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SUMMARY

T h e  a i m  o f  t h i s  p r o j e c t  w a s  t o  i s o l a t e  a  h e r p e s  s i m p l e x  

v i r u s  t y p e  1 G l a s g o w  s t r a i n  1 7  g e n o m e  l a c k i n g  a l l  f o u r  Xba I  

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

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

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

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

o f  X b a  I  s i t e  n e g a t i v e  v i r u s e s .

T h e  p a r e n t  v i r u s  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  w a s  t h e  v a r i a n t  

X 2 , f r o m  w h i c h  t h e  0 . 0 7  map  u n i t  ( m . u .  ) a n d  0 . 2 9  m. u .  Xba I  

s i t e s  h a d  b e e n  r e m o v e d  by s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  ( Brown e t  

a l . , 1 9 8 4 ) .  The  r e m a i n i n g  tw o  Xba I  s i t e s  w e r e  d e l e t e d  a s  

f o l l o w s  s t h e  X ba  I  s i t e  a t  0 . 4 5  m . u . ,  w h i c h  l i e s  w i t h i n  t h e  

g e n e  (U ] j33 )  e n c o d i n g  a  p r e d i c t e d  p o l y p e p t i d e  o f  1 4 , 0 0 0  

m o l e c u l a r  w e i g h t  ( m o l .  w t . ) ,  w a s  r e m o v e d  by s e l e c t i o n  

e n r i c h m e n t ;  w h i l e  t h e  Xba I  s i t e  a t  0 . 2 9  m . u . ,  w h i c h  l i e s  

w i t h i n  t h e  g e n e  ( U l 2 2 )  e n c o d i n g  t h e  e s s e n t i a l  g l y c o p r o t e i n  H 

( B u c k m a s t e r  e t  a l . , 19  8 4 ) ,  w a s  r e m o v e d  by s i t e - d i r e c t e d  

m u t a g e n e s i s .  The v a r i a n t  d e v o i d  o f  X ba  I  s i t e s  ( 1 7 0 2 )  s h o w s  

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

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

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

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

Xba I  s i t e s .

D u r i n g  i n  v i t r o  l a t e n c y  e x p e r i m e n t s ,  Cook  a n d  B row n  

( 1 9 8 7 )  i s o l a t e d  a  v a r i a n t  o f  X2 c o n t a i n i n g  a  n o v e l  Xba I  

s i t e  a t  0 . 7 4  m . u .  T h i s  v i r u s  w a s  u s e d  i n  i n t r a t y p i c  

r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  w i t h  w i l d - t y p e  s t r a i n  1 7  t o  

g e n e r a t e  a  HSV-1 s t r a i n  1 7  v a r i a n t  ( 1 7 0 8 )  c o n t a i n i n g  a  f i f t h



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

m a r k e r s  b e t w e e n  t h i s  v i r u s  ( 5 )  a n d  1 7 0 2  ( 0 ) .  D i f f e r e n t  

t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  ( t s )  l e s i o n s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  1 7 0 2  

a n d  1 7 0 8  a s  s e l e c t a b l e  m a r k e r s .

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

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

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

R e c o m b i n a t i o n  w a s  f i r s t  d e t e c t e d  a t  4 h p o s t  i n f e c t i o n ,  

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

i n c r e a s e d  t o  15% by  24  h p o s t  i n f e c t i o n .  The  d i s t r i b u t i o n  o f  

t h e  n o n - s e l e c t a b l e  m a r k e r s ,  i e .  t h e  Xba I  s i t e s ,  i n  t s + 

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

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

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

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

p r e v i o u s  h y p o t h e s i s  o f  R i t c h i e  e t  a l . ( 1 9 7 7 )  t h a t  b o t h  

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

r e c o m b i n a t i o n ;  ( i i )  i n  t s +  r e c o m b i n a n t s ,  r e c o m b i n a t i o n  w a s  

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

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

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

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

d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  Xba I  s i t e s ,  l i t t l e  c a n  be d e t e r m i n e d  

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

The  HSV-1 g e n o m e  c o n s i s t s  o f  tw o  u n i q u e  s e q u e n c e s  -  t h e  

l o n g  u n i q u e  ( U l )  a n d  t h e  s h o r t  u n i q u e  (U g)  -  f l a n k e d  fcy 

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

( I R j / I R g )  a n d  t h e  t e r m i n a l  r e p e a t s  (TRL/ T R S ) .  D u r i n g  t h e  

i s o l a t i o n  o f  1 7 0 2 ,  a  v a r i a n t  ( 1 7 0 3 )  w a s  i s o l a t e d  w h i c h  h a s  a  

d e l e t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 x 1 0 ^ m o l .  w t .  i n  t h e  U l  a n d  I R l



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

i m m e d i a t e - e a r l y  ( I E )  g e n e  1 a n d  t w o  u n i q u e  o p e n  r e a d i n g  

f r a m e s  c o d i n g  f o r  p r e d i c t e d  p o l y p e p t i d e s  o f  2 0 , 0  0 0  m o l .  w t .  

a n d  2 2 , 0 0 0  m o l .  w t .  (11^55 a n d  11^56) a r e  d e l e t e d .  The v a r i a n t  

1 7 0 3  s y n t h e s i z e s  r e d u c e d  l e v e l s  o f  V m w I E l l O ,  t h e  p r o d u c t  o f  

I E  g e n e  1 ,  a n d  u n d e r  i m m e d i a t e - e a r l y  c o n d i t i o n s  a p p a r e n t l y  

f a i l s  t o  s y n t h e s i z e  VmwIE6 3 ,  a t  b o t h  t h e  p o l y p e p t i d e  a n d  RNA 

l e v e l s ,  d e s p i t e  t h e r e  b e i n g  no  a p p a r e n t  d e l e t i o n  i n  t h e  

c o d i n g  o r  c o n t r o l l i n g  r e g i o n s  o f  t h e  IE 2  (VtawIE6 3 )  g e n e .

1 7 0 3  a l s o  f a i l s  t o  s y n t h e s i z e  t h e  t h y m i d i n e  k i n a s e  

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

d e l e t i o n  o r  t h e  f a i l u r e  t o  s y n t h e s i z e  VmwIE63.  The v a r i a n t  

1 7 0 3  e x h i b i t s  n o r m a l  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  v i t r o .

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

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

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

t h e s e ,  e l e v e n  h a v e  e x t e n s i v e  v a r i a t i o n  ( u p  t o  0 . 4 x 1 0 ^  m o l .  

w t .  ) i n  t h e  s i z e  o f  t h e  l o n g  r e p e a t s  o u t w i t h  t h e  * a '  

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

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

V a r i a n t  1 7 0 4  h a s  a  d e l e t i o n  o f  2 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  i n  I R l / U l  

a n d  0 . 8 x 1 0 ^ m o l .  w t .  i n  TRjj/ s u c h  t h a t  s e q u e n c e s  a r e  d e l e t e d  

f r o m  b o t h  l o n g  r e p e a t s .  The d e l e t i o n  i n  U l  r e m o v e s  t h e  U l 5 5  

a n d  U l 5 6  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  d e l e t e d  i n  1 7 0 3  a n d  t e r m i n a t e s  

a t  l e a s t  5 0 0  b p  d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  3* e n d  o f  t h e  IE 2  g e n e .  

V a r i a n t  1 7 0 5  h a s  a  d e l e t i o n  o f  3 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  i n  I R l / U l  

w h i c h  a g a i n  r e m o v e s  t h e  U l 5  5 a n d  UL56 o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  

a n d  t e r m i n a t e s  a r o u n d  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  IE 2  g e n e .  V a r i a n t  

1 7 0 6  h a s  a  s i m i l a r  d e l e t i o n  i n  UL t o  1 7 0 5 ,  b u t  i n  t h i s  c a s e  

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



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

3 x 1 0 ^  m o l .  w t .  a n d  t h e  o v e r a l l  g e n o m e  s i z e  by 2 x 1 0 ^  m o l .  w t .  
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INTRODUCTION

1 . 1  OBJECTIVES

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

s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 (H S V - 1 )  g e n o m e s  c o n t a i n i n g  

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

s t u d i e s .  HSV-1 v a r i a n t s  w i t h  e x t e n s i v e  g e n o m i c  

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

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

o v e r v i e w  o f  HSV w i t h  e m p h a s i s  on  t h o s e  a r e a s  r e l a t e d  t o  t h e  

p r o j e c t ;  i n  p a r t i c u l a r  HSV e v o l u t i o n ,  r e c o m b i n a t i o n  a n d  

g e n e t i c s .  C e r t a i n  a r e a s  o f  i n t e r e s t  t o  t h e  a u t h o r ,  s u c h  a s  

DNA r e p l i c a t i o n ,  t h e  ' a '  s e q u e n c e  a n d  t r a n s c r i p t i o n  h a v e  

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

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

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

1 . 2  CLASSIFICATION OF HERPESVIRIDAE

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

f a m i l y  H e r p e s v i r i d a e  are p u r e l y  m o r p h o l o g i c a l  ( F e n n e r ,  19  7 6 ) .  

T he  v i r i o n  c o n s i s t s  o f  f o u r  a r c h i t e c t u r a l  e l e m e n t s  ; ( i )  a  

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

d o u b l e - s t r a n d e d  l i n e a r  DNA i s  w r a p p e d ;  ( i i )  a n  i c o s a h e d r a l  

c a p s i d  c o n t a i n i n g  12  p e n t a m e r i c  a n d  1 5 0  h e x a m e r i c  

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

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

t e g u m e n t ;  a n d  ( i v )  a  m e m b r a n e  o r  e n v e l o p e  o f  1 5 0 - 2 0 0 n m  

s u r r o u n d i n g  t h e  e n t i r e  s t r u c t u r e  ( W i l d y  e t  a l . , 19 6 0 ;



R o i z m a n  a n d  F u r l o n g ,  19 7 4 ) .  D e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  

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

t h e i r  m o r p h o l o g y  ( F e n n e r ,  19 7 6 ) ,  t h e y  a r e  r e a d i l y  

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

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

c o m p o s i t i o n  a n d  s t r u c t u r e  o f  t h e i r  g e n o m e s  ( R o i z m a n ,  1 9 8 2 ) .  

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

i d e n t i f i e d  by t h e s e  c r i t e r i a  ( N a h m i a s ,  19 7 2 ) .

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

t h e i r  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  ( R o i z m a n  e t  a l . , 19  7 8 ;  M a t h e w s ,  

1 9 8 2 ;  R o i z m a n ,  1 9 8 2 )  a n d  g enom e  s t r u c t u r e  ( H o n e s s  a n d  

W a t s o n ,  1 9 7 7 b ;  R o i z m a n ,  1 9 8 2 ;  H o n e s s ,  1 9 8 4 ) .  T h e s e  a r e  

o u t l i n e d  b e l o w .

I . 2 . a  C l a s s i f i c a t i o n  o n  t h e  b a s i s  o f  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s

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

s u b f a m i l i e s  : A l p h a - ,  B e t a - ,  a n d  G a m m a h e r p e s v i r i n a e .

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

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

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

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

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

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

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

l y s e d  i n  l e s s  t h a n  2 4 h .  P r o t o t y p e s  o f  t h e  g r o u p  a r e  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  t y p e s  1 a n d  2 (HSV-1 a n d  H S V - 2 ) .

B e t a h e r p e s v i r i n a e  h a v e  a  n a r r o w  h o s t  r a n g e .  In  v i v o , 

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

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

g e n e r a l i z e d  d i s e a s e  i n  i m m u n o s u p p r e s s e d  p a t i e n t s  a n d
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n e o n a t e s .  L a t e n t  v i r u s  has  been d e m o n s t r a t e d  in  s e c r e t o r y  

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

v i t r o , t h e  r e p l i c a t i v e  c y c l e  i s  s l o w  ( g r e a t e r  t h a n  24  h ) .  

C y t o m e g a l o v i r u s  (CMV) i s  t h e  p r o t o t y p e  o f  t h e  g r o u p .

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

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

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

l y m p h o i d  t i s s u e s .  In  v i t r o , a l l  known m e m b e r s  o f  t h i s  

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

h e r p e s  v i r u s  s a i m i r i  (HVS) a n d  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  ( E B V ) , 

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

1 . 2 . b  C l a s s i f i c a t i o n  o n  t h e  b a s i s  o f  g e n o m e  s t r u c t u r e

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

c o m p o s i t i o n  ( 3 2 - 7 5 %  G+C) , t h e  s i z e  o f  t h e i r  genom e  

( 8 0 - 1 5 0 x 1 0 ^  m o l .  w t . ) a n d  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  r e i t e r a t e d  DNA 

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

p r o p e r t y  h a s  b e e n  p r o p o s e d  ( F i g u r e  1 ) .  W h i l e  m o s t  o f  t h e  

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

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

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

g e n o m e  s t r u c t u r e .

( H o n e s s  a n d  W a t s o n ,  1 9 7 7 b ;  R o i z m a n ,  1 9 8 2 ;  H o n e s s ,  1 9 8 4 )

G r o u p  A

C h a n n e l  c a t f i s h  v i r u s  (CCV) i s  a  m e m ber  o f  t h i s  g r o u p .  

I t s  genom e  i s  c h a r a c t e r i z e d  by a  s i n g l e  d i r e c t  r e p e a t  a t  

b o t h  t e r m i n i  ( C h o u s t e r m a n  e t  a  1 .  , 19  7 9 ) .  The DNA i s  p r e s e n t  

a s  o n l y  o n e  i s o m e r .
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F i g u r e  1 .  Genome s t r u c t u r e  o f  t h e  h e r p e s v i r u s e s .

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

i l l u s t r a t e d .  R e p e a t  s e q u e n c e s  a r e  r e p r e s e n t e d  a s  o p e n  

b o x e s .  U l  a n d  Ug i n d i c a t e  l o n g  a n d  s h o r t  u n i q u e  s e q u e n c e s  

a n d  a ,  b  a n d  c  i n d i c a t e  r e p e a t  s e q u e n c e s  w i t h  a / ,  b 1 a n d  

c* t h e i r  c o m p l e m e n t .  A r r o w s  i n d i c a t e  t h e  r e l a t i v e  

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

g r o u p ,  A - E I I ,  i s  i l l u s t r a t e d  a n d  t h e  n u m b e r  o f  i s o m e r s  

i n d i c a t e d .  I n  VZV, Ug i s  i n  e i t h e r  o r i e n t a t i o n  50% o f  t h e  

t i m e ,  w h i l e  U l  i s  i n  o n e  o r i e n t a t i o n  9 5% o f  t h e  t i m e .

CCV i s  c h a n n e l  c a t f i s h  v i r u s ;  HVS i s  h e r p e s v i r u s  

s a i m i r i ;  EBV i s  E p s t e i n - B a r r  v i r u s ;  PRV i s  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s ;  VZV i s  v a r i c e l l a - z o s t e r  v i r u s ;  HSV-1 i s  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 .
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G r o u p  B

A m e m b e r  o f  t h i s  g r o u p  i s  HVS, w h o s e  genom e i s  

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

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

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

v a r i e s  e x t e n s i v e l y  ( S t a m m i n g e r  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  A g a i n ,  t h e  DNA 

i s  p r e s e n t  a s  o n l y  o n e  i s o m e r  ( Bornkomm e t  a l . , 19 7 6 ) .

G r o u p  C

A m e m b e r  o f  t h i s  g r o u p  i s  EBV, w h o s e  g en o m e  c o n t a i n s  

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

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

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

( R a a b - T r a u b  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .

G r o u p  D

P s e u d o r a b i e s  v i r u s  (PRV) i s  a  m e m b er  o f  t h i s  g r o u p .  I t s  

g e n o m e  i s  c h a r a c t e r i z e d  by t h e  p r e s e n c e  o f  tw o  r e g i o n s  o f  

u n i q u e  s e q u e n c e  ( t h e  l o n g  a n d  s h o r t  u n i q u e ,  U l  a n d  U g ) ,  o n e  

o f  w h i c h  (U g)  i s  f l a n k e d  by i n v e r t e d  r e p e a t s  ( T R g / I R g ) ,  

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

i s o m e r s  ( B e n - P o r a t  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .  A l t h o u g h  t h e  g en o m e  

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

r e d u n d a n t  ( H a r p e r  e t  a l . , 19  8 6 ) .

G r o u p  E

T h i s  g r o u p  h a s  now b e e n  d i v i d e d  i n t o  tw o  s u b g r o u p s ,  E l  

a n d  E l i .

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

t w o  u n i q u e  s e q u e n c e s  ( Ul  a n d  U s )  e a c h  f l a n k e d  by i n v e r t e d
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r e p e a t s  w h i c h  s h a r e  no h o m o l o g y .  V a r i c e l l a - z o s t e r  v i r u s  

(VZV) i s  a  m e m b er  o f  t h e  g r o u p .  Ug i s  f l a n k e d  by l a r g e  

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

b o t h  o r i e n t a t i o n s  i n  e q u a l  a m o u n t s .  U l  i s  f l a n k e d  by s h o r t ,  

8 8  b p ,  i n v e r t e d  r e p e a t s ,  w h i c h  a l l o w  a p p a r e n t l y  i n e f f i c i e n t  

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

o r i e n t a t i o n  ( 9 5 % ) .  T h u s ,  VZV DNA c o n s i s t s  o f  2 m a j o r  a n d  2 

m i n o r  i s o m e r s  ( D a v i s o n ,  19  8 4 ) .  PRV v a r i a n t s  w h i c h  h a v e  s h o r t  

i n v e r t e d  r e p e a t s  f l a n k i n g  U l  a r e  a l s o  i n c l u d e d  i n  g r o u p  E l .  

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

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

t e r m i n u s  o f  U l -  In c o n t r a s t  t o  VZV, U l  i n v e r t s  e f f i c i e n t l y  

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

( L o m n i c i z i  e t  a l . , 1 9 8 4 ,  1 9 8 7 ) .

G r o u p  E l i  i s  c h a r a c t e r i z e d  by g e n o m e s  w i t h  2 u n i q u e  

r e g i o n s  (Ul  a n d  U g ) f l a n k e d  by i n v e r t e d  r e p e a t s  w h i c h  s h a r e  

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

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

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

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

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

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

t e r m i n a l  r e d u n d a n c y  ( S h e l d r i c k  a n d  B e r t h e l o t ,  19  7 4 ;

W a d s w o r t h  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  D e l i u s  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 7 6 ) ,  a  

f e a t u r e  s u b s e q u e n t l y  e s t a b l i s h e d  by DNA s e q u e n c i n g  ( D a v i s o n  

a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ;  D a v i s o n  a n d  

R i x o n ,  1 9 8 5 ) .  HSV-1 a n d  HSV-2 a r e  p r o t o t y p e s  o f  t h e  g r o u p .
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1 . 3 MORPHOLOGICAL STRUCTURE OF H E R P E S V I R U S E S

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

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

2 A ) .  The d o u b l e - s t r a n d e d  DNA g e n o m e  i s  s i t u a t e d  w i t h i n  t h e  

c o r e  ( B e n - P o r a t  a n d  K a p l a n ,  1 9 6 2 ;  E p s t e i n ,  1 9 6 2 )  a n d  i s  

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

( C h a i ,  1 9 7 1 ?  F u r l o n g  e t  a l . , 1 9 7 2 ;  N a z e r i a n ,  1 9 7 4 ) .  VP21 

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

R o i z m a n ,  19  72 )  a n d  i s  p r o b a b l y  a n a l o g o u s  t o  Vmw4 3 ,  w h i c h  may 

be  D N A - b i n d i n g  ( B a y l i s s  e t  a l . , 1 9 7 5 ) .

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

a p p r o x i m a t e l y  lOOnm i n  d i a m e t e r ,  c o n s i s t i n g  o f  1 5 0  h e x a m e r i c  

a n d  1 2  p e n t a m e r i c  c a p s o m e r e s  w i t h  5 : 3 : 2  a x i a l  s y m m e t r y  

( W i l d y  e t  a l . , 19 6 0 ) .  The  i n d i v i d u a l  c a p s o m e r e s  a r e  h o l l o w  

e l o n g a t e d  p r i s m s  a n d  a p p e a r  t o  be c o n n e c t e d  by 

i n t e r c a p s o m e r i c  f i b r i l s  ( F i g u r e  2B) ( W i l d y  e t  a l . , 1 9 6 0 ;  

V e r n o n  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .  The h e x a m e r i c  c a p s o m e r e s  a r e  g e n e r a l l y  

b e l i e v e d  t o  h a v e  s i x - f o l d  s y m m e t r y  ( F u r l o n g ,  19 78 )  a n d  i t  i s  

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

t h e  m a j o r  c a p s i d  p r o t e i n ,  Vmwl55 ( S p e a r  a n d  R o i z m a n ,  19  72 ;  

M a r s d e n  e t  a l .  , 19 76 ;  V e r n o n  e t  a l . , 19  81 ;  S t e v e n  e t  a l . ,

19 8 6 ) .  The v i r i o n  p r o t e i n  p50 may f o r m  p a r t  o f  t h e  

p e n t a m e r i c  c a p s o m e r e s  ( V e r n o n  e t  a l . , 19 8 1 ) .  Vmwl55 a n d  p50  

m a y  b e  l i n k e d  by d i s u l p h i d e  b r i d g e s  ( Z w e i g  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .

An a m o r p h o u s  l a y e r  known a s  t h e  t e g u m e n t  s u r r o u n d s  t h e  

c a p s i d  ( R o i z m a n  a n d  F u r l o n g ,  1 9 7 4 ) .  P r o t e i n s  b e l i e v e d  t o  

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

c a p s i d  a n d  t h e  e n v e l o p e  i n c l u d e  V P l - 3  (> 2 0 0 K )  ( G i b s o n  a n d  

R o i z m a n ,  1 9 7 2 )  a n d  t h e  65K v i r i o n  t r a n s a c t i v a t i n g  f a c t o r



F i g u r e  2 .  H e r p e s  s i m p l e x  v i r i o n  s t r u c t u r e .

A .  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  HSV v i r i o n s .  The  v i r i o n s  a r e  

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

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

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

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

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

t h e  e n v e l o p e .

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

1 5 0  h e x a m e r i c  a n d  1 2  p e n t a m e r i c  c a p s o m e r e s .  A d j a c e n t  

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

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

C. S i x - f o l d  s y m m e t r y  o f  h e x a m e r i c  c a p s o m e r e s .  H e x a m e r i c  

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

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

p r o t e i n ,  V m w l5 5 .
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( B a t t e r s o n  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 3 ;  C a m p b e l l  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  The 

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

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

a b o u t  8 - 1 0 n m  l o n g ,  p r o j e c t i n g  f r o m  t h e  s u r f a c e  ( W i l d y  e t  

a l » r I 9 6 0 ) .  The v i r u s  e n v e l o p e  i s  b e l i e v e d  t o  c o n t a i n  m o s t  

o f  t h e  v i r u s  g l y c o p r o t e i n s  ( S p e a r  a n d  R o i z m a n ,  19 7 2 ;

S t a n n a r d  e t  a l . , 1 9 8 7 ) ,  c e l l  l i p i d s  ( A s h e r  e t  a l , , 1 9 6 9 ) ,  

a n d  s p e r m i d i n e  ( G i b s o n  a n d  R o i z m a n ,  19  7 1 ) .

1 . 4  HUMAN HERPESVIRUSES

F i v e  h e r p e s v i r u s e s  h a v e  b e e n  s how n  t o  i n f e c t  man a s

t h e i r  p r i m a r y  h o s t  : H S V -1 ,  H S V -2 , VZV, EBV a n d  HCMV. HSV-1

i s  c o m m o n ly  a s s o c i a t e d  w i t h  m u c o c u t a n e o u s  l e s i o n s  o f  t h e
( H i l l  e t  a l . , 1 9 7 5 )

f a c e  ( F i d d i a n  e t  a l . , 1 9 8 3 )  ,/i b u t  t h e  v i r u s  c a n  i n f e c t  many

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

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

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

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

m a l a i s e  ( W h i t l e y ,  1 9 8 5 ) .  F o l l o w i n g  p r i m a r y  i n f e c t i o n ,  a

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

1 . 5 ) ,  t h e  v i r u s  r e s i d i n g  m o s t  c o m m o n ly  i n  t h e  t r i g e m i n a l

g a n g l i a  ( B a s t i a n  e t  a l . , 19 7 2 ) .  The v i r u s  m ay  p e r i o d i c a l l y

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

t h e  d e r m a t o m e  s u p p l i e d  by t h e  l a t e n t l y - i n f e c t e d  d o r s a l  r o o t  
( W i l d y  e t  a l . , 1 9 8 2 )
g a h ^ T o n . ^ T S a l y s i s  o f  t h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  p r o f i l e  o f  

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

i n d i c a t e d  t h a t  : ( i )  m o s t  r e c u r r e n t  l e s i o n s  a r e  due  t o  

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

f o r  v e r y  c l o s e l y  r e l a t e d  c a s e s ,  e a c h  i n d i v i d u a l  h a s  h i s  own
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u n i q u e  s t r a i n  o f  v i r u s  ( L o n s d a l e  e t  a l . , 1 9  79  ) .  A r o u n d  9 0% 

o f  t h e  a d u l t  p o p u l a t i o n  a r e  s e r o p o s i t i v e  f o r  HSV ( W h i t l e y ,  

1 9 8 5 ) .

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  2 h a s  s i m i l a r  b i o l o g i c a l  

p r o p e r t i e s  t o  HSV-1 a n d  s h a r e s  5 0% h o m o l o g y  w i t h  i t  a t  t h e  

DNA l e v e l  ( K i e f f  e t  a l . , 1 9 7 2 ) .  T h i s  s e r o t y p e  i s  p r i m a r i l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  g e n i t a l  l e s i o n s  ( D o w d l e  e t  a l . , 19 6 7 ;

K e s s l e r  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  The  v i r u s  n o r m a l l y  e s t a b l i s h e s  

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

r e a c t i v a t e s  ( B a r i n g e r ,  19 7 4 ) .  The  d i s t i n c t i o n  i n  l o c a t i o n  

b e t w e e n  HSV-1 a n d  HSV-2 i s  n o t  a b s o l u t e  : b o t h  v i r u s e s  may 

be  f o u n d  e i t h e r  o r a l l y  o r  g e n i t a l l y .  I n d e e d ,  i n  o n e  s t u d y  i t  

w a s  f o u n d  t h a t  i n  5 0% o f  c a s e s  o f  g e n i t a l  h e r p e s ,  HSV-1 w a s  

r e s p o n s i b l e  ( C h a n e y  e t  a l . , 19  8 3 ) .  An a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  

HSV-2 a n d  c e r v i c a l  c a r c i n o m a  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  ( N a i b ,  19 6 6 ; 

E g l i n  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  z u r  H a u s e n ,  1 9 8 2 ;  P a r k  e t  a l . , 1 9 8 3 ) . *

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

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

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

a l . , 1 9 7 8 ) .  R e a c t i v a t i o n ,  u s u a l l y  i n  a d u l t s ,  m a y  l e a d  t o  

s h i n g l e s  ( z o s t e r )  ( W e l l e r ,  1 9 7 6 )  : t h i s  i s  a t  l e a s t  p a r t l y  

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

( R i f k i n d ,  1 9 6 6 ;  G a l b ,  1 9 8 5 ) .

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

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

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

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

d e f e c t s  ( W e l l e r ,  1 9 7 1 ;  R a p p ,  1 9 8 0 ) .  An a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  

E u r o p e a n  f o r m  o f  K a p o s i ' s  s a r c o m a  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  

( G i r a l d o  e t  a l . , 1 9 7 5 ) .  R e a c t i v a t i o n  o f  t h e  v i r u s  i s  u s u a l l y
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a s s o c i a t e d  w i t h  i m m u n o s u p p r e s s i o n ,  o f t e n  a s  a r e s u l t  o f  

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

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

w i t h  r e n a l  t r a n s p l a n t  r e j e c t i o n  ( W e l l e r ,  19  71 ;  P l u m m e r ,

1 9 7 3 ;  G o l d  a n d  N a n k e r v i s ,  1 9 7 6 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  

HCMV m a y  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  c e r v i c a l  c a r c i n o m a  ( A l f o r d  a n d  

B r i t t ,  1 9 8 4 ;  F l e t c h e r  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .

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

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

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

m o n o n u c l e o s i s  ( E v a n s  e t  a l . , 1 9 6 8 ;  H e n l e  e t  a l . , 1 9 6 8 ;  E v a n s  

a n d  H i n d e r m a n ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  v i r u s  i s  a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  

B u r k i t t ' s  ly m phom a ( E p s t e i n  e t  a l . , 19 6 4 ;  d e  T h e  e t  a l . ,

19 7 8 )  a n d  n a s o p h a r y n g e a l  c a r c i n o m a  ( z u r  H a u s e n  e t  a l . , 19  7 0 ;  

N o n a y a m a  a n d  P a g a n o ,  1 9 7 3 ;  M i l l e r ,  1 9 8 5 ) .

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

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

( J o s e p h s  e t  a l . , 1 9 8 6 ;  S a l a h u d d i n  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  I t  w a s  

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

d i s e a s e ,  t w o  o f  whom w e r e  i n f e c t e d  w i t h  human 

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

A IDS.  The e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t r u c t u r e  a n d  g en o m e  s i z e  o f  

t h e  v i r u s  a l l o w e d  i t s  c l a s s i f i c a t i o n  a s  a  h e r p e s v i r u s .  No 

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

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

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

a n t i b o d i e s  w e r e  f o u n d  i n  o n l y  f o u r  o u t  o f  2 20 s e r a  f r o m  

h e a l t h y  c o n t r o l s .  T h u s ,  u n l i k e  t h e  o t h e r  human 

h e r p e s v i r u s e s ,  HBLV w o u l d  a p p e a r  t o  be r e l a t i v e l y  r a r e  i n  

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

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

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

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

h e r p e s v i  r u s .

1 . 5  HERPES SIMPLEX VIRUS LATENCY

I t  h a s  l o n g  b e e n  b e l i e v e d  t h a t  HSV u n d e r g o e s  a  l a t e n t  

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

( G o o d p a s t u r e ,  19  2 9 ) .  The m e c h a n i s m  o f  l a t e n c y  a n d  r e c u r r e n c e  

a p p e a r s  t o  be i d e n t i c a l  f o r  HSV-1 a n d  H S V -2 .  One i n d i v i d u a l  

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

s e r o t y p e s  ( W h e e l e r ,  19 7 5 ) .  The s i t e  o f  r e c u r r e n c e  i s  l a r g e l y  

d e t e r m i n e d  by t h ^  p r i m a r y  i n f e c t i o n  ( C h a n g ,  19 7 1 ) ,  w i t h  

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

p r i m a r y  i n f e c t e d  a r e a  ( B a s t i a n  e t  a l . , 1 9 7 2 ;  B a r i n g e r  a n d  

S w o v e l a n d ,  1 9 7 3 ;  B a r i n g e r ,  1 9 7 4 ;  M c L e n n a n  a n d  D a r b y ,  1 9 8 0 ) .

F o l l o w i n g  p r i m a r y  i n f e c t i o n ,  HSV t r a v e l s  up t h e  

n e u r o n a l  a x o n  ( C o o k  a n d  S t e v e n s ,  19 7 3 ;  K r i s t e n s s o n  e t  a l . ,

19 7 4 ) t o  e s t a b l i s h  l a t e n c y  w i t h i n  t h e  n e u r o n a l  c e l l  b o d i e s  

i n  t h e  d o r s a l  ( s e n s o r y )  r o o t  g a n g l i o n  ( B a r i n g e r  a n d  

S w o v e l a n d ,  19 7 3 ;  M c L e n n a n  a n d  D a r b y ,  19 8 0 ;  C o o k  e t  a l . ,

1 9 8 4 ) .  L a t e n t  HSV m a y  r e a c t i v a t e  f r o m  c u l t u r e d  g a n g l i a ,  f r o m  

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

s p o n t a n e o u s l y  ( B a r i n g e r  a n d  S w o v e l a n d ,  19 7 3 ;  B a r i n g e r ,  19  7 4 ;  

W a r r e n  e t  a l . , 1 9 7 7 ,  1 9 7 8 )  o r  f o l l o w i n g  s u p e r i n f e c t i o n  w i t h  

t e m p e r a t u r e —s e n s i t i v e  ( t s ) m u t a n t s  a t  t h e i r  n o n - p e r m i s s i v e  

t e m p e r a t u r e  (B ro w n  e t  a l . , 19 7 9 ;  W i g d a h l  e t  a l . , 19  8 2 ;  L e w i s  

e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  In  v i v o , HSV w i l l  r e m a i n  l a t e n t  w i t h i n  t h e
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g a n g l i a  u n t i l  t r i g g e r e d  t o  r e a c t i v a t e  ( b y  m a i n l y  u n k n o w n  

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

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

t h e  p e r i p h e r y  ( r e c u r r e n c e )  o r  h e r p e t i c  l e s i o n s  

( r e c r u d e s c e n c e )  ( W i l d y  e t  a l . , 19 8 2 ) .

The  n e u r o n s  t h e m s e l v e s  w e r e  shown t o  be t h e  s i t e  o f  

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

m u t a n t s  (M c L e n n a n  a n d  D a r b y ,  19 8 0 )  a n d  by i n  s i t u  

h y b r i d i z a t i o n  ( P u g a  e t  a l . f 1 9 7 8 ) .  T h e r e  i s  now some 

e v i d e n c e  t h a t  HSV m a y  a l s o  b ecom e  l a t e n t  a t  t h e  s i t e  o f  

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

( S c r i b a  a n d  T a t z e r ,  1 9 8 1 ;  A l - S a a d i  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  H i l l  e t  

a l . , 1 9 8 3 ;  O p e n s h a w ,  1 9 8 3 ) .  More r e c e n t l y ,  HSV h a s  a l s o  b e e n  

i s o l a t e d  up  t o  1 1  d a y s  p o s t - e x p l a n t a t i o n  f r o m  e x p l a n t e d  

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

s t r o m a l  k e r a t i t i s  ( S h i m e l d  e t  a l . , 19  8 2 ;  T u l l o  e t  a l . , 19  85 ;  

C o o k ,  1 9 8 8 ) ,  a n d  a l s o  f r o m  t h e  c o r n e a s  o f  l a t e n t l y - i n f e c t e d  

r a b b i t s  ( C bok  e t  a l . , 19 8 7 ) .

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

b l o t t i n g  a n a l y s i s  o f  g a n g l i o n i c  DNA s u g g e s t s  t h a t  l a t e n t  HSV 

DNA l a c k s  e n d s ,  w h i l e  t h e  j o i n t s  a r e  o v e r - r e p r e s e n t e d  ( s e e  

l a t e r ,  s e c t i o n  I . 6 . a ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  DNA i s  n o t  i n  a n  

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

c o n c a t a m e r s  o r  i n  a  c i r c u l a r  f o rm  ( R o c k  a n d  F r a s e r ,  19  8 3 ,

1 9 8 5 ) .  R e c e n t  b u o y a n t  d e n s i t y  s t u d i e s  f a v o u r  t h e  l a t t e r  

s t a t e  ( M e l l e r i c k  a n d  F r a s e r ,  1 9 8 7 ) .  W h e t h e r  HSV e x p r e s s i o n  

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

a l .  ( 1 9 7 8 )  c o u l d  f i n d  no e v i d e n c e  o f  v i r a l  t r a n s c r i p t i o n .  In 

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

a n t i g e n  e x p r e s s i o n  ( G a l l o w a y  e t  a l . , 19 7 9 ,  1 9 8 2 ;  G r e e n  e t
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aJL^, 1 9 8 1 ;  K e n n e d y  e t  a l . , 1 9 8 3  ) -  b u t  t h e  p r e s e n c e  o f  

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

Of m uch  m o r e  i n t e r e s t  i s  t h e  f i n d i n g ,  d u r i n g  l a t e n t  

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

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

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

i m m e d i a t e - e a r l y  1 g e n e ,  s t a r t i n g  d o w n s t r e a m  b u t  w i t h  t h e  3 ' 

t e r m i n u s  o v e r l a p p i n g  I E l  ( S t e v e n s  e t  a l .  , 1 9 8 7 ) .

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

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

u n d e r s t o o d ,  a n d  m uch  w o r k  s t i l l  r e m a i n s  t o  be d o n e .  A l t h o u g h  

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

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

b e e n  d e v e l o p e d  ( W i g d a h l  e t  a l . , 1 9 8 3 ,  1 9 8 4 a , b ;  R u s s e l l  a n d  

P r e s t o n ,  1 9 8 6 ?  C ook  a n d  B r o w n ,  19 8 7 ) .  S u c h  a s s a y s  t o g e t h e r  

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

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

1 . 6  THE HERPES SIMPLEX VIRUS GENOME

I . 6 . a  S t r u c t u r a l  f e a t u r e s

T he  HSV-1 g e n o m e  i s  a  l i n e a r  d o u b l e - s t r a n d e d  DNA 

m o l e c u l e  o f  a r o u n d  l O O x l O 6 m o l .  w t .  ( 1 5 5 , 0 0 0  b p  i n  l e n g t h )  

( B e c k e r  e t  a l . , 1 9 6 8 ;  F r e n k e l  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 1 ;  K i e f f  e t  

a l . , 1 9 7 1 ?  G r a f s t r o m  e t  a l . , 1 9 7 4 ;  C l e m e n t s  e t  a l . , 1 9 7 6 ?  

D a v i s o n ,  1 9 8 1 ) .  P a r t i a l  d e n a t u r a t i o n  s t u d i e s  s u g g e s t e d  t h a t  

HSV-1 h a s  a n  o v e r a l l  G+C c o n t e n t  o f  6 7% ( K i e f f  e t  a l . ,

1 9 7 1 ) ,  a l t h o u g h  t h i s  v a r i e s  i n  d i f f e r e n t  a r e a s  o f  t h e  

g e n o m e ,  w i t h  t h e  r e p e a t  r e g i o n s  h a v i n g  a  h i g h e r  G+C c o n t e n t  

t h a n  t h e  u n i q u e  r e g i o n s  ; f o r  e x a m p l e ,  t h e  s h o r t  r e p e a t  h a s
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a  G+C c o n t e n t  o f  79% ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  M u r c h i e  a n d  

M c G e o c h ,  19 8 2 ) .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  h a s  show n t h a t  t h e s e  

e s t i m a t e s  a r e  n o t  c o m p l e t e l y  a c c u r a t e .  In  HSV-1 s t r a i n  1 7 ,  

t h e  o v e r a l l  G+C c o n t e n t  i s  6 8 . 3 % ;  R L i s  7 1 . 6 % ;  UL i s  6 6 . 9 % ;  

Us i s  6 4 . 9 % ;  a n d  R g  i s  79 .5 %  ( D r .  D. J .  McGeoch,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .  The g e n o m e s  o f  HSV-1 a n d  HSV-2 s h a r e  50% 

h o m o l o g y  a l o n g  t h e i r  e n t i r e  l e n g t h  ( K i e f f  e t  a l . , 1 9 7 2 ) ,  a r e  

c o l i n e a r  a n d  s h a r e  t h e  same s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  ( W i l k i e  e t  

a l . , 1 9 7 9 ;  D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3 c ) ;  m o s t  o f  t h e  d e t a i l e d  

a n a l y s i s  h a v i n g  b e e n  c a r r i e d  o u t  on  H S V -1 .  T h i s  s i m i l a r i t y  

a t  t h e  DNA l e v e l  a l s o  e x t e n d s  t o  t h e  p r o t e i n  l e v e l  : many  

a n a l o g o u s  HSV-1 a n d  HSV-2 p r o t e i n s  p o s s e s s  t y p e - c o m m o n  a s  

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

a t  a l l ,  i n  a p p a r e n t  m o l .  w t .  ( H o n e s s  a n d  W a t s o n ,  1 9 7 4 ;  

H a l l i b u r t o n  e t  a l . , 1 9 7 7 a ;  M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  The o n l y  

d e t a i l e d  s e q u e n c e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  HSV-1 a n d  HSV-2 h a s  

b e e n  i n  t h e  s h o r t  u n i q u e  r e g i o n  (M cG eoch  e t  a l . , 1 9 8 5 ,

1 9 8 7 ) ,  c o n f i r m i n g  e a r l i e r  c o n c l u s i o n s  a b o u t  c o l i n e a r i t y  

d r a w n  f r o m  h y b r i d i z a t i o n  ( K i e f f  e t  a l . , 1 9 7 2 )  a n d  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y  ( K u d l e r  e t  a l . , 1 9 8 3 )  s t u d i e s .  The o n l y  l a r g e  

d i f f e r e n c e  f o u n d  by McGeoch  e t  a l . ( 1 9 8 7 )  w a s  i n  Ug4 ( g G ) ,  

t h e  c o d i n g  s e q u e n c e  i n  t h e  HSV-2 g e n e  b e i n g  l a r g e r  by 

a p p r o x i m a t e l y  1 5 0 0  b p .

I . 6 . b  F r a g m e n t a t i o n  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  DNA i n  a l k a l i  

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  DNA, l i k e  t h a t  o f  o t h e r  

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

( K i e f f  e t  a l . , 1 9 7 1 ;  F r e n k e l  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 2 ;  W i l k i e ,

19 7 3 ) .  F a l l o w i n g  e x t r a c t i o n  f r o m  v i r i o n s ,  u s u a l l y  o n l y  a b o u t  

15% o f  t h e  DNA i s  i n t a c t .  A l t h o u g h  HSV DNA d o e s  c o n t a i n



s t r e t c h e s  o f

s h o r t A r i b o n u c l e o t i d e s  ( G o r d i n i  e t  a l . , 1 9 7 3 ;  M u l l e r  e t  a l . , 

19 7 9 )  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e s e  s i g n i f i c a n t l y  c o n t r i b u t e  t o  

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

a m o u n t  o f  f r a g m e n t a t i o n  w a s  r e p o r t e d  o n  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 l l o w i n g  f o r m a m i d e  d e n a t u r a t i o n  ( R o i z m a n ,  1 9 7 9 ) .  

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  f r a g m e n t a t i o n  i s  d u e  t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  s i n g l e - s t r a n d  n i c k s  o r  g a p s  i n  HSV DNA ( F r e n k e l  

a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 2 ;  W i l k i e ,  1 9 7 3 ;  W a d s w o r t h  e t  a l . , 1 9 7 6 ;  

E c k e r  a n d  Hyman, 1 9 8 1 ) ,  p r o b a b l y  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  o n  

b o t h  s t r a n d s  ( W i l k i e ,  1 9 7 3 ;  E c k e r  a n d  Hyman,  1 9 8 1 ) .

I . 6 .C  O r g a n i z a t i o n  o f  t h e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  g en o m e

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  DNA c o n s i s t s  o f  2 u n i q u e  s e g m e n t s ,  

t h e  l o n g  u n i q u e  (Ul ) a n d  t h e  s h o r t  u n i q u e  ( U g ) ,  e a c h  b o u n d e d  

by  a  s e t  o f  i n t e r n a l  ( I R )  a n d  t e r m i n a l  (TR) i n v e r t e d  

r e p e a t s ,  I R ^ / T R ^  a n d  I R S/ T R S , r e s p e c t i v e l y  ( S h e l d r i c k  a n d  

B e r t h e l o t ,  1 9 7 4 ;  D e l i u s  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 7 6 ;  F i g u r e  3 ) .  A 

s h o r t  s e q u e n c e ,  know n a s  t h e  ' a '  s e q u e n c e ,  i s  p r e s e n t  a s  a  

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

a t  t h e  L - S  j u n c t i o n  ( S h e l d r i c k  a n d  B e r t h e l o t ,  1 9 7 4 ;  D e l i u s  

a n d  C l e m e n t s ,  1 9 7 6 ;  W a d s w o r t h  e t  a l . , 1 9 7 6 ;  D a v i s o n  a n d  

W i l k i e ,  1 9 8 1 )  a n d  v a r i e s  i n  s i z e  b o t h  b e t w e e n  a n d  w i t h i n  

s t r a i n s .  ( F o r  a  f u l l  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e ,  s e e  

l a t e r ,  s e c t i o n  1 . 7 ) .

P r e p a r a t i o n s  o f  HSV DNA c o n t a i n  f o u r  e q u i m o l a r  i s o m e r s ,  

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

r e g i o n s  a b o u t  t h e  L - S  j u n c t i o n  ( F i g u r e  3 ) ;  t h e s e  a r e  

d e s i g n a t e d  P ( p r o t o t y p e ) ,  I g  ( i n v e r s i o n  o f  U g ) ,  I I  

( i n v e r s i o n  o f  Ul ) a n d  I g L  ( i n v e r s i o n  o f  Ug a n d  Ujj) ( D s l i u s  

a n d  C l e m e n t s ,  19 7 6 ;  H a y w a r d  e t  a l . , 19 75 ;  M o r s e  e t  a l . ,



F i g u r e  3 .  S t r u c t u r e  o f  t h e  HSV g e n o m e .

T h e  g e n o m e  c o n s i s t s  o f  a  l o n g  ( L )  a n d  s h o r t  ( S )  

r e g i o n ,  e a c h  c o m p r i s i n g  a  u n i q u e  s e q u e n c e  ( Uj, a n d  Ug)  

f l a n k e d  by i n v e r t e d  r e p e a t s ,  TRL/ I R L a n d  T R g/IR g  

r e s p e c t i v e l y .  The ' a '  s e q u e n c e  i s  p r e s e n t  a s  a  d i r e c t  

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

t h e  L - S  j u n c t i o n .  The  r e m a i n d e r  o f  R l  i s  known a s  b ,  b 1 

a n d  o f  Rg a s  c ,  c ' .

I n v e r s i o n  o f  t h e  L a n d  S s e g m e n t s  o c c u r s  b e t w e e n  

i n v e r t e d  c o p i e s  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e  t o  g e n e r a t e  f o u r  

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

H i e s e  a r e  d e s i g n a t e d  P ( p r o t o t y p e ) ,  I g  ( i n v e r s i o n  o f  t h e  

s h o r t  s e g m e n t ) ,  I L ( i n v e r s i o n  o f  t h e  l o n g  s e g m e n t )  a n d  I Lg 

( i n v e r s i o n  o f  t h e  l o n g  a n d  s h o r t  s e g m e n t s ) .
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1 9 7 7 ) .  I n v e r s i o n  i s  b e l i e v e d  t o  be m a i n l y  d u e  t o  

s i t e - s p e c i f i c  r e c o m b i n a t i o n  v i a  t h e  ' a 1 s e q u e n c e  ( M o c a r s k i  

e t  a l . , 1 9 8 0 ;  M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ;  S m i l e y  e t  a l . ,

19 8 1 ) .  P r o v i d e d  t h a t  t h e r e  a r e  no c l e a v a g e  s i t e s  w i t h i n  t h e  

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

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

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

f r a g m e n t s  ( i e .  0 . 5 M ) ,  a n d  t h o s e  f r a g m e n t s  s p a n n i n g  t h e  L - S  

j u n c t i o n  w i l l  b e  p r e s e n t  a t  o n l y  o n e - q u a r t e r  t h e

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n t e r n a l  f r a g m e n t s  ( i e .  0 . 2 5 M )  ( W i l k i e ,

1 9 7 6 ) .  The f o u r  g e n o m e  i s o m e r s  w o u l d  a p p e a r  t o  be 

f u n c t i o n a l l y  e q u i v a l e n t  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3  a , b ;  

P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 7 8 ;  P o f f e n b e r g e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ;

P o f f e n b e r g e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 ;  L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,

1 9 8 6 ) ,  d e s p i t e  e a r l i e r  c l a i m s  t o  t h e  c o n t r a r y  ( M o r s e  e t  a l . , 

1 9 7 7 ?  R o i z m a n ,  1 9 7 9 ) .

I . 6 . d  P r e s e n c e  o f  s h o r t  r e i t e r a t i o n s  i n  h e r p e s  s i m p l e x  

v i r u s  DNA

I n  a d d i t i o n  t o  v a r i a t i o n  i n  t h e  s i z e  o f  t e r m i n a l

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

o f ,  a n d  v a r i a t i o n  w i t h i n ,  t h e  ' a '  s e q u e n c e ,  s e v e r a l  o t h e r  

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

F r e n k e l ,  1 9 7 9 ;  D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  L o n s d a l e  e t  a l . , 

1 9 8 1 ) .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  s e v e r a l  c l o n e s  f r o m  r e g i o n s  

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

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

w h i c h  v a r y  i n  l e n g t h  b e t w e e n  5 bp  a n d  5 4 bp  ( W h i t t o n  a n d  

C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ;  P e r r y ,  1 9 8 6 ) .  Each  f a m i l y  h a s  a  d i s t i n c t  

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

v e r s u s  p y r i m i d i n e  c o n t e n t  ( R i x o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  The 

l o c a t i o n s  o f  t h e s e  r e p e a t s  i n  HSV-1 a r o u n d  t h e  s h o r t  r e g i o n  

a n d  l o n g  r e p e a t  a r e  show n i n  F i g u r e  4 ,  a n d  h a v e  b e e n  

n u m b e r e d  I - X I I  ( M c L a u c h l a n ,  1 9 8 6 ) .  R e i t e r a t i o n  I  ( D a v i s o n  

a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 )  i s  e q u i v a l e n t  t o  t h e  DR2 r e p e a t  e l e m e n t  o f  

M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n  ( 1 9 8 1 ) ,  a n d  l i e s  w i t h i n  t h e  ' a '  

s e q u e n c e .  R e i t e r a t i o n s  I I - X I I  a r e  s i t u a t e d  w i t h i n  Ug g e n e s  

7 ,  1 0  a n d  1 1  ( R i x o n  a n d  M cG eo ch ,  1 9 8 4 ;  M cG eoch  e t  a l . ,

1 9 8 5 ) ;  i n  t h e  i n t r o n s  o f  I E  mRNAs 1 ,  4 a n d  5 ( M u r c h i e  a n d  

M c G e o c h ,  1 9 8 2 ;  P e r r y  e t  a l . , 1 9 8 6 ) ;  d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  rrRNA 

3* t e r m i n i  o f  I E  1 a n d  3 ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  R i x o n  e t  

a l . , 19  8 4 )  a n d  of Ug 8 , 9 ,  1 0 ,  1 1  a n d  1 2  (M cG eoch  e t  a l . ,

1 9 8 5 ) ;  a n d  i n  a n  a p p a r e n t l y  u n t r a n s c r i b e d  r e g i o n  i n  t h e  

l o n g  r e p e a t  ( P e r r y ,  1 9 8 6 ) .  A t h i r t e e n t h  r e p e a t  i s  p r e s e n t  i n  

Uj j , a t  a r o u n d  0 . 5  m a p  u n i t s  ( m . u .  ) ( D r .  D. J .  M cG eoch ,  

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

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

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

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

r e p e a t s  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  W a t s o n  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  

M u r c h i e  a n d  M cG eoch ,  1 9 8 2 ;  R i x o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  P e r r y ,  1 9 8 6 ) .  

C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  HSV-1 a n d  HSV-2 r e v e a l e d  t h a t  t h e  DNA 

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

( r e i t e r a t i o n  IV ,  V t a i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b )  o r  i s  a b s e n t  

f r o m  t h e  HSV-2 g e n o m e  ( r e i t e r a t i o n s  I  a n d  V I ,  D a v i s o n  a n d

W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  W h i t t o n ,  1 9 8 4 ) .

Immediate— e a r l y  g e n e s  1 a n d  3 a r e  l o c a t e d  e n t i r e l y  

w i t h i n  t h e  r e p e a t s  ( C l e m e n t s  e t  a l . , 19  7 9 ;  M cGeoch  e t  a l . , 

1 9 8 6 ;  P e r r y  e t  a l . , 1 9 8 6 )  a n d  a r e  t h u s  p r e s e n t  i n  d i p l o i d



F i g u r e  4 .  HSV-1 s h o r t  t a n d e m  r e i t e r a t i o n s .

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

w i t h i n  t h e  S s e g m e n t  a n d  R l  r e g i o n s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  

DNA. P o s i t i o n s  o f  r e i t e r a t e d  s e q u e n c e s  ( n u m b e r e d  I  t o  X I I )  

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

t h i s  r e g i o n  o f  t h e  H SV -1  g e n o m e .

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

UL -

A d a p t e d  f r o m  M c L a u c h l a n ,  19  8 6 ,
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a m o u n t s .  R e i t e r a t i o n s  f l a n k i n g  t h e  r e g i o n s  m a y  s e r v e  t o  

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

m a i n t a i n i n g  h o m o l o g y  ( R i x o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  U m ene ,  1 9 8 7 ) .  S u c h  

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

n u m b e r  o f  t h e  r e i t e r a t i o n s .  Hi i s  h y p o t h e s i s  d e p e n d s  on  tw o  

a s s u m p t i o n s  : ( i )  R e i t e r a t i o n s  p r o m o t e  a  h i g h  d e g r e e  o f  

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

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

e l e m e n t s .  In  a d d i t i o n ,  r e i t e r a t i o n  I I  s h a r e s  h o m o l o g y  w i t h  

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

f r e q u e n c y  r e c o m b i n a t i o n  ( G o m e z - M a r q u e z  e t  a l . , 19  8 5 ) ;  a n d  

( i i )  R e i t e r a t i o n s  a r e  l o c a t e d  i n  n o n - e s s e n t i a l  r e g i o n s  o f  

t h e  g e n o m e .  R e i t e r a t i o n s  I I  a n d  I I I ,  w h i c h  l i e  b e t w e e n  t h e  

' a '  s e q u e n c e  a n d  3 '  t e r m i n u s  o f  I E 3 ,  c a n  be d e l e t e d  w i t h o u t  

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

( H u b e n t h a l - V o s s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 ) ,  a s  c a n  r e i t e r a t i o n s  V I I I

a n d  I X ,  d o w n s t r e a m  f r o m  I E l  ( M a c L e a n  a n d  B r o w n ,  19 8 7 b ,  c ;  

t h i s  t h e s i s ) .

1 . 7  HERPES SIMPLEX VIRUS ’ a 1 SEQUENCE

T he  ' a '  s e q u e n c e  o f  HSV i s  l o c a t e d  a t  t h e  L a n d  S 

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

a t  t h e  L - S  j u n c t i o n  i n  i n v e r t e d  o r i e n t a t i o n  ( W a d s w o r t h  e t  

a l . , 1 9 7 5 ,  1 9 7 6 ) .  A l t h o u g h  o n l y  o n e  ' a '  s e q u e n c e  i s  f o u n d  a t  

t h e  S t e r m i n u s ,  t h e r e  c a n  be up  t o  1 0  ' a '  s e q u e n c e s  a t  t h e  L 

t e r m i n u s  a n d  L - S  j u n c t i o n ,  a l t h o u g h  a  s i n g l e  ' a 1 s e q u e n c e  i s  

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

f r o m  t h e  L t e r m i n u s  a n d  L - S  j u n c t i o n  v a r y  i n  s i z e  a n d  a r e  

o f t e n  s e e n  a s  m o r e  t h a n  o n e  b a n d  o n  a  g e l  ( W a g n e r  a n d
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S u m m e r s ,  19 7 8 ;  L o c k e r  a n d  F r e n k e l ,  19 7 9 ;  D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  

1 9 8 1 ;  M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ,  1 9 8 2 b ) .

I . 7 . a  S t r u c t u r e  o f  t h e  ' a 1 s e q u e n c e

DNA s e q u e n c i n g  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e  f r o m  s e v e r a l  HSV-1 

a n d  HSV-2 s t r a i n s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  

1 9 8 1 ;  M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ,  1 9 8 2 b ;  M o c a r s k i  e t  a l . , 

1 9 8 5 ;  V a r m u z a  a n d  S m i l e y ,  1 9 8 5 ) .  I t s  l e n g t h ,  a r o u n d  2 5 0 - 5 5 0  

b p ,  v a r i e s ,  b o t h wi t h i - n a n d  b e t w e e n  s t r a i n s . ' f t i e  » a '  s e q u e n c e  

c a n  be d i v i d e d  i n t o  s e v e r a l  s t r u c t u r a l  r e g i o n s  ( M o c a r s k i  a n d  

R o i z m a n ,  19 8 1 )  ( F i g u r e  5 ) .  I t  c o n s i s t s  o f  b o t h  u n i q u e  (U)  

a n d  d i r e c t l y  r e p e a t e d  (DR) e l e m e n t s ;  v a r i a t i o n  i n  t h e  c o p y  

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

d i f f e r e n c e  i n  s i z e  b e t w e e n  d i f f e r e n t  ' a '  s e q u e n c e s .  The 

HSV-1 s t r a i n  F I / S  j u n c t i o n  ' a '  s e q u e n c e  ( M o c a r s k i  a n d  

R o i z m a n ,  1 9 8 1 )  c a n  be r e p r e s e n t e d  a s

D R i - U b ” ( DR2 ) i 9 ~ ( DR4 ) 3 - U c - D R i  : DR^ i s  a  2 0  b p  s e q u e n c e  

p r e s e n t  a t  b o t h  e n d s ;  U5  a n d  Uc a r e  u n i q u e  5 8  b p  a n d  6 5 b p  

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

p r o x i m i t y  t o  t h e  b 1 a n d  c '  r e p e a t e d  r e g i o n s ,  r e s p e c t i v e l y ;  

DR2 i s  a  12  bp  s e q u e n c e  p r e s e n t  i n  1 9 - 2  2 t a n d e m  c o p i e s ;  a n d  

DR4 i s  a  3 7  b p  s e q u e n c e ,  p r e s e n t  i n  3 t a n d e m  c o p i e s .

The  c o p y  n u n b e r  o f  t h e  DR2 r e p e a t  v a r i e s  e x t e n s i v e l y  

b o t h  b e t w e e n  a n d  w i t h i n  s t r a i n s .  F o r  e x a m p l e ,  HSV-2 s t r a i n  

HG52 h a s  o n l y  o n e  c o p y  o f  DR2 ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ) ,  

w h i l e  HSV-1 s t r a i n  F h a s  1 9 - 2 2  c o p i e s .  S i m i l a r l y ,  m a n y  

s t r a i n s ,  i n c l u d i n g  HSV-1 s t r a i n  1 7  a n d  HSV-2 s t r a i n  HG52, 

c o n t a i n  o n l y  o n e  c o p y  o f  a  DR4 h o m o l o g y ,  w h i c h  i s  t h e r e f o r e  

r e g a r d e d  a s  p a r t  o f  Uc ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ) .  H e n c e ,  

HSV-2 s t r a i n  HG52 c o u l d  be r e g a r d e d  a s  c o n t a i n i n g  a  s i n g l e



F i g u r e  5 .  S t r u c t u r e  o f  t h e  HSV-1 ' a 1 s e q u e n c e .

A.  A HSV-1 g e n o m e  i n  t h e  p r o t o t y p e  o r i e n t a t i o n .

B. An e x p a n s i o n  o f  t h e  *a* s e q u e n c e  i n  t h e  o r i e n t a t i o n  

f o u n d  a t  t h e  L - S  j u n c t i o n ,  s h o w i n g  p a r t  o f  b* a n d  c ' . The 

' a '  s e q u e n c e  c o n s i s t s  o f  u n i q u e  (U )  a n d  d i r e c t l y  r e p e a t e d  

(DR) s e q u e n c e s .

Ub : a  u n i q u e  s e q u e n c e  l o c a t e d  t o w a r d s  t h e  b 1

s e q u e n c e .

Uc : a  u n i q u e  s e q u e n c e  l o c a t e d  t o w a r d s  t h e  c*

s e q u e n c e .

DR1 : a  1 7 - 2 1  b p  e l e m e n t ,  p r e s e n t  a s  a  d i r e c t  r e p e a t

a t  t h e  e n d s  o f  t h e  ' a *  s e q u e n c e .

DR2 : a  1 2  b p  e l e m e n t ,  p r e s e n t  i n  1 t o  a t  l e a s t  2 2

c o p i e s .

DR4 s a  3 7  b p  e l e m e n t ,  p r e s e n t  i n  1 t o  3 c o p i e s .
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u n i q u e  s e q u e n c e ,  b o u n d e d  by a  d i r e c t  r e p e a t  ( DR^) . HSV-1 

s t r a i n  J u s t i n  c o n t a i n s  tw o  c o p i e s  o f  a n  e x t r a  d i r e c t  r e p e a t ,  

c a l l e d  DR3 # 5 ( M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ,  1 9 8 2 b ;  M o c a r s k i  e t  

a l . , 1 9 8 5 ) .

T h e r e  i s  some c o n s e r v a t i o n  o f  DR^, DR2 a n d  DR4 b e t w e e n  

d i f f e r e n t  v i r u s  s t r a i n s  ( M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ,  1 9 8 2 b ;  

M o c a r s k i  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  V a r m u z a  a n d  S m i l e y ,  1 9 8 5 ) .  W i t h i n  U5  

a n d  Uc  t h e r e  a r e  s h o r t ,  we 1 1 - c o n s e r v e d  s e q u e n c e s  o f  a b o u t  2 0 

bp  l o c a t e d  a p p r o x i m a t e l y  40  b p  a n d  3 5 b p  f r o m  t h e  e n d s  o f  

t h e  ' a '  s e q u e n c e ,  r e s p e c t i v e l y  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  

D e i s s  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  T h e s e  h o m o l o g i e s  i n  Ub a n ^  Uc  a r e  

s h a r e d  by t h e  CMV ' a '  s e q u e n c e  ( S p a e t e  a n d  M o c a r s k i ,  19 8 5 )  

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

o t h e r  h e r p e s v i r u s e s  ( D e i s s  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  The f u n c t i o n a l  

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

T a n d e m l y  r e i t e r a t e d  ' a '  s e q u e n c e s  s h a r e  t h e  i n t e r v e n i n g  

DRi e l e m e n t  ( F i g u r e  6 ) .  The  S a n d  L t e r m i n a l  ' a '  s e q u e n c e s  

d i f f e r  f r o m  a  j u n c t i o n a l  ' a '  s e q u e n c e ,  i n  t h a t  t h e y  c o n t a i n  

a n  i n c o m p l e t e  c o p y  o f  t h e  t e r m i n a l  DR^ : f o r  HSV-1 s t r a i n  F ,  

D R ic  o f  t h e  L - t e r m i n u s  ' a *  s e q u e n c e  c o n s i s t s  o f  1 8  b p  a n d  a 

s i n g l e  n u c l e o t i d e  e x t e n d e d  3 '  ( 1 8 . 5  b p ) ,  w h i l e  DR^b  ° f  

S - t e r m i n u s  ' a *  s e q u e n c e  c o n s i s t s  o f  1 b p  a n d  a  s i n g l e  

n u c l e o t i d e  e x t e n d e d  3 '  ( 1 . 5  b p )  ( M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,

1 9 8 2 b )  ( F i g u r e  6 ) ;  s i m i l a r l y ,  t h e  HSV-1 s t r a i n  17  L - t e r m i n u s  

' a '  s e q u e n c e  c o n t a i n s  2 0 . 5  b p  o f  t h e  2 1  b p  DR^c  e l e m e n t ,  

w i t h  o n l y  0 . 5  b p  o f  t h e  S - t e r m i n u s  DR^b e l e m e n t  ( D a v i s o n  a n d  

R i x o n ,  1 9 8 5 ) .  T o g e t h e r  t h e  tw o  p a r t i a l  s e q u e n c e s  f o r m  a 

c o m p l e t e  DR]_. T h u s ,  c l e a v a g e  o f  a  d o u b l e  ' a '  s e q u e n c e  a t  t h e  

s h a r e d  DR^ e l e m e n t  c o u l d  g e n e r a t e  L a n d  S t e r m i n a l  ' a '  

s e q u e n c e s  ( F i g u r e  6 ) .  L i k e w i s e ,  c i r c u l a r i z a t i o n  o f  t h e



F i g u r e  6 . S t r u c t u r e  o f  d o u b l e  a n d  L a n d  S t e r m i n a l  ' a 1

A. T a n d e m  c o p i e s  o f  t h e  ' a 1 s e q u e n c e  s h a r e  t h e  

i n t e r v e n i n g  DR1 e l e m e n t .  The ' a '  s e q u e n c e s  a r e  s h o w n  i n  

t h e  o r i e n t a t i o n  s e e n  i n  F i g u r e  5 .  C l e a v a g e  t h r o u g h  t h e  

i n t e r v e n i n g  DRl e l e m e n t  ( ^  ) w o u l d  g e n e r a t e  t h e  t e r m i n i  

s h o w n  i n  B .

B. S t r u c t u r e  o f  t h e  L a n d  S t e r m i n a l  ' a *  s e q u e n c e s .

T h e s e  a r e  s how n  i n  t h e  s a m e  o r i e n t a t i o n  a s  A .  L a n d  S

t e r m i n a l  *3 * s e q u e n c e s  p o s s e s s  o n l y  p a r t i a l  DRl e l e m e n t s  
*

(D Rl  ) w i t h  s i n g l e  n u c l e o t i d e  3 '  e x t e n s i o n s ,  s u c h  t h a t  

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

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

i n t e r v e n i n g  DR^.

1 . 7 . b  C i r c u l a r i z a t i o n

F o l l o w i n g  i n f e c t i o n ,  t h e  HSV g e n o m e  r a p i d l y  

c i r c u l a r i z e s  : t h i s  i s  b e l i e v e d  t o  be m e d i a t e d  by t h e  ' a '  

s e q u e n c e  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3 a ;  P o f f e n b e r g e r  e t  a l . , 

1 9 8 3 ;  P o f f e n b e r g e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 ) .  A l t h o u g h  i t  w a s  

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

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

e x o n u c l e a s e  ( R o i z m a n ,  1 9 7 9 ) ,  i t  i s  m o r e  l i k e l y  t h a t  

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

a i d e d  by t h e  c o m p l e m e n t a r y  s i n g l e  b a s e  3 '  o v e r h a n g  ( M o c a r s k i  

a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 2 a , b ;  D a v i s o n  a n d  R i x o n ,  1 9 8 5 ) .  E v i d e n c e  i n  

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

c o n t a i n i n g  h e t e r o t y p i c  ' a '  s e q u e n c e s  c i r c u l a r i z e  ( D a v i s o n  

a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3 a )  a n d  t h a t  b o t h  PRV a n d  VZV, a l t h o u g h  

l a c k i n g  a  t e r m i n a l  r e d u n d a n c y ,  c i r c u l a r i z e  f o l l o w i n g  

i n f e c t i o n  ( D a v i s o n ,  1 9 8 4 ;  H a r p e r  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .

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

s y n t h e s i s  ( P o f f e n b e r g e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 ) ,  a l t h o u g h  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  p r o t e i n s  b o u n d  t o  t h e  ' a *  s e q u e n c e  may p l a y  a 

r o l e .

1 . 7 . c  P r o m o t e r  a c t i v i t y

C hou a n d  R o i z m a n  (19  8 6 ) h a v e  m a p p e d  t h e  p r o m o t e r  o f  a  

g e n e  ( I C P 3  4 . 5 ) ,  w h o s e  c o d i n g  r e g i o n  i s  i n  t h e  l o n g  r e p e a t  

( A c k e r m a n  e t  a l . , 1 9 8 6 ) ,  t o  t h e  U5 /D R 2 r e g i o n  o f  HSV-1 

s t r a i n  F .  H i e  5* t e r m i n i  o f  t h e  t r a n s c r i p t s  m a p  t o  DR^ a n d  

t o  t h e  l o n g  r e p e a t  o u t s i d e  t h e  ' a '  s e q u e n c e .  The p r o m o t e r  i s
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a t y p i c a l  o f  HSV g e n e s  i n  t h a t  t h e r e  i s  no TATA c o n s e n s u s  i n  

t h e  n o r m a l  p o s i t i o n  ( i e .  a r o u n d  - 2 5 )  -  t h e  b e s t  TATA 

h o m o l o g y  (TTTAAA) b e i n g  a t  - 1 5 .  The  f u n c t i o n  a n d  e s s e n t i a l  

n a t u r e  o f  t h i s  p r o t e i n  a r e  u n k n o w n .  I n t e r e s t i n g l y ,  i n  t h e  

o n l y  o t h e r  HSV s t r a i n  s e q u e n c e d  i n  t h i s  r e g i o n ,  HSV-1 s t r a i n  

1 7 ,  n o  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  c o d i n g  f o r  ICP3 4 . 5  h a s  b e e n  

d e t e c t e d  i n  t h e  l o n g  r e p e a t  ( D r .  D. J .  M cG eoch ,  p e r s o n a l  

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

f e a t u r e  o f  m o s t  HSV ' a '  s e q u e n c e s  r e m a i n s  t o  be d e t e r m i n e d .

I . 7 . d  S i t e - s p e c i f i c  r e c o m b i n a t i o n

A HSV DNA p o p u l a t i o n  c o n s i s t s  o f  4 e q u i m o l a r  i s o m e r s  

d i f f e r i n g  i n  t h e  r e l a t i v e  o r i e n t a t i o n  o f  U l  a n d  Ug 

( S h e l d r i c k  a n d  B e r t h e l o t ,  1 9 7 4 ;  H a y w a r d  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  D e l i u s  

a n d  C l e m e n t s ,  1 9 7 6 ;  s e c t i o n  I . 6 . c ,  F i g u r e  3 ) .  I n v e r s i o n  

o c c u r s  a b o u t  t h e  L - S  j u n c t i o n ,  a n d  i s  m e d i a t e d  by 

s i t e - s p e c i f i c  r e c o m b i n a t i o n  t h r o u g h  t h e  ' a '  s e q u e n c e  

( M o c a r s k i  e t  a l . , 1 9 8 0 ;  M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ;  S m i l e y  

e t  a l . , 1 9 8 1 ) .  T h e s e  w o r k e r s  s h o w e d  t h a t  i n s e r t i o n  o f  a n  

a d d i t i o n a l  ' a '  s e q u e n c e  i n t o  t h e  t h y m i d i n e  k i n a s e  ( t k )  l o c u s  

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

i n v e r t e d  r e p e a t s  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e .  S e q u e n c e s  f r o m  o t h e r  

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

t h i s  c o n c l u s i o n  h a s  s u b s e q u e n t l y  b e e n  m o d i f i e d  ( s e e  b e l o w ) .  

M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n  (19  8 2 a )  s u g g e s t  t h a t  i n v e r s i o n  i s  

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

s y n t h e s i s  i s  r e q u i r e d .

D a v i s o n  a n d  W i l k i e  (1 9  8 3 a )  h a v e  show n t h a t  i n  HSV-1 

s t r a i n  1 7 / H S V - 2  s t r a i n  HG52 r e c o m b i n a n t s ,  w h e r e  t h e  L - S  

j u n c t i o n  ' a *  s e q u e n c e  d i f f e r s  f r o m  t h e  t e r m i n a l  ' a '
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s e q u e n c e ,  i s o m e r i z a t i o n  d o e s  n o t  o c c u r .  T h e r e f o r e ,  l a c k  o f  

' a 1 s e q u e n c e  h o m o l o g y  may b l o c k  s i t e - s p e c i f i c  r e c o m b i n a t i o n .

C hou  a n d  R o i z m a n  ( 1 9 8 5 )  c a r r i e d  o u t  a  d e t a i l e d  d e l e t i o n  

a n a l y s i s  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e  a n d  l o c a l i z e d  t h e  i m p o r t a n t  

s e q u e n c e s  f o r  i n v e r s i o n  t o  DR4 a n d  DR2 . T h e y  s u g g e s t  t h a t  

DR4 m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  h i g h  f r e q u e n c y  i n v e r s i o n ,  w i t h  

r e c o m b i n a t i o n  i t s e l f  t a k i n g  p l a c e  b e t w e e n  DR2 e l e m e n t s ,  

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

f r e q u e n c y .  U n e g u a l  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  ' a '  s e q u e n c e s  v i a  

DR2 i s  b e l i e v e d  t o  be a t  l e a s t  p a r t l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

d i f f e r e n t  c o p y  n u n b e r  o f  DR2 w i t h i n  t h e  o n e  s t r a i n  ( M o c a r s k i  

a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 2 a , b ) .  H o w e v e r ,  t h e  c o n s t r u c t s  o f  C h o u  a n d  

R o i z m a n  ( 19 8 5 )  d i d  n o t  e x c l u d e  a  r o l e  f o r  DR^ i n  i n v e r s i o n ;  

i n d e e d  V a r m u z a  a n d  S m i l e y  ( 1 9 8 5 )  s h o w e d  t h a t  d e l e t i o n  o f  

b o t h  DR^ e l e m e n t s  l e d  t o  e x t r e m e l y  l o w  f r e q u e n c y  i n v e r s i o n .

I . 7 . e  O t h e r  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  s e q u e n c e s  c a p a b l e  o f  

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

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

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

a p p r o x i m a t e l y  5 k b p  f r o m  t h e  ' a '  s e q u e n c e ,  a p p e a r s  c a p a b l e  

o f  c a u s i n g  l o w  f r e q u e n c y  i n v e r s i o n  o f  Ul  ( L o n g n e c k e r  a n d  

R o i z m a n ,  1 9 8 6 ) .  R e i t e r a t i o n  I I  w i t h i n  t h e  s h o r t  r e p e a t  

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

( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ;  M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ;  

V a r m u z a  a n d  S m i l e y ,  1 9 8 4 ) .  As p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d ,  t h i s  

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

( G o m e z - M a r q u e z  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .

W h e n  s e q u e n c e s  f r o m  o t h e r  a r e a s  o f  t h e  g e n o m e  a r e  

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

i n t e r v e n i n g  s e q u e n c e s .  H o w e v e r ,  w h e n  s e q u e n c e s  f r o m  

0 . 7 0 6 - 0 . 7 4 4  m . u .  ( o f  HSV-1 s t r a i n  F )  a r e  i n s e r t e d  i n t o  t h e  

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

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

c o n v e r t e d  t o  h o m o l o g y  ( P o g u e - G e i l e  e t  a l . , 19 8 5 ;  P o g u e - G e i l e  

a n d  S p e a r ,  1 9 8 6 ) .  I b i s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  p i c t u r e  s e e n  w i t h  

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

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

c o n v e r t e d  t o  h o m o l o g y  ( S t o w  a n d  S t o w ,  1 9 8 6 ;  S a c k s  a n d  

S c h a f f e r ,  1 9 8 7 ;  U mene ,  1 9 8 7 ) .  H o w e v e r ,  H a r l a n d  a n d  B ro w n  

( 1 9 8 5 ;  a n d  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  f a i l e d t o  d e t e c t  c o n v e r s i o n  

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

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

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

t h e  Ul / R l  b o u n d a r y .

The  s i g n i f i c a n c e  o f  i n v e r s i o n ,  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  

v i r u s  r e p l i c a t i v e  c y c l e ,  i s  u n k n o w n .  N o n - i n v e r t i n g  v a r i a n t s  

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

i n  v i t r o  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3 a ;  P o f f e n b e r g e r  e t  a l . , 

1 9 8 3 ;  P o f f e n b e r g e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 ;  J e n k i n s  a n d  R o i z m a n ,  

1 9 8 6 ;  L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 6 ) .

I . 7 . f  C l e a v a g e / p a c k a g i n g

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

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

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

c e l l  n u c l e u s  ( B e n - P o r a t  e t  a l . , 1 9 7 6 ;  B e n - P o r a t  a n d  R i x o n ,

19 7 9 ;  J a c o b  e t  a l . , 19  7 9 ;  J o n g e n e e l  a n d  B a c h e n h e i m e r ,  19  81 )  

( s e e  s e c t i o n  1 . 8 ) .  So f a r ,  i t  h a s  n o t  b e e n  p o s s i b l e  t o
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s e p a r a t e  t h e  t w o  p r o c e s s e s  o f  c l e a v a g e  a n d  p a c k a g i n g  ( L a d i n  

e t  a l . , 1 9 8 2 ;  P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .

The  HSV *a* s e q u e n c e  h a s  b e e n  sh o w n  t o  c o n t a i n  t h e  

c i s - a c t i n g  s i g n a l s  n e c e s s a r y  f o r  c l e a v a g e / p a c k a g i n g  ( V l a z n y  

a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 1 ;  S p a e t e  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 2 ;  V l a z n y  e t  a l . , 

1 9 8 2 ?  S t o w  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  D e i s s  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 6 ) .  V a r m u z a  

a n d  S m i l e y  ( 1 9 8 5 )  a n d  D e i s s  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  h a v e  l o c a l i z e d  t h e  

s e q u e n c e s  i n v o l v e d  i n  c l e a v a g e / p a c k a g i n g .  S e q u e n c e s  s p a n n i n g  

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

a n d  h a v e  b e e n  t e r m e d  p a c - 1  a n d  p a c - 2  ( D e i s s  e t  a l . , 19  8 6 ) ,  

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

a t  a  s e t  d i s t a n c e  f r o m  t h e  Ub  a n d  Uc  c l e a v a g e / p a c k a g i n g  

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

e l i m i n a t e d  DR4 o r  DR^. D e i s s  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  f o u n d  t h a t  w h i l e  

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

o f  t h e  i n p u t  a m p l i c o n s ,  Ub""Uc + c o n s t r u c t s  w e r e  a m p l i f i e d  a n d  

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

i n s e r t i o n  o f  a  w i l d - t y p e  ' a '  s e q u e n c e  f r o m  t h e  h e l p e r  v i r u s .  

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  p a c k a g i n g  b e g i n s  a t  t h e  L 

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

t h e n  l i g a t e  t o  a  n o r m a l  ' a '  s e q u e n c e ;  r e c o m b i n a t i o n  c o u l d  

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

Ub  a n d  t e r m i n a t i o n  o f  p a c k a g i n g  a t  t h e  S - t e r m i n u s .

I . 7 . g  A m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  f a '  s e q u e n c e

I f  a n  a m p l i c o n  c o n t a i n i n g  a  s i n g l e  ' a '  s e q u e n c e  i s  u s e d  

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

o f  g e n o m e  l e n g t h  c o n t a i n i n g  a n  ' a '  s e q u e n c e  a t  e a c h  e n d  

( S t o w  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  D e i s s  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 6 ) .  T h r e e  m o d e l s  

h a v e  b e e n  p r o p o s e d  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  a p p a r e n t  a m p l i f i c a t i o n
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o f  t h e s e  s i n g l e  ' a '  s e q u e n c e s  ( V a r m u z a  a n d  S m i l e y ,  1 9 8 5 ;  

D e i s s  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .

I . 7 . g . i  D i r e c t i o n a l  c l e a v a g e - p a c k a g i n g  m o d e l

T h i s  m o d e l  w a s  p r o p o s e d  by D e i s s  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  a s  a  

m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  ' t h e f t '  m o d e l  o f  V a r m u z a  a n d  S m i l e y  

( 1 9 8 5 ) .  I t  i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  7 f o r  s t a n d a r d  v i r u s  DNA 

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

s t e p s  : ( i )  A p a c k a g i n g  c o m p l e x  e n c o u n t e r s  t h e  HSV DNA a n d  

t r a v e l s  a t  r a n d o m  u n t i l  a n  ' a '  s e q u e n c e  c o n t a i n i n g  a  Uc 

s i g n a l  i s  f o u n d ;  ( i i )  D o u b l e - s t r a n d e d  c l e a v a g e  ( p r o d u c i n g  a 

3 ' s i n g l e  b a s e  e x t e n s i o n )  o c c u r s  a t  t h e  DR^ e l e m e n t  p r o x i m a l  

t o  t h e  f i r s t  Uc  s i g n a l  e n c o u n t e r e d  ( c l e a v a g e  1 ) .  I f  t h e  

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

f r o m  t h e  L c o m p o n e n t  ( a r o u n d  8 0% o f  t h e  t i m e ,  a s s u m i n g  

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

a n d  c a n _ i  t e r m i n i .  I f  t h e  p r o c e s s  s t a r t e d  f r o m  t h e  S 

c o m p o n e n t  ( a r o u n d  2 0 % o f  t h e  t i m e ) ,  t h e  f i r s t  c l e a v a g e  w i l l  

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

p a c k a g i n g  w i l l  b e g i n  f r o m  t h e  g e n e r a t e d  L t e r m i n u s  ( ba  o r  

b a n ) ;  ( i i i )  P a c k a g i n g  w i l l  c o n t i n u e  by s c a n n i n g  i n  t h e  

L - t o - S  d i r e c t i o n ,  u n t i l  a  d i r e c t l y  r e p e a t e d  j u n c t i o n  i s  

e n c o u n t e r e d ;  ( i v ) a  s e c o n d  d o u b l e - s t r a n d e d  c l e a v a g e  ( a l s o  

y i e l d i n g  3 ' s i n g l e  b a s e  e x t e n s i o n s )  w i l l  t h e n  o c c u r  a t  t h e  

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

j u n c t i o n .  T h i s  c l e a v a g e  ( c l e a v a g e  2 )  w i l l  p r o d u c e  a  ca  

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

F r e e  t e r m i n i  p o s s e s s i n g  a n  ' a '  s e q u e n c e  c o u l d  s u b s e q u e n t l y  

be  p a c k a g e d  i n t o  a  s e p a r a t e  c a p s i d ;  i n  c o n t r a s t ,  f r e e  

t e r m i n i  l a c k i n g  a n  ' a '  s e q u e n c e  -  w h i c h  a r e  n o t  n o r m a l l y



F i g u r e  7 .  M o d e l s  f o r  t h e  c l e a v a g e  a n d  p a c k a g i n g  o f  HSV 

DNA.

A.  T h e  w a s t a g e  m o d e l  ( V a r m u z a  a n d  S m i l e y ,  19  85 ;  D e i s s  e t  

a l . , 19 8 6 ) p r o p o s e s  t h a t  c l e a v a g e  a t  a  s i n g l e  ' a *  s e q u e n c e  

g e n e r a t e s  o n e  f u n c t i o n a l  t e r m i n u s ,  c o n t a i n i n g  a n  ' a *  

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

t e r m i n u s  l a c k i n g  a n  ' a '  s e q u e n c e  w h i c h  i s  r a p i d l y  

d e g r a d e d .

B. The  s i n g l e - s t r a n d  n i c k / r e p a i r  m o d e l  ( V a r m u z a  a n d  

S m i l e y ,  19 8 5 )  p r o p o s e s  t h a t  t h e  c l e a v a g e  e v e n t  g e n e r a t e s  

t w o  s i n g l e - s t r a n d  n i c k s  a t  e i t h e r  e n d  o f  a  s i n g l e  ' a *  

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

g e n e r a t e  t w o  ' a '  s e q u e n c e - c o n t a i n i n g  t e r m i n i  w h i c h  c o u l d  

t h e n  be  p a c k a g e d .

C. The  d o u b l e - s t r a n d / g a p  r e p a i r  m o d e l  ( D e i s s  e t  a l . ,

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

S i m p l y ,  DNA i s  p a c k a g e d  p r i o r  t o  c l e a v a g e ,  t h e  tw o  

d i r e c t l y  r e p e a t e d  ' a '  s e q u e n c e s  t h e n  a l i g n  a n d  a r e  

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

g e n e r a t e  t w o  d o u b l e  ' a '  s e q u e n c e - c o n t a i n i n g  j u n c t i o n s .  

C l e a v a g e  b e t w e e n  t h e  d o u b l e  ' a '  s e q u e n c e s  t h e n  g e n e r a t e s  

f o u r  ' a '  s e q u e n c e - c o n t a i n i n g  t e r m i n i .

I n  A , B a n d  C ' a '  s e q u e n c e s  a r e  r e p r e s e n t e d  by ■ ■ ■  

a n d  i n  C a l s o  by □ .



(a) Wastage model

d e g r a d a t i o n  

o r  r e p a i r

I c l e a v a g e

p a c k a g e d

( b )  S i n g l e - s t r a n d  n i c k / r e p a i r  m o d e l

’Ic l e a v a g e

Ir e p a i r

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

p a c k a g i n g

a m p l i f i c a t i o n

I c l e a v a g e
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d e t e c t e d  -  must  e i t h e r  be r a p i d l y  d e g r a d e d  or r e p a i r e d .

The m o d e l  a c c o u n t s  f o r  a  n u m b e r  o f  f e a t u r e s  o f  HSV 

c l e a v a g e / p a c k a g i n g  : ( i )  t h e  g e n e r a t i o n  o f  two t e r m i n a l  ' a '  

s e q u e n c e s  f ro m  o n e  j u n c t i o n  ' a '  s e q u e n c e  ( D e i s s  a n d  F r e n k e l ,  

19 85 )  i s  e x p l a i n e d  by t h e  l o s s  o f  DNA b e t w e e n  two ' a '  

s e q u e n c e s ;  ( i i )  t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  o n e  ' a '  s e q u e n c e  a t  the  

S t e r m i n u s ,  b u t  a  v a r i a b l e  n u n b e r  a t  t h e  L t e r m i n u s ,  w i t h  

a r o u n d  80% b e i n g  s i n g l e  ( L o c k e r  a n d  F r e n k e l ,  1 9 7 9 ) ;  ( i i i )  i t  

m i g h t  a l s o  a c c o u n t  f o r  t h e  a p p a r e n t  l o s s  o f  ' a '  s e q u e n c e s  

f r o m  m u l t i p l e  ' a *  c o n t a i n i n g  j u n c t i o n s  -  t h e s e  c o u l d  a r i s e  

s i m p l y  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  genome c i r c u l a r i z a t i o n  f o l l o w i n g  

e n t r y  i n t o  t h e  c e l l  ( M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 2 a ;  

P o f f e n b e r g e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 ) ;  a n d  ( i v )  t h e  p r e s e n c e  o f  3 '  

s i n g l e  b a s e  e x t e n s i o n s  a t  t h e  genom e t e r m i n i  ( M o c a r s k i  a n d  

R o i z m a n ,  1 9 8 2 b ) .

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

f i n d i n g s  o f  D e i s s  e t  a l . ( 1 9 8 6 ) .  In  a d d i t i o n ,  a s  t e r m i n i  

l a c k i n g  ' a '  s e q u e n c e s  h a v e  n o t  b e e n  d e t e c t e d  ( M o c a r s k i  a n d  

R o i z m a n ,  1 9 8 2 a ;  D e i s s  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 6 ) ,  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  

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

I . 7 . g . i i  D o u b l e - s t r a n d  b r e a k  a n d  g a p  r e p a i r  m o d e l

To e x p l a i n  s o m e  o f  t h e  a b o v e  a n o m a l i e s ,  D e i s s  e t  a l .

(19  8 6 ) h a v e  p r o p o s e d  a  s e c o n d  m o d e l  b a s e d  o n  t h e  

d o u b l e - s t r a n d  b r e a k - r e p a i r  m o d e l  o f  S z o s t a k  e t  a l . ( 1 9 8 3 ) .  

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

j u n c t i o n s  r e s u l t i n g  i n  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e  by 

a  g e n e - c o n v e r s i o n - l i k e  m e c h a n i s m .  The r e s u l t a n t  j u n c t i o n s ,  

c o n t a i n i n g  d o u b l e  ’ a '  s e q u e n c e s ,  a r e  t h e n  c l e a v e d  w i t h  3 '  

s i n g l e  b a s e  e x t e n s i o n s  t o  y i e l d  t h e  g e n o m i c  t e r m i n i  ( F i g u r e s
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7 and 8 ) .  C l e a v a g e / p a c k a g i n g  th u s  i n c l u d e s  the  f o l l o w i n g  

s t e p s  : ( i )  As i n  t h e  p r e v i o u s  m o d e l ,  t h e  p a c k a g i n g  c o m p l e x  

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

( J u n c t i o n  1 ) .  No c l e a v a g e  o c c u r s ;  ( i i )  P a c k a g i n g  o c c u r s  in  

t h e  L - t o - S  d i r e c t i o n  u n t i l  t h e  p a c k a g i n g  c o m p l e x  m e e t s  a  

d i r e c t l y  r e p e a t e d  j u n c t i o n  ( J u n c t i o n  2 ) ;  ( i i i )  The  tw o  

j u n c t i o n s  a r e  j u x t a p o s e d  ( F i g u r e  8 a )  a n d  a  Uc 

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

DR^ e l e m e n t  o f  e i t h e r  ' a '  s e q u e n c e  ( F i g u r e  8 b ) ;  ( i v )  The  

r e s u l t a n t  3 '  t e r m i n u s  i n v a d e s  t h e  h o m o l o g o u s  s e q u e n c e  i n  the  

o t h e r  j u n c t i o n  a n d  i s  e x t e n d e d  by c o p y i n g  t h e  ' a '  s e q u e n c e  

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

( F i g u r e  8 c , d ) ;  ( v )  The  d i s p l a c e d  s t r a n d  s e r v e s  a s  t h e  

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

i n v a d i n g  ' a '  s e q u e n c e  ( F i g u r e  8 e ) ;  ( v i )  The  p r o c e s s  

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

( H o l l i d a y ,  1 9 6 4 )  a n d  i s  e x p e c t e d  t o  o c c u r  a t  o r  n e a r  DR^ 

( F i g u r e  8 f ) ;  ( v i i )  I f  t h e  o t h e r  j u n c t i o n  a l s o  c o n t a i n e d  a 

s i n g l e  ' a '  s e q u e n c e ,  t h e n  t h e  p r o c e s s  w o u l d  be r e p e a t e d  i n  

t h e  o t h e r  d i r e c t i o n  ( F i g u r e  8 g ) .  The r e s u l t  i s  a m p l i f i c a t i o n  

o f  t h e  * a '  s e q u e n c e  i n  b o t h  j u n c t i o n s  t o  g e n e r a t e  a  d o u b l e  

* a '  s e q u e n c e  i n  w h i c h  DR^ i s  f l a n k e d  by b o t h  a n d  Uc 

p a c k a g i n g  s i g n a l s ;  ( v i i i )  B o t h  d o u b l e  ' a '  s e q u e n c e  j u n c t i o n s  

a r e  c l e a v e d  ( g e n e r a t i n g  a  3 ' s i n g l e  b a s e  e x t e n s i o n )  b e t w e e n  

t h e  n e w l y  i n s e r t e d  a n d  o r i g i n a l  ' a '  s e q u e n c e .  T h i s  c l e a v a g e  

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

c l e a v a g e s  g e n e r a t e d  by a n d  Uc  o f  a d j a c e n t  ' a 1 s e q u e n c e s  

( s e e  s e c t i o n  I . 7 . g . i i ) .

T h i s  m o d e l  p r e d i c t s  t h a t  a r o u n d  8 0% o f  t h e  p a c k a g e d  

g e n o m e s  ( i n i t i a l  b i n d i n g  i n  L )  w i l l  c a r r y  b a  a n d  ca  t e r m i n i



F i g u r e  8 . D o u b l e - s t r a n d  g a p / r e p a i r  m o d e l  ( D e i s s  

e t  a l t> 1 9 8 6  ) .

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

d i r e c t l y - r e p e a t e d  ' a '  s e q u e n c e s ,  w h i c h  w i l l  f o r m  t h e  L a n d  

S t e r m i n i ,  t h e n  a l i g n  ( j u n c t i o n  A a n d  B, r e s p e c t i v e l y ) .

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

DR1 e l e m e n t  ( V S )  o f  j u n c t i o n  A .  The c l e a v e d  e n d s  a l i g n  

w i t h  t h e  DR1 e l e m e n t s  o f  j u n c t i o n  B.

C .  One s t r a n d  f r o m  j u n c t i o n  A t h e n  i n v a d e s  j u n c t i o n  B,  

d i s p l a c i n g  t h e  e q u i v a l e n t  s t r a n d .  ( F o r  s i m p l i c i t y  t h i s  

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

j u n c t i o n  B r e v e r s e d ) .

D.  The  d i s p l a c e d  s t r a n d  f r can  j u n c t i o n  B a l i g n s  w i t h  

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

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

E.  S i m i l a r l y  t h e  n o n - d i s p l a c e d  s t r a n d  f r o m  j u n c t i o n  B 

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

i n v a d i n g  p a r t i a l  DRl e l e m e n t s .

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

p r e s e n c e  o f  t w o  d i r e c t l y  r e p e a t e d  c o p i e s  o f  t h e  ' a '  

s e q u e n c e  a t  j u n c t i o n  A.

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

j u n c t i o n  B ( n o t  i l l u s t r a t e d )  . C l e a v a g e  b e t w e e n  t h e  

a d j a c e n t  ' a '  s e q u e n c e s  t h e n  g e n e r a t e s  t h e  L a n d  S t e r m i n i  

o f  t h e  p a c k a g e d  DNA.
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r e g a r d l e s s  o f  the n u m b e r  o f  ' a '  s e q u e n c e s  in the  c l e a v e d  

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

b i n d i n g  i n  S )  w i l l  b e  t e r m i n a t e d  w i t h  c a  a n d  b a n s e q u e n c e s .  

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

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

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

The m o d e l  a c c o u n t s  f o r  a l l  t h e  f e a t u r e s  o f  HSV 

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

a l s o  some o f  t h e  o t h e r  a n o m a l i e s ,  ( i )  No t e r m i n i  d e v o i d  o f  

' a '  s e q u e n c e s  a r e  p r o d u c e d ,  ( i i )  I t  e x p l a i n s  t h e  f i n d i n g  o f  

m u l t i p l e  ' a '  s e q u e n c e - c o n t a i n i n g  S t e r m i n i  s e e n  i n  

d e f e c t i v e - c o n t a i n i n g  s t o c k s  ( D e i s s  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 6 ) .

( i i i )  I t  w o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  s t r u c t u r e s  f o u n d  by  D e i s s  e t  

a l . ( 1 9 8 6 ) .  One p r o b l e m  i s  t h a t  t h e  h e t e r o t y p i c  ' a '  

s e q u e n c e s  f o u n d  i n  s o m e  r e c o m b i n a n t s  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  

1 9 8 3 a )  c o u l d  n o t  p a r t i c i p a t e  i n  t h i s  f o r m  o f  r e c o m b i n a t i o n .

I . 7 . g . i i i  S i n g l e - s t r a n d  r e p a i r  s y n t h e s i s  m o d e l

V a rm u z a  a n d  S m i l e y  (1 9  85)  h a v e  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  

g e n o m i c  t e r m i n i  a r e  g e n e r a t e d  by s i n g l e - s t r a n d e d  n i c k s  a t  

DRib  a n d  DR^C, d i r e c t e d  by a n d  Uc  s i g n a l s  f r o m  a d j a c e n t  

' a *  s e q u e n c e s ,  r a t h e r  t h a n  d o u b l e - s t r a n d e d  c l e a v a g e s  ( F i g u r e  

7 ) .  T h u s ,  o n e  DNA s t r a n d  i s  n i c k e d  a t  t h e  f u t u r e  L t e r m i n u s  

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

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

tw o  b l u n t  e n d  t e r m i n i ,  e a c h  b e a r i n g  a n  ' a '  s e q u e n c e .  As 

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

w o u l d  be c l e a v e d  by tw o  s i n g l e - s t r a n d e d  c l e a v a g e s  e i t h e r  on  

o p p o s i t e  s i d e s  o f  t h e  same ' a '  s e q u e n c e  t o  a l l o w  

a m p l i f i c a t i o n  a n d  b i u n t - e n d e d  t e r m i n i ,  o r  t h e  Ub (S )  s i g n a l
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o f  one ' a 1 s e q u e n c e  and th e  Uc (L) s i g n a l  o f  i t s  n e ig h b o u r  

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

p r e s u m a b l y  s t a g g e r e d ,  c l e a v a g e  p r o d u c i n g  t h e  3 ' s i n g l e  base  

e x t e n s i o n s  p r e v i o u s l y  f o u n d  a n d  no a m p l i f i c a t i o n  ( M o c a r s k i  

a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 2 a , b ) .

The m o d e l  p r o p o s e s  t h a t  n o t  a l l  HSV m o l e c u l e s  e n d  i n  3 ' 

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

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

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

t h e  a p p a r e n t  a m p l i f i c a t i o n  o f  ' a '  s e q u e n c e s  f r o m  s i n g l e  ' a '  

s e q u e n c e - c o n t a i n i n g  a m p l i c o n s  ( D e i s s  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 6 ) .  

H o w e v e r ,  i n  i n t a c t  HSV, DNA c i r c u l a r i z a t i o n  o f  t h e  genome 

( P o f f e n b e r g e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 )  w o u l d  g e n e r a t e  d o u b l e  ' a '  

s e q u e n c e s ,  o c c u r r i n g  a s  d i r e c t  r e p e a t s ,  a t  e v e r y  s e c o n d  

j u n c t i o n .  G i v e n  t h i s ,  a n d  t h e  f i n d i n g  t h a t  80% o f  L t e r m i n i  

a n d  L - S  j u n c t i o n s  c o n t a i n  a  s i n g l e  ' a ’ s e q u e n c e  ( L o c k e r  a n d  

F r e n k e l ,  1 9 8 6 ) ,  t h e n  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  c a s e s  t h e r e  i s  no 

n e e d  t o  p o s t u l a t e  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e  -  

c l e a v a g e  o f  t h e  d o u b l e  ' a '  s e q u e n c e s  b e i n g  a d e q u a t e .  

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

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

t h e  l a t t e r  m e c h a n i s m s  a r e  t h e  o n l y  way t o  g e n e r a t e  u n i t  

l e n g t h  DNA m o l e c u l e s  c o n t a i n i n g  t e r m i n a l  ' a '  s e q u e n c e s  f ro m  

d e f e c t i v e  a m p l i c o n s .  I t  may e x p l a i n  some o f  t h e  u n u s u a l  

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

F r e n k e l ,  1 9 8 6 ;  D e i s s  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .

The  c l e a v a g e / p a c k a g i n g  f u n c t i o n  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e  i s  

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

i l l u s t r a t e d  by s t u d i e s  on  d e f e c t i v e  a m p l i c o n s  ( S p a e t e  a n d
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F r e n k e l ,  1 9 8 2 ;  S t o w  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .

I . 7 . h  P r o t e i n  i n t e r a c t i o n s  a t  t h e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  ' a 1 

s e q u e n c e

The ' a '  s e q u e n c e  s e r v e s  a s  t h e  c i s - a c t i n g  s e q u e n c e  

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

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

c l e a v a g e / p a c k a g i n g  o f  v i r a l  DNA. As s u c h ,  i t  w o u l d  be 

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

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

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

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

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

L - S  j u n c t i o n  o f  DNA e x t r a c t e d  f r o m  v i r i o n s  (Wu e t  a l . ,

1 9 7 9 ) .  I t s  f u n c t i o n  a n d  i d e n t i t y  i s  u n k n o w n .  K u d l e r  a n d  

Hyman (1 9  7 9 ) ,  o n  t h e  b a s i s  o f  p r o t e c t i o n  o f  t h e  3 '  e n d s  o f  

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

p o l y p e p t i d e  may be  b o u n d  a t  t h e  e n d s  o f  HSV DNA. D a l z i e l  a n d  

M a r s d e n  (19  84)  h a v e  shown t h a t  tw o  l a t e ,  H S V - l - i n d u c e d  

p o l y p e p t i d e s  o f  a p p a r e n t  m o l .  w t .  2 1 , 0 0 0  a n d  2 2 , 0 0 0  

( 2 1 K /2 2 K )  a p p e a r  t o  i n t e r a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  ' a '  

s e q u e n c e  o f  HSV-1 i n  v i t r o . T h e s e  a r e  a l m o s t  c e r t a i n l y  t h e  

t r u e  l a t e  2 1 K /2 2 K  p o l y p e p t i d e s  e n c o d e d  by g e n e  U g H  ( R i x o n  

a n d  M c G e o c h ,  1 9 8 4 ;  J o h n s o n  e t  a l . , 1 9 8 6 ) ,  w h i c h  h a v e  b e e n  

show n  t o  be s t r o n g  D N A - b i n d i n g  p r o t e i n s  ( B a y l i s s  e t  a l . , 

197 5 ?  M a c L e a n  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  The f u n c t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  

w i t h  t h e  ' a '  s e q u e n c e  i s  u n c l e a r ,  s i n c e  g e n o m e s  l a c k i n g  U g l l  

a r e  v i a b l e  i n  t i s s u e  c u l t u r e  ( L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 6 ;  

Umene,  1 9 8 6 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 )  a n d  i s o m e r i z e  a n d  

p a c k a g e  DNA i n  a n  a p p a r e n t l y  n o r m a l  f a s h i o n .  I n t e r e s t i n g l y ,
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th e  p r o d u c t s  o f  gene  U g l l  w ere  shown, by immune e l e c t r o n  

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

c e l l s  ( M a c L e a n  e t  a l . , 1 9 8 7 ;  P u v i o n - D u t i l l e u l , 1 9 8 7 )  -  v i r a l  

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

a p p a r e n t l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e  n u c l e o l u s  ( R i x o n  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .

U s i n g  a  D N ase  I  f o o t p r i n t i n g  a s s a y ,  M acLean  ( 1 9 8 7 )  h a s  

d e m o n s t r a t e d  a  H S V - i n d u c e d  D N A - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n  w i t h i n  

DR2 a n d  t h e  Uj-, h o m o l o g y  r e g i o n .  The U5  i n t e r a c t i o n  i s  

s p e c i f i c  f o r  i n f e c t e d  c e l l s ,  b e i n g  i n d u c e d  by b o t h  HSV-1 and  

H SV -2 .  The DR2 i n t e r a c t i o n  i s  a l s o  i n d u c e d  by b o t h  HSV-1 and  

H SV-2 ,  a l t h o u g h  a  d i f f e r e n t  p a t t e r n  i s  o b s e r v e d  w i t h  mock 

e x t r a c t s .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  DR2 r e p e a t  e l e m e n t  s h a r e s  

h o m o l o g y  w i t h  a n  S p l  b i n d i n g  s i t e  ( J o n e s  a n d  T j i a n ,  19 85;  

K a d o n a g a  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  'Ihe s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  

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

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

g e n e  U g l l  a r e  n o t  i n v o l v e d  ( M a c L e a n ,  1 9 8 7 ) .

1 . 8  HERPES SIMPLEX VIRUS DNA REPLICATION

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

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

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

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

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

l i g a t i o n  o f  t h e  t e r m i n a l  ' a '  s e q u e n c e s .  DNA r e p l i c a t i o n  a t  

3 7 ° C  i s  f i r s t  d e t e c t e d  a p p r o x i m a t e l y  3 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  

p e a k i n g  by  a b o u t  9 - 1 1  h o u r s  a n d  b e i n g  v i r t u a l l y  c o m p l e t e  by  

16 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  ( W i l k i e ,  1 9 7 3 ) .
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The n a t u r e  o f  t h e  r e p l i c a t i n g  DNA i s  

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

s e e n  on  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  ( F r i e d n a n n  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  

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

r e p l i c a t i v e  c o m p l e x ,  a n d  B e n - P o r a t  a n d  R i x o n  (19  79)  h a v e  

d e s c r i b e d  r e p l i c a t i n g  HSV DNA a s  " l a r g e  t a n g l e d  m a s s e s " .

N e w ly  r e p l i c a t e d  HSV DNA i s  e n d l e s s ,  i e . ,  i t  l a c k s  

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

c i r c u l a r  o r  c o n c a t a m e r i c  f o r m s .  The l a t t e r  a r e  l i k e l y  t o  be 

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

o v e r - r e p r e s e n t e d  ( J a c o b  e t  a l . , 19 7 9 ;  J o n g e n e e l  a n d  

B a c h e n h e i m e r ,  1 9 8 1 ) .

H ie  c i r c u l a r  t e m p l a t e  m onom er  i s  p r o b a b l y  f i r s t  

a m p l i f i e d  by t h e t a  r e p l i c a t i o n  ( B e n - P o r a t  a n d  T o k a z e n s k i ,  

1 977?  J e a n  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  M cG eoch ,  1 9 8 7 ) .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  

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

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

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

n u c l e o c a p s i d s  i n  t h e  c e l l  n u c l e u s  ( V l a z n y  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

I . 8 . a  H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  o r i g i n s  o f  DNA r e p l i c a t i o n

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

o r i g i n s  o f  DNA r e p l i c a t i o n .  O r i g i n a l l y ,  i n f o r m a t i o n  came 

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

( F r i e d n a n n  e t  a l . , 1 9 7 7 )  a n d  s t u d i e s  on d e f e c t i v e  p a r t i c l e s  

w i t h i n  a n  HSV s t o c k .  In o r d e r  t o  be r e p l i c a t e d  a n d  

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

r e p l i c a t i o n ,  a s  w e l l  a s  a  p a c k a g i n g  s i g n a l .  TVo c l a s s e s  o f
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d e f e c t i v e  m o l e c u l e s  were  fou nd .  Both c o n t a i n e d  s e q u e n c e s  

f r o m  t h e  e n d  o f  t h e  s h o r t  r e g i o n  ( t h e  ' a '  s e q u e n c e  f o r  

c l e a v a g e / p a c k a g i n g  ( s e c t i o n  I . 7 . f ) ) .  C l a s s  I  d e f e c t i v e  

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

s e g m e n t ,  w h i l e  C l a s s  I I  d e f e c t i v e  m o l e c u l e s  c o n t a i n e d  

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

( V l a z n y  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 1 ;  S p a e t e  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 2 ) .

I . 8 . a . i  o r i g

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

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

t o  a  9 0  b p  f r a g m e n t  i n  R g  s i t u a t e d  b e t w e e n  t h e  5 '  e n d s  o f  

t h e  d i v e r g e n t  t r a n s c r i p t s  f o r  IE3  a n d  I E 4 / 5  ( S t o w ,  1 9 8 2 ;

S to w  a n d  M cM o n a g le ,  1 9 8 3 ) .  T h u s ,  o r i g  i s  p r e s e n t  a s  tw o  

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

TRg ( s e e  F i g u r e s  9 a n d  1 0 ) .  In HSV-1 s t r a i n  1 7 ,  o r i g  

c o n t a i n s  a n  i m p e r f e c t  p a l i n d r o m e  o f  4 2 b a s e s  w i t h  a n  ( A T ) 5 

s e q u e n c e  a t  t h e  c e n t r e  ( F i g u r e  1 1 ) .  B o t h  t h i s  c e n t r a l  (A T)g  

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

e s s e n t i a l  f o r  v i r a l  DNA r e p l i c a t i o n  ( S t o w  a n d  M c M o n a g le ,  

1 9 8 3 ;  S t o w ,  1 9 8 5 ) .  R e c e n t l y ,  H u b e n t h a l - V o s s  e t  a l . ( 1 9 8 7 )  

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

t r a n s c r i p t  i s  3* c o - t e r m i n a l  w i t h  I E 3 .

I n  HSV-2 s t r a i n  HG52, a  s i m i l a r  s e q u e n c e  h a s  b e e n  

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

a s  p a r t  o f  a  1 3 7  b p  i m p e r f e c t  d i r e c t  r e p e a t  ( W h i t t o n  a n d  

C l e m e n t s ,  1 9 8 4 a ) .  In VZV, S to w  a n d  D a v i s o n  (1 9  8 6 ) h a v e  

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

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

s u p e r i n f e c t i o n  w i t h  e i t h e r  VZV o r  H SV -1 .  T h e r e  i s  some



F ig u r e  9 .  Open r e a d in g  fr a m e s  in  HSV-1 s t r a i n  17 ( 1 ) .

O p e n  r e a d i n g  f r a m e s  i n  t h e  l e f t  h a n d  75  k b  o f  HSV-1 

s t r a i n  17  ( D r .  D. J .  McG eoch -  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

T he  o p e n  b o x e s  a r e  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a n d  a  i s  t h e  ' a 1 

s e q u e n c e .  Cpen  r e a d i n g  f r a m e s  i n  U l  a r e  n u m b e r e d  U l I -  3 6 , 

w i t h  1 5 / 1  a n d  1 5 / 2  r e f e r r i n g  t o  t h e  tw o  c o d i n g  e x o n s  o f  

g e n e  U ^ I S .  Some o f  t h e  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  w h o s e  

p o l y p e p t i d e  p r o d u c t s  a r e  known a r e  l a b e l l e d .  MCP i s  t h e  

m a j o r  c a p s i d  p r o t e i n .  ' C h a l l b e r g '  i n d i c a t e s  t h o s e  g e n e s ,  

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

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

i n  U l  ( o r i L ) i s  a l s o  i n d i c a t e d .  D o t t e d  l i n e s  i n d i c a t e  t h a t  

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





F i g u r e  1 0 .  Open r e a d i n g  fr a m e s  in  HSV-1 s t r a i n  17 ( 2 ) .

O p e n  r e a d i n g  f r a m e s  i n  t h e  r i g h t  h a n d  h a l f  o f  HSV-1 

s t r a i n  1 7  ( D r .  D. J .  McGeoch  -  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  

S i m i l a r  l a b e l l i n g  t o  F i g u r e  9 i s  u s e d .  Qpen r e a d i n g  f r a m e s  

i n  U l  a r e  n u m b e r e d  U l3  6 - 5 6  a n d  t h o s e  i n  U g ,  U S l - 1 2 .  RRl 

a n d  RR2 a r e  t h e  l a r g e  a n d  s m a l l  s u b u n i t s  o f  r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t a s e .  65K DBp i s  t h e  6 5K D N A - b i n d i n g  p r o t e i n  w h i c h  i s  

d i s t i n c t  f r o m  6 5K »r iF '  t h e  t e g u m e n t  t r a n s a c t i v a t i n g  p r o t e i n  

( M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  Us 5 i s  m a r k e d  g* t o  i n d i c a t e  t h a t  

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

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

s h o r t  r e g i o n  ( o r i g )  i s  a l s o  i n d i c a t e d .
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F ig u r e  1 1 .  o r i s .

The  9 0 b p  m i n i m a l  o r i g  s e q u e n c e  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 .  

H i e  s e q u e n c e  o f  t h e  9 0  b p  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  

c i s - a c t i n g  s e q u e n c e s  r e q u i r e d  f o r  o r i g  f u n c t i o n  ( S t o w  a n d  

M c M o n a g l e ,  1 9 8 3 )  i s  s h o w n .  T h i s  r e p r e s e n t s  t h e  u p p e r  

s t r a n d  i n  t h e  5 ' - 3  ' d i r e c t i o n  o f  t h e  o r i g  s e q u e n c e  w i t h i n  

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

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

r e g i o n .

* r e p r e s e n t s  b a s e s  c o n s e r v e d  b e t w e e n  t h e  VZV a n d  HSV-1 

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

f— - f r e p r e s e n t s  t h e  s e q u e n c e  d e l e t e d  by  S t o w  ( 1 9 8 5 ) ,  

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

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

o r i g - b i n d i n g  p r o t e i n  ( E l i a s  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .
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hom ology  b e tw e en  o r i s o f  HSV-1 and VZV. The VZV o r i s a l s o  

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

r e s i d u e s ,  i t  i s  n o t  c o n s e r v e d  c o m p a r e d  t o  H SV -1 .  H o w e v e r ,  

t h e r e  i s  a  b l o c k  o f  11  c o n s e r v e d  r e s i d u e s  w h i c h  i n  HSV-1 

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

t h e  p a l i n d r o m e  i n  VZV. T h i s  11  b p  c o n s e r v e d  s e q u e n c e  f o r m s  

p a r t  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e  i n  t h e  HSV-1 o r i s  f o r  a n  

H S V - l - i n d u c e d  n u c l e a r  p r o t e i n  ( F i g u r e  1 1 )  ( E l i a s  e t  a l . ,

1 9 8 6 ) .

I . 8 . a . i i  o r i T.

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

i n  t h e  l o n g  s e g m e n t ,  o r i L , w a s  s i t u a t e d  b e t w e e n  0 . 3  60 a n d  

0 . 4 1 9  m . u .  ( S p a e t e  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r ,  w h en  

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

v e c t o r s ,  b e t w e e n  1 0 0 - 6 5 0  bp  w e r e  d e l e t e d .  D e l e t e d  f r a g m e n t s  

p o s s e s s e d  no o r i g i n  a c t i v i t y ,  a l t h o u g h  f o l l o w i n g  s e r i a l  

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

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

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

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

1 9 8 2 ;  W e l l e r  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .

W e l l e r  e t  a l .  ( 1 9 8 5 ) ,  u s i n g  a  y e a s t  p l a s m i d  v e c t o r ,  

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

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

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

HSV-1 KOS ( W e l l e r  e t  a l . , 1 9 8 5 ) ,  HSV-1 Ang ( G r e y  a n d  

K a e r n e r ,  1 9 8 4 )  a n d  HSV-1 s t r a i n  17  ( Q u i n n  a n d  M cG eoch ,  1 9 8 5 )  

h a s  shown t h a t  o r i ^ ,  c o n t a i n s  a  p e r f e c t  1 4 4  bp  p a l i n d r o m e ,  

w h i c h  i s  p r e s u m a b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d e l e t i o n  e v e n t s .  The
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p a l i n d r o m e  c o n s t i t u t e s  th e  minimum r e q u i r e m e n t  o f  o r i ^  

(M cG eo ch ,  19 87)  a n d  shows  a h i g h  d e g r e e  o f  h o m o l o g y ,  

i n c l u d i n g  a  c e n t r a l  (A+T) r i c h  r e g i o n ,  t o  o r i g .  S e q u e n c e s  a t  

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

( 1 9 8 6 ) ,  a r e  c o n t a i n e d  on b o t h  a r m s  o f  o r i j ^ ,  s u g g e s t i n g  t h a t  

o r i j j  m ay  b e  b i d i r e c t i o n a l  b u t  o r i g  o n l y  u n i d i r e c t i o n a l  

( W e l l e r  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  M cGeoch ,  1 9 8 7 ) .

L o c k s h o n  a n d  G a l l o w a y  (1 9  8 6 ) h a v e  i d e n t i f i e d  a n d  

s e q u e n c e d  o r i L i n  HSV-2.  A g a i n ,  i t  i s  a  p e r f e c t  p a l i n d r o m e ,  

s h o w i n g  a  s t r o n g  d e g r e e  o f  h o m o l o g y  t o  t h e  HSV-1 s e q u e n c e .  

S t o w  a n d  D a v i s o n  (19  8 6 ) f o u n d  no e v i d e n c e  f o r  o r i j ^  i n  VZV.

No s e q u e n c e  h o m o l o g y  o r  f u n c t i o n a l  o r i g i n  w a s  d e t e c t e d .  In 

H SV -1 ,  o r i L i s  s i t u a t e d  b e t w e e n  t h e  d i v e r g e n t  t r a n s c r i p t s  

f o r  t h e  DNA p o l y m e r a s e  a n d  t h e  m a j o r  D N A - b i n d i n g  p r o t e i n  

(MDB) ( Q u i n n  a n d  M cG eoch ,  1 9 8 5 ;  F i g u r e  9 )  , t w o  o f

t h e  p r o t e i n s  e s s e n t i a l  f o r  DNA r e p l i c a t i o n  ( C h a l l b e r g ,  1 9 8 6 ;  

s e e  b e l o w ) .  *Hie s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  l o c a t i o n  o f  b o t h  o r i ^  

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

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

u n k n o w n .  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  o r i L  i s  s i t u a t e d  

a l m o s t  e x a c t l y  i n  t h e  m i d d l e  o f  U l  ( D r .  D. J .  McGeoch,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  at (M1in.u.

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

HSV i s  unk n o w n .  The d u p l i c a t i o n  o f  o r i g  may  be a  c o n s e q u e n c e  

o f  i t s  l o c a t i o n  i n  Rg a n d  h a v e  no f u n c t i o n a l  s i g n i f i c a n c e ;  

v i r u s e s  l a c k i n g  o n e  c o p y  o f  o r i g  ( L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  

1 9 8 6 ;  B row n a n d  H a r l a n d ,  19 87)  g r o w  n o r m a l l y  in  v i t r o , t h u s  

tw o  c o p i e s  o f  o r i g  do  n o t  a p p e a r  t o  be r e q u i r e d  i n  v i t r o  a t  

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

o f  o r i L a n d  o r i s  a r e  a t  p r e s e n t  u n k n o w n .  R e c e n t l y ,  a  HSV-1
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v a r i a n t  l a c k i n g  ori-^ h a s  been i s o l a t e d ;  t h i s  v i r u s  would  

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

l a t e n c y  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  ( P o l v i n o - B o d n a r  e t  a l . f

1 9 8 7 ) .  No v i r u s e s  l a c k i n g  b o t h  c o p i e s  o f  o r i g  h a v e  y e t  b e e n  

i s o l a t e d ,  a l t h o u g h  t h i s  may be due t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a  

p o t e n t i a l  g e n e  s p a n n i n g  o r i s  ( H u b e n t h a l - V o s s  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .

1 . 8 . b  P r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  DNA r e p l i c a t i o n

P l a s m i d - b a s e d  a s s a y  s y s t e m s  h a v e  a l l o w e d  t h e  c i s - a c t i n g  

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

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

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

a p p e a r s  t h a t  t h e  DNA p o l y m e r a s e  (Hay a n d  S u b a k - S h a r p e ,  19 76 ;  

C h a r t r a n d  e t  a l . , 1 9 7 9 ,  1 9 8 0 ;  Coen  e t  a l . , 1 9 8 2 ;  H o n e s s  e t  

a l . , 1 9 8 4 ) ,  t h e  MDP ( B a y l i s s  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  P o w e l l  a n d  

P u r i f o y ,  1 9 7 6 ;  P o w e l l  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  W e l l e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ) ,  

r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  ( D u t i a ,  1 9 8 3 ;  P r e s t o n  V. e t  a l . , 

1 9 8 4 )  a n d  t h e  a l k a l i n e  e x o n u c l e a s e  ( M o s s ,  1 9 8 6 )  a r e  r e q u i r e d  

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

t s  m u t a n t s  a r e  a l s o  DNA n e g a t i v e  (M cGeoch ,  1 9 8 7 ;  S c h a f f e r  e t  

a l . , 1 9 8 7 ) .

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

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

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

r e p l i c a t i o n  ( C h a l l b e r g ,  1 9 8 6 ;  McGeoch e t  a l . , 1 9 8 7 ;  Wu e t  

a l . , 1 9 8 8 ) . S e v e n  g e n e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  e s s e n t i a l  

f o r  DNA r e p l i c a t i o n  ( F i g u r e s  9 a n d  1 0 ) ;  a l l  h a v e  h o m o l o g u e s  

i n  VZV (McGeoch e t  a l . , 1 9 8 8 ;  Wu e t  a l . , 1 9 8 8 ) .  Of t h e s e ,  

t w o  a r e  t h e  DNA p o l y m e r a s e  a n d  t h e  MDB. A t h i r d  i s  t h e  6 5K 

D N A - b i n d i n g  p r o t e i n  ( 6 5 K q b p ) *  p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  by
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B a y l i s s  e t  a l . (19 75) and Marsden e t  a l . ( 1 9 8 7 ) .  This

p o l y p e p t i d e  i s  a l s o  known a s  ICSP3 4 , 3  5 ( V a u g h a n  e t  a l . t 

1 9 8 4 ,  1 9 8 5 ) .  The f u n c t i o n  o f  t h e  l a t t e r  tw o  p o l y p e p t i d e s ,  

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

d e t e r m i n e d .  A l l  t h e s e  e s s e n t i a l  g e n e s  f a l l  w i t h i n  a DNA 

n e g a t i v e  c o m p l e m e n t a t i o n  g r o u p  (M cG eoch ,  19 8 7 ;  S c h a f f e r  e t  

a l . , 1 9 8 7 ) .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  HSV g e n e s  i n v o l v e d  i n  DNA 

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

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

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

o f  HSV DNA. I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  a p p a r e n t l y  e s s e n t i a l  

r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  ( D u t i a ,  19 83 ;  P r e s t o n  V. e t  a l . ,

1 9 8 4 )  w a s  o n l y  r e q u i r e d  f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y  i n  t h i s  a s s a y  

(Wu e t  a l . , 1 9 8 8 ) .  H o w e v e r ,  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  a  v a r i a n t  

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

show n t h a t  t h i s  enzym e i s  n o n - e s s e n t i a l  i n  d i v i d i n g  t i s s u e  

c u l t u r e  c e l l s  ( G o l d s t e i n  a n d  W e l l e r ,  1 9 8 8 ) .  A n o t h e r  

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

( M o s s ,  1 9 8 6 ) ,  w a s  a l s o  n o t  r e q u i r e d  i n  t h i s  p l a s m i d - b a s e d  

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

1 . 8 . b . i  DNA p o l y m e r a s e

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

( K e i r  a n d  G o l d ,  1 9 6 3 ;  K e i r  e t  a l . , 1 9 6 6 ;  H ay  e t  a l . , 1 9 7 1 )  

w h i c h  h a s  b e e n  shown t o  be e s s e n t i a l  f o r  DNA r e p l i c a t i o n  

(H ay  a n d  S u b a k - S h a r p e ,  1 9 7 6 ;  C h a r t r a n d  e t  a l . , 1 9 7 9 ,  1 9 8 0 ) .  

U n l i k e  t h e  c e l l u l a r  e n z y m e ,  t h e  HSV DNA p o l y m e r a s e  i s  

s e n s i t i v e  t o  p h o s p h o n o a c e t i c  a c i d  (PAA) (Hay  a n d  

S u b a k - S h a r p e ,  1 9 7 6 ) ,  a  p y r o p h o s p h a t e  a n a l o g u e .  U n l i k e  o t h e r

'■i
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e u k a r y o t i c  DNA p o l y m e r a s e s ,  i t  a l s o  c o n t a i n s  a 3 ' - 5  1 

e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y ,  w h i c h  may s e r v e  t o  i n c r e a s e  t h e  

f i d e l i t y  o f  DNA r e p l i c a t i o n  ( K n o p f ,  1 9 7 9 ) .

1 . 8 . b . i i  M a j o r  D N A - b in d i n g  p r o t e i n

The MDB ( B a y l i s s  e t  a l . , 1 9 7 5 )  h a s  b e e n  shown t o  be 

e s s e n t i a l  f o r  HSV DNA r e p l i c a t i o n  ( P o w e l l  a n d  P u r i f o y ,  1 9 7 6 ;  

P o w e l l  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  W e l l e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  Q u i n l a n  a n d  K n i p e ,

1 9 8 5 )  a n d  t o  b i n d  t o  s i n g l e - s t r a n d e d  DNA p r e f e r e n t i a l l y  

( B a y l i s s  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  K n i p e  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  

g i v e n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  (A+T) r i c h  r e g i o n  a t  t h e  c e n t r e  o f  

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

d e s t a b i l i z i n g  p o l y  A /T  h e l i c e s  i n  v i t r o  ( P o w e l l  e t  a l . , 

1 9 8 1 ) .  I t  a l s o  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  s t a b i l i z e  s i n g l e - s t r a n d e d  

DNA ( R u y e c h a n ,  1 9 8 3 ) .  U s i n g  t s  m u t a n t s  w i t h  l e s i o n s  w i t h i n  

t h e  g e n e  f o r  MDB, L i t t l e r  e t  a l .  ( 1 9  8 3 )  d e m o n s t r a t e d  a t  t h e  

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

DNA p o l y m e r a s e  a n d  a l k a l i n e  e x o n u c l e a s e .  The MDB h a s  a l s o  

b e e n  show n  t o  h a v e  a  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g e n e  

e x p r e s s i o n  ( G odow sk i  a n d  K n i p e ,  19 83 ;  s e e  s e c t i o n  

I . l O . d .  i i  ) .

1 . 8 . b . i i i  65K D N A - b i n d i n g  p r o t e i n

The  6 5 Kd b p  i s  e s s e n t i a l  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n  (M cG eoch ,  

1 9 8 7 ;  S c h a f f e r  e t  a l . , 1 9 8 7 ;  D r .  V. P r e s t o n ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) ,  i s  s t r o n g l y  D N A - b i n d i n g  ( B a y l i s s  e t  a l . , 

1 9 7 5 ;  P o w e l l  a n d  P u r i f o y ,  1 9 7 6 ) ,  a n d  i s  d i s t i n c t  f r o m  t h e  

65K v i r i o n  p o l y p e p t i d e  ( M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 8 7 )  r e s p o n s i b l e  

f o r  t r a n s a c t i v a t i n g  i m m e d i a t e - e a r l y  g e n e s  ( C a m p b e l l  e t  a l . , 

1 9 8 4 ) .  I t  h a s  b e e n  m a p p e d  t o  g e n e  Ux,42 ( F i g u r e s  9 a n d  1 0 ;
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McGeoch, 1987;  P a r r i s  e t  a l . , 1987)  . The p o l y p e p t i d e  i s  a l s o  

known a s  ICSP3 4 , 3 5 ,  a n d  h a s  b e e n  shown t o  be s t r o n g l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  DNA p o l y m e r a s e  ( V a u g h a n  e t  a l . , 1 9 8 4 ,  

1 9 8 5 ;  s e e  s e c t i o n  I . 8 . b . i ) .  The f u n c t i o n  o f  t h e  65KDBP i s  

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

t o p o i s o m e r a s e  I  a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  HSV-1 v i r i o n s  ( M u l l e r  e t  

a l . , 19 8 5 ) .  I t  i s  n o t  b e l i e v e d  t o  be a  t o p o i  some r a s e  ( D r .  H. 

S.  P f e r s d e n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

1 . 8 . b . i v  A l k a l i n e  e x o n u c l e a s e

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

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

a c t i v i t y  h a s  a n  a l k a l i n e  pH o p t i m u m  ( K e i r  a n d  G o l d ,  1 9 6 3 ;  

K e i r ,  1 9 6 8 ;  M o r r i s o n  a n d  K e i r ,  1 9 6 8 ;  H ay  e t  a l . , 1 9 7 1 )  a n d  

i s  v i r u s  e n c o d e d  ( F r a n c k e  e t  a l . , 1 9 7 8 ) ,  m a p p i n g  t o  

0 . 1 4 5 - 0 . 1 8 5  m . u .  (M oss  e t  a l . , 1 9 7 9 ;  P r e s t o n  a n d  C o r d i n g l e y ,  

19 8 2 ) .  The l a t t e r  w o r k e r s  s h o w e d  t h a t  t h e  m a j o r  p r o d u c t  o f  

i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  f r o m  t h i s  r e g i o n  w as  a n  85K 

p o l y p e p t i d e ,  s u b s e q u e n t l y  shown t o  be e n c o d e d  by a  2 . 3  k b  

mRNA ( B a n k s  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  C o s t a  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  Mass  ( 1 9 8 6 ) ,  

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

l e s i o n  i n  t h i s  g e n e  ( F r a n c k e  e t  a l . , 19 7 8 ;  M oss  e t  a l . , 

1 9 7 9 ) ,  s h o w e d  t h a t  t h e  a l k a l i n e  e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  was  

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

1 . 8 . b . v  R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e

A H S V - i n d u c e d  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  a c t i v i t y  w h i c h  

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

L e o n  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  L a n g e l i e r  e t  a l . , 1 9 7 8 ;  H u s z a r  a n d  

B a c c h e t t i ,  1 9 8 1 )  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  b o t h  HSV-1 ( C o h e n ,
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19 72) and HSV-2 (Cohen e t  a l . , 1974)  i n f e c t e d  c e l l s .  

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

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

The H S V - i n d u c e d  en z y m e  h a s  b e e n  shown t o  be v i r a l l y  e n c o d e d  

( D u t i a ,  1 9 8 3 ) ,  w i t h  t h e  HSV-1 p o l y p e p t i d e  Vmwl36,  w h i c h  maps  

b e t w e e n  0 . 5 8 0 - 0 . 5 8 5  m . u . ,  b e i n g  a n  e s s e n t i a l  c o m p o n e n t  

( P r e s t o n  V. e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  The s e n s i t i v i t y  o f  t h e  v i r u s  

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

s u b u n i t s  ( L a n g e l i e r  a n d  B u t t i n ,  1 9 8 1 ) .  U s i n g  a n t i b o d i e s  

a g a i n s t  Vmwl36,  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  a  p o l y p e p t i d e ,  Vmw3 8 , 

c o p r e c i p i t a t e s  w i t h  Vmwl36.  T h e s e  tw o  p o l y p e p t i d e s  a l s o  

c o p u r i f y  ( H u s z a r  a n d  B a c c h e t t i ,  1 9 8 3 ;  B a c c h e t t i  e t  a l . ,

19 8 4 ;  P r e s t o n  V. e t  a l . , 19  8 4 ) .  Vmw38 i s  c o d e d  t o  t h e  r i g h t  

o f  Vmwl3 6 ( F i g u r e s  9 a n d  1 0 ) ,  t h e  tw o  m e s s a g e s  b e i n g  3 '  

c o t e r m i n a l  ( M c L a u c h l a n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 2 ) .

U s i n g  a  HSV-1 ts_ m u t a n t  i n  t h e  Vmwl3 6 c o m p o n e n t  o f  

r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e ,  F rame e t  a l . ( 1 9 8 5 )  c o u l d  

p r e c i p i t a t e  a t  t h e  p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  Vmwl3 6 a n d  Vmw3 8 

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

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

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

p r e c i p i t a t e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t  Vmwl36 a n d  Vmw38 f o r m  a 

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

n o n - p e m i s s i v e  t e m p e r a t u r e .  The c o m p l e x  may be  e s s e n t i a l  f o r  

r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  a c t i v i t y  ( F r a m e  e t  a l . , 19 85;  

B a c c h e t t i  e t  a l . , 1 9 8 6 ) ;  a  v i e w  s u p p o r t e d  by t h e  r e c e n t  

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

c a r b o x y - t e r m i n u s  o f  Vmw3 8 i n h i b i t  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  

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

w i t h  c o m p l e x  f o r m a t i o n  ( C o h e n  e t  a l . , 1 9 8 6 ;  D u t i a  e t  a l . ,
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H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  a l s o  e n c o d e s  a n u n b e r  o f  o t h e r  

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

1 . 8 . b . v i  D e o x y n u c l e o s i d e  p y r i m i d i n e  k i n a s e  ( t h y m i d i n e  

k i n a s e )

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  e n c o d e s  a  t h y m i d i n e  k i n a s e  ( t k )  

( K i t  a n d  D u b b s ,  1 9 6 3 )  w h i c h  p h o s p h o r y l a t e s  b o t h  t h y m i d i n e  

a n d  d e o x y c y t i d i n e  u s i n g  t h e  same a c t i v e  s i t e  ( J a m i e s o n  a n d  

S u b a k - S h a r p e ,  1 9 7 4 ) .  T h i s  enzym e  h a s  b e e n  m a p p e d  t o  

0 . 3 0 0 - 0 . 3 0 9  m. u .  a n d  s u b s e q u e n t l y  s e q u e n c e d  ( M c K n i g h t ,  1 9 8 0 ;  

W a g n e r  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .  The e n zy m e  i s  n o n - e s s e n t i a l  i n  g r o w i n g  

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

c e l l s  ( J a m i e s o n  a n d  S u b a k - S h a r p e ,  1 9 7 4 ) .  V i r u s e s  l a c k i n g  t k  

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

p a t h o g e n i c i t y  ( F i e l d  a n d  W i l d y ,  1 9 7 8 ) .

I . 8 -. b . v i i  D e o x y u r i d i n e  t r i p h o s p h a t e  n u c l e o t i d y l h y d r o l a s e  

( d U T P a s e )

The d U T P ase  c a t a l y z e s  t h e  h y d r o l y s i s  o f  dUTP t o  dUMP 

a n d ,  a s  a  c o n s e q u e n c e ,  m i n i m i z e s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  dUTP 

i n t o  DNA. H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  h a s  b e e n  shown t o  e n c o d e  a 

d U T P a s e  ( W o h l r a b  e t  a l . , 1 9 8 2 ;  P r e s t o n  a n d  F i s h e r ,  1 9 8 4 )  

w h i c h  m a ps  t o  0 . 6 9 - 0 . 7 0  m. u .  ( F i g u r e s  9 a n d  1 0 ) .  The dU TPase  

a c t i v i t y  h a s  b e e n  shown t o  be n o n - e s s e n t i a l  i n  v i t r o  ( F i s h e r  

a n d  P r e s t o n ,  1 9 8 6 ) .

1 . 8 . b . v i i i  U r a c i l  DNA g l y c o s y l a s e

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  e n c o d e s  a  u r a c i l  DNA g l y c o s y l a s e



T h i s  e n zy m e ,  w h ic h  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  rem o v in g  u r a c i l  from  

DNA, i s  e n c o d e d  by  g e n e  UL2 ( D r .  D . J .  M c G e o c h ,  p e r s o n a l

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

m i b i  ' W f i n  : •■■■■. ■■■: - '
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(Caradonna and Cheng, 1 9 8 1 )  which  maps t o  0 . 0 6 5 - 0 . 0 8  m. u.
J v. kda n d  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 9 , 0 0 0  f o l l o w i n g  i n  v i t r o 

t r a n s l a t i o n  ( C a r a d o n n a  e t  a l . , 1 9 8 7 ) . *

V a r i c e l l a - z o s t e r  v i r u s  a n d  HVS h a v e  b e e n  shown t o  

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

l a c k s  t h i s  enzym e ( H o n e s s  e t  a l . , 19 8 6 ; T h o m p s o n  e t  a l . ,

19 8 7 ) .

I . 8 . b . i x  P r o t e i n  k i n a s e

A l t h o u g h  t h i s  enzym e  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  i n v o l v e d  i n  DNA 

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

McGeoch  a n d  D a v i s o n  (19  8 6 a )  h a v e  i d e n t i f i e d  a  g e n e  

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

o n c o g e n i c  r e t r o v i r u s e s  i n  t h e  s h o r t  r e g i o n  o f  HSV-1 (M cGeoch  

e t  a l . , 1 9 8 5 ) ,  HSV-2 (McGeoch  e t  a l . , 1 9 8 7 )  a n d  VZV ( D a v i s o n  

a n d  S c o t t ,  1 9 8 6 ) ,  t h r e e  a l p h a h e r p e s v i r u s e s .  No h o m o l o g u e  h a s  

b e e n  f o u n d  i n  EBV, a gammaher p e s v i r u s .  The r o l e  o f  t h i s  

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

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

( L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 7 ) .  As t h e  p o l y p e p t i d e  i s  

s y n t h e s i z e d  a t  e a r l y  t i m e s ,  i t  may a c t  t o  m o d i f y  h o s t  

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

a b o v e  g e n e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  n o v e l  p r o t e i n  k i n a s e  

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

S t o b b s ,  1 9 8 1 ;  K a t a n  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  P u r v e s  e t  a l . , 1 9 8 6 ,

1 9 8 7 ) .
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A p p r o x i m a t e l y  f i f t y  H S V - i n d u c e d  p o l y p e p t i d e s  h a v e  b e e n  

r e c o g n i z e d  by o n e - d i m e n s i o n a l  SDS-PAGE ( H o n e s s  a n d  R o i z m a n ,  

19 7 3 ,  1 9 7 4 ;  P o w e l l  a n d  C o u r t n e y ,  19 75;  M a r s d e n  e t  a l . ,

1 9 7 6 ) .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  HSV-1 g en o m e  ( D r .  D. J .  

M cG eo ch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  h a s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

g e n o m e  e n c o d e s  7 0 d i s t i n c t  p o l y p e p t i d e s .  Some p o l y p e p t i d e s  

a r e  n o t  r e c o g n i z a b l e  f o l l o w i n g  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS-PAGE o f  

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

s p e c i f i c  a n t i s e r a  f o r  r e c o g n i t i o n  ( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  

B u c k m a s t e r  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  F ra m e  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  

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

h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d ;  t h u s ,  t h e  t o t a l  n i m b e r  o f  HSV-1 

s p e c i f i e d  p o l y p e p t i d e s  may be s o m e w h a t  h i g h e r  t h a n  70  ( D r .

D. J .  McGeoch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  On t w o - d i m e n s i o n a l  

SDS-PAGE, a t  l e a s t  2 30 d i s t i n c t  p o l y p e p t i d e  s p e c i e s  h a v e  

b e e n  i d e n t i f i e d  ( H a a r r  a n d  M a r s d e n ,  1 9 8 1 ) ,  a l t h o u g h  many o f  

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

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

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

I . 9 . a  P o s t - t r a n s l a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n  o f  h e r p e s  s i m p l e x  

v i r u s  p o l y p e p t i d e s  

The d i f f e r e n c e  i n  t h e  a p p a r e n t  m o b i l i t i e s  on  SDS-PAGE 

o f  some i n  v i t r o  t r a n s l a t e d  HSV p o l y p e p t i d e s  c o m p a r e d  t o  

t h o s e  f r o m  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  i n d i c a t e s  t h a t  many HSV 

p o l y p e p t i d e s  u n d e r g o  some fo rm  o f  p o s t —t r a n s l a t i o n a l  

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

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

'i
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p h o s p h o r y l a t i o n ,  s u l p h a t i o n  and c l e a v a g e ,  a l t h o u g h  a l i m i t e d  

a m o u n t  o f  p o l y r i b o s y l a t i o n  ( P r e s t o n  a n d  N o t a r i a n n i ,  1 9 8 3 )  

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

S p e a r ,  1 9 8 2 )  a l s o  o c c u r s .

1 . 9 . a . i  P r o t e o l y t i c  c l e a v a g e

P r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  a p p e a r s  t o  be i n v o l v e d  i n  t h e  

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

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

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

1 9 8 4 ) .  B a l a c h a n d r a n  a n d  H u t t - F l e t c h e r  ( 1 9  85) a l s o  s u g g e s t  

t h a t  i n  t h e  p r o c e s s i n g  o f  gG-2 t h e  108K f i n a l  p r o d u c t  a r i s e s  

by p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  o f  a  120K g l y c o s y l a t e d  p r e c u r s o r .  gE  

a l s o  a p p e a r s  t o  u n d e r g o  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e .  P f e t u r e  gE i s  

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

a n d  S p e a r ,  1 9 7 9 ) .  In t h e  p r e s e n c e  o f  s e r u m ,  t h r e e  g E - r e l a t e d  

c l e a v a g e  p r o d u c t s  o f  3 2 / 3 4 / 3 5K a r e  f o u n d  i n  t h e  medium (H o p e  

e t  a l . , 1 9 8 2 ;  C r o s s  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  The s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  

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

1 . 9 . a . i i  S u l p h a t i o n

A l l  t h e  m a j o r  HSV g l y c o p r o t e i n s  ( g B ,  gC,  gD a n d  gE) a r e  

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

(H ope  e t  a l . , 1 9 8 2 ;  Hope a n d  M a r s d e n ,  1 9 8 3 ) .

1 . 9 . a . i i i  P h o s p h o r y l a t i o n

S i x t e e n  HSV-1 a n d  e i g h t e e n  HSV-2 p o l y p e p t i d e s  a r e  

p h o s p h o r y l a t e d  ( P e r e i r a  e t  a l « , 19 77 ;  M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  

W i l c o x  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p h o s p h a t e  c y c l e s  on 

a n d  o f f  s e v e r a l  HSV p o l y p e p t i d e s  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e
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p r o t e i n s  a c t  as  p h o sp h a te  d on ors .  Many p h o s p h o p r o t e i n s  are  

D N A - b i n d i n g  p r o t e i n s ,  w i t h  t h e i r  D N A - b i n d i n g  p r o p e r t i e s  

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

e x a m p l e ,  i n  i t s  p h o s p h o r y l a t e d  f o r m ,  ICP29 ( 5 4 , 0 0 0  m o l .  w t . ) 

w a s  s t r o n g l y  D N A - b i n d i n g ,  w h e r e a s  Vmwl3 6 ( t h e  l a r g e  s u b u n i t  

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

n o n - p h o s p h o r y l a t e d  f o r m  ( W i l c o x  e t  a l .  , 19 8 0 ) .

I . 9 . b  D N A - b i n d i n g  p r o t e i n s

A p p r o x i m a t e l y  s i x t e e n  H S V - l - i n d u c e d  a n d  t w e l v e  

H S V - 2 - i n d u c e d  p o l y p e p t i d e s  h a v e  b e e n  shown t o  p o s s e s s  

D N A - b i n d i n g  p r o p e r t i e s  ( B a y l i s s  e t  a l . , 19 75;  P o w e l l  a n d  

P u r i f o y ,  1 9 7 6 ;  Hay  a n d  H ay ,  1 9 8 0 ;  W i l c o x  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .  I t  

i s  unknown how many o f  t h e s e  b i n d  DNA d i r e c t l y .  The MDB 

( P o w e l l  e t  a l . , 1 9 8 1 )  a n d  65KDBP (V a u g h a n  e t  a l . , 1 9 8 5 )  h a v e  

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

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

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

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

c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( P o w e l l  a n d  P u r i f o y ,  1 9 7 7 ;  B a n k s  e t  

a l . , 19 8 3 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e s e  tw o  e n z y m e s  a l s o  i n t e r a c t  

d i r e c t l y  w i t h  DNA. The s i t u a t i o n  w i t h  VmwIEl75 i s  u n c l e a r  

( s e e  s e c t i o n  I . l O . d . i ) .  S e v e r a l  o f  t h e s e  v i r u s  p r o t e i n s ,  f o r  

e x a m p l e ,  t h e  DNA p o l y m e r a s e  (Vtnwl45) a n d  a l k a l i n e  

e x o n u c l e a s e  (Vtnw87) ,  h a v e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  ( s e e  s e c t i o n

1 . 8 .  b .  i  a n d  i i i ) .  Vmw21 h a s  been  shown t o  b i n d  t o  t h e  ' a '  

s e q u e n c e  ( D a l z i e l  a n d  M a r s d e n ,  1 9 8 4 ;  s e e  s e c t i o n  I . 7 . h ) .  The 

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

s t i l l  u n k n o w n .
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I . 9 . c  G l y c o p r o t e i n s

S e v e n  HSV g l y c o p r o t e i n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  ( s e e  T a b l e  

1 f o r  a  s um m a ry  o f  t h e i r  f u n c t i o n s ) .  T h e s e  a r e  gB, gC, gD 

( S p e a r ,  1 9 7 6 ) ,  gE ( B a u c k e  a n d  S p e a r ,  1 9 7 9 ) ,  gG ( M a r s d e n  e t  

a l » r 1 9 7 8 ,  1 9 8 4 ;  R o i z m a n  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  F r a m e  e t  a l . , 1 9 8 6 ;  

McGeoch e t  a l . , 19 8 7 ) ,  gH ( B u c k m a s t e r  e t  a l . , 1 9 8 4 )  a n d  g l  

( L o n g n e c k e r  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  An u n i d e n t i f i e d  o p e n  r e a d i n g  

f r a m e  i n  Ug ,  Ug5 ,  a l s o  a p p e a r s  t o  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  

e n c o d e  a  g l y c o p r o t e i n  (McGeoch e t  a l . , 1 9 8 5 ) ,  a l t h o u g h  no 

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

( D r .  D. J .  McGeoch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ;  s e e  F i g u r e  1 2 ) .  

No HSV-2 h o m o l o g u e  o f  gH h a s  y e t  b e e n  i d e n t i f i e d .  T h e r e  i s  a  

l a r g e  s i z e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  gG-1 a n d  g G - 2 ,  w i t h  gG-2 

c o n t a i n i n g  a  1 4 6 0  bp  i n s e r t .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  o b s e r v e  

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

g e n e s  4 - 8  a l l  c o d i n g  f o r  a c t u a l  o r  p o t e n t i a l  g l y c o p r o t e i n s .  

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

(M cGeoch e t  a l . , 1 9 8 7 ) .

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

show n  t o  be n o n - e s s e n t i a l  i n  t i s s u e  c u l t u r e  -  gC ( H e i n e  e t  

a l . , 1 9 7 4 ) ,  gG, g E ,  g l  a n d  Ug5 ( L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,

1 9 8 6 ,  1 9 8 7 ;  L o n g n e c k e r  e t  a l . , 1 9 8 7 ;  H a r l a n d  a n d  B ro w n ,

1 9 8 8 ) .  Ts l e s i o n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  gB ( R u y e c h a n  e t  

a l . , 1 9 7 9 ;  L i t t l e  e t  a l . , 1 9 8 1 )  a n d  gH ( W e l l e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  

B u c k m a s t e r  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  G o m p e l s  a n d  M i n s o n ,  1 9 8 6 ) ,  

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

r e q u i r e m e n t  f o r  gD i s  a t  p r e s e n t  u nknow n .

P u l s e —c h a s e  e x p e r i m e n t s  a n d  t w o - d i m e n s i o n a l  SDS-PAGE 

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

s e v e r a l  d i s c r e t e  s t e p s  ( H a a r r  a n d  M a r s d e n ,  1 9 8 1 ;  P a l f r e y m a n

' i



Table 1 : Properties of the HSV-encoded glyco p r o t e i n s

GLYCOPROTEIN

gB
UL27

gC
UL44

gD
US6

gE
US8

gG
US4

gH
UL22

g lUS7

POSSIBLE FUNCTIONS

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

I m p l i c a t e d  i n  a d s o r p t i o n ,  p e n e t r a t i o n  an d  

c e l l  f u s i o n .

Not  e s s e n t i a l  f o r  r e p l i c a t i o n  i n  t i s s u e  c u l t u r e

I m p l i c a t e d  i n  a d s o r p t i o n ,  p e n e t r a t i o n  an d  

c e l l  f u s i o n .

gC-1  c a n  a c t  a s  a C 3 b - r e c e p t o r .

No t_s m u t a n t  y e t  d e s c r i b e d .

I m p l i c a t e d  i n  a d s o r p t i o n ,  an d  i n  c e l l  f u s i o n .

Not e s s e n t i a l  f o r  r e p l i c a t i o n  i n  t i s s u e  c u l t u r e  

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

I n t e r a c t s  w i t h  g l  t o  f o rm  an  F c - r e c e p t o r .

Not e s s e n t i a l  f o r  r e p l i c a t i o n  i n  t i s s u e  c u l t u r e

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

I m p l i c a t e d  i n  c e l l  f u s i o n  an d  i n  c e l l - t o - c e l l  

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

Not e s s e n t i a l  f o r  r e p l i c a t i o n  i n  t i s s u e  c u l t u r e  

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



F ig u r e  1 2 .  HSV-1 g l y c o p r o t e i n s  and sy n  l o c i .

T h e  HSV-1 g e n o m e  i s  r e p r e s e n t e d  i n  t h e  p r o t o t y p e  

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

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

l i n e ) .  The g l y c o p r o t e i n  p r e d i c t e d  t o  be e n c o d e d  by g e n e  

0S 5  h a s  n o t  y e t  b e e n  i d e n t i f i e d .

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

p o s i t i o n s  o f  t h e  i d e n t i f i e d  s y n  l o c i  ( t= x  ) .

( A d a p t e d  f r o m  M a r s d e n ,  1 9 8 7 ) .
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e t  a l . , 1983 ) ,  i n v o l v i n g  the  a d d i t i o n  o f  both N - l i n k e d  and  

O - l i n k e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  a s  i n d i c a t e d  by i n h i b i t i o n  by 

t u n i c a m y c i n  a n d  m o n e n s i n ,  r e s p e c t i v e l y  ( P i z e r  e t  a l . , 1 9 8 0 ;  

J o h n s o n  a n d  S p e a r ,  1 9 8 2 ;  Hope a n d  M a r s d e n ,  1 9 8 3 ) .  S e v e r a l  

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

T a b l e  1 ;  r e v i e w e d  i n  M a r s d e n ,  1 9 8 7 ) .  N e u t r a l i z i n g  a n t i b o d i e s  

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

i d e n t i f i e d  : gB ( P o w e l l  e t  a l . , 1 9 7 4 ;  S h o w a l t e r  e t  a l . ,

1 9 8 1 ) ,  gC ( Z w e ig  e t  a l . , 1 9 8 0 ;  B a l a c h a n d r a n  a n d  

H u t t - F l e t c h e r ,  1 9 8 5 ) ,  gD ( P o w e l l  e t  a l . , 1 9 7 4 ;  S h o w a l t e r  e t  

a l . , 1 9 8 1 ) ,  gE ( P a r a  e t  a l . , 1 9 8 3 ) ,  gG ( B a l a c h a n d r a n  a n d  

H u t t - F l e t c h e r ,  19 85)  a n d  gH ( S h o w a l t e r  e t  a l . , 19 81;  

B u c k m a s t e r  e t  a l . , 19 8 4 ) .

I t  h a s  b e e n  shown t h a t  gB a n d  gD ( J o h n s o n  e t  a l . , 19 84) 

a n d ,  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  gC a n d  gE ( F u l l e r  a n d  S p e a r ,  1 9 8 5 )  

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

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

e x c e p t  t h a t  t h e y  a r e  s e r o t y p e - s p e c i f i c  ( V a h l n e  e t  a l . , 19 79 ,  

1 9 8 0 ?  A d d i s o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  In a d d i t i o n ,  gB a n d ,  t o  a  

l e s s e r  e x t e n t ,  gC a p p e a r  t o  p l a y  a  r o l e  i n  p e n e t r a t i o n  

( L i t t l e r  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  B z i k  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  D eL u ca  e t  a l . , 

1 9 8 4 ?  E p s t e i n  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .

I . 9 . c . i  C e l l  f u s i o n

Some HSV-1 v a r i a n t s  i n d u c e  c e l l  f u s i o n ,  o r  s y n c y t i u m  

( s y n ) f o r m a t i o n  ( H o g g a n  a n d  R o i z m a n ,  1 9 5 9 ) .  S e v e n  o r  e i g h t  

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

( r e v i e w e d  i n  S p e a r ,  198 5 ?  M a r s d e n ,  1 9 8 7 ?  F i g u r e  1 2 ) .  Syn 

l o c i  1 - 3  w e r e  m a p p e d  by R u y e c h a n  e t  a l . ( 1 9 7 9 ) .  The s y n  1 

l o c u s  h a s  now b e e n  c o m p l e t e l y  s e q u e n c e d  a n d  a  p o i n t  m u t a t i o n
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i d e n t i f i e d  i n  2 sy n  m u ta n ts  mapping h e r e  (Bond and P e r s o n ,  

1 9 8 4 ;  D e b r o y  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  P o g u e - G e i l e  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  

P o g u e - G e i l e  a n d  S p e a r ,  1 9 8 6 ) .  An o p e n  r e a d i n g  f r a m e  f o r  a  

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

The p o s i t i o n  o f  t h e  sy n  2 l o c u s  i s  a b o u t  0 . 7 4 5  m . u .  

( M a c h u c a  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  I t s  r e l a t i o n s h i p  t o  gC i s  u n c e r t a i n  

( M a n s e r v i g i  e t  a l . , 19  7 7 ;  H o n e s s  e t  a l . , 19 8 0; M a c h u c a  e t  

a l . , 1 9 8 6 ) ,  b u t  t h e r e  a p p e a r s  t o  be a  s t r o n g  b u t  n o t  

a b s o l u t e  c o r r e l a t i o n .  The s y n  3 l o c u s  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  gB 

( M a n s e r v i g i  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  D eL u ca  e t  a l . , 1 9 8 2 ;  B z i k  e t  a l . ,

1 9 8 4 ) .  The s y n  4 l o c u s  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  by i s o l a t i o n  o f  a  

t s  m u t a n t  i n  c e l l  f u s i o n  ( L i t t l e  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 1 ) ,  a s  h a s  

t h e  s y n  5 l o c u s  ( L i t t l e  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 1 ) .  The s y n  6 l o c u s  

m a p s  t o  t h e  5 '  e n d  o f  t h e  t k  g e n e  ( S a n d e r s  e t  a l . , 1 9 8 2 )  a n d  

may  be  t h e  same a s  t h e  s y n  8 l o c u s  i n v o l v i n g  gH ( G o m p e l s  a n d  

M i n s o n ,  1 9 8 6 ) ,  w h i c h  i s  a l s o  s i t u a t e d  5 '  o f  t k  ( S h a r p  e t  

a l . , 1 9 8 3 ;  McGeoch a n d  D a v i s o n ,  1 9 8 6 b ) .  The s y n  7 l o c u s  i s  

s i t u a t e d  w i t h i n  gD ( N o b l e  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  G o m p e l s  a n d  M i n s o n ,  

1 9 8 6 ;  M i n s o n  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .

I . 9 , c . i i  E g r e s s

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

n u c l e a r  m e m b ran e  ( M o r g a n  e t  a l . , 1 9 6 9 ;  M a r s d e n ,  1 9 8 7 )  a n d  i s  

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

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

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

c e l l  s u r f a c e  ( J o h n s o n  a n d  S p e a r ,  1 9 8 2 ;  S p e a r ,  1 9 8 5 ) .  

B u c k m a s t e r  e t  a l . (19 84)  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  gH m ay  p l a y  a 

r o l e  i n  e g r e s s  a n d  c e l l - t o - c e l l  s p r e a d  o f  HSV, s i n c e  a  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a g a i n s t  gH i n h i b i t s  p l a q u e  f o r m a t i o n .
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1 . 9 . c . i i i  F c - r e c e p t o r

A r e c e p t o r  w h i c h  b i n d s  t o  t h e  F c  r e g i o n  o f  IgG  

( F c - r e c e p t o r )  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  on  t h e  s u r f a c e  o f  HSV 

i n f e c t e d  c e l l s  a n d  v i r i o n s  ( B a u c k e  a n d  S p e a r ,  19 7 9 ;  P a r a  e t  

a l . , 1 9 8 0 ,  1 9 8 2 ;  J o h a n s s o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  The F c - r e c e p t o r  

m o l e c u l e  w a s  o r i g i n a l l y  b e l i e v e d  t o  be gE ,  b u t  m o r e  r e c e n t l y  

i t  h a s  b e e n  shown t o  c o n s i s t  o f  a  c o m p l e x  b e t w e e n  gE a n d  g l , 

n e i t h e r  o f  w h i c h  on  i t s  own h a s  r e c e p t o r  a c t i v i t y  ( J o h n s o n  

e t  a l . , 19 8 8 ) .

1 . 9 . c . i v  C 3 b - r e c e p t o r

Human e n d o t h e l i a l  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  HSV-1 e x p r e s s  

r e c e p t o r s  f o r  t h e  C3b c o m p o n e n t  o f  c o m p l e m e n t  ( C i n e s  e t  a l . ,

1 9 8 2 ) .  T h i s  a c t i v i t y  i s  n o t  p r e s e n t  f o l l o w i n g  HSV-2 

i n f e c t i o n .  F r i e d m a n  e t  a l .  ( 1 9  84 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  g C - 1 ,  

b u t  n o t  g C - 2 , f u n c t i o n s  a s  a  C 3 b - r e c e p t o r .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  

h a s  shown t h a t  gC-1  r e l a t i v e  t o  gC-2 h a s  a  28  a m i n o  a c i d  

i n s e r t  ( F r i n k  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  S w a i n  e t  a l . , 1 9 8 5 ) ,  w h i c h  may 

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

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

a n d  C 3 b - r e c e p t o r s  on HSV i n f e c t e d  c e l l s  i s  u n c l e a r ,  b u t  i t  

m i g h t  be e x p e c t e d  t o  m o d u l a t e  t h e  immune r e s p o n s e  t o  HSV. 

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

1 . 9 . d  O t h e r  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s - i n d u c e d  p o l y p e p t i d e s  

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

i n v o l v e d  i n  r e p l i c a t i o n  a r e  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 8 . b ;  HSV 

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

1 . 1 0 . d . i .  A d e t a i l e d  m a p  o f  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s ,  i d e n t i f i e d
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by DNA s e q u e n c e  a n a l y s i s ,  i s  shown in  F i g u r e s  9 and 10 ,  and  

t h e  i d e n t i t y  o f  known g e n e s  i s  i n d i c a t e d  ( D r .  D. J .  McGeoch,  

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

I . 10 HERPES SIMPLEX VIRUS GENE EXPRESSION AND mRNA 

SYNTHESIS

1 . 1 0 . a  G e n e r a l  p r o p e r t i e s  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  

t r a n s c r i p t i o n

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

f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  ( H u m m e l e r  e t  a l . , 1 9 6 9 )  a n d  t r a n s c r i b e d  

t h r o u g h o u t  i n f e c t i o n  by t h e  h o s t  RNA p o l y m e r a s e  I I  ( A l w i n e  

e t  a l . , 1 9 7 4 ;  B e n - Z e e v  e t  a l . , 1 9 7 6 ;  C o s t a n z o  e t  a l . , 1 9 7 7 )  . 

T h e r e  i s  no  e v i d e n c e  f o r  a  n o v e l  RNA p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  i n  

HSV i n f e c t e d  c e l l s  (L o w e ,  1 9 7 8 ) .

1 . 1 0 . b  H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  RNA p r o c e s s i n g

L i k e  o t h e r  e u k a r y o t i c  mRNAs, HSV t r a n s c r i p t s  a r e  c a p p e d  

a t  t h e i r  5* e n d s  ( B a r t o s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 6 ;  M o ss  e t  a l . , 

1 9 7 7 ) .  Some mRNAs a r e  a l s o  i n t e r n a l l y  m e t h y l a t e d  a t  A 

r e s i d u e s  (M oss  e t  a l . , 1 9 7 7 ) ,  a l t h o u g h  t h i s  i s  n o t  t h e  c a s e  

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

( B a r t o s k i  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 6 ) .

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

( B a c h e n h e i m e r  a n d  R o i z m a n ,  19 7 2 ;  S t r i n g e r  e t  a l . , 1 9 7 7 )  

u s i n g  t h e  same p o l y a d e n y l a t i o n  s i g n a l  a s  t h e  h o s t  ( P r o u d f o o t  

a n d  B r o w n l e e ,  1 9 7 6 ) .  A p p r o x i m a t e l y  30 b p  d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  

p o l y A  s i g n a l  i s  s i t u a t e d  a  c o n s e n s u s  'GT box* s e q u e n c e ,  

YGTGTTYY ( G i l  a n d  P r o u d f o o t ,  1 9 8 4 ;  M c L a u c h l a n  e t  a l . , 1 9 8 5 ) ,  

b e l i e v e d  t o  be i m p o r t a n t  i n  mRNA t e r m i n a t i o n .
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Few HSV t r a n s c r i p t s  a r e  s p l i c e d .  The 5 ! e n d s  o f  the  

mRNA f o r  I E  g e n e s  4 a n d  5 a r e  s i t u a t e d  w i t h i n  t h e  s h o r t  

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

o p p o s i t e  e n d s  o f  U s .  I h e s e  t r a n s c r i p t s  a r e  s p l i c e d ,  w i t h  t h e  

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

b e i n g  t h e  same f o r  b o t h  g e n e s  ( W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  19 84b ;  

s e e  F i g u r e  1 3 ) .  G ene  U l 1 5  i s  a l s o  s p l i c e d ,  w i t h  t h e  i n t r o n  

b e i n g  p o s i t i o n e d  b e t w e e n  tw o  c o d i n g  e x o n s  ( D r .  D. J .

M cG eoch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ,  F i g u r e s  9 a n d  1 0 ) .  The mRNA 

f r o m  t h i s  g e n e  i s  a  2 . 7  k b  l a t e  p r o d u c t  w i t h  a  4 k b  s p l i c e  

( C o s t a  e t  a l . , 1 9 8 5 a ) .  I E l  mRNA i s  a l s o  s p l i c e d ,  c o n t a i n i n g  

tw o  i n t r o n s  o f  7 65 b p  a n d  1 3 5  b p ,  s i t u a t e d  b e t w e e n  c o d i n g  

e x o n s  ( P e r r y  e t  a l . , 1 9 8 6 ;  F i g u r e  1 3 ) .  M in o r  s p l i c e d  s p e c i e s  

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

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

a l . , 1 9 8 1 ,  1 9 8 3 ) .

R e g i o n s  o f  t h e  HSV-1 genom e h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  

t r a n s c r i p t  m a p p e d  ( W a g n e r ,  1 9 8 5 ) ,  a l t h o u g h  t h e  o n l y  c o m p l e t e  

t r a n s c r i p t  a n a l y s i s  i s  f o r  t h e  s h o r t  r e g i o n  o f  HSV-1 ( R i x o n  

a n d  M cG eo ch ,  1 9 8 4 ,  1 9 8 5 ;  McGeoch e t  a l . , 1 9 8 5 ;  F i g u r e  1 4 ) .  

One f e a t u r e  o f  Ug i s  t h e  p r e s e n c e  o f  f o u r  3 '  c o - t e r m i n a l  

mRNA f a m i l i e s ,  w i t h  e a c h  m e s s a g e  c o n t a i n i n g  a  d i f f e r e n t  5 '  

e n d  a n d  c o d i n g  f o r  t h e  m o s t  5 '  g e n e .  A l s o ,  t h e  c o d i n g  

r e g i o n s  o f  g e n e s  UglO a n d  U g l l  a r e  p a r t l y  o v e r l a p p i n g ,  b e i n g  

t r a n s l a t e d  i n  d i f f e r e n t  r e a d i n g  f r a m e s  on  t h e  same s t r a n d .  

T h r o u g h o u t  t h e  HSV g en o m e  t h e r e  a r e  15  known 3 '  c o - t e r m i n a l  

f a m i l i e s  o f  mRNA. T h e r e  a p p e a r  t o  be few  a r e a s  w h i c h  a r e  

t r a n s c r i b e d  f r o m ,  o r  a r e  c o d i n g  o n ,  b o t h  s t r a n d s  ( D r .  D. J .  

M cG eoch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

Gene  UL38 i s  e n c o d e d  by tw o  5 '  c o - t e r m i n a l  mRNAs 
w h i c h  b o t h  a p p e a r  t o  e n c o d e  t h e  same p o l y p e p t i d e  p r o d u c t  
(McGeoch e t  a l . , 1 9 8 8 ,  F i g u r e  1 0 ) .



F i g u r e  1 3 .  HSV-1 i m m e d i a t e - e a r l y  g e n e s .

T h e  HSV-1 g e n o m e  i s  r e p r e s e n t e d  i n  t h e  p r o t o t y p e  

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

i m m e d i a t e - e a r l y  g e n e s  a r e  i l l u s t r a t e d  a s  1 t o  5 i n d i c a t i n g  

I  E l  t o  5 .

IE 1  e n c o d e s  V m w I E l l O ;  IE 2  e n c o d e s  VmwIE6 3; IE3  

e n c o d e s  V m w I E l7 5 ;  IE 4  e n c o d e s  VmwIE68; a n d  I E 5  e n c o d e s  

VftiwI E l  2 .
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F i g u r e  1 4 .  Genome o r g a n i z a t i o n  w i t h i n  t h e  s h o r t  u n i q u e

r e g i o n .

T he  s h o r t  u n i q u e  r e g i o n ,  a p p r o x i m a t e l y  1 3 , 0  00 b p ,  i s  

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

p r e d i c t e d  c o d i n g  r e g i o n s  (C Z 3 )  a r e  i n d i c a t e d .  Vtaere k n o w n ,  

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

a r e  f o u r  3 '  c o - t e r m i n a l  f a m i l i e s  c o n s i s t i n g  o f  Ug3 a n d  4 ;  

U g 5 ,  6 a n d  7 ;  Ug8 a n d  9 ;  a n d  U g lO ,  1 1  a n d  1 2 .  W h ere  a  

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

f a m i l i e s ,  o n l y  t h e  m o s t  5 '  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  i s  

t r a n s l a t e d .
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1 . 1 0 . c  Herpes  s i m p l e x  v i r u s  tem p o ra l  r e g u l a t i o n

I n f e c t i o n  w i t h  HSV i n d u c e s  th e  s y n t h e s i s  o f  a b o u t  50

r e c o g n i z a b l e  p o l y p e p t i d e s  ( H o n e s s  a n d  R o i z m a n ,  19 73 ,  19 74,  

1 9 7 5 ;  P o w e l l  a n d  C o u r t n e y ,  1 9 7 5 ?  M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 7 6 )  w h i c h  

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

i m m e d i a t e - e a r l y  ( I E  o r  a l p h a ) ,  e a r l y  (E  o r  b e t a )  a n d  l a t e  (L 

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

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

( H o n e s s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 4 ;  S w a n s t r o m  a n d  W a g n e r ,  19 74? 

C l e m e n t s  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  J o n e s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 9 ) .  T h e r e  i s  no 

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

t e m p o r a l  c l a s s ,  w i t h  t h e  p o s s i b l e  e x c e p t i o n  o f  t h e  I E  g e n e s  

( C l e m e n t s  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  W a g n e r ,  1 9 8 5 ) .

R e g u l a t i o n  o f  v i r a l  g e n e  e x p r e s s i o n  w o u l d  a p p e a r  t o  be 

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

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

t r a n s l a t i o n a l  l e v e l .  At l a t e  t i m e s ,  gD mRNA c o n t i n u e s  t o  

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

r e d u c e d  ( J o h n s o n  a n d  S p e a r ,  1 9 8 4 ) .  O n ly  t r a n s c r i p t i o n a l  

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

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

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

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

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

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

1 . 1 0 . c . i  I m m e d i a t e - e a r l y  g e n e  e x p r e s s i o n

T h e r e  a r e  f i v e  m a j o r  I E  g e n e s ,  IEL,  I E 2 ,  I E 3 ,  IE4 a n d  

I E 5 ,  w h i c h  c o d e  f o r  p o l y p e p t i d e  p r o d u c t s  V m w IEl lO ,  VmwIE6 3r 

VtnwIE175,  VmwlE68 a n d  V m w IEl2 ,  r e s p e c t i v e l y  ( C l e m e n t s  e t
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a l ^ ,  1 9 7 9 ;  P r e s t o n ,  1 9 7 9 a ;  E a s t o n  and C le m e n t s ,  1980;  F i g u r e  

1 3 ) .  The p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  p o l y p e p t i d e s  a r e  o u t l i n e d  i n  

s e c t i o n  I . l O . d .  i .  IE1 a n d  IE3  map t o  t h e  r e p e a t  r e g i o n s  a n d  

a r e  t h e r e f o r e  d i p l o i d ,  w h i l e  IE4  a n d  IE5  s h a r e  a  common 

p r o m o t e r  a n d  5 '  u n t r a n s l a t e d  l e a d e r .  IE2 m a p s  t o  t h e  r i g h t  

e n d  o f  U l .

D u r i n g  i n f e c t i o n  a t  3 7 °C ,  IE  RNA c a n  be d e t e c t e d  t y  1 h 

p o s t  i n f e c t i o n  ( l a t e r  c l a s s e s  by 2 - 3  h p o s t  i n f e c t i o n ) .  The 

r a t e  o f  s y n t h e s i s  i s  m a x i m a l  a t  a r o u n d  2 h p o s t  i n f e c t i o n ,  

w i t h  m a x i m a l  l e v e l s  o f  mRNA b e i n g  p r e s e n t  a p p r o x i m a t e l y  3 h 

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

t i m e s  i n  i n f e c t i o n  ( H a r r i s - H a m i l t o n  a n d  B a c h e n h e i m e r ,  1 9 8 3 ;  

G o d o w s k i  a n d  K n i p e ,  1 9 8 6 ) .

I m m e d i a t e - e a r l y  3 RNA d e c l i n e s  v e r y  s h a r p l y ,  r e f l e c t i n g  

i t s  t r a n s c r i p t i o n a l  s h u t - o f f  by 4 h p o s t  i n f e c t i o n  ( G o d o w s k i  

a n d  K n i p e ,  1 9 8 6 ;  Y a g e r  a n d  B a c h e n h e  i m e r ,  1 9 8 7 ) .  On t h e  b a s i s  

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

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

g e n e  e x p r e s s i o n  ( H o n e s s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 4 ,  1 9 7 5 ) .  G o d o w s k i  

a n d  K n i p e  (1 9  86)  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  MDB, a n  e a r l y  

p r o t e i n ,  m ay  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  IE3  

( s e c t i o n  I . l O . d . i i i ) .  T h e r e  i s  a l s o  e v i d e n c e  f r o m  t s  m u t a n t s  

( P r e s t o n ,  1 9 7 9 a )  a n d  p l a s m i d  e x p r e s s i o n  s t u d i e s  ( G e l m a n  a n d  

S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ,  1 9 8 7 )  t h a t  VmwIE175 r e p r e s s e s  i t s  own a n d  

p o s s i b l y  o t h e r  I E  g e n e  s y n t h e s i s .

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

n o v o  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( K o z a k  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 4 ;  C l e m e n t s  e t  

a l . , 1 9 7 7 ;  C o s t a n z o  e t  a l . , 1 9 7 7 ) ,  a l t h o u g h  s y n t h e s i s  i s  

s t i m u l a t e d  5 - 1 0  f o l d  by t h e  m a j o r  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t  o f  

t h e  v i r i o n  t e g u n e n t ,  Vmw6 5 ( P o s t  e t  a l . , 19 81;  Mackem a n d
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Roizman, 1 9 82;  B a t t e r s o n  and Roizman,  19 83; C o r d i n g l e y  e t  

a l .  , 1 9 8 3 ;  C a m p b e l l  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  P r e s t o n  C. e t  a l . , 1 9 8 4 ) .

I . l O . c . i i  E a r l y  g e n e  e x p r e s s i o n

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

f u n c t i o n a l  I E  p r o d u c t s ,  p e a k i n g  a t  a b o u t  4 - 6  h p o s t  

i n f e c t i o n .  The c r i t e r i a  d e f i n i n g  e a r l y  g e n e s  a r e  n o t  a s  

c l e a r - c u t  a s  t h o s e  d e f i n i n g  I E  g e n e s .  T h ey  h a v e  b e e n  

s u b d i v i d e d  i n t o  b e t a ^  a n d  b e t a 2 d e p e n d i n g  on  t h e i r  

r e q u i r e m e n t  f o r  f u n c t i o n a l  I E  p o l y p e p t i d e s  ( P e r e i r a  e t  a l . ,  

1 9 7 7 ;  R o i z m a n  a n d  B a t t e r s o n ,  1 9 8 5 ) .  An e x a m p l e  o f  a  b e t a ^  

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

may be  e x p r e s s e d  u n d e r  I E  c o n d i t i o n s  a n d  by some t s  m u t a n t s  

o f  VmwIE175 t h a t  do n o t  o t h e r w i s e  e x p r e s s  e a r l y  g e n e

p r o d u c t s  ( D eLuca  e t  a l . , 19 8 5 ) .

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

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

h e n c e  a r e  s e n s i t i v e  t o  PAA. gD i s  an  e x a m p l e  o f  s u c h  a 

p r o t e i n  ( G i b s o n  a n d  S p e a r ,  1 9 8 3 ;  J o h n s o n  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  VP5,  

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

e x t e n t  a s  gD i n  t h e  a b s e n c e  o f  DNA r e p l i c a t i o n ,  b u t  i s  m o re

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

( C o s t a  e t  a l . , 1 9 8 5 b ;  D e L u c a  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 5 ;  

H a r r i s - H a m i l t o n  a n d  B a c h e n h e  i m e r ,  1 9 8 5 ;  E v e r e t t ,  1 9 8 6 ) .

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

l e a k y - l a t e  ( b e t a - g a m m a ) ,  a n d  gamma^ g e n e s ,  d e p e n d i n g  on  t h e  

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

o f  DNA r e p l i c a t i o n  ( H a r r i s - H a m i l t o n  a n d  B a c h e n h e i m e r ,  1985;  

R o i z m a n  a n d  B a t t e r s o n ,  1985;  W a g n e r ,  1 9 8 5 ) .
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1 . 1 0 . c . i i i  L a t e  g e n e  e x p r e s s i o n

L a t e  g e n e  p r o d u c t s  c a n  be f i r s t  d e t e c t e d  by 2 - 3  h p o s t  

i n f e c t i o n ,  a n d  r e a c h  maximum l e v e l s  o f  a c c u m u l a t i o n  by 1 0 - 1 6  

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

i n i t i a t e d  a b o u t  2 h p o s t  i n f e c t i o n  a n d  p e a k s  by a b o u t  8 h 

p o s t  i n f e c t i o n  ( W i l k i e ,  1 9 7 3 ;  R o i z m a n ,  1 9 7 9 ) .  In t h e  

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

f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  D N A - n e g a t i v e  t s  m u t a n t s ,  t h e r e  i s  a 

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

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

R o i z m a n ,  1 9 7 4 ,  1 9 7 5 ;  S w a n s t r o m  a n d  W a g n e r ,  1 9 7 4 ;  P o w e l l  e t  

a l . , 1 9 7 5 ;  M a r s d e n  e t  a  1 .  , 1 9 7 6 ;  J o n e s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 7 9 ;  

H o l l a n d  e t  a l . , 1 9 8 0 ;  P e d e r s o n  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .

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

gamma^ ( l e a k y  l a t e )  a n d  gamma2 ( t r u e - l a t e ) ,  d e p e n d i n g  on  

t h e i r  r e q u i r e m e n t  f o r  DNA r e p l i c a t i o n  ( R o i z m a n  a n d  

B a t t e r s o n ,  1 9 8 5 ;  W a g n e r ,  1 9 8 5 ) .  The e x p r e s s i o n  o f  gamma^ 

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

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

gamma2 g e n e s  i s  r e d u c e d  t o  b a r e l y  d e t e c t a b l e  l e v e l s  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  DNA s y n t h e s i s  ( P o w e l l  e t  a l . , 19 75 ;  G o d o w s k i  a n d  

K n i p e ,  1 9 8 5 ;  J o h n s o n  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .

VP5 ( s e e  s e c t i o n  I . l O . c .  i i )  i s  a n  e x a m p l e  o f  a n  

e a r l y - l a t e  g e n e ,  w h i l e  U g l l ,  w h i c h  e n c o d e s  Vmw21 ( R i x o n  a n d  

M cG eoch ,  1 9 8 4 ;  McGeoch e t  a l . , 1 9 8 5 ;  J o h n s o n  e t  a l . , 1 9 8 6 ;  

M ac L e a n  e t  a l . , 1 9 8 7 ) ,  a n d  gC ( H a l l  e t  a l .  , 1 9 8 2 ;  Y a g e r  a n d  

B a c h e n h e i m e r ,  19 87)  a r e  e x a m p l e s  o f  t r u e - l a t e  g e n e s .

1 . 1 0 . d  P o l y p e p t i d e s  i n v o l v e d  i n  g e n e  r e g u l a t i o n

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

m u t a n t s  and plasm i d - b a s e d  t r a n s i e n t  e x p r e s s i o n  s y s t e m s .  The 

m a jo r  c l a s s  o f  t h e s e  i s  the  IE p o l y p e p t i d e s .

I . I Q . d . i  Herpes  s i m p l e x  v i r u s  i m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e s  

H erp es  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 e n c o d e s  f i v e  I E  

p o l y p e p t i d e s  named a c c o r d i n g  t o  t h e i r  m o b i l i t y  on  SDS-PAGE 

i n  t e r m s  o f  t h e i r  a p p a r e n t  m o l .  w t .  ( Vtaw) ( M a r s d e n  e t  a l . , 

1 9 7 6 ;  P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 7 8 ;  W a t s o n  e t  a l . , 1 9 7 9 )  o r  i n f e c t e d  

c e l l  p o l y p e p t i d e  ( IC P )  n u m b e r  ( H o n e s s  a n d  R o i z m a n ,  19 7 4 ;  

M o r s e  e t  a l . , 1 9 7 8 )  . E q u i v a l e n t  p o l y p e p t i d e s  a r e  f o u n d  i n  

HSV-2 ( E a s t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 0 ) .

Gene A p p a r e n t  m o l .  w t .  (H S V -1 ) ICP num

I E l VtewIEllO ICPO

IE2 VtawIE6 3 IC P 27

IE3 Vtewl E l  7 5 ICP4

IE4 Vtawl E6 8 IC P 2 2

IE5 Vte wl E l  2 IC P 47

W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  V m w IEl2 ,  a l l  t h e  I E  p o l y p e p t i d e s  

a r e  p h o s p h o r y l a t e d  ( P e r e i r a  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  M a r s d e n  e t  a l . ,

19  7 8 ;  F e n w i c k  a n d  W a l k e r ,  1 9 7 9 ;  A c k e r m a n n  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  

S e a r s  e t  a l . ,  1 9 8 5 )  a n d  a r e  l o c a t e d  b o t h  i n  t h e  c y t o p l a s m  

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

c h r o m a t i n  (H ay  a n d  H a y ,  1 9 8 0 ,  1 9 8 1 ) .

VtewIEl lO

No t s  m u t a n t s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  i n  I E l .  O n ly  o n e  c o p y  

i s  r e q u i r e d  f o r  n o r m a l  v i r u s  g r o w t h  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n  i n
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t i s s u e  c u l t u r e  (Brown e t  a l . , 1 9 84 ;  Harland and Brown, 1985;  

M a c L e a n  a n d  B ro w n ,  1 9 8 7 b ) .  S to w  a n d  S t o w  ( 1 9 8 6 )  h a v e  

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

c o p i e s  o f  I E l .  A l t h o u g h  t h i s  d e l e t e d  g e n e ,  w hen  s u b s t i t u t e d  

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

e x p r e s s i o n  ( s e e  b e l o w )  i n  a  t r a n s i e n t  e x p r e s s i o n  a s s a y  

( P e r r y  e t  a l . , 1 9 8 6 ) ,  t h e  v i r u s  w as  c a p a b l e  o f  g r o w i n g  on  a 

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

2 0 - 1 0 0  f o l d  c o m p a r e d  t o  w i l d - t y p e  H SV -1 .  I t s  a b i l i t y  t o  

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

i n d i c a t i n g  t h a t  i n i t i a t i o n  o f  i n f e c t i o n  w as  p o o r .

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

w i l d - t y p e  v i r u s .  S a c k s  a n d  S c h a f f e r  ( 1 9 8 7 )  h a v e  a l s o  

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

s i m i l a r  p r o p e r t i e s  t o  t h e  m u t a n t  o f  S t o w  a n d  S t o w  ( 1 9 8 6 ) .

S a n d r i - G o l d i n  e t  a l . ( 1 9 8 7 )  h a v e  c o n s t r u c t e d  c e l l  l i n e s  

e x p r e s s i n g  a n  a n t i s e n s e  I E l  m e s s a g e .  E x p r e s s i o n  o f  Vmw IEl lO  

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

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

o r  v i r u s  y i e l d .

T h u s ,  i t  a p p e a r s  t h a t  w h i l e  VmwIEllO may p l a y  a r o l e  i n  

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

n o t  a n  a b s o l u t e l y  e s s e n t i a l  p o l y p e p t i d e  i n  t h e  HSV-1 l y t i c  

c y c l e  i n  v i t r o . In  v i v o  t h e  m u t a n t  o f  S t o w  a n d  S t o w  (19  86)  

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

a  f r e q u e n c y  c o m p a r a b l e  t o  i t s  w i l d - t y p e  p a r e n t  ( D r .  G. B.

C l e m e n t s ,  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 t r a s t  t h e  m u t a n t  o f  S to w  a n d  S to w  ( 1 9 8 6 )  i s  

u n a b l e  t o  r e a c t i v a t e  l a t e n t  v i r u s  f r o m  an  _in v i t r o  l a t e n c y  
m o d e l  ( R u s s e l l  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .
VtnwIE63

A n u m b e r  o f  t s  m u t a n t s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  i n  I E 2 ,
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s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  gene  i s  e s s e n t i a l  (S a c k s  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  

M a c L e a n  a n d  Brown (19  8 7 b ,  a n d  t h i s  t h e s i s )  h a v e  i s o l a t e d  a 

v a r i a n t  o f  HSV-1 w h i c h ,  a l t h o u g h  n o t  c o n t a i n i n g  a  d e t e c t a b l e  

d e l e t i o n  i n  I E 2 ,  f a i l s  t o  s y n t h e s i z e  d e t e c t a b l e  VmwIE6 3 

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

m u t a n t s  o f  S a c k s  e t  a l . (19 83)  a t  t h e  n o n - p e r m i s s i v e  

t e m p e r a t u r e  o v e r p r o d u c e  VmwIEl75  a n d  VmwIE6 3,  s y n t h e s i z e  

n o r m a l  l e v e l s  o f  e a r l y  p r o t e i n s  a n d  some e a r l y - l a t e  

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

s e v e r e l y  u n d e r p r o d u c e  l a t e  p o l y p e p t i d e s .  E v e r e t t  ( 1 9  86)  h a s  

show n t h a t  VmwIE6 3 o n  i t s  own h a s  no e f f e c t  on  e a r l y  a n d  

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

VtnwIE175 c a u s e s  i n c r e a s e d  t r a n s c r i p t i o n  f r o m  a  l a t e  p r o m o t e r  

( V P 5 ) .  T h u s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  VmwIE6 3 i s  n o t  r e q u i r e d  t o  

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

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

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

f i n d i n g s  o f  M a c L e a n  a n d  Brown ( 1 9 8 7 b ) .

V tn w I E 1 7 5

O n l y  o n e  c o p y  o f  IE 3  i s  r e q u i r e d  f o r  n o r m a l  v i r u s  

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

R o i z m a n ,  1 9 8 6 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ) .  H o w e v e r ,  IE3 h a s  

b e e n  show n t o  be e s s e n t i a l  i n  t h e  l i f e c y c l e  o f  H SV -1 ,  h a v i n g  

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

Many t s  m u t a n t s  i n  V mwIEl75 h a v e  b e e n  i s o l a t e d  ( M a r s d e n  e t  

a l . , 1 9 7 6 ;  W a t s o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 7 8 ,  1 9 8 0 ;  P r e s t o n ,  1 9 7 9 a ;  

D i x o n  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 0 ;  D eL u ca  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  D e l e t i o n  

m u t a n t s  i n  b o t h  c o p i e s  o f  IE3  h a v e  a l s o  b e e n  i s o l a t e d  a n d ,  

w h i l e  c a p a b l e  o f  g r o w i n g  o n  c e l l  l i n e s  e x p r e s s i n g  V m w IEl75 ,
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t h e y  a re  i n c a p a b l e  o f  growing  on normal ( n o n - p e r m i s s i v e ) 

c e l l s ,  w h i c h  f a i l  t o  c o m p l e m e n t  t h i s  g e n e  ( D e L u c a  e t  a l . ,  

1 9 8 5 ) .

M o s t  t s  m u t a n t s  i n  V mwIEl75 o v e r e x p r e s s  I E  p o l y p e p t i d e s

a n d  f a i l  t o  e x p r e s s  e a r l y  a n d  l a t e  p o l y p e p t i d e s  ( M a r s d e n  e t

a l .  , 1 9 7 6 ;  W a t s o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 7 8 ,  1 9 8 0 ;  P r e s t o n ,  1 9 7 9 a ;

D i x o n  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 0 ) .  In t e m p e r a t u r e  s h i f t - u p

e x p e r i m e n t s ,  t h e s e  m u t a n t s  r e s u m e  I E  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d

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

f u n c t i o n a l  VmwIE175 i s  r e q u i r e d  c o n t i n u o u s l y  t h r o u g h o u t

i n f e c t i o n  f o r  e a r l y  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  I E  g e n e  r e p r e s s i o n

( D i x o n  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 0 ;  W a t s o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 0 ) .  Ts

m u t a n t s  i n  IE3 h a v e  a l s o  b e e n  i s o l a t e d  i n  w h i c h  e a r l y ,  b u t

n o t  l a t e ,  g e n e s  a r e  e x p r e s s e d .  In some c a s e s ,  n o  DNA i s

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

n o r m a l ,  i m p l y i n g  t h a t  VmwIE175 p l a y s  a  r o l e  b o t h  i n  DNA

r e p l i c a t i o n  a n d  l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  (D e L u c a  e t  a l . , 19 8 4 ) .

T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  VmwIE175 may h a v e  s e v e r a l

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

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

The d i f f e r e n c e  i n  b e h a v i o u r  o f  d e l e t e d  IE3  g e n e s  c o m p a r e d  t o

t s  IE3  g e n e s  i n  a  p l a s m i d - b a s e d  t r a n s i e n t  e x p r e s s i o n  a s s a y
*

may s u p p o r t  t h i s  s u g g e s t i o n  (D e L u c a  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 7 ) .

v m w I E l 75 h a s  b e e n  i s o l a t e d  a s  a  h o m o d i m e r i c  c o m p le x  

(M etz  l e r  a n d  W i l c o x ,  1 9 8 5 ) .  I t  i s  a  p h o s p h o p r o t e i n ,  t h e r e  

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

s e p a r a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  m o b i l i t y  on  SDS-PAGE 

( P e r e i r a  e t  a l .  , 1 9 7 7 ) .  VmwIEl75  f r o m  t s K ,  a n  HSV-1 s t r a i n  

17  m u t a n t  w i t h  a  t s  l e s i o n  i n  I E 3 ,  c o n t a i n s  o n l y  a  s i n g l e  

a m i n o - a c i d  s u b s t i t u t i o n  c o m p a r e d  t o  w i l d - t y p e  VmwIE175
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( D a v i s o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ) ,  and a t  the  non-pe  m i s s i v e  

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

( P r e s t o n ,  1 9 7 9 a , b )  a n d  f a i l s  t o  be p o l y - A D P r i b o s y l a t e d  

( P r e s t o n  a n d  N o t a r i a n n i ,  1 9 8 3 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  s u c h  

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

VtnwIEl 7 5 .

V inwlE l75 h a s  b e e n  shown t o  be a  DNA-b i n d i n g  p r o t e i n ,  

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

i n t e r a c t i o n  ( B a y l i s s  e t  a l .  , 1 9 7 5 ) .  Hay a n d  H ay  ( 1 9 8 0 )

r e p o r t e d  t h a t  V m w lE l75 f r o m  c r u d e  e x t r a c t s  o f
c e l l s  i n f e c t e d  _ u n d e r :  I E  c o n d i t i o n s

“7 b o u n d  t o  DNA, a n d  F a b e r  a n d  W i l c o x  (1 9  86)

s h o w e d  t h a t  p a r t i a l l y - p u r i f i e d  Vmwl El  75 c o u l d  a l s o  b i n d  t o

DNA. In  c o n t r a s t ,  F r e e m a n  a n d  P o w e l l  ( 1 9  8 2 )  s h o w e d  t h a t

p u r i f i e d  V m w lE l75 h a d  l o s t  t h e  a b i l i t y  t o  b i n d  t o  DNA; t h i s

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

e x t r a c t s .  'These  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  V mwIEl75 d i d  n o t  b i n d

d i r e c t l y  t o  DNA, b u t  b o u n d  v i a  a  c e l l u l a r  p r o t e i n .  H o w e v e r ,

i t  i s  e q u a l l y  p o s s i b l e  t h a t  VmwIE175 h a d  b e e n  d e s t a b i l i z e d

d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  a n d  l o s t  i t s  D N A - b i n d i n g  a c t i v i t y ;

a d d i t i o n  o f  p r o t e i n s  may r e s t a b i l i z e  V m w IE l75 ,  r e s t o r i n g  i t s

D N A - b i n d i n g  p r o p e r t i e s .

R e c e n t l y ,  DNA s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  w h i c h  b i n d  

p r o t e i n  c o m p l e x e s  c o n t a i n i n g  Vmwl El  75 .  U s i n g  a  D N A - b i n d i n g  

i m m u n o a s s a y ,  F&ber  a n d  W i l c o x  (19  86)  h a v e  shown t h a t  

p a r t i a l l y - p u r i f i e d  VmwIE175 b i n d s  t o  o n e  s i t e  i n  t h e  gD 

p r o m o t e r  a n d  tw o  s i t e s  i n  t h e  t e t r a c y c l i n e  g e n e  o f  pBR3 22 .  

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

(ATCGTCNNNNYCGRC). As t h e  s i t e  i n  gD l i e s  o u t w i t h  t h e  

e s s e n t i a l  gD p r o m o t e r  r e g i o n ,  i t s  s i g n i f i c a n c e  i s  unknown 

( E v e r e t t ,  1 9 8 3 ;  F a b e r  a n d  W i l c o x ,  1 9 8 6 ) .
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K r i s t i e  a n d  R o i z m a n  ( 1 9 8 6 a ,  b) h a v e  a l s o  d e m o n s t r a t e d  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p r o t e i n  c o m p l e x e s  c o n t a i n i n g  VmwlEl 75 

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

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  V m w IEl75 .  T hey  d e t e c t e d  

b i n d i n g  t o  t h e  r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s  o f  I E  g e n e s  1 ,  2 a n d  3 

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

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

s t i m u l a t i o n  by VmwIE175 ( O ' H a r e  a n d  H a y w a r d ,  1 9 8 5 a ) .

A n a l y s i s  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e  i n  IE3 r e v e a l e d  t h a t  i t

c o n t a i n e d  s e q u e n c e s  f r o m  - 1 3 5  t o  - 1 9 4  ( K r i s t i e  a n d  R o i z m a n ,  

1 9 8 6 b ) .  B i n d i n g  d i d  n o t  r e q u i r e  t h e  p r e s e n c e  o f  S p l  b i n d i n g

s i t e s  a n d  t h e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  o f  F a b e r  a n d  W i l c o x  (1 9  86)

w a s  n o t  p r e s e n t .  In c o n t r a s t ,  M u l l e r  ( 1 9  87) w a s  u n a b l e  t o  

d e t e c t  b i n d i n g  i n  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  IE3  g e n e  p r o m o t e r  u s i n g  

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

t r a n s c r i p t i o n a l  s t a r t  s i t e  o f  t h e  g e n e  : D N ase  I  

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

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

s i t e  o f  F a b e r  a n d  W i l c o x  ( 1 9 8 6 ) ,  a n d  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  

r e g i o n  b e l i e v e d  t o  be i m p o r t a n t  f o r  a u t o r e g u l a t i o n  by 

VhiwIE175 ( O ' H a r e  a n d  H a y w a r d ,  1 9 8 7 ) .

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

s i g n i f i c a n c e  a n d  e f f e c t s  o f  t h e s e  D N A - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s ,  

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

s p e c i f i c i t i e s  d e p e n d  on  t h e  p r o c e s s i n g  o f  VmwIEl75  a n d  on  

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

i n f e c t i o n .  M u l l e r  ( 1 9 8 7 )  d i d  n o t  d e t e c t  h i s  c o m p l e x  u n t i l  2 

h p o s t  i n f e c t i o n ,  t h e  t i m e  a t  w h i c h  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  IE3  

s t a r t s  ( G o d o w s k i  a n d  K n i p e ,  1 9 8 6 ) .

P i z e r  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) ,  u s i n g  a n  in  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n
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a s s a y ,  h a v e  d e m o n s tr a te d  t h a t  the  i n t e r a c t i o n  between  

VttiwIEl75 a n d  t h e  IE3  p r o m o t e r  c a n  l e a d  t o  d o w n - r e g u l a t i o n ,  

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

s t i m u l a t i o n .

VmwIE68

A d e l e t i o n  m u t a n t  i n  IE4 e x h i b i t s  h o s t - r a n g e  

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

o t h e r s  ( P o s t  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 1 ;  A c k e r m a n n  e t  a l . , 1 9 8 5 ;

S e a r s  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  T h e s e  w o r k e r s  s u g g e s t  t h a t  i n  t h e  

p e r m i s s i v e  c e l l s  a  c e l l u l a r  f a c t o r  s u b s t i t u t e s  f o r  VmwIE6 8 .  

T h e y  f u r t h e r  s p e c u l a t e  t h a t  VmwIE6 8 may h a v e  a  r o l e  t o  p l a y  

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

e x p r e s s i o n  i n  n o n - p e m i s s i v e  c e l l  l i n e s  ( S e a r s  e t  a l . ,

1 9 8 5 ) .

VfttwIEl2

I m m e d i a t e - e a r l y  g e n e  5 h a s  b e e n  shown t o  be 

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

R o i z m a n ,  1 9 8 6 ;  Umene,  1 9 8 6 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ) .  I t  i s  

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

p o l y p e p t i d e  ( P e r e i r a  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  Hay  a n d  H a y ,  1 9 8 0 ,  1 9 8 1 ) .  

L i t t l e  i s  known a b o u t  i t s  f u n c t i o n  b u t  O ’ H a r e  a n d  H a y w a r d  

( 1 9 8 5 a )  s u g g e s t  t h a t  i t  may h a v e  a  r o l e  t o  p l a y  i n  

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

I . l O . d . i i  Vtnw65

S t i m u l a t i o n  o f  I E  g e n e  e x p r e s s i o n  i n v o l v e s  t h e
(UL42, F i g u r e  10 )

i n t e r a c t i o n  o f  the major tegument p o ly p e p t id e ,  vmw6 5 ,A w ith  

upstream  r e g u la to r y  r e g io n s  o f  the I E  g e n e s  ( P o s t  e t  a l . ,
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1 9 8 1 ;  Mackem and Roizman, 1 9 8 2 b ;  B a t t e r s o n  and Roizman,

1 9 8 3 ;  C o r d i n g l e y  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  C a m p b e l l  e t  a l .  , 1 9 8 4 ;

P r e s t o n  C. e t  a l . , 1 9 8 4 ;  s e e  s e c t i o n  I . l O . f . i ) .

The DNA s e q u e n c e  o f  Vmw6 5 h a s  now b e e n  d e t e r m i n e d

( D a l r y m p l e  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  P e l l e t  e t  a l .  , 1 9 8 5 ) .  I t  h a s  b e e n

show n  t o  be a  d i f f e r e n t  p o l y p e p t i d e  f r o m  t h e  6 5KDBP

p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  ( B a y l i s s  e t  a l .  , 1 9 7 5 ;  M a r s d e n  e t  a l .  ,

19 8 7 ;  s e c t i o n  1 . 8 .  b . v ) ,  a n d  d o e s  n o t  b i n d  t o  DNA a l o n e

( M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 8 7 ;  M u l l e r ,  1 9 8 7 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t

Vlmw65 m a y  a l t e r  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  a  c e l l u l a r  D N A - b i n d i n g

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

v i a  a  c e l l u l a r  o r  v i r a l  p r o t e i n  : i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n

c e l l u l a r  p r o t e i n s  a n d  t h e  HSV TAATGARATTC m o t i f v h a v e  b e e n
( G a f f n e y  e t  a l . , 1 9 8 5 )  

i d e n t i f i e d  ( K r i s t i e  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 7 ;  R . T h o m p s o n ,  p e r s o n a l

c o m m u n i c a t i o n )  , a n d  s u c h  i n t e r a c t i o n s  may be a l t e r e d

f o l l o w i n g  v i r a l  i n f e c t i o n ,  w i t h  Vmw6 5 b e i n g  f o u n d  i n  t h e

D N A - p r o t e i n  c o m p l e x  ( P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 8 8 ) .

I . l O . d . i i i  M a j o r  D N A - b in d i n g  p r o t e i n

The MDB h a s  b e e n  shown t o  a f f e c t  g e n e  t r a n s c r i p t i o n .  

D e f e c t s  i n  t h e  MDB l e a d  t o  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  a l l  

c l a s s e s  o f  HSV g e n e s  (G o d o w s k i  a n d  K n i p e ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 6 ) .  In 

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

f o r  t h e  s w i t c h - o f f  o f  IE3 t r a n s c r i p t i o n  a n d  t o  d e c r e a s e  t h e  

l e v e l s  o f  a t  l e a s t  some g e n e s  o f  a l l  t e m p o r a l  c l a s s e s  

( G o d o w s k i  a n d  K n i p e ,  1 9 8 5 ,  1 9 8 6 ) .  T h e s e  r e s u l t s  c o u l d  e i t h e r  

be i n t e r p r e t e d  a s  a  g e n e r a l  r e p r e s s i o n  o f  HSV t r a n s c r i p t i o n  

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

IE3 s y n t h e s i s  a t  e a r l y  t i m e - p o i n t s ,  l a c k  o f  t h i s  f u n c t i o n  

c o u l d  l e a d  t o  i n c r e a s e d  VmwIEl75 l e v e l s  a n d ,  a s  a
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c o n s e q u e n e e ,  h i g h e r  l e v e l s  o f  HSV e a r l y  a n d  l a t e  g e n e  

e x p r e s s i o n .

1 . 1 0 . e  T r a n s a c t i v a t i o n  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  p r o m o t e r s  i n  

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

1 . 1 0 . e . i  I m m e d i a t e - e a r l y  p r o m o t e r s

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

t h e  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  f r o m  I E  p r o m o t e r s .  VmwIEl lO 

s t i m u l a t e s  e x p r e s s i o n  f r o m  a l l  I E  p r o m o t e r s  ( O ' H a r e  a n d  

H a y w a r d ,  1 9 8 5 a ;  G e lm a n  a n d  S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ,  1 9 8 7 ) .  In 

c o n t r a s t ,  VmwIE175 a t  h i g h  m o l a r  r a t i o s  i n h i b i t s  e x p r e s s i o n  

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

f o u n d  a t  l o w  m o l a r  r a t i o s  ( D e L u c a  a n d  S c h a f f e r ,  19 85 ;  O ' H a r e  

a n d  H a y w a r d ,  1 9 8 5 b ;  G e lm a n  a n d  S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ,  1 9 8 7 ) .  

VhiwIE175 h a s  a l s o  b e e n  shown t o  h a v e  a s i m i l a r  e f f e c t  on  a l l  

t h e  o t h e r  I E  p r o m o t e r s ,  e x c e p t  t h a t  o f  I E  g e n e  2 ,  w h e r e  a 

g e n e r a l  s t i m u l a t o r y  r e s p o n s e  was  f o u n d  ( G e lm a n  a n d  

S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 7 ) .  When VmwIEllO a n d  Vmwl El 75 a r e  a d d e d  

t o g e t h e r ,  VmwIE175 i n h i b i t s  t h e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  

VinwIEllO ( G e l m a n  a n d  S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ,  1 9 8 7 ) .  In c o n t r a s t ,  

w hen  a  c l o n e d  t s  VmwIEl75 g e n e  i s  u s e d ,  t h i s  may s t i m u l a t e  

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

e f f e c t  w i t h  VmwIEllO  ( D e L u c a  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 5 ;  G e lm a n  a n d  

S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ,  1 9 8 7 ) .  Vmw65 a l s o  s t i m u l a t e s  I E  p r o m o t e r  

a c t i v i t y  ( G e l m a n  a n d  S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ,  1 9 8 7 ) .

I n t e r e s t i n g l y ,  G e lm an  a n d  S i l v e r s t e i n  ( 1 9 8 7 )  i l l u s t r a t e d  

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

p r o m o t e r s  t o  t r a n s a c t i v a t i o n .
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1 . 1 0 . e . i i  E a r l y  p r o m o t e r s

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

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

e x p r e s s i o n .  A l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  o f  s e v e r a l  g r o u p s  a r e  n o t  

c o m p l e t e l y  c o m p a t i b l e ,  t h e y  g i v e  t h e  same o v e r a l l  p r o f i l e .  

B o t h  V m w IEl lO  a n d  VmwIE175 c a n  s t i m u l a t e  e x p r e s s i o n  f r o m  

e a r l y  p r o m o t e r s  when  u s e d  i n  i s o l a t i o n  ( E v e r e t t ,  19 84a?  

O ' H a r e  a n d  H a y w a r d ,  1 9 8 5 a ;  Q u i n l a n  a n d  K n i p e ,  1 9 8 5 ;  G e lm a n  

a n d  S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ) .  H o w e v e r ,  w h e n  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n ,  

VtnwIEllO a n d  VmwIEl75 h a v e  a  s y n e r g i s t i c  e f f e c t  ( E v e r e t t ,  

1 9 8 4 a ,  1 9 8 6 ;  Q u i n l a n  a n d  K n i p e ,  1 9 8 5 ;  G e lm a n  a n d  

S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 6 ) .  B o t h  e a r l y  p r o m o t e r s  s u c h  a s  t k  a n d  

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

r e s u l t s .  O ' H a r e  a n d  H a y w a r d  ( 1 9 8 5 a )  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t ,  i n  

c o m b i n a t i o n  w i t h  VmwIEllO  a n d  V m w IE l7 5 ,  VmwIEl2 may i n c r e a s e  

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

t o  be c o n f i r m e d .

E v e r e t t  ( 1 9  86)  h a s  shown t h a t  VmwIE6 3 o n  i t s  own h a s  no 

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

VhiwIEl lO a n d  VmwIEl75  c a u s e s  i n c r e a s e d  t r a n s c r i p t i o n  f ro m  

t h e  VP5 ( a n  e a r l y - l a t e )  p r o m o t e r .  No e f f e c t  w as  s e e n  on 

e i t h e r  t h e  t k  o r  gD p r o m o t e r s .

1 . 1 0 . e . i i i  L a t e  p r o m o t e r s

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

I E  g e n e  p r o d u c t s .  The U g H  p r o m o t e r  i s  s t i m u l a t e d  t o  a  s m a l l  

e x t e n t  by VmwIEl75 a n d  V mwIEllO  a l o n e ,  b u t  t o  a  much g r e a t e r  

e x t e n t  when  b o t h  a r e  p r e s e n t  t o g e t h e r  ( J o h n s o n ,  1 9 8 7 ) .

VtnwlE63 w a s  shown t o  h a v e  no e f f e c t  o n  U g H  e x p r e s s i o n  

( J o h n s o n ,  1 9 8 7 ) .  S h a p i r a  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  h a v e  r e p o r t e d  s i m i l a r
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f i n d i n g s  w i t h  t h e  gC p r o m o t e r ,  a s  have DeLuca and S c h a f f e r  

( 1 9 8 5 )  u s i n g  t h e  L42 p r o m o t e r .  In c o n t r a s t ,  u s i n g  t h e  L A 2 

p r o m o t e r ,  M a v r o m a - N a z o s  e t  a l .  (19  86) f o u n d  t h a t  Vmwl El 75 

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

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

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

J o h n s o n  a n d  E v e r e t t  ( 19 8 6 a ) ,  u s i n g  a  p l a s m i d  s y s t e m ,  

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

a b u n d a n t  e x p r e s s i o n  o f  t h e  t r u e - l a t e  g e n e ,  U g H r  a l t h o u g h  i n  

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

d o e s  t a k e  p l a c e .  As s u c h ,  t h i s  m i m i c s  t h e  s y s t e m  i n  t h e  

i n t a c t  v i r u s  ( P o w e l l  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  S w a n s t r o m  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  

J o h n s o n  e t  a l . , 19 8 6 ) .  J o h n s o n  a n d  E v e r e t t  ( 1 9  8 6 a )  h a v e  

shown t h a t  t h i s  i s  n o t  o n l y  a  c a s e  o f  a n  i n c r e a s e  i n  

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

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

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

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

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

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

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

( J o h n s o n  a n d  E v e r e t t ,  19 8 6 a ) .

F i g u r e  1 5  s u m m a r i z e s  t h e  r o l e  o f  H S V - e n c o d e d  f a c t o r s  i n  

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

g e n e s .



F i g u r e  1 5 .  R e g u l a t i o n  o f  HSV t r a n s c r i p t i o n .

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

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

i n  t h e  t e x t .  F a c t o r s  s how n  a b o v e  t h e  c e n t r a l  l i n e  a n d  

i n d i c a t e d  by a  s o l i d  a r r o w  (■■—>) h a v e  a  p o s i t i v e  i n f l u e n c e  

i n  t h e  d i r e c t i o n  s h o w n ,  w h i l e  t h o s e  show n b e l o w  t h e  

c e n t r a l  l i n e  a n d  i n d i c a t e d  by a  d o t t e d  a r r o w  ( - - - * )  h a v e  a  

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

VtnwIE12 i n  e a r l y  g e n e  e x p r e s s i o n  r e m a i n s  t o  be 

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

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

MDB i s  t h e  m a j o r  D N A - b i n d i n g  p r o t e i n .

A d a p t e d  f r o m  J o h n s o n ,  19 8 7 .
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1 . 1 0 .  f Sequence  r e q u i r e m e n t s  f o r  herpes  s im p l e x  v i r u s  qene

e x p r e s s i o n

1 . 1 0 . f . i  I m m e d i a t e - e a r l y  p r o m o t e r s  

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

i n t o  ( i )  a  m i n i m a l  t r a n s c r i p t i o n  u n i t  t h a t  c o n t r o l s  b a s a l  

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

r e q u i r e d  f o r  c o r r e c t  t e m p o r a l  r e g u l a t i o n  ( P o s t  e t  a l . , 19 81; 

Mackem a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 2 a , b ;  C o r d i n g l e y  e t  a l . , 1 9 8 3 ;

K r i s t i e  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 4 ;  P r e s t o n  C. e t  a l . , 1 9 8 4 ;  B z i k  and 

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

CAP s i t e ,  TATA b o x  a n d  G C - r i c h  e l e m e n t s  w h i c h  may i n c l u d e  

S p l - b i n d i n g  s i t e s  ( J o n e s  a n d  T j i a n ,  1 9 8 5 ) .  The u p s t r e a m  

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

Vhiw6 5 ,  t h e  v i r i o n  c o m p o n e n t  (Mackem a n d  R o i z m a n ,  19 8 2 a ,  b;  

C o r d i n g l e y  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  P r e s t o n  C. e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  The 

r e s p o n s i v e  s e q u e n c e  h a s  a c o n s e n s u s  o f  TAATGARATTC (Mackem 

a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 2 a , b ;  M u r c h i e  a n d  McGeoch ,  1 9 8 2 ;  W h i t t o n  e t  

a l . , 1 9 8 3 ;  W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 a ;  G a f f n e y  e t  a l . ,

1 9 8 5 ) ,  w i t h  a t  l e a s t  o n e  c o p y  b e i n g  p r e s e n t  u p s t r e a m  o f  a l l  

t h e  HSV-1 a n d  HSV-2 I E  g e n e s .

The u p s t r e a m  r e g u l a t o r y  r e g i o n  o f  IE3 h a s  b e e n  

e x t e n s i v e l y  a n a l y z e d  ( L a n g  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  P r e s t o n  a n d  

T a n n a h i l l ,  1 9 8 4 ;  B z i k  a n d  P r e s t o n ,  1 9 8 6 ) .  An e n h a n c e r - l i k e  

e l e m e n t  w as  d i s c o v e r e d  w h i c h  w o r k e d  i n  a d i s t a n c e  a n d  

o r i e n t a t i o n  i n d e p e n d e n t  m a n n e r  b u t ,  u n l i k e  t h e  t y p i c a l  SV4 0 

e n h a n c e r  ( B a n e r j i  e t  a l . , 1 9 8 1 ) ,  d i d  n o t  a c t  when s i t u a t e d  

a t  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  g e n e ,  a n d  w as  r e s p o n s i v e  t o  Vmw65 ( L a n g  

e t  a l . , 1 9 8 4 ;  P r e s t o n  a n d  T a n n a h i l l ,  1 9 8 4 ) .  The s e q u e n c e s  

r e s p o n s i b l e  f o r  e n h a n c e r  a c t i v i t y  a n d  Vmw65 r e s p o n s i v e n e s s
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c o u l d  be s e p a r a t e d  -  t h e  e n h a nce r  a c t i v i t y  was a s s i g n e d  to  

t h r e e  s e p a r a t e  e l e m e n t s ,  t w o  S p l - b i n d i n g  s i t e s  ( GGGCGG) 

( J o n e s  a n d  T j i a n ,  19 85)  a n d  o n e  G A - r i c h  box w i t h  h o m o lo g y  t o  

t h e  SV40 e n h a n c e r  c o r e  ( W e i h e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  The m o s t  

i m p o r t a n t  e l e m e n t  f o r  r e s p o n s e  t o  Vmw65 w a s  t h e  TAATGARATTC 

s e q u e n c e ,  b u t  t h e  G A - r i c h  e l e m e n t  a u g m e n t e d  t h i s  e f f e c t .

I . l O . f . i i  E a r l y  p r o m o t e r s

The t k  p r o m o t e r  h a s  b e e n  a n a l y z e d  i n  g r e a t  d e t a i l  u s i n g
(Ace e t  a l . , 1 9 8 8 )  

d e l e t i o n  a n d  ' l i n k e r - s c a n n i n g '  m u t a g e n e s i s , ^ a n a  a s s a y i n g  i n

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

s u p e r i n f e c t e d  w i t h  HSV. The t k  p r o m o t e r  i s  a c t i v e

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

p r o d u c t s  ( M c K n i g h t  a n d  K i n g s b u r y ,  1 9 8 2 ;  M c K n i g h t  e t  a l . ,

1 9 8 4 ;  E i s e n b e r g  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  E l  K a r e h  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  J o n e s

e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  F b u r  r e g i o n s  r e q u i r e d  f o r  e f f i c i e n t

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

i n c l u d e  t h e  TATA b o x  a t  - 2 5 ,  t w o  GC h e x a n u c l e o t i d e s  a t  - 5  5

a n d  - 1 0 0 ,  a n d  a CAAT b o x  a t  - 8 5 .  The GC h e x a n u c l e o t i d e s  a r e

r e c o g n i z e d  by S p l  ( J o n e s  a n d  T j i a n ,  19 85) a n d  t h e  CAAT box

by CAAT b o x - b i n d i n g  p r o t e i n  ( J o n e s  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  Some o f

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

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

f o u n d  t o  be i m p o r t a n t ,  a s  w as  a n  a d d i t i o n a l  r e g i o n ,  j u s t  3 '

t o  t h e  RNA CAP s i t e ,  i e .  w i t h i n  t h e  u n t r a n s l a t e d  l e a d e r

s e q u e n c e  ( C o e n  e t  a l . , 19 8 6 ) .

The gD p r o m o t e r  h a s  b e e n  a n a l y z e d  i n  d e t a i l  by E v e r e t t  

( 1 9 8 3 ,  1 9 8 4 b ) .  D e l e t i o n  a n a l y s i s  h a s  shown t h a t  s e q u e n c e s  

f r o m  - 8 3  t o  + 1 7  a r e  s u f f i c i e n t  f o r  f u l l y  r e g u l a t e d  

e x p r e s s i o n  o f  gD. F bu r  i m p o r t a n t  r e g i o n s  w e r e  i d e n t i f i e d .
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( i )  The CAP s i t e  r e g i o n  ( - 4  t o  + 1 1 ) ;  ( i i )  t h e  TATA box ( - 2 5  

t o  - 1 8 ) ;  ( i i i )  a  G C - r i c h  r e g i o n  a t  - 5 3  t o  - 4 1 ,  a n d  ( i v )  a  

s e c o n d  G C - r i c h  r e g i o n  a t  - 7 3  t o  - 6 3 .  The l a t t e r  two r e g i o n s  

h a v e  g o o d  h o m o l o g y  t o  t h e  S p l  c o n s e n s u s  b i n d i n g  s i t e  ( J o n e s  

a n d  T j i a n ,  1 9 8 5 ;  J o n e s  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  K a r a d o n n a  e t  a l . ,

1 9 8 6 ) .  B o t h  t h e  gD a n d  t k  p r o m o t e r s  h a v e  s i m i l a r  s e q u e n c e  

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

n o t  h a v e  a n  o b v i o u s  CAAT b o x .

The e a r l y - l a t e  VP5 p r o m o t e r  h a s  b e e n  shown t o  r e q u i r e  

s e q u e n c e s  up t o  b e t w e e n  - 7 3  t o  - 1 2 5  f o r  f u l l  a c t i v i t y  ( C o s t a  

e t  a l . , 1 9 8 5 b ) .  T h u s ,  i t  p r o b a b l y  a l s o  r e q u i r e s  u p s t r e a m  

r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s ,  r e s e m b l i n g  t k  a n d  gD.

No v i r u s - s p e c i f i c  s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  i n  

e i t h e r  t h e  gD ( E v e r e t t ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 4 b )  o r  t k  ( E i s e n b e r g  e t  

a l . , 1 9 8 5 ;  C oen  e t  a l . , 1 9 8 6 )  p r o m o t e r s  when c o m p a r i n g  

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

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

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

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

u s e  e x i s t i n g  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  b i n d i n g  s i t e s .  HSV-1 

i n f e c t i o n  h a s  a l s o  b e e n  shown t o  a c t i v a t e  a t  l e a s t  some 

c e l l u l a r  p r o m o t e r s  ( E v e r e t t ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 4 b ) .  T h i s  e f f e c t  was  

m e d i a t e d  by I E  p o l y p e p t i d e s  ( E v e r e t t ,  1 9 8 4 a ) .

I . l O . f . i i i  L a t e  p r o m o t e r s

J o h n s o n  a n d  E v e r e t t  (19  86b)  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  

s e q u e n c e  r e q u i r e m e n t s  o f  t h e  t r u e - l a t e  g e n e ,  U g H  ( J o h n s o n  

e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  T h ey  h a v e  shown t h a t  o n l y  s e q u e n c e s  f ro m  - 3 1  

t o  + 39  a r e  r e q u i r e d  f o r  e f f i c i e n t  t r a n s c r i p t i o n .  T h i s  

i n c l u d e s  t h e  TATA b o x  w h i c h  t h e y  c o n c l u d e  may be t h e  o n l y
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s e q u e n c e  r e q u i r e m e n t  f o r  l a t e  gene e x p r e s s i o n .  They 

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

s e q u e n c e s  up t o  t h e  TATA b o x  a n d  l i n k i n g  i t  t o  a n  o r i g i n  o f  

DNA r e p l i c a t i o n .

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

t r u e - l a t e  g e n e ,  gC ( H a l l  e t  a l . , 19 82 ;  Y a g e r  a n d  

B a c h e n h e i m e r ,  19 87) w i t h  t h e  TATA b o x  a p p e a r i n g  t o  be 

e s s e n t i a l  (Homa e t  a l . , 1 9 8 6 ;  S h a p i r a  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .

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

o f  HSV g e n e s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 6 .  As i n f e c t i o n  

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

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

r e p l i c a t i o n  may be  a b l e  t o  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  l a c k  o f  

u p s t r e a m  p r o m o t e r  s e q u e n c e s  ( J o h n s o n  a n d  E v e r e t t ,  1 9 8 6 b ) ,  

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

a s  S p l  ( J o n e s  a n d  T j i a n ,  1 9 8 5 ) .

I . 11 EFFECTS OF HERPES SIMPLEX VIRUS INFECTION ON HOST CELL 

METABOLISM

I n f e c t i o n  o f  p e r m i s s i v e  c e l l s  by HSV l e a d s  t o  

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

s y n t h e s i s .  M i t o s i s  c e a s e s  ( W i l d y  e t  a l . , 1 9 6 1 ) ,  DNA 

s y n t h e s i s  i s  i n h i b i t e d  ( R o i z m a n  a n d  R o a n e ,  1 9 6 4 ) ,  a n d  a 

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

( S y d i s k i s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 6 6 ,  1 9 6 7 )  a c c o m p a n i e d  by a  

d e g r a d a t i o n  o f  c e l l u l a r  mRNAs ( S c h e k  a n d  B a c h e n h e i m e r ,

1 9 8 5 ) .  H o s t  p o l y s o m e s  a r e  d i s a g g r e g a t e d  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  

( S y d i s k i s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 6 6 ,  1 9 6 7 ) ,  a n d  n e w l y  f o r m e d



F i g u r e  1 6 .  HSV g e n e  ’ p r o m o t e r *  s i g n a l s .

C i s - a c t i n g  s i g n a l s  r e q u i r e d  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  HSV 

t r a n s c r i p t i o n .  A d a p t e d  f r o m  J o h n s o n  a n d  E v e r e t t  ( 1 9  8 6 a ) .  

P r o m o t e r  e l e m e n t  r e q u i r e m e n t s  s eem  t o  d e c r e a s e  t h e  l a t e r  

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

c o n s i s t  o f  o n l y  a  'T A T A - b o x '  a n d  c a p - s i t e  r e g i o n  ( C A P ) ,  

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

( O R I )  i n  c i s  f o r  e f f i c i e n t  e x p r e s s i o n ;  e a r l y  g e n e s  a l s o  

r e q u i r e  a  d i s t a l  p r o m o t e r  e l e m e n t ,  c o n t a i n i n g  a t  l e a s t  one  

o f  e i t h e r  a  'CAAT' b o x ,  G C - r i c h  m o t i f s  o r  G A - r i c h  m o t i f s ;  

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

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

TAATGARATTC, a s  w e l l  a s  f l a n k i n g  m o d u l a t o r y  s e q u e n c e s  f o r  

r e s p o n s e  t o  t h e  v i r i o n  t r a n s a c t i v a t i n g  f a c t o r ,  V3mw6 5 .

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

( S t r i n g e r  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .

I n f e c t i o n  w i t h  HSV-2 u s u a l l y  r e s u l t s  i n  a  m ore  r a p i d  

i n h i b i t i o n  o f  h o s t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  c o m p a r e d  t o  HSV-1 

( P o w e l l  a n d  C o u r t n e y ,  19 75;  P e r e i r a  e t  a l . , 19 77 ;  F e n w i c k  e t  

a l . , 1 9 7 9 ;  S c h e k  a n d  B a c h e n h e i m e r ,  1 9 8 5 ) ,  a l t h o u g h  HSV-2 

s t r a i n  HG52 i s  a n  e x c e p t i o n ,  c a u s i n g  p o o r  h o s t  s h u t - o f f  

( M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .

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

a t  l e a s t  tw o  f a c t o r s  b e i n g  i n v o l v e d .  One i s  a  v i r i o n  

c o m p o n e n t  ( S y d i s k i s  a n d  R o i z m a n ,  19 67;  F e n w i c k  a n d  W a l k e r ,  

1 9 7 8 ;  F e n w i c k  e t  a l . , 1 9 7 9 ;  S c h e k  a n d  B a c h e n h e  i m e r ,  1 9 8 5 ) ,  

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

( R e a d  a n d  F r e n k e l ,  1 9 8 3 ) .  A s e c o n d  f a c t o r ,  s y n t h e s i z e d  l a t e r  

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

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

R o i z m a n ,  1 9 7 4 ;  M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .  The v i r i o n - a s s o c i a t e d  

f a c t o r  h a s  b e e n  m a p p e d  t o  b e t w e e n  0 . 5 2 - 0 . 5 9  m. u .  ( M o r s e  e t  

a l . , 1 9 7 8 ) ,  a s  h a s  t h e  f a c t o r  r e s p o n s i b l e  f o r  i n h i b i t i o n  o f  

DNA s y n t h e s i s  ( F e n w i c k  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .

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

e s p e c i a l l y  t h e  h e a t  s h o c k  g e n e s  ( N o t a r i a n n i  a n d  P r e s t o n ,

19 82 ;  L a T h a n g u e  e t  a l . , 19 84)  a n d  some g e n e s  w h i c h  a r e  a l s o  

u p - r e g u l a t e d  i n  t r a n s f o r m e d  c e l l s  (MacNab e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  

E v e r e t t  ( 1 9 8 5 )  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  HSV i n f e c t i o n  c a n  

a c t i v a t e  s t a b l y - i n t e g r a t e d  c e l l u l a r  g e n e s .

1 . 1 2  THE EVOLUTION OF HERPESVIRUSES

H e r p e s v i r u s  e v o l u t i o n  c a n  be s u b d i v i d e d  i n t o  t h r e e
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a r e a s  : the  r e l a t e d n e s s  o f  p o l y p e p t i d e s  in d i f f e r e n t  

v i r u s e s ;  G+C c o n t e n t ;  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  DNA r e p e a t  

e l e m e n t s .  T h e r e  i s  o v e r l a p  b e t w e e n  t h e s e  a r e a s .  Such  

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

a v a i l a b i l i t y  o f  DNA s e q u e n c e  i n f o r m a t i o n  ( f o r  e x a m p l e ,  B a e r  

e t  a l . , 1 9 8 4 ;  McGeoch  e t  a l . , 1 9 8 5 ,  1 9 8 7 ;  D a v i s o n  a n d  S c o t t ,

1 9 8 6 )  .

1 . 1 2 . a  P o l y p e p t i d e  r e l a t e d n e s s

P r i o r  t o  l a r g e  s c a l e  DNA s e q u e n c i n g ,  i t  w as  c l e a r  t h a t  

many a l p h a h e r p e s v i r u s e s  d i d  s h a r e  a  common a n c e s t r y  a s  

d e t e r m i n e d  by a n t i g e n i c  c r o s s - r e a c t i v i t y  a n d  DNA 

c r o s s - h y b r i d i z a t i o n  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3 c ;  M cGeoch,

19 8 7 ) .  T h e r e  w as  no e v i d e n c e  f o r  r e l a t e d n e s s  b e t w e e n  

s u b - f a m i l i e s .  In  HSV-1 a n d  VZV, t w o  a l p h a h e r p e s v i  r u s e s ,  a  

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

e n c o d e d  by t h e  genome ( D a v i s o n  a n d  M cGeoch ,  19 86 ;  D a v i s o n  

a n d  S c o t t ,  1 9 8 6 ;  M cGeoch ,  1 9 8 7 ) .  G ene  o r g a n i z a t i o n  i n  t h e  

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

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

1 . 1 2 . d ) . H o w e v e r ,  a l l  t h e  VZV g e n e s  i n  t h e  s h o r t  s e g m e n t  

h a v e  c o u n t e r p a r t s  i n  t h e  HSV-1 s h o r t  s e g m e n t ,  a l t h o u g h  s i x  

HSV-1 g e n e s  h a v e  no c o u n t e r p a r t  i n  VZV ( D a v i s o n  a n d  McGeoch ,

1 9 8 6 ) .  T h e r e  i s  much l e s s  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  l o n g  

s e g m e n t s ,  w h e r e  o n l y  t h r e e  o r  f o u r  g e n e s  i n  b o t h  HSV-1 a n d  

VZV h a v e  no  c o u n t e r p a r t  (M cGeoch ,  19 87)  a n d  t h e  g e n e s  a r e  

a r r a n g e d ,  i n  t h e  m a i n ,  c o l i n e a r l y .  VZV h a s  o n l y  an  8 8 bp 

l o n g  r e p e a t  a n d  t h e  IE1  g e n e  e q u i v a l e n t  l i e s  w i t h i n  U l  

( D a v i s o n  a n d  S c o t t ,  1 9 8 6 ;  McGeoch,  1 9 8 7 ) .  A l l  s e v e n  

e s s e n t i a l  HSV-1 r e p l i c a t i o n  g e n e s  h a v e  c o u n t e r p a r t s  i n  VZV
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(McGeoch e t  a l . , 1 9 8 8 ;  Wu e t  a l . , 1 9 8 8 ) ;  i n  some c a s e s  t h e  

s e q u e n c e  h o m o l o g y  i s  am ong  t h e  h i g h e s t  s e e n  when c o m p a r i n g  

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

v i r a l  l i f e c y c l e  (M cG eoch ,  1 9 8 7 ) .  At l e a s t  some o f  t h e  g e n e s  

i n  HSV-1 a n d  VZV a r e  f u n c t i o n a l l y  e q u i v a l e n t ,  a s  VZV c a n  

c o m p l e m e n t  t s  m u t a n t s  i n  VmwIE175 a n d  VmwIE63 ( F e l s e r  e t  

a l . , 1 9 8 7 ) .

The g e n o m e s  o f  a l p h a -  (HSV-1 a n d  VZV) a n d  gamma- ( EBV) 

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

( 1 9 8 7 )  h a v e  c a r r i e d  o u t  an  e x t e n s i v e  a n a l y s i s  o f  VZV a n d  

EBV. At t h e  l e v e l  o f  g e n e  h o m o l o g y ,  t h e y  f o u n d  t w e n t y - n i n e  

p a i r s  o f  g e n e s  w h i c h  d i s p l a y  some h o m o l o g y ,  r a n g i n g  f ro m  

s t r o n g  t o  w eak .  T h ey  a l s o  i d e n t i f i e d  f o u r t e e n  p a i r s  o f  g e n e s  

w h i c h ,  a l t h o u g h  c o n t a i n i n g  no a m in o  a c i d  h o m o l o g y ,  a r e  

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

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

A l l  o f  t h e s e  r e l a t e d  g e n e s  a r e  i n  t h e  Ul  r e g i o n s  o f  b o t h  

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

u n r e l a t e d .  W i t h i n  Ul , c o n s e r v e d  g e n e s  a r e  l o c a t e d  i n  t h r e e  

l a r g e  b l o c k s ,  w h o s e  r e l a t i v e  l o c a t i o n s  d i f f e r  i n  t h e  tw o  

g e n o m e s .  W i t h i n  e a c h  b l o c k ,  t h e  g e n e  a r r a n g e m e n t  i s  

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

r e a r r a n g e m e n t s .

From t h e  a n a l y s i s  o f  H SV-1 ,  VZV a n d  EBV, i t  w o u ld  

a p p e a r  t h a t  t h e  L s e ^ n e n t  r e p r e s e n t s  t h e  c o r e  o f  t h e  

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

s e g p i e n t  v a r i e s  b o t h  b e t w e e n  a n d  w i t h i n  s u b g r o u p s  (M cG eoch ,

1 9 8 7 ) .

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

n o n —h e r p e s v i r u s  g e n e s .  T h u s ,  h o m o l o g i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  w i t h
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g e n e s  o f  p r o k a r y o t i c  a n d  e u k a r y o t i c  c e l l s  a nd  v i r u s e s .  B o t h  

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

e u k a r y o t i c  a n d  p r o k a r y o t i c  e n z y m e s  ( N i k a s  e t  a l .  , 1 9 8 6 ) .  

T h y m i d y l a t e  s y n t h e t a s e  (TS)  o f  VZV a n d  HVS i s  a l s o  

h o m o l o g o u s  t o  p r o k a r y o t i c  a n d  e u k a r y o t i c  TS ( D a v i s o n  a n d  

S c o t t ,  1 9 8 6 ;  H o n e s s  e t  a l . , 1 9 8 6 ;  T h om pson  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  A 

p r o t e i n  k i n a s e  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  HSV a n d  VZV w h i c h  h a s  

h o m o l o g y  t o  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e s  (McGeoch a n d  D a v i s o n ,  

1 9 8 6 a ) .  The DNA p o l y m e r a s e  o f  HSV a n d  v a c c i n i a ,  a  pox  v i r u s ,  

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

DNA p o l y m e r a s e  a l p h a  ( E a r l  e t  a l . , 1 9 8 6 ;  McGeoch ,  1 9 8 7 ) .  

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

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

r i s e  t o  t h e  a n c e s t r a l  h e r p e s v i r u s  genome f ro m  w h ic h  i t  i s  

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

1 9 8 4 ;  M cG eoch ,  1 9 8 7 ) .

1 . 1 2 . b G+C c o n t e n t

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

c o m p l e t e  DNA s e q u e n c e  i s  a v a i l a b l e ,  h a v e  G+C c o n t e n t s  o f  

68 .3% (H SV -1;  D r .  D. J .  M tG eoch ;  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,

46% (VZV; D a v i s o n  a n d  S c o t t ,  1 9 8 6 )  a n d  60% (EBV; B a e r  e t  

a l . , 1 9 8 4 ) .  T h u s ,  a l t h o u g h  HSV-1 a n d  VZV a r e  v e r y  c l o s e l y  

r e l a t e d ,  t h e i r  G+C c o n t e n t  d i f f e r s  by 22%. F b r  h e r p e s v i r u s e s  

a s  a  w h o l e ,  G+C c o n t e n t  v a r i e s  f rom  32-75% ( H o n e s s ,  1 9 8 4 ) .

In  g e n e r a l ,  t h e  G+C c o n t e n t  i n c r e a s e s  t o w a r d s  t h e  r e p e a t s  

( f o r  e x a m p l e ,  D a v i s o n  a n d  S c o t t ,  1 9 8 6 ;  McGeoch e t  a l . , 19 86 ,  

1 9 8 7 ;  P e r r y ,  1 9 8 6 ) .  H e r p e s v i r u s e s  a r e  d e n s e l y  p a c k e d  w i t h  

g e n e s .  T h i s  i s  t r u e  b o t h  o f  v i r u s e s  w i t h  a  h i g h  G+C c o n t e n t ,  

s u c h  a s  HSV (M cGeoch ,  1 9 8 4 ;  McGeoch e t  a l . , 19 85 ;  D r .  D. J .



75

McGeoch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  a n d  t h o s e  w i t h  a low G+C 

c o n t e n t ,  s u c h  a s  VZV. T h e r e f o r e ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  G+C 

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

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

r e l a t e d  p o l y p e p t i d e s .  The G+C c o n t e n t  s p a n s  t h e  w h o l e  r a n g e  

a c c e p t a b l e  f o r  p o l y p e p t i d e  c o d i n g  s e q u e n c e s  (W o ese  a n d  

B l e y m a n ,  19 7 2 ) .

As a  g e n e r a l i z a t i o n ,  a l p h a h e r p e s v i r u s e s  h a v e  a  h i g h ,  

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

l o w  G+C c o n t e n t ,  a l t h o u g h  t h e r e  a r e  o b v i o u s  e x c e p t i o n s  ( f o r  

e x a m p l e ,  VZV).  T h u s ,  v i r u s e s  w i t h  s i m i l a r  b i o l o g i c a l  

p r o p e r t i e s  t e n d  t o  h a v e  a  s i m i l a r  G+C c o n t e n t  ( H o n e s s  a n d  

W a t s o n ,  1 9 7 7 b ;  H o n e s s ,  1 9 8 4 ) .

The  r e a s o n  f o r  t h e  v a r i a t i o n  i n  G+C c o n t e n t  i s  n o t  

c l e a r .  T h e r e  a r e  tw o  v i e w s  : s e l e c t i o n i s t s  b e l i e v e  t h a t  t h e  

d i f f e r e n c e s  i n  G+C c o n t e n t  a r i s e  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  

c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t ;  n o n - s e l e c t i o n i s t s  b e l i e v e  t h a t  genome 

c o m p o s i t i o n  i s  t h e  p r o d u c t  o f  some d i f f e r e n c e  i n ,  o r  

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

n o t  d i r e c t e d  by ,  e x t e r n a l  s e l e c t i o n  ( H o n e s s ,  1 9 8 4 ) .

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

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

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

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p r o p o r t i o n s  o f  tRNAs i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  

( S u b a k - S h a r p e ,  1 9 6 7 ;  S u b a k - S h a r p e  e t  a l .  , 1 9 7 4 ;  R o i z m a n ,  

1 9 8 0 ) .  A l p h a h e r p e s v i  r u s e s  l i k e  HSV, w i t h  a h i g h  G+C c o n t e n t ,  

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

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

c e l l s  ( n e u r o n s ) .  In c o n t r a s t ,  t h e i r  h o s t s  h a v e  a  d e f i c i e n c y  

i n  CpG d o u b l e t s  ( a l t h o u g h  t h e  GpC d o u b l e t  i s  p r e s e n t  a t
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t h e  e x p e c t e d  f r e q u e n c y ) ,  p r o b a b l y  due  t o  t h e i r  p o t e n t i a l l y  

m u t a g e n i c  e f f e c t s  ( B i r d ,  1 9 8 0 ) .  T h u s ,  CpG d o u b l e t s  a r e  

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

i n  t h e  h o s t  c e l l  c o d i n g  s e q u e n c e s  ( S u b a k - S h a r p e ,  1 9 6 7 ) .  

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

tRNAs f o r  C p G - c o n t a i n i n g  c o d o n s  ( S u b a k - S h a r p e ,  19 67)  h a s  n o t  

b e e n  b o r n e  o u t  ( M o r r i s  e t  a l . , 1 9 7 0 ;  B e l l  e t  a l . , 1 9 7 1 ) ,  t h e  

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

c o n s e q u e n c e  o f  t h e  d i f f e r e n t  a b u n d a n c e s  o f  tRNAs e n c o d i n g  

t h e  sam e  a m in o  a c i d  i s  s t i l l  f a v o u r e d .

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

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

b e t w e e n  c o d o n  u s a g e  a n d  tRNA a b u n d a n c e  ( I k e m u r a ,  19 81; 

B e n n e t z e n  a n d  H a l l ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  m o d e l  p r o p o s e s  a  r o l e  f o r  

c o d o n / t R N A  r a t i o s  i n  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h u s ,  g e n e s  w h o s e  

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

i n  e x c e s s ,  w i l l  c o n t a i n  many r a r e  c o d o n s  ( f o r  w h i c h  t h e  

tRNAs a r e  p r e s e n t  a t  a  l o w  l e v e l )  a n d  h e n c e  be p o o r l y  

e x p r e s s e d  ( I k e m u r a ,  1 9 8 1 ;  K o n i g s b e r g  a n d  G o d s o n ,  1 9 8 3 ) .

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

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

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

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

p r e s u m a b l y  common a n c e s t o r  ( H o n e s s ,  1 9 8 4 ) .  S e c o n d l y ,  w h i l e  

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

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

a d v a n t a g e  i n  e u k a r y o t e s ,  w h e r e  mRNA i s  m o n o c i s t r o n i c ,  i s  

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

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

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

c o u l d  e q u a l l y  w e l l  be  r e v e r s e d  : tRNA a b u n d a n c e  b e i n g  

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

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

b a s e  c o m p o s i t i o n  s e e m s  e q u a l l y  l i k e l y .  The s i m p l e s t  

e x p l a n a t i o n  w o u l d  be b i a s e d  m u t a t i o n  r a t e s  ( i e . ,

[ A - T ] —£ [ G - T ] = ^ [  G-C] [A -T ]  ) c a u s i n g  d r i f t  i n  o v e r a l l  b a s e  

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

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

r e q u i r e d  t o  i m p a r t  d i r e c t i o n .  M u t a t o r  a n d  a n t i m u t a t o r  

v a r i a n t s  o f  t h e  HSV DNA p o l y m e r a s e  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  ( H a l l  

e t  a l . , 1 9 8 4 ;  H o n e s s  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  

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

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

g e n e  i n  HSV-1 by  m u t a t i o n ,  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  ( H o n e s s  a n d  

W a t s o n ,  1 9 7 7 b ;  H o n e s s  e t  a l . , 1 9 8 2 ,  1 9 8 4 ;  L a r d e r  e t  a l . , 

1 9 8 2 ) .  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  p o o l  o f  t r i p h o s p h a t e s  b e t w e e n  

u n i n f e c t e d  a n d  HSV-1 i n f e c t e d  c e l l s  ( J a m i e s o n  a n d  B j u r s e l l ,  

1 9 7 6 )  h a v e  b e e n  n o t i c e d .  The d i s c o v e r y  o f  a  t h y m i d y l a t e  

s y n t h e t a s e  g e n e  i n  VZV a n d  HVS i s  o f  i n t e r e s t  ( D a v i s o n  a n d  

S c o t t ,  1 9 8 6 ;  H o n e s s  e t  a l .  , 1 9 8 6 ;  Thom pson  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  

T h e s e  tw o  A+T r i c h  genom es  t h u s  h a v e  a n  enzyme w h i c h  w i l l  

i n c r e a s e  t h e  p o o l  o f  A a n d  T i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l ;  t h e  G+C 

r i c h  HSV a n d  EBV g e n o m e s  l a c k  t h i s  e n z y m e .  I t  i s  h i g h l y  

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

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

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

be  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  h i g h e r  G+C c o n t e n t  f o u n d  i n  t h e s e  

r e g i o n s  i n  HSV (McGeoch e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  As t h e  p o p u l a t i o n
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s i z e  o f  t h e  r e p e a t s  i s  d o u b l e  t h a t  o f  t h e  u n i q u e  s e q u e n c e s ,  

t h e n  t h e  d r i f t  t o  G+C w o u l d  be f a s t e r  i n  t h e  r e p e a t s .  An 

i n t e r e s t i n g  c a s e  i s  HVS, w h e r e  t h e  G+C c o n t e n t  i n  t h e  u n i q u e  

s e q u e n c e  i s  3 0%; t h i s  b e i n g  c a l l e d  L i g h t  ( L )  DNA. In 

c o n t r a s t ,  t h e  G+C c o n t e n t  o f  t h e  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  i s  71%; 

t h i s  b e i n g  c a l l e d  H eav y  (H) DNA ( S t a m m i n g e r  e t  a l .  , 1 9 8 7 ) .  

B i a s e d  g e n e  c o n v e r s i o n  f a v o u r i n g  G+C r i c h  s e q u e n c e  r e t e n t i o n  

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

t h e  s h a r p  c u t - o f f  a t  t h e  r e  p e a t / u n i q u e  b o u n d a r y .  T h i s  i s  a  

s i m i l a r  m e t h o d  t o  t h a t  p r o p o s e d  fcy D o v e r  (19  82)  f o r  

m u l t i g e n e  f a m i l y  e v o l u t i o n  i n  e u k a r y o t e s .  The mode o f  

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

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

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

s e l e c t i v e  p r e s s u r e s  w i l l  be  l e s s  a c t i v e  t h a n  i n  a s h o r t  

a c u t e  i n f e c t i o n  ( K o c h ,  1 9 7 1 ;  K u b i t s h i k ,  1 9 7 4 ) .

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

d e t e r m i n i n g  t h e  v i r u s  G+C c o n t e n t ,  t h e  v i r u s  G+C c o n t e n t  i s  

d e t e r m i n i n g  t i s s u e  t r o p i s m  ( H o n e s s ,  1 9 8 4 ) .  One p o s s i b l e  

m e c h a n i s m  w o u ld  be t h r o u g h  r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s ,  w h i c h  h a v e  

a  m a r k e d  c o m p o s i t i o n a l  b i a s ,  w i t h  e x a m p l e s  o f  b o t h  A T - r i c h  

( p o l y - a d e n y l a t i o n  s i t e  ( P r o u d f o o t  a n d  B r o w n l e e ,  1 9 7 6 )  ) a n d  

G C - r i c h  ( S p l - b i n d i n g  s i t e s  ( J o n e s  a n d T j i a n ,  1 9 8 5 ) )  

s e q u e n c e s .  Such  c i s - a c t i n g  s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  shown t o  

e x h i b i t  t i s s u e  o r  s p e c i e s  t r o p i s m  ( Q u e e n  a n d  B a l t i m o r e ,

1 9 8 3 ;  S p a n d i d o s  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3 ;  L i n n e y  e t  a l .  , 1 9 8 4 ;

P i c a r d  a n d  S c h a f f n e r ,  1 9 8 4 ) ,  p r e s i m a b l y  r e p r e s e n t i n g  

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

( E p h r u s s i  e t  a l . ,  1985?  M e r i o l a r  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  Q u e e n  e t  a 1 . ,  

1 9 8 5 ) .  T h u s ,  d i f f e r e n c e s  i n  c e l l  s p e c i f i c  t r a n s - a c t i n g
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f a c t o r s  m i g h t  p r o v i d e  a b a s i s  f o r  t h e  b i o l o g i c a l  

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

u n l i k e l y  t h a t  t h e  G+C c o n t e n t  o f  c o d i n g  s e q u e n c e s  i n  HSV 

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

c l a s s e s  h a v e  a  s i m i l a r  c o m p o s i t i o n  ( H o n e s s ,  1 9 8 4 ;  D r .  D. J .

M cG eoch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  In a d d i t i o n ,  g e n e  U g l l ,  a 

t r u e - l a t e  g e n e  ( J o h n s o n  e t  a l . , 1 9 8 6 ) ,  h a s  a n  a t y p i c a l  c o d o n  

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

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

M cG eoch ,  1 9 8 4 ) ,  y e t  i t  i s  r e g u l a t e d  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  t o  

a n o t h e r  t r u e - l a t e  g e n e ,  gC (Homa e t  a l . , 1 9 8 6 ) ,  w h i c h  

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

I . 1 2 . c  S t r u c t u r e  o f  t h e  r e p e a t s

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  c o n s i s t s  o f  tw o  u n i q u e  s e g m e n t s

e a c h  b o u n d e d  by a  p a i r  o f  i n v e r t e d  r e p e a t s ,  w i t h  t h e  ' a '

s e q u e n c e  p r e s e n t  a s  a  d i r e c t  r e p e a t  a t  t h e  t e r m i n i  a n d  a s  a n  

i n v e r t e d  r e p e a t  a t  t h e  L - S  j u n c t i o n  ( s e e  s e c t i o n  1 . 6 . c ) .  

I s o m e r i z a t i o n  a b o u t  t h e  L - S  j u n c t i o n  l e a d s  t o  t h e  p r e s e n c e  

o f  f o u r  e q u i m o l a r  i s o m e r s  ( S h e l d r i c k  a n d  B e r t h e l o t ,  19 74 ;  

W a d s w o r t h  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  D e l i u s  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 7 6 ) .  The r o l e  

o f  t h e  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a n d  i n v e r s i o n  i s  unknow n.  G e n e s  

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

d i f f e r e n t  g e n e s  may be c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  r e p e a t s  o f  

r e l a t e d  v i r u s e s  ( D a v i s o n  a n d  McGeoch ,  1 9 8 6 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  

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

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

m e d i a t e d  by r e c o m b i n a t i o n  ( s e e  b e l o w ) .  N o t  a l l  h e r p e s v i r u s e s  

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

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

s t r u c t u r e s  ( H o n e s s ,  1 9 8 4 ) .

At l e a s t  t h r e e  o f  t h e  f o u r  i s o m e r s  o f  HSV a p p e a r  t o  be 

b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 3 b ;  P o f f e n b e r g e r  

a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 5 ;  J e n k i n s  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 6 ;  L o n g n e c k e r  a n d  

R o i z m a n ,  1 9 8 6 ) ,  w i t h  a n y  o n e  i s o m e r  c a p a b l e  o f  g i v i n g  r i s e  

t o  a l l  f o u r  i s o m e r s  a t  h i g h  f r e q u e n c y  ( R o i z m a n ,  19 79 ;

R o iz m a n  e t  a l . , 19 7 9 ) .

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

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

( R o i z m a n ,  1 9 7 9 ) .  H ow ever ,  t h i s  i d e a  was  n e g a t e d  by t h e  

d i s c o v e r y  t h a t  no  g e n e s  o r  r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s  c r o s s  t h e  

L -S  j u n c t i o n  ( C l e m e n t s  e t  a l . , 1 9 7 9 ;  Mackem a n d  R o i z m a n ,  

1 9 8 0 ) .  I t  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  genome s e g m e n t s  a r e  

r e l i c s  o f  a n  a n c e s t r a l  f u s i o n  o f  two s e p a r a t e  p i e c e s  o f  DNA. 

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

t h e  S segpment o f  h e r p e s v i r u s e s  a p p e a r s  m o re  v a r i a b l e  t h a n  

t h e  L s e g m e n t  (M cGeoch ,  1 9 8 7 ) ,  a n d  m o s t  o f  t h e  g e n e s  i n  Ug 

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

f o r  g r o w t h  i n  t i s s u e  c u l t u r e  ( L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  1 9 8 6 ,  

1 9 8 7 ;  Umene,  1 9 8 6 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ;  L o n g n e c k e r  e t  

a l .  , 1 9 8 7 ;  W ebe r  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  Fbr  e x a m p l e ,  W i l k i e  e t  a l .  

(19 78 )  s h o w e d  t h a t  d i n u c l e o t i d e  f r e q u e n c i e s  w e r e  t h e  same i n  

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

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

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

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

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

T i m b u r y ,  1 9 8 0 ) .  H ow e ve r ,  t h i s  h a s  b e e n  r u l e d  o u t  by t h e  

f i n d i n g  o f  j o i n t s ,  b u t  no e n d s ,  i n  l a t e n t  HSV g e n o m e s  ( R o c k
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a n d  F r a s e r ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 5 ) .

1 . 1 2  . d Movement o f  t h e  r e p e a t s

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

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

o r  e x p a n s i o n  ( H o n e s s ,  1 9 8 4 ;  McGeoch ,  1 984?  W h i t t o n  a n d  

C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ;  D a v i s o n  a n d  McGeoch ,  1 9 8 6 ) .  In HSV, t h e  

s h o r t  r e p e a t  c o n t a i n s  t h e  e n t i r e  g e n e  ( I E 3 )  e n c o d i n g  

VlnwlEl75 (McGeoch e t  a l . , 1 9 7 6 ;  C l e m e n t s  e t  a l .  , 1 9 7 9 )  a n d  

t h e  s h a r e d  5 '  u n t r a n s l a t e d  l e a d e r  a n d  i n t r o n  o f  t h e  g e n e s  

( IE4  a n d  I E 5 )  e n c o d i n g  VmwIE68 a n d  VmwIEl2 ,  r e s p e c t i v e l y ,  

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

o p p o s i t e  e n d s  o f  Us  ( W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ) .  H o w e v e r ,  

t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  r e p e a t / u n i q u e  j u n c t i o n  d i f f e r s  i n  HSV-1 

a n d  H SV-2 .  In HSV-1 t h e  ATGs o f  VmwIE12 a n d  VmwIE6 8 a r e  8 bp 

a n d  4 0 b p ,  r e s p e c t i v e l y ,  i n t o  Us ( M u r c h i e  a n d  McGeoch ,

19 8 4 ) ,  w h e r e a s  i n  HSV-2 t h e y  a r e  1 b p  a n d  3 3 b p ,  

r e s p e c t i v e l y ,  i n t o  Us ( W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ) .  

E x p a n s i o n  o f  t h e  s h o r t  r e p e a t  i n  HSV-2 by 7 bp w o u ld  l e a d  t o  

t h i s  a r r a n g e m e n t ,  w i t h  t h e  ATG o f  VmwIEl2 i n  HSV-2 a c t i n g  a s  

a  f u r t h e r  b a r r i e r  t o  e x p a n s i o n .  W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s  ( 1 9 8 4 b )  

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

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

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

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

u n i q u e  s e q u e n c e s  ( F i g u r e  1 7 ) ,  t o  g i v e  a n  e x t e n d e d  r e p e a t  

a r i s i n g  f r o m  on e  e n d  o f  Us w i t h  t h e  o t h e r  e n d  o f  Us b e i n g  

d e l e t e d .  Hi i s  w o u l d  l e a d  t o  no c h a n g e  i n  t h e  o v e r a l l  genome 

s i z e .  U n e q u a l  n o n —h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n  c o u l d  a l s o  o c c u r ,  

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



F i g u r e  1 7 .  E x p a n s i o n  o f  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  i n  HSV.

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

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

HSV. H ie  u p p e r  p a r t  o f  t h e  f i g u r e  s h o w s  t h e  S s e g m e n t  

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

a r r o w - h e a d s .  H ie  h e a v y  l i n e s  b e t w e e n  th e m  d e n o t e  tw o  

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

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

n o n - h o m o l o g o u s  s e q u e n c e s  i n  t h e  u n i q u e  s e q u e n c e s .  H ie  

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

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

e x p a n s i o n  o f  t h e  r e p e a t s  w o u ld  be t h e  p o s i t i o n  o f  e s s e n t i a l  

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

w o u l d  be e i t h e r  a l t e r e d  o r  d e l e t e d  by t h e  p r o p o s e d  

m e c h a n i s m .  T h u s ,  o n e  c o u l d  i m a g i n e  a s i t u a t i o n  w h e r e  IE4  a n d  

IE5 w e r e ,  a t  o n e  t i m e ,  s e p a r a t e l y  r e g u l a t e d ,  n o t  n e c e s s a r i l y  

b o t h  a s  i m m e d i a t e - e a r l y  g e n e s ;  r e p e a t  e x p a n s i o n  may t h e n  

h a v e  l e d  t o  b o t h  s h a r i n g  a  common p r o m o t e r ,  5 ' u n t r a n s l a t e d  

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

HSV-2,  r e p e a t  e x p a n s i o n  h a s  p r o c e e d e d  a s  f a r  a s  i s  p o s s i b l e  

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

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

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

t h e s e  g e n o m e s ,  s e q u e n c e s  f r o m  t h e  l e f t  o f  Ug h a v e  b e e n  

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

t h e  r i g h t  o f  Ug.  T h u s ,  some g e n e s  a t  t h e  l e f t  o f  Ug, 

i n c l u d i n g  I E 4 ,  a r e  now p r e s e n t  i n  d i p l o i d  a m o u n t s ,  w h i l e  

g e n e s  f r o m  t h e  r i g h t ,  i n c l u d i n g  I E 5 ,  a r e  now d e l e t e d  (Umene,  

1 9 8 6 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ) .

I n  t h e  l o n g  r e p e a t  o f  HSV-1 ( t h e  l o n g  r e p e a t  o f  HSV-2

h a s  n o t  y e t  b e e n  s e q u e n c e d ) ,  t h e  s i t u a t i o n  i s  som ew ha t

d i f f e r e n t .  The l o n g  r e p e a t s  c o n t a i n  t h e  g e n e  ( I E 1 )  e n c o d i n g

VlmwIEllO ( C l e m e n t s  e t  a l .  , 1 9 7 9 ;  P e r r y  e t  a l . , 1 9 8 6 )  a n d ,  i n

s t r a i n  F ,  a  4 3 , 5 0 0  m o l .  w t .  p r o t e i n  I C P 3 4 . 5  (Chou  a n d

R o i z m a n ,  1 9 8 6 ) .  H o w e v e r ,  s t r a i n  17 d o e s  n o t  c o n t a i n  t h i s

g e n e  ( D r .  D. J .  McGeoch,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  T h e r e  i s

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

j u n c t i o n  ( P e r r y ,  19 8 6 ) .  H ow e ve r ,  n e a r  t h e  j u n c t i o n ,  a t  b o t h
away  f r om  t h e  r e p e a t s  

e n d s  o f  U ^ ,  t h e r e  i s  a  g e n e  b e i n g  t r a n s c r i b e d

( P e r r y ,  19 8 6 ) ;  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  a t  l e a s t  some o f
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t h e  r e g u l a t o r y  s i g n a l s  f o r  t h e s e  g e n e s  a r e  c o n t a i n e d  i n  t h e  

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

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

L i t t l e  i s  known a b o u t  t h e s e  g e n e s .  MacLean a n d  Brown 

( 1 9 8 7 b , c ;  t h i s  t h e s i s )  h a v e  i s o l a t e d  HSV s t r a i n  17  g e n o m e s  

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

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

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

w e r e  d e l e t e d  i n  t h e  i n t e r n a l  r e p e a t  w i l l  now be  p a r t  o f  Ul .

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

(M acL e an  a n d  B ro w n ,  1 9 8 7 c ;  t h i s  t h e s i s ) ;  i n  t h i s  genome 

s e q u e n c e s  f ro m  t h e  l e f t  e n d  o f  Ul  h a v e  b e e n  d u p l i c a t e d ,  

a c c o m p a n i e d  by d e l e t i o n  o f  s e q u e n c e s  f ro m  t h e  r i g h t  o f  Ul « A 

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

i l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  genom es  w h o s e  Ul  r e g i o n s  

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

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

D i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  HCMV h a v e  d i f f e r e n t  Rl / ^ l  

b o u n d a r i e s  ( S p e c t o r  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  In PRV, w h i c h  u s u a l l y  

c o n t a i n s  no l o n g  r e p e a t ,  g e n o m e s  w i t h  l o n g  i n v e r t e d  r e p e a t s  

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

t i s s u e  c u l t u r e  ( L o m n i c i z i  e t  a l . , 1 9 8 4 ,  1 9 8 7 ) .  H e r e ,  

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

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

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

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

One m e c h a n i s m  w o u l d  be by s i m p l e  d e l e t i o n  o f  s e q u e n c e s  i n  

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

( s e e  a b o v e ) .  An a l t e r n a t i v e  m e c h a n i s m  w o u ld  be f o r  s e q u e n c e s  

t o  be l o s t  f r o m  b o t h  r e p e a t s  by i l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n .
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H o w e v e r ,  t h i s  w o u l d  i n v o l v e  two d i f f e r e n t  p a r e n t a l  g e n o m e s  

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

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

o f  i d e n t i c a l  p a r e n t s  ( W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ) .  

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

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

t h a n  t h e  u n i q u e  s e q u e n c e  ( W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ) .

D a v i s o n  a n d  McGeoch (19 86) h a v e  p r o p o s e d  a  m o d e l  o f  

r e p e a t  c o n t r a c t i o n / e x p a n s i o n  t o  e x p l a i n  t h e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  t h e  s h o r t  r e g i o n s  o f  HSV-1 a n d  VZV. The f i n a l  

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

i n  F i g u r e  1 8 .  A l l  t h e  g e n e s  i n  VZV h a v e  h o m o l o g u s s  i n  HSV-1,  

b u t  s i x  o f  t h e  HSV-1 g e n e s  have  no h o m o l o g u e s  i n  VZV. I t  i s  

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

common p r o g e n i t o r .  H o w ever ,  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  g e n e s  i n  t h e  

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

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

be e x p l a i n e d  by a  c o m p l i c a t e d  p a t t e r n  o f  r e p e a t  e x p a n s i o n  

a n d  c o n t r a c t i o n .  F i g u r e  19 sh o w s  a s chem e  f o r  r e p e a t  

m o v e m e n t s  w h i c h  c o u l d  e x p l a i n  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  HSV-1 

a n d  VZV. HSV-1 i s  a r b i t r a r i l y  a t  t h e  s t a r t  a n d  VZV a t  t h e  

e n d ,  b u t  no  t e m p o r a l  r e l a t i o n s h i p  i s  i m p l i e d .  The d i a g r a m  

r e p r e s e n t s  t h e  r e t r a c i n g  o f  s t e p s  f ro m  HSV-1 t o w a r d s  an  

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

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

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

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

r e p e a t  m o v e m e n t  :

( a )  G e n e  1 i s  t a k e n  i n t o  t h e  r e p e a t s  a n d  g e n e s  11  a n d  12  a r e  

l o s t  f r o m  o p p o s i t e  e n d s  o f  Ug;



F i g u r e  1 8 .  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  g e n e s  i n  t h e  S s e g m e n t s  

o f  HSV-1 a n d  VZV

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

c o d i n g  r e g i o n s  i n  t h e  S s e g m e n t  o f  HSV-1 a n d  VZV a r e  

i n d i c a t e d .  Rs  i s  r e p r e s e n t e d  by a n  o p e n  box a n d  Ug by  a  

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

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

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

r e p e a t s .

A d a p t e d  f r o m  D a v i s o n  a n d  McGeoch  (1 9  8 6 ) .
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F i g u r e  1 9 .  D e s c e n t  o f  t h e  S s e g m e n t s  o f  HSV-1 a n d  VZV 

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

The  n u m b e r i n g  r e f e r s  t o  HSV-1 g e n e s  U g l  t o  1 2  a n d  

t h i s  h a s  b e e n  r e t a i n e d  i n  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  f i g u r e .  No 

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

HSV-1 i s  a r b i t r a r i l y  a t  t h e  s t a r t  a n d  VZV a t  t h e  e n d .

A. G e n e  1 i s  t a k e n  i n t o  t h e  r e p e a t s  a n d  g e n e s  1 1  a n d  12  

a r e  l o s t  f r o m  t h e  o p p o s i t e  e n d  o f  Ug.

B. G e n e s  9 a n d  1 0  a r e  t a k e n  i n t o  t h e  r e p e a t s  a n d  g e n e  2

i s  l o s t  f r o m  t h e  o p p o s i t e  e n d  o f  U g .

C. G e n e  9 i s  l o s t  f r o m  t h e  r e p e a t s ,  t h e  r e m a i n i n g  c o p y  

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

H S V - 1 .

D. The  d o w n s t r e a m  e n d  o f  g e n e  8 i s  t a k e n  i n t o  t h e  

r e p e a t s  a n d  t h e  t e r m i n a t i o n  c o d o n  o f  g e n e  9 i s  m o v e d  

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

E. G e n e s  4 ,  5 a n d  6 a r e  d e l e t e d .  T h i s  s t e p  c o u l d  a l s o  be 

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

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

now  t h e  g e n e  a r r a n g e m e n t  i n  VZV.

A d a p t e d  f r o m  D a v i s o n  a n d  M cG eoch  ( 1 9 8 6 ) .
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(b )  G e n e s  9 a n d  10 a r e  t a k e n  i n t o  t h e  r e p e a t s  a n d  g e n e  2 i s  

l o s t  f r o m  t h e  o p p o s i t e  e n d  o f  Ug?

( c )  G e n e  9 i s  l o s t  f r o m  t h e  r e p e a t s ,  t h e  r e m a i n i n g  c o p y  

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

HSV-1;

(d )  T h e  d o w n s t r e a m  e n d  o f  g e n e  8 i s  t a k e n  i n t o  t h e  r e p e a t s  

a n d  t h e  t e r m i n a t i o n  c o d o n  o f  g e n e  9 i s  m o v e d  a d j a c e n t  t o  t h e  

j u n c t i o n ;

( e )  G e n e s  4 ,  5 a n d  6 a r e  d e l e t e d .  I h i s  s t e p  c o u l d  a l s o  be 

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

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

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

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

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

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

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

r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s  n e a r  t h e  r e p e a t / u n i q u e  j u n c t i o n  p l a y  an  

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

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

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

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

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

p r e s e n c e  o f  tw o c o p i e s  o f  t h o s e  g e n e s  i n  t h e  r e p e a t  may n o t  

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

a n d  s u g g e s t s  t h a t  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  r e p e a t  i s  an  

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

c o m p a r t m e n t a l i z e d .
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1 . 1 3  GENETICS OF HERPES SIMPLEX VIRUS

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

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

o f  HSV. T h e s e  h a v e  b e e n  u s e d  t o  map many p o l y p e p t i d e s  a n d  

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

t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  ( t s )  m u t a n t s .  C o n d i t i o n a l  l e t h a l  

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

c o n d i t i o n s ,  b u t  n o t  u n d e r  o t h e r  ( n o n - p e r m i s s i v e ) c o n d i t i o n s .  

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

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

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

b e l o w .

1 . 1 3 . a  D r u g - r e s i s t a n t  m u t a n t s

The  m a j o r i t y  o f  HSV d r u g - r e s i s t a n t  m u t a n t s  h a v e  l e s i o n s  

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

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

t h e  MDB ( H o n e s s  e t  a l . , 19 84? C h i o n  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  L a r d e r  e t  

a l . , 1 9 8 7 ) .

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

5 - b r o m o - 2  ' - d e o x y u r  i d i n e  (BUdR) ( K i t  a n d  D u b b s ,  19 63;  Dubbs  

a n d  K i t ,  1 9 6 4 )  a n d  5 - b r o m o - 2  ’- d e o x y c y t  i d i n e  ( BOdR ) (Brown 

a n d  J a m i e s o n ,  19 77 ;  S t o w  e t  a l . , 19 78) a r e  p h o s p h o r y l a t e d  by 

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

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

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

t k  o r  t h e  de n o v o  p a t h w a y  o f  t h y m i d i n e  s y n t h e s i s  a n d  a v o i d

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

r e c o g n i z e d  by t h e  DNA p o l y m e r a s e .  A c y c l o v i r  ( A C V ) ^ i s  a l s o
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p h o s p h o r y l a t e d  by t k ,  a n d  i s  t h u s  r e c o g n i z e d  by t h e  DNA 

p o l y m e r a s e .  The m a j o r i t y  o f  A C V - r e s i s t a n t  m u t a n t s  a r e  

t k - n e g a t i v e .  H o w e v e r ,  som e  A C V - r e s i s t a n t  v i r u s e s  w h i c h  a r e  

t k - p o s i t i v e  h a v e  b e e n  i s o l a t e d ,  f f e r e ,  t h e  l e s i o n  h a s  b e e n  

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

p h o s p h o r y l a t e d  f o r m  o f  ACV ( C r u m p a c k e r  e t  a l .  , 19 80 ;  F i e l d  

e t  a l . , 19 80 ;  D a r b y  e t  a l . , 19 81 ;  L a r d e r  a n d  D a r b y ,  19 85;  

L a r d e r  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .

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

t h e  v i r u s  DNA p o l y m e r a s e  ( L e i n b a c h  e t  a l . , 19 76)  by  b i n d i n g  

t o  t h e  p y r o p h o s p h a t e - b i n d i n g  s i t e .  P A A - r e s i s t a n t  m u t a n t s ,  

w h i c h  map t o  t h e  DNA p o l y m e r a s e ,  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  ( H a y  a n d  

S u b a k - S h a r p e ,  1 9 7 6 ;  P u r i f o y  a n d  P o w e l l ,  1 9 7 7 )  .

1 . 1 3 . b  P l a q u e  m o r p h o l o g y  m u t a n t s

M o s t  HSV-1 s t r a i n s ,  f o r  e x a m p l e  HSV-1 (mP) a n d  HSV-1 

s t r a i n  17  s y n + , c a u s e  i n d i v i d u a l  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  t o  

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

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

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

c u l t u r e .  T h i s  i s  known a s  s y n c y t i u m  ( s y n ) f o r m a t i o n  o r  c e l l  

f u s i o n  ( H o g g a n  a n d  R o i z m a n ,  1 9 5 9 ;  Brown e t  a l . , 1 9 7 3 ) .  

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

m a p p e d  t o  s e v e n  o r  e i g h t  l o c i  ( s e c t i o n  1 . 9  . e . i )  ( r e v i e w e d  i n  

M a r s d e n ,  1 9 8 7 ) .

1 . 1 3 . C  Immune c y t o l y s i s - r e s i s t a n t  m u t a n t s

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

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

i n f e c t e d  c e l l  m e m b r a n e s  ( G l o r i o s o  e t  a l . , 19 80 ;  P a n c a k e  e t
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a l . , 1 9 8 3 ) .  T h e s e  m u t a n t s  r e n d e r  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  

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

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

H S V - s p e c i f i c  g l y c o p r o t e i n s .  T h i s  h a s  a l l o w e d  t h e  

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

p r o c e s s i n g  o f  HSV g l y c o p r o t e i n s .  M c n o c l o n a l  a n t i b o d y  

r e s i s t a n t  ( m a r )  m u t a n t s  may a l s o  p o s s e s s  m u t a t i o n ( s )  

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

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

by m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( H o l l a n d  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  B u c k m a s t e r  

e t  a l . , 1 9 8 4 ;  M a r l i n  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  T h e s e  m u t a n t s  p r o v i d e  

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

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

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

I . 1 3 . d  T e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  m u t a n t s

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

t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  ( t s ) .  Ts m u t a n t s  h a v e  d e f e c t s  i n  

e s s e n t i a l  g e n e s ,  w h i c h  a l l o w  th em  t o  r e p l i c a t e  a t  t h e  

p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  ( PT) , u s u a l l y  3 1 ° C - 3 4 ° C ,  b u t  n o t  a t  

t h e  n o n - p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  (N P T ) ,  u s u a l l y  3 8 ° C - 3 9 . 5 ° C .  

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

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

VtawlE l75 i n  t s K  ( D a v i s o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  T h i s  m a k e s  t h e  

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

c o n f i g u r a t i o n ,  a t  t h e  NPT.

T h e r e  i s  a n  e x t r e m e l y  low  l e v e l  o f  s p o n t a n e o u s  t s
( C o a t e s , 19 82)

m u t a t i o n  i n  w i l d - t y p e  v i r u s  s t o c k s .  F towever,  m o s t  t s  

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

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

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

( S c h a f f e r  e t  a l . , 1 9 7 0 ,  1 9 7 3 ;  T i m b u r y ,  1 9 7 1 ;  E s p a r z a  e t  a l . ,  

1 9 7 4 ;  M a n s e r v i g i ,  1 9 7 4 ) .  T h e s e  m e t h o d s  t e n d  t o  i n d u c e  

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

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

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

l e s i o n  ( P r e s t o n  V. e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  U s i n g  t h e  a b o v e  a p p r o a c h  

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

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

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

genom e ( Chu e t  a l . , 1 9 7 9 ;  S a n d r i - G o l d i n  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .  

A l t h o u g h ,  i n  t h e o r y ,  ts^ l e s i o n s  c a n  be i n t r o d u c e d  i n t o  a n y  

g e n e ,  t s  l e s i o n s  w i l l  o n l y  be  i d e n t i f i e d  i n  t h o s e  g e n e s  w i t h  

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

r e c o g n i z e d  o v e r  3 5 c o m p l e m e n t a t i o n  g r o u p s ,  i m p l y i n g  t h a t  

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

( S c h a f f e r  e t  a l . , 1 9 7 8 ;  1 9 8 7 ) .

I f  tw o  t s  m u t a n t s  c o m p l e m e n t  o n e  a n o t h e r  f o r  g r o w t h  a t  

t h e  N PT,  t h e n  t h e y  a r e  r e g a r d e d  a s  b e i n g  i n  d i f f e r e n t  

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

e t  a l . , 19 7 3 ) .  Low l e v e l s  o f  c o m p l e m e n t a t i o n  may i m p l y  

i n t r a g e n i c  c o m p l e m e n t a t i o n ,  a s  h a s  b e e n  f o u n d  f o r  2 

t k - n e g a t i v e  m u t a n t s  ( J a m i e s o n  a n d  S u b a k - S h a r p e ,  19 74)

As w e l l  a s  d e t e r m i n i n g  e s s e n t i a l  g e n e s ,  ts^ m u t a n t s  h a v e  

a l s o  y i e l d e d  i n f o r m a t i o n  on  many s t a g e s  o f  t h e  HSV l y t i c  

c y c l e .  T h e s e  i n c l u d e  p e n e t r a t i o n  ( S a r m i e n t o  e t  a l . , 19 79 ;  

L i t t l e  e t  a l . , 1 9 8 0 ;  A d d i s o n  e t  a l . , 1 9 8 4 ) ,  r e g u l a t i o n  o f  

g e n e  e x p r e s s i o n  ( P r e s t o n ,  1 9 7 9 b ;  D eLuca  e t  a l . , 1 9 8 4 )  a n d  

DNA r e p l i c a t i o n  ( S c h a f f e r  e t  a l . , 1 9 7 3 )  a n d  e n c a p s i d a t i o n
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( P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .
from t o t a l  HSV 

M a r k e r  r e s c u e  o f  t s  m u t a n t s  by g e l  p u r i f i e d ^ o r  c l o n e d

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

b e e n  u s e d  t o  a c c u r a t e l y  map t s  l e s i o n s  ( W i l k i e  e t  a l . , 19 74,

1 9 7 8 ;  S t o w  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  M a r k e r  r e s c u e  c a n  be c a r r i e d  o u t

u s i n g  f r a g m e n t s  a s  s m a l l  a s  3 20 b p  ( P r e s t o n ,  1 9 8 1 ) ,  t h u s

a l l o w i n g  t h e  t s  l e s i o n  t o  be a s s i g n e d  t o  a  s p e c i f i c  g e n e .

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

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

t e m p e r a t u r e  ( 3 8 . 5 ° C )  a n d  t h e  NPT t h e  lo w  t e m p e r a t u r e  ( 3 1 ° C ) ,

h a s  a l s o  b e e n  d e s c r i b e d .  O n ly  o n e  c o l d - s e n s i t i v e  (C£)  m u t a n t

o f  HSV, w h i c h  m a ps  t o  U g,  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  t o  c & te  ( T o g n o n

e t  a l . , 19 8 1 ) .

I . 1 3 . e  H o s t - r a n g e  m u t a n t s

M u t a n t s  o f  HSV e x i s t  w h i c h  a r e  a b l e  t o  g row  i n  some

c e l l  l i n e s  b u t  n o t  o t h e r s .  T h e s e  a r e  known a s  h o s t - r a n g e
effic ien tly

m u t a n t s .  HSV-1 (MP) f a i l s  t o  r e p l i c a t e / y i n  dog  k i d n e y  c e l l s
Blind

( A u r e l i a n  a n d  R o i z m a n ,  1 9 6 4 )  . / ^ P a s s a g e  i n  t h e s e  c e l l s  a l l o w e d  

t h e  i s o l a t i o n  o f  v a r i a n t s  a b l e  t o  g row  i n  them .  Ts 

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

a b l e  t o  r e p l i c a t e  i n  r a b b i t  k i d n e y  c e l l s  a t  b o t h  3 3°C a n d  

3 9 ° C ,  w h e r e a s  i n  h a m s t e r  e m b r y o  f i b r o b l a s t s  t h e y  a r e  t s , 

b e i n g  a b l e  t o  r e p l i c a t e  a t  3 3°C b u t  n o t  3 9°C (Rom ent  a n d  

R a p p ,  1 9 7 5 a , b ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e i r  t s ,  h o s t - r a n g e  

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

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

h a m s t e r s .  ( i s  a t  t h e  NPT f o r  t s  m u t a n t s )  .

A v i r u s  c o n t a i n i n g  a  5 00 b p  d e l e t i o n  i n  IE4 a l s o

e x h i b i t s  h o s t - r a n g e  d e p e n d e n c e .  I t  i s  c a p a b l e  o f  g r o w t h  i n
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V e r o  c e l l s  a n d  d i v i d i n g  HFL c e l l s ,  b u t  n o t  i n  BHK21 C13 

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

i n  p e r m i s s i v e  c e l l s  a  h o s t  f a c t o r  s u b s t i t u t e s  f o r  VmwIE6 8 

( P o s t  a n d  R o i z m a n ,  19 81? A c k e r m a n n  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  S e a r s  e t  

a l .  , 1 9 8 5 )  .

A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  c o n v e n t i o n a l  d e f i n i t i o n  o f  

h o s t - r a n g e  d e p e n d e n c e  h a s  come a b o u t  by t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  

c l o n e d  HSV g e n e s  i n t o  m a m m a l i a n  c e l l s .  T h e s e  

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

s t a b l y - i n t e g r a t e d  HSV g e n e s .  T h u s ,  a  t s  m u t a n t  i n  VmwIEl75 

h a s  b e e n  shown t o  r e p l i c a t e  a t  t h e  NPT i n  BHK21 C13 c e l l s  

t r a n s f o r m e d  w i t h  I E 3 ,  b u t  n o t  i n  n o r m a l ,  u n t r a n s f o r m e d  BHK21 

C13 c e l l s  ( D a v i d s o n  a n d  S t o w ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  a p p r o a c h  h a s  b e e n  

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

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

VlmwIE175 ( DeLuca  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  S m i t h  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 7 ) ,  gB 

( C a i  e t  a l . , 1 9 8 7 )  a n d  V mwIEllO  ( S t o w  a n d  S t o w ,  1 9 8 6 ;  S a c k s  

a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 7 ) ,  c o n f i r m i n g  t h e  e s s e n t i a l  n a t u r e  o f  t h e  

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

v i r u s e s  p r o v e d  a b l e  t o  r e p l i c a t e  i n  n o r m a l  c e l l s .  The a b o v e  

a p p r o a c h  s h o u l d  a l l o w  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  d e l e t i o n s  i n  a n y  

HSV g e n e ,  a l l o w i n g  t h e  e s s e n t i a l  n a t u r e  o f  s u c h  g e n e s  t o  be 

a s s e s s e d .

1 . 1 3 .  f  D e l e t i o n  m u t a n t s

A l t h o u g h  t s  m u t a n t s  h a v e  b e e n  u s e f u l  i n  d e t e r m i n i n g  

e s s e n t i a l  HSV g e n e s ,  t h e y  h a v e  a  n u n b e r  o f  d r a w b a c k s .  

F i r s t l y ,  a s  p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  t h e y  w i l l  o n l y  be i s o l a t e d  i n  

e s s e n t i a l  g e n e s ?  s e c o n d l y ,  t h e y  may be  l e a k y  o r  r e v e r t ,  

m a k i n g  t h e i r  a n a l y s i s  d i f f i c u l t .  The u s e  o f  d e l e t i o n  m u t a n t s
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i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  c o m p l e m e n t i n g  c e l l  l i n e s  o v e r c o m e s  t h e s e  

p r o b l e m s .  R e m o v a l  o f  t h e  e n t i r e  o r  a  l a r g e  p a r t  o f  t h e  o p e n  

r e a d i n g  f r a m e  o f  a  g e n e  w i l l  u n a m b i g u o u s l y  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

o r  n o t  t h a t  g e n e  i s  e s s e n t i a l .  D e l e t i o n  v a r i a n t s  w h i c h  a r o s e  

s p o n t a n e o u s l y  o r  by d e l i b e r a t e  c o n s t r u c t i o n  h a v e  d e t e r m i n e d  

s e v e r a l  n o n - e s s e n t i a l  g e n e s ,  a t  l e a s t  i n  v i t r o .

N o n - e s s e n t i a l  g e n e s  i n c l u d e  VmwIEllO ( S t o w  a n d  S t o w ,  1 9 8 6 ;  

S a c k s  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 7 ) ,  gC ( L i t t l e  e t  a l . , 1 9 8 1 ;  H o l l a n d  

e t  a l . , 19 8 4 ) ,  t w o  g e n e s  a t  t h e  r i g h t  o f  Ul  (Ul 55 a n d  UL56)  

( P e r r y ,  1 9 8 6 )  c o d i n g  f o r  p r e d i c t e d  p o l y p e p t i d e s  o f  20K a n d  

22K, r e s p e c t i v e l y  (M a c L e a n  a n d  B row n,  1 9 8 7 b ,  c ,  t h i s  

t h e s i s ) ,  t k  ( S a n d e r s  e t  a l . , 1 9 8 2 )  a n d  a l l  t h e  g e n e s  i n  Ug 

w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  gD ( L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  19 86 ,

1 9 8 7 ;  U mene,  19 8 6 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ;  L o n g n e c k e r  e t  

a l . , 1 9 8 7 ;  W e b e r  e t  a l . , 1 9 8 7 ;  H a r l a n d  a n d  B ro w n ,  1 9 8 8 ) .

G enom es  d e l e t e d  i n  r e s t r i c t i o n  enzym e s i t e s  f o r  u s e  i n  

r e c o m b i n a t i o n  h a v e  a l s o  b e e n  i s o l a t e d  (B row n  e t  a l . , 19 8 4 ;  

H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 5 ,  1 9 8 8 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ;  

M acLean  a n d  B r o w n ,  19 8 7 a ;  t h i s  t h e s i s ) .

1 . 1 4  RECOMBINATION

1 . 1 4 . a  G e n e r a l  r e c o m b i n a t i o n

R e c o m b i n a t i o n  h a s  b e e n  m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n  

b a c t e r i a ,  b a c t e r i o p h a g e ,  f u n g i  a n d  y e a s t .  I t  i s  f r o m  t h e s e  

s y s t e m s  t h a t  m o d e l s  o f  r e c o m b i n a t i o n  h a v e  b e e n  d e r i v e d .  T h i s  

w o r k  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  r e v i e w e d  fcy S t a h l  ( 1 9  79) a n d  

S z o s t a k  e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) .  T h r e e  m a in  m o d e l s  o f  r e c o m b i n a t i o n  

h a v e  b e e n  p r o p o s e d ,  a n d  t h e s e  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w .  Some w o rk  

h a s  a l s o  b e e n  c a r r i e d  o u t  t o  a n a l y s e  g e n e r a l  r e c o m b i n a t i o n
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i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s  a n d  t h i s  w i l l  be  d i s c u s s e d  l a t e r  

( s e c t i o n  I . 1 4 . c ) .

R e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  tw o DNA m o l e c u l e s  l e a d s  t o  t h e  

e x c h a n g e  o f  g e n e t i c  m a t e r i a l  o r  DNA. An o d d  n u n b e r  o f  

c r o s s - o v e r  e v e n t s  o c c u r r i n g  b e t w e e n  tw o  g e n e s  w i l l  l e a d  t o  

t h e i r  r e c o m b i n a t i o n ;  t h e  g r e a t e r  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  

g e n e s  t h e  g r e a t e r  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  r e c o m b i n a t i o n  ( H a l d a n e ,  

1 9 1 9 ) .  The maximum r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  b e t w e e n  a n y  two 

g e n e s  w i l l  be  5 0%, s i n c e  o n c e  t h e  m a r k e r s  a r e  f a r  e n o u g h  

a p a r t  t h e n  t h e r e  i s  a  5 0% c h a n c e  o f  a n  o d d  n u n b e r  o f  c r o s s e s  

o c c u r r i n g  l e a d i n g  t o  r e c o m b i n a t i o n ,  a n d  a  5 0% c h a n c e  o f  an  

e v e n  n u m b e r  o f  c r o s s e s  o c c u r r i n g  l e a d i n g  t o  no r e c o m b i n a t i o n  

b e t w e e n  t h e s e  g e n e s .  R e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  i s  d e f i n e d  a s  

t h e  p e r c e n t a g e  o f  r e c o m b i n a n t s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  o f  p ro g en y .

C r o s s - o v e r s  a r e  n o t  u s u a l l y  d i s t r i b u t e d  e v e n l y  a l o n g  

t h e  c h r o m o s o m e ;  t h e  e x i s t e n c e  o f  o n e  c r o s s - o v e r  i n t e r f e r e s  

w i t h  o t h e r s  i n  i t s  v i c i n i t y ,  d e c r e a s i n g  r e c o m b i n a t i o n  

f r e q u e n c y  i n  t h e  a f f e c t e d  a r e a ;  t h i s  i s  known a s  p o s i t i v e  

i n t e r f e r e n c e .  N e g a t i v e  i n t e r f e r e n c e  h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d .  

H e r e  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  two c l o s e  m a r k e r s  w i l l  p r o m o t e  

r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  o n e  o f  t h e s e  tw o  m a r k e r s  a n d  a 

f l a n k i n g  m a r k e r  50% o f  t h e  t i m e .  T h u s ,  o n e  e x c h a n g e  p r o m o t e s  

a n o t h e r .  T h i s  w a s  i n c l u d e d  i n t o  a  m o d e l  f o r  r e c o m b i n a t i o n  

p r o p o s e d  by P r i t c h a r d  ( 1 9 5 5 ) ,  who s u g g e s t e d  t h a t  c h ro m o s o m e s  

p a i r  f o r  r e c o m b i n a t i o n  d i  s c o n t i n u o u s l y ,  a n d  t h a t  i n  a n y  o n e

p a i r i n g  r e g i o n  r e c o m b i n a t i o n  i s  f r e q u e n t .
( H o l l i d a y ,  1 9 6 4 )

From  t e t r a d  a n a l y s i s , ^ i t  w as  a s s u m e d  t h a t  r e c o m b i n a t i o n

w o u l d  l e a d  t o  a  M e n d e l i a n  s e g r e g a t i o n  o f  a l l e l e s  4 : 4 .

H o w e v e r ,  a b e r r a n t  r a t i o s  w e r e  o b s e r v e d ,  w i t h  i n f o r m a t i o n

b e i n g  t r a n s f e r r e d  n o n - r e c i p r o c a l l y  f ro m  o n e  d u p l e x  t o
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a n o t h e r .  T h i s  w as  known a s  g e n e  c o n v e r s i o n ,  w h i c h  i n v o l v e s  

t h e  d u p l i c a t i o n  o f  a n  a l l e l e  f ro m  o n e  c h r o m a t i d  t o  a n o t h e r ,  

i e .  AB x  ab-*-Ab + AB, a s  o p p o s e d  t o  t h e  e x p e c t e d  Ab + a B .  

T h i s  l e a d s  t o  a  6 : 2  s e g r e g a t i o n  p a t t e r n .  A n o t h e r  c l a s s  o f  

a b e r r a n t  s e g r e g a t i o n  i s  o b s e r v e d  i n v o l v i n g  p o s t - m e i o t i c  

s e g r e g a t i o n  : t h i s  o c c u r s  when  two s t r a n d s  o f  a  d u p l e x  c a r r y  

d i f f e r e n t  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n ,  s o  t h a t  t h e  s p o r e  d i v i d e s  t o  

g i v e  tw o  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t  d a u g h t e r  c e l l s  f o l l o w i n g  

m i t o s i s  ( K i t a n i  e t  a l . , 19 6 2 ) .  O b i s  g i v e s  r i s e  t o  b o t h  5 : 3  

a n d  a b e r r a n t  4 : 4  s e g r e g a t i o n  p a t t e r n s .  A l l  t h e s e  s e g r e g a t i o n  

p r o d u c t s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  2 0 .  T h e s e  t y p e s  o f  

a b e r r a n t  s e g r e g a t i o n  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  r e c o m b i n a t i o n  o f  

f l a n k i n g  m a r k e r s  a t  a  f r e q u e n c y  o f  up  t o  50%.

I . 1 4 . a . i  The H o l l i d a y  m o d e l

H o l l i d a y  (19  64)  h a s  p r o p o s e d  a  m o d e l  o f  r e c o m b i n a t i o n  

w h i c h  e x p l a i n s  t h e  r e s u l t s  f ro m  t e t r a d  a n a l y s i s .  In t h i s  

m o d e l  ( F i g u r e  2 1 )  : ( a )  t w o  h o m o l o g o u s  d u p l e x e s  a l i g n  a n d  

r e c o m b i n a t i o n  i s  i n i t i a t e d  by t h e  s y m m e t r i c a l  c u t t i n g  o f  o n e  

s t r a n d  o f  t h e  sam e  p o l a r i t y  i n  e a c h  o f  t h e  d u p l e x e s ;  ( b )  The  

s i n g l e - s t r a n d e d  e n d s  a r e  r e c i p r o c a l l y  e x c h a n g e d ;  ( c )  B r a n c h  

m i g r a t i o n  o c c u r s  a l o n g  t h e  c h r o m a t i d s ,  g e n e r a t i n g  a  

c r o s s - s t r a n d  s t r u c t u r e  known a s  a  h a l f - c h i a s m a ,  c h i - f o r m  o r  

H o l l i d a y  i n t e r m e d i a t e ;  ( d )  T h i s  i s  r e s o l v e d  by c l e a v a g e  o f  

tw o  o f  t h e  f o u r  c o n n e c t i n g  s t r a n d s  o f  t h e  same p o l a r i t y  a n d  

l i g a t i o n  t o  t h e  o t h e r  s t r a n d .  C l e a v a g e  w i l l  o c c u r  r a n d o m l y  

a n d  50% o f  t h e  t i m e  i n  e a c h  d i r e c t i o n ,  i n d i c a t e d  1 a n d  2 .  I f  

c u t  1 i s  m a d e ,  l e a d i n g  t o  c l e a v a g e  o f  t h e  i n i t i a t i n g  

s t r a n d s ,  t h e n  t h e r e  i s  a  r e c i p r o c a l  e x c h a n g e  o f  s t r a n d s  

b e t w e e n  d u p l e x e s  w i t h  no r e c o m b i n a t i o n  o f  o u t s i d e  m a r k e r s .



F ig u r e  2 0 .  T e tr a d  a n a l y s i s .

T h e  g e n e t i c  c o n s e q u e n c e s  o f  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  a  

s i n g l e  h e t e r o z y g o u s  s i t e  i n  s y m m e t r i c a l  h e t e r o d u p l e x  DNA 

a s  e x p l a i n e d  by t h e  H o l l i d a y  m o d e l .  When a  m a r k e d  s i t e  

d o e s  n o t  f a l l  w i t h i n  t h e  r e g i o n  o f  h e t e r o d u p l e x  DNA t h e r e  

i s  n o r m a l  4 : 4  s e g r e g a t i o n .  Wien a  m a r k e d  s i t e  ( s o l i d  a n d  

o p e n  c i r c l e s )  f a l l s  w i t h i n  t h e  r e g i o n  o f  h e t e r o d u p l e x  DNA, 

m i s m a t c h e s  a r e  c r e a t e d  a n d  a b e r r a n t  s e g r e g a t i o n  c a n  o c c u r .  

I f  t h e  m i s m a t c h  on  o n e  h e t e r o d u p l e x  i s  c o r r e c t e d ,  5 : 3  

s e g r e g a t i o n  o c c u r s ;  i f  t h e  m i s m a t c h e s  on  b o t h  d u p l e x e s  a r e  

c o r r e c t e d  i n  t h e  s am e  w ay  6 : 2  s e g r e g a t i o n  o c c u r s .  I f  

n e i t h e r  m i s m a t c h  i s  c o r r e c t e d  a b e r r a n t  4 : 4  ( a b  4 : 4 )  

s e g r e g a t i o n  o c c u r s .



• •  • •  • •
• O  • 3 • 3
o o  • O  3 3o o  o O  O O
4 : 4 6 2 5 3 ab4:4



F ig u r e  2 1 .  The H o l l i d a y  m o d e l .

a )  S t r a n d s  o f  t h e  same p o l a r i t y  a r e  n i c k e d  a t  h o m o l o g o u s  

s i t e s .  One d u p l e x  i s  r e p r e s e n t e d  by t h i c k  l i n e s  a n d  t h e  

o t h e r  by t h i n  l i n e s .

b)  The  n i c k e d  s t r a n d s  a r e  e x c h a n g e d  on  o n e  s i d e  o f  t h e  

n i c k ,  f o r m i n g  s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  DNA a n d  a  H o l l i d a y  

j u n c t i o n .

c )  The H o l l i d a y  j u n c t i o n  c a n  i s o m e r i z e  t h r o u g h  a  

s y m m e t r i c a l  i n t e r m e d i a t e ,  a l l o w i n g  r e s o l u t i o n  t o  o c c u r  fcy 

c u t t i n g  o f  ( 1 )  t h e  o r i g i n a l l y  c r o s s e d  s t r a n d s  t o  g e n e r a t e

d )  a  c r o s s o v e r ;  o r  ( 2 )  t h e  n o n - c r o s s e d  s t r a n d s  t o  g e n e r a t e

e )  a  n o n - c r o s s o v e r .
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In c o n t r a s t ,  i f  c u t  2 i s  m a d e ,  t h e n  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  

r e c i p r o c a l  e x c h a n g e  o f  s t r a n d s  w i t h i n  t h e  e x c h a n g e  r e g i o n ,  

t h e  f l a n k i n g  m a r k e r s  w i l l  a l s o  r e c o m b i n e .  T h e s e  tw o 

p o s s i b i l i t i e s  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  a  p a t c h  a n d  a  s p l i c e ,  

r e s p e c t i v e l y  ( S t a h l ,  1 9 7 9 ) .

The H o l l i d a y  m o d e l  a c c o u n t s  f o r  t h e  d a t a  p r o d u c e d  by 

t e t r a d  a n a l y s i s .  When a  p a t c h  o r  s p l i c e  o c c u r s ,  t h e  

s i n g l e - s t r a n d  e x c h a n g e  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  

h e t e r o d u p l e x  DNA w h i c h  c o n t a i n s  tw o  d i f f e r e n t  g e n e t i c  

m a r k e r s  a t  t h e  s am e  l o c u s .  T h e s e  m a r k e r s  a r e  s e g r e g a t e d  i n t o  

s e p a r a t e  c e l l s  f o l l o w i n g  m i t o s i s ;  t h i s  i s  p o s t - m e i o t i c  

s e g r e g a t i o n .  S u c h  h e t e r o d u p l e x e s  may be c o n v e r t e d  t o  

h o m o d u p l e x e s  by t h e  c e l l .  G ene  c o n v e r s i o n  ( 6 : 2  s e g r e g a t i o n )  

a r i s e s  f r o m  t h e  r e p a i r  o f  m i s m a t c h e s  t o  t h e  same p r o d u c t  on 

b o t h  c h r o m a t i d s  i n  a  r e g i o n  o f  s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  DNA. 

C o r r e c t i o n  o f  o n l y  o n e  h e t e r o d u p l e x  l e a d s  t o  5 : 3  

s e g r e g a t i o n ,  c o r r e c t i o n  o f  n e i t h e r  l e a d s  t o  a b e r r a n t  4 : 4  

s e g r e g a t i o n .  O b v i o u s l y ,  c o r r e c t i o n  o f  b o t h  h e t e r o d u p l e x e s  i n  

o p p o s i t e  d i r e c t i o n s  w i l l  l e a d  t o  c o r r e c t  4 : 4  s e g r e g a t i o n .

The tw o  p o s s i b l e  r e s o l u t i o n s  o f  t h e  H o l l i d a y  j u n c t i o n  

e x p l a i n  t h e  5 0% f r e q u e n c y  i n  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

c r o s s i n g - o v e r  o f  f l a n k i n g  m a r k e r s  a n d  a b e r r a n t  s e g r e g a t i o n .  

The H o l l i d a y  m o d e l  a l s o  p r e d i c t s  d i s t a n c e - d e p e n d e n t  

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c i e s ,  a n d  o u t s i d e  o f  t h e  s p l i c e s  a n d  

p a t c h e s ,  r e c i p r o c a l  r e c o m b i n a t i o n .

I . 1 4 . a . i i  The  M e s e l s o n - R a d d i n g  m o d e l

E v i d e n c e  f r o m  v a r i o u s  s y s t e m s  h a s  shown t h a t  d u p l e x e s  

i n t e r a c t  a n d  c a n  f o r m  h e t e r o d u p l e x e s ,  a s  p r e d i c t e d  by t h e  

H o l l i d a y  m o d e l .  M s s e l s o n  a n d  W e i g l e  (19  61)  c a r r i e d  o u t
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d e n s i t y  l a b e l l i n g  o n  r e p l i c a t i o n - b l o c k e d  l a m b d a .  l a m b d a  DNA 

w as  l a b e l l e d  i n  v i v o  w i t h  1 3 c  an ( j  1 8 N «h e a v y 1 i s o t o p e s .

C e l l s  w e r e  t h e n  d o u b l y - i n f e c t e d  w i t h  ' h e a v y '  a n d  n o r m a l  

' l i g h t '  l a m b d a .  The DNA i s o l a t e d  w a s  c o m p o s e d  n o t  o n l y  o f  

' h e a v y '  a n d  ' l i g h t '  m o l e c u l e s ,  b u t  a l s o  many i n t e r m e d i a t e s ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  h e t e r o d u p l e x e s  h a d  b e e n  f o r m e d .

H o w e v e r ,  i t  be c a m e  a p p a r e n t  t h a t  n o t  a l l  h e t e r o d u p l e x e s  

w e r e  s y m m e t r i c ,  a n d  t h a t  a s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x e s  w e r e  a l s o  

f o r m e d .  In y e a s t ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  d o u b l e  e x c h a n g e s  

o c c u r r i n g  o n  b o t h  c h r o m a t i d s  a t  t h e  same l o c u s  w as  much l e s s  

t h a n  e x p e c t e d  i f  h e t e r o d u p l e x  f o r m a t i o n  w as  s y m m e t r i c  ( F o g e l  

a n d  M o r t i m e r ,  1 9 7 1 ,  1 9 7 4 ) .

M e s e l s o n  a n d  R a d d i n g  (19  75) h a v e  p r o p o s e d  a  m o d e l  w h ic h  

a c c o u n t s  f o r  b o t h  s y m m e t r i c  a n d  a s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  DNA 

( F i g u r e  2 2 ) .  R e c o m b i n a t i o n  i s  i n i t i a t e d  ( a )  by  a 

s i n g l e - s t r a n d e d  n i c k  o n  o n e  o f  t h e  tw o  i n t e r a c t i n g  d u p l e x e s .  

The 3 ' e n d  o f  t h e  n i c k e d  s t r a n d  a c t s  a s  a  p r i m e r  f o r  DNA 

s y n t h e s i s  w h i c h  d i s p l a c e s  t h e  s t r a n d  a h e a d  o f  i t .  The 

d i s p l a c e d  s i n g l e  s t r a n d  i n v a d e s  t h e  o t h e r  d u p l e x  a t  a  

h o m o l o g o u s  s i t e  d i s p l a c i n g  a  D - l o o p  ( b )  a n d  f o r m i n g  a  s m a l l  

r e g i o n  o f  a s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  DNA. The s i n g l e - s t r a n d e d  

D - l o o p  i s  d e g r a d e d  a n d  t h e  i n v a d i n g  s t r a n d  i s  l i g a t e d  i n  

p l a c e .  The l i m i t e d  r e g i o n  o f  h e t e r o d u p l e x  i s  e x p a n d e d  ( c )  by 

c o n c e r t e d  DNA s y n t h e s i s  on t h e  f i r s t  ( d o n o r )  d u p l e x  a n d  by 

e x o n u c l e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  on t h e  s e c o n d  ( r e c i p i e n t )  d u p l e x .  

A f t e r  t h e  e n z y m a t i c a l l y  d r i v e n  p r o d u c t i o n  o f  a s y m m e t r i c  

h e t e r o d u p l e x  DNA s t o p s ,  e i t h e r  b r a n c h  m i g r a t i o n  o r  

i s o m e r i z a t i o n  ( d )  c a n  b r i n g  t h e  5* a n d  3 '  s i n g l e - s t r a n d e d  

e n d s  i n t o  a p p o s i t i o n  s o  t h a t  t h e y  c a n  be l i g a t e d .  The 

r e s u l t i n g  H o l l i d a y  j u n c t i o n  c a n  move a l o n g  t h e  d u p l e x  by  t h e



F ig u r e  2 2 .  The M e s e ls o n -R a d d in g  m o d e l .

a )  R e c o m b i n a t i o n  i s  i n i t i a t e d  by a  n i c k  o n  o n e  o f  t h e  

t w o  i n t e r a c t i n g  d u p l e x e s  ( t h i c k  l i n e s ) .  The 3 1 e n d  o f  t h e  

n i c k e d  s t r a n d  a c t s  a s  a  p r i m e r  f o r  DNA s y n t h e s i s  ( d o t t e d  

l i n e )  w h i c h  d i s p l a c e s  t h e  s t r a n d  a h e a d  o f  i t .

b )  The  d i s p l a c e d  s i n g l e  s t r a n d  i n v a d e s  t h e  o t h e r  d u p l e x  

( t h i n  l i n e )  a t  a  h o m o l o g o u s  s i t e ,  d i s p l a c i n g  a  D - l o o p  an d  

f o r m i n g  a  r e g i o n  o f  a s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  DNA.

c )  The  s i n g l e - s t r a n d e d  D - l o o p  i s  d e g r a d e d  a n d  t h e  

i n v a d i n g  s t r a n d  i s  l i g a t e d  i n  p l a c e .  The l i m i t e d  r e g i o n  of  

a s y m m e t r i c  DNA i s  e x p a n d e d  by c o n c e r t e d  DNA s y n t h e s i s  on 

t h e  f i r s t  ( d o n o r )  d u p l e x  a n d  by e x o n u c l e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  

o n  t h e  s e c o n d  ( r e c i p i e n t )  d u p l e x .

d )  A f t e r  t h e  e n z y m a t i c a l l y  d r i v e n  p r o d u c t i o n  o f  

a s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  DNA s t o p s ,  e i t h e r  b r a n c h  m i g r a t i o n  

o r  i s o m e r i z a t i o n  c a n  b r i n g  t h e  5 '  a n d  3 '  s i n g l e - s t r a n d e d  

e n d s  i n t o  a p p o s i t i o n  s o  t h a t  t h e y  c a n  be l i g a t e d  t o  fo rm  a 

H o l l i d a y  j u n c t i o n .

e )  T h i s  H o l l i d a y  j u n c t i o n  c a n  m ove  a l o n g  t h e  d u p l e x  by 

t h e  p r o c e s s  o f  b r a n c h  m i g r a t i o n  g e n e r a t i n g  s y m m e t r i c  

h e t e r o d u p l e x  DNA. R e s o l u t i o n  a s  i n  F i g u r e  2 1  c a n  y i e l d  

e i t h e r  :

f )  The  c r o s s o v e r  c o n f i g u r a t i o n ,  o r

g )  The  n o n - c r o s s o v e r  c o n f i g u r a t i o n .
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p r o c e s s  o f  b r a n c h  m i g r a t i o n  ( r o t a r y  d i f f u s i o n  : M e s e l s o n ,  

1972)  g e n e r a t i n g  s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  DNA. The H o l l i d a y  

j u n c t i o n  i s  r e s o l v e d  a s  b e f o r e  ( e )  t o  y i e l d  e i t h e r  t h e  

c r o s s - o v e r  c o n f i g u r a t i o n  ( f )  o r  t h e  n o n - c r o s s - o v e r  

c o n f i g u r a t i o n  ( g ) .  T h i s  m o d e l ,  u n l i k e  t h e  H o l l i d a y  m o d e l ,  

i n v o l v e s  DNA s y n t h e s i s  a n d  i n i t i a t i o n ,  i n  t h i s  c a s e  on  one  

s t r a n d  o n l y .

I . 1 4 . a . i i i  The  d o u b l e - s t r a n d  b r e a k  r e p a i r  m o d e l

S e v e r a l  o b s e r v a t i o n s  f r o m  y e a s t  s u g g e s t  t h a t  t h e  

M e s e l s o n - R a d d i n g  m o d e l  may n o t  be c o m p l e t e l y  c o r r e c t .  T h e s e  

i n c l u d e  t h e  l o c a t i o n  o f  c r o s s - o v e r  e v e n t s  r e l a t i v e  t o  

c o n v e r s i o n  e v e n t s  a n d  i n i t i a t i o n  s i t e s ;  t h e  a p p a r e n t  s t r a n d  

s p e c i f i c i t y  o f  m i s m a t c h  r e p a i r  a n d  t h e  f a c t  t h a t  t h e  

i n v a d i n g  s t r a n d  i s  t h e  r e c i p i e n t  o f  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  

( S t a h l ,  1 9 7 9 ) .

U s i n g  a  y e a s t - p l a s m i d  t r a n s f o r m a t i o n  s y s t e m ,  a n  

a l t e r n a t i v e  m o d e l  h a s  b e e n  p r o p o s e d  ( S z o s t a k  e t  a l . , 19 8 3 ) .  

O r r - W e a v e r  e t  a l . (19  81)  h a v e  shown t h a t  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  

a  d o u b l e - s t r a n d e d  b r e a k  i n t o  t h e  y e a s t  s e q u e n c e s  i n  t h e  

p l a s m i d  i s  h i g h l y  r e c o m b i  no  g e n i c .  I f  tw o y e a s t  s e q u e n c e s  a r e  

p r e s e n t  i n  t h e  p l a s m i d ,  w h i c h  i s  t h u s  e q u a l l y  l i k e l y  t o  

r e c o m b i n e  i n  tw o  p l a c e s ,  t h e n  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  

d o u b l e - s t r a n d e d  b r e a k  i n t o  o n e  o f  t h e s e  s e q u e n c e s  a l w a y s  

l e a d s  t o  i n t e g r a t i o n  o f  t h i s  s e q u e n c e  a t  i t s  h o m o l o g o u s  

p o s i t i o n  i n  t h e  c h r o m o s o m e .  D o u b l e - s t r a n d e d  g a p s  i n  t h e  

r e c o m b i n i n g  s e q u e n c e  a r e  a l s o  h i g h l y  r e c o m b i n o g e n i c ,  t h e  

d e l e t i o n  a l w a y s  b e i n g  r e p a i r e d  ( t h i s  i s  n o t  t h e  c a s e  i f  a  

c i r c u l a r  p l a s m i d  w i t h  a  g a p  i s  u s e d ) .  A l t h o u g h  a  

d o u b l e - s t r a n d e d  n i c k  i n  t h e  a r e a  o f  r e c o m b i n a t i o n  i s  h i g h l y
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r e c o m b i n o g e n i c ,  c l e a v a g e  o u t s i d e  t h e  a r e a  o f  r e c o m b i n a t i o n  

h a s  l i t t l e  e f f e c t .

B a s e d  o n  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  a  d o u b l e - s t r a n d  b r e a k  

r e p a i r  m o d e l  o f  r e c o m b i n a t i o n  h a s  b e e n  p r o p o s e d  ( S z o s t a k  e t  

a l . , 19 8 3 ;  F i g u r e  2 3 ) .  ( a )  A d o u b l e - s t r a n d e d  c u t  i s  made i n  

o n e  d u p l e x  a n d  a  g a p  f l a n k e d  by 3 '  s i n g l e - s t r a n d e d  t e r m i n i  

i s  p r o d u c e d  by e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y ;  ( b )  One o f  t h e  f r e e  3 1 

e n d s  i n v a d e s  a  h o m o l o g o u s  d u p l e x ,  d i s p l a c i n g  a  D - l o o p ;

( c )  T h e  D - l o o p  i s  e n l a r g e d  by r e p a i r  s y n t h e s i s  f r o m  t h e  3 1 

e n d  u n t i l  t h e  o t h e r  3 1 e n d  c a n  a n n e a l  t o  c o m p l e m e n t a r y  

s i n g l e - s t r a n d e d  s e q u e n c e s ;  ( d )  R e p a i r  s y n t h e s i s  f r o m  t h e  

s e c o n d  3 '  e n d  c o m p l e t e s  t h e  p r o c e s s  o f  g a p  r e p a i r ,  a n d  

b r a n c h  m i g r a t i o n  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  two H o l l i d a y  

j u n c t i o n s .  R e s o l u t i o n  o f  t h e  tw o  j u n c t i o n s ,  by  c u t t i n g  

e i t h e r  t h e  i n n e r  o r  o u t e r  s t r a n d s ,  l e a d s  t o  e i t h e r  t h e  

c r o s s - o v e r  ( e ) ,  o r  n o n - c r o s s - o v e r  ( f )  c o n f i g u r a t i o n ,  w i t h  

r e s p e c t  t o  f l a n k i n g  m a r k e r s .  T h u s ,  i n  t h i s  m o d e l  DNA 

s y n t h e s i s  i s  a g a i n  i n v o l v e d ,  t h i s  t i m e  on  tw o s t r a n d s ,  a n d  

tw o  r e g i o n s  o f  h e t e r o d u p l e x  a r e  f o r m e d .

The m o d e l  a c c o u n t s  f o r  g e n e  c o n v e r s i o n  i n  two w ay s  ; i f  

t h e  l o c u s  f a l l s  w i t h i n  a  d o u b l e - s t r a n d e d  g a p  i t  w i l l  be 

c o n v e r t e d  by a  d o u b l e - s t r a n d e d  t r a n s f e r  o f  i n f o r m a t i o n  

w i t h o u t  t h e  d i r e c t  i n v o l v e m e n t  o f  h e t e r o d u p l e x  DNA; i f  t h e  

l o c u s  f a l l s  w i t h i n  e i t h e r  o f  t h e  f l a n k i n g  r e g i o n s  o f  

a s y m m e t r i c  h e t e r o d u p l e x  t h e n  g e n e  c o n v e r s i o n  o c c u r s ,  a s  i n  

t h e  M e s e l s o n - R a d d i n g  m o d e l ,  by m i s m a t c h  r e p a i r ,  f f e t e r o d u p l e x  

DNA i n  w h i c h  a  m i s m a t c h  r e p a i r  d o e s  n o t  o c c u r  w i l l  l e a d  t o  

p o s t - m e i o t i c  s e g r e g a t i o n .  The m o d e l  e x p l a i n s  t h e  h i g h  

f r e q u e n c y  c o r r e c t i o n  o f  d e l e t i o n s  i n  y e a s t  ( F o g e l  e t  a l . , 

1 9 7 8 ) ,



F ig u r e  2 3 .  D o u b le - s t r a n d  b rea k  r e p a i r  m o d e l .

a )  A d o u b l e - s t r a n d  c u t  i s  m ade  i n  o n e  d u p l e x  ( t h i c k  

l i n e ) ,  a n d  a  g a p  f l a n k e d  by 3* s i n g l e  s t r a n d s  i s  f o r m e d  by 

t h e  a c t i o n  o f  e x o n u c l e a s e s .

b )  One 3 1 e n d  i n v a d e s  a  h o m o l o g o u s  d u p l e x  ( t h i n  l i n e ) ,  

d i s p l a c i n g  a  D - l o o p .

c )  The  D - l o o p  i s  e n l a r g e d  by r e p a i r  s y n t h e s i s  u n t i l  t h e  

o t h e r  3 1 e n d  c a n  a n n e a l  t o  c o m p l e m e n t a r y  s i n g l e - s t r a n d e d  

s e q u e n c e s .

d )  R e p a i r  s y n t h e s i s  f r o m  t h e  s e c o n d  3 '  e n d  c o m p l e t e s  t h e  

p r o c e s s  o f  g a p  r e p a i r ,  a n d  b r a n c h  m i g r a t i o n  r e s u l t s  i n  th e  

f o r m a t i o n  o f  tw o  H o l l i d a y  j u n c t i o n s .  R e s o l u t i o n  o f  tw o  

j u n c t i o n s  by c u t t i n g  e i t h e r  i n n e r  o r  o u t e r  s t r a n d s  l e a d s  

t o  :

e )  Two p o s s i b l e  n o n - c r o s s o v e r  c o n f i g u r a t i o n s ,  o r

f )  Two p o s s i b l e  c r o s s o v e r  c o n f i g u r a t i o n s .

I n  t h e  i l l u s t r a t e d  r e s o l u t i o n s ,  t h e  r i g h t  h a n d  

j u n c t i o n  w a s  r e s o l v e d  by c u t t i n g  t h e  i n n e r ,  c r o s s e d  

s t r a n d s .



Double-Strand Break Repair Model

>v
A  ^ — 

B

\
_^oc

........................” ” 7♦
c HZ....ADC

»

» :x co c
A

non-crossover
-7

c ro sso v er



99

A l l  t h e  a b o v e  m o d e l s  m ake  v a r i o u s  p r e d i c t i o n s ,  w h i c h  

h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  a t  l e a s t  some r e c o m b i n a t i o n  

s y s t e m s .  C h i  s t r u c t u r e s  h a v e  b e e n  v i s u a l i z e d  u n d e r  t h e  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  i n  E .  c o l i  p l a s m i d s  ( P o t t e r  a n d  

D r e s s i e r ,  1 9 7 6 ) ,  y e a s t  p l a s m i d s  i n  m e i o t i c  c e l l s  ( B e l l  a n d  

B y r e s ,  19  7 9 ,  1 9 8 2 )  a n d  a d e n o v i r u s  g e n o m e s  f r o m  i n f e c t e d  

c e l l s  ( W o l g e m u t h  a n d  Hu, 19 8 0 ) .

I . 1 4 . b  N o n - h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n

N o n - h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n  may  b e  s u b d i v i d e d  i n t o  tw o 

o v e r l a p p i n g  c a t e g o r i e s .  F i r s t l y ,  s i t e - s p e c i f i c  

r e c o m b i n a t i o n ,  i n v o l v i n g  s h o r t  s t r e t c h e s  o f  h o m o l o g y .  

E x a m p le s  o f  t h i s  a r e  b a c t e r i o p h a g e  l a m b d a  i n t e g r a t i o n  i n t o  

t h e  E .  c o l i  h o s t  DNA ( L a n d y  a n d  R o s s ,  1 9 7 7 ) ,  i m m u n o g l o b u l i n  

r e a r r a n g e m e n t s  ( S a k a n o  e t  a l . , 19 8 1 ) ,  t r a n s p o s i t i o n  ( R e e d ,  

1981)  a n d  s i t e - s p e c i f i c  i n v e r s i o n  v i a  t h e  ' a '  s e q u e n c e  i n  

HSV ( M o c a r s k i  a n d  R o i z m a n ,  19 81;  S m i l e y  e t  a l . , 19 81;  s e e  

s e c t i o n  I . 7 . d )

The  s e c o n d  t y p e  i s  known a s  i l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n ,  

w h ic h  i n v o l v e s  l i t t l e  o r  no s e q u e n c e  h o m o l o g y  ( R o t h  e t  a l . , 

19 8 5 ) .  T h i s  t y p e  o f  r e c o m b i n a t i o n  a p p e a r s  t o  be r a r e  i n  

b a c t e r i a  a n d  y e a s t  ( O r r - W e a v e r  e t  a l . , 1 9 8 1 )  b u t  common i n  

m a m m al ian  c e l l s  w i t h  t a r g e t e d  i n t e g r a t i o n  o f  e x o g e n o u s  DNA 

a t  i t s  h o m o l o g o u s  c h r o m o s o m a l  s i t e  b e i n g  m a s k e d  by 1 , 0  00 

f o l d  h i g h e r  f r e q u e n c y  o f  r a n d o m  i n t e g r a t i o n  (T h o m a s  e t  a l . , 

1 9 8 6 ) .  I l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n  i s  t h o u g h t  t o  i n v o l v e  a 

t w o - s t e p  p r o c e s s  o f  b r e a k a g e  o f  DNA m o l e c u l e s  f o l l o w e d  by 

e n d  j o i n i n g  ( W i l s o n  e t  a l . , 1 9 8 2 ) ,  w i t h  s h o r t  s t r e t c h e s  o f  

h o m o lo g y  ( 1 - 7  b p )  p o s s i b l y  b e i n g  i n v o l v e d  ( A l b e r t i n i  e t  a l ^ , 

1 9 82 ;  S t r i n g e r ,  1 9 8 2 ;  R u l e y  a n d  F r i e d ,  1 9 8 3 ;  B u l l o c k  e t  a l_ ^ ,
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1 9 84 ;  N a l b a n t o g l u  e t  a l .  f 1 9 8 6 ;  R o t h  a n d  W i l s o n ,  1 9 8 6 ) .  The 

m e c h a n i s m  o f  i l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n  a n d  i t s  r e l a t i o n s h i p  

t o  g e n e r a l  h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n  i s  u n c l e a r ,  b u t  may 

i n v o l v e  s i m i l a r  m e c h a n i s m s  t o  t h o s e  i n v o l v e d  i n  

s i t e - s p e c i f i c  r e c o m b i n a t i o n  ( W i l s o n  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

1 . 1 4 .  c  R e c o m b i n a t i o n  i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s

A l t h o u g h  s i s t e r  c h r o m a t i d  e x c h a n g e  h a s  b e e n  shown t o  

o c c u r  i n  m a m m a l i a n  c e l l s  by r a d i o a c t i v e  l a b e l l i n g  a n d  

a u t o r a d i o g r a p h y  ( W o l f f ,  1 9 7 7 ;  L a t t ,  1 9 8 1 ) ,  i t  i s  e x t r e m e l y  

d i f f i c u l t  t o  s t u d y  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  c h r o m o s o m e s ;  

t h e r e f o r e  m o s t  w o r k  o n  r e c o m b i n a t i o n  i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s  

h a s  i n v o l v e d  v i r u s e s  o r  e x t r a  c h r o m o s o m a l  p l a s m i d s  i n  t h e  

hope  t h a t  t h e s e  w i l l  g i v e  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  c e l l u l a r  

p r o c e s s e s  o f  r e c o m b i n a t i o n .

R e c o m b i n a t i o n  h a s  b e e n  shown t o  o c c u r  i n  HSV ( s e c t i o n

1 . 1 4 . d ) ,  p o l y o m a  v i r u s  ( M i l l e r  a n d  F r i e d ,  1 9 7 6 )  a n d  

a d e n o v i r u s  ( F r o s t  a n d  W i l l i a m s ,  1 9 7 8 ) .  R e c o m b i n a t i o n  i n  

a d e n o v i r u s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  a n d  p r o v i d e s  a  goo d  

m o d e l  s y s t e m .  U s i n g  Ad2 a n d  A d 5 , t w o  c l o s e l y  h o m o l o g o u s  

a d e n o v i r u s e s ,  B o u r s n e l l  a n d  M a u t n e r  (19 81)  a n d  M a u t n e r  a n d  

B o u r s n e l l  (19  8 3 )  s h o w e d  t h a t  r e c o m b i n a t i o n  o c c u r r e d  o n l y  i n  

h o m o l o g o u s  r e g i o n s  o f  t h e  g en o m e .  T h i s  w as  s u p p o r t e d  by w o rk  

o f  Young a n d  S i l v e r s t e i n  ( 1 9 8 0 ) .

T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  a d e n o v i r u s  r e c o m b i n a t i o n  s t a r t s  

d u r i n g  t h e  e c l i p s e  p h a s e  a n d  c o n t i n u e s  i n t o  t h e  l a t e  p h a s e  

o f  v i r a l  r e p l i c a t i o n .  I n d i v i d u a l  g e n o m e s  a p p e a r  c a p a b l e  o f  

u n d e r g o i n g  s e v e r a l  r e c o m b i n a t i o n a l  e v e n t s ,  i e .  p r o g e n y  a s  

w e l l  a s  p a r e n t a l  m o l e c u l e s  a p p e a r  t o  t a k e  p a r t  i n  

r e c o m b i n a t i o n .  Y oung  a n d  S i l v e r s t e i n  (19  80)  h a v e  shown t h a t
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r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  i s  10  f o l d  h i g h e r  a t  l a t e  t i m e s  t h a n  

a t  e a r l y  t i m e s .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  r e s t r i c t i o n  enzym e 

d i g e s t i o n  p a t t e r n s  o f  r e c o m b i n a n t s  b e t w e e n  t s  m u t a n t s  o f  Ad2 

a n d  Ad5 s h o w e d  t h a t  t h e  c o m p l e x i t y ,  i e .  t h e  n u n b e r  o f  

c r o s s - o v e r s ,  o f  t h e  t s + r e c o m b i n a n t s  w a s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  

a t  l a t e  t i m e s  c o m p a r e d  t o  e a r l y  t i m e s  ( S a m b r o o k  e t  a l . ,

1975;  Y o u n g  a n d  S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 0 ) .  T h i s  f i n d i n g  w a s  a l s o  

c o n f i r m e d  by t r i p a r e n t a l  c r o s s e s  o f  t s  m u t a n t s .  Munz e t  a l .  

(19 8 3 )  s h o w e d ,  by  s u p e r i n f e c t i o n  s t u d i e s ,  t h a t  r e c o m b i n a t i o n  

c o n t i n u e d  l a t e  i n t o  t h e  e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  v i r u s  g r o w t h .

I f  one  t s  m u t a n t  w a s  u s e d  t o  i n f e c t  c e l l s  a n d  a  s e c o n d  t s  

m u t a n t  s u p e r i n f e c t e d  a t  v a r i o u s  t i m e s ,  t s +  r e c o m b i n a n t s  

c o u l d  s t i l l  b e  d e t e c t e d  i f  s u p e r i n f e c t i o n  w a s  d e l a y e d  u n t i l  

t h e  l a t e  e x p o n e n t i a l  p h a s e .  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  

a p p e a r  t o  be l i n k e d ,  a l t h o u g h  i t  i s  u n c l e a r  how.

R e c o m b i n a n t s  c a n  be f i r s t  d e t e c t e d  j u s t  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  

DNA r e p l i c a t i o n .  I f  r e p l i c a t i o n  i s  b l o c k e d  t h e n  no 

r e c o m b i n a t i o n  o c c u r s ;  r e v e r s a l  o f  t h e  b l o c k  i n  r e p l i c a t i o n  

a l l o w s  r e c o m b i n a t i o n  t o  o c c u r  ( Y o u n g  e t  a l . , 1 9 8 4 ) .  U s i n g  t s  

m u t a n t s  i n  t h e  a d e n o v i r u s  DNA p o l y m e r a s e  a n d  D N A - b i n d i n g  

p r o t e i n ,  i t  w a s  show n t h a t  no  r e c o m b i n a t i o n  c o u l d  be 

d e t e c t e d  u n t i l  24  h p o s t  i n f e c t i o n  -  a t  w h i c h  t i m e  a  l i m i t e d  

a m o u n t  o f  DNA r e p l i c a t i o n  c o u l d  be d e t e c t e d  ( S t i l l m a n  e t  

a l . , 1 9 8 2 ) .

TVo p o s s i b i l i t i e s  e x i s t  t o  e x p l a i n  t h e  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  t h e  a d e n o v i r u s  

s y s t e m .  F i r s t l y ,  r e c o m b i n a t i o n  m i g h t  i n v o l v e  a  p r o t e i n ( s )  

i n v o l v e d  i n  r e p l i c a t i o n ,  s u c h  a s  t h e  DNA p o l y m e r a s e  o r  

D N A - b in d i n g  p r o t e i n .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  s i n g l e  s t r a n d s  o f  

DNA p r o d u c e d  d u r i n g  r e p l i c a t i o n  m i g h t  s e r v e  a s  s u b s t r a t e s
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f o r  r e c o m b i n a t i o n  ( F l i n t  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .  T h i s  w o u ld  be 

a n a l o g o u s  t o  t h e  s i t u a t i o n  i n  T4 b a c t e r i o p h a g e ,  w h e r e  DNA 

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  a r e  t i g h t l y  l i n k e d  (M o se y ,  

1 9 8 3 ) .  T h e s e  s i n g l e  s t r a n d s  w o u l d  s e r v e  a s  r e c o m b i n a t i o n  

s u b s t r a t e s ,  a s  s u g g e s t e d  by M e s e l s o n  a n d  R a d d i n g  (19  7 5 ) .

A d e n o v i r u s  c a n  a l s o  u n d e r g o  m a r k e r  r e s c u e  ( F r o s t  a n d  

W i l l i a m s ,  1 9 7 8 ;  V o l k e r t  a n d  Y o u n g ,  1 9 8 3 ) .  The r e l a t i o n s h i p  

t o  t h e  p r e v i o u s  f o r m  o f  r e c o m b i n a t i o n  i s  u n c l e a r ,  a n d  l i t t l e  

i s  known a b o u t  t h e  m e c h a n i s m .

O v e r l a p  r e c o m b i n a t i o n ,  b e t w e e n  t e r m i n a l  o v e r l a p p i n g  

s u b g e n o m i c  f r a g m e n t s ,  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  

( C h i n n a d u r n i  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .  R e c o m b i n a t i o n  h a s  b e e n  shown t o  

o c c u r  a t  a n y  p o i n t  i n  t h e  o v e r l a p p i n g  r e g i o n ,  b e i n g  no more 

f r e q u e n t  a t  t h e  e n d s  ( V o l k e r t  a n d  Y o u n g ,  19 8 3 ) .  I f  Ad2 a n d  

Ad5 a r e  u s e d ,  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  r e c o m b i n a t i o n  o c c u r s  i n  

a r e a s  o f  h i g h e s t  h o m o l o g y  ( M a u t n e r  a n d  MacKay,  1 9 8 4 ) .  As t h e  

a d e n o v i r u s  f r a g m e n t s  a r e  i n c a p a b l e  o f  r e p l i c a t i o n  p r i o r  t o  

r e c o m b i n a t i o n ,  t h i s  h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n ,  u n l i k e  t h e  

s i t u a t i o n  w i t h  i n t a c t  v i r u s e s ,  m u s t  be o c c u r r i n g  

i n d e p e n d e n t l y  o f  r e p l i c a t i o n ,  a n d  m a y  i n v o l v e  h o s t  

r e c o m b i n a t i o n  f u n c t i o n s .

Y oung  e t  a l . (19  8 4 )  h a v e  shown t h a t  r e c o m b i n a t i o n

r e q u i r e s  a t  l e a s t  o n e  v i r a l  f u n c t i o n ,  a n d  t h a t  a t  h i g h e r  

t e m p e r a t u r e s  r e p l i c a t i o n  p r o c e e d s  n o r m a l l y ,  b u t  no 

r e c o m b i n a t i o n  i s  o b s e r v e d .  T h e r e f o r e ,  o n e  c o m p o n e n t  o f  t h e  

r e c o m b i n a t i o n  p r o c e s s  i s  t h e r m o l a b i l e  f o r  t h i s  p u r p o s e .

The r o l e  o f  c e l l u l a r  f u n c t i o n s  i n  a d e n o v i r u s  

r e c o m b i n a t i o n  i s  u n c l e a r .  C o m p a r i s o n  o f  r e c o m b i n a t i o n  

f r e q u e n c i e s  b e t w e e n  t s  m u t a n t s  i n  n o r m a l  c e l l s  a n d  c e l l s  

d e f i c i e n t  f o r  DNA r e p a i r  s h o w s  t h a t  t h e r e  i s  no a p p a r e n t
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d i f f e r e n c e .  T h u s ,  i n  c o n t r a s t  t o  E.  c o l i ,  w h e r e  r ecA  p r o t e i n  

p l a y s  a  r o l e  i n  DNA r e p a i r  a n d  r e c o m b i n a t i o n  ( W e s t  e t  a l . ,  

1 9 8 1 ) ,  a d e n o v i r u s  r e c o m b i n a t i o n  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  i n v o l v e  

t h e  h o s t  c e l l  r e p a i r  s y s t e m  ( Y o u n g  a n d  F i s h e r ,  19 8 0 ) .  In 

c o n t r a s t ,  i n  o v e r l a p  r e c o m b i n a t i o n ,  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  

i s  s t i m u l a t e d  2 0 - 1 0 0  f o l d  by u v  i r r a d i a t i o n  o f  t h e  c e l l s  16 

h p r i o r  t o  t r a n s f e c t i o n  ( Babiss e t  a l . , 1 9 8 4 ) ,  s u g g e s t i n g  a 

r o l e  f o r  t h e  h o s t  c e l l  DNA r e p a i r / r e c o m b i n a t i o n  s y s t e m .

R e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t r a n s f e c t e d  p l a s m i d  m o l e c u l e s  h a s  

a l s o  b e e n  show n t o  o c c u r ,  a g a i n  p r e s u m a b l y  u s i n g  c e l l u l a r  

e n z y m e s  ( F o l g e r  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  K u c h e r l a p a r i  e t  a l . , 1 9 8 4 ;

Song  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  A n d e r s o n  a n d  E l i a s o n ,  1 9 8 6 ;  C h a k r a b a r t i  

a n d  S e i d m a n ,  1 9 8 6 ;  W e i s s  a n d  W i l s o n ,  1 9 8 7 ) .  D o u b l e - s t r a n d e d  

b r e a k s  w i t h i n  t h e  r e c o m b i n i n g  s e q u e n c e s  p r o m o t e  

r e c o m b i n a t i o n  ( S o n g  e t  a l . , 19 85 ;  C h a k r a b a r t i  a n d  S e i d m a n ,  

1 9 8 6 ) ,  t h u s  r e s e m b l i n g  t h e  d o u b l e - s t r a n d  b r e a k  r e p a i r  m o d e l  

( S z o s t a k  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  Wbrk on  t h e s e  s y s t e m s  may h e l p  

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  p r o c e s s e s  o f  h o m o l o g o u s  r e c o m b i n a t i o n  

i n  e u k a r y o t i c  c e l l s .  I n t e r e s t i n g l y ,  a n  i n  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  n u c l e a r  e x t r a c t s  h a s  b e e n  

d e v e l o p e d  ( K u c h e r l a p a r i  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  R a u t h  e t  a l . , 1 9 8 6 ) ,  

w h i c h  may a l l o w  t h e  i n d i v i d u a l  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  

e u k a r y o t i c  r e c o m b i n a t i o n  t o  be d e t e r m i n e d .

I . 1 4 . d  H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  r e c o m b i n a t i o n

R e c o m b i n a t i o n  i n  HSV w a s  f i r s t  d e m o n s t r a t e d  by W i l d y  

( 1 9 5 5 )  a n d  c o n f i r m e d  by S u b a k - S h a r p e  ( 1 9 6 9 ) ;  t h e  l a t t e r  

w o r k e r  i s o l a t i n g  t s *  r e c o m b i n a n t s  f r o m  c r o s s e s  b e t w e e n  p a i r s  

° f  t s  m u t a n t s .  L i n k a g e  m a ps  o f  t s  l e s i o n s  h a v e  b e e n  

c o n s t r u c t e d  (B ro w n  e t  a l . ,  19 7 3 ;  S c h a f f e r  e t  a l . , 19  74 ;
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Brown a n d  R i t c h i e ,  19 7 5 ;  T i m b u r y  a n d  C a l d e r ,  1 9 7 6 ;  P a r r i s  e t  

a l . , 1 9 8 0 ) .  W h i l e  t h e s e  w e r e  g e n e r a l l y  c o r r e c t  i n  t h e  o r d e r  

o f  t h e  l e s i o n s ,  t h e  g e n e t i c  d i s t a n c e s  b e t w e e n  t h e  m a r k e r s  

d i d  n o t  a c c o r d  w i t h  t h e i r  p h y s i c a l  map l o c a t i o n s ,  p o s s i b l y  

due t o  m u l t i p l e  c r o s s - o v e r s  b e t w e e n  d i s t a n t  m a r k e r s  ( S t o w  e t  

a l . r 1 9 7 8 ;  W i l k i e  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  One e x c e p t i o n  t o  t h i s  w as  

i n  HSV-2 s t r a i n  HG52, w h e r e  t h e  g e n e t i c  a n d  p h y s i c a l  maps  

w e re  f o u n d  t o  be i n  c l o s e  c o r r e l a t i o n  ( T i m b u r y  a n d  C a l d e r ,  

1976;  W i l k i e  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .

I n t e r t y p i c  r e c o m b i n a n t s  b e t w e e n  HSV-1 a n d  HSV-2 h a v e  

b e e n  o f  u s e  i n  m a p p i n g  v i r a l  p o l y p e p t i d e s  ( T i m b u r y  a n d  

S u b a k - S h a r p e ,  1 9 7 3 ;  H a l l i b u r t o n  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  M o r s e  e t  a l . , 

1977 ,  1 9 7 8 ;  W i l k i e  e t  a l . , 1 9 7 7 ;  M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 7 8 ;  

P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 7 8 ) ,  b u t  o f  l i t t l e  u s e  i n  u n d e r s t a n d i n g  

r e c o m b i n a t i o n  p e r  s e , d u e  t o  t h e  l i m i t i n g  f a c t o r  o f  h o m o l o g y  

b e t w e e n  t h e  tw o  g e n o m e s .

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  r e c o m b i n a t i o n  i s  s t i l l  r e l a t i v e l y  

p o o r l y  u n d e r s t o o d .  L i t t l e  i s  known a b o u t  t h e  r o l e  o f  v i r a l  

o r  h o s t  f u n c t i o n s  ( D a s g u p t a  a n d  S u m m e rs ,  1 9 8 0 ) ,  t h e  p o s s i b l e  

e f f e c t s  o f  p a r t i c u l a r  b a s e  s e q u e n c e s  ( i e .  w h e t h e r  t h e r e  a r e  

r e c o m b i n a t i o n a l  h o t s p o t s  i n  t h e  genom e)  o n  r e c o m b i n a t i o n ,  

t h e  r o l e  o f  t h e  d i f f e r e n t  i s o m e r s  ( H o n e s s  e t  a l . , 1 9 8 0 )  o r  

w h e t h e r  r e c o m b i n a t i o n  i n v o l v e s  b o t h  p r o g e n y  a s  w e l l  a s  

p a r e n t a l  m o l e c u l e s  a s  s u g g e s t e d  by R i t c h i e  e t  a l . (19 7 7 ) .

Umene ( 1 9 8 5 ) ,  f o l l o w i n g  t h e  s u g g e s t i o n  o f  H o n e s s  e t  a l . 

( 1 9 8 0 )  a n d  Brown e t  a l . ( 1 9 8 4 ) ,  c a r r i e d  o u t  r e c o m b i n a t i o n  

b e t w e e n  tw o  HSV-1 s t r a i n s  d i f f e r i n g  i n  e i g h t  r e s t r i c t i o n  

enzyme s i t e s .  U s i n g  t h e s e  s i t e s  a s  u n s e l e c t e d  m a r k e r s ,  h e  

c o u l d  f i n d  no a r e a  o f  t h e  genom e t h a t  had  a n  e x c e s s  o f  

r e c o m b i n a t i o n ,  a n d  c a l c u l a t e d  a n  o v e r a l l  r e c o m b i n a t i o n
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f r e q u e n c y  o f  0 . 0 0  7 p e r  kbp  w h i c h  c o n c o r d s  w i t h  t h e  v a l u e s  

p r e v i o u s l y  f o u n d  f o r  HSV ( R o i z m a n ,  19 79)  a n d  a d e n o v i r u s  

(Young a n d  S i l v e r s t e i n ,  1 9 8 0 ) .  H o n e s s  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) ,  

i n v e s t i g a t i n g  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  p a i r s  o f  s e l e c t e d  a n d  

u n s e l e c t e d  m a r k e r s ,  s h o w e d  t w o - f a c t o r  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  2 - 4  0%, a n d  a g a i n  f o u n d  no s a t i s f a c t o r y  

c o r r e l a t i o n  w i t h  d i s t a n c e .  H e re  a g a i n ,  d i f f e r e n t  HSV-1 

s t r a i n s  w e r e  u s e d .  One p r o b l e m  w i t h  t h i s  c o u l d  be l a c k  o f  

h o m o lo g y  i n  d i f f e r e n t  a r e a s  o f  t h e  gen o m e ,  o r  

i n c o m p a t i b i l i t y  o f  g e n e  p r o d u c t s  f ro m  d i f f e r e n t  s t r a i n s .

A n a l y s i s  o f  HSV r e c o m b i n a t i o n  i s  c o m p l i c a t e d  by t h e  

s t r u c t u r e  o f  t h e  v i r u s  genom e a n d  c o n s e q u e n t  p r e s e n c e  o f  

f o u r  genom e i s o m e r s .  W h i l e  t h i s  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  a n a l y s i s  

o f  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  m a r k e r s  w i t h i n  e i t h e r  Uj, o r  Ug 

a l o n e ,  i t  c o m p l i c a t e s  a n a l y s i s  o f  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  

m a r k e r s  i n  d i f f e r e n t  s e g m e n t s  o f  t h e  g e n o m e .  P r e l i m i n a r y  

a n a l y s i s  by H o n e s s  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  s u g g e s t s  a  c i r c u l a r  

r e c o m b i n a t i o n  m a p .  T h i s  c o u l d  i n d i c a t e  e i t h e r  i n v o l v e m e n t  o f  

a l l  f o u r  i s o m e r s ,  o r  r e c o m b i n a t i o n  b e t e e n  t h e  c i r c u l a r  

m o l e c u l e s  f o r m e d  f o l l o w i n g  HSV i n f e c t i o n  ( D a v i s o n  a n d  

W i l k i e ,  1 9 8 3 a ;  P o f f e n b e r g e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  P o f f e n b e r g e r  a n d  

R o iz m a n ,  19  85) o r  b e t w e e n  t h e  l o n g  c o n c a t a m e r s  o f  

h e a d - t o - t a i l  HSV m o l e c u l e s  f o r m e d  d u r i n g  r e p l i c a t i o n  ( J a c o b  

e t  a l . , 19  7 9 ) .  The d a t a  o f  H o n e s s  (19  84)  s u g g e s t s  t h a t  m ore  

t h a n  o n e  i s o m e r  a n d  p r o b a b l y  e i t h e r  c i r c u l a r  o r  c o n c a t a m e r i c  

m o l e c u l e s  a r e  i n v o l v e d .

W h e t h e r  p r o g e n y  a s  w e l l  a s  p a r e n t a l  g e n o m e s  t a k e  p a r t  

i n  r e c o m b i n a t i o n  i s  c o n t r o v e r s i a l .  On t h e  s t r e n g t h  o f  

t r i p a r e n t a l  c r o s s e s  a n d  t i m e - c o u r s e  s t u d i e s ,  R i t c h i e  e t  a l ^  

( 1 9 7 7 )  s u g g e s t e d  t h a t ,  f o r  H SV-1 ,  p r o g e n y  v i r u s  c o n t r i b u t e
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t o  r e c o m b i n a t i o n .  In c o n t r a s t ,  i n  PRV, B e n - P o r a t  e t  a l .

(1 9 8 2 )  c o n c l u d e d  f r o m  d e n s i t y - l a b e l l i n g  s t u d i e s  t h a t  o n l y  

p a r e n t a l  m o l e c u l e s  t a k e  p a r t .

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  a l s o  c o n t a i n s  a  s i t e - s p e c i f i c  

r e c o m b i n a t i o n  s y s t e m  i n v o l v i n g  t h e  ' a '  s e q u e n c e .  T h i s  w as  

d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 7 . d .

1 . 1 5  AIMS OF PROJECT

To d e t e r m i n e  t h e  r o l e  o f  p a r e n t a l  a n d  p r o g e n y  

m o l e c u l e s ,  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  s p e c i f i c  v i r a l  g e n e s  a n d  t h e  

r o l e  o f  s p e c i f i c  s e q u e n c e s  i n  r e c o m b i n a t i o n ,  HSV-1 a n d  HSV-2 

g en o m es  l a c k i n g  r e s t r i c t i o n  enzym e  s i t e s  h a v e  b e e n  

c o n s t r u c t e d  (B ro w n  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  H a r l a n d  a n d  B ro w n ,  1 9 8 5 ,  

1 9 8 8 ;  M a c L e a n  a n d  B r o w n ,  19 8 7 a ) .

The o r i g i n a l  a i m  o f  t h i s  p r o j e c t  w as  t o  i s o l a t e  a  HSV-1 

s t r a i n  1 7  v a r i a n t  l a c k i n g  a l l  f o u r  w i l d - t y p e  Xba I  s i t e s ;  

t h e s e  s i t e s  c o u l d  t h e n  be u s e d  a s  u n s e l e c t e d  m a r k e r s  t o  

s t u d y  i n t r a t y p i c  r e c o m b i n a t i o n  i n  HSV-1.  Tb i n t r o d u c e  

s e l e c t a b l e  m a r k e r s ,  a  t s  l e s i o n  w o u l d  be i n s e r t e d  i n t o  t h e  

genome l a c k i n g  Xba  I  s i t e s  a n d  r e c o m b i n a t i o n  c a r r i e d  o u t  

b e t w e e n  tw o  t s  m u t a n t s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  d i f f e r i n g  i n  t h e  

num b e r  o f  Xba  I  s i t e s .  T i m e - c o u r s e s  o f  r e c o m b i n a t i o n  w o u ld  

be c a r r i e d  o u t ,  w i t h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t s + r e c o m b i n a n t s  

b e i n g  m o n i t o r e d .  The d i s t r i b u t i o n  o f  Xba I  s i t e s  on 

m o l e c u l e s  known t o  h a v e  r e c o m b i n e d  b e t w e e n  t h e  tw o  t s  

m a r k e r s  ( i e .  t h e  t s + p r o g e n y )  w o u l d  t h e n  be a n a l y z e d .  T h i s  

m i g h t  a l l o w  u s  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  DNA r e p l i c a t i o n  on 

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y .  The r o l e  o f  p r o g e n y  a s  w e l l  a s  

p a r e n t a l  m o l e c u l e s  c o u l d  be d e t e r m i n e d  fcy a n a l y z i n g  t h e
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c o m p l e x i t y ,  o r  n u m b e r  o f  c r o s s - o v e r s ,  o f  t h e  t s + 

r e c o m b i n a n t s  a t  d i f f e r e n t  t i m e s .  C a l c u l a t i n g  t h e  

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  b e t w e e n  e a c h  m a r k e r  w i t h i n  t h e  a r e a  

b e t w e e n  t h e  t s  l e s i o n s  m i g h t  a l l o w  u s  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

t h e r e  i s  a n  o v e r -  o r  u n d e r - r e  p r e s e n t a t i o n  o f  r e c o m b i n a t i o n  

i n  c e r t a i n  a r e a s  o f  t h e  gen o m e ,  a l t h o u g h  t h e  l a r g e  d i s t a n c e  

b e t w e e n  t h e  Xba I  s i t e s  w o u l d  p r o b a b l y  make a n y  s n a i l  

d i f f e r e n c e s  i n  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  u n d e t e c t a b l e .  

R e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  b e t w e e n  t h e  Xba I  s i t e s  o u t w i t h  t h e  

t s  l e s i o n s  w o u l d  a l s o  be a n a l y z e d .

P r e v i o u s l y  i t  h a d  b e e n  o b s e r v e d ,  f r o m  t h e  a n a l y s i s  o f  

s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s  o f  HSV-2 s t r a i n  HG52 a n d  t h e  HSV-1 

s t r a i n  1 7 /  HSV-2 s t r a i n  HG52 r e c o m b i n a n t  R 1 2 - 5 ,  t h a t  t h e  

f r e q u e n c y  o f  v i a b l e  s p o n t a n e o u s  d e l e t i o n  v a r i a n t s  w i t h i n  a 

p o p u l a t i o n  o f  t h e s e  s t r a i n s  w as  e x t r e m e l y  h i g h  (Brow n e t  

a l . , 1 9 8 4 ;  H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 5 ) .  T h u s ,  i t  w as  e n v i s a g e d  

t h a t  s i m i l a r  v a r i a n t s  o f  HSV-1 s t r a i n  17  m i g h t  a r i s e  d u r i n g  

t h e  i s o l a t i o n  o f  a  HSV-1 s t r a i n  17  g e n o m e  l a c k i n g  Xba I  

s i t e s ;  i t  w as  i n t e n d e d  t h a t  a n y  s u c h  p o t e n t i a l l y  i n t e r e s t i n g  

v a r i a n t s  w o u l d  be f u r t h e r  a n a l y z e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d .
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MATERIALS

C e l l s

U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  b a b y  h a m s t e r  k i d n e y  21  c l o n e  

13 (BHK21 C l 3 )  c e l l s  ( M a c p h e r s o n  a n d  S t o k e r ,  19 62)  w e r e  u s e d  

f o r  t h i s  w o r k .  Human f o e t a l  l u n g  ( H F L ) , P low  200 2  ( F l o w  

l a b o r a t o r i e s )  a n d  A f r i c a n  g r e e n  m o n k e y  k i d n e y  ( V e r o )  c e l l s  

w e re  u s e d  w h e r e  s t a t e d .

V i r u s

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 G l a s g o w  s t r a i n  1 7  (Brown e t  

a l . , 19  7 3 )  w a s  t h e  w i l d - t y p e  v i r u s  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  

s t u d y .  The Xba I  r e s t r i c t i o n  enzym e v a r i a n t s  X2 (B row n e t  

a l . , 1 9 8 4 )  a n d  1 7 0 7  ( K B l l / 4 5 )  (Cook  a n d  B ro w n ,  1 9 8 7 )  h a v e  

b e e n  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  T t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  m u t a n t s  

u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  t s ! 2 0 1  ( P r e s t o n  e t  a l . , 19 83)  a n d  

t s l 2 0 6  ( D r .  V. G. P r e s t o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

B a c t e r i a

The b a c t e r i a  u s e d  w e r e  E .  c o l i  K12 s t r a i n  HB101 ( B o y e r  

a n d  R o u l l a n d - D u s s o i x ,  1 9 6 9 )  a n d  CSH26/ a  dam-  s t r a i n  [ F “ 

a r a B / ( l a c  p r o ) t h i  s t r A ] . T h e s e  w e r e  g row n  i n  L - b r o t h ,  w i t h  

a m p i c i l l i n  ( 1 0 0  u g / m l )  o r  t e t r a c y c l i n e  ( 1 5  u g / m l )  b e i n g  

a d d e d  w h e r e  a p p r o p r i a t e .

HSV-1 r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s

The f o l l o w i n g  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  c a r r y i n g  r e s t r i c t i o n  

enzym e f r a g m e n t s  o f  HSV-1 c l o n e d  i n t o  {A T I53 ( T w i g g  a n d  

S h e r r a t t ,  1 9 8 0 )  w e r e  u s e d  i n  t h i s  w o r k .  T h e s e  w e r e  s u p p l i e d
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by D r s .  A. J .  D a v i s o n ,  C. M. P r e s t o n ,  V. G. P r e s t o n  a n d  F .  

j .  R i x o n .

P l a s m i d  map l o c a t i o n

Kpn I  m 0 . 2 8 5 - 0 . 3 2 2

Kpn I  c  0 . 4 3 5 - 0 . 5 1 8

Kpn I  t  0 . 3 2 2 - 0 . 3 4 3

Kpn I  n 0 . 3 4 3 - 0 . 3 7 3

Kpn I  £  0 . 3 7 3 - 0 . 4 0 1

Kpn I  v  0 . 4  0 1 - 0 . 4 1 3

Kpn I  a*  0 . 4 1 3 - 0 . 4 2 1

Kpn I  x  0 . 4 2 1 - 0 . 4 3 3

Kpn I  o  0 . 7  0 0 - 0 . 7 3 0

Kpn I  k  0 . 9 5 1 - 1 . 0 0 0

Eco R I  f  0 . 3 1 2 - 0 . 4 1 4

Eco R I  :f f r o m  t s ! 2 0 1  0 . 3 1 2 - 0 . 4 1 4

Bam HI b  0 . 7 4 1 - 0 . 8 1 1

Hpa I  r  0 . 7 6 7 - 0 . 7 9 1

pMC9 ( 1 )  *

pMC9 ( 2 )  *

* pMC9 c o n t a i n s  HSV-1 DNA f r o m  t h e  Kpn I  o/g_ s i t e  ( 0 . 7 3 0  

m . u .  ) t o  t h e  Hpa I  v / r  s i t e  ( 0 . 7 6 7  m . u .  ) c l o n e d  i n t o  t h e  E co  

RI  s i t e  o f  p A T l53 v i a  a n  E c o  R I  l i n k e r  ( D a v i s o n  a n d  R i x o n ,  

1 9 8 5 ) .  P r o b e  pMC9 ( 1 ) w a s  c o n s t r u c t e d  by d i g e s t i n g  t h e  p l a s m i d  

w i t h  Bam HI  a n d  E c o  R I  a n d  u s i n g  t h e  f r a g m e n t  r u n n i n g  f ro m  

t h e  Bam H I  1 / b  s i t e  ( 0 . 7 4 1  m . u . )  t o  t h e  Hpa I  v / r  s i t e  ( a n  

Eco R I  s i t e  i n  t h i s  p l a s m i d ) .  T h i s  p r o c e d u r e  was  c a r r i e d  o u t  

b e c a u s e  t h e  w h o l e  p l a s m i d  g a v e  a h i g h  b a c k g r o u n d  l e v e l  o f  

h y b r i d i z a t i o n .  pM C9(2)  c o n s i s t s  o f  t h e  w h o l e  o f  pMC9.
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Tissue culture media
BHK21 C13 c e l l s  w e r e  r o u t i n e l y  c u l t u r e d  i n  G l a s g o w  

m o d i f i e d  E a g l e ' s  m e d iu m  ( B u s b y  e t  a l .  , 1 9 6 4 )  s u p p l i e d  by 

G ib c o  B i o c u l t ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 0  u n i t s / m l  p e n i c i l l i n ,

100  u g / m l  s t r e p t o m y c i n ,  0 . 2  u g / m l  a m p h o t e r i c i n  B a n d  0 .002% 

( w / v )  p h e n o l  r e d .  l b  t h i s  w a s  a d d e d  1 0 % ( v / v )  t r y p t o s e  

p h o s p h a t e  b r o t h  a n d  10% c a l f  s e r u m  ( E T C i q ) .  h f l  a n d  V e r o  

c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  same medium w i t h  t h e  e x c e p t i o n  

t h a t  t h e  1 0 % c a l f  s e r u m  w a s  r e p l a c e d  by 1 0 % f o e t a l  c a l f  

s e ru m  ( E T F t o ) *  V a r i a n t s  o f  t h e  b a s i c  m e d i a  u s e d  d u r i n g  t h i s  

wor k we r e  :

B n e t / 5 C 2  E a g l e ' s  m e d ium  c o n t a i n i n g  o n e - f i f t h  t h e  n o r m a l

c o n c e n t r a t i o n  o f  m e t h i o n i n e  a n d  2% c a l f  s e r u m .  

B m e t /5 F c 2  E a g l e ' s  m e d iu m  c o n t a i n i n g  o n e - f i f t h  t h e  n o r m a l

c o n c e n t r a t i o n  o f  m e t h i o n i n e  a n d  2% f o e t a l  c a l f  

s e r u m .

PIC P h o s p h a t e - f r e e  E a g l e ' s  medium c o n t a i n i n g  1% c a l f

s e r u m .

EHu5 E a g l e ' s  m e d ium  c o n t a i n i n g  5% h um a n  s e r u m .

S t o c k  s o l u t i o n s

Phosphate b u ffe r e d  s a l in e -A  ( PBS-A)

170mM N a C l , 3.4mM KC1, ImM Na2 HP04 , 2mM KH2 P04 , pH 7 . 2  

( I X i l b e c c o  a n d  V o g t ,  1 9 5 4 ) .

Phosphate b u ffe r e d  s a l in e  (PBS)

PBS-A s u p p l e m e n t e d  w i t h  6 . 8 mM C a C l 2 a n d  4.9mM MgCl2 .



I l l

P B S / c a l f  serum

PBS c o n t a i n i n g  5% c a l f  s e r u m .

Tris-saline
140mM N a C l ,  3 0mM KC1, 2 80mM N a2 HP04 , 1 m g / m l  g l u c o s e ,  

0 .0015% ( w / v )  p h e n o l  r e d ,  25mM T r i s .  H d  (pH 7 . 4 ) ,  1 0 0  

u n i t s / m l  p e n i c i l l i n ,  1 0 0  u g / m l  s t r e p t o m y c i n .

Trypsin

0 .25% ( w / v )  D i f c o  t r y p s i n  d i s s o l v e d  i n  T r i s - s a l i n e .  

Versene

0.6mM EDTA d i s s o l v e d  i n  PBS c o n t a i n i n g  0 .002%  ( w / v )  

p h e n o l  r e d .

T rypsin-V ersene

One v o lu m e  o f  t r y p s i n  p l u s  f o u r  v o l u m e s  o f  v e r s e n e .

G iem sa  s t a i n

1.5% ( w / v )  s u s p e n s i o n  o f  G i e m s a  i n  g l y c e r o l  h e a t e d  a t  

56°C f o r  1 . 5 - 2  h a n d  d i l u t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  

m e t h a n o l .

L-broth

170mM N a C l , 1 0  g / 1  D i f c o  b a c t o t r y p t o n e ,  5 g / 1  y e a s t  

e x t r a c t .

L-broth agar

L - b r o t h  c o n t a i n i n g  1 .5%  ( w / v )  a g a r .
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C h e m i c a l s

M o s t  c h e m i c a l s  w e r e  s u p p l i e d  by BDH C h e m i c a l s  UK o r  

Sigma C h e m i c a l  C o . ,  a n d  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e ,  ftnmonium 

p e r s u l p h a t e  a n d  TEMED w e r e  s u p p l i e d  by B i o - R a d  l a b o r a t o r i e s ;  

c a e s i u m  c h l o r i d e ,  s o d i u m  h y d r o x i d e  a n d  b o r i c  a c i d  by 

K o c h - L i g h t  l a b o r a t o r i e s ;  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  by S c h l e i c h e r  

a n d  S c h u e l l ;  a n d  u n l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  by P h a r m a c i a  L t d .

R a d i o c h e m i c a l s

R a d i o i s o t o p e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  A m ersh am  I n t e r n a t i o n a l  

p i c .  a t  t h e  f o l l o w i n g  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  :

5 ' [<<-3 2 P ]dN T P s  3 0 0 0  C i / m m o l

[ 3 5 s ] - m e t h i o n i n e  800  C i / m m o l

[ 3 2 p j - o r t h o p h o s p h a t e  200  m Ci /m m ol

2 - [ 3 H ] - m a n n o s e  20 C i / m m o l

1 - [ 1 4 C ] - g l u c o s a m i n e  6 0 mCi /m m ol

Enzymes

R e s t r i c t i o n  e n z y m e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B e t h e s d a  

R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s  ( B R L ) ,  New E n g l a n d  B i o l a b s  o r  NHL 

Enzymes L t d .  DNA p o l y m e r a s e  I ,  K len o w  p o l y m e r a s e ,  T4 DNA 

l i g a s e  a n d  T4 p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  w e r e  s u p p l i e d  by 

B o e h r i n g e r  M a n n h e i m  C o r p o r a t i o n .  P r o t e i n a s e  K, l y s o z y m e  a n d  

BSA w e r e  s u p p l i e d  by S i g m a  C h e m i c a l  Co.

R e s t r i c t io n  enzyme b u f f e r s

In  g e n e r a l ,  t h e  b u f f e r s  u s e d  w e r e  e i t h e r  a s  r e c o m m e n d e d  

by BRL o r  M a n i a t i s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .  T h e s e  w e r e  p r e p a r e d  a s  lO x  

s t o c k  s o l u t i o n s  ( s t o r e d  a t  - 2 0 ° C ) .  Commonly u s e d  e x a m p l e s
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are  :

10x r e s t r i c t i o n  e n z y m e  b u f f e r  f o r  Xba I ,  Hpa I ,  B g l  I I ,  H i n d  

I I I ,  Bco  R I .

60mM Tr i s .  H d  (pH 7 . 4 ) ,  1M N a C l ,  60mM MgCl2 , 0 .1%

( w /v )  BSA.

lOx r e s t r i c t i o n  e n z y m e  b u f f e r  f o r  Bam H I .

200mM T r i s . H C l  (pH 8 . 0 ) ,  1M N a C l ,  70mM MgCl2 , 20mM

2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  0 .1%  ( w / v )  BSA.

lOx r e s t r i c t i o n  e n z y m e  b u f f e r  f o r  Sma I ,  Kpn I .

200mM Tr i s .  HCL (pH 7 . 4 ) ,  5 0 0  mM K d ,  50mM MgCl2 , 0.1%

( w /v )  BSA.

P h e n o l

P h e n o l  (BDH) u s e d  w a s  s a t u r a t e d  b e f o r e  u s e

by m i x i n g  2 : 1  w i t h  p h e n o l  s a t u r a t i o n  b u f f e r  (lOmM T r i s .  H d  

pH 7 . 5 ,  lOmM EDTA, lOOmM N a C l )  a n d  s t o r e d  a t  e i t h e r  - 2 0 ° C  o r  

4°C f o r  up  t o  o n e  m o n t h .

C h l o r o f o r m

C h l o r o f o r m  w a s  m i x e d  2 4 : 1  w i t h  i s o a m y l  a l c o h o l  t o  

r e d u c e  f o a m i n g  d u r i n g  e x t r a c t i o n  a n d  t o  f a c i l i t a t e  t h e  

s e p a r a t i o n  o f  t h e  a q u e o u s  a n d  o r g a n i c  p h a s e s .

Phenol: ch lo ro fo rm  (1 :1 )

T h i s  i s  a  1 : 1  m i x t u r e  o f  s a t u r a t e d  p h e n o l  a n d  

c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 4 : 1 ) .

Monoclonal a n t ib o d i e s  and a n t i - p e p t id e  s e r a

M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  L P l l  s p e c i f i c a l l y  p r e c i p i t a t e s  

o f  HSV-1 ( B u c k m a s t e r  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  2 9 7 5
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s p e c i f i c a l l y  p r e c i p i t a t e s  gB o f  HSV-1 ( D r .  A. C. C r o s s ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  1 0 0 1 ,  4 8 3 6  

a n d  4 9 1 6  s p e c i f i c a l l y  p r e c i p i t a t e  gC o f  HSV-1 ( D r .  A. C. 

C r o s s ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

A n t i - p e p t i d e  s e r u m  1 4 7 1 3  w as  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  

c a r b o x y - t e r m i n u s  o f  V m w IEl lO  ( P e r r y  e t  a l .  , 1 9 8 6 ) .

Anti-peptide serum 1 4 7 1 8  was raised against the

ami n o - t e r m  i n  u s  o f  VmwIE63 b y  D r .  M. C. F rame ( I I I . 3 b ) .
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METHODS

TI . l  G r o w t h  o f  c e l l s

BHK21 C13 c e l l s  w e r e  g ro w n  i n  8 0 o z  r o l l e r  b o t t l e s  

c o n t a i n i n g  1 0 0 m l  ETC^o 3 7°C i n  a  h u m i d i f i e d  a t m o s p h e r e  o f  

95% a i r ,  5% C 02 . C o n f l u e n t  c e l l s  ( a p p r o x i m a t e l y  3 x l 0 ® / r o l l e r  

b o t t l e )  w e r e  h a r v e s t e d  by w a s h i n g  t h e  m o n o l a y e r s  t w i c e  w i t h  

t r y p s i n / v e r s e n e ,  a n d  t h e  d e t a c h e d  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  

20ml o f  E T C i o -  C e l l s  f r o m  o n e  r o l l e r  b o t t l e  w e r e  s u f f i c i e n t  

t o  s e e d  a  f u r t h e r  1 0 . Ebr  e x p e r i m e n t s ,  c e l l s  w e r e  p l a t e d  on  

50mm o r  3 5mm P e t r i  d i s h e s  o r  L i n b r o  t r a y s  a t  d e n s i t i e s  o f  

4 x 1 0 ^ ,  2 x 1 0 ^  o r  2 x 1 0 ^  c e l l s / p l a t e ,  r e s p e c t i v e l y .  HFL a n d  V e r o  

c e l l s  w e r e  g ro w n  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r ,  e x c e p t  t h a t  ETFc ^ q  w a s  

u s e d  a n d  f o r  r o u t i n e  p a s s a g e  t h e  r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  s p l i t  1 

i n  4 .

I I . 2 G r o w t h  o f  v i r u s  s t o c k s

A l m o s t  c o n f l u e n t  BHK21 C13 c e l l s  i n  8 0 o z  r o l l e r  b o t t l e s  

w e re  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  ( m o i )  o f  0 . 0 0 3  

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  ( p f u )  p e r  c e l l ,  i n  2 0ml  ETC^o a t  3 1 ° C .  

The i n f e c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  u n t i l  t h e  c y t o p a t h i c  

e f f e c t  ( c p e )  w a s  c o m p l e t e  ( u s u a l l y  3 - 4  d a y s )  w hen  t h e  y i e l d  

was h a r v e s t e d .  The c e l l s  w e r e  s h a k e n  i n t o  t h e  medium a n d  

p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 , 0 0 0  rpm f o r  1 0  m in  i n  a 

F i s o n s  C o o l s p i n .  The  c e l l  p e l l e t  w as  r e s u s p e n d e d  i n  5 m l  o f  

s u p e r n a t a n t ,  s o n i c a t e d  i n  a  b a t h  s o n i c a t o r  (50W a t  4 ° C )  u n t i l  

h o m o g e n e o u s ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a s  b e f o r e .  The s u p e r n a t a n t  was  

r e m o v e d  a n d  s t o r e d  o n  i c e  ( s u p e r n a t a n t  1 ) .  The p e l l e t  was  

r e s u s p e n d e d  i n  a  f u r t h e r  5m l  o f  t h e  o r i g i n a l  s u p e r n a t a n t ,  

s o n i c a t e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e  t o  g i v e  s u p e r n a t a n t  2 .  The
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c e l l  p e l l e t  w as  d i s c a r d e d  a n d  s u p e r n a t a n t s  1 a n d  2 c o m b i n e d  

t o  g i v e  t h e  c e l l - a s s o c i a t e d  v i r u s  s t o c k .

The s u p e r n a t a n t  f r o m  t h e  o r i g i n a l  2 , 0  00 rpm s p i n  w as  

c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  f o r  2 h i n  a  S o r v a l l  GSA r o t o r ,  a n d  

t h e  v i r u s - c o n t a i n i n g  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  5 - 1 0 m l  o f  t h e  

s u p e r n a t a n t  a n d  s o n i c a t e d  u n t i l  h o m o g e n e o u s .  T h i s  w a s  t e r m e d  

t h e  s u p e r n a t a n t  v i r u s  s t o c k .

V i r u s  s t o c k s  w e r e  c h e c k e d  f o r  s t e r i l i t y ,  t i t r a t e d  a t  t h e  

a p p r o p r i a t e  t e m p e r a t u r e ;  3 7°C f o r  w i l d - t y p e  v i r u s ;  31°C  a n d  

3 8 . 5 ° C  f o r  t s  v i r u s ;  a n d  s t o r e d  i n  1m l  a l i q u o t s  a t  - 7  0°C .

1 1 . 3 T i t r a t i o n  o f  v i r u s  s t o c k s

S t o c k s  t o  be t i t r a t e d  w e r e  s e r i a l l y  d i l u t e d  10  f o l d  i n  

P B S / c a l f .  A l i q u o t s  o f  0 . 1 m l  w e r e  a d d e d  t o  7 0% c o n f l u e n t  BHK21 

C13 c e l l  m o n o l a y e r s  o n  5 0mm P e t r i  d i s h e s ,  f r o m  w h i c h  t h e  

medium h a d  b e e n  r e m o v e d .  F b l l o w i n g  i n c u b a t i o n  a t  3 7°C  f o r  1 

h ,  t h e  p l a t e s  w e r e  o v e r l a i d  w i t h  4ml EHU5 a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 

d a y s  a t  3 7°C  o r  3 8 . 5 ° C  o r  f o r  3 d a y s  a t  3 1 ° C .  M a n o l a y e r s  w e r e  

f i x e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  G i e m s a  s t a i n  a t  room t e m p e r a t u r e  (RT) 

f o r  30  m i n .  A f t e r  w a s h i n g ,  p l a q u e s  w e r e  c o u n t e d  u s i n g  a 

d i s s e c t i o n  m i c r o s c o p e .

1 1 . 4 S t e r i l i t y  c h e c k s  o n  v i r u s  a n d  c e l l  s t o c k s

B r a i n  h e a r t  i n f u s i o n  a g a r  (B H I)  p l a t e s ,  a n d  BHI p l a t e s  

c o n t a i n i n g  10% h o r s e  b l o o d  (BHI b l o o d  a g a r ) ,  w e r e  o b t a i n e d  

f rom t h e  c y t o l o g y  d e p a r t m e n t .  C e l l  o r  v i r u s  s t o c k s  w e r e  

c h e c k e d  f o r  f u n g a l  c o n t a m i n a t i o n  by s t r e a k i n g  on  BHI p l a t e s ,  

i n  d u p l i c a t e .  The p l a t e s  w e r e  s e a l e d  w i t h  p a r a f i l m  a n d  

i n c u b a t e d  a t  RT f o r  7 d a y s .  S i m i l a r l y ,  y e a s t  o r  b a c t e r i a l  

c o n t a m i n a t i o n  w a s  d e t e c t e d  by s t r e a k i n g  on  BHI b l o o d  a g a r
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p l a t e s  a n d  i n c u b a t i n g  a t  3 7®C f o r  7 d a y s .  I f  no c o n t a m i n a t i o n  

became a p p a r e n t  w i t h i n  t h a t  t i m e  t h e  s t o c k s  w e r e  c o n s i d e r e d  

s t e r i l e .

I I . 5 P r e p a r a t i o n  o f  v i r i o n  DNA

T h i s  m e t h o d  i s  b a s e d  o n  t h a t  d e s c r i b e d  by W i l k i e  ( 1 9 7 3 )  

an d  S t o w  a n d  W i l k i e  ( 1 9 7 6 ) .  BHK21 C13 c e l l s  i n  8 0  o z  r o l l e r  

b o t t l e s  w e r e  i n f e c t e d  a n d  h a r v e s t e d  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  

( s e c t i o n  I I . 2 ) .  The c e l l  s u p e r n a t a n t  w as  s t o r e d  a t  4 ° C .  Tb 

e x t r a c t  c y t o p l a s m i c  v i r u s ,  t h e  c e l l  p e l l e t  was  r e s u s p e n d e d  i n  

RSB (lOmM KCL, 1 .  5mM MgCl2 , 10mM T r i s .  H d  pH 7 . 5 )  c o n t a i n i n g  

0.5% ( v / v )  N o n i d e t  P 4 0 ,  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  1 0  m i n  a n d  

c e n t r i f u g e d  a t  2 , 0 0 0  rpm  i n  a  F i s o n s  C o o l s p i n  f o r  3 m i n .  The 

s u p e r n a t a n t  f r o m  t h i s  s p i n  w a s  a d d e d  t o  t h e  p r e v i o u s  c e l l  

s u p e r n a t a n t .  The p e l l e t  w as  r e s u s p e n d e d  i n  R S E / N o n i d e t  P4 0, 

e x t r a c t e d  a s  b e f o r e ,  a n d  t h e  f i n a l  s u p e r n a t a n t  a d d e d  t o  t h e  

i n i t i a l  c e l l  s u p e r n a t a n t .  The s u p e r n a t a n t  p o o l  was  

c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  rpm i n  a  S o r v a l l  GSA r o t o r  f o r  2 h .  The 

v i r u s  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  8 ml NTE (lOmM T r i s . H d  pH

7 . 5 ,  lOmM N a C l ,  ImM EDTA) by s o n i c a t i o n  a n d  l y s e d  by t h e  

a d d i t i o n  o f  SDS a n d  EDTA t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  2% ( v / v )  

a n d  0 .8mM , r e s p e c t i v e l y .  The r e l e a s e d  v i r u s  DNA w a s  c a r e f u l l y  

e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  p h e n o l  a n d  o n c e  w i t h  

c h l o r o f o r m ,  a n d  p r e c i p i t a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  2 v o l u m e s  o f  

e t h a n o l .  The DNA w a s  p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 , 0 0 0  rpm 

i n  a  F i s o n s  C o o l s p i n  f o r  10  m i n ,  d r i e d  i n  a vacuum 

d e s i c c a t o r ,  r e d i s s o l v e d  i n  w a t e r  c o n t a i n i n g  5 0 u g / m l  R N a s e  A 

a n d  q u a n t i t a t e d  by a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  F b r  

q u a n t i t a t i o n ,  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  p u r i f i e d  v i r a l  DNA w e r e  r u n ,  

a l o n g s i d e  a  s t a n d a r d  o f  known c o n c e n t r a t i o n ,  o n  a n  a g a r o s e
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g e l  c o n t a i n i n g  0 . 5 u g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e ,  a n d  t h e  i n t e n s i t i e s  

o f  t h e  b a n d s  v i s u a l i s e d  u n d e r  uv  l i g h t  c o m p a r e d .

11 . 6 P r e p a r a t i o n  o f  i n f e c t e d  c e l l  DNA

T h i s  m e t h o d  i s  b a s e d  on  t h a t  o f  S t o w  a n d  M cM onagle  

( 1 9 8 3 ) .  BHK21 C13 c e l l  m o n o l a y e r s  on 50mm P e t r i  d i s h e s  w e r e  

i n f e c t e d  a t  a  m o i  o f  5 p f u / c e l l  a t  3 1 ° C .  A f t e r  48  h t h e  

s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l s  l y s e d  by i n c u b a t i n g  

w i t h  2 m l  o f  l y s i s  b u f f e r  ( 0 .6 %  SDS, lOmM EDTA, lOmM T r i s . H C l  

pH 7 . 4 )  c o n t a i n i n g  5 0 0 u g / m l  p r o n a s e ,  f o r  4 h a t  3 7°C. NaCl 

was a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 00mM a n d  i n f e c t e d  c e l l  

DNA w a s  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  p h e n o l  a n d  

o n c e  w i t h  c h l o r o f o r m ,  p r e c i p i t a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  2 

v o l u m e s  o f  e t h a n o l ,  a n d  d r i e d  i n  a vacuum d e s i c c a t o r .  The DNA 

was  d i s s o l v e d  i n  4 0 0 u l  o f  w a t e r  c o n t a i n i n g  5 0 u g / m l  R N a s e  A. 

R e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t s  w e r e  u s u a l l y  c a r r i e d  o u t  on  5% o f  

t h e  t o t a l  s a m p l e  ( 2 0 u l ) .

1 1 . 7 T r a n s f e c t i o n  o f  v i r u s  DNA by CaPO^ p r e c i p i t a t i o n / D M S O  

b o o s t

Td 50mm P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  s e m i - c o n f l u e n t  BHK21 C13
p H 7 .0 5

c e l l s  w a s  a d d e d  4 0 0 u l  HEBSA(130mM N a C l ,  4.9mM KCl,  1.6mM 

Na2 HPC>4 , 5 .  5mM D - g l u c o s e ,  21mM HEPES) c o n t a i n i n g  l O u g / m l  c a l f  

thym us  DNA, 0 . 2 - 2 . 0 u g  v i r u s  DNA ( i n t a c t  o r  Xba I  c l e a v e d )  a n d  

130mM C a C l 2 . F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  a t  3 7°C f o r  4 0 m i n ,  t h e  

p l a t e s  w e r e  o v e r l a i d  w i t h  4ml ETC^o an (  ̂ f u r t h e r  i n c u b a t e d  f o r  

4 h .  A f t e r  r e m o v i n g  t h e  m e d iu m ,  t h e  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  w i t h  

ETCiq ,  ° f  HEBS c o n t a i n i n g  25% ( v / v )  DMSO w a s  a d d e d  a n d

t h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  RT f o r  4 m in .  The DMSO w a s  

re m o v e d  a n d  t h e  p l a t e s  w a s h e d  t w i c e  w i t h ,  a n d  o v e r l a i d  w i t h ,
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4m 1 E T C io -  I n c u b a t i o n  w a s  c o n t i n u e d  a t  e i t h e r  37°c  ( w i l d - t y p e  

v i r u s )  o r  3 1 ° C  ( t s  v i r u s )  u n t i l  t h e  c p e  was  c o m p l e t e .  The 

c e l l s  w e r e  s c r a p e d  i n t o  t h e  m e d iu m ,  p e l l e t e d  by 

c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 , 0 0 0  rpm i n  a  F i s o n s  C o o l s p i n  f o r  10  m i n ,  

t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  1 m l  m e d iu m ,  s o n i c a t e d  a n d  t h e  v i r u s  

s u s p e n s i o n  s t o r e d  a t  - 7  0 °C .  The t r a n s f e c t e d  p l a t e  s t o c k s  w e r e  

t i t r a t e d  a n d  s i n g l e  p l a q u e s  i s o l a t e d  f o r  f u r t h e r  a n a l y s i s  

(G raham  a n d  v a n  d e r  Eb ,  1 9 7 3 ;  S t o w  a n d  W i l k i e ,  1 9 7 6 ) .

F o r  m a r k e r  r e s c u e  o f  t s  l e s i o n s ,  c l o n e d  HSV p l a s m i d s ,  

l i n e a r i z e d  w i t h i n  t h e  v e c t o r  s e q u e n c e s ,  w e r e  a d d e d  t o  t h e  

t r a n s f e c t i o n  m i x  a t  a  genome r a t i o  o f  5 - 1 0 : 1 .  Wien t h e  cpe  

was  c o m p l e t e ,  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  a n d  

t i t r a t e d  a t  3 1 ° C  a n d  3 8 . 5 ° C  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  t s  l e s i o n  h a d  

b e e n  r e s c u e d .

To i n t r o d u c e  a  r e s t r i c t i o n  en zy m e  s i t e  v a r i a n t  o n  a 

c l o n e d  HSV f r a g m e n t  i n t o  t h e  i n t a c t  genom e ,  a  s i m i l a r  

p r o c e d u r e  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  s i n g l e  p l a q u e s  b e i n g  i s o l a t e d  

a t  3 7 ° C  a n d  a n a l y z e d  a s  d e s c r i b e d  l a t e r  ( s e c t i o n  I I . 9 ) .

I I . 8 S e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  o f  v i r u s  DNA

V i r u s  DNA w a s  d i g e s t e d  w i t h  a n  e x c e s s  o f  Xba I  

( a p p r o x i m a t e l y  5 u n i t s  o f  e n z y m e  p e r  ug  DNA) a t  3 7°C ,  a n d  

s a m p l e s  w e r e  r e m o v e d  a t  v a r i o u s  t i m e s ,  u s u a l l y  1 ,  2 ,  4 ,  a n d  

16 h .  D i g e s t e d  a n d  u n d i g e s t e d  DNA w a s  t r a n s f e c t e d  o n t o  BHK21 

C13 c e l l  m o n o l a y e r s  ( s e c t i o n  I I . 7 )  -  u s u a l l y  a b o u t  l u g  DNA 

p e r  p l a t e .  The p l a t e  r e c e i v i n g  v i r u s  DNA d i g e s t e d  f o r  t h e  

l o n g e s t  t i m e ,  b u t  s t i l l  s h o w i n g  c p e ,  w a s  n o r m a l l y  u s e d  f o r  

t h e  i s o l a t i o n  o f  s i n g l e  p l a q u e s .  The r e d u c t i o n  i n  v i r u s  t i t r e  

on t h i s  p l a t e  c o m p a r e d  t o  t h e  u n d i g e s t e d  c o n t r o l  was  u s u a l l y  

i n  t h e  o r d e r  o f  1 0 0 - 1 0 0 0  f o l d  ( s e e  s e c t i o n  I I I . l . c ) .  By t h i s
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p r o c e d u r e ,  t h o s e  g e n o m e s  i n  t h e  DNA p o p u l a t i o n  n a t u r a l l y  

l a c k i n g  Xba I  s i t e s  s h o u l d  h a v e  a n  i n c r e a s e d  c h a n c e  o f  

r e m a i n i n g  i n t a c t  f o l l o w i n g  Xba I  d i g e s t i o n ,  a n d  t h u s  t h e i r  

f r e q u e n c y  i n  t h e  p o p u l a t i o n  s h o u l d  be g r e a t l y  i n c r e a s e d .  In 

t h o s e  c a s e s  w h e r e  i t  w a s  b e l i e v e d  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  o f  

g enom es  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  w o u l d  s t i l l  be t o o  low  t o  be 

d e t e c t e d ,  t h e  t r a n s f e c t e d  p l a t e  s t o c k  w a s  u s e d  t o  i n f e c t  

s e m i - c o n f l u e n t  BHK21 C13 c e l l  m o n o l a y e r s  i n  8 0 o z  r o l l e r  

b o t t l e s ,  a n d  v i r u s  DNA p r e p a r e d  a s  b e f o r e  ( s e c t i o n  I I . 5 ) .

T h i s  DNA w a s  s u b j e c t e d  t o  a  f u r t h e r  r o u n d  o f  s e l e c t i o n  

e n r i c h m e n t  ( J o n e s  a n d  S h e n k ,  19 7 8 ;  Brown e t  a l . , 19 84 ;

MacLean a n d  B r o w n ,  1 9 8 7 ) .  T h i s  p r o c e d u r e  i s  i l l u s t r a t e d  i n  

s e c t i o n  I I I . l . c ,  F i g u r e  2 7 .

I I . 9 I s o l a t i o n  o f  s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s

V i r u s  s t o c k s  w e r e  t i t r a t e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  

( s e c t i o n  I I . 3 ) ,  a n d  t h e  P e t r i  d i s h e s  w i t h  t h e  f e w e s t  p l a q u e s  

( u s u a l l y  l e s s  t h a n  1 0 )  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S / c a l f .  U s i n g  a  

lOOul e p p e n d o r f  p i p e t t e ,  w e l l  s e p a r a t e d  p l a q u e s  w e r e  p i c k e d ,  

r e s u s p e n d e d  i n  5 0 0 u l  P B S / c a l f  i n  a  s m a l l  g l a s s  v i a l  a n d  

s o n i c a t e d  f o r  3 0 s e c .

To t e s t  a  p l a q u e  i s o l a t e  f o r  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v i t y ,  

lOOul o f  s a m p l e  w a s  p l a t e d  o n t o  a  l i n b r o  w e l l  i n  d u p l i c a t e ,  

one  w e l l  b e i n g  i n c u b a t e d  a t  3 1 ° C ,  t h e  p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e ,  

a n d  t h e  o t h e r  a t  3 8 . 5 ° C ,  t h e  n o n - p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e .  

P l a q u e s  s h o w i n g  a  t i t r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  a t  3 1 ° C  t h a n  

3 8 . 5 ° C  ( a t  l e a s t  1 0  f o l d )  w e r e  r e g a r d e d  a s  p o s s i b l y  

tempe r a t u r e - s e n s  i  t i v e .

To g r o w  a  p l a t e  s t o c k ,  a  3 5mm P e t r i  d i s h  was  i n f e c t e d  

w i t h  1 0 0 - 2 5 Oul o f  t h e  p l a q u e  a t  e i t h e r  3 7°C ( w i l d - t y p e  v i r u s )
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o r  3 1°C ( t s  v i r u s )  u n t i l  t h e  cpe  w as  c o m p l e t e .  The 

s u p e r n a t a n t  f r o m  t h i s  p l a t e  w a s  t e r m e d  t h e  p l a t e  s t o c k  o f  t h e  

a p p r o p r i a t e  p l a q u e ,  a n d  w a s  s t o r e d  a t  - 7  0 °C .  The t i t r e  o f  

t h e s e  p l a t e  s t o c k s  w a s  u s u a l l y  1 0 7 - 1 0 8 p f u / m l .

In  a l l  c a s e s  w h e r e  a  p l a q u e  i s o l a t e  e i t h e r  g a v e  a  

d i f f e r e n t  r e s t r i c t i o n  en z y m e  p r o f i l e  f r o m  t h a t  o f  t h e  

w i l d - t y p e ,  o r  a p p e a r e d  t o  be t s ,  i t  w as  p l a q u e  p u r i f i e d  a n  

a d d i t i o n a l  3 t i m e s  p r i o r  t o  f u r t h e r  a n a l y s i s .

1 1 .1 0  P r e p a r a t i o n  a n d  i s o l a t i o n  o f  3 2 P - l a b e l l e d  v i r u s  DNA

T h i s  m e t h o d  i s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h a t  d e s c r i b e d  fcy 

L o n s d a l e  ( 1 9 7 9 ) .  C o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  o f  BHK21 C13 c e l l s  i n  

l i n b r o  w e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h ,  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  i n  

PIC,  t h e n  i n f e c t e d  w i t h  e i t h e r  a  t i t r a t e d  v i r u s  s t o c k  a t  10  

p f u / c e l l ,  o r  w i t h  l O O u l  o f  a  p l a t e  s t o c k ,  a t  a n  a s s i m e d  m o i  

o f  a b o u t  1 0  p f u / c e l l .  A f t e r  a b s o r p t i o n  f o r  1 h a t  3 7°C ,  t h e  

v i r u s  w as  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l s  w a s h e d  w i t h ,  a n d  m a i n t a i n e d  

i n ,  P IC  f o r  2 h a t  3 1 ° C .  F i f t y  uCi o f  3 2 P - o r t h o p h o s p h a t e  

( 3 2 P i )  w a s  a d d e d  p e r  w e l l  a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  a  

f u r t h e r  48  h a t  3 1 ° C .

The c e l l s  w e r e  l y s e d  by a d d i n g  SDS t o  a  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  2 .5%  ( v / v )  a n d  i n c u b a t i n g  f o r  5 m i n  a t  3 7°C.  

The DNA w a s  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  an  e q u a l  v o lu m e  o f  p h e n o l  a n d  

p r e c i p i t a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l .  The DNA 

was d r i e d  a t  3 7°C  f o r  3 0 - 6 0  m in  ( w i t h  t h e  t u b e s  i n  an  

i n v e r t e d  p o s i t i o n )  a n d  r e d i s s o l v e d  i n  2 0 0 u l  w a t e r .  U s u a l l y  

1 0 % o f  e a c h  s a m p l e  ( 2 0 u l )  w a s  d i g e s t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  

r e s t r i c t i o n  e n z y m e  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  a n  a g a r o s e  g e l  

( s e c t i o n  1 1 . 2 1 )  f o r  1 6 - 2 4  h a t  6 0 - 7 0 V .  G e l s  w e r e  a i r - d r i e d  

a n d  s e t  up  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a g a i n s t  K o d ak  X -Q m at  X S -1  f i l m
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( E a s t m a n ,  K o d a k )  a t  RT.

1 1 .1 1  P r e p a r a t i o n  a n d  i s o l a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  3 2 P - l a b e l l e d

v i r u s  i m m e d i a t e - e a r l y  ( I E )  RNA 

C o n f l u e n t  BHK21 C13 c e l l  m o n o l a y e r s  i n  9 0mm P e t r i  d i s h e s  

w ere  m a i n t a i n e d  i n  P I C  o v e r n i g h t ,  a n d  t r e a t e d  w i t h  lO O u g /m l  

c y c l o h e x i m i d e  b o t h  1 5  m i n  p r i o r  t o  a n d  c o n t i n u o u s l y  

t h r o u g h o u t  i n f e c t i o n .  V i r u s  w a s  a d d e d  a t  5 0 p f u / c e l l ,  a n d  

a l l o w e d  t o  a b s o r b  a t  3 7°C f o r  1 h .  The c e l l s  w e r e  w a s h e d  

t w i c e  i n  P I C  a n d  s u b s e q u e n t l y  m a i n t a i n e d  i n  P I C  c o n t a i n i n g  

lm C i / m l  3 2 P i  ( C l e m e n t s  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  A f t e r  a  f u r t h e r  7 h a t  

37°C, t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  PBS, s c r a p e d  i n t o  5ml  

PBS a n d  p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 , 0 0 0  rpm i n  a  F i s o n s  

C o o l s p i n  f o r  1 0  m i n .  The c e l l  p e l l e t  w as  r e s u s p e n d e d  i n  1ml 

RSB (lOmM K C l , 1.5mM MgCl2 , lOmM T r i s . H C L  pH 7 . 5 )  c o n t a i n i n g  

0.5% N o n i d e t  P 4 0 ,  a n d  t h e  n u c l e i  r e m o v e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t

2 , 0 0 0  rpm  i n  a  F i s o n s  C o o l s p i n  f o r  1 0  m i n .  The c y t o p l a s m i c  

s u p e r n a t a n t  w a s  m i x e d  w i t h  1m l  o f  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  7M 

u r e a ,  350mM N a C l ,  lOmM EDTA, lOmM T r i s .  HCl pH 7 . 8  a n d  1% SDS, 

a n d  e x t r a c t e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  

p h e n o l : c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 )  a n d  o n c e  w i t h  c h l o r o f o r m  a l o n e .  The 

RNA w a s  p r e c i p i t a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  3 v o l u m e s  o f  e t h a n o l  

a n d  0 . 1  v o l u m e  o f  3M s o d i u m  a c e t a t e  a n d  i n c u b a t i o n  a t  - 7 0 ° C  

o v e r n i g h t .  The RNA w a s  p e l l e t e d ,  d r i e d  i n  a v a c u u n  d e s i c c a t o r  

an d  r e d i s s o l v e d  i n  1 m l  w a t e r .  F b r  e a c h  h y b r i d i z a t i o n  

e x p e r i m e n t  2 x l 0 7 cpm o f  TCA p r e c i p i t a b l e  RNA w e r e  u s e d  

( F a v a l o r o  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .

1 1 .1 2  V i r u s  g r o w t h  p r o p e r t i e s

O n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  e s s e n t i a l l y
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a s  d e s c r i b e d  by D a r g a n  a n d  S u b a k - S h a r p e  ( 1 9 8 5 ) .  C o n f l u e n t  

BHK21 C l 3 c e l l  m o n o l a y e r s  i n  3 5mm P e t r i  d i s h e s  w e r e  i n f e c t e d  

a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  5 p f u / c e l l  a n d  v i r u s  a b s o r b e d  f o r  1 h a t  

37°C. F b l l o w i n g  tw o  w a s h e s  w i t h  P B S / c a l f ,  t h e  c e l l s  w e r e  

o v e r l a i d  w i t h  2 m l  ETC^o a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7°C.  S a m p l e s  w e r e  

h a r v e s t e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  6 , 8 , 12  a n d  24  h p o s t  i n f e c t i o n .  V i r u s  

was r e l e a s e d  by u l t r a s o n i c  d i s r u p t i o n  a n d  t i t r a t e d  ( s e c t i o n  

I I . 3 )  a n d  t h e  t i t r e  e x p r e s s e d  a s  p f u / 1 0 6 c e l l s  ( t h i s  i s  

e q u i v a l e n t  t o  p f u / m l ,  s i n c e  2 x l 0 8 c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  i n t o  

2m 1 m e d i u m ) .

L o n g e r  t e r m  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  i n v o l v e d  i n f e c t i n g  c e l l s  

a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  0 . 0 0 1  p f u / c e l l ,  h a r v e s t i n g  s a m p l e s  a t  0 , 

2 ,  4 ,  1 2 ,  2 4 ,  3 6 ,  4 8  a n d  72 h p o s t  i n f e c t i o n ,  a n d  t i t r a t i n g  

a s  b e f o r e .  T V e n t y - f o u r  h o u r  y i e l d  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  

o u t  by i n f e c t i n g  c e l l s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  5 p f u / c e l l ,  

h a r v e s t i n g  a f t e r  2 4  h a n d  t i t r a t i n g  a s  b e f o r e .

1 1 .1 3  A s s a y  f o r  t h y m i d i n e  k i n a s e  ( t k )  n e g a t i v e  v i r u s

BHK21 C13 c e l l  m o n o l a y e r s  i n  3 5mm P e t r i  d i s h e s  w e r e  

i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  5 p f u / c e l l  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  o f  l O O u g / m l  5 - b r o m o - 2  ' - d e o x y c y t i d i n e  ( BOdR) i n  ETC^o* 

A f t e r  2 4  h i n c u b a t i o n  a t  3 7°C ,  t h e  v i r u s  w as  h a r v e s t e d  a n d  

t i t r a t e d  o n  BHK21 C13 c e l l s .  BCdR i s  a  c y t i d i n e  a n a l o g u e  

w h ich  i s  p h o s p h o r y l a t e d  by t h e  v i r a l  t h y m i d i n e  k i n a s e  enzym e 

( t k ) .  The p h o s p h o r y l a t e d  f o r m  i n h i b i t s  t h e  v i r a l  DNA 

p o l y m e r a s e ,  a n d  t h u s  r e d u c e s  t h e  y i e l d  o f  t k  p o s i t i v e  v i r u s  

by 1 0 0 - 1 0 0 0  f o l d .  In c o n t r a s t ,  t k  n e g a t i v e  v i r u s ,  w h i c h  w i l l  

n o t  p h o s p h o r y l a t e  BCdR, i s  u n a f f e c t e d  by i t s  p r e s e n c e  ( S t o w  

e t  a l . . 1 9 7 8 ) .
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1 1 m 14  C o m p l e m e n t a t i o n  y i e l d  t e s t

C e l l s  a n d  m e d iu m  w e r e  p r e w a r m e d  t o  t h e  n o n - p e r m i s s i v e  

t e m p e r a t u r e  ( 3 8 . 5 ° C )  p r i o r  t o  u s e .  C o n f l u e n t  BHK21 C13 c e l l  

m o n o l a y e r s  i n  3 5mm P e t r i  d i s h e s  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  

m u l t i p l i c i t y  o f  1 0  p f u / c e l l  ( e i t h e r  5 p f u / c e l l  o f  e a c h  t s  

m u t a n t  u s e d  i n  m i x e d  i n f e c t i o n s ,  o r  1 0  p f u / c e l l  o f  a  s i n g l e  

t s  m u t a n t  u s e d  i n  i s o l a t i o n ) .  A f t e r  1 h a t  3 8 . 5 ° C ,

u i i a d s o r b e d  v i r u s  w a s  r e m o v e d  by w a s h i n g  t h e  m o n o l a y e r  t w i c e  

w i t h  ETCi q . The i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  f u r t h e r  i n c u b a t e d  i n  

ETCio f ° r  2 4  h a t  3 8 . 5 ° C ,  s c r a p e d  i n t o  t h e  g r o w t h  m edium,  

s o n i c a t e d  a n d  t h e  v i r u s  y i e l d  d e t e r m i n e d  by t i t r a t i o n  a t  b o t h  

31°C a n d  3 8 . 5 ° C  ( s e c t i o n  I I . 3 ) .  C o m p l e m e n t a t i o n  i n d i c e s  

(C. I . )  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  f o r m u l a  :

C . I . =  (X+Y ) 3 1  -  (X+Y ) 3 8 *5

l / 2 [ ( X 3 1 +Y3 1 ) -  (X3 8 *5 +Y3 8 *5 ) ]  

w h e re  (X+Y ) 3 1  a n d  (X +Y ) 3 8 * 5 r e p r e s e n t  t h e  t i t r e s  o f  p r o g e n y  

v i r u s  f r o m  a  m i x e d  i n f e c t i o n  o f  t sX  a n d  t s Y t i t r a t e d  a t  3 1 ° C  

and  3 8 . 5 ° C ,  r e s p e c t i v e l y .  The d e n o m i n a t o r  r e p r e s e n t s  t h e  sum 

o f  t h e  y i e l d s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c o n t r o l  s i n g l e  i n f e c t i o n s  

t i t r a t e d  a t  3 1 ° C  a n d  3 8 . 5 ° C ;  t h i s  v a l u e  b e i n g  h a l v e d  t o  

c o r r e c t  f o r  t h e  c o n t r o l  c u l t u r e s  h a v i n g  r e c e i v e d  t w i c e  t h e  

m u l t i p l i c i t y  o f  a  g i v e n  m u t a n t  c o m p a r e d  w i t h  t h e  m i x e d  

i n f e c t i o n .  The (X + Y )3 8 *5 v a l u e  c o r r e c t s  f o r  a n y  t s + 

r e c o m b i n a n t s  i n  t h e  p r o g e n y  v i r u s .  The (X3 8 *5 +Y3 8 , 5 ) v a l u e  

c o r r e c t s  f o r  a n y  r e v e r s i o n  o r  l e a k - t h r o u g h  o f  m u t a n t  v i r u s  a t  

3 8 . 5 ° C .  N o r m a l l y ,  c o m p l e m e n t a t i o n  i n d i c e s  o f  g r e a t e r  t h a n  5 

i n d i c a t e  t h a t  t h e  t s  l e s i o n s  a r e  i n  d i f f e r e n t  c o m p l e m e n t a t i o n  

g r o u p s  (B ro w n  e t  a l . ,  19 7 3 ) .
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1 1 . 1 5  R e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s

C o n f l u e n t  BHK21 C13 c e l l s  on  3 5mm P e t r i  d i s h e s  w e r e  

i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  1 0  p f u / c e l l  ( e i t h e r  5 p f u / c e l l  

o f  e a c h  t s  m u t a n t  u s e d  i n  m i x e d  i n f e c t i o n s  o r  1 0  p f u / c e l l  o f  

a  s i n g l e  t s  m u t a n t  u s e d  i n  i s o l a t i o n ) .  A f t e r  1 h a b s o r p t i o n  

a t  3 7°C ,  t h e  c e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  E T C ig  a n d  

i n c u b a t e d  i n  ETC^g a t  3 1 ° C .  At v a r i o u s  t i m e  i n t e r v a l s  

( s e c t i o n  I I I . 2 . c )  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ,  

s o n i c a t e d  a n d  t i t r a t e d  a t  b o t h  3 1 ° C  a n d  3 8 . 5 ° C .  The 

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  (RF)  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  

f o r m u l a  :

RF( %) = 1 0 0  x  2 x  (X+Y)38.5 _ i / 2 [ x 38 - 5 + Y3 8 - 5 ]

(X+Y ) 3 1  X3 1  Y3 1

w h ere  (X+Y ) 3 8 , 5  a n d  (X +Y ) 3 1  r e p r e s e n t  t h e  t i t r e s  o f  p r o g e n y  

v i r u s  f r o m  a  m i x e d  i n f e c t i o n  o f  t s X  a n d  t s Y  t i t r a t e d  a t  

3 8 . 5 ° C  a n d  3 1 ° C ,  r e s p e c t i v e l y .  X3 8 *5 , X3 1 , y 3 8 * 5 a n d  Y3 1  

r e p r e s e n t  t h e  y i e l d  o f  t h e  s i n g l e  i n f e c t i o n s  t i t r a t e d  a t  

3 8 . 5 ° C  o r  3 1 ° C .  The  l / 2 [  X3 8 - 5 + y 3 8 . 5  ]

X3 1  Y3 1

f a c t o r  c o r r e c t s  f o r  r e v e r s i o n  a n d  l e a k i n e s s  o f  t h e  p a r e n t a l  

t s  m u t a n t s .  The  e q u a t i o n  i s  d o u b l e d  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  

t h e  t o t a l  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a n t s  i s  t w i c e  t h a t  o f  t h e  

s e l e c t e d  t s +  p r o g e n y  v i r u s  ( B r o w n  e t  a l . , 19 7 3 ) .  W h e re  t h e  

two t s  p a r e n t s  h a d  d i f f e r e n t  n u m b e r s  o f  Xba I  s i t e s ,  p l a q u e s  

were  p i c k e d  a t  3 8 . 5 ° C  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  Xba I  s i t e s  i n  

t h e  r e c o m b i n a n t  t s + v i r u s  d e t e r m i n e d .

n . 1 6  G l y c e r o l  s t o c k s  o f  b a c t e r i a

B a c t e r i a l  s t o c k s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  5ml  s h a k i n g  c u l t u r e s  

grown o v e r n i g h t  i n  L - b r o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  a p p r o p r i a t e
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a n t i b i o t i c  a t  3 7 ° C .  The s t o c k s  w e r e  s t o r e d  a t  b o t h  - 2 0 ° C  a n d  

- 7 0 ° C ,  i n  50% ( v / v )  g l y c e r o l .

1 1 . 1 7  P r e p a r a t i o n  o f  L - b r o t h / a g a r  p l a t e s

L - b r o t h / a g a r  w a s  m e l t e d  by p l a c i n g  a  3 50ml b o t t l e  i n  a  

b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  a b o u t  1 h a n d  g r a d u a l l y  a l l o w e d  t o  

c o o l  u n t i l  c o m f o r t a b l e  t o  h o l d .  E b r  L - b r o t h / a g a r  p l a t e s  

a l o n e ,  a p p r o x i m a t e l y  2 0m l  w a s  p o u r e d  o n t o  9 0mm b a c t e r i a l  

P e t r i  d i s h e s ,  a l l o w e d  t o  s e t  a t  RT f o r  a b o u t  3 0 m i n ,  a n d  t h e  

p l a t e s  d r i e d  f o r  2 0 m i n  a t  3 7°C  i n  a n  i n v e r t e d  p o s i t i o n  w i t h  

t h e  l i d  l o o s e .  P l a t e s  w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C  f o r  up t o  1 m o n t h  

p r i o r  t o  u s e .  E b r  L - b r o t h / a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  a n t i b i o t i c ,  

t h e  a n t i b i o t i c  w a s  a d d e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  

( lO O u g /m l  a m p i c i l l i n  o r  1 2 . 5 u g / m l  t e t r a c y c l i n )  j u s t  p r i o r  t o  

p o u r i n g .

1 1 .1 8  T r a n s f o r m a t i o n  o f  b a c t e r i a l  c e l l s  w i t h  p l a s m i d  DNA 

T V e n t y - f i v e  u l  o f  a  h o s t  b a c t e r i a l  g l y c e r o l  s t o c k  w a s

a d d e d  t o  5 m l  L - b r o t h  a n d  g row n  o v e r n i g h t  a t  3 7°C i n  a  r o t a r y  

s h a k e r .  One ml  o f  t h i s  w a s  a d d e d  t o  1 9 m l  L - b r o t h  a n d  g row n  

w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a t  3 7 °C  u n t i l  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  

630nm ( 0 Dg3 g)  w a s  a p p r o x i m a t e l y  0 . 3  ( 9 0 - 1 0 0  m i n ) .  The c e l l s  

w ere  p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 , 0 0 0  r pm  f o r  1 0  m i n  i n  a 

S o r v a l l  S S 34  r o t o r ,  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 m l  o f  a n  i c e - c o l d  

s o l u t i o n  o f  50mM C a C l 2 a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  2 0 - 3 0  m i n .

The c e l l s  w e r e  r e p e l l e t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1m l  o f  i c e - c o l d  

SOmM C a C l 2 . The c e l l s  w e r e  e i t h e r  u s e d  i m m e d i a t e l y  o r  s t o r e d  

o v e r n i g h t  o n  i c e .  T h i s  l a t t e r  p r o c e d u r e  u s u a l l y  g a v e  h i g h e r  

t r a n s f o r m a t i o n  e f f i c i e n c y .  P l a s m i d  DNA ( 0 . 1 - l u g )  w a s  

i n c u b a t e d  w i t h  t h e  c a l c i u m  c h l o r i d e  s h o c k e d  c e l l s  on  i c e  f o r
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40 m i n ;  t h e  c e l l s  w e r e  h e a t - s h o c k e d  a t  4 2°C f o r  5 m i n ,  

t r a n s f e r r e d  t o  1 m l  L - b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7°C  i n  a  r o t a r y  

s h a k e r  f o r  9 0 - 1 2 0  m i n .  One h u n d r e d  u l  o f  v a r y i n g  d i l u t i o n s  o f  

t h e s e  c u l t u r e s  ( u s u a l l y  1 0 8 , 1 0 " 1 , 1 0 ~ 2 ) w e r e  s p r e a d  on  

L - b r o t h / a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c .  

F o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  a t  3 7 °C ,  s i n g l e  b a c t e r i a l  

c o l o n i e s  w e r e  p i c k e d  u s i n g  a  c o c k t a i l  s t i c k  a n d  a n a l y s e d  

( s e c t i o n  1 1 . 1 9 ) .  ( M a n i a t i s  e t  a l . , 1 9 8 2  )

1 1 .1 9  S m a l l - s c a l e  i s o l a t i o n  o f  p l a s m i d  DNA by a l k a l i n e  l y s i s  

T h i s  m e t h o d  i s  e s s e n t i a l l y  a s  d e s c r i b e d  by B i r n b o i m  a n d  

D oly  ( 1 9 7 9 ) .  C o l o n i e s  f r o m  a n  a g a r  p l a t e  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  

5ml L - b r o t h  a n d  s h a k e n  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C .  1 . 5 m l  o f  c e l l s  w e r e  

a d d e d  t o  a n  e p p e n d o r f  t u b e  a n d  p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  i n  

a Beckm an  m i c r o f u g e  f o r  30  s e c .  The p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  

lOOul o f  s o l u t i o n  I  (5  0mM g l u c o s e ,  lOmM EDTA, 2 5mM T r i s . H d ,  

p H 8 .0 )  c o n t a i n i n g  4 m g / m l  l y s o z y m e ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  RT f o r  5 

m in .  2 0 0 u l  s o l u t i o n  I I  ( 0 .2 M  NaOH, 1% S D S ( w / v ) )  w a s  a d d e d  a n d  

i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  o n  i c e  f o r  5 m i n .  1 5 0 u l  o f  i c e - c o l d  

s o l u t i o n  I I I  ( 3M KAc, p H 4 . 8 )  w a s  a d d e d ,  a n d  f o l l o w i n g  

i n c u b a t i o n  on  i c e  f o r  5 m i n ,  t h e  c e l l  d e b r i s  w a s  p e l l e t e d  by 

c e n t r i f u g a t i o n  i n  a  B e c k m a n  m i c r o f u g e  f o r  5 m i n .  DNA w a s  

e x t r a c t e d  by m i x i n g  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  p h e n o l : c h l o r o f o r m  

( 1 : 1 ) ,  s p i n n i n g  f o r  2 m i n  i n  a  B e ck m an  m i c r o f u g e  a n d  r e m o v i n g  

t h e  u p p e r  a q u e o u s  l a y e r .  T h i s  w a s  a d d e d  t o  2 v o l u m e s  o f  

e t h a n o l  a n d  t h e  DNA p r e c i p i t a t e d  a t  RT f o r  2 m i n ,  p e l l e t e d  ty  

c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m i n  i n  a  B eck m an  m i c r o f u g e ,  w a s h e d  i n  

70% e t h a n o l ,  d r i e d  i n  a  vacuum  d e s i c c a t o r  a n d  r e  d i s s o l v e d  i n  

5 0 u l  w a t e r  c o n t a i n i n g  5 0 u g / m l  R N a s e  A .  U s u a l l y  l O u l  o f  t h i s  

was u s e d  p e r  r e s t r i c t i o n  d i g e s t .



128

1 1 . 2 0  L a r g e  s c a l e  i s o l a t i o n  o f  p l a s m i d  DNA by a l k a l i n e  l y s i s

T h i s  m e t h o d  i s  e s s e n t i a l l y  t h a t  d e s c r i b e d  fcy B i r n b o i m  

a n d  D o l y  ( 1 9 7 9 ) ,  a n d  m o d i f i e d  by M a n i a t i s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .  

S i n g l e  c o l o n i e s  f r o m  a n  a g a r / L - b r o t h  p l a t e  o r  2 5 u l  f r o m  a  

b a c t e r i a l  g l y c e r o l  s t o c k  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  5 m l  o f  L - b r o t h  

c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c  a n d  s h a k e n  a t  3 7°C

o v e r n i g h t .  The c u l t u r e  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  5 00ml  L - b r o t h

c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c  i n  a  2 l i t r e  f l a s k  a n d

s h a k e n  a t  3 7°C  f o r  1 2 - 2  4 h .

The b a c t e r i a  w e r e  p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 , 0 0 0  

rpm f o r  5 m i n  i n  a  S o r v a l l  GSA r o t o r ,  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  

i n  7m l  s o l u t i o n  I  ( s e e  a b o v e )  c o n t a i n i n g  4 m g / m l  l y s o z y m e  a n d  

i n c u b a t e d  a t  RT f o r  1 0  m i n .  F r e s h l y  made s o l u t i o n  I I  ( 1 4 m l )  

was  a d d e d  a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  1 0  m i n  on  

i c e .  I c e - c o l d  s o l u t i o n  I I I  ( 1 0 . 5 m l )  w a s  a d d e d ,  i n c u b a t i o n  

c o n t i n u e d  o n  i c e  f o r  1 0  m i n  a n d  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  d e b r i s  

p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  f o r  30  m i n  i n  a 

S o r v a l l  S S 3 4  r o t o r .  DNA w a s  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  a n  e q u a l  

vo lum e o f  p h e n o l s c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 ) a n d  o n c e  w i t h  a n  e q u a l  

vo lum e o f  c h l o r o f o r m .  The DNA w a s  p r e c i p i t a t e d  a t  RT f o r  15  

min by t h e  a d d i t i o n  o f  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l ,  c e n t r i f u g e d  a t

1 2 , 0 0 0  rpm  f o r  3 0  m i n  i n  a  S o r v a l l  S S 34  r o t o r  a t  R T ,  w a s h e d  

i n  70% e t h a n o l ,  p e l l e t e d  a s  b e f o r e ,  a n d  d r i e d  i n  a  vacuum 

d e s i c c a t o r .  The DNA p e l l e t  w a s  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  c o n t a i n i n g  

5 0 u g /m l  R N a s e  A .  The  DNA w a s  q u a n t i t a t e d  by r u n n i n g  a  s n a i l  

s a m p l e  on  a n  a g a r o s e  g e l  c o n t a i n i n g  0 . 5 u g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  

an d  c o m p a r i n g  i t s  i n t e n s i t y  a g a i n s t  t h a t  o f  a  known s t a n d a r d  

u n d e r  uv  l i g h t .

I n  some i n s t a n c e s ,  t o  r e m o v e  r e s i d u a l  h o s t  c e l l  DNA a n d
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RNA, t h e  DNA w a s  f u r t h e r  p u r i f i e d  by i s o p y c n i c  b a n d i n g  on  

c a e s i u m  c h l o r i d e  g r a d i e n t s .  In  t h i s  c a s e ,  t h e  DNA w a s  o n l y  

e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  p h e n o l s c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 ) .  C a e s i u m  c h l o r i d e  

was  a d d e d  u n t i l  t h e  b u o y a n t  d e n s i t y  w as  1 . 5  6 g /c m 3  a n d  

e t h i d i u m  b r o m i d e  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

0 . 5 u g / m l .  C e n t r i f u g a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a  S o r v a l l  TV8 65B 

r o t o r  a t  4 5 , 0 0 0  r p m  f o r  1 6 - 2 4  h .  The DNA w a s  t h e n  v i s u a l i z e d  

on  a  l o n g - w a v e  u v  l i g h t  b o x .  TVo b a n d s  w e r e  s t a n d a r d l y  s e e n  -  

t h e  u p p e r  c o n t a i n i n g  h o s t  c e l l  DNA a n d  n i c k e d - c i r c u l a r  

p l a s m i d  DNA, a n d  t h e  l o w e r  c o n t a i n i n g  s u p e r c o i l e d  p l a s m i d  

DNA. The l o w e r  b a n d  w a s  r e m o v e d  w i t h  a  n e e d l e  a n d  t h e  

e t h i d i u m  b r o m i d e  r e m o v e d  fcy e x t r a c t i n g  3 t i m e s  w i t h  a n  e q u a l  

vo lum e o f  c a e s i u m  c h l o r i d e  s a t u r a t e d  i s o a m y l a l c o h o l .  The DNA 

was p r e c i p i t a t e d  by a d d i n g  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l  a n d  0 . 1  

volume o f  3M s o d i u m  a c e t a t e  a n d  i n c u b a t i n g  a t  - 2 0 ° C  f o r  3 0 

min  a n d  t r e a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .

1 1 .21  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s

A g a r o s e  g e l s  ( 0 . 5 - 1 . 5 %  ( w / v ) )  w e r e  p r e p a r e d  by b o i l i n g  

t h e  a p p r o p r i a t e  q u a n t i t y  o f  a g a r  i n  2 50m l  lx T B E  (89irM T r i s ,  

89mM b o r i c  a c i d ,  2mM EDTA) u n t i l  d i s s o l v e d .  Q i c e  c o o l ,  t h e  

s o l u t i o n  w a s  p o u r e d  o n t o  a  g l a s s  p l a t e  ( 1 5 2 c m  x 85cm) w h o s e  

e d g e s  h a d  b e e n  s e a l e d  w i t h  m a s k i n g  t a p e  a n d  o n t o  w h i c h  h a d  

been  p l a c e d  a  t e f l o n  c o a t e d  w e l l - f o r m i n g  comb ( 1 5  o r  12  

t o o t h ) .  C nee  s e t ,  t h e  g e l  w as  p l a c e d  i n  a  h o r i z o n t a l  g e l  t a n k  

c o n t a i n i n g  l x T B E .  B br  n o n - r a d i o a c t i v e  s a m p l e s ,  t h e  TBE 

c o n t a i n e d  0 . 5 u g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e .  Bbr p l a s m i d  DNA, g e l s  

were e l e c t r o p h o r e s e d  a t  e i t h e r  2 0 - 5 0 V  o v e r n i g h t  o r  8 0 -1 2 0 V

3 - 6  h .  Bbr  HSV DNA, g e l s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  6 0 - 8  0V 

o v e r n i g h t .  As a  r u l e ,  t o  r e s o l v e  DNA f r a g m e n t s  o f  h i g h  m o l .
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w t .  , l o w  % a g a r o s e  g e l s  w e r e  u s e d ,  w h i l e  f o r  l o w  m o l .  w t .  

f r a g m e n t s ,  h i g h e r  % a g a r o s e  g e l s  w e r e  u s e d  ( s e e  s e c t i o n  I I I ) .

1 1 . 2 2  I n  v i t r o  3 2 p _ i a be ^ x i n g Qf  DNA by  n i c k  t r a n s l a t i o n

T h i s  m e t h o d  w a s  e s s e n t i a l l y  t h a t  d e s c r i b e d  by R i g b y  e t  

a l .  ( 1 9 7 7 ) .  DNA ( 0 . 5 - 1 . 0 u g )  t o  be u s e d  a s  a  p r o b e  w as  

l a b e l l e d  u s i n g  2 u n i t s  o f  DNA p o l y m e r a s e  I  ( c o n t a i n i n g  5 * — 3 1 

p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  a n d  b o t h  5 ' - 3 '  a n d  3 * - 5  ' e x o n u c l e a s e  

a c t i v i t y )  i n  a  r e a c t i o n  c o n t a i n i n g  50mM T r i s . H d  pH 7 . 8 ,  5mM 

MgCl2 r 10mM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  l O u g / m l  BSA, 2 u C i  [ o i ^ 2 p ] £ c T P ,  

2uCi  [e<32p]clGTP, 0 .  2mM c o l d  dATP a n d  0 .  2mM c o l d  dTTP,  i n  a  

f i n a l  v o l u m e  o f  3 0 u l .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  1 5 ° C  f o r  1 2 0  m in  

t h e  DNA w a s  p r e c i p i t a t e d  o n  d r y  i c e  f o r  1 5  m i n  w i t h  0 . 6  

v o l u m e s  o f  i s o p r o p a n o l  a n d  0 . 1  v o l u m e  o f  3M s o d i u m  a c e t a t e .  

The DNA w a s  p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  i n  a  B e c k m a n  m i c r o f u g e  

f o r  5 m i n ,  r e s u s p e n d e d  i n  3 0 u l  o f  w a t e r  a n d  r e p r e c i p i t a t e d  

w i t h  i s o p r o p a n o l  a n d  3M s o d i u m  a c e t a t e .  The r e s u l t a n t  p e l l e t  

was d r i e d  i n  a  v a c u u m  d e s i c c a t o r  a n d  r e d i s s o l v e d  i n  l O O u l  o f  

80% f o r m a m i d e .

I I » 2 3  S o u t h e r n  b l o t t i n g  a n d  h y b r i d i z a t i o n  t o  3 2 p _ l a b e l l e d  

DNA o r  RNA

P u r i f i e d  v i r i o n  o r  i n f e c t e d  c e l l  DNA w a s  d i g e s t e d  w i t h  

t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  en zy m e  a n d  r u n  o n  a n  a g a r o s e  g e l  

f o r  1 6 - 2 4  h a t  6 0 - 8 0 V  ( s e e  s e c t i o n  I I I ) .  The g e l  w a s  

v i s u a l i z e d  u n d e r  s h o r t - w a v e  uv  l i g h t  t o  c o n f i r m  d i g e s t i o n  o f  

t h e  s a m p l e s  a n d  t o  p a r t i a l l y  f r a g m e n t  l a r g e r  DNA m o l e c u l e s  t o  

a i d  t h e i r  t r a n s f e r .  The g e l  w as  p l a c e d  i n  1 l i t r e  o f  G e l  S o a k  

I  ( 200mM NaOH, 600mM N a C l ) f o r  1 h a n d  t r a n s f e r r e d  i n t o  1 

l i t r e  o f  G e l  S o a k  I I  (1M T r i s . H C l  pH 8 . 0 ,  0 .5 9 M  N a C l )  f o r  1
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h .  I t  w a s  t h e n  p l a c e d  o n  t o p  o f  2 s h e e t s  o f  W hatm an  3mm 

f i l t e r  p a p e r ,  p r e - s o a k e d  i n  lO x S S C  ( l x S S C  i s  15mM t r i s o d i u m  

c i t r a t e ,  150mM N a C l ) ,  a n d  w h o s e  e n d s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  

lOxSSC. A s h e e t  o f  n i t r o c e l l u l o s e  (BA 85,  S c h l e i c h e r  a n d  

S c h u e l l ) ,  a l s o  p r e - s o a k e d  i n  lO x S S C ,  a n d  c u t  t o  t h e  e x a c t  

s i z e  o f  t h e  g e l ,  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  g e l ,  f o l l o w e d  by 3 

s i m i l a r l y  s i z e d  s h e e t s  o f  p r e - s o a k e d  W ha tm an  3mm f i l t e r  

p a p e r ,  3 s h e e t s  o f  d r y  W ha tm an  3mm f i l t e r  p a p e r ,  a n d  f i n a l l y  

a l a r g e  s t a c k  o f  c o r r e c t l y  s i z e d  K l e e n e x  ' H i - D r i '  t o w e l s .  A 

h eavy  w e i g h t  w a s  p l a c e d  o n  t o p .  T h i s  s e t - u p  a c t s  a s  a  w i c k  t o  

draw t h e  SSC t h r o u g h  t h e  g e l  a n d  n i t r o c e l l u l o s e ,  t r a n s f e r r i n g  

t h e  DNA o u t  o f  t h e  g e l  a n d  o n t o  t h e  u n d e r s i d e  o f  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e .  A f t e r  1 2 - 2 4  h ,  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  w a s  b a k e d  

i n  a v a c u u n  o v e n  a t  8 0°C  f o r  2 h ,  t o  f i r m l y  a t t a c h  t h e  DNA.

The  n i t r o c e l l u l o s e  w a s  p r e - h y b r i d i z e d  i n  a  s e a l e d  

p l a s t i c  b a g  c o n t a i n i n g  h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  ( 6 x S S C ,  

5 x D e n h a r d t ' s  b u f f e r  ( l x D e n h a r d t ' s  i s  0 . 0  2% b o v i n e  s e r u m  

a l b u m i n ,  0 .0 2 %  p o l y v i n y l c h l o r i d e ,  0 .0 2 %  F i c o l l ) ,  O . l m g / m l  

sa lm on  s p e r m  DNA, lOmM T r i s . H C l ,  p H 7 . 5 )  a t  7 5 ° C  f o r  2 - 1 6  h .  

The h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  w a s  r e p l a c e d  w i t h  f r e s h  

h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  n i c k - t r a n s l a t e d  3 2 p _ i a b e l l e d  

DNA o r  3 2 p  i n  v i v o  l a b e l l e d  RNA ( 2 x 1 0 ?  cpm, i n  t h e  l a t t e r  

c a s e ) .  H y b r i d i z a t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  f o r  48  h a t  7 5 ° C .  

The n i t r o c e l l u l o s e  w a s  w a s h e d  f o u r  t i m e s ,  f o r  1 h e a c h ,  i n  a  

l a r g e  v o lu m e  ( a p p r o x i m a t e l y  1 l i t r e )  o f  w ash  b u f f e r  (2 x S S C ,

0 . 1%SDS ( w / v ) ,  5mM N a 2 HP04 , p H 7 )  a t  6 0 ° C ,  a l l o w e d  t o  a i r  d r y  

and  e i t h e r  s e t  u p  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y  a g a i n s t  K o d a k  X S-1  f i l m  

a t  r t  o r  f o r  f l u o r o g r a p h y  by  u s i n g  a  D u p o n t  im ag e  

i n t e n s i f y i n g  s c r e e n  a n d  e x p o s i n g  a t  - 7 0 ° C .  ( S o u t h e r n ,  1 9 7 5 ) .
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1 1 . 2 4  D o t  b l o t s

P l a s m i d  DNA ( l u g )  w a s  d e n a t u r e d  by i n c u b a t i o n  i n  NaOH 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 M  a t  RT f o r  2 5 m i n ,  n e u t r a l i z e d  

by a d d i n g  NH4 Ac t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1M a n d  s p o t t e d  

o n t o  n i t r o c e l l u l o s e  w h i c h  h a d  b e e n  p r e - s o a k e d  i n  1M NaAc.

Once t h e  s p o t s  h a d  d r i e d ,  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  w a s  w a s h e d  i n  

6xSSC a n d  b a k e d  a t  8 0°C  i n  a  vacu u m  o v e n .  P r e - h y b r i d i z a t i o n ,  

h y b r i d i z a t i o n  t o  n i c k - t r a n s l a t e d  DNA o r  3 2p i n  v i v o  l a b e l l e d  

RNA, a n d  w a s h i n g ,  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  

( 1 1 . 2 3 ) .  The b o u n d  c o u n t s  w e r e  q u a n t i t a t e d  i n  a  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t e r .  ( M a n i a t i s  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

1 1 . 2 5  E l u t i o n  o f  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  f r a g m e n t s  f r o m  a g a r o s e  

g e l s

The DNA w a s  d i g e s t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  

enzyme a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a n  a g a r o s e  g e l  c o n t a i n i n g  

0 . 5 u g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  u n t i l  t h e  f r a g m e n t  t o  be i s o l a t e d  

was  w e l l  r e s o l v e d .  The g e l  w a s  v i s u a l i z e d  u n d e r  l o n g - w a v e  uv  

l i g h t  a n d  t h e  r e l e v a n t  f r a g m e n t  r e m o v e d  u s i n g  a  s h a r p  

s c a l p e l .  The i s o l a t e d  g e l  s l i c e  w a s  p l a c e d  i n  d i a l y s i s  

t u b i n g ,  p r e - b o i l e d  f o r  1 5  m i n  i n  TBE, a l o n g  w i t h  a  s m a l l  

vo lum e  o f  l x T B E .  E l e c t r o p h o r e s i s  a t  2 00V f o r  3 - 4  h 

t r a n s f e r r e d  t h e  f r a g m e n t  o u t  o f  t h e  g e l  s l i c e .  The c u r r e n t

was r e v e r s e d  f o r  2 - 3  m i n  t o  r e m o v e  t h e  DNA f r o m  t h e  s i d e  o f

t h e  d i a l y s i s  t u b i n g .  The b u f f e r  c o n t a i n i n g  t h e  DNA f r a g m e n t

was r e m o v e d ,  a n d  t h e  DNA e x t r a c t e d  o n c e  e a c h  w i t h  p h e n o l ,

p h e n o l : c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 )  a n d  c h l o r o f o r m ,  a n d  t h e n  e t h a n o l  

p r e c i p i t a t e d  a t  - 2  0 ° C  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l  

a n d  0 . 1  v o l u m e  o f  3M s o d i u m  a c e t a t e .  The p u r i f i e d  DNA w a s  

r i n s e d  w i t h  70% e t h a n o l ,  d r i e d  i n  a  vacuum  d e s i c c a t o r  a n d
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r e d i s s o l v e d  i n  w a t e r  a t  a p p r o x i m a t e l y  l u g / 5 u l .

1 1 . 2 6  R e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t i o n

R e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  l x  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  b u f f e r  ( s e e  

M a t e r i a l s )  c o n t a i n i n g  2 - 5  u n i t s  o f  r e s t r i c t i o n  e n zy m e  p e r  ug 

DNA. A t y p i c a l  r e a c t i o n  v o l u m e  w as  4 0 u l .  A f t e r  d i g e s t i o n  a t  

37°C f o r  2 - 1 6  h ( u s u a l l y  4 h ) ,  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  

e i t h e r  by e x t r a c t i o n  w i t h  p h e n o l : c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 ) ,  o r  by 

a d d i n g  o n e - s i x t h  v o l u m e  o f  F i c o l l  s t o p  s o l u t i o n  ( 5xTBE, lOOmM 

EDTA, 10% ( w / v )  F i c o l l ,  0 .1%  ( w / v )  b r o m o p h e n o l  b l u e )  p r i o r  t o  

a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( M a n i a t i s  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

1 1 .2 7  F i l l i n g  i n  5 1 o v e r h a n g s  w i t h  K le n o w  p o l y m e r a s e  

R e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t e d  DNA, c o n t a i n i n g  5 '  s i n g l e

s t r a n d  e x t e n s i o n s ,  w a s  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  p h e n o l : c h l o r o f o r m  

( 1 : 1 ) ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  w a s h e d  i n  7 0% e t h a n o l ,  d r i e d  a n d  

r e d i s s o l v e d  i n  w a t e r  a t  l u g / l O u l .  l u g  o f  DNA w a s  i n c u b a t e d  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  l x N T  b u f f e r  (50mM T r i s . H C l  pH 7 . 8 ,  5mM MgCl2 , 

lOmM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  l O u g / m l  BSA) c o n t a i n i n g  0.2mM o f  t h e  

c o l d  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s  r e q u i r e d  t o  f i l l  i n  t h e  

o v e r h a n g ,  a n d  2 u n i t s  o f  K l e n o w  p o l y m e r a s e  ( t h e  l a r g e  

f r a g m e n t  o f  E .  c o l i  p o l y m e r a s e ,  w h i c h  c o n t a i n s  t h e  5 ' — 3 '  

p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  a n d  3 ' — 5 1 e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y )  a t  1 5 ° C  

f o r  1 h .  T h i s  i s  o u t l i n e d  d i a g r a m a t i c a l l y  i n  I l l . l . a ,  F i g u r e  

26a .  The r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  by e x t r a c t i o n  w i t h  

p h e n o l : c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 )  ( M a n i a t i s  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

11 .28  L i g a t i o n  a n d  l i n k e r  i n s e r t i o n

One ug  o f  b l u n t - e n d e d  DNA w a s  e x t r a c t e d  w i t h
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p h e n o l  s c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 ) ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  w a s h e d  i n  7 0% 

e t h a n o l ,  d r i e d  a n d  r e d i s s o l v e d  i n  l O u l  w a t e r .  T h i s  w a s  

i n c u b a t e d  i n  a  b u f f e r  o f  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  6 6mM T r i s . H d  pH

7 . 6 ,  6.6mM MgCl2 f lOmM DTT, 0 . 4mM ATP, c o n t a i n i n g  2 u n i t s  o f  

T4 l i g a s e .  F o r  l i n k e r  i n s e r t i o n ,  a  1 0 0  f o l d  m o l a r  e x c e s s  o f  

n o n - p h o s p h o r y l a t e d  l i n k e r  w a s  a d d e d ;  t h e  l i n k e r  b e i n g  

n o n - p h o s p h o r y l a t e d  t o  m i n i m i z e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  g r e a t e r  

t h a n  1 l i n k e r  b e i n g  i n s e r t e d .  L i g a t e d  DNA w a s  u s e d  t o  

t r a n s f o r m  b a c t e r i a  a n d  t h e  DNA f r o m  t h e  r e s u l t a n t  colonies 

s u b j e c t e d  t o  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  a n a l y s i s .  T h i s  i s  o u t l i n e d  

d i a g r a m a t i c a l l y  i n  I l l . l . a ,  F i g u r e  2 6 b  ( M a n i a t i s  e t  a l . , 

1 9 8 2 ) .
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1 1 . 3 0 .  S y n t h e s i s  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  a  s y n t h e t i c  

o l i g o n u c l e o t i d e

A s y n t h e t i c  o l i g o n u c l e o t i d e  w a s  s y n t h e s i z e d  o n  a  

B i o s e a r c h  8 6 0 0  DNA s y n t h e s i z e r .  The DNA w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  

co lum n by r e s u s p e n d i n g  t h e  b e a d s  i n  1 m l  o f  a m m o n ia  a n d  

i n c u b a t i n g  a t  5 5°C  f o r  5 h .  The am m o n ia  w a s  r e m o v e d  by 

l y o p h i l i z a t i o n  i n  t h e  ' s p e e d i v a c 1 v a c u u m  d e s i c c a t o r ,  a n d  t h e  

d r i e d  s a m p l e  p u r i f i e d  by d e n a t u r i n g  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s .

S e v e n t y  f i v e  m l  o f  16% s e q u e n c i n g  g e l  m i x  (16% 

a c r y l a m i d e ,  c o n t a i n i n g  1 p a r t  i n  3 0 N - N ' - m e t h y l e n e  

b i s a c r y l a m i d e ,  a n d  8 .3 M  u r e a  i n  l x T B E ) , p o l y m e r i z e d  w i t h  

4 0 0 u l  o f  10% am m onium  p e r s u l p h a t e  a n d  4 0 u l  TEMED, w a s  p o u r e d  

b e t w e e n  tw o  2 0 x 2 2cm g l a s s  p l a t e s  s e p a r a t e d  by 1 .5mm s p a c e r s .  

W e l l s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1cm i n  w i d t h  w e r e  f o r m e d  u s i n g  a n  

8 - t o o t h  t e f l o n  comb.  The DNA s a m p l e s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 u l  

o f  w a t e r  by v o r t e x i n g ,  t h e n  m i c r o f u g e d  f o r  3 m i n .  The 

s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  5 0 u l  o f  s a m p l e  b u f f e r  ( 2 8 u l  

lOxTBE, 1 1 7 u l  w a t e r ,  8 0 0 u l  d e i o n i z e d  f o r m a m i d e ) ,  b o i l e d  f o r  

10 min  t h e n  q u e n c h e d  o n  i c e  a n d  l o a d e d  i m m e d i a t e l y .  TVo u l  o f  

f o r m a m i d e - d y e  m i x  w a s  l o a d e d  i n  a  s e p a r a t e  w e l l  t o  a c t  a s  a  

mol .  w t .  m a r k e r .  The g e l s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  s l o w l y ,  a t  

3.5-4mA o v e r n i g h t ,  i n  T B E .

To v i s u a l i z e  t h e  DNA t h e  g e l  w a s  r e m o v e d ,  w r a p p e d  i n  

o l i n g  f i l m  a n d  v i e w e d  a g a i n s t  a  w h i t e  c h r o m a t o g r a p h  p l a t e  by
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a n g l e d  l o n g - w a v e  u v  l i g h t .  I f  t h e  s y n t h e s i s  h a d  b e e n  

s u c c e s s f u l  t h e n  a  p r e d o m i n a n t ,  s t r o n g  b a n d  w i t h  p o s s i b l y  a  

few  m i n o r  l o w e r  m o l .  w t .  b a n d s  w a s  s e e n .  The t o p  b a n d  w a s  c u t  

o u t  w i t h  a  s c a l p e l ,  m a s h e d  w i t h  a  g l a s s  r o d ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  

42°C f o r  1 6  h i n  1 m l  e l u t i o n  b u f f e r  ( 0 . 5 M  ammonium a c e t a t e ,  

ImM EDTA, 0 .5%  S D S ) .  T h i s  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  g l a s s  w o o l  t o  

r em o v e  t h e  a c r y l a m i d e ,  p h e n o l s c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 )  e x t r a c t e d ,  

e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  w a s h e d  i n  7 0% e t h a n o l ,  d r i e d  a n d  

r e d i s s o l v e d  i n  w a t e r .  Tb q u a n t i t a t e  t h e  DNA, t h e  OD2 6 O w a s  

r e a d .  The  c o n v e r s i o n  f a c t o r  f o r  s y n t h e t i c  o l i g o n u c l e o t i d e s  i s  

t a k e n  a s  1 OD u n i t  = 2 0 u g / m l .

1 1 . 3 1  A d d i n g  5* p h o s p h a t e  t o  n o n - p h o s p h o r y l a t e d  DNA

DNA l a c k i n g  a  5 '  p h o s p h a t e  g r o u p  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7°C 

f o r  1 h i n  a  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  l x  k i n a s e  b u f f e r  

(60mM T r i s . H C l ,  p H 7 . 8 ,  15mM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  lOmM M g C ^ ) *  

250 m m o le s  ATP a n d  2 u n i t s  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e .  I t  w a s  

e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  p h e n o l s c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 ) ,  e t h a n o l  

p r e c i p i t a t e d ,  w a s h e d  w i t h  7 0% e t h a n o l ,  d r i e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  

w a t e r  ( M a n i a t i s  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

1 1 .3 2  S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  u s i n g  a  s y n t h e t i c  

o l i g o n u c l e o t i d e

P l a s m i d  DNA w a s  d i v i d e d  i n t o  tw o  5 u g  a l i q u o t s .  One w a s  

c l e a v e d  w i t h  Kpn I ,  a n  e n z y m e  w i t h  2 s i t e s  s u r r o u n d i n g  t h e  

Xba I  s i t e  t o  be m u t a t e d .  The s e c o n d  w a s  c l e a v e d  w i t h  H i n d  

I I I ,  a  s i n g l e - c u t t i n g  e n z y m e  w h o s e  s i t e  i s  l o c a t e d  o u t w i t h  

t h e  Kpn I  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  Xba I  s i t e .  T h e s e  two 

p l a s n i d  p o p u l a t i o n s  w e r e  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  

p h e n o l  s c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 ) ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  w a s h e d  i n  7 0%
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e t h a n o l ,  d r i e d  a n d  r e d i s s o l v e d  i n  l O u l  w a t e r .  T h ey  w e r e  t h e n  

m i x e d  a n d  d e n a t u r e d  by a d d i n g  5 u l  1M NaOH ( f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  0 . 2 M )  a n d  i n c u b a t i n g  a t  RT f o r  2 0 m i n .  The DNA 

was  r e a n n e a l e d  ( t o  f o r m  '  h e t e r o d u p l e x e s ' ) by  s e q u e n t i a l  

a d d i t i o n  o f  2 0 0 u l  w a t e r ,  2 5 u l  1M T r i s . H C L  pH 8 . 0  a n d  5 0 u l  

0.1M H d ,  f o l l o w e d  by i n c u b a t i o n  a t  6 3 ° C  f o r  3 h .  A 1 0 0  f o l d  

m o l a r  e x c e s s  o f  5 '  p h o s p h o r y l a t e d  o l i g o n u c l e o t i d e  ( w i t h  a  1 

bp m i s m a t c h )  w a s  a d d e d  t o  t h e  g a p p e d  h e t e r o d u p l e x  s o l u t i o n ,  

a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 h a t  RT t o  a l l o w  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  t o  

a n n e a l  w i t h  t h e  p l a s m i d  DNA. I n c u b a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  

16 h a t  1 5 ° C  i n  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  l x  l i g a s e  b u f f e r  ( s e e  

1 1 . 2 9 ) ,  1 0  m m o le s  o f  a l l  f o u r  d e o x y n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s ,

5 u n i t s  K l e n o w  p o l y m e r a s e  a n d  2 u n i t s  T4 DNA l i g a s e .  The DNA 

was  e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l s c h l o r o f o r m  ( 1 : 1 ) ,  e t h a n o l  

p r e c i p i t a t e d ,  w a s h e d  w i t h  7 0% e t h a n o l ,  d r i e d  a n d  r e d i s s o l v e d  

i n  w a t e r .  H a l f  o f  t h e  DNA w a s  d i g e s t e d  w i t h  Xba I  t o  e n r i c h  

f o r  t h o s e  m o l e c u l e s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  p r i o r  t o  

t r a n s f o r m a t i o n  o f  b o t h  d i g e s t e d  a n d  u n d i g e s t e d  DNA i n t o  E.  

c o l i  ( O o s t r a  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  L i a n g  e t  a l . , 1 9 8 6 ) .  T h i s  

p r o c e d u r e  i s  o u t l i n e d  d i a g r a m a t i c a l l y  i n  F i g u r e  2 4 .

11 .33  P r e p a r a t i o n  a n d  a n a l y s i s  o f  HSV p o l y p e p t i d e s

C o n f l u e n t  BHK21 C13 c e l l  m o n o l a y e r s  i n  35mm P e t r i  d i s h e s  

were  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  2 0 p f u / c e l l .  V i r u s  w as  

a b s o r b e d  a t  3 7°C f o r  1 h a n d  t h e  c e l l s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  a n d  

s u b s e q u e n t l y  m a i n t a i n e d  a t  3 7°C  i n  E a g l e ' s  medium c o n t a i n i n g  

o n e - f i f t h  t h e  n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  m e t h i o n i n e  a n d  2% c a l f  

serum ( E m e t / 5 C 2 ) .  At 4 h p o s t  i n f e c t i o n  [ 3 5S ] - m e t h i o n i n e  w as  

a d d e d  a t  2 5 u C i / m l .  2 4  h p o s t  i n f e c t i o n ,  t h e  i n f e c t e d  c e l l s  

were w a s h e d  t w i c e  w i t h  PBS a n d  h a r v e s t e d  i n t o  0 . 7 5 m l  s a m p l e



F i g u r e  2 4 .  S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s .

P l a s m i d  DNA (K pn  I  m) w a s  d i v i d e d  i n t o  tw o  

p o p u l a t i o n s ;  o n e  w a s  d i g e s t e d  w i t h  Kpn I  (K) a n d  t h e  o t h e r

w i t h  H i n d  I I I  ( H ) .  The Xba I  s i t e  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  

s m a l l  Kpn I  f r a g m e n t  w h i c h  i s  n o t  c l e a v e d  fcy H i n d  I I I .  The 

t w o  d i g e s t e d  p l a s m i d  p o p u l a t i o n s  w e r e  d e n a t u r e d ,  m i x e d  a n d

a l l o w e d  t o  r e a n n e a l .  S e v e r a l  c o m b i n a t i o n s  o f

' h e t e r o d u p l e x e s '  w i l l  be  f o r m e d ,  i n c l u d i n g  t h e  o n e  

i l l u s t r a t e d ,  w h i c h  h a s  a  s i n g l e - s t r a n d  g a p  o p p o s i t e  t h e  

Xba I  s i t e .  The  s y n t h e t i c  o l i g o n u c l e o t i d e  ( c o m p l e m e n t a r y  

t o  t h e  s i n g l e  s t r a n d )  c o n t a i n i n g  a  l b p  m i s m a t c h  i s  a d d e d  

a n d  a l l o w e d  t o  a n n e a l .  The s i n g l e - s t r a n d  g a p s  a r e  f i l l e d  

i n  by K l e n o w  DNA p o l y m e r a s e  a n d  dNTPs ( d o t t e d  l i n e )  a n d  

t h e  e n d s  l i g a t e d  w i t h  T4 DNA l i g a s e .  The r e s u l t a n t  

p l a s m i d s  s h o u l d  no  l o n g e r  c o n t a i n  a n  Xba I  s i t e .
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b u f f e r  ( 151mM T r i s . H C L  pH 6 . 7 ,  6 .28%  ( w / v )  SDS, 0 .1 5 %  ( v / v )  

2- m e r c a p t o e t h a n o l ,  0 .3 1 %  ( v / v )  g l y c e r o l ,  0 .1%  ( w / v )  

b r o m o p h e n o l  b l u e )  a n d  a n a l y s e d  by SDS-PAGE ( M a r s d e n  e t  a l .  , 

1 9 7 6 ,  1 9 7 8 ) .  To l a b e l  g l y c o p r o t e i n s ,  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  

l a b e l l e d  w i t h  a n d  m a i n t a i n e d  i n  EC2 c o n t a i n i n g  e i t h e r  

l O O u C i / m l  [ 1 4 C ] - g l u c o s a m i n e  o r  l O O u C i / m l  [ 3H ] - m a n n o s e .  F o r  

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a s  d e s c r i b e d  l a t e r  

( 1 1 . 3 5  a n d  1 1 . 3 6 ) .

1 1 .3 4  P r e p a r a t i o n  a n d  a n a l y s i s  o f  HSV i m m e d i a t e - e a r l y  

p o l y p e p t i d e s

G o n f l u e n t  HFL o r  BHK21 C13 c e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  t r e a t e d  

w i t h  l O O u g / m l  c y c l o h e x i m i d e  i n  E m e t / 5 C 2  15  m i n  p r i o r  t o  a n d  

c o n t i n u o u s l y  t h r o u g h o u t  i n f e c t i o n .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  

3 8 . 5 ° C ,  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  1 0 0  p f u / c e l l .  F o l l o w i n g  

a b s o r p t i o n ,  t h e  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  a n d  

s u b s e q u e n t l y  m a i n t a i n e d  i n  E m e t / 5 C 2 -  At 5 h p o s t  i n f e c t i o n ,  

a c t i n o m y c i n  D w a s  a d d e d  a t  2 . 5 u g / m l .  15  m i n  l a t e r ,  t h e  

m o n o l a y e r s  w e r e  w a s h e d  f o u r  t i m e s  w i t h  PBS. L a b e l l i n g  w a s  

t h e n  c a r r i e d  o u t  a t  3 8 . 5 ° C  f o r  1 h i n  PBS c o n t a i n i n g  

2 0 0 u C i / m l  [ 3 5 s ] - m e t h i o n i n e .  F i n a l l y ,  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  

t w i c e  w i t h  PBS,  h a r v e s t e d  i n t o  0 . 7  5ml  s a m p l e  b u f f e r  ( s e e  

1 1 . 3 3 )  a n d  a n a l y s e d  by SDS-PAGE ( P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .

11 .35  I m m u n o p r e c i p i t a t i o n  o f  VmwIEllO a n d  VmwIE63 

I n f e c t e d  c e l l s  w e r e  l y s e d  i n  e x t r a c t i o n  b u f f e r  (lOOmM

T r i s . H C 1 , pH 8 . 0 ,  10% ( v / v )  g l y c e r o l ,  0 .5%  ( v / v )  N o n i d e t  P 4 0 ,  

0.5% ( w / v )  s o d i u m  d e o x y c h o l a t e ,  0.2mM PMSF) u s i n g  0 . 7 5 m l  p e r  

2x10^ c e l l s .  E x t r a c t s  w e r e  k e p t  o n  i c e  f o r  1 h ,  s o n i c a t e d  a n d  

c l a r i f i e d  by c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m i n  i n  a  Beckm an m i c r o f u g e .
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A s t a n d a r d  n u m b e r  o f  c o u n t s  w e r e  u s e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t .  

E x t r a c t s  ( 2 5 u l )  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  5 0 u l  o f  n e a t  o r  d i l u t e d  

a n t i - p e p t i d e  s e r u m  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  r e l e v a n t  

p e p t i d e  ( 5 0 u g )  a t  4 ° C  f o r  3 h a n d  f o r  a  f u r t h e r  1 h w i t h  6 0 u l  

o f  a  50% ( v / v )  s u s p e n s i o n  o f  p r o t e i n  A - S e p h a r o s e .  U n b o u n d  

p r o t e i n s  w e r e  r e m o v e d  by e x t e n s i v e  w a s h i n g  w i t h  a  b u f f e r  

c o n t a i n i n g  60mM L i C l 2 , lOOmM T r i s . H C l ,  pH 8 . 0 ,  a n d  1% ( v / v )

2 - m e r c a p t o e t h a n o l .  P r o t e i n s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  e l u t e d  f r o m  t h e  

p e l l e t  by b o i l i n g  i n  s a m p l e  b u f f e r ,  a n d  a n a l y s e d  by SDS-PAGE 

(Z w e ig  e t  a l . , 19  8 0 ) .

1 1 . 3 6  I m m u n o p r e c i p i t a t i o n  o f  v i r u s  g l y c o p r o t e i n s  

I n f e c t e d  c e l l s  w e r e  l y s e d  i n  g l y c o p r o t e i n  e x t r a c t i o n

b u f f e r  ( 5  0mM T r i s . H C l ,  pH 7 . 2 ,  150mM N a C l ,  1% ( w / v )  s o d i u m  

d e o x y c h o l a t e ,  ( w / v )  0 .1 %  SDS, 1% ( v / v )  T r i t o n  X 1 0 0 ,  0.2mM 

PMSF) u s i n g  0 . 7 5 m l  p e r  2 x 1 0 ^  c e l l s .  E x t r a c t s  w e r e  k e p t  o n  i c e  

f o r  2 0  m i n  a n d  c l a r i f i e d  by c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m i n  i n  a  

Beckman m i c r o f u g e .  A s t a n d a r d  n u m b e r  o f  c o u n t s  w e r e  u s e d  i n  

e a c h  e x p e r i m e n t .  E x t r a c t s  ( 5 0 0 u l )  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  e i t h e r  

5 u l  o f  t h e  r e l e v a n t  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  o r  c o n t r o l  a s c i t e s  

f l u i d ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  RT f o r  30  m i n ,  a n d  f o r  a  f u r t h e r  2 h 

a t  4 °C  w i t h  6 0 u l  o f  a  50% ( v / v )  s u s p e n s i o n  o f  p r o t e i n  

A - S e p h a r o s e .  U n b o u n d  p r o t e i n s  w e r e  r e m o v e d  by e x t e n s i v e  

w a s h i n g  w i t h  t h e  g l y c o p r o t e i n  e x t r a c t i o n  b u f f e r .  P r o t e i n s  

were s u b s e q u e n t l y  e l u t e d  f r o m  t h e  p e l l e t  by b o i l i n g  i n  s a m p l e  

b u f f e r  a n d  a n a l y s e d  by SDS-PAGE (McLean e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

11 .37  S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  (SDS-PAGE)

S l a b  g e l s  w e r e  c a s t  v e r t i c a l l y  i n  a  s a n d w i c h  c o n s i s t i n g
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o f  tw o g l a s s  p l a t e s  s e p a r a t e d  by 1 .5m m  t h i c k  p e r s p e x  s p a c e r s  

a n d  s e a l e d  w i t h  t e f l o n  t a p e .  TVo t y p e s  o f  r e s o l v i n g  g e l  w e r e  

u s e d  : ( i )  s i n g l e  c o n c e n t r a t i o n  g e l s  c o n t a i n i n g  t h e  

a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a c r y l a m i d e  c r o s s - l i n k e d  w i t h  

2.5% (w /w )  N , N ' - m e t h y l e n e  b i s a c r y l a m i d e  i n  r e s o l v i n g  g e l  

b u f f e r  (375mM T r i s . H C l ,  p H 8 . 9 ,  ( w / v )  0 .1%  SDS) , a n d

( i i )  g r a d i e n t  g e l s  c o n t a i n i n g  a  5 % -1 2 .5 %  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  

a c r y l a m i d e  c r o s s - l i n k e d  w i t h  5% (w /w )  N , N ' - m e t h y l e n e  

b i s a c r y l a m i d e  i n  r e s o l v i n g  g e l  b u f f e r .  The 1 2 .5 %  a c r y l a m i d e  

m i x t u r e  a l s o  c o n t a i n e d  15% g l y c e r o l  t o  h e l p  s t a b i l i z e  t h e  

g r a d i e n t .  P o l y m e r i z a t i o n  w a s  a c h i e v e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  

ammonium p e r s u l p h a t e  (APS)  (0 .0 0 6 %  ( w / v ) )  a n d  

N,N,N* ,N* , t e t r a m e t h  y l e n e  d i a m i n e  (TEMED) (0 .0 0 4 %  ( v / v ) )  t o  t h e  

g e l  s o l u t i o n s  p r i o r  t o  p o u r i n g  t h e  g e l s .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  

c a s t i n g ,  t h e  g e l  w a s  o v e r l a i d  w i t h  b u t a n - 2 - o l  i n  o r d e r  t o  

e n s u r e  a  s m o o t h  i n t e r f a c e  o n  p o l y m e r i z a t i o n .  P r i o r  t o  

a d d i t i o n  o f  t h e  s t a c k i n g  g e l ,  t h e  b u t a n - 2 - o l  w a s  w a s h e d  o f f  

w i t h  d e i o n i s e d  w a t e r .  The s t a c k i n g  g e l  c o n t a i n e d  5% 

a c r y l a m i d e  ( c r o s s - l i n k e d  w i t h  t h e  same r a t i o  o f  

N , N ' - m e t h y l e n e  b i s a c r y l a m i d e  u s e d  i n  t h e  r e s o l v i n g  g e l )  i n  

s t a c k i n g  g e l  b u f f e r  ( O . l l m M  T r i s . H C l ,  pH 6 . 7 ,  ( w / v )  0 .1%

SDS) ,  a n d  w a s  p o l y m e r i z e d  w i t h  APS a n d  TEMED a s  a b o v e .  A f t e r  

t h e  s t a c k i n g  g e l  w a s  p o u r e d ,  a  t e f l o n  c o a t e d  comb w a s  

i n s e r t e d  t o  f o r m  t h e  w e l l s .

S a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  a n a l y s i s  by b o i l i n g  f o r  5 m i n  

i n  s a m p l e  b u f f e r ,  a n d  g e l s  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  t a n k  b u f f e r  

(52mM T r i s ,  53mM g l y c i n e ,  0 .1%  ( w / v )  SDS) a t  e i t h e r  60mA f o r  

3-4 h o r  1 0 -15m A  f o r  1 8  h ( M a r s d e n  e t  a l . , 1 9 7 6 ,  1 9 7 8 ) .

F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  g e l s  w e r e  f i x e d  o r  

s t a i n e d  f o r  1 h i n  m e t h a n o l r a c e t i c  a c i d s w a t e r  5 0 : 7 : 5 0 ,  i n  t h e
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a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  0 .2 %  ( w / v )  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  

R250,  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  t h e n  d e s t a i n e d  f o r  3 x 3 0  m i n  i n  

m e t h a n o l : a c e t i c  a c i d : w a t e r  5 : 7 : 8 8 .  The g e l s  w e r e  e i t h e r  

i m m e d i a t e l y  d r i e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  e x p o s e d  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y  a t  R T ,  o r  w e r e  e n h a n c e d  i n  3 v o l u m e s  o f  

E n h a n c e  (New E n g l a n d  N u c l e a r )  f o r  1 h  a n d  w a s h e d  i n  w a t e r  

f o r  3 0 m i n  b e f o r e  b e i n g  d r i e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  e x p o s e d  f o r  

f l u o r o g r a p h y  a t  - 7 0 ° C .
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RESULTS

I I I . l  ISOLATION OF HSV-1 GENOMES LACKING RESTRICTION 

ENZYME SITES

W i l d - t y p e  HSV-1 s t r a i n  1 7  c o n t a i n s  4 Xba I  r e s t r i c t i o n  

enzyme s i t e s  a t  0 . 0 7 ,  0 . 2 9 ,  0 . 4 5  a n d  0 . 6 3  m a p  u n i t s  ( m . u . ) 

( F i g u r e  25? W i l k i e ,  1 9 7 6 ) .  U s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  

s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  by J o n e s  a n d  S h e n k  

( 1 9 7 8 ) ,  B row n e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  i s o l a t e d  a  HSV-1 s t r a i n  1 7  

genome l a c k i n g  t h e  0 . 0  7 a n d  0 . 6  3 m . u .  Xba I  s i t e s  ( F i g u r e  

2 5 ) .  In t h i s  v i r u s ,  X2, t h e  0 . 0  7 m . u .  s i t e  h a s  b e e n  r e m o v e d  

w i t h  no d e t e c t a b l e  d e l e t i o n  o r  i n s e r t i o n  ( t h e  l e v e l  o f  

r e s o l u t i o n  b e i n g  i n  t h e  o r d e r  o f  1 5 0  b p )  w h i l e  t h e  0 . 6  3 m . u .  

s i t e  h a s  b e e n  r e m o v e d  w i t h  a  d e l e t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 5 0  

bp .  X2 g r o w s  n o r m a l l y  i n  o n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  (B ro w n  

e t  a l . , 19  84)  a n d  h i g h  t i t r e  s t o c k s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  ( 1 0 ^  

p f u / m l )  ( s e e  a l s o  s e c t i o n  I l l . l . e ) .  The p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  

o f  X2 i s  d i s c u s s e d  l a t e r  ( s e c t i o n  I l l . l . d ) .

In  o r d e r  t o  r e m o v e  t h e  tw o  r e m a i n i n g  Xba I  s i t e s  ( t h o s e  

a t  0 . 2 9  a n d  0 . 4 5  m . u . ) ,  t w o  a p p r o a c h e s  w e r e  e m p l o y e d .  F i r s t ,  

p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  HSV g e n o m i c  s e g m e n t s  s p a n n i n g  t h e  0 . 2 9  

a n d  0 . 4 5  m . u .  Xba I  s i t e s ,  Kpn I  m a n d  c ,  r e s p e c t i v e l y  ( s e e  

F i g u r e  2 5 ) ,  w e r e  m u t a t e d  by s e v e r a l  m e a n s  t o  r em o v e  t h e  Xba 

I  s i t e s ,  a n d  a t t e m p t s  w e r e  m ade  t o  m a r k e r  r e s c u e  th e m  b a c k  

i n t o  t h e  i n t a c t  v i r u s  ( I I I . l . a ,  I I I . l .  b )  . S e c o n d ,  s e l e c t i o n  

e n r i c h m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t ,  a s  d e s c r i b e d  by Brow n e t  a l .  

(1984)  ( I I I . l . c )  .



F i g u r e  2 5 .  X ba  I  m ap  o f  HSV-1 DNA.

X ba  I  m a p  f o r  t h e  DNA o f  HSV-1 s t r a i n  17  i s  s how n  

a b o v e  t h e  l i n e  ( W i l k i e ,  19  76 )  a n d  t h a t  f o r  X2 b e l o w  t h e  

l i n e  ( B r o w n  e t  a l .  , 19 8 4 ) .  A l s o  i l l u s t r a t e d  b e l o w  t h e  l i n e  

a r e  t h e  m ap  p o s i t i o n s  o f  gH a n d  t k  a n d  t h e  r e g i o n s  c l o n e d  

i n  Kpn I  m a n d  c .  The 0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e  i s  c o n t a i n e d  

w i t h i n  gH a n d  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  Xba I  s i t e  a n d  t h e  

t k  l o c u s  i s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  b e t w e e n  t h e  t k  l o c u s  a n d  t h e  

e n d  o f  Kpn I  m.

T h e  0 . 0 7  m . u .  Xba I  s i t e  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  UL2 
c o d i n g  f o r  t h e  u r a c i l  DNA g l y c o s y l a s e ;  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  
s i t e  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  UL27 c o d i n g  f o r  gH; t h e  0 . 4 5  m . u .  
Xba I  s i t e  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  UL33 c o d i n g  f o r  a  p u t a t i v e  
1 4 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p o l y p e p t i d e ;  t h e  0 . 6 3  m . u .  Xba I  
s i t e  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  UL44 c o d i n g  f o r  gC (M cGeoch e t  * 1 . ,  
1 9 8 8 ) .  —  —
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I I I . l . a  L o s s  o f  X ba  I  s i t e s  i n  c l o n e d  HSV f r a g m e n t s

C l o n e d  HSV f r a g m e n t s  s p a n n i n g  t h e  0 . 2 9  a n d  0 . 4  5 m . u .

Xba I  s i t e s  w e r e  o b t a i n e d .  The f r a g m e n t s  c h o s e n  w e r e  Kpn I  m 

( 0 . 2 8 5 - 0 . 3 2 2  m . u . )  a n d  Kpn I  c  ( 0 . 4 3 5 - 0 . 5 1 8  m. u .  ) ,  s p a n n i n g  

t h e  0 . 2 9  a n d  0 . 4 5  m . u .  s i t e s ,  r e s p e c t i v e l y  ( s e e  F i g u r e  2 5 ) .  

B o th  o f  t h e s e  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  c l o n e d  i n t o  t h e  P s t  I  s i t e  

o f  p A T l53  b y  Dr  A n d r e w  D a v i s o n .  P r i o r  t o  u s e ,  b o t h  p l a s m i d s  

w e r e  d i g e s t e d  w i t h  v a r i o u s  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  a n d  shown t o  

g i v e  t h e  c o r r e c t  p r o f i l e ,  w i t h  o n e  e x c e p t i o n  : Kpn  I  m d i d  

n o t  d i g e s t  w i t h  Xba I  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  One p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  w a s  t h a t  t h e  Xba I  s i t e  w a s  m e t h y l a t e d  

a n d  t h e r e f o r e  r e s i s t a n t  t o  c l e a v a g e  w i t h  Xba I .  The DNA h a d  

b e e n  i s o l a t e d  f r o m  E .  c o l i  s t r a i n  HB101,  w h i c h  c o n t a i n s  a  

dam m e t h y l a s e ;  t h i s  m e t h y l a t e s  A r e s i d u e s  i n  t h e  s e q u e n c e  

5 ' -GATC.  As t h e  X ba  I  c l e a v a g e  s i t e  i s  5 ' -TCTAGA, t h e  

s e q u e n c e  5 ' -GA TC w i l l  o c c u r  o n  a v e r a g e  a t  1 / 8  X ba  I  s i t e s  

( 1 / 1 6  o n  e a c h  s t r a n d ) .  T h e r e f o r e ,  a  dam" s t r a i n  o f  E .  c o l i  

(CSH 2 6 )  w a s  t r a n s f o r m e d  w i t h  t h e  p l a s m i d  Kpn I  m a n d  t h e  

DNA a m p l i f i e d .  U s i n g  t h r e e  e n z y m e s  w h i c h  c u t  t h e  s e q u e n c e  

5 ' -GATC d i f f e r e n t l y  a c c o r d i n g  t o  t h e  s t a t e  o f  m e t h y l a t i o n  

(Sau 3A ,  w h i c h  c u t s  b o t h  m e t h y l a t e d  a n d  n o n - m e t h y l a t e d  DNA; 

Dpn I ,  w h i c h  c u t s  o n l y  m e t h y l a t e d  ( S ' - C ^ A T C )  DNA; a n d  Mbo I ,  

w h ich  c u t s  o n l y  n o n - m e t h y l a t e d  DNA), we c o n f i r m e d  t h a t  Kpn I  

m DNA e x t r a c t e d  f r o m  HB101 b a c t e r i a  w as  m e t h y l a t e d ,  w h e r e a s  

Kpn I  m DNA e x t r a c t e d  f r o m  CSH 2 6 c e l l s  w a s  n o t  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) .  The l a t t e r  DNA w a s  a l s o  c l e a v e d  by Xba I  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) .  S u b s e q u e n t  s e q u e n c e  a n a l y s i s  (M cGeoch a n d  D a v i s o n ,  

1986b)  h a s  c o n f i r m e d  t h a t  t h i s  Xba I  s i t e  i s  b o r d e r e d  by t h e  

s e q u e n c e  5 ' -GA TC,  a n d  h e n c e  i s  s u s c e p t i b l e  t o  m e t h y l a t i o n  i n  

dam+ b a c t e r i a l  s t r a i n s .
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A l t h o u g h  Kpn I  c  DNA f r o m  t h e  dam+ HB101 c l e a v e d  

n o r m a l l y ,  i n d i c a t i n g  i t  w a s  n o t  m e t h y l a t e d ,  t h i s  DNA w a s  

a l s o  t r a n s f o r m e d  i n t o  t h e  dam" CSH 2 6 c e l l s  a s  a  p r e c a u t i o n ,  

i n  c a s e  m a n i p u l a t i o n s  c r e a t e d  t h e  s e q u e n c e  5 ' -GATC w h i c h  

w o u ld  f a l s e l y  a p p e a r  t o  l a c k  t h e  Xba I  s i t e .  T h u s ,  a l l  

f u r t h e r  w o r k  w i t h  Kpn I  m a n d  c  i n v o l v e d  t h e  u s e  o f  CSH 2 6 

r a t h e r  t h a n  t h e  s t a n d a r d  HB101.

The  f i r s t  a t t e m p t s  t o  d e l e t e  t h e  X ba  I  s i t e s  f r o m  b o t h  

p l a s m i d s  i n v o l v e d  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t .  The DNA w a s  c l e a v e d  

w i t h  Xba I  a n d  t h e n  e i t h e r  t r a n s f o r m e d  d i r e c t l y  i n t o  E .  c o l i  

o r  f i r s t  r e l i g a t e d ,  a n d  t h e n  t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i .  I t  

was h o p e d  t h a t  t h i s  p r o c e d u r e  w o u l d  b o t h  e n r i c h  f o r  n a t u r a l  

m u t a n t s  l a c k i n g  t h e  X ba  I  s i t e s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  ( a s  l i n e a r  

DNA t r a n s f o r m s  m u c h  l e s s  e f f i c i e n t l y  t h a n  c i r c u l a r  DNA) a n d  

m u t a t e  t h e  Xba I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e  i n  a  s n a i l  

p e r c e n t a g e  o f  c a s e s .  S i n g l e  c o l o n i e s  w e r e  i s o l a t e d ,  s m a l l  

s c a l e  c u l t u r e s  g r o w n  u p ,  a n d  t h e  DNA e x t r a c t e d  a n d  a n a l y z e d  

(by Xba I  d i g e s t i o n )  f o r  l o s s  o f  t h e  Xba I  s i t e .  D e s p i t e  

a n a l y z i n g  o v e r  5 00  c o l o n i e s  f o r  e a c h  p l a s m i d ,  n o  p l a s m i d s  

l a c k i n g  t h e  Xba I  s i t e  w e r e  o b t a i n e d .  T h u s ,  t h e  n a t u r a l  

f r e q u e n c y  o f  p l a s m i d  m o l e c u l e s  l a c k i n g  t h e s e  Xba I  s i t e s  i n  

t h e  p o p u l a t i o n  m u s t  be e x t r e m e l y  lo w .

A t  t h i s  p o i n t  i t  w a s  d e c i d e d  t o  m a n i p u l a t e  t h e  tw o  

p l a s m i d s  t o  d e l e t e  t h e  X ba  I  s i t e s .  The f i r s t  a p p r o a c h  

c h o s e n  w a s  t o  c l e a v e  t h e  DNA w i t h  Xba I ,  f i l l  i n  t h e  3 '  

r e c e s s e d  e n d s  w i t h  t h e  K l e n o w  f r a g m e n t  o f  DNA p o l y m e r a s e  I ,  

an d  l i g a t e  t h e  t w o  b l u n t  e n d s  ( F i g u r e  2 6 a ) ,  p r i o r  t o  

s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w i t h  Xba I .  T h i s  p r o c e d u r e  s h o u l d  

r e s u l t  i n  a  4 b p  i n s e r t  w h i c h  d e s t r o y s  t h e  Xba I  s i t e ,  b u t  

w h ich  w o u l d  l e a d  t o  a  f r a m e s h i f t  i n  a n y  p o l y p e p t i d e  e n c o d e d



F i g u r e  2 6 .  M a n i p u l a t i o n s  o f  Xba I  s i t e s .

a )  The  u s e  o f  K l e n o w  DNA p o l y m e r a s e  t o  f i l l  i n  t h e  5* 

o v e r h a n g s  o f  a n  Xba I  d i g e s t e d  s i t e .  R e l i g a t i o n  l e a d s  t o  

t h e  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  X ba  I  s i t e  w i t h  a  4 b p  i n s e r t i o n .

b )  The  a d d i t i o n  o f  a  Kpn I  l i n k e r  t o  a  d i g e s t e d  a n d  

f i l l e d  i n  Xba  I  s i t e .  H i i s  l e a d s  t o  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  

Xba I  s i t e  w i t h  a  1 2 b p  i n s e r t i o n .

d )  A m in o  a c i d  a n d  DNA s e q u e n c e  o f  gH a r o u n d  t h e  0 . 2 9  

m . u .  Xba I  s i t e .  U n d e r n e a t h  i s  w r i t t e n  t h e  s e q u e n c e  o f  t h e  

1 8 - m e r  s y n t h e t i c  o l i g o n u c l e o t i d e  u s e d  t o  m u t a t e  t h e  Xba I  

s i t e .  The l e f t  h a n d  C a n d  r i g h t  h a n d  GC a r e  n o t  p a r t  o f  

t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  b u t  a r e  i n c l u d e d  t o  s h o w  t h e  a m i n o  

a c i d s  a r o u n d  t h e  Xba I  s i t e .  The A ( u n d e r l i n e d )  i n  t h e  Xba 

I  s i t e  h a s  b e e n  m u t a t e d  t o  a  T ( u n d e r l i n e d )  t o  d e s t r o y  t h e  

Xba I  s i t e .  T h i s  i s  i n  t h e  3 r d  b a s e  p o s i t i o n  o f  t h e  c o d o n  

a n d  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  a m i n o  a c i d ,  t h u s  h a v i n g  no  e f f e c t  

o n  gH.
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by t h e  DNA.

F rom  t h i s  p r o c e d u r e  a  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  w e r e  o b t a i n e d  

f o r  b o t h  Kpn I  m a n d  c .  Of 5 c o l o n i e s  a n a l y z e d  f o r  Kpn I  c ,

4 h a d  l o s t  t h e  Xba I  s i t e ,  w i t h  no a p p a r e n t  a l t e r a t i o n  i n  

t h e  s i z e  o f  t h e  DNA a r o u n d  t h e  s i t e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e s e  

w e r e  c a l l e d  p A C l ,  pAC2, pAC3 a n d  pAC4. A t t e m p t s  t o  m a r k e r  

r e s c u e  a l l  4 p l a s m i d s  b a c k  i n t o  X2 w e r e  u n s u c c e s s f u l  ( s e e  

s e c t i o n  I I I . l . b ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a  f r a m e s h i f t  m u t a t i o n  

m i g h t  h a v e  o c c u r r e d  w i t h i n  a n  e s s e n t i a l  p o l y p e p t i d e  ( t h e  

0 . 4 5  m . u .  Xba I  s i t e  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n  a  1 4 , 0 0 0  m o l .  w t .  

o p e n  r e a d i n g  f r a m e  -  D r .  D. J .  M cGeoch ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n )  .

I n  t h e  c a s e  o f  Kpn I  m 20  c o l o n i e s  w e r e  a n a l y z e d ,  o f  

w h i c h  1 6  h a d  l o s t  t h e  X ba  I  s i t e .  S u r p r i s i n g l y ,  a l l  o f  t h e s e  

h a d  l a r g e  d e l e t i o n s  a r o u n d  t h e  Xba I  s i t e ,  a n d  o n l y  tw o  

r e t a i n e d  s e q u e n c e s  f r o m  b o t h  e n d s  o f  t h e  HSV f r a g m e n t .  T h e s e  

w e r e  pAMl a n d  pAM2, w h i c h  h a d  0 . 6  a n d  0 . 7  k b p  d e l e t i o n s ,  

r e s p e c t i v e l y  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  No a t t e m p t  w a s  m ade  t o  m a r k e r  

r e s c u e  t h e s e  b a c k  i n t o  X 2 ,  a s  t h e y  w o u l d  be l i a b l e  t o  r e s u l t  

i n  a n  i n v i a b l e  v i r u s .  A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e s e  

d e l e t i o n s  i s  t h a t  r e l i g a t i o n  o f  t h e  p l a s n i d  w a s  u n s u c c e s s f u l  

a n d  t h a t  r e c o m b i n a t i o n / d e l e t i o n  o c c u r r e d  d u r i n g  

c i r c u l a r i z a t i o n  w i t h i n  t h e  b a c t e r i a .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e r e  

was  a  c o n t a m i n a t i n g  e x o n u c l e a s e  i n  o n e  o f  t h e  r e a g e n t s  u s e d .  

In  t h e  s e c o n d  a t t e m p t  w i t h  Kpn I  m, 6 c o l o n i e s  w e r e  o b t a i n e d  

o f  w h i c h  2 ( pAM3 a n d  pAM4) h a d  l o s t  t h e  X ba  I  s i t e  w i t h  no 

a p p a r e n t  d e l e t i o n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  C hce  m o r e ,  m a r k e r  r e s c u e  

was u n s u c c e s s f u l ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a g a i n  a  f r a m e s h i f t  

m u t a t i o n  m a y  h a v e  b e e n  i n t r o d u c e d  i n t o  a n  e s s e n t i a l  

p o l y p e p t i d e  ( s e c t i o n  I I I . l . c ) .  I t  w a s  s u b s e q u e n t l y  l e a r n e d
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t h a t  g l y c o p r o t e i n  H, a n  e s s e n t i a l  g l y c o p r o t e i n ,  i s  e n c o d e d  

by t h e  r e g i o n  s p a n n i n g  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e  ( B u c k m a s t e r  

e t  a l . , 1 9 8 4 ;  M cG eoch  a n d  D a v i s o n ,  1 9 8 6 b ) .

In  a n  a t t e m p t  t o  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  p u t a t i v e  

f r a m e s h i f t ,  i n s e r t i o n  m u t a g e n e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  on  b o t h  

p l a s m i d s .  The p l a s m i d s  w e r e  c l e a v e d  w i t h  Xba I ,  b l u n t  e n d e d  

w i t h  K l e n o w  p o l y m e r a s e  a n d  t h e n  a  n o n p h o s p h o r y l a t e d  8 b p  Kpn 

I  l i n k e r  l i g a t e d  b e t w e e n  t h e  tw o  e n d s  ( F i g u r e  2 6 b ) .  A 

n o n p h o s p h o r y l a t e d  l i n k e r  w a s  u s e d  t o  m i n i m i z e  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  m o r e  t h a n  o n e  l i n k e r  b e i n g  i n s e r t e d .

I n s e r t i o n  o f  o n l y  o n e  l i n k e r  w o u l d  r e s u l t  i n  a n  o v e r a l l  

a d d i t i o n  o f  1 2  b p ,  i e .  a n  i n - f r a m e  i n s e r t i o n  o f  f o u r  a m i n o  

a c i d s .  T h i s  w o u l d  h o p e f u l l y  h a v e  l e s s  e f f e c t  o n  a n  e n c o d e d  

p r o t e i n  t h a n  a  f r a m e s h i f t  m u t a t i o n .  P r i o r  t o  t r a n s f o r m a t i o n ,  

s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w a s  a g a i n  c a r r i e d  o u t  u s i n g  Xba I .

W i t h  Kpn I  m, 5 0 c o l o n i e s  w e r e  s c r e e n e d .  Of t h e s e ,  41  

h a d  l o s t  t h e  X ba  I  s i t e ,  b u t  o n l y  o n e  o f  t h e s e  p l a s m i d s  

(pAM5) c o n t a i n e d  a  Kpn I  l i n k e r .  (A Kpn I  d i g e s t  o f  a  

l i n k e r - c o n t a i n i n g  p l a s m i d  s h o u l d  g i v e  t h e  same p r o f i l e  a s  a n  

Xba I / K p n  I  d o u b l e  d i g e s t  o f  t h e  o r i g i n a l  p l a s m i d  -  d a t a  n o t  

s h o w n ) .  The  lo w  f r e q u e n c y  i s  n o t  s u r p r i s i n g  due t o  t h e  u s e  

o f  a  p h o s p h o r y l a t e d  p l a s m i d  ( w h i c h  w o u l d  e a s i l y  s e l f - l i g a t e )  

a n d  a  n o n p h o s p h o r y l a t e d  l i n k e r ,  e v e n  a t  t h e  1 0 0  f o l d  m o l a r  

e x c e s s  o f  l i n k e r  u s e d .

W i t h  Kpn I  c ,  a  s i m i l a r  p a t t e r n  w a s  s e e n .  E i g h t y - n i n e  

c o l o n i e s  w e r e  a n a l y z e d ,  o f  w h i c h  85  l a c k e d  t h e  Xba I  s i t e .

Of t h e s e  a g a i n  o n l y  o n e  (pA C5)  c o n t a i n e d  a  Kpn I  l i n k e r .  

A t t e m p t s  m a de  t o  m a r k e r  r e s c u e  t h e s e  p l a s m i d s  b a c k  i n t o  X2 

w e re  u n s u c c e s s f u l  ( s e c t i o n  I l l . l . b ) .

W h i l e  d e l e t i n g  t h e  X ba  I  s i t e s  f r o m  t h e  p l a s m i d s ,
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s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w a s  a l s o  b e i n g  c a r r i e d  o u t  o n  i n t a c t  

v i r a l  DNA ( s e c t i o n  I I I . l . c ) .  In t h i s  w ay  t h e  0 . 4 5  m . u .  Xba I  

s i t e  w a s  d e l e t e d .  T h e r e f o r e ,  a l l  f u r t h e r  p l a s m i d  

m a n i p u l a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  o n l y  Kpn I  m.

i w i ■■■ r r

T h e s e

3 p l a s m i d s  w e r e  a g a i n  u s e d  i n  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s ,  

t h i s  t i m e  i n t o  X3 o r  1 7 0 1  ( a n  HSV-1 s t r a i n  1 7  g e n o m e



148

c o n t a i n i n g  o n l y  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e  -  s e e  I I I . l . c ) .  

A g a i n  t h i s  w a s  u n s u c c e s s f u l  ( I l l . l . b ) .

A t  t h i s  p o i n t  i t  w a s  l e a r n e d  t h a t  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  

s i t e  w a s  c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  e s s e n t i a l  g l y c o p r o t e i n ,  gH .

The s e q u e n c e  a r o u n d  t h i s  r e g i o n  w a s  k i n d l y  s u p p l i e d  t o  u s  by 

Drs  A. C. M i n s o n  a n d  D. J .  McGeoch .  T h i s  a l l o w e d  t h e  

s y n t h e s i s  o f  a n  1 8 - m e r  o l i g o n u c l e o t i d e  w i t h  a  o n e  b a s e  

a l t e r a t i o n  w h i c h  d e s t r o y e d  t h e  Xba I  s i t e  b u t ,  b e c a u s e  i t  

was  i n  t h e  t h i r d  b a s e  p o s i t i o n ,  d i d  n o t  a l t e r  t h e  a m i n o  a c i d  

s e q u e n c e  o f  gfi ( s e e  F i g u r e  2 6 d ) .  The o l i g o n u c l e o t i d e  w as  

i n s e r t e d  i n t o  Kpn I  m, t o  c o n s t r u c t  p l a s m i d  pAM9 w h i c h  was  

m a r k e r  r e s c u e d  i n t o  1 7 0 1 .  I b i s  t i m e  v i r u s  l a c k i n g  t h e  0 . 2 9  

m . u .  Xba I  s i t e  w a s  i s o l a t e d  ( s e e  I l l . l . b ) .  T h u s ,  o f  a l l  t h e  

HSV-1 p l a s m i d s  f r o m  w h i c h  t h e  Xba I  s i t e s  h a d  b e e n  d e l e t e d ,  

o n l y  t h e  c o n s t r u c t  (pAM9) w h i c h  h a d  no e f f e c t  o n  t h e  

p o l y p e p t i d e  c o d i n g  p o t e n t i a l  o f  t h e  v i r u s ,  w a s  s u c c e s s f u l l y  

m a r k e r  r e s c u e d  b a c k  i n t o  t h e  v i r u s  g e n o m e .

I l l . l . b  M a r k e r  r e s c u e  o f  HSV p l a s m i d s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  

i n t o  i n t a c t  HSV

A l l  t h e  Kpn I  m a n d  c  p l a s m i d s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  w i t h  

no d e t e c t a b l e  d e l e t i o n s  (pAM3-9 a n d  pA C l-5  ( I l l . l . a ) ,  

r e s p e c t i v e l y )  w e r e  u s e d  i n  c o t r a n s f e c t i o n  e x p e r i m e n t s  w i t h  

i n t a c t  HSV DNA ( s e e  m e t h o d ,  s e c t i o n  I I . 7 ) .  The p l a s m i d s  w e r e  

i n d i v i d u a l l y  m a r k e r  r e s c u e d  i n t o  e i t h e r  X2 DNA, c o n t a i n i n g  

t h e  0 . 2 9  a n d  0 . 4 5  m . u .  Xba I  s i t e s  ( F i g u r e  2 5 )  o r ,  i n  t h e  

c a s e  o f  pA M 6-9 , i n t o  1 7 0 1  DNA, c o n t a i n i n g  o n l y  t h e  0 . 2 9  m . u .  

Xba I  s i t e  ( I I I . l . c ) .  F o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n ,  t h e  v i r u s  w as  

h a r v e s t e d  w h e n  c p e  w a s  c o m p l e t e ,  t i t r a t e d  a n d  s i n g l e  p l a q u e s  

i s o l a t e d .  In g e n e r a l ,  n o  m o r e  t h a n  f i f t y  p l a q u e s  w e r e



a n a l y z e d  f r o m  t h e  o n e  t r a n s f e c t i o n .  From t h e s e  p l a q u e  

i s o l a t e s ,  v i r u s  s t o c k s  w e r e  g e n e r a t e d  i n  3 5mm P e t r i  d i s h e s .  

The i s o l a t e s  w e r e  a n a l y z e d  by r e s t r i c t i o n  e n z y m e  a n a l y s i s  o f  

32p  i n  v i v o  l a b e l l e d  DNA ( s e e  m e t h o d ,  s e c t i o n  1 1 . 1 0 ) .  At 

t h i s  s t a g e  o n l y  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  a n a l y s i s  a n d  n o t  t h e  

d e s c r i p t i o n  o f  t h e  d i g e s t i o n  p a t t e r n  e x p e c t e d  o r  o b s e r v e d  i s  

g i v e n ;  t h i s  d e s c r i p t i o n  w i l l  be  g i v e n  i n  s e c t i o n  I I I . l . c .  

T a b l e  2 s h o w s  t h a t  n o  s u c c e s s f u l  m a r k e r  r e s c u s  w a s  o b t a i n e d  

w i t h  a n y  p l a s m i d  e x c e p t  Kpn I  m c o n t a i n i n g  t h e  s y n t h e t i c  

o l i g o n u c l e o t i d e  (p A M 9 ) ,  w h e r e  j u s t  u n d e r  10% o f  t h e  p l a q u e s  

w e r e  r e c o m b i n a n t s ;  a  f i g u r e  c l o s e  t o  t h e  e x p e c t e d  f r e q u e n c y  

f o r  t h i s  s i z e  o f  p l a s m i d  ( S t o w  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .

F ro m  t h e  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s  1 2 5 1  v i r u s  p l a q u e s  

w e re  a n a l y z e d  f o r  t h e  l o s s  o f  t h e  0 . 2 9  m. u .  Xba I  s i t e  a n d  

1017 f o r  t h e  l o s s  o f  t h e  0 . 4  5 m . u .  Xba I  s i t e ,  w i t h  no 

s u c c e s s .  Tb e n s u r e  t h a t  t h e  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s  w e r e  

w o r k i n g ,  c o n t r o l  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t .  

The m u t a n t ,  t s ! 2 0 1  w a s  m a r k e r  r e s c u e d  by a  f r a g m e n t  s p a n n i n g  

i t s  t s  l e s i o n  i n  p 4 0  a t  0 . 3 3  m . u  ( P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  The 

f r a g m e n t s  c h o s e n  w e r e  E c o  R I  f_ ( 0 . 3 1 2 - 0 . 4 1 5  m . u . )  a n d ,  a s  a  

c o n t r o l ,  Kpn I  c  ( 0 . 4 3 5 - 0 . 5 1 8  m . u . ) .  The r e s u l t s  a r e  

i l l u s t r a t e d  i n  T a b l e  3 .  The m a r k e r  r e s c u e  w as  c a r r i e d  o u t  3 

t i m e s  on  t h e  d i f f e r e n t  b a t c h e s  o f  BHK21 C13 c e l l s  u s e d  f o r  

m a r k e r  r e s c u e  o f  t h e  p l a s m i d s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s .  Each  

t i m e ,  n o  w i l d - t y p e  v i r u s  w a s  d e t e c t e d  w h e n  t s ! 2 0 1  DNA a l o n e ,  

o r  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  c o n t r o l  p l a s m i d  Kpn I  c ,  w a s  u s e d  

f o r  t h e  t r a n s f e c t i o n .  O n l y  o n e  s e t  o f  t h e  c o n t r o l  v a l u e s  a r e  

shown i n  T a b l e  3 .  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 i t h  E c o  R i f  

r a n g e d  f r o m  5 - 7 % ,  i n d i c a t i n g  t h a t  f a i l u r e  t o  l o s e  t h e  Xba I  

s i t e  w as  n o t  a  f a i l u r e  o f  m a r k e r  r e s c u e ,  b u t  p r o b a b l y  due  t o



Tabl e 13 : BCdR se nsi tivity of 1703

Virus

s t r a i n  17 

X2 

1703

+BCd R

1 . 9  x 105 

3 . 3  x 105 

3 . 2  x 108

Y i e l d *
-BCdR

3 . 2  x 108

2 .1  x 108 

3 . 6  x 108

e xp r e s s e d  as  t he  v i r u s  t i t r e  per 4 x 108 BHK21 C13 c e l l s  

f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  f o r  24 h i n  t he  p r e s e n c e  or absence  

BCdR a t  lOOug/ml.
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l e t h a l  m u t a t i o n s  b e i n g  i n t r o d u c e d  i n t o  e s s e n t i a l  v i r a l  

p o l y p e p t i d e s .

The  e i g h t  p l a q u e s  w h i c h  h a d  l o s t  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  

s i t e  f o l l o w i n g  m a r k e r  r e s c u e  w i t h  pAM9 a l l  a r o s e  f r o m  t h e  

o n e  t r a n s f e c t i o n  p l a t e  a n d  a r e  t h u s  l i k e l y  t o  be c l o n a l l y  

r e l a t e d .  The p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  t h e s e  v a r i a n t s  s u p p o r t  

t h i s  c o n c l u s i o n ,  s e e  l a t e r  ( I l l . l . e ) .

I I I . l . c  S e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  o f  HSV DNA w i t h  Xba I

S e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  X2 DNA i n  o r d e r  

t o  e n r i c h  f o r  t h o s e  g e n o m e s  e x i s t i n g  w i t h i n  t h e  DNA 

p o p u l a t i o n  w h i c h  l a c k e d  e i t h e r  t h e  0 . 2 9  a n c h o r  0 . 4  5 m . u .  Xba

I  s i t e .  S u c h  n a t u r a l  v a r i a n t s  s h o u l d  be m o r e  r e s i s t a n t  t o  

c l e a v a g e  by Xba I ,  a n d  h e n c e  m o re  l i k e l y  t o  c a u s e  a  

s u c c e s s f u l  i n f e c t i o n  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n .  DNA w a s  

d i g e s t e d  w i t h  a n  e x c e s s  o f  e n z y m e  (5  u n i t s / u g  DNA) a n d  

s a m p l e s  r e m o v e d  a t  v a r i o u s  t i m e s ,  u s u a l l y  a f t e r  1 , 2 , 4  a n d  

16 h .  A b o u t  l u g  d i g e s t e d  DNA f r o m  e a c h  t i m e  p o i n t  a n d  

u n d i g e s t e d  DNA a s  a  c o n t r o l  were t r a n s f e c t e d  o n t o  BHK21 C13 

c e l l  m o n o l a y e r s .  The  p l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d ,  u s u a l l y  a f t e r  3 

d a y s  a t  3 7 ° C ,  t h e  v i r u s  y i e l d  t i t r a t e d  a n d  p l a q u e s  i s o l a t e d  

f rom t h e  v i r u s - p o s i t i v e  p l a t e  w h i c h  h a d  r e c e i v e d  DNA 

d i g e s t e d  f o r  t h e  l o n g e s t  p e r i o d  o f  t i m e .  T h i s  w a s  u s u a l l y  

t h e  16  h p l a t e ,  a l t h o u g h  o c c a s i o n a l l y ,  w h e n  t h e  t r a n s f e c t i o n  

e f f i c i e n c y  w a s  l o w ,  n o  v i r u s  w a s  f o u n d  on  t h i s  p l a t e .  By 16 

h ,  t h e r e  w a s  n o r m a l l y  a  1 0 0 - 1 0 0 0  f o l d  r e d u c t i o n  i n  v i r u s  

t i t r e ,  c o m p a r e d  t o  t h e  u n d i g e s t e d  c o n t r o l .  The r e s u l t s  o f  a  

t y p i c a l  e x p e r i m e n t  a r e  s how n  i n  T a b l e  4 .  T h e r e  c o u l d  be 

s e v e r a l  r e a s o n s  f o r  t h e  s u r v i v a l  o f  some i n f e c t i v i t y  e v e n  

a f t e r  a p p a r e n t l y  c o m p l e t e  d i g e s t i o n  : ( i )  g e n o m e s  l a c k i n g



T a b l e  4 : E f f e c t  o f  Xba I  t r e a t m e n t  on  12  DNA i n f e c t i v i t v

Tim e (h) T i t r e  ( p f u / m l )

0 1 . 3  x 1 0 7

1 2 . 5  x 1 0 6

2 9 . 9  x 1 0 5

4 1 . 1  X 1 0 4

16 5 . 2  x 1 0 3

* Time ( h )  o f  Xba I  d i g e s t i o n  o f  X2 DNA.

i  P l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d  3 d a y s  p o s t - t r a n s f e c t i o n  ( 3 7 ° C ) .
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Xba I  s i t e s  n o t  b e i n g  c l e a v e d  by Xba I  ( t h i s ,  i n  g e n e r a l ,  

w as  n o t  t h e  c a s e ) ;  ( i i )  a  s m a l l  a m o u n t  o f  i n c o m p l e t e  

d i g e s t i o n ,  w h i c h  w a s  n o t  s e e n  by g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ;  a n d

( i i i )  r e l i g a t i o n  o f  t h e  Xba I  d i g e s t e d  DNA w i t h i n  t h e  

t r a n s f e c t e d  c e l l s  ( D r .  F.  J .  R i x o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

I n  g e n e r a l ,  f r o m  e a c h  Xba I  d i g e s t i o n  a n d  t r a n s f e c t i o n  

no m o r e  t h a n  1 0 0  p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  f o r  a n a l y s i s .  V i r u s  

s t o c k s  w e r e  g r o w n  f r o m  t h e s e  p l a q u e  i s o l a t e s  i n  3 5mm P e t r i  

d i s h e s  a n d  a n a l y z e d  by r e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t i o n  o f  3 2 p  

i n  v i v o  l a b e l l e d  DNA. As w e l l  a s  i s o l a t i n g  p l a q u e s ,  t h e  

t r a n s f e c t e d  p l a t e  s t o c k s  w e r e  a l s o  u s e d  t o  p r e p a r e  a  l a r g e  

s c a l e  p r e p a r a t i o n  o f  v i r i o n  DNA w h i c h  w a s  s u b j e c t e d  t o  

f u r t h e r  r o u n d s  o f  X ba  I  d i g e s t i o n  a n d  t r a n s f e c t i o n  ( s e r i a l  

s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t )  ( F i g u r e  2 7 ) .  In t h i s  way ,  i t  w a s  h o p e d  

t o  e n r i c h  f o r  m i n o r  p o p u l a t i o n s  w h i c h  l a c k e d  o n e  o r  b o t h  Xba

I  s i t e s .  In  g e n e r a l ,  5 0 - 2 0 0  p l a q u e  i s o l a t e s  w e r e  a n a l y z e d  

p e r  r o u n d .

I n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  g e n o m e s  l a c k i n g  e i t h e r  t h e  0 . 2 9  o r  

0 .4  5 m . u .  Xba I  s i t e s ,  Xba I / B g l  I I  d o u b l e  d i g e s t s  w e r e  

c a r r i e d  o u t .  Due t o  t h e  l a r g e  s i z e s  o f  t h e  Xba I  f r a g m e n t s  

p r e s e n t  i n  X2 ( F i g u r e  2 8) i t  w a s  f e l t  t h a t  Xba I  d i g e s t i o n  

a l o n e  w o u l d  n o t  c l e a r l y  d i s t i n g u i s h  v a r i a n t s  l a c k i n g  e i t h e r  

o r  b o t h  o f  t h e  X ba  I  s i t e s .

The 0 . 2 9  a n d  0 . 4 5  m . u .  Xba I  s i t e s  a r e  c o n t a i n e d  w i t h i n  

t h e  B g l  I I  m a n d  d  b a n d s ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  2 9 ) .  T h u s ,

Bgl I I  m, a  4 x 1 0 ^  m o l .  w t .  b a n d ,  i s  c l e a v e d  by Xba I  t o  two 

m1 b a n d s  o f  a r o u n d  2 . 1 x 1 0 6  a n d  1 . 9 x 1 0 6  m o l .  w t .  , w h i l e  B g l

I I  d ,  a  1 7 x 1 0 ^  m o l .  w t .  b a n d ,  i s  c l e a v e d  t o  tw o  d '  b a n d s  o f  

a r o u n d  1 3 x l 0 6 a n d  4 x l 0 6 m o l .  w t . , w h i c h  c o m i g r a t e  w i t h  B g l  

I I  f  a n d  n ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  3 0 ,  l a n e s  1 a n d  2 ) .



F i g u r e  2 7 .  S e r i a l  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t .

D i a g r a m  o f  t h e  p r o c e d u r e  u s e d  f o r  s e l e c t i o n  

e n r i c h m e n t  o f  HSV g e n o m e s  l a c k i n g  Xba  I  s i t e s .  A DNA 

p o p u l a t i o n  c o n t a i n i n g  a  f e w  m o l e c u l e s  l a c k i n g  o n e  o r  m o r e  

Xba I  s i t e s  w a s  c l e a v e d  w i t h  Xba  I  p r i o r  t o  t r a n s f e c t i o n .  

T h i s  s h o u l d  e n r i c h  f o r  t h o s e  m o l e c u l e s  l a c k i n g  Xba I  

s i t e s .  S i n g l e  p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  a n a l y z e d ,  l b  

e n r i c h  f o r  m i n o r  p o p u l a t i o n s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s ,  t h e  

t r a n s f e c t e d  p l a t e  h a r v e s t  w a s  u s e d  t o  g r o w  u p  a  b u r r l e r  

p r e p a r a t i o n  o f  HSV DNA w h i c h  w a s  s u b j e c t e d  t o  f u r t h e r  

r o u n d s  o f  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  ( s e r i a l  s e l e c t i o n  

e n r i c h m e n t ) .
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F i g u r e  2 8 .  Xba I  p r o f i l e  o f  HSV-1 DNA.

A u t o r a d i o g r a p h s  o f  Xba  I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t s  o f  HSV-1 

DNA 3 2 P - l a b e l l e d  i n  v i v o  ( 0 . 5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  s t r a i n  

1 7 ;  l a n e  2 ,  B l / 2 ;  l a n e  3 ,  B 9 / 6 ;  l a n e  4 ,  X2.

B l / 2  l a c k s  t h e  0 . 0 7  m . u .  Xba I  s i t e ;  B 9 / 6  l a c k s  t h e  
0 . 6 3  m . u .  Xba I  s i t e ;  X2 l a c k s  b o t h  t h e  0 . 0 7  a n d  0 . 6 3  m . u .  
Xba I  s i t e s  (B row n  e t  a l . , 19 8 4 ) .





F i g u r e  2 9 .  B g l  I I / X b a  I  m a p  o f  X2 DNA.

B g l  I I  m a p  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  ( a n d  X 2 ) DNA i s  show n  

w i t h  t h e  t w o  Xba I  s i t e s  (X )  i n  X2 m a r k e d  b e l o w  t h e  l i n e
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F i g u r e  3 0 ,  B g l  I I  p r o f i l e  o f  HSV-1 DNA.

A u t o r a d i o g r a p h s  o f  HSV-1 DNA 2 2 P - l a b e l l e d  i n  v i v o  

( 0 .5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  X2 d i g e s t e d  w i t h  B g l  I I ;  l a n e  2 ,

X2 d i g e s t e d  w i t h  B g l  I I / X b a  I ;  l a n e  3 ,  1 7 0 1  d i g e s t e d  w i t h  

B g l  I I / X b a  I ;  l a n e  4 , 1 7 0 2  d i g e s t e d  w i t h  B g l  I I /  Xba I .  In 

t h e  B g l  I I / X b a  I  d i g e s t  o f  X 2 ,  t h e  m a n d  d  b a n d s  a r e  

a b s e n t  a n d  a r e  r e p l a c e d  by tw o  m' a n d  tw o  d" b a n d s .  In  t h e  

B g l  I I / X b a  I  d i g e s t  o f  1 7 0 1  t h e  d  b a n d  h a s  r e t u r n e d  b u t  

t h e  t w o  m1 b a n d s  a r e  s t i l l  p r e s e n t .  In  t h e  B g l  I I / X b a  I  

d i g e s t  o f  1 7  02 b o t h  t h e  d  a n d  m b a n d s  a r e  now p r e s e n t .  

V a r i a t i o n  i n  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  b a n d  i s  d u e  t o  

v a r i a t i o n  i n  t h e  ' a *  s e q u e n c e  b e t w e e n  i s o l a t e s .
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Variability in the mobility of the terminal fragment B g l  I I

I  ( F i g u r e s  29 a n d  3 0 )  i s  due  t o  v a r i a t i o n  w i t h i n  t h e  ' a 1 

s e q u e n c e  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ) .

S e v e r a l  r o u n d s  o f  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w e r e  c a r r i e d  

o u t .  P r i o r  t o  t h e  s e v e n t h  r o u n d ,  4 1 9  p l a q u e s  h a d  b e e n  

i s o l a t e d ,  o f  w h i c h  n o n e  h a d  l o s t  e i t h e r  Xba I  s i t e  ( T a b l e  

5 ) .  From t h e  s e v e n t h  r o u n d  19 2 p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  o f  

w h ich  1 4  h a d  i d e n t i c a l  g e l  p r o f i l e s ,  b u t  w h i c h  d i f f e r e d  f r o m  

t h a t  o f  X 2 .  T h e y  w e r e  a s s u m e d  t o  be c l o n a l l y  r e l a t e d  a n d  o n e  

(X3 o r  1 7 0 1 )  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  p r o t o t y p e .  A B g l  I I / X b a  I  

d i g e s t i o n  o f  1 7 0 1  i s  sh o w n  i n  F i g u r e  3 0 ,  l a n e  3 .  The tw o  B g l

I I  m1 b a n d s  w e r e  s t i l l  p r e s e n t ,  i n d i c a t i n g  r e t e n t i o n  o f  t h e  

0 .29  m. u .  Xba I  s i t e .  H o w e v e r ,  t h e  tw o  B g l  I I  d '  b a n d s  w e r e  

a b s e n t  a n d  t h e  B g l  I I  d  b a n d  w a s  p r e s e n t ,  i n d i c a t i n g  t h e  

a b s e n c e  o f  t h e  0 . 4  5 m . u .  Xba I  s i t e ,  l b  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  

o f  t h e  a l t e r a t i o n  l e a d i n g  t o  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  0 . 4  5 m . u .

Xba I  s i t e ,  a n  E c o  R I  d i g e s t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t .  The 0 . 4 5  

m.u .  Xba I  s i t e  i s  w i t h i n  E c o  R I  o ,  a  1 x 1 0 ^  m o l .  w t .  b a n d  

( F i g u r e  3 1 ) .  C l e a v a g e  o f  X2 a n d  1 7 0 1  by  E c o  R I  ( F i g u r e  3 2 )  

showed t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  o  b a n d  t o  be u n a l t e r e d ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  s i t e  l o s s  h a d  a r i s e n  w i t h  no  d e t e c t a b l e  

d e l e t i o n  o r  i n s e r t i o n  ( g r e a t e r  t h a n  1 5 0  b p ) .  A g a i n ,  

v a r i a t i o n  i n  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  t e r m i n a l  f r a g m e n t ,  Eco R I

k, i s  p r o b a b l y  d u e  t o  v a r i a t i o n  w i t h i n  t h e  ' a '  s e q u e n c e  

( F i g u r e s  3 1  a n d  3 2 ) .

A t t e m p t s  t o  d e l e t e  t h e  r e m a i n i n g  0 . 2 9  m. u .  Xba I  s i t e  

from 1 7 0 1  by  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w e r e  t o t a l l y  u n s u c c e s s f u l ,  

d e s p i t e  o v e r  2 , 0  0 0  p l a q u e s  b e i n g  a n a l y z e d  f r o m  1 1  r o u n d s  o f  

s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  ( T a b l e  6 ) .

At t h i s  s t a g e ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  a b a n d o n  s e l e c t i o n



T a b l e  5 : S e r i a l  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  o f  X2 DNA u s i n g  Xba I

Number o f  
Round p l a q u e s  a n a l y z e d

1 48

2 92

3 91

4 92

5 48

6 192

7 192

o v e r a l l  755

Number  o f  p l a q u e s  
l a c k i n g  a n  Xba I  s i t e

0

0

0

0

0

0

14

* A l l  14 i s o l a t e s  l a c k e d  t h e  0 . 4 5  m . u . Xba I  s i t e .



F ig u r e  3 1 .  Eco R l/X b a  I  map o f  X2 DNA.

E c o  R I  m a p  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  ( a n d  X 2 ) DNA i s  s how n  

w i t h  t h e  tw o  Xba I  s i t e s  (X)  i n  X2 m a r k e d  b e l o w  t h e  l i n e
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F ig u r e  3 2 .  Eco RI p r o f i l e  o f  HSV-1 DNA.

A u t o r a d i o g r a p h s  o f  HSV-1 DNA 3 2 p _ i a b e l l e d  i n  v i v o  a n d  

d i g e s t e d  w i t h  E c o  R I  ( 0 .6 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  X2? l a n e  2 ,  

1 7 0 1 .  L o n g e r  e x p o s u r e s  o f  t h e  o b a n d  a r e  sh o w n  i n  l a n e s  l a  

a n d  2 a .  The m o b i l i t y  o f  t h e  o  b a n d  i n  1 7 0 1  i s  i d e n t i c a l  t o  

t h a t  i n  X 2 ,  i n d i c a t i n g  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  a p p a r e n t  

d e l e t i o n / i n s e r t i o n  c a u s e d  by t h e  l o s s  o f  t h e  0 . 4  5 s i t e .

The  a l t e r e d  m o b i l i t y  o f  t h e  k  b a n d  i s  due  t o  v a r i a t i o n  i n  

t h e  ' a '  s e q u e n c e .
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T a b l e  6 : S e r i a l  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  o f  1701 DNA u s i n g  Xba I

Number  o f  Number o f  p l a q u e s
Round p l a q u e s  a n a l y z e d  l a c k i n g  a n  Xba I  s i t e

1 192 0

2 192  0

3 192  0

4 190  0

5 192  0

6 191 0

7 192 0

8  192 0

9 191 0

10 192 0

11 189  0

o v e r a l l  2 1 0 5  0
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e n r i c h m e n t  a n d  d e l e t e  t h i s  Xba I  s i t e  by s i t e - d i r e c t e d  

m u t a g e n e s i s  ( I l l . l . a ,  I l l . l . b ) .  M a r k e r  r e s c u e  w a s  c a r r i e d  

o u t  ( I l l . l . b )  a n d  9 6 p l a g u e s  i s o l a t e d  a n d  a n a l y z e d  fcy Xba 

I / B g l  I I  d i g e s t i o n .  Of t h e s e ,  8 g a v e  i d e n t i c a l  g e l  p r o f i l e s ,  

b u t  w h i c h  d i f f e r e d  f r o m  t h a t  o f  1 7 0 1 .  T h e y  w e r e  a s s u m e d  t o  

be c l o n a l l y  r e l a t e d  a n d  o n e  (X4 o r  1 7 0 2 )  w a s  d e s i g n a t e d  a s  

t h e  p r o t o t y p e .  I t  d i f f e r e d  f r o m  1 7 0 1  i n  t h a t  t h e  tw o  B g l  I I  

m' b a n d s  w e r e  a b s e n t  a n d  t h e  B g l  I I  m b a n d  w a s  p r e s e n t  

( F i g u r e  3 0 ,  l a n e  4 ) .  T h u s ,  1 7 0 2  h a d  l o s t  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  

s i t e  a n d  c o n t a i n e d  no  Xba I  s i t e s .  A B g l  I I / X b a  I  d i g e s t i o n  

o f  1 7 0 2  p r o d u c e d  a n  i d e n t i c a l  p r o f i l e  t o  a  B g l  I I  d i g e s t i o n  

o f  X2 ( F i g u r e  3 0 ,  l a n e s  1 a n d  4 )  a n d  w i l d - t y p e  s t r a i n  1 7  

( d a t a  n o t  s h o w n ) .  The m o b i l i t y  o f  t h e  B g l  I I  m b a n d  i n  1 7 0 2  

was t h e  sam e  a s  i n  X2 ( F i g u r e  3 0 ,  l a n e s  1 a n d  4 ) ,  i n d i c a t i n g  

t h a t  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e  h a d  n o t  b e e n  l o s t  by a  

d e t e c t a b l e  d e l e t i o n  o r  i n s e r t i o n  ( g r e a t e r  t h a n  1 5 0  b p ) .

I l l . l . d  P o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  HSV-1 v a r i a n t s ,  X 2 ,  1 7 0 1  a n d  

1 7 0 2

The g e n e r a l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  X 2 ,  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  

were  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  w i l d - t y p e  s t r a i n  1 7  ( F i g u r e  3 3 ) .  

X2 ( l a n e  2 )  h a d  a n  i d e n t i c a l  p r o f i l e  t o  1 7  ( l a n e  1 ) ,  w h e r e a s  

1701 ( l a n e  3 )  a n d  1 7 0 2  ( l a n e  4 )  b o t h  f a i l e d  t o  i n d u c e  a  43K 

p o l y p e p t i d e  a s s u m e d  t o  be t h e  t k  p r o t e i n  ( s e e  b e l o w ) .  A p a r t  

from t h i s ,  t h e  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  w e r e  

e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  t o  1 7  a n d  X2.  T b w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e  

p r o j e c t ,  i t  w a s  d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  0 . 6  3 m . u .  Xba I  s i t e  was  

s i t u a t e d  i n  t h e  3 '  e n d  o f  gC. As t h i s  s i t e  h a d  b e e n  r e m o v e d  

by a d e l e t i o n  o f  a r o u n d  1 5 0  b p ,  i t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  c£ 

would be a f f e c t e d .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t e d  t h a t



F i g u r e  3 3 .  P o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  X 2, 1701  and  1 7 0 2 .

W h o l e  c e l l  e x t r a c t s  l a b e l l e d  w i t h  [ 3 5 g ] _ m e t h i o n i n e  

f r o m  4 - 2 4  h p o s t  i n f e c t i o n  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  

( s e c t i o n  1 1 . 3 3 )  a n d  r u n  o n  a  5 - 1 2 . 5 %  g r a d i e n t  SDS 

p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  L a n e  1 ,  s t r a i n  1 7 ;  l a n e  2 ,  X2; l a n e  3 ,  

1 7 0 1 ;  l a n e  4 ,  1 7 0 2 ;  l a n e  5 ,  m o c k  i n f e c t e d .  The m o l e c u l a r  

w e i g h t  x  1 0 ” 3 o f  p r e d o m i n a n t  HSV-1 p o l y p e p t i d e s  i s  m a r k e d  

o n  t h e  l e f t  h a n d  s i d e .  A i s  a c t i n .  The  a b s e n t  4 3 , 0  00  m o l .  

w t .  p o l y p e p t i d e  i n  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  i s  m a r k e d  ► .
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X2, 1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  s y n t h e s i z e d  a  t r u n c a t e d  f o r m  o f  gC ( d a t a  

n o t  s h o w n ) .  The i m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  1 7 ,  

X2, 1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  w e r e  a l l  i d e n t i c a l  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

The t k - n e g a t i v e  p h e n o t y p e  o f  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  w a s

c o n f i r m e d  by BCdR y i e l d  e x p e r i m e n t s .  ncdR r e d u c e s  t h e  y i e l d
log-,  np f u / m l

o f  t k - p o s i t i v e  v i r u s  t y  2 - 3  1U u u c n a s  l i t t l e  e f f e c t  on  

t h e  y i e l d  o f  t k - n e g a t i v e  v i r u s .  T W e n t y - f o u r  h o u r  y i e l d  

e x p e r i m e n t s  w i t h  1 7 ,  X2, 1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  

t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  BCdR a n d  t h e  p r o g e n y  t i t r a t e d .  

The r e s u l t s  ( T a b l e  7 )  s h o w  t h a t  w h i l e  t h e  y i e l d  o f  w i l d - t y p e  

s t r a i n  1 7  a n d  X2 i s  m a r k e d l y  r e d u c e d  by BCdR, t h e r e  i s  

l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  y i e l d  o f  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2 .  T h u s ,  17  a n d  X2 

a r e  t k - p o s i t i v e  a s  e x p e c t e d ,  w h i l e  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  a r e  

t k - n e g a t i v e .

S i n c e  1 7 0 2  h a d  b e e n  d e r i v e d  f r o m  1 7 0 1 ,  w h i c h  i s  

t k - n e g a t i v e ,  t h e n  i t  w o u l d  be e x p e c t e d  t o  be t k - n e g a t i v e .  As 

th e  m u t a t e d  Kpn I  m p l a s m i d  u s e d  t o  r e m o v e  t h e  0 . 2 9  m. u .  Xba 

I  s i t e  a l s o  s p a n s  t h e  t k  l o c u s  ( W a g n e r  e t  a l . , 1 9 8 1 )  i t  h a s  

t h e  p o t e n t i a l  t o  r e s c u e  t h i s  m u t a t i o n .  H o w e v e r ,  a  c r o s s o v e r  

i s  m ore  l i k e l y  t o  h a v e  o c c u r r e d  b e t w e e n  t h e  0 . 2 9  m. u .  Xba I  

s i t e  a n d  t h e  t k  l e s i o n  t h a n  b e t w e e n  t h e  t k  l e s i o n  a n d  t h e  

r i g h t  e n d  o f  t h e  f r a g m e n t ,  a s  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  0 . 2 9  

m.u .  Xba I  s i t e  a n d  t h e  t k  g e n e  i s  much l a r g e r  t h a n  t h a t  

b e tw e e n  t k  a n d  t h e  r i g h t  e n d  o f  t h e  f r a g m e n t  ( F i g u r e  2 5 ) ,  

t h u s  g i v i n g  a  g r e a t e r  p o s s i b i l i t y  o f  r e c o m b i n a t i o n  ( S z o s t a k  

e t  a l . , 1 9 8 3 ) .

The m u t a t i o n  i n  t k  i n  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  w a s  b e l i e v e d  t o  be 

a s e c o n d a r y  m u t a t i o n ,  u n r e l a t e d  t o  t h e  l o s s  o f  t h e  Xba I  

s i t e s .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  by t h e  a b i l i t y  t o  m a r k e r  r e s c u e  

t h e  t k  l e s i o n  i n  1 7 0 2  w i t h  HSV-1 f r a g m e n t s  s p a n n i n g  t h i s



T a b l e  7 : BCdR s e n s i t i v i t y  o f  Xba I  s i t e  v a r i a n t s

Y i e l d *

V i r u s  +BCdR -BCdR

s t r a i n  17 1 . 9  x 1 0 5 3 . 2  x 1 0 8

X2 3 . 3  x 1 0 5 2 . 1  x 1 0 8

1701 1 . 6 5  x 1 0 8 1 . 9  x 1 0 8

1702  2 . 6  x 1 0 8 2 . 8  x 1 0 8

e x p r e s s e d  a s  t h e  v i r u s  t i t r e  p e r  4 x 10 8 BHK21 C13 c e l l s ,  

f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  f o r  24 h i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  

BCdR a t  l O O u g / m l .
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g en e ,  w i t h o u t  a f f e c t i n g  i t s  r e s t r i c t i o n  enzym e  p r o f i l e  ( D r .

F. J .  R i x o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

I l l . l . e  G r o w t h  p r o p e r t i e s  o f  1 7 0 1  a n d  1702

The g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  a r e  s i m i l a r  

t o  t h o s e  o f  s t r a i n  1 7  a n d  X 2.  A o n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t  

o v e r  24  h s h o w e d  no m a r k e d  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  g r o w t h  

p r o p e r t i e s  o f  1 7 ,  X2,  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  ( F i g u r e  3 4 ) .  The l a g  

p e r i o d s  o f  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  a p p e a r  s l i g h t l y  l o n g e r  t h a n  t h a t  o f  

17 a n d  X 2 ,  b u t  a s  t h i s  i s  a  v e r y  v a r i a b l e  p r o p e r t y ,  t h e  

s i g n i f i c a n c e  i s  u n c e r t a i n  ( D r .  D. D a r g a n ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .  The g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  1 7 ,  X2, 1 7 0 1  

and  1 7 0 2  o v e r  s e v e r a l  r o u n d s  o f  r e p l i c a t i o n  a r e  a l m o s t  

i d e n t i c a l  ( F i g u r e  3 5 ) .  H ig h  t i t r e  s t o c k s  ( > 1 0 9 p f u / m l )  o f  

1701 a n d  1 7 0 2  h a v e  b e e n  o b t a i n e d .

B o t h  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  g a v e  a  s i m i l a r  t i t r e  a t  3 1 ° C  a n d  

3 8 .5 °C ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e y  a r e  n o t  t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  

( d a t a  n o t  s h o w n ) .

I I I . 2 GENERATION OF HSV-1 GENOMES FOR USE IN RECOMBINATION

AND THEIR USE THEREIN

The o b j e c t  o f  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  a  HSV-1 g en o m e  

l a c k i n g  x b a  I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s  ( 1 7 0 2 )  w a s  t o  c a r r y  

o u t  r e c o m b i n a t i o n  s t u d i e s  u s i n g  t h e  Xba I  s i t e s  a s  m u l t i p l e  

u n s e l e c t e d  m a r k e r s  i n  r e c o m b i n a t i o n  c r o s s e s ,  l b  i n c r e a s e  t h e  

n u n b e r  o f  m a r k e r s ,  a  HSV-1 g en o m e  c o n t a i n i n g  5 Xba I  s i t e s  

(1708;  I I I . 2 . a ) ,  a s  o p p o s e d  t o  t h e  n o r m a l  4 Xba I  s i t e s  i n  

HSV-1 s t r a i n  1 7 ,  w a s  c o n s t r u c t e d .  E x i s t i n g  t s  l e s i o n s  w e re  

th e n  i n t r o d u c e d  i n t o  1 7 0 2  a n d  1 7 0 8  ( I I I . 2 . b ) ,  p r i o r  t o



F ig u r e  3 4 .  O n e - s t e p  grow th  c u r v e s  o f  X 2, 1701  and 1 7 0 2 .

One s t e p  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  A , X2 O , 

1 7 0 1  □  a n d  1 7 0 2  #  i n  BHK21 C13 c e l l s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  

a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  5 p f u / c e l l ,  t h e  m o n o l a y e r s  w a s h e d  

t w i c e  w i t h  P B S / c a l f  s e r u m ,  o v e r l a i d  w i t h  ETC10 a n d  

i n c u b a t e d  a t  3 7 °C .  P l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  6 , 8 , 

1 2  a n d  2 4  h p o s t  i n f e c t i o n  ( s e c t i o n  1 1 . 1 2 ) .



24
Time after infection 0 0



F ig u r e  3 5 .  L o n g -term  gro w th  c u r v e s  o f  X 2, 1701  and  1 7 0 2 .

L o n g - t e r m  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 A , X 2O  , 

1 7 0 l D a n d  1 7 0 2 #  i n  BHK21 C13 c e l l s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  

a  m u l t i p l i c i t y  o f  0 . 0  0 1  p f u / c e l l ,  t h e  m o n o l a y e r s  w a s h e d  

t w i c e  w i t h  P B S / c a l f  s e r u m ,  o v e r l a i d  w i t h  ETC10 a n d  

i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  1 2 ,  

2 4 ,  4 8  a n d  72  h p o s t  i n f e c t i o n  ( s e c t i o n  1 1 . 1 2 ) .
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r e c o m b i n a t i o n  a n a l y s i s  ( I I I . 2 . C ) ,  s o  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  

o f  t h e  Xba I  s i t e s  c o u l d  be a n a l y z e d  i n  g e n o m e s  known t o  

have  r e c o m b i n e d  b e t w e e n  a  p a i r  o f  s e l e c t e d  m a r k e r s .

I I I . 2 . a  G e n e r a t i o n  o f  a  HSV-1 v a r i a n t ,  1 7 0 8 ,  c o n t a i n i n g  5 

Xba I  s i t e s

In  o r d e r  t o  g e n e r a t e  a  v a r i a n t  c o n t a i n i n g  5 Xba I  

s i t e s ,  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  b e t w e e n  

th e  w i l d - t y p e  s t r a i n  1 7 ,  w h i c h  c o n t a i n s  4 Xba I  s i t e s  a t  

0 . 0 7 ,  0 . 2 9 ,  0 . 4 5  a n d  0 . 6 3  m. u .  ( F i g u r e  3 6 ) ,  a n d  t h e  v a r i a n t  

1707,  w h i c h  c o n t a i n s  3 Xba I  s i t e s  a t  0 . 2 9 ,  0 . 4 5  a n d  0 . 7 4  

m.u .  ( F i g u r e  36? s e e  M a t e r i a l s  f o r  t h e  o r i g i n  o f  1 7 0 7 ) .

A f t e r  24  h a t  3 7 °G ,  v i r u s  w a s  h a r v e s t e d  f r o m  t h e  i n f e c t e d  

c e l l s ,  t i t r a t e d ,  s i n g l e  p l a q u e s  i s o l a t e d  a n d  s t o c k s  p r e p a r e d  

from 35mm P e t r i  d i s h e s .  3 2 P i n  v i v o  l a b e l l e d  DNA w a s  

p r e p a r e d  f r o m  t h e s e  i s o l a t e s  a n d  s u b j e c t e d  t o  Xba I  

r e s t r i c t i o n  e n z y m e  a n a l y s i s  t o  i d e n t i f y  r e c o m b i n a n t  g e n o m e s .  

A n u m b e r  o f  r e c o m b i n a n t s  w e r e  i s o l a t e d ,  som e  o f  w h i c h  g a v e  a  

p a t t e r n  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  5 Xba I  s i t e s  a t  0 . 0  7,  

0 . 2 9 ,  0 . 4 5 ,  0 . 6 3  a n d  0 . 7 4  m . u .  One o f  t h e s e ,  1 7 0 8 ,  w a s  

r e g a r d e d  a s  t h e  p r o t o t y p e .  F i g u r e  3 6 i n d i c a t e s  w h e r e  a 

c r o s s o v e r  w o u l d  h a v e  o c c u r r e d  t o  g e n e r a t e  t h i s  genom e ,  

a s s u m i n g  a  s i n g l e  c r o s s o v e r  e v e n t .  F i g u r e  3 7 s h o w s  t h e  DNA 

p r o f i l e  o f  1 7 0 8  f o l l o w i n g  Xba I  d i g e s t i o n .  The d b a n d  i s  

c l e a v e d  i n t o  tw o  n o v e l  b a n d s ,  d ^  a n d  d2 ? d i  i s  a  1 M b a n d  o f  

ab o u t  9 x 1 0 ^  m o l .  w t .  , w h i l e  d2 i s  a  0 . 5  M b a n d  o f  a b o u t  

7x10^ m o l .  w t .  H ie  j o i n t  f r a g m e n t  a ,  w h i c h  i n  s t r a i n  1 7  

c o n t a i n s  t h e  d  f r a g m e n t ,  i s  r e d u c e d  i n  s i z e  by a b o u t  9 x 1 0 ^  

m° l .  w t .  i n  1 7 0 8 ,  a n d  c o m i g r a t e s  w i t h  b a n d  c  ( s e e  F i g u r e s  

36 a n d  3 7 ) .  A B£a I / X b a  I  d o u b l e  d i g e s t  c o n f i r m e d  t h e



F ig u r e  3 6 .  xba  I map o f  HSV-1 s t r a i n  17 an d  1 7 0 7 .

Xba I  m a p  f o r  t h e  DNA o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  ( a b o v e  t h e  

l i n e )  a n d  1 7 0 7  ( C b o k  a n d  B r o w n ,  1 9 8 7  -  b e l o w  t h e  l i n e ) .  

The r e g i o n  m a r k e d  1 b e t w e e n  t h e  0 . 6  3 m . u .  s i t e  i n  s t r a i n  

17 a n d  t h e  0 . 7 4  m . u .  s i t e  i n  1 7 0 7  i s  w h e r e  r e c o m b i n a t i o n  

m u s t  o c c u r  t o  g i v e  r i s e  t o  t h e  v a r i a n t  1 7 0 8  w i t h  5 X ba  I

s i t e s .

V a r i a n t  1 7 0 7  w a s  g e n e r a t e d  f r o m  X2 b y  t h e  
s p o n t a n e o u s  g a i n  o f  a n  e x t r a  Xba I  s i t e  a t  0 . 7 4  m . u .  (C ook  
a n d  B r o w n ,  19 8 7 ) .
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F ig u r e  3 7 .  Xba I  p r o f i l e  o f  1 7 0 8 .

A u t o r a d i o g r a p h s  o f  HSV-1 DNA ^ P - l a b e l l e d  i n  v i v o  a n d  

d i g e s t e d  w i t h  Xba I  ( 0 .5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  s t r a i n  17?  

l a n e  2 ,  1 7 0 8 ,  d ^  a n d  d2 r e f e r  t o  t h e  p r o d u c t s  o f  c l e a v a g e  

o f  d  a t  t h e  0 . 7 4  m . u .  Xba I  s i t e .



m
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p r e s e n c e  o f  t h e  e x t r a  Xba I  s i t e  i n  1 7 0 8 ,  c o m p a r e d  t o  s t r a i n  

1 7 , a n d  s h o w e d  t h a t  t h i s  o c c u r r e d  i n  Hpa I  s ,  a s  i t  d o e s  i n  

1707 ( d a t a  n o t  s h o w n ;  C o o k  a n d  B ro w n ,  1 9 8 7 ) .

A B g l  I I / X b a  I  d i g e s t  a l s o  c o n f i r m e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h e  e x t r a  Xba I  s i t e  a n d  s h o w e d  i t  t o  be i n  B g l  I l f  

( F i g u r e s  3 8  a n d  39  l a n e  4 ) .  The 4 Xba I  s i t e s  i n  s t r a i n  17  

a r e  c o n t a i n e d  w i t h i n  B g l  I I  m, d  a n d  r e s p e c t i v e l y  

( F i g u r e  3 8  a n d  39 l a n e  2 ) .  T h u s ,  B g l  I I  j .  ( 9 . 8 x l 0 6 m o l .  w t .  ) 

i s  c l e a v e d  fcy Xba I  t o  tw o  j '  b a n d s  o f  a p p r o x i m a t e l y  7 x 1 0^ 

mol.  w t .  a n d  2 . 8 x 1 0 ^  m o l .  w t .  w h i c h  c o m i g r a t e  w i t h  B g l  I I  k 

and b e l o w  B g l  I I  £ ,  r e s p e c t i v e l y ,  w h i l e  t h e  j  c o n t a i n i n g  

j o i n t s  b a n d  e  a r e  now c o m i g r a t i n g  w i t h  c  a n d  f ,  

r e s p e c t i v e l y ?  B g l  I I  m ( 4 x 1 0 ^  m o l .  w t .  ) i s  c l e a v e d  t o  two m' 

bands  o f  a r o u n d  2 . 1 x 1 0 ^  m o l .  w t .  a n d  1 . 9 x 1 0 ^  m o l .  w t .  , 

r u n n i n g  b e l o w  j>? B g l  I I  d  ( 1 7 x 1 0 ^  m o l .  w t .  ) i s  c l e a v e d  t o  

two d '  b a n d s  o f  a r o u n d  13x10^  m o l .  w t .  a n d  4x10^ m o l .  w t .  

which  c o m i g r a t e  w i t h  f  a n d  n ,  r e s p e c t i v e l y ?  a n d  B g l  I I  ^  

(11x 1 0 ^ m o l .  w t .  ) i s  c l e a v e d  t o  tw o  3 ' b a n d s  o f  a r o u n d  6 x 1 0 ^ 

mol.  w t .  a n d  5 x 1 0 ^  m o l .  w t . , r u n n i n g  b e l o w  B g l  I I  1_.

A B g l  I I / X b a  I  d i g e s t  o f  1 7 0 7  ( F i g u r e s  38  a n d  39 l a n e  

3) r e s u l t s  i n  c l e a v a g e  o f  B g l  I I  m a n d  d a n d  a l s o  o f  B g l  I I  

f  due t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  0 . 7 4  m . u .  Xba I  s i t e .  B g l  I I  f_ 

(13x10^  m o l .  w t .  ) i s  c l e a v e d  i n t o  tw o  b a n d s  o f  a r o u n d

8 . 5 x l 0 6 m o l .  w t .  a n d  4 . 5 x l 0 6 m o l .  w t . , r u n n i n g  a b o v e  k a n d

m, r e s p e c t i v e l y ;  t h e  jf c o n t a i n i n g  j o i n t s  a  a n d  c  a r e  a l s o

d e l e t e d  a n d  now m i g r a t e  b e t w e e n  b a n d  c  a n d  a b o v e  d,

r e s p e c t i v e l y .  A B g l  I I / X b a  I  d i g e s t  o f  1 7 0 8  ( F i g u r e s  38  a n d  

39 l a n e  4 )  r e s u l t s  i n  c l e a v a g e  o f  B g l  I I  j_, m, d ,  g. a n (  ̂

i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  a l l  5 Xba I  s i t e s .

The v i r u s  ( 1 7 0 8 )  e x h i b i t s  w i l d - t y p e  g r o w t h



F ig u r e  3 8 .  B gl I I /X b a  I  maps o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 ,  1707  and

1 7 0 8 .

Bgl I I  m a p s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 ,  1 7 0 7  a n d  1 7 0 8  a r e  

show n  a b o v e  t h e  l i n e ,  w i t h  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  X ba  I  

s i t e s  (X) i n  e a c h  genom e sh o w n  b e l o w  t h e  l i n e ,  t o  i n d i c a t e  

w h i c h  B g l  I I  b a n d s  a r e  c l e a v e d  fcy Xba I .
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F ig u r e  3 9 .  B gl I I /X b a  I  p r o f i l e  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 ,  1707

and 1 7 0 8 .

A u t o r a d i o g r a p h s  o f  HSV-1 DNA 3 2 p _ i a k e l l e d  i n  v i v o  

(0 .5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  s t r a i n  17  d i g e s t e d  w i t h  B g l  I I ?  

l a n e  2 ,  s t r a i n  17  d i g e s t e d  w i t h  B g l  I I / X b a  I ;  l a n e  3 f 1707  

d i g e s t e d  w i t h  B g l  I I / X b a  I ?  l a n e  4 ,  1 7 0 8  d i g e s t e d  w i t h  Bgl 

I I / X b a  I .  The n o m e n c l a t u r e  o f  t h e  B g l  I I  b a n d s  i s  g i v e n  in  

l a n e  1 .  In l a n e s  2 ,  3 a n d  4 t h e  p r o d u c t s  o f  X ba  I  c l e a v a g e  

o f  t h e  B g l  I I  b a n d s  a r e  m a r k e d  fcy t h e  l e t t e r  o f  t h e  

f r a g m e n t  f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  p r i m e  s y m b o l  

( '  ) .
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c h a r a c t e r i s t i c s  on  b o t h  a  o n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t  ( F i g u r e  

40) a n d  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  o v e r  s e v e r a l  r o u n d s  o f  

r e p l i c a t i o n  ( F i g u r e  4 1 ) .  H ig h  t i t r e  s t o c k s  o f  1 7 0 8  w e r e  

o b t a i n e d  O l O ^  p f u / m l ) .  1 7 0 8  g a v e  a  v e r y  s i m i l a r  t i t r e  a t  

3 8 .5 °C  a n d  3 1 ° C ,  i n d i c a t i n g  t h a t  i t  w a s  n o t  t e m p e r a t u r e -  

s e n s i t i v e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

H ie  g e n e r a l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  a n d  i m m e d i a t e - e a r l y  

p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 8  i s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  

w i l d - t y p e  HSV-1 s t r a i n  1 7  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

I I I . 2 . b  I n s e r t i o n  o f  t s  l e s i o n s  i n t o  1 7 0 2  a n d  170 8

T e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  ( t j s )  l e s i o n s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  

1702,  c o n t a i n i n g  no  Xba I  s i t e s  ( I I I . l . c )  a n d  1 7 0 8 ,  

c o n t a i n i n g  5 Xba  I  s i t e s  ( I I I . 2 . a ) .

The t s  l e s i o n  f r o m  t s l 2 0 1  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  1 7 0 2 .

T h i s  t s  l e s i o n  m a p s  t o  0 . 3 3  m . u .  a n d  i s  w i t h i n  t h e  c a p s i d  

p r o t e i n  p4 0 .  At t h e  n o n - p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  t s l 201  f a i l s  

t o  p a c k a g e  DNA i n t o  c a p s i d s  ( P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  The E c o  

RI f  f r a g m e n t  o f  t s ! 2 0 1  ( 0 . 3 1 2 - 0 . 4 1 4  m . u . )  w a s  m a r k e r  

r e s c u e d  i n t o  1 7 0 2 ,  a t  3 1 ° C .  S i n g l e  p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  

a n a l y z e d  f o r  t e m p e r a t u r e —s e n s  i t  i v i  t y .  Out o f  1 0 0  p l a q u e s  

a n a l y z e d ,  o n e  w a s  t s .  The r e s t r i c t i o n  p r o f i l e  o f  t h i s  

i s o l a t e  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  1 7 0 2 ,  a n d  i t  w as  nam ed 

t s ! 7 0 2  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h i s  w o u l d  be e x p e c t e d  a s  E c o  R I  f_ 

does  n o t  s p a n  a n y  Xba I  s i t e s .

The t s  l e s i o n  f r o m  t s l 206  ( D r .  V. G. P r e s t o n ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n )  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  1 7 0 8 .  T h i s  t s  l e s i o n  m a ps  

t o  0 . 7 2  m . u .  a n d  i s  s i t u a t e d  w i t h i n  g e n e  Ul 5 2 ,  w h i c h  

s p e c i f i e s  a  1 1 5 x l 0 3 m o l .  w t .  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  ( D r .  D. J .  

McGeoch, p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  T h i s  g e n e  i s  e s s e n t i a l  f o r



F ig u r e  4 0 .  O n e - s t e p  grow th  c u r v e s  o f  1 7 0 4 ,  1 7 0 5 y 170 6  and

1708^

O n e - s t e p  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 0  , 1 7 0 4 # ,  

1 7 0 5  A , 1 7 0 6  ■  a n d  1 7 0 8  □  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  BHK21 C13 

c e l l s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  5 

p f u / c e l l ,  t h e  m o n o l a y e r s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S / c a l f  s e r u m ,  

o v e r l a i d  w i t h  ETC10 a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  w e r e  

h a r v e s t e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  6 , 8 , 1 2  a n d  24  h  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  

t i t r a t e d  a s  n o r m a l .



V
iru

s 
yi

el
d 

(l
og

lo 
p.

f.
u/

lO
®

ce
ll

s)

24

Time after infection (h)



F ig u r e  4 1 .  L o n g -term  gro w th  c u r v e s  o f  1 7 0 4 ,  1 7 0 5 ,  1706

and 1 7 0 8 .

L o n g - t e r m  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 0  , 1 7 0 4 #  

1 7 0 5 A  , 1 7 0 6  ■  a n d  1 7 0 8  □  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  BHK21 C13 

c e l l s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  0 . 0 0 1  

p f u / c e l l ,  t h e  m o n o l a y e r s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S / c a l f  se rum 

o v e r l a i d  w i t h  ETC10 a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  w e r e  

h a r v e s t e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  1 2 ,  2 4 ,  4 8 a n d  72  h p o s t  i n f e c t i o n  

a n d  t i t r a t e d  a s  n o r m a l .



720 24 4824
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DNA r e p l i c a t i o n  ( C h a l l b e r g ,  1 9 8 6 ;  M cG eoch ,  1 9 8 7 ;  McGeoch  e t  

a l . , 1 9 8 8 ;  Wu e t  a l t > 1 9 8 8 )  a n d  t h e r e f o r e  t h i s  t s  m u t a n t  i s  

D N A -n e g a t iv e  a t  t h e  n o n - p e m i s s i v e  t e m p e r a t u r e .  T s l 2 0 6 ,  

c o n t a i n i n g  t h e  w i l d - t y p e  4 Xba I  s i t e s ,  a n d  1 7 0 8 ,  c o n t a i n i n g  

5 Xba I  s i t e s ,  w e r e  r e c o m b i n e d  a t  3 1 ° C ,  a n d  s i n g l e  p l a q u e s  

were i s o l a t e d  a n d  a n a l y z e d  f o r  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v i t y .  From 

one e x p e r i m e n t ,  2 0 0  p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  : 91 w e r e  t s ,  a n d  

of  t h e s e  2 g a v e  a  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  p r o f i l e  i n d i c a t i v e  o f  

th e  p r e s e n c e  o f  a l l  5 X ba  I  s i t e s ,  i e .  w e r e  i d e n t i c a l  t o  

1708 ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  Of t h e s e  i s o l a t e s  o n e  w as  c h o s e n  a s  

th e  p r o t o t y p e ,  a n d  c a l l e d  t s ! 7 0 8 .

To c o n f i r m  t h a t  t h e  c o r r e c t  t s  l e s i o n  w a s  p r e s e n t  i n  

t s l 7 0 2  a n d  t s l 7 0 8 ,  c o m p l e m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  

ou t  w i t h  t h e  p a r e n t a l  t s  v i r u s e s ,  t s ! 2 0 1  a n d  t s ! 2 0 6 ,  a n d  

w i t h  e a c h  o t h e r  ( T a b l e  8 ) .  T s l 702  a n d  t s l 201  f a i l e d  t o  

com p lem e n t  e a c h  o t h e r ,  a s  d i d  t s ! 7 0 8  a n d  t s ! 2 0 6 ,  i n d i c a t i n g  

t h a t  b o t h  v i r u s e s  i n  e a c h  p a i r  h a d  a  t s  l e s i o n  i n  t h e  same 

gene .  H o w e v e r ,  t s l 702  a n d  t s l 708  c o m p l e m e n t e d  e a c h  o t h e r ,  a s  

d id  t s ! 2 0 1  a n d  t s l 2 0 6 ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  t s  l e s i o n s  w e r e  

in  d i f f e r e n t  g e n e s .  T h u s ,  a s  e x p e c t e d ,  t s l 702 a n d  t s l 708  

a p p e a r  t o  c o n t a i n  t h e  same t s  l e s i o n s  a s  t h o s e  i n  t h e  

p r e v i o u s l y  w e l l  c h a r a c t e r i z e d  t s ! 2 0 1  a n d  t s l 2 0 6 ,  

r e s p e c t i v e l y .

Due t o  u n e x p e c t e d  r e s u l t s  d u r i n g  r e c o m b i n a t i o n  s t u d i e s  

( I I I . 2 . C )  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t ,  u s i n g  

c l o n e d  HSV f r a g m e n t s  s p a n n i n g  t h e  p r e s u m e d  p o s i t i o n  o f  t h e  

t s  l e s i o n s  ( T a b l e  9 ) ,  t o  c o n f i r m  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  t s  

l e s i o n s  i n  t s l 2 0 1  a n d  t s l 2 0 6 .  In t h e  c a s e  o f  t s l 7 0 8  a n d  

t s l 2 0 6 ,  t h e  t s  l e s i o n  w a s  m a r k e r  r e s c u e d  fcy Kpn o ,  w h i c h  

spans  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  0 . 7 2  m . u .  ts_ l e s i o n .  T h e r e f o r e ,



Table 8 : Co m p l e m e n t a t i o n  between ts mutants

t s l 201 t s ! 2 0 6  t s ! 7 0 2  t s l 7 0 8

tsl201 1.3 71.2 1.1 59.5

ts!206 0.9 67.6 1.2

tsl702 0.8 76.2

tsl708 1.4

* C o m p l e m e n t a t i o n  i n d i c e s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

s e c t i o n  I I . 1 4 .



3 * P'S PS P'S PS P'S PS PS PS PS P'S PS P'S PS w
CL X) no 33 33 3 3 3 3 3 3 3 3 3 o

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 o

1—1 W PO
55 s M Tl
O p l« t | r t 1 f t | o | o |x | P l< ho is | r t 13 ►1

"1 - 1 t-tl P
CL K + + + + 10
P P s~\ ✓—v /—\ /—s 3
r t •-» PS P'S PS o o o O O o o O O o P
P *3 3 33 3 • • • • • • • • • • 3
O 3 3 3 3 -o ■p- -P' 4>- -t>~ 03 03 03 t o 03 r t
r t p 1 03 t o i—1 o 'O ■C- t o 00 I—1
P CD 1—) 1—1 1—1 H-1 o Ln i—1 03 I—1 03 03 t o Ln t o C
o ' o • 1 1 1 1 1 1 1 1 1 CD
H 1 e 13 \x |P _ l< - o O o o o O o O O o P
CD p 03 • • • • • • • • • CL

V-/ On •CN ■£* ■O' 03 03 03 -O'
< H> t—1 03 t o M o ■> t o h—>
H- 00 Ln >—> 03 I—1 03 03 t o JS
>1 p '—✓ __' '—✓ v_' v_' v_' s - / v»/
C 43
CD 3

P
P 3
r t O

'C
03 » r t
00 CD
-• P i—* i—* I—* I—* 3 3 3 3 3 3 3 1—* 3 ■P' i—*
Ln X • • • • CL CL CL CL CL CL CL • CL • t o

O 3 t o vO "J to Ln VO O
O * i—*

0)a>
(0
p
cl

03
0300
I—* *
c'Ln

o O
O

< <
H- H-
•i •1
C 3
CD CD

OS
H* H-
P P
I-* M
CL CL

3
CL

3  O  
C l •

3
CL

3
CL

3
CL

3CL 3  3
CL CL

3  3  3  3
CL Cl  Cl  CL

3  3
CL CL

3
CL

3
CL

to

to
3
CL

3  3
CL CL

3  3
Cl CL

3  3
CL CL

3
CL

r t
CD P3

I—* t-* P
• O
O O  H-
Ln N 3 3

H-
P
3
r t

<
r t  H-
CD •-»

3 i-1 C
CL to cd

o
O'

O
O 3  3

CL CL
3
CL

3
CL

3  3
CL CL

3
CL

3
CL

3  3
CL CL

3 3
CL CL

3
CL

r t
(0i—1
-j
o
00

Table 
9 

: 
Marker 

rescue 
of 

ts 
mutants



160

t h e s e  tw o  v i r u s e s  c o n t a i n  t h e  e x p e c t e d  t s  l e s i o n .  H o w e v e r ,  

in  t h e  c a s e  o f  t s l 2 0 1  a n d  t s l 7 0 2 ,  a  d i f f e r e n t  p a t t e r n  w a s  

seen  : t s ! 2 0 1  w a s  r e s c u e d  by b o t h  E c o  R i f  a n d  Kpn I  t  ( b o t h  

o f  w h ic h  s p a n  t h e  0 . 3  3 m . u .  ts^ l e s i o n ) ;  h o w e v e r ,  

s u r p r i s i n g l y ,  a l t h o u g h  E c o  R i f  r e s c u e d  t s ! 7 0 2  a t  a  l o w  

f r e q u e n c y ,  Kpn I  t  d i d  n o t .  S i n c e  Kpn I  t  i s  w h o l l y  

c o n t a i n e d  w i t h i n  E c o  R i f ,  a n d  s i n c e  t h e  c o m p l e m e n t a t i o n  

d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  sam e  t s  l e s i o n  w a s  p r e s e n t  i n  b o t h  

t s l 2 0 1  a n d  t s ! 7 0 2 ,  t h i s  r e s u l t  w a s  s o m e w h a t  s u r p r i s i n g ,  a n d  

s u g g e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s e c o n d  t s  l e s i o n ,  e l s e w h e r e ,  i n  

Eco R I  f  i n  t s l  7 0 2 .  l b  c o n f i r m  t h i s ,  m a r k e r  r e s c u e  

e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  tw o  HSV f r a g m e n t s ,  o n e  

s p a n n i n g  t h e  t s ! 2 0 1  l e s i o n ,  Kpn I  t ,  a n d  o n e  f r o m  a n o t h e r  

p a r t  o f  E c o  R I  W ien  Kpn I  a '  w a s  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

Kpn I  t ,  s u c c e s s f u l  m a r k e r  r e s c u e  w as  a c h i e v e d ,  a l b e i t  a t  a  

low f r e q u e n c y ,  a s  w o u l d  be e x p e c t e d  f o r  d o u b l e  m a r k e r  

r e s c u e .  T h u s ,  t s l 7 0 2  h a s  tw o  t s  l e s i o n s ,  o n e  a t  0 . 3 3  m . u .  i n  

p40,  a n d  o n e  b e t w e e n  0 . 4 1 3  a n d  0 . 4 1 4  m . u . ,  p r o b a b l y  i n  t h e  

DNA p o l y m e r a s e  ( Q u i n n  a n d  M c G e o c h ,  1 9 8 5 ) .  The l o c a t i o n  o f  

t h i s  t s  l e s i o n  i s  shown i n  F i g u r e  4 2 .  T h i s  s e c o n d  t s  l e s i o n  

m us t  h a v e  a r i s e n  s p o n t a n e o u s l y  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  t s l  702 ,  

a s  1702  i s  n o t  t e m p e r a t u r e —s e n s i t i v e  ( I l l . l . e ) .  The p o s i t i o n  

o f  t h e  t s  l e s i o n s  r e l a t i v e  t o  t h e  Xba I  s i t e s  i n  t s l 702 a n d  

t s ! 7 0 8  i s  shown i n  F i g u r e  4 3.

I I I . 2 . C  R e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t s ! 7 0 2  a n d  t s ! 7 0 8

A r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t  b e t w e e n  t s l 702 a n d  t s l 708  

was c a r r i e d  o u t  a t  3 1 ° C  a n d  s a m p l e s  h a r v e s t e d  a t  0 ,  2 ,  4 ,  6 ,  

12 a n d  24  h p o s t  i n f e c t i o n  ( s e e  m e t h o d  s e c t i o n ,  1 1 . 1 5 ) .  

The s a m p l e s  w e r e  t i t r a t e d  a t  3 1 ° C  ( p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e )
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F i g u r e  4 2 .  P o s i t i o n  o f  t h e  0 , 4 1 4  m . u .  t s  l e s i o n  i n  

t s ! 7 0 2 .

The  u p p e r  p a r t  o f  t h e  d i a g r a m  r e p r e s e n t s  t h e  i n t a c t  

HSV-1 g e n o m e .  The l o w e r  p a r t  i s  a n  e x p a n s i o n  o f  t h e  r e g i o n  

a r o u n d  0 . 4  m . u .  i n c l u d i n g  t h e  MDB, DNA p o l y m e r a s e  a n d  3 '  

e n d  o f  a  t r a n s c r i p t  o v e r l a p p i n g  t h e  DNA p o l y m e r a s e .  C o d in g  

r e g i o n s  a r e  i n d i c a t e d  by b o x e s  a n d  t r a n s c r i p t  b o u n d a r i e s  

by l i n e s .  H ie  r e l e v a n t  Kpn I  a n d  E c o  R I  f r a g m e n t s  a r e  

i l l u s t r a t e d .  The r e g i o n  common t o  E c o  R I  f  a n d  Kpn I  a 1 , 

b o x e d  a n d  l a b e l l e d  1 ,  i s  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  0 . 4 1 4  m. u .  t s  

l e s i o n  i n  t s ! 7 0 2  a s  b o t h  f r a g m e n t s  r e s c u e  t h i s  l e s i o n .



F i g u r e  4 3 .  Xba I  s i t e s  a n d  t s  l e s i o n s  i n  t s l 7 0 2  a n d

t s ! 7 0 8 .

The  p o s i t i o n  o f  t h e  X ba  I  s i t e s  a n d  t s  l e s i o n s  i n  

t s l 7 0 2  a n d  t s ! 7 0 8  a r e  i l l u s t r a t e d .
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* I t  i s  p o s s i b l e ,  e s p e c i a l l y  a t  e a r l y  t i m e  p o i n t s  
when r e c o m b i n a t i o n  i s  l o w ,  t h a t  so m e  o f  t h e  v i r u s e s  f ro m  
e a c h  t i m e p o i n t  may b e  c l o n a l l y  r e l a t e d .
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a n d  3 8 . 5 ° C  ( n o n - p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e ) .  The 3 1 ° C  t i t r e  

r e p r e s e n t s  t h e  t o t a l  y i e l d  o f  p r o g e n y  v i r u s ,  a n d  t h e  3 8 . 5 ° C  

t i t r e  t h e  n u n b e r  o f  r e c o m b i n a n t  n o n - t s  v i r u s e s .  The 

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  t i m e - p o i n t ,  

a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  1 1 . 1 5  ( F i g u r e  4 4 ) .  T h i s  r e p r e s e n t s  

r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  t s  l e s i o n  i n  t s l 708  a t  0 . 7  2 m . u .  

and t h e  r i g h t  t s  l e s i o n  i n  t s ! 7 0 2  a t  a b o u t  0 . 4 1 4  m. u .

( F i g u r e  4 3 ) .  R e c o m b i n a n t  v i r u s  w a s  f i r s t  d e t e c t e d  a t  4 h 

p o s t  i n f e c t i o n ,  i n c r e a s i n g  w i t h  t i m e  u n t i l  24  h p o s t  

i n f e c t i o n .  L i k e w i s e ,  t h e  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  i n c r e a s e s  

from m i n i m a l  l e v e l s  a t  4 - 6  h p o s t  i n f e c t i o n  t o  15% by 24 h .

A c o n t r o l  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t s ! 2 0 1  a n d  t s ! 2 0 6 ,  t h e  t s  

p a r e n t s ,  g a v e  a n  a l m o s t  i d e n t i c a l  p a t t e r n  o f  g r o w t h  a n d  

r e c o m b i n a t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  Xba I  s i t e s  

be tween  t s ! 7 0 2  a n d  t s ! 7 0 8  w a s  n o t  o b v i o u s l y  a f f e c t i n g  

r e c o m b i n a t i o n  ( F i g u r e  4 4 ) .  C o n t r o l  s i n g l e  i n f e c t i o n s  w i t h  

t s l 7 0 2  a n d  t s l 7 0 8  g a v e  i d e n t i c a l  p a t t e r n s  o f  g r o w t h  a t  3 1 ° C ,  

but  no t s +  v i r u s  w a s  p r o d u c e d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  n e i t h e r  t s  

l e s i o n  w a s  l e a k y  o r  h a d  a  d e t e c t a b l e  r e v e r s i o n  f r e q u e n c y  

( d a t a  n o t  s h o w n ) .

To d e t e r m i n e  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  n o n - s e l e c t e d  

m a rk e r s  (X ba I  s i t e s )  i n  t h o s e  v i r u s e s  w h i c h  h a d  r e c o m b i n e d  

between t h e  s e l e c t e d  m a r k e r s  ( t s + r e c o m b i n a n t s ) ,  1 0 0  s i n g l e  

p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  e a c h  t i m e p o i n t  ( 4 ,  6 ,  8 ,  1 2  a n d  

24 h )  a t  3 8 . 5 ° C . *  P l a t e  s t o c k s  w e r e  g row n  f r o m  t h e  i s o l a t e s ,  

and 32p j n  v i v o  l a b e l l e d  DNA p r e p a r e d  a n d  a n a l y z e d  f o r  t h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  Xba I  s i t e s .  B e c a u s e  t h e  f r a g m e n t s  g e n e r a t e d  

by Xba I  a r e  l a r g e ,  a n d  c l e a v a g e  a t  some s i t e s  d i f f i c u l t  t o  

d e t e r m i n e ,  Xba I / B g l  I I  d o u b l e  d i g e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t .  The 

ab s e n c e  (w h e n  t h e  Xba  I  s i t e  i s  p r e s e n t )  o r  p r e s e n c e  (w h e n



F ig u r e  4 4 .  R e c o m b in a t io n  f r e q u e n c y  b e tw e en  t s ! 7 0 2  and

t s ! 7 0 8 .

Y i e l d  o f  p r o g e n y  v i r u s  f r o m  a  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n

t s ! 7 0 2  a n d  t s ! 7 0 8 ; a n d  t s l 2 0 1  a n d  t s ! 2 0 6 .  C e l l s  w e r e
each

i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  5 p f u / c e l l , A t h e  m o n o l a y e r s  

w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S / c a l f  s e r u m ,  o v e r l a i d  w i t h  ETC10 a n d  

i n c u b a t e d  a t  3 1 ° C .  P l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  0 ,  1 ,  2 ,  4 ,  6 

8 ,  12 a n d  24  h p o s t  i n f e c t i o n  a n d  t i t r a t e d  a t  3 1 ° C  a n d  

3 8 . 5 ° C .  H ie  3 1 ° C  y i e l d s  ( l o g ^ o  p f u / 1 0 ®  c e l l s )  a r e  shown: 

t s ! 7 0 2  a n d  t s ! 7 0 8  A ; t s ! 2 0 1  a n d  t s l 2 0 6  A ; a s  a r e  t h e  

3 8 . 5 ° C  y i e l d s  ( l o g ^ g  p f u / 1 0 ^  c e l l s ) :  t s ! 7 0 2  a n d  t s ! 7 0 8  □ 

t s ! 2 0 1  a n d  t s ! 2 0 6  O . The r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  (%) 

( s e c t i o n  I I I . 1 5 )  f o r  t s l 702  a n d  t s l 7 0 8  ■ , a n d  t s ! 2 0 1  a n d  

t s ! 2 0 6  •  , a r e  a l s o  i l l u s t r a t e d .
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the  Xba I  s i t e  i s  a b s e n t )  o f  t h e  B g l  I I  b a n d  s p a n n i n g  t h e  

Xba I  s i t e s  w a s  i d e n t i f i e d  ( s e c t i o n  I I I . 2 . a ,  F i g u r e s  38  a n d  

39 ) .

As t h e r e  w a s  no  e v i d e n c e  o f  l e a k i n e s s  o r  r e v e r s i o n  o f  

th e  t s  l e s i o n s ,  a l l  p l a q u e s  i s o l a t e d  a t  3 8 . 5 ° C  m u s t  h a v e  

r e c o m b i n e d  a n  o d d  n u m b e r  o f  t i m e s  b e t w e e n  t h e  t s  l e s i o n  a t  

0 .414  m . u .  i n  t s ! 7 0 2  a n d  t h e  t s  l e s i o n  a t  0 . 7 2  m . u .  i n  

t s l 7 0 8 ,  a n d  c o n t a i n  t h e  w i l d - t y p e  a l l e l e  a t  t h e s e  l o c a t i o n s .  

R e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  0 . 4 1 4  a n d  0 . 7 2  m . u .  c a n  be d i v i d e d  

i n t o  t h r e e  regions : b e t w e e n  t h e  t s  l e s i o n  a t  0 . 4 1 4  m. u .  a n d  

t h e  Xba I  s i t e  a t  0 . 4  5 m . u . ;  b e t w e e n  t h e  0 . 4  5 m . u .  Xba I  

s i t e  a n d  t h e  0 . 6  3 m . u .  Xba I  s i t e ;  a n d  b e t w e e n  t h e  0 . 6 3  m . u .  

Xba I  s i t e  a n d  t h e  t s  l e s i o n  a t  0 . 7 2  m . u .  ( s e e  F i g u r e  4 5 a n d  

Tab le  1 0 ) .  R e c o m b i n a t i o n  o u t w i t h  t h e  s e l e c t e d  r e g i o n  c a n  

a l s o  be d e t e c t e d  i n  t h r e e  regions o f  t h e  genom e  : b e t w e e n  t h e  

0 .07  m . u .  a n d  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e s ;  b e t w e e n  t h e  0 . 2 9  

m.u.  Xba I  s i t e  a n d  t h e  0 . 3 3  m . u .  t s  l e s i o n  i n  t s ! 7 0 2 ;  a n d  

be tw ee n  t h e  t s  l e s i o n  a t  0 . 7 2  m . u .  i n  t s ! 7 0 8  a n d  t h e  0 . 7 4  

m.u .  Xba I  s i t e  ( F i g u r e  4 5  a n d  T a b l e  1 0 ) .  No r e c o m b i n a t i o n  

be tw ee n  t h e  t s  l e s i o n s  a t  0 . 3 3  m . u .  a n d  0 . 4 1 4  m . u .  w i l l  be 

d e t e c t e d ,  a s  o n e  o f  t h e s e  t s  l e s i o n s  w o u l d  s t i l l  be  p r e s e n t  

on e a c h  r e c o m b i n a n t .

A s a m p l e  o f  r e c o m b i n a n t s  i s  shown i n  F i g u r e  4 6 a n d  t h e  

s t r u c t u r e  o f  t h e i r  g e n o m e s  a n d  p o i n t s  o f  c r o s s o v e r  a r e  shown 

in  F i g u r e  4 5 .  An a r b i t r a r y  c r o s s o v e r  p o i n t  b e t w e e n  e a c h  s e t  

of  m a r k e r s  h a s  b e e n  s h o w n ,  s i n c e  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  

f u r t h e r  d e f i n e  t h e  region o f  r e c o m b i n a t i o n .  T h i s  d o e s  n o t  

imply  t h a t  a l l  r e c o m b i n a n t s  w i t h i n  a  g i v e n  r e g i o n  h a v e  

o c c u r r e d  a t  t h e  s am e  p o i n t .  In t h e  c a s e  o f  g e n o m e s  s u c h  a s  

n u n b e r  8 ,  w h i c h  h a v e  t h e  Xba I  p r o f i l e  o f  t s l 7 0 8 ,  b u t  w h ic h



- F i g u r e  4 5 .  S t r u c t u r e s  o f  r e c o m b i n a n t s  b e t w e e n  t s ! 7 0 2  an d  

t s ! 7 0 8 .

The  p o s i t i o n  o f  t h e  Xba  I  s i t e s  a n d  t s  l e s i o n s  i n  

t s ! 7 0 2  a n d  t s ! 7 0 8  a r e  i l l u s t r a t e d  a t  t h e  t o p .  ( 1 )  t o  ( 6 )  

r e f e r  t o  t h e  a r e a s  o f  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  m a r k e r s  

( s e e  a l s o  T a b l e  1 0 ) .  H ie  d o t t e d  l i n e s  a r e  t h e  a r b i t r a r y  

p o i n t  o f  r e c o m b i n a t i o n  i n  t h e s e  a r e a s .  G e n o m e s  3 t o  13  

g i v e  t h e  s t r u c t u r e s  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  g e n o m e s  shown i n  

l a n e s  3 t o  13  i n  F i g u r e  4 6 .  The  u p p e r  l i n e  r e f e r s  t o  

t s l 708  a n d  t h e  l o w e r  l i n e  t o  t s l 7 0 2 .
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F ig u r e  4 6 .  Xba I / B g l  I I  p r o f i l e  o f  r e c o m b in a n t s  b e tw een

t s ! 7 0 2  and t s ! 7 0 8

A u t o r a d i o g r a p h s  o f  HSV-1 DNA ^ p ^ a ^ n e d  i n  v i v o  a n d  

d i g e s t e d  w i t h  Xba I / B g l  I I  ( 0 .5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  t s ! 7 0 2 ;  

l a n e  2 ,  t s ! 7 0 8 ;  l a n e s  3 t o  1 3 ,  t h e  t s + r e c o m b i n a n t s  

b e t w e e n  t s ! 7 0 2  a n d  t s l 708  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  4 5 .  Hie  

n o m e n c l a t u r e  o f  t h e  B g l  I I  b a n d s  i s  g i v e n  i n  l a n e  1 .  In 

l a n e s  2 t o  1 3 ,  t h e  2 , m,  d ,  a n d  f  b a n d s  ( c o n t a i n i n g  Xba 

I  s i t e s )  a r e  m a r k e d  i f  p r e s e n t ;  i f  a b s e n t  t h e i r  Xba I  

c l e a v a g e  p r o d u c t s  a r e  m a r k e d  by t h e  l e t t e r  o f  t h e  f r a g m e n t  

f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  p r i m e  s y m b o l  ( ' ) .  Only  

t h e  e a s i l y  r e c o g n i z a b l e  Xba I  c l e a v a g e  p r o d u c t s  a r e  

m a r k e d ;  t h e s e  a l l o w  u n a m b i g u o u s  r e c o g n i t i o n  o f  c l e a v a g e  ty 

Xba I  a n d  h e n c e  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  r e l e v a n t  

Xba I  s i t e .  The  a n d  £  c o n t a i n i n g  L - S  j u n c t i o n  f r a g m e n t s  

b  a n d  e ,  a n d  a  a n d  c ,  r e s p e c t i v e l y ,  a r e  n o t  m a r k e d .
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were e s t a b l i s h e d  t o  be t s + , r e c o m b i n a t i o n  m u s t  h a v e  o c c u r r e d  

w i t h i n  r e g i o n s  5 a n d  6 .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  c o u l d  be 

r e v e r t a n t s  r a t h e r  t h a n  r e c o m b i n a n t s ,  b u t  t h i s  i s  u n l i k e l y ,  

s i n c e  no  r e v e r t a n t s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  t s l 708  s t o c k  t o  

d a t e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

H ie  n u n b e r  o f  g e n o m e s  a t  e a c h  t i m e p o i n t  w i t h  c r o s s o v e r s  

in  e a c h  region i s  show n  i n  T a b l e  1 0 ,  w h i l e  T a b l e  1 1  s h o w s  t h e  

number o f  c r o s s o v e r s  p e r  g enom e  a t  e a c h  t i m e p o i n t .  T a b l e s  1 0  

and 11  s e r v e  a s  a  s u m m a ry  o f  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  

r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t .  At  4 h p o s t  i n f e c t i o n ,  m o s t  0 9  0%) 

o f  t h e  r e c o m b i n a n t  v i r u s e s  h a v e  o n l y  o n e  c r o s s o v e r ,  w h e r e a s  

by 24 h p o s t  i n f e c t i o n  o v e r  60% o f  r e c o m b i n a n t s  h a v e  m ore  

t h a n  o n e  c r o s s o v e r .  As i t  s e e m s  u n l i k e l y  t h a t  r e c o m b i n a t i o n  

l a t e r  i n  i n f e c t i o n  w i l l  i n v o l v e  m o re  c r o s s o v e r s  t h a n  a t  

e a r l y  t i m e p o i n t s ,  t h i s  i m p l i e s  t h a t  t h e  p r o g e n y  o f  

r e c o m b i n a t i o n  a t  e a r l y  t i m e p o i n t s ,  a s  w e l l  a s  t h e  i n i t i a l  

p a r e n t  m o l e c u l e s ,  a r e  i n v o l v e d  i n  r e c o m b i n a t i o n  a t  l a t e  t i m e  

p o i n t s .

T a b l e  1 0  i l l u s t r a t e s  a  n u m b e r  o f  p o i n t s .  F i r s t l y ,  

w i t h i n  t h e  s e l e c t e d  r e g i o n ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  

b e tw ee n  t h e  m a r k e r s  r e m a i n s  s i m i l a r  a t  d i f f e r e n t  t i m e p o i n t s ,  

nam ely  a r o u n d  5 0% e a c h  i n  a r e a s  4 a n d  5 ,  w i t h  no 

r e c o m b i n a t i o n  a t  a l l  b e i n g  d e t e c t e d  i n  a r e a  3 .  l a c k  o f  

r e c o m b i n a t i o n  i n  a r e a  3 ( b e l i e v e d  t o  e x t e n d  f r o m  0 . 3  3 - 0 . 4 5  

m.u .  a t  t h e  t i m e  o f  t h i s  e x p e r i m e n t )  w a s  w h a t  o r i g i n a l l y  

s u g g e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  e x t r a  t s  l e s i o n  i n  t h i s  r e g i o n  

( I I I . 2 . b ) .  L i t t l e  c o n c l u s i o n  c a n  be d r a w n  a b o u t  t h e  

f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  i n  a r e a s  4 a n d  5 ,  a s  t h e y  a r e  

l a r g e  ( 2 7  k b p  a n d  1 3 . 5  k b p ,  r e s p e c t i v e l y )  a n d  a r e  

a p p r o a c h i n g  n o n —l i n k a g e ,  a l t h o u g h  r e c o m b i n a t i o n  i n  a r e a  5
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at a l e v e l

might beA s l i g h t l y  h i g h e r ^ t h a n  e x p e c t e d .  B e c a u s e

r e c o m b i n a t i o n  i n  t h e s e  a r e a s  i s  b e i n g  s e l e c t e d ,  t h e r e  i s

no i n c r e a s e  w i t h  t i m e .

S e c o n d l y ,  o u t w i t h  t h e  s e l e c t e d  a r e a  o f  

r e c o m b i n a t i o n ,  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  i n c r e a s e s  w i t h  t i m e ,  

a s  w o u ld  be e x p e c t e d ,  r e a c h i n g  49%, 11% a n d  17% by  24 h i n  

a r e a s  1 ,  2 a n d  6 ,  r e s p e c t i v e l y .  The l e v e l  o f  r e c o m b i n a t i o n  

in  t h e s e  r e g i o n s  i s  e x c e p t i o n a l l y  h i g h ,  g i v e n  t h e  f r e q u e n c y  

o f  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  s e l e c t e d  m a r k e r s  o f  o n l y  15%, 

p o s s i b l y  i m p l y i n g  a  r o l e  f o r  c o r r e c t  genome a l i g n m e n t  i n  HSV 

r e c o m b i n a t i o n ,  i e .  g e n o m e s  r e c o m b i n i n g  i n  o n e  p l a c e  a r e  more  

l i k e l y  t h a n  r a n d o m  t o  r e c o m b i n e  e l s e w h e r e .  R e c o m b i n a t i o n  

r e a c h e s  t h e  t h e o r e t i c a l  maximum o f  50% i n  a r e a  1 ( 3 3  k b p  

lo n g )  by  2 4 h .

I I I . 3 ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF HSV-1 VARIANT 1703

D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  e x p e r i m e n t s  t o  i s o l a t e  a  v i r u s  

l a c k i n g  Xba I s i t e s ,  o v e r  5 , 0  00 s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s  o f  

HSV-1 w e r e  a n a l y z e d .  Of t h e s e ,  o n l y  o n e  g a v e  a  r e s t r i c t i o n  

p r o f i l e  on  Xba I / B g l  I I  d i g e s t i o n  w h i c h  d i f f e r e d  f r o m  t h a t  

o f  X2,  b u t  h a d  n o t  l o s t  e i t h e r  t h e  0 . 2 9  o r  0 . 4 5  m . u .  Xba I  

s i t e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h i s  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  same 

t r a n s f e c t i o n  w h i c h  h a d  g i v e n  r i s e  t o  1 7 0 1  ( I I I . l . c ) .  T h i s  

v a r i a n t  w a s  c a l l e d  1 7 0 3 ,  o r  X2D.

I I I . 3 . a  DNA p r o f i l e  o f  1 703

On Bgl I I  d i g e s t i o n  o f  1 7 0 3  (F ig u re  4 7 ) ,  th e  a band was 

absent and th e  f  band had an a l t e r e d  m ig r a t io n  (F ig u r e  4 8 ,  

lane 2 ) .  In a d d i t i o n ,  a n o v e l  band o f  8x10^ m ol. w t .  was



F ig u r e  4 7 .  B gl I I ,  Hpa I  an d  Bam HI maps o f  HSV-1

s t r a i n  1 7 .

Bgl I I ,  l^pa I and Bam HI maps o f  th e  DNA o f  HSV-1 

s t r a i n  1 7 .
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Figure 48. Bgl II profile of 1703.

A utoradiograph o f  a B gl I I  r e s t r i c t i o n  d ig e s t  o f  

HSW-l MA 32P - la b e l le d  in  v iv o  (0.5% a g a r o s e ) .  Lane 1 ,  

s t r a in  17; la n e  2 ,  1703 . M iss in g  bands in  1703 a r e  narked  

and n o v e l bands are  d e s ig n a te d  by th e  l e t t e r  o f  th e  band 

from  which th e y  are d e r iv e d  p lu s  a prime sym bol ( " ) •





165

p r e s e n t  b e l o w  i / j .  I h e s e  a l t e r a t i o n s  c o u l d  be e x p l a i n e d  by a 

d e l e t i o n  o f  a r o u n d  5 x l 0 6 m o l .  w t .  w i t h i n  I R L/ U L , c o n v e r t i n g  

Bgl I I  f  f r o m  a  1 3 x l 0 6 m o l .  w t .  b a n d  t o  a n  V  b a n d  o f  8 x l 0 6 

mol .  w t .  , r u n n i n g  j u s t  b e l o w  B g l  I I  i / j .  T h i s  w o u l d  r e s u l t  

in  a l t e r e d  m i g r a t i o n  o f  t h e  j o i n t  f r a g m e n t s  c o n t a i n i n g  B g l  

I I  f  ( a  a n d  c)  s u c h  t h a t  B g l  I I  c  ( 1 9 . 5 x l 0 6 m o l .  w t .  ) w o u l d  

now be a  c* b a n d  o f  1 2 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t ,  . r u n n i n g  j u s t  a b o v e  

th e  w i l d - t y p e  B g l  I I  f_ f r a g m e n t ,  a n d  B g l  I I  a  ( 2 4 x 1 0 ^  m o l .  

wt.  ) w o u l d  now r u n  a s  a n  a '  b a n d  o f  1 9 x 1 0 ^  m o l .  w t .  , 

a p p e a r i n g  i n  t h e  w i l d - t y p e  B g l  I I  c  p o s i t i o n .

On Hpa I  d i g e s t i o n  ( F i g u r e  4 7 ) ,  t h e  p r o f i l e  o f  1 7 0 3  

( F i g u r e  4 9 ,  l a n e  1 )  d i f f e r e d  f r o m  t h a t  o f  w i l d - t y p e  s t r a i n  

17 ( F i g u r e  4 9 ,  l a n e  2 )  : H pa  I  v  i s  a b s e n t ,  Hpa I  m i s  

r e d u c e d  i n  i n t e n s i t y  ( 0 . 5  M) a n d  tw o  n o v e l  b a n d s  a r e  

p r e s e n t ,  o n e  ( 0 . 2 5  M) o f  1 1 x 1 0 ^  m o l .  w t . , r u n n i n g  w i t h  o r  

j u s t  b e l o w  b ,  a n d  o n e  ( 0 . 5  M) o f  a p p r o x i m a t e l y  1 . 7 x 1 0 ^  m o l .  

w t . , r u n n i n g  b e l o w  s .  T h i s  p a t t e r n  c a n  be i n t e r p r e t e d  a s  

f o l l o w s  : Hpa I  m h a s  a  1 . 8 x 1 0 ^  m o l .  w t .  d e l e t i o n  l o c a t e d  

w i t h i n  I R l  s e q u e n c e s ,  t h e r e f o r e  g e n e r a t i n g  a  n o v e l  0 . 5  M 

band o f  1 . 7 x l 0 6 m o l .  w t . , w h e r e a s  Hpa I  m g e n e r a t e d  f r o m  TRL 

i s  u n a l t e r e d  a n d  m i g r a t e s  n o r m a l l y .  T h u s ,  j o i n t  f r a g m e n t s  

c o n t a i n i n g  m, u s u a l l y  0 . 5 M ,  w i l l  now c o n s i s t  o f  u n d e l e t e d  

0 .25  M c o p i e s ,  a n d  d e l e t e d  0 . 2 5  M c o p i e s ,  a '  a n d  d* , w i t h  a* 

r u n n i n g  a s  t h e  n o v e l  0 . 2  5 M 1 1 x 1 0 ^  m o l .  w t .  b a n d ,  

c o m i g r a t i n g  w i t h  b ,  w h i l e  t h e  d '  b a n d  w o u l d  r u n  a b o u t  

7 .2 x 1 0 ^  m o l .  w t .  , c o m i g r a t i n g  w i t h  j^/h a n d  i s  t h e r e f o r e  n o t  

d e t e c t e d .  As Hpa I  v  i s  a b s e n t  a n d  Hpa I  m d e l e t e d ,  t h e  

i n t e r v e n i n g  f r a g m e n t ,  y ,  w o u l d  be e x p e c t e d  t o  be a b s e n t ;  

i n d e e d  t h e  q / r  b a n d  i n  1 7 0 3  i s  r e d u c e d  i n  i n t e n s i t y  i n  

r e l a t i o n  b o t h  t o  t h e  p a r e n t a l  X2 c j / r  b a n d  a n d  t o  t h e



F ig u r e  4 9 .  Hpa I p r o f i l e  o f  1 7 0 3 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  Hpa I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t  o f  HSV-1 

DNA 3 2 P - l a b e l l e d  i n  v i v o  ( 0 . 8 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  1 7 0 3 ;  

l a n e  2 ,  s t r a i n  1 7 .  B a n d s ,  i n  1 7 0 3 ,  m i s s i n g  o r  r e d u c e d  i n  

i n t e n s i t y  a r e  m a r k e d  ► a n d  n o v e l  b a n d s  a r e  d e s i g n a t e d  fcy 

t h e  l e t t e r  o f  t h e  b a n d  f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  

p r i m e  s y m b o l  ( * ) .
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e q u i v a l e n t  2M o/jd band i n  1 7 0 3 .  The d a t a  a r e  t h e r e f o r e  

c o n s i s t e n t  w i t h  a  d e l e t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  4 . 9 x 1 0 ^  m o l .  w t .  

a t  t h e  Ul / I R l  j u n c t i o n .

On a  Bam H I  d i g e s t  ( F i g u r e  4 7 )  t h e  p r o f i l e  o f  1 7 0 3  

a g a i n  d i f f e r e d  f r o m  t h a t  o f  X2 ( F i g u r e  5 0 ,  l a n e s  1 a n d  2 ) .  

The Bam H I  b b a n d  ( 6 . 7 x 1 0 ^  m o l .  w t .  ) i s  a b s e n t  a n d  a  b '  b a n d  

now c o m i g r a t e s  w i t h  t h e  t  b a n d  ( 1 . 9 x l 0 6 m o l .  w t .  ) ,  t h u s  

i n d i c a t i n g  a  d e l e t i o n  i n  t h e  o r d e r  o f  4 . 8 x l 0 6 m o l .  w t .  a t  

t h e  j u n c t i o n  o f  UL/ I R L . S o u t h e r n  b l o t t i n g  a n a l y s i s  c o n f i r m e d  

t h a t  t h e  d e l e t i o n  w a s  i n  t h e  o r d e r  o f  5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  A Bam 

HI p r o b e  ( p o s i t i o n  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5 1 b )  h y b r i d i z e d  t o  

a b '  b a n d  o f  a r o u n d  1 . 8 x l 0 6 m o l .  w t .  i n  1 7 0 3  c o m p a r e d  t o  t h e  

w i l d - t y p e  Jd b a n d  a t  6 . 7 x 1 0 ^  m o l .  w t .  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  Ib 

map t h e  e n d - p o i n t  o f  t h e  d e l e t i o n  w i t h i n  Uj, m o r e  p r e c i s e l y ,  

a p r o b e ,  p M C 9 ( l ) ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  u n i q u e  p o r t i o n  o f  Bam 

HI b ( F i g u r e  5 1 b )  w a s  h y b r i d i z e d  t o  X2 ( F i g u r e  5 2 ,  l a n e  1 )  

and  1 7 0 3  ( F i g u r e  5 2 ,  l a n e  2 )  DNA c l e a v e d  w i t h

Bam H l / S m a  I / H p a  I .  I h e  Sma I  f r a g m e n t s  f r o m  Hpa I  s  ( P e r r y ,
( 8 6 1 b p ,  6 7 5 b p ,  3 4 4 bp  a n d  2 9 7 bp)

1986) a r e  a l l  p r e s e n t , A i n d i e a t i n g  t h a t  t h e  d e l e t i o n  d o e s  n o t

e x t e n d  p a s t  t h e  Hpa  I  s / v  j u n c t i o n ,  b u t  Hpa  I  v  ( 1 2  40 b p )  i s

a b s e n t  f r o m  1 7 0 3 .  As f r a g m e n t s  b e l o w  a b o u t  2 00 b p  w i l l  r u n

o f f  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g e l ,  t h e  d e l e t i o n  e x t e n d s  a t  l e a s t  a s

f a r  a s  2 00  b p  t o  t h e  r i g h t  o f  t h e  H pa  I  s / v  j u n c t i o n  ( F i g u r e

5 1 ) .

I I I . 3 . b  I m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1703

The d e l e t i o n  i n  1 7 0 3  r e m o v e s  t h e  3* p o r t i o n  o f  I E  g e n e  

1 l o c a t e d  i n  I R ^  a n d  t e r m i n a t e s  a t  l e a s t  5 00 b p  d o w n s t r e a m  

from t h e  3* e n d  o f  t h e  mRNA f o r  I E  g e n e  2 ( F i g u r e  5 1 a  a n d  

5 1 c ) .  I m m e d i a t e —e a r l y  p o l y p e p t i d e s  w e r e  p r e p a r e d  a s



F ig u r e  50- Bam HI p r o f i l e  o f  1 7 0 3 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  Bam H I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t  o f  

HSV-1 DNA 3 2 P - l a b e l l e d  i n  v i v o  ( 0 . 8 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  

s t r a i n  1 7 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 3 .  M i s s i n g  b a n d s  i n  1 7 0 3  a r e  m a r k e d  

a n d  n o v e l  b a n d s  a r e  d e s i g n a t e d  by t h e  l e t t e r  o f  t h e  b a n d  

f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  p r i m e  s y m b o l  ( ' ) .



1 2



F ig u r e  5 1 ,  Map o f  d e l e t i o n  in  1 7 0 3 .

a )  Map o f  t h e  Bam H I  (B)  b  a n d  s f r a g m e n t s  s i t u a t e d  

w i t h i n  U l / I R j ,  u p  t o  t h e  I R L/ I R S j o i n t ,  s h o w i n g  t h e  H pa  I  

(H) s i t e s .  Hpa. I  s /  i s  t h e  p a r t  o f  H p a  I  s  c o n t a i n e d  

w i t h i n  Bam HI  b .  The d i a g r a m  a l s o  s h o w s  t h e  p o s i t i o n s  o f  

t h e  g e n e s  e n c o d i n g  V m w IEl lO  a n d  VmwIE63,  a n d  u n i d e n t i f i e d  

o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  U l5  5 a n d  Ui,56 e n c o d i n g  p r e d i c t e d  

p o l y p e p t i d e s  o f  2 0 , 0 0 0  a n d  2 2 , 0  00  m o l .  w t .  a n d  t h e  e x t e n t  

o f  t h e  5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  d e l e t i o n  i n  1 7 0 3 .

b )  P o s i t i o n  o f  t h e  Bam H I  b  a n d  p M C 9 ( l )  p r o b e s  o n  t h e  

g e n o m e .

c )  An e n l a r g e d  d i a g r a m  o f  t h e  H p a  I  v  a n d  s* r e g i o n s  

s h o w i n g  t h e  s i z e s  i n  b a s e  p a i r s  o f  f r a ^ n e n t s  g e n e r a t e d  

u p o n  d i g e s t i o n  w i t h  Bam H I  ( B ) / H p a  I  ( H ) / S m a  I  ( S )  w h i c h  

h y b r i d i z e  t o  pMC9 (1 }  ( s e e  F i g u r e  5 2 ) .
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F i g u r e  5 2 .  S o u t h e r n  b l o t  o f  1 7 0 3  DNA u s i n g  t h e  p M C 9 ( l )  

p r o b e .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  S o u t h e r n  b l o t  i n  w h i c h  

n i c k - t r a n s l a t e d  p M C 9 ( l )  ( s e e  F i g u r e  5 1 b )  w a s  h y b r i d i z e d  t o  

X2 ( l a n e  1 )  a n d  1 7 0 3  ( l a n e  2 )  DNA w h i c h  h a d  b e e n  d i g e s t e d  

w i t h  Bam H I / H p a  I / S m a  I  ( 1 .5 %  a g a r o s e ) .  F b r  t h e  l o c a t i o n  

o f  t h e  b a n d s  i n  t h e  g enom e  s e e  F i g u r e  5 1 c .  The m i s s i n g  

b a n d  i n  1 7 0 3  i s  m a r k e d  ► . S i z e s  o f  t h e  b a n d s  a r e  i n  b a s e

p a i r s  o n  t h e  l e f t  h a n d  s i d e .
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d e s c r i b e d  i n  m e t h o d  s e c t i o n  1 1 . 3 4 ,  a n d  a n a l y z e d  by SDS-PAGE. 

vmwlEl 10  w a s  d e t e c t e d  i n  1 7 0 3  a n d  X2 i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g u r e  

5 3 ) .  u s i n g  a n  a n t i s e r u m  r a i s e d  a g a i n s t  a  s y n t h e t i c  p e p t i d e  

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  c a r b o x y - t e r m i n u s  o f  Vmwl El  1 0 ,  a  

r e d u c t i o n  i n  t h e  l e v e l  o f  Vmwl El  10 i n  1 7 0 3 ,  a s  c o m p a r e d  t o  

X2, i n f e c t e d  c e l l s  w a s  s e e n  ( F i g u r e  5 4 ) .  The a n t i s e r u m  

s p e c i f i c a l l y  p r e c i p i t a t e d  a  p o l y p e p t i d e  o f  a p p a r e n t  m o l .  w t .  

110x103 a n d  s e v e r a l  a d d i t i o n a l  p o l y p e p t i d e s  ( F i g u r e  5 4,  

l a n e s  5 ,  6 )  -  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e s e  p o l y p e p t i d e s  w as  

s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p e p t i d e  a g a i n s t  

which t h e  a n t i s e r u m  w as  r a i s e d ,  i n d i c a t i n g  t h e  s p e c i f i c i t y  

of  t h e  r e a c t i o n  ( F i g u r e  5 4 ,  l a n e s  2 ,  3 ) .  A r e d u c t i o n  i n  t h e  

l e v e l  o f  V m w IE l lO  p r e c i p i t a t e d  f r o m  1 7 0 3  i n f e c t e d  c e l l  

e x t r a c t s  ( F i g u r e  5 4 ,  l a n e  5 )  a s  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l  X2 

i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  ( F i g u r e  5 4 ,  l a n e  6 )  w a s  c o n s i s t e n t l y  

found  i n  s e v e r a l  e x p e r i m e n t s .  F i g u r e s  5 3 a n d  5 4 s h o w  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  o f  HFL c e l l s ,  b u t  

s i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  BHK21 C13 c e l l s ,  

a l t h o u g h  i n  t h e  l a t t e r  c a s e  t h e  l e v e l  o f  b a c k g r o u n d  h o s t  

p r o t e i n s  t e n d e d  t o  be h i g h e r  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

A s t r i k i n g  f e a t u r e  o f  t h e  i m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  

p r o f i l e  o f  1 7 0 3  w a s  t h e  a p p a r e n t  l a c k  o f  VmwIE63 ( F i g u r e  5 3, 

compare  l a n e s  1 a n d  2 ) .  Due t o  t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  h o s t  

p r o t e i n s  a n d  t h e  p o o r  r e s o l u t i o n  i n  t h i s  r e g i o n  on  g r a d i e n t  

g e l s ,  t h e  same i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  w e r e  a n a l y z e d  o n  7.5% 

s i n g l e  c o n c e n t r a t i o n  g e l s  ( F i g u r e  5 5 ) .  A g a i n ,  t h e  r e s u l t s  

s u g g e s t  t h a t  VmwIE63 i s  g r e a t l y  r e d u c e d  i n  a m o u n t  f o l l o w i n g  

i n f e c t i o n  w i t h  1 7 0 3 .

In  F i g u r e s  53  a n d  5 5 ,  VmwIE68 i s  a p p a r e n t l y  a b s e n t  -  

t h i s  i s  due  t o  t h e  f a c t  t h a t  i t  l a b e l s  p o o r l y  w i t h



F ig u r e  5 3 .  i m m e d ia t e - e a r ly  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 3 .

I m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  e x t r a c t s ,  l a b e l l e d  w i t h  

[ 3 5 g ] - m e t h i o n i n e ,  o f  X2 i n f e c t e d  ( l a n e  1 ) ,  1 7 0 3  i n f e c t e d  

( l a n e  2 )  a n d  m o c k  i n f e c t e d  ( l a n e  3 )  HFL c e l l s ,  r u n  on  a  

5 - 1 2 . 5 %  g r a d i e n t  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  (x  

1 0 ” 3 )  a r e  g i v e n  o n  t h e  l e f t  h a n d  s i d e .  A i s  a c t i n .



1 2 3
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F ig u r e  5 4 .  I m m u n o p r e c ip i t a t io n  o f  VmwIEllO.

I m m u n o p r e c i p i t a t i o n  u s i n g  a n  a n t i s e r u m  r a i s e d  a g a i n s t  

t h e  c a r  b o x y - t e r m i n u s  o f  V m w I E l l O .  I m m e d i a t e - e a r l y  

p o l y p e p t i d e s  l a b e l l e d  w i t h  [ 3 5 g ] - m e t h i o n i n e  w e r e  

p r e c i p i t a t e d  f r o m  m ock  i n f e c t e d  ( l a n e s  1 a n d  4 ) ,  1 7 0 3  

i n f e c t e d  ( l a n e s  2 a n d  5 )  a n d  X2 i n f e c t e d  ( l a n e s  3 a n d  6 )  

HFL c e l l s .  The i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  

t h e  p r e s e n c e  ( l a n e s  1 ,  2 a n d  3 )  o r  a b s e n c e  ( l a n e s  4 ,  5 a n d

6)  o f  t h e  p e p t i d e  a g a i n s t  w h i c h  t h e  a n t i s e r u m  w a s  r a i s e d .  

The  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  V m w IE l lO  a n d  l o w e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d s  i s  d e m o n s t r a t e d  by  i n h i b i t i o n  by 

t h e  p e p t i d e .  The s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  o n  a  5 - 1 2 . 5 %  

g r a d i e n t  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .



F ig u r e  5^- i m m e d ia t e - e a r ly  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 3 .

I m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  e x t r a c t s ,  l a b e l l e d  w i t h  

[ 3 5 g ] - m e t h i o n i n e ,  o f  1 7 0 3  i n f e c t e d  ( l a n e  1 ) ,  X2 i n f e c t e d  

( l a n e s  2 a n d  4 ) ,  s t r a i n  1 7  i n f e c t e d  ( l a n e  3 )  a n d  m o c k  

i n f e c t e d  ( l a n e  5 )  HFL c e l l s ,  r u n  o n  a  7 .5 %  p o l y a c r y l a m i d e  

g e l .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  ( x  1 0 “ 3 )  a r e  g i v e n  on  t h e  l e f t  hand  

s i d e .  A i s  a c t i n .
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[ 3 5 s ] - m e t h i o n i n e ,  a n d  t h a t  i t  i s  u n s t a b l e  u n d e r  t h e  l o n g  

l a b e l l i n g  c o n d i t i o n s  u s e d  ( D r .  C. M. P r e s t o n ,  p e r s o n a l

c o m m u n i c a t i o n )  .

To f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  t h e  a p p a r e n t  r e d u c t i o n  i n  t h e  

l e v e l  o f  VmwIE63 f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  1 7 0 3 ,  a n  

a n t i - p e p t i d e  s e r u m  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  a m i n o - t e r m i n u s  o f  

VlmwIE63 w a s  u s e d .  T h i s  a n t i s e r u m  s p e c i f i c a l l y  p r e c i p i t a t e d  a  

p o l y p e p t i d e  o f  a p p a r e n t  m o l .  w t .  6 3 x l 0 3 ( F i g u r e  5 6 ,  l a n e  

2) -  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  r e l e v a n t  p e p t i d e  s i g n i f i c a n t l y  

r e d u c i n g  t h e  l e v e l  o f  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h i s  p r o t e i n  ( F i g u r e

56, l a n e  5 ) .  A w i l d - t y p e  s t r a i n  1 7  e x t r a c t  w as  s e r i a l l y  

d i l u t e d  f o u r  f o l d  t o  d e t e r m i n e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  

a s s a y .  VmwIE6 3 c o u l d  s t i l l  b e  d e t e c t e d  a t  a  1 : 1 6  d i l u t i o n  

( F i g u r e  5 6 ,  l a n e  7 )  a n d ,  o n  l o n g e r  e x p o s u r e  o f  t h e  g e l ,  a t  a 

1:64 d i l u t i o n  ( F i g u r e  5 6 ,  l a n e  8 ,  a n d  d a t a  n o t  s h o w n ) .  In 

c o n t r a s t ,  n o  d e t e c t a b l e  VmwIE6 3 w a s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  1 7 0 3  

i n f e c t e d  o r  m o c k  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  ( F i g u r e  5 6 ,  l a n e s  3 

and 4 ,  r e s p e c t i v e l y )  e v e n  on  l o n g e r  e x p o s u r e s  o f  t h e  g e l ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  1 7 0 3  i m m e d i a t e - e a r l y  e x t r a c t s  l a c k  VmwIE6 3 

(or  c o n t a i n  l e s s  t h a n  2% o f  w i l d - t y p e  l e v e l s ) .

I I I . 3 . C  I m m e d i a t e - e a r l y  RNA p r o f i l e  o f  1703

The l e v e l  o f  v i r u s - s p e c i f i c  i m m e d i a t e - e a r l y  RNA p r e s e n t  

in  1703  i n f e c t e d  c e l l s  w a s  e x a m i n e d .  R a d i o - l a b e l l e d ,  

c y t o p l a s m i c  i m m e d i a t e - e a r l y  RNA w a s  p r e p a r e d  a n d  h y b r i d i z e d  

t o  S o u t h e r n  b l o t s  o f  H pa  I  d i g e s t e d  HSV DNA, a s  d e s c r i b e d  i n  

s e c t i o n  1 1 . 1 1  ( F i g u r e  5 7 ) .  In t h e  s t r a i n  17  c o n t r o l  ( F i g u r e
s h o u l d

57, l a n e  2 )  IE 1  R N A ^ h y b r i d i z e  t o  H pa  I  m, a  a n d  d ,  IE3 RNA 

h y b r i d i z e d  t o  Hpa I  c ,  g., a  a n d  d ,  IE4 RNA h y b r i d i z e d  t o  Hpa 

I c a n d  a ,  IE5 RNA h y b r i d i z e d  t o  H pa  I  <£ a n d  d b a n d s  a n d  IE2



F ig u r e  5 6 .  I m m u n o p r e c ip i t a t io n  o f  VmwIE63.

I m m u n o p r e c i p i t a t i o n  u s i n g  a n  a n t i s e r u m  r a i s e d  a g a i n s t  

t h e  a m i n o - t e r m i n u s  o f  VmwIE6 3 .  P o l y p e p t i d e s  p r e p a r e d  u n d e r  

i m m e d i a t e - e a r l y  c o n d i t i o n s  a n d  l a b e l l e d  w i t h  

[ 3 5 S ] - m e t h i o n i n e  w e r e  p r e c i p i t a t e d  f r o m  s t r a i n  17  i n f e c t e d  

( l a n e s  2 a n d  5 ) ,  1 7 0 3  i n f e c t e d  ( l a n e  3 )  a n d  m o c k  i n f e c t e d  

( l a n e  4 )  HFL c e l l s .  The s p e c i f i c i t y  o f  t h e  p r e c i p i t a t i o n  

o f  VmwIE63 i s  d e m o n s t r a t e d  by i t s  i n h i b i t i o n  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  p e p t i d e  ( l a n e  5 ) .  L a n e s  6 t o  9 a r e  d i l u t i o n s  

o f  s t r a i n  17  e x t r a c t  w i t h  m ock  i n f e c t e d  e x t r a c t :  l a n e  6 ,  1 

i n  4 ;  l a n e  7 ,  1 i n  1 6 ;  l a n e  8 ,  1 i n  6 4 ;  a n d  l a n e  9 ,  1 i n  

1 2 8 .  L a n e  1 i s  s t r a i n  17  i n f e c t e d  w h o l e  c e l l  e x t r a c t  an d  

l a n e  1 0  i s  m o c k  i n f e c t e d  w h o l e  c e l l  e x t r a c t .  The  s a m p l e s  

w e r e  r u n  on  a  7 .5%  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  

( x  1 0 “ 3 )  a r e  g i v e n  o n  t h e  l e f t  h a n d  s i d e .  A i s  a c t i n .



2 3 4 5  6 7  8 9  10





F ig u r e  S7» i m n e d i a t e ~ 6 a r l y  RNA p r o f i l e  o f  1 7 0 3 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  S o u t h e r n  b l o t  o f  H p a  I  d i g e s t e d  

HSV-1 s t r a i n  17  DNA ( 0 .8 %  a g a r o s e )  t o  w h i c h  3 2 P - l a b e l l e d  

i n  v i v o  i m m e d i a t e —e a r l y  RNA f r o m  s t r a i n  1 7  i n f e c t e d  ( l a n e  

2 )  a n d  1 7 0 3  i n f e c t e d  ( l a n e  3 )  c e l l s  a n d  n i c k  t r a n s l a t e d  

s t r a i n  1 7  DNA ( l a n e  1 )  w a s  h y b r i d i z e d .  The  b a n d  a b s e n t  i n  

1 7 0 3  i s  n a r k e d  ► ,  a n d  t h a t  r e d u c e d  i n  i n t e n s i t y  ► .
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RNA h y b r i d i z e d  t o  Hpa I s .  T h i s  w a s  t h e  p r o f i l e  e x p e c t e d

from t h e  l o c a t i o n  o f  t h e s e  I E  g e n e s  ( F i g u r e  5 8 ;  C l e m e n t s  e t

a h ,  1 9 7 9 ) .  X2 I E  RNA p r o d u c e d  a n  i d e n t i c a l  p r o f i l e  ( d a t a  

n o t  s h o w n ) .  In c o n t r a s t ,  1 7 0 3  I E  RNA ( F i g u r e  5 7,  l a n e  3 )  

f a i l e d  t o  h y b r i d i z e  t o  H pa  I  s .  T h u s ,  i n  1 7 0 3  e x t r a c t s  IE2 

s p e c i f i e d  mRNA c a n n o t  be d e t e c t e d .  A l s o ,  l e s s  1 7 0 3  RNA 

h y b r i d i z e d  t o  Hpa I  m t h a n  i n  s t r a i n  1 7 ,  i n d i c a t i n g  a

r e d u c e d  a m o u n t  o f  I  E l  RNA, i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e d u c t i o n

in  V m w IEl lO .  D e s p i t e  l o w e r  l e v e l s  o f  h y b r i d i z a t i o n

to  t h e  1 7 0 3  l a n e ,  h y b r i d i z a t i o n  t o  H pa  I  s  ̂ w o u l d  s t i l l  be  

e x p e c t e d  t o  be d e t e c t e d  i f  I E  mRNA l e v e l s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  

w i l d - t y p e  w e r e  p r e s e n t .

To d e t e r m i n e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  IE 2  RNA d e t e c t i o n ,  a  

do t  b l o t  a s s a y  w a s  c a r r i e d  o u t .  l a b e l l e d  I E  RNA ( 2 x 1 0 ^  cpra) 

from 1 7 0 3 ,  s t r a i n  1 7  a n d  m o c k  i n f e c t e d  c e l l s  w a s  h y b r i d i z e d  

to  : ( i )  pMC9, t o  d e t e r m i n e  t h e  l e v e l  o f  IE 2  RNA p r e s e n t ;

( i i )  p l a s m i d  Kpn I  k ,  c o n t a i n i n g  IE3 a n d  IE5  g e n e s ,  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  1 7 0 3  a n d  s t r a i n  1 7  i n f e c t e d  c e l l s  

c o n t a i n e d  t h e  s a m e  a m o u n t  o f  i m m e d i a t e - e a r l y  RNA; a n d

( i i i )  p l a s m i d  Kpn I  m,  c o n t a i n i n g  no  i m m e d i a t e - e a r l y  g e n e s ,  

as  a  n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  b a c k g r o u n d  h y b r i d i z a t i o n  ( F i g u r e  

58).  D i f f e r e n t  d i l u t i o n s  o f  s t r a i n  1 7  a n d  1 7 0 3  I E  RNA w e r e  

u sed  t o  q u a n t i t a t e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y ,  t h e  i n p u t  

c o u n t s  b e i n g  e q u a l i z e d  u s i n g  m o c k  i n f e c t e d  RNA. The 

r a d i o a c t i v i t y  ( T a b l e  1 2 )  a b o v e  mock l e v e l s  i n d i c a t e s  t h e  

l e v e l  o f  RNA s p e c i f i c  f o r  t h e  c l o n e d  f r a g m e n t s .  T a b l e  12  

i n d i c a t e s  t h a t  1 7 0 3  a n d  s t r a i n  17  s p e c i f y  a p p r o x i m a t e l y  

equa l  l e v e l s  o f  IE 3  RNA a n d  IE 5  RNA, a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  i s  

such t h a t  1 7 0 3  s p e c i f i e s  no m o re  IE2 RNA t h a n  m ock  i n f e c t e d  

c e l l s .  At d i l u t i o n s  down t o  a n d  i n c l u d i n g  1 : 1 6 ,  s t r a i n  17



F i g u r e  5 8 .  i m m e d i a t e - e a r l y  g e n e  l o c a t i o n s  o n  a  Hpa I  map.

Hpa I  m a p  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  DNA, s h o w i n g  t h e  

l o c a t i o n s  o f  t h e  i m m e d i a t e - e a r l y  t r a n s c r i p t s  a n d  t h e  

p l a s m i d s ,  Kpn I  m, Kpn I  k  a n d  pMC9, u s e d  i n  T a b l e  12 .
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c o n t a i n e d  d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  IE 2  RNA, h o w e v e r ,  a t  a  I s  32 

d i l u t i o n  h y b r i d i z a t i o n  l e v e l s  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o f  

1703 a n d  m o c k  i n f e c t e d  c e l l  RNA. The c o n c l u s i o n  o f  t h i s  

e x p e r i m e n t  i s  t h a t  1 7 0 3  e x t r a c t s  c o n t a i n  a t  m o s t  1 : 1 6  (6-25%) 

o f  t h e  w i l d - t y p e  l e v e l  o f  IE 2  RNA.

I I I . 3  . d  G e n e r a l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1703

The g e n e r a l  i n f e c t e d  c e l l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 3

was c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  s t r a i n  1 7  a n d  X2 ( F i g u r e  5 9 ) .  The

p r o f i l e  o f  1 7 0 3  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  ( l a n e s  3 a n d  4 )

d i f f e r e d  f r o m  t h a t  o f  s t r a i n  1 7  ( l a n e  5 )  a n d  X2 ( l a n e s  1 a n d

2) i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s ,  i n  t h a t  t h e  4 3K t k  p o l y p e p t i d e

was a b s e n t  ( s e e  b e l o w ) .  A p a r t  f r o m  t h i s ,  t h e  p o l y p e p t i d e

p r o f i l e  o f  1 7 0 3  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  s t r a i n  1 7  a n d  X2.

The t k -  p h e n o t y p e  o f  1 7 0 3  w a s  c o n f i r m e d  by BOdR y i e l d

e x p e r i m e n t s  ( m e t h o d  s e c t i o n  1 1 . 1 3 ) .  T W e n t y - f o u r  h o u r  y i e l d

e x p e r i m e n t s  w i t h  s t r a i n  1 7 ,  X2 a n d  1 7 0 3  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n

t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  BCdR, a n d  t h e  p r o g e n y  v i r u s
(see after p149)

t i t r a t e d .  The r e s u l t s  ( T a b l e  1 3 )  s h o w  t h a t  w h i l e  t h e  y i e l d  

o f  s t r a i n  1 7  a n d  X2 i s  m a r k e d l y  r e d u c e d  by BOdR, t h e r e  i s  

l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  y i e l d  o f  1 7 0 3 .  T h u s ,  1 7 0 3  i s  t k ” .

The  m u t a t i o n  l e a d i n g  t o  t h e  t k ”  p h e n o t y p e  o f  1 7 0 3  w a s  

b e l i e v e d  t o  be a  s e c o n d a r y  m u t a t i o n ,  u n r e l a t e d  t o  t h e  

d e l e t i o n  i n  I R l / U l , a n d / o r  t h e  f a i l u r e  t o  s y n t h e s i z e  

VhiwIE63. T h i s  w a s  c o n f i r m e d  by t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  a  t k +  

d e r i v a t i v e  o f  1 7 0 3 ,  w h i c h  s t i l l  c o n t a i n s  t h e  d e l e t i o n  a n d  

does  n o t  s y n t h e s i z e  VmwIE63 ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

I I I > 3 . e  G r o w t h  p r o p e r t i e s  o f  1703

A o n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t  i n  BHK21 C13 c e l l s ,  o v e r  a



Figure 59, General polypeptide profile of 1703,

G eneral in f e c t e d  c e l l  p o ly p e p tid e  e x t r a c t s  la b e l le d  

w ith  t^ S sjH n eth ion in e  from 4 t o  24 h p o s t  in f e c t io n ,  run 

on a 5-12.5%  g r a d ie n t  p o ly a cry la m id e  g e l .  M olecu lar  

w e ig h ts  (x  10”^) a re  g iv e n  on th e  l e f t  hand s id e .  A i s  

a c t i n .  la n e s  1 and 2 ,  X2 in fe c te d ?  la n e s  3 and 4 ,  1703  

in fe c te d ?  la n e  5 ,  s t r a in  17 in f e c t e d ;  and la n e  6 g mock 

in f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s .



1 2 3 4 5

22



Table 13 : BCdR sensitivity of 1703

Virus

s t r a i n  17 

X2

1703

+BCdR

1 . 9  x 105 

3 . 3  x 105 

3 . 2  x 108

Y ie l d *
-BCdR

3 . 2  x 108 

2.1  x 108 

3 . 6  x 108

* expressed as  t h e  v i r u s  t i t r e  per 4 x 10 BHK21 C13 c e l l s ,  

f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  f o r  24 h i n  t he  p res en ce  or absence  of  

BCdR at  lOOug/ml.
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24 h p e r i o d ,  s h o w e d  n o  m a r k e d  d i f f e r e n c e  i n  g r o w t h  

p r o p e r t i e s  b e t w e e n  1 7 0 3 ,  X2 a n d  s t r a i n  1 7  ( F i g u r e  6 0 ) .  The  

l a g  p e r i o d  o f  1 7 0 3  a p p e a r s  s l i g h t l y  l o n g e r  t h a n  t h a t  f o r  X2 

a n d  s t r a i n  1 7 ,  b u t  a s  t h i s  i s  a  v e r y  v a r i a b l e  p r o p e r t y ,  t h e  

s i g n i f i c a n c e  i s  u n c e r t a i n  ( D r .  D. D a r g a n ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .  1 7 0 3 ,  X2 a n d  s t r a i n  1 7  a l s o  s h o w  a l m o s t  

i d e n t i c a l  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  o v e r  s e v e r a l  r o u n d s  o f  

r e p l i c a t i o n  ( F i g u r e  6 1 ) .

S a c k s  e t  a l . ( 1 9  8 5 )  h a v e  i d e n t i f i e d  t s  m u t a n t s  i n  

VmwIE63,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  p r o t e i n  i s  e s s e n t i a l  f o r  

g r o w t h  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  T h e s e  a u t h o r s  u s e d  V e r o  c e l l s ,  

w h e r e a s  h e r e  BHK21 C13 c e l l s  o r  HFL c e l l s  w e r e  u s e d ,  l b  

d e t e r m i n e  t h e  v i a b i l i t y  o f  1 7 0 3  i n  Ve r o  c e l l s ,  2 4  h y i e l d  

e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  b o t h  V e r o  a n d  BHK21 C 13  

c e l l s  w i t h  s t r a i n  1 7 ,  X2 a n d  1 7 0 3 ,  a n d  t h e  r e s u l t a n t  p r o g e n y  

v i r u s  w a s  t i t r a t e d  o n  b o t h  c e l l  t y p e s .  T a b l e  1 4  s h o w s  t h a t  

t h e  y i e l d  o f  t h e  t h r e e  v i r u s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  t w o  c e l l  

t y p e s  w a s  v e r y  s i m i l a r  a n d  t h e  t i t r e s  m e a s u r e d  o n  t h e  t w o  

c e l l  l i n e s  w e r e  e s s e n t i a l l y  i d e n t i c a l .

I I I . 4 HSV-1 VARIANTS CONTAINING ALTERATIONS WITHIN OR 

NEAR THE LONG REPEAT

From a  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t  d e s i g n e d  t o  g e n e r a t e  a  

HSV-1 g e n o m e  c o n t a i n i n g  5 X b a  I  s i t e s  ( s e e  s e c t i o n  I I I . 2 . a ) ,  

14 v a r i a n t s ,  o u t  o f  a  t o t a l  o f  8 0 p l a q u e  i s o l a t e s  i s o l a t e d ,  

gave  an  a b e r r a n t  p r o f i l e  o n  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  a n a l y s i s .

None o f  t h e  8 0 i s o l a t e s  a p p e a r e d  t o  be  r e c o m b i n a n t s  -  4 8 

s h o w in g  t h e  X b a  I  p r o f i l e  o f  s t r a i n  1 7  a n d  3 2 s h o w i n g  t h e  

Xba I  p r o f i l e  o f  1 7 0 7 .  H o w e v e r  a l l  o f  t h e  1 4  v a r i a n t s ,



Figure 6 0 .  One-step growth curve of 1 7 0 3 .

O n e - s t e p  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 s  , X2#  

a n d  1 7 0 3  a  i n  BHK21 C13 c e l l s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  

m u l t i p l i c i t y  o f  5 p f u / c e l l .  A f t e r  a b s o r p t i o n  f o r  6 0 m i n  a t  

3 7 ° C ,  t h e  m o n o l a y e r s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S / c a l f  

s e r u m ,  o v e r l a i d  w i t h  ETC10 a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  

w e r e  h a r v e s t e d  a t O ,  2 ,  4 ,  6 ,  8 ,  1 2  a n d  2 4  h 

p o s t  i n f e c t i o n  a n d  t i t r a t e d  a s  n o r m a l .
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F ig u r e  6 1 .  L on g-term  grow th  c u r v e  o f  1 7 0 3 .

L o n g - t e r m  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  ■ , X 2#  

a n d  1703a  i n  BHK21 C13 c e l l s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  

m u l t i p l i c i t y  o f  0 . 0 0 1  p f u / c e l l .  A f t e r  a b s o r p t i o n  f o r  60  

m i n  a t  3 7 °C ,  t h e  m o n o l a y e r s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  

P B S / c a l f  s e r u m ,  o v e r l a i d  w i t h  ETC10 a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7°C. 

P l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d  a t O ,  2 ,  4 ,  1 2 ,  2 4 ,  4 8  a n d  72  h 

p o s t  i n f e c t i o n  a n d  t i t r a t e d  a s  n o r m a l .



V
ir

u
s
 

y
ie

ld
 

(
l
o

g
lo 

p
f 

u
/
l
O

e 
c

e
l
l
s

I

I

I
I
I
I

0 2 4 7212

Time after infection (h)
4 824



<
H-•t
C
03

r t
H*
r t
r«
a>

fl>
X
X3rt
(I>
03
(0
fl>
CL

03
CO

X
H*
n>

•o
CD

-P-
X

i-h
OI-*

"J
O
U>

X
ro

< O n
H* CD n>
r t M i - 1
d K* H-*
CO CO CO

1 r t 00
H- r t
r t O

CO r» t,
r t 03 d
r t r t
03 CD H-
H- CL d
d

H-
I—* d
'v j

vO

X

o
00

r o

ooo

00

X

o
00
*

<
M
w
o

I—' I—* ro t a
I—* • • • s c
O •O vO o X

ON ro
X X X i—•

o
CD I—* I—1 t—1 o
t—1 o O o I—1
M 00 00 00 00

<
w
w
o

<
w
w
o

r—1 p- ■O P* w <
o • • • a: (0
*: Ln U3 00 X r t
H* ZERO

ro O
d
00

X
I—*

X
r—1

X
H-* o

O
CD

w o o O i—* M
00 00 00 U3 M

r o

<H-
■"1
c
CO

-<H-
CD
M
CL
CO

H-
d

w
scX
r o

d P- P* m w w
l-h • • • sc sc
(t> U3 t o o X X
O r o r o
r t X X X i—* I—*
H*
O r-» t—» I—* o n
d O o o t—1 t-*
• 00 00 00 U> co



172

a l t h o u g h  n o t  c o n t a i n i n g  i d e n t i c a l  d e l e t i o n s ,  h a d  t h e  Xba I  

p r o f i l e  o f  s t r a i n  1 7 .  T h i s  m i g h t  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  v a r i a n t s  

a r e  c l o n a l l y  r e l a t e d .  F u r t h e r m o r e ,  o v e r  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  

s t u d y  m o r e  t h a n  5 , 0  00 s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s  h a v e  b e e n  

a n a l y z e d  ( i n c l u d i n g  a n o t h e r  7 50 i n  s i m i l a r  r e c o m b i n a t i o n  

e x p e r i m e n t s ) ,  a n d  o n l y  o n e  o t h e r  d e l e t i o n  v a r i a n t  ( 1 7 0 3 ,  

s e c t i o n  I I I . 3 )  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e c t e d .

1 1 1 . 4 . a  I s o l a t i o n  o f  s e v e r a l  v a r i a n t s  i n  TRt. / I R t .

F rom  t h e  8 0 p l a q u e s  a n a l y z e d ,  t h r e e  d e m o n s t r a t e d  l a r g e  

d e l e t i o n s  on  Xba I  d i g e s t i o n  : t h e s e  v a r i a n t s  w e r e  

d e s i g n a t e d  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  ( s e e  I I I . 4 . b ,  I I I . 4 . C ,

1 1 1 . 4 . d ,  r e s p e c t i v e l y ) .  D i g e s t i o n  w i t h  Hpa I  i n d i c a t e d  t h a t  

in  a  f u r t h e r  1 1  p l a q u e  i s o l a t e s  Hpa I  o a n c h o r  r  f r a g m e n t s  

v a r i e d  i n  s i z e  fcy u p  t o  0 . 4 x 1 0 ^  m o l .  w t .  f r o m  t h e  w i l d - t y p e  

f r a g m e n t s  ( F i g u r e s  62  a n d  6 3 ) .  Hpa I  £  a n d  l o c a t e d  w i t h i n

c o m i g r a t e ,  r e s p e c t i v e l y ,  w i t h  Hpa  I  o  a n d  r ,  l o c a t e d  

a l m o s t  e n t i r e l y  w i t h i n  t h e  l o n g  r e p e a t s  ( s e e  F i g u r e s  6 2 a n d  

6 3 ) .  T h u s ,  Hpa I  d i g e s t s  w e r e  p r o b e d  w i t h  c l o n e d  Hpa I  r  t o  

c o n f i r m  t h a t  t h e  v a r i a b l e  f r a g m e n t s  w e r e  i n d e e d  Hpa I  o a n d  

r  ( F i g u r e s  62  a n d  6 4 ) .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  r e p r e s e n t ,  

r e s p e c t i v e l y ,  v a r i a t i o n s  i n  r e g i o n s  o f  TRl  a n d  I R l  d i s t a l  

f rom t h e  *a* s e q u e n c e .  M i n o r  v a r i a t i o n ,  i n  t h e  o r d e r  o f  50  

bp, i s  s o m e t i m e s  s e e n  w i t h  t h e s e  f r a g m e n t s  ( L o n s d a l e  e t  a l . , 

1980;  own u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  H o w e v e r ,  h e r e  t h e  

v a r i a t i o n  i s  c o n s i d e r a b l y  m o re  e x t e n s i v e ,  i n  some c a s e s  up 

t o  6 0 0  b p  ( F i g u r e  6 3 ,  l a n e  4 ) .  V a r i a t i o n  i n  Hpa I  o a n d  jr 

o c c u r s  i n d e p e n d e n t l y .  F b r  e x a m p l e ,  i n  o n e  i s o l a t e ,  Hpa I  o 

i s  i n c r e a s e d  i n  s i z e  w h i l e  H pa  I r i s  d e c r e a s e d  i n  s i z e  

( F i g u r e  6 3 ,  l a n e  7 ) .  T h u s ,  i n  t h e s e  g e n o m e s  TRl  a n d  I R l



F ig u r e  6 2 .  B gl I I#  Hpa I  and Bam HI maps o f  HSV-1.

Bgl I I ,  ^>a I and Bam HI maps o f  the DNA o f  HSV-1 

s t r a in  17.
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F ig u r e  6 3 .  Hpa I  p r o f i l e  o f  v a r i a n t s  i n  TRt. / I R t. .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  Hpa I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t s  o f  HSV-1 

DNA 3 2 p _ ^ b e l i e d  j n  v i v o  ( 0 . 8 %  a g a r o s e ) .  L a n e s  1 t o  1 1  a r e  

d i f f e r e n t  p l a q u e  i s o l a t e s  o f  s t r a i n  1 7  e x h i b i t i n g  

v a r i a t i o n  i n  Hpa I  o  a n d / o r  r ;  l a n e  1 2  i s  s t r a i n  1 7 .
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F ig u r e  6 4 .  S o u th e r n  b l o t  o f  TRt. / I R t . v a r i a n t s .

S o u t h e r n  b l o t  o f  Hpa I  d i g e s t e d  HSV-1 DNA p r o b e d  w i t h  

n i c k  t r a n s l a t e d  Hpa I  r  ( s e e  F i g u r e  6 2 )  ( 0 ,8 %  a g a r o s e ) .

Hpa I  r  c o n t a i n s  s e q u e n c e s  i n  R L e x c l u d i n g  t h e  ' a '  

s e q u e n c e  a n d  h y b r i d i z e s  t o  b o t h  Hpa I  o  a n d  r  ( s e e  F i g u r e  

6 2 ) .  H y b r i d i z a t i o n  t o  o t h e r  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d s  

i s  s p u r i o u s ,  p o s s i b l y  a s  a  r e s u l t  o f  h y b r i d i z a t i o n  t o  

p a r t i a l  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o r  a d j a c e n t  b a n d s  o n  t h e  

g e n o m e ,  a  p h e n o m e n o n  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  ( B r o w n  a n d  

H a r l a n d ,  1 9 8 7 ;  a n d  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  l a n e s  1 t o  11  

r e f e r  t o  t h e  sam e  i s o l a t e s  a s  i n  F i g u r e  6 3 .  1 7  i s  s t r a i n  

1 7 .
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d i f f e r  i n  s i z e .  The o b s e r v e d  v a r i a t i o n s  w e r e  s t a b l e  o v e r  3 

r o u n d s  o f  p l a q u e  p u r i f i c a t i o n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

I l l . 4 . b  DNA p r o f i l e  o f  1 7 0 4

One HSV-1 v a r i a n t ,  1 7 0 4 ,  e x h i b i t e d  c h a n g e s  i n d i c a t i n g  

a n  a p p r o x i m a t e  0 . 8 x l 0 6 m o l .  w t .  d e l e t i o n  i n  TRL a n d  a n  

a p p r o x i m a t e  2 . 5 x l 0 6 m o l .  w t .  d e l e t i o n  i n  I R l / U l .  On Xba I  

d i g e s t i o n  ( F i g u r e s  65  a n d  6 6 , l a n e  2 ) ,  t h e  3  b a n d  s h o w e d  a  

0 . 8 x 1 0 ^ m o l .  w t .  d e l e t i o n  a n d  t h e  d  b a n d  a  2 . 5 x 1 0 ^ m o l .  w t .  

d e l e t i o n  c a u s i n g  i t  t o  c o m i g r a t e  w i t h  t h e  f  b a n d .  The q  a n d  

d c o n t a i n i n g  j o i n t s  _b a n d  a ,  r e s p e c t i v e l y ,  w e r e  a l s o  r e d u c e d  

i n  s i z e .  In  t h e  g e l  shown i n  F i g u r e  6 6 t h e  3  b a n d  a p p e a r s  a s  

a  d o u b l e t .  T h i s  i s  o f t e n  t h e  c a s e  o n  l o n g  e x p o s u r e s  o f  s u c h  

g e l s  (ow n  u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ,  a n d  D r .  S.  M. B ro w n ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  , p r o b a b l y  d u e  t o  v a r i a t i o n  i n  t h e  

n u n b e r  o f  ' a *  s e q u e n c e s  a t  t h e  L t e r m i n u s  ( D a v i s o n  a n d  

W i l k i e ,  19  8 1 ) .

D i g e s t i o n  w i t h  B g l  I I  ( F i g u r e s  6 2  a n d  6 7 ,  l a n e  2 )  

r e v e a l e d  a  0 . 8 x 1 0 ^  m o l .  w t .  d e l e t i o n  i n  j_ a n d  a  2 . 5 x 1 0 ^  m o l .  

w t .  d e l e t i o n  i n  f  c a u s i n g  i t  t o  c o m i g r a t e  w i t h  j l .  The 2  

c o n t a i n i n g  j o i n t s  b  a n d  e  a r e  a l s o  d e l e t e d ,  a s  a r e  t h e  

c o n t a i n i n g  j o i n t s  a  a n d  c ,  t h e  l a t t e r  c o m i g r a t i n g  w i t h  d .

D i g e s t i o n  w i t h  Bam H I  ( F i g u r e  62  a n d  6 8 , l a n e  2 )  s h o w e d  

t h a t  t h e  e  b a n d  w a s  d e l e t e d  by 0 . 8 x 1 0 ^ m o l .  w t .  , t h e r e b y  

c o m i g r a t i n g  w i t h  f ,  w h i l e  t h e  b  b a n d  i s  d e l e t e d  by 2 . 5 x 1 0 ^  

m o l .  w t .  a n d  c o m i g r a t e s  w i t h  The v a r i a t i o n  i n  t h e  

m o b i l i t y  o f  t h e  t e r m i n a l  q  a n d  j o i n t  k  f r a g m e n t s  s e e n  i n  

F i g u r e  6 8 , l a n e  2 , i s  a g a i n  p r o b a b l y  d u e  t o  v a r i a t i o n  i n  t h e  

n u n b e r  o f  ' a 1 s e q u e n c e s .  The x  b a n d ,  s i t u a t e d  w i t h i n  t h e  

s h o r t  r e p e a t  h a s  a l s o  b e e n  shown t o  e x h i b i t  v a r i a t i o n



F ig u r e  6 5 .  Xba I  map o f  HSV-1 DNA.

Xba I  m a p  o f  t h e  DNA o f  HSV-1 s t r a i n  1 7 .
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F i g u r e  6 6 .  Xba I p r o f i l e  o f  1 7 0 4 ,  1705  an d  1 7 0 6 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  Xba I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t s  o f  HSV-1 

DNA 3 2 p _ i a k e i i e ci i n  v i v o  ( 0 . 5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  s t r a i n  

1 7 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 4 ;  l a n e  3 ,  1 7 0 6 ;  a n d  l a n e  4 ,  1 7 0 5 .
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F ig u r e  6 7 .  B g l I I  p r o f i l e  o f  1 7 0 4 ,  1705  and  1 7 0 6 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  B g l  I I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t s  o f  HSV-1 

DNA 3 2 p _ i a j3 e i x e<3 i n  v i v o  ( 0 . 5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  s t r a i n  

1 7 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 4 ;  l a n e  3 ,  1 7 0 6 ;  a n d  l a n e  4 ,  1 7 0 5 .



F ig u r e  6 8 .  Bam HI p r o f i l e  o f  1 7 0 4 , 1705  an d  1 7 0 6 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  Bam H I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t s  o f  HSV-1 

DNA i n  v i v o  ( 0 . 8 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  s t r a i n

1 7 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 4 ;  l a n e  3 ,  1 7 0 6 ;  a n d  l a n e  4 ,  1 7 0 5 .
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b e t w e e n  i s o l a t e s  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  1 9 8 1 ) .  W i t h i n  t h e

s t o c k  o f  1 7 0 4  t h e  x  b a n d  a p p e a r s  t o  e x i s t  a s  2 s i z e  c l a s s e s

( F i g u r e  6 8 ,  l a n e  2 ) .

D i g e s t i o n  w i t h  H pa  I  ( F i g u r e s 6 2  a n d  6 9 ,  l a n e  2 )

s u g g e s t s  t h a t  o  i s  d e l e t e d  by a r o u n d  0 . 8 x l 0 6 m o l .  w t .  a n d  i s

r u n n i n g  b e l o w  s ,  s  i s  u n a l t e r e d ,  v  a n d  r  a r e  a b s e n t  w h i l e  m

i s  u n a l t e r e d .  T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  c o n f i r m e d  fcy S o u t h e r n

b l o t t i n g  Hpa I  d i g e s t e d  DNA w i t h  a  p r o b e  c o n t a i n i n g  Hpa I  r

a n d  o n e  c o n t a i n i n g  Hpa  I  v + s ,  pM C9(2)  ( F i g u r e s  7 0 ,  7 1  a n d

7 2 ) .  A 0 . 4 x 1 0 ^  m o l .  w t .  b a n d  w a s  i d e n t i f i e d  w h i c h  h y b r i d i z e d

t o  b o t h  p r o b e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  w a s  t h e  f u s e d  r e m n a n t s

o f  Hpa I  v  a n d  r .

P r o b i n g  a  S o u t h e r n  b l o t  o f  Bam H I / H p a  I / S m a  I  d i g e s t e d

DNA w i t h  pMC9(2)  ( F i g u r e s  7 0 a n d  7 3 ,  l a n e  2 )  c o n f i r m e d  t h a t

t h e  1 2 4 0  b p  Hpa I  v  f r a g m e n t  w as  a b s e n t  b u t  a l l  t h e  Sma I

f r a g m e n t s  o f  Hpa I  s  w e r e  p r e s e n t .  A n o v e l  b a n d  o f  a r o u n d

750 b p  w a s  d e t e c t e d  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  f u s e d  r e m n a n t s  o f
down

Hpa I  v  a n d  jr.  T h i s  d e l e t i o n  t e r m i n a t e s  4 0 0 - 1 1 0 0  b p  s t r e a m  

o f  t h e  3 '  e n d  o f  I E  g e n e  2 .  The s t r u c t u r e  o f  1 7 0 4  i s  

s u m m a r i z e d  i n  F i g u r e  7 0 a .

I I I . 4 . C  DNA p r o f i l e  o f  1 7 0 5

A n a l y s i s  o f  HSV-1 v a r i a n t  1 7 0 5  i n d i c a t e d  t h a t  i t  w as  

d e l e t e d  i n  I R l / U l , by  a p p r o x i m a t e l y  3 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .

On Xba I  d i g e s t i o n ,  t h e  d b a n d  w a s  d e l e t e d  fcy g r e a t e r  

t h a n  3 x l 0 6 m o l .  w t .  , c a u s i n g  i t  t o  c o m i g r a t e  w i t h  t h e  £ 

b a n d .  The d  c o n t a i n i n g  j o i n t  a  w a s  a l s o  r e d u c e d  i n  s i z e  

( F i g u r e s 6 5  a n d  6 6 ,  l a n e  4 ) .

On B g l  I I  d i g e s t i o n ,  t h e  f  b a n d  w a s  d e l e t e d  fcy 3 . 5 x l 0 6 

m o l .  w t .  , c a u s i n g  i t  t o  c o m i g r a t e  w i t h  j .  The £ c o n t a i n i n g



F ig u r e  6 9 .  Hpa I p r o f i l e  o f  1 7 0 4 ,  1705  and 1 7 0 6 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  H pa  I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t s  o f  HSV-1 

DNA i n  v i v o  ( 0 . 8 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,  s t r a i n

1 7 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 4 ?  l a n e  3 ,  1 7 0 6 ;  a n d  l a n e  4 f 1 7 0 5 .





F i g u r e  7 0 .  D e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  s e q u e n c e s  d e l e t e d  i n  

1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6 ,

a )  S t r u c t u r e  o f  t h e  HSV-1 g e n o m e  s h o w i n g  a n d  Ug 

f l a n k e d  by I R L/ T R L a n d  I R S/ T R S , r e s p e c t i v e l y  ( a b o v e  t h e  

l i n e ) .  The r e l e v a n t  r e s t r i c t i o n  s i t e s  u s e d  f o r  m a p p i n g  t h e  

d e l e t i o n s / i n s e r t i o n s  a r e  a l s o  s how n  -  Xba I  ( X ) ,  Hpa I  

( H ) ,  Bam HI  ( B ) ,  B g l  I I  ( B g ) a n d  Kpn I  ( K) . B e l o w  t h e  l i n e  

a r e  show n t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  H pa  I  r  a n d  Bam H I  c  p r o b e s  

u s e d  i n  F i g u r e s  7 1  a n d  75  r e s p e c t i v e l y ;  a n d  ( i )  t h e  

d e l e t i o n s  i n  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6 ;  a n d  ( i i )  t h e  s e q u e n c e  

r e p e a t e d  i n  1 7 0 6 .

b)  An e x p a n s i o n  o f  t h e  r e g i o n  f r o m  0 . 7 3  m . u .  t o  t h e  

IR L/ I R S j u n c t i o n ,  s h o w i n g  t h e  Kpn I  ( K ) ,  Bam H I  (B)  a n d  

Hpa I  (H) r e s t r i c t i o n  s i t e s .  Bam H I  b  a n d  s ,  a n d  H p a  I  m,  

r ,  v  a n d  s '  ( t h e  p a r t  o f  s  i l l u s t r a t e d )  a r e  l a b e l l e d .  The 

t r a n s c r i p t s  a n d  p o l y p e p t i d e  p r o d u c t s  i n  t h i s  r e g i o n  a r e  

s how n  a b o v e  t h e  l i n e .  P r o b e s  Bam H I  b  a n d  pMC9(2)  a r e  

s how n  b e l o w  t h e  l i n e .

c )  An e x p a n s i o n  o f  pM C9(2) (H pa  I  v  a n d  s ' )  s h o w i n g  t h e  

s i z e s  i n  b a s e  p a i r s  o f  f r a g m e n t s  g e n e r a t e d  u p o n  d i g e s t i o n  

w i t h  Bam H I  ( B ) / H p a  I  ( H ) / S m a  I  ( S )  w h i c h  h y b r i d i z e  t o  

pMC9 (2 ) ( F i g u r e  7 3 ) .



0)

<0

f“

® Ol A

000)
3
CP

u

*■
O'



F ig u r e  7 1 .  S o u th e r n  b l o t  o f  1 7 0 4 ,  1705  and 1706  u s i n g

Hpa I r .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  S o u t h e r n  b l o t  i n  w h i c h  n i c k  

t r a n s l a t e d  Hpa I  r  ( F i g u r e  7 0 )  w a s  h y b r i d i z e d  t o  HSV-1  DNA 

d i g e s t e d  w i t h  Hpa  I .  L a n e  1 ,  1 7 0 6 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 4 ;  l a n e  3 ,  

1 7 0 5 ;  a n d  l a n e  4 ,  s t r a i n  1 7 .  The b a n d s  i n  e a c h  l a n e  

h y b r i d i z i n g  t o  t h e  p r o b e  a r e  l a b e l l e d  a s  t h e  a p p r o p r i a t e  

Hpa I  f r a g m e n t s .  D e l e t e d  f r a g m e n t s  a r e  l a b e l l e d  w i t h  t h e  

l e t t e r  o f  t h e  f r a g m e n t  f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  

p r i m e  s y m b o l  ( ' ) .  A s s i g n m e n t  o f  f u s e d  b a n d s  w a s  c a r r i e d  

o u t  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  F i g u r e  7 2 .





4 - 7 *  10'



F ig u r e  7 2 .  S o u th e r n  b l o t  o f  1 7 0 4 ,  1705  and  1706  u s i n g

Hpa I v  and s .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  S o u t h e r n  b l o t  i n  w h i c h  n i c k  

t r a n s l a t e d  Hpa I  v  a n d  s  [ p M C 9 ( 2 ) ]  ( F i g u r e  7 0 )  w a s  

h y b r i d i z e d  t o  HSV-1 DNA d i g e s t e d  w i t h  H pa  I .  L a n e  l r 

s t r a i n  1 7 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 4 ;  l a n e  3 ,  1 7 0 5 ;  a n d  l a n e  4 ,  1 7 0 6 .  

The b a n d s  i n  e a c h  t r a c k  h y b r i d i z i n g  t o  t h e  p r o b e  a r e  

l a b e l l e d  a s  t h e  a p p r o p r i a t e  H pa  I  f r a g m e n t .  D e l e t e d  

f r a g m e n t s  a r e  l a b e l l e d  w i t h  t h e  l e t t e r  o f  t h e  f r a g m e n t  

f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  p r i m e  s y m b o l  ( ' ) .  

A s s i g n m e n t  o f  f u s e d  b a n d s  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  c o n j u n c t i o n  

w i t h  F i g u r e  7 1 .  H y b r i d i z a t i o n  t o  H pa  I  g. i s  s p u r i o u s ,  

p o s s i b l y  d u e  t o  h y b r i d i z a t i o n  t o  t h e  f r a g m e n t  a d j a c e n t  t o  

t h e  p r o b e  (B ro w n  a n d  H a r l a n d ,  19  8 7 ;  a n d  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .



F i g u r e  7 3 .  S o u t h e r n  b l o t  o f  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  u s i n g  

PMC9 (2  ) .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  S o u t h e r n  b l o t  i n  w h i c h  

n i c k - t r a n s l a t e d  pMC9(2) ( s e e  F i g u r e  7 0 c )  w a s  h y b r i d i z e d  t o  

HSV-1 DNA w h i c h  h a d  b e e n  d i g e s t e d  w i t h  Bam H I / H p a  I / S m a  I .  

L a n e  1 ,  s t r a i n  17?  l a n e  2 ,  1 7 0 4 ;  l a n e  3 ,  1 7 0 5 ;  a n d  l a n e  4 ,  

1 7 0 6 .  F o r  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  b a n d s  on  t h e  g en o m e  s e e  

F i g u r e  7 0 c .  The m i s s i n g  b a n d s  i n  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  a r e  

l a b e l l e d  ► a n d  n o v e l  b a n d s  i n  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  ■  . 

L a n e s  1 a n d  4 w e r e  e x p o s e d  a t  room  t e m p e r a t u r e ,  w h i l e  

l a n e s  2 a n d  3 w e r e  e x p o s e d  a t  - 7  0 ° C  w i t h  a n  i m a g e  

i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .
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j o i n t s  a  a n d  c  w e r e  a l s o  r e d u c e d  i n  s i z e ,  now  c o m i g r a t i n g  

w i t h  b  a n d  d ,  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e s  62  a n d  6 7 ,  l a n e  4 ) .

On Bam H I  d i g e s t i o n ,  t h e  b  b a n d  w a s  d e l e t e d ,  

c o m i g r a t i n g  w i t h  1 , i n d i c a t i n g  a  d e l e t i o n  o f  3 . 5 x l 0 6 m o l .  

w t .  ( F i g u r e s  62  a n d  6 8 , l a n e  4 ) .

On Hpa I  d i g e s t i o n ,  s^, v  a n d  £  a r e  a b s e n t ,  m i s  

u n a l t e r e d  w h i l e  a  n o v e l  b a n d  o f  a r o u n d  1 . 8 x 1 0 ^ m o l .  w t .  , 

r u n n i n g  b e l o w  s ,  i s  p r e s e n t  ( F i g u r e s  6 2 a n d  6 9 ,  l a n e  4 ) .  

S o u t h e r n  b l o t t i n g  Hpa  I  d i g e s t e d  DNA w i t h  a  p r o b e  c o n t a i n i n g  

Hpa I  r  a n d  a n o t h e r  c o n t a i n i n g  Hpa  I  v + s ,  p M C 9 ( 2 ) ,  c o n f i r m e d  

t h e s e  f i n d i n g s  a n d  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  n o v e l  b a n d  i s  a  f u s i o n  

b e t w e e n  r e m n a n t s  o f  Hpa I  s  a n d  r  ( F i g u r e s  7 0 ,  7 1  a n d  7 2 ) .

T he  e n d p o i n t  o f  t h e  d e l e t i o n  i n  Hpa I  s_ w a s  m a p p e d  fcy 

S o u t h e r n  b l o t t i n g  o f  a  Bam H I / H p a  I / S m a  I  d i g e s t  w i t h  

pMC9(2)  ( F i g u r e  7 3 ,  l a n e  3 ) .  The l o c a t i o n  o f  t h e  f r a g m e n t s  

a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  7 0.  The 1 2 4 0  b p  H pa  I  v  f r a g m e n t  

i s  a b s e n t ,  a s  i s  t h e  29 7 b p  Sma I  f r a g m e n t ,  b u t  t h e  3 44 bp  

Sma I  f r a g m e n t  i s  p r e s e n t .  A n o v e l  b a n d  o f  a p p r o x i m a t e l y  700  

bp w a s  d e t e c t e d ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  f u s e d  p r o d u c t  o f  t h e  

297 b p  Sma I  f r a g m e n t  a n d  Hpa  I  £ .  T h e r e f o r e ,  t h e  d e l e t i o n  

e x t e n d s  f r o m  w i t h i n  Hpa  I  r  i n t o  t h e  29 7 b p  Sma I  f r a g m e n t  

a n d  t e r m i n a t e s  a r o u n d  t h e  3* e n d  o f  I E  g e n e  2 .  The s t r u c t u r e  

o f  1 7 0 5  i s  s u m m a r i z e d  i n  F i g u r e  7 0 a .

I I I . 4 . d  DNA p r o f i l e  o f  1 7 0 6

The  HSV-1 v a r i a n t  1 7 0 6  h a s  a  1 x 1 0 ^  m o l .  w t .  d e l e t i o n  i n  

t h e  r i g h t  e n d  o f  U l  a d j a c e n t  t o  I R l *  w h i c h  h a s  b e e n  r e p l a c e d  

by 3 x 1 0 ^ m o l .  w t .  f r o m  t h e  o p p o s i t e  e n d  o f  U ^ ,  r e s u l t i n g  i n  

t h e  e x t e n s i o n  o f  t h e  l o n g  r e p e a t  by 3 x 1 0 ^ m o l .  w t . , a n d  

c o n s e q u e n t l y  t h e  e x t e n s i o n  o f  t h e  o v e r a l l  genom e  s i z e  by
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2x 106  m o l .  w t .

On Xba I  d i g e s t i o n  ( F i g u r e s  65 a n d  6 6 , l a n e  3 )  t h e  ^  

b a n d ,  w h i c h  i s  u s u a l l y  0 . 5  M, b e c o m e s  1 M. The 0 . 5  M d  b a n d  

i s  a b s e n t  a n d  i s  r e p l a c e d  fcy a  n o v e l  1 M b a n d  o f  1 4 x l 0 6 m o l .  

w t .  r u n n i n g  b e l o w  f . The d  c o n t a i n i n g  j o i n t  a  i s  a b s e n t  a n d  

t h e  2  c o n t a i n i n g  j o i n t  b i s  i n c r e a s e d  i n  i n t e n s i t y .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  a  d e l e t i o n  i n  t h e  r i g h t  e n d  o f  U l ,  

w h i l e  t h e  l e f t  e n d  o f  U l  i s  now a l s o  p r e s e n t  a t  t h e  r i g h t  

e n d ;  a s  a  r e s u l t  t h e r e  a r e  tw o  c o p i e s  o f  ^  a n d  a l s o  o f  i t s  

j o i n t  b ,  b o t h  now b e i n g  1 M. The d  b a n d  i s  a b s e n t  i n  t h i s  

m o d e l  a n d  i s  r e p l a c e d  fcy t h e  1 M b a n d  o f  1 4 x 1 0 ^  m o l .  w t .  , 

w h i c h  c o n s i s t s  o f  t h e  f u s e d  d  r e m n a n t s  w i t h  t h e  d u p l i c a t e d  c 

s e q u e n c e s  ( F i g u r e  7 4 ) .

On B g l  I I  d i g e s t i o n  ( F i g u r e s  62  a n d  6 7 ,  l a n e  3 ) ,  t h e  

b a n d  r e m a i n s  0 . 5  M, i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  i n s e r t e d  s e q u e n c e s  

do  n o t  e x t e n d  a s  f a r  a s  t h e  j / k  s i t e .  The f  b a n d  i s  

i n c r e a s e d  i n  s i z e  fcy 2 . 3 x 1 0 ^  m o l .  w t .  a n d  i s  r u n n i n g  j u s t  

b e l o w  e .  The  f  c o n t a i n i n g  j o i n t s ,  a  a n d  c ,  a r e  a l s o  

i n c r e a s e d  i n  s i z e ,  c  c o m i g r a t i n g  w i t h  b .

On Bam H I  d i g e s t i o n  ( F i g u r e s  6 6 a n d  6 8 , l a n e  3 ) ,  t h e  b 

b a n d  i s  a b s e n t  a n d  t h e  e  b a n d  i s  now 2 M. A n o v e l  b a n d  o f  

2 . 7 x 1 0 ^  m o l .  w t . , r u n n i n g  a b o v e  o ,  i s  now p r e s e n t .  T h i s  i s  a  

f u s i o n  b e t w e e n  p a r t  o f  Bam H I  c a n d  p a r t  o f  Bam H I  b ,  a s  

c o n f i r m e d  by b l o t t i n g  w i t h  Bam H I  b a n d  c ,  w h i c h  b o t h  

h y b r i d i z e d  t o  t h i s  b a n d  ( F i g u r e s  7 0 ,  74  a n d  7 5 ) .

On Hpa I  d i g e s t i o n  ( F i g u r e s  62  a n d  6 9 ,  l a n e  3 )  t h e  o 

b a n d  i s  2 M, t h e  s ,  r  a n d  v b a n d s  a r e  a b s e n t  a n d  a  n o v e l  

b a n d  o f  4 . 7 x 1 0 ^  m o l .  w t .  , r u n n i n g  a b o v e  k ,  i s  p r e s e n t .  T h i s  

was c o n f i r m e d  t o  be a  f u s i o n  b e t w e e n  s a n d  1_ b a n d s  ky i t s  

a b i l i t y  t o  h y b r i d i z e  t o  Bam H I  b a n d  c  ( F i g u r e s  7 0 ,  74  a n d



F i g u r e  7 4 .  S t r u c t u r e  and d e r i v a t i o n  o f  1 7 0 6 .

Map o f  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s  a r o u n d  

TRl / I R l o f  HSV-1 s t r a i n  17  -  Bam H I  ( B ) ,  Hpa I  ( H ) r Xba 

I  (X) a n d  B g l  I I  ( B g ) .  The t o p  g e n o m e  i s  d r a w n  i n  t h e  

p r o t o t y p e  ( P )  o r i e n t a t i o n  a n d  t h e  b o t t o m  g e n o m e  w i t h  t h e  

l o n g  u n i q u e  i n v e r t e d  ( 1 ^ ) -  I l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n  

b e t w e e n  t h e s e  tw o  g e n o m e s  i n  t h e  r e g i o n  m a r k e d  1 w o u l d  

r e s u l t  i n  a  g enom e  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  1 7 0 6 ,  a g a i n  s h o w i n g  

t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s .  R e c o m b i n a t i o n  

b e t w e e n  1 7 0 5  i n  t h e  P o r i e n t a t i o n  ( a b o v e  t h e  l i n e )  a n d  17  

( o r  1 7 0 5 )  i n  t h e  I I  o r i e n t a t i o n  w o u l d  a l s o  r e s u l t  i n  1 7 0 6 .  

A f f e c t e d  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  f r a g m e n t s  a r e  s how n  b e l o w  t h e  

l i n e .  The  u n l a b e l l e d  f r a g m e n t s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  n o v e l  Bam 

HI a n d  Hpa I  f r a g m e n t s  w h i c h  h y b r i d i z e  t o  b o t h  Bam H I  b 

a n d  c  ( s e e  F i g u r e  7 5 ) .
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Figure 7 5 .  Southern blot of 1706  using Bam HI b and c .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  S o u t h e r n  b l o t  i n  w h i c h  

n i c k - t r a n s l a t e d  Bam H I  b a n d  c  ( F i g u r e s  7 0a a n d  7 4 )  w e r e  

h y b r i d i z e d  t o  :

a )  Bam H I  d i g e s t e d  s t r a i n  1 7  a n d  1 7 0 6  DNA. L a n e  1 ,  1 7 0 6  

p r o b e d  w i t h  Bam H I  b ;  l a n e  2 ,  s t r a i n  17  p r o b e d  w i t h  Bam H I  

b ;  l a n e  3 ,  1 7 0 6  p r o b e d  w i t h  Bam H I  c ;  a n d  l a n e  4 ,  s t r a i n  

17  p r o b e d  w i t h  Bam H I  c .

b )  Hpa I  d i g e s t e d  s t r a i n  1 7  a n d  1 7 0 6  DNA. L a n e  1 ,  s t r a i n  

17  p r o b e d  w i t h  Bam H I  b ;  l a n e  2 ,  1 7 0 6  p r o b e d  w i t h  Bam H I  

b ,  l a n e  3 ,  1 7 0 6  p r o b e d  w i t h  Bam H I  c ;  a n d  l a n e  4 ,  s t r a i n  

17  p r o b e d  w i t h  Bam H I  c .

The  n o v e l  Bam H I  a n d  H pa  I  b a n d s  w h i c h  h y b r i d i z e  t o  

b o t h  Bam H I  b a n d  c  a r e  m a r k e d  ► ( s e e  F i g u r e  7 4 ) .
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7 5 ) .  P r o b i n g  w i t h  Hpa I  v + s ,  p M C 9 ( 2 ) ,  a n d  Hpa I  r ,  s h o w e d  

t h a t  t h i s  b a n d  ( 4 . 7 x 1 0 ^  m o l .  w t .  ) h y b r i d i z e d  t o  t h e  Hpa I  

v + s  p r o b e  b u t  n o t  t o  t h e  H pa  I  r  p r o b e ,  a s  w o u l d  be e x p e c t e d  

( F i g u r e s  7 0 ,  7 1 ,  72  a n d  7 5 ) .

A S o u t h e r n  b l o t  o f  a  Bam H I / H p a  I / S m a  I  d i g e s t  w i t h  

pM C9(2)  ( F i g u r e s  7 0 a n d  7 3 ,  l a n e  4 )  m a p p e d  t h e  l e f t  e n d  o f  

t h e  d e l e t i o n  i n  Hpa I  s_. A g a i n  t h e  1 2 4 0  b p  Hpa I  v  f r a g m e n t  

i s  a b s e n t ,  a s  i s  t h e  2 9 7  b p  Sma I  f r a g m e n t ,  b u t  t h e  3 44 b p  

f r a g m e n t  i s  p r e s e n t .  A n o v e l  f r a g m e n t  o f  a r o u n d  4 00 b p  i s  

p r e s e n t  a n d  t h i s  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  r e m n a n t  o f  t h e  2 9 7  b p  

f r a g m e n t  f u s e d  t o  t h e  Sma I  f r a g m e n t  a t  t h e  r i g h t  e n d  o f  t h e  

d e l e t i o n  i n  Bam H I  c .  As i n  t h e  c a s e  o f  v a r i a n t  1 7 0 5 ,  t h e  

d e l e t i o n  e x t e n d s  c l o s e  t o  t h e  3 '  e n d  o f  I E  g e n e  2 .

A m o d e l  s h o w i n g  w h e r e  r e c o m b i n a t i o n  w o u l d  h a v e  o c c u r r e d  

t o  g i v e  1 7 0 6  i s  shown i n  F i g u r e  7 4 ,  a s  a r e  t h e  r e s t r i c t i o n  

s i t e s  a n d  f r a g m e n t s  d e f i n i n g  t h e  l o n g  r e p e a t s  i n  1 7 0 6 .

I I I . 4 . e  P o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1706

The  g e n e r a l  i n f e c t e d  c e l l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  1 7 0 4 ,

1705 a n d  1 7 0 6  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  w i l d - t y p e  s t r a i n  17  

( F i g u r e  7 6 ) .  The p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  a l l  t h r e e  v a r i a n t s  

w e r e  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  p a r e n t a l  v i r u s ,  

s t r a i n  1 7 .

I m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  a n a l y z e d  

by SDS-PAGE ( F i g u r e  7 7 ) .  As e x p e c t e d  f r o m  t h e  l o c a t i o n  o f  

t h e  d e l e t i o n s  ( F i g u r e  7 0 ) ,  a p p a r e n t l y  n o r m a l  a m o u n t s  o f  

VtawIEllO w e r e  s y n t h e s i z e d .  1 7 0 4  ( F i g u r e  7 7 ,  l a n e  2 )  a p p e a r e d  

t o  s y n t h e s i z e  n o r m a l  a m o u n t s  o f  VmwIE6 3 ,  w h e r e a s  1 7 0 5  a n d

1706 ( F i g u r e  7 7 ,  l a n e s  3 a n d  4 ,  r e s p e c t i v e l y )  may s y n t h e s i z e  

r e d u c e d  a m o u n t s .  T h i s  f i n d i n g  w a s  c o n f i r m e d  by



F i g u r e  7 6 .  G e n e r a l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 4 ,  1705

and 1 7 0 6 .

W h o l e  c e l l  p o l y p e p t i d e  e x t r a c t s ,  l a b e l l e d  w i t h  

[ 3 5 S J - m e t h i o n i n e  f r o m  4 - 2 4  h p o s t  i n f e c t i o n ,  w e r e  a n a l y z e d  

o n  a  5 - 1 2 . 5 %  g r a d i e n t  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  M o l e c u l a r  

w e i g h t s  ( x  1 0 " ^ )  o f  p r e d o m i n a n t  HSV-1 p o l y p e p t i d e s  a r e  

g i v e n  on  t h e  l e f t  h a n d  s i d e .  A i s  a c t i n .  L a n e  1 ,  s t r a i n  

1 7 ;  l a n e  2 ,  1 7 0 3  ( t k “ , I I I . 3 . 4 ) ;  l a n e  3 ,  1 7 0 4 ;  l a n e  4 ,  

1 7 0 5 ;  a n d  l a n e  5 ,  1 7 0 6 .



F i g u r e  7 7 .  I m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 4 ,

1705 and 1 7 0 6 .

I m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e s ,  l a b e l l e d  w i t h  

[ 3 ^ 3 j - m e t h i o n i n e ,  o f  m o c k  i n f e c t e d  ( l a n e  1 ) ,  1 7 0 4  i n f e c t e d  

( l a n e  2 ) ,  1 7 0 5  i n f e c t e d  ( l a n e  3 ) ,  1 7 0 6  i n f e c t e d  ( l a n e  4 ) ,  

1 7 0 3  i n f e c t e d  ( I I I . 3 . 2 )  ( l a n e  5 )  a n d  s t r a i n  17  i n f e c t e d  

( l a n e  6 ) HFL c e l l s  w e r e  a n a l y z e d  o n  a  7 .5%  p o l y a c r y l a m i d e  

g e l .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  ( x  1 0 “ 3 ) a r e  g i v e n  on  t h e  l e f t  h a n d  

s i d e .  A i s  a c t i n .
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i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  e x p e r i m e n t s  u s i n g  a n  a n t i s e r u m  r a i s e d  

a g a i n s t  t h e  a m i n o - t e r m i n u s  o f  VmwIE63 ( s e c t i o n  I I I . 3 . b ) .  In 

s t r a i n  1 7 ,  a  b a n d  o f  6 3 x l 0 3 m o l .  w t .  w a s  p r e c i p i t a t e d  

( F i g u r e  7 8 , l a n e  3 ) ,  w h i c h  w as  n o t  p r e c i p i t a t e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  r e l e v a n t  p e p t i d e  ( F i g u r e  7 8 , l a n e  7 ) .  In 

1 7 0 4 ,  a  6 3K b a n d  o f  r o u g h l y  e q u a l  i n t e n s i t y  t o  t h a t  i n  

s t r a i n  1 7  w a s  p r e c i p i t a t e d  ( F i g u r e  7 8 , l a n e  4 ) .  H o w e v e r ,  i n

1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  6 3K b a n d  w a s
l e s s  th an  a

r e d u c e d ,  p o s s i b l y  t o  h a l f  t h e  w i l d - t y p e  l e v e l  ( F i g u r e

7 8 ,  l a n e s  5 a n d  6 , r e s p e c t i v e l y ) .  O v e r  s e v e r a l  e x p e r i m e n t s ,  

t h i s  f i n d i n g  w a s  c o n f i r m e d  a n d  i t  a p p e a r e d  t h a t  1 7 0 5  a n d

1 7 0 6  s y n t h e s i z e d  s i m i l a r  a m o u n t s  o f  VmwIE6 3 .  A g a i n ,  t h e  

i m m e d i a t e - e a r l y  e x t r a c t s  show n w e r e  p r e p a r e d  i n  HFL c e l l s ,  

b u t  s i m i l a r  f i n d i n g s  w e r e  o b t a i n e d  i n  BHK21 C13 c e l l s  ( d a t a  

n o t  s h o w n ) .

I I I . 4 . f  G r o w t h  p r o p e r t i e s  o f  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6

O n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o v e r  a  24 

h p e r i o d  i n  BHK21 C13 c e l l s  ( F i g u r e  7 9 ) .  A l l  t h r e e  d e l e t i o n  

v a r i a n t s ,  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6 ,  g r o w  a t  a  s l o w e r  r a t e  t h a n

t h e  w i l d - t y p e  v i r u s ,  an(j p rod u ce  a lo w er  2 4  h y i e l d .
Similar 7 2h y i e l d s   ̂ , ,

r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  i n g r o w t h  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d

o u t  a t  l o w  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  a n d  a l l o w i n g  m u l t i p l e

r o u n d s  o f  r e p l i c a t i o n  ( F i g u r e  8 0 ) .  H ig h  t i t r e  s t o c k s  ( > 1 0 ^

p f u / m l ) h a v e  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  v a r i a n t s ,  i n d i c a t i n g

t h a t  t h e  g r o w t h  i m p a i r m e n t  i s  o v e r c o m e  w i t h  t i m e .  A l l  t h r e e

v a r i a n t s  g a v e  s i m i l a r  t i t r e s  a t  3 8 . 5 ° C  a n d  3 1  ° C ,  i n d i c a t i n g

t h a t  t h e y  a r e  n o t  t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .



F i g u r e  7 8 .  I m m u n o p r e c i p i t a t i o n  o f  VmwIE63 i n  1 7 0 4 ,  1705

and 1 7 0 6 .

I m m u n o p r e c i p i t a t i o n  o f  i m m e d i a t e - e a r l y  e x t r a c t s  u s i n g  

a n  a n t i s e r u m  r a i s e d  a g a i n s t  a n  a m i n o - t e r m i n a l  p e p t i d e  o f  

VmwIE6 3 .  L a n e  1 ,  s t r a i n  17  i n f e c t e d  w h o l e  c e l l  e x t r a c t ;  

l a n e  2 ,  m o c k  i n f e c t e d  w h o l e  c e l l  e x t r a c t ;  l a n e s  3 t o  7 

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s ;  l a n e  3 ,  s t r a i n  1 7 ;  l a n e  4 ,  1 7 0 4 ;  

l a n e  5 ,  1 7 0 5 ;  l a n e  6 , 1 7 0 6 ;  a n d  l a n e  7 ,  s t r a i n  1 7  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  p e p t i d e  a g a i n s t  w h i c h  t h e  a n t i s e r u m  w as  

r a i s e d ,  s h o w i n g  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  immuno­

p r e c i p i t a t i o n .



1 2 3 4 5 6 7



F i g u r e  7 9 .  O n e - s t e p  grow th  c u r v e s  o f  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  and 1 7 0 6 .

O n e - s t e p  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  O  ,

1 7 0 4  •  , 1 7 0 5  A , 1 7 0 6  ■  a n d  1 7 0 8  □  i n  BHK21 C13 c e l l s .  

C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  5 p f u / c e l l ,  t h e  

m o n o l a y e r s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  P B S / c a l f  s e r u m ,  o v e r l a i d  w i t h  

ETC10 a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C .  P l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  0 ,

2 ,  4 ,  6 , 8 , 1 2  a n d  2 4  h p o s t  i n f e c t i o n  a n d  t i t r a t e d  a s  

n o r m a l .
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F i g u r e  8 0 .  L o n g - t e r m  grow th  c u r v e s  o f  1 7 0 4 ,  1705

and 1 7 0 6 .

L o n g - t e r m  g r o w t h  c u r v e s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  O  r 

1 7 0 4  •  , 1 7 0 5  A , 1 7 0 6  ■  a n d  1 7 0 8  □  i n  BHK21 C13 c e l l s .  

C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  0 . 0 0 1  p f u / c e l l ,  

t h e  m o n o l a y e r s  w a s h e d  t w i c e  i n  P B S / c a l f  s e r u m ,  o v e r l a i d  

w i t h  ETC10 a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C .  P l a t e s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  

0 ,  2 ,  4 ,  1 2 ,  2 4 ,  4 8  a n d  72  h p o s t  i n f e c t i o n  a n d  t i t r a t e d  

a s  n o r m a l .



I L-L-i-
02 4

_1_____________ I__________________________ »_
12 24 48

Time a f te r  infection (h)
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I I I . 5 ISOLATION OF HSV-1 VARIANT 1709

T o w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e  p r o j e c t  a  v a r i a n t  o f  1 7 0 3 ,  1 7 0 9 ,  

w a s  i s o l a t e d ,  w h i c h  h a d  a  d e l e t i o n  i n  b o t h  s h o r t  r e p e a t s .  

O n l y  p r e l i m i n a r y  c h a r a c t e r i z a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t .

On t h e  B g l  I I  d i g e s t i o n  ( F i g u r e s  8 1  a n d  8 2 ,  l a n e  1 ) ,  

t h e  h a n d  1  b a n d s  a r e  d e l e t e d  by a p p r o x i m a t e l y  0 . 6 x 1 0 ^ m o l .  

w t .  T h i s  a l t e r a t i o n  i s  t o o  s m a l l  f o r  a n  e f f e c t  o n  t h e  j o i n t s  

t o  be  d e t e c t e d .

On H i n d  I I I  d i g e s t i o n  ( F i g u r e s  8 1  a n d  8 3 ,  l a n e  1 )  t h e  3  

a n d  m b a n d s  a r e  d e l e t e d  by a p p r o x i m a t e l y  0 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  

A g a i n ,  t h e  e f f e c t  o n  t h e  j o i n t  i s  n o t  d i s t i n g u i s h a b l e .

O v e r a l l ,  t h i s  v a r i a n t  a p p e a r s  t o  h a v e  a  d e l e t i o n  o f  

a r o u n d  0 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  i n  b o t h  s h o r t  r e p e a t s .  I t  i s  n o t  

known i f  t h e s e  d e l e t i o n s  o v e r l a p  e a c h  o t h e r .  I t  w o u l d  n o t  be 

u n r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e y  a r e  i d e n t i c a l ,  h a v i n g  

a r i s e n  i n  o n e  s h o r t  r e p e a t  a n d  b e i n g  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  

o t h e r  s h o r t  r e p e a t  by r e c o m b i n a t i o n .



F i g u r e  8 1 .  B g l  I I  and Hind I I I  maps o f  HSV-1.

B gl  I I  a n d  H i n d  I I I  m a p s  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  DNA.
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F i g u r e  8 2 .  Bgl  I I  p r o f i l e  o f  1 7 0 9 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  B g l  I I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t  o f  

HSV-1 DNA 3 2 P - l a b e l l e d  i n  v i v o  ( 0 . 5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  l r 

1 7 0 9 ;  a n d  l a n e  2 ,  1 7 0 3 .  A l t e r e d  b a n d s  i n  1 7 0 3  c o m p a r e d  t o  

i t s  p a r e n t ,  s t r a i n  1 7 ,  a r e  m a r k e d  w i t h  t h e  l e t t e r  o f  t h e  

f r a g m e n t  f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  p r i m e  s y m b o l  

(* ) ,  a s  a r e  b a n d s  i n  1 7 0 9  c o m p a r e d  t o  i t s  p a r e n t ,  1 7 0 3 .







F i g u r e  8 3 .  Hind I I I  p r o f i l e  o f  1 7 0 9 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  a  H i n d  I I I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t  o f  

HSV-1 DNA i n  v i v o  ( 0 .5 %  a g a r o s e ) .  L a n e  1 ,

1 7 0 9 ;  a n d  l a n e  2 ,  1 7 0 3 .  A l t e r e d  b a n d s  i n  1 7 0 3  c o m p a r e d  t o  

i t s  p a r e n t ,  s t r a i n  1 7 ,  a r e  m a r k e d  w i t h  t h e  l e t t e r  o f  t h e  

f r a g m e n t  f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d  p l u s  a  p r i m e  s y m b o l  

( 1 ) , a s  a r e  b a n d s  i n  1 7 0 9  c o m p a r e d  t o  i t s  p a r e n t ,  1 7 0 3 .
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DISCUSSION

The o r i g i n a l  o b j e c t i v e  o f  t h i s  p r o j e c t  w a s  t o  

i n v e s t i g a t e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  r e c o m b i n a t i o n  t h r o u g h  t h e  

u s e  o f  c o n s t r u c t e d  HSV-1 g e n o m e s  c a r r y i n g  b o t h  

n o n - s e l e c t a b l e  ( r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e )  a n d  s e l e c t a b l e  ( t s ) 

m a r k e r s .  T h e r e f o r e ,  o v e r  t h e  c o u r s e  o f  t h e  p r o j e c t  a  HSV-1 

g enom e  w a s  c o n s t r u c t e d  w h i c h  c o n t a i n s  no  Xba I  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e  s i t e s  ( 1 7 0 2 ) ,  a n d  h e n c e  d i f f e r s  d e t e c t a b l y  f r o m  

w i l d - t y p e  v i r u s  w h i c h  c o n t a i n s  4 Xba I  s i t e s  ( l o c a t e d  a t  

0 . 0 7 ,  0 . 2 9 ,  0 . 4 5  a n d  0 . 6 3  m . u . ) .  A f i f t h  Xba I  s i t e  ( a t  0 . 7 4  

m . u .  ) w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  w i l d - t y p e  HSV-1 g e n o m e ,  t o  

g e n e r a t e  t h e  v i r u s  1 7 0 8 .  T f e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  l e s i o n s  w e r e  

i n t r o d u c e d  i n t o  1 7 0 2  a n d  1 7 0 8 ,  t o  g e n e r a t e  t s ! 7 0 2  a n d  t s l 708  

w h i c h  w e r e  u s e d  i n  p r e l i m i n a r y  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s .

D u r i n g  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  HSV-1 g e n o m e s  l a c k i n g  Xba I  

s i t e s ,  a  n u n b e r  o f  v a r i a n t  g e n o m e s  s h o w i n g  r e a r r a n g e m e n t s  o r  

d e l e t i o n s  w e r e  d e t e c t e d .  The i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  

o f  t h e s e  v a r i a n t s  w a s  c a r r i e d  o u t .

I V . 1 ISOLATION AND USE IN RECOMBINATION OF HSV-1 VARIANTS 

LACKING XBA I  SITES

T he  HSV-1 s t r a i n  1 7  v a r i a n t  X 2 ,  w h i c h  l a c k s  2 Xba I  

s i t e s ,  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  i s o l a t e d  (B ro w n  e t  a l . , 19  84) by  

a  p r o c e s s  o f  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t .  T h i s  p r o c e d u r e  i n v o l v e s  

c l e a v a g e  o f  v i r a l  DNA w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e  ( i n  t h i s  c a s e  Xba I )  p r i o r  t o  t r a n s f e c t i o n  o n t o  BHK21 

C l 3 c e l l  m o n o l a y e r s .  N a t u r a l  v a r i a n t s  w i t h i n  t h e  p o p u l a t i o n  

w h i c h  l a c k  o n e  o r  m o r e  Xba I  s i t e s  c o m p a r e d  w i t h  w i l d - t y p e
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v i r u s  s h o u l d  h a v e  a  g r e a t e r  p r o b a b i l i t y  o f  s u r v i v i n g  Xba I 

d i g e s t i o n  a n d  h e n c e  o f  e s t a b l i s h i n g  i n f e c t i o n .  I t  i s  a l s o  

p o s s i b l e  t h a t  Xba I c l e a v a g e  may l e a d  i n  some c a s e s  t o  

m u t a t i o n  o f  t h e  Xba I s i t e .

W i l d - t y p e  HSV-1 s t r a i n  17  c o n t a i n s  4 Xba  I  s i t e s  a t  

0 . 0 7 ,  0 . 2 9 ,  0 . 4 5  a n d  0 . 6 3  m . u .  ( F i g u r e  2 5 ) .  X2 c o n t a i n s  o n l y  

t h e  0 . 2 9  a n d  0 . 4  5 m . u .  s i t e s .  At t h e  t i m e  o f  i s o l a t i o n  o f  X2 

a n d  a t  t h e  s t a r t  o f  t h i s  p r o j e c t ,  t h e  DNA s e q u e n c e s  

s u r r o u n d i n g  t h e  Xba I  s i t e s  h a d  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d ,  a n d  

n o t h i n g  w a s  known a b o u t  t h e  p o l y p e p t i d e s  ( i f  a n y )  e n c o d e d  by 

t h e  DNA i n  w h i c h  t h e  s i t e s  w e r e  l o c a t e d .  T h i s  i n f o r m a t i o n  i s  

now a v a i l a b l e  : t h e  0 . 0 7  m . u .  s i t e  i s  s i t u a t e d  w i t h i n  a n  

o p e n  r e a d i n g  f r a m e  ( U l 2 ) p r e d i c t e d  t o  e n c o d e  a  p o l y p e p t i d e  

o f  a p p r o x i m a t e l y  36K ( F e r r y ,  1 9 8 6 ) ;  t h e  0 . 2 9  m . u .  s i t e  l i e s  

w i t h i n  gH, a n  e s s e n t i a l  g l y c o p r o t e i n  ( W e l l e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  

B u c k m a s t e r  e t  a l . , 19  8 4 ;  McG eoch a n d  D a v i s o n ,  19 8 6 b ;  G o m p e l s  

a n d  M i n s o n ,  1 9 8 6 ) ;  t h e  0 . 4 5  m . u .  s i t e  l i e s  w i t h i n  a n  o p e n  

r e a d i n g  f r a m e  ( U l 3  3)  p r e d i c t e d  t o  e n c o d e  a  p o l y p e p t i d e  o f  

14K ( D r .  D. J .  McGeoch,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  t o  w h i c h  a  

t s  l e s i o n  h a s  r e c e n t l y  b e e n  m a p p e d  ( D r .  V. G. P r e s t o n ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ;  a n d  t h e  0 . 6  3 m . u .  s i t e  l i e s  a t  t h e  

3* e n d  o f  gC ( D r .  D. J .  McGeoch ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  a  

n o n - e s s e n t i a l  g l y c o p r o t e i n  ( M a n s e r v i g i  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .

I n  X 2 , t h e  0 . 0  7 m . u .  s i t e  w as  r e m o v e d  w i t h  no  

d e t e c t a b l e  ( i e .  l e s s  t h a n  1 5 0  b p )  d e l e t i o n  o r  i n s e r t i o n ,  

w h i l e  t h e  0 . 6  3 m . u .  s i t e  w a s  r e m o v e d  w i t h  a  d e l e t i o n  o f  

a p p r o x i m a t e l y  1 5 0  b p .  The p r e c i s e  a l t e r a t i o n  a t  t h e s e  t w o  

s i t e s  h a s  n o t  b e e n  d e t e r m i n e d ,  a l t h o u g h  p r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  

s u g g e s t s  t h a t  a  t r u n c a t e d  f o r m  o f  gC i s  s y n t h e s i z e d  ( d a t a  

n o t  s h o w n ) .  O t h e r  t h a n  t h e  a l t e r a t i o n  t o  <£,, t h e  p o l y p e p t i d e
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p r o f i l e  o f  X2 i s  a p p a r e n t l y  n o r m a l .  The g r o w t h  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  X2 o v e r  b o t h  o n e - s t e p  a n d  l o n g  t e r m  

g r o w t h  e x p e r i m e n t s  a r e  v e r y  s i m i l a r  t o  w i l d - t y p e  v i r u s .  The 

l a t t e r  e x p e r i m e n t  s h o u l d  d e t e c t  a n y  d e f e c t  i n  c e l l - t o - c e l l  

s p r e a d  a n d  a i q p l i f y  a n y  s m a l l  g r o w t h  d e f e c t  n o t  a p p a r e n t  i n  a  

o n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t .  H ig h  t i t r e  s t o c k s  o f  X2 ( > 1 0 9 

p f u / m l )  w e r e  r o u t i n e l y  o b t a i n e d .

V i r u s  g e n o m e s  l a c k i n g  t h e  0 . 0  7 a n d  0 . 6  3 m . u .  s i t e s  w e r e  

o b t a i n e d  f a i r l y  e a s i l y  : i e .  t h e  l o s s  o f  e a c h  s i t e  w as  

d e t e c t e d  f o l l o w i n g  Xba I  a n a l y s i s  o f  t h e  DNA o f  o n l y  2 0 0  

p l a q u e s .  F u r t h e r  a t t e m p t s  t o  r e m o v e  t h e  r e m a i n i n g  tw o  X ba  I  

s i t e s  by s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w e r e  u n s u c c e s s f u l ,  d e s p i t e  t h e  

a n a l y s i s  o f  s e v e r a l  h u n d r e d  p l a q u e s  ( D r .  S.  M. B r o w n ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

I n  t h i s  p r o j e c t ,  t h e  i n i t i a l  a p p r o a c h  u s e d  t o  r e m o v e  

t h e  r e m a i n i n g  tw o  Xba I  s i t e s  w a s  t o  o b t a i n  c l o n e d  HSV-1 

g e n o m i c  f r a g m e n t s  s p a n n i n g  t h e  0 . 2 9  a n d  0 . 4  5 m . u .  Xba I  

s i t e s ,  r e m o v e  t h e  u n i q u e  Xba I  s i t e s  w i t h i n  t h e  p l a s m i d s  a n d  

m a r k e r  r e s c u e  t h e  r e s u l t a n t  p l a s m i d s  b a c k  i n t o  X2 DNA. A l l  

t h e  m a n i p u l a t i o n s  c a r r i e d  o u t  w o u l d  c h a n g e  a n y  p o l y p e p t i d e s  

e n c o d e d  by t h e  DNA a r o u n d  t h e  Xba I  s i t e s  a n d  i n  some c a s e s  

w o u l d  l e a d  t o  a  f r a m e s h i f t  m u t a t i o n .  T h i s  a p p r o a c h  w as  

u n s u c c e s s f u l ,  d e s p i t e  t h e  a n a l y s i s  o f  s e v e r a l  t h o u s a n d  

p l a q u e s .  C o n t r o l  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s  o f  a  l e s i o n  i n  a  

t s  m u t a n t  w e r e  s u c c e s s f u l ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  f a i l u r e  t o  

s e l e c t  v a r i a n t s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  w as  n o t  due t o  t e c h n i c a l  

p r o b l e m s ,  b u t  w a s  p r o b a b l y  due  t o  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  l e t h a l  

m u t a t i o n s  i n t o  e s s e n t i a l  v i r a l  p o l y p e p t i d e s .  T h i s  

p o s s i b i l i t y  w a s  s t r e n g t h e n e d  w hen  i t  b e c a m e  a p p a r e n t  t h a t  

t h e  0 . 2 9  a n d  0 . 4 5  m . u .  Xba I  s i t e s  w e r e  c o n t a i n e d  w i t h i n
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know n a n d  a p p a r e n t l y  e s s e n t i a l  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  ( s e e  

a b o v e ) .

A s e c o n d  a p p r o a c h  t o  g e n e r a t e  a  HSV-1 g e n o m e  l a c k i n g  

Xba I  s i t e s  w as  t h a t  o f  s e r i a l  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  

( d e s c r i b e d  f u l l y  i n  s e c t i o n s  I I . 8 a n d  I I I . l . c ) .  F a l l o w i n g  

s e v e n  r o u n d s  o f  s e r i a l  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t ,  14  o u t  o f  1 9 6  

p l a q u e s  i s o l a t e d  h a d  l o s t  t h e  0 . 4 5  m . u .  Xba I  s i t e  w i t h  no  

d e t e c t a b l e  ( i e .  l e s s  t h a n  1 5 0  b p )  d e l e t i o n  o r  i n s e r t i o n .  H ie  

14 i s o l a t e s  w e r e  a s s u m e d  t o  be c l o n a l l y  r e l a t e d ,  a n d  o n e  w a s  

c h o s e n  a s  t h e  p r o t o t y p e  a n d  c a l l e d  1 7 0 1 .

A t t e m p t s  t o  r e m o v e  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e  by s e r i a l

s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  w e r e  u n s u c c e s s f u l ,  d e s p i t e  t h e  a n a l y s i s  

o f  a  f u r t h e r  2 , 0 0 0  p l a q u e s .  At t h i s  t i m e  t h e  c o d i n g  s e q u e n c e  

o f  gfl b e c a m e  a v a i l a b l e  a n d  w a s  k i n d l y  s u p p l i e d  by D r s .  A. C. 

M i n s o n  a n d  D. J .  McGeoch .  An o l i g o n u c l e o t i d e  w a s  s y n t h e s i z e d  

w h i c h  c o n t a i n e d  a  s i n g l e  b a s e  a l t e r a t i o n  w h i c h  w o u l d  r e m o v e  

t h e  X ba  I  s i t e  w i t h o u t  c h a n g i n g  t h e  a m i n o  a c i d  c o d i n g  

p o t e n t i a l  o f  t h e  DNA. S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  o f  a  c l o n e d  

HSV-1 g e n o m i c  f r a g m e n t  r e s u l t e d  i n  t h e  i s o l a t i o n  o f  p l a s m i d  

m o l e c u l e s  l a c k i n g  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e .  One s u c h  i s o l a t e  

w a s  t h e n  u s e d  i n  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s  w i t h  1 7 0 1  DNA.

O u t  o f  9 6  v i r u s  p l a q u e s  a n a l y z e d ,  8 l a c k e d  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba

I  s i t e ,  w i t h  no d e t e c t a b l e  ( l e s s  t h a n  1 5 0  b p )  d e l e t i o n  o r  

i n s e r t i o n .  T h e s e  8 i s o l a t e s  w e r e  a s s u m e d  t o  be c l o n a l l y  

r e l a t e d  a n d  o n e  w as  c h o s e n  a s  t h e  p r o t o t y p e  a n d  c a l l e d  1 7 0 2 .  

T h u s ,  1 7 0 2  l a c k s  a l l  4 o f  t h e  w i l d - t y p e  Xba I  s i t e s .

The  i n f e c t e d  c e l l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  

s u g g e s t e d  t h a t ,  l i k e  t h e i r  p a r e n t ,  X2,  t h e s e  v i r u s e s  

s y n t h e s i z e  a  t r u n c a t e d  f o r m  o f  gC ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  H o w e v e r ,  

1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  d i f f e r  f r o m  b o t h  w i l d - t y p e  s t r a i n  1 7  a n d  X 2 ,
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i n  t h a t  t h e y  a r e  t k ~ ;  a  d e f e c t  p r e s u m a b l y  h a v i n g  a r i s e n  

s p o n t a n e o u s l y  d u r i n g  t h e  g e n e r a t i o n  o f  1 7 0 1 .  The  c l o n e d  

HSV-1 g e n o m i c  f r a g m e n t  u s e d  t o  r e m o v e  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  

s i t e  f r o m  1 7 0 1  s p a n s  t h e  t k  l o c u s  a n d  t h e r e f o r e  h a s  t h e  

p o t e n t i a l  t o  r e s c u e  t h e  t k “  p h e n o t y p e .  H o w e v e r ,  s i n c e  

r e c o m b i n a t i o n  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  d i s t a n c e  ( s e e  s e c t i o n

I . 1 4 . a ) ,  a n d  s i n c e  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  

s i t e  a n d  t h e  t k  g e n e  i s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  b e t w e e n  t h e  t k  

g e n e  a n d  t h e  e n d  o f  t h e  f r a g m e n t ,  i t  i s  p r o b a b l y  n o t  

s u r p r i s i n g  t h a t  1 7 0 2  i s  a l s o  t k " .  I n d e e d ,  a l l  8 i s o l a t e s  

l a c k i n g  t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e  w e r e  t k " ,  s t r e n g t h e n i n g  t h e  

a s s u m p t i o n  t h a t  t h e y  a r e  c l o n a l l y  r e l a t e d .  The t k  l e s i o n  i n  

1 7 0 2  w a s  shown t o  be i n  t h e  t k  g e n e ,  s i n c e  t h e  t k  l e s i o n  

a l o n e  c o u l d  be r e s c u e d  fcy a  f r a g m e n t  s p a n n i n g  t k  ( D r .  F.  J .  

R i x o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  gC a n d  t k ,  t h e  i n f e c t e d  c e l l  

p o l y p e p t i d e  p r o f i l e s  o f  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  a r e  a p p a r e n t l y  

i d e n t i c a l  t o  w i l d - t y p e  s t r a i n  1 7 .  As t h e  0 . 2 9  m . u .  Xba I  

s i t e  i n  t h e  g e n e  e n c o d i n g  gH w a s  l o s t  by s i t e - d i r e c t e d  

m u t a g e n e s i s ,  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  gH s y n t h e s i s  i s  n o r m a l .  

U n f o r t u n a t e l y ,  o u r  p r e l i m i n a r y  a t t e m p t s  a t

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  u s i n g  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a g a i n s t  gH 

( k i n d l y  s u p p l i e d  by D r .  A. C. M i n s o n )  w e r e  u n s u c c e s s f u l  w i t h  

e i t h e r  w i l d - t y p e  o r  1 7 0 2  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s .  The g r o w t h  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  b o t h  1 7 0 1  a n d  1 7 0 2  w e r e  v e r y  s i m i l a r  t o  

t h o s e  o f  w i l d - t y p e  a n d  X2 o v e r  b o t h  o n e - s t e p  a n d  l o n g  t e r m  

g r o w t h  e x p e r i m e n t s ,  a n d  h i g h  t i t  r e  s t o c k s  w e r e  o b t a i n e d .

T h u s ,  a  HSV-1 s t r a i n  17  g e n o m e  l a c k i n g  Xba  I  s i t e s  h a s  

now b e e n  o b t a i n e d .



* An a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  c o u l d  be. t h a t  DNA 
r e p l i c a t i o n  i n  HG52 i s  m o r e  e r r o r  p r o n e  g i v i n g  r i s e  t o  a 
h i g h e r  f r e q u e n c y  o f  v i r u s e s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  i n  t h e  
p o p u l a t i o n .  T h i s  c o u l d  be  d u e  t o  a  m o r e  e r r o r  p r o n e  DNA 
p o l y m e r a s e  o r  p o o r e r  p r o o f - r e a d i n g  f u n c t i o n  w hen  c o m p a r e d  t o  
s t r a i n  1 7 .
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D u r i n g  t h e  p r o c e s s  o f  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t ,  i t  b e c a m e  

a p p a r e n t  t h a t  i t  w a s  a l m o s t  i m p o s s i b l e  t o  t o t a l l y  d e s t r o y  

t h e  i n f e c t i v i t y  o f  HSV-1 s t r a i n  1 7  DNA b y  Xba I  d i g e s t i o n .  A
pfu/ml

l o w  l e v e l  o f  i n f e c t i v i t y  ( a r o u n d  2 - 3  l o g  1c l o w e r  t h a n  

u n t r e a t e d  DNA) n e a r l y  a l w a y s  r e m a i n e d  a f t e r  16  h d i g e s t i o n ,  

d e s p i t e  a p p a r e n t l y  c o m p l e t e  d i g e s t i o n  by 4 h ,  a s  a s s e s s e d  by 

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  H o w e v e r ,  t h i s  w a s  n o t  i n d i c a t i v e  o f  

d e l e t e d  Xba I  s i t e s .  TVo e x p l a n a t i o n s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h i s  

r e t e n t i o n  o f  i n f e c t i v i t y .  F i r s t l y ,  a s  d e t e c t i o n  o f  DNA b y  

e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g  i s  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e ,  a  l o w  

l e v e l  ( < 5 - 1 0 % )  o f  u n d i g e s t e d  DNA w o u l d  p r o b a b l y  n o t  be 

d e t e c t e d .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a  s m a l l  a m o u n t  o f  DNA c o u l d  be 

i n  a  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  r e s i s t a n t  c o n f i g u r a t i o n .  S e c o n d l y ,  

i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  d i g e s t i o n  w a s  c o m p l e t e  b u t  t h a t  

r e l i g a t i o n  w a s  o c c u r r i n g  w i t h i n  t h e  c e l l s .  D r .  F .  J .  R i x o n  

( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  h a s  r e c e n t l y  shown t h a t  r e l i g a t i o n  

o f  X ba  I  d i g e s t e d  HSV DNA, g e n e r a t i n g  v i a b l e  g e n o m e s ,  d o e s  

o c c u r  w i t h i n  i n f e c t e d  c e l l s .

S e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  

r e m o v e  a l l  4 Xba I  s i t e s  f r o m  HSV-2 s t r a i n  HG52 ( H a r l a n d  a n d  

B ro w n ,  1 9 8 5 ,  1 9 8 8 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ) .  In  c o n t r a s t  t o  

t h i s  t h e s i s  t h e  f r e q u e n c y  o f  i s o l a t i o n  o f  v i r u s e s  l a c k i n g  

Xba I  s i t e s  beca m e  h i g h e r  a s  s i t e s  w e r e  p r o g r e s s i v e l y  

r e m o v e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t ,  i n  HG52, t h e  Xba I  s i t e s  r e s i d e  

w i t h i n  n o n - e s s e n t i a l  r e g i o n s  o f  t h e  g en o m e .*  In H SV -1 ,  t h e  

0 . 6 3  m . u .  s i t e  w i t h i n  t h e  g e n e  e n c o d i n g  t h e  n o n - e s s e n t i a l  

g l y c o p r o t e i n ,  gC,  w a s  r e a d i l y  r e m o v e d ,  w i t h  a c o n c o m i t a n t  

s m a l l  ( a p p r o x i m a t e l y  1 5 0  b p )  d e l e t i o n .  S i m i l a r l y ,  t h e  0 . 0 7  

m . u .  s i t e  w a s  r e a d i l y  l o s t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  g e n e  Ul 2 may
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a l s o  be n o n - e s s e n t i a l .  A l t e r n a t i v e l y ,  a  f o r t u i t o u s  

a l t e r a t i o n  r e s u l t e d  i n  l o s s  o f  t h i s  s i t e  w i t h o u t  a  

s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  e n c o d e d  

p o l y p e p t i d e .  I h e  0 . 4 5  m . u .  s i t e  p r o v e d  d i f f i c u l t  t o  r e m o v e ,  

i m p l y i n g  t h a t  t h e  a p p a r e n t l y  e s s e n t i a l  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  

w i t h i n  w h i c h  i t  i s  c o n t a i n e d  (UL3 3 )  ( D r .  V. G. P r e s t o n ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  i s  e s s e n t i a l  a n d  w o u l d  t o l e r a t e  o n l y  

a  l i m i t e d  c h a n g e .  Vfe w e r e  u n a b l e  t o  r e m o v e  t h e  0 . 2 9  m. u .  Xba 

I  s i t e  by s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t .  S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  

w a s  r e q u i r e d  t o  i n t r o d u c e  a  c o n s e r v a t i v e  c h a n g e  w h i c h  d i d  

n o t  a l t e r  t h e  p o l y p e p t i d e  c o d i n g  r e g i o n .  T h u s ,  t h e  Xba I  

s i t e  m ay  l i e  w i t h i n  a n  i m p o r t a n t  f u n c t i o n a l  d o m a i n  o f  c f l . 

I n a b i l i t y  t o  m a r k e r  r e s c u e  p l a s m i d s  l a c k i n g  e i t h e r  t h e  0 . 4  5 

o r  0 . 2 9  m . u .  Xba I  s i t e  due t o  a  n o n - c o n s e r v a t i v e  c h a n g e  

w o u l d  t e n d  t o  s t r e n g t h e n  t h e  a b o v e  h y p o t h e s e s .

I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  f o u r  Xba I  s i t e s  

i n  HSV-1 s t r a i n  17  i n v o l v e d  t h e  a n a l y s i s  o f  o v e r  5 , 0 0 0  

s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s .  In c o n t r a s t ,  i n  HSV-2 s t r a i n  HG5 2,  

j u s t  o v e r  3 0 0  s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s  w e r e  a n a l y z e d  a f t e r  

s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t  t o  i d e n t i f y  l o s s  o f  t h e  f o u r  Xba I  

s i t e s  ( H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 5 ,  1 9 8 8 ;  Brown a n d  H a r l a n d ,  

1 9 8 7 ) .  W i t h i n  HG52, t w o  o f  t h e  Xba I  s i t e s  ( 0 . 7 0  ( i n  HSV-2 

s t r a i n  3 3 3 )  a n d  0 . 9 4  m . u . )  l i e  w i t h i n  a n  i n t e r g e n i c  r e g i o n ,  

o n e  ( 0 . 9 1  m . u . )  i s  i n  t h e  c o d i n g  r e g i o n  o f  t h e  g e n e  f o r  t h e  

n o n - e s s e n t i a l  g l y c o p r o t e i n  gG-2 (g G -2  i s  e i t h e r  n o t  

s y n t h e s i z e d ,  o r  i s  p r e s e n t  i n  a n  a b e r r a n t  f o r m ,  f o l l o w i n g  

i n f e c t i o n  w i t h  t h e  v a r i a n t s  l a c k i n g  t h e  0 . 9 1  m . u .  Xba I  

s i t e ) ,  a n d  o n e  ( 0 . 4 5  m . u . )  i s  i n  a n  u n s e q u e n c e d  r e g i o n ,  

a p p a r e n t l y  c o l i n e a r  w i t h  t h e  HSV-1 0 . 4 5  m . u .  Xba I  s i t e ,  a n d  

t h u s  m a y  b e  i n  a  g e n e  a n a l o g o u s  t o  t h e  HSV-1 0 ^ 3  3.  The HSV-2
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s t r a i n  HG52 g e n o m e  i s  much m o r e  v a r i a b l e  t h a n  HSV-1 s t r a i n  

17  ( s e e  s e c t i o n  I V . 2 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a l t e r e d  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e  s i t e s  w i t h i n  a  p o p u l a t i o n  m ay  be  m o r e  common.

I t  w i l l  be  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r e c i s e  n a t u r e  

o f  t h e  a l t e r a t i o n s  r e m o v i n g  t h e  Xba I  s i t e s  by DNA s e q u e n c e  

a n a l y s i s .

O r i g i n a l l y ,  i t  w as  i n t e n d e d  t o  c a r r y  o u t  r e c o m b i n a t i o n  

e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e  c o n s t r u c t e d  g e n o m e ,  c o n t a i n i n g  n o  Xba  

I  s i t e s ,  a n d  s t r a i n  1 7 ,  c o n t a i n i n g  4 Xba I  s i t e s .  H o w e v e r ,  

d u r i n g  i n  v i t r o  l a t e n c y  r e a c t i v a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  a n  

a d d i t i o n a l  Xba I  s i t e  a t  0 . 7 4  m . u .  h a d  a r i s e n  s p o n t a n e o u s l y  

i n  X2 ( C o o k  a n d  B r o w n ,  1 9 8 7 ) .  I b i s  s i t e  d i d  n o t  a r i s e  by 

i n s e r t i o n  o f  o n e  o f  t h e  e x i s t i n g  Xba I  s i t e s  o r  by a  

d e t e c t a b l e  0 1 5 0  b p )  d e l e t i o n  o r  i n s e r t i o n .  I t  may h a v e  b e e n  

a  s p o n t a n e o u s  b a s e  c h a n g e  [ t h e r e  a r e  tw o  5 o u t  o f  6 c o r r e c t  

b a s e  X ba  I  s i t e s  i n  t h i s  r e g i o n  ( D r .  D. J .  M cGeoch ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) ] .  A l t e r n a t i v e l y ,  a  s m a l l  u n d e t e c t a b l e  h o s t  

i n s e r t  c o n t a i n i n g  a n  Xba I  s i t e  may h a v e  o c c u r r e d .  The v i r u s  

w i t h  t h e  e x t r a  Xba I  s i t e  w as  r e c o m b i n e d  w i t h  s t r a i n  1 7 ,  t o  

c r e a t e  a  genom e  w i t h  5 Xba  I  s i t e s  c a l l e d  1 7 0 8 .  The e x a c t  

p o s i t i o n  o f  t h e  0 . 7 4  m . u .  Xba I  s i t e  w i t h  r e s p e c t  t o  known 

o r  p r e d i c t e d  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  i s  u n k n o w n .  The i n f e c t e d  

c e l l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  1 7 0 8  i s  i d e n t i c a l  t o  s t r a i n  1 7 .  

I t s  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  

w i l d - t y p e  v i r u s  o v e r  b o t h  a o n e - s t e p  a n d  l o n g  t e r m  g r o w t h  

e x p e r i m e n t ,  a n d  h i g h  t i t r e  s t o c k s  w e r e  o b t a i n e d  ( > 1 0 ^  

p f u / m l ) .

Now t h a t  g e n o m e s  c o n t a i n i n g  m u l t i p l e  u n s e l e c t e d  m a r k e r s  

( t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  Xba I  s i t e s )  h a d  b e e n
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c o n s t r u c t e d ,  a  d i f f e r e n t  s e l e c t a b l e  m a r k e r  ( t s ^  l e s i o n )  w a s  

i n s e r t e d  i n t o  e a c h  g e n o m e .  The t s  l e s i o n  f r o m  t s l 2 0 6  ( a  DNA 

n e g a t i v e  m u t a n t ) ,  w h i c h  m a p s  a t  0 . 7 2  m . u .  ( D r .  V. P r e s t o n ,

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  w a s  i n s e r t e d  i n t o  1 7 0 8  t o  c r e a t e

t s ! 7 0 8 .  T h i s  t s  l e s i o n  i s  s i t u a t e d  i n  a  g e n e  (11^52) w h i c h  i s  

e s s e n t i a l  f o r  DNA r e p l i c a t i o n  i n  a  p l a s m i d - b a s e d  s y s t e m  

( C h a l l b e r g ,  1 9 8 6 ?  M c G e o c h ,  1 9 8 7 ;  M cGeoch  e t  a l . , 1 9 8 8 ;  Wu e t  

a l . , 19  8 8 )  . C o m p l e m e n t a t i o n  a n d  m a r k e r  r e s c u e  e x p e r i m e n t s  

c o n f i r m e d  t h a t  t h e  t s  l e s i o n  f r o m  t s l 2 0 6  h a d  b e e n  i n s e r t e d  

i n t o  t s ! 7 0 8 .

The  t s  l e s i o n  f r o m  t s l 2 0 1 ,  w h i c h  m a ps  a t  0 . 3  3 m . u .

( P r e s t o n  e t  a l . , 1 9 8 3 ) ,  w a s  i n s e r t e d  i n t o  1 7 0 2  t o  c r e a t e

t s l 7 0 2 .  T s l 2 0 1  i s  D N A - p o s i t i v e ,  a n d  t h e  t s  l e s i o n  i s  

s i t u a t e d  i n  Ul 2 6 ,  t h e  g e n e  e n c o d i n g  p4 0 ,  a  p o l y p e p t i d e  

i n v o l v e d  i n  DNA p a c k a g i n g .  C o m p l e m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  

c o n f i r m e d  t h a t  t h e  t s  l e s i o n  f r o m  t s l 2 0 1  h a d  b e e n  i n s e r t e d  

i n t o  t s ! 7 0 2 .  H o w e v e r ,  f o l l o w i n g  r e c o m b i n a t i o n  ( s e e  b e l o w ) ,  

w hen  some u n e x p e c t e d  r e s u l t s  o c c u r r e d ,  m a r k e r  r e s c u e  w a s  

c a r r i e d  o u t .  T h i s  r e v e a l e d  t h a t  t s ! 7 0 2  h a d  a  s e c o n d  t s  

l e s i o n  s i t u a t e d  a t  0 . 4 1 4  m . u . ,  p r o b a b l y  i n  t h e  DNA 

p o l y m e r a s e .  S i n c e  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  a  s p o n t a n e o u s  t s  

l e s i o n  w o u l d  h a v e  a r i s e n  i n  t h e  1 7 0 2  g e n o m e  w h i c h  h a d  g a i n e d  

t h e  t s l 2 0 1  l e s i o n ,  a n d  a s  t h e  0 . 4 1 4  m . u .  l e s i o n  i s  c o n t a i n e d  

w i t h i n  E c o  R I  f , t h e  f r a g m e n t  u s e d  t o  r e v e r s e  m a r k e r  r e s c u e  

t h e  t s ! 2 0 1  l e s i o n ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s e c o n d  t s  l e s i o n  

a r o s e  d u r i n g  t h e  c l o n i n g  a n d  p a s s a g i n g  o f  t h e  p l a s m i d .

A l m o s t  t h e  w h o l e  o f  E c o  R i f .  m u s t  h a v e  b e e n  i n s e r t e d ,  a s  t h e  

t s  l e s i o n s  a r e  l o c a t e d  a t  o p p o s i t e  e n d s  o f  t h e  f r a g m e n t .  

A l t e r n a t i v e l y ,  t w o  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t s  may h a v e  o c c u r r e d  

f r o m  t h e  o n e  f r a g m e n t .  The d o u b l e  t s  v i r u s  may h a v e  b e e n
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" t i g h t e r "  a t  3 8 . 5 ° C ,  a n d  t h e r e f o r e  m o r e  l i k e l y  t o  be 

a s s i g n e d  t s  ( a l t h o u g h  t s l 2 0 1  a p p e a r s  " t i g h t "  a t  t h i s  

t e m p e r a t u r e ) .  As t h e  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  

o u t  a t  t h e  e n d  o f  t h i s  p r o j e c t ,  t i m e  d i d  n o t  p e r m i t  t h e  

m a r k e r  r e s c u e  o f  t h e  0 . 4 1 4  m . u .  t s  l e s i o n  i n  t s l 7 0 2  t o  

c r e a t e  a  genom e w i t h  o n l y  t h e  0 . 3  3 m . u .  t s  l e s i o n .

I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  u n d e r s t a n d  t h e  r o l e  o f  p r o g e n y  a s  

w e l l  a s  p a r e n t a l  m o l e c u l e s  i n  r e c o m b i n a t i o n  a n d  t h e  p o s s i b l e  

p r e s e n c e  o f  r e c o m b i n a t i o n a l  h o t s p o t s  i n  t h e  HSV-1 g e n o m e ,  a  

t i m e  c o u r s e  o f  r e c o m b i n a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  b e t w e e n  t s ! 7 0 2  

a n d  t s ! 7 0 8  a t  t h e  p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  ( 3 1 ° C ) .  S a m p l e s  

w e r e  h a r v e s t e d  a t O ,  2 ,  4 ,  6 ,  8 ,  12  a n d  24  h p o s t  i n f e c t i o n ,  

t i t r a t e d  a t  t h e  p e r m i s s i v e  a n d  n o n - p e r m i s s i v e  ( 3 8 . 5 ° C )  

t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h e  r e c o m b i  n a t i o n  f r e q u e n c y  (RF%) b e t w e e n  

t h e  t s  l e s i o n s  c a l c u l a t e d .  A c o n t r o l  e x p e r i m e n t  w as  c a r r i e d  

o u t  b e t w e e n  t h e  t s  p a r e n t s  t s ! 2 0 1  a n d  t s l 2 0 6 ,  t o  e s t a b l i s h  

t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  Xba I  s i t e s  w a s  n o t  a f f e c t i n g  

r e c o m b i n a t i o n  t o  a  m e a s u r a b l e  e x t e n t .  S i m i l a r  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  i n  e a c h  c a s e .  O r i g i n a l l y  t h i s  w a s  

t a k e n  t o  m ean  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  Xba I  s i t e s  w a s  n o t  

a f f e c t i n g  r e c o m b i n a t i o n .  This^  i s  s t i l l  t r u e ,  b u t  s i n c e  i n  

t h e  t s l 7 0 2 / t s ! 7 0 8  e x p e r i m e n t  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  

0 . 4 1 4 - 0 . 7 2  m . u .  w a s  m e a s u r e d ,  w h e r e a s  i n  t h e  t s l 2 0 1 / t s l 2 0 6  

e x p e r i m e n t  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  0 . 3  3 - 0 . 7 2  m . u .  w a s  

m e a s u r e d ,  i t  p r o b a b l y  m e a n s  t h a t  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  

b e t w e e n  t h e s e  m a r k e r s  i s  u n l i n k e d  a n d  a t  i t s  maximum u n d e r  

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 a l y s i s  o f  t h e  t s ! 7 0 2 / t s l 7 0 8  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  w a s  i n c r e a s i n g  w i t h  t i m e ,
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r e c o m b i n a n t s  b e i n g  f i r s t  d e t e c t e d  a t  4 h p o s t  i n f e c t i o n  

[ c l o s e  t o  t h e  s t a r t  o f  DNA r e p l i c a t i o n  ( W i l k i e ,  1 9 7 3 ) ]  a n d  

i n c r e a s i n g  r a p i d l y  t o  r e a c h  a  maximum o f  15% by 2 4 h p o s t  

i n f e c t i o n .  T h i s  r e p r e s e n t s  a  1 0 0 0  f o l d  i n c r e a s e  d u r i n g  t h e  

c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t .

S i n g l e  p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  a t  t h e  n o n - p e r m i s s i v e  

t e m p e r a t u r e .  By d e f i n i t i o n ,  t h e s e  i s o l a t e s  m u s t  a l l  h a v e  

r e c o m b i n e d  a n  o d d  n u n b e r  o f  t i m e s  b e t w e e n  t h e  t s  l e s i o n s  a t  

0 . 4 1 4  a n d  0 . 7 2  m . u .  a n d  c o n t a i n  t h e  w i l d - t y p e  a l l e l e s  a t  

t h e s e  r e g i o n s ,  s i n c e  no v i r u s  w a s  d e t e c t e d  a t  3 8 . 5 ° C  w h e n  

s i n g l e  c o n t r o l  i n f e c t i o n s  w i t h  t h e  t s  m u t a n t s  w e r e  c a r r i e d  

o u t .  The r e s t r i c t i o n  e n z y m e  p r o f i l e s  o f  t h e  r e c o m b i n a n t s  

a l l o w e d  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r e g i o n s  o f  t h e  genom e  w i t h i n  

w h i c h  t h e  c r o s s o v e r  h a d  o c c u r r e d  f o r  e a c h  v i r u s .  The n u n b e r  

o f  a p p a r e n t  c r o s s o v e r  e v e n t s  b e t w e e n  e a c h  p a i r  o f  m a r k e r s  

( s e l e c t e d  a n d  n o n - s e l e c t e d )  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  t i m e  

p o i n t  f r o m  t h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  a n a l y s i s  o f  t h e  DNA o f  1 0 0  

r e c o m b i n a n t  p l a q u e  i s o l a t e s .  S i n c e  p l a q u e s  w e r e  i s o l a t e d  a t  

t h e  n o n - p e m i s s i v e  t e m p e r a t u r e ,  t h e r e  w a s  s e l e c t i o n  f o r  

r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  0 . 4 1 4  a n d  0 . 7  2 m . u .  t j s  l e s i o n s .

F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e r e  i s  no i n c r e a s e  w i t h  t i m e  i n  t h e  

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  b e t w e e n  m a r k e r s

i n  r e g i o n s  4 a n d  5 .  No r e c o m b i n a t i o n  w as  d e t e c t e d  i n  r e g i o n  
3 ( 0 . 4 1 4 - 0 . 4 5 0  m . u . ) .  The  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  u n c l e a r .

R e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  m a r k e r s  w i t h i n  t h e  

s e l e c t e d  a r e a  i s  s o  h i g h  a n d  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  

m a r k e r s  s o  l a r g e ,  t h a t  i t  c a n  n o t  be d e t e r m i n e d  i f  

r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  th e m  i s  a b o v e  o r  b e l o w  e x p e c t a t i o n .
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The m o s t  s u r p r i s i n g  f i n d i n g  w a s  t h e  v e r y  h i g h ,  t i m e  

i n c r e a s i n g ,  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  d e t e c t e d  o u t w i t h  t h e  

s e l e c t e d  m a r k e r s .  D e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e  o v e r a l l  

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  w as  o n l y  15%,  b e t w e e n  0 . 0  7 a n d  0 . 2 9  

m . u .  t h e  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  r e a c h e d  a l m o s t  50% ,  i e .  

s i m i l a r  t o  t h e  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  

s e l e c t e d  m a r k e r s .  T h i s  m ay  s u g g e s t  t h a t  m o l e c u l e s  w h i c h  h a v e  

c o r r e c t l y  a l i g n e d  a n d  c o m p l e x e d  f o r  r e c o m b i n a t i o n  ( e n t e r e d  

t h e  " m a t i n g  p o o l "  -  s e c t i o n  1 . 1 4 a )  w i l l  r e c o m b i n e  a t  a  v e r y  

h i g h  f r e q u e n c y  ( h e r e  t h e  t h e o r e t i c a l  maximum) c o m p a r e d  t o  

t h e  f r e q u e n c y  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  t o t a l  p o o l  (15% h e r e ) .  In 

o t h e r  s m a l l  n o n - s e l e c t e d  r e g i o n s  ( 0 . 2 9 - 0 . 3 3  m . u . ;  0 . 7 2 - 0 . 7 4  

m . u . )  t h e  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  a t  2 4  h was  a l s o  h i g h e r  

t h a n  m i g h t  be e x p e c t e d .  T h i s  w a s  e s p e c i a l l y  t r u e  f o r  t h e  

r e g i o n  b e t w e e n  0 . 7 2 - 0 . 7 4  m. u .  I t  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  shown 

t h a t  t h e  r e g i o n  b e t w e e n  0 . 7 - 0 . 7 4  m . u .  o f  HSV-1 MP, i f  p l a c e d  

i n  i n v e r t e d  o r i e n t a t i o n  e l s e w h e r e  i n  t h e  g e n o m e ,  c a n  m e d i a t e  

i n v e r s i o n  o f  t h e  i n t e r v e n i n g  s e q u e n c e s  ( P o g u e - G e i l e  e t  a l . , 

1 9 8 5 ;  P o g u e - G e i l e  a n d  S p e a r ,  1 9 8 6 ) .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  a  s e q u e n c e  l y i n g  b e t w e e n  t h e  0 . 7  2 m . u .  h s  

l e s i o n  a n d  t h e  0 . 7 4  m . u .  Xba I  s i t e  may m e d i a t e  h i g h  

f r e q u e n c y  r e c o m b i n a t i o n  a n d  s e r v e  a s  a  r e c o m b i n a t i o n  

h o t s p o t .

The  a v e r a g e  n u n b e r  o f  c r o s s o v e r  e v e n t s  p e r  v i r u s  genom e 

i n c r e a s e s  w i t h  t i m e .  At  a n  e a r l y  t i m e p o i n t  (4 h p o s t  

i n f e c t i o n ) ,  9 0% o f  g e n o m e s  h a d  o n l y  o n e  c r o s s o v e r ,  w h e r e a s  

by 24  h p o s t  i n f e c t i o n ,  60% o f  i s o l a t e s  h a d  m o r e  t h a n  o n e



192

c r o s s o v e r .

As p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  i n  HSV-1 G l a s g o w  s t r a i n  17  

( R i t c h i e  e t  a l . , 1 9 7 7 ) ,  r e c o m b i n a t i o n  i n c r e a s e d  

s i g n i f i c a n t l y  w i t h  t i m e ,  a n d  w a s  f i r s t  d e t e c t e d  n e a r  t h e  

o n s e t  o f  v i r a l  DNA r e p l i c a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  v i r a l  DNA 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 s  u n c l e a r ,  

a n d  no  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h i s  q u e s t i o n  

h a v e  b e e n  a t t e m p t e d .  The u s e  o f  i n h i b i t o r s  o f  v i r a l  DNA 

s y n t h e s i s  m i g h t  h e l p  t o  c l a r i f y  t h i s  p o i n t .

As p r o p o s e d  p r e v i o u s l y  f o r  H S V -1 ,  t h e  i n c r e a s i n g  

c o m p l e x i t y  o f  r e c o m b i n a n t s  w i t h  t i m e  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e  

p r o g e n y  o f  r e c o m b i n a t i o n  a s  w e l l  a s  p a r e n t a l  v i r u s  a r e  

i n v o l v e d  i n  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t s  ( R i t c h i e  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  A 

c o n c l u s i o n  d i f f e r i n g  f r o m  t h a t  o f  B e n - P o r a t  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  o n  

r e c o m b i n a t i o n  w i t h  PRV w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  o n l y  p a r e n t a l  

m o l e c u l e s  t a k e  p a r t  i n  r e c o m b i n a t i o n .

I n  c o n c l u s i o n ,  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  u s i n g  b o t h  

s e l e c t e d  a n d  u n s e l e c t e d  m a r k e r s  h a v e  show n t h a t  s ( i )  b o t h  

p r o g e n y  a n d  p a r e n t a l  m o l e c u l e s  a r e  i n v o l v e d  i n  HSV-1 

r e c o m b i n a t i o n ;  ( i i )  r e c o m b i n a n t  m o l e c u l e s  r e c o m b i n e  o u t w i t h  

s e l e c t e d  regions a t  t h e  t h e o r e t i c a l  maximum f r e q u e n c y ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  p r o p e r  a l i g n m e n t  o f  g e n o m e s  p l a y s  a n  

i m p o r t a n t  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  o v e r a l l  b u t  n o t  r e l a t i v e  

r a t e s  o f  r e c o m b i n a t i o n ;  ( i i i )  t h e  region b e t w e e n  0 . 7 2 - 0 . 7 4  

m . u .  d i s p l a y s  a  h i g h e r  t h a n  e x p e c t e d  f r e q u e n c y  o f  

r e c o m b i n a t i o n  : 10% c o m p a r e d  t o  t h e  e x p e c t e d  2 . 1 %.  T h i s  may 

be d u e  t o  a  r e c o m b i n o g e n i c  s e q u e n c e  f o u n d  i n  t h i s  r e g i o n  

( P o g u e - G e i l e  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  P o g u e - G e i l e  a n d  S p e a r ,  1 9 8 6 ) ;  a n d  

( i v )  n o t h i n g  c a n  be d e t e r m i n e d  a b o u t  h o t s p o t s  o f
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r e c o m b i n a t i o n  e l s e w h e r e ,  d u e  t o  t h e  l a r g e  d i s t a n c e  b e t w e e n  

t h e  Xba I  s i t e s .

To d e t e r m i n e  t h e  o v e r a l l  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  

o u t w i t h  t h e  s e l e c t e d  region , a n d  a l s o  t o  s e e  i f  t h e  t s  m a r k e r  

a f f e c t s  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  0 . 4 1 4 - 0 . 4 5  m . u . ,  i t  w o u l d  be 

i n t e r e s t i n g  t o  a n a l y z e  p l a q u e s  i s o l a t e d  a t  t h e  p e r m i s s i v e  

t e m p e r a t u r e ,  i e .  t h o s e  v i r u s e s  w h i c h  h a d  r e c o m b i n e d  e i t h e r  

o u t w i t h  t h e  t s  m a r k e r s ,  o r  a n  e v e n  n i m b e r  o f  t i m e s  b e t w e e n  

t h e  t s  m a r k e r s ,  o r  t h o s e  v i r u s e s  w h i c h  n e e d  n o t  n e c e s s a r i l y  

h a v e  r e c o m b i n e d  a t  a l l .

I V . 2 ISOLATION AND ANALYSIS OF HSV-1 GENOMES CONTAINING 

REARRANGEMENTS

D u r i n g  t h e  g e n e r a t i o n  o f  HSV-1 g e n o m e s  f o r  u s e  i n  

r e c o m b i n a t i o n  s t u d i e s ,  a  n u n b e r  o f  HSV-1 v a r i a n t s  w i t h  

g e n o m i c  r e a r r a n g e m e n t s  w e r e  i s o l a t e d .  Some o f  t h e  v a r i a n t s  

d i s p l a y e d  a l t e r e d  i m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s .  

T h e s e  v a r i a n t s  w i l l  be  d i s c u s s e d  a t  tw o  l e v e l s  s f i r s t l y ,  i n  

t e r m s  o f  t h e i r  g e n o m i c  s t r u c t u r e  a n d  f a c t o r s  w h i c h  m i g h t  

h a v e  c a u s e d  t h e  a l t e r e d  s t r u c t u r e s ,  a n d  s e c o n d l y ,  i n  t e r m s  

o f  t h e i r  i m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s .

I V . 2 . a  G e n o m i c  s t r u c t u r e  o f  r e a r r a n g e d  HSV-1 g e n o m e s

The  DNA a n a l y s i s  o f  s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s  a l l o w s  t h e  

e l u c i d a t i o n  o f  g e n o m i c  r e a r r a n g e m e n t s  w i t h i n  a  v i r u s  

p o p u l a t i o n ;  s o m e t h i n g  w h i c h  i s  n o t  n o r m a l l y  i d e n t i f i a b l e  i n  

s t u d i e s  o f  p o o l e d  v i r u s  p o p u l a t i o n s .  S u c h  s t u d i e s  may l e a d  

t o  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  ( i )  r e g i o n s  o f  t h e  genom e 

e x h i b i t i n g  i n s t a b i l i t y  a n d ,  i n  t h e  l o n g  t e r m ,  s e q u e n c e s
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i n v o l v e d  i n  genom e r e a r r a n g e m e n t s ;  ( i i )  v i a b l e  genom e 

s t r u c t u r e s ,  e s p e c i a l l y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  l e n g t h  a n d  

n e c e s s i t y  o f  t h e  r e p e a t  r e g i o n s  o f  t h e  g e n o m e ;  a n d  

( i i i )  r e g i o n s  o f  t h e  genom e ( a n d  g e n e s  c o n t a i n e d  t h e r e i n )  

t h a t  a r e  n o n - e s s e n t i a l  f o r  g r o w t h  i n  t i s s u e  c u l t u r e .

To d e t e c t  v i r u s e s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  DNA a n a l y s i s  o f  

o v e r  5 , 0 0 0  p l a q u e s  d e r i v e d  f r o m  t r a n s f e c t i o n  e x p e r i m e n t s  w a s  

c a r r i e d  o u t .  From s u c h  s c r e e n i n g ,  o n e  v a r i a n t  ( 1 7 0 3 )  w h i c h  

h a d  a  d e l e t i o n  o f  a b o u t  5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  i n  t h e  l o n g  i n t e r n a l  

r e p e a t  ( I R l ) a n d  a d j a c e n t  u n i q u e  s e q u e n c e s  w a s  i s o l a t e d .  The 

d e l e t i o n  s t a r t s  j u s t  d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  s e c o n d  i n t r o n  o f  

I E 1 , e x t e n d s  a c r o s s  t h e  I R l / U l  j u n c t i o n  a n d  t e r m i n a t e s  

a p p r o x i m a t e l y  5 00 b p  d o w n s t r e a m  o f  I E 2 .  T h u s ,  t h e  d e l e t i o n  

r e m o v e s  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  I R ^  c o p y  o f  I  El  a n d  tw o  u n i q u e  

o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  (UL5 5 a n d  UL5 6 )  p r e d i c t e d  t o  e n c o d e  

p o l y p e p t i d e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  20K a n d  22K ( P e r r y ,  1 9 8 6 ) .  The 

p r e d i c t e d  2 OK p o l y p e p t i d e  i s  c o n s e r v e d  i n  VZV ( D a v i s o n  a n d  

S c o t t ,  1 9 8 6 ;  D r .  A. J .  D a v i s o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

The  o r i g i n  o f  1 7 0 3  i s  o p e n  t o  s p e c u l a t i o n .  I t  a r o s e  

f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  o f  BHK21 C13 c e l l s  w i t h  Xba I  

d i g e s t e d  HSV DNA. I n t e r e s t i n g l y ,  t h i s  w a s  t h e  same 

t r a n s f e c t i o n  t h a t  g a v e  r i s e  t o  1 7 0 1 ,  w h i c h  l a c k s  t h e  0 . 4  5 

m . u .  Xba I  s i t e .  B o t h  1 7 0 1  a n d  1 7 0 3  w e r e  t k ~ ,  p r e s u m a b l y  a s  

a  r e s u l t  o f  a  s e c o n d a r y  m u t a t i o n  u n r e l a t e d  t o  t h e  s i t e  l o s s  

o r  d e l e t i o n .  The t k "  m u t a t i o n  i n  1 7 0 3  w a s  r e s c u e d  w i t h o u t  

a f f e c t i n g  t h e  s i z e  o f  i t s  d e l e t i o n  o r  i t s  a p p a r e n t  l a c k  o f  

s y n t h e s i s  o f  VmwIE63 ( s e e  I I . 3 ) ;  t h i s  i s  a l s o  t h e  c a s e  f o r  

1701  a n d  i t s  d e r i v a t i v e  1 7 0 2  ( s e e  I V . 1 )  ( D r .  F.  J .  R i x o n ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) . I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  some e v e n t  

o c c u r r e d  t o  c a u s e  m u t a g e n e s i s  d u r i n g  t h i s  t r a n s f e c t i o n .  I t
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h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t r a n s f e c t i o n  i n d u c e s  

m u t a t i o n s  ( C a l o s  e t  a l . , 19 8 3 ) ,  a l t h o u g h  t h e  f i n d i n g s  

p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  a n d  s i m i l a r  f i n d i n g s  w i t h  

w i l d - t y p e  HSV-2 s t r a i n  HG52 ( H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 5 ;  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) , w o u l d  t e n d  t o  d i s a g r e e  w i t h  t h i s  

s u g g e s t i o n .

D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e x a c t  e n d p o i n t s  o f  t h e  d e l e t i o n  i n  

1 7 0 3  r e q u i r e s  DNA s e q u e n c e  a n a l y s i s .  H o w e v e r ,  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e  a n a l y s i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  d e l e t i o n  e n d p o i n t s  a r e  

n o t  l o c a t e d  a t  a n y  o f  t h e  s h o r t  t a n d e m  r e i t e r a t i o n s  p r e s e n t  

i n  R l , a l t h o u g h  t h e  d e l e t i o n  i t s e l f  r e m o v e s  t h e  3 s e t s  o f  

r e i t e r a t i o n s  s i t u a t e d  d o w n s t r e a m  o f  I  El  ( 1 . 6 ) .  I t  w o u l d  be 

i n t e r e s t i n g  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e r e  i s  a n y  s e q u e n c e  h o m o l o g y  

a t  t h e  e n d p o i n t s  o f  t h e  d e l e t i o n ,  a s  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  

f o u n d  w i t h  a  HSV-1 v i r u s  d e l e t e d  i n  Ug ( t t n e n e ,  1 9 8 6 ) .  S m a l l  

r e g i o n s  o f  s e q u e n c e  h o m o l o g y  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  s u g g e s t e d  

t o  p l a y  a  r o l e  i n  i l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n  ( s e c t i o n

I . 1 4 . b ) .  No o t h e r  v a r i a n t s  w i t h  d e t e c t a b l e  genom e  

r e a r r a n g e m e n t s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  p a r t i c u l a r  

t r a n s f e c t i o n s ,  a l t h o u g h  s m a l l  d e l e t i o n s  ( < 1 5 0  b p )  w o u l d  n o t  

be d e t e c t e d  w i t h i n  t h e  l i m i t s  o f  t h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  

a n a l y s i s  c a r r i e d  o u t .

The DNA o f  s i n g l e  p l a q u e  p r o g e n y  o f  r e c o m b i n a t i o n  

e x p e r i m e n t s  w a s  a l s o  s u b j e c t e d  t o  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  

a n a l y s i s .  From o n e  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t ,  t h e  g e n o m e s  o f  

11 o u t  o f  8 0 p l a q u e s  a n a l y z e d  s h o w e d  e x t e n s i v e  s i z e  

v a r i a t i o n  ( u p  t o  s e v e r a l  h u n d r e d  b a s e  p a i r s )  i n  t h e  l o n g  

r e p e a t s  o f  t h e  genom e  ( e x c l u d i n g  t h e  ' a '  s e q u e n c e ) .  The 

v a r i a t i o n  d i s p l a y e d  i s  much m o re  e x t e n s i v e  t h a n  t h a t  

p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  i n  t h e  l o n g  r e p e a t  ( L o n s d a l e  e t  a l . ,



* H o w e v e r ,  i n  1 7 0 4  t h e  l a t e n c y  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t s  
(LATs)  s i t u a t e d  d o w n s t r e a m  o f  a n d  o v e r l a p p i n g  t h e  3 ' e n d  o f  
IE1  a r e  a b s e n t  f r o m  b o t h  l o n g  r e p e a t s  a s  t h e r e  i s  no 
e v i d e n c e  o f  t h e i r  t r a n s c r i p t i o n  d u r i n g  l a t e n c y .  H owever  t h i s  
v i r u s  b e c o m e s  l a t e n t ,  i s  m a i n t a i n e d  i n  a  l a t e n t  s t a t e  a n d  
r e a c t i v a t e s  ( p o s s i b l y  s o m e w h a t  s l o w e r )  i n  a n  a p p a r e n t l y  
n o r m a l  m a n n e r  ( D r .  N.  F r a s e r ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) . ____
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V m w IEl lO  ( S t o w  a n d  S t o w ,  1 986?  S a c k s  a n d  S c h a f f e r ,  1 9 8 7 ) ,  

h a v e  b e e n  t o t a l l y  l o s t .  B a r l a n d  a n d  Brow n (1 9  85)  h a v e  

p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  a  v a r i a n t  o f  HSV-2 s t r a i n  HG52 w h i c h  

h a s  s h o r t  o v e r l a p p i n g  d e l e t i o n s  i n  b o t h  l o n g  r e p e a t s .

V a r i a n t  1 7 0 5  h a s  a  d e l e t i o n  o f  3 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  i n  

I R L/ U L . The d e l e t i o n  a g a i n  s t a r t s  d o w n s t r e a m  f r o m  I  EL, 

r e m o v e s  t h e  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  f o r  t h e  p u t a t i v e  2 OK a n d  2 2K 

p o l y p e p t i d e s  (Ol 55 a n d  Ul 5 6 ) ,  a n d  t e r m i n a t e s  j u s t  d o w n s t r e a m  

f r o m  t h e  3 ' , e n d  o f  I E 2 .  T h u s ,  a g a i n  IE2  s h o u l d  be i n t a c t .

V a r i a n t  1 7 0 6  i s  c o n s i d e r a b l y  m o r e  c o m p l e x .  I t  h a s  a  

s i m i l a r  d e l e t i o n  i n  Ul  t o  t h a t  o f  1 7 0 5 ,  b u t  t h e  d e l e t e d  

s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  r e p l a c e d  by s e q u e n c e s  f r o m  t h e  l e f t  e n d  

o f  Ul  i n  t h e  o p p o s i t e  o r i e n t a t i o n ,  t h u s  g e n e r a t i n g  a n  

e x t e n d e d  l o n g  r e p e a t .  A p p r o x i m a t e l y  1 . 0 x 1 0 ^  m o l .  w t .  h a s  

b e e n  d e l e t e d  f r o m  t h e  r i g h t  e n d  o f  Ul  a n d  t h i s  h a s  b e e n  

r e p l a c e d  by 3 . 0 x 1 0 ^  m o l .  w t .  f r o m  t h e  l e f t  e n d  o f  Ul * T h u s ,  

t h e  l o n g  r e p e a t  h a s  b e e n  e x t e n d e d  by 3 . 0 x 1 0 ^  m o l .  w t .  a n d  

t h e  o v e r a l l  g en o m e  l e n g t h  by 2 . 0 x 1 0 ^  m o l .  w t .  A g a i n ,  I  EL i s  

u n a f f e c t e d ,  Ul 5 5 a n d  Ul 56 h a v e  b e e n  d e l e t e d ,  a n d  t h e  

d e l e t i o n  t e r m i n a t e s  j u s t  d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  3* e n d  o f  I E 2 .  

G e n e s  i n  t h e  l e f t  t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  Ul  a r © t h e r e f o r e  i n  

d i p l o i d  a m o u n t s .  No known p o l y p e p t i d e s  a r e  c o d e d  f o r  i n  t h e  

l e f t  t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  Ul , b u t  tw o  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  

(UL1 a n d  Ul 2 )  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  ( P e r r y ,  1 9 8 6 ) .

The  r e l a t i o n s h i p ,  i f  a n y ,  b e t w e e n  t h e s e  3 v a r i a n t s ,  a n d  

t h e  m e c h a n i s m  by  w h i c h  t h e y  a r o s e ,  a r e  u n c l e a r .  V a r i a n t s  

1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  a r o s e  i n  t h e  sam e  r e c o m b i n a t i o n  

e x p e r i m e n t , a l o n g  w i t h  t h e  11  v a r i a n t s  w i t h  m i n o r  

a l t e r a t i o n s  d e s c r i b e d  a b o v e .  C o n s i d e r i n g  t h a t  p r e v i o u s l y  

o n l y  o n e  o t h e r  HSV-1 s t r a i n  17  v a r i a n t  h a d  b e e n  i s o l a t e d
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1 9 8 0 ;  a n d  p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n s ) ;  i t  c o u l d  be due t o  

v a r i a t i o n  i n  t h e  c o p y  n u m b e r  o f  t h e  b l o c k s  o f  t a n d e m l y  

r e i t e r a t e d  s h o r t  s e q u e n c e s  f o u n d  i n  RL ( R i x o n  e t  a l . , 19 8 4 ;  

P e r r y ,  1 9 8 6 ) ;  much s m a l l e r  v a r i a t i o n  i n  t h e i r  c o p y  n u n b e r  i s  

f o u n d  b e t w e e n  d i f f e r e n t  p l a s m i d  c l o n e s  ( D a v i s o n  a n d  W i l k i e ,  

1 9 8 1 ;  R i x o n  a n d  M cG eoch ,  1 9 8 4 ;  D r .  F .  J .  R i x o n ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .

T he  s i z e  v a r i a t i o n  i n  TRl  a n d  I R L o c c u r r e d  

i n d e p e n d e n t l y ,  a n d  t h u s  i n  some o f  t h e  v a r i a n t s  t h e  l o n g  

t e r m i n a l  r e p e a t  d i f f e r s  i n  s i z e  f r o m  t h e  l o n g  i n t e r n a l  

r e p e a t ,  a  f i n d i n g  s u p p o r t i n g  t h a t  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  by 

L o n s d a l e  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .  The v a r i a t i o n  r e m a i n e d  s t a b l e  o v e r  

t h r e e  r o u n d s  o f  p l a q u e  p u r i f i c a t i o n ;  t h u s ,  HSV-1 i s o l a t e s  

w i t h  d i f f e r e n t  s i z e s  o f  R^  a p p e a r  t o  be s t a b l e .

A f u r t h e r  t h r e e  p la q u e s  e x h i b i t e d  e x t e n s i v e  

rea rra n g em en ts  in  IRl/TRl . These t h r e e  d e l e t i o n  v a r i a n t s  

were d e s i g n a t e d  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  and 1 7 0 6 ,  r e s p e c t i v e l y .

V a r i a n t  1 7 0 4  h a s  a  0 . 8 x 1 0 ^  m o l .  w t .  d e l e t i o n  i n  TRl  a n d  

a  2 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  d e l e t i o n  i n  I R l / U l , e x t e n d i n g  up  t o  

0 . 6 x 1 0 ^  m o l .  w t .  i n t o  Ul » No c o d i n g  s e q u e n c e s  a r e  known t o  

be  r e m o v e d  f r o m  t h e  l o n g  r e p e a t ,  a s  t h e  d e l e t i o n s  s t a r t  

d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  3 '  e n d  o f  I E 1 . *  The I R l / U l  d e l e t i o n  

r e m o v e s  t h e  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  f o r  t h e  p u t a t i v e  2 OK a n d  2 2K 

p o l y p e p t i d e s  (U l 55 a n d  UL5 6 ) ,  a n d  t e r m i n a t e s  a b o u t  5 0 0 - 1 2 0 0  

bp  d o w n s t r e a m  f r o m  I E 2 .  T h u s ,  IE2 a p p e a r s  t o  be i n t a c t .  The 

s i z e  o f  t h e  d e l e t e d  f r a g m e n t s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  m u s t  be a n  

o v e r l a p  b e t w e e n  t h e  TRL a n d  I R L d e l e t i o n s ,  w i t h  0 . 2 - 0 . 8 x 1 06 

m o l .  w t .  o f  DNA m i s s i n g  f r o m  b o t h  l o n g  r e p e a t s .  Tfo o u r  

k n o w l e d g e ,  t h i s  i s  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  s e q u e n c e s  f r o m  p a r t  

o f  t h e  l o n g  r e p e a t  o f  H S V -1 ,  o u t w i t h  t h a t  c o d i n g  f o r
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f r o m  a  t o t a l  o f  o v e r  5 , 0 0 0  p l a q u e  i s o l a t e s  a n a l y z e d ,  i t  

s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e s e  v a r i a n t s  h a v e  a  common o r i g i n .  As 

p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  v a r i a t i o n  i n  R L 

i s  due  t o  v a r i a t i o n  i n  t h e  c o p y  n u m b e r  o f  t h e  t a n d e m l y  

r e p e a t e d  s e q u e n c e s .  T h r e e  s e t s  o f  r e p e a t  s e q u e n c e s  a r e  

l o c a t e d  d o w n s t r e a m  f r o m  IE 1  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o n e  o f  

t h e s e  r e p e a t  s e q u e n c e s  f o r m s  t h e  r i g h t  e n d  o f  t h e  d e l e t i o n s  

i n  1 7 0 4  a n d  1 7 0 5 ,  a n d  t h a t  r e c o m b i n a t i o n  w i t h  s h o r t  

h o m o l o g o u s  s e q u e n c e s  i n  Ul  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

g e n e r a t i o n  o f  t h e  d e l e t i o n s .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r i g h t  

e n d  o f  t h e  I R L d e l e t i o n s  i n  1 7 0 4  a n d  1 7 0 5  i s  i d e n t i c a l  a n d  

t h a t  t h e  v a r i a n t s  a r o s e  f r o m  t h e  same p r o g e n i t o r  m o l e c u l e ,  

w i t h  t h e  d e l e t i o n  e x t e n d i n g  f u r t h e r  t o  t h e  l e f t  i n  1 7 0 5 .  The 

TRl  d e l e t i o n  i n  1 7 0 4  c o u l d  h a v e  a r i s e n  i n  t h e  p r o c e s s  o f  

r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  a  w i l d - t y p e  a n d  a  d e l e t e d  r e p e a t .

How d i d  t h e  e x t e n d e d  r e p e a t  i n  1 7 0 6  a r i s e ?  T h e  m o d e l  

p r e v i o u s l y  p r o p o s e d  f o r  t h e  e x p a n s i o n  o r  c o n t r a c t i o n  o f  t h e  

r e p e a t s  (M cG eo ch ,  19 8 4 ;  W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ;  D a v i s o n  

a n d  M c G e o c h ,  1 9 8 6 )  c o u l d  e x p l a i n  t h e  o r i g i n  o f  1 7 0 6 .  

R e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  tw o  w i l d - t y p e  v i r u s e s  w i t h  Ul  i n  

o p p o s i t e  o r i e n t a t i o n s  w o u l d  o c c u r  h o m o l o g o u s l y  i n  t h e  r e p e a t  

r e g i o n s  a n d  i l l e g i t i m a t e l y ,  p o s s i b l y  t h r o u g h  s h o r t  

p a r t i a l l y - h o m o l o g o u s  s e q u e n c e s ,  i n  t h e  u n i q u e  p o r t i o n  o f  t h e  

t w o  g e n o m e s ,  t o  g i v e  a n  e x t e n d e d  r e p e a t  a r i s i n g  f r o m  o n e  e n d  

o f  UL w i t h  t h e  o t h e r  e n d  o f  UL b e c o m i n g  d e l e t e d  ( F i g u r e  7 4 ) .  

I f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  e n d p o i n t  o f  t h e  d e l e t i o n  i n  1 7 0 5  

a n d  1 7 0 6  i s  t h e  s a m e ,  t h e n  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  I R L o f  1 7 0 5  

a n d  TRl  o f  w i l d - t y p e  v i r u s  i n  t h e  o p p o s i t e  o r i e n t a t i o n  c o u l d  

h a v e  r e s u l t e d  i n  1 7 0 6 .  The n o v e l  u n i q u e / r e p e a t  j u n c t i o n  i n  

1 7 0 5  m a y  b e  l e s s  s t a b l e  t h a n  t h e  w i l d - t y p e  j u n c t i o n ,
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f a c i l i t a t i n g  s u c h  a n  e v e n t .  The o t h e r  p o t e n t i a l  p r o d u c t  o f  

t h i s  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t ,  i n  w h i c h  t h e  l e f t  e n d  o f  Ul  i s  

d e l e t e d  a n d  t h e  r i g h t  e n d  d u p l i c a t e d ,  h a s  n o t  b e e n  i s o l a t e d ,  

e i t h e r  b e c a u s e  s u c h  a  genom e i s  i n v i a b l e  o r  b e c a u s e  o f  t h e  

l o w  n u m b e r  o f  p l a q u e  i s o l a t e s  a n a l y z e d .

T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e p o r t e d  o c c u r r e n c e  o f  a n  e x t e n d e d  

l o n g  r e p e a t  i n  HSV, a l t h o u g h  u m e n e  ( 1 9  8 6 )  a n d  Brow n a n d  

H a r l a n d  ( 1 9  87)  h a v e  p o s t u l a t e d  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m  i n  t h e  

d e r i v a t i o n  o f  g e n o m e s  w i t h  a n  e x t e n d e d  s h o r t  r e p e a t .  From 

t h e  sam e  t r a n s f e c t i o n ,  Brown a n d  H a r l a n d  ( 1 9  87 )  a l s o  

i s o l a t e d  a  v a r i a n t  genom e w i t h  a  d e l e t i o n  a t  o n e  e n d  o f  Ug 

( s i m i l a r  t o  t h a t  i n  t h e  v i r u s e s  w i t h  a n  e x t e n d e d  r e p e a t )  b u t  

w i t h  no d u p l i c a t i o n  o f  s e q u e n c e s  f r o m  t h e  l e f t  o f  Ug .  A 

s i t u a t i o n  a n a l o g o u s  t o  t h a t  w i t h  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6 .  Brow n a n d  

H a r l a n d  ( 1 9 8 7 )  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  v a r i a n t  w i t h  a  d e l e t i o n  

i n  Ug m i g h t  h a v e  b e e n  i n v o l v e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  tw o  

v a r i a n t s  w i t h  e x t e n d e d  s h o r t  r e p e a t s .

The  o c c u r r e n c e  o f  t h r e e  d e l e t i o n  v a r i a n t s ,  a s  w e l l  a s  

g e n o m e s  w i t h  e x t r e m e l y  v a r i a b l e  r e p e a t  l e n g t h s ,  i n  a  HSV-1 

s t r a i n  n o t  p r e v i o u s l y  known t o  be p r o n e  t o  r e a r r a n g e m e n t s ,  

r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  why t h e s e  o c c u r r e d .  P o s s i b l y  t h e y  

w e r e  m e d i a t e d  by h i g h  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  i n  a  

r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t .  H o w e v e r ,  p r e v i o u s  a n d  s u b s e q u e n t  

r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  h a v e  n o t  y i e l d e d  a n y  v a r i a n t s .  I t  

i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p a r t i c u l a r  c e l l s  u s e d  a f f e c t e d  t h e  

o u t c o m e .  I t  i s  known t h a t  HSV r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c i e s  v a r y  

w i t h  d i f f e r e n t  b a t c h e s  o f  BHK21 C13 c e l l s  ( T a y l o r ,  1 9 7 8 ) .  I f  

t h e  p a r t i c u l a r  c e l l  b a t c h  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  w a s  h i g h l y  

r e c o m b i n o g e n i c ,  t h i s  m i g h t  h a v e  l e d  t o  a  h i g h  f r e q u e n c y  o f  

HSV r e c o m b i n a t i o n ,  b o t h  h o m o l o g o u s  a n d  i l l e g i t i m a t e .  The
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d e l e t i o n  v a r i a n t s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  a  c r o s s  t o  g e n e r a t e  a  

r e c o m b i n a n t  w i t h  f i v e  Xba  I  s i t e s ;  f r o m  t h e  8 0 p l a q u e s  

a n a l y z e d  t h e  d e s i r e d  r e c o m b i n a n t  w a s  n o t  i s o l a t e d ,  w h i c h  

w o u l d  a p p e a r  t o  r u n  c o u n t e r  t o  t h e  p o s t u l a t e  t h a t  t h e  c e l l s  

w e r e  h i g h l y  r e c o m b i n o g e n i c .

A m o r e  f a v o u r e d  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  o n e  v a r i a n t  genom e 

a r o s e  w h i c h ,  b e c a u s e  o f  i n s t a b i l i t y ,  w e n t  t h r o u g h  s e v e r a l  

r o u n d s  o f  r e a r r a n g e m e n t  a n d  r e c o m b i n a t i o n  p r i o r  t o  t h e  

g e n e r a t i o n  o f  s t a b l e  g e n o m e s ;  t h u s ,  o n e  i n i t i a l  e v e n t  c o u l d  

p o t e n t i a l l y  l e a d  t o  t h e  i s o l a t i o n  o f  s e v e r a l  v a r i a n t s  i n  a  

p o p u l a t i o n .

The  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e s e  v a r i a n t s  a n d  t h e  

s e q u e n c e s  i n v o l v e d  i n  s u c h  r e a r r a n g e m e n t s  c o u l d  be 

d e t e r m i n e d  by DNA s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  m u t a n t s  a n d  

c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  w i l d - t y p e  s e q u e n c e .

A v a r i a n t  ( 1 7 0 9 )  w i t h  a n  a p p r o x i m a t e  0 . 5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  

d e l e t i o n  i n  b o t h  TRg a n d  I R S h a s  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d  f r o m  a  

l a t e r  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t .  T h i s  w a s  i s o l a t e d  t o w a r d s  

t h e  e n d  o f  t h i s  p r o j e c t  a n d  t h e r e f o r e  n e i t h e r  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  v a r i a n t  n o r  t h e  e x a c t  b o u n d a r i e s  o f

t h e  d e l e t i o n  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d .  I t  i s  n o t  known i f  t h e

s am e  s e q u e n c e s  a r e  d e l e t e d  f r o m  b o t h  r e p e a t s .  The s h o r t  

r e i t e r a t e d  s e q u e n c e s  i n  Rg m i g h t  h a v e  h a d  a  r o l e  t o  p l a y  i n  

t h e  g e n e r a t i o n  o f  t h e  d e l e t i o n s  i n  1 7 0 9 .

A l l  t h e  d e l e t i o n s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s  i n v o l v e  o n e

o f  t h e  r e p e a t  r e g i o n s  ( m a i n l y  RL ) a n d  a d j a c e n t  u n i q u e  

s e q u e n c e s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  r e p e a t  e l e m e n t s  may a c t  a s  

h o t s p o t s  f o r  i l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n .  T h i s  i s  s i m i l a r  t o  

t h e  f i n d i n g s  o f  o t h e r  w o r k e r s ,  w ho  h a v e  i s o l a t e d  v i r u s
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g e n o m e s  w i t h  r e a r r a n g e m e n t s  a r o u n d  t h e  r e p e a t s  ( Brown e t  

a l . , 1 9 8 4 ;  H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 5 ;  L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  

1 9 8 6 ;  U mene,  1 9 8 6 ;  Brow n a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ) .  W h i l e  some o f  

t h e  l a t t e r  d e l e t i o n  v a r i a n t s  h a v e  p r e - e x i s t e d  i n  w i l d - t y p e  

v i r u s  s t o c k s ,  m o s t  n o t i c e a b l y  i n  t h e  c a s e  o f  H a r l a n d  a n d  

Brown ( 1 9 8 5 ) ,  w h e r e  24% o f  s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s  f r o m  o n e  

HSV-2 s t r a i n  HG52 w i l d - t y p e  s t o c k  c o n t a i n e d  a  d e l e t i o n  i n  

Rjjf m o s t  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  " m a n i p u l a t e d "  v i r u s  p o p u l a t i o n s .  

" M a n i p u l a t i o n s " ,  s u c h  a s  t r a n s f e c t i o n  a n d  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  

t r e a t m e n t  (B ro w n  e t  a l . , 19 84 ;  H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 7 ) ,  

g e n o m e  d i s r u p t i o n  ( L o n g n e c k e r  a n d  R o i z m a n ,  19  86 )  o r  h i g h  

m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  u s e d  i n  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  

(U m ene ,  1 9 8 6 ) ,  m ay  s e r v e  t o  i n c r e a s e  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  

v i r u s  g e n o m e s ,  l e a d i n g  t o  a n  i n c r e a s e d  r a t e  o f  g e n e r a t i o n  o f  

r e a r r a n g e m e n t s  i n  n a t u r a l l y  u n s t a b l e  r e g i o n s  o f  t h e  g e n o m e .

A l t h o u g h  t h e  d e s c r i b e d  r e a r r a n g e m e n t s  a r e  p r e s e n t  i n  

s i m i l a r  r e g i o n s  o f  t h e  genom e i n  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  HSV, 

t h e  f r e q u e n c y  o f  d e l e t i o n s  v a r i e s  c o n s i d e r a b l y .  T h u s ,  HSV-2 

s t r a i n  HG52 i s  h i g h l y  u n s t a b l e  ( H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 5 ;  

Brown a n d  H a r l a n d ,  1 9 8 7 ;  M i s s  J .  H a r l a n d ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) ,  w h i l e  HSV-1 s t r a i n  1 7  i s  h i g h l y  s t a b l e  

(B row n  e t  a l . , 1 9 8 4 ;  t h i s  t h e s i s ) .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  n o t  a  

g e n e r a l  p r o p e r t y  o f  HSV-1 c o m p a r e d  t o  H SV -2 ,  b u t  a p p e a r s  t o  

be  due  t o  p a r t i c u l a r  s t r a i n  d i f f e r e n c e s  ( H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  

1 9 8 5 ) .  The r e a s o n  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  genom e s t a b i l i t y  i s  

u n k n o w n ,  b u t  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  i n  t h e  HSV-1 

s t r a i n  1 7 /H S V - 2  s t r a i n  HG52 i n t e r t y p i c  r e c o m b i n a n t  R 1 2 - 5 ,  

w h i c h  h a s  o n e  l o n g  r e p e a t  r e g i o n  f r o m  HSV-1 a n d  t h e  o t h e r  

f r o m  H S V -2 ,  d e l e t i o n s  w e r e  f o u n d  i n  b o t h  t h e  HSV-1 a n d  HSV-2 

s e q u e n c e s  a t  r o u g h l y  s i m i l a r  f r e q u e n c i e s  (B r o w n  e t  a l . ,



202

1 9 8 4 ) ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  s i t u a t i o n  f o u n d  i n  i n t a c t  s t r a i n  

17 o r  HG52. One p o s s i b l e  r e a s o n  m i g h t  be t h e  p r e s e n c e  o f  

m o r e  f r e q u e n t  a n d  l a r g e r  b a n k s  o f  t a n d e m  r e p e a t s  i n  some 

s t r a i n s .  A l t e r n a t i v e l y ,  s o m e  v i r u s  s t r a i n s  m ay  e n c o d e  m o r e  

m u t a g e n i c  r e p l i c a t i o n / r e c o m b i n a t i o n  e n z y m e s .  The f i n d i n g s  

w i t h  R 1 2 - 5  t e n d  t o  s u p p o r t  t h e  l a t t e r  s u g g e s t i o n .

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  a s  w e l l  a s  e x h i b i t i n g  

l a r g e  s c a l e  g e n o m i c  r e a r r a n g e m e n t s ,  t h e  v i r u l e n c e  i n  m i c e  o f  

s i n g l e  p l a q u e  i s o l a t e s  o f  HSV-2 s t r a i n  HG5 2 i s  e x t r e m e l y  

v a r i a b l e ;  i n  c o n t r a s t ,  HSV-1 s t r a i n  1 7  s i n g l e  p l a q u e  

i s o l a t e s  do n o t  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  i n  v i r u l e n c e  ( M r .  M. 

T a h a ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ;  D r .  G. B. C l e m e n t s ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .  T h i s  i s  p e r h a p s  due  t o  m i n o r ,  u n d e t e c t a b l e  

s e q u e n c e  a l t e r a t i o n s  a f f e c t i n g  v i r u s  p h e n o t y p e .

The  i s o l a t i o n  o f  HSV v a r i a n t s  w i t h  e x t e n d e d  a n d  d e l e t e d  

l o n g  r e p e a t s  p r o v i d e s  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  

p r e v i o u s l y  p r o p o s e d  m o d e l s  f o r  e x t e n s i o n  a n d  c o n t r a c t i o n  o f  

t h e  r e p e a t s  (M cG eo ch ,  19 8 4 ;  W h i t t o n  a n d  C l e m e n t s ,  1 9 8 4 b ;  

D a v i s o n  a n d  M cG eoch ,  1 9 8 6 ;  I . 1 2 . d ) .

I V . 2 .  b  I m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  o f  r e a r r a n g e d  

HSV-1 g e n o m e s

V a r i a n t  1 7 0 3  i s  d e l e t e d  i n  o n e  c o p y  o f  I  El a n d  h e n c e  

u n d e r p r o d u c e s  V m w IEl lO .  T h i s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  f i n d i n g s  o f  

H a r l a n d  a n d  Brown (1 9  85)  f o r  HSV-2 g e n o m e s  d e l e t e d  i n  o n e  

c o p y  o f  I  E l . S i n c e  t h e  d e l e t i o n s  i n  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  d o  

n o t  e x t e n d  i n t o  I E 1 ,  t h e y  s y n t h e s i z e  V m w IE l lO  a p p a r e n t l y  

n o r m a l l y .

S u r p r i s i n g l y ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e  d e l e t i o n  i n  

1 7 0 3  t e r m i n a t e s  a t  l e a s t  5 0 0  b p  d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  3*
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t e r m i n u s  o f  I E 2 ,  VmwIE6 3 c o u l d  n o t  be d e t e c t e d  a t  e i t h e r  t h e  

p o l y p e p t i d e  o r  RNA l e v e l  u n d e r  i m m e d i a t e - e a r l y  c o n d i t i o n s .  

The s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y s  u s e d  w a s  a t  l e a s t  6 . 7 % .

I t  s e e m s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  d e t e c t e d  d e l e t i o n  i n  1 7 0 3  i s  

a f f e c t i n g  IE 2  s y n t h e s i s ,  a s  1 7 0 4 ,  w h o s e  d e l e t i o n  t e r m i n a t e s  

a t  a  s i m i l a r  p o s i t i o n ,  s y n t h e s i z e s  VmwIE63 n o r m a l l y .  In 1 7 0 5  

a n d  1 7 0 6 ,  w h e r e  t h e  d e l e t i o n  e x t e n d s  t o  a r o u n d  t h e  3* 

t e r m i n u s  o f  I E 2 ,  t h e  s y n t h e s i s  o f  VmwIE6 3 i s  r e d u c e d  t o  

a p p r o x i m a t e l y  h a l f  t h e  w i l d - t y p e  l e v e l ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  o f  

a n  e f f e c t  on  t h e  t e r m i n a t i o n  s i g n a l s ,  s u c h  a s  t h e  1TGTGTTYY1 

b o x  ( M c L a u c h l a n  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  A l l  r e c o g n i z e d  s e q u e n c e s  

a f f e c t i n g  t e r m i n a t i o n  a r e  s i t u a t e d  w i t h i n  5 0 - 1 5 0  b p  o f  t h e  

p o l y a d e n y l a t i o n  s i g n a l s  ( M c L a u c h l a n ,  1 9 8 6 ) .  DNA s e q u e n c e  

a n a l y s i s  o f  t h e  e n d p o i n t s  o f  t h e  d e l e t i o n s  i n  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  

w i l l  b e  r e q u i r e d  t o  c o n f i r m  t h i s  h y p o t h e s i s .

The  l a c k  o f  s y n t h e s i s  o f  VmwIE6 3 by  1 7 0 3  i s  e x t r e m e l y  

p u z z l i n g .  T h e r e  i s  no a p p a r e n t  d e l e t i o n  w i t h i n  e i t h e r  t h e  

c o d i n g ,  o r  t h e  5 ' o r  3 ' r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s .  F u r t h e r m o r e ,  

S a c k s  e t  a l . ( 1 9  85 )  h a v e  i d e n t i f i e d  4 t e  m u t a n t s  o f  HSV-1 

s t r a i n  KOS w h i c h  map  i n  I E 2 ,  s u g g e s t i n g  t h a t  VmwIE6 3 i s  

e s s e n t i a l  f o r  v i r u s  g r o w t h  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  A l t h o u g h  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  4 ts_  m u t a n t s  o f  S a c k s  e t  a l .  a r e  i n  f a c t  

h o s t  r a n g e  ts_ m u t a n t s ,  l i k e  t h e  IE4  m u t a n t s  ( A c k e r m a n  e t  

a l . , 1 9 8 5 ;  S e a r s  e t  a l .  , 1 9 8 5 ) ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  1 7 0 3  g r e w  

e q u a l l y  w e l l  o n  BHK21 C13 c e l l s  a n d  V e r o  c e l l s ,  t h e  c e l l s  

u s e d  by S a c k s  e t  a l . ( 1 9 8 5 ) .  A n u m b e r  o f  p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n s  e x i s t  f o r  t h e  a p p a r e n t  d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e  

t w o  s e t s  o f  r e s u l t s ,  ( i  ) T h e r e  i s  a  s t r a i n  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  s t r a i n  1 7  a n d  KOS r e g a r d i n g  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  

VtawlE63 .  ( i i )  A n o n - f u n c t i o n a l  t s  VmwIE6 3 m ay  h i n d e r
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p r o t e i n - p r o t e i n  o r  p r o t e i n - D N A  i n t e r a c t i o n s ,  r e n d e r i n g  t h e  

v i r u s  i n v i a b l e ,  w h e r e a s  t h e  c o m p l e t e  l a c k  o f  p r o d u c t i o n  o f  

VtawIE63 m a y  be  t o l e r a t e d .  A s i m i l a r  s u g g e s t i o n  h a s  b e e n  made 

t o  e x p l a i n  t s  I E 1 7 5  t r a n s - d o m i n a n c e  ( D eL u ca  e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  

( i i i )  1 7 0 3  p r o d u c e s  a  v e r y  lo w ,  b u t  u n d e t e c t a b l e ,  l e v e l  o f  

VhtwIE63 u n d e r  i m m e d i a t e - e a r l y  c o n d i t i o n s  w h i c h  i s  a d e q u a t e  

f o r  n o r m a l  l y t i c  g r o w t h ,  ( i v )  I n  1 7 0 3 ,  VmwIE6 3 i s  n o t  

s y n t h e s i z e d  a s  a n  i m m e d i a t e - e a r l y  p o l y p e p t i d e ,  b u t  i s  

s y n t h e s i z e d  u n d e r  n o n - i m m e d i a t e - e a r l y ,  p r o b a b l y  e a r l y ,  

c o n d i t i o n s .  In t h i s  r e s p e c t  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  t s  

m u t a n t s  o f  S a c k s  e t  a l . (19  85)  p r o d u c e  n o r m a l  e a r l y  

p o l y p e p t i d e s  a n d  DNA s y n t h e s i s ,  b u t  do n o t  s y n t h e s i z e  l a t e  

p o l y p e p t i d e s .  E v e r e t t  ( 1 9  86)  h a s  show n t h a t  VmwIE6 3 ,  i n  

c o n j u n c t i o n  w i t h  Vmw IEl lO  a n d  V m w IE l7 5 ,  s e r v e s  t o  

t r a n s a c t i v a t e  l a t e ,  b u t  n o t  e a r l y ,  g e n e  t r a n s c r i p t i o n .  T h u s ,  

VtawIE63 m a y  be  r e q u i r e d  a t  l a t e r  t i m e s  i n  i n f e c t i o n .

U n f o r t u n a t e l y ,  d u e  t o  h i g h  b a c k g r o u n d  l e v e l s ,  i t  h a s  

n o t  b e e n  p o s s i b l e  t o  i n v e s t i g a t e  IE 2  e x p r e s s i o n  u n d e r  

n o n - i m m e d i a t e - e a r l y  c o n d i t i o n s .  I m m u n o b l o t t i n g  w i t h  t h e  

a n t i - p e p t i d e  s e r a  f a i l e d  t o  d e t e c t  VmwIE63 i n  w i l d - t y p e  

v i r u s ,  w h i l e  t h e  b a c k g r o u n d  i n  i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  

e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  u n d e r  n o n - i m m e d i a t e - e a r l y  c o n d i t i o n s  

p r e v e n t e d  t h e  s p e c i f i c  i d e n t i f i c a t i o n  o f  VmwIE6 3.  U s e  o f  a  

s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  S I  a s s a y  m i g h t  a l l o w  t h e  d e t e c t i o n  o f  

IE2 RNA e x p r e s s i o n  a t  l a t e r  t i m e s  i n  i n f e c t i o n .  Of t h e  

e x p l a n a t i o n s  g i v e n  a b o v e ,  i t  w o u l d  seem  l i k e l y  t h a t  e i t h e r  

( i i i )  a n d / o r ,  m o r e  p r o b a b l y ,  ( i v )  i s  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  

a p p a r e n t  a n o m a l y  b e t w e e n  o u r  r e s u l t s  a n d  t h o s e  o f  S a c k s  e t  

a l .  ( 1 9 8 5 ) .

The  n a t u r e  o f  t h e  d e f e c t  l e a d i n g  t o  a l t e r e d  IE2
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e x p r e s s i o n  h a s  n o t  b e e n  e l u c i d a t e d .  I t  i s  n o t  l i k e l y  t o  be 

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  5 x 1 0 ^  m o l .  w t .  d e l e t i o n ,  a n d  i s  p r o b a b l y  

d u e  t o  a  s e c o n d a r y ,  u n d e t e c t e d  a l t e r a t i o n .  I t  i s  u n l i k e l y  

t h a t  t h e  d e f e c t  l i e s  o u t w i t h  I E 2 ,  i n  a  g e n e  r e s p o n s i b l e  f o r  

t h e  t r a n s a c t i v a t i o n  o f  t h i s  g e n e ,  a s  t h e r e  i s  a t  p r e s e n t  no  

e v i d e n c e  f o r  a  p o l y p e p t i d e  b e i n g  s p e c i f i c a l l y  r e s p o n s i b l e  

f o r  t r a n s a c t i v a t i o n  o f  I E 2 ,  a n d  t h e r e  a r e  no o t h e r  o b v i o u s  

a l t e r a t i o n s  i n  t h e  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  t h e  v i r u s .  I t  

w o u l d  a l s o  seem  u n l i k e l y  t h a t  t h e  a l t e r a t i o n  l i e s  w i t h i n  t h e  

c o d i n g  s e q u e n c e s  f o r  VmwIE6 3 ,  s i n c e ,  i n  t h a t  c a s e ,  we w o u l d  

e x p e c t  t o  d e t e c t  IE2  RNA. Mare  p r o b a b l y ,  t h e  l e s i o n  l i e s  

w i t h i n  e i t h e r  t h e  3 1 o r  5 '  r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s  o f  t h e  g e n e .  

F o r  e x a m p l e ,  a  m u t a t i o n  w i t h i n  t h e  i m m e d i a t e - e a r l y  

r e g u l a t o r y  s e q u e n c e  ' T AATGAR AT' ( G a f f n e y  e t  a l . , 1 9 8 5 ) ,  

c o u l d  l e a d  t o  IE 2  b e c o m i n g  a n  e a r l y  g e n e .

I V . 2 . c  G r o w t h  p r o p e r t i e s  o f  t h e  d e l e t i o n / r e a r r a n g e m e n t

v a r i a n t s

V a r i a n t  1 7 0 3  g r o w s  n o r m a l l y  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  V a r i a n t s  

1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  s h o w  s i m i l a r  g r o w t h  p r o p e r t i e s  t o  e a c h  

o t h e r ,  b u t  a r e  i m p a i r e d  i n  t h e i r  r a t e  o f  g r o w t h  when 

c o m p a r e d  t o  w i l d - t y p e  v i r u s .  H o w e v e r ,  t h e y  p r o d u c e  a  s i m i l a r  

24  h y i e l d  c o m p a r e d  t o  w i l d - t y p e  v i r u s ,  a n d  h i g h  t i t r e  

s t o c k s  ( > 1 0 ^  p f u / m l )  h a v e  b e e n  o b t a i n e d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  

g r o w t h  i m p a i r m e n t  i s  o v e r c o m e  i n  t i m e .  I t  s e e m s  p o s s i b l e  

t h a t  t h e  g r o w t h  i m p a i r m e n t  i s  n o t  due t o  t h e  o b s e r v e d  

d e l e t i o n  ( a s  t h e  d e l e t i o n s  i n  t h e s e  v i r u s e s  d i f f e r  s l i g h t l y ,  

a n d  a r e  s i m i l a r  t o  1 7 0 3 )  b u t  t o  a  s e c o n d a r y  u n r e l a t e d  d e f e c t  

e l s e w h e r e  i n  t h e  g e n o m e .  An a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  

d i f f e r e n t  p l a q u e  i s o l a t e s  i n  a  s t o c k  e x h i b i t  d i f f e r e n t
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g r o w t h  p r o p e r t i e s .  As 1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6  e x h i b i t  s i m i l a r  

g r o w t h  p r o p e r t i e s  t h i s  w o u l d  f a v o u r  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e y  

a r o s e  f r o m  t h e  o n e  o r i g i n a l  p l a q u e  i s o l a t e .

The v a r i a n t s  h a v e  n o t  b e e n  t e s t e d  i n  v i v o  f o r  e i t h e r  

n e u r o v i r u l e n e e  o r  l a t e n c y .

FUTURE PROSPECTS

As w e l l  a s  t h e i r  u s e  i n  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s ,

HSV-1 g e n o m e s  l a c k i n g  Xba I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s  h a v e  

b e e n  u s e f u l  f o r  i n t r a t y p i c  s u p e r i n f e c t i o n  t o  r e s c u e  v i r a l  

DNA f r o m  l a t e n t  c u l t u r e s  ( C o o k  a n d  B r o w n ,  19  8 7 ) .  A v i r u s  

l a c k i n g  Xba I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s  a l l o w s  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  i n t r o d u c i n g  new Xba I  s i t e s  a t  d e s i r e d  

p o s i t i o n s  f o r  u s e  a s  a  e u k a r y o t i c  v e c t o r ,  o r  a s  a  r e c i p i e n t  

f o r  m u t a g e n i z e d  c l o n e d  v i r a l  f r a g m e n t s  a t  d e s i r e d  p o s i t i o n s  

( D r .  F.  J .  R i x o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  i n  a  m a n n e r  

a n a l o g o u s  t o  t h e  a d e n o v i r u s  m u t a n t  dL3 09 ( J o n e s  a n d  S h e n k ,  

1 9 7 9 ?  S t o w ,  1 9 8 1 ) .

The  v i r u s  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  h a s  b e e n  u s e d  i n  

p r e l i m i n a r y  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s .  S e v e r a l  o t h e r  

e x p e r i m e n t s  c o u l d  now be  c a r r i e d  o u t .  In a  m a n n e r  a n a l o g o u s  

t o  a d e n o v i r u s  r e c o m b i n a t i o n ,  s u p e r i n f e c t i o n  c o u l d  be c a r r i e d  

o u t  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  f o l l o w i n g  i n i t i a l  i n f e c t i o n  w i t h  o n e  

v i r u s ,  t o  d e t e r m i n e  how l a t e  i n t o  t h e  v i r u s  r e p l i c a t i o n  

c y c l e  r e c o m b i n a t i o n  w i l l  o c c u r ,  a n d  e s p e c i a l l y  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  t h e  o n s e t  o f  DNA r e p l i c a t i o n  p r i o r  t o  s u p e r i n f e c t i o n  

w o u l d  b l o c k  r e c o m b i n a t i o n .  The u s e  o f  DNA s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r s ,  s u c h  a s  p h o s p h o n o a c e t i c  a c i d ,  w o u l d  a l l o w  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  w h e t h e r  r e p l i c a t i o n  ( o r  t h e  r e p l i c a t i o n
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m a c h i n e r y )  i s  e s s e n t i a l  f o r  r e c o m b i n a t i o n ,  a n d  w h a t  r o l e  DNA 

s y n t h e s i s  p l a y s  i n  t h e  i n c r e a s e  i n  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  

w i t h  t i m e .  U s e  o f  p a r e n t  m o l e c u l e s  c o n t a i n i n g  t h e  sam e  t s  

l e s i o n  m i g h t  a l l o w  t h e  r o l e  o f  c e r t a i n  HSV g e n e  p r o d u c t s  i n  

DNA r e c o m b i n a t i o n  t o  be d e t e r m i n e d .  M a r k e r s  i n  U^ a n d  Ug 

c o u l d  be  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  o f  d i f f e r e n t  genom e  

i s o m e r s  a n d  t h e  r e p l i c a t i v e  f o r m s  i n v o l v e d  i n  r e c o m b i n a t i o n .  

To t h i s  e n d ,  a  HSV-2 g e n o m e  l a c k i n g  Xba I  s i t e s  ( w i l d - t y p e  

s i t e s  a t  0 . 4 5 ,  0 . 7 ,  0 . 9 1  a n d  0 . 9 4  m. u .  ) h a s  b e e n  c o n s t r u c t e d  

a n d  t s  l e s i o n s  i n s e r t e d  f o r  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  

( H a r l a n d  a n d  B r o w n ,  1 9 8 5 ,  1 9 8 8 ;  D r .  S .  M. Brown a n d  M i s s  J .  

H a r l a n d ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

To d e t e r m i n e  t h e  r e l a t i v e  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  i n  

d i f f e r e n t  a r e a s  o f  t h e  genom e  much m o r e  c l o s e l y  s p a c e d  

m a r k e r s  a r e  r e q u i r e d .  T h u s ,  t h e  s i t e s  o f  m o re  f r e q u e n t  

c u t t i n g  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s ,  H i n d  I I I  i n  L a n d  S a n d  Bam H I  

i n  S ,  a r e  c u r r e n t l y  b e i n g  r e m o v e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y .  As t h e  

w h o l e  o f  t h e  HSV-1 g e n o m e  h a s  now b e e n  s e q u e n c e d ,  t h e  

a p p r o a c h  o f  s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  i s  b e i n g  u s e d .  T h u s ,  

t h e  p r o t e i n  c o d i n g  p o t e n t i a l  i s  n o t  a l t e r e d  a n d  m i n i m a l  

c h a n g e s  a r e  made  t o  s e q u e n c e  h o m o l o g y .  S t u d y  o f  

r e c o m b i n a t i o n  i n  t h e  s h o r t  r e g i o n  w i l l  be  o f  i n t e r e s t ,  a s  i t  

m i g h t  be e x p e c t e d  t h a t  t h e  t a n d e m  r e p e a t s  s c a t t e r e d  

t h r o u g h o u t  t h i s  r e g i o n  m ay  a f f e c t  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y .  

One p r o b l e m ,  h o w e v e r ,  w i l l  b e  i d e n t i f y i n g  t h e  s m a l l  Bam H I  

f r a g m e n t s  i n  t h e  s h o r t  r e g i o n .

Tto d e t e r m i n e  t h e  p r e c i s e  g e n o m i c  a l t e r a t i o n s  w h i c h  h a v e  

l e d  t o  t h e  l o s s  o f  t h e  Xba I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s  

f o l l o w i n g  s e l e c t i o n  e n r i c h m e n t ,  t h e s e  s h o u l d  be s e q u e n c e d  a t  

t h e  DNA l e v e l  a n d  c o m p a r e d  t o  w i l d - t y p e  v i r u s .
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One o f  t h e  o b j e c t s  o f  s t u d y i n g  d e l e t i o n  v a r i a n t s  i s  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  s p e c i f i c  s e q u e n c e s  t e n d  t o  be i n v o l v e d  i n  

i l l e g i t i m a t e  r e c o m b i n a t i o n  a n d  t h e  r o l e  o f  s h o r t  s e q u e n c e  

h o m o l o g i e s .  T h u s ,  DNA s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  b o t h  t h e  HSV-1 

d e l e t i o n  v a r i a n t s  g e n e r a t e d  i n  t h i s  s t u d y ,  a n d  t h e  HSV-2 

s t r a i n  HG52 d e l e t i o n  v a r i a n t s  g e n e r a t e d  by M i s s  J .  H a r l a n d  

a n d  D r .  S .  M. B r o w n ,  w i l l  b e  i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  t h e  

p r e c i s e  e n d p o i n t s  o f  t h e  r e s p e c t i v e  d e l e t i o n s ,  a n d  w o u l d  

a l s o  h e l p  t o  e s t a b l i s h  t h e  p r o p o s e d  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  

v a r i a n t s  1 7 0 4 ,  1 7 0 5  a n d  1 7 0 6 .

R e g a r d i n g  t h e  a p p a r e n t  l a c k  o f  e x p r e s s i o n  o f  VmwIE6 3 ,  

i t  i s  i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h i s  p o l y p e p t i d e  i s  

b e i n g  e x p r e s s e d  u n d e r  n o n - i m m e d i a t e - e a r l y  c o n d i t i o n s .  Tb 

d e t e r m i n e  i f  t h e r e  i s  a  s e c o n d a r y  d e l e t i o n  i n  e i t h e r  t h e  

c o d i n g  o r  5 '  o r  3 1 r e g u l a t o r y  r e g i o n s ,  t h e s e  s h o u l d  be 

s e q u e n c e d  a n d  c o m p a r e d  t o  w i l d - t y p e .  F i n a l l y ,  t o  f u l l y  

r e s o l v e  t h e  q u e s t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  e s s e n t i a l  n a t u r e  o f  

VtawIE63,  a  d e l e t i o n  m u t a n t  i n  t h i s  g e n e  c o u l d  be 

c o n s t r u c t e d .
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u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  V i r o l o g y  

6 4 ,  2 2 4 9 - 2 2 6 0 .
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MULDER,C. ( 1 9 7 6 ) .  S t r u c t u r e  o f  h e r p e s  v i r u s  s a i m i r i  

g e n o m e s :  a r r a n g e m e n t  o f  h e a v y  a n d  l i g h t  s e q u e n c e s  i n  t h e  

M g e n o m e .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  1 9 ,  1 5 4 - 1 6 1 .

BOURSNELL,M.E.G. a n d  MAUTNER,V. ( 1 9 8 1 ) .  R e c o m b i n a t i o n  i n  

a d e n o v i r u s :  C r o s s o v e r  s i t e s  i n  i n t e r t y p i c  r e c o m b i n a n t s  
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US/ T R S j u n c t i o n .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  V i r o l o g y  6 8 ,  1 - 1 8 .
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c e l l  t r a n s - a c t i n g  f a c t o r s .  J o u r n a l  o f  v i r o l o g y  6 1 ,  

2 2 8 6 - 2 2 9 6 .
GIBSON,W. a n d  ROIZMAN,B. ( 1 9 7 1 ) .  C o m p a r t m e n t a l i z a t i o n  o f  

s p e r m i n e  a n d  s p e r m i d i n e  i n  h e r p e s  s i m p l e x  v i r i o n s .  

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A cad em y  o f  S c i e n c e s ,  U . S . A . ,  

6 8 ,  2 8 1 8 - 2 8 2 1 .
GIBSON,W. a n d  ROIZMAN,B. ( 1 9 7 2 ) .  P r o t e i n s  s p e c i f i e d  by 

h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s .  V I I I .  C h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  

c o m p o s i t i o n  o f  m u l t i p l e  c a p s i d  f o r m s  o f  s u b t y p e  1 a n d  2 .  

J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  1 0 ,  1 0 4 4 - 1 0 5 2 .

GIBSON,W. a n d  ROIZMAN,B. ( 1 9 7 4 ) .  P r o t e i n s  s p e c i f i e d  by 

h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s .  X.  S t a i n i n g  a n d  r a d i o l a b e l l i n g  

p r o p e r t i e s  o f  B c a p s i d  a n d  v i r i o n  p r o t e i n s  i n  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  1 3 ,  1 5 5 - 1 6 5 .



GIBSON, M.G. a n d  S P E A R ,P .G .  ( 1 9 8 3 ) .  I n s e r t i o n  m u t a n t s  o f  

• h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  h a v e  a  d u p l i c a t i o n  o f  t h e  

g l y c o p r o t e i n  D g e n e  a n d  e x p r e s s  t w o  d i f f e r e n t  f o r m s  o f  

g l y c o p r o t e i n  D. J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  4 8 ,  3 9 6 - 4 0 4 .

G I L ,  A. a n d  PR0UDF00T,N. J .  ( 1 9  8 4 ) .  A s e q u e n c e  d o w n s t r e a m  o f  

t h e  AAUAAA i s  r e q u i r e d  f o r  r a b b i t  B - g l o b i n  mRNA 3 ' - e n d  

f o r m a t i o n .  N a t u r e ,  L o n d o n ,  3 1 2 ,  4 7 3 - 4 7 4 .

GILDEN, D. , WROBLEWSKA, Z. , KINDT, V. , WARREN, K. a n d

WOLINSKY,J.  ( 1 9 7 8 ) .  V a r i c e l l a - z o s t e r  v i r u s  i n f e c t i o n  o f  

h u m a n  b r a i n  c e l l s  a n d  g a n g l i o n  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  

A r c h i v e s  o f  V i r o l o g y  5 6 ,  1 0 5 - 1 1 7 .

G IR A L D O ,G . , B E T H , E . , K O U RILSK Y ,F .M . , HENLE,W., H E N L E ,G . , 

M I K E , V . , HURAUX,J .M . , ANDERSON, H . K . , GHARBI, M.R. , 

KYALWAZI,S.K. a n d  PUISSANT,A .  ( 1 9 7 5 ) .  A n t i b o d y  p a t t e r n s  

t o  h e r p e s v i r u s e s  i n  K a p o s i ' s  s a r c o m a :  s e r o l o g i c a l  

a s s o c i a t i o n  o f  E u r o p e a n  K a p o s i ' s  s a r c o m a  w i t h  

c y t o m e g a l o v i r u s .  I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  C a n c e r  1 5 ,  

8 3 9 - 8 4 8 .

G L E B ,L .D .  ( 1 9 8 5 ) .  V a r i c e l l a - z o s t e r  v i r u s .  I n  ' V i r o l o g y '

( e d  B.  F i e l d s  e t  a l . ) . R a v e n  P r e s s ,  N. Y . , p p .  5 9 1 - 6 2 7 .

GLORIOSO, J  .C .  , LEVINE, M. , HOLLAND, T . C .  a n d  SZCESIUL , M.S .

( 1 9 8 0 ) .  M u t a n t  a n a l y s i s  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s - i n d u c e d  

c e l l  s u r f a c e  a n t i g e n s :  r e s i s t a n c e  t o  c o m p l e m e n t - m e d i a t e d  

immune c y t o l y s i s ,  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  3 5 ,  6 7 2 - 6 8 1 .

GODOWSKI, P . J . a n d  K N IP E ,D .M .  ( 1 9 8 3 ) .  M u t a t i o n s  i n  t h e  m a j o r

D N A - b i n d i n g  p r o t e i n  g e n e  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 

r e s u l t  i n  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  v i r a l  g e n e  e x p r e s s i o n .  

J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  4 7 ,  4 7 8 - 4 8 6 .

G O D O W SKI.P .J .  a n d  K N IP E ,D .M .  ( 1 9 8 5 ) .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  a

h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  f u n c t i o n  t h a t  r e p r e s s e s  l a t e  g e n e

e x p r e s s i o n  f r o m  p a r e n t a l  v i r a l  g e n o m e s .  J o u r n a l  o f  

V i r o l o g y  5 5 ,  3 5 7 - 3 6 5 .

GOD O W SKI,P .J .  a n d  K N IP E,D .M .  ( 1 9 8 6 ) .  T r a n s c r i p t i n a l  c o n t r o l

o f  h e r p e s v i r u s  g e n e  e x p r e s s i o n :  G e n e  f u n c t i o n s  r e q u i r e d  

f o r  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  r e g u l a t i o n .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  

N a t i o n a l  A cad em y  o f  S c i e n c e s ,  U . S . A . ,  8 3 ,  2 5 6 - 2 6 0 .

GOLD,E. a n d  NANKERVIS,G.A.  ( 1 9 7 6 ) .  C y t o m e g a l o v i r u s .  I n  

' V i r a l  i n f e c t i o n s :  e p i d e m i o l o g y  a n d  c o n t r o l '  , p p .

1 4 3 - 1 6 1 .  Bd. A . S .  E v a n s .  P l e n u n  P u b l i s h i n g  C o r p o r a t i o n ,  

New Y o r k .



GOMEZ-MARQUEZ,J. , PUGA,A. a n d  N O T K IN S ,A .L .  ( 1 9 8 5 ) .  R e g i o n s  

o f  t h e  t e r m i n a l  r e p e t i t i o n s  o f  t h e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  

t y p e  1 g e n o m e .  R e l a t i o n s h i p  t o  i m m u n o g l o b u l i n  s w i t c h - l i k e  

DNA s e q u e n c e s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 6 0 ,  

3 4 9 0 - 3 4 9 5 .

GOMPELS,V. a n d  MINSON, A .C .  ( 1 9 8 6 ) .  T he  p r o p e r t i e s  a n d

s e q u e n c e  o f  g l y c o p r o t e i n  H o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  

1 .  V i r o l o g y  1 5 3 ,  2 3 0 - 2 4 7 .

GOODPASTURE,E. W. (1 9  2 9 ) .  H e r p e t i c  i n f e c t i o n  w i t h  e s p e c i a l  

r e f e r e n c e  t o  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  n e r v o u s  s y s t e m .  M e d i c i n e  

8 ,  2 2 3 - 2 4 3 .

GRAFSTROM,R. H. , A L W I N E , J . C . ,  STEIHART,W. L .  a n d  H I L L , L . W .

( 1 9 7 4 ) .  T e r m i n a l  r e p e t i t i o n s  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  

t y p e  1 DNA. C o l d  S p r i n g  H a r b o r  S y m p o s iu m  on  Q u a n t i t a t i v e  

B i o l o g y  3 9 ,  6 7 9 - 6 8 3 .

GRAHAM,F.L.  a n d  VAN DER EB, A . J .  ( 1 9  7 3 ) .  A n e w  t e c h n i q u e  f o r  

t h e  a s s a y  o f  i n f e c t i v i t y  o f  human a d e n o v i r u s  5 DNA. 

V i r o l o g y  5 2 ,  4 5 6 - 4 6 7 .

GRAY ,C .P .  a n d  KAERNER,H.C. ( 1 9 8 4 ) .  S e q u e n c e  o f  t h e  p u t a t i v e  

o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  i n  t h e  Ul  r e g i o n  o f  h e r p e s  s i m p l e x  

v i r u s  t y p e  1 ANG DNA. J o u r n a l  o f  G e n e r a l  V i r o l o g y  6 5 ,  

2 1 0 9 - 2 1 1 9 .

G R E E N ,M .T . ,  COURTNEY,R.J.  a n d  DUNKEL,E.G. ( 1 9 8 1 ) .  D e t e c t i o n  

o f  a n  i m m e d i a t e - e a r l y  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 

p o l y p e p t i d e  i n  t r i g e m i n a l  g a n g l i a  f r o m  l a t e n t l y  i n f e c t e d  

a n i m a l s .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  3 4 ,  9 8 7 - 9 9 2 .

HAARR,L. a n d  MARSDEN,H.S.  ( 1 9 8 1 ) .  T w o - d i m e n s i o n a l  g e l  

a n a l y s i s  o f  HSV t y p e  1 i n d u c e d  p o l y p e p t i d e s  a n d  

g l y c o p r o t e i n  p r o c e s s i n g .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  V i r o l o g y  5 2 ,  

7 7 - 9  2 .

H A L D A N E ,J .B .S .  ( 1 9 1 9 ) .  T h e  r e c o m b i n a t i o n  o f  l i n k a g e  v a l u e s ,  

a n d  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  d i s t a n c e  b e t w e e n  l o c i  o f  l i n k e d  

f a c t o r s .  J o u r n a l  o f  G e n e t i c s  8 ,  2 9 9 - 3 0 9 .

HALL,L.M. , DRAPER ,K .G . ,  F R I N K , R . J . ,  COSTA,R.H. a n d

WAGNER,E.K. ( 1 9 8 2 ) .  H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  mRNA s p e c i e s  

m a p p i n g  i n  E c o R I  f r a g m e n t  I .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  4 3 ,  

5 9 4 - 6 0 7 .
H A L L , J . D . , COEN, D .M . ,  F I S H E R , B . L . , WEISSLITZ, M . , RANDALL,S. , 

ALMY,R. E.  , GELEP ,  P .  T .  a n d  S C H A F F E R ,  P .  A .  ( 1 9 8 4 ) .



G e n e r a t i o n  o f  g e n e t i c  d i v e r s i t y  i n  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s :  

a n  a n t i m u t a t o r  p h e n o t y p e  m a p s  t o  t h e  DNA p o l y m e r a s e  

l o c u s .  V i r o l o g y  1 3 2 ,  2 6 - 3 7 .

H A L L IB U R T O N ,I .W . , RANDALL,R. E . , KILLINGTON, R . A .  a n d

WATSON,D.H. ( 1 9 7 7 ) .  Some p r o p e r t i e s  o f  r e c o m b i n a n t s  

b e t w e e n  t y p e  1 a n d  2 h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s e s .  J o u r n a l  o f  

G e n e r a l  V i r o l o g y  3 6 ,  4 7 1 - 4 8 4 .

HARLAND,J.  a n d  BROWN,S. M. ( 1 9 8 5 ) .  I s o l a t i o n  a n d

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  d e l e t i o n  m u t a n t s  o f  h e r p e s  s i m p l e x  

v i r u s  t y p e  2 ( s t r a i n  H G 5 2 ) .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  V i r o l o g y  

6 6 ,  1 3 0 5 - 1 3 2 1 .

HARLAND,J.  a n d  BROWN,S.M. ( 1 9 8 8 ) .  G e n e r a t i o n  o f  a  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  t y p e  2 (HSV2) v a r i a n t  d e v o i d  o f  Xba  I  

s i t e s :  r e m o v a l  o f  t h e  0 . 9 1  map  c o o r d i n a t e  s i t e  r e s u l t s  i n  

i m p a i r e d  s y n t h e s i s  o f  g G - 2 .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  V i r o l o g y  

6 9 ,  1 1 3 - 1 2 4 .

H A R P E R ,L . ,  DEMARCHI, J . a n d  BEN-PORAT, T.  ( 1 9 8 6 ) .  S e q u e n c e  o f  

t h e  g e n o m e  e n d s  a n d  o f  t h e  j u n c t i o n  b e t w e e n  t h e  e n d s  i n  

c o n c a t e m e r i c  DNA o f  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  J o u r n a l  o f  

V i r o l o g y  6 0 ,  1 1 8 3 - 1 1 8 5 .

HARRIS-HAMILTON, E .  a n d  BACHENHEIMER,S. L.  ( 1 9 8 5 ) .

A c c u m u l a t i o n  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 RNAs o f  

d i f f e r e n t  k i n e t i c  c l a s s e s  i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  i n f e c t e d  

c e l l s .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  5 3 ,  1 4 4 - 1 5 1 .

H A Y ,R .T .  a n d  SUBAK-SHARPE,J . H. ( 1 9 7 6 ) .  M u t a n t s  o f  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  t y p e s  1 a n d  2 t h a t  a r e  r e s i s t a n t  t o  

p h o s p h o n o a c e t i c  a c i d  i n d u c e  a l t e r e d  DNA p o l y m e r a s e  

a c t i v i t i e s  i n  i n f e c t e d  c e l l s .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  

V i r o l o g y  3 1 ,  1 4 5 - 1 4 8 .

H A Y ,R .T .  a n d  H A Y ,J .  ( 1 9 8 0 ) .  P r o p e r t i e s  o f

h e r p e s v i r u s - i n d u c e d  ' i m m e d i a t e - e a r l y 1 p o l y p e p t i d e s .  

V i r o l o g y  1 0 4 ,  2 3 0 - 2 3 4 .

H A Y ,R .T .  a n d  H A Y ,J .  ( 1 9 8 1 ) .  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  c h r o m a t i n  

p r e p a r a t i o n s  f r o m  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  

B i o p h y s  A c t a  6 5 5 ,  7 1 - 8 1 .

HAY,J . ,  BROWN,S.M., JAMIESON, A , T . , R I X O N , F . J . ,  M O S S ,H . ,

DARGAN, D. A. a n d  SUBAK-SHARPE, J . H .  ( 1 9 7 7 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  

p h o s p h o n o a c e t i c  a c i d  o n  h e r p e s  v i r u s e s .  J o u r n a l  o f  

A n t i m i c r o b i a l  C h e m o t h e r a p y  ( S u p p l e m e n t  A) 3 ,  6 3 - 7  7 .

HAYWARD, G.  S .  , J A C O B , R . J . ,  WADSWORTH , S  . C.  a n d  R OIZMAN,  B.



( 1 9 7 5 ) .  A n a t o m y  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  DNA: e v i d e n c e  

f o r  f o u r  p o p u l a t i o n s  o f  m o l e c u l e s  t h a t  d i f f e r  i n  t h e  

r e l a t i v e  o r i e n t a t i o n s  o f  t h e i r  l o n g  a n d  s h o r t  c o m p o n e n t .  

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s ,  U . S . A . ,  

7 2 ,  4 2 4 3 - 4 2 4 7 .

H E I N E , J . W . ,  HONESS, R . W . , C A S S A I ,E .  a n d  ROIZMAN, B. ( 1 9 7 4 ) .  

P r o t e i n s  s p e c i f i e d  by h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s .  X I I .  The 

v i r i o n  p o l y p e p t i d e s  o f  t y p e  1 s t r a i n s .  J o u r n a l  o f  

V i r o l o g y  14, 6 4 0 - 6 5 1 .

H I L L , T . J . , BLYTH,W.A. a n d  HARBOUR, D .A .  ( 1 9 8 3 ) .  R e c u r r e n c e  

o f  h e r p e s  s i m p l e x  i n  t h e  m o u s e  r e q u i r e s  a n  i n t a c t  n e r v e  

s u p p l y .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  V i r o l o g y  64, 2 7 6 3 - 2 7 6 5 .

HOGGAN,M.D. a n d  ROIZMAN,B. ( 1 9 5 9 ) .  T h e  i s o l a t i o n  a n d  

p r o p e r t i e s  o f  a  v a r i a n t  o f  h e r p e s  s i m p l e x  p r o d u c i n g  

m u l t i n u c l e a t e d  g i a n t  c e l l s  i n  m o n o l a y e r  c u l t u r e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  a n t i b o d y .  A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  H y g i e n e  7 0 ,  

2 0 8 - 2 1 9 .

HOLLAND,L.E.  , ANDERSON, K. P .  , SHIPMAN,C. a n d  WAGNER, E . K .

( 1 9 8 0 ) .  V i r a l  DNA s y n t h e s i s  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  

e f f i c i e n t  e x p r e s s i o n  o f  s p e c i f i c  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  

t y p e  1 mRNA s p e c i e s .  V i r o l o g y  1 0 1 ,  1 0 - 2 4 .

H O L L A N D ,L .E . , M A R L I N , S .D . , LEVINE,M. a n d  G LO R IO S O ,J .  ( 1 9 8 3 ) .  

A n t i g e n i c  v a r i a n t s  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  s e l e c t e d  w i t h  

g l y c o p r o t e i n - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  

4 5 ,  6 7 2 - 6 8 2 .

H O L L A N D ,L .E . , SANDRI-GOLDEN,R.M., G O L D I N ,A .L . ,  G LO R IO S O ,J .C .  

a n d  LEVINE,M. ( 1 9 8 4 ) .  T r a n s c r i p t i o n a l  a n d  g e n e t i c  

a n a l y s i s  o f  t h e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 g e n o m e :  

c o o r d i n a t e s  0 . 2 9 - 0 . 4 5 .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  4 9 ,  9 4 7 - 9 5 9 .

HOLLIDAY,R. ( 1 9 6 4 ) .  A m e c h a n i s m  f o r  g e n e  c o n v e r s i o n  i n  

f u n g i .  G e n e t i c s  R e s e a r c h  5 ,  2 8 2 - 3 0 4 .

HOMA, F . L . , O T A L ,T .M . , G L O R IO S O ,J .C .  a n d  LEVINE,M. ( 1 9 8 6 ) .

T r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l  s i g n a l s  o f  a  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  

t y p e  1 l a t e  (gamma 2 )  g e n e  l i e  w i t h i n  b a s e s  - 3 4  t o  + 1 2 4  

r e l a t i v e  t o  t h e  5 1 t e r m i n u s  o f  t h e  mRNA. M o l e c u l a r  a n d  

C e l l u l a r  B i o l o g y  6 ,  3 6 5 2 - 3 6 6 6 .

HONESS,R.W.  ( 1 9 8 4 ) .  H e r p e s  s i m p l e x  a n d  t h e  ' h e r p e s
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