o s t

d C y d  k i n a s e 1 .2 0. 0 0. 0 0. 2 0. 0

V i r u s  - i n d u c e d

d C y d  k i n a s e 2 6 . 1 22 .  8 3. 8 3. 3 0. 0

H o s t

d T h d  k i n a s e
3. 3 0. 0 0. 0 0. 0 0. 0

V i r u s  - i n d u c e d

d T h d  k i n a s e
13. 3 13. 6 18. 2 1 3 .4 1 1 .6

T h e  e n z y m e  a c t i v i t i e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  n  m o l e s  of 

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



Fîigure IV 26

o
DîstrîbuHon of H-dCyd into A cîd-Soluble and Acîd-Insoluble Fractions Following 
Puise Labelling of Infected High Serum Cells for Ihr.
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r a p i d l y  t o  a  lo w  l e v e l  a t  a  t i m e  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  m a t u r a t i o n  and  

r e l e a s e  of v i r u s  p a r t i c l e s .  T h e  m a x i m u m  r a t e  of uptalce  of  d C y d  

i n to  DN A w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  5 a n d  6 h r .  p o s t - i n f e c t i o n .  T h i s

c o i n c i d e d  w i t h  t h e  m a x i m u m  r a t e  of r e l e a s e  of a c t i v i t y  of D N a s e  

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

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

8„ P a r t i a l  P u r i f i c a t i o n  of  V i r u s - I n d u c e d  E n z y m e s

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

h i g h  s e r u m  c e l l s  w a s  d i a l y s e d  a g a i n s t  5 0 m M - B E S  b u f f e r  c o n t a i n i n g

-65 m M - m e r c a p t o e t h a n o l ,  10 M - d C y d  an d  I m M - E D T A .  T h e  d i a l y s e d  

e x t r a c t  w a s  f r a c t i o n a t e d  on  a  c o l u m n  of D E A E - c e l l u l o s e  w i t h  e l u t i o n  

b y  a l i n e a r  g r a d i e n t  of K C l .

E s t i m a t i o n  of p r o t e i n  i n  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  b y  m e a s u r e m e n t  of 

e x t i n c t i o n  a t  280 n m  r e v e a l e d  tw o  m a i n  p r o t e i n  p e a k s  (E ig ,  IV, %7).

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

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

a d s o r b e d  p r o t e i n  p e a k  w a s  e l u t e d  a r o u n d  0, 0 8 M  K C l  c o n c e n t r a t i o n .  

N u c l e i c  a c i d s  d id  n o t  e l u t e  u n t i l  h i g h e r  K C l  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  r e a c h e d .

T w o  p e a k s  of d C y d  k i n a s e  a c t i v i t y  a p p e a r e d  a t  t h e  t r o u g h s  of 

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

p e a k s  of a l k a l i n e  D N a s e  a p p e a r e d  on e i t h e r  s i d e  of t h e  tw o  k i n a s e  p e a k s .
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S u b s t r a t e

D N a s e  F r a c t i o n
N a t i v e  
E ,  c o l i  
DNA

D e n a t u r e d  
E .  c o l i  
DN A

D N a s e  p e a k  I 

D N a s e  p e a k  II

0 . 1 5  u n i t s

1. 98 u n i t s

1 . 7 8  u n i t s  

0.  52 u n i t s

N a t i v e  D N A  w a s  a  b e t t e r  s u b s t r a t e  f o r  D N a s e  pealc II t h a n

d e n a t u r e d  DNA, w h e r e a s  d e n a t u r e d  DNA w a s  t h e  p r e f e r r e d  s u b s t r a t e

f o r  D N a s e  p e a k  I ,  T h e  m o d e s  of  a c t i o n  of t h e  D N a s e  pealcs  w e r e

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

32 D - D. c o l i  D N A  on  D E A E  p a p e r .  P e a k  I d i s p l a y e d  e n d o n u c l e o l y t i c

a c t i v i t y  w h i l e  pealc II s h o w e d  e x o n u c l e o l y t i c  a c t i v i t y .  P e a k  II w a s

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

P a r t i a l l y  p u r i f i e d  d C y d  k i n a s e  f r o m  b o t h  p e a k s  w a s  m o r e  h e a t

"4
s e n s i t i v e  t h a n  c r u d e  e n z y m e  a n d  w a s  n o t  a c t i v a t e d  b y  2 x 1 0  M d C T P

u n l i k e  v i r u s - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e ,

9. DNA M e t a b o l i s m  in  H e r p e s  I n f e c t e d  C e l l s

9 . 1 .  D e g r a d a t i o n  of  H o s t  DNA F o l l o w i n g  V i r a l  I n f e c t i o n

14
On i n f e c t i o n  of C - d C y d  l a b e l l e d  h i g h  s e r u m  c e l l s  

3 8
( 3 , 5 x 1 0  d.  p . m . / l O  c e l l s )  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of 10 - 1 5  

P ,  E .  U. / c e l l  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  of th e  r a d i o a c t i v i t y  a p p e a r e d  in  t h e  

a c i d - s o l u b l e  f r a c t i o n  b e t w e e n  2 a n d  6 h r ,  a f t e r  i n f e c t i o n  (F ig .  IV. 28) ,  

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



F i f ï u r e  IV. 2 8

A p p e a r a n c e  o f  H o s t  C e l l  D e o x y r i b o n n c l e o t i d e s  i n  A c i d - s o l u b l e  

P o o l  - F o l l o w i n g  I n f e c t i o n  o f  H i g h  S e r u n a  C e l l s

2

i c i d  s o l u b l e  

m a t e r i a l

1

0

86 141210 22A2

T i m e  a f t e r  i n f e c t i o n  ( h o u r s )
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u n t i l  i t  f i n a l l y  l e v e l l e d  off  a t  9 h r .  p o s t - i n f e c t i o n .  T o  m i n i m i s e

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

- 5
e x t r a c t i o n  10 M - d C y d  w a s  a d d e d  in to  t h e  m e d i u m  1 h r .  b e f o r e  t h e  

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

m a t e r i a l  in  m o c k - i n f e c t e d  c e l l s  n e v e r  e x c e e d e d  0. 1% of a c i d -  

p r e c i p i t a b l e  DNA m a t e r i a l .

9. 2 .  I n c o r p o r a t i o n  of C e l l u l a r  DNA M a t e r i a l  i n t o  V i r a l  DNA

3
C e l l s  p r e - l a b e l l e d  w i t h  H - d T h d  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  h i g h  

m u l t i p l i c i t y  ( = 100 P . F . U .  / c e l l )  i n  E a g l e ’s m e d i u m  u n s u p p l e m e n t e d  

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

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

( F i g .  IV ,  29 ) .  2 m M - h y d r  o x y u r e  a  o r  10 ^ M - F  d U r d  h a d  v e r y  l i t t l e  

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

h o s t  c e l l  m a t e r i a l .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c o n t r i b u t i o n  of  t h e  de  n o v o  

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

a b o v e  c o n d i t i o n s .  A l l  c u l t u r e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  10 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  

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

a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .

9 . 3 .  P r o g r e s s i v e  I n c o r p o r a t i o n  of C e l l u l a r  DNA M a t e r i a l  i n to  
V i r a l  DNA

3 é
O n  i n f e c t i o n  of c e l l s  p r e l a b e l l e d  w i t h  H - d T h d  (1, 5 x  10

d.  p . m .  / 1 0 ^  c e l l s )  a t  a  h i g h  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  100 P .  F . U .  /  c e l l )

a s  in  s e c t i o n  9. 2 . t h e r e  w a s  a  p r o g r e s s i v e  i n c r e a s e  i n  t h e  r a d i o a c t i v i t y
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XncorpoTcition of Host C e l l  Deoxyi'ibonncleotitleD into H e ip e o  Vitus 
DNA Fo l lowing  Multiple  Infection of High Serum Cello and the Effect of Hydroxyurea.

X 10 c. p.

Host DNA
1. 720

75

V ira l  DNA

1. 700 
Densi ty  
at 25 C

1.680

5040302010

■ c—-n*

F ract ion  No. (0. 10 ml)  

Infected

Infected + Hydroxyurea (2mM)

y
Cells were pre-label led with H-dThd for 18hr. using lOQuC per roller b ottle . The 
Cells were washed, trypsinised and sub cultured in roux bottles at 40  x 10^ c e l ls /  
bottle . After 18hr. of growth the monolayer of cells was washed and infected at 
100 P. F .U ./ c e  11 and incubated with Eagles medium for lOhr. 2mM—hydroxyurea 
and 10" M FdUrd were added separately to roux bottles and incubated with Eagles 
medium after in fection . Cells were collected  after lOhr. and subjected to neutral 
CsCI density gradient centrifugation after treatment o f DNA with 1% S .O .S . and 
pronase (1 m g/m l).
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P r o g r e s s i v e  I n c o r p o r a t i o n  o f  H o s t  D e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  

i n t o  V i r a l  D N A  F o l l o w i n g  M u l t i p l e  I n f e c t i o n

d .  p .  m .
4

X 10

5
12 br

8 h r

4 h r
H o s t
DNA4

V i r a l  
DNA •

3

2

1

To 403020

F r a c t i o n  N u m b e r
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of  t h e  v i r a l  D N A  p e a k  ( F i g .  IV. 30), T h e  b u o y a n t  d e n s i t y  6f h e r p e s

3
DNA w a s  1. 7 2 8 g 7 c m ,  on  n e u t r a l  C s C l  i s o p y c n i c  g r a d i e n t s .  N o

v i r a l  p e a k  w a s  o b s e r v e d  p r i o r  to  4 h r ,  p o s t - i n f e c t i o n .  F r o m  8 h r ,

o n w a r d s  a b o u t  4  e x t r a  p e a k s  a p p e a r e d  a t  d e n s i t i e s  g r e a t e r  t h a n  th e

d o u b le  “ S t r a n d e d  v i r a l  DN A  p e a k .  T h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  l a s t  3 pealcs

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

of h i g h  G+C c o n t e n t .  T h e  4 p e a k s  i n c r e a s e d  w i t h  t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n .

3
O n e  of  t h e  p e a k s  h a d  a  b u o y a n t  d e n s i t y  of 1. 740g,/ c m  . I t s  p o s i t i o n  

c o r r e s p o n d s  t o  s i n g l e - s t r a n d e d  h e r p e s  v i r u s  DNA ( S i n s h e i m e r  a n d  

L a w r e n c e ,  1964) .  T h i s  s i n g l e  - s t r a n d e d  v i r a l  DNA m a y  h a v e  a c t e d  

a s  a n  i n t e r m e d i a t e  of v i r a l  DNA r e p l i c a t i o n .  T h e  s i g n i f i c a n c e  of  t h e  

o t h e r  3 pealcs  i s  a t  t h e  p r e s e n t  t i m e  u n k n o w n ,  b u t  t h e  e f f e c t  i s  

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

“6I n f e c t i o n  of  p r e l a b e l l e d  c e l l s  in  t h e  p r e s e n c e  of 5 x  10 M -  

d T h d  r e d u c e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  i n to  th e  d o u b l e - 

s t r a n d e d  v i r a l  D N A  ( F i g .  IV .  31). T h e  4 d e n s e  p e a k s  w e r e  s t i l l

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

p e a k s  i n d i c a t e  t h a t  t h e y  c o u ld  b e  D N A - R N A  t y p e  h y b r i d s  w h i c h  c o u ld  be  

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



F i g u r e  IV. 31

E f f e c t  o f  D e o x y t h y m i d i n e  o n  t h e  I n c o r p o r a t i o n  o f  H o s t  

D e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  i n t o  V i r a l  D N A  F o l l o w i n g  M u l t i p l e  

I n f e c t i o n  o f  H i g h  S e r u m  C e l l s

d .  p .  m .

(xioh

1 .  7 3 0

I n f e c t e d  +  d T h d5

I n f e c t e d

4

3

2

1. 755

1 1 .740

, / j  /
A* A. ■ / I.

3 0 4 02010
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10. P h a g i c i n  a s  a T o o l  f o r  t h e  S tu d y  of  DNA M e t a b o l i s m  of
H e r p e s  " I n f e c t e d  C e l l s

10. 1. I n h i b i t i o n  of P l a q u e  F o r m a t i o n

5 0 m m  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  4 x  10^ c e l l s / d i s h  w e r e  i n f e c t e d

w i t h  h e r p e s  u s i n g  a p p r o x i m a t e l y  250 P .  F .  U. / d i s h .  H a l f  t h e  n u m b e r  of

t h e  p l a t e s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  0. 1 m l .  of  c r u d e  p h a g i c i n  (70 ^ g j m l .  ) a f t e r

t h e  a d s o r p t i o n  of  v i r u s .  C u l t u r e s  w e r e  c h e c k e d  f o r  p l a q u e s  on  t h e

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

b e  c l e a r  of a n y  p l a q u e s  w h i l s t  t h e  r e s t  s h o w e d  an  a v e r a g e  p l a q u e  c o u n t

of  2 65 ,

3
1 0 , 2 .  E f f e c t  of P h a g i c i n  o n - U p ta k e  of  H - d T h d  in to  DNA

P e t r i  d i s h  c u l t u r e s  of 3 d a y s - o l d  lo w  s e r u m  c e l l s  (2 x  10^

c e l l s / d i s h )  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  h e r p e s  w h i l e  o t h e r s  w e r e  m o c k - i n f e c t e d .

A f t e r  a n  h o u r  of  v i r u s  a d s o r p t i o n  d i f f e r e n t  e x t r a c t s  w e r e  a d d e d  in

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

3
s y n t h e s i s e d  d e t e r m i n e d .  C u l t u r e s  w e r e  e x p o s e d  t o  10 pc  of  H - d T h d  

(10 ^ M) f r o m  3 t o  8 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  a n d  t h e  a c i d - s o l u b l e  

r a d i o a c t i v i t y  m e a s u r e d .



I n c o r p o r a t i o n  H - d T h d ' i n to  DNA 

M e a n  d, p. m .  /  d i s h

92.

S a m p l e 0 . 2  m l .  P B S  So l .  A 0, 2 m l .  X l y s a t e 0 . 2  m l .  T 2 l y s a t e

C o n t r o l 9, 250 9, 103

I n f e c t e d 1 1 1 , 234 2 6 , 8 4 3 1 1 1 , 462

S a m p l e 0 . 2  m l .  P B S  Sol .  A
0. 2 m l ,  E .  c o l i  

W 3 110 E x t r a c t
0. 2 m l .  E .  c o l i  

R 2 E x t r a c t

C o n t r o l 9, 250 9 , 4 0 2 7, 610

I n f e c t e d 111, 234 38, 243 1 0 8 , 4 5 0

P h a g e  k l y s a t e  a n d  E .  c o l i  W 3 110 e x t r a c t  b o t h  i n h i b i t e d  DNA

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

of  E .  c o l i  R  d id  n o t  a f f e c t  t h e  DNA s y n t h e s i s .  N o n e  o f  th e  e x t r a c t s    2

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

10. 3. E f f e c t s  of P h a g i c i n  on th e  S y n t h e s i s  of V i r a l  DNA

9 0 m m ,  P e t r i  d i s h  c u l t u r e s  w e r e  i n f e c t e d  a t  10 P .  E .  U. /  c e l l .

E H U j ^  a n d  0. 5 m l .  of  p h a g i c i n  s t o c k  (70 p g . /m l .  ) w e r e  a d d e d  a f t e r  a n

3
h o u r  of v i r u s  a d s o r p t i o n .  T h e  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  10 p c  of H - d T h d  

a t  10 ^ M, f r o m  1 to  11 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  a f t e r  w h i c h  t h e  c e l l s  w e r e  

s c r a p e d  off, w a s h e d  w i t h  P B S  s o l u t i o n  A, s u s p e n d e d  in  0. 0 1 M - T r i s
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b u f f e r  p H  8, 0 a n d  t r e a t e d  w i t h  1% SDS a t  37* C f o r  30 m i n .  H o s t  

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

a m o u n t  of v i r a l  DNA w a s  r e d u c e d  b y  70% in  t h e  p h a g i c i n - t r e a t e d  

c u l t u r e  ( F i g .  IV .  32).

3
I n c o r p o r a t i o n  of H - d C y d  in to  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  s h o w e d  

t h a t  t h e r e  w a s  a  85% i n h i b i t i o n  of DNA s y n t h e s i s  o f  i n f e c t e d  c e l l s  a n d  

a  10% i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  o f  c o n t r o l  c e l l s  f o l lo w in g  t r e a t m e n t  

w i t h  p h a g i c i n  (50 p g r /m l .  ).

1 0 . 4 .  E f f e c t  of P h a g i c i n  on th e  I n d u c t i o n  of E n z y m e s

A d d i t i o n  of  p h a g i c i n  (50 p g . /m l .  ) i n to  h e r p e s - i n f e c t e d  c e l l s  

a t  1 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  d id  n o t  a l t e r  t h e  l e v e l s  o f  a c t i v i t y  of  v i r u s - 

i n d u c e d  e n z y m e s  m e a s u r e d  a t  10 h r ,  p o s t - i n f e c t i o n .  T h u s  s u g g e s t i n g  

t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  i n h i b i t i o n  of DNA s y n t h e s i s  m a y  h a v e  talc e n  p l a c e  

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

o r  t r a n s l a t i o n a l  l e v e l  of g e n e  e x p r e s s i o n .
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JA D ISCUSSION 

1, S e l e c t i o n  of T i s s u e  C u l t u r e  f o r  M e t a b o l i c  S t u d i e s

T i s s u e s  d i s s o c i a t e d  in to  s i n g l e  c e l l s  a n d  g r o w n  in  

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

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

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

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

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

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

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

a n d  i s  a  v e r y  u s e f u l  f i r s t  a p p r o x i m a t i o n  t o  t h e  in  v i v o  s t a t e .

1 , 1 ,  V i r u s e s  a s  P r o b e s  i n  t h e  S tu d y  of C o n t r o l  M e c h a n i s m s

T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  of h e r p e s  DNA is  100 x  10^ d a l t o n s  

( B e c k e r ,  D y m  a n d  S a r o v ,  1968) a n d  i s  t h u s  a b o u t  t e n  t h o u s a n d - f o l d  

s m a l l e r  t h a n  t h e  t o t a l  DNA c o n t e n t  of BHK c e l l s .  T h e  c o d in g  

p o t e n t i a l  of  h e r p e s  v i r u s  i s  a b o u t  130 p r o t e i n s  of 50, 000 m o l e c u l a r  

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

r a n g e  of p r o t e i n s  n e c e s s a r y  f o r  th e  u p k e e p  a n d  th e  p r o p a g a t i o n  of  th e  

c e l l .  A t  p r e s e n t ,  i t  i s  i m p o s s i b l e  to  i s o l a t e  a n d  c h a r a c t e r i s e  a  

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

p r o d u c t .  In  E .  c o l i , h o w e v e r ,  u s e  of  a n  i n g e n i o u s  g e n e t i c  a p p r o a c h  

c o u p l e d  w i t h  DNA h y b r i d i z a t i o n  h a s  a l l o w e d  th e  i s o l a t i o n  of t h e  o p e r o n
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f o r  p “ g a l a c t o s i d a s e  ( S h a p i r o  e t  , 1969) .  T h e  g r e a t  p o t e n t i a l  

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

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

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

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

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

1 , 2 .  L o w  S e r u m  C e l l s  a s  a  S y s t e m  f o r  V i r u s  I n f e c t i o n

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

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

f o l lo w in g  v i r u s  i n f e c t i o n .  B u t  s u c h  s y s t e m s  a r e  n o t  a d v a n t a g e o u s  

t o  i n v e s t i g a t i o n s  of i n c r e a s e s  in  e n z y m e  a c t i v i t y ,  w h e r e  t h e  b a c k g r o u n d  

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

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

f o r  s u c h  s t u d i e s  ( B u r k ,  1966) .

T h e  r e s t i n g  s t a t e  i s  a c h i e v e d  b y  p l a t i n g  c e l l s  in  low  s e r u m  a n d  

l e a v i n g  t h e m  f o r  f o u r  d a y s  a t  37 , A f t e r  t h i s  t r e a t m e n t ,  o n ly  5% of 

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

g r o w t h .  T h e  v e r y  low  l e v e l s  of  m o s t  h o s t  e n z y m e s  p r e s e n t  i n  t h e s e  

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

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

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

p u r i f i c a t i o n  of s u c h  e n z ^ m ie s .
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E x t r a c t s  of lo w  s e r u m  BHK c e l l s  a r e  k n o w n  t o  i n h i b i t  t h e  

g r o w t h  of  p o l y o m a - t r a n s f o r m e d  c e l l s  ( B u r k ,  1 966) .  T h i s  i n h i b i t i o n  

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

of BHEC c e l l s  i n  lo w  s e r u m  c e l l s  m a y  be  due t o  t h e  p r o d u c t i o n  of t h i s  

s a m e  i n h i b i t o r .  S in c e  t h i s  t y p e  of g r o w t h  i n h i b i t i o n  u n l i k e  c o n t a c t  

c e l l  i n h i b i t i o n  ( A b e r c r o m b i e ,  1965) i s  a p p a r e n t l y  r e l a t e d  t o  n u t r i e n t  

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

u n l i k e l y ,

2.  E f f e c t s  of H e r p e s  V i r u s  on H o s t  C e l l  M e t a b o l i s m

2 . 1 .  DN A  S y n t h e s i s  i n  V i r u s - I n f e c t e d  C e l l s

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

p r e c u r s o r s  i n to  t h e  a c i d  - s o l u b l e  p o o l  of  B H K  c e l l s  f o l l o w in g  h e r p e s  

i n f e c t i o n  ( F i g .  IV .  26 ). T h i s  c o u ld  b e  t h e  o u t c o m e  of a  p h y s i o l o g i c a l  

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

t o  t h e  p h e n o m e n o n  o b s e r v e d  d u r i n g  th e  a c t i o n  of  o e s t r a d i o l - 1 7p on  

I m m a t u r e  r a t  u t e r u s  ( B i l l in g ,  B a r b i r o l i  a n d  S m e l l i e ,  1968) ,  b u t  i s  

m o r e  l i k e l y  to  b e  due  t o  t h e  s y n t h e s i s  of v i r u s - i n d u c e d  d e o x y r i b o 

n u c l e o s i d e  k i n a s e s .  T h e  p a r a l l e l  b e t w e e n  t h e  i n c r e a s e  in  u p t a k e  of

3
H - d C y d  a n d  t h e  i n d u c t i o n  of d C y d  k i n a s e  ( F i g .  IV .  2, 26) i n d i c a t e s  

t h e  l a t t e r  p o s s i b i l i t y .

T h e  r a t e  of D N A  s y n t h e s i s  i n c r e a s e s  f o l l o w in g  h e r p e s  i n f e c t i o n .
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T h e  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  of DN A  s y n t h e s i s  i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  i s  

i m m e d i a t e l y  f o l l o w e d  b y  th e  a p p e a r a n c e  of v i r a l  D N A  a n d  a 

s i m u l t a n e o u s  d e c r e a s e  i n  th e  s y n t h e s i s  o f  h o s t  DNA ( j .  M. M o r r i s o n ,  

P h . D .  t h e s i s ) .  T h e  i n h i b i t i o n  of  c e l l u l a r  DN A  s y n t h e s i s  i n c r e a s e s  

w i t h  th e  t i m e  a n d  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n .

2 . 1 . 1 .  I n h i b i t i o n  of H o s t  DNA S y n t h e s i s

T h e  i n h i b i t i o n  of h o s t  DNA s y n t h e s i s  f o l lo w in g  h e r p e s  

i n f e c t i o n  m a y  b e  due  t o  one  o r  m o r e  of t h e  f o l lo w in g  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s ,

(i) T h e  p o p u l a t i o n  of v i r u s  s t r u c t u r a l  p r o t e i n  w h i c h  i s

i n t r o d u c e d  in to  t h e  c e l l  d u r i n g  i n f e c t i o n  c o u ld  i n h i b i t  h o s t  DNA 

s y n t h e s i s  b y : -

(a) C o m p l e x i n g  w i t h  h o s t  DNA t e m p l a t e  to  b l o c k  r e p l i c a t i o n ,  

p e r h a p s  in  a  m a n n e r  a n a l o g o u s  to  t h e  i n h i b i t i o n  of R N A  

p o l y m e r a s e  b y  h i s t o n e s  ( S p e l s b e r g  a n d  H n i l i c a ,  1969),

(b) r e a c t i n g  w i t h  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  a n d  i n h i b i t i n g  DNA 

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

o f  T - e v e n  p h a g e s  w i th  E .  c o l i  ( F r e n c h  a n d  S i m i n o v i t c h ,  1 955).

S t u d i e s  w i t h  p h a g i c i n  ( C e n t i f a n to ,  1 968) d e m o n s t r a t e  th e  

c a p a b i l i t y  of a  d i a l y s a b l e  p o l y p e p t i d e  t o  i n h i b i t  v i r a l  DNA syntl ie  s i s  

w i t h o u t  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  i n d u c t i o n  of n e w  e n z y m e s  ( S e c t io n  IV. 10).
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In  I 9 6 0 ,  P e r e i r a  r e p o r t e d  t h a t  a d e n o v i r u s  C a n t i g e n ,  n o w  t e r m e d  

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

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

c h a l l e n g e  v i r u s  t o  t h e i r  h o s t  c e l l s .  L a t e r ,  L e v i n e  a n d  G i n s b e r g  (1965) 

f o u n d  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  of  DNA^ R N A  a n d  p r o t e i n  w a s  i n h i b i t e d  a b o u t  

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

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

i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  t h e  b i o s y n t h e s i s  of m a c r o m o l e c u l e s  in  m a m m a l i a n  

c e l l s .  E x t e n d i n g  t h i s  h y p o t h e s i s  to  h e r p e s  i n f e c t e d  c e l l s ,  i t  i s  

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

c e l l u l a r  p o o l  of s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  a t t a i n s  a n  a d e q u a t e  c o n c e n t r a t i o n .

I n  f a c t ,  N e w t o n  (1967) h a s  s h o w n  t h a t  a  n o n - D N A  c o m p o n e n t  i s  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  o f  h o s t  c e l l  DNA s y n t h e s i s  fo l lo w in g  

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

(ii) I n h i b i t i o n  of  h o s t  DNA s y n t h e s i s  c o u ld  a l s o  b e  m e d i a t e d  

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

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

s u c h  a  f u n c t i o n .

2 .  1 . 2 .  D e g r a d a t i o n  of  H o s t  DNA

D u r i n g  i n f e c t i o n  of  E . c o l i b y  p h a g e  T^ ,  t h e  i n h i b i t i o n  of

h o s t  DNA s y n t h e s i s  i s  a t  l e a s t  p a r t l y  d ue  to  th e  d e g r a d a t i o n  of  h o s t  

DNA b y  p h a g e  i n d u c e d  D N a s e s  (S a d o w s k i  a n d  H u r w i t z ,  196 9). W i b e r g
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(1966)  h a s  s h o w n  t h a t  m u t a n t s  o f  p h a g e  w i th  d e f e c t s  in  g e n e s

46 a n d  47  a r e  u n a b l e  to  d e g r a d e  th e  h o s t  D N A. A f t e r  h e r p e s  

i n f e c t i o n  of  B H K  c e l l s  t h e  a c t i v i t y  of  DNA p o l y m e r a s e  i s  f o u n d  to  

d e c l i n e  f r o m  i t s  c o n t r o l  l e v e l  a t  1 - 2 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  f o l l o w e d  

b y  a n  i n c r e a s e  a b o v e  t h e  c o n t r o l  l e v e l  2 - 4  h r ,  l a t e r  ( K e i r ,  1 968).  

T h i s  d e c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  of DNA p o l y m e r a s e  c o u ld  b e  c a u s e d  

b y  t h e  a c t i o n  of a  v i r u s - i n d u c e d  DNA e n d o n u c l e a s e .  B u t  n o  s u c h  

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

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

e n d o n u c l e a s e s .

E v i d e n c e  f o r  t h e  d e g r a d a t i v e  a c t i o n  of  v i r u s - i n d u c e d  D N a s e s  

c o m e s  f r o m  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  on t h e  b r e a k d o w n  of  h o s t  DNA in to  th e  

a c i d - s o l u b l e  p o o l  of t h e  c e l l  (S e c t io n  TV. 9). T h e  i n c r e a s e  in  th e  

d e g r a d a t i o n  of h o s t  DN A  f o l lo w s  th e  t i m e  s c a l e  a f t e r  i n f e c t i o n  u n t i l  

i t  l e v e l s  off  a t  8 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  (F ig .  IV. 28) .  In  a d d i t i o n  t h e r e  

i s  f u r t h e r  e v i d e n c e  w h i c h  s u p p o r t s  t h i s  p o i n t  of v i e w .

(i) On  i n f e c t i o n  of  m a m m a l i a n  c e l l s  w i t h  h e r p e s  

m a r g i n a t i o n  of  c h r o m a t i n  a n d  c h r o m o s o m e  b r e a k a g e  a r e  o b s e r v e d  

( M o r g a n ,  ^  ad. , 1 954; S t i c h  ot  , 1 964),  T h e  d i s t r i b u t i o n  of  

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

i n f e c t e d  w i t h  i n a c t i v a t e d  v i r u s  (K ap lan ,  1 969).
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(ii) T h e r e  i s  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  a  DNA

e x o n u c l e a s e  p r o d u c i n g  5*- m o n o n u c l e o t i d e s  f o l l o w i n g  h e r p e s  i n f e c t i o n  

o f  B H K  c e l l s  ( M o r r i s o n  a n d  K e i r ,  1 968).  T h e  t i m e  of a p p e a r a n c e  

o f  t h i s  e n z y m e  i s  c o m p a t i b l e  w i t h  a  r o l e  i n  h o s t  DN A d e g r a d a t i o n .

( i i i )  I n h i b i t i o n  o f  c e l l u l a r  D N A  s y n t h e s i s  p a r a l l e l s  t h e

i n d u c t i o n  of  e a r l y  e n z y m e s ,

2 .  1. 3. V i r a l  DN A  S y n t h e s i s

T h e  s y n t h e s i s  of v i r a l  DNA is  p r e c e d e d  b y  t h e  i n d u c t i o n  

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

p r o g e n y  DN A  ( F i g .  IV .  1, 2, 30) ,  M a t u r e  v i r a l  p a r t i c l e s  b e g i n  to  

a p p e a r  o n ly  a f t e r  4  h r ,  p o s t - i n f e c t i o n .  T h e  v i r u s - i n d u c e d  DNA 

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

D N A , T h e  DN A e x o n u c l e a s e  ( M o r r i s o n  a n d  K e i r ,  1 968) i n d u c e d  a f t e r  

v i r u s  i n f e c t i o n  m a y  p r o v i d e  5'  - d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e  

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

of  v i r a l  DNA s y n t h e s i s e d  o n ly  a b o u t  10 - 15% i s  e n c a p s u l a t e d  (K a p la n ,

1 969) .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  n o t  c l e a r .  B u t ,  i n  t h e  i n  v iv o  s i t u a t i o n ,  

e x c e s s  DNA f o r m e d  c o u ld  p r o v i d e  a  r i c h  s o u r c e  of  p r e c u r s o r s  f o r  t h e  

s y n t h e s i s  of  DNA i n  a d j a c e n t  u n i n f e c t e d  c e l l s  w h i c h  s u b s e q u e n t l y  

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

i n f e c t e d .
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2 . 2 .  P r o t e i n  S y n t h e s i s

F o l l o w i n g  h e r p e s  i n f e c t i o n  of  BHK c e l l s  t h e  l e v e l s  of 

a c t i v i t y  o f  d G u o  k i n a s e  ( F i g .  IV. 2) a n d  D N A  p o l y m e r a s e  ( K e i r ,  1968)  

d e c l i n e  i n  a  m a n n e r  c h a r a c t e r i s t i c  of e a c h  e n z y m e .  H s u  a n d  W e i s s  

(1969) r e p o r t  t h a t  d u r i n g  i n f e c t i o n  of E .  c o l i  b y  p h a g e  t h e  

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

o f  b a c t e r i a l  m - R N A  b u t  a l l o w s  n o r m a l  t r a n s l a t i o n  of  p h a g e  m - R N A s  

I n  a d d i t i o n ,  d i s a g g r e g a t i o n  of  p o l y r i b o s o m e s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  

f o l lo w in g  i n f e c t i o n  of  c a n i n e  k i d n e y  c e l l s  w i t h  h e r p e s  v i r u s  ( S y d i s k i s  

a n d  R o i z m a n ,  1967) .  T h e  d e c r e a s e  in  a c t i v i t y  of d G u o  k i n a s e  a n d  

DN A  p o l y m e r a s e  m a y  t h e r e f o r e  be  a  r e s u l t  o f  i n t e r f e r e n c e  w i t h  h o s t  

c e l l  t r a n s l a t i o n .  T h e  l e v e l l i n g  off  of t h e  a c t i v i t y  o f  dG u o  k i n a s e  

o b s e r v e d  a t  4 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  ( F ig .  IV .  2) m a y  b e  a  c o n s e q u e n c e  of 

t h e  i n a b i l i t y  of  h o s t  m  R N A  f o r  dG uo  k i n a s e  t o  t r a n s l a t e  e f f i c i e n t l y  

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

s i t e s  a n d  a f f i n i t i e s  t o w a r d s  h o s t  m  R N A s  i n  g e n e r a l .

3 ,  I n d u c t i o n  of E n z y m e s  A f t e r  H e r p e s  I n f e c t i o n

3 . 1 .  P o s s i b l e  M e c h a n i s m s  I n v o l v e d  i n  t h e  I n d u c t i o n  of E n z y m e s

O n i n f e c t i o n  of  BHK c e l l s  t h e  l e v e l s  of DNA p o l y m e r a s e ,  

a lk a d in e  D N a s e ,  d C y d  k i n a s e  a n d  d T h d  k i n a s e  a r e  i n c r e a s e d .  T h e  

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

t h e  h o s t  c e l l ' s  D N A  s y n t h e s i s i n g  a p p a r a t u s  a n d  i t s  r e p l a c e m e n t  b y  

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

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

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

T h e  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t i e s  of t h e  a b o v e  e n z y m e s  m a y  b e  d u e  t o  one  

o r  m o r e  of t h e  f o l l o w in g  r e a s o n s : -

(i) S y n t h e s i s  of a n  a c t i v a t o r  o r  t h e  i n a c t i v a t i o n  of a n

i n h i b i t o r  o f  a  h o s t  e n z y m e ;

(ii) m o d i f i c a t i o n  of a  h o s t  e n z y m e ;

(i ii )  d e r e p r e s s i o n  of a  h o s t  g e n e  c o r r e s p o n d i n g  t o  a  n e w  

e n z y m e

(iv) s y n t h e s i s  of a  v i r u s - c o d e d  e n z y m e .

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

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

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

s e p a r a t e l y  ( T a b l e  IV, 21) .  T h i s  r e s u l t  e l i m i n a t e s  t h e  f i r s t  p o s s i b i l i t y .  

S i m i l a r  r e s u l t s  a r e  o b t a i n e d  w i th  v i r u s - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e .

DN A  p o l y m e r a s e  a n d  a l k a l i n e  D N a s e  p r e s e n t  in  i n f e c t e d  c e l l s  

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

i n  c o n t r o l  B H K -21 a n d  H E p - 2  c e l l s ,  b u t  t h e  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  of 

t h e  e n z y m e s  i n d u c e d  b y  h e r p e s  v i r u s  i n  b o t h  BHK^-21 a n d  H E p - 2  c e l l s
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a r e  s i m i l a r  ( K e i r ,  1968) .  T h i s  r u l e s  ou t  th e  t h i r d  p o s s i b i l i t y  

p r o v i d e d  th e  a n t i g e n i c  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  v i r u s - i n d u c e d  D N a s e  a c t i v i t i e s  

i n  B H K - 2 1  a n d  H E p - 2  c e l l s  i s  s i g n i f i c a n t .  S i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  h a v e  

b e e n  m a d e  b y  o t h e r  w o r k e r s  f o r  d T h d  k i n a s e  ( K l e m p e r e r  e t  , 1967).

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

a n d  n o n - i n f e c t e d  c e l l s  a p p e a r  t o  i n d i c a t e  t h e  de  n o v o  s y n t h e s i s  of 

n e w  a n d  d i f f e r e n t  e n z y m e  p r o t e i n s .  B u t  t h i s  c r i t e r i o n  i s  n o t  

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

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

of  t h e  e n z y m e .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s ,  t h e  

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

a  p o l y m e r  t o  a  m o n o m e r ,  t h e r e b y  c h a n g i n g  t h e  a n t i g e n i c i t y  of t h e  

e n z y m e  ( T a l a l ^ ^ .  , 1964).

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

b y  th e  v i r a l  g e n o m e .  T h i s  c o m e s  f r o m  th e  w o r k  of  K i t  £ t  (1967b) ,

w h o  s h o w e d  t h a t  d T h d  k i n a s e  i n d u c e d  i n  E M  ( T K “ ) c e l l s  b y  v a c c i n i a  v i ru s

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

m u t a n t s  w h i c h  d id  n o t  i n d u c e  th e  e n z y m e  c o u ld  b e  o b t a i n e d .  A m u t a n t

s t r a i n  of  B H K  c e l l s  l a c k i n g  d C y d  k i n a s e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  to  

3
i n c o r p o r a t e  H - d C y d  in to  DNA f o l lo w in g  h e r p e s  i n f e c t i o n  (H S u b a k - S h a r p e ,  

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

th e  i n d u c t i o n  o f  d C y d  k i n a s e .
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3 . 2 .  E v i d e n c e  f o r  th e  I n d u c t i o n  of a  N e w  D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e

1. S y n t h e s i s  of p r o t e i n  i s  a  p r e r e q u i s i t e  f o r  th e  i n d u c t i o n  of 

d C y d  k i n a s e .

2. T h e r e  i s  a  s h a r p  c u t  off  of e n z y m e  a c t i v i t y  a t  i t s  pealc l e v e l

a t  10 - 12 h r .  p o s t - i n f e c t i o n .  T h i s  a g r e e s  w i t h  t h e  b e h a v i o u r  of o t h e r  

v i r u s - i n d u c e d  " e a r l y  e n z y m e s " ,

3. S y n t h e s i s  of R N A  p r e c e d e s  th e  s y n t h e s i s  of d C y d  k i n a s e  

a f t e r  i n f e c t i o n .  I n h i b i t i o n  of th e  s y n t h e s i s  o f  e a r l y  RN A  p r e v e n t s  

th e  i n d u c t i o n  of th e  e n z y m e .

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

s h o w  a n  a d d i t i v e  r e s p o n s e  f o r  d C y d  k i n a s e .

5. T h e  i n c r e a s e  in  e n z y m e  a c t i v i t y  p a r a l l e l s  th e  i n c r e a s e  i n  the  

u p t a k e  of d C y d  in to  t h e  a c i d  s o l u b l e  p oo l .

6. T h e  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e  i s  m o r e  t h e r m o s t a b l e  t h a n  the  

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

of t h e  v i r u s - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e .

7. A t  2 x 1 0  M, d C T P  i n h i b i t s  h o s t  d C y d  k i n a s e  m a r k e d l y  b u t

h a s  l i t t l e  e f f e c t  on  v i r u s - i n d u c e d  d C y d  k i n a s e .

-4
8. A t  2 X 10 M, d C T P  i n h i b i t s  b o t h  h o s t  a n d  v i r u s - i n d u c e d  d C y d

k i n a s e s  b u t  a c t i v a t e s  v i r u s - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e  b y  40%.

- 49. A t  2 x 1 0  M, d T T P  i n h i b i t s  b o t h  h o s t  a n d  v i r u s - i n d u c e d  d C y d

k i n a s e s  a n d  h o s t  d T h d  k i n a s e ,  b u t  h a s  l i t t l e  e f f e c t  on v i r u s - i n d u c e d
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d T h d  k i n a s e .

- 610. T h e  p r e s e n c e  of d e o x y c y t i d i n e  a t  10 M  d u r i n g  s t o r a g e

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

t o  t h e  s a m e  e x t e n t  a s  d C y d  k i n a s e .

11. T h e  i n c o r p o r a t i o n  of  h o s t  c e l l  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  i n to  

v i r a l  DN A  h a s  b e e n  s h o w n  (S e c t io n  IV. 9) a n d  a  r e q u i r e m e n t  f o r  v i r u s - 

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

T h e  a p p e a r a n c e  of tw o  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  p e a k s  d u r i n g

p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  of  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s  on  D E A E  c o l u m n s

( F i g .  IV. 27) a n d  t h e  c o n s i s t e n t  tw o  p r o g r e s s i v e  s t e p w i s e  i n c r e m e n t s

o b s e r v e d  f o r  e n z y m e  a c t i v i t y  f o l lo w in g  i n f e c t i o n  ( F i g .  IV.  2, 4) s u g g e s t

t h e  p o s s i b i l i t y  of tw o  v i r u s  - i n d u c e d  d C y d  k i n a s e s .  S in c e  t h e  tw o

e n z y m e  a c t i v i t i e s  s e p a r a t e  on  D E A E  c e l l u l o s e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t

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

n e c e s s a r y  b e f o r e  t h e  a c c e p t a n c e  of t h i s  h y p o t h e s i s .

3 , 3 .  A n a l y s i s  o f  E v i d e n c e  f o r  t h e  A b s e n c e  of V i r u s - I n d u c e d  
P u r i n e  D e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

T h e  l e v e l s  of p u r i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s  in  c o n t r o l

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

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

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

i n f e c t i o n  of lo w  s e r u m  c e l l s  dA do  k i n a s e  a n d  d G u o  k i n a s e  a c t i v i t i e s
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d e c r e a s e .  B u t  dA d o  k i n a s e  a c t i v i t y  r e c o v e r s  a f t e r  a  s h o r t  l a p s e  

of t i m e  w h i l s t  dG u o  k i n a s e  a c t i v i t y  r e m a i n s  c o n s t a n t  a f t e r  4 h r ,  

p o s t - i n f e c t i o n .  T h e  b e h a v i o u r  of dA do  k i n a s e  a n d  dG uo  k i n a s e  a f t e r  

i n f e c t i o n  r u l e s  ou t  t h e  p o s s i b i l i t y  of  v i r u s  i n d u c t i o n  of  t h e s e  k i n a s e s .

T h e  f i n a l  y i e l d  of i n f e c t i v e  v i r u s  p a r t i c l e s  in  low  s e r u m  c e l l s  i s  a b o u t  

one  lo g  u n i t  of  i n f e c t i v i t y  l e s s  t h a n  i n  h i g h  s e r u m  c e l l s .  T h i s  i s  a n  

i n d i c a t i o n  t h a t  c e l l u l a r  e n z y m e s  in  s u c h  s y s t e m s  m a y  n o t  b e  a b l e  to  

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

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

of  e n z y m e s  a r e  a v a i l a b l e  w i t h i n  th e  c e l l .

S y n t h e s i s  of DN A i n  m a m m a l i a n  c e l l s  i s  i n h i b i t e d  b y  h i g h  

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

s y n t h e s i s  m a y  b e  due  to  t h e  a c c u m u l a t i o n  of  d A T P  w i t h i n  t h e  c e l l ,  w h i c h  

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

c e l l s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  in  t h e  o r d e r  of 8 |jlM  (M o o r  a n d  H u r l b e r t ,  1966). 

A d d i t i o n  of  8 m M  d A d o  t o  H E p - 2  c e l l s ,  i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n f e c t i o n  w i th  

h e r p e s  s i m p l e x ,  p r e v e n t s  th e  s y n t h e s i s  of d e o x y t h y m i d i n e  k i n a s e  

( B o r m a n  a n d  R o i z m a n ,  1965) .  T h e  e n z y m e  c o n t i n u e s  t o  b e  m a d e  i f  

d A d o  i s  a d d e d  a f t e r  t h e  o n s e t  of t h e  s y n t h e s i s  of  t h e  e n z y m e  b u t  th e  

f i n a l  y i e l d  of v i r u s  i s  r e d u c e d .  P u l s e  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  

t h a t  d A d o  a l s o  i n h i b i t s  R N A  s y n t h e s i s .  T h e  f a c t  t h a t  th e  l e v e l s  of
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d A d o  a n d  d A M P  k i n a s e s  o f  BHK c e l l s  a r e  h i g h  a n d  t h a t  f u r t h e r  

i n c r e a s e s  c o u l d  p o s s i b l y  g iv e  r i s e  t o  i n h i b i t i o n  of v i r a l  DNA 

s y n t h e s i s ,  t e n d s  t o  r u l e  ou t  a n y  n e c e s s i t y  f o r  t h e  i n d u c t i o n  of 

d A d o  o r  d A M P  k i n a s e s .

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

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

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

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

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

t h e  a b s e n c e  of a  r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  i n d u c t i o n  of t h e s e  e n z y m e s .

3 . 4 .  T h e  P r o b a b l e  O r d e r  of E n z y m e  I n d u c t i o n

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

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

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

e n z y m e  a c t i v i t y  p a r a l l e l s  t h e  i n i t i a t i o n  of g e n e  e x p r e s s i o n ,  t h e n  a 

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

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

i n f e c t i o n  ( F i g s ,  IV .  2, 3, 4) t h e  f o l lo w in g  d e d u c t i o n s  r e g a r d i n g  t h e  

o r d e r  of e n z y m e  i n d u c t i o n  c a n  b e  m a d e .

(i) D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e

(ii) D e o x y t h y m i d i n e  K i n a s e

( i i i )  d T M P  K i n a s e  ?
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( i v ) . DNA P o l y m e r  a s  e / E x o n u c l e a s e

(v) D N A  E x o n u c l e a s e  ?

(vi)  D e o x y c y t i d i n e  K i n a s e  ?

P o s i t i o n  ( i i i )  h a s  b e e n  a l l o c a t e d  t o  d T M P  i n  v i e w  of  th e  

o b s e r v a t i o n s  m a d e  b y  N e w t o n  (1964) .  I t  i s  r e p o r t e d  t h a t  a n  i n c r e a s e  

i n  d T M P  k i n a s e  a c t i v i t y  c o m m e n c e s  a b o u t  2 h r ,  l a t e r  t h a n  t h a t  of 

d T h d  k i n a s e  a n d  s o m e w h a t  e a r l i e r  t h a n  t h e  o v e r a l l  DNA s y n t h e s i s i n g  

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

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

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

w h o s e  c o n f i g u r a t i o n  h a s  b e e n  a l t e r e d  ( K a p la n  ^  ad. , 196 7b).

A f t e r  h e r p e s  i n f e c t i o n  a n  e l e v a t i o n  of a l k a l i n e  D N a s e  i s  

o b s e r v e d .  O n  p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  of t h e  e n z y m e  on D E A E  c e l l u l o s e  

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

of  a b o u t  0. IZ M - K C l .  O n  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  of  t h i s  f r a c t i o n  on 

h y d r o x y a p a t i t e  i t  i s  r e s o l v e d  i n to  tw o  e x o n u c l e a s e s  ( P a t o n  a n d  M o r r i s o n ,  

1969) .  O n e  e x o n u c l e a s e  f r a c t i o n  s h o w s  p r o p e r t i e s  c h a r a c t e r i s t i c  of  

DNA p o l y m e r a s e ,  w h i l e  n o  s u c h  a c t i v i t y  i s  s e e n  in  t h e  o t h e r  e x o n u c l e a s e .

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

in  v i e w  of  t h e i r  a s s o c i a t i o n  a f t e r  m a n y  p u r i f i c a t i o n  s t e p s  ( P a t o n  a n d
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M o r r i s o n ,  1969) .  T h i s  r e q u i r e s  t h e  i n d u c t i o n  of  DNA p o l y m e r a s e  

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

p o l y m e r a s e  p r e c e d e s  t h e  i n d u c t i o n  of a l k a l i n e  D N a s e  in  t h e  o r d e r  of 

a p p e a r a n c e  of e n z y m e  a c t i v i t y  ( M o r r i s o n  a n d  K e i r ,  1968) .  In  v i e w  of 

t h e s e  r e s u l t s  t h e  i n d u c t i o n  of  a  s e c o n d  v i r u s - i n d u c e d  DN A  e x o n u c l e a s e  

a f t e r  t h e  i n d u c t i o n  of  DN A p o l y m e r a s e - a s s o c i a t e d  e x o n u c l e a s e  s e e m s  

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

p o l y m e r a s e  a n d  e x o n u c l e a s e .

4 ,  Sp e c u l a t i o n  on th e  R o l e  of H e r p e s - I n d u c e d  E n z y m e s  on
V i r a l  M u l t i p l i c a t i o n

4 . 1 .  I n t r o d u c t i o n

V i r u s  i n d u c e d  e a r l y  e n z y m e s  a p p e a r  in  an. o r d e r l y  m a n n e r  

f o l lo w in g  t h e  t r a n s c r i p t i o n  of  e a r l y  m  R N A .  T h e  r e g u l a r  1 0 - 1 5  fo ld  

i n c r e a s e s  in  e n z y m e  a c t i v i t y  o b s e r v e d  f o r  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s  a t  

10 - 12 h r ,  p o s t - i n f e c t i o n  i n d i c a t e  a  p o s s i b l e  c o - o r d i n a t e d  f o r m  of 

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

C e l l s  i r r a d i a t e d  w i t h  U. V. l i g h t  so  t h a t  t h e y  a r e  u n a b l e  to  r e p l i c a t e  

DN A  c a n  s t i l l  s u p p o r t  g r o w t h  of  h e r p e s  v i r u s  ( K a p la n ,  1957), i n d i c a t i n g  

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

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

B r  d U r d  o r  Id  U r d  i s  k n o w n  t o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  s y n t h e s i s  o f  a  " l a t e
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p r o t e i n "  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  " c u t  off"  of  e a r l y  e n z y m e  s y n t h e s i s  

( K a p la n  ^  , 1965) .  S in c e ,  p s e u d o r a b i e s  i s  a  c l o s e l y  r e l a t e d

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

to  h e r p e s  s i m p l e x .  T h e  t h r e e  e x t r a  p e a k s  of  h i g h  b u o y a n t  d e n s i t y  

w h i c h  a p p e a r  b y  8 hr* p o s t - i n f e c t i o n  ( F i g .  IV ,  31) m a y  w e l l  r e p r e s e n t  

D N A - R N A  h y b r i d s  of h e r p e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t r a n s c r i p t i o n  of  l a t e  

m  R N A  f r o m  p r o g e n y  v i r a l  DNA t e m p l a t e .  I t  i s  e n v i s a g e d  t h a t  th e  

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

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

4 . 2 .  D N A  P o l y m e r a s e

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

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

a c t i v i t y  ( K e i r ,  1968) .  T h e  m i n i m u m  t e m p l a t e  r e q u i r e m e n t  f o r  

o p t i m a l  a c t i v i t y  of  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e  i s  a b o u t  6 fo ld  h i g h e r  t h a n  

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

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

p u r i f i e d  e n z y m e  p r e p a r a t i o n .  U n t i l  a  h o m o g e n o u s  p r e p a r a t i o n  of t h i s  

e n z y m e  i s  a v a i l a b l e  i t  w i l l  n o t  b e  p o s s i b l e  to  a n a l y s e  t h i s  r e q u i r e m e n t ,  

T h e  i s o l a t i o n  of s i n g l e  s t r a n d e d  h e r p e s  DNA on  C s C l  i s o p y c n i c  

g r a d i e n t s  s u g g e s t s  t h a t  l a r g e  s i n g l e  s t r a n d e d  r e g io n s ,  of  h e r p e s  DNA
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.which  h a v e  c o m e  a p a r t  m a y  w e l l  b e  a  r e q u i r e m e n t  f o r  h e r p e s  DN A 

r e p l i c a t i o n .  In  v i t r o  s t u d i e s ,  h e r p e s - i n d u c e d  DNA p o l y m e r a s e  d id  

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

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

d u r i n g  e x t r a c t i o n ,

4 , 3 ,  DNA E x o n u c l e a s e

V i r u s - i n d u c e d  DNA p o l y m e r a s e  i s  f o u n d  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i th  

e x o n u c l e o l y t i c  a c t i v i t y .  L ik e  f a t t y  a c i d  s y n t h e t a s e  ( L y n e n ,  1967) t h i s  

m a y  w e l l  b e  a  m u l t i  - e n z y m e  c o m p l e x  c o m p o s e d  of  s u b u n i t s  of d i f f e r e n t  

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

b i o s y n t h e s i s  of h i s t i d i n e  a r e  fo u n d  t o  b e  c l u s t e r e d  t o g e t h e r  in  one  

o p e r o n  ( G o l d b e r g e r  e t  a l .  , 1967) .  I f  a  c l u s t e r  i s  t o  p e r s i s t ,  g e n e  

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

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

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

s o m e  e n z y m e s  a r e  s y n t h e s i s e d  t o g e t h e r  a s  a  s t r i n g  of p r o t e i n .  So 

t h a t ,  e n d  p r o d u c t  of on e  c o u ld  b e  h a n d e d  o v e r  t o  t h e  n e x t  i n  l in e  w i t h  

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

D N A  p o l y m e r a s e  a s s o c i a t e d  e x o n u c l e a s e .  E x o n u c l e a s e  c o u ld  p r o v i d e  

tw o  p a r a s y n t h e t i c  f u n c t i o n s .
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(i) I t  c o u l d  d e g r a d e  d o u b le  s t r a n d e d  v i r a l  DNA f r o m  

3 ’ e n d  t o  p r o v i d e  s u i t a b l e  s i n g l e  s t r a n d e d  r e g i o n s  t o  i n i t i a t e  t h e  

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

( ii)  I t  c o u l d  t r i m  off  e x c e s s  n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  e n d s  of

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

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

i n v o l v e  h i g h  G + C r e g i o n s  on  t h e  v i r a l  g e n o m e ,  N o v a k  (196 9) h a s  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  t r a n s c r i p t i o n  of  R N A  i n  v i t r o  f r o m  T.^ p h a g e  DNA 

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

In  f a c t  m i c r o c o c c a l  R N A  p o l y m e r a s e  c a n n o t  t r a n s c r i b e  e i t h e r  s t r a n d  

of p o l y  dG. dC (S te c k  ^  , 1968) .  T h u s  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  v i r u s  -

i n d u c e d  DNA p o l y m e r a s e  m a y  p r e f e r  v i r a l  DN A  of  h i g h  G+C c o n t e n t  a s  

t e m p l a t e  w h i l s t  e x o n u c l e a s e  m a y  p r e f e r  h o s t  DN A  of lo w  G+C c o n t e n t  

a s  a  s u b s t r a t e .

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

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

t h e  e n z y m e  c o m p l e x .  T h e  p r o d u c t i o n  of  s u c h  a  m u t a n t  c o u ld  b e  

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

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

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

of  h o s t  D N A  in to  s o l u b l e  D N A  p r e c u r s o r s  a n d  i t s  r e i n c o r p o r a t i o n  i n to  

v i r a l  DNA in  in  vivo s t u d i e s  h a s  p r o v i d e d  a  d e g r a d a t i v e  r o l e  f o r  t h e  

e x o n u c l e a s e .

4 . 4 .  P y r i m i d i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  K i n a s e s

A n y  i n c r e a s e  in  DNA s y n t h e s i s  i n  e u k a r y o t i c  c e l l s  i s  

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

T h e  o n ly  k n o w n  f u n c t i o n  of  t h i s  e n z y m e  i s  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  of 

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

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

t o  a s  a  " s a l v a g e  e n z y m e " .  T h e  s a m e  a r g u m e n t  a p p l i e s  t o  d C y d  

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

1969) a n d  v i r u s - i n f e c t e d  m a m m a l i a n  c e l l s  ( K a p la n  a n d  B e n - P o r a t ,  1968) 

h a v e  r e l a t i v e l y  h i g h  l e v e l s  of p y r i m i d i n e  k i n a s e s ,  s u g g e s t s  t h e  

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

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

( G r a v ,  1967)  i n  a d d i t i o n  t o  a s a l v a g e  f u n c t i o n .

In  h e r p e s - i n f e c t e d  BHK c e l l s  th e  a c t i v i t y  of d C y d  k i n a s e  i s  

a b o u t  t w i c e  t h a t  of v i r u s  - i n d u c e d  d T h d  k i n a s e  ( P i g .  IV. 2). T h e  f a c t  

t h a t  d e o x y c y t i d i n e  c a n  a c t  a s  a  p r e c u r s o r  of d T T P  v i a  t h e  d C M P
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d e a m i n a s e  p a t h w a y ,  a s  w e l l  a s  d C T P ;  a n d  t h a t  d C y d  k i n a s e  i s  - 

m o r e  v u l n e r a b l e  to  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  t h a n  d T h d  k i n a s e  ( T a b l e  IV, 21), 

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

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

k i n a s e s  m a y  h a v e  to  d e a l  w i t h  l a r g e  i n c r e a s e s  in  p o o l  s i z e  of  

d e o x y r i b o n u c l e o s i d e s  (P ig .  IV. 26) w i t h i n  t h e  c e l l .  C e l l u l a r  e n z y m e s  

a r e  lo w  in  a c t i v i t y  a n d  m a y  n o t  be a b le  to  d e a l  w i t h  t h i s  s i t u a t i o n .  

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

i n c r e a s e d  a f t e r  h e r p e s  i n f e c t i o n  ( p r e a r s o n  e;^ a P  , 1966). H e n c e  th e  

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

d e o x y r i b o n u c l e o  s i d e  s.

T r e a t m e n t  of  v i r u s - i n f e c t e d  BHK c e l l s  w i t h  h y d r o x y u r e a  

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

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

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

i t  i s  fo u n d  t h a t  h y d r o x y u r e a  d o e s  e n h a n c e  th e  a c t i v i t y  o f  v i r a l - i n d u c e d  

d C y d  k i n a s e  w h e n  a d d e d  a t  a n y  t i m e  a f t e r  3 h r .  p o s t - i n f e c t i o n  ( P ig .  IV. 4) 

In v i e w  of  th e  r e p o r t s  t h a t  m o d i f i c a t i o n  o f  h i s t o n e s  by  a c é t y l a t i o n  

( A l l f r e y ,  1966) o r  p h o s p h o r y l a t i o n  ( S te v e ly  a n d  S t o c k e n ,  1966) c a n  

a l t e r  t h e i r  a b i l i t y  to  i n h i b i t  D N A - d i r e c t e d  s y n t h e s i s  o f  R N A ,  i t  i s  n o t  

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

r e p r e s s i n g  a b i l i t y  of t h e  l a t t e r .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  ( E k e r ,  1968) 

h a v e  s h o w n  t h a t  d e o x y t h y m i d i n e  i s  b o u n d  t o  h i s t o n e s  i n  v i t r o .

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

p h o s p h a t a s e  t h a n  do g r o w i n g  c e l l s  ( E k e r ,  1965) .  A l t h o u g h  p y r i m i d i n e  

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

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

D N A  s y n t h e s i s  o c c u r s  in  r e s t i n g  c e l l s  s u c h  a s  n e r v e  c e l l s  w h i c h  s e e m s  

to  b e  t h e  n a t u r a l  h o s t  c e l l  f o r  h e r p e s  v i r u s e s  ( F e n n e r ,  1968) .  To  

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

t h e  i n f e c t i n g  v i r u s  m a y  h a v e  to  e s t a b l i s h  a  m e c h a n i s m  to  e n s u r e  the  

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

s y n t h e s i s  of  h e r p e s  D N A.

O u t  of a l l  f u n c t i o n s ,  t h a t  w o u ld  r e q u i r e  t h e  i n d u c t i o n  of  h e r p e s - 

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

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

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

5. E v o l u t i o n

H e r p e s  DNA w i t h  a  G+C c o n t e n t  of  68% d i f f e r s  m a r k e d l y  

f r o m  t h e  n e a r e s t  n e i g h b o u r  b a s e  s e q u e n c e s  of t h e  h o s t  g e n o m e ,  w h o s e
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G+C c o n t e n t  i s  42%. In  f a c t ,  t h e  d o u b l e t  f r e q u e n c y  p a t t e r n  of  

h e r p e s  DN A d o e s  n o t  d i f f e r  m u c h  f r o m  t h a t  of  E .  c o l i  DNA 

( S u b a k - S h a r p e  e t  , 1966b) .  I t  i s  t e m p t i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  h e r p e s  

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

S o m e  of  t h e  g e n e r a l  p r o p e r t i e s  of v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e s  a p p e a r  to  

s u p p o r t  t h i s  p o i n t  of v i e w .

(i) V i r u s - i n d u c e d  DNA p o l y m e r a s e  i s  a s s o c i a t e d  w i th

e x o n u c l e a s e ,  u n l i k e  t y p i c a l  m a m m a l i a n  DNA p o l y m e r a s e s  (Y o n e d a  

a n d  B o l l u m ,  1965) .

(ii) V i r u s - i n d u c e d  DNA p o l y m e r a s e  h a s  a r e l a t i v e l y  h i g h e r

a f f i n i t y  f o r  n a t i v e  D N A  a s  t e m p l a t e  t h a n  h o s t  DN A p o l y m e r a s e .

( i i i )  V i r u s - i n d u c e d  p y r i m i d i n e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  k i n a s e s

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

h o s V ^ n z y m e s .

O n  th e  o t h e r  h a n d ,  t h e r e  a r e  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  th e  p r e s e n c e  

of l a r g e  n u c l e a r  v i r a l  R N A  w h i c h  h a v e  to  be f r a g m e n t e d  b e f o r e  b e i n g  

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

( W a g n e r  ^  , 1969) .  It  i s  p o s s i b l e  t h a t  th e  " e a r l y  h e r p e s  v i r u s "

w h i c h  w a s  in  a  q u i e s c e n t  s t a g e  l ik e  t h e  p r o p h a g e  s t a g e  in  b a c t e r i a  

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

r a d i a t i o n  o r  a h o r m o n a l  i m b a l a n c e  m a y  h a v e  t h e n  c a u s e d  th e  r e l e a s e
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of  v i r a l  g e n o m e .  T h e  f a c t  t h a t  w e  h a v e  b e e n  a b l e  to  i d e n t i f y  tw o  

a c t i v i t i e s  of d C y d  k i n a s e  m a y  m e a n  t h a t  g e n e  d u p l i c a t i o n  w i t h  

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

6.  H o r i z o n s

H e r p e s  DNA i s  l a r g e  e n o u g h  to  c o d e  f o r  a b o u t  130 p r o t e i n s  

of 50, 000 a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t .  P o l y a c r y l a m i d e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  of p r o t e i n s  of h e r p e s  i n f e c t e d  H E p - 2  c e l l s  r e v e a l s  o n ly  

a b o u t  25 p r o t e i n  b a n d s  ( S p e a r  a n d  R o i z m a n ,  1968).  T h i s  l e a v e s  a b o u t  

75% of i t s  c o d in g  p o t e n t i a l  u n a c c o u n t e d  f o r .  V i r a l  R N A  of s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  10 - 20 S e x t r a c t e d  f r o m  th e  c y t o p l a s m i c  p o l y r i b o s o m e s  of 

H E p - 2  c e l l s  c o m p e t e d  to  a  l e v e l  of  a t  l e a s t  80% i n  v i r a l  D N A -R N A  

h y b r i d i s a t i o n  t e s t s  w i t h  >50 S R N A  e x t r a c t e d  f r o m  n u c l e i  of i n f e c t e d  

c e l l s  ( W a g n e r  a n d  R o i z m a n ,  1969) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  th e  

h y p o t h e s i s  t h a t  v i r a l  m  - R N A  i s  p r o d u c e d  b y  c l e a v a g e  of p r e c u r s o r  R N A  

m o l e c u l e s .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  s o m e  of  th e  l a r g e  s e g m e n t s  of ' 

R N A  t r a n s c r i b e d  m a y  n o t  b e  a b le  to  e n t e r  t h e  c y t o p l a s m  w i t h o u t  

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

r i b o s o m e s .

H e r p e s  i n f e c t i o n  a l t e r s  th e  p o p u l a t i o n s  of t  R N A  in  BHK c e l l s  

(H a y  e t  , 1966) .  A  n e w  o r  m o d i f i e d  t R N A  s p e c i f i c  fo r  a r g i n i n e  i s  

f o u n d  a m o n g  a l t e r e d  t R N A  p o p u l a t i o n s  ( S u b a k - S h a r p e  e t  H .  , 1966a) .
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C h r o m a t o g r a p h y  of d i g e s t i o n  p r o d u c t s  of a r g i n y l - t  R N A ' s  s u g g e s t s  

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

t  RNA a n d  i s  p r o b a b l y  v i r u s  c o d e d .  C e l l u l a r  a r g i n y l - t  R N A  s y n t h e t a s e  

m a y  n o t  b e  m a d e  in  s u f f i c i e n t  a m o u n t  to  m e e t  t h e  a m i n o  a c i d  c o d in g  

r e q u i r e m e n t s  of v i r a l  a r g i n y l - t  R N A .  H e n c e  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  th e  

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

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

n e i g h b o u r  b a s e  s e q u e n c e s .

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

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

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

a c t i o n  of v i r u s - c o d e d  e n z y m e s  w i th  t h e  v i r u s  i n d u c e d  m o d i f i c a t i o n s  in  

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

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

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

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