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INTRODUCTION

T he  m o s t  b a s i c  o f  a l l  h o m e o s t a t i c  m e c h a n i s m s  i s  i n  a l l  

p r o b a b i l i t y  DNA r e p a i r .  A c r i t i c a l  b a l a n c e  m u s t  b e  m a i n ­

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

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

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

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

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

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

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

many a n d  v a r i e d .  H e a t ,  pH ,  c h e m i c a l s  a n d  v a r i o u s  f o r m s  o f  

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

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

DNA d a m a g e s  may b e  d i v i d e d  i n t o  f o u r  b a s i c  c a t e g o r i e s :  

s t r a n d  b r e a k a g e ,  b a s e  a l t e r a t i o n s , s u g a r  d a m a g e s ,  a n d  

p r o t c i n - D N A  c r o s s l i n k s  { C e r u t t i ,  1 9 / 4 ) .  T h e  e f f e c t  t h a t  

a  g i v e n  d a m a g e  w i l l  h a v e  i s  l a r g e l y  d e t e r m i n e d  by  how 

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

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

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

m e n t s  o f  I l o l l a e n d e r  a n d  C u r t i s  ( 1 9 3 5 ) .  T h e y  f o u n d  t h a t  

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

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

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

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

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

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

v i o l e t  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  n u c l e i c  a c i d s  ( G a t e s ,  1 9 2 8 ) .

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

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

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

T4 c o u l d  b e  c o m b i n e d  i n t o  t h e  m o re  s e n s i t i v e  T2 ( I / r i a ,

1 9 4 7 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  i n i t i a l  i n t e r p r e t a t i o n  w a s  t h a t  

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

f o r e  T4 w as  a p p a r e n t l y  l a c k i n g  t h e  u g e n e  t h a t  a c c o u n t e d  f o r  

t h i s  s e n s i t i v i t y  ( S t r e i s i n g e r , 1 9 5 6 ) .  T h i s  e r r o n e o u s  i n t e r ­

p r e t a t i o n  was  p u t  t o  r e s t  i n  1 9 6 3  w hen  Harm (1 9 6 3 )  s h o w e d  

t h a t  k i l l e d  T4 c o u l d  c o n f e r  r e s i s t a n c e  t o  T2 d u r i n g  c o i n ­

f e c t i o n ;  y e t  w hen  T2 w as  r e e x a m i n e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  

k i l l e d  T 4 , i t  a g a i n  d e m o n s t r a t e d  t h e  s e n s i t i v e  p h e n o t y p e .

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

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

r e p a i r  p i ' o c e s s  known a s  p h o t o r e a c t i v a t i o n  ( K e l n e r ,  194 9;  

D u l b e c c o ,  1 9 4 9 ) .  K e l n e r  a n d  D u l b e c c o 1s  e a r l y  s t u d i e s  

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

b e  r e v e r s e d  b y  s u b s e q u e n t  e x p o s u r e  t o  v i s i b l e  l i g h t .

T oday  t h e  e v e n t s  o f  p h o t o r e a c t i v a t i o n  a r e  known i n  

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

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

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

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

l i g h t  i t  a b s o r b s  a  p h o t o n  o f  t h e  p r o p e r  w a v e l e n g t h  (SlOnm) 

r e s u l t i n g  i n  t h e  c l e a v a g e  o f  t h e  d i m e r  a n d  t h e  r e l e a s e  o f
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t h e  e n zy m e  ( R u p p e r t  196 2 a  a n d  b ) . T h i s  t y p e  o f  r e p a i r  i s  

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

( W i t k i n ,  1 9 7 6 ) .  The  w i d e s p r e a d  o c c u r e n c e  o f  t h e  p h o t o -  

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

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

p r e s e n c e  i n  e x t r e m e l y  lo w  c o n c e n t r a t i o n s ,  10 o f  t o t a l  

p r o t e i n  e x t r a c t  ( R u p p e r t ,  1 9 7 4 ) ,  a s  w e l l  a s  i t s  l i m i t e d  

s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  ( R u p p e r t ,  1 9 6 0 ) ,  c l e a r l y  n a r r o w s  t h e  

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

g e n e t i c  m a i n t e n a n c e .

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

b e e n  m e t  b y  e x c i s i o n  r e p a i r .  T h i s  e n z y m a t i c  s e q u e n c e  c a n  

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

f o l l o w i n g  t h e  i n i t i a l  i n c i s i o n  ( S e t t o w  a n d  C a r r i e r ,  1 9 6 6 ) .  

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

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

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

o f  e f f i c i e n c y  a n d  f i d e l i t y  ( W i t k i n ,  1 9 6 6 ;  V J i t k i n ,  1 9 6 9 ) .  

I n c i s i o n  p r e s u m a b l y  o c c u r s  o n  t h e  5 '  p h o s p h a t e  s i d e  o f  t h e  

d a m a g e d  b a s e ,  o r  a t  t h e  5* p h o s p h a t e  n e i g h b o r i n g  t h e  

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

f r o m  T4 ( F r i e d b e r g  a n d  K i n g ,  1 9 7 1 )  , Mi. c r o c o c c u s  l u t c u s  

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

G r o s s m a n ,  1 9 7 4 ) .  T he  n i c k  t h a t  i s  p r o d u c e d  s e r v e s  a s  a  

s u b s t r a t e  f o r  5 '  t o  3 ’ e x o n u c l c a s e  a c t i o n  t h a t  i n  t u r n  

r e m o v e s  t h e  d a m a g e d  DNA s e c t i o n .  I n  E s c h e r i c h i a  c o l i  t h e  

5 '  t o  3 '  n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f  p o l  I  a n d  a n  i n d e p e n d e n t
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e x o n u c l e a s e ,  e x o n u c l e a s e  V I I ,  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  c a p a b l e  

o f  t h i s  r e a c t i o n  ( K e l l y  e t  a l ^ . , 1 9 6 9 ;  C o o p e r  a n d  H a n a w a l t ,  

1 9 6 9 ;  G l i c k m a n ,  1 9 7 4 ;  C h a s e  a n d  R i c h a r d s o n ,  3 9 7 4 ) ,  P o l  I ,

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

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

r e m a i n s  may b e  s e a l e d  by  DNA l i g a s e  ( H o w a r d - F l a n d e r s  a n d  

B o y c e ,  19G6) . I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  i n i t i a l  i n c i s i o n  p r o d u c t s  

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

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

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

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

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

( S e e b e r g  a n d  R u p p ,  1 9 7 5 ) .

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

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

t h e  r e p a i r  p r o c e s s e s  in. v i t r o . The  u v r A g e n e  p r o d u c t  h a s  

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

1 9 7 4 ) .  I t  i s  a n  e n d o n u c l e a s e  a c t i v i t y  t h a t  a c t s  s p e c i f i ­

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

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

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

t o  b e  i n c a p a b l e  o f  d i m e r  e x c i s i o n  ( H o w a r d - F l a n d e r s  e t  a l . ,  

1 9 6 6 ) .  M ore  r e c e n t l y ,  h o w e v e r ,  S e e b e r g  ( 1 9 7 8 )  h a s  shown 

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

u v rA  g e n e  r e q u i r e s  b o t h  t h e  u y r H  g e n e  p r o d u c t  a n d  ATP i n  

o r d e r  t o  f u n c t i o n .  T he  T4v  g e n e  p r o d u c t  (H arm ,  1 9 6 1 ) ,  i s  

p r o d u c e d  e a r l y  d u r i n g  i n f e c t i o n  ( F r i e d b e r g  a n d  K i n g ,  1 9 7 1 ) ,



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

n u c l e a s e  V, ( F r i e d b e r g  a n d  K i n g ,  1 9 7 1 ;  Y a s u d n  a n d  

S e k i g u c h i ,  1 9 7 0 ) .

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

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

a l  . ,  1 9 7 4 ) .  U l t r a v i o l e t - i r r a d i a t e d  P a c i l l u s  n u b t i l  i s  DMA 

w as  i n c i s e d  w i t h  t h e  Mi c r o c o c c u s  l u t e u s  u l t r a v i o l e t  e n d o ­

n u c l e a s e .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  5'-*3* e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f  

P o l  I  e x c i s e d  an  o l i g o n u c l e o t i d e  w h i c h  i n c l u d e d  t h e  p y r i m i ­

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

m e r i 2a t i o n  o f  t h e  r e m o v e d  n u c l e o t i d e s .  The f i n a l  l i g a t i o n  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a c c u r a c y  i_n v i t r o .

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

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

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

a p u r i n i c  DNA d a m a g e s  ( V c r l y  a n d  P a q u e t t e ,  1 9 7 2 ) ,  f o r  x - r a y -  

i n d u c e d  l e s i o n s  ( S t r n i s t e  a n d  W a l l a c e ,  1 9 7 5 ) ,  a n d  f o r  gamma 

r a y - i n d u c e d  l e s i o n s  (Hm i i i a r a n  a n d  C e r u t t i ,  1 9 7 5 )  have* be . -n
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d e s c r i b e d .  How many o f  t h e s e  v a r i o u s  a c t i v i t i e s  r e p r e s e n t  

d i s t i n c t  e n z y m e s  h a s  n o t  b e e n  d e t e r m i n e d .

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

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

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

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

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

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

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

i n a b i l i t y  t o  e x c i s e  p y r i m i d i n e  d i m e r s  ( C l e a v e r ,  1 9 G 8 ) . The 

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

1 9 7 0 ) .  O t h e r  d i s e a s e s  t h a t  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  

r e p a i r  d e f i c i e n c y  i n c l u d e  F a n c o n i ' s  a n e m i a  ( S a s a k i  a n d  

T o n o m u r a ,  1 9 7 3 ;  F i n k e l b e r g  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  P e o n  e t  aJL.,  1 9 7 4 ) ,  

A t a x i a  t e l a n g i e c t a s i a  ( H i g u r a s h i  ct .  a l  . ,  1 9 7 3 )  a n d  p r o g e r i a  

( E p s t e i n  e t  a l . , 1 9 7 3 ) .

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

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

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

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

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

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

c i e n t  E s c h e r i c h i a  co3 i  a n d  b a c t e r i o p h a g e  T4 m u t a n t s  g a v e  

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

g e n e t i c  e x c h a n g e s .  H o w a r d - F l a n d e r s  f i r s t  s u g g e s t e d  t h a t  

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

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

( H o w a r d - F l a n d e r s ,  1 9 G 8 ) . I t  w a s  p o s t u l a t e d  ( H o w a r d -  

F l a n d e r s ,  1 9 6 8 )  t h a t  r e p l i c a t i o n  c o u l d  p r o c e e d  p a s t  a  d i m e r  

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

d i m e r .  I n  p r o k a r y o t e s  t h e s e  g a p s  h a v e  b e e n  s u b s e q u e n t l y  

f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  500 a n d  3 000  n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h  

( I y e r  a n d  h u p p ,  1973.) . The c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  s i z e  

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

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

by w h i c h  DNA i s  s y n t h e s i z e d  (S u g im o  a n d  O k a z a k i ,  1 9 7 2 )  , 

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

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

f o r  t h e  s u b s e q u e n t  O k a z a k i  p i e c e  ( H a n a w a l t ,  1 9 7 5 ) .  T he  g a p  

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

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

(Rupp e t  a j L . , 1 9 7 1 ) .  The e f f i c i e n c y  w i t h  w h i c h  r e c o m b i n a ­

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

h i g h .  Rupp e t  a_l. , (1 9 7 1 )  h a v e  s h o w n ,  u s i n g  a  d e n s i t y  l a b e l  

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

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

A l o n g  s i m i l a r  l i n e s ,  S h a h n  (1 9 6 8 )  h a s  show n  t h a t  u l t r a ­

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

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

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

F u r t h e r  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  r e c o n b i n a t i o n a l  r e p a i r  

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

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

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

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

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

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

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

s t r a n d  may b e  r e p a i r e d  b y  c o n v e n t i o n a l  e x c i s i o n  r e p a i r  

( C o l e ,  1 9 7 3 ) .

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

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

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

( H o w a r d - F l a n d e r s  et.  a ^ . , 1 9 7 4 ) .  F r e e  p h a g e  w e r e  t r e a t e d  

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

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

homoimmune p h a g e .  R e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c i e s  w e r e  f o u n d  t o  

b e  d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  u v r A / u v r B  g e n e  p r o d u c t s .

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

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

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

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

i n  r e c o m b i n a t i o n a l  r e p a i r  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i  ( H o w a rd -  

F l a n d e r s  a n d  T h e r i o t ,  1 9 6 6 ;  C l a r k  a n d  M a r g u l i e s ,  196  5 ) .  A 

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

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

v i o l e t  l i g h t  a n d  t o  x - i r r a d i a t i o n  ( C l a r k  a n d  M a r g u l i e s ,

1 9 6 5 ;  H o w a r d - F l a n d e r s  a n d  T h e r i o t ,  1 9 6 6 ) ,  t h e  " r c c  J o s s "  

d e g r a d a t i o n  o f  DNA o f t . o r  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n ,  ( C l a r k
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a n d  C h a m b e r l i n ,  1 9 6 6 )  a n d  t h e  i n v i a b i l i t y  o f  m u t a n L s  t h a t  

l a c k  b o t h  t h e  r e c A  a n d  DNA p o l y m e r a s e  I  a c t i v i t i e s  (Monk 

a n d  K i n r o s s ,  1 9 1 2 ) .

The  r c c B C m u t a t i o n s  a f f e c t  t h e  s a m e  p a t h w a y  a s  t h o s e  

o f  r e c A .  The  r e c B C  m u t a n t s ,  h o w e v e r ,  e x h i b i t  l e s s  o f  a n  

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

( H o v / a r d - F l a n d e r s  a n d  D o y c e ,  1 9 6 6 ) .  T h e  r e c B C  m u t a n t s  

a p p e a r  t o  l a c k  a  m u l t i f u n c t i o n a l  n u c l e a s e ,  e x o n u c l e a s e  V 

(T o m izaw a  a n d  O g a v a ,  1 9 7 2 ) .  T h e  c o m p l e x i t y  o f  t h i s  e n z y m e  

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

t i o n  o f  a  w o r k i n g  m o d e l  f o r  r e c o m b i n a t i o n a l  r e p a i r .  An A T P -  

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

a n d  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA, a n  A T P - s t i m u l a t o d  e n d o n u c l e a s e  

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

a  D N A - d e p e n d o n t  A T P a se  a c t i v i t y  h a v e  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h i s  

enzym e ( O i s h i ,  1 9 6 9 ;  G o l d m a r k  a n d  L i n n ,  1 9 7 0 ) .  T he  r c c B C  

p a t h w a y  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  r e c A  g e n e  p r o d u c t  ( H o r i  a n d  

C l a r k ,  1 9 7 3 ) ,  a s  w e l l  a s  e x o n u c l e a s e  I  ( K u s h n e r  e t  a l . ,

1 9 7 1 ) .  The l a t t e r  e n z y m e  i s  c o d e d  f o r  b y  t h e  s b c B  l o c u s  

( K u s h n e r  e t :  a j L . , 1 9 7 1 ,  1 9 7 4 ;  Y a j k o ,  1 9 7 4 ) .  YJhen e x o n u c l e a s e  

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

a n o t h e r  r e c A  d e p e n d e n t  p a t h w a y ,  t h a t  o f  r e e l *, c a n  b e  d e t e c ­

t e d  ( H o r i  a n d  C l a r k ,  1 9 7 3 ) .  S u p p o r t i v e  e v i d e n c e  f o r  t h i s  

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

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

r e c B C r e cF  d o u b l e  m u t a n t s  e x h i b i t  a d d i t i v e  s e n s i t i v i t i e s  w hen  

c o m p a r e d  t o  t h e  s i n g l e  m u t a n t s  ( B r e n d e l  a n d  H a y e s ,  1 9 7 3 )  .
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R e c e n t l y  a  n o v e l  f o r m  o f  r e p a i r  t h a t  i s  d e p e n d e n t  o n  

t h e  r e c A  g e n e  p r o d u c t  h a s  b e e n  r e p o r t e d .  I t  a p p e a r s  t h a t  

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

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

known a s  t h e  SOS r e p a i r  p a t h w a y  (Del-’a i s  e t  a l . , 1 9 7 1 ;

Radman,  1 9 7 5 ,  a n d  W i l k i n  a n d  G e o r g e ,  1 9 7 3 ) .  A l t h o u g h  o f  

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

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

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

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

i n  SOS r e p a i r  ( W i t k i n ,  1 9 7 G ) . T h e  n a t u r e  o f  t h e  b i o c h e m i ­

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

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

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

s e e m s  t o  b e  i n v o l v e d  ( S e e  W i t k i n  1 9 7 6  f o r  r e v i e w ) .

T he  p r e c i s e  b i o c h e m i c a l  f u n c t i o n ( s )  o f  t h e  r ecA  g e n e  

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

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

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

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

t h e s e  l i n e n .  M c E n to e  e t  a l ^  (1 9 7 6 )  h a v e  b e e n  a b l e  t o  

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

p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .  L i t t l e  and  K l c i d  ( 1 9 7 7 )  h a v e  i d e n ­

t i f i e d  t h e  r e c A  p r o t e i n  a s  b e i n g  t h e  X p r o t e i n  t h a t  i s  

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

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

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

M o u n t ,  1 9 7 7 ) .  P e r h a p s  m o s t  i n t e r e s t i n g  i s  t h e  f i n d i n g  

t h a t  t h e  r c c A  p r o t e i n  i n a c t i v a t e s  p h a g e  A r e p r e s s o r  v i a  

p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  ( R o b e r t s  e t  a l ^ , 197G) t h u s  e x p l a i n i n g  

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

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

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

b i n a t i o n a l  r e p a i r  i n  b a c t e r i o p h a g e  T 4 . The o b l i g a t o r y  

i n t e r m e s h i n g  o f  r e p l i c a t i o n  a n d  r e c o m b i n a t i o n  i n  T4 i s  

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

( E p s t e i n  e t  a d . ,  1 9 6 3 ) .  The  d e t a i l s  t h a t  a r e  know n w i t h  

r e s p e c t  t o  DNA r e p l i c a t i o n  i n  T4 a n d  t h e  l i n k  t o  r e c o m ­

b i n a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  r e c o m b i n a t i o n a l  r e p a i r  i n  T4 may i n  

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

c o l i .

T4 DNA r e p l i c a t i o n  b e g i n s  s o o n  a f t e r  i n f e c t i o n .  

K o z i n s k i  h a s  d e t e c t e d  DNA s y n t h e s i s  a s  e a r l y  a s  2 m i n u t e s  

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

f u g a t i o n  a n a l y s i s  ( K o z i n s k i  a n d  K o z i n s k i ,  1 9 6 7 ) .  A p r o ­

t e i n - d i r e c t e d  a t t a c h m e n t  o f  DNA t o  m e m b ra n e  h a s  b e e n  c o n ­

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

l a b e l s  f o r  DNA o r  m e m b ra n e  b y  3 - 4  m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  

( M i l l e r ,  1 9 7 2 ) .  By 5 - 6  m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  t h e  a d d i ­

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

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

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

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

t i o n  p o i n t s  t o  p r o d u c e  e y e  f o r m s  w i t h  d i s p l a c e d  3 ’ e n d s  

e x t e n d i n g  a s  w h i s k e r s  ( D e l i u s  e t  a ^ , , 1 9 7 1 ) .  A t  7 - 8  

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

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

p a r e n t a l  m o l e c u l e s  a n d  n o  c o m p l e t e  p r o g e n y  ( E m a n u e l ,  1 9 7 2 ) .  

DNA e x a m i n e d  on  n e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t s  a f t e r  7 - 8  m i n u t e s  

o f  i n f e c t i o n  i s  f o u n d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  1 / 5  t h e  s i z e  o f  

t h e  p a r e n t a l  m o l e c u l e s  ( M i l l e r ,  1 9 7 5 )  . I n t e r e s t i n g l y ,  t h i s  

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

i n i t i a t i o n  p o i n t s  ( M i l l e r ,  1 9 7 5 ) .

A f t e r  8 m i n u t e s  o f  i n f e c t i o n  p a r e n t a l  DNA a c q u i r e s  

s i n g l e - s t r a n d e d  n i c k s  ( K o z i n s k i  a n d  K o z i n s k i ,  1 9 6 7 )  w h i c h  

i s  a p p a r e n t l y  t h e  f i r s t  s t e p  i n  t h e  T4 r e c o m b i n a t i o n  p r o ­

c e s s .  ( T h i s  n i c k i n g  a l s o  c o i n c i d e s  w i t h  t h e  t r a n s i t i o n  

t o  l a t e  g e n e  t r a n s c r i p t i o n ) . N i c k i n g  i s  f o l l o w e d  by  t h e  

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

i s  d i r e c t e d  b y  g e n e s  46 a n d  47 ( P r a s h n d  a n d  H o s o d a ,  1 9 7 2 ) .  

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

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

c u l e s  (Tom izaw a e t  a l . , 1 9 6 6 ) .  The  n o n c o v a l e n t  " j o i n t "  

m o l e c u l e s  a r e  c o n v e r t e d  t o  t r u e  r e c o m b i n a n t s  by  T 4 -  

in d v .co d  DNA p o l y m e r a s e  a n d  p o l y n u c l e o t i d e  l i g a s e  ( A n r a k u  

a n d  Le h m a n ,  1 5 6 9 ) .  I t  i s  t h e  l a t t e r  s t e p  t h a t  i n  p r e s u m a ­

b l y  ronpoi : ! .  j.p .1 o * c r  t h e  f o r m a t i o n  o f  c o n c a t e m c r i c  l e n g t h s  

ol'  s i n g l e  : t  ruled DNA.

I'c.r n o r m a l  p h a g e  p a c k a g i n g  t o  o c c u r ,  t h e  c o n c a t e m e r s
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m u s t  b e  c h o p p e d  i n t o  p h a g e  l e n g t h s .  S i n c e  t h e  a m o u n t  o f  

DNA i n  T4 b a c t e r i o p h a g e  i s  l o n g e r  t h a n  n e c e s s a r y  t o  i n c l u d e  

a  s i n g l e  c o p y  o f  e a c h  T4 g e n e ,  t h e  c u t t i n g  i n t o  h e a d f u l  

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

m u t e d  g e n o m e  ( S t r e i s i n g o r , 1 9 5 6 ) .  M u t a t i o n s  i n  g e n e  49 

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

t i n g  DNA m o l e c u l e s  ( F r a n k e l  e t  n_l. ,  1 9 7 1 )  s u g g e s t i n g  t h a t  

t h e  g e n e  4 9 p r o t e i n  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  c u t t i n g  t h e  DNA i n t o  

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

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

T h e r e  a r e  two c l a s s e s  o f  m u t a n t s  i n  T4 t h a t  a f f e c t

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

t i o n  p r o c e s s  d i r e c t l y  a r e  l e t h a l  a n d  r e s u l t  i n  e i t h e r  no  

DNA s y n t h e s i s ,  a s  i s  t h e  c a s e  w i t h  m u t a n t s  i n  g e n e s  3 0 ,  3 2 ,  

4 1 ,  4 3 ,  44 , 45 a n d  62 ( E p s t e i n  e t  nl_. , 1 9 6 3 ) .  M u t a n t s  

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

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

( E p s t e i n  ej: a l _ . , 1 9 6 3 ) ,  a n d  i n c l u d e  g e n e s  46 a n d  47 

( E p s t e i n  c t  al^.  , 1 9 6 3 ) .  T he  n o n e s s e n t i a l  g e n e s  ( n o t  l e t h a l )  

t h a t  a f f e c t  r e c o m b i n a t i o n  i n c l u d e  g e n e s  x  (Harm ,  1 9 6 4 ) ,  y 

( B o y l e  a n d  S y m o n d s ,  1 9 6 9 ) ,  1 2 0 6  ( M a y n a r d - S m i t h  a n d  S y m o n d s ,  

1 9 7 3 ) ,  w a n d  58 ( H a m l e t t  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 5 ) .

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

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

g e n e  p r o d u c t s  i n  T4 d e v e l o p m e n t .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  g e n e  32 

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

DNA a n d  a p p e n r c  t o  a i d  i n  d e n a t u r i n g  t h e  DNA a h e a d  o f  t h e
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r e p l i c a t i n g  f o r k  ( A l b e r t s  a n d  F r y ,  1 9 7 1 ) .  The  g e n e  32 

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

w i t h  T4 DMA p o l y m e r a s e  (H u b e rm an  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  A d d i t i o n a l  

i n s i g h t s  i n t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  g e n e  3 2 a c t i v i t y  h a s  b e e n  

e l e g a n t l y  d e m o n s t r a t e d  by  M o s i g  a n d  Rock  ( 1 9 7 6 ) .  T h e y  

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

T4 DNA f r o m  d e g r a d a t i o n  b y  t h e  n u c l e a s e  a c t i v i t y  t h a t  i s  

c o n t r o l l e d  b y  g e n e s  46 a n d  4 7 .  T he  p r o t e c t i v e  a b i l i t y  o f  

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

l a c k  o f  DMA d e g r a d a t i o n  i n  d o u b l e  m u t a n t s  o f  g e n e s  32 a n d  

4 6 .  I n t e r e s t i n g l y ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  g e n e s  32 a n d  4 6 ,  a s  

w e l l  a s  t h e  h o s t  rocB C  g e n e s ,  n o  DMA d e g r a d a t i o n  was  

d e t e c t a b l e .

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

t h e  v i t a l  r o l e  p l a y e d  b y  t h e  g e r e s  46 a n d  4 7 n u c l e a s e  

a c t i v i t y .  The e n z y m e  a c t i v i t y  c o n t r o l l e d  b y  g e n e s  4 6 a n d  

47 i s  m u l t i f u n c t i o n a l .  I t  c o n s i s t s  o f  a  n u c l e a s e  a c t i v i t y  

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

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

v a g e  p a t h w a y s ( W i b e r g ,  1 9 6 6 ) .  The  n u c l e a s e  a c t i v i t y  t h a t  i s  

c o n t r o l l e d  b y  t h e  4 6 - 4  7 g e n e  p r o d u c t s  a l s o  i s  n e c e s s a r y  f o r  

t h e  n o r m a l  d e v e l o p m e n t a l  p r o c e s s i n g  o f  T4 DNA ( S h a l i t i n  

a n d  K a b a n ,  1 9 7 0 ) .  T h e  p r e c i s e  m o l e c u l a r  e v e n t s  i n v o l v e d  i n  

d e v e l o p m e n t  a r e  u n k n o w n .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  g e n e  46 

a n d  4 7 p r o d u c t ,  p h a g e  DNA s y n t h e s i s  a b r u p t l y  c e a s e s  a b o u t  

12 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  ( F p s t e i n  e t  a l . , 1 9 5 3 ;  f ihah  a n d  

B e r g e r ,  1 9 7 1 ) .
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S u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  a n a l y s i s  o f  t h e  DNA i n  

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

c o n c a t e m e r i c  DNA ( S h u l i t i n  a n d  N a o t ,  1 9 7 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  

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

p r e m a t u r e l y  f r o m  m e m b ra n e  c o m p l e x e s  ( S h a h  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 1 ;  

H o s o d a  e t  a l ^ , 1 9 7 1 ) .  T h i s  l a t t e r  f i n d i n g ,  h o w e v e r ,  may b e  

i n a c c u r a t e ,  s i n c e  t h e  t e c h n i q u e  (M -b an d  i s o l a t i o n )  f r o m  

w h i c h  t h e  i n f o r m a t i o n  w as  d e r i v e d ,  h a s  s i n c e  bct-:n f o u n d  t o  

b e  l e s s  s p e c i f i c  t h a n  o r i g i n a l l y  s u p p o s e d  (K em per  a n d  J a n z ,  

1 9 7 6 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  a d d i t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  t o  

c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  g e n e  46 a n d  47 m u t a n t s  e a r l y  i n f e c t i o n  

c a n  r e v e r s e  t h e  DNA a r r e s t  p h e n o t y p e .  M o s t  o t h e r  c h a r a c ­

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

h o w e v e r ,  n o t  r e v e r s e d  ( H o s o d a  e t  a d . ,  1 9 7 1 ;  S h a h  a n d  

B e r g e r ,  1 9 7 1 ;  S h n l i t i n  a n d  N a o t ,  3 9 7 1 ;  Wu crt al_. , 1 9 7 2 ) .

M u t a n t s  o f  g e n e  59 a r e  a l s o  o f  t h e  DNA a r r e s t  t y p e  

(Wu e t  a l _ . , 1 9 7 2 ) .  T h ey  e x h i b i t  t h e  sa m e  p h e n o t y p e s  w i t h  

r e s p e c t  t o  p h a g e  DNA s y n t h e s i s  a s  m u t a n t s  o f  g e n e s  4 6 a n d  

4 7 ,  b u t  t h e y  mop a t  a d i f f e r e n t  l o c a t i o n  ( E p s t e i n  e t  a ^ . , 

1 963)  . D e s p i t e  many s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  g e n e  4 6 a n d  47 

m u t a n t s  a n d  t h e  g e n e  59 m u t a n t s ,  t h e s e  DNA a r r e s t  m u t a n t s  

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

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

b i n a t i o n .  As w as  t h e  c a s e  w i t h  m u t a n t s  o f  g e n e s  46 a n d  4 7 ,  

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

p r e v e n t  t h e  DNA a r r e s t  p h e n o t y p e .  R e s c u e  o f  DNA s y n t h e s i s  

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

a g e n t s  (Ku e t  a K , 1 9 7 2 )  .

G e n e  58 m u t a n t s  a r e  o f  t h e  DNA d e l a y  t y p e  a n d  e x h i b i t  

i n c r e a s e d  r e c o m b i n a t i o n  ( Y e g i a n  e t  a l • ,  1 9 7 0 ) .  M u t a t i o n s  

i n  g e n e  50 a p p a r e n t l y  c a u s e  a  d e f e c t  t h a t  i n v o l v e s  t h e  

same p a t h w a y  a s  t h e  x a n d  ^  m u t a n t s  ( H c i m le t t  a n d  B e r g e r ,  

1 9 7 5 ) .  The c o m p l e x i t i e s  t h a t  h a v e  h i n d e r e d  a n  u n d e r s t a n d ­

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

e x a m i n i n g  t h e  s e d i m e n t a t i o n  p r o f i l e s  o f  g e n e  58 o r  T4w 

m u t a n t s  ( H a m l e t t  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 5 } ,  s i n c e  d e s p i t e  t h e  

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

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

t h e y  b o t h  e x h i b i t  a b b e r a n t  f o r m a t i o n  o f  c o n c a t e m e r i c  DNA 

l e n g t h s .  T he  DNA o f  t h e  w m u t a n t s  i s  s l i g h t l y  s h o r t e r  t h a n  

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

g r a d i e n t s  ( I J a m l e t t  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 5 )  , w h i l e  t h e  s i n g l e  

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

g e n e  58 m u t a n t s  a r e  e v e n  s h o r t e r  t h a n  t h o s e  f o u n d  i n  c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  t h e  w m u t a n t s .  U n l i k e  t h e  w m u t a n t s ,  t h e  

g e n e  58 m u t a n t s  a r e  a b l e  t o  v e r y  s l o w l y  f o r m  l o n g e r  s i n g l e  

s t r a n d e d  DMA l e n g t h s  a n d  b y  4 0 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  

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

( H a m l e t t  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 5 ) .

The DNA s y n t h e t i c  p r o p e r t i e s  o f  T4x  a n d  T 4 y  h a v e  n o t  

b e e n  t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t e d .  T he  p o i n t  m u t a n t  T4x  w a s  t h e  

f i r s 4, n o n l c t h n l  r e c o m b i n a t i o n  d e f i c i e n t  m u t a n t  t o  b e  i s o l a ­

t e d  (H arm ,  1 9 6 ' j ) .  B o y l e  a n d  By m en d s  s u b s e q u e n t l y  i s o l a t e d
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T 4 ^  o n  t h e  b a s i s  o f  i t s  u l t r a v i o l e t  s e n s i t i v i t y  ( 1 9 6 9 ) .  The  

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

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

i n  a  common r e p a i r  p a t h w a y .  T h i s  p a t h w a y  w a s  a l s o  show n  

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

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

t h e  s i n g l e  m u t a n t s .

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

Sym onds  t o  e x a m i n e  f u n c t i o n a l  s u r v i v a l  o f  u l t r a v i o l e t  

l i g h t - i r r a d i a t e d  g e n e s  i n v o l v e d  i n  DNA s y n t h e s i s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h e  y  g e n e  (1 9 7 3 )  . T h e  r e s u l t s  

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

a l s o  r e q u i r e d  f o r  y - t y p c  r e p a i r .  I n  o t h e r  w o r d s ,  e a r l y  

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

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

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

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

g e n e s  b e i n g  t e s t e d .  T h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  t o  show  w h e t h e r  

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

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

b i n a t i o n  d e f i c i e n c y ,  T4x (H arm ,  1 9 6 4 )  a n d  T 4 y  ( B o y l e  a n d  

S y m o n d s ,  197 3) h a v e  b e e n  show n t o  b e  s e n s i t i v e  t o  gamma 

r a y s  ( B o y l e  a n d  S y m o n d s ,  1 9 6 9 ) ,  a n d  x - r a y s  ( W a l l a c e  a n d  

M e la m e d e ,  1 9 7 2 ) .  T 4 x ,  y  a n d  w a r e  a l s o  s e n s i t i v e  t o  a l k y ­

l a t i n g  a g e n t s  ( D r a k e  e t  a l . ,  1 9 7 3 ,  H a m l e t t  a n d  B e r g e r ,

1 9 7 5 ) .  B o t h  t h e  DNA s y n t h e s i z i n g  a b i l i t y  a n d  b u r s t  s i z e  

o f  T4x h a s  b e e n  f o u n d  t o  bo  s e n s i t i v e  t o  m i t o m y c i n  C
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( S h i m i z u  anti  S e k i g u c h i  1 9 7 4 )  . A m o d i f i e d  f o r m  o f  e x c i ­

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

a l s o  b e  a c t i n g  o n  m i t o m y c i n - i n d u c e d  d a m a g e s  i n  T 4 . G e n e t i c  

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

1206  i s  e r r o r  p r o n e  { D r a k e ,  1 9 7 3 )  a n d  r e a d i l y  l e a d s  t o  

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

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

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

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

t h e s e  t r a i t s .  I n  r e c e n t  w o r k ,  Wakem a n d  E b i s u z a k i  ( 1 9 7 6 )  

h a v e  shown t h a t  t h e  x a n d  y  g e n e  p r o d u c t s  a r e  n e c e s s a r y  

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

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

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

p a t h w a y  i n  E s c h e r i c h j a  c o l i . W h e t h e r  o r  n o t  t h e  a n a l o g y  

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

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e p l i c a t i v e  p r o c e s s e s  o f  T4 v e r s u s  

E s c h e r i c h i a  c o l i . T he  i n t i m a t e  i n v o l v e m e n t  o f  r e c o m b i n a t i o n  

i n  T4 DNA s y n t h e s i s  i s  t h e  m o s t  o b v i o u s  o n e .

R e c e n t l y ,  Dewey a n d  F r a n k e l  ( 1 9 7 5 )  h a v e  i s o l a t e d  a  

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

l e t h a l i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  g e n e  49 m u t a n t s .  I n  a d d i t i o n ,  

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

i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  g e n e  4 9 m u t a n t s .  H e n c e ,  t h e  s u p p r e s ­

s o r s  w e r e  nam ed  fd_s o r  f a s t  s o d i m e n t i n g  DNA s u p p r e s s o r s .  

I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  n u c l e a s e  a c t i v i t y  t h a t  i s  l a c k i n g  i n  

g o n e  49 m u t a n t s  i s  n o t  r e s t o r e d  b y  t h e  f d s  s u p p r e s s o r s .
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More i n t e r e s t i n g ,  h o w e v e r ,  a r e  t h e  map l o c a t i o n s  o f  t h e  

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

t w e e n  g e n e s  41 a n d  4 2 ;  t h e  s am e  p l a c e  t h a t  T4x m a p s .

F dsB  i s  l o c a t e d  b e t w e e n  g e n e s  24 a n d  2 5 ;  t h e  s a m e  p l a c e  t h a t  

T 4 ^  m a p s ,  C o n k l i n g  a n d  D r a k e  h a v e  now sh o w n  t h a t  f d s A  a n d  

f d s B  a r e  i n  f a c t  t h e  s am e  a s  T 4x  a n d  T 4 ^  ( p e r s o n a l  c o m m u n i ­

c a t i o n )  .

I n  c o n c l u s i o n ,  i t  may b e  s c o n  t h a t  a l t h o u g h  t h e  x a n d  

g e n e  p r o d u c t s  a r e  n o t  n e c e s s a r y  f o r  s u c c e s s f u l  T4 r e p l i c a ­

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

p r o c e s s i n g  o f  T4 DNA. I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  n e i t h e r  T4x n o r  

T 4 ^  i s  c o m p l e t e l y  d e v o i d  o f  i t s  w i l d t y p e  a c t i v i t i e s ,  h e n c e  

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

T h i s  p o s s i b i l i t y  d o e s  n o t  s e e m  l i k e l y ,  e s p e c i a l l y  s i n c e  T4^; 

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

p a r t i a l l y  f u n c t i o n i n g  p r o t e i n  a s  i s  T 4 x ,  w h i c h  i s  a  n o n ­

t e r m i n a t i n g  p o i n t  m u t a n t .  The  r o l e s  t h a t  t h e  x a n d  % g e n e  

p r o d u c t s  p l a y  i n  T4 d e v e l o p m e n t  a r e  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  T he  

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

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

I n  t h e  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s ,  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  x  

a n d  % g e n e  p r o d u c t s  i n  T 4 - d i r e c t e d  DNA s y n t h e s i s  a n d  t h e  

e f f e c t s  o f  D N A -dam ag ing  a g e n t s  ( u l t r a v i o l e t  l i g h t ,  x - r a y s ,  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

s u b s e q u e n t l y  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  p h y s i c a l ,  s t a t e  o f  t h e  T 4 -  

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

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

p r o v i d e  i n s i g h t  i n t o  t h e  n a t u r e  o f  T 4 - d i r e c t e d  DNA s y n t h e s i s ,  

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

f o r  t h e  x a n d  y  g e n e s .
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MATERIALS AND METHODS 

B a c t e r i a  a n d  b a c t e r i o p h a go

E s c h e r i c h i n c o l i  B a n d  T4 (T4D) w e r e  o r i g i n a l l y  s u p ­

p l i e d  b y  A. D o c r m a n n .  T 4 v ,  d e r i v e d  f r o m  T4D, w as  o b t a i n e d  

f r o m  W. H a m ;  T 4 y ,  d e r i v e d  f r o m  T4D , w as  o b t a i n e d  f r o m  J .  

B o y l e ;  a n d  T 4 p x ,  w h i c h  w as  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  a s  T4>: b y  W. 

Harm f r o m  T4D, a n d  e x t e n s i v e l y  b a c k c r o s s e d  t o  T4B by  J .  

D r a k e ,  w as  o b t a i n e d  f r o m  h i m .

C h e m ic a l s
3

M e t h y l - H ' t h y m i d i n e  ( 6 3 - 8  c i / m  m o l e )  a n d  t h y m i n e  43 

C i / m  m o l e  was  p u r c h a s e d  f r o m  ICN. M i t o m y c i n  C,  r i f a m p i n  

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

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

b e f o r e  e a c h  e x p e r i e m n t  ( u s u a l l y  1 m g / m l ) . C o n c e n t r a t i o n s
i  a

o f  m i t o m y c i n  C w e r e  d e t e r m i n e d  by  u s i n g  a n  ^ 3 g o nTn ^4 0 

(M erck  I n d e x  1 9 7 6 ) .  M i t o m y c i n  C e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r ­

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

c h e m i c a l .

M e d ia

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

f i n a l  v o l u m e :  10 g r a m s  B a c t o  t r y p t o n e ,  8g R a c t o  a g a r ,  3g

g l u c o s e ,  8g N a C l ,  2g  s o d i u m  c i t r a t e .  O v e r n i g h t  c u l t u r e s  

w e r e  p r e p a r e d  i n  H o r s h e y  b r o t h  (H b r o t h )  t h a t  c o n t a i n e d  i n  

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

t r y p t o n e ,  1 g l u c o s e ,  5 N a C l ,  D i l u t i n g  f l u i d  c o n t a i n e d  i n  

g r a m s  p e r  l i t e r  f i n a l  v o l u m e :  5 B a c t o t r y p t o n e ,  5 NaCl a n d

2 K^IIPO^. P l a t i n g  a g a r  c o n t a i n e d  i n  g r a m s  p e r  l i t e r  f i n a l
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v o l u m e :  13 B a c t o  t r y p t o n e ,  12  B a c t o  a g a r ,  1 . 3  g l u c o s e ,

8 N a C l ,  2 s o d i u m  c i t r a t e .  T op  l a y e r  a g a r  c o n t a i n e d  i n  g r a m s  

p e r  l i t e r  f i n a l  v o l u m e :  10 B a c t o  t r y p t o n e ,  6 B a c t o  a g a r ,

3 g l u c o s e ,  8 N a C l ,  2 s o d i u m  c i t r a t e .  S u p p l e m e n t e d  M9 m e d i a  

c o n t a i n e d  p e r  l i t e r  f i n a l  v o l u m e :  1 0 0  ml lO x  M9 s a l t s ,  40

ml o f  20% (W/V) g l u c o s e ,  10 ml 0 . 1  M MgSO^, 10 ml (1.01 M 

C a C l 2 , a n d  50 ml o f  20' i  (W/V) D i f c o  c a s a m i n o  a c i d s .  lO x  M9 

s a l t s  c o n t a i n e d  i n  g r a in s  p e r  l i t e r  f i n a l  v o l u m e :  60

Na2H P0^ ,  30 KH^PO^, 5 N a C l ,  a n d  10 N H ^C l .  P h o s p h a t e  g e l a ­

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

H2 0 :  3 N a2HP04 , 1 . 5  KH2P 0 4 , 5 N a C l ,  5 K2S 0 4 , 0 . 2 5  MgS04 ,

7 H^O, 0 . 0 1  g e l a t i n ,  a n d  0 . 0 1 3  C a C l 2 t h a t  w a s  a d d e d  a f t e r  

n u t o c l a v i n g .  (Adams,  1 9 7 2 ) .

P r e p a r a t i o n  o f  b a c t e r i a  a n d  b a c t e r i o p h a g e

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

b y  i n c u b a t i o n  a t  37^C w i t h  a e r a t i o n  i n  H b r o t h .  D a i l y  c u l ­

t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  by  a  1 0 0  f o l d  d i l u t i o n  o f  t h e  o v e r ­

n i g h t  s t a t i o n a r y  p h a s e  c u l t u r e s  i n t o  s u p p l e m e n t e d  M9 

m ed iu m .  The b a c t e r i a  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  w i t h
g

a e r a t i o n  u n t i l  t h e y  r e a c h e d  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 x  10  / m l .

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

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

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

F o r  some e x p e r i m e n t s ,  p h a g e  w e r e  f u r t h e r  p u r i f i e d  by  s u c r o s e  

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

L y s i s  p r o c e d u r e

C e l l s  v ;oro  l y s e d  f o r  b o t h  n e u t r a l  a n d  a l k a l i n e  s u c r o s e
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g r a d i e n t s  b y  a d d i n g  t o  t h e  0 . 3  ml r e a c t i o n  v o l u m e  a n  e q u a l  

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

a f t e r  g e n t l e  h a n d  m i x i n g .  T h e  0 . 3  m l  l y s i n g  m ix  c o n t a i n e d  

2 m g /m l  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  l y s o z y m e  a n d  0 . 0 5  M EDTA.

A f t e r  15 m i n u t e s  o n  i c e ,  0 . 0 6 6  ml o f  10% B r i j  58 w a s  a d d e d  

( B a r r y  e t  a K , 1 9 7 3 ) .  The s a m p l e s  w e r e  l e f t  o n  i c e  f o r  

a n  a d d i t i o n a l  10  m i n u t e s  b e f o r e  l o a d i n g  o n t o  t h e  s u c r o s e  

g r a d i e n t s .

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

N e u t r a l  5-30% s u c r o s e  g r a d i e n t s  c o n t a i n e d  0 . 0 2  M T r i s  

KCL pH 8 , 0 .1% s a r k o s y l ,  1 mM EDTA, a n d  0 . 1 5  M N a C l .  G r a ­

d i e n t s  ( 4 . 6  m l )  w e r e  m ade  t h r e e  a t  a  t i m e  u s i n g  a n  LKB 

M u l t i p e r p e x  pum p.  The g r a d i e n t s  w e r e  f o r m e d  o n  t o p  o f  a  

0 . 4  ml p a d  t h a t  c o n t a i n e d  20% s u c r o s e  d i s s o l v e d  i n  A n g i o -

C o n r a y  ( M a l i n k r o d t ) . 0 . 2  m l  s a m p l e s  w e r e  l o a d e d  a l o n g  w i t h
140 . 0 2  ml o f  C l a b e l e d  i n t a c t  m a r k e r  p h a g e  w h i c h  s e d i m e n t s  

a t  1 0 0 0 S ,  The  g r a d i e n t s  w e r e  s p u n  f o r  e i t h e r  30 m i n u t e s  

o r  1 h o u r ,  a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  f i g u r e  l e g e n d s ,  i n  a  B e c k ­

man M o d e l  L u l t r a c e n t r i f u g e  a t  1 7 , 0 0 0  r p m .  E i t h e r  a  s i x  

b u c k e t  Sw 5 0 . 1  o r  a  t h r e e  b u c k e t  SW SOL r o t o r  w as  u s e d  

( H o s o d a  e t  a l . , 1 9 7 1 ) .

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

c o n t a i n e d  5-20% s u c r o s e ,  0 . 0 1  M EDTA, 1 M N a C l ,  a n d  0 .1% 

s a r k o s y l  o v e r  t h e  A n g i o - C o n r a y  p a d .  T h e  g r a d i e n t s  c o n ­

t a i n e d  e n o u g h  NaOII t o  g i v e  a  pli o f  1 2 . 4 .  One t e n t h  ml o f  

0 , 3 5  M NaOll w as  l a y e r e d  o n  t h e  g r a d i e n t ,  f o l l o w e d  by  t h e  

a d d i t i o n  o f  0 . 0 2  ml ^ C  m a r k e r  p h a g e  a n d  0 . 2  ml s a m p l e .
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A l k a l i  l y s i s  o f  i n t a r t  p h a g e  p r o d u c e s  i n t a c t  s i n g l e  s t r a n d ­

e d  p h a g e  l e n g t h s  o f  DNA. The  s a m p l e  l a y e r  w as  t h e n  g e n t l y  

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

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

g r a d i e n t s  a n d  s p u n  f o r  2 h o u r s  a t  e i t h e r  3 0 , 0 0 0  o r  3 5 , 0 0 0

rpm a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  f i g u r e  l e g e n d s  ( H o s o d a  e t .  p_l. ,

D1 S 11 9 71)  . S v a l u e s  w e r e  d e t e r m i n e d  by  r — = (D = d i s t a n c e )  .
U2 b 2

I r r a d i a t i o n

F o r  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n ,  a  30 u l  p h a g e  s u s p e n -

11s i o n  i n  g e l  b u f f e r  ( 0 . 5  t o  1 x 10  / m l )  w a s  i r r a d i a t e d  by  a

G e n e r a l  E l e c t r i c  15 W g e r m i c i d a l  l a m p  (G 1 5 7 8 ) ,  p o w e r e d

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

t h r o u g h  a  q u a r t z - g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  f i l t e r .  The  d o s e

- 2r a t e  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  w a s  0 . 3 5  Jm /

s e c o n d .  ( W a l l a c e  a n d  M e l a m e d e ,  1 9 7 2 ) .  U n d e r  t h e  a b o v e
- 2

c o n d i t i o n s ,  t h e  f o r  T4+ i s  8 Jm

F o r  X - i r r a d i a t i o n , a  200  u l  p h a g e  s u s p e n s i o n  i n  5X

10c i t r a t e  b r o t h  (1 t o  5 x 10 / m l )  w a s  i r r a d i a t e d  b y  a 

P i c k e r  X - r a y  s o u r c e  w i t h  a  b e r y l l i u m  w i n d o w .  A s e t t i n g  o f  

60 kVp a n d  20 mA d e l i v e r e d  a  d o s e  r a t e  o f  a p p r o x i m a t e l y  90 

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

U n d e r  t h e  a b o v e  c o n d i t i o n s ,  t h e  f o r  T4+ i s  45 K r a d s .

I n c o r p o r a t i o n o f  L a b e l e d  DNA P r e c u r s o r s

Log p h a s e  E s c h e r i c h i a  c o l i  ( 0 . 2  m l )  a t  a  c o n c e n t r a t i o n

8 11 o f  4 x  10 / m l  w e r e  a d d e d  t o  4 u l  o f  1 x 10 / m l  p h a g e .  A l l

r e a c t i o n  m i x e s  w e r e  b r o u g h t  u p  t o  f i n a l  0 . 3  ml v o l u m e s  w i t h
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M9 m ed iu m .  L a b e l i n g  w as  c a r r i e d  o u t  a t  a  f i n a l  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  0 . 1 2  u g / m l  o r  25 u g / m l  t h y m i d i n e ,  o r  25 u g / m l  

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

a d s o r b e d  a t  37° C a n d  t r a n s f e r r e d  t o  2 0 ^ 0  1 m i n u t e  p r i o r  

t o  l a b e l i n g  (33 u C i  H / 0 . 1 2  u g  t h y i n i d i n e / m l .  o r  33 u C i  H / 0 . 1 6  

r g  t h y m i d i n e / m l ) .  A f t e r  a  4 m i n u t e  a d s o r p t i o n  p e r i o d ,  

i n c u b a t i o n  was  c o n t i n u e d  a t  3 7 °C .

I n  e a c h  o f  t h e  a b o v e  e x p e r i m e n t s ,  20 u l  s a m p l e s  c o l ­

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

c i p i t a t e d  b a t c h w i s e  i n  10% t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  (T C A ) , w a s h e d  

b a t c h w i s e  w i t h  5% TCA, a n d  t h e n  w i t h  95% e t h a n o l .  A f t e r  

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

d e s c r i b e d  b e l o w .

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

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

a n d  c o n c e n t r a t i o n  i n d i c a t e d  i n  t h e  t e x t .

S a m p le  c o l l e c t i n g  a n d  c o u n t i n g

.S am p les  w o r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g r a d i e n t s  

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

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

g r a d i e n t s  s i m u l t a n e o u s l y  o n t o  2 . 4  cm W hatm an  GF/A d i s k s .

The d i s k s  w e r e  t h e n  s t a c k e d  i n  b e a k e r s  o f  10% TCA, a n d  

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

f i r s t  w a s h e d  w i t h  2 ml o f  5% TCA f o l l o w e d  b y  15 ml  o f  

e t h a n o l . The  d i s k s  w e r e  t h e n  d r i e d  i n  a 3 7 ° C o v e n  o v e r ­

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

t e m p e r a t u r e  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  made b y  B e c k m a n .  T h e
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s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  u s e d  w as  e i t h e r  A q u a s o l  (New E n g l a n d  

N u c l e a r )  o r  L i g u i s c i n t  ( N a t i o n a l  D i a g n o s t i c s ) .
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RESULTS

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

T4x a n d  T 4 y  m u t a n t s  i n c l u d i n g  d e c r e a s e d  r e c o m b i n a t i o n  

f r e q u e n c y ,  d e c r e a s e d  b u r s t  s i z e  a n d  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  

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

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

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

r e c o m b i n a t i o n  d u r i n g  T4 i n f e c t i o n  s u g g e s t s  a  m u t u a l  i n t e r ­

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

t h e  x a n d  y  p r o t e i n s  i n  T 4 - d i r c c L e d  DNA s y n t h e s i s ,  t h y m i ­

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

i n f e c t e d  c e l l s .

DNA s y n t h o s i s  me a s u r e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  l i n e a r  
I rTcoi  p o r a t T o h

DNA s y n t h e s i s  i n  T 4 + - ,  T 4 x - , a n d  T 4 y - i n f e c t e d  c e l l s

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

i n t o  t h e  a c i d - i n s o l u b l e  f r a c t i o n .  F i g u r e  1A s h o w s  t h a t  t h e

r a t e ;  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h i s  l a b e l  i s  r e d u c e d  i n  T 4 x -  a n d

y - i n f e c t e d  c e l l s  t o  a b o u t  70% t h a t  o f  w i l d t y p e .  S i m i l a r

r e l a t i v e  r a t e s  o f  i n c o r p o r a t i o n  w e r e  o b t a i n e d  f o r  T4x 

3u s i n g  H t h y m i n e  ( F i g u r e  I B ) . We h a v e  c o n s i s t e n t l y  o b ­

s e r v e d  a  20 t o  30% r e d u c t i o n  i n  t h e  DNA s y n t h e t i c  r a t e  i n  

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

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

d i n e  o r  t h y m i n e  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  15 u g / m l  o r  g r e a t e r .

B e c a u s e  o f  t h e  r o l e  o f  t h e  x - y  p a t h w a y  i n  DNA r e p a i r ,  

t h e  DNA s y n t h e t i c  c a p a c i t y  o f  T 4 - i n f o c t e d  c e l l s  a f t e r  u l t r a ­
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v i o l e t  o r  x - i r r a d i a t i o n  t o  t h e  p h a g e  w as  e x a m i n e d .  B o t h  

u l t r a v i o l e t  an d  x - i r r a d i a t i o n  p r o d u c e  a  l a g  a n d  a  r e d u c e d  

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

t i o n  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h y m i d i n e  (20  u g / m l )  i n  b o t h  

w i l d t y p e -  a n d  m u t a n t -  ( i n c l u d i n g  T4v)  i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g ­

u r e s  2 a n d  3 ) .  When t h e  f i n a l  s l o p e s  o f  t h e  l i n e a r  p o r t i o n s  

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

r a t i o n  o f  ^ H - t h y m i d i n e , a r e  c o m p a r e d  a t  d i f f e r e n t  d o s e s ,  

t h e  r e s u l t s  show n  i n  F i g u r e  4 A a n d  13 a r e  o b t a i n e d .  The  

r a t e  o f  DNA s y n t h e s i s  i n d u c e d  by  T4v i s  u l t r a v i o l e t -  

i n a c t i v a t e d  ( F i g u r e  4A) a t  a  s l i g h t l y  g r e a t e r  r a t e  t h a n  

t h a t  o f  w i l d t y p e  o r  T 4 x ;  w h i l e  t h a t  o f  T 4 ^  i s  i n a c t i v a t e d  

a t  a  l o w e r  r a t e .  S h i m i z u  a n d  S e k i g u c h i  ( 1 9 7 4 )  o b s e r v e d  

t h a t  DNA s y n t h e s i s  i n  T 4 x - i n f e c t e d  c e l l s  w as  s e n s i t i v e  t o  

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

s i s  a f t e r  i r r a d i a t i o n  t o  z e r o  d o s e  T4x c o n t r o l s  w h i c h  

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

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

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

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

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

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

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

p o r a t i o n  i n t o  DNA a f t e r  i r r a d i a t i o n  a r e  c o m p l e x .  A f t e r  

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

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

p o n e n t  o f  t h e  l a t t e r  m i g h t  b e  e x p a n d e d ,  'Die t o t a l
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m e a s u r e m e n t  w o u l d  i n c l u d e  a l l  t h r e e .  S i n c e  v - i n d u c e d  

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

t h e s i s  ( S a t o  a n d  S e k i g u c h i ,  1 9 7 6 ) ,  o n e  m i g h t  e x p e c t  t h e  

i n c r e a s e d  u l t r a v i o l e t  s e n s i t i v i t y  o f  T 4v  DNA s y n t h e s i s  a s  

h a s  b e e n  o b s e r v e d  h e r e  a n d  e l s e w h e r e  ( E b i s u z a k i , 1 9 6 6 ) .  On 

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

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

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

£  m u t a n t s  a s  w as  sh o w n  a b o v e .

F i g u r e  4B d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  DNA s y n t h e t i c  c a p a c i ­

t i e s  o f  T 4x  a n d  T 4y  a p p e a r  t o  b e  s l i g h t l y  l e s s  s e n s i t i v e  t o  

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

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

b i n a t i o n a l  r e p a i r  m a k e s  DNA s y n t h e s i s  m o r e  r e s i s t a n t  t o  

x - i r r a d i a t i o n .

F i g u r e  4C s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  m i t o m y c i n  C, a  b i f u n c ­

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

DNA s y n t h e t i c  c a p a c i t y  o f  T4 - ,  T 4 x - ,  a n d  T 4 y - i n f e c t e d  

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

e x p e r i m e n t s  w h e r e  t h e  f r e e  p h a g e  a r e  i r r a d i a t e d ,  i n  t h i s  

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

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

DNA s y n t h e s i s  a t  h i g h e r  d o s e s ,  i t  i s  a  m o re  p o t e n t  i n h i b i ­

t o r  o f  T 4 x -  a n d  y - i n d u c e d  DNA s y n t h e s i s .  F u r t h e r ,  F i g u r e  

5 s h o w s  t h a t  T4x  a n d  y a r e  a l s o  m o re  s e n s i t i v e  t o  m i t o ­

m y c i n  C. w hen  v i a b i l i t y  i s  m e a s u r e d .  S h i m i z u  a n d  S e k i g u c h i

( 1 9 7 4 )  h a v e  show n T 4 x - i n d u c e d  DNA s y n t h e s i s  a n d  a v e r a g e
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b u r s t  s i z e  t o  b e  s e n s i t i v e  t o  m i t o m y c i n  C. I t  i s  i n t e r ­

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

T a k a g i  ( 1 9 6 0 ) ,  w h i c h  c o m p a r e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  DMA s y n ­

t h e s i s  t o  m i t o m y c i n  C o f  u n i n f e c t e d  c e l i s  t o  T 4 - i n f e c t e d  

c e l l s ,  sh o w e d  t h a t  a l t h o u g h  DNA s y n t h e s i s  i n  T 4 ~ i n f e c t e d  

c e l l s  w as  i ~ e s i s t a n t  t o  m i t o m y c i n  C c o m p a r e d  t o  h o s t  DNA 

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

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

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

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

i n  T 4 x -  a n d  ^ - i n f e c t e d  c e l l s  a p p e a r s ,  h i g h  s p e c i f i c  

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

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

w e r e  i n f e c t e d  a t  37flC, p l a c e d  a t  20* C o n e  m i n u t e  b e f o r e  
, . 3a d d i t i o n  o f  II t h y m i d i n e ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  s a m p l e d  e v e r y  

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

sh o w n  i n  F i g u r e  6 . As c a n  b e  s e e n ,  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  

p r o c e e d s  a t  t h e  sam e r a t e  i n  T 4 + - ,  T 4 x - ,  a n d  T 4 y - i n f e c t e d  

c e l l s  u n t i ]  12  m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a t  w h i c h  t i m e  

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

t i c a l l y .  T h i s  p h e n o m e n o n  w as  m o re  c l o s e l y  e x a m i n e d  i n  c e l l s  

i n f e c t e d  an d  m a i n t a i n e d  a t  20c C. F o r  e x a m p l e ,  F i g u r e  7 

s h o w s  t h a t  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  a t  20c c  i n  w i l d t y p e -  

i n f e c t o d  c e l l s  c o n t i n u e s  t o  i n c r e a s e  a t  l e a s t  u n t i l  60 

m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  w h i l e  i n  T 4 x -  a n d  T 4 y - i n f e c t e d  

c e l l s  t h e  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  i n c r e a s e s  u n t i l  4 5 m i n u t e s  

a f t e r  i n f e c t i o n  a n d  t h e n  d e c r e a s e s  b y  GO m i n u t e s  a f t e r
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i n f e c t i o n .  F i g u r e  G s h o w s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t r i t i a t e d  

t h y m i d i n e  (65 C i / m m o l e ,  0 . 1 2 u g / m l ,  3 7 ° C) i n  T 4 +- ,  T 4 x - ,  

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

p o s i t i v e  (E .  c o l i  CR63) o r  a m b e r  s u p p r e s s o r  n e g a t i v e  (E .  

c o l i  B ) . C l e a r l y ,  t h e  a m b e r  y  p h e n o t y p e  i s  s u p p r e s s e d  i n  

E .  c o l i  CR6 3 ,  w h e r e a s  T4 a n d  T4x a r e  u n a f f e c t e d .  The 

r e a s o n  t h a t  s u p p r e s s e d  T 4 y  s y n t h e s i s  i s  g r e a t e r  t h a n  T4 + 

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

o b s e r v e d .

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

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

f i f t e e n  m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a t  37° C d o e s  n o t  a p p e a r  t o  

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

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

F i g u r e  9A. I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  t o t a l  c e l l u l a r  c o u n t s  

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

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

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

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

T h e  l a t t e r  a m o u n t s  a r e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  sam e  f o r  T4+- ( x - ,  

amd y - i n f e c t e d  c e l l s .

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

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

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

c o n c e n t r a t i o n s )  u s e d  i n  t h o s e  e x p e r i m e n t s .  When t h e  

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

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

r a t i o n  i s  l e s s  p r o n o u n c e d  ( F i g u r e  9 B ) . C l e e t r l y ,  d u r i n g  T4 

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

Y e g i a n  e t .  a l .  ( 1 9 7 1 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  DNA d e l a y  

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

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

I t  a p p e a r s ,  h o w e v tn - ,  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  r a t e  o f  i n c o r ­

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

a n d  x -  o r  y - i n f e c t . e d  c e l l s  r e f l e c t s  some d i f f e r e n c e  i n  t h e  

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

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

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

l a r i t y  o f  t h y m i d i n e  p r o c e s s i n g  i n  t h e  p o o l s  ( F i g u r e  9 C , D ) . 

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

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

a l b e i t  a t  a  s l o w e r  r a t e .

E f f e c t  o f  r i f a m p i n  a n d  c h l o r a m p h e n i c o l  o n  t h e  m a n i f e s t a t i o n  
o f  t h e  T4iT"a nd y g e n e  p r o d u c t s

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

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

v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a t  37 C a n d  s u b s e q u e n t  i n c o r ­

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

a t  15 s e c o n d  i n t e r v a l s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  a t  1 5  m i n u t e s  

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

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

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

r i f a m p i n  4 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  S i n c e  t h e  x a n d  y



33

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

i n f e c t i o n ,  t h e  T4x  a n d  y  g e n e s  m u s t  b e  t r a n s c r i b e d  b e f o r e  

4 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  I n  f a c t ,  a  c o m p a r i s o n  o f  DNA 

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

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

2 m i n u t e s  o f  i n f e c t i o n .  I n t e r e s t i n g l y ,  m u t a n t - i n d u c e d  

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

n o r m a l ,  lo w  l e v e l  o f  i n c o r p o r a t i o n  u n t i l  a f t e r  8 m i n u t e s  o f  

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

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

i n  i n f e c t i o n ,  b e t w e e n  6 a n d  10  m i n u t e s .

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

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

4 ,  8 , o r  12 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a n d  i n c o r p o r a t i o n  o f  

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

o f  i n f e c t i o n .  C h l o r a m p h e n i c o l  a d d e d  a t  4 m i n u t e s  a f t e r  

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

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

8 o r  12  m i n u t e s  h a s  l i t t l e  o r  no  e f f e c t  o n  s u b s e q u e n t  

i n c o r p o r a t i o n  a t  15 m i n u t e s  ( F i g u r e  1 1 A ) . S i n c e  t h i s  15 

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

x  a n d  y  g e n e  p r o d u c t s  (am ong  o t h e r s ) , t h e s e  d a t a  i n d i c a t e  

t h a t  t h e  x  a n d  y  t r a n s c r i p t s  h a v e  b e e n  t r a n s l a t e d  b e f o r e  8 

m i n u t e s ,  h i k e w i s e ,  a d d i t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  4 m i n u t e s  

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

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

c o l  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  T 4x  o r  y  g i v e s  a
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l e v e l  o f  i n c o r p o r a t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  w i l d t y p e ,  w h i l e  

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

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

t h a t  o f  w i l d t y p e  ( F i g u r e  11 B a n d  C ) . T h i s  " r e s c u e "  w a s  

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

a d d e d  12  m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  i t  a p p e a r s  t h a t  p r e v e n ­

t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  T 4 x -  o r  ^ - i n f e c t e d  c e l l s  a t  a  

c r i t i c a l  t i m e ,  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  a l l o w s  f o r  a  

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

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

E f f e c t  o f  Mi t o m y c i n  C o n  i n c o r p o r a t i o n o f  h i g h - s p e c i f i c  
a c t i v i t y  t h y m T d i n e

The  e f f e c t  o f  m i t o m y c i n  C o n  i n c o r p o r a t i o n  o f  h i g h -  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  t h y m i d i n e  w as  m e a s u r e d  a t  8 a n d  15 

m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  As show n i n  F i g u r e  1 2 ,  DNA s y n ­

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

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

by  m i t o m y c i n  C. I n  c o n t r a s t ,  m u t a n t - i n d u c e d  DNA s y n t h e s i s  

a t  15 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  i s  m o r e  s e n s i t i v e  t o  m i t o ­

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

a d d e d  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  a n d  i n c o r p o r a t i o n  o f  

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

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

r e t a i n s  i t s  15 m i n u t e  s e n s i t i v i t y  t o  m i t o m y c i n  C ( F i g u r e  

1 3 ) .  T h u s ,  e v e n  t h o u g h  t h e  r a t e  o f  DNA s y n t h e s i s  b y  t h e  x 

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

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

Compleroen t n  t. i o n

I n  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s ,  a n  a t t e m p t  w a s  m ade  t o  

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

H ig h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  t h y m i d i n e  w as  a d m i n i s t e r e d  15 m i n ­

u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a t  3 7 °C  a n d  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  

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

o n e  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  g e n o t y p e s .  F i g u r e  14A s h o w s  t h a t  

c o i n f e c t i o n  w i t h  T4 + a n d  T 4 ^  g i v e s  w i l d t y p e  p h e n o t y p e ,  

b u t  c o i n f e c t i o n  w i t h  T4+ a n d  T4x g i v e s  a n  i n t e r m e d i a t e  

p h e n o t y p e .  C o i n f e c t i o n  w i t h  T4x  a n d  ^  sh o w s  l i t t l e  o r  n o  

c o m p l e m e n t a t i o n .  T h e  x m u t a n t  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s ,  T 4 p x ,  

h a s  a  p o i n t  m u t a t i o n  ( D r a k e ,  1 9 7 3 )  a n d  c o u l d  p r o d u c e  a  

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

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

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

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

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

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

s i g n i f i c a n t  c o m p l e m e n t a t i o n  i n  T4x  a n d  y  c o i n f e c t e d  c o l l s .

I n  a c c o r d  w i t h  t h e  a b o v e  h y p o t h e s i s ,  B o y l e  a n d  Sym onds  

( 1 9 6 9 )  w e r e  a l s o  n o t  a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  s i g n i f i c a n t  co m -  

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

m e n t s .  I n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  w o u l d  n o t  b e  a s  l i k e l y  

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

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

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

a m o u n t  o f  t h e  x g e n e  p r o d u c t .

E a r l i e r  e x p e r i m e n t s  ( s e e  F i g u r e  10)  i n d i c a t e d  t h a t  t h e

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

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

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

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

s how n  i n  F i g u r e  14B. I n  t h e  p r e s e n c e  o f  r i f a m p i n  c e l l s

c o i n f e c t e d  w i t h  T4+ a n d  T4x m u t a n t  p h a g e  e x h i b i t  a  s t i l l

g r e a t e r  i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  t h a n  w a s  o b s e r v e d  i n
+i t s  a b s e n c e .  C o i n f e c t i o n  o f  T4 a n d  T 4 ^  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

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

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

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

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

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

o b s e r v e d .

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

o b s e r v e d  i n  8 m i n u t e  c h l o r a m p h e n i c o l - t r e a t e d  c e l l s  ( s e e  

F i g u r e  11 )  was  c a u s e d  by  " d e f e c t i v e  x  p r o t e i n " ,  s i n c e  i t  

a l s o  o c c u r r e d  w i t h  a m b e r  T 4 y .  H o w e v e r ,  c o i n f e c t i o n  e x p e r i ­

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

c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  14C ,  w h e r e  c h l o r a m p h e n i c o l  was  

a d d e d  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  a n d  s y n t h e s i s  m e a s u r e d  a t  

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

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

c o i n f e c t i o n  w i t h  y  g i v e s  w i l d t y p e  p h e n o t y p e .  A g a i n ,  l i t t l e
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o r  n o  c o m p l e m e n t a t i o n  i s  o b s e r v e d  w i t h  T 4x  p l u s  T 4 ^ .

S e d i r n e n t a t i o n  a n a l y s i s  o f  p r o g e n y  DNA

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

t h e  UNA p r o d u c e d  u n d e r  t h e  v a r i o u s  c o n d i t i o n s  p r e s e n t e d ,  

s u c r o s e  g r a d i e n t  a n a l y s i s  w as  p e r f o r m e d .  F i g u r e s  1 5  a n d  1 6  

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

T4 DNA r e p l i c a t i v e  c o m p l e x e s  i s o l a t e d  a t  8 o r  1 5  m i n u t e s  

f r o m  T4+ - ,  o r  T 4 y - i n f e c t e d  c e l l s .  As c a n  b e  s e e n  i n

F i g u r e  .15,  t h e  9 m i n u t e  DNA r e p l i c a t i v e  c o m p l e x e s  f r o m  

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

p e a k  s l i g h t l y  a h e a d  o f  t h e  1 0 0 0 S  m a r k e r .  I n  c o n t r a s t ,  DNA 

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

a t  1 5  m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  ( F i g u r e  1 6 )  s e d i m e n t  s i g n i ­

f i c a n t l y  m o re  s l o w l y ,  a t  a b o u t  7 0 0 s ,  t h a n  t h o s e  o f  w i l d t y p e  

w h i c h  s e d i m e n t  j u s t  b e h i n d  t h e  1 0 0 0 S  m a r k e r  a t  a b o u t  9 0 0 S .
3

When DNA l a b e l e d  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  H 

t h y m i d i n e  i s  c h a s e d  w i t h  500  u g / m l  c o l d  t h y m i d i n e  u n t i l  15 

m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  t h e  p r o f i l e s ,  show n i n  F i g u r e  17A 

a r e  o b t a i n e d .  A g a i n ,  m u t a n t - i n d u c e d  DNA r e p l i c a t i v e  com­

p l e x e s  s e d i m e n t  m o re  s l o w l y  t h a n  t h o s e  i n d u c e d  by  w i l d t y p e  

T 4 .  S i m i l a r  15 m i n u t e  p r o f i l e s  a r e  o b t a i n e d  when t h e  DNA 

i s  c o n t i n u o u s l y  l a b e l e d  f r o m  5 t o  15 m i n u t e s  o f  i n f e c t i o n  

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

1 7 B ) . DNA r e p l i c a t i v e  c o m p l e x e s  i s o l a t e d  f r o m  m u t a n t - i n ­

f e c t e d  c e l l s  10  m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a r c  f o u n d  i n  b o t h  

t h e  900S a n d  700S s i z e  c l a s s e s .  T h u s ,  i t  s e e m s  t h a t  t h e  8 

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

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

p a t t e r n s  s e e n  15 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  The  a c c u m u l a t i o n  

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

17A a n d  B h a s  n o t  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  I t  i s  n o t  r e p r o d u -  

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

o f  DNA f r o m  m e m b r a n e s .

I n  F i g u r e  18 c a n  b e  secMt t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  f o r m a t i o n  

o f  c o n c a t c m e r s  ( s i n g l e  s t r a n d e d  DNA l o n g e r  t h a n  t h e  73S 

p a r e n t a l  s i n g l e  s t r a n d )  i n  T 4 - i n f e e t e d  c e l l s  f r o m  8 u n t i l  

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

o b t a i n e d  a t  15 a n d  2 5 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  ( sam e  a s  

F i g u r e  18B) , i n d i c a t e  t h a t  t h e  T<lx a n d  £  m u t a n t s  a r e  a b o u t  

30% l e s s  e f f i c i e n t  i n  c o n c a t o m e r  f o r m a t i o n  t h a n  w i l d t y p e .  

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

o f  c o u n t s  s e d i r n e n t i n g  a h e a d  o f  t h e  T4 m a r k e r  p e a ) ; .  No c o n -  

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

t y p o - i n f e c t e d  c e l l s  10 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  T h i s  p i c ­

t u r e  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  r e p o r t e d  b y  Wakem a n d  I ' b i s u z a k i  

( 1 9 7 6 )  u s i n g  v x  a n d  v ^  m u t a n t s  a n d  b y  H a m l e t t  a n d  B e r g e r

(1 9 7 5 )  f o r  T4w, a n o t h e r  n o n - l e t h a l  r e c o m b i n a t i o n  d e f i c i e n t  

m u t a n t  o f  T 4 . A l k a l i n e  s u c r o s e  g r a d i e n t  p r o f i l e s  o b t a i n e d  

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

s c r i b e d  a b o v e  a p p e a r  i d e n t i c a l  t o  t h e  20  m i n u t e  p r o f i l e  

d e p i c t e d  i n  F i g u r e  18B.

S e d i m e n t a t i o n  a n a l y s i s  o f  c b 1o r a m p h c n  i c o l  " r e s c u e d ”

The a d d i t i o n  o f  c h l o r a l ; . o h o n i e o )  a t  8 m i n u t e s  a f t e r



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

c e l l s  t o  s y n t h e s i z e  w i l d t y p e  l e v e l s  o f  DNA a t  15 m i n u t e s  

a f t e r  i n f e c t i o n  ( F i g u r e  9 ) .  F i g u r e  19 s h o w s  t h a t  t h e  

a d d i t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  i n  

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

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

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

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

m e n t  s l i g h t l y  f a s t e r  t h a n  t h o s e  f o r m e d  a t  8 m i n u t e s ,  a b o u t  

1 2 0 0 S ,  w h i l e  t h o s e  i n d u c e d  b y  t h e  x a n d  y  m u t a n t s ,  d e c r e a s e  

i n  s e d i m e n t a t i o n  r a t e  t o  a b o u t  900S  f r o m  t h o i r  n o r m a l  8 

m i n u t e  p a t t e r n  ( f a s t e r  t h a n  1 0 0 0 S ) . T h e r e  h a s  b e e n  some 

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

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

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

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

F i g u r e  2 0 .  C l e a r l y ,  a d d i t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  8 

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

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

S e d i m e n t a t i o n  a n a l y s i s  o f  p a r e n t a l  DNA

When l a b e l e d  p a r e n t a l  DNA, f r o m  w i l d t y p e  o r  x a n d  y  

m u t a n t  p h a g e ,  i s  f o l l o w e d  d u r i n g  T4 d e v e l o p m e n t ,  r e s u l t s  

s i m i l a r  t o  t h o s e  d e p i c t e d  i n  F i g u r e s  15  a n d  16 w i t h  p r o g e n y  

DNA a r e  o b s e r v e d .  T he  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  d i f f e r e n t  s e d i ­

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

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

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

s i x  p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n s  among w i l d t y p e ,  T4x a n d  T 4 ^  

h a v e  b e e n  e x a m i n e d :  F i g u r e  2 1 A d e p i c t s  t h e  s e d i m e n t a t i o n  

p r o f i l e s  w h e r e  t h e  l a b e l e d  p a r e n t  i s  T4+ ;  21B w h e r e  i t  i s

T4x j  a n d  2 1 C w h o r e  i t  i s  T 4 y .  Tn F i g u r e s  21A i t  c a n  b e

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

T 4+ ,  t h e  l a b e l  s e d i m e n t s  i n  b o t h  w i l d t y p e  ( 9 0 OS) a n d  

m u t a n t  (700&) p o s i t i o n s .  When T4x  i s  p r e s e n t  a s  l a b e l e d
■j-

p h a g e  w i t h  c o l d  T4 ( F i g u r e  2 1 B ) , m o s t  o f  t h e  l a b e l  s e d i ­

m e n t s  i n  t h e  p o s i t i o n  c h a r a c t e r i s t i c  o f  T 4 x .  T h u s ,  n o t

o n l y  d o e s  T4x a p p e a r  n o t  t o  be  c o m p l e m e n t e d  by  w i l d t y p e  T 4 , 

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

c o n t r a s t ,  r i g u r e  21C s h o w s  t h a t  l a b e l e d  T4y^ i s  c o m p l e ­

m e n t e d  b y  w i l d t y p e  T4 a n d  t h e  DMA s e d i m e n t s  i n  t h e  w i l d ­

t y p e  p o s i t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  a s  show n  i n  F i g u r e  21A, T 4 y  

d o e s  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  th*'  s e d i m e n t a t i o n  p r o f i l e  o f  

l a b e l e d  T4 w i l d t y p e .  N e i t h e r  c o i n f e c t i o n  w i t h  l a b e l e d  T4x 

a n d  u n l a b e l e d  T4y^ ( F i g u r e  2 1 B) n o r  c o i n f e c t i o n  w i t h  l a b e l e d  

T 4 ^  a n d  u n l a b c l e d  T4x ( F i g u r e  21C) g i v e s  a n y  i n d i c a t i o n  o f  

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

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

a n  a s s a y  ( F i g u r e  1 4 ) .
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DISCUSSION

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

e x i s t i n g  g e n e  p o o l s  m i x ,  e n a b l i n g  o r g a n i s m s  t o  m e e t  e n v i r o n -  

t a l  d e m a n d s .  I n  T 4 ,  t h e r e  h a s  e v o l v e d  a  h i g h l y  e f f i c i e n t ,  

p o s s i b l y  u n i q u e ,  r e c o m b i n a t i o n  p r o c e s s .  The  c l o s e  l i n k  

b e t w e e n  r e c o m b i n a t i o n  a n d  r e p l i c a t i o n  i n  T4 h a s  p r o v i d e d  

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

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

r e c o m b i n a n t s  b e t w e e n  a d j a c e n t  n u c l e o t i d e  p a i r s  ( E e n z e r ,

1 9 6 4 )  . H o w e v e r ,  t h e  h i g h  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  f o u n d  

i n  T4 h a s  a d d e d  t o  t h e  c o m p l e x i t y  o f  e l u c i d a t i n g  t h e  r e p l i ­

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

T h e  g e n e t i c  map o f  T4 i s  w e l l  d e f i n e d ;  i t  c o n t a i n s  

a b o u t  170 g e n e s  (Wood a n d  R e v e ) , 1 9 7 G ) . The  a v a i l a b i l i t y  

o f  m u t a n t s  s p a n n i n g  many o f  t h e  known T4 g e n e s  h a s  g r e a t l y  

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

a n d  r e p a i r .  M o s t  o f  t h e  g e n e s  t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  DNA 

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

s u r v i v a l  { E p s t e i n  e t  a K , 1 9 6 3 ) .  Many o f  t h e s e  e s s e n t i a l  

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

a b s e n c e ,  t h e r e  i s  n o  DNA s y n t h e s i s  ( E p s t e i n  e t  a l , ,  1 9 6 3 )  .

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

p r o c e s s ,  m o s t  T4 m u t a n t s  t h a t  a f f e c t  r e c o m b i n a t i o n  a l s o  

a f f e c t  r e p l i c a t i o n  ( B e r n s t e i n ,  1 9 6 C ) .  T h i s  i n t e r d e p e n d e n c e  

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

s y n t h e s i z e  DNA a f t e r  12 m i n u t e s  o f  . i n f e c t i o n .  R e c o m b i n a t i o n  

n o r m a l l y  o c c u r s  a t  t h i s  t i m e  ( K o / . i n s k i  c t  a l  . , 1 9 6 7 ) .  A l l
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o f  t h e  DNA a r r e s t  m u t a n t s  a r e  r e c o m b i n a t i o n  d e f i c i e n t  ( B e r n ­

s t e i n ,  1 9 6 8 ;  Wu e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .

T4x  a n d  T 4 y  b e l o n g  t o  a  c l a s s  o f  r e c o m b i n a t i o n  d e f i ­

c i e n t  m u t a n t s  o t h e r  t h a n  t h o s e  e x h i b i t i n g  DNA a r r e s t  (Harm ,  

1 9 6 4 ;  B o y l e  a n d  S y m o n d s ,  1 9 6 9 ) .  The  x a n d  y  m u t a n t s  p r o ­

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

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

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

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

r a t i o n  show n i n  F i g u r e  1 i n d i c a t e s  t h a t  t h e  m u t a n t  d e f e c t s  

a r e  m a n i f e s t  a t  t h e  l e v e l  o f  DNA s y n t h e s i s .  S i n c e  T4x a n d

T4Z a r e  s e n s i t i v e  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t  (Harm,  1 9 6 3 ;  B o y l e  

a n d  S y m o n d s ,  1 9 6 9 ) ,  x - i r r u d i a t i o n  ( B o y l e  a n d  S y m o n d s ,  1 9 6 9 ;  

W a l l a c e  a n d  M e la m e d e ,  1 9 7 2 ) ,  a n d  T4x  t o  m i t o m y c i n  C ( S h i m i z u  

a n d  S c k i g u c h i ,  1 9 7 0 ) ,  i t  w as  i n t e r e s t i n g  t o  e x a m i n e  t h e  

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

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

b y  T4x a n d  T 4 y  i s  m o re  r e s i s t a n t  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t  t h a n  

i s  DNA s y n t h e s i s  d i r e c t e d  b y  w i l d t y p e  o r  T4v  ( F i g u r e s  2A a n d  

4 A ) . T h i s  f i n d i n g  i n d i c a t e s  t h a t  e x c i s i o n  r e p a i r  may b e  

e x p a n d e d  i n  T4x a n d  T 4 y  a f t e r  u l t r a v i o l e t - i r r a d i a t i o n  r e s u l ­

t i n g  i n  a  p r o t e c t i v e  e f f e c t  on  DNA s y n t h e s i s .  I n  c o n t r a s t ,  

n e i t h e r  T4+ n o r  T4v e x h i b i t  e x p a n d e d  e x c i s i o n  r e p a i r  a s  

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

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

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

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

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

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

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

c r e a t e d  ( G i n o z a ,  1 9 G 7 ) . The  s i n g l e  s t r a n d e d  b r e a k s  a r e  

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

s i d e  o f  t h e  n i c k ,  w h e t h e r  t h e  n i c k  w as  e n d o n u c l e o l y t i c l y  

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

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

v i o l e t  l i g h t  i r r a d i a t i o n .

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

t h e s i s  i n  T4x a n d  T 4 ^  i s  s e n s i t i v e  t o  t h e  a c t i o n  o f  m i t o ­

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

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

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

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

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

DNA s y n t h e s i s .  The x a n d  y  m u t a n t s  a r e ,  t h e r e f o r e ,  u n a b l e  

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

t i n u e d  DNA s y n t h e s i s .  M i t o m y c i n  C i s  known t o  i n d u c e  

r e c o m b i n a t i o n  ( H o l l i d a y ,  1 9 6 3 ) .  T h e  r e q u i r e m e n t  f o r  r e c o m ­

b i n a t i o n  t h a t  i s  i n d i c a t e d  by  t h e  m u t a n t  s e n s i t i v i t y  t o  

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

p a t h w a y  r a t h e r  t h a n  t h e  i n a b i l i t y  t o  r e p a i r  t h e  m i t o m y c i n  C 

d a m a g e s  j j c r  s o .  l 'c i  e x a m p l e ,  i f  m i t o m y c i n  C d a m a g e s  a r e  

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

t i o n ,  a s  h a s  b e e n  s u g g e s t .  .,! f o r  p s o r a l e n  b y  C o l e  ( 1 9 7 3 )  ,
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t h e n  t h e  e n d o n u c l e a s e  a c t i o n  w o u l d  a t  l e a s t  p a r t l y  r e l e a s e  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

s y n t h e s i s  i s  s t o p p e d .

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

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

r e d u c e d  r a t e s  o f  DNA s y n t h e s i s  f o u n d  i n  T 4 x -  a n d  T 4 y -  

i n f e c t e d  c e l l s .  When t h e  r e p l i c a t i n g  f o r k  r e a c h e s  a  c r o s s -  

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

a t  t h e  n e x t  s i t e  f o r  t h e  i n i t i a t i o n  o f  O k a z a k i  p i e c e s  

( H a n a w a l t ,  1 9 7 5 ) .  A p o s s i b l e  r e s u l t  o f  t h e  m i t o m y c i n  C i n ­

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

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

O k a z a k i  p i e c e  i s  s t a r t e d .  T h e r e ,  s i n y l e  s t r a n d e d  r e g i o n s  

w o u l d  a v e r a g e  o n e  h a l f  o f  a n  0 k a 2 a k j  p i e c e  i n  l e n g t h ,  a n d  

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

p r o m o t i n g  h y b r i d i z a t i o n .  K o z i n r k i  a n d  F c l g e n h a u e r  (1 9 6 7 )  

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

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

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

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

The  30% r e d u c t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  f o u n d  w i t h  T4x a n d  

T4y^ when c o m p a r e d  t o  w i l d t y p e  T4 i s  i n t e r e s t i n g ,  b u t  o f  

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

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

i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  x  a n d  y  m u t a n t s ,  i . e . ,  

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

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

I n  a n  a t t e m p t  t o  d e f i n e  t h e  t i m e  a t  w h i c h  t h e  x a n d  ^  g e n e  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

s i d e r e d  l a t e r  i n  t h i s  t e x t .

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

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

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

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

h a v e  a c t e d  by  8 m i n u t e s  p o s t  i n f e c t i o n .  A p r o b l e m  w i t h  t h i s  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a p p e a r  t o  b e  m ade  b e t w e e n  4 a n d  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .

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

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

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

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

s i s  n o r m a l l y  s e e n  a t  15 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  i n  t h e  

d r u g ' s  a b s e n c e .  T h u s ,  p o s t  2 m i n u t e  t r a n s c r i p t s  a r e  r e ­

q u i r e d  f o r  t h e  r a t e s  o f  s y n t h e s i s  t h a t  o c c u r  15 m i n u t e s  

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

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

c a n  c h l o r a m p h e n i c o l  a d d e d  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  The  

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

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

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

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

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



47

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

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

M i l l o r  a n d  K o z i n s k i  ( 1 9 7 0 )  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  

o f  c h l o r a m p h e n i c o l  b e f o r e  4 m i n u t e s  o f  i n f e c t i o n  b l o c k s  t h e  

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

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

c o m p a r a t i v e  t i m i n g  b e t w e e n  M i l l e r ' s  e x p e r i m e n t s  a n d  t h o s e  

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

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

(by  4 m i n u t e s )  i n  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  r e p l i c a t i n g  com­

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

r a t i o n  u n t i l  a f t e r  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  T he  c h l o r a m ­

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

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

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

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

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

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

t e i n s  a r e  a b s e n t .

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

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

tw o  p h e n o t y p i c  e f f e c t s  o f  t h e  x a n d  y  m u t a t i o n s .  M i t o m y c i n  

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

t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  b o t h  o c c u r  a f t e r  8 m i n u t e s  o f  i n ­

f e c t i o n .  I s  t h e  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e s e  tw o  c h a r a c t e r i s t i c s  

o b l i g a t o r y ?  The  d a t a  o f  F i g u r e  12 show  t h a t  i t  i s  n o t .  

M i t o m y c i n  C s e n s i t i v i t y  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  l e v e l s  o f  DNA
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s y n t h e s i s  i n  T 4 x -  a n d  T 4 y - i n f e c t e d  c e l l s .  T h u s  c h l o r a m ­

p h e n i c o l  a d m i n i s t e r e d  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  h o l d s  

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

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

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

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

s y n t h e s i s .

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

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

f o u n d  d u r i n g  T4x a n d  T 4y  i n f e c t i o n  i s  a n a l o g o u s  t o  r e s u l t s  

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

a r r e s t  m u t a n t s .  The  r e v e r s a l  o f  t h e  DNA a r r e s t  p h e n o t y p e  o f  

m u t a n t s  i n  g e n e s  4 6 ,  47 a n d  59 b y  t h e  a d d i t i o n  o f  c h l o r a m ­

p h e n i c o l  b e t w e e n  6 a n d  13 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  i s  d e p e n ­

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

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  DNA a r r e s t  m u t a n t s  m ay ,  o r  may n o t ,  b e  

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

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

( H o s o d a  e t  a K , 1 9 7 1 ;  S h a h  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 1 ;  S h a l i t i n  a n d  

N a o t ,  1 9 7 1 ;  Wu e t  a _ l . , 1 9 7 2 ) ,

C l e a r l y ,  t h e r e  a r e  many s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  n o n -  

l e t h a l  r e c o m b i n a t i o n  d e f i c i e n t  T4 m u t a n t s  a n d  t h e  DNA a r r e s t  

m u t a n t s .  I t  i s  o f  i n t e r e s t  Lo n o t e  t h e  e f f e c t  t h a t  t h y ­

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

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

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

a s  DNA a r r e s t  m u t a n t s .  T h i s  m i s c l a s s i f i c a t i o n  s e e m s  i n  f a c t
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t o  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  m a d e .  Dewey a n d  F r a n k e l  ( 1 9 7 5 )  h a v e  

e x a m i n e d  DNA s y n t h e s i s  i n  t h e  f d s A  a n d  f d s B  m u t a n t s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  5 u g / m l  o f  t h y m i d i n e .  T h e y  f o u n d  t h a t  t h e s e  

m u t a n t s  e x h i b i t  t h e  DNA a r r e s t  p h e n o t y p e .  S i n c e  t h e  f d s A 

a n d  f d s B m u t a n t s  h a v e  now b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  T4x  a n d  T 4 y ,  

r e s p e c t i v e l y  ( C u n n i n g h a m  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 7 ) ,  t h e  r e s u l t s  o f  

Dewey a n d  F r a n k e l  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h o s e  r e p o r t e d  h e r e  

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

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

x  and  % m u t a n t s  a r e  n o t  l e t h a l ,  w h e r e a s  t h e  DNA a r r e s t  

m u t a n t s  a r e  l e t h a l .

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

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

t i o n  a r e  o c c u r i n g  b y  a b o u t  12 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  

(M c C a r ty  e t  a l . .  , 1 9 7 G ) .  I t  i s  a t  t h i s  t i m e  (12 m i n u t e s  

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

s i z i n g  DNA ( E p s t e i n  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) ,  w h e r e a s  t h e  DNA d e l a y  

m u t a n t s  sh o w  i n c r e a s e d  DNA s y n t h e s i s  ( Y e g i a n  et^ ajL. , 1 9 7 1 ;  

M u f t i  a n d  B e r n s t e i n ,  1 9 7 4 ;  L e u n g ,  1 9 7 5 ) .  T he  DNA a r r e s t  

m u t a n t s  e x h i b i t  d e c r e a s e d  r e c o m b i n a t i o n  u n d e r  s c m i - r c s t r i c -  

t i v e  c o n d i t i o n s  ( B e r n s t e i n ,  1 9 6 8 ) .  T h e  DNA d e l a y  m u t a n t s  

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

1 9 7 1 ;  M u f t i  a n d  B e r n s t e i n ,  1 9 7 4 ;  L e u n g ,  1 9 7 5 ) .  I t  a p p e a r s  

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

w i l d t y p e  i n f e c t i o n  (u p  t o  12 m i n u t e s )  r e f l e c t s  a n  i n c r e a s e  

i n  t h e  n u m b e r  o f  r e p l i c a t i n g  f o r k s  ( M c C a r t h y  o t  a l . , 1 9 7 G ) .  

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

e v e n t s  {M cC ar th y  e t  a l . . , 1 9 7 6 ;  S h a h n ,  1 9 6 8 ) .  The  r e s u l t s  

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

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

d e f i c i e n t  i n  t h e  x a n d  £  m u t a n t s .  I n  f a c t ,  t h e  d a t a  

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

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

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

d i r e c t e d  DNA s y n t h e s i s .  I f  r e c o m b i n a t i o n - d i r e c t e d  DNA 

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

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

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

e v e n t s .  Wovcha e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  h a v e  r e c e n t l y  d e s c r i b e d  tw o  

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

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

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

p a t h w a y .  T he  s e c o n d  p a t h w a y  r e q u i r e s  t h e  f o u r  d e o x r i b o -  

n u c l e o t i d e  mono o r  t r i p h o s p h a t e s  i n  a d d i t i o n  t o  ATP. I n  t h e  

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

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

q u i r e  t h e  s t a n d a r d  T 4 - i n d u c e d  g e n e s  t h a t  a r e  r e s p o n s i b l e  

f o r  DNA s y n t h e s i s .  S i n c e  T4 DNA p o l y m e r a s e  i s  r e q u i r e d  f o r  

b o t h  o f  t h e  a b o v e  p a t h w a y s ,  t h e y  b o t h  m u s t  b e  c a p a b l e  o f  

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

r e q u i r e d  b y  t h i s  e n z y m e .  A l t e r n a t i v e l y ,  o n e  p a t h w a y  may b e  

r e q u i r e d  f o r  t h e  o t h e r  o n e  t o  f u n c t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  

r c c o m b i n a t i o n - d i r t c t e d  s y n t h e s i s  may n o t  b e  d i r e c t l y
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d e p e n d e n t  o n  T4 g e n e  4 3 - d i r e c t c d  DNA s y n t h e s i s .  A s e p a r a t e  

p o l y m e r i z i n g  a p p a r a t u s  u s i n g  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s  may e x i s t .  

Y e t ,  i f  r e p l i c a t i v e  g e n e  4 3 - p r o d u c e d  DNA s y n t h e s i s  d o e s  n o t  

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

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

I n  a  m o re  c o n s e r v a t i v e  v e i n ,  t h e  sam e  b a s i c  r e p l i c a t i o n  

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

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

s u p p l i e d  by  d i f f e r e n t  p a t h w a y s .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  lo w  c o n ­

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

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

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

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

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

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

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

s u m a b l y  d e f e c t i v e  i n  t h e  T4x  a n d  T 4 y  m u t a n t s .  A l t h o u g h  t h e  

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

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

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

t h a t  i s  f o u n d  i n  w i l d t y p e  v e r s u s  T 4 x - a n d  T 4 y - i n £ e c t e d  c e l l s ;  

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

t h e  d a t a .

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

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

l e a d i n g  t o  d l ’TP p r o d u c t i o n .  T h y m i d i n e  t h a t  i s  e x o g e n o u s l y  

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

{ R a c h m e l e r  et;  a l . /  1 9 7 1 ;  B o y c e  a n d  S e t l o w ,  1 9 6 2 ) .  T h e o r e t ­

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

t h e  m o n o p h o s p h a t e .  T h i s  r e a c t i o n ,  h o w e v e r ,  d o c s  n o t  s e em  

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

d i r e c t l y  e n t e r  c e l l s  (B o y ce  a n d  P e t l o w ,  1 9 0 2 ) ,  a n d  i t  m u s t  

f i r s t  b e  c o n v e r t e d  t o  t h e  b a s e  ( R a c h m e l e r  et^ a ^ . , 1 9 6 1 ) .  I t  

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

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

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

I n  f a c t ,  t h e  l e v e l i n g  o f f  o f  i n c o r p o r a t i o n  s e e n  i n  F i g u r e s  

9A, c, D may r e f l e c t  t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h e  t h y m i d i n e  t o  

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

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

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

b y  t h e  r a t e s  o f  s y n t h e s i s .  I t  h a s  r e c e n t l y  b e e n  sh o w n  t h a t  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  DNA s y n t h e s i s ,  T 4 - i n f e c t e d  c e l l s  e x p a n d  

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

r e g u l a t i o n  o f  p o o l  s i z e s  ( M a t h e w s ,  1 9 7 2 ) .  T h i s  c o n c l u s i o n  

i s  a l s o  i n d i c a t e d  b y  t h e  d a t a  o f  F i g u r e  9 0 .  E x t e n d i n g  t h i s  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a r t i f i c i a l l y  lo w  l e v e l  o f  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n .  The  

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

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

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

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  S h i m i z u  a n d  S e k i g u c h i  ( 1 9 7 4 ) ,  d i d  

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

i n  T4 w i l d t y p e  a n d  T 4 x - i n f e c t e d  c e l l s  w hen  m e a s u r e m e n t s  

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

W h e t h e r  t h e  r a t e s  o f  DNA s y n t h e s i s  t h a t  a r e  m e a s u r e d  

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

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

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

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

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

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

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

t y p e s  t h a t  a r e  o b s e r v e d  w i t h  t h e s e  m u t a n t s  a n d  T4w a n d  g e n e  

58 m u t a n t s  ( H a m l e t t  a n d  B e r g e r ,  1 9 7 5 ) .  T 4 x ,  T 4 y  a n d  T4w 

a l l  a p p e a r  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  s am e  r e p a i r  p a t h w a y  a s  

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

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

g e n e s .  I n  c o n t r a s t ,  w h en  t h e  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c i e s  o f  

t h e  m u l t i p l e  m u t a n t s  a r e  e x a m i n e d ,  some c o m b i n a t i o n s
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p r o d u c e  c u m u l a t i v e  e f f e c t s .  H a m l e t t  a n d  B e r g e r  ( 1 9 7 5 )  h a v e  

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

w i t h  a  m u t a t i o n  i n  g e n e  58 e x h i b i t s  t h e  u l t r a v i o l e t  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  m o s t  s e n s i t i v e  m em ber  o f  t h e  p a i r .  

H o w e v e r ,  w h en  r e c o m b i n a t i o n  i s  e x a m i n e d  i n  5 B - y ,  58 -w  a n d  

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

a r e  f o u n d .  I n  c o n t r a s t ,  5 8 - x  a n d  x y  m u t a n t s  d o  n o t  h a v e  

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

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

t i v e  w hen  o t h e r s  a r e  n o t ?  T he  i n f o r m a t i o n  t h a t  i s  p r e ­

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

r e s o l v e s  t h e s e  a p p a r e n t  i n c o n s i s t e n c i e s .  One s i m p l i s t i c  

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

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

a c t i o n  o f  t h e  w, x ,  y  a n d  g e n e  58 p r o t e i n s .  I n  o t h e r  

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

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

t i o n  a r e  n u m e r o u s .  The p o i n t s  o f  e n t r y  f o r  a n y  g i v e n  p r e -  

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

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

r e c o m b i n a t i o n a l  e v e n t s  may a l s o  v a r y .

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

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

x - y  i n v o l v e m e n t  i n  T4 r e c o m b i n a t i o n  i s  t h e  r e l a t i o n s h i p  

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

r e c o m b i n a t i o n  m u t a n t s .  H a m l e t t  a n d  B e r g e r  ( 1 9 7 5 )  h a v e  

show n  t h a t  g e n e s  46 a n d  47 a f f e c t  t h e  p h e n o t y p i c  e x p r e s s i o n
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o f  g e n e  58 m u t a n t s .  T he  a r r e s t  m u t a n t s  b l o c k  t h e  i n c r e a s e d  

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

5 8 .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  w i l l  b e  c o n s i d e r e d  m o re  f u l l y  l a t e r  

i n  t h e  d i s c u s s i o n .

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

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

e v e n t s  t h a t  o c c u r  d u r i n g  T4 d e v e l o p m e n t .  S u c r o s e  g r a d i e n t  

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

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

c h a r a c t e r i z e  T4 i n f e c t i o n .  I n  a n  a t t e m p t  t o  a s s e s s  t h e  

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

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

t a t i o n  a n a l y s i s .  P r i o r  t o  t h e  o n s e t  o f  r e c o m b i n a t i o n ,  8 

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

d i r e c t e d  c o m p l e x e s  s e d i m e n t  s l i g h t l y  a h e a d  o f  t h e  1 000S  

m a r k e r .  A t  15 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  d u r i n g  t h e  r e c o m -  

b i n a t i o n a l  s t a g e  o f  T4 r e p l i c a t i o n ,  w i l d t y p e - d i r e c t e d  

c o m p l e x e s  s e d i m e n t  a t  a b o u t  9 0 0 S ,  w h e r e a s  x o r  y  m u t a n t -  

d i r e c t e d  c o m p l e x e s  s e d i m e n t  a t  a b o u t  7 0 0 S .  The a l k a l i n e  

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

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

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

f o u n d  i n  x o r  y  m u t a n t - i n f e c t e d  c e l l s .  A s i m i l a r  b u t  m o re  

d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  c o n c a t c m e r i c  DNA h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  T 4 w - i n f e c t e d  c e l l s  ( H a m l e t t  a n d  B e r g e r ,  

1 9 7 5 )  a s  w e l l  a s  i n  c e l l s  i n f e c t e d  by t h e  DNA a r r e s t  m u t a n t s  

(H o so d a  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  H e r c u l e s  a n d  W i b e r g ,  1 9 7 1 ;  S h a h  a n d
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B e r b e r ,  1 9 7 1 ;  S h a l i t i n  a n d  N a o t ,  1 9 7 1 ;  Wu a n d  Y eh ,  1 9 7 2 ) .  

Wakem a n d  E b i s u z a k . i  {1976)  h a v e  r e c e n t l y  r e p o r t e d  s i m i l a r  

f i n d i n g s  w i t h  v x -  a n d  v y - i n f c c t o d  c e l l s .

Upon e x a m i n a t i o n  o f  DNA i s o l a t e d  a t  i n t e r m e d i a t e  t i m e s ,  

10 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  900S  r e p l i c a t i n g  c o m p l e x e s  may 

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

T h u s  a  9 0 0 2  i n t e r m e d i a t e  i s  a p p a r e n t l y  m o d i f i e d  i n  x -  a n d  

^ - i n f e c t e d  c e l l s  i n t o  a  7 0 0 2  c o m p l e x .  A l k a l i n e  s u c r o s e  

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

p l e x e s ,  i s o l a t e d  10 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  d o  n o t  r e v e a l  

DNA o f  c o n c a t e m e r i c  l e n g t h s .  T h u s ,  a  9 0 0 2  c o m p l e x  may e x i s t  

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

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

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

t i n g  c o m p l e x e s  i s o l a t e d  f r o m  w i l d t y p e - i n f e c t e d  c e l l s  15 

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

c h l o r a m p h e n i c o l  a f t e r  8 m i n u t e s  o f  i n f e c t i o n  r e s u l t s  i n  a n  

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

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

c o n t i n u e  t o  s e d i m e n t  a t  1 0 0 0 S .  As h a s  b e e n  s h o w n ,  t h e  

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

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

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

i t  s e e m s  t h a t  t h e  w i I d t y p e - i n d u c e d  1 2 0 0 2  i n t e r m e d i a t e  i s  

f o r m e d  f r o m  t h e  1 0 0 0 2  i n t e r m e d i a t e  by  p r o t e i n s  t r a n s l a t e d  

b e f o r e  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  I n  m u t a n t - i n f e c t e d  c e l l s ,  

t h e  c h a n g e  f r o m  1 0 0 0 2  t o  a  7 0 0 2  i n t e r m e d i a t e  i s  a c c o m p l i s h e d
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by  p r o t e i n s  t r a n s l a t e d  a f t e r  8 m i n u t e s  o f  i n f e c t i o n .

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

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

a  1 0 0 0 S  DMA i n t e r m e d i a t e  t h a t  d o e s  n o t  c o n t a i n  c o n c a t c m e r i c  

l e n g t h s  o f  DNA t o  a  1 0 0 0 S  DNA i n t e r m e d i a t e  t h a t  c o n t a i n s  

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

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

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

a s  a  n o r m a l  b u r s t  s i z e .  I n  x o r  y  m u t a n t - i n f e c t e d  c e l l s ,  

t h e  1 0 0 0 S  i n t e r m e d i a t e  i s  u n s t a b l e  a n d  l e a d s  t o  a n  " a b e r ­

r a n t "  r e p l i c a t i n g  c o m p l e x  o f  7 0 0 S .  T h e  700S i n t e r m e d i a t e  

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

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

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

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

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

t h e  "n o x 'm a l"  T4 r e c o m b i n a t i o n  p a t h w a y ,  b u t  t h a t  t h e  x  a n d  y  

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

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

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

i n  t h e  r e c o m b i n a t i o n  p r o c e s s ?  K o z i n s k i  h a s  p r o p o s e d  ( 1 9 6 7 ) ,  

t h a t  i n  a d d i t i o n  t o  a n i c k i n g  e n z y m e ,  a n  e n z y m e  t h a t  w o u l d  

i n t r o d u c e  " c o u n t e r  n i c k s "  w o u l d  b e  r e q u i r e d  t o  r e l e a s e  t h e  

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

W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e s e  tw o  p r e s u m p t i v e  e n z y m e s ,  i t  

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

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

i n g  o r  c o u n t e r - n i c k i n g  e n z y m e s .  I f  t h e  x o r  y  p r o t e i n s  w e r e  

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

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

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

t o t a l l y  l a c k i n g  i n  r e c o m b i n a t i o n a l  a b i l i t y .

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

T 4 ,  i t  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h e  e x i s t e n c e  o f  s p e ­

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

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

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

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

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

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

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

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

t h e  s e d i m e n t a t i o n  r a t e  o f  t h e  T 4 x -  o r  T 4 y - i n d u c e d  r e p l i c a ­

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

s t a b i l i t y ,  t h e n  t h e  s u p r e s s i o n  o f  g e n e  49 m u t a n t s  m i g h t  b e  

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

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

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

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

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

e s s e n t i a l  o n e s .  F o r  e x a m p l e ,  e a r l y  r e c o m b i n a n t s  may b e  

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

n e c e s s a r y  t o  m a i n t a i n  t h e  900£  s t r u c t u r e  may n o t  b e  p r o d u c e d
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r a p i d l y  e n o u g h  t o  r e p l a c e  t h e  m o l e c u l e s  t h a t  h a v e  m a t u r e d .

I n  o t h e r  w o r d s ,  t h e r e  may b e  tw o  d i s t i n c t  p h a s e s  t o  T4 

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

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

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

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

r e l a t i o n s h i p  t h a t  e x i s t s  b e t w e e n  t h e s e  tw o  s y s t e m s ?  I f  

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

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

t h e  g e n e  49 m u t a n t  s u p p r e s s i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f d s A  a n d  

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

v i a b i l i t y  o f  g e n e  4 6 - 4 7  m u t a n t s  w h e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  x 

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

a p p e a r s  t h a t  t h e  46 a n d  47 m u t a n t s  may s u p p r e s s  t h e  p r o p o s e d  

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

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



60

CONCLUSIONS AND FUTURE rEHSPECTIVKS

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

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

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

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

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  some o f  e i t h e r  o r  b o t h  o f  t h e  a b o v e  

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

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

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

f o u n d  15 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  i n  m u t a n t - i n f e c t e d  c e l l s .  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

s e d i m e n t  f a s t e r  t h a n  t h e y  n o r m a l l y  d o  a t  15 m i n u t e s  a f t e r  

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

t h e y  d o  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  w h e r e a s  t h e  m u t a n t  

o n e s  a r e  m o r e  s l o w l y  s e d i m e n t . i n q . S i n c e  t h e s e  m u t a n t -  

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

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

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

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

A l b e r t ' s  g r o u p  ( B a r r y  e t  a l . ,  1 9 7 3 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  

a  f u n c t i o n a l  m u l t i p r o t e i n  c o m p l e x  c o m p o s e d  o f  T4 p r o t e i n s  

t h a t  s y n t h e s i z e s  DNA i n  v i t r o . G e n e  4 2 p r o t e i n ,  c y t o s i n e  

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

o f  r e p l i c a t i o n  p r o t e i n s .  H o w e v e r ,  g e n e  42 p r o t e i n  i s  p a r t  

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

t o  t h e  r e p l i c a t i n g  f o r k  (R e d d y  et_ a l . ,  1 9 7 7 ) .  C o n s i d e r i n g  

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

make s e n s e  t h a t  t h e r e  b e  some m e c h a n i s m  t o  r e t a i n  p r e c u r s o r  

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

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

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

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

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

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

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

s o ,  c e r t a i n  r e c o m b i n a t i o n  i n t e r m e d i a t e s  may b ec o m e  s t a b i ­

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

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

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

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

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

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

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

r e s p o n s i b l e ?  f o r  maximum r e c o m b i n a t i o n .
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A n u m b er  o f  a p p r o a c h e s  may b e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

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

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

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

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

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

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

i s o l a t e d  b y  M a th e w s  (R e d d y  et_ a l .  , 1 9 7 7 )  c o u l d  b e  e x a m i n e d  

f o r  t h e s e  p r o t e i n s .

I t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  b y  b o t h  M a t h e w s '  g r o u p  

( S t a f f o r d  e t  a l . , 1 9 7 7 )  a n d  t h a t  o f  G r e e n b e r g  (Wovcha e t  

a l . ,  1 9 76)  t h a t  t h e r e  a p p e a r  t o  b e  a  n u m b e r  o f  i n d e p e n d e n t  

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

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

dTMP, dTTP) a  c o r r e s p o n d e n c e  b e t w e e n  a  g i v e n  p r e c u r s o r  p a t h ­

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

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

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

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

m e n t a t i o n  o f  T4 r e p l i c a t i o n  p r o t e i n s  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  

b y  B a r r y  e t  a l .  , ( 1 9 7 3 ) .  S a d o w s k i f s  g r o u p  h a s  s u c c e s s f u l l y

d e v e l o p e d  a n  iri v i t r o  r e c o m b i n a t i o n  s y s t e m  u s i n g  T7 

b a c t e r i o p h a g e  ( S a d o w s k i  a n d  V e t t e r ,  1 9 7 6 ;  S a d o w s k i ,  1 9 7 7 ) .
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SUMMARY OF OBSERVATIONS

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

t r i t i a t e d  t h y m i n e ,  o r  t h y m i d i n e ,  i s  d e f e c t i v e  i n  T 4 x -  

a n d  T 4 y - i n f e c t e d  c e l l s  ( i . e . ,  30ft l e s s  t h a n  w i l d t y p e ) .

2 .  T h e  d e g r e e  t o  w h i c h  DNA s y n t h e s i s  s  i m p a i r e d  i n  T 4 x -

a n d  T 4 y - i n f e c t e d  c e l l s  i s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  t h y m i d i n e

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

t r a t i o n ,  t h e  g r e a t e r  t h e  i m p a i r m e n t .  ( 0 . 1 9  u g / m l  =

50--90% i m p a i r m e n t ;  25 u g / m l  = 30% i m p a i r m e n t )  .

3 .  DNA s y n t h e t i c  c a p a c i t y  i s  l e s s  s e n s i t i v e  t o  i n a c t i v a t i o n  

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

i n  t h e  a b s e n c e  o f  x -  a n d  ^ - d i r e c t e d  r e c o m b i n a t i o n s I  

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

d u c t s .

4 .  Bot.h DNA s y n t h e s i s  a n d  v i a b i l i t y  o f  T4x a n d  T 4 y  a r e  m o re

s e n s i t i v e  t o  m i t o m y c i n  C t h a n  a r e  t h e s e  tw o  p a r a m e t e r s

i n  t h e  w i l d t y p e - i n f e c t e d  c e l l s .

5 .  T h e  d e f e c t  i n  DNA s y n t h e s i s  f o u n d  i n  T4x  a n d  T 4 y  may 

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

6 . T r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  x a n d  y  g e n e s  o c c u r s  b e f o r e  2 

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

7 .  T h e  x  a n d  y  g e n e  p r o d u c t s  a r e  t r a n s l a t e d  b e f o r e  8 

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

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

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

i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  T4x a n d  T 4 y .
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9 .  The p r e s e n c e  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  

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

r e s p o n s i b l e  f o r  r e d u c i n g  t h e  a b i l i t y  o f  T4x a n d  T 4 ^  t o  

s y n t h e s i z e  DNA.

1 0 .  DNA s y n t h e s i s  i n  m u t a n t - i n f e c t e d  c e l l s  m e a s u r e d  a f t e r  

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

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

m i t o m y c i n  C.

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

i n f e c t e d  c e l l s  i n h i b i t s  w i l d t y p o  l e v e l s  o f  DNA s y n t h e ­

s i s  ( i . e . ,  p a r t i a l  x d o m i n a n c e ) .

1 2 .  The r e p l i c a t i o n  c o m p l e x  o f  T 4 x -  o r  T 4 y_- i n  f e e  t e d  c e l l s  

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

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

1 3 .  The p r e s e n c e  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  

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

DNA r e p l i c a t i n g  c o m p l e x .

1 4 .  B o t h  T4x a n d  T4y p r o d u c e  f e w e r  c o n c a t e m e r i c  l e n g t h s  o f  

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

1 5 .  P a r e n t a l  DNA a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  DNA r e p l i c a t i n g  c o m p l e x  

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

1 6 .  The p r e s e n c e  o f  t h e  m u t a n t  x g e n e  p r o d u c t  c a n  c a u s e  a  

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

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

s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  i n  m u t a n t  r e p l i c a t i n g  c o m p l e x e s .
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Figure 1. DNA synthesis in cells infected with T4 (O), 
T4x ( Q ) and T4y (A) measured at 37 C? (A) thymidine

3incorporation, 25 ug/15uCi/ml. (B) H thymine incorpora­
tion, 25 ug/15uCi/ml. Both thymidine and thymine were 
added at 4 minutes after infection.
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Figure 2. The effect of ultrayiolet light on DNA synthesis
in cells infected with T4+ (A), T4x (B) , T4y (C) , and T4v

- 2  - 2  (D), Free phage were irradiated a t O J m  (0); 14 Jm
—2 —2 CD); 28 Jm * (A> ; and 4 2 Jm (^7)• Incorporation of

thymidine was measured as in Figure 1A.
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Figure 3. The effect of x-irradiation on DNA synthesis 
in cells infected with T4+ (A) , T4x (B) , T4jr (C) . Free 
phage were irradiated at 0 Krads (O) t 45 Krads (□) ?
90 Krads ( & )  i and 135 Krads <v ). Incorporation of 
thymidine was measured as in Figure 1A.
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Figure 4. Inactivation of thymidine incorporation in cells 
infected with T4+ (0): T4x ( Q ), T4y ( ^ ) , and T4v (̂ 7 ) at 
37®C as calculated from the final slopes of the DNA 
synthesis curves obtained in Figures 2 and 3. (A) Ultra­
violet irradiation of free phage. (B) X-ray irradiation 
of free phage. (C) Mitomycin C inactivation of phage- 
bacterium complexes.
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Figure 5. Mitomycin C inactivation of phage-infected 
cells, infected complexes were exposed to mitomycin C for 
10 minutes after infection prior to diluting and plating 
at 37°C. The entire experiment was performed at 37°C. 
Symbols: T4+ (0), T4x (□) , and T4jr (A).
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Figure 6 . DNA synthesis at 20° C as measured by incorpora­
tion of high specific activity thymidine (0.12 ug/33uCi/ml) 
in the absence of additional cold thymidine (final concen­
tration 0.12 ug/ml). Cells were infected with T4+ (0),
T4x (□) and T4y (A) at 37°C and transferred to 20n C one 
minute prior to labeling. Fifteen second samples were 
taken after administration of label at 4, 8 , 10, 12 or 14 
minutes after infection.
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Figure 7. DNA synthesis at 20° C as measured by the 
incorporation of high specific activity thymidine in the 
absence of additional cold thymidine (final concentration 
0.12 ug/33uCi/ml). Cells were infected and labeled at 20°C 
at the times in minutes indicated in the Figure. (A) T4+ , 
(B) T4x, and (C) T4y.
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Figure 8 . Effect of amber suppressor E. coll CR63 on 
thymidine incorporation. E. coli B or CR63 were infected 
with T4+ , T4x, or T4y at 37eC. At 14 minutes post-infec- 
tion, cells were transferred to 20tlC for one minute prior 
to labeling. Cells were labeled using final concentrations 
of 0.12 ug/33uCi/ml. Open symbols: E. coli B; closed
symbols: E. coll CR63. T4+ : 0, ; T4x: O  , 9 ; and
T4 y A> A •
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Figure 9. Parameters affecting apparent DNA synthetic 
rates: (A) Permeability of cells infected with T4+ , T4x
and T4^ to labeled thymidine as determined by measuring 
free intracellular label. Cells were infected for 14 
minutes at 37°C. One minute after transfer to 20°C, they 
were labeled with 0.12 ug/33 uCi/ml thymidine. Total intra­
cellular label was determined by placing 20 ul aliquots 
onto Millipore filters and washing with 2 mis of M9 medium. 
Symbols: T4+ (0), T4x (■) and T4jr (A). From the same
tubes at staggered 30 second intervals incorporated counts 
were determined by collecting 20 ul samples onto GFA 
filters and precipitating with TCA. Symbols: T4+ ( O ) »

T4x (Q) , T4^ (£). Free intracellular label was deter­
mined by subtracting total intracellular label from

+ _incorporated label. Symbols; T4 (O), T4* (Di)» T4y f/W) . 
(B) The effects of varying thymidine concentrations on the 
incorporation of labeled thymidine into TCA precipitable 
material were examined by labeling with 33 uCi/ml of 
thymidine in the presence of either 0.158 ug/ml or 15.8 
ug/ml final concentration thymidine. Counts for the latter 
were corrected for the difference in specific activity. 
Symbols: T4+ (O) t T4x (Q) , T4^ { & )  0,158 ug/ml
thymidine; T4+ (0) , T4x (■), T4^ (0)r 15.8 ug/ml 
thymidine. (C) Cells were grown and infected as in (A), 
except that the label was followed for 15 minutes after 
its administration. Symbols: T4+ (O) , T4x (O), T4y (A).
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Figure 9 (Con't,). (D) Cells were grown and infected as in
(A), except that an additional 33 uCi/ml of label was added 
10 minutes after the addition of label at 15 minutes post­
infection. Symbols: T4+ ( 0 ) ,  T4x (□), T4y (&) .
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Figure 10. The effect of rifampin on DNA synthesis 
measured by incorporation of 0.12 ug/33uCi/ml thymidine 
(final concentration 0.12 ug/ml) at 20°C. The complexes 
were incubated at 37°C until 14 minutes after infection, 
at which time they were switched to 20cC. Label was 
added at IS minutes after infection and samples taken at 
15 second intervals thereafter. Rifampin (200 ug/ml final 
concentration) was added at the indicated time after 
infection.
Symbols: T4+ (O), T4x (□) and T4^ {&).
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Figure 11, The effect of chloramphenicol on DNA synthesis 
as measured by incorporation of thymidine at a final 
concentration of 0,12 ug/33Ci/ml at 20°C. The label was 
given 1 minute after 14 minutes of post-infection incuba­
tion at 376C. Chloramphenicol (200 ug/ml final concentra­
tion) was added at the indicated times after infection.

+(A) T4 , (B) T4x. Symbols: no chloramphenicol (O),
chloramphenicol 4 minutes (□), chloramphenicol 8 minutes 
(&)# chloramphenicol 12 minutes (\7 )*
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Figure 12. Effect of mitomycin C on DNA synthesis measured 
at 8 and 15 minutes after infection with T4 , T4x and T4y. 
Infected cells were incubated at 37°C until 1 minute prior 
to labeling, at which time they were switched to 2 (P C.
Cells were labeled with tritiated thymidine (0.12 ug/33uCi/ 
ml). When present, mitomycin C was at a final concentra­
tion of 30 ug/ml as indicated in the Figure. (A) T4+ ,
(B) T4x, (C) T4y. Infected cells labeled at 8 minutes: 
minus mitomycin C (A), plus mitomycin C (V)* Infected 
cells labeled at 15 minutes: minus mitomycin C (O),
plus mitomycin C ( Q ),
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Figure 13. Effect of mitomycin C on chloramphenicol res­
cued synthesis. T4+-, T4x-, and T4y-infected cells were 
incubated at 37°C and treated with chloramphenicol (200 
ug/ml final concentration) at 8 minutes after infection. 
One minute prior to labeling, cells were shifted to 20°C 
and thymidine was added (0.12 ug/33uCi/ml). Final 
mitomycin C concentration was 30 ug/ml. Symbols: T4+
( O) f  T4+ + mitomycin C (O); T4x (O); T4x + mitomycin C 
(■); T4y (.£), T4y + mitomycin C (A).



C 
p 

M

105

oft
o

7-

5“

4-

2 -

13 30  45  60

S E C O N D S  A FTER  ADMINISTRATION OF LABEL



106

Figure 14. DNA synthesis in cells coinfected with mutant 
and wildtype phage. (A) Infected cells were grown for 14 
minutes at 37° C and then transferred to 20°C for 1 minute 
prior to the addition of high specific activity thymidine 
(0.12 ug/33uCi/ml). (B) Cells were infected and labeled as
in (A), except that 200 ug/ml (final concentration) of 
rifampin was added 4 minutes after infection. (C) Cells 
were infected and labeled as in (A), except 200 ug/ml 
(final concentration) of chloramphenicol was added S 
minutes after infection. The total input M.O,I, of each 
phage was 10. Symbols: T4+ (O) , T4x (□), T4y (A)#
T4+ + T4X (D) , T4+ + T 4 y  ( A )  , and T4x and T4y (^F) .



107

3H

2-1

H

30 45
5 -

3H

2H

15 30 45 CO

5-̂

2
ft
o

i s  30
SECOHOS AFTER ADMWIS YRATION

45



108

F i g u r e  1 5 .  N e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t  a n a l y s i s  o f  p r o g e n y  

T4 DNA l a b e l e d  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  E .  c o l i  B c e l l s  

w e r e  g r o w n  a n d  i n f e c t e d  w i t h  T4 w i l d t y p e ,  T 4 x ,  o r  T 4 ^  a t  a  

M . O . I .  o f  5 a t  37°  C a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  

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

w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  2Cr C f o r  1 m i n u t e  p r i o r  t o  l a b e l i n g
3

w i t h  H t h y m i d i n e  ( 0 . 1 9  u g / 3 3 u C i / m l )  f o r  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s  u s i n g  l y s o z y m e ,  EDTA, a n d  BrdU 5 8 .  S a m p l e s  w e r e  

c e n t r i f u g e d  f o r  20 m i n u t e s  a t  1 7 , 0 0 0  rp m  a t  4 C t h r o u g h  

5-30% n e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t s .  S y m b o l s :  T4+ ( 0 ) ;  T4x

( □  ) ;  a n d  T 4 ^  ( A )  •
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Figure 16. Neutral sucrose gradient analysis of progeny T4 
DNA labeled 15 minutes after infection. E, coli B cells 
were grown and infected with T4 wildtype, T4x or T4y at a 
M.O.I. of 5 at 37^C as described in the Materials and 
Methods. Fourteen minutes after infection the phage- 
bacterium complexes were transferred to 20° C for 1 minute 
prior to labeling for 1 minute with thymidine (0.19 ug/
33 uCi/ml). The complexes were lysed as described in 
Materials and Methods using lysozyme, EDTA, and BrdU 58. 
Samples were centrifuged for 45 minutes at 17,000 rpm at 
4°C through 5-30% neutral sucrose gradients. Symbols:
T4+ (O); T4x (□); and T4y (£).
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Figure 17, Neutral sucrose gradient sedimentation analysis 
of T4 DNA isolated after pulse labeling followed by a cold 
chase or after continuous labeling. (A) Cells were pre­
pared and labeled as in Figure 7. At 8 minutes after 
infection, after labeling for 1 minute, the cells were 
transferred back to 37°C and chased with 500 ug/ml of cold 
thymidine until lysis at 15 minutes. (B) Cells were 
labeled from 4-15 minutes post infection at 37°C with H 
thymidine (25 ug/33 uCi/ml). In (A) and (B) cells were 
spun for 60 minutes at 17,000 rpm at 4 C through 5-30% 
neutral sucrose gradients. Symbols: T4+ (O); T4x (□);
and T4^ (^) .
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Figure 18, Alkaline sucrose gradient analysis of progeny 
T4 DNA labeled 8 and 20 minutes after infection. Cells 
were transferred to 20°C at 19 minutes after infection 
1 minute prior to labeling for 1 minute at 20°C. DNA was 
labeled with 0.19 ug/33 uCi thymidine/ml. After loading, 
the lysed samples were made basic by the addition of 0 . 1 ml 
of 0.35N NaOH, Samples were centrifuged for 2 hours at 
35,000 rpm at 4 C through 5-20% alkaline sucrose gradients.
(A) Lysed at 8 minutes after infection. (B) Lysed 20 
minutes after infection. Symbols: T4+ (o); T4x IQ);
and T4y (/\) ,
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F i g u r e  1 9 .  N e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t  a n a l y s i s  o f  " c h l o r ­

a m p h e n i c o l  r e s c u e d "  p r o g e n y  T4 DNA l a b e l e d  15 m i n u t e s  

a f t e r  i n f e c t i o n  a f t e r  p r e t r e a t m c n t  v>ith  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  

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

a t  15 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  6 ,  

e x c e p t  t h a t  a t  8 m i n u t e s  t h e y  w e r e  t r e a t e d  w i t h  c h l o r ­

a m p h e n i c o l  (200  u g / m l ) . S a m p l e s  w e r e  s p u n  f o r  25 m i n u t e s  

a t  1 7 , 0 0 0  rpin a t  4 C t h r o u g h  5-30% n e u t r a l  s u c r o s e
X

g r a d i e n t s .  S y m b o l s :  T4 (O) ; T4x ( 0 ) ;  a n d  T 4 ^  ( ^ )  .
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110

F i g u r e  2 0 .  A l k a l i n e  s u c r o s e  g r a d i e n t  a n a l y s i s  o f  

" c h l o r a m p h e n i c o l  r e s c u e d "  p r o g e n y  T4 DNA l a b e l e d  15 

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

a m p h e n i c o l  a t  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  S a m p l e s  w e r e  

p r e p a r e d  a n d  l a b e l e d  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  1 8 .  S a m p l e s  

w e r e  s p u n  f o r  2 h o u r s  a t  3 5 , 0 0 0  rpm a t  4 C t h r o u g h  5-20% 

a l k a l i n e  s u c r o s e  g r a d i e n t s .  S y m b o l s :  T4 ( O ) ; T4x  ( Q ) ;

T 4 ^  ( ^ ) .
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F i g u r e  2 1 .  N e u t r a l  s u c r o s e  s e d i m e n t a t i o n  a n a l y s i s  o f

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

+L a b e l e d  p a r e n t a l  T4 , T 4x  a n d  T4y w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  C e l l s  w e r e  c o i n f e c t e d  w i t h  

t h e  6 p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n s  o f  l a b e l e d  a n d  u n l a b e l e d  T4 ,

T4x a n d  T 4 y .  C o m p l e x e s  w e r e  l y s e d  a f t e r  15 m i n u t e s  o f  

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

w e r e  s p u n  o n  5-30% n e u t r a l  s u c r o s e  g r a d i e n t s  f o r  1 h o u r  

a t  1 7 , 0 0 0  rpm a t  4 C. S y m b o l s :  (A) l a b e l e d  T4 + a n d

u n l a b e l e d  T 4x  ( O ) , l a b e l e d  T4+ a n d  u n l a b e l e d  T4y < •  ) ;

(B) l a b e l e d  T4x a n d  u n l a b e l e d  T4 ( Q ) , l a b e l e d  T4x  a n d  

u n l a b e l e d  T 4 y  ( Q ) ;  (c ) l a b e l e d  T 4y  a n d  u n l a b e l e d  T4x  ( A )  r

l a b e l e d  T 4 y  a n d  u n l a f c c l e d  T4+ ( / \ )  .
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