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‘:'hlbition of EMC Virus Reproduction and
¢vention of Cell Death by Amino Acid Ana-
logues and Puromycin

regsutlruct“ml analogues of amino acids are often used as

Vgtllﬁn fa.ctc‘)rs of viral reproduction and of synt‘hgsis
o emat proteins and nucleic acids?~%. The antiviral
caPaci?g herapeutm) value of a drug may be revealed as its
ec Y to prevent the death of a virus-infected cell®,
CCOIZ\}Se of virus-induced cell death is of special interest.
Synth, Ing to Tamm et al.®? cell death depends on the
515 of structural viral protein.
twes xf present. study concerns the interrelationships bg-
Synth, t}le antiviral action of some inhibitors of protein
sed eSis and their capacity to prevent cell death. We
. L~e.th10nme, B-2-pDL-thienylalanine and puromycine.
fecteSCtl-OH of the inhibitors was studied .in L cells in-
it 1 With encephalomyocarditis (EMC) virus. The cells
aﬂe,nc‘laye; cultures were infected with 50 TCDyyfcell.
maints solution with 2 uM .of L-gmt?,min'e was used as
infect,enanCe medium. At dlff_erent time intervals after
Om:elon' cells were stained with trypane blue at a final
minedntratmn of 0.1% and the %, of dead cells was deter-
the o -1 tAccumglation of hemagglutinin in the cells and in
eta] :1 ure flu1q was registered as described b}_f M{\RTIN
cells he maximum hemagglutinin accumulatlon in the
iflfec?as Observed 5.0-5.25 h after infection. 10 h after
ulle 0‘?3 109% of the cells were dead. At that time the
inig 1; the virus was in the culture fluid, where hemagglu-
n itre was about 1024 HA/0.5 ml (2 - 10-* HA/cell).
sup our experiments hemagglutinin formation could be
> tl?;ess?d with all 3 inhibitors used. In cxperiments with
plet I‘Om_ﬂe,. the formation of hemagglutinin was com-
€ly inhibited at a concentration of 1.85-10-2M/.
deathe‘{en higher concentrations did not prevent cell
ition {Table I). Thienylalanine produced a complete inhi-
4. 100}3 hemagglutinin forrgation at a concentration of
ion v M, yet the protective effect at that concentra-
Pre Was negligible. Double concentration (9.4 + 10-3.A4)
Vented the death of 509 of the infected cells (Figure
fo;mh? use of puromycine allowed the suppression of the
1 ;f;on of hemagglutinin with a concentration of
Prog M- This concentration suppressed both viral re-
. fuctlon. and cell death. Smaller concentrations allowed
bur Ormation of a considerable amount of hemagglutinin
nOmhad a partial protective effect (Figure 2). This phe-
ethisn'on was never observed in our experiments w;th
Snllllne and thienylalanine. So in this respect the action
ofte all concentrations of puromycine differs from the
°t of amino acid analogues.
hemzrge doses of puromycine (1.5 10-4}1) suppressed
deay g8lutinin even if added 3 h after infection, yet cell
infecfwas not prevented. Addition of the drug 1 h after
atiomn produced both inhibition of hemagglutinin for-
N and complete protective effect (Figure 3).
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Fig. 1. Effect of pi-thienylalanine on HA-accumulation and cell

death in EMC-virus infected 1 cells. Left ordinate = HA/10% cells

18 h after infection. Right ordinate = %, of live cells 18 h after

infection. Abscissae = concentration of the drug: 1, 2, 3, 4, 5 -

2.35-10°30M; 4.70-1073M; 7.05-10"3M; 9.40-1073M; and
1.75 - 10~* M respectively.
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Fig. 2. Effect of puromycine on EMC/HA-accumulation and cell
death. 1, 2, 3, 4 — 1.5-10-%M; 2.25-10-5M; 3-10-5M; and
3.75 - 10~% M respectively.
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Fig. 3. Cell death and HA-accumulation in the presence of puro-

mycine (1.5 - 10~4M) added at different time intervals. Ordinate =

HA concentration. Abscissa = time interval between infection and
addition of puromycine.
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Binomial action of protein synthesis inhibitors — sup-
pression of viral reproduction and of cell death - is
characteristic for puromycine and thienylalanine, but
not for ethionine. In the case of thienylalanine, these 2
processes are dissociated at a concentration of 4.7-10-3 M
(1009 cell death without hemagglutinin formation). With
puromycine they are partly dissociated at 1.9 - 10-5M to
2.3 - 10-%M (accumulation of hemagglutinin and partial
protective effect).

The degree of binomial action of the inhibitors is cor-
related with their ability to suppress protein synthesis.
Ethionine, a weak inhibitor, suppresses viral reproduction
but does not prevent cell death. Thienylalanine, a mod-
erate inhibitor, readily suppresses viral reproduction, and,
in larger concentrations, suppresses cell death, Puro-
mycine, a highly effective inhibitor, prevents cell death
even at small concentrations which produce only partial
suppression of viral reproduction. It may be inferred that
the synthesis of the viral factor responsible for cell death
is not sensitive to the action of ethionine, is moderately
sensitive to thienylalanine and is highly sensitive to puro-
mycine. The latter suppresses the synthesis of the factor

Die Veridnderungen der Succinodehydrase-Akti-
vitéit in Detroit-6 (VA) Zellen, infolge der Infek-
tion mit dem Hepatitis-infectiosa-Virus

In fritheren Arbeiten!-® hat einer von uns die Ergeb-
nisse der Isolierung einiger Hepatitis-infectiosa-Virus-
Stimme, deren elektronenoptische und immunologische
Eigenschaften, Ziichtungsmethoden und zytopathogene
Wirkung auf in vitro Kulturen von Detroit-6-(D.-6)-(VA)
Zellinien beschrieben. Eine besondere Eigenschaft dieser
Zellinie besteht darin, dass sie eine ausgeprigte SDH-
Wirkung besitzt, welche aber ausfillt, wenn die Linie
mit H.-infectiosa-Virus infiziert wird. Ausser der Not-
wendigkeit, dieses Phinomen zu erkliren, stellt sich auch
das Problem, die Verinderung der SDH-Wirkung zum
Zweck der Friihdiagnose der Virusinfektion zu verwen-
den.

Die Versuche wurden mit D.-6-(VA)-Zellen in 20
Kulturserien auf Objekttriger durchgefiihrt. Nach einer
2tdgigen Entwicklung wurde die Hilfte der Kulturen
mit 2 ml Virus-Suspension von 102 infiziert, die andere
Hilfte diente als Kontrolle. Die SDH-Aktivitit wurde
mit NTC (NBCo), nach RUTENBURG et al. ® nachgewiesen.
* Die ersten Beobachtungen, die 3-4 Tage nach der
Infizierung gemacht wurden, haben erwiesen, dass die
Virusinfektion auf die SDH-Aktivitit eine starke hem-
mende Wirkung ausiibt (Tabelle). Nach 3 Tagen blieb
die Aktivitit des Enzyms praktisch aus. Nur in zwei
Fillen konnte man eine SDH-Aktivitit beobachten
{Versuch Nr. 13 und 16), was sich wahrscheinlich durch
eine abgeschwichte Infektionsfihigkeit der in diesen
Fallen angewandten Viren erkldren ldsst. Die beiden
negativen Fille in den Kontrollkulturen (Versuch Nr. 14
und 17), werden diesem toxischen Einfluss zugeschrieben,
welcher wahrscheinlich mit der Qualitit des Objekttrigers
zusammenhingt, da diese Zellen auch die Merkmale eincr
zytotoxischen Veridnderung aufwiesen.

Da das Ausbleiben der SDH-Aktivitdt 3—-4 Tage nach
der Infizierung der Zellen keine Erkldrung iiber die
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at a concentration which allows formation of considefable'
amounts of structural viral protein. These facts sugges
that the factor, though of a protein nature, is not ident!
cal with structural viral protein. The results obtain®
with thienylalanine and puromycine allow us to assumeé
selective antiviral action of these inhibitors.

BHIBOABL L-3THOHMH TNOAARISIET PENPOAYKIHIO I‘»HPWg
3H4e(anOMUOKAPANTE, HO HE NpeoTEpamaet ruenu wnetos
nox AeHCTRMEM BHPYCA. D, L-f-2-THEHWIANaHUH KPOME it
BJICHHS! BUPYCHOH penpogyKiuy Crioco6eH 9acTHYHO aau’
matTe kaeTky ot rufemn (Gonee, yem Ha 50°/,). l’IypOMHu“H’
NOABISA PENPOAYKIUHMIO BUPYCA, OAHOEP2VEHHO 3alpilud®
knetxy ot rubenu. Penpogyxuss supyca Gonee quCTanCI“’?
HA K AeHCTBHIO MHIHOMTOPOB CHHTEsa 0enKa, uem npoued
riufesn KIETOK NIOA BAMAHHEM BHPYCHOR MHpeKuuH.

G. A. GALEGOV and N. V., Kaver®

Tvanovski Institute of Virology, Academy of Medical
Sciences, Moscow (USSR), August 17, 1966.

Ursachen und den Mechanismus dieses Phanomens liefer®
wurde eine neue Reihe von Versuchen durchgefiihrt, walr
rend denen man das Verhalten des Enzyms von 2 zu 2
beobachtete. Auf diese Art wurden die ersten Anzeiche?
einer Verminderung der SDH-Aktivitit erst nach 48

Versuch No. Kontroll- Mit Hepatitts”
kulturen infectiosa-Virb
infizierte ]
turen
1 ++t +— (4)
2 ++ - (3)
3 ++ - {3
4 ++ - 4
5 - -
6 +ot - %)
7 e - (3
8 ey - (3
9 ++t - (3)
10 ++4 - (3
11 . - (3
12 . - (3
13 bt +  (3)
14 -- - @
15 Vs - {3
16 4 +++ (3)
17 - -
18 + 4 3+ (3}
19 + -
20 ++ - 4

+4++ = Behr ausgepriigte, in den Kulturen gleichmassig Vel‘te%lte
Aktivitit; ++ = Ausgeprigte, in den Kulturen gleichméssig verteil®®
Aktivitdt; + = Verminderte Aktivitat in kleinen und seltenen He”
den; +— == Einige isolierte aktive Zellen; — = Keine SDH-Aktivitd™
Die Zahlen in Klammern geben die Tage an, die seit der Virt%
infektion vergangen sind.



