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S U M M A R Y

In o r d e r  to i n v e s t i g a t e  t h e  i n t e r p l a y  b e t w e e n  the 

c e l l  s u r f a c e  a n d  t h e  c y t o s k e l e t o n  in a d h e s i o n ,  v a r i a n t s  of 

p o l y o m a - t r a n s f o r m e d  B H K  21 c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  w i t h  or 

w i t h o u t  N — m e t h y l - N - n i t r o - N - n i t r o s o g u a n i d i n e  as a m u t a g e n ,  

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

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

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

m o r p h o l o g y .

V a r i a n t s  r e t a i n  t h e  a b i l i t y  to c a p  f l u o r e s c e n t  C o n  A, 

a n d  a r e  u n a b l e  to s p r e a d  on a n y  s u r f a c e  y e t  t e s t e d ,

i n c l u d i n g  a d s o r b e d  s e r u m .  C o n  A, f i b r o n e c t i n ,  v i t r o n e c t i n  

or p o l y - L - l y s i n e . In a f l o w - c h a m b e r  a d h e s i o n  a s s a y ,  w h i c h  

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

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

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

p o l y - L - l y s  i n e .

A  h i g h  p r o p o r t i o n  ( 3 5 % )  o f  c e l l s  in a v a r i a n t

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

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

is l e s s  t h a n  t h a t  o f  p a r e n t a l  c e l l s .  M n  at 10 ^  M  d i d  n o t  

s t i m u l a t e  t h e s e  v a r i a n t s  to s p r e a d ' t o  f u l l  e x t e n t ,  b u t  

t h e r e  w a s  an i n c r e a s e  in s p r e a d i n g  in r e s p o n s e  to m a n g a n e s e  

on  t i s s u e  c u l t u r e  p l a s t i c  in a b s e n c e  o f  s e r u m .
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A n  f - a c t i n  s p e c i f i c  f l u o r e s c e n t  p r o b e  s h o w e d  the 

d i s t r i b u t i o n  o f  f - a c t i n  in P y 3  c e l l s  on  a s u r f a c e  c o a t e d  

w i t h  f i b r o n e c t i n .  S t r e s s  f i b r e s  a p p e a r e d  v e r y  d i s t i n c t .  No 

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

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

a n d  at c e l l - c e l l  c o n t a c t  a r e a s .

P r o t e i n s  r e t a i n e d  in d e t e r g e n t  i n s o l u b l e  r e s i d u e s  of 

P y 3  a n d  v a r i a n t s  w e r e  s t u d i e d  b y  v a r i o u s  t e c h n i q u e s .  No 

d i f f e r e n c e s  in p r o t e i n  b a n d s  w e r e  s e e n .

T h e  a l t e r a t i o n  in t h e s e  v a r i a n t s  c a n  be e x p l a i n e d  as 

f o l l o w s  :

1. T h e r e  a r e  s i m u l t a n e o u s  c h a n g e s  in t h e  a b i l i t y  of c e l l  

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

c o n t r o l .

2. T h e  p u t a t i v e  f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r ,  a l t e r e d  in the 

v a r i a n t ,  is i n v o l v e d  in s o m e  w a y  in t h e  s p r e a d i n g  r e s p o n s e  

on  a l l  s u r f a c e s .
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C h a p t e r  O n e  

I N T R O D U C T I O N



I. I M P O R T A N C E  OF C E L L  A D H E S I O N

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

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

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

1. M o r p h o g e n e t i c  m o v e m e n t s  : p r o c e s s e s  o c c u r r i n g  d u r i n g  

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

i n d i v i d u a l  c e l l s .

2. R e p a i r  ( h o m e o s t a t i c )  p r o c e s s e s ,  s u c h  as t h r o m b o s i s  a n d  

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

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

3. M a l i g n a n t  b e h a v i o u r :  a d h e s i o n  is t h o u g h t  to be i m p o r t a n t  

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

m e t a s t a s  i s .

4. A r t i f i c i a l  s u r f a c e s :  c e l 1 - s u b s t r a t u m  a d h e s i o n  is 

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

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

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

p r o c è s  s e s .

1 . M o r p h o g e n e t i c  m o v e m e n t s

E d e l m a n  ( 1 9 8 4 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  m o r p h o g e n e t i c  

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

t e n s i o n  in s h e e t s  o f  t i s s u e  a n d  a d h e s i o n  i t s e l f .  W e i s s  

( 1 9 4 1 )  p r o p o s e d  t h a t  e a c h  m o l e c u l a r  c o n t a c t  is s p e c i f i c  a n d  

l i k e  an  a n t i g e n - a n t i b o d y  l i n k  r e a c t i o n  a n d  a l s o  he  

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



be a r e f l e c t i o n  o f  c h a n g e s  in t h e  a n t i g e n i c i t y  of  the 

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

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

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

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

m e s e n c h y m e  c e l l s  b r e a k  l o o s e  f r o m  t h e  e c t o d e r m  at the 

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

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

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

t h e  e p i t h e l i u m  (T r i n k a u s , 1984 ) . T h i s  p r o c e s s  c l e a r l y  

i n v o l v e s  b o t h  c e l 1 - s u b s t r a t u m  ( f i b r o n e c t i n )  a n d  c e l l - c e l l  

a d h e s i o n .  In n e u r u l a t i o n  th e  f o l d i n g  of  t h e  n e u r a l  p l a t e  

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

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

a d h e s i o n  to t h e  m e s e n c h y m a l  c e l l s  (T r i n k a u s , I 9 8 4 ) .  T h e  

s u b s e q u e n t  m i g r a t i o n  o f  n e u r a l  c r e s t  c e l l s  f r o m  th e  n e u r a l  

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

on t h e i r  s e p a r a t i o n  f r o m  e a c h  o t h e r  a n d  a d h e s i o n  to the 

s u r f a c e  o v e r  w h i c h  t h e y  m o v e  (T r i n k a u s , 1984 ) . B o t h  

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

f i b r o n e c t i n  ( B o u c a n t  ejt̂  aj^. , 1 9 8 4  a), or s y n t h e t i c

d e c a p e p t i d e s  s u c h  as (A r g - G l y - A s p - S e r - P r o - A l a - S e r - S e r - L y s -  

P r o )  c o n t a i n i n g  t h e  f i b r o n e c t i n  c e l 1 - r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e  

( B o u c a n t  e_t̂  aj^. ,19 84 b) w e r e  m i c r o i n j e c t e d  i n t o  e a r l y  

e m b r y o s .

2. R e p a i r  (h o m e  o s t a t i c )  p r o c e s s e s

C e l l  a d h e s i o n  is i m p o r t a n t  in m a i n t e n a n c e  a n d  r e p a i r  

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



f r o m  s u s p e n d e d  ( c i r c u l a t i n g )  to a d h e r e n t ,  s u c h  as

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

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

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

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

( B e l l ,  1978) in f a c e  o f  t h e  s t r o n g  s h e a r i n g  f o r c e  of b l o o d  

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

a b l o o d  v e s s e l  is d a m a g e d ,  p l a t e l e t s  e s c a p e  f r o m  t h e  b l o o d  

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

t h e  c o n n e c t i v e  t i s s u e .  S e c r e t i o n s  s u c h  as th e  h o r m o n e

s e r o t o n i n ,  p r o t e i n  a n d  A D P  t h e n  s t i m u l a t e  a g g r e g a t i o n  of 

p l a t e l e t s  w i t h  o n e  a n o t h e r  a n d  a d h e s i o n  to t h e  f i b r i n

n e t w o r k  f o r m i n g  at t h e  s i t e  o f  i n j u r y  to t h e  e n d o t h e l i a l

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

( G o r d o n ,  1 980).

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

g r a n u l o c y t e s  ( P M N s )  i n i t i a l l y  a d h e r e  to t h e  f i b r o n e c t i n -  

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

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

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

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

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

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

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

a t t r a c t  o t h e r  n e u t r o p h i l s  ( R a y a n  et a 1 . , 19 7 7 ).

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

a d h e r e n t  c e l l s  a n d  so s h o w  t h e  r e v e r s e  o f  t h e  a b o v e

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



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

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

b i n d i n g  s i t e s  ( P a t e l  e_t_ a 1 . , 1985).

A n  e x a m p l e  of  a d h e s i o n  in a r e p a i r  p r o c e s s  w h i c h  d o e s  

n o t  i n v o l v e d  s u s p e n d e d  c e l l s  c a n  b e  s e e n  in X e n o p u s  

t a d p o l e s  (T r i n k a u s , 1 98 4  ) . D u r i n g  w o u n d  h e a l i n g ,  th e  b a s a l  

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

o u t e r  l a y e r  on its b a c k .  T h i s  i n v o l v e s  a d h e s i o n  as f o l l o w s ;  

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

a n d  t h e  o u t e r  l a y e r  a d h e r e s  b y  m e a n s  o f  d e s m o s o m e s  to the 

b a s a l  l a y e r  ( R a d i c e , 1 9 8 0  ) .

3. M a i i g n a n t  b e h a v i o u r

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

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

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

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

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

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

a d h e s i v e n e s s  a n d  m o t i l i t y .

In o r d e r  to f o r m  a s u c c e s s f u l  s e c o n d a r y ,  t u m o u r  c e l l s  

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

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

D i f f e r e n c e s  in th e  a d h e s i o n  s t r e n g t h  b e t w e e n  n o r m a l  a n d  

t u m o u r  c e l l s  w e r e  f i r s t  o b s e r v e d  b y  C o m a n  ( 1 9 6 1 )  w h o  

m e a s u r e d  t h e  f o r c e  r e q u i r e d  to s e p a r a t e  c e l l s .  T h i s  s h o w e d  

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



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

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

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

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

( E d w a r d s  e_^ ü J l * , 1 9 7 7 ;  T a n a k a  ej^ al^. , 1 9 8 0  ; W h u r  e_^ , 1 977 ;

D e n n i s  e_^ aj^. , 1982; B r a c k e n b u r y  e_^ a_^. , 1 9 8 4 ) ,  w h e r e a s  in 

o t h e r  c a s e s  it w a s  i n c r e a s e d  ( H a l p e r n  e_^ aj^. , 1 9 6 6 ; W r i g h t  

et aj^. , 1 9 7 7  & 1 9 81) or n o  a p p r e c i a b l e  c h a n g e s  w e r e  f o u n d

( W i n k e l h a k e  & N i l s o n , 1 9 7 6 )

4. A r t i f i c i a l  s u r f a c e s

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

s u r f a c e s  is v e r y  i m p o r t a n t  f o r  a v a r i e t y  o f  r e a s o n s :  f i r s t ,

m a n y  k i n d s  o f  t i s s u e  c e l l s  a r e  g r o w n  in c u l t u r e  on 

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

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

u n a b l e  to g r o w  s u s p e n d e d  in a f l u i d  m e d i u m .  T h e y  m u s t  be 

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

on w h i c h  t h e y  s p r e a d .  T h e s e  c e l l s  a r e  d e s c r i b e d  as

a n c h o r a g e - d e p e n d e n t  ( S h i n  e t a 1 . , 19 7 5). C e l l s  w h i c h  h a v e  

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

i n d e p e n d e n t  a n d  c a n  g r o w  in s u s p e n s i o n .  S e c o n d ,  a d h e s i o n  of 

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

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

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

u s e d ,  f o r  e x a m p l e  t a n t a l u m  a l l o y  fo r  b o n e  p r o s t h e s e s .



II. I D E N T I F I C A T I O N  O F  P L A S M A - M E M B R A N E  M O L E C U L E S  I N V O L V E D  

IN A D H E S I O N

C e l l - t o - c e l l  i n t e r a c t i o n s ,  s u c h  as a d h e s i o n s  a n d  

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

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

a n d  a s s o c i a t e d  w i t h  it. T h e r e f o r e  it h a s  b e e n  c o n s i d e r e d  

t h a t  a d h e s i o n  d e p e n d s  e i t h e r  on:

1. N o n - s p e c i f i c  m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s ,  s u c h  as th e  l o n g  

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

r e p u l s i o n  ( C u r t i s ,  I 9 6 0 ) .

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

a d h e s i o n  m o l e c u l e s  ( M o s c o n a , 1 968 ; E d e l m a n ,  1984 a).

3. A  c o m b i n a t i o n  o f  1 a n d  2.

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

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

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

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

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

c e l l s  to e x t r a c e l l u l a r  s u b s t r a t e s .

A . C e l l - c e l l  a d h  e s i o n

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

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

d i r e c t l y  or i n d i r e c t l y  in c e l l - c e l l  a d h e s i o n .  T h e  t h r e e  

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



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

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

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

l e a d i n g  to t h e  u s e  o f  m o n o v a l e n t  a n t i b o d i e s  in the 

i n h i b i t i o n  o f  c e l l - c e l l  a d h e s i o n .  T h i s  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  

in r e l a t i o n  to c e l l - s u b s t r a t u m  a d h e s i o n  ( s e e  s e c t i o n  B 

b e  l o w ) .

3. E x a m i n a t i o n  o f  c o n d i t i o n s  f a v o u r i n g  or b r e a k i n g  

a d h e s  i o n .

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

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

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

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

in t h e  f o r m  o f  c e l l  j u n c t i o n s  or a p p o s i t i o n s ,  in w h i c h  th e  

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

r e l a t i o n  to e a c h  o t h e r .

In m a n y  i n s t a n c e s  c e l l s  m a y  a d h e r e  to o n e  a n o t h e r  b y  

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

a r e  s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o n - l u c e n t  s p a c e s  o f  a b o u t  20 n m  

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

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

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

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

j u n c t i o n s  ( s e e  T r i n k a u s , 1 984 ) . T h e  m a i n  t y p e s  a r e :  t i g h t

j u n c t i o n s  or z o n u l a e  o c c l u d e n s ,  d e s m o s o m e s  or m a c u l a e  

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



In th e  t i g h t  j u n c t i o n  ( z o n u l a  o c c l u d e n s ) ,  the 

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

F r o m  t h e  w o r k  o f  F a r q u a r  & P a l a d e  ( 1 9 6 3 )  j u n c t i o n s  o f  t h i s  

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

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

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

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

l i p i d s .

In t h e  m a c u l a e  a d h a e r e n t e s ,  p l a s m a  m e m b r a n e s  a r e  20 

n m  a p a r t .  T h e  g a p  b e t w e e n  is f i l l e d  w i t h  s l i g h t  s t a i n i n g  

m a t e r i a l .  T o n o f i 1 a m e n t s , w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  j u n c t i o n .

In th e  i n t e r m e d i a t e  j u n c t i o n s  ( o r i g i n a l l y  n a m e d

z o n u l a e  a d h a e r e n t e s ,  F a r q u h a r  & P a l a d e ,  1963) c o n t r a c t i l e  

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

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

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

e p i t h e l i a l  c e l l  s h e e t  i n t o  t u b e s  ( S t a e h e l i n  et a 1 ., 19 7 8 ). 

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

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

s u b s t r a t e s ,  w h e r e  ® < - a c t i n i n  a n d  v i n c u l i n  a r e  c o n c e n t r a t e d  

in a t t a c h m e n t  p l a q u e s  ( G e i g e r ,  1979; B u r r i d g e  & F e r a m i s c o ,  

1980) ( s e e  b e l o w ) .

T h e  g a p  j u n c t i o n  a p p e a r s  to h a v e  an i n t e r c e l l u l a r

s e p a r a t i o n  o f  2 n m . F r e e z e  c l e a v e  p r e p a r a t i o n s  o f  c e l l s  

r e v e a l  a h e x a g o n a l  a r r a y  o f  s u b u n i t s  ( G o o d e n o u g h  & 

R e v e l ,  19 7 0 ) .  F o l l o w i n g  L o w e n s t e i n  ( 1 9 6 8 )  m u c h  s u b s e q u e n t



w o r k  h a s  c o n f i r m e d  t h a t  t h e s e  j u n c t i o n s  a r e  a r e a s  of 

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

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

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

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

a d h e s i v e  m e c h a n i s m  i n v o l v e d  in c e l l - t o - c e l l  a d h e s i o n .  It 

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

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

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

s e a l  t h e  s p a c e  b e t w e e n  c e l l s  in e p i t h e l i a ,  t h u s  m a k i n g  the 

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

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

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

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

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

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

D e s m o s o m e s  w e r e  f i r s t  i s o l a t e d  f r o m  b o v i n e  n o s e  

( S k e r r o w  & M a t o l t s y ,  1974 a, 1974 b ; S k e r r o w  & S k e r r o w ,  

198 0 ) ,  a n d  t h e i r  p r o t e i n s  s e p a r a t e d  i n t o  m o r e  t h a n  20 

p o l y p e p t i d e s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  15 Kd - 2 3 0  Kd  in S D S - P A G E  

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

d e t e r m i n e d  a n d  t h e  m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n  b e t w e e n  the t w o  

h a l v e s  of  t h e  d e s m o s o m e s  is ( a n d  r e m a i n s )  u n k n o w n .  

H o w e v e r  t h e y  f o u n d  s e v e r a l  p e r i o d i c  S c h i f f ' s  r e a g e n t  ( P A S ) -  

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

120 K d - 1 4 0  Kd w h i c h  c o n s t i t u t e d  2 3 %  of  the d e s m o s o m a l



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

i n v o l v e d  in c e l l - c e l l  a d h e s i o n  at t h e  d e s m o s o m a l  j u n c t i o n .  

In s u p p o r t  o f  t h i s ,  it w a s  o b s e r v e d  t h a t  e x t r a c t i o n  of 

d e s m o s o m e s  w i t h  E D T A  r e m o v e s  s o m e  o f  t h e s e  g l y c o p r o t e i n s  

a n d  c a u s e s  w i d e n i n g  of t h e  i n t e r c e l l u l a r  g a p  ( S k e r r o w  & 

S k e r r o w ,  1980; G o r b s k y  & S t e i n b e r g ,  198 1 )  t h e y  h a v e  a l s o  

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

100 K d , 115 Kd  a n d  150 Kd in d e s m o s o m e s  o f  b o v i n e  m u z z l e

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

g l y c o p r o t e i n s  d e t e c t e d  b y  S k e r r o w  e ^  aj^. ( 1 9 7 4  a, b, &

1980) .

C o w i n  e_^ al^.(1984 ) u s e d  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  to

d e t e r m i n e  t h e  i n t r a -  or i n t e r - c e l l u l a r  l o c a t i o n  of 

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

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

g l y c o p r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  150 K d , 115 Kd a n d  100

Kd , r e a c t  w i t h  s u r f a c e s  of u m p e r m e a b i 1 i z e d  a n d  l i v e  M D B K

c e l l s ,  a n d  a l s o  t h e  a u t h o r s  f o u n d  t h a t  F a b ’. f r a g m e n t s

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

in c u l t u r e .  T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  m o l e c u l e s  a r e  l o c a t e d  

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

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

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

a n t i b o d i e s

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

i d e n t i f y  m o l e c u l e s  i n v o l v e d  in ce 1 1 - a d h e s i o n  w a s  a p p l i e d  to 

th e  c e l l u l a r  s l i m e  m o u l d  P i c  t y o s  t e l i u m  d i s c o i d e u m  b y
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G e r i s c h  _ ( 1 9 8 0 ) .  T h e  a d h e s i v e  s p e c i e s ,  " c o n t a c t -

s i t e s " ,  c o u l d  be d e f i n e d  b y  t h e i r  a b i l i t y  to n e u t r a l i z e  the 

a g g r e g a t i o n - i n h i b i t i n g  a c t i v i t y  o f  F a b .  T h i s  w o r k  l e d  to 

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

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

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

o f  th e  a p p r o a c h  to a v a r i e t y  o f  c e l l s .  /

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

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

m o l e c u l e s  ( C A M s )  f r o m  c h i c k  e m b r y o s ,  N - C A M ,  L - C A M  a n d  N g -  

C A M  ( E d e l m a n  e ^  aj^. , 1 9 8 4 ) .

N e u r a l  c e l l  a d h e s  i o n  m o l e c u l e  (N - C A M )

B r a c k e n b u r y  e t a 1 .( 1 9 7 7 ) u s e d  i n h i b i t o r y  F a b  to 

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

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

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

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

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

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

f r e e )  u s i n g  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  p r e p a r a t i v e  g e l -  

e l e c t  r o p h o r e  s i s , w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t s  140 K d , 120 K d  a n d

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

p r e c i p i t a t e d  a 1 4 0 K  d a l t o n  s p e c i e s  f r o m  d e t e r g e n t  

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

c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  ( N - C A M )  ( T h i e r y  e t a 1 . , 1 97 7  ).

T h e  s i a l i c  a c i d  c o n t e n t  of  N - C A M  v a r i e s  in d i f f e r e n t
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t i s s u e s  ( R o t h b a r d  e_^ al^.,1982 ) as w e l l  as w i t h  the

d e v e l o p m e n t a l  a g e  ( E d e l m a n  & C h u o n g ,  19 8 2 ) .

G r u m e t  & E d e l m a n  ( 1 9 8 4  ) f o u n d  t h a t  t h e  a d h e s i o n

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

s p e c i f i c  a n t i n e u r a l  F a b '  f r a g m e n t s  w e r e  u s e d ,  a n d  a l s o  t h a t  

w h e n  a n t i n e u r a l  F a b '  f r a g m e n t s  w e r e  m i c r o i n j e c t e d  i n t o  the 

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

d i s r u p t e d  ( F r a z e r  e_^ a 1 . , 19 84 ).

C h u o n g  et a 1 .( 19 8 2) h a v e  f o u n d  a s i m i l a r  n e u r a l  

a d h e s i o n  m o l e c u l e  e x i s t s  in t h e  m o u s e ,  n a m e d  m o u s e  N - C A M ,  

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

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

a n d  s t r u c t u r e .  M o u s e  N - C A M  a n d  c h i c k e n  N - C A M  c r o s s - r e a c t  

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

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

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m o u s e  N - C A M  is e v o l u t i o n a r i l y  r e l a t e d  to 

c h i c k e n  N - C A M  a n d  p r o m p t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  c e l l  a d h e s i o n  

i n v o l v i n g  N - C A M  is a f u n d a m e n t a l  m e c h a n i s m  e x i s t i n g  in 

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

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

f r o m  r a t  n e u r o n a l  p l a s m a  m e m b r a n e .  J o r g e n s e n  et a 1 . ( 1 9 8 0 )  

a n d  H i m  et a 1 .( 19 8 3) f o u n d  t h r e e  p o l y p e p t i d e s ,  in f o e t a l  

b r a i n  o n e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  2 0 0  K d -  2 5 0  K d , a n d  a s e c o n d  

of 140 K d , t h e  t h i r d ,  130 Kd in a d u l t  b r a i n .  T h e s e  h a v e  

b e e n  n a m e d  D 2 - c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  ( D 2 - C A M )  ( J o r g e n s e n  et
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al. , 1 9 8 0  ; H i m  e_^ £ ^ . , 1 9 8 3 ) .  T h i s  a d h e s i o n  m o l e c u l e  ( D2- 

C A M )  h a s  b e e n  s h o w n  to c r o s s  r e a c t  i m m u n o 1 o g i c a l l y  w i t h  

c h i c k e n  N - C A M  ( J o r s e n s e n  e_^ al^. , 1 9 8 0  ; E d e l m a n ,  1983) a n d  

w i t h  a b r a i n  s p e c i f i c  p r o t e i n  ( B S P - 2 )  ( H i m  e_t̂  a l . , 1983). 

T h e s e  a u t h o r s  r e p o r t e d  t h a t  D 2 - C A M  f r o m  r a t  d i s p l a y s  

s e v e r a l  s i m i l a r i t i e s  to c h i c k e n  N - C A M  s u c h  as t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  139 Kd a n d  140 K d . T h e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  N - C A M  

f r o m  c h i c k  e m b r y o  a n d  D 2 - C A M  f r o m  r a t  a r e  r e l a t e d  m o l e c u l e s  

o c c u r r i n g  in d i f f e r e n t  s p e c i e s .

T h e  a u t h o r s  r e p o r t e d  t h a t  D 2 - C A M  m a y  b e  i n v o l v e d  in 

n e u r i t e - n e u r i te i n t e r a c t i o n ,  a p r o p e r t y  w h i c h  h a s  b e e n  

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

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

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

n u m b e r  o f  m e m b r a n e - m e m b r a n e  c o n t a c t s  ( T h i e r y  et a 1 ., 19 7 7 ; 

R u t i s h a u s e r  e t a 1 ., 19 7 8). Its m o d e  o f  a c t i o n  m a y  be 

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

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

g l y c o s y  lat i o n  a n d  s u l f a t i o n  ( L y l e s  e_^ a l . , 1 984).

N e u r o n - g l i a  c e l l  a d h e s  i o n  m o l e c u l e  (N g - C A M )

A c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  ( N g - C A M )  h a s  b e e n  

i d e n t i f i e d  o n  n e u r o n s  ( G r u m e t  e t a 1 . , 19 84 a) b y  u s i n g  

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

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

a 1 . , 19 8 5). It h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  N g - C A M  a n d  N - C A M ,  b o t h  of 

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

o f  a n t i b o d i e s  to N - C A M  d i d  n o t  p r e v e n t  t h e  b i n d i n g  of 

n e u r o n s  to g l i a l  c e l l s  g r u m e t  E d~6 1 >rn 9 Tl I 9 8 ^ .

L i v e r  a d h e s  i o n  m o l e c u l e  (L - C A M )

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

of  a c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  124 Kd f r o m  

c h i c k  e m b r y o n i c  l i v e r ,  n a m e d  l i v e r  ce 1 1 - a d h e s i o n  m o l e c u l e  

( L - C A M )  ( B e r t o l o t t i  e_^ aj^. , 1 9 8 0 ;  G a l l i n  e_^ aj^. , 1 9 8 3 ) .  L i v e r  

c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  ( L - C A M )  is a c a l c i u m - d e p e n d e n t  c e l l  

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

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

et a l ., 1985).

T h e  u s e  of  F a b  p r e p a r a t i o n s  f r o m  r a b b i t  a n t i s e r a  

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

i s o l a t i o n  o f  a n  84 K d  f r a g m e n t  o f  a 120 K d  c e l l  s u r f a c e  

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

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

c e l l s  as a 120 K d  m o l e c u l e  t h a t  c a n  b e  d e g r a d e d  i n t o  a 

v a r i e t y  o f  f r a g m e n t s  ( P e y r i e r a s  e_t̂  aj^. , 1 983). A  f r a g m e n t  of 

t h e  120 K d  g l y c o p r o t e i n  w a s  p u r i f i e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  

c h r o m a t o g r a p h y  on C o n A -  S e p h a r o s e  to y i e l d  a g l y c o p r o t e i n  

o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  84 K d  in S D S - P A G E .  U M  a p p e a r s  to be 

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

e m b r y o s  ( H y a f i l  et a 1 . , 1 9 8 0 ) .  T h i s  84 Kd  f r a g m e n t  w a s  the 

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

e m b r y o n a l  c a r c i n o m a  m e m b r a n e s .  U M  s e e m s  s i m i l a r  to L - C A M ,  

e s p e c i a l l y  in v i e w  of t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  G a l l i n  et
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a_l̂ . ( 1 9 8 3  ; ) t h a t  an  a n t  i g e n i c a l  ly a c t i v e  L - C A M  d e r i v a t i v e

c a n  be r e l e a s e d  f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e  as a f r a g m e n t  of 

m o l e c u l a r  w e i g h t  81 K d  b y  p r o t e o l y s i s  w i t h  t r y p s i n  in the 

p r e s e n c e  of c a l c i u m .  H o w e v e r  E d e l m a n  ( 1 9 8 4  a) b e l i e v e s  t h a t  

L - C A M ,  120 K d , is a n  i n t r i n s i c  g l y c o p r o t e i n ,  w h e r e a s  

P e y r i e r a s  e_^ £l_. ( 1 9 8 3 )  g a v e  e v i d e n c e  t h a t  U M  l a c k s  a

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

L - C A M  a n d  c a l c  i u m - d e p e n d e n c e

H y a f i l  e_C_ a ^ . ( 1 9 8 1 )  f o u n d  t h a t  C a ^ ^  p r o t e c t s  t h e  84 

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

d e g r a d a t i o n .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  Ca"^*^ a l t e r s  the  

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

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

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

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

in t h e  p r e s e n c e  o f  Ca"^*

B r a c k e n b u r y  e t a 1 .( 1 9 8 1 ) u s e d  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s

a g a i n s t  N - C A M  a n d  L - C A M  to i n v e s t i g a t e  t h e  r e l a t i o n

b e t w e e n  t h e s e  c e 1 1 - a d h e  s i on m o l e c u l e s  a n d  t h e  Ca-^*-

d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  o f  c e l l  a d h e s i o n .  T h e y  f o u n d  t h a t  C a ^ +  
2-+p r o t e c t e d ,  Ca - d e p e n d e n t  a d h e s i o n  o f  n e u r a l  c e l l s  w a s  n o t  

i n h i b i t e d  b y  a n t i - ( N - C A M )  F a b ,  b u t  c o u l d  be i n h i b i t e d  b y  

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

c e l l s  d i s p e r s e d  b y  t r y p s i n  in t h e  p r e s e n c e  of  C a ^ ”̂ + . C a ^ ^ -

i n d e p e n d e n t  a g g r e g a t i o n  w a s  d e p e n d e n t  on  N - C A M .  L - C A M -  

d e p e n d e n t  a g g r e g a t i o n  w a s  C â "*" - d e p e n d e n t ,  b u t  w a s  n o t
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i n h i b i t e d  b y  t h e  F a b  a c t i v e  a g a i n s t  t h e  n e u r a l  Ca-2+

d e p e n d e n t  m e c h a n i s m .

T a k e i c h i  e_^ al^.(1981) h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  Ca^"^-

d e p e n d e n t  a g g r e g a t i o n  o f  e m b r y o n a l  c a r c i n o m a  (EC) c e l l s .  

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

w i t h  t h i s  e n z y m e ,  Ca^'*’ w a s  f o u n d  to p r o t e c t  a C a ^ ^ -  

d e p e n d e n t  a d h e s i v e  m e c h a n i s m .

U v o m o r u l i n  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  to b e  i n v o l v e d  in a 

C a ^ ^ - d e p e n d e n t  f o r m  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  a n d  is i t s e l f  

p r o t e c t e d  a g a i n s t  t r y p t i c  d e g r a d a t i o n  b y  C a ‘̂ +  i o n s .  T h e r e  

c o u l d  be a p a r a l l e l  w i t h  f i n d i n g s  o f  U r u s h i h a r a  e_^

^1^.( 1 97 7  ) for B H K  21 c e l l s  a n d  C h i n e s e  h a m s t e r  V 7 9  l u n g

c e l l s  ( T a k e i c h i ,  1 9 7 7  ) a n d  fo r  c h i c k  e m b r y o n i c  n e u r a l  r e t i n a  

( T a k e i c h i  e_^ al^. , 1 9 7 9 )  a n d  e m b r y o n a l  c a r c i n o m a  c e l l s

( T a k e i c h i  e ^  aj^. , 1 9 8  1) t h a t  e a c h  c o u l d  e x h i b i t  C a ^ ^ -

d e p e n d e n t  a g g r e g a t i o n  p r o v i d e d  C a ^ ^  w a s  p r e s e n t  d u r i n g  

t h e i r  p r o t e o l y t i c  d i s p e r s a l .

S t r u c t u r e  o f  K n o w n  C A M s

T h e  t o p o g r a p h y  o f  L - C A M  r e s e m b l e s  t h a t  o f  N - C A M ,  u p o n  

p r o t e o l y s i s  b o t h  L - C A M  a n d  N - C A M  r e l e a s e  a f r a g m e n t  f r o m  

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

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

p o l y p e p t i d e  c h a i n ,  t h e  b u l k  o f  th e  c a r b o h y d r a t e ,  a n d  the 

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

a d h e s i o n  ( C u n n i n g h a m  e t a 1 . , 1984 ). B o t h  C A M s  h a v e

p h o s p h o t h r e o n i n e  a n d  p h o s p h o s e r i n e  r e s i d u e s  in the
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c a r b o x y l - t e r m i n a l  t h i r d  of t h e i r  p e p t i d e s  ^ C u n n i n g h a m  et 

a l., 1984 ). H o w e v e r ,  t h e  p o l y p e p t i d e s  a n d  f r a g m e n t s  p r o d u c e d  

f r o m  t h e m  b y  p r o t e o l y s i s  w e r e  f o u n d  to d i f f e r  in s i z e ,  a n d  

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

( C u n n i n g h a m  e_^ a^_. , 1 9 8 4  ) a n d  a r e  c o d e d  b y  d i f f e r e n t  g e n e s

( E d e l m a n ,19 8 4).

N - C A M ,  170 Kd, a p p e a r s  to be  o r i e n t e d  w i t h  t h e  a m i n o  

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

N - C A M  to N - C A M  b i n d i n g  s i t e  ( f r a g m e n t  o f  6 5 K )  a n d  h a s  th e  

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

c h a i n  ( f r a g m e n t  o f  108 K d ) .  T h e  c a r b o x y l - t e r m i n a l  r e g i o n  

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

in th e  p l a s m a  m e m b r a n e  ( C u n n i n g h a m  et a 1 . , 1983 ).

E d e l m a n  ( 1 9 8 4  a) r e p o r t e d  t h a t  N - C A M  a n d  L - C A M  a r e  

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

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

p r o g r a m  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  ( G a l l i n  e_^ al^. , 1 9 8 5 ) .  D u r i n g  

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

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

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

d i f f e r e n t  C A M s .

E d e l m a n  a l s o  ( 1 9 8 4  b) p r o p o s e d  a r e g u l a t o r  h y p o t h e s i s  

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

m o r p h o g e n e s i s "  w h i c h  is i n t e n d e d  to p r o v i d e  a s p e c i f i c  

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

1 7



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

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

c e l l  a d h e s i o n .
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B, C e l l - m a t r i x  a t t a c h m e n t

As w e l l  as a d h e r i n g  to o n e  a n o t h e r ,  c e l l s  a l s o  

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

b o t h  b i o l o g i c a l  a n d  a r t i f i c i a l  o r i g i n .

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

s t u d i e s )  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  m a n y  c e l l s  a d h e r e  to 

e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  v i v o . In v i t r o , a d h e s i o n  to a

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

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

c e l l s  ( F o l k m a n  & M o s c o m a ,  1978 ; B e n - Z e ' e v  et a 1 . , 19 8 0). 

S u c h  a d h e s i o n ,  w h i c h  m i m i c s  iji v i v o  a n c h o r a g e  to 

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

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

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

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

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

l e a d s  to c e l l  s p r e a d i n g  (G r i n n e 11 , 1 9 7 8  ; H y n e s ,  1 981).

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

F i b r o b l a s t s  c u l t u r e d  on  p l a n e  s u b s t r a t e s  a p p e a r  to 

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

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

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

a p p r o a c h  ( 1 0 - 1 5  n m ) ;  a n d  c l o s e  c o n t a c t s ,  b r o a d e r  a r e a s ,  

o f t e n  s u r r o u n d i n g  f o c a l  c o n t a c t s ,  w i t h  s p a c i n g  a r o u n d  30 n m  

( I z z a r d  & L o c h n e r , 1 9 7 6  ) . T h e s e  a r e a s  c a n  b e  d e t e c t e d  in the
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l i g h t  m i c r o s c o p e  as b l a c k  a n d  g r e y  a r e a s  r e s p e c t i v e l y ,  

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

E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  ( A b e r c r o m b i e  e_^ aj^. , 1 9 7 1 )  a n d  

i m m u n o f l u o r e s c e n c e  ( G e i g e r , 1979) h a v e  s h o w n  t h a t  the 

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

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

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

s u r f a c e  a r e a  o f  a c e l l .

V i n c u l i n ,  i d e n t i f i e d  b y  G e i g e r  ( 1 9 7 9 ) ,  w a s  f o u n d  to 

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

m o l e c u l a r  w e i g h t  130 K d , w a s  f o u n d  as a c o n t a m i n a n t  d u r i n g  

t h e  p u r i f i c a t i o n  o f ® ^ - a c t i n i n  f r o m  t h e  s m o o t h  m u s c l e  of 

c h i c k  g i z z a r d ,  h e a r t  a n d  s k i n  c e l l s .  V i n c u l i n  w a s  l o c a l i z e d  

in a r r o w - h e a d  f o c i  at t h e  e d g e  o f  l e a d i n g  l a m e l l a e  a n d  in 

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

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

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

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

( G e i g e r  e_^ aj^. , 1 9 8 0 ) .

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

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

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

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

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

b u n d l e s .  C h e n  a n d  S i n g e r  ( 1 9 8 0 )  u s e d  a d o u b l e - l a b e l l i n g  

t e c h n i q u e  to l o c a t e  f i b r o n e c t i n  a n d  C o n  A b i n d i n g  p r o t e i n s
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in u l t r a t h i n  f r o z e n  s e c t i o n s  o f  e m b r y o n i c  c h i c k  h e a r t  

f i b r o b l a s t s .  L a b e l l e d  a n t i b o d y  to f i b r o n e c t i n  a p p e a r e d  to 

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

contacts.

B a d l e y  et a 1 .( 19 8 0) o b s e r v e d  a l a c k  o f  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  f i b r o n e c t i n  f i b r i l s  a n d  f o c a l  a d h e s i o n s  in 16 C ra t 

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

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

th e  g a l a c t o s y l - b i n d i n g  l e c t i n ,  r i c i n .  T h e y  f o u n d  t h a t  the 

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

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

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

c a r b o h y d r a t e  in f o c a l  a d h e s i o n  is i n d i c a t e d  b y  t h e  

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

s e e m  to b e  d e f e c t i v e  in t h e  3 T 3  v a r i a n t  A D 6 .  It s e e m s  t h a t  

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

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

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

2 . F i b r o n e c t i n

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

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

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

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

F i b r o n e c t i n  is a m a j o r  g l y c o p r o t e i n  o f  t h e  c e l l  

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

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

c e l l s  w h e n  a d s o r b e d  to t i s s u e  c u l t u r e  s u b s t r a t a  ( L a t e r r a  

e t a l^.,1983), a n d  is w e l l  c h a r a c t e r i z e d  in t e r m s  of 

s t r u c t u r e  ( H y n e s  & Y a m a d a , 1 9 8 2 )  a n d  m e c h a n i s m  of a c t i o n  

( Y a m a d a ,  H a y a s h i  & A k i y a m a ,  1 9 82).

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

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

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

1 9 8 2 ) .  F i b r o n e c t i n s  a r e  s y n t h e s i z e d  b y  a w i d e  v a r i e t y  

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

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

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

t r a n s c r i p t  of  a s i n g l e  g e n e ,  f r o m  p o s 1 1 r ans 1 a t i o n a 1 

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

( S c h w a r  z b a u e r  e_^ ej^. , 19 85 ).

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

g i v e  r i s e  to s e v e r a l  d i f f e r e n t  m R N A s  b y  a l t e r n a t i v e  

s p l i c i n g  ( S c h w a r  zb a u e r  e_t aj^. , 1 9 8 5 ) .  T h e  a l t e r n a t i v e  

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

m R N A s  w h i c h  d i f f e r  in s e q u e n c e .

F i b r o n e c t i n  c o n s i s t s  o f  d i m e r i c  s u b u n i t s  ( Y a m a d a  e t 

a 1 . , 1 9 7 7 ) a n d  h a s  t h e  p o t e n t i a l  to i n t e r a c t  w i t h  s e v e r a l  

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

c o l l a g e n  ( E n g v a l l  et a2_. , 1 9 7 8  ), b o t h  f i b r i n  a n d  f i b r i n o g e n  

( G r i n n e l l ^  , 1 9 8 0 ) ,  c e r t a i n  g l y c o s  a m i n o g 1 y c an s ( L a t e r r a
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e t a 1 . , 1 9 8 0 ;  Y a m a d a  e_t_ al^. , 1 9 8 0 )  a n d  p o s s i b l y  g a n g l i o s i d e s  

( K l e i n m a n  e t a l . , 1 9 7 9  ), a n d  in p a r t i c u l a r  w i t h  a c e l l -  

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

c e l l s ,  p r e s u m a b l y  t h e  140 Kd g l y c o p r o t e i n  i d e n t i f i e d  by 

P y t e l a  e_^ a l ^ . ( 1 9 8 5 a ) (  s e e  b e l o w ) .

3. F i b r o n e c t i n  r e c e p t o r

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

f a i l e d  to i d e n t i f y  a f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r  on c e l l s .  

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

a d o p t e d  to t r y  to i d e n t i f y  s u c h  a r e c e p t o r  s u c h  as: c r o s s -  

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

( A p l i n  e_^ aj^. , 1980 ) , i n h i b i t i o n  of c e l l  a t t a c h m e n t  b y  

g a n g l i o s i d e s  ( K l e i n m a n  e_^ , 1 97 9  ), p r e p a r a t i o n  of

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

a t t a c h m e n t  ( T a r o n e  e_^ a_l̂ . , 1 9 8 0 ) ,  a n d  a f f i n i t y

c h r o m a t o g r a p h y  on  i m m o b i l i z e d  f i b r o n e c t i n  ( Y a m a d a  4

K e n n e d yy (984J.

G r o s  s -1 i n k i n g

A p l i n  e_^ aj^. ( 1 9 8 0 )  u s e d  r e v e r s i b l e  c r o s s - l i n k i n g  

e x p e r i m e n t s  in w h i c h  d e r i v a t i z e d  f i b r o n e c t i n  a c t e d  as a 

s p r e a d i n g  f a c t o r  fo r  a t t a c h e d  B H K  21 c e l l s .  P l a s m a  

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

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

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

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

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

23



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

c l e a v a g e  a n d  a n a l y z e d  b y  S D S - P A G E .

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

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  47 K d  w a s  in c l o s e  p r o x i m i t y  to the

s u b s t r a t u m - b o u n d  f i b r o n e c t i n  in a d h e r e n t  B H K - 2 1  c e l l s .  S o m e

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

p r o t e o g l y c a n  w a s  a l s o  o b s e r v e d ,  F i b r o n e c t i n  s e e m s  to b i n d

p r e d o m i n a n t l y  to p r e - e x i s t i n g  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x ,  (see

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

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

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

t h e  l e c t i n s  C o n  A, r i c i n ,  or s o y - b e a n  a g g l u t i n i n ,  t h e  s a m e  

4 7 K d  s p e c i e s  b e c a m e  u n i q u e l y  l i n k e d  as fo r  f i b r o n e c t i n ,  

d e s p i t e  t h e  k n o w n  a b i l i t y  of t h e s e  l e c t i n s  to b i n d  to m a n y  

d i f f e r e n t  g l y c o p r o t e i n s  o f  B H K - 2  1 c e l l s  ( R a u v a l a  e t 

al_. , 198 I ) .

A p l i n  e_^ al^.(I98I) s u g g e s t e d  t h a t  th e  47 Kd

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

c e 1 1 - a d h e s i o n  to t h e  s u b s t r a t u m .  T h i s  r a i s e s  the 

p o s s i b i l i t y  t h a t  it m a y  b e c o m e  l i n k e d  to f i b r o n e c t i n  for 

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

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

f i n d i n g  t h a t  F a b  to t h e  47 K d  g l y c o p r o t e i n  d o e s  n o t  c a u s e  

e x t e n s i v e  r o u n d i n g  of  B H K - 2 1  c e l l s  on F n - c o a t e d  s u b s t r a t u m  

( H u g h e s ,  B u t t e r s  & A p l i n ,  1 981). T h e  47 Kd g l y c o p r o t e i n  

d e s c r i b e d  b y  A p l i n  et a 1 . ( 1 98 1 ) w a s  p u t  f o r w a r d  as a 

p o s s i b l e  c a n d i d a t e  fo r  a t r a n s m e m b r a n e  c o n s t i t u e n t
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m e d i a t i n g  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  th e  m a t r i x  m o l e c u l e s  an d 

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

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

c e l l - m a t r i x  i n t e r a c t i o n s  (O p p e n h e i m e r - M a r k s  & G r i n n e l l ,  

1984; D o c h e r t y  ej^ aj^. , 1 9 8 1 ;  K u r k i n e n  ej^ aj^. , 19 84).

B a s e d  u p o n  t h e  c a l c i u m - d e p e n d e n t  s t a b i l i t y  to 

t r y p s i n ,  O p p e n h e i m e r - M a r k s  a n d  G r i n n e l l ( 1 9 8 4 ^ }  h a v e  p r o p o s e d  

t h a t  a 48  Kd  w h e a t  g e r m  a g g l u t i n i n - b i n d i n g  g l y c o p r o t e i n  

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

t h a t  a 4 8  K d  g l y c o p r o t e i n  w a s  a l s o  r e p o r t e d  to be  r e t a i n e d  

b y  c y t o s k e l e t o n s  o f  B H K  f i b r o b l a s t s  a n d  e m b r y o n i c  c h i c k

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

D y s a r t  & E d w a r d s , 1 981). T h e  r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e s e  47 Kd 

a n d  48 Kd  g l y c o p r o t e i n s  a n d  t h e  47 K d  g e l a t i n - b i n d i n g  

p r o t e i n  " c o l l i g i n "  ( K u r k i n e n  ej^ £l_. , 1 9 8 4 )  is c u r r e n t l y  

u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .

I n h i b i t i o n  b y  g a n g l i o s  i d e s

K l e i n m a n  e t a 1 .( 1 9 7 9 ) s h o w e d  t h a t  g a n g l i o s i d e s  f r o m  

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

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

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

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

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

s u g g e s t e d  t h a t  s i a l i c  a c i d - - c o n t a i n i n g  g l y c o c o n j u g a t e s

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

o l i g o s a c c h a r i d e s )  at th e  c e l l  s u r f a c e  m a y  a c t  as the
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f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r .

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

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

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

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

f i b r o n e c t i n ,  j u s t  as w h e n  c e l l s  a d h e r e  to a l a t t i c e  of 

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

et a l . , 1 9 8 1 ) .

Y a m a d a  ej^ a_l̂ . ( 1 9 8 1 )  e x a m i n e d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  

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

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

m e d i a t e d  s p r e a d i n g  o f  B H K  c e l l s ,  f i b r o n e c t i n - m e d i a t e d  

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

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

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

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

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

n o t i o n  t h a t  th e  r e c e p t o r s  fo r  f i b r o n e c t i n  on th e  c e l l  

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

n e g a t i v e l y  c h a r g e d  l i p i d s .  H o w e v e r ,  R a u v a l a  et a 1 .( 1981) 

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

( 0 . 2 5  - 0 . 5  m M )  i n h i b i t e d  t h e  a t t a c h m e n t  o f  N i l  c e l l s  to

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

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

l e c t i n .

26



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

b i n d i n g ,  S c h w a r z  e t a 1 .( 1984 ) t r e a t e d  F n  b e a d s  w i t h  

p u r i f i e d  g l y c o s a m i n o g l y c a n s  ( G A G s )  or g l y c o l i p i d s  p r i o r  to 

i n c u b a t i o n  w i t h  c e l l s .  G a n g l i o s i d e s  G T l ,  a n d  G M 1 i n h i b i t e d  

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

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

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

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

e n d o g e n o u s  b i n d i n g  s i t e  f o r  FN, a n d  p r o t e a s e  s e n s i t i v e  

c o m p o n e n t s  ( g l y c o p r o t e i n s  or p r o t e o g l y c a n s )  m a y  be  m o r e  

l i k e l y  c a n d i d a t e s  as c e l l  s u r f a c e - b i n d i n g  s i t e s  for 

f i b r o n e c  t i n .

U s e  o f a n t  i s e r a  or m o n o c l o n a l  a n t  i b o d i e s

A n o t h e r  a p p r o a c h  w h i c h  m i g h t  in p r i n c i p l e  l e a d  to the 

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

a n t i b o d i e s  w h i c h  b l o c k  ce 1 1 - s u b s t r a t u m  a d h e s i o n .  T a r o n e  et 

a 1 . ( 19 8 0) a n d  H u g h e s  & P e n a  ( 1 9 8 1 )  r e p o r t e d  t h a t  a n t i b o d i e s  

d i r e c t e d  a g a i n s t  c e l l - s u r f a c e  g l y c o p r o t e i n s  o f  B H K - 2 1  c e l l s  

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

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

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

r e s i s t a n t  130 K d - 1 4 0  K d  g l y c o p r o t e i n .  F u r t h e r  s u p p o r t  for 

t h e  ' n o t i o n  t h a t  th e  r e c e p t o r  is a p r o t e i n  c o m e s  f r o m  

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

p r o t e a s e s ,  p r o n a s e ,  p r o t e i n a s e  K, c h y m o t r y p s i n , p a p a i n ,  

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

of  c e l l s  to a t t a c h  to f i b r o n e c t i n  ( T a r o n e  et al. , 1 9 8 2  ).
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A g l y c o p r o t e i n  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t  130 Kd a n d  140 

K d  h a s  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d  in B H K - 2 1  c e l l s  b y  W y l i e  e ^  

a_^.( 1 9 7 9 )  u s i n g  a n t i s e r a  to i n d u c e  c e l l  r o u n d i n g  a n d  

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

et al_. ( 1 9 8 0 )  a n d  H u g h e s  e_^ aj^. ( 1 9 8 1 )  a r e  d i s c u s s i n g  the 

s a m e  g l y c o p r o t e i n  d e s c r i b e d  b y  W y l i e  et_ a_L.( 1 9 7 9 ) ,  b e c a u s e  

t h e y  h a v e  t h e  s a m e  m o l e c u l a r  w e i g h t .  O p p e n h e  i m e r - M a r k s  e_^ 

al. ( 1 9 8 2 )  r e p o r t e d  t h a t  a n t i b o d i e s ,  a n d  F a b  f r a g m e n t s  of 

a n t i b o d i e s ,  p r o d u c e d  a g a i n s t  W G A - b i n d i n g  p r o t e i n s  of B H K  

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

w e i g h t s  48 K d , 61 K d , 63 Kd, 83 Kd, 105 K d , 120 K d , 165 K d ,

2 1 0  K d , a n d  2 3 0  K d . T h e s e  a n t i b o d i e s  w e r e  c o n s i d e r e d  to 

i n t e r f e r e  w i t h  B H K  c e l l  f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r s  on t h e  b a s i s

of  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  I g G  or F a b  f r a g m e n t s  to i n h i b i t  c e l l

s p r e a d i n g  on  F n - c o a t e d  s u b s t r a t a ,  c a u s e  r o u n d i n g  a n d  

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

b i n d i n g  of F n - c o a t e d  l a t e x  b e a d s  to t h e  c e l l s .

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

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

f r o m  120 Kd to 160 Kd h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  as b e i n g

i n v o l v e d  in a d h e s i o n  o f  m a m m a l i a n ,  as w e l l  as a v i a n

f i b r o b l a s t s  ( G i a n c o t t i  e_^ al . , 1 985).

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

T h i s  a p p r o a c h  d e p e n d e d  on t h e  d i s c o v e r y  of i n h i b i t i o n  

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

Y a m a d a  et a 1 . ( 19 84 ) f o u n d  t h a t  f i b r o n e c t i n - m e d i a t e d  

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

c o n c e n t r a t i o n ,  fo r  e x a m p l e  10 m g / m l ,  s i m i l a r  i n h i b i t i o n  is 

p r o d u c e d  b y  a p u r i f i e d  c e l l - b i n d i n g  f r a g m e n t  o f  75 Kd a n d  

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

s e r i e s  of o t h e r  p r o t e i n s  a n d  p e p t i d e s .  T h e  i n h i b i t i o n

a p p e a r s  to be c o m p e t i t i v e ,  a n d  c a n  be o v e r c o m e  at l e a s t

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

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

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

a t t a c h m e n t  to t y p e  I c o l l a g e n ,  b u t  n o t  b y  l e c t i n .

P i e r s c h b a c h e r  et a 1 .( 19 84) h a v e  i s o l a t e d  a p e p t i c  

f r a g m e n t  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  11.5 K d . T h i s  d o m a i n  c o n t a i n s  

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

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

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

s e q u e n c e  o f  t h i s  d o m a i n ^  P i e r s c h b a c h e r  e t a l .( 1 983) 

d e s c r i b e d  a 30 a m i n o  a c i d  s y n t h e t i c  p e p t i d e  w h i c h  c a r r i e s  

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

T h e y  l o c a l i z e d  t h e  f u n c t i o n  of t h e  t h e  f i b r o n e c t i n  to 

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

g l y c y 1 - L - a s p a r t y l - L - s e r i n e . T h e  s a m e  t e t r a p e p t i d e , L- 

a r g i n y l - g l y c y l - L - a s p a r y l - L - s e r i n e  is p r e s e n t  in s o m e  o t h e r  

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

f i b r i n o g e n  ( W a t t  e t a 1 . , 1 9 7 9 ), a s u r f a c e  p r o t e i n  of 

E s c h e r i c h i a  c o l i  ( C l e m e n t  e ^  a l . , 1 9 8 1 ) ,  a n d  a S i n d b i s  v i r u s  

c o a t  p r o t e i n  ( R i c e  et al. , 1 9 8 1 ) .
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P i e r s c h b a c h e r  e t a l . ( 1984 ) r e p o r t e d  t h a t  t h e  A r g - G l y -  

A s p  s e q u e n c e  m u s t  be m a i n t a i n e d  to p r e s e r v e  a c t i v i t y ,  w h i l e  

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

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

K n o w l e d g e  o f  t h e s e  s e q u e n c e s  a l l o w e d  t h e s e  w o r k e r s  

to i d e n t i f y  a c o n v i n c i n g  c a n d i d a t e  fo r  t h e  r o l e  of a 

f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r :  t h e  140 K d  g l y c o p r o t e i n  o b t a i n e d  b y

P y t e l a  e_^ al^. ( 1 985|j) b y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .

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

c o l u m n  w a s  p r e p a r e d  b y  c o u p l i n g  to C N B r - a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  

a 120 Kd c h y m o t r y p t i c  f r a g m e n t  of f i b r o n e c t i n  t h a t  d o e s  n o t  

b i n d  to g e l a t i n  or h e p a r i n ,  b u t  r e t a i n s  c e 1 1 - a t t a c h m e n t  

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

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

e l u t e d  w i t h  th e  s y n t h e t i c  p e p t i d e  G l y c y l - L - A r g i n y 1 - G l y c y l -  

L - A s p a r t y 1 - L - P r o l i n e , w h i c h  c o n t a i n s  t h e  c e l l  a t t a c h m e n t  

r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e  o f  f i b r o n e c t i n .  A 140 Kd p r o t e i n  w a s  

s p e c i f i c a l l y  e l u t e d ,  w h i c h  a p p e a r s  to be  an i n t e g r a l  

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

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

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

f i b r o n e c  t i n .

4. L a m i n i n

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

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

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

c a n c e r  m é t a s t a s é s .

L a m i n i n  w a s  i s o l a t e d  b y  T i m p l  e t a 1 .( 1 9 7 9 ) by  

e x t r a c t i n g  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  of c h o n d r o s a r c o m a  E H  

m o u s e  s t r a i n  w i t h  0 . 5  M  s o d i u m  c h l o r i d e  at n e u t r a l  pH. 

L a m i n i n  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  f i b r o n e c t i n  on D E A E - c e l l u l o s e , 

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

r e a c t .  By s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  p o l y a c r y l a m i d e  ge l  

e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E )  r e d u c e d  a n d  d e n a t u r e d ,  l a m i n i n  

m i g r a t e s  as t w o  m a j o r  c o m p o n e n t s  of 2 0 0  K d  ( ® C  s u b u n i t )  a n d  

4 00 Kd ( ^  s u b u n i t ) .

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

s t u d i e d  ( R a o  e ^  al^. , 1 9 8 2 ) .  U s i n g  © C  t h r o m b i n  s e l e c t i v e l y ^  

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

s i z e  or a m o u n t  of  t h e  s u b u n i t .  T h e  a u t h o r s  f o u n d  t h a t  

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

c e l l s  to t y p e  IV c o l l a g e n .

T e r r a n o v a  e t a 1 . ( 1 9 8 0 ) , i n v e s t i g a t i n g  t h e  a d h e s i o n  of 

P A M  2 1 2  t r a n s f o r m e d  m o u s e  e p i t h e l i a l  c e l l s  to d i f f e r e n t  

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

a t t a c h m e n t  to c o l l a g e n  t y p e  IV, b u t  n o t  to t y p e s  I, II, 

III, or V. F i b r o n e c t i n  w a s  i n a c t i v e  w i t h  t h e s e  c e l l s .  T h e y  

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

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

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

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

J o h a n s s o n  et a 1 .( 1 98 1 ) f o u n d  t h a t  b o t h  l a m i n i n  a n d  

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

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

C a r l s s o n  et a 1 .( 1 98 1 ) f o u n d  t h a t  c e l l s  f r o m  n o r m a l  a n d  

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

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

n o r m a l  c e l l s  to l a m i n i n ,  a c h a n g e  r e v e r s e d  w h e n  

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

P r o t e a s e - d e r i v e d  f r a g m e n t s  ( p e p s i n  a n d  c a t h e p s i n  G) 

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

t h e  l a m i n i n  m o l e c u l e  t h a t  p a r t i c i p a t e  in t h e  a t t a c h m e n t  of 

h u m a n  b r e a s t  c a r c i n o m a  c e l l s  to t y p e  IV c o l l a g e n  ( T e r r a n o v a  

et a 1 . , 19 8 3). P r o t e a s e  f r a g m e n t s  w e r e  i s o l a t e d  b y  h i g h -  

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

e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e  a u t h o r s  r e p o r t e d  t h a t  th e  m a j o r  c e l l -  

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

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

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

s h o r t  a r m s .

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

c e l l s  or f r o m  m o u s e  m e l a n o m a  c e l l s  h a s  a K d  of 2 n M  a n d  a 

m o l e c u l a r  m a s s  a p p r o x .  6 7 0 0 0 D  w i t h  5 0 , 0 0 0  - 1 0 0 , 0 0 0

r e c e p t o r s  p e r  c e l l ,  a n d  w a s  u s e d  as an a n t i g e n  to g e n e r a t e  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ( L i o t t a  et a l . , 1 9 8 5 ) .
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By u s i n g  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  a g l y c o p r o t e i n  of 

m o l e c u l a r  w e i g h t  69 K d  w a s  i s o l a t e d  f r o m  m u r i n e  f i b r o s a r c o m a  

c e l l s  ( M a l i n o f f  e_^ a ^ . , 1 9 8 3 ) .  L a m i n i n  a f f i n i t y

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

to S e p h a r o s e  4 B . T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  e l u t e d  c o n s e c u t i v e l y  

w i t h  u r e a  or g l y c i n e - H C l .  T h e  a u t h o r s  r e p o r t e d  t h a t  the 69 

Kd g l y c o p r o t e i n  is a s u b u n i t  or c o m p o n e n t  o f  a l a r g e r  c e l l

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

i n t e r a c t i o n  o f  t h e  c e l l  w i t h  its e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .

M o r e o v e r ,  L e s o t  et a 1 . ( 1 9 8 3 )  i s o l a t e d  a g l y c o p r o t e i n

w i t h  an a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t  68 K d  b y  a f f i n i t y

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

t h i g h  a n d  r a t  L 6 m y o b l a s t s  on l a m i n i n  S e p h a r o s e .  T h e y  a l s o  

i d e n t i f i e d  1 a m i n i n - b i n d i n g  c o m p o n e n t s  in t h e  m u s c l e  c e l l  

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

f r o m  r a t  L 6 m y o b l a s t s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  p o l y a c r y l a m i d e  ge l

e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  t r a n s f e r r e d  to n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  b y
/ -26"e l e c t r o b l o t t i n g . T h e  p a p e r  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  I

l a b e l l e d  l a m i n i n ,  a n d  a p r o m i n e n t  b a n d  o f  a p p r o x i m a t e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  68 K d  w a s  r e v e a l e d .  T h e y  p r o p o s e d  t h a t  68 

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

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

l a m i n i n  on t h e  s u r f a c e  o f  s k e l e t a l  m u s c l e  c e l l s .

5. C h o n d r o n e c t i n

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

a 1 . , 1 9 7 8 ; S t e n m a n  & V a h e r i ,  1978 ), a n d  p u r i f i e d  f i b r o n e c t i n  

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

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

f r e e  s e r u m  d o e s  ( H e w i t t  ej^ al^. , 1 9 8 0 ) .  O n e  g r o u p  h a s  

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

in s e r u m ,  " c h o n d r o n e c t i n " ,  w h i c h  c a n  be  s e p a r a t e d  f r o m  

f i b r o n e c t i n  b y  D E A E - c e  1 l u l o s e  c h r o m a t o g r p h y  ( H e w i t t  e_^ 

£l^.,198l). T h e  c h o n d r o n e c t i n  i s o l a t e d  f r o m  s e r u m  h a s  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  180 Kd  a n d  c o n t a i n s  d i s u l p h i d e - l i n k e d  

c h a i n s ,  a n d  w a s  s u g g e s t e d  to be a n a l o g o u s  in f u n c t i o n  to 

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

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

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

( M a n t h o r p e  e_^ aj^. , 1983).

6. S e r u m  s p r e a d i n g  f a c t o r  ( v i t r o n e c t  i n )

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

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

s e r u m  ( H e w i t t  e_t aj^. , 1980; B a r n e s  e_^ ajl̂ . , 1980; P y t e l a  e_t_ 

a^. , 1 9 85). H u m a n  p l a s m a  a n d  s e r u m  w e r e  f o u n d  to c o n t a i n  

a n o t h e r  d i s t i n c t  p r o t e i n ,  r e f e r r e d  to as " s e r u m  s p r e a d i n g  

f a c t o r "  w i t h  a d h e s i v e  p r o p e r t i e s  s i m i l a r  to t h o s e  of 

f i b r o n e c t i n  ( H o l m e s ,  1 967).

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

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

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

v i t r o  ( B a r n e s  & S a t o ,  1979 ; B a r n e s  e_t al^. , 1980, 1981,

1982 a).
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p r o c e d u r e s  :

1. A d s o r p t i o n  to g l a s s  b e a d  c o l u m n  ( B a r n e s  e_^ al . , 1981). 

S e r u m  s p r e a d i n g  f a c t o r  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  70 K d  ( n a m e d  

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

2. C h r o m a t o g r a p h y  on i n s o l u b i l i z e d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

a n d  h e p a r i n  ( H a y m a n  et a 1 . , 19 8 3). T w o  m o l e c u l a r  s p e c i e s  

o f  a p p a r e n t  m a s s  65 K d  a n d  75 K d  w e r e  i s o l a t e d .

3. A d s o r p t i o n  to g l a s s  b e a d s  f o l l o w e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  on 

C o n  A - S e p h a r o s e ,  D E A E - a g a r o s e , a n d  h e p a r i n - a g a r o s e  ( B a r n e s  

et aj^. , 1 9 8 3 ) .  S p r e a d i n g  f a c t o r  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t s  65 Kd 

a n d  75 K d  w a s  p r e p a r e d  f r o m  h u m a n  f e t a l  m e m b r a n e s .

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

( B a r n e s  et a 1 . , 1 9 8 1 ,  1 9 8 3  ; H a y m a n  et a 1 . , 1 9 8 3 )  h a s  b e e n

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

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

A V i t r o n e c t i n  r e c e p t o r  w a s  i s o l a t e d  ( P y t e l a  et 

a_l̂ . , 19 85 b y ,  u s i n g  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .  D e t e r g e n t  

e x t r a c t s  o f  h u m a n  o s t e o s a r c o m a  ( M G - 6 3 )  c e l l s  w e r e  a p p l i e d  

to e i t h e r  v i t r o n e c t i n - S e p h a r o s e  or S e p h a r o s e  l i n k e d  to the 

s y n t h e t i c  p e p t i d e  G l y - A r g - G l y - A s p - S e r - P r , w h i c h  i n c l u d e s  

t h e  f i b r o n e c t i n  c e l l  a t t a c h m e n t  s e q u e n c e  A r g - G l y - A s p .  T w o  

m o l e c u l a r  s p e c i e s  o f  a p p a r e n t  125 Kd a n d  115 Kd w e r e  e l u t e d  

w i t h  a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  t h e  G l y - A r g - G l y - A s p - S e r - P r o  

p e p t i d e  .
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7. C o l l a g e n  r e c e p t o r

C o l l a g e n  is t h e  m a j o r  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  c o m p o n e n t  

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

a n d  h a s  b e e n  r e v i e w e d  in d e t a i l  b y  R a m a c h a n d r a n  ( 1 9 6 7 ) ,  

R a m a c h a n d r a n  & R a d d i  ( 1 9 7 6 ) ,  V i i d i k  & V u u s t  ( 1 9 8 0 ) ,  a n d  

K l e i n m a n ,  K l e b e  & M a r t i n  ( 1 9 8 1 ) .

C o l l a g e n  is a t r i m e r i c  g l y c o p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e l y  

100 K d  s u b u n i t  m o l e c u l a r  w e i g h t .  It h a s  b e e n  i s o l a t e d  in 

f i v e  t y p e s  ( t y p e  I - V )  f r o m  v a r i o u s  t i s s u e s ,  e a c h  t y p e  is 

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

a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  s u b u n i t ,  t h e  a m o u n t  o f  h y d r o x y p r o 1 ine 

a n d  h y d r o x y - l y s i n e , a n d  t h e  d e g r e e  o f  g l y c o s y l a t i o n .

T h e  e x i s t a n c e  of c o l l a g e n  r e c e p t o r s  on th e  c e l l  

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

r a d i o l a b e l l e d  c o l l a g e n  m o l e c u l e s  to m e m b r a n e s  of n o n ­

c o n n e c t i v e  t i s s u e  c e l l  t y p e s .  K o e h l e r  e t a 1 .( 19 8 0) 

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

m o l e c u l a r  w e i g h t  40  K d  in th e  a c r o s o m a l  r e g i o n  o f  r a b b i t  

s p e r m a t o z o a ,  w h i l e  C h i a n g  e t a l .( 19 8 2) r e p o r t e d  the 

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

m o l e c u l a r  w e i g h t  65 Kd  f r o m  p l a t e l e t s .

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

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

c h r o m a t o g r a p h y  on  t y p e  II c o l l a g e n - S e p h a r o s e  ( M o l l e n h a u e r  

et a 1 . , 1983). S o l u b i l i z e d  p l a s m a  m e m b r a n e  f r o m  s t e r n a l  

c a r t i l a g e  of  c h i c k e n  w a s  a p p l i e d  to p e p s i n  e x t r a c t e d  n a t i v e
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t y p e  II c o l l a g e n  c o u p l e d  to a S e p h a r o s e  c o l u m n .  T h e  c o l u m n  

w a s  t h e n  e l u t e d  w i t h  a l i n e a r  g r a d i e n t  o f  N a C l .  T h e  e l u t e d  

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

a n d  r e c h r o m a t o g r a p h e d  o n  t y p e  II c o l l a g e n  S e p h a r o s e .  The  

f r a c t i o n s  w e r e  a n a l y z e d  b y  S D S - P A G E  g e l .

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

w e i g h t  o f  31 K d  a n d  b i n d s  to n a t i v e  c h i c k  c o l l a g e n  t y p e  

I , I I , I I I ,  a n d  V, a n d  it is r e f e r r e d  as a n c h o r i n  O i l  

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

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

a n c h o r i n  C I I ,  h a s  b e e n  f o u n d  to c o n t a i n  a f u c o s e  r i c h  

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

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

o b s e r v a t i o n  o f  c a p p i n g  a n d  p a t c h i n g  of  a n t i b o d i e s  on the

s u r f a c e  o f  m a t r i x - f r e e  c h o n d r o c y t e s ,  w h i c h  is i n d u c e d  b y  

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

a 1 . , 1 984 ) . T h e  a u t h o r s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  a n c h o r i n  C I I

s e r v e s  as a n c h o r a g e  s i t e  f o r  e x t r a c e l l u l a r  c o l l a g e n  to the 

c h o n d r o c y t e  m e m b r a n e  a n d  m a y  be i n v o l v e d  in c e l l - m a t r i x  

i n t e r a c t i o n s  in c a r t i l a g e .
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III. METHODS U S E D  TO M E A S U R E  C E L X - S I J B S T R A T U M  A D H E S I O N

Various attempts have been made tO' me as ure cell 

su bstra tu m adhesion. Most c e 11— subtr at um adhesion assays 

are var iat ions on the general principles of applying a 

di st ract iv e force to cells that have bee n perm itted to form 

adhesive contacts, and then either the prop ortion of cells 

that resist distract ion, ô r the force required to remove 

all the cells is measured. It is difficult to separate the 

force requir ed for cell def or ma tion (Weiss, 1 9 6 f) and 

drainage ( C u r t i s , I 962).

Bistrftctive forces such as a stream  of fluid 

( W e i s s , 196 I ) , O'r a blast O'f air (Gail & Boone, I97JJ.), and 

man y others have been used.

The flo w— chamber adhe sion assay (Forrester & Lackie, 

1984) differs from such assays. It measures attachment of 

cells tO' the chamber as a cell su sp ensio n is passed through 

and thus min im iz es the c o n t ributio n of spreading to 

adhesion. Using this assay, adherent cells can resist the 

fluid shear and sp reading b e h a vi our can subsequentl y also 

be monitored.
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IV. S E L E C T I O N  O F  V A R I A N T S  A S  A M E A N S  T O  I N V E S T I G A T E  T H E  

M E C H A N I S M  OF  C E L L - S U B S T R A T U M  A D H E S I O N

V a r i a n t  c e l l  l i n e s  s e l e c t e d  f o r  p o o r  a d h e s i o n  to 

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

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

r e s p o n s e  in a d h e s i o n  of c e l l s  to s u b s t r a t e s .  A p r o b l e m  w i t h  

t h i s  a p p r o a c h  is t h a t  s e l e c t i o n  fo r  p o o r l y  a d h e r e n t  c e l l s  

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

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

v a r i a n t s  w i t h  a l t e r e d  a d h e s i v e n e s s  to s u b s t r a t e s .  F i r s t ,  

t h e r e  a r e  c e l l  v a r i a n t s  s e l e c t e d  d i r e c t l y  fo r  an a l t e r e d  

a b i l i t y  to a d h e r e  to S e r u m -  ( K l e b e  e_^ aj^., 1 9 7 7 ) ,  or

f i b r o n e c t i n - c o a t e d  s u b s t r a t a  ( H a r p e r  & J u l i a n o ,  1980; 

O p p e n h e i m e r - M a r k s  et a 1 . , 19 8 4). S e c o n d ,  s o m e  v a r i a n t  c e l l s  

s e l e c t e d  fo r  l e c t i n  r e s i s t a n c e  s h o w  l o w  a d h e s i o n  to 

s u b s t r a t e s  ( f o r  d e t a i l  s e e  S t a n l e y ,  1 980).

A . S e l e c t i o n  o f m u t a n t  c e l l s  d e f e c t  ive in a d h e s i o n

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

m a m m a l i a n  c e l l  v a r i a n t s  w i t h  a l t e r e d  a d h e s i v e n e s s  for 

s u b s t r a t e s  ( d e s c r i b e d  in d e t a i l  b e l o w ) .

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

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

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

t h a t  d i d  n o t  a d h e r e  to c o l l a g e n  ( K l e b e  et a l . , 1 9 7 7 ) .  In
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b r i e f ,  c e l l  a t t a c h m e n t  p r o t e i n  ( c C A P )  ( n o w  k n o w n  to be 

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

p l a t e s .  D u l b e c c o ' s  m e d i u m  c o n t a i n i n g  10% f o e t a l  c a l f  s e r u m

w a s  t h e n  a d d e d  to t h e  c o l l a g e n  c o a t e d  p l a t e s  a n d  w a s  p r e ­

i n c u b a t e d .  F o l l o w i n g  t h e  p r e - i n c u b a t i o n ,  C H O  c e l l s  w e r e

a d d e d  to t h e  t r e a t e d  p l a t e s .  T h e  n o n - a t t a c h e d  c e l l s  w e r e

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

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

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

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

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

T h e  m u t a n t  i s o l a t e d ,  C H O  a t t - ,  w a s  f o u n d  to be

d e f e c t i v e  in its a t t a c h m e n t  to s e r u m  or f i b r o n e c t i n  b o u n d

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

a t t a c h  if m u c h  l a r g e r  a m o u n t s  of  f i b r o n e c t i n  ( 1 0 0 0  p g / m l )  

or 1 00% s e r u m  w e r e  u s e d  or if t h e  d i v a l e n t  c a t i o n  

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  i n c r e a s e d ,  fo r  e x a m p l e  f r o m  1 m M  to 10 

m M  M g  a n d  f r o m  1 m M  to 100 m M  Ca  .

P o u y s s e g u r  e_^ aj^.( 1 9 7 7  ) h a v e  i s o l a t e d  t w o  m u t a n t s  of 

B a l b / c  3 T 3  c e l l s  ( A d 6  a n d  A d 8 )  d e f e c t i v e  in a d h e s i o n  to 

t i s s u e  c u l t u r e  d i s h e s  in t h e  p r e s e n c e  of s e r u m .  M u t a g e n i z e d  

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

3 - i s o b u t y I x a n t h i n e , a t r e a t m e n t  w h i c h  r a i s e s  i n t r a c e l l u l a r  

c y c l i c  A M P  a n d  m a x i m i s e s  t h e  a d h e s i o n  o f  w i l d - t y p e  c e l l s .

P o o r l y  a d h e r e n t  c e l l s  w e r e  t h e n  e n r i c h e d  by 

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

d e t a c h e d  b y  g e n t l y  s h a k i n g  in t h e  a b s e n c e  of  t r y p s i n .  The

t w o  c l o n e s  A D 6  a n d  A d 8 w e r e  f o u n d  to be m o r e  r o u n d e d  ( l e s s 

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

T h e  A D 6  c e l l  l i n e  is c h a r a c t e r i z e d  b y  l o w  a d h e s i o n  to 

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

i n c r e a s e  in a g g l u t i n a b i 1 i t y  b y  c o n c a n a v a l i n  A, a n d  l o s s  of 

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

in t r a n s f o r m e d  c e l l s .  H o w e v e r ,  A D  6 h a s  n o r m a l  g r o w t h  

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

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

S u b s e q u e n t  s t u d i e s  o f  A D 6  i d e n t i f i e d  a s p e c i f i c

m e t a b o l i c  l e s s i o n  ( P o u y s s e g u r  & P a s t a n  . , 1 977 ) . T h e  m u t a n t  

c e l l s  w e r e  f o u n d  to i n c o r p o r a t e  e x o g e n o u s  D - g l u e os a m i n e

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

a c c u m u l a t e  n o n - a c e t y l a t e d  g l u c o s a m i n e  6 - p h o s p h a t e ,  r a t h e r  

t h a n  U D P - N - a c e t y l h e x o s a m i n e s . T h e  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  for 

t h e  a c é t y l a t i o n  s t e p ,  g l u c o s a m i n e  p h o s p h a t e

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

u n d e t e c t a b l e  in A D 6 .  A d h e s i o n  a n d  s p r e a d i n g  a r e  r e s t o r e d  to 

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

e x o g e n o u s  N - a c e t y l g l u c o s a m i n e .

T h e  c e l l - t o - s u b s t r a t u m  c o n t a c t s  o f  A D 6 h a v e  b e e n  

e x a m i n e d  b y  Y a t e s  & I z z a r d  ( 1 9 8 1 ) ,  u s i n g  i n t e r f e r e n c e

r e f l e c t i o n  m i c r o s c o p y .  B o t h  A D 6  a n d  B a l b / c  3 T 3  f o r m e d  c l o s e  

c o n t a c t s ,  in w h i c h  t h e  c e l l  s u r f a c e  is s e p a r a t e d  f r o m  the
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s u b s t r a t e  b y  a b o u t  30 nm, b u t  f o c a l  c o n t a c t s  ( 1 0 - 1 5  n m  

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

c o m p l e t e l y  a b s e n t  in t h e  m u t a n t .

H a r p e r  a n d  J u l i a n o  ( 1 9 8 0 )  h a v e  d e s c r i b e d  a C H O

v a r i a n t  ( A D v )  s e l e c t e d  f o r  r e d u c e d  a d h e s i o n  to s e r u m — c o a t e d  

t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e s .  C e l l s  w e r e  g r o w n  in s u s p e n s i o n  an d

t h e n  w e r e  e x p o s e d  to t h e  m u t a g e n ,  e t h a n e  m e t h a n e -

s u l p h o n a t e ,  ( E M S ) .  T h e  m u t a g e n i z e d  c e l l s  w e r e  t h e n  p l a t e d  

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

p h e n o t y p e .

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

in s u s p e n s i o n  c u l t u r e  a n d  w e r e  g r o w n  b a c k  to the o r i g i n a l

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

c l o n e s  w e r e  t e s t e d  for t h e i r  a b i l i t y  to a d h e r e .  T h e s e  

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

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

f i b r o n e c t i n .

H a r p e r  a n d  J u l i a n o  e x p l a i n e d  t h e i r  r e s u l t s  by

s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  v a r i a n t  ( A D v )  c l o n e  m a y  h a v e  a c e l l  

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

f i b r o n e c t i n  as an a d h e s i o n - p r o m o t i n g  l i g a n d .  H o w e v e r  the 

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

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

c o a t e d  w i t h  C o n  A or p o l y - L - l y s i n e ,  In a d d i t i o n ,  c a p p i n g  of 

F I T C - C o n  A is s i m i l a r  in w i l d  t y p e  a n d  A D v  c e l l s  ( H a r p e r  & 

J u l i a n o ,  1980).
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B r i l e s  a n d  H a s k e w  ( 1 9 8 2 )  i s o l a t e d  v a r i a n t s  of  ra t  

h e p a t o m a  c e l l  ( H T C )  s e l e c t i v e l y  d e f e c t i v e  in t h e i r  a b i l i t y  

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

f o l l o w s :  R a t  h e p a t o m a  c e l l s  w e r e  s e e d e d  on c o l l a g e n  c o a t e d

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

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

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

A f t e r  s u c c e s s i v e  r o u n d s  of  s e l e c t i o n  on c o l l a g e n  in 

B B S S ;  c l o n e s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  e x a m i n e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  

to a t t a c h  to c o l l a g e n .  A  v a r i a n t  w a s  i s o l a t e d  w h i c h

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

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

to n a t i v e  c o l l a g e n .

O p p e n h e i m e r - M a r k s  e t a 1 . ( 1 9 8 4 )  h a v e  i s o l a t e d  a n d

d e s c r i b e d  an  a d h e s i o n  d e f e c t i v e  m u t a n t  of B H K  c e l l s  ( F N - l ) .  

B a b y  h a m s t e r  k i d n e y  c e l l s  (a s u b - l i n e  a d a p t e d  to g r o w  in 

s u s p e n s i o n )  w e r e  m u t a g e n i z e d  w i t h  N - m e t h y 1 - N '- n i t r o - N -

n i t r o s o g u a n i d i n e  fo r  o n e  d a y  a n d  w e r e  s u b j e c t e d  to

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

of n o n - a t t a c h e d  c e l l s .

P o o r l y  a t t a c h e d  c e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  

in m e d i u m  c o n t a i n i n g  c a l f  s e r u m  a n d  w e r e  i n c u b a t e d  for 2 

h o u r s  at 37 . T h e  n o n - a t t a c h e d  c e l l s  w e r e  t h e n  g r o w n  in

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

15 t i m e s  u n t i l  9 5 %  of t h e  c e l l  p o p u l a t i o n  w a s  u n a b l e  to 

a t t a c h  to t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  in M E M  c o n t a i n i n g  10%
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s e r u m .  T h e  c e l l  v a r i a n t  F N - I  w a s  t h e n  c l o n e d  f r o n  n o n -  

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

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

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

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

T h e  v a r i a n t  c e l l ,  F N - I , w a s  s h o w n  to h a v e  d e c r e a s e d  

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

to s p r e a d ,  b u t  w e r e  a b l e  to a t t a c h  a n d  s p r e a d  on s u b s t r a t a  

c o a t e d  w i t h  p o l y c a t i o n i c  f e r r i t i n .  C o n  A or a n t i - B H K  c e l l  

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

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

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

r e c e p t o r s  ( P y t e l a  e ^  , 1 9 8 5 )  t h i s  c o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d .

T a k a s a k i  et a 1 .( 19 84) s e l e c t e d  v a r i a n t s  of a m u r i n e  

m a c r o p h a g e - l i k e  c e l l  l i n e  J 774 p r e s u m e d  to be  d e f i c i e n t  in 

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

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

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

d e f i c i e n c y  s p r e a d i n g  it m i g h t  be e x p e c t e d  t h a t  v a r i a n t s

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

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

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

is a d i f f e r e n c e  b e t w e e n  a d h e s i v e n e s s  to p l a s t i c  a n d  

i n g e s t i o n  o f  b e a d s ,  as t h e r e  is b e t w e e n  b i n d i n g  to Fc

r e c e p t o r  a n d  Fc m e d i a t e d  i n g e s t i o n .
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B . L e c t i n - r e s i s t a n t  v a r i a n t s

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

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

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

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

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

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

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

s u r f a c e .

T h e  m e c h a n i s m  o f  t o x i c i t y  o f  l e c t i n s  to c e l l s  

( w i t h  e x c e p t i o n  o f  r i c i n )  a p p e a r s  n o t  to be  u n d e r s t o o d ,  

b u t  r e s i s t a n c e  is a c q u i r e d  b y  a l t e r a t i o n s  in s u r f a c e  

g l y c o s y l a t i o n  ( r e v i e w e d  b y  S t a n l e y ,  1 9 80). R i c i n  an d  

p h y t o h e m a g g l u t i n i n  (P H A ) - r e s i s t a n t  m u t a n t s  a r e  p o o r l y  

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

W G A - r e s i s  t a n t  m u t a n t s  ( f o r  e x a m p l e  W G A - r e s i s t a n t  C H O  c e l l s )  

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

M e a g e r  e_^ aj^.( 1976 ) i s o l a t e d  a s e r i e s  o f  r i c i n -

r e s i s t a n t  v a r i a n t s  o f  B H K  c e l l s  in a s i n g l e  s t e p  s e l e c t i o n  

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

c h a r a c t e r  o f  w e a k  a d h e s i o n  to th e  c u l t u r e  s u r f a c e .  E d w a r d s  

et a 1 . ( 1 9 7 6) e x a m i n e d  in s o m e  d e t a i l  t h e  a d h e s i v e  

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

a d h e s i o n  of 8 o f  t h e s e  l i n e s .  It w a s  f o u n d  t h a t  6 / 8  w e r e  

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

t y p e  c e l l s .
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M u t a n t s  i s o l a t e d  b y  r e s i s t a n c e  to P H A  a r e  n o t  c r o s s -  

r e s i s t a n t  to r i c i n ,  a n d  v i c e - v e r s a .  P H A - r e s i s t a n t  C H O  

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

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

w i l d  t y p e  to r i c i n .

S o m e  v a r i a n t s  a p p e a r  to b e  d e f i c i e n t  in a s p e c i f i c  N- 

a c e t y l g l u c o s a m i n y l  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y .  In C H O  c e l l s ,  t h i s  

w a s  s h o w n  to b e  o n e  o f  t h e  t r a n s f e r a s e s  s p e c i f i c  for

t r a n s f e r r i n g  N - a c e t y l g l u c o s a m i n e  r e s i d u e s  to th e  c o r e  of 

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

( S t a n l e y ,  1 9 80).

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

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

v i t r o  f o r  r e s i s t a n c e  to t h e  t o x i c  e f f e c t  o f  l e c t i n s  s u c h  as 

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

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

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

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

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

a l . , 1984 ).

F i n n e  e_^ aj^.( 1982) d e s c r i b e d  a w h e a t  g e r m  a g g l u t i n i n  

( W G A ) - r e s i s t a n t  m o u s e  m e l a n o m a  c e l l  l i n e  w i t h  m a n y  a l t e r e d  

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

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

i n c r e a s e  in a s p e c i f i c  f u c o s y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y .
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W G A - r e s i s  t a n t  ( W G A  ) m u t a n t s  of  t h e  P G 1 9  m e l a n o m a  

( B r a m w e l l  ej^ a_l̂ . , 1 9 7 8  ), th e  B 1 6  m e l a n o m a  ( T a o  & 

B u r g e r ,  1 9 7 7  ) a n d  t h e  M D A Y - D 2  t u m o u r  l i n e  ( D e n n i s  et 

al_. , 1 9 8 4  ) h a v e  s h o w n  to b e  l e s s  m a l i g n a n t  t h a n  t h e  p a r e n t a l  

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

s u c h  as r i c i n ,  P H A ,  C o n  A  h a v e  s h o w n  e i t h e r  no r e d u c t i o n s  

in t h e i r  m e t a s t a t i c  p o t e n t i a l  or e v e n  an i n c r e a s e  ( R e a d i n g  

et a 1 . , 1 9 8 0  ; T a o  et a 1 . , 1 9 8 2 ) .  T h e  m u t a n t  A D 6 a p p e a r s  to be 

u n i q u e  i n s t a n c e  o f  a c e l l  s e l e c t e d  f o r  l o w  a d h e s i o n  to the 

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

g l y c o s y l a t i o n  d e f e c t .

S i n c e  t h e  a t t a c h m e n t  a n d  s p r e a d i n g  of the r e s p e c t i v e  

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

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

g l y c o s y 1 a t i o n - d e f e c t i v e  l i n e s  is t h a t  t h e  N - l i n k e d  

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

f i b r o n e c t i n  ( P e n a  & H u g h e s ,  1 978).

R o l e  o f  g l y c o s y l a t  i o n

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

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

B H K  21 c e l l s  c a n  be b r o u g h t  t o g e t h e r  b y  s u p p o s i n g  t h a t  the  

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

is c o m p l e x — t y p e  a s p a r a g i n e — l i n k e d  o l i g o s a c c h a r i d e  in w h i c h  

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

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

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

N - l i n k e d  g l y c o s y l a t i o n ,  d o e s  c a u s e  m a j o r  r e d u c t i o n s  in 

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

i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  a l s o .  S i n c e  a d h e s i o n  to s u b s t r a t e s  

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

f i b r o n e c t i n ,  e i t h e r  b i n d i n g  o f  c e l l s  to f i b r o n e c t i n  is n o t  

a f f e c t e d ,  or it is s h i f t e d  t o w a r d s  w e a k e r  b i n d i n g .

T h e  f o l l o w i n g  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s  h a v e  to be 

c o n s  i d e r e d :

1. T h e  N - l i n k e d  g l y c o s y l a t i o n s  on m a n y  d i f f e r e n t  or 

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

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

f i b r o n e c t i n .

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

c e l l - c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  a n d  m a t r i x  r e c e p t o r s  to the 

c e l l  s u r f a c e  or t h e i r  s t a b i l i z a t i o n  f r o m  c l e a v a g e  by 

p r o t e a s e s .

3. O l i g o s a c c h a r i d e s  i n f l u e n c e  phys,ica 1 p r o p e r t i e s  of, 

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

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

B i n d i n g  m e c h a n i s m s  2 a n d  3 c o u l d  i n v o l v e  e n d o g e n o u s

l e c t i n s .
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A I M S  OF R E S E A R C H

At th e  s t a r t  of t h i s  w o r k  it w a s  n o t  c l e a r  w h e t h e r  

i n t e r a c t i o n s  of p l a s m a  m e m b r a n e s  w i t h  m o l e c u l e s  s u c h  as the 

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

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

r e c e p t o r s  m i g h t  be. It w a s  p r o p o s e d  t h a t  f i b r o n e c t i n  

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

on the c o l l a g e n  a n d  a n o t h e r  r e g i o n  r e c o g n i z e s  the c e l l  

s u r f a c e .  To i n v e s t i g a t e  t h e s e  p r o b l e m s ,  I set out to 

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

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

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

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

T h e s e  w i l l  l i k e l y  p r o v e  to b e  u s e f u l  in d e t e r m i n i n g  the 

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

c y t o s k e l e t a l  r e s p o n s e .  S u b s e q u e n t l y  p u t a t i v e  r e c e p t o r s  of 

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

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

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S



M a t e r i a l s  

C e l l  l i n e

P o l y o m a  v i r u s  t r a n s f o r m e d  B H K - 2 1 c e l l s  ( P y 3  B H K ) ,  

d e r i v e d  f r o m  P y Y  ( S t o k e r  & M c P h e r s o n ,  196 4 ) ,  r e c l o n e d  in 

s o f t  a g a r  as p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( E d w a r d s  e_t a 1 . , 19 7 9 ).

M e d i a

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

a r e  s p e c i f i e d  b e l o w .

H e p e s  s a l i n e  

F o r  5L

N a C l 4 0 g

K C l 2 g

D - g l u c o s e 5 g

P h e n o l  r e d  ( 1 / 2 % ) 10 ml

H e p e s 1 1 . 92

p H  a d j u s t e d  to 7 . 2  w i t h  N N a O H  

H e p e s  is N - 2 h y d r o x e t h y 1 p i p e r a z i n e - N ’- 2 - e t h a n e  s u l p h o n i c  

a c i d  ( C a m b r i d g e  R e s e a r c h  B i o c h e m i c a l s ) .

H a n k s  H e p e s  

F o r  5L

N a C l  4 0  g

K C l  2 g

D - g l u c o s e  5 g
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P h e n o l  r e d  ( 1 / 2 % )  10 m l

H e p e s  1 1 . 9 2  g

C a C 1 ^ . 2 H ^ 0  0 . 9 3  g

M g C l ^ . ô H ^ O  1.0 g

p H  a d j u s t e d  to 7. 2

P i s a g g r e g a t  i o n  a g e n t s

1. V e r s e n e :  0 . 5 5  m M  E D T A  ( e t h y l e n e  d i a m i n e  t e t r a  a c e d i c  

a c i d )  in p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e ,  p H  a d j u s t e d  to 7.4.

2, T r y p s i n :  0 . 2 5 %  W / V  ( D i f c o  1 : 2 5 0 )  in  T r i s - s a l i n e .  p H  

7.4.

T r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  ( T P B )

1 4 7 . 5  g T P B  ( D i f c o )  d i s s o l v e d  in 5 L d o u b l e - d e i o n i s e d  

w a t e r  a n d  p H  a d j u s t e d  to 7.4.

B i c a r b o n a t e  B u f f e r e d  E a g les M e d i u m  ( E O T )

S t e r i l e  w a t e r  135 ml

X I O  c o n c e n t r a t e  G l a s g o w  m o d i f i e d  E a g l e s  m e d i u m  ( F l o w  

L a b o r a t o r i e s ) .  16 ml

G P S A  [ g l u t a m i n e  ( 2 0 0 m M ) ,  P e n i c i l l i n  ( 2 0 0 , O O O u n i t s / m l ), 

s t r e p t o m y c i n  ( 2 0 0 , 0 0 0  u n i t s / m l ) .  A m p h o t e r i c i n  B : F l o w

l a b o r a t o r y ] .  5 ml

7 . 5  % N a H C O ^  5 ml

C a l f  s e r u m  2 0 ml

T P B  20 ml
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C e l l s  g r o w n  in E C T  w e r e  e q u i l i b r a t e d  w i t h  a ga s  p h a s e  of 

9 5 %  a i r ,  5% C O ^  m i x t u r e  fo r  b u f f e r i n g  p u r p o s e s .

H a m ’s F 10

180 m l  2 0 m M  H e p e s  water
20 m l  X I O  concentrate H a m ' s  F 10 (Flow)
1 m l  7 . 5 %  N a H C O g

5 m l  G P S A

20 m l  F o e t a l  c a l f  s e r u m

20 m l  T P B

P h o s p h a t e  B u f f e r e d  S a l i n e  ( P B S  a )

F o r  1 L

N a C l  9 . 8 6  g m

K C l  0 . 2 5  g m

Na^HPCj^ 1.44 g m

K H ^ P O ^  0 . 2 5  g m

p H  a d j u s t e d  to 7. 2

B u f f e r e d  F o r m a l i n

F o r  1 L

F o r m a l d e h y d e  ( 4 0 % )  100 ml

N a C l  8 . 0  g m

K C l  0 . 2  g m

N a ^ H P O ^  1.15 g m
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0 . 2  g m

p H  a d j u s t e d  to 7.2

C u l t u r e  D i s h e s

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

S t e r i l i n  L t d ,  25 cm*- c u l t u r e  b o t t l e s  f r o m  F a l c o n  p l a s t i c s  

L t d  a n d  g l a s s  r o l l e r  b o t t l e s  ( 8 0 0  cnf^ )

B l o t t i n g  B u f f e r

T r i s  2 5 m M

G l y c i n e  192 m M

M e t h a n o l  ( 2 0 % )  8 0 0  m l

p H  a d j u s t e d  to 8. 3  a n d  m a d e  up to 4 L w i t h

d i s t i l l e d  w a t e r .

a t e r i a l s  fo r  M i c r o s o m a l  F r a c t i o n s

T M S  in 1 L

T r i s  5 . 0  m M

S u c r o s e  0 . 2 5  M

MgSO^  0 . 2  m M

p H  a d j u s t e d  to 7.4 

P h e n y l  m e t h y l  s u l p h o n y l  f l u o r i d e  ( P M S F )  0 . 2  m M , 

T r a s y l o l  25 u n i t s / m l .
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M a t e r i a l s  for C y t o s k e l e  t o n  P r e p a r a t i o n

1. H a n k s  H E P E S  (HH)

2. H a n k s  H E P E S  c o n t a i n i n g  th e  f o l l o w i n g  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r s  :

2 m M  p h e n y l  m e t h y l  s u l p h o n y l  f l u o r i d e  ( P M S F )  ( S i g m a ) .

1 m g / m l  p - T o s y l - 1- a r g i n i n e  m e t h y l  e s t e r - H C l  ( T A M E )  

( S i g m a ) .

3. H a n k s  H E P E S  c o n t a i n i n g  t h e  f o l l o w i n g :

1% T r i t o n  X - 1 0 0  [ p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  ( 9 - 1 0 )  p - t - o c t y l  

p h e n o l  ] ( S i g m a ).

2 m M  P M S F  

I m g / m l  T A M E

4. T r i s - s a l i n e  c o n t a i n i n g  t h e  f o l l o w i n g :

0 . 5 %  T r i t o n  X - 1 0 0

10 m M  m a g n e s i u m  c h l o r i d e

0.1 m g / m l  d e o x y r i b o n u c l e a s e  I ( S i g m a ) .  S p e c i f i c  

a c t i v i t y  1500 k u n i t z  u n i t s  p e r  m g  p r o t e i n .

5. " H i g h  S a l t  " s o l u t i o n

H a n k s  H E P E S  c o n t a i n i n g  1.5 M  p o t a s s i u m  c h l o r i d e .

P o l y a c r y l a m i d e  G e 1 E l e c t r o p h o r e s i s  (P A G E )

A. R e a g e n t s

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

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

A c r y l a m i d e  a n d  b i s  a c r y l a m i d e  f r o m  K o c h - l i g h t  L ab. 

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

BDH.
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A m m o n i u m  p e r s u l p h a t e ,  b r o m o p h e n o l  b l u e ,  a n d

N ,N ,N ',N ' , - t e t r a m e t h y l e t h y l e n e  d i a m i n e  ( T E M E D )  f r o m  

B i o - R a d .

T r i s  ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e  ( T r i s )  a n d  g l y c i n e  

f r o m  S i g m a .

B. S t o c k  s o l u t i o n s

3 0 %  a c r y l a m i d e :

a c r y l a m i d e  2 8 , 5  g

b i s  a c r y l a m i d e  1.5 g

d i s t i l l e d  w a t e r  100 m l

R u n n i n g  g e l  b u f f e r :

T r i s  1 8 .15 g

S D S  0 . 4  g

d i s s o l v e d  in 50 m l  d i s t i l l e d  w a t e r ,  p H  

a d j u s t e d  to 8 . 9  w i t h  H C l ,  a n d  m a d e  up 

to f i n a l  v o l u m e  of 100 ml  w i t h  

d i s t i l l e d  w a t e r .

T E M E D :

N ,N ,N ’ ,N ',T e t r a  m e t h y l  e t h y l e n e  d i a m i n e .

A m m o n i u m  p e r s u l p h a t e :

10% W / V  in d i s t i l l e d  w a t e r  f r e s h l y  m a d e  

u p  b e f o r e  u s e .

S t a c k i n g  g e l  b u f f e r :

T r i s  5 . 9  g

S D S  0 . 4  g
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d i s s o l v e d  in 50 ml d i s t i l l e d  w a t e r ,  pH  

a d j u s t e d  to 6. 7  w i t h  H C l ,  a n d  m a d e  up 

to 100 m l  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .

U p p e r  t a n k  b u f f e r :

P r e p a r e d  as a 5 x  c o n c e n t r a t e ,  d i l u t e d  

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

T r i s  3 1.6 g

G l y c i n e  2 0 . 0  g

S D S  5 . 0  g

in o n e  l i t r e  of d i s t i l l e d  w a t e r .

L o w e r  t a n k  b u f f e r :

P r e p a r e d  as a 5 x  c o n c e n t r a t e ,  d i l u t e d  

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

T r i s  6 0 . 5  g

S D S  5 . 0  g

p H  a d j u s t e d  to 8. I w i t h  H C l  a n d  m a d e  up 

to a f i n a l  v o l u m e  o f  o n e  l i t r e  w i t h  

d i s t i l l e d  w a t e r .

P r o t e i n  s o l u b i l i z i n g  m e d i u m  ( b o i l i n g  m i x t u r e ) :

s t a c k i n g  g e l  b u f f e r  2. 5  ml

p - m e r c a p t o e t h a n o l  ( K o c h - L i g h t )  2.5 ml

S D S  ' I .0 g

g l y c e r o l  ( B D H  L t d )  2 . 0  ml

B r o m o p h e n o l  b l u e  10.0 mg

M a d e  up  to 10 ml w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .
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A f t e r  a d d i t i o n  of  t h e  b o i l i n g  m i x t u r e ,

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

b a t h  f o r  3 m i n u t e s ,  u s e d  or s t o r e d  at 
o- 2 0 C .  U s e d  in a r a t i o  o f  4 p a r t s  s a m p l e  

to 1 p a r t  b o i l i n g  m i x t u r e .

P r o t e i n  s t a i n i n g  s o l u t i o n :

C o o m a s s i e  b r i l l i a n t  b l u e  s t a i n  ( B H D  

L t d )  w a s  m a d e  up to a 0 . 1 %  W / V  s o l u t i o n  

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

w a t e r ,  r a t i o  50: 7: 50.

D e s t a i n i n g  s o l u t i o n :

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

50 : 70 : 88 0

M o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s :

T h e s e  f o l l o w i n g  p r o t e i n s  w e r e  u s e d  at 

c o n c e n t r a t i o n  o f  1 m g / m l .

F i b r o n e c t i n  ( b o v i n e  s e r u m )  22 0  K

^ - g a l a c t o s i d a s e  120 K

P h o s p h o r y l a s e  a 95 K

C a t a l a s e  6 0 k

O v a l  b u m i n  45 K

C o n c a n a v a l i n  A 22 K
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B u f f e r  A

F o r  r i n s i n g  I - C o n  A  l a b e l l e d  g e l  ( B u r r i d g e ,  1976)

w a s

T r i s  5 0 m M

C a C l ^  1 m M

M a g C l ^  1 m M

p H  a d j u s t e d  to 7,4 w i t h  H C l

F i b r o n e c t i n

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

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

S e p h a r o s e  c o l u m n  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  E n g v a l l  & R u o s l a h t i  

( 1 9 7 7 )  a n d  w a s  c h e c k e d  b y  S D S - P A G E .

C o n e a n a v a 1 in A ( C o n  A ) a n d  F I T C  C o n  A

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a .  [ ^  H] T h y m i d i n e ,  w i t h  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  5 C i / m  m o l  ( 1 8 5  G B q /  m  m o l . ) ,  u s e d  for 

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

L t d - B u c k s .

I o d i n e  ( c a r r i e r  f r e e )  u s e d  for t h e  i o d i n a t i o n  of C o n  A 

a n d  Fn  [ u s u a l l y  1 m C i  (37 M B q ) ]  w a s  o b t a i n e d  f r o m  A m e r s h a m  

I n t e r n a t i o n a l  L t d - B u c k s .

Ac t in s t a i n

N B D - P h a l l a c i d i n  ( M o l e c u l a r  P r o b e s  1 % ^ . P l a n o  T e x a s ,  

U S A )  .
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S c i n t i l l a t i o n  f l u i d

A q u a s o l  w a s  o b t a i n e d  f r o m  N e w  E n g l a n d  N u c l e a r  and 

d i s p e n s e d  in 10 m l  a l i q u o t s .
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C e l l  c u l t u r e

C e l l s  w e r e  g r o w n  a t t a c h e d  in c u l t u r e  b o t t l e s  in

m o d i f i e d  E a g l e s  m i n i m a l  e s s e n t i a l  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  a n d  10% t r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  ( E C T )  at 
o

37 C w i t h  5% COjg, 9 5 %  a i r  as g a s  p h a s e .

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

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

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

w a s  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  5 m i s  f r e s h  E C T ,  a n d  the 

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

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

C e l l s  w e r e  d i s c a r d e d  a f t e r  6 w e e k s  o f  s e r i a l  p r o p a g a t i o n .

Se 1 ec t i o n

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

t r a n s f o r m e d  B H K  21 c e l l s  w h i c h  h a d  u n d e r g o n e  a b o u t  12 

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

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

To  m u t a g e n i s e  t h e  c e l l s ,  M N N G  ( M e a g e r  et a 1 . , 19 7 5 ) at

0 . 5  ^ g / m l  w a s  a d d e d  to 2/3 c o n f l u e n t  c u l t u r e s  in E C T  for 

o n e  d a y .  M u t a g e n i z e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  for a f u r t h e r  2-3 

d a y s  to o p t i m u m  d e n s i t y  ( s e v e r a l  g e n e r a t i o n s ) .  30 m i l l i o n  

m u t a g e n i z e d  P y 3 c e l l s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  in r o l l e r

c u l t u r e  b o t t l e s  ( 8 0 0  c m ^  ) in E C T .  O n  th e  s e c o n d  d a y ,  the 

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

m e d i u m  ( a b o u t  10 m i l l i o n )  w e r e  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

a n d  t h e n  w e r e  d i s t r i b u t e d  b e t w e e n  2 p l a s t i c  c u l t u r e  f l a s k s  

75 c m ^ )  p r e v i o u s l y  c o a t e d  w i t h  b o v i n e  p l a s m a  f i b r o n e c t i n  (5 

m i s ,  25 y u g / m l  in H e p e s - b u f f e r e d  H a n k s  m e d i u m ,  for 30 

m i n u t e s ).

o
A f t e r  5 - 6  h o u r s  at 37 C, t h e  u n a t t a c h e d  c e l l s  w e r e  

t r a n s f e r r e d  in 30 m i s  E C T  to a n o t h e r  ( s i n g l e )  75 c m ^  f l a s k  

(n o t  p r e c o a t e d )  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t .  T h e  p r o c e d u r e  

d e s c r i b e d  f o r  t h e  s e c o n d  d a y  w a s  r e p e a t e d  on d a y s  3 a n d  4. 

A f t e r  t h e  6 h o u r  i n c u b a t i o n  on  d a y  4, t h e  u n a t t a c h e d  c e l l s  

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

i n s p e c t i o n .

G r o w t h  o f c e l l s  in s o f t  a g a r

A n  a g a r  u n d e r l a y  w a s  p r e p a r e d  in 90 m m  b a c t e r i a l

g r a d e  p l a s t i c  p e t r i  d i s h e s  w i t h  H a m s  m e d i u m  c o n t a i n i n g  10% 

f o e t a l  c a l f  s e r u m ,  10% T P B  a n d  0 . 5 %  N o b l e  a g a r .  T h i s  w a s  

o v e r l a i d  w i t h  1.5 m i s  o f  H a m s  c o n t a i n i n g  0 . 3 %  N o b l e  a g a r

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

i n c u b a t e d  at 3 7 *̂ C w i t h  5%  C O ^  , 9 5 %  a i r  as the ga s  p h a s e

u n t i l  c o l o n i e s  d e v e l o p e d .

D e t e r m i n a t i o n  of  c h r o m o s o m e  n u m b e r

P y 3 ,  m u t a n t s  a n d  m o u s e  c a p i l l a r y  e n d o t h e l i u m  c e l l s  

w e r e  g r o w n  n e a r  c o n f l u e n t  in E C T .  10 yig/ml c o l c i m i d e  in HH

6 1



w a s  a d d e d  to th e  g r o w i n g  c u l t u r e ,  a n d  i n c u b a t e d  for 4 -5

h o u r s ,  to c a u s e  c e l l s  to a c c u m u l a t e  in m i t o s i s .

C e l l s  w e r e  t r y p s i n i z e d  a n d  r e s u s p e n d e d  in g r a d u a t e d  

c o n i c a l - t i p p e d  c e n t r i f u g e  t u b e s  c o n t a i n i n g  E C T .  C e l l s  w e r e  

r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  at 1000 r p m  f o r  7 m i n u t e s ,  t h e n  

r e s u s p e n d e d  in 10 m i s  p r e h e a t e d  h y p o t o n i c  m e d i u m  ( E C T  1: 

D i s t i l l e d  w a t e r  2). C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  

r e s u s p e n d e d  in 2 m i s  h y p o t o n i c  m e d i u m  f o r  4 - 5  m i n u t e s ,  

a n d  t h e  v o l u m e  w a s  m a d e  u p  to 10 m l s  w i t h  C a r n o y s  f i x a t i v e  

( e t h a n o l  3: a c e t i c  a c i d  1). C e l l s  w e r e  m i x e d  g e n t l y  u s i n g

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

for t h e  t h i r d  t i m e  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  in 4 5 %  

g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .

2 - 3  d r o p s  o f  c e l l  s u s p e n s i o n  w e r e  r e l e a s e d  on c h i l l e d  

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

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

s t a i n e d  f o r  10 m i n u t e s  in G i e m s a  (1 : 10 in P B S ) ,  w a s h e d

t w i c e  in P B S ,  a i r  d r i e d  a n d  t h e n  m o u n t e d  on c l e a n  s l i d e s  

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

u s i n g  x l O O  o i 1 - i m m e r s i o n  o b j e c t i v e ,  a n d  c o m p a r e d .

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

P y 3 a n d  m u t a n t  c e l l s  w e r e  g r o w n  on c o v e r s l i p s  in 

s e c t o r e d  b o x  c o n t a i n i n g  E C T  o v e r n i g h t  in a i r / C 0^.

C e l l s  w e r e  f i x e d  w i t h  a c e t i c  a c i d  a n d  m e t h a n o l  (1 : 3 ) .



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

b i s b e n z i m i d e  f l u o r o c h r o m e  " H o e c h s t  3 3 2 5 8 "  w e r e  a d d e d  a n d
oi n c u b a t e d  at 37 C f o r  30 m i n u t e s .  T h e  c o v e r s l i p s  w e r e

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

s l i d e  w i t h  P B S / g l y c e r o l  1:1 a n d  e x a m i n e d  u s i n g  the

f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e .

P r é p a r â t  i o n  o f c e l l s  for s p r e a d i n g  a s s a y

P y 3 a n d  v a r i a n t  c e l l s  w e r e  g r o w n  in 25 c m ^  p l a s t i c  

t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  u n t i l  th e  c e l l s  f o r m e d  a c o n f l u e n t  

m o n o l a y e r .  T h e  m e d i u m  o f  P y 3 c e l l s  w a s  p o u r e d  o f f ,  the c e l l  

m o n o l a y e r  w a s h e d  t w i c e  w i t h  H e p e s  s a l i n e ,  a n d  5 m i s  of 

t r y p s i n / E D T A  s o l u t i o n  a d d e d  f o r  45  s e c o n d s .  T h i s  w a s  p o u r e d  

o f f  a n d  t h e  c u l t u r e  f l a s k  l e f t  for 5 m i n u t e s .  T r y p s i n  w a s  

t h e n  s t o p p e d  w i t h  E C T .  T h e  v a r i a n t  c e l l s  w e r e  d e t a c h e d  b y  a 

s h a r p  t a p  ( w i t h o u t  u s e  o f  t r y p s i n  or E D T A ) .  P a r e n t a l  a n d  

v a r i a n t  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  in H a n k s  H e p e s  by 

c e n t r i f u g a t i o n  at 1000 g fo r  7 m i n u t e s  a n d  r e s u s p e n d e d  in 

H H  or HS at a c o n c e n t r a t i o n  of  5 X 1 0 ^  c e l l s / m l .

P r e p a r a t i o n  o f c o v e r s  l i p s  for a d h e s i o n / s p r e a d i n g  a s s a y

G l a s s  c o v e r s l i p s  of 13 m m  d i a m e t e r  w e r e  i m m e r s e d  in 

h o t  D e c o n  90 f o r  2 h o u r s ,  r i n s e d  in r u n n i n g  ta p  w a t e r  

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

s t e r i l i s e d .
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C o v e r s l i p s  to be c o a t e d  w i t h  f i b r o n e c t i n  or o t h e r  

p r o t e i n s  w e r e  p l a c e d  in s e c t o r e d  b o x e s  a n d  1 m l  of p r o t e i n  

s o l u t i o n  at t h e  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n  a d d e d  a n d  l e f t  for 1 

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

in H a n k s  H e p e s  a n d  p l a c e d  in c l e a n  s e c t o r e d  b o x e s  for 

u s e .

P y 3 a n d  v a r i a n t  c e l l  s p r e a d i n g  a s s a y

1 m l  o f  p a r e n t a l  a n d  v a r i a n t  c e l l  s u s p e n s i o n  at 5 X 1 0 ^  

c e l l s / m l  w a s  a d d e d  to e a c h  c l e a n  g l a s s  or c o a t e d  c o v e r s l i p .  

C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  150 m i n u t e s  at 3 7 ^ C ,  f i x e d  in 

b u f f e r e d  f o r m a l i n  fo r  10 m i n u t e s ,  a n d  s t a i n e d  w i t h  

C o o m a s s i e  b l u e  f o r  10 m i n u t e s ,  r i n s e d  in t a p  w a t e r  , ai r  

d r i e d ,  a n d  m o u n t e d  in C l e a r  M o u n t .  T h e  d e g r e e  of s p r e a d i n g  

w a s  s c o r e d  in f i v e  f i e l d s  ( u s i n g  a X 10 o b j e c t i v e )  on e a c h  

c o v e r s l i p  a n d  t h e  m i n i m u m  2 0 0  c e l l s  p e r  s a m p l e  w e r e  s c o r e d .  

C e l l s  w e r e  c l a s s i f i e d  as b e i n g  r o u n d e d ,  p a r t i a l l y  s p r e a d  or 

f u l l y  s p r e a d .

C o n  A c a p p i n g  a s s a y

C e l l s  w e r e  g r o w n  on 13 m m  c o v e r s l i p s  o v e r n i g h t  in 

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

w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C )  

c o n j u g a t e d  C o n  A at 3 7 ^ C  f o r  60 m i n u t e s  (50 y i g / m l ) .  C e l l s  

w e r e  t h e n  f i x e d  w i t h  2% f o r m a l d e h y d e  f o r  10 m i n u t e s  at 2 8 ® C  

a n d  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S  a n d  m o u n t e d  in P B S / g l y c e r o l  

1:1 ( v o l / v o l )  on m i c r o s c o p e  s l i d e s .
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S c a n n i n g  elec Cron m i c r o s  copy

C e l l s  w e r e  g r o w n  o n  13 m m  c o v e r s l i p s  o v e r n i g h t .  Th e  

c o v e r s l i p s  w e r e  w a s h e d  w i t h  0 . 2  M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  f i x e d  

w i t h  2 . 5 %  g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n  a n d  w a s h e d  w i t h  b u f f e r  at 

4 ^ . C o v e r s l i p s  w e r e  t h e n  d e h y d r a t e d  w i t h  a c e t o n e  a n d  

c r i t i c a l  p o i n t  d r i e d  f r o m  a c e t o n e  w i t h  l i q u i d  CO^, in a 

P o l a r o n  3 0 0 0  c r i t i c a l  p o i n t  d r i e r .  S p e c i m e n s  w e r e  t h e n

c o a t e d  w i t h  2 0 0 A  g o l d  u s i n g  a P o l a r o n  S E M  c o a t i n g  u n i t  E 

5 0 0 0  a n d  o b s e r v e d  in a P h i l l i p s  S E M  5 00.

F 1 o w - c h a m b e r  a d h e s i o n  ass ay

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

d e s c r i b e d  b y  F o r r e s t e r  a n d  L a c k i e  ( 1 9 8 4 ) .  B r i e f l y ,  the

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

s l i d e s .  T h e  a s s e m b l e d  c h a m b e r  w a s  p l a c e d  on the s t a g e  of a
o

L e i t z  i n v e r t e d  m i c r o s c o p e  m a i n t a i n e d  at 3 7 C  b y  a i r  c u r t a i n  

i n c u b a t o r .

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

w i t h  s e r u m  ( 1 0 % ) ,  f i b r o n e c t i n ,  or p o l y - l y s i n e  (25 ^ g / ml  in 

H H ) .  M o n o d i s p e r s e  s u s p e n s i o n s  of P y 3 or v a r i a n t  c e l l s  in HH  

at 0 . 5 X 1 0 ^  c e l l s / m l  w e r e  p e r f u s e d  t h r o u g h  t h e  c h a m b e r  at a 

f l o w  r a t e  o f  0 . 0 2  m l s / m i n  ( t h r o u g h  a c r o s s - s e c t i o n  0 . 1 5 X 4  

m m s ). T h e  v e l o c i t y  of t h e  f l u i d  s t r e a m  w a s  v a r i e d  by 

d o u b l i n g  th e  s p e e d  o f  t h e  p l u n g e r  f r o m  0 . 0 2  m l s / m i n  to 0 . 0 4  

m l s / m i n .  U s i n g  a 1 Ox o b j e c t i v e ,  a p h a s e - c o n t r a s t  i m a g e  of 

the l o w e r  s u r f a c e  o f  th e  c h a m b e r  is r e c o r d e d  on v i d e o - t a p e .
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a n d  th e  n u m b e r  of c e l l s  a d h e r i n g  c a n  be c o u n t e d  on a 

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

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

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

c e l l s .

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

S e r u m  s p r e a d i n g  f a c t o r  ( v i t r o n e c t i n )  w a s  p r e p a r e d  

f r o m  m y  o w n  s e r u m  b y  a d s o r p t i o n  on g l a s s  b e a d s  ( s i z e  7 5 - 1 5 0  

j a, S i g m a )  as d e s c r i b e d  b y  B a r n e s  ejt_ a_l^.(I98l). T h e  c o l u m n  

w a s  p a c k e d  w i t h  a c i d  w a s h e d  g l a s s  b e a d s  a n d  w e r e  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 6 M  N a H C 0 ^  (p H  8 . 0 ) .  20 m i s  o f  s e r u m  w a s  

r u n  on a n d  t h e  c o l u m n  w a s  s u b s e q u e n t l y  w a s h e d  w i t h  two b e d  

v o l u m e s  o f  0 . 6 M  s o d i u m  b i c a r b o n a t e  at p H  8 . 0  a n d  o n e  v o l u m e  

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

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

s o l u t i o n  o f  0 . 6 M  p o t a s s i u m  b i c a r b o n a t e  a n d  0 . 2 M  p o t a s s i u m  

c a r b o n a t e  at p H  9 .7. 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  the 

p r o t e i n  p e a k  d e t e c t e d  b y  m e a s u r i n g  a b s o r b a n c e  at 280 

n rp. F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  w e r e  p o o l e d  a n d  a d j u s t e d  

to p H  7.4. V i t r o n e c t i n  w a s  c h e c k e d  b y  S D S - P A G E  , s t e r i l i z e d  

b y  f i l t r a t i o n  a n d  f r o z e n .

U p o n  t h a w i n g ,  s o m e  a c t i v e  p r e c i p i t a t e  w a s  d i s s o l v e d  in 

s t e r i l e  10 m M  K O H .
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I s o l a t i o n  o f m i c r o s  orna1 f r a c t i o n

M i c r o s o m e  f r a c t i o n s  w e r e  i s o l a t e d  as d e s c r i b e d  by 

G a h m b e r g  a n d  S i m o n s  ( 1 9 8 0 ) .  C o n f l u e n t  r o l l e r  c u l t u r e s  

( t y p i c a l l y  6) w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  T r i s - b u f f e r e d  s a l i n e  

( H e p e s ) ,  a n d  t h e  c e l l s  s c r a p e d  f r o m  t h e  g l a s s  i n t o  5. 0  m M  

T r i s ,  0 . 2 5  M  s u c r o s e ,  0 . 2  m M  M g S O ^ , p H  7.4 (T S M ) .  C e l l s  

w e r 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 ,  w a s h e d  o n c e  b y  

r e s u s p e n s i o n  in T S M  a n d  r e s u s p e n d e d  in 5 X  t h e i r  p e l l e t e d  

v o l u m e  of T S M  c o n t a i n i n g  0 . 2  m M  p h e n y l  m e t h y l  s u l p h o n y l  

f l u o r i d e  a n d  25 u n i t s / m l  / t r a s y l o l .

T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  h o m o g e n i z e d  ( P o t t e r -  

E l v e h j e m ) ,  b r i e f l y  s o n i c a t e d  a n d  m a d e  1.0 m M  in E D T A .  

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

1 3 , 0 0 0  g fo r  15 m i n u t e s .  A m i c r o s o m e  f r a c t i o n  w a s  

s e d i m e n t e d  ( 5 0 , 0 0 0  g , f o r  90 m i n u t e s ) ,  r e s u s p e n d e d  in 10 

m i s  m M  T r i s ,  p H  8 . 6  a n d  r e s e d i m e n t e d  as b e f o r e .

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

C e l l s  w e r e  l a b e l l e d  w i t h  [ ^ H ]  t h y m i d i n e  at 5 ^ C i / m l f o r  2 U 

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

C e l l s  w e r e  t r y p s i n i z e d  a n d  s u s p e n d e d  in E C T .  The l a b e l l e d  

c e l l s  w e r 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 n d  r e s u s p e n d e d  in 

H a n k s  H e p e s  ( H H ) ,  c e n t r i f u g e d  a g a i n  a n d  r e s u s p e n d e d  in HH. 

B e f o r e  th e  c e l l s  w e r e  p l a t e d  on c o v e r s l i p s  p r e c o a t e d  w i t h  

f i b r o n e c t i n  or s e r u m ,  th e  c y t o c h a l a s i n  B w a s  a d d e d  at a 

r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  at r o o m  t e m p e r a t u r e  for 15 m i n u t e s .
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T h e  c e l l s  w e r e  p l a t e d  a n d  i n c u b a t e d  at 37 for 90 m i n u t e s .  

T h e  c o v e r s l i p s  w e r e  t h e n  r i n s e d  t w i c e  in HH.

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

s c i n t i l l a t i o n  p h i a l  a n d  1 m l  o f  0 . 3  N N a O H  w a s  a d d e d  an d  

i n c u b a t e d  f o r  30 m i n u t e s  at 37 . 10 m l s  of w a t e r -

c o m p a t i b l e  s c i n t i l l a t i o n  m i x t u r e  ( A q u a s o l )  w a s  a d d e d  an d  

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

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

l o d i n a t  i o n  o f f i b r o n e c t i n  a n d  C o n  A

F i b r o n e c t i n  w a s  i o d i n a t e d  w i t h  I as f o l l o w s :

T h e  r e a c t i o n  v e s s e l  w a s  c o a t e d  w i t h  i o d o g e n  ( P i e r c e )  

b y  a d d i n g  1 m g  i o d o g e n  in 1 m l  c h l o r o f o r m  a n d  e v a p o r a t i n g
Ilfs'

to d r y n e s s .  1 m C i  N a  I in 100 /ul P B S  w a s  a d d e d  to 100 ^  1 

f i b r o n e c t i n  (1 m g / m l )  f o r  30 m i n u t e s  at r o o m  

t e m p e r a t u r e .  P r o t e i n  a n d  f r e e  i o d i d e  w e r e  t h e n  s e p a r a t e d  on 

a B i o g e l  P6 ( B i o R a d )  c o l u m n .

T h e  c o l u m n  w a s  e l u t e d  w i t h  10 m l  P B S  a n d  1 ml 

f r a c t i o n s  c o l l e c t e d .  10 yu 1 s a m p l e s  o f  e a c h  f r a c t i o n  w e r e  

c o u n t e d  on a W i l j  2 0 0 1  g a m m a  c o u n t e r  to d e t e r m i n e  w h i c h
t 2 ^f r a c t i o n  c o n t a i n e d  f i b r o n e c t i n .  I f i b r o n e c t i n  h a d  an

a c t i v i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  c p m / u g  f i b r o n e c t i n .  T h i s  w a s  

t h e n  d i l u t e d  w i t h  c o l d  f i b r o n e c t i n  for use.

T h e  s a m e  p r o c e d u r e  w a s  u s e d  f o r  i o d i n a t i o n  o f  C o n  A.
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P r o c e d u r e  for c y t o s k e l e t o n  e x t r a c t i o n

1. C e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  H a n k s  H e p e s

(HH) .

2. H H  w i t h  i n h i b i t o r s  P M S F  a n d  T A M E  w a s  t h e n  a d d e d  an d  

i n c u b a t e d  w i t h  t h e  c e l l s  f o r  15 m i n u t e s .

3. H H  w i t h  1% T r i t o n  a n d  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  P M S F  a n d  T A M E

w a s  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  for 10 m i n u t e s .  A f t e r  the 10

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

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

a n a l y s e d  on S D S - P A G E  g e l s .

4. A f t e r  th e  r e m o v a l  o f  t h e  T r i t o n - s o l u b l e  m a t e r i a l ,

d e o x y r i b o n u c l e a s e  I in T r i s  c o n t a i n i n g  0 . 5 %  T r i t o n  a n d  10 

m M  MgClj^ w a s  a d d e d  a n d  l e f t  to i n c u b a t e  for 10 m i n u t e s .

5. A f t e r  D A N a s e  t r e a t m e n t ,  th e  T r i t o n - i n s o l u b l e  m a t e r i a l

w a s  f u r t h e r  e x t r a c t e d  w i t h  1.5 M  K C l  f o r  10 m i n u t e s .

6. T h e  r e m a i n i n g  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  w a s  w a s h e d  w i t h  HH and 

d i l u t e d  1:5 w i t h  T r i s - s a l i n e ,  a d d e d  ( 2 5 0  yu1). S a m p l e s  w e r e  

b o i l e d  f o r  3 m i n u t e s  in a w a t e r  b a t h  b e f o r e  b e i n g  a n a l y s e d  

o n  S D S - P A G E  g e l s .

M e t h o d  fo r  s i l v e r  s t a i n i n g  P A G E  g e l s

P r o c e d u r e  u s e d  w a s  t h a t  of  O a k l e y  et a 1 .( 1 9 8 0 ) .  Du e  

to t h e  s e n s i v i t y  of t h e  s t a i n ,  w e a r i n g  of  v i n y l  g l o v e s  is 

es s e n t  ial .
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T h e  p r o c e d u r e  g a v e  g o o d  s t a i n i n g  fo r  s l a b  g e l s  of 140 

X 140 X 1 m m  d i m e n s i o n s .  A l l  s t e p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u n d e r  

m i l d  a g i t a t i o n .

1. T h e  g e l  w a s  s o a k e d  f o r  30 m i n u t e s  in S D S - P A G E  gel 

d e s t a i n e r .  O a k l e y  e_^ al^. ( 1 9 8 0 )  f o u n d  t h a t  th e  i n c l u s i o n  of 

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

2. T h e  g e l  w a s  t h e n  r i n s e  t w i c e  in d o u b l e  d i s t i l l e d  w a t e r  

a n d  s o a k e d  in 10% u n b u f f e r d  g l u t a r a l d e h y d e  for 30 m i n u t e s  

C m a d e  f r o m  5 0 %  b i o l o g i c a l  g r a d e  g l u t a r a l d e h y d e  ( B D H  

L t d )  ] .

3. T h e  g e l  w a s  r i n s e d  in o n e  l i t r e  of d o u b l e  d i s t i l l e d  

w a t e r  fo r  1 0 - 1 5  m i n u t e s ,  d u r i n g  w h i c h  t i m e  the w a t e r  w a s  

c h a n g e d  at l e a s t  t w i c e .  T h e  g e l  w a s  t h e n  l e f t  o v e r n i g h t  in 

5 0 0  m l  o f  d o u b l e — d i s t i l l e d  w a t e r .

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

b e f o r e  u s e ,  as f o l l o w s :  1.4 ml of N H ^ O H  w a s  a d d e d  to 21 ml 

of 0 . 3 6 %  N a O H .  U n d e r  m i l d  a g i t a t i o n  4 m l s  of 1 9 . 4 %  A g N O ^  

w a s  a d d e d .  A b r o w n  p r e c i p i t a t e  f o r m e d  b u t  d i s a p p e a r e d  on 

s h a k i n g .  T h e  v o l u m e  w a s  t h e n  m a d e  up to 100 m i s  w i t h  

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

t h e  g e l  w a s  u s e d  a n d  a l l o w e d  t h e  g e l  to f l o a t  f r e e l y  in the 

s o l u t i o n .  T h e  g e l  w a s  s t a i n e d  for 12 m i n u t e s  w i t h  c o n s t a n t  

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

a d d e d  to 5 m M  H C l  as a p r e c a u t i o n  a g a i n s t  f o r m a t i o n  of an 

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

d o u b l e  d i s t i l l e d  w a t e r  fo r  3 - 5  m i n u t e s .

6. D e v e l o p i n g  t h e  s t a i n :  A s o l u t i o n  o f  0 . 0 0 5 %  c i t r i c  a c i d  

a n d  0 . 0 1 9 %  f o r m a l d e h y d e  [5 m l  of 1% c i t r i c  a c i d  s t o c k  a n d

0 . 5  m l  o f  3 8 %  f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n  ( B D H  L t d )  in a l i t r e ]  

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

a f t e r  t h e  d e v e l o p e r  w a s  a d d e d .  T h e  g e l  w a s  r e m o v e d  f r o m  the 

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

7. G e l s  w e r e  k e p t  in d o u b l e  d i s t i l l e d  w a t e r  u n t i l  

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

\Z€TL a b e l l i n g  S D S - P A G E  g e l s  w i t h  I- C o n  A

O n c e  c o m p l e t e l y  d e s t a i n e d  t h e  g e l  w a s  p l a c e d  in

b u f f e r  " A "  fo r  5 - 6  h o u r s .  T h e  g e l  w a s  t h e n  t r a n s f e r r e d  to

2 5 0  m l  o f  b u f f e r  " A "  c o n t a i n i n g  I - C o n A o v e r n i g h t ,
/24T"r e m o v a l  f r o m  t h e  I - C o n  A t h e  g e l  w a s  w a s h e d  e x t e n s i v e l y  

f o r  2 d a y s  w i t h  3 to 4 c h a n g e s  of b u f f e r  " A "  e a c h  day. The 

g e l  w a s  d r i e d  on a s l a b - d r i e r  G S D - 4  ( P h a r m a c i a )  a n d  e x p o s e d  

to K o d a k  X -  O m a t  H f i l m  w i t h  a C r o n e x  H i - P l u s  i n t e n s i f y i n g  

s c r e e n  ( D u - P o n t )  at - 7 0  ^ C  f o r  3- 4  d a y s  b e f o r e  b e i n g  

d e v e l o p e d .

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

N B D - P h a l l a c i d i n  w a s  u s e d  as a s p e c i f i c  f l u o r e s c e n t  

l a b e l  f o r  f - a c t i n  in s p r e a d  or s p r e a d i n g  c e l l s .  The 

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

a l . ( I 9 8 0 ) .
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T h e  p r o c e d u r e  w a s  as f o l l o w s :  C e l l s  w e r e  g r o w n  on

c o v e r s l i p s  a n d  w e r e  r i n s e d  t w i c e  in P B S .  T h e  c o v e r s l i p s  

w e r e  f i x e d  in 4 %  f o r m a l d e h y d e  in P B S  fo r  10 m i n u t e s .  C e l l s  

w e r e  w a s h e d  t w i c e  in P B S  a n d  t h e n  p l a c e d  in a c e t o n e  at -2 0  

C f o r  5 m i n u t e s  a n d  t h e n  a i r  d r i e d .  T h e  c e l l s  w e r e  c o v e r e d  

in 50 jsl of  N B D - P h a l 1 a c i d  in (in P B S )  s o l u t i o n  for 20 

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

t w i c e  in P B S  a n d  m o u n t e d  in P B S / g l y c e r o l  1:1 ( v o l / v o l )  on 

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

I u s e d  a s e l e c t i o n  p r o c e d u r e  in w h i c h  P y 3 c e l l s  w e r e  

p l a t e d  a l t e r n a t e l y  for 18 h o u r s  in E C T  a n d  6 h o u r s  on 

f i b r o n e c t i n  in H H , u s i n g  c e l l s  m u t a g e n i z e d  w i t h  N - m e t h y l - N -  

n i t r o - N - n i t r o s o g u a n i d i n e  ( M N N G ) .  V a r i a n t s  w h i c h  r e m a i n e d  

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

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

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

t o  f i b r o n e c t i n .  ^ 5- - W h e n  t h e  n o n - a d h e r e n t

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

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

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

m o r p h o l o g y  ( a l l  r o u n d e d  c e l l s )  (Fig. 1). M u t a n t s  s t a y e d  in 

c l o s e  c o n t a c t ,  w h i l e  P y 3 p a r e n t a l  c e l l s  w e r e  m o r e  

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

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

( s e e  b e l o w ) .  S t a i n e d  m u t a n t  c e l l s  a p p e a r e d  to be  s m a l l  in 

s i z e ,  t h i s  m a y  b e  d u e  to t h e i r  c o m p l e t e  l a c k  of s p r e a d i n g .

T h e  r e s u l t s  of  t h i s  s e l e c t i o n  w e r e  s i m i l a r  to t h o s e  

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

a l ., 1985). No d i f f e r e n c e s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  b e t w e e n  the 

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

s e l e c t i o n s .  In o r d e r  to t e s t  w h e t h e r  th e  m u t a n t  a r o s e  

o n l y  o n c e  f r o m  p a r e n t a l  c e l l s ,  I r e c l o n e d  P y 3 in s o f t  

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

f r o m  t h i s  c l o n e .  S u b s e q u e n t l y ,  a f o u r t h  l i n e  n o n - a d h e r e n t  

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

(see F i g .  2 ). T h e  p h e n o t y p e  o f  al l  i s o l a t e s  h a s  p r o v e d  to
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F i g .  1 C l o n a l  m o r p h o l o g y  o f  v a r i a n t  in c u l t u r e

1. U p p e r  l e f t  p l a t e ,  P y 3  p a r e n t a l  c e l l s  

r i g h t :  V a r i a n t  c e l l s  

P h a s e  c o n t r a s t  

S c a l e  b a r  : 75 ^ m

L o w e r  l e f t  p l a t e ,  P y 3 p a r e n t a l  c e l l s

S c a l e  b a r :  50 ^ m

r i g h t  : V a r i a n t  c e l l s

s t a i n  C o o m a s s i e  b l u e

S c a l e  b a r :  100 jam
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F i g . 2 Shows derivative of all the lines

Selection (Variant)

Selection- - - - - - - ► P V t /o (Variant)MNNG, on Fn
12 passages ■Py

(Variant)3/1

Variant



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

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

f r o m  t h e i r  c u l t u r e  b y  a s h a r p  ta p  (no t r y p s i n  or E D T A  u s e d )  

in o r d e r  to m i n i m i s e  a n d  e l i m i n a t e  the g r o w t h  of 

r e v e r t  a n t s  .

In o r d e r  to r e l a t e  t h e  c o l o n y  m o r p h o l o g y  to cell

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

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

m e d i u m .  T h i s  w a s  r e c o r d e d  on v i d e o - t a p e  u s i n g  a 10 x 

o b j e c t i v e ,  a n d  a p h a s e - c o n t r a s t  i m a g e  so t h a t  the cell 

s u b s t r a t u m  c o n t a c t s  w i t h i n  f r a m e s  of the c e l l s  was  

r e c o r d e d .  W i l d  t y p e  c e l l s  s h o w e d  s o m e  m o v e m e n t  by  f i r s t  

p u t t i n g  o u t  s m a l l  p r o c e s s e s  a n d  t h e n  s p r e a d  (Fig. 3). 

D u r i n g  s p r e a d i n g  f i l o p o d i a  w e r e  s e e n  e x t e n d i n g .  D u r i n g  

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

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

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

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

or s i x  c e l l s  b e c a m e  a t t a c h e d  to e a c h  o t h e r .  T h e  m u t a n t s  

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

p a r e n t a l  c e l l s  (Fig. 4 ).

C h r o m o s o m e  n u m b e r

In o r d e r  to r u l e  ou t  the p o s s i b i l i t y  t h a t  the c l o n e s  

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

P y S  B H K  w i t h  c e l l  l i n e s  of n o n - a d h e r e n t  h y b r i d o m a  c e l l s  

m a i n t a i n e d  b y  o t h e r s  in t h i s  l a b o r a t o r y ,  and to t est

w h e t h e r  v a r i a n t s  m i g h t  be d e r i v e d  b y  c h r o m o s o m e  l oss f r o m
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F i g .  3 V i d e o  t a p e  r e c o r d i n g  s e q u e n c e s  o f  P y 3

in c u l t u r e

A. A t t a c h e d  c e l l s

B. F l a t t e n e d  m o r p h o l o g y ,  e x t e n d i n g  p r o c e s s e s

C. P a r t i a l l y  a n d  f u l l y  s p r e a d  c e l l s  

T i m e :  0, 1/2 h r ,  2 h o u r s

S c a l e  b a r :  50 jim



F i g .  4 V i d e o  t a p e  r e c o r d i n g  s e q u e n c e  o f  v a r i a n t

in c u l t u r e

A. A t t a c h e d  c e l l s

B . C e l l  d i v i d i n g

C. N o t e  d a u g h t e r  c e l l s  a d d e d

D . S m a l l  c o l o n i e s  f o r m e d  f r o m  5 or  8 c e l l s  

T i m e :  0, 2, 3, 7 h o u r s

S c a l e  b a r :  75 jim
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t he  p a r e n t a l  c e l l s ,  k a r y o t y p i n g  w a s  c a r r i e d  out. The 

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

( c a p i l l a r y  e n d o t h e l i u m )  w e r e  c o u n t e d  a n d  c o m p a r e d .  It wa s 

f o u n d  t h a t  t h e  c h r o m o s o m e  n u m b e r  of v a r i a n t s  w a s  the s a me  

as t h a t  o f p a r e n t a l  ( a b o u t  4 2 ) ,  the  S y r i a n  h a m s t e r  d i p l o i d  

n u m b e r  is 44. T h e  l o s s  o f c h r o m o s o m e s  m a y  be due  to the 

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

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

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

n u m b e r  is 4Ô, a l l  t e l o c e n t r i c  (Fig. 5 ). T h e r e f o r e  the 

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

In c o l l a b o r a t i v e  w o r k  w i t h  Dr M. F r i e d  at I m p e r i a l  

C a n c e r  R e s e a r c h  F u n d ,  th e e x p r e s s i o n  of p o l y o m a  T - a n t i g e n s  

w a s  d e t e c t e d  in b o t h  P y 3 a n d  m u t a n t s  b y  u s i n g  a n t i t u m o r  

s e r a  to i m m u n o p r e c i p i t a t e  T - a n t i g e n s  f r o m  c e l l s  l a b e l l e d
35"w i t h  S - m e t h i o n i n e . T h e s e  p r e c i p i t a t e s  s h o w e d  5 i d e n t i c a l

T - a n t i g e n  b a n d s  in S D S - P A G E ,  w h i c h  c o n f i r m s  t h at  m u t a n t s  

a r e  d e r i v e d  f r o m  P y 3.

M y c o p l a s m a  s c r e e n

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

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

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

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

c e l l  l i n e s ,  a m y c o p l a s m a  t e s t  w a s  c a r r i e d  out. Th e  c e l l s  

w e r e  s t a i n e d  w i t h  b i s b e n z i m i d  f l u o r o c h r o m e  ( H o e c h s t  3 3 2 5 8 ) .  

I f o u n d  t h a t  c e l l u l a r  D N A  y i e l d e d  h i g h l y  f l u o r e s c e n t  n u c l e i
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F i g .  5 K a r y o t y p i n g

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

( s e e m e  t h o d s ).

1. P y 3 c h r o m o s o m e  n u m b e r  is a b o u t  4 2

2. V a r i a n t  c h r o m o s o m e  n u m b e r  is a b o u t  4 2

3. m o u s e  c h r o m o s o m e  n u m b e r  is a b o u t  39

N o t e :  A L L  T E L O C E N T R I C  

S c a l e  b a r :  17 y i m
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b u t  n o  c y t o p l a s m i c  f l u o r e s c e n c e  w a s  d e t e c t e d .  T h i s  p r o v e d  

t h a t  t h e  n o n - a d h e r e n t  p r o p e r t y  o f  t he  m u t a n t  is n o t  d u e  to 

c o n t a m i n a t i o n  (Fi g.  6 ).

S e r u m  s p r e a d i n g  fac  t o r  a s s a y

S e l e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  in 10 % c a l f  s e r u m  w h i c h  

c o n t a i n s  d i f f e r e n t  a d h e s i v e  p r o t e i n s .  F i b r o n e c t i n  is no t

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

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

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

( B a r n e s  e_^ a^.* » 19 8 0).

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

u s i n g  a d s o r p t i o n  to g l a s s  b e a d s  ( s e e m e t h o d s  ) ( p l a t e  1 ).

T h e  a c t i v i t y  o f  t he  v i t r o n e c t i n  w a s  t e s t e d  a n d  c o m p a r e d  to 

t h a t  o f  f i b r o n e c t i n  ( F i g.  7). It w a s  f o u n d  t h a t  s p r e a d i n g

o f  p a r e n t a l  c e l l s  i n c r e a s e d  as th e  c o n c e n t r a t i o n  of

v i t r o n e c t i n  i n c r e a s e d ,  j u s t  as f or  f i b r o n e c t i n .  T h e s e  

f i n d i n g s  d i s a g r e e  w i t h  t h e r e p o r t  o f K n o x  ( 1 9 8 4 ) ,  w h o  f o u n d  

t h a t  P y  c e l l s  d i d  n o t  r e s p o n d  to h i s  70 K s p r e a d i n g  f a c t o r  

f r o m  s e r u m  w h i c h  w a s  p r o b a b l y  v i t r o n e c t i n .  T h e r e  is no 

m a r k e d  d i f f e r e n c e  in s p r e a d i n g  of P y 3 on c o v e r s  1 i p - c o a t e d  

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

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

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

d i d  n o t  r e s p o n d  to v i t r o n e c t i n .
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F i g . 6 D N A  n u c l e i  ( H o e c h s t  3 3 2 5 8 )

1. N u c l e i  o f  P y 3 c e l l s

I n t e r p h a s e  n u c l e i  c l e a r l y  s e e n  

S c a l e  B a r :  20

2. N u c l e i  o f  v a r i a n t  c e l l s

S c a l e  B a r :  20 yum

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

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

c o n t a m i n a t e d  w i t h  m y c o p l a s m a .
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Plate 1 SDS-PAGE gel

Track A standard

Track B bovine serum

Track C & E 30 pg, 20 jug vitronectin

respectively

Track D 20 /ig fibronectin
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Fig. 7 Spreading assay

Coverslips were coated either with vitronectin or 

fibronectin. Cells at 50 xlO cells/ml were plated, were 

incubated for 2 hours at 37 C, were fixed and coverslips 

were then stained with Coomassie blue. % cell spread was 

calculated.



C e l l  s p r e a d i n g  a s s a y

In o r d e r  to e v a l u a t e  c e 1 1 - s u b s t r a t u m  s p r e a d i n g ,  P y3  

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

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

v i t r o n e c t i n ,  p o l y l y s i n e ,  p o l y h i s t i d i n e  or Co n  A, i n c u b a t e d  

f or  2 h o u r s  at 3 7 ^ C , a n d  t h e n  w e r e  f i x e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  

C o o m a s s i e  b l u e  ( s e e  m e t h o d s )  ( T a b l e  I, F i g,  8). V a r i a n t s  

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

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

or o n  p o l y - L - l y s i n e .

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

p r o c e s s e s ,  w h i l s t  p a r e n t a l  c e l l s  w e r e  w e l l  s p r e a d .  No 

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

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

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

b e l o w ) .

E f f e c t  o f  M n  on c e l l  s p r e a d i n g

It h a s  b e e n  f o u n d  b y  v a r i o u s  w o r k e r s  t h a t  M n ^ * i o n s  

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

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

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

c e l l  m o t i l i t y  ( R a b i n o v i t c h  & De S t e f a n o ,  1973j G r i n n e l l ,  

1 9 8 4 ).  T h e  e f f e c t  of  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f d i v a l e n t  

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

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

D e s p i t e  th e  v a r i a n t s ' f a i l u r e  to s p r e a d  on p r o t e i n - c o a t e d
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T a b l e  1. E f f e c t  o f  v a r i o u s  m a c r o m o l e c u l e s  on the s p r e a d i n g  

o f  P y B H K  a n d  v a r i a n t  c e l l s .

S u b s  t r a t e C o n e  
/ig /ml

% c e l l s s p r e a d

P y 3 V a r  1 V a r 2

S e r u m 10% 68, 65, 60 3, 3, 6 3, 5, 3

F i b r o n e c t i n 25 88, 82, 84 6, 3, 5 4, 5, 3

V i t r o n e c t  in 25 77, 83, 75 4, 4, 7 4, 4, 6

P o l y - l y s i n e 10 68, 69, 65 4, 2, 5 3, 3, 5

P o l y - h i s t i d i n e 100 84 , 85, 79 3, 3, 7 4, 4, 8

C o n c a n a v a l i n  A 50 87, 85 , 80 5, 4, 7 4, 5, 9

C e l l s ,  5 x l O ^  c e l l s / m l ,  w e r e  p l a t e d  on p r e c o a t e d  

c o v e r s l f p s  w i t h  p r o t e i n s  as i n d i c a t e d  a b o v e .  T he  c o v e r s l i p s  

w e r e  i n c u b a t e d  at 37 C for  t w o  h o u r s  a n d  th e c e l l  s p r e a d  

w a s  s c o r e d  ( T H R E E  E X P E R I M E N T S ) .



F i g .  8 C e l l s  s p r e a d i n g  a s s a y

A. O n  f i b r o n e c t i n

C o v e r s l i p s  w e r e  c o a t e d  w i t h  25 yig /ml  f i b r o n e c t i n

in  H a n k s  h e p e s  . C e l l s  at 5 x l O  c e l l s  /ml w e r e

p l a t e d  a n d  t h e n  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 h o u r s  at 
o37 C. C e l l s  w e r e  f i x e d  a n d  s t a i n e d .

1. P y 3 c e l l s  w e r e  w e l l  s p r e a d  

S c a l e  B a r :  4 5  ^ m

2. V a r i a n t  1, f e w  c e l l s  p a r t i a l l y  s p r e a d  

S c a l e  B a r :  l O O ^ m

3. V a r i a n t  2, n o t e  h a l o  o f  f i n e  p r o c e s s e s .  

S c a l e  B a r :  I 0 0 yim

C o o m a s s i e  s t a i n
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B . O n  p o l y - L - l y s  in e

C o v e r s l i p s  w e r e  c o a t e d  w i t h  10 y ug / ml  p o l y - L - l y s i n e  

in H a n k s  H e p e s  f o r  h o u r  a n d  c e l l s  w e r e  t h e n  

i n c u b a t e d  f o r  2 h o u r s .

1. P y 3 s p r e a d  

S c a l e  B a r :  45  yum

2. V a r i a n t  1, m a n y  c e l l s  a t t a c h e d ,  

f e w  p a r t i a l l y  s p r e a d .

S c a l e  B a r :  100 y um

3. V a r i a n t  2, n o t e  f i n e  p r o c e s s e s .  

S c a l e  B a r :  100 yum

C o o m a s s i e  s t a i n
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T a b l e  2. E f e c t  of  M n  o n th e  s p r e a d i n g  of P y 3 a n d  v a r i a n t  

c e l l s  on c l e a n  p l a s t i c  s u r f a c e .

M e d i u m % c e l l s  s p r e a d

P y 3 V a r  1 V a r 2

D i v a l e n t - f r e e 45, 50 35, 37 33, 28

10 M  M n 63, 58 40, 43 44, 4 1

1 0 ' ^ M M n 60, 65 4 4, 46 45, 40

1 0'^ M  M n 69, 63 49, 53 47, 43

10*^ M  M n 54, 50 30, 35 29, 35

C e l l s  w e r e  s c o r e d  a f t e r  90 m i n u t e s  i n c u b a t i o n  ( T W O 

E X P E R I M E N T S ) .



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

p l a s t i c  s u r f a c e .  M n i n c r e a s e d  the p e r c e n t a g e  o f s p r e a d i n g  

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

t h i s  s u r f a c e .  It a p p e a r e d  t h a t ,  in a ll c a s e s ,  Mn  w a s
- A  — 3

o p t i m a l l y  e f f e c t i v e  at 1 0 ^  M, w h i l e  10 M  w a s  f o u n d  to be

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

cells.

T h e  d i f f e r e n c e  in s p r e a d i n g  b e t w e e n  th e m u t a n t s  a n d 

P y 3 c e l l s  is l e s s  m a r k e d  on p l a s t i c  t h a n  p r o t e i n -

c o a t e d  s u r f a c e s  (Fig. 9), b u t  is n o t  a b o l i s h e d  e v e n  at

o p t i m u m  M n .

P y 3 c e l l s  w e r e  a b l e  to a t t a c h  a n d  s p r e a d  in h i g h

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

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

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

c o n c e n t r a t i o n  o f  M n  ( T a b l e  3).

O n  p o l y l y s i n e  c o a t e d  t i s s u e  c u l t u r e  p l a s t i c ,  Mn 

i n c r e a s e d  spr''eading o f  w i l d  t y p e  as o n f i b r o n e c t i n ,  w h i l e

t h a t  o f  m u t a n t s  r e m a i n e d  l o w  ( T a b l e  4).

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

m e a s u r e  t h e  s p r e a d  a r e a  of s t a i n e d  c e l l s .  A d i g i t i z e r  

i n t e r f a c e  to a m i c r o — c o m p u t e r  w a s  u s e d  to m o n i t o r  the

d e g r e e  of s p r e a d i n g  of  a n u m b e r  of  c e l l s .  T a b l e s  5 & 6 

s h o w  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d .
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F i g .  9 C e l l  s p r e a d i n g  a s a y  o n  c l e a n  p l a s t i c  

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

A. P y 3 c e l l s  s p r e a d  

S c a l e  B a r :  50 

C o o m a s s i e  s t a i n

B. V a r i a n t  c e l l s ,  n o t e  s p r e a d  c e l l s ,  

s o m e  r e m a i n e d  r o u n d e d  

P h a s e  c o n t r a s t  

S c a l e  B a r ;  50 yum



T a b l e  3. E f f e c t  o f M n  on  t h e  s p r e a d i n g  of P y 3 a n d  v a r i a n t  

c e l l s  o n p l a s t i c  s u r f a c e  c o a t e d  w i t h  25 p g  /ml 

f i b r o n e c t i n .

M e d i u m % c e l l s  s p r e a d

P y 3 V a r  1 V a r 2

D i v a l e n t - f r e e 82, 84 7, 9 9, 8

l O ' ^ M  M n 80, 78 13, 16 14, 15

10 M  M n 83, 8 1 20, 25 22, 19

I 0 ^  M  M n 80, 84 35, 32 33, 36

i d ^  M  M n 79, 73 30, 33 32, 29

C e l l s  w e r e  s c o r e d  a f t e r  90 m i n u t e s  i n c u b a t i o n  

( T W O  E X P E R I M E N T S ) .
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T a b l e  4. E f f e c t  o f M n  on t he  s p r e a d i n g  of P y 3 a n d  v a r i a n t  

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

( 25 /ig /m l) .

M e d  i u m % c e l l s  s p r e a d

P y 3 V a r  I V a r 2

D i v a l e n t - f r e e 68, 64 6, 4 5, 6

1 0 ^  M  M n 58, 56 15, 17 14, 16

I M  M n 65, 63 30, 34 32, 36
-410 M  Mn 76, 78 40, 38 35, 39

1 d ^  M  M n 62, 60 36, 38 34, 32

C e l l s  w e r e  s c o r e d  a f t e r  90 m i n u t e s  ( T W O  E X P E R I M E N T S ) .



T a b l e  5. E f f e c t  o f M n  on  c e l l  a r e a s

G l a s s  s u r f a c e
M e a n  s p r e a d a r e a

Py 3 V a r i a n t

D i v a l e n t  f r e e 14 1.3 3 9 . 5

1 (f ̂  M  M n 9 3 . 9 42. 1
_4

F i b r o n e c t i n  + 10 M M n 1 6 9. 6 4 0 . 3

* P i c t u r e  c e l l s  at x 2 5  .

T a b l e  6. E f f e c t o f M n on c e l l  a r e a s

P l a s t i c  s u r f a c e
M e a n  S p r e a d A r e  a

P y 3 V a r i a n t

D i v a  l e n t  f r e e 33 2 6 . 4

10 M  M n 2 6 . 3 2 2. 4

F i b r o n e c t i n  (25 yig /ml ) 3 5 . 9 19.2

F i b r o n e c t i n  + 10 M Mn 35. 1 2 1.8

* P i c t u r e  c e l l s at X 1 0 ,



On  c l e a n  g l a s s ,  w h e r e  no d i v a l e n t  m a n g a n e s e  ions w e r e  

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

p r o d u c e d  o n l y  p r o c e s s e s .  On  t he s a m e  s u r f a c e ,  M n ions at 

10 M  d i d  n o t  i n c r e a s e  the s p r e a d  a r e a  of w i l d  t y p e  c e l l s ,

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

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

On  f i b r o n e c t i n - c o a t e d  g l a s s ,  t he  s p r e a d  a r e a  of w i l d  

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

m u t a n t s  s h o w e d  n o  i n c r e a s e  ( T a b l e  5).

On t i s s u e  c u l t u r e  g r a d e  p o l y s t y r e n e ,  w h e r e  no 

d i v a l e n t  w a s  a d d e d ,  P y 3 c e l l s  w e r e  s p r e a d  w h i l e  the  m u t a n t s  

s h o w e d  a p r o p o r t i o n  o f s p r e a d i n g .  On  t he s a m e  s u r f a c e ,  Mn 

i o n s  at 10 M  d i d  n o t  i n c r e a s e  s p r e a d  a r e a  of  w i l d  t y p e  

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

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

a r e a  o f  w i l d  t y p e  w a s  o b s e r v e d  in p r e s e n c e  o f M n , w h i l e  the 

s p r e a d i n g  a r e a  o f  m u t a n t s  r e m a i n e d  l o w  ( T a b l e  6).

A d h e s i o n  u n d e r  f 1 o w  c o n d i t i o n

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

l i f e t i m e  o f  its c o l l i s i o n  w i t h  the s u r f a c e  to e s t a b l i s h

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

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

p u l s a t i l e  f l o w .  U n d e r  t h i s  c o n d i t i o n ,  the f l o w  s h o u l d  be 

l a m i n a r .  T h e  r e a s o n  for  u s i n g  t h i s  a s s a y  to m i n i m i z e  the 

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

a c t i v i t i e s  o f  th e c e l l s .
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T h e  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  k e p t  on ice a nd  w e r e  

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

w e r e  p e r f u s e d  t h r o u g h  th e c h a m b e r  a n d  the k i n e t i c s  of 

3 - t t a c h m e n t  to th e  l o w e r  s u r f a c e  of th e f l o w  c h a m b e r  w e r e  

d e t e r m i n e d  as d e s c r i b e d  in M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .

V e r y  m a r k e d  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  v a r i a n t s  

a n d  p a r e n t a l  l i n e s  in a d h e s i o n  to f i b r o n e c t i n  (6 f o ld ) 

(F ig . 10 ) to s e r u m  (3 f o l d )  (Fig. II ), a nd  to f i b r o n e c t i n  

d e p l e t e d  s e r u m  (3 f o l d )  (F ig .  12 ). H o w e v e r  all t h r e e  

l i n e s  a d h e r e d  w i t h  e q u a l  p r o b a b i l i t y  to p o l y - l y s i n e  (Fig. 

13 ), e v e n  w h e n  p o l y - l y s i n e  w a s  d i l u t e d  w i t h  B S A  ( 10 0

m g / m l )  (F ig .  14 ) or t h e f l o w  r a t e  i n c r e a s e d  (Fig. 15). T he

v a r i a n t s  t h e r e f o r e  a d h e r e  w e l l  to o ne of the s u r f a c e s  

( p o l y l y s i n e )  on w h i c h  t h e y  a re  u n a b l e  to s p r e a d .

P y 3 c e l l s  w e r e  r a r e l y  s e e n  to r o l l  a l o n g  the c h a m b e r  

w a l l  on a n y  s u s t r a t e s .  C o n t a c t  s e e m e d  a l w a y s  to l e a d  to an 

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

c e l l s  r o l l i n g  on s e r u m  t h a n  f i b r o n e c t i n .  I n i t i a l l y  P y3  

c e l l s  on c o a t e d  s u r f a c e s  w e r e  r o u n d e d ,  b u t  a f t e r  2 0 minutes 

t h e y  s t a r t e d  to f l a t t e n ,  a l t h o u g h  as e x p e c t e d ,  the mutant 

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

a l o n g  t h e  c h a m b e r  w a l l  at s l o w  f l o w  r a t e .

It m i g h t  be e x p e c t e d  t h a t  a t t a c h m e n t  in the flow 

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

t h i s ,  w i l d  t y p e  c e l l s ,  P y 3 , w e r e  t r e a t e d  w i t h  inhibitors 

s u c h  as c y t o c h a l a s i n  or E H N A  (see m a t e r i a l s  and methods).
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Fig.1 0  Adhesion of Py^ and variant cells In 
F. chamber coated with fibronectin 
(25;jg/ml)
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F i g , 11 Adhesion of Py^ and variant cells in 
flow chamber coated with 10% serum
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Flg . i2 Adhésion of Py^ and variant cells 
in flow chamber-coated with 
fibronectin depleted serum
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Fig,13 Adhesion of Py^ and variant cells in 
flow chamber coated with poly-lyslne 
(25>ig/ml)
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F ig .14 Adhesion of parental and variant ceils 
in flow chamber coated with poly-lysine 
diluted with BSA
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F i g . 15 Adhesion of Py^ and variant cells in 
flow chamber coated with poly-lysine 
(25jjg/ml) when flow rate increased
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a n d  t h e i r  a b i l i t y  to a d h e r e  to s u r f a c e  c o a t e d  w i t h  s e r u m  or 

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

t h a t  t h e  i n h i b i t o r s  d e c r e a s e d  a d h e s i o n  in the f l o w  

c h a m b e r  b y  a l m o s t  5 0 %  in c o m p a r i s o n  to u n t r e a t e d  c e l l s  

( F i g .  16 ). T h i s  w a s  n o t  t h e  e x p e c t e d  r e s u l t  and is

d i s c u s s e d  f u r t h e r  b e l o w .

C e l l  a t t a c h m e n t  a s s a y

A  c o n v e n t i o n a l  ( s t a t i c )  a d h e s i o n  a s s a y  w a s  c a r r i e d

o u t  in o r d e r  to t e s t  the s e n s i v i t y  of a d h e s i o n  to 

i n h i b i t i o n  b y  c y t o c h a l a s i n  B. L a b e l l e d  p a r e n t a l  c e l l s ,  Py3, 

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

T h e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  the a d h e r i n g  Py3 c e l l s  

w a s  d e t e r m i n e d  as d e s c r i b e d  in M a t e r i a l s  an d  M e t h o d s .

T h e  a b i l i t y  of P y 3 c e l l s  to a d h e r e  to s u r f a c e s  c o a t e d

w i t h  s e r u m  or f i b r o n e c t i n  w a s  c o m p a r e d .  It w a s  f o u n d  t hat

th e  e x t e n t  of a d h e s i o n  w a s  d e c r e a s e d  as the c y t o c h a l a s i n

w a s  i n c r e a s e d  (Fig. 17 ), the m a x i m u m  i n h i b i t i o n  was

a b o u t  70%. T h e s e  r e s u l t s  w e r e  t h e r e f o r e  s i m i l a r  to t h o s e  

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

T e s t  o f  c y t o s k e l e t a l  a c t i v i t y : .  F I T C  C o n  A c a p p i n g

T h e r e  is no s i n g l e  a s s a y  w h i c h  m i g h t  a l l o w  one to 

t'e s t t h e  f u n c t i o n a l  s t a t u s  of all c o m p o n e n t s  of the

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

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

m i c r o f i l a m e n t s  a n d  m i c r o t u b u l e s  ( N i c h o l s o n ,  1976). T h u s  the

8 1



Flg.^6a)Effect of Inhibitors on adhesion 
of Py^ In F.chamber-coated with 
10% serum
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m i n u t e s  at r o o m  t e m p e r a t u r e .  T r e a t e d  c e l l s  

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

as u n t r e a t e d  c e l l s .



Flg.^6b)Effect of Inhibitors on adhesion of 
PV3 In F.chamber-coated with Fn 
(25jjg/ml)
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Fig.^/ajEffect of Cyt 6 on adhesion of Py, 
on coversllp coated with 10% serum
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P y 3  c e l l s  w e r e  l a b e l l e d  w i t h  [^ H  ] t h y m i d i n e  at 5 y i C i / m l  

C e l l s  w e r e  t h e n  t r e a t e d  w i t h  c y t c c h a l a s i n  B at a r a n g e  of 

c o n c e n t r a t i o n s ,  w e r e  p l a t e d  on c o v e r s  lips c o a t e d  w i t h  10% 

s e r u m  a n d  w e r e  i n c u b a t e d  at 37 for 90 m i n u t e s .

T h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  c o u n t e d  ( se e  m e t h o d s ) .



Flg.$7b)Effect of Cyt B on adhesion of 
Py^ on coversllp coated with 
flbronectln (25jjg/ml)
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P y 3  c e l l s  w e r e  l a b e l l e d  w i t h  [ H ] t h y m i d i n e  at

5 ^ C i  /ml. C e l l s  at 5 x 10^ c e l l s / m l  w e r e  t r e a t e d

w i t h  c y t o c h a s i n  B at a r a n g e  of  c o n c e n t r a t i o n s ,  w e r e

p l a t e d  o n  c o v e r s l i p s  c o a t e d  w i t h  25 jjg/ml f i b r o n e c t i n
o

a n d  w e r e  i n c u b a t e d  at 37 C for 90 m i n u t e s .

T h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  c o u n t e d  as d e s c r i b e d  in m e t h o d s



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

I n d i c a t i o n  of t h e  f u n c t i o n a l i t y  of s o m e  of its m o s t  

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

W h e n  t h e  a b i l i t y  o f  P y 3  a n d  v a r i a n t s  to c a p  F I T C  C o n  

A w a s  c o m p a r e d ,  it w a s  f o u n d  t h a t  b o t h  Py3 a n d  v a r i a n t  

c e l l s  c o u l d  f o r m  c a p s  ( P l a t e  2 ). T h e  e x t e n t  of c a p p i n g  w a s  

q u i t e  s i m i l a r  in P y 3  a n d  v a r i a n t  c e l l s .  T h u s  no  d i f f e r e n c e  

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

S c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  o b s e r v â t  ions

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

b e l i e v e d  to be m a d e  b y  n u m e r o u s  f i l o p o d i a  f o l l o w e d  

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

( H e a t h  & D u n n ,  1978) to f l a t t e n  d o w n  t h e  c e l l  o n t o  the 

s u b s t r a t u m .  S E M  p r o v i d e s  a m o r e  e f f e c t i v e  m e a n s  of 

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

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

P y 3 a n d  v a r i a n t  c e l l s  w e r e  s e e d e d  on c o v e r s l i p s  

c o a t e d  w i t h  p o l y - L - l y s i n e  (see M a t e r i a l s  & M a t h o d s ) .  

F o l l o w i n g  i n i t i a l  a t t a c h m e n t  a n d  s p r e a d i n g  a f t e r  30, 60, 90 

m i n u t e s  i n c u b a t i o n ,  P y 3 c e l l s  e x h i b i t  a f l a t t e n e d  

a p p e a r a n c e  w i t h  l i t t l e  b l e b s .  In p l a t e  (3) P y 3 c e l l s  in 

v a r i o u s  s t a g e  o f  s p r e a d i n g  m a y  be  s e e n  a n d  t h o s e  in the 

e a r l y  s t a g e s  o f  th e  p r o c e s s  p o s s e s s  m a n y  f i l o p o d i a .  V a r i a n t  

c e l l s  ( P l a t e  4 ) w e r e  b l e b b e d ,  t h e i r  s u r f a c e s  w e r e  c o v e r e d

w i t h  m i c r o v i l l i  a n d  in o n e  c a s e  a s m a l l  p r o c e s s  r e s e m b l i n g
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P l a t e  2 F I T C - C o n  A c a p p i n g

C e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  50 ^ g m / F I T C - C o n  A in P B S

fo r  15 m i n u t e s  at 4 ^ ,  a f t e r  w h i c h  t h e  l e c t i n - t r e a t e d  

s a m p l e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  to 37 ^C f o r  60 m i n u t e s  

( s e e  m e t h o d s ).

P l a t e  2 A P y 3 c e l l s

1. P a t c h i n g ,  n o t e  s p r e a d  c e l l ,  a f t e r  30 m i n u t e s

2. C a p s ,  a f t e r  60 m i n u t e s  

S c a l e  B a r :  50 yim



1



Ê l f V a r i a nt J_

C a p s  c l e a r l y  s e e n ,  

a f t e r  60 m i n u t e s .  

S c a l e  B a r  î 50 jum



M



1



P l a t e  3 S c a n n i n g  m i c r o g r a p h s  o f  P y 3 c e l l s

1. N o t e  t h e  f l a t t e n e d  a p p e a r a n c e  o f  P y 3 

c e l l s ,  a n d  b l e b b e d  r o u n d e d  c e l l .

2. F l a t t e n e d  a p p e a r a n c e  o f  t h e  s p r e a d  c e l l .  

N o t e  a d e a d  c e l L  S u r f a c e  c r a c k i n g  d u e  to 

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

S c a l e  b a r  : 10 yum



1

s.



P l a t e  4 S E M  m i c r o g r a p h s  o f  V a r i a n t s

P l a t e  4 A V a r i a nt  2

B l e b b e d  a n d  m i c r o v i l l o u s  r o u n d e d  c e l l s  

N o t e  t h e  p r o c e s s ,

S c a e  b a r :  10 yum





P l a t e  4 B  V a r i a n t  2

R e m a i n e d  r o u n d e d ,  e x t e n d i n g  f i n e  s p i k e s ,  

m i c r o v i l l o u s  c e l l s .

S c a l e  b a r :  10 yum





a n u r o p o d  w a s  e x t e n d e d .

D i s t r i b u t i o n  of f - a c t i n  d u r i n g  c e l l  s p r e a d i n g  on f i b r o n e c t i n

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

d e t e c t e d  u s i n g  N B D - P h a l l a c i d i n , a s p e c i f i c  f l u o r e s c e n t  

l a b e l  f o r  f - a c t i n  ( B a r a k  e £  aj^. , 1 9 8 0 ) . P y 3  c e l l s  g a v e  a 

s i m i l a r  s t a i n i n g  p a t t e r n  to t h a t  d e s c r i b e d  b y  L a z a r i d e s  

( 1 9 7 5 )  a n d  C o n n o l l y  et a l . ( 1 9 8 1 ) ,  d e v e l o p i n g  s t r e s s  f i b e r s  

w h e n  f u l l y  s p r e a d  ( P l a t e  5 ).

D u r i n g  s p r e a d i n g  in the p r e s e n c e  of f i b r o n e c t i n ,  I 

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

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

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

c o n t a i n i n g  f i l o p o d i a  ( P l a t e  5) b e c a u s e  i n i t i a l  c o n t a c t s  

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

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

V a r i a n t  c e l l s  f o r m e d  a f l u o r e s c e n t  rin g ,  f l u o r e s c e n t  

s t a i n  a l s o  a c c u m u l a t e d  in c o n t a c t  a r e a s  of c e l l s  and e v e n  

in t h o s e  w h i c h  d e v e l o p e d  p r o c e s s e s  or p a r t i a l l y  s p r e a d .  No 

f i l o p o d i a  w e r e  s e e n  in t h e s e  c e l l s .  I a s s u m e  f - a c t i n  is 

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

at c e l l - c e l l  c o n t a c t  a r e a s  ( P l a t e  6 ).
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F a i t e  5 A c t i n  d i s t r i b u t i o n  in P y 3 c e l l s

A. S t r e s s  f i b r e s  d i s p l a y  in P y 3 ,  

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

B. N o t e  s h o r t  h a i r  l i k e  p r o c e s s e s  

S c a l e  B a r :  20



A
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P l a t e  6 A c t i n  d i s t r i b u t i o n  in V a r i a n t s

P l a t e  6 A V a r i a n t  J_

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

N o t e  a c t i n  s t a i n  in c o n t a c t  a r e a s  

S c a l e  B a r  ; 50  yum



1



P l a t e  6 B  V a r i a n t  2.

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

o f  f - a c t i n .

N o t e  d i v i d i n g  c e l l .

S c a l e  B a r :  50 yum



v '  -

u



£ l  the. n e u t r a l  d e t e r g e n t - i n s o l u b l e  f r a c t i o n  of 

p a r e n t a l  a n d  v a r i a n t  c e l l s  b y  S D S - P A G E

T r e a t m e n t  o f  c e l l s  in v i t r o  w i t h  a n o n — i o n i c  

d e t e r g e n t  ( T r i t o n  X - I O O )  f o l l o w e d  b y  v a r i o u s  h i g h  i o n i c  

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

r e s i d u e  a t t a c h e d  to the c u l t u r e  d i s h  s u b s t r a t u m  ( H y n e s  et 

, 1 9 7 6 ) .  S u c h  r e s i d u e s  u s u a l l y  c o n t a i n  g l y c o p r o t e i n s .

P y 3  a n d  v a r i a n t  c e l l s  w e r e  u s e d  in the p r e s e n t  s t u d y  

u s i n g  a s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p r o t o c o l  f r o m  H y n e s  et a l . ( 1 9 7 6 )  

( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  for e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e ) .  Th e  

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

w a s  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E .

P y 3 c e l l s  ( c o n f l u e n t  c u l t u r e )  d e t a c h  u s u a l l y  as a 

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

a d h e s i o n  is m a i n t a i n e d .  T h i s  is s i m i l a r  to the f i n d i n g s  of 

E d w a r d  a n d  D y s a r t  ( 1 9 8 0 )  on c o n f l u e n t  c u l t u r e s  of B H K  21 -  

0 1 3  c e l l s  f o l l o w i n g  e x t r a c t i o n  w i t h  n o n - i o n i c  d e t e r g e n t .  

P l a t e  (7a) s h o w s  t h e  i n s o l u b l e  r e s i d u e s  of P y 3 a n d  v a r i a n t  

c e l l s  a n a l y z e d  b y  S D S - P A G E  gel s .  Th e  b a n d s  w h i c h  a r e  

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

a n d  o t h e r s .  T r a c k  B r e f e r s  to Py3, t r a c k s  C a n d  D r e f e r  to 

V a r 1 a n d  V a r 2  r e s p e c t i v e l y .  T w o  s t r o n g  'staining b a n d s  a r e  

p r e s e n t  in t r a c k  C, o n e  at 43 K d a l t o n ,  a n d  the o t h e r  at 62 

K d a l t o n ,  l i g h t e r  l a b e l l e d  bands at 75 Kd w e r e  a l s o

o b s e r v e d .
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P l a t e  7 A s h o w s  t h e  i n s o l u b l e  r e s i d u e s  of P y 3 

a n d  v a r i a n t  c e l l s  a n a l y z e d  b y  

S D S - P A G E  g e l s

T r a c k  A S t a n d a r d

T r a c k  B P y 3

T r a c k  C V a r i a n t  I

T r a c k  D V a r i a n t  2

A r r o w s  i n d i c a t e  th e  m a j o r  c o m m o n  p r o t e i n s  

c o n s i s t e n t l y  d e t e c t e d  in b o t h  v a r i a n t s  a n d  P y 3 .

G e l  6 - 1 0 % ,  C o o m a s s i e  s t a i n .

C e l l s  w e r e  w a s h e d  t w ice in H a n k s  H e p e s  

c o n t a i n i n g  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  (see m e t h o d s )  for 

15 m i n u t e s .  Cel l s  w e r e  then i n c u b a t e d  in 1% T r i t o n  

a l s o  c o n t a i n i n g  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  for 10 m i n u t e s .

T h e  i n s o l u b l e  r e s i d u e  w a s  t r e a t e d  w i t h  0.1 m g / m l  

D N A s e  in 0 . 5 %  T r i t o n ,  10 m M  M g C l ^ ( T r i s  b u f f e r e d )  

for 10 m i n u t e s ,  t h e n  w i t h  1.5 KC l  for f u r t h e r  

10 m i n u t e s .  A f t e r  a r i n s e  w i t h  HH, the i n s o l u b l e  

w a s  s o l u b i l i z e d  in b o i l i n g  m i x .
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T r a c k  D r e v e a l s  a s i m i l a r  l a b e l l i n g  p a t t e r n .  T r a c k  B is 

P y 3  c e l l s  a n d  r e v e a l s  the p r e s e n c e  of a 43 Kd b a n d  a n d  two  

o t h e r  b a n d  o n e  at 62 Kd a n d  the s e c o n d  at 75 K d a l t o n .  

B a n d s  in t h e  r a n g e  12- 3 0  K d a l t o n  w e r e  a l s o  o b s e r v e d .

P l a t e  (7b) is the s a m e  gel as in p l a t e  (7a) b u t  

s t a i n e d  w i t h  s i l v e r .  A l l  the b a n d s  o b s e r v e d ,  w e r e  the s a m e  

as t h o s e  d i s c u s s e d  a b o v e .

S t a i n i n g  o f d e t e r g e n t  s o l u b l e  f r a c t i o n s  o f Py3 an d  v a r i a n t s  

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

P l a t e  (8 a) r e p r e s e n t s  the T r i t o n - s o l u b l e  f r a c t i o n s  of 

P y 3 a n d  v a r i a n t  c e l l s  ( t r a c k s  A to C). P o l y p e p t i d e s  a r e  

p r e s e n t  in the T r i t o n — s o l u b l e  f r a c t i o n s  of the C o o m a s s i e  

s t a i n e d  g e l .

P l a t e  (8b) c o r r e s p o n d s  to the a u t o r a d i o g r a p h  of  p l a t e  

(8 a) a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  i o d i n a t e d  C o n  A. T r a c k  C s h o w s  a 

43  K d a l t o n  l a b e l l e d  b a n d  as w e l l  as s e v e r a l  o t h e r s ,  a 

l i g h t e r  l a b e l l e d  b a n d  at 27 K d , w i d e  l a b e l l e d  r e g i o n  58 - 

70 Kd  a n d  d i s t i n c t  l a b e l l e d  b a n d  at 90 K d . T r a c k  B, P y 3 ,  

t r a c k  D, V a r 2 ,  r e v e a l  a v e r y  s i m i l a r  l a b e l l e d  p a t t e r n .

P l a t e  (8c) c o r r e s p o n d s  to the p l a t e  (8a) a f t e r  

t r e a t m e n t  w i t h  s i l v e r  s t a i n i n g .  A l l  t h r e e  t r a c k s  r e v e a l e d  

t h e  s a m e  l a b e l l e d  p a t t e r n .
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P l a t e  7 B S i l v e r  s t a i n e d  S D S - P A G E  g e l  o f  

d e t e r g e n t  i n s o l u b l e  r e s i d u e s

T r a c k  A 

T r a c k  B 

T r a c k  C 

T r a c k  D

S t a n d a r d

P y 3

V a r i a n t  1 

V a r  i an t 2



A B c D

2 2 0

/35
126

b O

4 6

I

6 n
VA

I f ’f i  ^ *

2 1

-  jlM



P l a t e  8 A S h o w s  th e  d e t e r g e n t  s o l u b l e  f r a c t i o n s  

of P y 3 a n d  v a r i a n t s  a n a l y z e d  b y  

S D S - P A G E .

T r a c k  A 

T r a c k  B 

T r a c k  C 

T r a c k  D

P y 3

V a r  i a n t  1 

V a r i a n t  2 

S t a n d a r d

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

d e t e c t e d  in b o t h  v a r i a n t s  a n d  p a r e n t a l  c e l l s .
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P l a t e  8 B A u t o r a d i o g r a p h  o f  I - C o n A  t r e a t e d  

S D S - P A G E  g e l  of  t h e  d e t e r g e n t  

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

T r a c k A S t a n d a r d

T r a c k B P y 3

T r a c k C V a r i a n t  1

T r a c k D V a r i a n t  2

T r a c k E S t a n d a r d
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P l a t e  8 C S i l v e r  s t a i n e d  S D S - P A G E  g e l  of  

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

T r a c k  A S t a n d a r d

T r a c k  B P y 3

T r a c k  C V a r i a n t  1

T r a c k  D V a r i a n t  2
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In t h i s  s t u d y ,  no d i f f e r e n c e s  in b a n d s  h a v e  b e e n  

o b s e r v e d  b e t w e e n  d e t e r g e n t - i n s o l u b l e  r e s i d u e s  of Py 3  a n d 

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

cells .

G l y c o p e p t  ide a n a l y s i s

In c a l i a b o r a t i o n  w i t h  Dr. R.C. H u g h e s  ( M i l l  H i l l ) ,  the 

r e s u l t s  of f r a c t i o n a t i o n  of [^H] m a n n o s e - 1a b e 11 ed

g l y c o p e p t i d e  on c o n c a n a v a l i n  A s e p h a r o s e  w e r e  a n a l y z e d .  T w o  

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

( P y 3  a n d  two v a r i a n t s )  w e r e  c a r r i e d  out w i t h  e s s e n t i a l l y

i d e n t i c a l  r e s u l t s  an d  in all c a s e s  the r a d i o a c t i v i t y  

r e c o v e r e d  f r o m  the c o l u m n s  r e p r e s e n t e d  7 3 - 8 7 %  of th e

r a d i o a c t i v i t y  a p p l i e d .

T h r e e  m a j o r  f r a c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d .  F r a c t i o n  A w a s  

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

a f f i n i t y  for C o n  A. F r a c t i o n  B s h o w e d  w e a k  a f f i n i t y  for C o n  

A a n d  r e p r e s e n t s  b i - a n t e n n a r y  N - g l y c a n s .  F r a c t i o u  C is the 

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

g l y c a n s  .

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

g e l  f i l t r a t i o n .  A p e a k  of [^H] m a n n o s e  r a d i o a c t i v i t y  of all 

t h r e e  c e l l  l i n e s  w a s  e l u t e d  f r o m  B i o g e l  P 6 in a p o s i t i o n  

e x p e c t e d  for tri, a n d  t e t r a  an d  m o r e  h i g h l y  b r a n c h e d  N- 

g l y c a n s .  P r o p o r t i o n s  of r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  in f r a c t i o n  A 

of P y 3 ,  m u t a n t  1 an d  m u t a n t  2, as e s t i m a t e d  b y  B i o g e l  P 6
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c h r o m a t o g r a p h y ,  w e r e  11%, 19% a n d  14% r e s p e c t i v e l y .

T h e  b e h a v i o u r  of the h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  N - g l y c a n s  

o n  L e n t i l  1 e c t i n - s e p h a r o s e  w a s  e x a m i n e d .  L e n t i l  l e c t i n  

s h o w s  s p e c i f i c i t y  for h i -  or t r i - a n t e n n a r y  N - g l y c a n s  t h a t  

C a r r y  a f u c o s e  r e s i d u e .  C o r e  f u c o s y l a t e d  b i - a n t e n n a r y  N — 

g l y c a n s  s h o w  h i g h  a f f i n i t y  for t his l e c t i n ,  as do t r i — 

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

s e q u e n c e s  l i n k e d  B 1  ^ 2 a n d  B 1 , 6 to the c o r e  — m a n n o s y l

r e s  i d u e s .

T h e  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  in the f r a c t i o n  B, o b t a i n e d  

f r o m  e a c h  c e l l  l i n e  w a s  a p p r o x .  85%, e l u t e d  f r o m  B i o g e l  P 6 ,

a n d  t h a t  of L e n t i l  l e c t i n - S e p h a r o s e  c o l u m n s  w a s  70 - 74%,

s h o w e d  t h a t  p a r t  of the b i - a n t e n n a r y  N - g l y c a n s  of e a c h  c e l l  

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

I n t e r e s t i n g l y ,  the two m u t a n t  c e l l  l i n e s  p r o d u c e d  

f r a c t i o n s  C t h a t  a p p e a r e d  to be h e t e r o g e n o u s ,  a s e c o n d a r y  

m i n o r  r a d i o a c t i v e  p e a k  w a s  e l u t e d  f r o m  B i o g e l  P 6 . T h i s  p e a k  

w a s  a b s e n t  in the Py 3  c e l l  g l y c o p e p t i d e s . T h e  i d e n t i t y  of

t h i s  s e c o n d a r y  p e a k  is u n k o w n .  H o w e v e r ,  by c o m p a r i s o n  w i t h

t h e  e l u t i o n  of a h u m a n  g l y c o p e p t i d e  s t a n d a r d  ( M a n ) 5  

( G l c N A c ) 2  A s n  f r o m  o v a l b u m i n ,  the m a t e r i a l  m a y  be a ( M a n ) 3  

s p e c i e s ,  t h e  o r i g i n  of w h i c h  is u n k o w n .

In s u m m a r y  the p r o p o r t i o n s  of r a d i o a c t i v i t y  in N- 

a c e t y l g l u c o s a m i n e s  t h a t  do n o t  b i n d  the c o n c a n a v a l i n  A, b i n d  

w e a k l y  or b i n d  a v i d l y  ar e  s i m i l a r  for e a c h  c e l l  line.

87



M u t a n t  c e l l  l i n e s  c o n t a i n  a s i m i l a r  e x t e n t  of c o r e  

f u c o s y l a t i o n  as the p a r e n t a l  c e l l s .  M u t a n t  2 a p p e a r s  to 

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

s t r u c t u r e s  t h a n  e i t h e r  m u t a n t  1 or p a r e n t a l  c e l l s .

A n a l y s i s  of m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s  of P y 3  a n d  v a r i a n t  c e l l s  

b y  S D S - P A G E  g e l s

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

M g S O ^  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n s i o n  in 

P M S F / T A M E  l e a v e s  s e d i m e n t e d  u n f r a c t i o n a t e d  m e m b r a n e s  ( s e e

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

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

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

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

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

P y 3 a n d  v a r i a n t  c e l l s  w e r e  u s e d  in t h i s  s t u d y

f o l l o w i n g  p r o t o c o l  of G a h m b e r g  a n d  S i m o n s  ( 1 9 7 0 ) .  T h e

m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  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  g r o w n  in

v i t r o  w a s  a n a l y z e d  on S D S - P A G E  g e l s .

P l a t e  (9) r e p r e s e n t s  the p a t t e r n  of the m i c r o s o m a l  

p r o t e i n  b a n d s  o f  P y 3  a n d  v a r i a n t  c e l l s .  No d i f f e r e n c e  in 

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

In an  a t t e m p t  to i d e n t i f y  f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r s  o f  P y 3  

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

b l o t t e d  on n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  ( se e  m a t e r i a l s  a n d
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P l a t e  9. S h o w s  th e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  

p r o t e i n  o f  V a r i a n t s  a n d  P y 3  

b y  S D S - P A G E .

T r a c k  A 

T r a c k  B 

T r a c k  C 

T r a c k  D

S t a n d a r d

P y 3

V a r i a n t  1 

V a r i a n t  2

A r r o w s  i n d i c a t e  th e  m a j o r  p r o t e i n s  d e t e c t e d  in 

all t h r e e  c e l l  l i n e s .

C e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  in T r i s  b u f f e r e d  

s a l i n e  a n d  w e r e  r e s u s p e n d e d  in T M S  ( s e e  m e t h o d s ) .

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

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

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

b o i l i n g  m i x .

Gel 6 - 1 0 %  

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

s e p a r a t e d  on S D S - P A G E  g e l ,  a n d  a l l o w s  d e t e c t i o n  o f  p r o t e i n s  

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

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

n i t r o c e l l u l o s e  w a s  b l o c k e d  w i t h  0 .2 % h a e m o g l o b i n  in 

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

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

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

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

a n d  p r o p e r t i e s  of v a r i a n t s  o f  p o l y o m a - t r a n s f o r m e d  B H K — 2 I 

c e l l s  w h i c h  d i f f e r  f r o m  w i l d  t y p e  P y 3 c e l l s  in t h e i r  

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

p r o t e i n s  s u c h  as s e r u m  or f i b r o n e c t i n ,  b u t  w h i c h  do 

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

a r e  u n a b l e  to s p r e a d  e v e n  on a s u r f a c e  of p o l y - L - l y s i n e ,  to

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

O C C U R R E N C E  OF V A R I A N T

In t h i s  l a b o r a t o r y ,  B H K - 2 1 c e l l s  t r a n s f o r m e d  b y  t w o  

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

n o n - a d h e r e n t  v a r i a n t s .

]. B H K - 2 1 c e l l s  t r a n s f o r m e d  b y  p o l y o m a  v i r u s  ( p a p o v a ,  a 

D N A  v i r u s ) .

2. B H K - 2 1 c e l l s  t r a n s f o r m e d  b y  S c h m i d t - R u p p i n  v i r u s  (a

s t r a i n  of  a v i a n  r e t r o v i r u s ,  an R N A  v i r u s ) .

T r a n s f o r m e d  c e l l s  w e r e  u s e d  b e c a u s e :

1. T h e y  p r o d u c e  a l m o s t  no f i b r o n e c t i n  ( H y n e s ,  19 7 6 ) .

2. T h e y  a r e  a n c h o r a g e - i n d e p e n d e n t , t h e r e f o r e  t h e y  c a n  g r o w  

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

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

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

a d h e r e n t  to c u l t u r e  s u b s t r a t e s .  S u c h  t r a n s f o r m e d  c e l l s  

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

a d d i t i o n  of f i b r o n e c t i n  ( Y a m a d a  e t a l . ,  1977 ) a d s o r b e d  to 

t h e  s u r f a c e .

I f o u n d  it w a s  q u i t e  e a s y  to s e l e c t  o n e  m u t a n t  p o o r l y

a d h e s i v e  to f i b r o n e c t i n  f r o m  a P y 3 s t o c k  a f t e r  m u t a g e n e s i s

a n d  e q u a l l y  e a s y  to o b t a i n  a n o t h e r  f r o m  r e c l o n e d  P y 3 

w i t h o u t  m u t a g e n e s i s .  In a d d i t i o n ,  a t h i r d  m u t a n t  h a s  b e e n  

o b t a i n e d  f r o m  a c l o n e  of P y 3 s e l e c t e d  f o r  r e s i s t a n c e  to 6 - 

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

t h a t  m u t a g e n e s i s  b y  M N N G  d i d  n o t  n o t i c e a b l y  h e l p  s e l e c t i o n .  

So t h e r e  m u s t  be a s p o n t a n e o u s  v a r i a n t  a r i s i n g

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

c l o n e d  s t o c k s .

In t h i s  l a b o r a t o r y ,  th e  f r e q u e n c y  o f  r e c o v e r i n g  

a v a r i a n t  w i t h  s i m i l a r  p r o p e r t i e s  to S c h m i d t - R u p p i n

t r a n s f o r m e d  c e l l s  w a s  z e r o .  In a m i x i n g  e x p e r i m e n t  in w h i c h  

S R  w i l d  t y p e  c e l l s  w e r e  m i x e d  w i t h  n o n - a d h e r e n t  P y - m u t a n t  

at 1:10^ t h e  P y - m u t a n t  c o u l d  be  r e c o v e r e d .  T h e r e f o r e ,  t h e  

f r e q u e n c y  of o c c u r r e n c e  of a S R  m u t a n t  of s i m i l a r  p r o p e r t y  

m u s t  b e  l e s s  t h a n  1 : 1 (f ( H a m e e d ,  u n p u b l i s h e d  w o r k ) .

T h e  d i f f e r i n g  r e s u l t  o b t a i n e d  w i t h  P y  a n d  S R  c e l l s  

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

p o s s i b i l i t i e s  :

1. T h e  n o n - a d h e r e n t  p h e n o t y p e  m a y  r e s u l t  f r o m  a m u t a t i o n  in 

p o l y o m a  D N A ,  c o d i n g  fo r  t h e  T - a n t i g e n s .  In c o l l a b o r a t i v e  

w o r k  w i t h  Dr. M. F r i e d ,  I m p e r i a l  C a n c e r  R e s e a r c h  F u n d ,  n o
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c h a n g e  in m i g r a t i o n  in S D S - P A G E  of  T - a n t i g e n s  c o u l d  be  

d e t e c t e d  in v a r i a n t s  as c o m p a r e d  w i t h  p a r e n t a l .  No c h a n g e  

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

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

p o i n t  m u t a t i o n  in p o l y o m a  s e q u e n c e s  in P y 3 d e t e c t a b l e  o n l y  

b y  s e q u e n c i n g ,  b u t  t h e y  p r o v i d e  n o  e v i d e n c e  fo r  s u c h  

m u  t a t i o n .

2. T h e r e  m a y  be c e l l s  t h a t  h a v e  d i f f e r e n t  s i t e s  in c e l l u l a r  

D N A  f o r  p o l y o m a  D N A  i n t e g r a t i o n ,  w i t h  i n t e g r a t i o n  at a 

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

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

3. T h e r e  m a y  be an a l t e r e d  c e l l u l a r  p r o t e i n  r e s u l t i n g  f r o m  

a m u t a t i o n  in c e l l u l a r  D N A ,  w h i c h  t o g e t h e r  w i t h  p o l y o m a  T- 

a n t i g e n s  g e n e r a t e s  th e  n o n - a d h e r e n t  p h e n o t y p e .

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

r e s i s t a n c e  to a v a r i e t y  of t o x i c  s u b s t a n c e s  ( S t a n l e y ,  

1 9 8 0 ) .  S o m e  v a r i a n t s  h a v e  b e e n  s e l e c t e d  u s i n g  a s i n g l e - s t e p  

p r o c e d u r e  in w h i c h  th e  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  to s e l e c t i v e  

c o n d i t i o n s  ( M e a g e r  e ^  a_T. , 1 9 7 7 ) . O t h e r s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  

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

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

( P o u y s s e g u r  e_t £ ^ . , 1 9 7 7  ; H a r p e r  & J u l  i a n o  , 1 9 8 0  ; K l e b e  e_t

a l . , 1 9 7 7 ; O p p e n h e  i m e r - M a r k s  a 1 , 1984 ) .

T h e  s e l e c t i o n  u s e d  in t h i s  s t u d y  is c l o s e r  to a 

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

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

c o m p a r i s o n ,  in the s e l e c t i o n  of A D v  ( H a r p e r  &
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J u l i a n o , 1980) , A D 6 , ( P o u y s s e g u r  e £  aj^.,1977 ), F N - I  

( O p p e n h e  i m e r - M a r k s  e_t , 1 9 84 ) , t h e  C H O  a t t -  ( K l e b e  e_t 

al^.,1977 ) a n d  h e p a t o m a  v a r i a n t s  ( B r i l e s  & H a s k e w ,  1 9 8 2 ) ,  

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

p o p u l a t i o n .  H o w e v e r ,  r i c i n - r e s i s t a n t  v a r i a n t s  o f  B H K  c e l l s  

w e r e  i s o l a t e d  in a s i n g l e  s t e p  p r o c e d u r e  ( M e a g e r  e t 

al. , 1976 ).

C O M P A R I S O N  W I T H  O T H E R  A D H E S I O N - D E F E C T I V E  C E L L  L I N E S

F i b r o n e c t i n  p r o m o t e s  a t t a c h m e n t  a n d  s p r e a d i n g  o f  P y 3 

at r a t h e r  l o w  c o n c e n t r a t i o n s ,  2 a n d  5 p g / m l ,  b u t  is w i t h o u t  

e f f e c t  o n  v a r i a n t  c e l l s  e v e n  at c o n c e n t r a t i o n s  as h i g h  as 

25 a n d  50 jjg/ml. S i m i l a r  f i n d i n g s  for A D v  c e l l s  w e r e  

r e p o r t e d  b y  H a r p e r  a n d  J u l i a n o  ( 1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  A D v  c e l l s  

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

C H O  m o r p h o l o g y  on s u b s t r a t a  c o a t e d  w i t h  l i g a n d s  s u c h  as 

c o n c a n a v a l i n  A or p o l y l y s i n e .  A D v  c e l l s  as w e l l  as w i l d  

t y p e  c e l l s  s h o w  an a b i l i t y  to a t t a c h  a n d  s p r e a d  p a r t i a l l y  

o n  s u b s t r a t a  c o a t e d  w i t h  S A M  ( s u b s t r a t u m - a t t a c h e d  

m a t e r i a l )  ( H a r p e r  & J u l i a n o , 1 980). T h e r e f o r e ,  th e  a d h e s i o n  

a n d  s p r e a d i n g  d e f e c t  in A D v  is s p e c i f i c  to f i b r o n e c t i n  fo r  

t h e  s u r f a c e s  t e s t e d .  C h e u n g  a n d  J u l i a n o  ( 1 9 8 3 )  a l s o  f o u n d  

t h a t  t h e  C H O  m u t a n t  A D v  w a s  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  b e a d s  

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

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

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

6 1 a 1 . ( 1984 ) w h o  i s o l a t e d  a B H K  v a r i a n t  F N - 1 f r o m  B H K  

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

w i t h  M N N G .  T h e s e  v a r i a n t  c e l l s  s h o w e d  l a c k  o f  s p r e a d i n g  

a n d  l o w  a d h e s i o n  on f i b r o n e c t i n  c o a t e d  s u r f a c e s .  F N - 1

c e l l s  w e r e  a b l e  to a t t a c h  to s u b s t r a t a  c o a t e d  w i t h

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

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

f o u n d  t h a t  F N - 1 c e l l s  w e r e  u n a b l e  to p h a g o c y t o s e  p l a s m a  

f i b r o n e c t i n - c o a t e d  b e a d s .  O p p e n h e i m e r - M a r k s  e t a l .( 1 9 8 4  ) 

c l a i m  t h a t  t h e  d e f e c t  in F N - 1 is s p e c i f i c  to f i b r o n e c t i n .  

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

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

a p p e a r  to s p r e a d  n o r m a l l y .  It is d i f f i c u l t  to c o m p a r e  t h e  

v a r i a n t s  d e s c r i b e d  h e r e  w i t h  F n - 1  b e c a u s e  t h e r e  a r e  n o  

i l l u s t r a t i o n s  in th e  O p p e n h e i m e r - M a r k s  r e p o r t .

B r i l e s  a n d  H a s k e w  ( 1 9 8 2 )  d e s c r i b e d  h e p a t o m a  c e l l

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

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

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

K l e b e  e_£ al_.( 1 9 7 7 ) f o u n d  t h e i r  m u t a n t  C H O  a t t -  to be

d e f e c t i v e  in a t t a c h m e n t  to c o l l a g e n  c o a t e d  w i t h  " c e l l  

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

m o r p h o l o g y  c o u l d  be r e s t o r e d  b y  100% s e r u m  or e l e v a t e d  

d i v a l e n t s  (Mg i n c r e a s e d  f r o m  I m M  to 10 m M ,  Ca f r o m  1 m M  to 

100 m M ) . In a d d i t i o n ,  C H O  a t t -  c e l l s  w e r e  f o u n d  to a t t a c h ,  

b u t  n o t  s p r e a d ,  on  g l a s s  a n d  p l a s t i c  s u r f a c e s .
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T h e  g l y c o s y 1 a t i on d e f e c t i v e  3 T 3  m u t a n t  A D 6 w a s  f o u n d  

to be  p a r t i a l l y  s p r e a d  in c u l t u r e  a n d  to r e s p o n d  to 

f i b r o n e c t i n  ( N o r t o n  & I z z a r d ,  19 8 2 ) .  S i m i l a r  p a r t i a l  

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

in r i c i n - r e s  is t a n t  B H K  c e l l s  ( P e n a  & H u g h e s ,  1 9 7 8 ) .

A D 6 , h e p a t o m a  c e l l  v a r i a n t s  a n d  r i c i n - r e s i s t a n t  B H K  

c e l l s  a l l  s p r e a d  o n  f i b r o n e c t i n .  Of t h e s e  A D 6 , u n l i k e  t h e  

p r e s e n t  v a r i a n t s ,  a r e  c l e a r l y  a b l e  to s p r e a d  on C o n  A a n d  

p o l y l y s i n e .  F N - 1  h o w e v e r  s e e m s  v e r y  c l o s e  to t h e  v a r i a n t s  

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

n o r m a l l y  on  C o n  A. T h i s  c a n  be s u m m a r i z e d  as f o l l o w s :

C e l l  t y p e S u b s t r a t e

( v a r i a n t ) Fn P o l y C o n  A C o l l a g e n

A d v  ( H a r p e r  et a l . , 1 9 8 0 ) — — + + + + N T

F n - 1  (O p p e n h e i m e r - M a r k s  
et a l . , 1 9 8 4 )

— - NT ps N T

H e p a t o m a  v a r i a n t  
( B r i l e s  et a l . , 1 9 8 2 )

+ + NT N T —

C H O  a t t -  ( K l e b e  et a l . , 1977) — N T NT NT

A D 6 ( N o r t o n  et a l . , 1 9 8 2 ) ps + + + + N T

R i c  in r e s  is t a n t
B H K  ( P e n a  et a l . , 1 9 7 8 )

+ + N T N T N T

V a r i a n t  1 ( t h i s  w o r k ) — a t t  /-- a t t  /-- — —

v a r i a n t  2 ( t h i s  w o r k ) — — a t t /-- a t t  / — —

F n , f i b r o n e c t i n ;  p o l y ,  p o l y - L - l y s i n e ;  ++, s p r e a d ;  - - ,  do 

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

t e s t e d .
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S P R E A D I N G  O N  " C L E A N "  S U R F A C E

A h i g h  p r o p o r t i o n  (35 %) o f  c e l l s  in a v a r i a n t  

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

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

T h e  p r o p o r t i o n  o f  v a r i a n t s  s p r e a d  is s l i g h t l y  l e s s  t h a n  t h a t  

of th e  p a r e n t a l  c e l l s  (see F i g .  9). O t h e r  w o r k e r s  r e p o r t e d  

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

c l e a n  p l a s t i c  or g l a s s  s u r f a c e s .  T w o  a l t e r n a t i v e  

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

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

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

p l a s t i c  in th e  a b s e n c e  o f  s e r u m ) .  S e c o n d ,  t h e r e  m a y  be

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

c u l t u r e  p l a s t i c  s u r f a c e .  G r i n n e l l  e t a 1 .( 1 9 7 9) s u g g e s t e d

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

f i b r o b l a s t s  in s e r u m - f r e e  m e d i u m  on t i s s u e  c u l t u r e  p l a s t i c  

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

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

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

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

a t t a c h m e n t  o f  h u m a n  f i b r o b l a s t .  A l s o  P i z z e y  e t a 1 . ( 1 9 8 4 )

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

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

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

T h e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  w a s  a s e c r e t i o n  of  

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

s p r e a d .  B o t h  D M D  a n d  n o r m a l  c e l l s  w e r e  i n h i b i t e d  f r o m  

s p r e a d i n g  w h e n  t h e y  w e r e  p r e i n c u b a t e d  w i t h  m o n e n s i n  ( 0 . 5  ^ M ) . 

M a r o u d a s  ( 1 9 7 7 )  r e p o r t e d  t h a t  B H K  c e l l s  a d h e r e d  to a n d
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s p r e a d  on t i s s u e  c u l t u r e  d i s h e s  w i t h  or w i t h o u t  M n . On 

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

a n d  s p r e a d  in p r e s e n c e  o f  M n  in s e r u m - f r e e  m e d i u m  or in t h e  

p r e s e n c e  o f  s e r u m .  C u r t i s  £ £  a]^.(1983) r e p o r t e d  t h a t  B H K  a n d  

l e u c o c y t e  c e l l s  p r e i n c u b a t e d  w i t h  25 ^ g / m l  e y e l o h e x i m i d e  to 

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

s p r e a d  on c h l o r i c  a c i d - t r e a t e d  p o l y s t y r e n e  d i s h e s  in

s e r u m - f r e e  m e d i u m  a n d  t h e  a u t h o r s  a l s o  f o u n d  t h a t  B H K  a n d  

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

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

m e d i u m .  O n e  c o u l d  a r g u e  f r o m  th e  f i n d i n g s  o f  C u r t i s  et

a 1 . ( 19 8 3) t h a t  f i b r o n e c t i n  is n o t  an e s s e n t i a l  c o m p o n e n t  

f o r  c e l l  a t t a c h m e n t  or s p r e a d i n g  of B H K  c e l l s .  T h e s e  

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

( 1 9 7 9 )  w h o  f o u n d  t h a t  f i b r o n e c t i n  w a s  an e s s e n t i a l  

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

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

is g r e a t e r  o n  a c l e a n  p l a s t i c  s u r f a c e  t h a n  on  a s u r f a c e  

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

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

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

d e p e n d e n t  o n  f i b r o n e c t i n .

E F F E C T  O F  M A N G A N E S E  I O N S

S a r c o m a  I c e l l s  w h i c h  a r e  n o n - a d h e r e n t  in m e d i a  

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

Ca a n d  Mg, a r e  a b l e  to a t t a c h  a n d  s p r e a d  in t h e  p r e s e n c e  o f  

Mn^'^ions to a g l a s s  s u r f a c e  in the p r e s e n c e  or a b s e n c e  o f
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s e r u m  ( R a b i n o v i t c h  & De S t e f a n o ,  1 9 7 3 ) .  P e g r u m  a n d  M a r o u d a s  

( 1 9 7 5 )  r e p o r t e d  t h a t  M n  w a s  a b l e  to p r o m o t e  t h e  a t t a c h m e n t  

a n d  s p r e a d i n g  of B H K  c e l l s  on  c l e a n  p o l y s t y r e n e  d i s h e s ,  

b a c t e r i o l o g i c a l  g r a d e ,  t r e a t e d  w i t h  s u l p h u r i c  a c i d  ( 9 8 %

f r o m  2 m i n u t e s  to 18 h o u r s  at 37 ) .

T h e r e f o r e  it w a s  i n t e r e s t i n g  to k n o w  t h e  e f f e c t  o f  M n

i o n s  on  t h e  v a r i a n t s .  M n  at 10 M  d i d  n o t  s t i m u l a t e  t h e s e

v a r i a n t s  to s p r e a d  to f u l l  e x t e n t  ( i . e .  c o m p a r a b l e  w i t h  P y 3 

w i l d  t y p e ) ,  b u t  t h e r e  w a s  an i n c r e a s e  in s p r e a d i n g  in 

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

a b s e n c e  o f  s e r u m ,  as w e l l  as o n  c l e a n  g l a s s  ( s e e  T a b l e s  2 &

5). O n  s u r f a c e s  c o a t e d  w i t h  f i b r o n e c t i n  t h e r e  w a s  v e r y  

l i t t l e  if a n y  i n c r e a s e  in c e l l  s p r e a d i n g  ( s e e  t a b l e s  3 &

6 ). T h e s e  v a r i a n t s  a r e  u n l i k e  S a r c o m a  I c e l l s  in t h e i r

r e s p o n s e  to M n .

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

c o u l d  be  e x p l a i n e d  as f o l l o w s :

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

a n d  or a c t s  as a m o r e  e f f i c i e n t  c o f a c t o r  fo r  f i b r o n e c t i n  

( E v a n s  & J o n e s ,  1982),

2 . M n ^ + i o n s  d e c r e a s e  t h e  e l e c t r o s t a t i c  f o r c e  of r e p u l s i o n  

b e t w e e n  t h e  c e l l s  a n d  s u b s t r a t e  ( W e i s s ,  1 975).

3. M n  a c t i v a t e s  a c e l l  s u r f a c e  c o m p o n e n t s  t h a t  h a s  r e c e p t o r  

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

p r e s e n c e  o f  th e  c e l l  s u r f a c e  s i t e  p r i o r  to a d d i t i o n  o f  M n , 

a n d  w o u l d  a l s o  r e q u i r e  t h e  c o n t i n u e d  p r e s e n c e  of M n  for 

a c t i v i t y  ( G r i n n e l l ,  1984).
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sUR FA C E - C Y T O S K E L E T O N  INTERACTIONS

S t r e s s  f i b r e s  a p p e a r e d  v e r y  d i s t i n c t  in P y 3 c e l l s

s p r e a d  on f i b r o n e c t i n .  F - a c t i n  b u n d l e s  c o r r e s p o n d i n g  to 

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

o f  s p r e a d i n g  on f i b r o n e c t i n  ( s e e  p l a t e  5). T h e  f i b r e s  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  th e  f l a t t e n e d  a p p e a r a n c e  of P y 3 a n d  a l s o  

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

a d h e s i v e n e s s .  T h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  f i b r o n e c t i n  (50 

/ig/ml) in t h i s  s t u d y  m a y  be  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e s e  

o b s e r v a t i o n s  as f i b r o n e c t i n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  to e f f e c t  

m i c r o f i l a m e n t  o r g a n i z a t i o n  in c e l l s  ( A l i  e_^ a 1 . , 1 9 7 7 ).

S t r e s s  f i b r e s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  in t h e  v a r i a n t s  in

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

r e s p o n d  to f i b r o n e c t i n  a n d  r e m a i n e d  r o u n d e d .  No  f i l o p o d i a  

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

w e r e  f l a t .  In v a r i a n t s ,  f - a c t i n  w a s  s e e n  u n d e r n e a t h  t h e  

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

( s e e  p l a t e  6 ).

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

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

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

o b s e r v a t i o n s  w e r e  f o u n d  b y  H a r p e r  a n d  J u l i a n o  ( 1 9 8 0 )  w h e n  

F I T C - C o n  A i n d u c e d  c a p p i n g  in w i l d  t y p e  a n d  A D V  c e l l s .  

T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t e d  t h a t  th e  v a r i a n t  c e l l s  in t h i s  

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

m i c r o t u b u l e  s y s t e m s .
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K o c h  ( 1 9 8 0 )  p r o p o s e d  s e v e r a l  m o d e l s  to a c c o u n t  for 

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

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

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

to t h e  c y t o s k e l e t o n  f o l l o w i n g  c r o s s - l i n k i n g ,  so t h a t  t h e  

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

( K o c h ,  19 8 0 ) .  T h e  m a i n  d r a w b a c k  f o r  t h e  a n c h o r a g e  m o d e l  is 

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

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

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

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

a n c h o r a g e  m o d e l .

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

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

to a g g r e g a t i o n  of p r o t e i n s  in t h e  p l a n e  of t h e  m e m b r a n e  a n d  

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

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

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

c y t o s k e l e t a l  s y s t e m  w i t h  C o n  A - b i n d i n g  g l y c o p r o t e i n s  in t h e  

p l a s m a  m e m b r a n e .

S T U D I E S  OF P R O T E I N S  A S S O C I A T E D  W I T H  T R I T O N  I N S O L U B L E  

M A T E R I A L

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

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

r e s i d u e  o f  P y 3  a n d  v a r i a n t  c e l l s  b y  v a r i o u s  t e c h n i q u e s ,  b u t
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n o  r e p e a t a b l e  d i f f e r e n c e s  w e r e  s e e n  ( s e e  p l a t e  7 a).

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

a d i f f e r e n c e .

N A T U R E  O F  C H A N G E  IN T H E  V A R I A N T S

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

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

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

a p p e a r a n c e ,  a n d  t h e  r e - o r g a n i z a t i o n  of a c t i n  f i l a m e n t s .  

T h e r e f o r e ,  t h e  c y t o s k e l e t a l  s y s t e m  s e e m s  to p l a y  an  

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

W i l l i n g h a m  & P a s t a n ,  19 7 5 ) .  T h e  f a c t  t h a t  b o t h  i n i t i a l  c e l l

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

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

a d h e s i o n  is s o m e w h a t  d e p e n d e n t  on c y t o s k e l e t a l  e v e n t s .

T h e  i n a b i l i t y  of the s e l e c t e d  v a r i a n t  c e l l s  to a t t a c h  

to a n d  s p r e a d  on a n y  p r o t e i n - c o a t e d  s u r f a c e s  c o u l d  be d u e  

to :

1. D e f e c t s  in o n e  or m o r e  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  w h i c h  a r e  

i n v o l v e d  in s o m e  w a y  in th e  s p r e a d i n g  r e s p o n s e  on  a l l

s u r f a c e s  t e s t e d .

2. D e f e c t s  in the c y t o s k e l e t a l  m a c h i n e r y  i n v o l v e d  in 

s p r e a d i n g  or  in its c o n t r o l .

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

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

m a y  be  i n v o l v e d  in s o m e  w a y  in th e  s p r e a d i n g  r e s p o n s e  on 

f i b r o n e c t i n  b u t  m a y  a l s o  h e l p  th e  c e l l s  to s p r e a d  on t h e  

o t h e r  s u r f a c e s .  In p a r t i c u l a r ,  w h e n  t h e  w i l d  t y p e  s p r e a d s  

o n p o l y - L - l y s i n e , t h e r e  m a y  b e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  

f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r  a n d  p o l y l y s i n e  c h a r g e ,  so t h a t  th e 

r e c e p t o r  i n d u c e s  t h e  a s s e m b l y  a n d  r e d i s t r i b u t i o n  o f  

m i c r o f i l a m e n t s .  V a r i a n t s  a d h e r e ,  b u t  t h e y  d o  n o t  s p r e a d ,  

p e r h a p s  d u e  to s t r o n g  n o n - s p e c i f i c  b o n d i n g .  P r e s u m a b l y  in 

t h e  v a r i a n t  t h e r e  is n o  i n d u c t i o n  o f  c h a n g e  in c y t o s k e l e t a l  

c o m p o n e n t s  s u c h  as a c t i n .

In t h e  f l o w  c h a m b e r ,  w h e r e  t h e  c e l l s  a r e  a l l o w e d  o n l y  

a v e r y  s h o r t  t i m e  to a d h e r e ,  v e r y  m a r k e d  d i f f e r e n c e s  w e r e  

f o u n d  b e t w e e n  v a r i a n t s  a n d  p a r e n t a l  l i n e s  in a d h e s i o n  to 

s e r u m ,  f i b r o n e c t i n ,  or f i b r o n e c t i n - d e p 1 e t e d  s e r u m .  H o w e v e r  

a l l  t h r e e  l i n e s  a d h e r e d  w i t h  e q u a l  p r o b a b i l i t y  to g l a s s  

c o a t e d  w i t h  p o l y l y s i n e .  T h e  v a r i a n t s  t h e r e f o r e  a d h e r e  w e l l  

to o n e  o f  t h e s e  s u r f a c e s  ( p o l y l y s i n e )  on w h i c h  t h e y  a r e  

u n a b l e  to s p r e a d .

It w a s  f o u n d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r s  c y t o c h a l a s i n  B a n d  E H N A  

d e c r e a s e d  a d h e s i o n  in th e  f l o w  c h a m b e r  b y  o n l y  5 0 %  in 

c o m p a r i s o n  to u n t r e a t e d  c e l l s .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e

o b t a i n e d  f r o m  the s t a t i c  a t t a c h m e n t  a s s a y  u s i n g

r a d i o l a b e l l e d  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  it s e e m s  t h a t  in t h e  f l o w  

c h a m b e r  at l e a s t ,  i n i t i a l  a d h e s i o n  is p a r t i a l l y  i n d e p e n d e n t  

o f  c y t o s k e l e t a l  e v e n t s .  T h e  a d d i t i o n  o f  i n h i b i t o r s  w h i c h  

i n h i b i t  a c t i n  p o l y m e r i z a t i o n  s l o w s  b o t h  i n i t i a l  c e l l
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a d h e s i o n  a n d  s p r e a d i n g .  H o w e v e r  P y 3 c e l l s  s t i l l  a t t a c h  a n d  

in t h e  f l o w  c h a m b e r ,  in the p r e s e n c e  o f  t h e s e  i n h i b i t o r s ,  

w h e r e a s  t h e  m u t a n t s  do n o t .

T h e  i n a b i l i t y  of the v a r i a n t s  to a d h e r e  in t h e  f l o w  

c h a m b e r ,  s u p p o r t s  th e  i d e a  t h a t  t h e r e  m a y  b e  a d e f e c t  in a 

r e c e p t o r ,  so t h a t  t h e r e  is no  s i g n a l  c o n v e y e d  f r o m  

f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r  to t h e  c y t o s k e l e t a l  c o m p o n e n t s .

T h e  a b i l i t y  o f  th e  v a r i a n t s  to c a p  F I T C  C o n  A w o u l d  

s e e m  to i n d i c a t e  t h a t  d i f f e r e n t  s u r f a c e  c o m p o n e n t s  i n v o l v e d  

in c a p p i n g ,  a r e  a b l e  to i n d u c e  c y t o s k e l e t a l  r e o r g a n i z a t i o n .

C O N C L U S I O N

T w o  d i f f e r e n t  i n t e r p r e t a t i o n s  o f  a d h e s i v e  b e h a v i o u r  

o f  m y  v a r i a n t s  a r e  p o s s i b l e :

1. T h e r e  a r e  p l e i o t r o p i c  c h a n g e s ,  a l t e r i n g  v i a  m u l t i p l e  

t a r g e t s  t h e  i n i t i a l  a b i l i t y  o f  t h e  c e l l - s u r f a c e  to b i n d  to 

f i b r o n e c t i n  ( as o b s e r v e d  in th e  f l o w  c h a m b e r  a s s a y )  a n d  o f  

t h e  c e l l s  to s p r e a d  on a n y  s u r f a c e .

2. T h e r e  is a s i n g l e  t a r g e t ,  s u c h  as t h e  p u t a t i v e  

f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r ,  b u t  t h i s  r e c e p t o r  is a l s o  an 

e s s e n t i a l  c o m p o n e n t  in t h e  e l i c i t a t i o n  o f  s p r e a d i n g  on  t h e  

o t h e r  s u r f a c e s .  N o n - s p e c i f i c  s u r f a c e s  s u c h  as p o l y - L - l y s i n e  , 

w h i c h  i n d u c e s  s p r e a d i n g  o f  a t t a c h e d  c e l l s  c o u l d  n o t  r e c r u i t  

i n t e r  a l i a ,  s u c h  a s p e c i f i c  m e m b r a n e  g l y c o p r o t e i n  in th e  

m u t a n t s .
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FUTURE IN VE STIGATION

F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  g e n e t i c s  a n d

b i o c h e m i s t r y  o f  t h e  v a r i a n t s  a n d  p a r e n t a l  c e l l s ,  a n d  

s e l e c t i o n  of o t h e r s  u n d e r  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s ,  s h o u l d  

y i e l d  v a l u a b l e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  i n t e r p l a y  b e t w e e n  

c e l l  s u r f a c e  a n d  c y t o s k e l e t a l  m a c h i n e r y .

G r i f f i n  et a l .( 1 9 7 9 ) f o u n d  t h a t  m u t a n t s  ( d l -8 a n d  d 1- 

23) o f  p o l y o m a  v i r u s  w e r e  d u e  to c h a n g e  in p o l y o m a  D N A  

s e q u e n c e s ,  c o d i n g  f o r  t h e  T - a n t i g e n s ,  a n d  a l s o  it h a s  b e e n  

f o u n d  t h a t  t h e  m i d d l e  T - a n t i g e n  is a s s o c i a t e d  w i t h  c e l l u l a r  

t r a n s f o r m a t i o n .  It is i m p o r t a n t  to i s o l a t e  a n d  to d e t e r m i n e  

t h e  D N A  s e q u e n c e  o f  T - a n t i g e n s  o f  v a r i a n t s  c o m p a r e d  w i t h  

t h a t  o f  p a r e n t a l  c e l l s .

In t h e  c l o s i n g  w e e k s  of t h i s  s t u d y ,  a 140 K 

g l y c o p r o t e i n  w i t h  p r o p e r t i e s  e x p e c t e d  o f  a " f i b r o n e c t i n  

r e c e p t o r "  w a s  i d e n t i f i e d  ( P y t e l a  e_^ aj^.,1985), u s i n g  its 

a f f i n i t y  f o r  a 120 K d  c h y m o t r y p t i c  f r a g m e n t  o f  f i b r o n e c t i n  

c o u p l e d  to S e p h a r o s e .  T h e  f i b r o n e c t i n  r e c e p t o r  o f  v a r i a n t  

a n d  p a r e n t a l  c e l l s  c o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  b y  t h i s  a p p r o a c h .  

U s i n g  b r o a d  s p e c t r u m  a n t i s e r a  or m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

w h i c h  p e r t u r b  a d h e s i o n ,  m e m b r a n e  g l y c o p r o t e i n s  i n v o l v e d  in 

c e l l — s u b s t r a t u m  a d h e s i o n  c o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d .
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