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a l s o  i n  h a v i n g  e n c o u r a g e d  me t o  do  w h a t e v e r  I  w a n t e d  t o  do 

f r o m  a s  e a r l y  a s  I  c a n  r e m e m b e r .

D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  s t u d y ,  t h e  a u t h o r  was  

s u p p o r t e d  by an  MRC s t u d e n t s h i p  a n d ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  

s t a t e d ,  a l l  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  by h e r  own e f f o r t s .



SUMMARY

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 s 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  a n d  i s  a  k e y  en z y m e  i n  t h e  d e  n o v o  

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

s i m p l e x  v i r u s .  The  v i r u s - 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  

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

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

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

H S V - l - e n c o d 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  i s  c o m p o se d  o f  tw o  

n o n - i d e n t i c a l  s u b u n i t s ,  t e r m e d  RRl a n d  RR2, w h i c h  a r e  d i m e r s  

o f  Vftiwl36 a n d  Vmw3 8 p o l y p e p t i d e s  r e s p e c t i v e l y .  P r e v i o u s l y  

i t  h a s  b e e n  shown t h a t  a  s y n t h e t i c  n o n a p e p t i d e  (YAGAVVNDL) 

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 a l  n i n e  a m in o  a c i d s  o f  

t h e  H S V - l - e n c o d e d  RR2 s u b u n i t  i n h i b i t s  t h e  H S V - l - i n d u c e d  

e n z y m e .  T h e  p e p t i d e  p r e v e n t s  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  RR2 w i t h  

RRl b y  c o m p e t i n g  w i t h  RR2 f o r  a  s i t e  o f  i n t e r a c t i o n  on R R l .

T h e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f  t h e  n o n a p e p t i d e  was  f o u n d  t o  

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

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

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

n o n a p e p t i d e  w as  i o d i n a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  i o d i n e ,  

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

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

r e d u c t i o n  w i t h  t r i t i u m  g a s  (A m ers h am  I n t e r n a t i o n a l  P L C ) . I n  

a  l i n e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  f r o m  5% t o  9 5% a c e t o n i t r i l e  + 

0 .1% TFA b e t w e e n  0 a n d  10 m i n u t e s  t h e  t r i t i a t e d  p e p t i d e  

e l u t e d  f r o m  t h e  c o lu m n  a t  7 m i n u t e s .  H o w e v e r ,  w hen  t h e  

t r i t i a t e d  p e p t i d e  w as  m i x e d  w i t h  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l



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

c o l u m n  a t  5 m i n u t e s .  T h i s  new s p e c i e s  w a s  t h o u g h t  t o  be  a 

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

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

by  HPLC on  a  r e v e r s e  p h a s e  p r e p a r a t i v e  c o l u m n .  A s e c o n d  

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

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

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

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

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

t y r o s i n e .  T h i s  was  v e r i f i e d  by t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  

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

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

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

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

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

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

a g e n t .

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

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

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

p r o t e c t i o n  f r o m  b r e a k d o w n  o f  t h e  n o n a p e p t i d e .

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

c a r b o x y - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  HSV-1 i n  H SV -2 ,  VZV, PRV a n d  

EHV-1 m a d e  i t  l i k e l y  t h a t  t h e  n o n a p e p t i d e  m i g h t  i n h i b i t  a  

b r o a d  r a n g e  o f  h e r p e s v i r u s  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 i e s .  T h i s  p r o p o s a l  w a s  t e s t e d  on t h e  n o v e l  

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

w i t h  o n e  o f  tw o  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  a b o r t o g e n i c  EHV.



R a b b i t  k i d n e y  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 s t r a i n  

V o l9  39 o r  s t r a i n  K e n t u c k y  A a n d  v i r u s - 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 as  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  by ammonium 

s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n .  The  E H V - l - 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  was  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  

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

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

H S V - l - 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  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p e p t i d e  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  50% o f  

r e d u c t a s e  a c t i v i t y  was  t h e  same f o r  b o t h  e n z y m e s .  T h i s  d a t a  

a n d  t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  P R V - i n d u c e d  enzym e i s  i n h i b i t e d  by 

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

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

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

T he  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  e n c o d e d  by 

HSV (R R l)  p o s s e s s e s  an  a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  n o t  f o u n d  i n  

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

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

sh o w n  by o t h e r  w o r k e r s  t h a t  t r u n c a t e d  f o r m s  o f  t h e  HSV RRl 

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

O l i g o p e p t i d e - i n d u c e d  a n t i s e r a  w e r e  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  u n i q u e  

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

H S V - l - i n d u c e d  RRl a n d  t h e s e  a n t i s e r a  w e r e  u s e d  by Dr H. 

L a n k i n e n  i n  e x p e r i m e n t s  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  a t  l e a s t  p a r t  o f  

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

a c t i v i t y .

The  a n t i s e r a  w h i c h  w e r e  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  H S V - l - i n d u c e d  

RRl w e r e  u s e d  i n  i m m u n o b l o t t i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  

E H V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s .  A n t i s e r a  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  

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



p r o t e i n  M 90K.  A n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e s  

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

d o m a i n  o f  t h e  HSV-1 RRl f a i l e d  t o  r e a c t  w i t h  a n y  v i r a l  

p r o t e i n .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  E H V - l - i n d u c e d  RRl 

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

u n i q u e  t o  HSV-1 a n d  H SV -2 .



ABBREVIATIONS

A a d e n i n e

A d o C b l  a d e n o s y l  c o b a l a m i n

ATP a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e

B1 l a r g e  s u b u n i t  o f  E . c o l i  r i b o n u c l e o t i d e

r e d u c t a s e

B2 s m a l l  s u b u n i t  o f  E . c o l i  r i b o n u c l e o t i d e

r e d u c t a s e  

BDB b i s  d i a z o b e n z i d i n e

BHK b a b y  h a m s t e r  k i d n e y

BMV b o v i n e  m a m m i l l i t i s  v i r u s

b p  b a s e  p a i r ( s )

BSA b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n

C c y t o s i n e

CDP c y t i d i n e  d i p h o s p h a t e

Ci C u r i e ( s )
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cpm c o u n t s  p e r  m i n u t e

dAMP d e o x y a d e n o s i n e  m o n o p h o s p h a t e
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dCMP d e o x y c y t i d i n e  m o n o p h o s p h a t e

dCDP d e o x y c y t i d i n e  d i p h o s p h a t e

dGMP d e o x y g u a n o s i n e  m o n o p h o s p h a t e

dGTP d e o x y g u a n o s i n e  t r i p h o s p h a t e
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DTT d i t h i o t h r e i t o l
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dTTP d e o x y t h y m i d i n e  t r i p h o s p h a t e

dUDP d e o x y u r i d i n e  d i p h o s p h a t e

dCJMP d e o x y u r i d i n e  m o n o p h o s p h a t e

dUTP d e o x y u r i d i n e  t r i p h o s p h a t e

EBV E p s t e i n - B a r r  v i r u s

EHV e q u i n e  h e r p e s  v i r u s

EPR e l e c t r o n  p a r a m a g n e t i c  r e s o n a n c e

E . c o l i  E s c h e r i c h i a  c o l i

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

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

G g u a n i n e
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INTRODUCTION

SECTION I  THE FAMILY HERPETOVIRIDAE

1 . 1 The  s t r u c t u r e  o f  t h e  v i r i o n .

I n  t h e  l a s t  50 y e a r s ,  m o r e  t h a n  80 d i s t i n c t  

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

e u k a r y o t i c  s p e c i e s .  H e r p e s v i r u s e s  a r e  d e f i n e d  a s  h a v i n g  DNA 

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

s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  o f  t h e i r  v i r i o n s  ( r e v i e w e d  by R o iz m a n  

a n d  F u r l o n g  1 9 7 4 ;  R o iz m a n  1 9 8 2 ;  D a r g a n  1 9 8 6 ) .  The v i r i o n  

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

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

( i )  T h e  e l e c t r o n - d e n s e  c o r e  l i e s  a t  t h e  c e n t r e  o f  t h e  

v i r i o n  a n d  a p p e a r s  a s  a  c y l i n d r i c a l  p r o t e i n  p l u g  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  v i r a l  DNA genom e  i s  w o u n d  ( 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 ;  I r m i e r e  a n d  G i b s o n  1 9 8 3 ) .  The  

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

n u c l e o c a p s i d s  h a s  b e e n  shown by S m id  e t  a l . (19  7 7 ) .

( i i )  T h e  c a p s i d  e x h i b i t s  2 - ,  3 -  a n d  5 - f o l d  s y m m e t r y  a n d  i s  

c o m p o s e d  o f  1 6 2  c a p s o m e r e s  o f  w h i c h  150  a r e  h e x a m e r i c  p r i s m s  

a n d  12 a r e  p e n t a m e r i c  p r i s m s  a r r a n g e d  i n  t h e  f o r m  o f  a n  

i c o s a h e d r o n  ( W i l d y  e t  a l . 1 9 6 0 ;  S c h r a g  e t  a l . 1 9 8 9 ) .

( i i i )  The  t e g u m e n t  i s  d e f i n e d  a s  t h e  a m o r p h o u s  s t r u c t u r 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 .  The  t h i c k n e s s  o f  t h e



2
t e g u m e n t  i s  v a r i a b l e  among m e m b e r s  o f  t h e  h e r p e s  v i r u s  g r o u p  

( R o i z m a n  a n d  F u r l o n g  1 9 7 4 ;  S c h r a g  e t  a l . 1 9 8 9 ) .

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

v i r i o n  c o n s i s t i n g  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  p r o j e c t i n g  f r o m  i t s  o u t e r  s u r f a c e  ( W i l d y  e t  a l .

19 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 iz m a n  19 72 ;  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 iz m a n  1 9 7 1 ) .

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

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

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

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

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

1 . 2 C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  h e r p e s v i r u s e s .

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

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

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

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

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

l a t e n t  i n f e c t i o n  ( R o iz m a n  1 9 8 1 ) .

( i )  T h e  A l p h a h e r p e s v i r i n a e  i n c l u d 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 ) ,  e q u i n e  h e r p e s  v i r u s  ( EH V ), 

p s e u d o r a b i e s '  v i r u s  (PRV) a n d  v a r i c e l l a  z o s t e r  v i r u s  (VZV) 

am ong  o t h e r s .  T h e s e  v i r u s e s  h a v e  a v a r i a b l e  h o s t  r a n g e

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



t h a n  24 h o u r s ) .  The  i n f e c t i o n  s p r e a d s  r a p i d l y  i n  t i s s u e  

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

L a t e n c y  i s  u s u a l l y  e s t a b l i s h e d  i n  t h e  g a n g l i a .

( i i )  The  B e t a h e r p e s v i r i n a e  h a v e  a  v e r y  n a r r o w  h o s t  

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

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

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

r e p r o d u c t i v e  c y c l e  i s  r e l a t i v e l y  l o n g  ( m o r e  t h a n  24 h o u r s )  

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

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

( c y t o m e g a l i a ) .  L a t e n c y  may o c c u r  i n  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  a n d  o t h e r  t i s s u e s .  M embers  o f  

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

c y t o m e g a l o v i r u s  (HCMV a n d  MCMV).

( i i i )  T h e  G a m m 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  

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

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

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

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

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

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

i n c l u d e  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  ( EBV) a n d  M a r e k ' s  d i s e a s e  v i r u s  

(MDV).



I . 3  P a t h o g e n i c i t y .

I . 3 ( a ) D i s e a s e s  c a u s e d  by  human h e r p e s v i r u s e s .

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

h e r p e s v i r u s e s ,  n a m e l y ,  H SV-1 ,  HSV-2,  VZV, EBV a n d  HCMV. The  

e p i d e m i o l o g y  o f  HSV-1 a n d  HSV-2 h a s  b e e n  r e v i e w e d  by W h i t l e y  

( 1 9 8 5 ) .  A s i x t h  human h e r p e s  v i r u s ,  o r i g i n a l l y  c a l l e d  human 

B - l y m p h o t r o p i c  v i r u s  a n d  now d e s i g n a t e d  human h e r p e s  v i r u s  6 

( H H V - 6 ) ,  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  a c q u i r e d  

immune d e f i c i e n c y  s y n d r o m e  ( S a l a h u d d i n  e t  a l . 19 86 )  b u t  a s  

y e t  no  d i s e a s e  h a s  b e e n  d e f i n i t e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  i t .

T h e  m o u t h  a n d  l i p s  a r e  t h e  m o s t  common s i t e s  o f  HSV-1 

i n f e c t i o n  c a u s i n g  v e s i c u l a r  l e s i o n s  known a s  ' c o l d  s o r e s ' .  

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

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

o c c u r  i n  o l d e r  i n d i v i d u a l s .  HSV-1 i s  w i d e s p r e a d  i n  t h e  

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

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

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

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

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

m u c o s a e .  I n f e c t i o n  o f  t h e  n e w b o r n  w i t h  HSV-2 c a n  o c c u r  by 

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

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

( W h i t l e y  1 9 8 5 ) .  I n f e c t i o n  o f  t h e  n e w b o r n  w i t h  HSV may

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

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

O t h e r  d i s e a s e s  c a u s e d  by human h e r p e s v i r u s e s  i n c l u d e  

c h i c k e n p o x ,  a  prim <3/  ̂ a n d  t h e

d i s e a s e ,  s h i n g l e s ,  b o t h  c a u s e d  by  VZV. HCMV i n f e c t s  t h e



s a l i v a r y  g l a n d s  r e s u l t i n g  i n  m i l d  d i s e a s e  a n d  EBV i s  t h e  

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

A p r o p e r t y  o f  h e r p e s v i r u s e s  i s  t h e i r  a b i l i t y  t o  

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

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

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

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

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

S i m i l a r l y ,  VZV, 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  i n  

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

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

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

o u t b r e a k  o f  HCMV i n f e c t i o n .  T he  m e c h a n i s m s  by w h i c h  l a t e n c y  

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

u n d e r s t o o d .

I . 3 ( b ) D i s e a s e s  c a u s e d  by  e q u i n e  h e r p e s v i r u s e s .

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

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

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

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

b e e n  r e v i e w e d  by 0 1C a l l a g h a n  e t  a l . (19 8 3 ) .  One o f  t h e  m o s t  

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

i s  e q u i n e  h e r p e s  v i r u s  t y p e  1 (EHV-1) w h i c h  i s  a  m a j o r  c a u s e  

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

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

e x a n t h e m a .  I n f e c t i o n  by EHV-1 i s  e v i d e n c e d  i n  y o u n g  h o r s e s ,  

w h i c h  h a v e  l i t t l e  o r  no  i m m u n i t y ,  by  f e v e r ,  v i r a e m i a ,  

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



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

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

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

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

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

i n  v i r a l  a b o r t i o n .  P a s t  e x p o s u r e  t o  EHV-1 u s u a l l y  c o n f e r s  

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

i s  n o t  o b s e r v a b l e  b u t  may b e co m e  e v i d e n t  by a b o r t i o n  o f  a  

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

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

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

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

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

T he  e x i s t e n c e  o f  tw o  s u b t y p e s  o f  EHV-1 h a s  b e e n  

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

e n d o n u c l e a s e  a n a l y s i s  ( S t u d d e r t  e t  a l . 19 8 1 ;  C u l l i n a n e  e t  

a l .  19 8 8 ) .  EHV-1 s u b t y p e  2 ( a l s o  known a s  EH V -4) ,  l i k e  

EHV-1 s u b t y p e  1 ,  c a u s e s  r e s p i r a t o r y  d i s e a s e  i n  y o u n g  h o r s e s  

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

s y n d r o m e .  F u r t h e r  d i s c u s s i o n  o f  EHV-1 w i l l  b e  r e s t r i c t e d  t o  

EHV-1 s u b t y p e  1 .

E q u i n e  h e r p e s  v i r u s  t y p e  2 ( EH V -2) i s  a  s l o w  g r o w i n g  

v i r u s  u s u a l l y  r e q u i r i n g  up  t o  2 8 d a y s  t o  p r o d u c e  m a x i m a l  

c y t o p a t h i c  e f f e c t  i n  c e l l  c u l t u r e .  S lo w  g r o w t h  o f  t h e  

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

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

b e i n g  t e r m e d  e q u i n e  c y t o m e g a l o v i r u s  ( W h a r t o n  e t  a l . 1 9 8 1 ) .  

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

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

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



F i g u r e  1 Genome s t r u c t u r e  o f  HSV-1 a n d  E H V -1 .

The  s t r u c t u r e  o f  t h e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  a n d  e q u i n 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 .  UT a n d  Uc i n d i c a t e
Li o

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 .  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  by  o p e n  b o x 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 1 t h e i r  c o m p l e m e n t .  T h e  f o u r  

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

i s o m e r s  o f  t h e  EHV genom e a r e  r e p r e s e n t e d  by  t h i c k  a r r o w e d  

l i n e s .



HSV-1

EHV-1
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k n o w n ,  t h i s  g r o u p  o f  h e r p e s v i r u s e s  d o e s  n o t  c a u s e  d i s e a s e  i n  

h o r s e s .

E q u i n e  h e r p e s v i r u s  t y p e  3 (EHV-3)  i s  t h e  e t i o l o g i c a l  

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

e x a n t h e m a .  The  v i r u s  i s  u s u a l l y  v e n e r e a l l y  t r a n s m i t t e d ,  

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

r e p o r t e d  ( r e v i e w e d  by  O ' C a l l a g h a n  e t  a l . 19 8 3 ) .

I . 4  S t r u c t u r e  a n d  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  h e r p e s v i r u s  g e n o m e .

I . 4 ( a ) S t r u c t u r e  o f  t h e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  DNA.

T h e  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  genom 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 .  T he  c o m p l e t e  DNA s e q u e n c e  f o r  HSV-1

s t r a i n  17 h a s  b e e n  d e t e r m i n e d :  t h e  DNA c o n t a i n s  1 5 2 , 2 6 0

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

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

f a m i l i e s  a n d  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e .  T h e  genom e  h a s  a  b a s e

c o m p o s i t i o n  o f  68 .3%  g u a n o s i n e  p l u s  c y t o s i n e  (McGeoch  e t  a l .

19 8 8 ) .  The  l a y o u t  o f  t h e  genome i s  show n  i n  F i g u r e  1 a n d

c a n  be  e n v i s a g e d  a s  tw o  c o v a l e n t l y  l i n k e d  c o m p o n e n t s ,

d e s i g n a t e d  l o n g  (L)  a n d  s h o r t  (S )  c o m p r i s i n g  82% a n d  18% o f

t h e  DNA r e s p e c t i v e l y .  B o t h  L a n d  S c o n s i s t  o f  u n i q u e

r e g i o n s ,  U a n d  Uc r e s p e c t i v e l y ,  e a c h  f l a n k e d  by i n v e r t e d  
Li O

r e p e a t  s e q u e n c e s  ( S h e l d r i c k  a n d  B e r t h e l o t  19 7 4 ) .  The  

r e p e a t e d  s e q u e n c e s  f l a n k i n g  (J a r e  d e s i g n a t e d  a b  a n d  b ' a 'Li

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

i t s  i n v e r t e d  r e p e a t  a ' c 1 ( W a d s w o r t h  e t  a l . 1 9 7 5 ) .  The  ' a '  

s e q u e n c e s ,  common t o  b o t h  t h e  L a n d  S c o m p o n e n t s ,  a r e  

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

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



F i g u r e  2 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  a r r a n g e m e n t  o f
t h e  g e n e s  i n  t h e  HSV-1 g e n o m e .

Ope A

The  l o c a t i o n s  o f  HSV-1 ^  w h i c h  map w i t h i n  t h e  u n i q u e  

a n d  Ug s e q u e n c e s  a r e  d e p i c t e d .  G e n e s  w h i c h  e n c o d e  

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

T a b l e  1 .  A r r o w e d  l i n e s  a b o v e  o r  b e l o w  t h e  g e n o m e  r e p r e s e n t  

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

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

s e g m e n t 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  t o  t h e  t e r m i n a l  ' a 1 

s e q u e n c e  ( 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 .

19 7 5 ;  W a g n e r  a n d  Summers  19 7 8 ) .  P r e p a r a t i o n s  o f  HSV DNA 

c o n s i s t  o f  a  m i x t u r e  o f  f o u r  s e q u e n c e  o r i e n t a t i o n  i s o m e r s  

( F i g u r e  1 )  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  

L a n d  S s e g m e n t s  ( D e l i u s  a n d  C l e m e n t s  1 9 7 6 ;  W i l k i e  1 9 7 6 ) .

I t  h a s  b e e n  show n t h a t  t h e  ' a '  s e q u e n c e  p l a y s  a k e y  r o l e  i n  

t h e  i n v e r s i o n  o f  t h e  L a n d  S c o m p o n e n t s  ( 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 iz m a n  1 9 8 2 ;  Chou a n d  R o iz m a n  1 9 8 5 ) .

T h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  g e n e s  i n  t h e  genome o f  HSV-1 i s  

sh o w n  i n  F i g u r e  2 .  A n a l y s i s  o f  t h e  HSV-1 DNA s e q u e n c e  h a s  

r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  56 g e n e s  i n  t h e  U s e g m e n t ,  12Li

g e n e s  i n  t h e  U„ s e g m e n t  a n d  o n e  i n  e a c h  o f  t h e  f l a n k i n gO

r e p e a t  s e q u e n c e s  a m o u n t i n g  t o  7 0 d i s t i n c t  p o l y p e p t i d e s  

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

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

H S V - 1 - e n c o d e d  p o l y p e p t i d e s  w h i c h  h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  a r e  

d e s c r i b e d  i n  T a b l e  1 .

I . 4 ( b ) S t r u c t u r e  o f  t h e  EHV-1 DNA.

T h e  genom e o f  EHV-1 i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  HSV. i n  t h a t  i t
g

i s  a  l i n e a r  d u p l e x  m o l e c u l e  w i t h  a n  a v e r a g e  M 100  x  10 

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

( l l l k b p )  a n d  s h o r t  ( 3 9 k b p )  u n i q u e  s e q u e n c e s  ( H e n r y  e t  a l . 

1 9 8 1 ;  W h a l l e y  e t  a l . 1 9 8 1 ) .  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  

m a p p i n g  o f  t h e  EHV-1 genom e h a s  show n t h a t  t h e r e  i s  o n l y  o n e  

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

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



TABLE 1 P r o p e r t i e s  o f  HSV-1 — e n c o d e d  p o l y p e p t i d e s

Gene

IE 1 1 0

UL2

UL5

□L8

CJL9

UL12

□LI 3

UL19 

UL2 2

UL23

□L26

UL27

UL29

UL30

UL39

UL40

UL41 

UL4 2

F u n c t i o n  o r  p r o p e r t i e s

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

( P e r r y  e t  a l . 1 9 8 6 ) -

u r a c i l - D N A  g l y c o s y l a s e  ( M u l l a n e y  e t  a l . 

19 89 )

DNA r e p l i c a t i o n  ( C h a l l b e r g  19 8 6 ;  Wu e t  

a l .  1 9 8 8 )

DNA r e p l i c a t i o n  ( C h a l l b e r g  19 8 6 ;  Wu e t  

a l .  1 9 8 8 )

DNA r e p l i c a t i o n ;  o r i g i n  b i n d i n g  p r o t e i n  

( O l i v o  e t  a l . 1 9 8 8 ;  W e i r  e t  a l . 1 9 8 9 )  

d e o x y r i b o n u c l e a s e  ( P r e s t o n  a n d  C o r d i n g l e y  

1 9 8 2 )

p u t a t i v e  p r o t e i n  k i n a s e  ( S m i t h  a n d  S m i t h  

19 89)

m a j o r  c a p s i d  p r o t e i n  ( C o s t a  e t  a l . 19 84 )  

g l y c o p r o t e i n  H (M cGeoch a n d  D a v i s o n  

1 9 8 6 b )

t h y m i d i n e  k i n a s e  ( M c K n i g h t  19 8 0 ;  W a g n e r  

e t  a l . 1 9 8 1 )
c3C>Ooc «^ .C h

I (  c ? l

g l y c o p r o t e i n  B ( B z i k  e t  a l . 19 8 4 ;  P e l l e t  

e t  a l . 1 9 8 5 )

DNA r e p l i c a t i o n ;  m a j o r  DNA b i n d i n g  

p r o t e i n  ( C o n l e y  e t  a l  1 9 8 1 ;  Q u i n n  a n d  

McGeoch  19 85)

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

( C h a r t r a n d  e t  a l  19 7 9 ;  Q u i n n  a n d  McGeoch 

19 8 5 )

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  

( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 4 ;  N i k a s  e t  a l . 1 9 8 6 )  

s m a l l  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  

( M c L a u c h l a n  a n d  C l e m e n t s  19 8 3 a ;  P r e s t o n  

e t  a l . 1 9 8 8 )
v i r i o n  p r o t e i n  c a u s i n g  h o s t  s h u t - o f f  

(Kwong e t  a l . 19 88 )

DNA r e p l i c a t i o n ;  65K DNA b i n d i n g  p r o t e i n  

( P a r r i s  e t  a l .  1 9 8 8 )



TABLE 1 ( c o n t i n u e d )

UL44

LJL48

UL50 

UL5 2 

UL54 

I  E l  7 5

US1

US3

US4

US5

US 6 

US 7 

US 8 

US12

g l y c o p r o t e i n  C ( F r i n k  e t  a l . 1 9 8 3 )

m a j o r  t e g u m e n t  p r o t e i n ;  a c t i v a t o r  o f  

i m m e d i a t e  g e n e s  ( C a m p b e l l  e t  a l . 19 8 4 ;  

D a l r y m p l e  e t  a l . 19 85 )

d e o x y u r i d i n e  t r i p h o s p h a t a s e  ( P r e s t o n  a n d  

F i s h e r  1 9 8 4 )

DNA r e p l i c a t i o n  ( C h a l l b e r g  19 86 ;  Wu e t  

a l .  1 9 8 8 )

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

( I E 6 3 )  ( E v e r e t t  1 9 8 6 )

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

( M u r c h i e  a n d  M cG eoch  19 8 2 ;  R i x o n  e t  a l . 

1 9 8 2 )
i m m e d i a t e - e a r l y  p r o t e i n  ( I E 6 8 )  (McGeoch 

e t  a l . 1 9 8 5 )

p r o t e i n  k i n a s e  (M cG eoch  a n d  D a v i s o n  

19 8 6 a ;  F r a m e  e t  a l . 19 87 )

g l y c o p r o t e i n  G (M cGeoch e t  a l  19 8 5 ;  F r a m e  

e t  a l . 1 9 8 6 )

p u t a t i v e  g l y c o p r o t e i n  (M cGeoch e t  a l . 

1 9 8 8 )
g l y c o p r o t e i n  D ( W a t s o n  e t  a l . 19 82)  

g l y c o p r o t e i n  I  (M cG eoch  e t  a l . 19 85 )  

g l y c o p r o t e i n  E (M cG eoch  e t  a l . 19 8 5 )  

i m m e d i a t e - e a r l y  p r o t e i n  ( I E 1 2 )  ( M u r c h i e  

a n d  McGeoch  19 82 )



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

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

i s o m e r s  o f  t h e  EHV-1 genom e e x i s t  ( F i g u r e  1 ) .  I n  s u p p o r t  o f  

r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  a n a l y s i s ,  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  EHV-1 DNA r e v e a l e d  t h a t  s i n g l e  s t r a n d s  t h a t  w e r e  

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

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

a l .  1 9 8 2 ) .

A t r a n s c r i p t i o n a l  map o f  t h e  EHV-1 genom e  i s  n o t  y e t  

a v a i l a b l e ,  h o w e v e r ,  t h e  m a p p i n g  o f  some EHV-1 g e n e s  h a s  b e e n  

p o s s i b l e  by  c o m p a r i s o n  o f  s e q u e n c e  d a t a  w i t h  t h a t  o f  H SV-1 .  

H o m o l o g u e s  o f  HSV-1 g l y c o p r o t e i n s  gB ( A l l e n  a n d  Y e a r g e n  

1 9 8 7 ;  B o n a s s  e t  a l . 1 9 8 8 ;  R o b e r t s o n  a n d  W h a l l e y  1 9 8 8 ) ,  gC 

( A l l e n  a n d  Y e a r g e n  1 9 8 7 ;  A l l e n  a n d  C o o g l e  1 9 8 8 ) ,  gE ( Y e a r g e n  

a n d  A l l e n  1 9 8 7 ) ,  gH a n d  t h y m i d i n e  k i n a s e  ( R o b e r t s o n  a n d  

W h a l l e y  1 9 8 8 )  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  m a p p e d  t o  t h e  EHV-1 

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

H SV -1 .  T he  r e l a t i v e  p o s i t i o n s  o f  t h e s e  EHV-1 h o m o l o g u e s

c o n f i r m s  t h e  c o l i n e a r i t y  w i t h  HSV-1 a t  t h e  l e v e l  o f  

i n d i v i d u a l  g e n e s .
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SECTION II REPLICATION OF THE HERPESVIRUSES

I I . 1 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 .

I I . 1 ( a )  T e m p o r a l  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 .

The  HSV l y t i c  c y c l e  c a n  be  t e m p o r a l l y  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  

b r o a d  s t a g e s :  i m m e d i a t e - e a r l y ,  e a r l y  a n d  l a t e .  The  v i r u s  

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

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

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

c a s c a d e  f a s h i o n  ( H o n e s s  a n d  R o i z m a n  19 7 4 ) .  T h i s  c l o s e l y  

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

W a g n e r  1 9 8 5 ) .  Upon i n f e c t i o n  o f  t h e  h o s t  c e l l ,  a  l i m i t e d  

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

I I  t o  p r o d u c e  i m m e d i a t e - e a r l y  mRNAs ( K o z a k  a n d  R o iz m a n  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 he  

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

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

( H o n e s s  a n d  R o i z m a n  1 97 4;  J o n e s  a n d  R o iz m a n  1979)  a n d  t h e i r  

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

( P o s t  e t  a l . 19 81 ;  B a t t e r s o n  e t  a l . 1 9 8 3 ) .  T h i s  c o m p o n e n t  

h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  Vmw65 ( C a m p b e l l  e t  a l . 19 84)  a n d  a c t s  

i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  c e l l u l a r  f a c t o r ( s )  ( P r e s t o n  e t  a l .

19 8 8 ) .  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  r e a c h e s  

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

T r a n s l a t i o n  o f  i m m e d i a t e - e a r l y  mRNAs y i e l d s  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 s  v m w l7 5 ,  VtnwllO, Vmw6 8 ,  Vmw6 3 a n d  Vmwl2 

w h i c h  a r e  e n c o d e d  by g e n e s  I E  1 7 5 ,  I E  1 1 0 ,  U S l ,  UL54 a n d  

US12 r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  2 ) .
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F u n c t i o n a l  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  r e q u i r e d  f o r  

t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  ^  t h e  e a r l y  p o l y p e p t i d e s  ( K o z a k  a n d  

R o i z m a n  1 9 7 4 ;  H o n e s s  a n d  R o i z m a n  1 9 7 5 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  

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

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

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

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

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

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

a c c u m u l a t i o n  o f  l a t e  mRNAs w h i c h  i n c l u d e  mRNAs e n c o d i n g  t h e  

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

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

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

a r e  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  t h e s e  g r o u p s .  F o r  e x a m p l e ,  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  ( R R l ) ,  a l t h o u g h  

c l a s s i f i e d  a s  a n  e a r l y  g e n e  o f t e n  a p p e a r s  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 a t s o n  a n d  C l e m e n t s  1 9 7 8 ;  W a t s o n  

e t  a l . 1 9 7 9 ;  M a c D o n a l d ,  P h . D  T h e s i s  19 80)  a n d  g l y c o p r o t e i n  

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

s i g n i f i c a n t  l e v e l s  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 ,  

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

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

mR NA ,  t e r m e d  l a t e  a n d  t r u e - l a t e ,  a r e  a l s o  d i s t i n g u i s h a b l e .

I n  t h e  a b s e n c e  o f  DNA s y n t h e s i s  l a t e  mRNAs a r e  p r e s e n t  

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

d e t e c t e d  ( H o l l a n d  e t  a l . 19 8 0 ;  W a g n e r  19 85 ;  J o h n s o n  e t  a l .

1 9 8 6 ) .
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VJnwl75 i s  a n  e s s e n t i a l  f a c t o r  i n  t h e  t r a n s i t i o n  f r o m  

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

T h e  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  Vmwl75 h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  by t h e  

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

e a r l y  a n d  l a t e  mRNAs ( 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  

19 8 0 )  r e f l e c t i n g  t h e i r  f a i l u r e  t o  i n d u c e  e a r l y  a n d  l a t e  

p r o t e i n s  ( B e n y e s h - M e l n i c k  e t  a l .  1 9 7 4 ;  M a r s d e n  e t  a l . 1 9 7 6 ) .  

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

c a r r y i n g  d e l e t i o n s  i n  Vmwl75 ( D e L u c a  e t  a l . 19 8 5 ) .  Vmwl75 

a l s o  e x e r t s  n e g a t i v e  e f f e c t s  on HSV g e n e  e x p r e s s i o n  a s  

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

g e n e  o v e r p r o d u c e  i m m e d i a t e - e a r l y  mRNAs a n d  p o l y p e p t i d e s  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  ( P r e s t o n  19 7 9 a ,  19 7 9 b ;  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 ) .  G o d o w s k i  a n d  

K n i p e  (19 8 3 ,  19 8 5 ,  19 86)  p r o p o s e d  t h a t  t h e  m a j o r  DNA b i n d i n g  

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

g e n e  e x p r e s s i o n  a t  a l l  s t a g e s  o f  i n f e c t i o n  on  t h e  b a s i s  t h a t  

a  _ts m u t a n t  i n  t h i s  g e n e  a c c u m u l a t e d  mRNAs o f  t h e  

i m m e d i a t e - e a r l y ,  e a r l y  a n d  l a t e  c l a s s e s  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 .

EHV-1 g e n e  e x p r e s s i o n  i n  l y t i c  i n f e c t i o n  h a s  a l s o  b e e n  

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

a n  i m m e d i a t e  -  e a r l y  /  e a r l y  /  l a t e  f a s h i o n  ( C a u g h m a n  e t  a l . 

19 8 5 ) .  F o u 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 ,  t e r m e d  I E l ,  I E 2 ,  

IE3  a n d  I E 4 ,  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  w i t h  M ^ s  203K ,  176K,  151K 

a n d  129K r e s p e c t i v e l y  ( C a u g h m a n  e t  a l . 19 8 5 ) .  

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

mRNA t o  a  s i n g l e  6 k b  m e s s a g e  w h i c h  m a p s  w i t h i n  t h e  i n v e r t e d  

r e p e a t  s e q u e n c e s  a t  0 . 7 3 - 0 . 8 3  a n d  0 . 9  5 - 1 . 0  m a p  u n i t s  ( G r a y  

e t  a l . 19 8 7 ) .  T h i s  d a t a  r a i s e d  q u e s t i o n s  a s  t o  w h e t h e r  t h e
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f o u r  i m m e d i a t e - e a r l y  p r o t e i n s  w e r e  e a c h  u n i q u e  g e n e  p r o d u c t s  

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

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

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

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

e t  a l . 1 9 8 8 ) .  I n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  6 k b

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

t h a t  c o m i g r a t e d  w i t h  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  p r o d u c e d  

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

( R o b e r t s o n  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  No d a t a  i s  y e t  a v a i l a b l e  on

f u n c t i o n a l  a n a l y s e s  o f  t h e  EHV-1 i m m e d i a t e - e a r l y  p r o t e i n s  

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

i s  a n  i m p o r t a n t  r e g u l a t o r y  p r o t e i n  i n  v i r u s  g e n e  e x p r e s s i o n .

1 1 . 1 ( b )  R e g u l a t i o n  o f  i m m e d i a t e - e a r l y  g e n e s .

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

c y c l e  by RNA p o l y m e r a s e  I I  ( C o n s t a n z o  e t  a l . 19 7 7 ) .  A 

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

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

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

i m m e d i a t e - e a r l y ,  e a r l y  a n d  l a t e  g e n e s .

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

s y n t h e s i s  o r  t h e  p r e s e n c e  o f  f u n c t i o n a l  Vmwl75 t o  b e  

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

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

I t  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  c o n t r o l  i s  p r i m a r i 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  ( P r e s t o n  1 9 7 9 b ;  E v e r e t t  1 9 8 4 ;  O ' H a r e
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a n d  H a y w a r d  1 9 8 5 a ,  1 9 8 5 b ;  Coen  e t  a l , 19 8 6 ;  G e lm a n  a n d

S i l v e r s t e i n  1 9 8 6 ) .  T he  r e g u l a t i o n  o f  t h e s e  g e n e s  i s  

m e d i a t e d  by  s t r o n g  p r o m o t e r s  u p s t r e a m  o f  t h e  mRNA 5 '  t e r m i n i  

a n d ,  i n  t h e  c a s e  o f  V!mwl75, a n  e n h a n c e r - l i k e  e l e m e n t  ( P o s t  

e t  a l . 19 8 1 ;  Mackem a n d  R o i z m a n  1 9 8 2 a ;  C o r d i n g l e y  e t  a l .

1 9 8 3 ;  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  19 8 6 ) .  An e l e m e n t  f a r  u p s t r e a m  o f  t h e  mRNA 5'  

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

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

t r a n s - i n d u c i n g  f a c t o r  i d e n t i f i e d  a s  vmw65 ( P o s t  e t  a l . 1 9 8 1 ;  

Mackem a n d  R o iz m a n  1 9 8 2 b ;  B a t t e r s o n  a n d  R o iz m a n .  19 8 3 ;  

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  a n d  T a n n a h i l l  1 9 8 4 ;  K r i s t i e  

a n d  R o i z m a n  1 9 8 4 ;  C a m p b e l l  e t  a l . 1 9 8 4 ) .  The  t a r g e t  

s e q u e n c e s  f o r  s t i m u l a t i o n  by Vnw6 5 h a v e  b e e n  l o c a l i s e d  t o  an 

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

b u t  n o t  e a r l y  o r  l a t e  g e n e s ,  i n  HSV-1 a n d  H SV -2 .  The 

c o n s e n s u s  o f  t h i s  c i s - a c t i n g  s e q u e n c e  i s  TAATGARATTC (Mackem 

a n d  R o i z m a n  1 9 8 2 c ;  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  

19 8 4 ) .  F u n c t i o n a l  a n a l y s e s  h a v e  show n t h a t  t h e  TAATGARATTC 

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

_ t r a n s - i n d u c i n g  f a c t o r  ( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 4 ;  G a f f n e y  e t  a l .

19 85 )  h o w e v e r ,  f u l l  r e s p o n s i v e n e s s  r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

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

r e s p o n s e  ( B z i k  a n d  P r e s t o n  1 9 8 6 ) .  T h e  g e n e  p r o d u c t  o f  Vmw65 

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

TAATGARATTC e l e m e n t  ( M u l l e r  19 8 7 ;  M a r s d e n  e t  a l . 19 8 7 ;  

P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 8 )  b u t  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  DNA v i a  a  

c e l l u l a r  f a c t o r  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  ( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 8 ) .

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  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  c a n  p l a y  a  r o l e  i n  HSV t r a n s c r i p t i o n .  The  c e l l u l a r
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t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  S p l  h a s  b e e n  show n t o  b i n d  t o  GC r i c h  

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

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

( J o n e s  a n d  T j i a n  1 9 8 5 ) .

1 1 . 1 ( c )  R e g u l a t i o n  o f  e a r l y  g e n e  e x p r e s s i o n .

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 r e  i s  a n  a b s o l u t e  

r e q u i r e m e n t  f o r  f u n c t i o n a l  Vinwl75 a s  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  w i t h  a l e s i o n  i n  t h e  g e n e  e n c o d i n g  t h i s  p o l y p e p t i d e  

f a i l  t o  p r o d u c e  e a r l y  a n d  l a t e  g e n e  p r o d u c t s  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  ( B e n y e s h - M e l n i c k  e t  a l . 19 7 4 ;  

M a r s d e n  e t  a l . 1 9 7 6 ;  P r e s t o n  1 9 7 9 a ;  K n i p e  e t  a l . 1 9 8 1 ) .  

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

f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t i o n  o f  t h e  p r o m o t o r  f o r  HSV-1 

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

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

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

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  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 .  

F rom  t h e s e  s t u d i e s ,  i t  h a s  b e e n  c o n c l u d e d  t h a t  Vmwl75 a n d  

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

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

on  e a r l y  p r o m o t o r s  ( E v e r e t t  19 8 4 ;  O ' H a r e  a n d  H a y w a rd  19 8 5 a ,  

1 9 8 5 b ;  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 ) .  

No t r a n s c r i p t i o n a l  s t i m u l a t o r y  f u n c t i o n  w as  d e m o n s t r a t e d  f o r  

Vmw6 3 o r  vmw6 8 p r o t e i n s  a l t h o u g h  O ' H a r e  a n d  H a y w a rd  (19 8 5 a )  

s u g g e s t e d  t h a t  Vmwl2 may a u g m e n t  t h e  s t i m u l a t o r y  a c t i v i t y  o f  

Vmwl75 a n d  VmwllO p r o t e i n s .  U n l i k e  o t h e 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 ,  vmwl2 i s  n o n - p h o s p h o r y l a t e d ,  d o e s  n o t  a p p e a r  

t o  b i n d  t o  DNA a n d  i s  l o c a t e d  p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  c y t o p l a s m
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( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 7 9 a ;  M a r s d e n  e t  a l . 1 9 8 2 ;  P a l f r e y m a n  e t  

a l .  1 9 8 4 ) .  I t  i s  t h e r e f o r e  l i k e l y  t h a t  i f  Vmwl2 p l a y s  a  

r o l e  i n  a u g m e n t i n g  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  e f f e c t s  o f  Vmwl75 a n d  

VmwllO t h e n  i t  d o e s  s o  a t  t h e  p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l .  A 

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

e n c o d i n g  Vmwl2,  s h o w i n g  i t  t o  be  a  n o n - e s s e n t i a l  f u n c t i o n  i n  

i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e  ( L o n g n e c k e r  a n d  R o iz m a n  19 8 6 ;  Brown 

a n d  H a r l a n d  1 9 8 7 ) .

The  a b i l i t y  o f  VmwllO t o  t r a n s a c t i v a t e  e a r l y  g e n e  

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

t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  _ts m u t a n t s  i n  Vmwl75 f a i l  t o  i n d u c e  

e a r l y  g e n e  e x p r e s s i o n  ( W a t s o n  a n d  C l e m e n t s  19 7 9 ,  1 9 8 0 ;  D i x o n  

a n d  S c h a f f e r  1 9 8 0 )  w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  d u r i n g  n o r m a l  

i n f e c t i o n  VmwllO c a n n o t  f u n c t i o n a l l y  s u b s t i t u t e  f o r  Vmwl75.

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

p o l y p e p t i d e  VmwllO w a s  shown t o  be  i n a c t i v e  i n  t r a n s f e c t i o n  

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

d e p e n d e n c e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  VmwllO 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  a t  h i g h  m u l t i p l i c i t i e s  o f  i n f e c t i o n  ( S t o w  a n d  

S t o w  1 9 8 6  ) .

1 1 . 1 ( d )  R e g u l a t i o n  o f  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  e x p r e s s i o n  d u r i n g  v i r u s  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  

s t u d i e d  u s i n g  t h e  t r u e - l a t e  p r o m o t o r s  o f  gC ( J o h n s o n  a n d  

S p e a r  1 9 8 4 ;  G o d o w s k i  a n d  K n i p e  1 9 8 5 )  a n d  U S l l  ( J o h n s o n  e t  

a l .  1 9 8 6 ) .  U n d e r  c o n d i t i o n s  o f  DNA s y n t h e s i s  i n h i b i t i o n ,  

t h e  g e n e  p r o d u c t s  o f  US11 a n d  gC a r e  e x p r e s s e d  a t  e x t r e m e l y  

l o w  l e v e l s  ( l e s s  t h a n  5% o f  n o r m a l  l e v e l s )  (G o d o w s k i  a n d  

K n i p e  19 8 5 ;  J o h n s o n  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  

w h i c h  u s e d  c h e m i c a l  i n h i b i t o r s ,  i t  w as  n o t  p o s s i b l e  t o  be
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c e r t a i n  t h a t  a b s o l u t e l y  n o  DNA r e p l i c a t i o n  h a s  t a k e n  p l a c e .  

T h e r e f o r e ,  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  DNA s y n t h e s i s  i s  o b l i g a t o r y  

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

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

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

a n d  E v e r e t t  19 8 6 ) .  I t  w as  c o n c l u d e d  f r o m  t h e s e  s t u d i e s  t h a t  

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

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

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

S e q u e n c e s  i n v o l v e d  i n  l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  w e r e

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

o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  ( o r i  ) .  A l l  t h e  DNA e l e m e n t s
s

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

a n d  gC w e r e  f o u n d  t o  l i e  w i t h i n  3 3 b p  o f  t h e  RNA c a p  s i t e s  

( J o h n s o n  a n d  E v e r e t t  1 9 8 6 ;  S h a p i r a  e t  a l . 1 9 8 7 )  i n d i c a t i n g  

t h a t  a  l a t e  g e n e  p r o m o t o r  c o n s i s t s  o n l y  o f  a  p r o x i m a l  'TATA' 

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

t h a t  a  p r o x i m a l  'TATA' box i s  s u f f i c i e n t  f o r  l a t e  g e n e  

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

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

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

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

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

s u p e r - i n f e c t i o n  ( J o h n s o n  a n d  E v e r e t t  1 9 8 6 ) .

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

r e s p o n d  t o  t r a n s - a c t i v a t i o n  by Vmwl75 a n d  VmwllO i n  

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  (D e L u c a  e t  a l . 1 9 8 5 ;  

M a v r o m a r a - N a z o s  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  S a c k s  e t  a l . ( 1 9 8 5 )  h a v e

sh o w n  t h a t  m u t a n t s  w i t h  t s  l e s i o n s  i n  Vmw63 s y n t h e s i z e d  

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

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

t h a t  Vmw6 3 i s  an  e s s e n t i a l  r e g u l a t o r y  p r o t e i n  w h i c h  i s  

r e q u i r e d  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 .

No d a t a  i s  y e t  a v a i l a b l e  on t h e  r o l e  o f  Vmw68 i n  HSV 

t r a n s c r i p t i o n .  A l l  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 s ,  

w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  Vmwl2,  c a n  b i n d  c a l f  t h y m u s  DNA (H ay  

a n d  Hay 1 9 8 0 ) ,  h o w e v e r ,  w h e t h e r  t h e  i n t e r a c t i o n  w i t h  DNA 

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

F r e e m a n  a n d  P o w e l l ( 1 9 8 2 )  r e p o r t e d  t h a t  p u r i f i e d  vmwl75 

p o l y p e p t i d e  was  u n a b l e  t o  b i n d  t o  DNA e v e n  t h o u g h  t h e  

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

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

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

r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  Vttiwl75 b i n d s  t o  DNA o n l y  v i a  a  

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

p o s s i b l e  t h a t  vmwl75 b e c o m e s  d e s t a b i l i s e d  d u r i n g  t h e  

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

may s t a b i l i s e  Vmwl75 r e s t o r i n g  i t s  a b i l i t y  t o  b i n d  DNA.  

M o re  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  vmwl75 ( F a b e r  a n d  W i l c o x  1 9 8 6 ,  

1 9 8 8 ;  K r i s t i e  a n d  R o i z m a n  1 9 8 6 a ,  1 9 8 6 b ) .  H o w e v e r ,  i t  i s  n o t  

y e t  c l e a r  w h e t h e r  t h e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  Vmwl75 a n d  DNA i s  

m e d i a t e d  by  Vttiwl75 i t s e l f  o r  a n o t h e r  p r o t e i n .
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I I . 2  H e r p e s v i r u s  p o l y p e p t i d e s .

A n a l y s i s  o f  t h e  DNA s e q u e n c e  o f  t h e  HSV-1 genom e h a s  

r e v e a l e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  7 0 d i s t i n c t  p o t e n t i a l l y  

p o l y p e p t i d e  e n c o d i n g  r e g i o n s  (McGeoch e t  a l . 1 9 8 8 ) .  

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

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

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

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

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

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

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

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

EHV-1 genom e  i s  a s  y e t  u n a v a i l a b l e ,  h o w e v e r ,  t h e  m a p p i n g  o f  

some EHV-1 g e n e s  h a s  b e e n  p o s s i b l e  by c o m p a r i s o n  o f  DNA 

s e q u e n c e  w i t h  t h a t  o f  HSV-1.

1 1 . 2 ( a )  HSV g e n e s  a s s o c i a t e d  w i t h  DNA r e p l i c a t i o n .

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

DNA r e p l i c a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  by C h a l l b e r g  (19 86)  b a s e d  

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

r e p l i c a t i o n  c a n  be  r e p l i c a t e d  by s u p e r i n f e c t i n g  HSV ( S to w

1 9 8 2 ) .  HSV-1 DNA d i g e s t e d  t o  c o m p l e t i o n  w i t h  Xba 1 w a s  

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

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

S e v e r a l  Xba 1 f r a g m e n t s  o f  HSV-1 DNA w e r e  t h e r e f o r e  c l o n e d  

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

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

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

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

( U L 2 9 ) ,  t h e  m a j o r  DNA b i n d i n g  p r o t e i n  ( U L 3 0 ) ,  t h e  65K Mr  DNA 

b i n d i n g  p r o t e i n  ( U L 4 2 ) ,  t h e  o r i g i n  b i n d i n g  p r o t e i n  (UL9) a n d  

UL5, UL8 a n d  UL52 (Wu e t  a l , 1 9 8 8 ;  McGeoch e t  a l . 1 9 8 8 ) .

DNA p o l y m e r a s e . H S V - l - e n c o d e d  DNA p o l y m e r a s e  d i f f e r s  f r o m  

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

( K e i r  e t  a l . 1 9 6 6 )  a n d  s e n s i t i v i t y  t o  p h o s p h o n o a c e t i c  a c i d  

(Mao e t  a l . 1 9 7 5 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  DNA p o l y m e r i s a t i o n ,  t h e  

e n z y m e  h a s  3 '  t o  5 '  e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  w h i c h  i s  b e l i e v e d  

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

M a j o r  DNA b i n d i n g  p r o t e i n . T he  m a j o r  DNA b i n d i n g  p r o t e i n  

s h o w s  p r e f e r e n t i a l  b i n d i n g  t o  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA ( B a y l i s s  

e t  a l . 19 7 5 ;  K n i p e  e t  a l . 19 8 2 ) .  I t  may b e  i n v o l v e d  i n  t h e  

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

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

19 8 3 )  a n d  p l a y s  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 o d o w s k i  a n d  K n i p e  1 9 8 3 ;  s e e  s e c t i o n  I I . 1 ( a )  ) .

65K Mr  DNA b i n d i n g  p r o t e i n . The  65K Mr  HSV-1 p r o t e i n ,  

65KDBp, i s  d i s t i n c t  f r o m  t h e  65K M^ t r a n s - i n d u c i n g  f a c t o r  

( M a r s d e n  e t  a l . 1 9 8 7 ) .  S t u d i e s  w i t h  i n t e r t y p i c  r e c o m b i n a n t s  

( P a r r i s  e t  a l .  1 9 8 8 )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  65K w as  t h e
— — —  U o ir

s e r o t y p e  e q u i v a l e n t  o f  t h e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ICSP 3 4 / 3 5  

( V a u g h a n  19 84 ;  19 8 5 ) .  The  p r o t e i n  i s  e n c o d e d  by g e n e  (JL42 

( P a r r i s  e t  a l . 19 8 8 ) ,  b i n d s  t o  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA i n  t h e  

a b s e n c e  o f  o t h e r  p r o t e i n s  ( G a l l o  e t  a l . 1 9 8 8 )  a n d  i s  

r e g u l a t e d  a s  a n  e a r l y  p r o t e i n  ( S c h e n k  e t  a l . 19 8 8 ;  G o o d r i c h  

e t  a l .  1 9 8 9  ) .
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O r i g i n  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 )  d e s c r i b e d  a  

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

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

h o m o g e n e i t y  a n d  D Nase  1 f o o t p r i n t  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  t h e  

82K Mr  o r i g i n  b i n d i n g  p r o t e i n  i n t e r a c t s  w i t h  tw o  r e l a t e d  

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

p a l i n d r o m e  ( E l i a s  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  The  o r i g i n  b i n d i n g  p r o t e i n  

h a s  r e c e n t l y  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  UL9 g e n e  

( O l i v o  e t  a l . 1 9 8 8 ;  W e i r  e t  a l . 1 9 8 9 ) .

The  p r o d u c t  o f  t h e  UL5 g e n e  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  be  

a s s o c i a t e d  w i t h  DNA h e l i c a s e  a c t i v i t y  (Zhu  a n d  W e l l e r  1 9 8 8 )  

w h e r e a s  t h e  p r o d u c t s  o f  g e n e s  UL8 a n d  UL52 a r e ,  a s  y e t ,  

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

1 1 . 2 ( b )  HSV e n z y m e s  a s s o c i a t e d  w i t h  n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m .

D e o x y 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 ) . The v i r u s  

s p e c i f i e s  a  n o v e l  d e o x y p y r i m i d i n e  k i n a s e  ( K i t  a n d  D ubbs  

19 63 )  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  19 7 4 ) .  

T h i s  e n z y m e  i s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  v i r u s  g r o w t h  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  g r o w t h  i n  r e s t i n g  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  19 7 4 ) .

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 C J T P 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  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  ( 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  c a t a l y s e s  t h e  h y d r o l y s i s  o f  d U T P  t o  dUMP 

t h u s  r e d u c i n g  t h e  a m o u n t  o f  d U T P  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA.  T h e
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v i r u s - i n d u c e d  d U T P as e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  show n t o  b e  

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  ( F i s h e r  a n d  P r e s t o n  1 9 8 6 ) .

R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e . A k e y  en z y m e  i n  DNA s y n t h e s i s  i n  

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

t o  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s .  H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 

e n c o d e s  a  n o v e l  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  ( A v e r e t t  

e t  a l . 1 9 8 3 ;  D u t i a  1 9 8 3 )  a n d  t h i s  e n z y m e  i s  d i s c u s s e d  i n

d e t a i l  i n  s e c t i o n  I I I .

1 1 . 2 ( c )  O t h e r  n o n - s t r u c t u r a l  p o l y p e p t i d e s  e n c o d e d  by  HSV.

A l k a l i n e  e x o n u c l e a s e . 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  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  f i r s t  r e p o r t e d  i n  H S V - l - i n f e c t e d  

c e l l s  ( K e i r  a n d  G o l d  1 9 6 3 )  a n d  l a t e r  i n  H S V - 2 - i n f e c t e d  c e l l s  

(Hay  e t  a l . 1 9 7 1 ) .  A m u t a n t  o f  HSV-2 w h i c h  i s  _ts f o r  t h e  

i n d u c t i o n  o f  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  w as  r e p o r t e d  t o  

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

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

HSV r e p l i c a t i o n  (M oss  1 9 8 6 ) .  H o w e v e r ,  r e c e n t  s t u d i e s  w i t h  a  

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

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

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

s u g g e s t i n g  t h a t  t h e r e  i s  no  d e f e c t  i n  v i r a l  DNA s y n t h e s i s  

( W e l l e r  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  The  r e a s o n  f o r  t h e  d i s c r e p a n c y  

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

W e l l e r  e t  a l . 1 9 8 8  o b s e r v e d  l a r g e  n u m b e r s  o f  e m p t y  

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

p a c k a g i n g  o f  i n f e c t i o u s  p r o g e n y .

U r a c i l - D N A  q l y c o s y l a s e . U r a c i l - D N A  g l y c o s y l a s e  i s  a  DNA 

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

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

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

H S V - i n d u c e d  u r a c i l - D N A  g l y c o s y l a s e  h a s  b e e n  m a p p e d  t o  a 

l o c a t i o n  o f  0 . 0 6 5 - 0 . 0 8  m . u  ( C a r a d o n n a  e t  a l . 1 9 8 7 )  w h i c h  

c o r r e s p o n d s  t o  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  UL2 ( M u l l a n e y  e t  a l . 

1989  ) .

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

i n f e c t i o n  o f  c u l t u r e d  c e l l s  w i t h  HSV-1 ( B l u e  a n d  S t o b b s  

1 9 8 1 ;  P u r v e s  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  DNA s e q u e n c i n g  s t u d i e s  r e v e a l e d  

t h a t  t h e  US3 g e n e  o f  HSV-1 a n d  HSV-2 (M cGeoch e t  a l . 1 9 8 5 ;

1 9 8 7 )  a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  g e n e  o f  VZV ( D a v i s o n  1 9 8 3 )  

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

p r o t e i n  k i n a s e  f a m i l y  o f  e u k a r y o t e s  (McGeoch  a n d  D a v i s o n  

1 9 8 6 ) .  F r a m e  e t  a l . ( 1 9 8 7 )  u s e d  a n  o l i g o p e p t i d e - i n d u c e d  

a n t i s e r u m  s p e c i f i c  f o r  t h e  HSV-1 US3 g e n e  p r o d u c t  c o m b i n e d  

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

a s s i g n  t h e  p r o t e i n  k i n a s e  f u n c t i o n  t o  t h e  US3 g e n e  p r o d u c t .  

T h i s  a c t i v i t y  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  

( F r a m e  e t  a l . 1 9 8 7 ;  P u r v e s  e t  a l . 1 9 8 7 ) .  R e c e n t l y ,  a  s e c o n d  

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

o f  t h e  g e n e  UL13 ( S m i t h  a n d  S m i t h  1 9 8 9 )  b u t  t h e  p u t a t i v e  

g e n e  p r o d u c t  h a s  n o t  b e e n  i d e n t i f i e d .
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1 1 . 2 ( d )  H S V - e n c o d e d  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s .

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

p u r i f i e d  HSV v i r i o n s  h a v e  r a n g e d  f r o m  15 t o  3 3 ( S p e a r  a n d  

R o i z m a n  19 7 2 ;  M a r s d e n  e t  a l . 19 7 6 ;  P o w e l l  a n d  P u r i f o y  19 7 6 ;  

H e i n e  e t  a l . 19 79 )  w h i c h  i n c l u d e  g l y c o p r o t e i n s ,  c a p s i d

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

s e v e n  g l y c o p r o t e i n s ,  gB, gC, gD, gE ,  gG, gH a n d  g l  ( S p e a r  

1 9 7 6 ;  M a r s d e n  e t  a l . 1 9 7 8 ,  1 9 8 4 ;  B a u k e  a n d  S p e a r  1 9 7 9 ;  

R o i z m a n  e t  a l . 19 8 4 ;  F r a m e  e t  a l . 19 8 6 ;  L o n g n e c k e r  e t  a l . 

1 9 8 7 ;  J o h n s o n  a n d  F e e n s t r a  1 9 8 7 ;  M cGeoch 1 9 8 7 ) ,  e n c o d e d  by 

t h e  g e n e s  UL22,  UL27,  UL44,  U S4, LJS6, US7 a n d  US8

r e s p e c t i v e l y  (McGeoch e t  a l . 1 9 8 8 ) .  A l l  h a v e  b e e n  shown t o  

b e  p r e s e n t  i n  t h e  v i r i o n  e x c e p t  g l ,  h o w e v e r ,  i t  i s  l i k e l y  

t h a t  g l  i s  a l s o  p r e s e n t  on  v i r i o n s  s i n c e  t h e y  p o s s e s s  an  

a f f i n i t y  f o r  t h e  F c  e n d  o f  IgG ( B a u k e  a n d  S p e a r  1 9 7 9 )  a n d  

t h i s  a c t i v i t y  d e p e n d s  on  a  c o m p l e x  o f  b o t h  gE a n d  g l  

( J o h n s o n  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  An a d d i t i o n a l  g l y c o p r o t e i n  i s  

p o t e n t i a l l y  e n c o d e d  by g e n e  US5 o f  t h e  HSV-1 genom e (M cGeoch 

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

O n l y  t h r e e  o f  t h e s e  g l y c o p r o t e i n s ,  gB ( S a r m i e n t o  e t  a l . 

1 9 7 9 ;  L i t t l e  e t  a l . 1 9 8 1 ) ,  gD ( L i g a s  a n d  J o h n s o n  1 9 8 8 )  a n d  

gH ( W e l l e r  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 ;  McGeoch  a n d  

D a v i s o n  1 9 8 6 b ;  D e s a i  e t  a l . 1 9 8 8 )  a r e  e s s e n t i a l  f o r

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

i n  v i r u s  e n t r y  i s  n o t  y e t  f u l l y  u n d e r s t o o d .  V i r u s  m u t a n t s  

l a c k i n g  gB ( C a i  e t  a l . 1 9 8 8 )  a n d  gD ( L i g a s  a n d  J o h n s o n  1 9 8 8 )  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

( B u c k m a s t e r  e t  a l . 19 8 4 ;  G o m p e ls  a n d  M i n s o n  19 8 6 )  i m p l y i n g  

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

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

u n i n f e c t e d  c e l l s .  M ore  r e c e n t l y  t h e  d e f e c t  i n  t s Q 2 6 , a  t s  

m u t a n t  i n  gH, w as  show n t o  b e  d u e  t o  l o s s  o f  t h i s  

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

s u r f a c e  ( D e s a i  e t  a l . 1 9 8 8 ) .

M u t a t i o n s  i n  gC do  n o t  a f f e c t  v i a b i l i t y  ( H e i n e  e t  a l . 

1 9 7 4 ;  H o l l a n d  e t  a l . 1 9 8 4 )  a n d ,  m o r e  r e c e n t l y ,  i t  h a s  b e e n  

s how n  t h a t  gE,  gG g l  a n d  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  QS5 g e n e  a r e  

a l s o  d i s p e n s 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 iz 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 ;  W ebe r  e t  a l . 1 9 8 7 ;

H a r l a n d  a n d  Brown 1 9 8 8 ) .

F u l l  HSV-1 c a p s i d s ,  c o n t a i n i n g  DNA,  a n d  e m p t y  c a p s i d s  

s h a r e  f i v e  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s ,  VP5 (V tn w l5 5 ) ,  VP19 (Vmw53),  

VP23 (Vmw36) ,  VP24 (Vmw2 4) a n d  a  12K c o m p o n e n t  VP12.  

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

p o l y p e p t i d e  VP21,  a  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  t h e  c y l i n d r i c a l  

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

v i r i o n  ( G i b s o n  a n d  R o iz m a n  19 7 2 ) .

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

VP22a o r  p40  w h i c h  a r e  p r o d u c t s  o f  t h e  UL26 g e n e  (McGeoch  e t  

a l . 1 9 8 8 ) .  I n  e a r l y  s t u d i e s  t h e s e  w e r e  i d e n t i f i e d  u s i n g
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p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  w h i c h  g a v e  d i f f e r e n t  c a p s i d  f o r m s  a s  

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

n u c l e o c a p s i d s  l a c k i n g  DNA ( G i b s o n  a n d  R o i z m a n  19 7 2 ;  H e i l m a n  

e t  a l . 1 9 7 9 ) .  P o l y p e p t i d e  VP22a  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  a  

c o n s t i t u e n t  o f  m a t u r e  v i r u s  p a r t i c l e s  ( G i b s o n  a n d  R o iz m a n  

19 7 2 )  a n d  i t  w as  t h e r e f o r e  p r o p o s e d  t h a t  VP22a u n d e r g o e s  

so m e  m o d i f i c a t i o n  d u r i n g  v i r i o n  m a t u r a t i o n  t o  fo rm  V P22,  a  

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

( G i b s o n  a n d  R o iz m a n  1 9 7 4 ) .

T s l 2 0 1  h a s  a  d e f e c t  i n  t h e  p r o c e s s i n g  o f  VP22a 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  s u c h  t h a t  v i r a l  DNA i s  n o t  

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

a c c u m u l a t e  i n  t h e  n u c l e i  ( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 3 ) .  When c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  t e l 2 0 1  w e r e  s h i f t e d  t o  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 n  t h e  p r e s e n c e  o f  c y c l o h e x i m i d e , p r o c e s s i n g  o f  

VP22a  a n d  p a c k a g i n g  o f  v i r a l  DNA t o o k  p l a c e  s u g g e s t i n g  t h a t  

VP22a i s  c l o s e l y  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o c e s s  o f  v i r a l  DNA 

p a c k a g i n g .

M ore  r e c e n t l y ,  R i x o n  e t  a l . (19  8 8 )  u s e d  i m m u n o e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y  a n d  tw o  m u t a n t s ,  JLs l201  a n d  t s ! 2 0 3 , t o  d e t e r m i n e  

t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  VP22a a n d  d i f f e r e n t  c a p s i d  f o r m s .  

T s l 2 0 3  p r o c e s s e s  VP22a n o r m a l l y  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  b u t  f a i l s  t o  p a c k a g e  v i r a l  DNA (M atz  e t  a l .

1 9 8 3 ) .  The  s t u d i e s  o f  R i x o n  e t  a l . ( 1 9 8 8 )  r e v e a l e d ,  i n  

c o n t r a s t  t o  e a r l i e r  f i n d i n g s ,  t h a t  VP22a i s  p r e s e n t  i n  e m p t y  

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

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

p r o p o s a l  o f  G i b s o n  a n d  R o iz m a n  (19 74)  t h a t  t h e  a b u n d a n t  

v i r i o n  p r o t e i n  VP22 m i g h t  be  a  p r o c e s s e d  f o r m  o f  c a p s i d  

p r o t e i n  V P 2 2 a .  On t h e  b a s i s  o f  r e s u l t s  r e p o r t e d  by R i x o n  e t
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a l .  ( 1 9 8 8 ) ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  VP22a  b e c o m e s  t r a n s i e n t l y  

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

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

o f  p a c k a g i n g  DNA.

P r o t e i n s  t h a t  r e s i d e  i n  t h e  t e g u m e n t  i n c l u d e  VPl t o  3 ,  

Vmws273,  2 4 8  a n d  2 3 9 ,  w h i c h  a r e  h i g h  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 s  a n d  t h e  65K Mr  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  

( B a t t e r s o n  a n d  R o iz m a n  1 9 8 3 ;  C a m p b e l l  e t  a l . 1 9 8 4 ) .

1 1 . 2 ( e )  E H V - l - e n c o d e d  p o l y p e p t i d e s .

C h a n g e s  i n  s e v e r a l  e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  h a v e  b e e n  

d e s c r i b e d  f o l l o w i n g  t h e  i n f e c t i o n  o f  c e l l s  w i t h  EHV-1 . The 

v i r u s  h a s  b e e n  shown t o  i n d u c e  a  n o v e l  DNA p o l y m e r a s e  (C o h en  

e t  a l . 1 9 7 5 ;  A l l e n  e t  a l . 1 9 7 7 ) ,  t h y m i d i n e  k i n a s e  ( G e n t r y

a n d  A s w e l l  1 9 7 5 ;  A l l e n  e t  a l . 1 9 7 8 a ,  1 9 7 8 b )  a n d

r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  ( C o h e n  e t  a l . 19 7 7 )  a c t i v i t i e s .  A 

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

a l .  1 9 7 2 )  b u t  t h e r e  i s  a s  y e t  n o  e v i d e n c e  t h a t  t h i s  i s  v i r u s  

c o d e d .

A common a n t i g e n  o f  EHV-1,  PRV a n d  BMV w as  shown t o  b e  

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

HSV-1 a n d  HSV-2 ( K i l l i n g t o n  e t  a l . 1 9 7 7 ) .  The  p u r i f i e d  

c r o s s - r e a c t i n g  p o l y p e p t i d e  f r o m  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 

h a s  b e e n  shown t o  h a v e  DNA b i n d i n g  p r o p e r t i e s  ( L i t t l e r  e t  

a l .  1 9 8 1 ) .

EHV-1 v i r i o n s  c o n t a i n  28 s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  r a n g i n g  

f r o m  Mr  270K t o  16K (Kemp e t  a l . 1 9 7 4 ;  P e r d u e  e t  a l . 1 9 7 4 ) .  

A n a l y s i s  o f  p u r i f i e d  EHV-1 v i r i o n s  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

a t  l e a s t  e l e v e n  g l y c o p r o t e i n s  ( P e r d u e  e t  a l . 1 9 7 4 ;  T u r t i n e n
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a n d  A l l e n  1 9 8 2 ) .  The g e n e s  e n c o d i n g  s i x  m a j o r  g l y c o p r o t e i n s  

o f  EHV-1 h a v e  b e e n  m a p p e d  by  t h e  u s e  o f  EHV-1 s p e c i f i c  

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

s y s t e m  ( A l l e n  a n d  Y e a r g e n  19 8 7 ) .  F i v e  o f  t h e s e  EHV-1

g l y c o p r o t e i n s ,  g p 2 , g p l O ,  g p l 3 ,  g p l 4  a n d  g p 2 1 / 2 2 ,  m a p p e d  t o

t h e  genom e L c o m p o n e n t  a n d  o n l y  o n e ,  g p l 7 / 1 8  w as  e x p r e s s e d  

f r o m  t h e  u n i q u e  S r e g i o n  o f  t h e  g e n o m e .  G l y c o p r o t e i n s  13 

a n d  14  m a p p e d  t o  p o s i t i o n s  c o l i n e a r  w i t h  g e n e s  o f  t h e  m a j o r  

g l y c o p r o t e i n s  gC a n d  gB i d e n t i f i e d  i n  H SV -1 .  G l y c o p r o t e i n  

1 7 / 1 8  m a p p e d  t o  a  p o s i t i o n  i n  t h e  Ug r e g i o n  c o l i n e a r  w i t h  

t h a t  f o r  HSV g l y c o p r o t e i n  E.  F u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  g p l 4  i s  

h o m o l o g o u s  t o  gB o f  HSV-1 h a s  b e e n  p r o v i d e d  by h y b r i d i s a t i o n  

e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e  HSV-1 gB g e n e  t o  p r o b e  enzym e 

r e s t r i c t e d  EHV-1 DNA ( B o n a s s  e t  a l . 19 8 8 ) .  R o b e r t s o n  a n d  

W h a l l e y  (19 88 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  

d o w n s t r e a m  o f  t h e  EHV-1 TK g e n e  h a s  a  h y d r o p h o b i c  s i g n a l

p e p t i d e  a n d  p o t e n t i a l  N - g l y c o s y l a t i o n  s i t e s  i n  a d d i t i o n  t o  

h o m o l o g y  w i t h  t h e  c h a r a c t e r i s e d  gH g l y c o p r o t e i n  o f  HSV-1

(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  l o c a t e d  d o w n s t r e a m  

o f  t h e  TK g e n e .

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

p r o t e i n s  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t  148K ,  59K, 46K, 36K a n d  18K 

( P e r d u e  e t  a l . 1 9 7 4 )  w h i c h  c o m p r i s e  m o r e  t h a n  9 6% o f  t h e  

t o t a l  n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n .  T he  148K p r o t e i n  a c c o u n t e d  f o r  

a p p r o x i m a t e l y  65% o f  t h e  t o t a l  n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n  a n d  w as  

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

i n t a c t  v i r i o n .  The  r e m a i n i n g  4% c o m p r i s e d  e i g h t  s t r u c t u r a l  

p r o t e i n s  o f  s i z e s  r a n g i n g  f r o m  140K t o  30K.
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I I . 3  M a t u r a t i o n  o f  v i r u s .

1 1 . 3 ( a )  R e p l i c a t i o n  o f  v i r a l  DNA.

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

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

1 9 7 7 ;  H i r s c h  e t  a l . 1 9 7 7 ;  J a c o b  a n d  R o iz m a n  1 9 7 7 ) .  A t  t h e  

o n s e t  o f  r e p l i c a t i o n ,  m o l e c u l e s  s h o w i n g  ' e y e 1 a n d  ' D '  l o o p s  

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

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

1h e a d - t o - t a i l 1 c o n f i g u r a t i o n  ( J a c o b  a n d  R o iz m a n  1 9 7 7 ) .  The  

f o r m a t i o n  o f  ' h e a d - t o - t a i l '  l i n k a g e s  d o e s  n o t  r e q u i r e  de  

n o v o  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 iz m a n  1 9 8 5 ) .  The  

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

v i r a l  genom e r e p l i c a t e s  a s  ' h e a d - t o - t a i l '  c o n c a t a m e r s  

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

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

1 9 7 9 ;  K a e r n e r  e t  a l . 1 9 8 1 ;  V l a z n e y  a n d  F r e n k e l  1 9 8 1 ) .

1 1 . 3 ( b )  O r i g i n s  o f  DNA r e p l i c a t i o n .

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 s u g g e s t e d

t h a t  t h e  HSV genom e c o n t a i n s  tw o  o r i g i n s  o f  r e p l i c a t i o n ,  o n e

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

t e r m i n u s  ( F r i e d m a n n  e t  a l . 1 9 7 7 ;  H i r s c h  e t  a l . 1 9 7 7 ) .  

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

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

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

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

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

m o l e c u l e s  c o n t a i n i n g  s e q u e n c e s  f r o m  e i t h e r  t h e  ' c '  r e p e a t s
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w h i c h  b r a c k e t  (Jg ( F r e n k e l  e t  a l . 1 9 7 5 ,  1 9 7 6 ;  K a e r n e r  e t  a l . 

1979  , 1 9 8 1 ;  L o c k e r  a n d  F r e n k e l  1 9 7 9 )  o r  s e q u e n c e s  f r o m  (JXj

( K a e r n e r  19 7 9 ) .  B o t h  c l a s s e s  o f  d e f e c t i v e  DNA m o l e c u l e s

c o n t a i n  t h e  ' a '  s e q u e n c e  w h i c h  s p e c i f i e s  a  s i t e  f o r  t h e

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

HSV-1 g e n o m e ,  t h e r e f o r e ,  c o n t a i n s  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 ;  tw o  i n  t h e  d i p l o i d  ' c '  s e q u e n c e s  ( o r i s ) a n d  o n e

i n  t h e  u n i q u e  l o n g  r e g i o n  ( o r i  ) .
Li

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

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

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

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

( V l a z n e 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 t  i s  

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

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

T h e  l o c a l i s a t i o n  o f  o r i  t o  t h e  ' c '  r e p e a t s  f l a n k i n g  U
S o

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

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

v i r u s  ( M o c a r s k i  a n d  R o iz m a n  1 9 8 2 b ,  S to w  1 9 8 2 ) .  I n  t h i s  way 

S t o w  a n d  MCM o n a g l e  (19  82)  m a p p e d  o r i - s  t o  a  lO O bp f r a g m e n t  

w h i c h  l i e s  b e t w e e n  t h e  5 ’ e n d s  o f  tw o  d i v e r g e n t l y  

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

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

4 5 b p  l o n g  c o n t a i n i n g  18 c o n s e c u t i v e  A o r  T r e s i d u e s  a t  i t s  

c e n t r e .  O r i  w as  i n f e r r e d  t o  l i e  w i t h i n  a  3 . 4 k b  s e g m e n t  o f
Ij

v i r a l  DNA s p a n n i n g  m ap  c o - o r d i n a t e s  0 . 3 6 0  -  0 . 4 1 3  ( S p a e t e

a n d  F r e n k e l  1 9 8 2 ) .  The  p r e c i s e  l o c a l i s 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  o r i  h a s  b e e n  d i f f i c u l t  d u e  t o  p r o b l e m s
Li

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

r e g i o n .  H o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  a c h i e v e d  u s i n g  a  y e a s t  c l o n i n g
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v e c t o r  ( W e l l e r  e t  a l . 1 9 8 5 ) .  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  a  4 2 5 b p  

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

p e r f e c t  1 4 4 b p  p a l i n d r o m e  w i t h  h o m o l o g y  t o  o r i s . I n  

p a r t i c u l a r ,  t h e  o r i  a n d  o r i T s e q u e n c e s  o f  HSV-1 a n d  HSV-2
S Li

a n d  o r i s  VZV a l l  c o n t a i n  a  c o n s e r v e d  11  b a s e  p a i r  m o t i f

CGTTCGCACTT ( S t o w  a n d  D a v i s o n  19 86 )  shown i n  r e c e n t  n u c l e a s e

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

o f  t h e  UL9 g e n e  ( E l i a s  e t  a l . 1 9 8 6 ,  1 9 8 8 ;  O l i v o  e t  a l .

1 9 8 8 ) .  R e c e n t  m u t a g e n e s i s  s t u d i e s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e

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

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

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

r e p l i c a t i o n  (Deb  a n d  D o e l b e r g  1 9 8 8 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t

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

e s s e n t i a l  f o r  o r i  a c t i v i t y .s  2
Baumann e t  a l . (19  89 )  h a v e  r e c e n t l y  r e p o r t e d  t h e  m a p p i n g  

a n d  DNA s e q u e n c i n g  o f  a n  EHV-1 o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  w i t h i n  

a  c e n t r a l  p o r t i o n  o f  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 e q u e n c e .  

O r i g i n  a c t i v i t y  was shown t o  be  c o n t a i n e d  w i t h i n  a  2 00 b a s e  

p a i r  f r a g m e n t  l o c a t e d  a t  0 . 8 4 0  t o  0 . 8 4 1  map u n i t s  on  t h e  

EHV-1 g e n o m e .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  DNA s e q u e n c e  o f  t h i s  2 00 

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

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

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

c o n s e r v e d  9 b a s e  p a i r  m o t i f  CGTTCGCAC w h i c h  was  p r e v i o u s l y  

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

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

o r i g i n s  o f  o t h e r  h e r p e s  v i r u s e s ,  t h e  EHV-1 o r i g i n  d o e s  n o t  

c o n t a i n  a  n e a r  p e r f e c t  p a l i n d r o m i c  s e q u e n c e .
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1 1 . 3 ( c )  C l e a v a g e  a n d  p a c k a g i n g  o f  v i r a l  DNA.

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

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

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

T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  ' a '  s e q u e n c e  i n  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  ' a '  s e q u e n c e  may c o n t a i n  n e c e s s a r y  

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

e t  a l . 1 9 8 1 ;  V l a z n e y  a n d  F r e n k e l  1 9 8 1 ) .  S to w  e t  a l . ( 1 9 8 3 )  

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

h e l p e r  v i r u s  when  t h e  ’ a 1 s e q u e n c e  was  l o c a t e d  on t h e  sam e 

p l a s m i d  m o l e c u l e .  V arm uza  a n d  S m i l e y  (19 85 )  c o n s t r u c t e d  

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

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

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

l o c u s .  A s i n g l e  ' a '  s e q u e n c e  was  p r o c e s s e d  t o  g e n e r a t e  tw o  

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

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

by  a  p r o c e s s  i n v o l v i n g  tw o  s e p a r a t e  c l e a v a g e s ,  o n e  

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

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

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

s y s t e m .

P a c k a g i n g  o f  v i r a l  DNA h a s  b e e n  show n t o  be  l i n k e d  t o  

t h e  p r o c e s s i n g  o f  V P 22a ,  a  m a j o r  s t r u c t u r a l  p r o t e i n  ( P r e s t o n  

e t  a l . 1 9 8 3 ) .  S t u d i e s  i n v o l v i n g  a  t a  m u t a n t  w i t h  a  d e f e c t  

i n  t h e  g e n e  e n c o d i n g  VP22a i n d i c a t e d  t h a t  p r o c e s s i n g  o f  t h i s  

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

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

M a r s d e n  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  ' a '  s e q u e n c e  o f  HSV-1 

c o n t a i n e d  DNA s e q u e n c e s  t h a t  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  

s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  VP21 a n d  VP22.  H o w e v e r ,  t h e  f u n c t i o n a l  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  i s  u n k n o w n .

I I . 4  The  e f f e c t  o f  HSV i n f e c t i o n  on  h o s t  c e l l
m e t a b o l i s m .

The  i n f e c t i o n  o f  c e l l s  w i t h  HSV-1 a n d  HSV-2 i s  

c h a r a c t e r i s e d  by t h e  c e s s a t i o n  o f  m i t o s i s  ( W i l d y  e t  a l . 

1 9 6 1 )  a n d  o f  c e l l u l a r  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  a n d  t h e  

c o n c o m i t a n t  s e l e c t i v e  t r a n s l a t i o n  o f  v i r a l  mRNA ( R o iz m a n  a n d  

R o a n e  1 9 6 4 ;  R o iz m a n  e t  a l . 1 9 6 5 ) .  The  s u p p r e s s i o n  o f  h o s t  

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

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

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

p o l y r i b o s o m e s  ( S y d i s k i s  a n d  R o iz m a n  1 9 6 6 ;  1 9 6 7 ) .  The  

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

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

e n c o d e d .

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

m o r e  r a p i d  i n  HSV - 2 - i n f e c t e d  c e l l s  t h a n  i n  H S V - l - i n f e c t e d  

c e l l s  ( P o w e l l  a n d  C o u r t n e y  19 7 5 ;  P e r e i r a  1 9 7 7 ;  F e n w i c k  et 

a l .  19 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  

g e n e r a l i s a t i o n  d o e s  n o t  h o l d  t r u e  f o r  s t r a i n  17  o f  HSV-1 a n d  

s t r a i n  HG52 o f  HSV-2 ( M a r s d e n  e t  a l . 1 9 7 8 ) .  I n i t i a l  

s h u t - o f f  o f  h o s t  c e l l  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  i s  m e d i a t e d  by 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  HSV v i r i o n  ( F e n w i c k  a n d  W a l k e r  

1 9 6 8 ;  N i s h i o k a  a n d  S i l v e r s t e i n  1 9 7 8 ) .  The c e s s a t i o n  o f  h o s t  

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

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

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

e x p r e s s i o n  o f  v i r a l  g e n e s  ( F e n w i c k  a n d  C l a r k  1 9 8 2 ;  N i s h i o k a  

a n d  S i l v e r s t e i n  1 9 7 8 ;  R e a d  a n d  F r e n k e l  1 9 8 3 ) .

The  a b u n d a n c e  o f  h o s t  mRNA i s  r e d u c e d  by HSV i n f e c t i o n  

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

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

t h e  h a l f - l i f e  o f  h o s t  a s  w e l l  a s  v i r a l  mRNAs (Kwong a n d  

F r e n k e l  1 9 8 7 ) .  A n a l y s i s  o f  g l o b i n  mRNA i n  i n f e c t e d  F r i e n d  

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

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

c o m p o n e n t ,  t h e  h o s t  mRNA w as  d e g r a d e d  by a  p r o c e s s  t h a t  

r e q u i r e d  v i r a l  g e n e  e x p r e s s i o n  ( N i s h i o k a  a n d  S i l v e r s t e i n  

1 9 7 7 ;  1 9 7 8 ) .  S c h e k  a n d  B a c h e n h e i m e r  ( 1 9 8 5 )  r e p o r t e d  t h a t

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

h i s t o n e  3 a n d  h i s t o n e  4 )  i n d u c e d  by HSV-1 i n f e c t i o n  o f  V e r o  

c e l l s  o c c u r r e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  d e  n o v o  v i r u s  RNA 

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

t h a t  d e g r a d a t i o n  o f  mRNA i s  i n d u c e d  by a f a c t o r  a s s o c i a t e d  

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

1 ,  d e f e c t i v e  f o r  t h e  v i r i o n - a s s o c i a t e d  s h u t - o f f  f u n c t i o n  was  

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

( R e a d  a n d  F r e n k e l  1 9 8 3 ) .  R e c e n t l y ,  t h e  v h s  1 m u t a t i o n  h a s  

b e e n  m a p p e d  t o  a  265 b a s e  p a i r  f r a g m e n t  s p a n n i n g  map 

c o - o r d i n a t e s  0 . 6 0 4  t o  0 . 6 0 6  o f  t h e  HSV-1 genom e  (Kwong a n d  

F r e n k e l  19 8 8 )  w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  UL41 

g e n e  (McGeoch  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  The  p r o t e i n  e n c o d e d  by t h i s  g e n e  

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

e n c o d e d  b y  t h e  UL41 g e n e  h a s  b e e n  p r o v i d e d  b y  F e n w i c k  a n d  

E v e r e t t  ( m a n u s c r i p t  i n  p r e p a r a t i o n ) .  T h e  QL41 g e n e  f r o m  

HSV-2 s t r a i n  G, w h i c h  h a s  a  s t r o n g  s h u t o f f  f u n c t i o n ,  w a s  

c l o n e d  i n t o  HSV-1 s t r a i n  1 7 ,  w h i c h  h a s  a  w e a k  s h u t o f f  

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

a c q u i r e d  a  s t r o n g  s h u t o f f  f u n c t i o n .  T h e  m u t a t i o n ( s )  

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

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

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

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

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

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

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

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

m e t a b o l i s m .
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SECTION III RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE

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 s 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  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  u t i l i z i n g  

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

e n z y m e  f o r  DNA s y n t h e s i s  i n  a l l  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 .  S e v e r a l  h e r p e s v i r u s e s ,  n a m e l y ,  H S V -1 ,  H S V -2 ,  E H V -1 ,  

EBV, PRV, a n d  VZV h a v e  b e e n  sh o w n  t o  i n d u c e  n o v e l  

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 i e s  u p o n  i n f e c t i o n  o f  t h e  

h o s t  c e l l  ( C o h e n  1 9 7 2 ;  C o h e n  e t  a l . 1 9 7 4 ;  C o h e n  e t  a l . 1 9 7 7 ;  

H e n r y  e t  a l . 1 9 7 8 ;  L a n k i n e n  e t  a l . 1 9 8 2 ;  A v e r e t t  e t  a l .

1 9 8 3 ;  D u t i a  1 9 8 3 ;  H u s z a r  e t  a l . 1 9 8 3 ;  S p e c t o r  e t  a l . 1 9 8 7 ) .  

I n  e a c h  c a s e ,  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  a c t i v i t y  i n d u c e d  

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

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

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

c h e m o t h e r a p y .

I I I . l  S t r u c t u r e  o f  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  e n z y m e .

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 s  i s o l a t e d  f r o m  E . c o l i  a n d  

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

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

f e a t u r e s  ( s e e  s e c t i o n  I I I . 2 ) ,  t h e  t w o  p r o t e i n s  a r e  

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

1 1 1 . 1 ( a )  M o n o m e r i c  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e .

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

76K Mr  p o l y p e p t i d e  c h a i n  ( P a n a g o u  e t  a l . 1 9 7 2 ;  C h e n  e t  a l .
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1 9 7 4 ;  B l a k e l y  1 9 7 8 ) .  T h i s  enzym e  u t i l i s e s  o n l y  n u c l e o s i d e  

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

d e p e n d e n t  on  t h e  c o e n z y m e  B12 a d e n o s y l c o b a l a m i n  (A d o C b l )  

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

r e a c t i o n  ( S i n g h  e t  a l . 1 9 7 7 ) .  R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  

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

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

t h e  d e o x y a d e n o s y l  m o i e t y  o f  A doC b l  a n d  w a t e r  (H ogenkam p 

1 9 6 8 ) .  I n  t h i s  a b i l i t y  t o  c a t a l y s e  t h e  e x c h a n g e  o f  h y d r o g e n  

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

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

B12 d e p e n d e n t  e n z y m e s  c a t a l y s e  t r a n s f e r  f r o m  t h e  same 

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

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

b e e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  a c t i v i t y  o f  o t h e r  B 1 2 - d e p e n d e n t  

r e d u c t a s e s  w h i c h  a r e  f o u n d  t o  b e  common among p r o k a r y o t e s .

I I I . 1 ( b )  O l i g o m e r i c  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e .

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

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

i n a c t i v e  s u b u n i t s ,  d e s i g n a t e d  a s  B1 a n d  B2 (Brown a n d  

R e i c h a r d  1 9 6 9 ) .  P r o t e i n  B l ,  Mr  160K ,  i s  c o m p o s e d  o f  tw o  

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

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

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

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

a s  otod'  ( T h e l a n d e r  19 73 ) .  The  B2 p r o t e i n  a l s o  c o m p r i s e s  tw o  

p o l y p e p t i d e  c h a i n s  o f  s i m i l a r  o r  i d e n t i c a l  s i z e ,  Mr  40K 

( E h r e n b e r g  a n d  R e i c h a r d  1 9 7 2 ;  T h e l a n d e r  1 9 7 3 ) ,  w h i c h  h a d  t h e
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s am e  a m i n o - t e r m i n a l  a l a n i n e  a n d  c a r b o x y - t e r m i n a l  l e u c i n e  a n d  

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

( T h e l a n d e r  1 9 7 3 ) .  P r o t e i n  B2 a l s o  c o n t a i n s  tw o  a t o m s  o f  

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

r e v e r s i b l e  l o s s  o f  en z y m e  a c t i v i t y  ( E h r e n b e r g  a n d  R e i c h a r d

1 9 7 2 ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  m a g n e s i u m  i o n s ,  B l  a n d  B2 f o r m  a  

c o m p l e x ,  Mr  245K,  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  a c t i v e  f o r m  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  e x i s t s  a s  a  1 : 1  c o m p l e x  b e t w e e n  Bl 

a n d  B2 o f  t h e  ty p e s* .  2 ( ^ 2  ^Brown anc  ̂ R e i c h a r d  1969  ; T h e l a n d e r

1 9 7 3 ) .  T he  a d j a c e n t  g e n e s  e n c o d i n g  t h e  B l  a n d  B2 

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

1 9 8 4 ;  N i l l s o n  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e s  

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

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

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

s u b u n i t s  (Ml a n d  M2) h a v e  b e e n  c l o n e d  a n d  s e q u e n c e d  ( C a r a s  

e t  a l . 1 9 8 5 ;  T h e l a n d e r  a n d  B e r g  1 9 8 6 )  a s  w e l l  a s  t h o s e  

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

( S j o b e r g  e t  a l . 1 9 8 6 ;  T s e n g  e t  a l . 1 9 8 8 ) ,  t h e  g e n e  e n c o d i n g  

t h e  s m a l l  s u b u n i t  o f  t h e  y e a s t  en zy m e  ( E l l e d g e  e t  a l . 19 8 7 ;  

H u r d  e t  a l . 19 87 )  a n d  p a r t  o f  t h e  g e n e  e n c o d i n g  t h e  s m a l l  

s u b u n i t  o f  t h e  c l a m  enzym e  ( S t a n d a r t  e t  a l . 1 9 8 5 ) .  

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

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

s m a l l  s u b u n i t  o f  b a c t e r i o p h a g e  T4 s h a r e s  4 7% h o m o l o g y  w i t h  

t h e  B2 s u b u n i t  o f  E . c o l i  ( S j o b e r g  e t  a l . 1 9 8 6 )  a n d  t h e  y e a s t  

g e n e  s h o w s  63% e x a c t  h o m o l o g y  t o  t h e  c l a m  a n d  60% h o m o l o g y  

t o  t h e  m o u s e  ( E l l e d g e  a n d  D a v i s  1 9 8 7 ) .
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I I I . 1 ( c )  S t r u c t u r e  o f  t h e  H S V - e n c o d 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 .

H e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 a n d  t y p e  2 h a v e  a l s o  b e e n  

s h o w n  t o  s p e c i f y  tw o  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 ,  

RRl a n d  RR2, w i t h  Mr s  136K a n d  38K f o r  HSV-1 a n d  138K a n d  

36K f o r  t h e  HSV-2 enzym e  ( D u t i a  19 83? M c L a u c h l a n  a n d  

C l e m e n t s  1 9 8 3 a ;  P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 4 ;  C ohen  e t  a l . 1 9 8 5 ;  

F r a m e  e t  a l . 1 9 8 5 ;  B a c c h e t t i  e t  a l . 1 9 8 6 ;  I n g e m a r s o n  a n d

L a n k i n e n  1 9 8 7 ;  D a r l i n g  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  The  HSV-1 RRl a n d  RR2 

p o l y p e p t i d e s  a r e  t r a n s l a t e d  f r o m  tw o  mRNAs o f  5 k b  a n d  1 . 2 k b  

w h i c h  s h a r e  a common 3 '  t e r m i n u s  ( 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 )  a n d  a r e  e n c o d e d  by g e n e s  UL39 a n d  UL40 r e s p e c t i v e l y  

(M cGeoch e t  a l . 1 9 8 8 ) .  M o r e o v e r ,  t h e  5 1 t e r m i n u s  o f  t h e  

1 . 2 k b  mRNA i s  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  

RRl ( M c L a u c h l a n  a n d  C l e m e n t s  19 8 3 a )  a n d  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t a s e  l o c u s  on t h e  HSV-2 g enom e  i s  s i m i l a r l y  a r r a n g e d  

( M c L a u c h l a n  a n d  C l e m e n t s  1 9 8 3 b ;  G a l l o w a y  a n d  S w a in  1 9 8 4 ) .  

DNA s e q u e n c e s  o f  HSV-2 RRl a n d  RR2 ( M c L a u c h l a n  a n d  C l e m e n t s  

1 9 8 3 b ;  S w a in  a n d  G a l l o w a y  1 9 8 6 ) ,  HSV-1 RR2 ( D r a p e r  e t  a l . 

1 9 8 2 ;  M c L a u c h l a n  a n d  C l e m e n t s  1 9 8 3 a )  a n d  HSV-1 RRl ( N i k a s  e t  

a l .  1 9 8 6 )  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  o b t a i n e d .  The  g e n e s  e n c o d i n g  

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  EBV ( G i b s o n  e t  a l . 1 9 8 4 )  a n d  

VZV ( D a v i s o n  a n d  S c o t t  1 9 8 6 )  h a v e  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  

s e q u e n c e d .  S e q u e n c e  c o m p a r i s o n s  h a v e  shown t h a t  t h e  RRl a n d  

RR2 s u b u n i t s  a r e  h i g h l y  c o n s e r v e d  b e t w e e n  HSV-1 a n d  HSV-2 

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

p r o t e i n s  f r o m  EBV ( G i b s o n  e t  a l . 1 9 8 4 ) ,  VZV ( D a v i s o n  a n d  

S c o t t  1 9 8 6 ;  N i k a s  e t  a l . 1 9 8 6 ) ,  m o u s e  ( C a r a s  e t  a l . 1 9 8 5 ) ,  

E . c o l i  ( C a r l s o n  e t  a l . 1 9 8 4 ;  S j o b e r g  e t  a l . 1 9 8 5 ) ,  s u r f  c l a m  

( S t a n d a r t  e t  a l . 19 8 5 ) ,  T4 b a c t e r i o p h a g e  ( S j o b e r g  e t  a l .
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1 9 8 6 ) ,  v a c c i n i a  v i r u s  ( S l a b a u g h  e t  a l . 1 9 8 8 )  a n d  y e a s t  

( E l l e d g e  a n d  D a v i s  1 9 8 7 ;  H u r d  e t  a l . 1 9 8 7 ) .

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

o r g a n i s m s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  H S V - l - e n c o d e d  R R l  c o n t a i n s  a  

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

p o l y p e p t i d e s  a p a r t  f r o m  HSV-2 ( N i k a s  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  T h i s  i s  

c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  l a r g e r  a p p a r e n t  Mr  o f  t h e  H S V - l - e n c o d e d  

RRl (136K )  ( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 4 )  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  R R l  

f r o m  o t h e r  s p e c i e s  ( a p p r o x i m a t e l y  80K t o  9 0 K ) .  I n g e m a r s o n  

a n d  L a n k i n e n  ( 1 9 8 7 )  r e p o r t e d  t h a t  i n  e x t r a c t s  o f  

H S V - l - i n f e c t e d  V e ro  c e l l s ,  R R l  c a n  be  p r o t e o l y t i c a l l y  

d e g r a d e d  t o  a 9 3K f o r m  w h i c h  r e t a i n s  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  

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

d o m a i n  o f  t h e  HSV RRl may n o t  be  r e q u i r e d  f o r  r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t i o n .  A c r o s s  t h e  r e m a i n d e r  o f  RRl a n d  RR2 N i k a s  e t  a l . 

(19  8 6 )  i d e n t i f i e d  15 b l o c k s  o f  c o n s e r v e d  a m i n o  a c i d  h o m o l o g y  

i n  R R l  a n d  6 b l o c k s  i n  RR2. T h e s e  c o n s e r v e d  b l o c k s  a r e  

b e l i e v e d  t o  h a v e  f u n c t i o n a l  i m p o r t a n c e  f o r  en zy m e  a c t i v i t y .

The  e x i s t e n c e  o f  a  c o m p l e x  b e t w e e n  RRl a n d  RR2 h a s  b e e n  

p r o p o s e d  by F ra m e  e t  a l . ( 1 9 8 5 )  on  t h e  b a s i s  o f  

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

o f  t h e  H S V - l - i n d u c e d  RR2. The a n t i s e r u m  p r e c i p i t a t e d  RR2 

f r o m  b o t h  HSV-1 a n d  HSV-2 i n f e c t e d  c e l l s  a s  e x p e c t e d ,  

h o w e v e r ,  t h e  i n c l u s i o n  o f  0.5% SDS i n  t h e  p r e c i p i t a t i o n  

b u f f e r  r e s u l t e d  i n  t h e  c o p r e c i p i t a t i o n  o f  RRl w i t h  RR2. I t  

w a s  p r o p o s e d  t h a t  RR2 i s  p r e s e n t  b o t h  a s  f r e e  p o l y p e p t i d e  

a n d  c o m p l e x e d  w i t h  RRl a n d  t h a t  SDS f a c i l i t a t e s  t h e  b i n d i n g  

o f  a n t i b o d y  t o  RR2 by p a r t i a l l y  d e n a t u r i n g  t h e  c o m p l e x  

w i t h o u t  a l l o w i n g  t h e  c o m p l e t e  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x .
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A t s  m u t a n t ,  t s ! 2 0 7 , w i t h  a  l e s i o n  i n  t h e  s e q u e n c e  e n c o d i n g  

R R l ,  w as  u s e d  t o  show t h a t  t h e  c o p r e c i p i t a t i o n  o f  RRl w i t h  

RR2 w a s  n o t  d u e  t o  t h e  a n t i b o d y  r e c o g n i s i n g  common e p i t o p e s .  

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 .5% SDS, t h e  o l i g o p e p t i d e - i n d u c e d  s e r u m  

p r e c i p i t a t e d  b o t h  R R l  a n d  RR2 f r o m  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  

t s ! 2 0 7  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  b u t  o n l y  RR2 w as  

p r e c i p i t 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 .  S i m i l a r l y ,  

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

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

t s ! 2 0 7 - i n f e c t e d  c e l l s  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 .  

T h i s  r e s u l t  i n d i c a t e s  t h a t  a l t h o u g h  t s ! 2 0 7  i n d u c e d  t h e  

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

a l .  1 9 8 5 ) .

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

p r e c i p i t a t 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  f r o m  P R V - i n f e c t e d  

c e l l s  a n d  t h e  s m a l l  s u b u n i t  f r o m  EHV-1 a n d  V Z V - i n f e c t e d  

c e l l s  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  RR2 i s  

h i g h l y  c o n s e r v e d  among t h e  h e r p e s v i r u s e s  ( D u t i a  e t  a l . 

1 9 8 6  ) .

B a c c h e t t i  e t  a l . (19 8 6 )  h a v e  a l s o  shown t h a t  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  RRl o r  RR2 p o l y p e p t i d e s  p r e c i p i t a t e  b o t h  

p o l y p e p t i d e s  f r o m  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s .  The  

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

RR2 w as  show n t o  b e  a  r e s u l t  o f  t h e i r  a s s o c i a t i o n  i n  a  

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

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

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

i n f e c t e d  c e l l s .  I n g e m a r s o n  a n d  L a n k i n e n  (19  87)  d e m o n s t r a t e d
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by s e d i m e n t a t i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  enzym e  t h a t  b o t h  s u b u n i t s  

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

R R l  c o m i g r a t e d  w i t h  t h e  RR2 p o l y p e p t i d e  i n  a  g l y c e r o l  

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

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

t h e  e n z y m e  c o n s i s t s  o f  a  c o m p l e x  b e t w e e n  R R l  a n d  RR2 o f  t h e  

t y p e  << 2 ^ 2  a n d  t h e r e f o r e  h a s  t h e  same b a s i c  s t r u c t u r e  a s  t h e  

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

B i o l o g i c a l  o r  b i o c h e m i c a l  s e p a r a t i o n  o f  t h e  RRl a n d  RR2 

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

( B a c c h e t t i  e t  a l . 1 9 8 6 )  a n d  r e c e n t l y  tw o  r e p o r t s  h a v e

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

s e p a r a t e  s u b u n i t s  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  ( D a r l i n g  e t  a l . 1 9 8 8 ;  

H u a n g  e t  a l . 1 9 8 8 ) .

I I I . 1 ( d )  S t r u c t u r e  a t  t h e  a c t i v e  s i t e  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 .

T h e  s t r u c t u r e  a t  t h e  a c t i v e  s i t e  a n d  t h e  r e a c t i o n  

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

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

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

T h e  c a t a l y t i c  s i t e  o f  t h e  E . c o l i  e n z y m e  h a s  b e e n  shown t o  

c o m p r i s e  p a r t s  o f  b o t h  B l  a n d  B2.  The  B2 s u b u n i t ,  i n  

a d d i t i o n  t o  tw o  i r o n  a t o m s ,  h a s  b e e n  shown t o  c o n t a i n  a 

s t a b l e  t y r o s i n e  r a d i c a l  ( S j o b e r g  e t  a l . 1 9 7 7 )  w h i c h  i s  

e s s e n t i a l  f o r  enzym e  a c t i v i t y  ( E h r e n b e r g  a n d  R e i c h a r d  1 9 7 2 ) .  

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

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

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

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

( P e t e r s s o n  e t  a l . 1 9 8 0 ;  S j o b e r g  e t  a l . 1 9 8 2 ) .  An a l i g n m e n t  

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

E . c o l i , c l a m ,  EBV a n d  HSV s h o w e d  t h r e e  r e g i o n s  o f  a m i n o  a c i d  

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

f u n c t i o n a l l y  i m p o r t a n t  ( S j o b e r g  e t  a l . 1 9 8 5 ) .  A c o n s e r v e d  

t y r o s i n e  r e s i d u e  ( T y r - 1 2 2  i n  E . c o l i  n u m b e r i n g )  w as  p r o p o s e d  

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

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

T y r - 1 2 2  w a s  s u b s t i t u t e d  by a  p h e n y l a l a n i n e  r e s i d u e  ( L a r s s o n  

a n d  S j o b e r g  1 9 8 6 ) .  The  p u r i f i e d  w i l d  t y p e  a n d  m u t a n t  B2 

p r o t e i n s  w e r e  shown t o  b e  o f  t h e  same s i z e ,  i r o n  c o n t e n t  a n d  

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

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

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

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

( S t u b b e  e t  a l . 1 9 8 1 ) .

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

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

E . c o l i  en z y m e  i n c l u d e s  p a r t s  f r o m  b o t h  B l  a n d  B2 s u b u n i t s  

( T h e l a n d e r  e t  a l . 1 9 7 6 ) .  2 1- a z i d o - s u b s t i t u t e d  a n a l o g u e s

c a u s e d  a n  i r r e v e r s i b l e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  B2 s u b u n i t  

w i t h o u t  a f f e c t i n g  B l .  On r e d u c t i o n  by r i b o n u c l e o t i d e  

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

s c a v e n g e r s  a n d  s e l e c t i v e l y  d e s t r o y  t h e  f r e e  r a d i c a l  o f  B2 

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

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

t h e  B 1 2 - d e p e n d e n t  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  o f  L . l e i c h m a n n i i  

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

r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t i o n .  C o n v e r s e l y ,  t h e  a d d i t i o n  o f
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2 1- c h l o r o - s u b s t i t u t e d  n u c l e o t i d e s  t o  t h e  E . c o l i  en z y m e  

i r r e v e r s i b l y  i n a c t i v a t e d  Bl w i t h o u t  a f f e c t i n g  B2.  The  

i n a c t i v a t i o n  o f  Bl  i s  c a u s e d  by t h e  m o d i f i c a t i o n  o f  

o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  t h i o l s  p r e s e n t  on  t h e  Bl m o l e c u l e  ( s e e  

s e c t i o n  I I I . 2 ) .

I I I . 2 M e c h a n i s m  o f  t h e  r e a c t i o n .

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 s e s  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  

t h e  h y d r o x y l  g r o u p  a t  t h e  2 1 p o s i t i o n  o f  r i b o s e  by a  

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

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

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

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

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

w e i g h t  p r o t e i n  t h i o r e d o x i n  ( T h e l a n d e r  19 7 4 ;  H o l m g r e n  e t  a l . 

1 9 7 5 ) .  T h i s  s m a l l  a c i d i c  p r o t e i n  w as  p u r i f i e d  a n d  

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

E . c o l i  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  by L a u r e n t  e t  a l . ( 1 9 6 4 ) .  

B o t h  t h i o r e d o x i n  a n d  t h i o r e d o x i n  r e d u c t a s e  c o n t a i n  

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

e l e c t r o n  c a r r i e r s  ( T h e l a n d e r  1 9 7 4 ;  H o l m g r e n  e t  a l . 1 9 7 5 ) .

I n  t h e  a b s e n c e  o f  a  h y d r o g e n  d o n 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  

w as  show n t o  r e d u c e  a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  r i b o n u c l e o t i d e s  (3 

m o l e s  s u b s t r a t e  p e r  m o l e  B l ) a t  t h e  e x p e n s e  o f  t h e  

s u l f h y d r y l s  o f  Bl  ( T h e l a n d e r  1 9 7 4 ) .  A d d i t i o n  o f  r e d u c e d  

t h i o r e d o x i n  t o  t h e  B1/B2 c o m p l e x  l e d  t o  t h e  r e g e n e r a t i o n  o f  

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

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

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

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

r e d u c t i o n  o f  r e d o x  a c t i v e  S - S  g r o u p s  on  B l  by  an  e x t e r n a l  

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

m a j o r  H S V - e n c o d e d  t h i o r e d o x i n  a n d  a  r e c e n t  r e p o r t  p r o v i d e d  

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

H S V - l - e n c o d 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  i n  i n f e c t e d  c e l l s  i s  

t h e  h o s t  c e l l  t h i o r e d o x i n  ( D a r l i n g  1 9 8 8 ) .

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

( H o l m g r e n  19 76)  a n d  m a m m a l i a n  c e l l s  ( L u t h m a n  a n d  H o l m g r e n  

1 9 8 2 ) .  T h i s  p r o t e i n  a l s o  c o n t a i n s  a n  o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  

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

g l u t a t h i o n e  r e d u c t a s e  ( H o l m g r e n  19 7 9 ) .

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

shown i n  F i g u r e  3 a n d  may  b e  s u m m a r i s e d  a s  f o l l o w s .  The 

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

3 1 p o s i t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e .  The  r e l e a s e  o f  t h e  2 '  

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

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

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

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

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

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

c a r b o n - 2  s u b s t i t u t e d  n u c l e o t i d e  a n a l o g u e s  ( S t u b b e  a n d

K o z a r i c h  1 9 8 0 ;  S j o b e r g  e t  a l . 1 9 8 3 ;  S t u b b e  e t  a l . 1 9 8 3 ;

H a r r i s  e t  a l .  1 9 8 4 ;  H a r r i s  e t  a l .  1 9 8 7 ) .



F i g u r e  3 .  M e c h a n i s m  o f  t h e  r e a c t i o n  o f  r i b o n u c l e o t i d e
r e d u c t i o n .

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

( e )  i s  shown a n d  t h e  r a d i c a l  i s  r e p r e s e n t e d  a s  ( • ) .
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Figure 4. A scheme of the regulation of E.coli
deoxyribonucleotide synthesis.

S u b s t r a t e s  a n d  r e a c t i o n  p r o d u c t s  a r e  sh o w n  w i t h  t h e  

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

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

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

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

o f  CDP a n d  UDP by a n  A T P - a c t i v a t e d  e n z y m e ,  p r o c e e d s  t o  GDP 

r e d u c t i o n  v i a  a  d T T P - e n z y m e  a n d  r e a c h e s  ADP r e d u c t i o n  by  a  

d G T P - a c t i v a t e d  e n z y m e .  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 s  

t u r n e d  o f f  by  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  dATP. A c c u m u l a t i o n  o f  dTTP 

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

a c c u m u l a t i o n  o f  dGTP a l s o  t u r n s  o f f  GDP r e d u c t i o n .



^ATP
^■►dCDP ► dCTP

1
-r^dUDP -► -► -► dTTP 
VATP ^

^ ► d G D P - ■► dGTP

■►dADP -fr-dATP

► DNA
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I I I . 3 R e g u l a t i o n  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 .

1 1 1 . 3 ( a )  A l l o s t e r i c  r e g u l a t i o n .

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

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

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

( r e v i e w e d  by T h e l a n d e r  a n d  R e i c h a r d  1 9 7 9 ) .  P r o t e i n  B l  b i n d s  

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

b i n d i n g  s i t e s  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  e x i s t  on  B l  (B row n  

a n d  R e i c h a r d  1 9 6 9 ;  T h e l a n d e r  a n d  R e i c h a r d  1 9 7 9 ) .  I t  i s  

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

s i t e  o f  e a c h  c l a s s .  The tw o  c l a s s e s  o f  b i n d i n g  s i t e ,  

d e s i g n a t e d  a s  ' h 1 a n d  ' l 1, a r e  d i s t i n g u i s h e d  by t h e i r  

a f f i n i t i e s  f o r  dATP (Brown a n d  R e i c h a r d  1 9 6 9  ) .  T h e  ' h '  

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

t h e  e f f e c t o r s  dTTP, dGTP a n d  ATP a n d  g o v e r n s  t h e  s u b s t r a t e  

s p e c i f i c i t y  o f  t h e  e n z y m e .  B i n d i n g  o f  e f f e c t o r s  t o  t h e  1 h 1 

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

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

s u b s t r a t e .  The  ' 1 '  s i t e s  h a v e  a  low  a f f i n i t y  f o r  dATP a n d  

b i n d  o n l y  ATP i n  a d d i t i o n  t o  dATP. The  ' 1 '  s i t e s  r e g u l a t e  

t h e  o v e r a l l  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e ;  when ATP i s  b o u n d  a t  t h e  

* 1 '  s i t e  t h e  enzym e  i s  a c t i v e  a n d  w hen  dATP i s  b o u n d  a t  t h e  

' 1 '  s i t e  t h e  en z y m e  i s  i n a c t i v e .  T h e  l a r g e  n u m b e r  o f  

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

t h e r e f o r e  a l l o w  t h e  enzym e  t o  a s s u m e  a  m u l t i t u d e  o f  

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

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

o u t l i n e d  i n  F i g u r e  4 .
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The  m a m m a l i a n  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  i s  a l l o s t e r i c a l l y  

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  t h a t  o f  E . c o l i . The  

m a m m a l i a n  e n zy m e  i s  a l s o  c o m p r i s e d  o f  tw o  n o n - i d e n t i c a l  

d i m e r i c  s u b u n i t s  c a l l e d  p r o t e i n s  M l ,  a n  8 0 , 0 0 0 - M r  

p o l y p e p t i d e ,  a n d  M2, a  4 4 , 0 0 0 - M ^  p o l y p e p t i d e  ( T h e l a n d e r  a n d  

R e i c h a r d  1 9 7 9 ) .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  Ml 

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

t h e  ' h 1 a n d  ' 1 '  s i t e s  o f  E . c o l i  ( T h e l a n d e r  e t  a l . 1 9 8 0 ) .  

T h e  e n z y m e s  i s o l a t e d  f r o m  b a c t e r i o p h a g e  T4 a n d  L . l e i c h m a n n i i  

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

R e i c h a r d  1 9 7 9 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  c a t a l y s i s  o f  r e d u c t i o n  o f  

r i b o n u c l e o t i d e  d i p h o s p h a t e s  by t h e  HSV- a n d  P R V - i n d u c e d  

e n z y m e  a r e  n o t  i n h i b i t e d  by dATP a n d  dTTP (C o h e n  e t  a l . 

1 9 7 2 ;  P o n c e  d e  L eo 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 ;  L a n g e l i e r  a n d  B u t t i n  1 9 8 1 ;  

L a n k i n e n  e t  a l . 19 8 2 ;  A v e r e t t  e t  a l . 19 8 3 ) .  The  a p p a r e n t  

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

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

1 1 1 . 3 ( b )  R e g u l a t i o n  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  e x p r e s s i o n .

T he  Bl a n d  B2 p o l y p e p t i d e s  o f  E . c o l i  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  e n c o d e d  by tw o  a d j a c e n t  g e n e s ,  n rd A  a n d  n r d B ,  

l o c a t e d  a t  48 m i n .  on  t h e  E . c o l i  map ( F u c h s  e t  a l . 1 9 7 2 ) .  

T h e  g e n e s  a r e  p a r t  o f  a n  o p e r o n  i n  w h i c h  n rd A  i s  t h e  

p r o m o t o r  p r o x i m a l  g e n e  ( T u g g l e  a n d  F u c h s  19 86 )  a n d  t h e  tw o  

g e n e s  h a v e  b e e n  c l o n e d  a n d  s e q u e n c e d  ( C a r l s o n  e t  a l . 19 8 4 ;  

N i l s s o n  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  The s y n t h e s i s  o f  B l  a n d  B2 i n  E . c o l i  

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

s y n t h e s i 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  ( F i l p u l a  a n d  F u c h s  

19 7 7 )  a n d  t h e  i n c r e a s e d  l e v e l  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 c t i v i t y  i n  t h y m i n e  s t a r v e d  c e l l s  w as  shown t o  b e  d u e  t o  

i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  n r d  mRNA (H a n k e  a n d  F u c h s  1 9 8 3 ) .  The  

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

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

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

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

u p o n  c o n c o m i t a n t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( H a n k e  a n d  F u c h s  1 9 8 4 ) .

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

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

e x p r e s s i o n  ( T u g g l e  a n d  F u c h s  19 8 6 ) .  The  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  

s i t e  w as  m a p p e d  H O b p  u p s t r e a m  o f  n r d A ,  t h e  f i r s t  s t r u c t u r a l  

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

1 3 5 b p  u p s t r e a m  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e  i n  a  r e g i o n  

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

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

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

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

e x p r e s s i o n .  The  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  t h e  o p e r o n  

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

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

The  t y r o s y l  f r e e  r a d i c a l  o f  t h e  B2 s u b u n i t  may a l s o  b e  a  

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

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

h y d r o x y u r e a  a  r a d i c a l - f r e e  f o r m  o f  B2 i s  g e n e r a t e d  w h i c h  i s  

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

B2 s u b u n i t  i n t o  t h e  a c t i v e  f o r m  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m a g n e s i u m  

i o n s ,  d i t h i o t h r e i t o l  a n d  o x y g e n  ( E l i a s s o n  e t  a l . 1 9 8 6 ) .
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Upon p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  a c t i v a t i n g  c r u d e  E . c o l i  e x t r a c t ,  i t  

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

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

c a t a l a s e  ( E l i a s s o n  e t  a l . 1 9 8 6 ;  F o n t e c a v e  e t  a l . 1 9 8 7 a ,  

1 9 8 7 b ) .  T h e  i d e n t i t y  o f  t h e  f o u r t h  p r o t e i n  i s  u n k n o w n .  T h i s  

t y r o s y l  r a d i c a l  g e n e r a t i n g  enzym e  s y s t e m  may p a r t i c i p a t e  i n  

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

p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l  v i a  t h e  B2 s u b u n i t .

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

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

c e l l  c y c l e  d e p e n d e n t  m a n n e r  ( E r i k s s o n  a n d  M a r t i n  1 9 8 1 ;  

E r i k s s o n  e t  a l . 19 8 4 ;  E n g s t r o m  e t  a l . 19 8 5 ) .  The  s u b u n i t s  

Ml a n d  M2 w e r e  i s o l a t e d  a n d  s e p a r a t e d  f r o m  m o u s e  lym phoma 

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

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

p h a s e s  i n  t h e  c e l l  c y c l e  ( E r i k s s o n  a n d  M a r t i n  1 9 8 1 ) .  The  

s p e c i f i c  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  Ml s u b u n i t  was  t h e  same 

i n  G l ,  G l /  e a r l y  S p h a s e  a n d  S p h a s e /  G2 c e l l  p o p u l a t i o n s  

w h i l e  t h a t  o f  M2 w as  d e c r e a s e d  by 6 0% i n  t h e  Gl p o p u l a t i o n .  

D i r e c t  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  M2 s u b u n i t  by  e l e c t r o n  

p a r a m a g n e t i c  r e s o n a n c e  (EPR) d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  3 t o  7 f o l d  

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

M2 s u b u n i t  w as  o b t a i n e d  w hen  m o u s e  mammary t u m o u r  c e l l s  

p a s s e d  f r o m  Gl  t o  t h e  S p h a s e  ( E r i k s s o n  e t  a l . 1 9 8 4 ) .  

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

d i f f e r e n t  EPR s i g n a l  i n  t h e  n e w l y  s y n t h e s i s e d  M2 s u b u n i t .  

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

t h e  S p h a s e - c o r r e l a t e d  i n c r e a s e  i n  r a d i c a l  c o n t a i n i n g  M2 w as  

d u e  t o  d e  n o v o  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  The l a b e l l e d  M2 m o l e c u l e s  

d i s a p p e a r e d  w i t h  a  h a l f  l i f e  o f  t h r e e  h o u r s  i n d i c a t i n g  t h a t
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new m o l e c u l e s  o f  M2 s u b u n i t  m u s t  be  s y n t h e s i s e d  a t  a  h i g h  

r a t e  d u r i n g  S p h a s e  ( E r i k s s o n  e t  a l . 1 9 8 4 ) .  I n  c o n t r a s t ,  

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

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

19 8 5 ) .  The  l e v e l s  o f  Ml a n d  M2 t h e r e f o r e  v a r y  i n d e p e n d e n t l y  

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

d u r i n g  t h e  c e l l  c y c l e  by t h e  l e v e l  o f  M2. I n  c o n t r a s t ,  

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

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

M2 m o l e c u l e s  v i a  an  e n zy m e  a c t i v a t i o n  m e c h a n i s m  t h a t  i s  

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

r e g u l a t i o n  o f  M2 d u r i n g  t h e  c e l l  c y c l e  ( E r i k s s o n  e t  a l . 

1 9 8 4 ) .  R e c e n t  r e s u l t s  ( B j o r k l u n d - u n p u b l i s h e d  d a t a )  show  

t h a t  b o t h  Ml a n d  M2 mRNA a r e  i n d u c e d  d u r i n g  S p h a s e  a n d  

r e g u l a t e d  i n  t h e  same m a n n e r  a n d  t h a t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  Ml 

a n d  M2 p r o t e i n  l e v e l s  m u s t  b e  d u e  t o  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 s .

I I I . 4 O t h e r  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  de  n o v o  s y n t h e s i s  o f  
d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s .

R e a c t i o n s  l e a d i n g  t o  t h e  de  n o v o  s y n t h e s i s  o f  dNTPs i n  

m a m m a l i a n  c e l l s  a r e  shown s c h e m a t i c a l l y  i n  F i g u r e  5 .  T h i s  

s u b j e c t  h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e v i e w e d  by R e i c h a r d  (19 8 8 ) .  The 

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

t r i p h o s p h a t e s ,  dATP, dTTP,  dCTP a n d  dGTP, t o  r e p l i c a t e  i t s  

DNA. T h r e e  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  d i p h o s p h a t e s ,  dADP, dCDP a n d  

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

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

f o r m e d  by r e d u c t a s e  b u t  v i a  a  m o r e  c o m p le x  p a t h w a y .  The



F i g u r e  5 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  r e a c t i o n s  l e a d i n g
t o  t h e  d e  n o v o  s y n t h e s i s  o f  dNTPs i n  m a m m a l i a n  
c e l l s .

A l l o s t e r i c a l l y  r e g u l a t e d  e n z y m e s :  ( 1 )  r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t a s e ,  ( 2 )  dCMP d e a m i n a s e .  N o n - r e g u l a t e d  e n z y m e s :  ( 3 )  

dTMP s y n t h a s e ,  ( 4 )  dCMP k i n a s e ,  ( 5 )  t h y m i d y l a t e  k i n a s e ,  ( 6 )  

n u c l e o s i d e  d i p h o s p h a t e  k i n a s e ,  ( 7 )  d U T P a s e .

T H F , t e t r a h y d r o f o l a t e ,  DHF, d i h y d r o f o l a t e
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s e c o n d  e n z y m e  i n  t h e  p a t h w a y ,  dCMP d e a m i n a s e ,  c o n t r o l s  t h e  

a m o u n t  o f  p y r i m i d i n e  t r i p h o s p h a t e s  ( dTTP a n d  dCTP) a v a i l a b l e  

f o r  DNA s y n t h e s i s .  T h i s  e n z y m e ,  l i k e  r i b o n u c l e o t i d e  

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

dCTP a n d  i n h i b i t e d  by  dTTP.  Upon a c t i v a t i o n  by dCTP, dCMP 

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

o f  dTT P.  T h y m i d y l a t e  s y n t h a s e  c a t a l y s e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

dUMP i n t o  dTMP a n d  l i n k s  dNTP s y n t h e s i s  t o  f o l a t e  

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

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

k i n a s e s  c a t a l y s e  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  dAMP, dCMP, dTMP a n d  

dGMP i n  m a m m a l i a n  c e l l s .  The  e n z y m e s  w h i c h  p h o s p h o r y l a t e  

dAMP, dCMP a n d  dGMP a c c e p t  r i b o n u c l e o s i d e  o r  

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

p h o s p h o r y l a t e s  dUMP i n  a d d i t i o n  t o  dTMP. F i n a l l y ,  

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

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

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

I I I . 5 R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t i o n  a n d  DNA s y n t h e s i s .

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

s y n t h e s i s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  many  s y s t e m s .  F o r  e x a m p l e ,  

t h e  m a m m a l i a n  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 c r e a s e s  a s  

t h e  c e l l s  e n t e r  t h e  S p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  ( E r i k s s o n  a n d  

M a r t i n  1 9 8 1 ;  E r i k s s o n  e t  a l . 1 9 8 4 ;  E n g s t r o m  e t  a l . 1 9 8 5 ) .  

The  s m a l l  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  i s o l a t e d  f r o m  

y e a s t  a n d  i t s  t r a n s c r i p t  h a s  b e e n  shown t o  be  i n d u c e d  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 - 2 0  f o l d  by DNA d a m a g i n g  a g e n t s ,  a  r e s u l t  

w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  t h e  enzym e i s  r e q u i r e d  f o r  DNA r e p a i r  i n
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y e a s t  ( E l l e d g e  a n d  D a v i s  1 9 8 7 ;  H u r d  e t  a l . 1 9 8 7 ) .  H o w e v e r ,  

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

by  i t s e l f  r e g u l a t e s  DNA s y n t h e s i s .  I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  

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

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

a n d  t h e i r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  DNA i n  t h e  S p h a s e  o f  t h e  

m a m m a l i a n  c e l l  c y c l e  (R e d d y  a n d  P a r d e e  1 9 8 0 ,  1 9 8 2 ,  1 9 8 3 ) .  

Upon e n t e r i n g  t h e  S p h a s e ,  i t  was  s u g g e s t e d  t h a t  dNTPs w e r e  

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

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

e x p e r i m e n t s  u s i n g  tw o  d i f f e r e n t  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  t h e  Ml s u b u n i t  o f  m a m m a l ia n  r e d u c t a s e  d e m o n s t r a t e d  

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

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

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

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

s e r v e  i n  DNA s y n t h e s i s .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  

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

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

I I I . 6 I n h i b i t i o n  o f  v i r u s - 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 .

T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  t h e  H S V - l - 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  i s  v i r u s - e n c o d e d  ( D u t i a  1 9 8 3 ;  P r e s t o n  e t  

a l .  1 9 8 4 )  a n d  e s s e n t i a l  f o r  v i r u s  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  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e  ( 3 9 . 5 ° C )  a n d  i n  r e s t i n g  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 ,  1 9 8 8 b ;  P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  

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

t o  t h e  h o s t  c e l l  enzym e  e g .  s e n s i t i v i t y  t o  h y d r o x y u r e a  a n d  a
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s t a b l e  t y r o s i n e  f r e e  r a d i c a l  ( L a n g e l i e r  a n d  B u t t i n  1 9 8 1 ;

L a n k i n e n  e t  a l . 1 9 8 2 )  t h e r e  a r e  d i f f e r e n c e s  i n  Mg^+ a n d  ATP 

r e q u i r e m e n t s  a n d  i n  a l l o s t e r i c  c o n t r o l s  (C o h e n  19 7 2 ;  P o n c e  

d e  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 ;  A v e r e t t  e t  a l . 1 9 8 3 ) .  The  d i f f e r e n t i a l

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

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

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

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

2 - a c e t y l  p y r i d i n e ,  h a v e  b e e n  shown t o  b e  a c t i v e  a g a i n s t  

HSV-1 a n d  HSV-2 r e d u c t a s e  b o t h  i n  v i t r o  a n d  i n  a  c u t a n e o u s  

h e r p e s  g u i n e a  p i g  m o d e l  ( S h i p m a n  e t  a l . 1 9 8 1 ,  1 9 8 6 ;  T u r k  e t  

a l .  19 8 6 )  w h e r e a s  t h e  m a m m a l ia n  enzym e  i s  n o t  a f f e c t e d  by 

t h e s e  c o m p o u n d s .  I n  c o n t r a s t ,  som e  t h i o s e m i c a r b a z o n e s , e g .

g u a n o z o l e  a n d  1 - f o r m y l  i s o q u i n o l i n e ,  p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t  

t h e  m a m m a l i a n  r e d u c t a s e  ( S p e c t o r  a n d  J o n e s  1 9 8 5 ) .  The  

f i n d i n g  o f  T h e l a n d e r  a n d  G r a s l u n d  (19 83)  t h a t  t h e  i r o n  

c h e l a t e  o f  1 - f o r m y l  i s o q u i n o l i n e  d e s t r o y e d  t h e  t y r o s i n e  f r e e  

r a d i c a l  a t  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  M2 s u b u n i t  o f  t h e  

m a m m a l i a n  r e d u c t a s e  s u g g e s t s  RR2 a s  t h e  p r o b a b l e  s i t e  o f  

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

S p e c t o r  e t  a l . (19  85 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  

t h i o s e m i c a r b a z o n e  d e r i v a t i v e  w h i c h  i n h i b i t s  HSV-1 r e d u c t a s e  

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

p o t e n t i a t e  t h e  a n t i v i r a l  a c t i v i t y  o f  a c y c l o v i r .  A c y c l o v i r  

i s  a n  a n t i h e r p e t i c  a g e n t  w h i c h  i s  s e l e c t i v e l y  p h o s p h o r y l a t e d
n e t  V3i.j

b y  t h e  H S V - e n c o d e d  t h y m i d i n e  k i n a s e ^ ( E l i o n  e t  a l . 19 7 7 ;  F y f e  

e t  a l . 1 9 7 8 ) .  A c y c l o v i r - m o n o p h o s p h a t e  i s  c o n v e r t e d  t o  a

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

1 9 8 0 )  w h i c h  s e r v e s  a s  a n  a l t e r n a t i v e  s u b s t r a t e  f o r  t h e  v i r a l
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p o l y m e r a s e  a n d  i s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a DNA p r i m e r  t e m p l a t e  by 

t h i s  e n z y m e  ( F u r m a n  e t  a l . 19 7 9 ) .  I t  i s  n o t  e x c i s e d  f r o m  

t h e  p r i m e r  t e m p l a t e  by t h e  3 1, 5 1- e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y  

a s s o c i a t e d  w i t h  v i r a l  DNA p o l y m e r a s e  ( D e r s e  e t  a l . 19 8 1 )  a n d  

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

a b s e n c e  o f  a  3 ' - h y d r o x y l  m o i e t y  ( F u r m a n  e t  a l . 1 9 8 0 ) .  I n  

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

H S V - e n c o d e d  DNA p o l y m e r a s e  t h e r e b y  i n h i b i t i n g  v i r a l  DNA 

s y n t h e s i s  ( F u r m a n  e t  a l . 1 9 8 4 ) .

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

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

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

p r o t e c t  DNA p o l y m e r a s e  f r o m  i n a c t i v a t i o n  ( D e r s e  e t  a l . 1 9 8 1 ;  

F u rm a n  e t  a l . 1 9 8 4 ;  S t  C l a i r  e t  a l . 1 9 8 4 ) .  The  i n h i b i t o r  o f  

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

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

t h e  l e v e l  o f  a c y c l o v i r - t r i p h o s p h a t e  ( S p e c t o r  e t  a l . 1 9 8 5 ) .  

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

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

t o  HSV-1 DNA p o l y m e r a s e  a n d  p r o m o t e s  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  

e n z y m e .

The 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  c a n  

a l s o  be  i n h i b i t e d  by  t h e  s y n t h e t i c  n o n a p e p t i d e ,  YAGAVVNDL, 

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

o f  RR2 ( C o h e n  e t  a l . 1 9 8 6 ;  D u t i a  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  The  c e l l u l a r  

r e d u c t a s e  w as  u n a f f e c t e d  by t h e  p e p t i d e .  I t  w as  p r o p o s e d  

( D u t i a  e t  a l . 19 86 )  t h a t  t h e  p e p t i d e  a c t e d  by c o m p e t i n g  f o r  

an  RR2 b i n d i n g  s i t e  on RRl t h u s  i n t e r f e r i n g  w i t h  s u b u n i t  

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

o b t a i n e d  by  M c C l e m e n t s  e t  a l . (19  88)  who u s e d  a n  a n t i - R R 2
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m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w h i c h  s p e c i f i c a l l y  p r e c i p i t a t e s  RR2 a n d  

RRl f r o m  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l s .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  

i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  YAGAVVNDL, t h e  a m o u n t  o f  RR2 

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

w a s  c o p r e c i p i t a t e d  d e c r e a s e d .  I t  was  t h e r e f o r e  p r o p o s e d  by 

M c C l e m e n t s  e t  a l . ( 1 9 8 8 )  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  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  by t h i s  o l i g o p e p t i d e  i s  d u e  t o  

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

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

p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  RRl a n d  RR2 c a n  e x i s t  b o t h  a s s o c i a t e d  

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

t w o  s t a t e s .  From t h i s  d a t a ,  a  m o r e  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  f o r  

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

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

c o m p e t e  w i t h  RR2 f o r  a  b i n d i n g  s i t e  on RRl c o n s e q u e n t l y  

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

D i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e  

c o m p e t e s  w i t h  RR2 f o r  a  b i n d i n g  s i t e  on  RRl h a s  b e e n  

r e p o r t e d  by P a r a d i s  e t  a l . (19  8 8 ) .  A p h o t o r e a c t i v e  a n a l o g u e  

o f  t h e  n o n a p e p t i d e  was  shown t o  b i n d  s p e c i f i c a l l y  t o  t h e  

H S V - l - i n d u c e d  RRl p o l y p e p t i d e .  F u r t h e r m o r e ,  t h i s  c o v a l e n t  

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

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

G a u d r e a u  e t  a l . (19  87)  s t u d i e d  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

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

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

D e l e t i o n  o f  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  t y r o s i n e  g e n e r a t e d  a n  

o c t a p e p t i d e  w i t h  a  m a r k e d l y  r e d u c e d  i n h i b i t o r y  p o t e n c y  (1 C 5Q 

= 283uM) c o m p a r e d  w i t h  t h e  n o n a p e p t i d e  ( I C ^ q = 3 6 u M ) .  I n
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c o n t r a s t ,  d e l e t i o n  o f  t h e  a l a n i n e  a n d  g l y c i n e  r e s i d u e s ,

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

s u b s t a n t i a l l y  m o d i f y  t h e  I C ^ q o b t a i n e d  w i t h  t h e  o c t a p e p t i d e .

T h e  m in im um  a c t i v e  c o r e  was  a s s i g n e d  t o  t h e  s e q u e n c e  VVNDL

w h i c h  h a s  a n  i n c r e a s e d  I C cn  o f  760uM. M o n o s u b s t i t u t i o n  o f5 0

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

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

a c i d  c o n t a i n e d  i n  t h e  minimum c o r e .  P e p t i d e s  e x t e n d e d  a t  

t h e  a m i n o  t e r m i n u s ,  STSYAGAVVNDL a n d  ECRSTSYAGAVVNDL 

r e s p e c t i v e l y ,  h a v e  i n h i b i t o r y  p o t e n c i e s  2 . 1 -  a n d  1 . 4 - f o l d  

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

a l s o  i n c r e a s e d  t h e  i n h i b i t o r y  p o t e n c y  o f  YAGAVVNDL by  1 . 8 -  

a n d  3 . 0 - f o l d  r e s p e c t i v e l y  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  a m in o  g r o u p  i s  

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

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

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

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

d i m i n i s h e s  i t s  a c t i v i t y  3 . 2 - f o l d .

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

c a r b o x y - t e r m i n a l  a m in o  a c i d  s e q u e n c e  o f  HSV-1 i n  H SV -2 ,  PRV, 

VZV a n d  EHV-1 i m p l i e s  t h a t  t h i s  n o n a p e p t i d e  may i n h i b i t  a  

b r o a d  r a n g e  o f  h e r p e s v i r u s e s  ( D u t i a  e t  a l . 1 9 8 6 )  a n d  t h e  

r e c e n t  f i n d i n g  t h a t  t h e  P R V - i n d u c e d  en zy m e  i s  i n  i n h i b i t e d  

by  t h e  n o n a p e p t i d e  s u p p o r t s  t h i s  p r o p o s i t i o n  ( C o h e n  e t  a l .

1 9 8 7 ) .

I I I . 7 R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  a s  a  t a r g e t  f o r  a n t i v i r a l  
c h e m o t h e r a p y .

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

t h e  f o r m a t i o n  o f  dNTPs t h r o u g h  t h e  d e  n o v o  p a t h w a y  ( s e c t i o n
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I I I . 5 )  o r  u t i l i s a t i o n  o f  p r e f o r m e d  d e o x y n u c l e o t i d e s  t h r o u g h  

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

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

H S V - i n f e c t i o n  b u t  t h e  f i n d i n g  t h a t  a  t s  m u t a t i o n ,  t s l 2 0 7 ,  i n  

t h e  HSV-1 RRl p o l y p e p t i d e  r e s u l t s  i n  p l a q u e  r e d u c t i o n  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  ( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 4 )  i m p l i e s  

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

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

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

HSV i n d u c e s  a  DNase  a c t i v i t y  t h a t  b r e a k s  down h o s t  DNA a n d  

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

N u t t e r  e t  a l . ( 1 9 8 5 a )  s h o w e d  t h a t  95% i n h i b i t i o n  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 c t i v i t y  by h y d r o x y u r e a  h a d  no  

e f f e c t  on  dATP a n d  dTTP p o o l s  i n  HSV-2 i n f e c t e d  c e l l s .  The  

o r i g i n  o f  dTTP i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s  w as  i n v e s t i g a t e d  by 

e x a m i n i n g  t h e  dTTP p o o l  l e v e l s  o f  a c i d - s o l u b l e  dTTP a n d  dTMP 

i n  v i r u s  DNA a f t e r  HSV-2 i n f e c t i o n  o f  r a d i o - l a b e l l e d  HeLa 

c e l l s  ( N u t t e r  e t  a l . 1 9 8 5 b ) . When 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 as  i n h i b i t e d  by h y d r o x y u r e a ,  t h e  dTTP p o o l s  w e r e  

m a i n t a i n e d  by a  c o m p e n s a t o r y  i n c r e a s e  i n  dTTP d e r i v e d  f r o m  

t h e  h o s t  DNA. T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  a t  l e a s t  9 5% o f  

t h e  a v a i l a b l e  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  may n o t  b e  

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

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

a n t i v i r a l  a g e n t s .

G o l d s t e i n  a n d  W e l l e r  (19 8 8 a )  h a v e  shown t h a t  a  l a c  Z 

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

r e g i o n  o f  RRl f u s e d  t o  J ^ - g a l a c t o s i d a s e  was  c o m p e t e n t  f o r  

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

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

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

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

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

c o n c l u s i o n  d r a w n  f r o m  s t u d i e s  w i t h  t s ! 2 0 7  w h i c h ,  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 ,  f a i l e d  t o  i n d u c e  r e d u c t a s e  

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

( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 4 ) .  T s l 2 0 7  h a s  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  i n  R R l  ( N i k a s  e t  a l . m a n u s c r i p t  i n  p r e p a r a t i o n )  

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

RR2 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  ( F r a m e  e t  a l . 1 9 8 5 ) .  

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

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

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

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

(Wu e t  a l . 1 9 8 8 ) .

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

t h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a  _ts m u t a n t ,  t s ! 2 2 2 , w h i c h  d o e s  n o t  

i n d u c e  d e t e c t a b l e  a m o u n 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 c t i v i t y  a t  t h e  p e r m i s s i v e  (3 1 ^ C )  o r  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 9 . 5 ° C )  b u t  v i r a l  r e p l i c a t i o n  i s  i n h i b i t e d  o n l y  

a t  t h e  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  ( P r e s t o n  e t  a l . 1 9 8 8 ) .  T h i s  

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

RR2 w h i c h  a l t e r s  t h e  t r a n s l a t i o n a l  r e a d i n g  f r a m e  r e s u l t i n g  

i n  a  c h a n g e  o f  a l l  b u t  o n e  o f  t h e  l a s t  15 a m i n o  a c i d s  a n d  i n  

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

i n d i c a t e  t h a t  t h e  v i r 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  i s  

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

c e l l s  a t  3 1 ^ C ,  t h e  t s  m u t a n t  f a i l e d  t o  g ro w  i n  s e r u m  s t a r v e d
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c e l l s .  T h e s e  r e s u l t s  t h e r e f o r e  d e m o n s t r a t e  t h a t  HSV 

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

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

d i v i d i n g  c e l l s  a t  3 9 . 5 ° C  b u t  n o t  a t  3 1 ° C .

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

G o l d s t e i n  a n d  W e l l e r  ( 1 9 8 8 b )  u s i n g  a  d e l e t i o n  m u t a n t  l a c k i n g  

9 0% o f  t h e  c o d i n g  s e q u e n c e s  o f  t h e  RRl g e n e .  A s t r o n g  

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

s e c t i o n  I I I . 5 .  The  d e p e n d e n c e  o f  t h e  d e l e t i o n  m u t a n t  on  t h e  

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

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

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

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

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

may  n o t  b e  d e p e n d e n t  on  v i r 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  

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

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

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

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

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

c y c l e .

C am eron  e t  a l . ( 1 9 8 8 )  h a v e  s t u d i e d  t h e  r o l e  o f  

H S V - e n c o d 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  i n  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  

t h e  v i r u s  by t h e  u s e  o f  m u t a n t s  w i t h  l e s i o n s  i n  e i t h e r  RRl 

o r  RR2. The  v i r u l e n c e  o f  t h e  m u t a n t s  i n  m i c e  was  r e d u c e d  by 

a p p r o x i m a t e l y  1 0 6 f o l d  w hen  c o m p a r e d  w i t h  w i l d  t y p e  v i r u s  

w h i l e  t h e  v i r u l e n c e  o f  t h e  r e v e r t a n t  o f  o n e  o f  t h e s e  m u t a n t s
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w a s  r e s t o r e d  t o  w i t h i n  6 0 - f o l d  o f  t h a t  o f  t h e  p a r e n t  v i r u s .  

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

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

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

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

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

s i m i l a r  c o n c l u s i o n s  r e a c h e d  (M. R y a n - u n p u b l i s h e d  d a t a ) .

S i m i l a r  c o n c l u s i o n s  w e r e  r e a c h e d  by J a c o b s e n  e t  a l . ( i n  

p r e s s )  who u s e d  a  m o u s e  e y e  m o d e l  t o  show  t h a t  a  d e l e t i o n  

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

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

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

d a t a  show t h a t  t h e  HSV r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  i s  c r i t i c a l  

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

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

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

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

p a t h o g e n i c i t y  i n  m i c e  ( F i e l d  a n d  W i l d y  1 9 7 8 ;  T e n s e r  e t  a l . 

19 7 9 ;  F i e l d  a n d  C o h en  1 9 8 6 ;  L a r d e r  e t  a l . 1 9 8 6 ) ,  w o u l d  h a v e  

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

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

a c y c l o v i r  t h e r a p y .
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SECTION IV. PROJECT AIMS.

( 1 )  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e  i s  

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

o f  a n y  m o d i f i c a t i o n s  w h i c h  may o c c u r .

( 2 )  To t e s t  t h e  p r o p o s a l  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e  

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

1 9 8 6 )  by  d e t e r m i n i n g  w h e t h e r  t h e  n o n a p e p t i d e  i n h i b i t e d  n o v e l  

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

w i t h  a n  a b o r t o g e n i c  s t r a i n  o f  e q u i n e  h e r p e s  v i r u s  t y p e  1 .

( 3 )  To i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  u n i q u e  a m i n o  -  t e r m i n a l  

d o m a i n  o f  HSV-1 RRl i s  r e q u i r e d  f o r  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  by  

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

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

c a r b o x y  -  t e r m i n a l  d o m a i n  o f  t h e  HSV-1 -  i n d u c e d  R R l .  T h i s  

p a r t  o f  t h e  p r o j e c t  w as  p e r f o r m e d  i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  D r .

H. L a n k i n e n .

( 4 )  To i n v e s t i g a t e  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  EHV-1 -  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  by  m e a n s  o f  t h e  s am e  o l i g o p e p t i d e  -  

i n d u c e d  a n t i s e r a .
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MATERIALS 

SECTION I  CHEMICALS AND REAGENTS

T i s s u e  c u l t u r e

A l l  t i s s u e  c u l t u r e  r e a g e n t s  w e r e  s u p p l i e d  by G i b c o - B i o c u l t  

( P a i s l e y ,  S c o t l a n d ) .  RK13 c e l l s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  F lo w  

L a b o r a t o r i e s ,  I r v i n e ,  S c o t l a n d .

E l e c t r o p h o r e s i s

A c r y l a m i d e  w as  s u p p l i e d  by K o c h - L i g h t  L a b o r a t o r i e s  L t d ,  

H a v e r h i l l ,  S u f f o l k ,  E n g l a n d  a n d  N , N ' - m e t h y l e n e  b i s  

a c r y l a m i d e  was s u p p l i e d  by BDH C h e m i c a l s  L t d ,  P o o l e ,  D o r s e t ,  

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

B i o r a d  L a b o r a t o r i e s ,  R ic h m o n d ,  C a l i f o r n i a .

A u t o r a d i o g r a p h y

K o d a k  X-OMAT XS-1 f i l m  was  o b t a i n e d  f r o m  Kodak  ( L o n d o n )  L t d .  
3

En h a n c e  w a s  s u p p l i e d  f r o m  New E n g l a n d  N u c l e a r ,  B o s t o n ,  

M a s s ,  USA.

I m m u n o b l o t t i n g

N i t r o c e l l u l o s e  s h e e t s  w e r e  s u p p l i e d  by S c h l e i c h e r  a n d  

S c h u l l ,  D a s s e l ,  W e s t  G e rm a n y .  H o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  c o l o u r  

d e v e l o p e r  a n d  g e l a t i n  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B i o r a d  

L a b o r a t o r i e s ,  R ic h m o n d ,  C a l i f o r n i a .  N o n - im m u n e  r a b b i t  s e r u m  

w a s  f r o m  t h e  S c o t t i s h  A n t i b o d y  P r o d u c t i o n  U n i t  (S A P U ) ,  

S c o t l a n d .
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A f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y

C N B r - a c t i v a t e d  s e p h a r o s e  4B,  G10 s e p h a r o s e ,  G75 s e p h a r o s e ,  

a n d  G25 PD10 c o l u m n s  w e r e  a l l  p u r c h a s e d  f r o m  P h a r m a c i a ,  

U p p s a l l a ,  S w e d en .

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

u B o n d a p a k  C1Q c o l u m n s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  M i l l i p o r e  UK L t d ,  

W a t e r s  C h r o m a t o g r a p h y  D i v i s i o n ,  H a r r o w ,  M i d d l e s e x ,  UK. HPLC 

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

C h e m i c a l s  L t d ,  W a l k e r b u r n ,  S c o t l a n d .  M o n o f l u o r  

s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  w as  s u p p l i e d  by N a t i o n a l  D i a g n o s t i c s ,  

H i g h l a n d  P a r k ,  New J e r s e y ,  USA.

P r o t e a s e  i n h i b i t o r s

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

( L o n d o n )  UK e x c e p t  a l p h a  2 m a c r o g l o b u l i n  w h i c h  was  o b t a i n e d  

f r o m  BCL B o e h r i n g e r  M a n n h e im ,  E a s t  S u s s e x ,  UK.

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

a n d  w e r e  s u p p l i e d  by BDH C h e m i c a l s  L t d ,  P o o l e ,  D o r s e t ,  

E n g l a n d  o r  S ig m a  ( L o n d o n )  L t d .

SECTION I I  SOLUTIONS 

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

170mM N a C l ,  3.4mM K C l ,  10mM Na2 HP04 , 1.8mM KH2 P 0 4 pH 7 . 2  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  6.8mM C a C l 2 a n d  4.9mM MgCl2 .

V e r s e n e

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 .0 0 1 5 %  ( w / v )  p h e n o l  

r e d .
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T r y p s  i n - v e r s e n e

One v o l u m e  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  25mM 

T r i s f 140mM N a C l ,  5mM KC1, 0.7mM Na2 HPO^, l m g / m l  d e x t r o s e ,  

0 ,0 0 1 5 %  p h e n o l  r e d  pH 7 . 4  s u p p l e m e n t e d  w i t h  100  u n i t s / m l  

p e n i c i l l i n  a n d  100  m i c r o g r a m m e s  /  ml s t r e p t o m y c i n  p l u s  4 

v o l u m e s  v e r s e n e .

Giemsa
1 .5%  ( v / v )  s u s p e n s i o n  o f  G ie m s a  i n  g l y c e r o l ,  h e a t e d  a t  5 6°C  

f o r  9 0 - 1 2 0  m i n u t e s  a n d  d i l u t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  

m e t h a n o l .

D e t e r g e n t  l y s i s  b u f f e r

0 .1 M  T r i s - H C l  pH 8 . 0 ,  10% g l y c e r o l ,  0.5% NP40,  0.5% s o d i u m  

d e o x y c h o l a t e ,  2mM p h e n y l m e t h y l s u l p h o n y l f l u o r i d e  (PM SF) .

D e n a t u r i n g  b u f f e r

50mM T r i s - H C l  pH 6 . 7 ,  2% SDS, 700mM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  10% 

g l y c e r o l ,  b r o m o p h e n o l  b l u e .

E l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r

52mM T r i s ,  53mM g l y c i n e ,  0.1% SDS

T r a n s f e r  b u f f e r

25mM T r i s  pH 8 . 3 ,  192mM g l y c i n e ,  20% ( v / v )  m e t h a n o l .

T r i s  b u f f e r e d  s a l i n e  (TBS)

20mM T r i s  pH 7 . 5 ,  500mM NaCl



B l o c k i n g  b u f f e r  

l x  TBS p l u s  3% g e l a t i n
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Antibody buffer
l x  TTBS ( l x  TBS p l u s  0 .05%  Tween  2 0 )  p l u s  1% g e l a t i n .

0 .0 1 5 %  H2 ° 2  (̂ e v e l°E®l e n t  s o l u t i o n  

S o l u t i o n  A

60mg HRP c o l o u r  d e v e l o p m e n t  r e a g e n t  d i s s o l v e d  i n  20m l  i c e  

c o l d  m e t h a n o l .

S o l u t i o n  B

60 m i c r o l i t r e s  i c e  c o l d  30% ^2°2 a d d e d  t o  1 0 0 m l  room 

t e m p e r a t u r e  TBS.

S o l u t i o n s  A a n d  B w e r e  m i x e d  t o  p r o d u c e  a  0 . 0  015% 

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

SECTION I I I  RADIOCHEMICALS

A l l  r a d i o c h e m i c a l s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  Amersham

I n t e r n a t i o n a l  PLC, B u c k i n g h a m s h i r e ,  E n g l a n d .
3 . . .L - ( 3 , 5 -  H ) t y r o s i n e  s p e c i f i c  a c t i v i t y

4 0 - 6 0 C i / m m o l

3 5L - (  S ) m e t h i o n i n e  s p e c i f i c  a c t i v i t y

> 1 0 0 0 C i /m m o l

( 5 - ^ H ) c y t i d i n e  5 ' d i p h o s p h a t e  s p e c i f i c  a c t i v i t y

1 0 - 3 0 C i / m m o l

1 2  5 IN a  c a r r i e r  f r e e
1 2  5T h e  s y n t h e t i c  n o n a p e p t i d e  [ I]YAGAVVNDL w as  p r e p a r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  R e s u l t s  s e c t i o n  I  a n d  w as  t h e n  t r i t i a t e d  by 

£xcw<ncje_ w i t h  t r i t i u m  g a s  by  t h e  T r i t i u m  L a b e l l i n g  S e r v i c e ,  

A m ersham  I n t e r n a t i o n a l ,  F o r r e s t  P a r k ,  W h i t c h u r c h ,  C a r d i f f .
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SECTION IV. SYNTHETIC OLIGOPEPTIDES

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

R e s e a r c h  B i o c h e m i c a l s  (CRB),  C a m b r i d g e ,  UK w i t h  t h e  

e x c e p t i o n  o f  t h e  n o n a p e p t i d e  YAGAVVNDL w h i c h  w as  s u p p l i e d  by 

LKB P r o d u c t s  L t d ,  C a m b r i d g e ,  UK a n d  t h e  o c t a p e p t i d e  AGAVVNDL 

w h i c h  was  s y n t h e s i s e d  by M i s s  A n i a  O w s i a n k a .  T h e  m o l e c u l a r  

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

s p e c t r o m e t r y  ( M - S c a n ,  B e r k s h i r e ,  E n g l a n d )  w h i l e  p u r i t y  was  

c h e c k e d  by r e v e r s e  p h a s e  HPLC. A l l  p e p t i d e s  w e r e  a t  l e a s t  

95% p u r e .



67
METHODS

SECTION I GROWTH OF CELLS AND VIRUS.

1 . 1 C e l l  c u l t u r e

BHK 21 c l o n e  13 c e l l s  ( M a c P h e r s o n  a n d  S t o k e r  1 9 6 2 )  w e r e  

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

m e d iu m  (MEM, S t o k e r  a n d  M a c P h e r s o n  1 9 6 1 )  w h i c h  was  s u p p l i e d  

a s  a  lO x  l i q u i d  c o n c e n t r a t e .  The  c o n c e n t r a t e  was  d i l u t e d  i n  

d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  100 u n i t s / m l  

p e n i c i l l i n ,  100  u n i t s / m l  s t r e p t o m y c i n ,  5mM g l u t a m i n e  a n d  

2 . 7 5 g / l  s o d i u m  b i c a r b o n a t e .  C a l f  s e r u m  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  10% ( v / v ) .

RK13 c e l l s  ( F l o w  L a b o r a t o r i e s  L t d )  w e r e  g row n  i n  t h e  

s a m e  m e d ium  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  e x c e p t  t h a t  i t  was  

a d d i t i o n a l l y  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1% n o n - e s s e n t i a l  a m in o  a c i d s  

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

10% ( v / v ) .

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

c o m p r i s i n g  9 5% a i r  a n d  5% C02 . The  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ^ b y  

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

v e r s e n e .  T h e y  w e r e  t h e n  w a s h e d  t w i c e  w i t h  2 0 m l  t r y p s i n  p l u s  

v e r s e n e  (1  i n  4 d i l u t i o n )  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  m e d iu m  a t  

a  c o n c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  10 c e l l s / m l .

1 . 2 G r o w t h  o f  v i r u s

S t r a i n  17 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 (HSV-1) (Brow n 

e t  a l . 1 9 7 3 )  w as  u s e d  t h r o u g h o u t .  BHK-Cl3 c e l l s  w e r e  g row n  

t o  8 0% c o n f l u e n c y  i n  80 oz r o l l e r  b o t t l e s  a n d  i n f e c t e d  w i t h  

HSV-1 a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  1 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t  p e r  3 00
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c e l l s  i n  4 0m l  m ed ium .  The  r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  

31 C u n t i l  maximum c y t o p a t h i c  e f f e c t  was  o b s e r v e d  4— S  d a y s  

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

t h e  m e d iu m  w h i c h  w as  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  r . p . m  f o r  10 

m i n u t e s .  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  5ml 

s u p e r n a t a n t ,  c h e c k e d  f o r  s t e r i l i t y  a n d  f r o z e n  a t  - 7 0 ° C .  T h e  

s u p e r n a t a n t  was  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 o u r s  on 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  w h i c h  was  p e l l e t e d  w as  

r e s u s p e n d e d  i n  5ml 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  u n t i l  h o m o g e n e o u s ,  c h e c k e d  f o r  s t e r i l i t y  a n d  

s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .  T h i s  was  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  s u p e r n a t a n t  

v i r u s  s t o c k .

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

s o n i c a t o r  u n t i l  h o m o g e n e o u s  a n d  f r o z e n  a t  - 7 0 ° C .  I t  w as  

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

f o r  10  m i n u t e s .  The  s u p e r n a t a n t  was  d e c a n t e d  a n d  s t o r e d  a t  

4 °C  ( s u p e r n a t a n t  1 ) .  The  p e l l e t  w as  r e s u s p e n d e d  i n  5ml 

f r e s h  m e d iu m ,  f r o z e n  a t  - 7 0 ° C  t h e n  t h a w e d ,  r e s o n i c a t e d  a n d  

c e n t r i f u g e d  a t  200 0  r . p . m  f o r  10 m i n u t e s .  The  s u p e r n a t a n t  

w a s  d e c a n t e d  ( s u p e r n a t a n t  2 )  a n d  a d d e d  t o  s u p e r n a t a n t  1 .  

T h i s  w as  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  c e l l  a s s o c i a t e d  s t o c k .  I t  was  

s t o r e d  i n  1ml a l i q u o t s  a t  - 7 0 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .

F o u r  d i f f e r e n t  i s o l a t e s  o f  e q u i n e  h e r p e s  v i r u s  t y p e  1 

( E H V - 1 ) w e r e  u s e d  d u r i n g  t h i s  s t u d y .

S t r a i n  V o l9  3 9 ,  s u p p l i e d  by Dr J .  M um ford  (T h e  A n i m a l  H e a l t h  

T r u s t ,  N e w m a r k e t ,  U K ) .

S t r a i n  A . C ,  s u p p l i e d  b y  D r  A .  C u l l i n a n e  ( T h e  I r i s h  E q u i n e  

C e n t r e ,  J o h n s t o w n ,  N a a s ,  C o .  K i l d a r e ,  I r e l a n d ) .

S t r a i n  K e n t u c k y  A ,  s u p p l i e d  b y  P r o f .  D .  O ' C a l l a g h a n  

( L o u i s i a n a  S t a t e  U n i v e r s i t y  M e d i c a l  C e n t r e ,  S h r e v e p o r t ,  

L A 7 1 1 3 0 ,  U S A ) .
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S t r a i n  AB1, s u p p l i e d  by Dr R .A .  K i l l i n g t o n  ( U n i v e r s i t y  o f  

L e e d s ,  L e e d s ,  UK).

RK13 c e l l s  w e r e  g row n t o  80% c o n f l u e n c y  i n  80 o z  r o l l e r  

b o t t l e s  a n d  i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  1 

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t  p e r  100  c e l l s  i n  4 0m l  m e d ium .  The  

r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 1 ° C  u n t i l  t h e  c e l l s  w e r e  

a l l  r o u n d e d  a n d  d e t a c h e d  f r o m  t h e  b o t t l e  u s u a l l y  4 - 7  d a y s  

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

f r e e z e - t h a w i n g  s t e p  was  o m i t t e d .

I .3  S t e r i l i t y  c h e c k s

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  on  b r a i n  h e a r t  

i n f u s i o n  a g a r  (BHI) a n d  b r a i n  h e a r t  i n f u s i o n  a g a r  p l u s  10% 

h o r s e  b l o o d  (BHI b l o o d  a g a r ) .  2 6 g  D i f c o  B a c t o  BHI a g a r  was  

d i s s o l v e d  i n  5 0 0 m l  d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  s t e r i l i s e d  by 

a u t o c l a v i n g  f o r  20 m i n u t e s .  The  s o l u t i o n  was  c o o l e d  t o  

a p p r o x i m a t e l y  4 0°C  a n d  p o u r e d  i n t o  5 0mm p e t r i  d i s h e s  (BHI 

p l a t e s )  o r  5 0 m l  h o r s e  b l o o d  ( B i o c u l t )  w as  a d d e d  j u s t  b e f o r e  

p o u r i n g  ( b l o o d  a g a r ) .  P l a t e s  w e r e  s t o r e d  a t  4 °C  b e f o r e  u s e .  

As r e q u i r e d  t h e  v i r u s  s t o c k  w as  s t r e a k e d  o n t o  t h e  a g a r  

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

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

i n c u b a t i o n .  BHI a g a r  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  room 

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

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

3 7 ° C  f o r  s e v e n  d a y s  ( t o  t e s t  f o r  b a c t e r i a l  c o n t a m i n a t i o n ) .  

T he  p l a t e s  w e r e  c h e c k e d  o c c a s i o n a l l y  o v e r  t h e  s e v e n  d a y s  a n d  

i f  no  c o n t a m i n a t i o n  was  a p p a r e n t ,  t h e  v i r u s  s t o c k s  w e r e  

a s s u m e d  t o  b e  s t e r i l e .
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1 . 4  T i t r a t i o n  o f  v i r u s  s t o c k s

EHV-1 s t o c k s  w e r e  t i t r a t e d  on RK13 c e l l s ,  HSV-1 s t r a i n  

17  w a s  t i t r a t e d  on  BHK-C13 c e l l s .  The  t i t r a t i o n  p r o c e d u r e  

w a s  t h e  same f o r  b o t h .  M o n o l a y e r s  o f  BHK-Cl3 o r  RK13 c e l l s  

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

PBS c o n t a i n i n g  10% c a l f  s e r u m  o r  10% f o e t a l  c a l f  s e r u m .  

A b s o r p t i o n  w as  c a r r i e d  o u t  a t  3 7°C  f o r  1 h o u r .  The  i n o c u l u m  

w a s  r e m o v e d  a n d  5ml  a g a r  o v e r l a y  ( 3 1 0 m l  E a g l e ' s  A,  6 0ml 

E a g l e ' s  B w i t h o u t  p h e n o l  r e d ,  125m l  3.6% D i f c o  a g a r ,  7ml  

c a l f  s e r u m )  was  a d d e d .  The p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7°C 

f o r  2 d a y s  o r  a t  3 1 ° C  f o r  3 d a y s .  The  a g a r  o v e r l a y  was  

r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  f i x e d  w i t h  5 0% C i d e x  f o r  2 h o u r s .  

C l e a r  p l a q u e s  w e r e  c o u n t e d  a f t e r  s t a i n i n g  w i t h  G i e m s a  f o r  10  

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

SECTION I I  CHROMATOGRAPHY

I I . 1  S i z e  e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y

S e p h a d e x  G25 (PD10 c o l u m n s )

P r e p a c k e d  PD10 c o l u m n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  P h a r m a c i a .  

E a c h  c o lu m n  c o n t a i n s  9 . 1 m l  s w o l l e n  g e l  i n  0.9% N aC l  

c o n t a i n i n g  0.01% t h i m e r o s o l .  The  c o l u m n s  w e r e  

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

S e p h a d e x  G75

S e p h a d e x  G7 5 ( P h a r m a c i a )  was  s u p p l i e d  a s  a  d r y  p o w d e r .  

T h e  b e a d s  w e r e  s w o l l e n  i n  50mM T r i s —HCl pH 8 . 0  f o r  2 4 h o u r s  

a t  2 0 ° C  o r  3 h o u r s  a t  9 0°C  b e f o r e  u s e .  A 1 0 m l  c o lu m n  w as  

p a c k e d  w i t h  t h e  G75 g e l  a n d  t h e  c o lu m n  w as  e q u i l i b r a t e d  w i t h  

t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  b e f o r e  u s e .



71
I I . 2  A f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y

C o u p l i n g  o f  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  (BSA) t o  C N B r - a c t i v a t e d

S e p h a r o s e  4B a s  d e s c r i b e d  by t h e  m a n u f a c t u r e r .

S e p h a r o s e  b e a d s  w e r e  s w o l l e n  i n  a p p r o x i m a t e l y  2 00ml  ImM

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

f u n n e l  w i t h  1 l i t r e  o f  t h e  same s o l u t i o n  u s i n g  a  vacuum

pum p .  l g  f r e e z e  d r i e d  m a t e r i a l  g a v e  a p p r o x i m a t e l y  3 . 5 m l

f i n a l  v o l u m e .  The b e a d s  w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  2 00ml

c o u p l i n g  b u f f e r  (0 .1 M  NaHCC>3 , 0.5M NaCl p H 8 . 0 ) .  0 . 5 g  BSA

w a s  d i s s o l v e d  i n  2 . 5 m l  c o u p l i n g  b u f f e r  a n d  t h e  BSA s o l u t i o n

w a s  m i x e d  w i t h  t h e  s w o l l e n  g e l  e n d  o v e r  e n d  f o r  2 h o u r s  a t

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

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

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

T h e  p r o d u c t  o f  t h e  0 . D /nOrt . a n d  t h e  v o lu m e  o f  t h e  c o u p l i n g( 2 8 0 n m )

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

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

u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :

c o u p l i n g  e f f i c i e n c y  = mg BSA b o u n d  x 100
mg BSA u n b o u n d

T h e  c o u p l i n g  e f f i c i e n c y  was  u s u a l l y  80 -9  0%.

The  r e m a i n i n g  a c t i v e  g r o u p s  on t h e  g e l  w e r e  t h e n  b l o c k e d  

by  i n c u b a t i o n  e n d  o v e r  e n d  w i t h  10 0 m l  1M e t h a n o l a m i n e  f o r  2 

h o u r s  a t  room t e m p e r a t u r e .  N o n - c o v a l e n t l y  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 3 c y c l e s  o f  low  pH f o l l o w e d  by h i g h  pH 

w a s h e s  u s i n g  0 .1M  a c e t a t e  b u f f e r  pH 4.0  c o n t a i n i n g  0.5M NaCl 

a n d  c o u p l i n g  b u f f e r  p H 8 . 0 .  The b e a d s  w e r e  f i n a l l y  w a s h e d
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w i t h  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  a n d  s t o r e d  i n  PBS + 0 .01% 

NaN^ a t  4 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .

I I • 3 P u r i f i c a t i o n  o f  IgG f r o m  m o u s e  a s c i t e s  f l u i d  by  FPLC.

l m l  a s c i t e s  f l u i d  w a s  d i l u t e d  w i t h  9 m l  5 0mM T r i s  p H 8 . 0 .  

An 8 m l  mono Q a n i o n  e x c h a n g e  co lum n  was  u s e d  on a  P h a r m a c i a  

FPLC s y s t e m  a n d  w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  5 OmM T r i s  p H 8 . 0 .  The  

s a m p l e  w as  a p p l i e d  t o  t h e  co lum n a n d  e l u t e d  i n  a  l i n e a r  

g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  f ro m  0 t o  400mM NaCl o v e r  1 2 0 m l  a n d  

r e m a i n i n g  p r o t e i n s  w e r e  t h e n  e l u t e d  u s i n g  2M N a C l .  The  

c o l u m n  f l o w  r a t e  was  5ml p e r  m i n u t e  a n d  6ml f r a c t i o n s  w e r e  

c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  was  a s s a y e d  f o r  IgG by 

i m m u n o b l o t t i n g  ( s e e  s e c t i o n  I X . 7 ) .

I I . 4  R e v e r s e  p h a s e  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y

A n a l y s i s  o f  s a m p l e s  by HPLC w as  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a 

W a t e r s  HPLC s y s t e m  i n c o r p o r a t i n g  a  WISP 710B a u t o m a t i c  

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

c o n t r o l l e r  m o d e l  7 2 0 .  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  was  

c a r r i e d  o u t  on  a  u B o n d a p a k  C18 a n a l y t i c a l  c a r t r i d g e  c o lu m n  

(8mm x  10cm ) f i t t e d  i n s i d e  a  W a t e r s  Z m o d u l e  ( r a d i a l  

c o m p r e s s i o n  s e p a r a t i o n  s y s t e m ) .  P e p t i d e s  w e r e  p u r i f i e d  

u s i n g  a  u B o n d a p a k  C18 p r e p a r a t i v e  co lu m n  (19mm x 3 0 c m ) .

A l l  b u f f e r s  u s e d  w e r e  d i s s o l v e d  i n  h i g h l y  p u r i f i e d  

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

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

c o l u m n  w as  m o n i t o r e d  c o n t i n u o u s l y  by  a  W a t e r s  UV m o n i t o r  

m o d e l  441  a n d  w as  m e a s u r e d  c o n t i n u o u s l y  u s i n g  a  Ramona 

R a y t e s t  f l o w  t h r o u g h  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  D a t a  f r o m  t h e
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UV m o n i t o r  a n d  f r o m  t h e  f l o w  t h r o u g h  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  

w e r e  c o l l e c t e d  by an  IBM PC r u n n i n g  u n d e r  t h e  'R a m o n a  

R a d i o - C h r o m a t o g r a p h y  S y s t e m '  p r o g r a m m e  v e r s i o n  1 0 . 3  ( R a y t e s t  

I n s t r u m e n t s ,  S h e f f i e l d ,  UK).

S a m p l e s  w e r e  l o a d e d  i n t o  t h e  W isp  a u t o m a t i c  i n j e c t i o n  

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

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

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

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

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

b e f o r e  s u b s e q u e n t  i n j e c t i o n s .  The d a t a  was  a n a l y s e d  

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

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

SECTION I I I  EXTRACTION AND ASSAY OF RIBONUCLEOTIDE 
REDUCTASE

I I I . l  P a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  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 r o m  
H S V - l - 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  i n d u c e d  by HSV-1 w a s  p a r t i a l l y  

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

D u t i a  ( 1 9 8 3 ) .  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  w i t h  10  p . f . u  

v i r u s  a n d  e x t r a c t s  w e r e  made 15 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  a t  

3 1 ° C .  \ 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  i n t o  t h e  med ium  by  

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

b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  2000  r . p . m  f o r  10 m i n u t e s ,  w a s h e d  t w i c e  

w i t h  PBS a n d  f r o z e n  i n  50mM HEPES p H 7 . 6 ,  2mM DTT a t  - 7 0 ° C .  

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

s o n i p r o b e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 5 , 0 0 0  r . p . m  f o r  30 m i n u t e s  on 

a  S o r v a l l  SS34 r o t o r .  N u c l e i c  a c i d s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  f r o m  

t h e  e x t r a c t  by  a d d i n g  a  5% s o l u t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e
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t o  t h e  s u p e r n a t a n t  ( 0 . 3 m l / m l )  d r o p w i s e  w h i l e  s t i r r i n g  i n  an  

i c e  b a t h .  S t i r r i n g  was  c o n t i n u e d  a t  4 °C  f o r  20 m i n u t e s  a n d

t h e n  t h e  e x t r a c t  w as  c e n t r i f u g e d  a t  7 5 0 0  r . p . m  f o r  15

m i n u t e s  t o  p e l l e t  t h e  n u c l e i c  a c i d s .  V i r 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  was  p r e c i p i t a t e d  w i t h  5 0% ammonium s u l p h a t e  

( e i t h e r  s o l i d  o r  a  s a t u r a t e d  s o l u t i o n )  w h i c h  was  s lo w ly -  

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

i c e  f o r  30 m i n u t e s .  The p r e c i p i t a t e  w as  c o l l e c t e d  by

c e n t r i f u g a t i o n  a t  7500  r . p . m  f o r  15 m i n u t e s  a n d  r e s u s p e n d e d  

i n  0 . 5 m l  5 0mM HEPES p H 7 . 6 ,  2mM DTT. The e x t r a c t  was

d e s a l t e d  on  a  G75 c o lu m n  p r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  5 OmM HEPES 

p H 7 . 6 ,  2mM DTT a n d  s t o r e d  i n  lO O u l  a l i q u o t s  a t  - 7 0 ° C .

1 1 1 . 2 P a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  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 r o m  
E H V - l - i n f e c t e d  c e l l s

The  sam e  p r o c e d u r e  was  f o l l o w e d  a s  a b o v e  e x c e p t  t h a t  t h e  

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

t h e  EHV-1 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  r a p i d l y  l o s e s  

a c t i v i t y  w i t h  r e p e a t e d  f r e e z e / t h a w  c y c l e s .

1 1 1 . 3 A s s a y  f o r  HSV-1-  a n d  EHV-1- 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 .

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

D a r l i n g  e t  a l . ( 1 9 8 7 ) .  The a s s a y  i n v o l v e s  d e t e r m i n i n g  t h e  

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

d e o x y c y t i d i n e  d i p h o s p h a t e  (d C D P ) . The  a s s a y  m i x t u r e  

c o n t a i n e d ,  i n  a d d i t i o n  t o  e n z y m e ,  i n  a  f i n a l  r e a c t i o n  

m i x t u r e  o f  9 0 u l ,  200mM HEPES p H 8 . 0 ;  lOmM DTT; lOOuM CDP; 

l u C i  ^H CDP ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  3 7 . 7 m C i /m m o l ) .  To a s s a y  f o r  

EHV-1 i n d u c e d  r e d u c t a s e ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  ' c o l d '
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s u b s t r a t e  was  r e d u c e d  t o  lOuM t o  i n c r e a s 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 .  The r e a c t i o n  w as  i n c u b a t e d  a t  3 7°C f o r  3 0

m i n u t e s  a n d  t h e n  s t o p p e d  by h e a t i n g  a t  1 0 0 ° C  f o r  2 m i n u t e s .

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

c o r r e s p o n d i n g  n u c l e o s i d e s  by t h e  a d d i t i o n  o f  2mg o f  C r o t a l u x

a d a m e n t u s  venom ( l O u l  o f  a  200mgm l“ 1 s o l u t i o n )  a n d  MgCl2 to

a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  15mM f o l l o w e d  by i n c u b a t i o n  a t  3 7°C

f o r  2 h o u r s .  To s t o p  t h i s  r e a c t i o n  a n d  t o  p r e c i p i t a t e

p r o t e i n s ,  s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  f o r  2 m i n u t e s  a n d  t h e

p r e c i p i t a t e  was  r e m o v e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  200 0  r . p . m  for

5 m i n u t e s .  The  s u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  a n d  a n a l y s e d  by
2 +HPLC. The host enzyme requires Mg and ATP for activity a n d

therefore under the conditions of this assay is inactive.
3 3I I I . 4 S e p a r a t i o n  o f  d e p h o s p h o r y l a t e d  [ H]CDP a n d  [ ~H]dCDP by 

HPLC.

The  s e p a r a t i o n  p r o c e d u r e  w as  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  by 

D a r l i n g  e t  a l . ( 1 9 8 7 ) .  A u B o n d a p a k  C18 c o l u m n  w as  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 .1M KH2 P 0 4 p H 5 .4  ( b u f f e r  A) a n d  e l u t i o n  

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

( 8 0 : 2 0  b u f f e r  B ) . A f t e r  an  i n i t i a l  3 m i n u t e  e l u t i o n  i n  

b u f f e r  A, f l o w i n g  a t  3ml m i n - 1 , a  l i n e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  

f r o m  0 t o  5 5% b u f f e r  B b e t w e e n  3 a n d  8 m i n u t e s  w as  a p p l i e d .

The  c o l u m n  w as  t h e n  r e - e q u i l i b r a t e d  f o r  t h e  n e x t  r u n  by 

l i n e a r l y  r e d u c i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b u f f e r  B t o  0% 

b e t w e e n  8 a n d  11  m i n u t e s ,  f o l l o w e d  by an  8 m i n u t e  w a s h  i n  

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

p e a k  a t  4 m i n u t e s  3 2 s e c o n d s  w h e r e a s  d e o x y c y t i d i n e  e l u t e d  a s  

a  s h a r p  p e a k  a t  6 m i n u t e s  25 s e c o n d s .  R a d i o a c t i v i t y  was 

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

u s i n g  3 p a r t s  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  ( M o n o f l u o r ,  N a t i o n a l  

D i a g n o s t i c s )  t o  1 p a r t  e l u a t e .



SECTION IV PREPARATION OF CARRIER FREE [ 1 2 7 I ] YAGAVVNDL

IV .  1 I o d i n a t i o n  o f  YAGAVVNDL w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  i o d i n e .

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

a n d  G r e e n w o o d  ( 1 9 6 2 ) .  2 .5m g  o f  YAGAVVNDL w e r e  d i s s o l v e d  i n

5 0 0 u l  H2 0 a n d  lO O u l  N a l  a n d  lO O u l  c h l o r a m i n e  T w e r e  a d d e d .

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

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

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

w a s  b e s t  i o d i n a t e d .  Optimum i o d i n a t i o n  o f  t h e  n o n a p e p t i d e  

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

( d i s s o l v e d  i n  w a t e r )  a n d  a  2 . 5 m g / m l  s o l u t i o n  o f  c h l o r a m i n e  T 

( d i s s o l v e d  i n  1M p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H 7 . 5 ) . A f t e r  

20 s e c o n d s  a t  room t e m p e r a t u r e ,  t h e  r e a c t i o n  w as  s t o p p e d  by 

a d d i n g  l O O u l  s o d i u m  m e t a b i s u l p h i t e  ( l m g / m l  i n  1M p o t a s s i u m  

p h o s p h a t e  b u f f e r ) .  Ten  i o d i n a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  

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

IV .  2 S e p a r a t i o n  o f  t h e  i o d i n a t e d  a n d  n o n - i o d i n a t e d
n o n a p e p t i d e  by  HPLC.

When t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  i n i t i a t e d  no  p r e p a r a t i v e  

c o l u m n  w a s  a v a i l a b l e ,  t h e r e f o r e  n i n e  c o n s e c u t i v e  7 5 0 u l  

i n j e c t i o n s  w e r e  a p p l i e d  t o  a  u B o n d a p a k  C18 c o lu m n  (8mm x 

1 0 c m ) .  T he  co lu m n  w as  e q u i l i b r a t e d  w i t h  9 5% b u f f e r  A (0 .1 %  

TFA i n  H2 0 )  a n d  5% b u f f e r  B (0.1% TFA i n  a c e t o n i t r i l e ) .

A f t e r  i n i t i a l  e l u t i o n  w i t h  95% b u f f e r  A a n d  5% b u f f e r  B, a

l i n e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  t o  9 5% b u f f e r  B b e t w e e n  0 a n d  10 

m i n u t e s  w a s  a p p l i e d .  The  c o lu m n  was  t h e n  r e - e q u i l i b r a t e d  

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

b u f f e r  B t o  5% b e t w e e n  15 a n d  20 m i n u t e s .  The  co lu m n  w as
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t h e n  w a s h e d  f o r  20 m i n u t e s  w i t h  95% b u f f e r  A, 5% b u f f e r  B. 

U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  n o n a p e p t i d e  was  e l u t e d  a t  8 

m i n u t e s  10 s e c o n d s ,  t h e  i o d i n a t e d  p e p t i d e  e l u t e d  a t  8 

m i n u t e s  4 4 s e c o n d s  a n d  c h l o r a m i n e  T e l u t e d  a t  9 m i n u t e s  8 

s e c o n d s .

0 . 1 m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a u t o m a t i c a l l y  e v e r y  0 . 1  

m i n u t e s  b e t w e e n  8 a n d  10 m i n u t e s  a n d  2 5 u l  o f  e a c h  f r a c t i o n  

w a s  t h e n  a s s a y e d  by HPLC u s i n g  t h e  same co lum n a n d  r u n  

p a r a m e t e r s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p e a k  a t  8 m i n u t e s  4 4 

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

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

by  f a s t  a t o m  b o m b a r d m e n t  m a s s  s p e c t r o s c o p y  ( M - S c a n ) .  O t h e r  

p e p t i d e s  w e r e  p u r i f i e d  by  t h i s  same m e t h o d  b u t  c o n d i t i o n s  

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

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

SECTION V PURIFICATION OF TRITIATED YAGAVVNDL

1 2 7  . . .V . l  R e d u c t i o n  o f  [ I ] Y A G A V V N D L  w i t h  t r i t i u m  g a s .

12 74mg [ I]YAGAVVNDL w e r e  s e n t  t o  b e  t r i t i u m - l a b e l l e d  by

3r e d u c t i o n  w i t h  t r i t i u m  g a s  ( H l a b e l l i n g  s e r v i c e ,  A m e r s h a m

3
I n t .  PLC) .  80mCi o f  H l a b e l l e d  n o n a p e p t i d e  was r e c e i v e d  i n  

a  2 4ml v o l u m e .  2 u l  o f  t h i s  s o l u t i o n  w as  m i x e d  w i t h  19 8 u l  o f  

a  s o l u t i o n  o f  n o n - i o d i n a t e d  YAGAVVNDL ( l m g / m l )  a s  a  m a r k e r  

a n d  5 u l  o f  t h i s  m i x t u r e  was  a n a l y s e d  by HPLC. The  e l u a n t  

w a s  m o n i t o r e d  a t  214nm by  t h e  UV m o n i t o r  a n d  t r i t i u m  was  

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

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

f r o m  t h e  c o l u m n  a t  t h e  same t i m e  a s  t h e  YAGAVVNDL m a r k e r  ( 8 

m i n u t e s  4 s e c o n d s )  a n d  t h e  s e c o n d  p e a k  w as  e l u t e d  a t  8 

m i n u t e s  25 s e c o n d s .
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V .2  P u r i f i c a t i o n  o f  [ 3 H ] - l a b e l l e d  YAGAVVNDL by  HPLC.

3
2m l  [ H ] - l a b e l l e d  m a t e r i a l  was  i n j e c t e d  o n t o  a  u B o n d a p a k  

C l 8 c o l u m n  (8mm x  10cm) a n d  t h e  p e p t i d e  was  e l u t e d  i n  

a c e t o n i t r i l e  p l u s  0.1% TFA a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  I V . 2 .  

0 . 1 m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a u t o m a t i c a l l y  e v e r y  6 s e c o n d s  

b e t w e e n  8 a n d  10  m i n u t e s .  The  e l u a n t  was n o t  m o n i t o r e d  by 

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

t r i t i u m  p r e s e n t  was  t o o  h i g h .  A f t e r  t h e  f i r s t  r u n ,  l O u l  o f  

e a c h  f r a c t i o n  w as  c o u n t e d  i n  3ml  E c o s c i n t  t o  e n s u r e  t h a t  

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

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

i n  t h e  sam e  w ay .

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

w as  m i x e d  w i t h  4 0 u l  o f  a  l m g / m l  s o l u t i o n  o f  YAGAVVNDL. 2 5 u l  

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

f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  a p e a k  o f  t r i t i u m  a t  8 m i n u t e s  4 

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

e v a p o r a t i o n .  The  s o l u t i o n  was  t h e n  d i v i d e d  i n t o  l O O u l  

a l i q u o t s  i n  1 . 5 m l  ' V '  v i a l s  a n d  e a c h  a l i q u o t  was f r o z e n  i n  

l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  l y o p h i l i s e d .  The t r i t i a t e d  p e p t i d e  w as  

s t o r e d  e i t h e r  a s  d r y  p o w d e r  o r  r e s u s p e n d e d  i n  2 5 0 u l  o f  2% o r  

50% e t h a n o l  a t  - 7 0 ° C .  The  y i e l d  o f  [ 3H]-YAGAVVNDL w as  20mCi 

w i t h  a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  l O C i / m m o l .

SECTION VI PRODUCTION OF OLIGOPEPTIDE-INDUCED ANTISERA

125VI . 1  I o d i n a t i o n  o f  s y n t h e t i c  o l i g o p e p t i d e s  u s i n g  I N a .

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

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

f i r s t  l a b e l l e d  v i a  t h e  NH2 t y r o s i n e  r e s i d u e  w i t h  t r a c e
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125

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

by  H u n t e r  a n d  G re e n w o o d  ( 1 9 6 2 )  by Mrs  M. M u rp h y .  10mg o f  

o l i g o p e p t i d e  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  lO O u l  1M p o t a s s i u m  

p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 .5  a n d  lOOuCi 1 2 5 I  a n d  5 0 u l  c h l o r a m i n e  T 

( 0 .  5 m g / m l ) w e r e  a d d e d .  A f t e r  20 m i n u t e s  a t  room

t e m p e r a t u r e ,  5 0 u l  s o d i u m  m e t a b i s u l p h i t e  ( l m g / m l )  w as  a d d e d

f o l l o w e d  20 s e c o n d s  l a t e r  by 1ml PBS. To s e p a r a t e  f r e e
1 2 5  125XNa f r o m  I  c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  p e p t i d e ,  t h e  s a m p l e

w a s  a p p l i e d  t o  a  S e p h a d e x  G10 c o lu m n  w h i c h  h a d  b e e n

e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 .16M  b o r a t e  p H 9 . 0 ,  0 .13M  N a C l .  0 . 5 m l

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

gamma c o u n t e r .  I o d i n a t e d  p e p t i d e  e l u t e d  i n  t h e  v o i d  v o lu m e  

125w h i l e  f r e e  IN a  was  r e t a r d e d  on t h e  c o l u m n .

V I . 2 A t t a c h m e n t  o f  o l i g o p e p t i d e s  t o  BSA.

P e p t i d e s  w e r e  c o u p l e d  t o  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  (BSA) 

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

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

V I . 2 ( a )  A t t a c h m e n t  o f  p e p t i d e  t o  BSA w i t h  
b i s - d i a z o b e n z i d i n e .

T h e  p r e p a r a t i o n  o f  b i s —d i a z o b e n z i d i n e  (BDB) w as  c a r r i e d  

o u t  by  Dr  H. S .  M a r s d e n  by  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  by L i k h i t e  

a n d  S e k a  ( 1 9 6 7 ) .  230mg b e n z i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  w e r e

d i s s o l v e d  i n  4 5m l  Q.2M HCl.  5ml 0 .5M s o d i u m  n i t r i t e  was  

a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  w as  s l o w l y  s t i r r e d  a t  4 C f o r  1 h o u r .  

T h e  BDB w a s  s t o r e d  i n  2m l  a l i q u o t s  a t  - 7 0 ° C .

P e p t i d e s  w e r e  c o u p l e d  t o  BSA w i t h  BDB by t h e  m e t h o d  

d e s c r i b e d  by  B a s s i r i  e t  a l . ( 1 9 7 9 ) .  25mg BSA w e r e  d i s s o l v e d  

i n  5m 1 0 . 1 6 M  b o r a t e ,  0 .14M  NaCl  pH 9 .0  a t  0°C  a n d  t h e  p e p t i d e
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w as  a d d e d  a t  3 0 f o l d  m o l a r  e x c e s s .  2ml BDB w as  a d d e d  t o  t h e  

B S A / p e p t i d e  s o l u t i o n  d r o p w i s e  w h i l e  s t i r r i n g  i n  a n  i c e  b a t h ;  

t h e  pH w as  a d j u s t e d  t o  9 . 0  by t h e  a d d i t i o n  o f  0 .5M NaOH a n d  

s t i r r i n g  w as  c o n t i n u e d  a t  4°C f o r  2 h o u r s .  F r e e  

o l i g o p e p t i d e  was  s e p a r a t e d  f r o m  o l i g o p e p t i d e  l i n k e d  t o  BSA 

by  f r a c t i o n a t i o n  on a  S e p h a d e x  G25 c o l u m n .  The  co lu m n  was  

p r e - e q u i l i b r a t e d  i n  PBS + 0 . 1 %  BSA a n d  t h e  s a m p l e  w as  e l u t e d  

i n  PBS. 0 . 5 m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  a s s a y e d  f o r  

r a d i o a c t i v i t y  i n  a  gamma c o u n t e r .  O l i g o p e p t i d e  l i n k e d  t o  

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

m a t e r i a l  w e r e  p o o l e d ,  d i a l y s e d  e x t e n s i v e l y  a g a i n s t  PBS t o  

r e m o v e  r e s i d u a l  BDB a n d  s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .  The e x t e n t  o f  

l i n k a g e  w as  d e t e r m i n e d  by u s e  o f  t h e  e q u a t i o n :

% l i n k e d  = c . p . m  i n  p o o l e d  f r a c t i o n x  100  

t o t a l  c . p . m  l o a d e d  on co lu m n

F o r  m o s t  p e p t i d e s  t h i s  was  b e t w e e n  25 a n d  3 0%.

V I . 2 ( b )  A t t a c h m e n t  o f  p e p t i d e  t o  BSA w i t h  g l u t e r a l d e h y d e .

P e p t i d e s  w e r e  c o u p l e d  t o  BSA w i t h  g l u t e r a l d e h y d e  by  t h e  

m e t h o d  d e s c r i b e d  by Kagan a n d  G l i c k  ( 1 9 7 9 ) .  P e p t i d e  was  

a d d e d  a t  a  30 f o l d  m o l a r  e x c e s s  t o  2 5mg BSA d i s s o l v e d  i n  

0 .  4M s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 .5  t o  g i v e  a  f i n a l  v o l u m e  o f  

2 m l .  G l u t e r a l d e h y d e  ( 1 m l ,  20mM) was  a d d e d  d r o p w i s e  w i t h  

s t i r r i n g  a n d  t h e  r e a c t i o n  was  a l l o w e d  t o  c o n t i n u e  f o r  3 0

m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  1M g l y c i n e  ( 1 / 1 0  v o l u m e )  was  

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

s t i r r e d  f o r  a  f u r t h e r  30 m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  The 

s o l u t i o n  w as  d i a l y s e d  e x t e n s i v e l y  a g a i n s t  PBS t o  r e m o v e
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r e s i d u a l  g l u t e r a l d e h y d e  a n d  s t o r e d  a t  —70 C. As t h e  p e p t i d e s  

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

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

l i n k a g e  o f  t h e s e  p e p t i d e s  t o  BSA w as  n o t  d e t e r m i n e d .

V I . 3  I m m u n i z a t i o n  o f  r a b b i t s  w i t h  s y n t h e t i c  o l i g o p e p t i d e s .

New Z e a l a n d  w h i t e  f e m a l e  r a b b i t s  6 t o  10  m o n t h s  o l d  w e r e  

u s e d .  S y n t h e t i c  o l i g o p e p t i d e s  l i n k e d  t o  BSA w e r e  e m u l s i f i e d  

w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  F r e u n d s  c o m p l e t e  a d j u v a n t  f o r  t h e  

f i r s t  i n j e c t i o n  a n d  f o r  s u b s e q u e n t  i n j e c t i o n s ,  t h e  c o n j u g a t e  

w a s  e m u l s i f i e d  w i t h  an  e q u a l  v o lu m e  o f  F r e u n d s  i n c o m p l e t e  

a d j u v a n t .  E a c h  r a b b i t  r e c e i v e d  a p p r o x i m a t e l y  3 0 0ug  

o l i g o p e p t i d e  i n  a  2ml  v o lu m e  f o r  e a c h  s u b c u t a n e o u s  

i m m u n i z a t i o n .

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

a n d  o n e  w e e k  l a t e r  ( w e e k  1)  w e r e  g i v e n  t h e i r  f i r s t

i n j e c t i o n .  T h ey  w e r e  s u b s e q u e n t l y  b o o s t e d  a f t e r  o n e  w e e k

( w e e k  2 )  a n d  t h e n  4 w e e k s  l a t e r  ( w e e k  5 ) .  S i x  w eek s  a f t e r  

t h e  i n i t i a l  i n j e c t i o n  20m l  o f  b l o o d  f r o m  t h e  e a r  w as  

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

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

r e c e i v e d  t h e i r  f i n a l  i n j e c t i o n  i n  w e e k  8 a n d  w e r e  b l e d  2 

w e e k s  l a t e r  (w e e k  10 )  by  h e a r t  p u n c t u r e .

V I . 4  P r e p a r a t i o n  o f  s e r u m .

To c l o t  t h e  b l o o d ,  i t  was  i n c u b a t e d  a t  37 C f o r  30 

m i n u t e s  a n d  t h e n  a t  4 ° C  f o r  up  t o  2 h o u r s  u n t i l  i t  was  

p r o c e s s e d .  The  b l o o d  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  r . p . m  f o r  10 

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

d e c a n t e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a g a i n  a t  2 000  r . p . m  f o r  10 m i n u t e s  

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

s e r u m  on a  c o lu m n  o f  C N B r - a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  l i n k e d  t o  BSA 

( s e c t i o n  I I . 2 ) .  The  b e a d s ,  g i v i n g  a  b e d  vo lum e o f  

a p p r o x i m a t e l y  100  t o  1 5 0 m l ,  w e r e  p o u r e d  i n t o  a  50mm x 330cm 

K50 c o l u m n  ( P h a r m a c i a )  a n d  w a s h e d  s l o w l y  w i t h  PBS f r o m  a  

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

t o  p a c k  s l o w l y  o v e r n i g h t .  A s m a l l  2ml b e d  vo lum e p r e - c o l u m n  

w a s  s e t  up  a s  a  s i e v e  s o  t h a t  l a r g e  p a r t i c l e s  w o u ld  be  

r e t a r d e d  b e f o r e  e n t e r i n g  t h e  K50 c o l u m n .  T h i s  p r e - c o l u m n  

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

a n d  i n c u b a t e d  on t h e  c o lum n  f o r  a t  l e a s t  1 h o u r  a t  room  

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

a n t i b o d y  c o n t a i n i n g ,  M.M urphy p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  w e r e  

c o l l e c t e d ,  p o o l e d  a n d  s t o r e d  i n  1ml o r  5ml  a l i q u o t s  a t  2 0 °C .

SECTION V I I  IMMUNOPRECIPITATIONS.

35V I I .  1 P r e p a r a t i o n  o f  [ S I m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  c e l l  e x t r a c t s .

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

(19  7 6 ) .  C e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  v i r u s  a t  a  

m u l t i p l i c i t y  o f  20 p . f . u  p e r  c e l l  a n d  i n c u b a t e d  a t  37 C f o r  

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

p l u s  2% c a l f  s e r u m  ( E m e t / 5  C 2 ) .  The c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  

w i t h  lO O uC i  [ ^ S ] m e t h i o n i n e  p e r  ml i n  E m e t / 5  C2 a t  3 1 ° C  f o r  

15 h o u r s .

The  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  i n  d e t e r g e n t  l y s i s  

b u f f e r  ( Z w e ig  e t  a l . 19 8 0 ) .  The i n f e c t e d  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  c o l d  PBS a n d  i n c u b a t e d  w i t h  1ml d e t e r g e n t
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l y s i s  b u f f e r  f o r  1 h o u r  a t  4 C. C e l l s  w e r e  t h e n  d i s r u p t e d  

by  s o n i c a t i o n  i n  a  b a t h  s o n i c a t o r  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  5 

m i n u t e s  on  a  b e n c h  c e n t r i f u g 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  a t  - 7 0 ° C .

V I I . 2 I m m u n o p r e c i p i t a t i o n s .

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  a s  d e s c r i b e d  by 

S h o w a l t e r  e t  a l . ( 1 9 8 1 ) .  5 0 u l  o l i g o p e p t i d e - i n d u c e d

a n t i s e r u m  w a s  m i x e d  w i t h  3 0 u l  [ S ] m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  

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

10 cpm i n  1 . 5 m l  ' V 1 v i a l s  a n d  i n c u b a t e d  on i c e  f o r  3 h o u r s .  

5 0 u l  P r o t e i n - A - S e p h a r o s e  ( d i l u t e d  1 : 1  i n  d e t e r g e n t  l y s i s  

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

f o r  1 h o u r  a t  4 ° C .  6 0 0 u l  l i t h i u m  c h l o r i d e  w a s h  b u f f e r  was

a d d e d  t o  e a c h  v i a l  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  2 0 

s e c o n d s  on  a  b e n c h  c e n t r i f u g e .  The P r o t e i n - A - S e p h a r o s e  

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

a n d  e l u t e d  i n  5 0 u l  b u f f e r  c o m p r i s i n g  2% SDS, 20% g l y c e r o l ,  

5% m e r c a p t o e t h a n o l ,  0 .125M  T r i s - H C l  p H 6 . 8 ,  b r o m o p h e n o l  b l u e .  

T h e  s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  a t  1 0 0 °C  f o r  5 m i n u t e s  t h e n  

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

g e l .

SECTION V I I I  GEL ELECTROPHORESIS.

V I I I . 1 SDS 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

G e l s  w e r e  c a s t  v e r t i c a l l y  b e t w e e n  tw o  g l a s s  p l a t e s  

s e p a r a t e d  by 1.5mm 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 .  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  1 p a r t  i n  20 (w/w)
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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  1.5M T r i s  p H 8 . 9 ,  0.4% SDS 

w e r e  p o l y m e r i s e d  w i t h  0 .006% ammonium p e r s u l p h a t e  a n d  0 .004%  

TEMED. The  g e l s  w e r e  o v e r l a i d  w i t h  b u t a n - 2 - o l  t o  e n s u r e  a  

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

a  s t a c k i n g  g e l  c o m p r i s i n g  5% a c r y l a m i d e  i n  0.49M T r i s - H C L  

p H 6 . 7 ,  0.4% SDS w a s  a d d e d  i n t o  w h i c h  was p l a c e d  a  p e r s p e x

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

u s i n g  0 .0 0 6 %  ammonium p e r s u l p h a t e  a n d  0.004% TEMED t o  fo rm  

w e l l s .  S a m p l e s  w e r e  h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  i n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  

50mM T r i s - H C l  p H 6 . 7 ,  2% SDS, 700mM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  10% 

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

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

p e r f o r m e d  i n  52mM T r i s ,  53mM g l y c i n e ,  0.1% SDS a t  12mA p e r  

g e l  f o r  a p p r o x i m a t e l y  18  h o u r s  a t  room t e m p e r a t u r e .

V I I I . 2 P r e p a r a t i o n  o f  SDS-PAGE g e l s  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y

T h e  g e l s  w e r e  f i x e d  f o r  1 h o u r  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 0 : 7 : 5 0 )  a n d  t h e n  w a s h e d  s e v e r a l  t i m e s  i n  5% 

m e t h a n o l ,  7% a c e t i c  a c i d .  The  f i x e d  g e l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  

i n  3 v o l u m e s  o f  En h a n c e  f o r  1 h o u r  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n  

a n d  w a s h e d  w i t h  10 v o l u m e s  o f  f ^O  w h i c h  was  c h a n g e d  t w i c e  

o v e r  3 0 m i n u t e s .  G e l s  w e r e  d r i e d  u n d e r  vacuum o n t o  Whatman 

g r a d e  1 8 2  f i l t e r  p a p e r  a n d  e x p o s e d  t o  Kodak  X-OMAT XS-1  f i l m  

a t  - 7 0 ° C .
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SECTION IX IMMUNOBLOTTING

IX .  1 P r e p a r a t i o n  o f  [ ^ ~ * s ] m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  c e l l
e x t r a c t s .

I X . l ( a )  F rom  a  9 0mm p e t r i  d i s h
C e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  e i t h e r  m ock—i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d

w i t h  10 p . f . u  v i r u s  a n d  l a b e l l e d  o v e r n i g h t  a t  3 1 ° C  w i t h  
35

[ S ] m e t h i o n i n e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  V I I . 1 .  A f t e r  15 

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

m o n o l a y e r  w a s  w a s h e d  3 t i m e s  w i t h  PBS. The  c e l l s  w e r e  

h a r v e s t e d  i n t o  0 . 5 m l  d e n a t u r i n g  b u f f e r  ( d i l u t e d  1 : 3  w i t h  

H2 0 )  by h e a t i n g  t h e  p l a t e  a t  8 0°C  f o r  10 m i n u t e s .  The  

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

v i a l  w h i c h  w a s  h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  f o r  10 m i n u t e s .  E x t r a c t s  

w e r e  s t o r e d  a t  - 7 0 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .

I X . 1 ( b )  F rom  a  r o l l e r  b o t t l e
C e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  e i t h e r  m o c k - i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d

w i t h  10 p . f . u  v i r u s  a n d  l a b e l l e d  o v e r n i g h t  a t  3 1 ° C  w i t h

35 . . .[ S ] m e t h i o n i n e .  A f t e r  15 h o u r s ,  t h e  r a d i o a c t i v e  medium was

r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l  m o n o l a y e r  was  w a s h e d  3 t i m e s  w i t h  PBS.

T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  i n t o  2 5ml d e n a t u r i n g  b u f f e r

( d i l u t e d  1 : 3  i n  H2 0)  r o t a t i n 9 t h e  r o l l e r  b o t t l e  i n

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

i n t o  a  5 m l  c o n i c a l  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  h e a t e d  a t  1 0 0  C f o r

10 m i n u t e s .  T h e  s o l u t i o n  w as  a l i q u o t e d  i n t o  1ml a m o u n t s  a n d

s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .

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

a t  a p p r o x i m a t e l y  10^  c e l l  e q u i v a l e n t s  p e r  cm o f  g e l  a n d

s e p a r a t e d  by e l e c t r o p h o r e s i s  a s  d e s c r i b e d .
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I X . 2 T r a n s f e r  o f  p r o t e i n s  t o  n i t r o c e l l u l o s e .

The  m e t h o d  d e s c r i b e d  by Towbin  e t  a l . (19 79) was  

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

c u t  i n t o  15cm x  0 . 6 c m  s t r i p s ,  e a c h  o f  w h i c h  was  l a b e l l e d  i n  

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

s o a k e d  i n  t r a n s f e r  b u f f e r  (25mM T r i s - H C l  p H 8 . 3 ,  19 2mM 

g l y c i n e , 20% ( v / v )  m e t h a n o l )  f o r  10 m i n u t e s  b e f o r e  b l o t t i n g .  

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

An o p e n e d  g e l  h o l d e r  w as  p l a c e d  i n  a s h a l l o w  b a s i n  

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

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

p a n e l  a n d  a  p i e c e  o f  Whatman n o .  182 f i l t e r  p a p e r  s a t u r a t e d  

i n  t r a n s f e r  b u f f e r  was  p l a c e d  on t o p  o f  t h e  p a d .  The  g e l ,  

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

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

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

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

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

s t r i p s .  The  g e l  h o l d e r  was c l o s e d  a n d  p l a c e d  i n  a  B i o r a d  

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

P r o t e i n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  by e l e c t r o p h o r e s i s  a t  250  mA f o r  3 

h o u r s .

IX .  3 B l o c k i n g  o f  f r e e  p r o t e i n  b i n d i n g  s i t e s  on t h e  
n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e .

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

p l a s t i c  d i s h e s  c o n t a i n i n g  b l o c k i n g  b u f f e r  (TBS + 3% g e l a t i n )  

w h i c h  h a d  b e e n  p r e h e a t e d  t o  3 7°C .  The  s t r i p s  w e r e  i n c u b a t e d  

i n  b l o c k i n g  b u f f e r  f o r  1 h o u r  a t  37 C w i t h  a  c h a n g e  o f  

b u f f e r  a f t e r  30  m i n u t e s .  The  s t r i p s  w e r e  t h e n  w a s h e d  t w i c e
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i n  TTBS (TBS + 0.05% Tween 2 0 )  f o r  5 m i n u t e s  a t  room

t e m p e r a t u r e .

I X . 4 I n c u b a t i o n  o f  n i t r o c e l l u l o s e  s t r i p s  w i t h  a n t i s e r a .

A n t i s e r a  w e r e  d i l u t 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  

w i t h  a n t i b o d y  b u f f e r  (TTBS + 1% g e l a t i n ) .  The

n i t r o c e l l u l o s e  s t r i p s  w e r e  p l a c e d  p r o t e i n  s i d e  up  i n  w e l l s  

(5mm d e e p )  c u t  i n  p e r s p e x  b l o c k s  a n d  e a c h  s t r i p  was  

i n c u b a t e d  w i t h  3m l  o f  a n t i s e r u m  f o r  2 h o u r s  a t  room 

t e m p e r a t u r e .  E x c e s s  a n t i s e r u m  was r e m o v e d  by w a s h i n g  t h e  

s t r i p s  i n  TTBS.

I X . 5 I n c u b a t i o n  o f  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  s t r i p s  w i t h  
P r o t e i n - A - p e r o x i d a s e .

E a c h  n i t r o c e l l u l o s e  s t r i p  w as  i n c u b a t e d  w i t h  3ml 

P r o t e i n - A  c o n j u g a t e d  w i t h  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( l u g / m l  

TTBS + 1% g e l a t i n )  f o r  1 h o u r  a t  room t e m p e r a t u r e  i n  w e l l s  

(5mm d e e p )  c u t  i n  p e r s p e x  b l o c k s .  The  s t r i p s  w e r e  w a s h e d  

t w i c e  i n  TTBS t o  r e m o v e  e x c e s s  P r o t e i n - A - p e r o x i d a s e  a n d  t h e n  

w a s h e d  s e v e r a l  t i m e s  i n  TBS t o  r e m o v e  e x c e s s  Tween 2 0 b e f o r e  

c o l o u r  d e v e l o p m e n t .

I X . 6 S t a i n i n g  o f  p r o t e i n s  w i t h  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  
c o l o u r  d e v e l o p e r .

N i t r o c e l l u l o s e  s t r i p s  w e r e  im m e r s e d  i n  a  0 .015% 

d e v e l o p m e n t  s o l u t i o n .  B ands  r e p r e s e n t i n g  bo u n d  a n t i s e r u m  

b e c a m e  a p p a r e n t  w i t h i n  a p p r o x i m a t e l y  3 0 m i n u t e s  a n d  t h e  

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

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

a n d  w e r e  t h e n  t a p e d  t o  a p i e c e  o f  c a r d .  The c a r d  w as  m a r k e d



a t  e a c h  c o r n e r  w i t h  s p o t s  o f  r a d i o a c t i v e  i n k .  The  s t r i p s

w e r e  e x p o s e d  t o  Kodak X-OMAT XS1 f i l m  a t  - 7 0 ° C  t o  o b t a i n  a 
35 •

[ S j m e t h i o n m e - l a b e l l e d  c e l l  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e .  By 

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

w i t h  t h e  i n k  s p o t s  on t h e  c a r d ,  p r o t e i n s  s t a i n e d  w i t h  

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

p o l y p e p t i d e  p r o f i l e .

I X . 7 I m m u n o a s s a y  f o r  I g G .

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

s e c t i o n  I I . 3 .  3 u l  o f  e a c h  f r a c t i o n  was  s p o t t e d  o n t o  a  s h e e t  

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

s i t e s  on  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b ran e  w e r e  b l o c k e d  by 

i n c u b a t i n g  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  w i t h  3% BSA i n  PBS a t  room 

t e m p e r a t u r e  f o r  1 h o u r .  E x c e s s  BSA w a s  r e m o v e d  by w a s h i n g

t w i c e  w i t h  PBS + 0 .05% Tween 2 0 .  The  n i t r o c e l l u l o s e  was

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

h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( B i o r a d  L a b o r a t o r i e s )  w h i c h  was

d i l u t e d  1 p a r t  i n  500  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  1% BSA i n  PBS. 

A f t e r  1 h o u r  a t  room t e m p e r a t u r e ,  e x c e s s  a n t i b o d y  was  

r e m o v e d  by w a s h i n g  t w i c e  w i t h  PBS. F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g

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

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

s e c t i o n  I X . 6 .  F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  IgG w e r e  p o o l e d  a n d  

c o n c e n t r a t e d  t o  a  min imum v o lu m e  u s i n g  a n  A m icon  

u l t r a f i l t r a t i o n  c e l l  f i t t e d  w i t h  a  YM-5 m e m b ra n e  (Mr  5 0 0 0  

c u t  o f f )  u n d e r  n i t r o g e n .
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RESULTS

SECTION I  PREPARATION OF THE T R IT IATED NONAPEPTIDE
YAGAVVNDL.  “------------------------------

1 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  iodo-YAGAVVNDL

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

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

n e c e s s a r y  t o  p r e p a r e  i o d o - t y r o s y l  l a b e l l e d  YAGAVVNDL.

1 . 1 ( a )  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  c o m p o n e n t s  o f  
t h e  i o d i n a t i o n  r e a c t i o n .

The  n o n a p e p t i d e  YAGAVVNDL was  i o d i n a t e d  w i t h  

n o n - r a d i o a c t i v e  i o d i n e  by t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  

s e c t i o n  I V .  1 a n d  i o d i n a t e d  p e p t i d e  was s e p a r a t e d  f r o m  t h e  

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

u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  s e c t i o n  I V . 2 .  

I n i t i a l l y ,  s o l u t i o n s  o f  n o n a p e p t i d e ,  s o d i u m  i o d i d e ,  

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

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

S o d iu m  i o d i d e  a n d  s o d i u m  m e t a b i s u l p h i t e  d i d  n o t  a b s o r b  UV a t  

2 14nm .  T h e  n o n a p e p t i d e  was e l u t e d  f r o m  t h e  co lum n a s  a  

s i n g l e  p e a k  a t  8 m i n u t e s  15 s e c o n d s  a n d  c h l o r a m i n e  T e l u t e d  

a s  a  s i n g l e  p e a k  a t  9 m i n u t e s  10 s e c o n d s  t h o u g h  t h e s e  t i m e s  

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

t h e  c o l u m n .

1 . 1 ( b )  O p t i m i s a t i o n  o f  i o d i n a t i o n  c o n d i t i o n s .

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

u s i n g  a  2 0 0  m o l a r  e x c e s s  o f  s o d i u m  i o d i d e  ( 8 1 5 m g / m l  w / v ) .



Figure 6. Optimisation of iodination conditions

T he  i o d i n a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  

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

( F i g u r e  6 a )  o r  c h l o r a m i n e  T ( F i g u r e  6 b )  a n d  i o d i n a t e d  

p e p t i d e  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  n o n - i o d i n a t e d  p e p t i d e  by  r e v e r s e  

p h a s e  HPLC. T h e  a m o u n t  o f  p e p t i d e  i o d i n a t e d  w a s  e s t i m a t e d  

by  m e a s u r i n g  t h e  h e i g h t  (mm) o f  t h e  UV a b s o r b i n g  p e a k  w h ic h  

w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  a t  8 m i n u t e s  44 s e c o n d s .
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H o w e v e r , i o d i n a t e d  n o n a p e p t i d e  was n e v e r  d e t e c t e d  when s u c h  

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

r e a c t i o n  m i x t u r e .  F i g u r e  6 a  sh o w s  t h a t  t h e  b e s t  i o d i n a t i o n  

was  a c h i e v e d  w h e n  a  l m g / m l  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  s o d iu m  i o d i d e  

was  u s e d .  T h e  i o d i n a t e d  n o n a p e p t i d e  was e l u t e d  f ro m  t h e  

c o lu m n  a t  8 m i n u t e s  4 4 s e c o n d s  a n d  t h e  h e i g h t  (mm) o f  t h i s  

UV a b s o r b i n g  p e a k  w a s  t a k e n  a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  a m o u n t  o f  

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

j u s t  d e s c r i b e d  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a 0 . 5 m g / m l  s o l u t i o n  o f  

c h l o r a m i n e  T. F i g u r e  6 b  sh o w s  t h e  r e s u l t  o f  v a r y i n g  t h e

c o n c e n t r a t i o n  o f  c h l o r a m i n e  T w h i l e  m a i n t a i n i n g  t h e  

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

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

2 . 5 m g / m l  ( w / v ) .  S u b s e q u e n t  i o d i n a t i o n s  w e r e  t h e r e f o r e  

c a r r i e d  o u t  by  a d d i n g  l O O u l  c h l o r a m i n e  T ( 2 . 5 m g / m l )  a n d  

lO O ul  s o d i u m  i o d i d e  ( l m g / m l )  t o  5 0 0 u l  n o n a p e p t i d e  ( 5 m g / m l ) .  

The r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  by a d d i n g  lO O u l  s o d iu m  

m e t a b i s u l p h i t e  ( l m g / m l ) .

1 . 1 ( c )  S e p a r a t i o n  o f  i o d i n a t e d  p e p t i d e ,  n o n - i o d i n a t e d  
p e p t i d e  a n d  c h l o r a m i n e  T by HPLC.

The  s e p a r a t i o n  o f  i o d i n a t e d  p e p t i d e  f ro m  n o n - i o d i n a t e d  

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

( M e t h o d s  s e c t i o n  I V . 2 )  w hen  2 5 u l  o f  t h e  i o d i n a t i o n  r e a c t i o n  

m i x t u r e  w a s  a p p l i e d  t o  th e -  c o lu m n  i s  shown i n  F i g u r e  7 a .  

The s p e c i e s  w h i c h  was  e l u t e d  f r o m  t h e  co lum n  a t  8 . 0  0 m i n u t e s  

was n o t  i d e n t i f i e d  b u t  was  p r e s u m e d  t o  be  t h e  r e d u c e d  fo rm  

° f  c h l o r a m i n e  T s i n c e  c h l o r a m i n e  T a c t s  a s  an  o x i d i s i n g  

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

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



F i g u r e  7 .  S e p a r a t i o n  o f  i o d i n a t e d  p e p t i d e ,  n o n - i o d i n a t e d
p e p t i d e  a n d  c h l o r a m i n e  T by  r e v e r s e  p h a s e  high 
p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .

( a )  S e p a r a t i o n  o f  2 5 u l  o f  t h e  i o d i n a t i o n  r e a c t i o n

m i x t u r e  on  a  u B o n d a p a k  C18 a n a l y t i c a l  c o l u m n  i n  a  l i n e a r

g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  f r o m  5% t o  95% a c e t o n i t r i l e  + 0.1% TFA 

b e t w e e n  0 a n d  20 m i n u t e s .  The  e l u a n t  w a s  m o n i t o r e d  by a UV 

m o n i t o r  a t  214nm .  The  t i m e  s c a l e  i s  f r o m  7 m i n u t e s  t o  10

m i n u t e s .

( b )  S e p a r a t i o n  o f  7 5 0 u l  o f  t h e  i o d i n a t i o n  r e a c t i o n

m i x t u r e  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T he  t i m e  s c a l e  i s  f r o m  0

m i n u t e s  t o  20 m i n u t e s .
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Figure 8. Purification of the iodinated YAGAVVNDL.

T h e  f i g u r e  s h o w s  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  2 5 u l  o f  a

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

g r a d i e n t  a s  d e s c r i b e d  f o r  F i g u r e  7 .  T he  i o d i n a t e d  p e p t i d e

e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  a s  a  s h a r p  p e a k  a t  8 m i n u t e s  44 

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

i o d i n a t e d  p e p t i d e  was  f i r s t  p u r i f i e d .  T h i s  w as  a c h i e v e d  by 

i n j e c t i n g  10 x  7 5 0 u l  v o l u m e s  o f  r e a c t i o n  m i x t u r e  

c o n s e c u t i v e l y  o n t o  a n  8mm x  10cm u B o n d a p a k  C18 c o l u m n  a n d  

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

d e s c r i b e d .  F i g u r e  7 b  sh o w s  t h e  s e p a r a t i o n  a c h i e v e d  w hen  

7 5 0 u l  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n .  

The  i o d i n a t e d  p e p t i d e ,  n o n - i o d i n a t e d  p e p t i d e  a n d  c h l o r a m i n e  

T w e r e  e l u t e d  a s  3 b r o a d  p e a k s  w i t h  r e t e n t i o n  t i m e s  8

m i n u t e s  10  s e c o n d s ,  8 m i n u t e s  44  s e c o n d s  a n d  9 m i n u t e s  8

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

e l u t i n g  a t  8 . 0 0  m i n u t e s  a n d  u n l a b e l l e d  YAGAVVNDL w as  l o s t .

1 . 1 ( d )  P u r i f i c a t i o n  o f  i o d i n a t e d  p e p t i d e .

0 . 1 m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a u t o m a t i c a l l y  e v e r y  6

s e c o n d s  b e t w e e n  8 m i n u t e s  a n d  10  m i n u t e s  d u r i n g  e a c h  r u n .  

2 5 u l  o f  e a c h  f r a c t i o n  was  t h e n  a n a l y s e d  by HPLC f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  p e a k  w h i c h  e l u t e d  f r o m  t h e  co lu m n  a t  8 

m i n u t e s  44 s e c o n d s .  F i g u r e  8 s h o w s  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  

o n e  f r a c t i o n  w h i c h  c o n t a i n e d  t h e  i o d i n a t e d  p e p t i d e .  The  

p e a k  w h i c h  e l u t e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  12 m i n u t e s  was  p r e s e n t  i n  

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

t h e  w a t e r  u s e d  f o r  t h e  HPLC a s  i t  was  a l s o  p r e s e n t  when t h e  

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

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

t o t a l  v o l u m e  o f  5 m l ,  w h i c h  was  e v a p o r a t e d  t o  r em o v e  

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

o v e r n i g h t .  4 . 7mg o f  i o d i n a t e d  n o n a p e p t i d e  was t h u s  o b t a i n e d  

w h i c h  a p p e a r e d  a s  a  f l u f f y  w h i t e  p o w d e r .
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Figure 9. Reverse phase chromatography of 
tritium-labelled YAGAVVNDL.

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

A m ersham  i n t .  PLC) w as  m i x e d  w i t h  19 8 u l  o f  a  l m g / m l  (w/v) 

s o l u t i o n  o f  VAGAVVNdl. S u l  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  a n a l y s e d  by 

r e v e r s e  p h a s e  HPLC o n  a  u B o n d a p a k  C18 a n a l y t i c a l  c o lum n  in  a 

^ ^ e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  f r o m  5% t o  9 5% a c e t o n i t r i l e  +

top trace shows UV absorbance at 2 1 4 nm and 
trace shows the [3h] trace as measured by the 

flow through scintillation counter.
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1 . 1 ( e )  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r e l a t i v e  m o l e c u l a r  m a s s  o f  

p u r i f i e d  p e p t i d e .

The  i d e n t i t y  o f  t h e  f r e e z e —d r i e d  m a t e r i a l  was  c h e c k e d  by 

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

m a s s  s p e c t r o s c o p y  a n a l y s i s  (M -S c a n ,  A s c o t , B e r k s h i r e , U K ) . 

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

s i g n a l  w i t h  Mr  9 1 9 .  T h i s  c o r r e s p o n d s  t o  n o n - i o d i n a t e d  

YAGAVVNDL. The  Mr  o f  t h e  m a j o r  s p e c i e s  was 1045 w h i c h  i s  

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

h y d r o g e n  i s  r e p l a c e d  by a n  i o d i n e  m o l e c u l e .  4mg o f
3

f r e e z e - d r i e d  m a t e r i a l  was  t h e r e f o r e  s e n t  t o  t h e  [ H] 

L a b e l l i n g  S e r v i c e  (A m ersham  I n t e r n a t i o n a l  PLC) t o  be  

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

1 . 2  P u r i f i c a t i o n  o f  t r i t i u m - l a b e l l e d  YAGAVVNDL

80mCi o f  t r i t i u m - l a b e l l e d  m a t e r i a l  i n  a  24m l  v o lu m e  was

r e c e i v e d  f r o m  A m e rs h a m .  2 u l  o f  t h i s  s o l u t i o n  was  m i x e d  w i t h

19 8 u l  o f  a  l m g / m l  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  YAGAVVNDL a n d  5 u l  o f

t h i s  m i x t u r e  w as  a n a l y s e d  by HPLC. The e l u a n t  was  m o n i t o r e d

a t  214nm a s  b e f o r e  a n d  H w as  m o n i t o r e d  u s i n g  a  f l o w  t h r o u g h

s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  F i g u r e  9 s how s  t h a t  two p e a k s  o f

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

c o lu m n  a t  t h e  sam e  t i m e  a s  t h e  YAGAVVNDL m a r k e r  a s  w o u ld  be

e x p e c t e d  o f  [ ^H]-YAGAVVNDL. The  s e c o n d  p e a k  was  e l u t e d

s l i g h t l y  l a t e r  a t  8 m i n u t e s  25 s e c o n d s  a n d  p r o b a b l y
127

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

d i - i o d o t y r o s i n e  t o  g i v e  [^ H ,  ^ ^ 1 ]  YAGAVVNDL.

T r i t i u m - l a b e l l e d  YAGAVVNDL w as  p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e t h o d s  s e c t i o n  V. 2 .  O n l y  2 u g  o f  p e p t i d e  was r e c o v e r e d



e*G! optical density (214nm) 
5 .5 * ...................................
5 . e j ...........................................
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0 
i .5

I
1.01

YAGAVVNDL

ii

I!
1 i }

e.e
0 3 * 0 0  

i
1 . 8 1

.XV.

02*00 0 4 * 0 0 0 6 * 0 0

counts per second (x1000)

1 -4J
. -I 

i
1 .©} 

Q.oj

0 3 * 0 0

- I 
Jl 
II

10*00

H - YAGAVVNDL

rt 
11 
/

l ii. I

rjw . ^

8.4-

11 
1.1

00*00 ©2*00 0 4 * 0 0 0 6 * 0 0 0 3 * 0 © 10*00

time (minutes)

Figure 10. Purification of the [3H]-labelled Y AGAVVNDL by 
reverse phase HPLC.

A p p r o x i m a t e l y  2 u C i  [ 3 H]-YAGAVVNDL w a s  m i x e d  w i t h  a 

l m g / m l  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  YAGAVVNDL. 5 u l  o f  t h e  s a m p l e  was 

a n a l y s e d  by H P L C / f lo w  t h r o u g h  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .
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w h i c h  c o n t a i n s d  1 8 . 4 m C i  o f  r a d i o a c t i v i t y .  T h i s  was  d i v i d s d

i n t o  80 a l i q u o t s  t h e r e f o r e  s a c h  a l i q u o t  o f  p s p t i d s  c o n t a i n s

a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 u C i  o f  r a d i o a c t i v t y .  An a l i q u o t  o f  
3

[ H]-YAGAVVNDL w as  r e s u s p e n d e d  i n  lOOul w a t e r  a n d  t h e n  

d i l u t e d  1 p a r t  i n  100  w i t h  a  l m g / m l  ( w /v )  s o l u t i o n  o f  

YAGAVVNDL. F i g u r e  10 s h o w s  t h a t  t h e  t r i t i u m - l a b e l l e d

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

sam e  t i m e  a s  YAGAVVNDL. The [ 3 H] p e p t i d e  was s t o r e d  a t  

- 7 0 ° C  e i t h e r  a s  d r y  p o w d e r ,  i n  w a t e r  + 2% e t h a n o l  o r  i n  

w a t e r  + 5 0% e t h a n o l .  The  l a t t e r  c o n d i t i o n  a f f o r d e d  t h e

g r e a t e s t  s t a b i l i t y  y i e l d i n g  l e s s  t h a n  5% r a d i o c h e m i c a l  

d e c o m p o s i t i o n  o v e r  o n e  y e a r .

SECTION I I  STABILITY OF YAGAVVNDL IN HSV-1-INFECTED CELL 
EXTRACTS.

I I . 1 T h e  e f f e c t  o f  i n f e c t e d  c e l l  p r o t e a s e s  on t h e  s t a b i l i t y
o f  YAGAVVNDL.

3
An a l i q u o t  o f  [ H] -YAGAVVNDL, w h i c h  had  b e e n  s t o r e d  a t  

- 7 0 ° C  i n  50% e t h a n o l ,  w a s  l y o p h i l i s e d  a n d  t h e  p e p t i d e  was 

r e s u s p e n d e d  i n  l O O u l  d e i o n i s e d  w a t e r .  2 u l  o f  t h i s  s o l u t i o n  

( 4 u C i )  w a s  t h e n  m i x e d  w i t h  e i t h e r  9 8 u l  w a t e r  o r  w i t h  9 8 u l  

H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  w h i c h  h a d  b e e n  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  by  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  (M e th o d s  s e c t i o n

I I I . 2 ) .  2 5 u l  o f  e a c h  s a m p l e  was a p p l i e d  t o  a  u B o n d a p a k  C18 

c o l u m n  (8mm x  10cm ) w h i c h  h a d  b e e n  e q u i l i b r a t e d  i n  9 5% 

b u f f e r  A ( 0 .1 %  TFA i n  * ^ 0 )  anc  ̂ 5% b u f f e r  B (0.1% TFA i n  

a c e t o n i t r i l e ) . A l i n e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  t o  9 5% b u f f e r  B 

w as  a p p l i e d  b e t w e e n  0 a n d  10  m i n u t e s .  The co lumn was  t h e n  

r e - e q u i l i b r a t e d  by l i n e a r l y  r e d u c i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

b u f f e r  B t o  5% b e t w e e n  10 a n d  15 m i n u t e s  f o l l o w e d  by a  5



Figure 11. Stability of YAGAVVNDL in HSV-1 infected cell 
extracts.

4uCi [3H]-YAGAVVNDL was mixed with either 9 8ul H20 
(Figure 11a) or with 98ul of partially purified 
HSV-l-infected cell extract (Figure lib). Each sample 
(25ul) was analysed by reverse phase HPLC in a linear 
gradient increasing from 5% to 9 5% acetonitrile + 0.1% TFA

3between 0 and 10 minutes and the [ H] was measured using a 
flow through scintillation counter.
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m i n u t e  w a s h  w i t h  9 5% b u f f e r  A, 5% b u f f e r  B. H ence  t h e  r u n  

t i m e  a n d  e q u i l i b r a t i o n  p e r i o d  was  h a l f  o f  t h a t  d e s c r i b e d  

p r e v i o u s l y .  T he  e l u a n t  was  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  f l o w  t h r o u g h  

s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .

F i g u r e  1 1 a  sh o w s  t h a t  t r i t i u m - l a b e l l e d  n o n a p e p t i d e  m i x e d

w i t h  w a t e r  w as  e l u t e d  a s  a  s i n g l e  p e a k  a t  7 m i n u t e s  u n d e r

t h e s e  c o n d i t i o n s .  When t r i t i u m - l a b e l l e d  n o n a p e p t i d e  was

m i x e d  w i t h  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t ,  tw o  p e a k s  o f

a c t i v i t y  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  co lum n  a s  shown i n  F i g u r e  l i b .
3

One o f  t h e s e  p e a k s  e l u t e d  a t  t h e  same t i m e  a s  [ H]-YAGAVVNDL 

a n d  t h e  o t h e r  e l u t e d  a t  5 m i n u t e s  12 s e c o n d s .  T h i s  new 

s p e c i e s  w a s  t h o u g h t  t o  be  a  c l e a v a g e  p r o d u c t  o f  t h e  

n o n a p e p t i d e .  E a c h  s a m p l e  was  i n j e c t e d  o n t o  t h e  HPLC

i m m e d i a t e l y  a f t e r  m i x i n g  w i t h  w a t e r  o r  i n f e c t e d  c e l l  

e x t r a c t .  T h e r e f o r e ,  a s  shown i n  F i g u r e  l i b ,  t h e r e  was  

a p p r o x i m a t e l y  70% c o n v e r s i o n  t o  t h i s  new s p e c i e s  w i t h i n  2 

m i n u t e s ,  t h e  t i m e  t a k e n  f o r  i n j e c t i o n .

I I .  2 E f f e c t  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  on t h e  s t a b i l i t y  o f  
YAGAVVNDL.

3
4 u C i  [ H]-YAGAVVNDL was  m i x e d  w i t h  lO O ul  o f  an

H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  c o n t a in in g  e i t h e r  PMSF (ImM),
- 7TPCK ( 0 .5 m M ) ,  b a c i t r a c i n  ( ImM ),  l e u p e p t i n  (10 M) , p e p s t a t m  

A (1 0  ^M) o r  a l p h a  2 m a c r o g l o b l i n  ( 0 . 3  i n h .  u n i t s / m l ) .  E ac h  

s a m p l e  w as  p r e p a r e d  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  a n a l y s i s  by HPLC. 

2 5 u l  o f  e a c h  s a m p l e  was  a p p l i e d  t o  a  u B o n d a p a k  C l 8 c o lu m n  

(8mm x  10cm)  a n d  p e p t i d e  was  e l u t e d  i n  a  l i n e a r  g r a d i e n t  a s  

d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  I I I . l .  F i g u r e  12 sh o w s  t h a t  t h r e e  o f  

t h e  s i x  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  u s e d  w e r e  a b l e  t o  p r o t e c t  t h e  

n o n a p e p t i d e  f r o m  m o d i f i c a t i o n  t o  some e x t e n t .  When PMSF



Figure 12. Effect of protease inhibitors on the stability 
of YAGAVVNDL.

4 u C i  [ 3 H]-YAGAVVNDL w as  m i x e d  w i t h  9 8 u l  p a r t i a l l y
-7

p u r i f i e d  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  c o n t a i n i n g  e i t h e r  10 M

- 7p e p s t a t i n  A ( F i g u r e  1 2 a ) ,  10 M l e u p e p t i n  ( F i g u r e  1 2 b ) ,  0.3

i n h . u n i t s / m l  a l p h a  2 m a c r o g l o b u l i n  ( F i g u r e  1 2 c ) ,  ImM PMSF 

( F i g u r e  1 2 d ) ,  0.5mM TPCK ( F i g u r e  1 2 e )  o r  ImM b a c i t r a c i n  

( F i g u r e  1 2 f ) .  E a c h  s a m p l e  ( 2 5 u l )  w a s  a n a l y s e d  by  r e v e r s e
3

p h a s e  HPLC a n d  [ H] w a s  m o n i t o r e d  on  a  f l o w  t h r o u g h  

s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .
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Figure 1 3 .  Time course of the modification of YAGAVVNDL 
in the presence of bacitracin.

2 u C i  [ 3H]-YAGAVVNDL was  m i x e d  w i t h  5 0 u l  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  c o n t a i n i n g  ImM 

b a c i t r a c i n .  S a m p l e s  ( l O u l )  w e r e  a n a l y s e d  by  HPLC/f low 

t h r o u g h  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  a t  2 m i n  ( F i g u r e  1 3 a ) ,  22 min 

( F i g u r e  1 3 b )  a n d  42 m in  ( F i g u r e  1 3 c )  a f t e r  m i x i n g .
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( F i g . 12-d) o r  TPCK ( F i g . l 2 , e )  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l  e x t r a c t  

o n l y  a p p r o x i m a t e l y  40% o f  t h e  n o n a p e p t i d e  was c o n v e r t e d  

c o m p a r e d  t o  t h e  e f f e c t  o f  p e p s t a t i n  A ( F i g .  1 2 a ) ,  l e u p e p t i n  

( F i g . 1 2 b )  a n d  a l p h a  2 m a c r o g l o b u l i n  ( F i g . 1 2 c )  w e r e  

a p p r o x i m a t e l y  80% o f  t h e  n o n a p e p t i d e  was c o n v e r t e d .  The 

n o n a p e p t i d e  w a s  b e s t  p r o t e c t e d  by b a c i t r a c i n  ( F i g . l 2 f ) ,  a  

c y c l i c  p o l y p e p t i d e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  w h i c h  l e s s  t h a n  20% 

o f  t h e  p e p t i d e  was  m o d i f i e d .  T h i s  o b s e r v a t i o n  t h a t  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r s  c o u l d  s t a b i l i s e  t h e  p e p t i d e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  

m o d i f i c a t i o n  i s  a  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e .  F i g u r e  13 shows  

h o w e v e r  t h a t  t h e  n o n a p e p t i d e  was  p r o g r e s s i v e l y  m o d i f i e d  e v e n  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ImM b a c i t r a c i n .  T h r e e  l O u l  v o lu m e s  o f
3

[ HJ-YAGAVVNDL m i x e d  w i t h  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  p l u s  ImM 

b a c i t r a c i n  w e r e  a n a l y s e d  by HPLC a t  2 m i n ,  22 min  a n d  42 min 

a f t e r  m i x i n g .  W i t h i n  45 m i n u t e s ,  m o r e  t h a n  50% o f  t h e  

n o n a p e p t i d e  h a d  b e e n  c o n v e r t e d .

I I .3  T h e  e f f e c t  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  on 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 .

S i n c e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  s t a b i l i s e d  t h e  n o n a p e p t i d e  i n  

i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  a n  e x p e r i m e n t  was  p e r f o r m e d  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  H S V - l - 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  c o u l d  a l s o  be  s t a b i l i s e d  by 

p r o t e a s e  i n h i b i t o r s .  E x t r a c t s  o f  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  

a s s a y e d  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  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  o n e  o f  e a c h  o f  t h e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n s  d e s c r i b e d  a b o v e  a t  3 7 ° C  f o r  15 m i n ,  30 m i n ,  

l h ,  2h o r  3 h .  As i s  shown i n  T a b l e  2 ,  n o n e  o f  t h e  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

enzym e a s  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l  a s s a y s .  Enzyme a c t i v i t y  was



Table 2 Effect of protease inhibitors on HSV-l-induced 
ribonucleotide reductase activity.

The enzyme (lOOug of partially purified extract) was
_7assayed in the presence of ImM bacitracin, 10 M leupeptm, 

-710 M pepstatin A or 0.3 mh. units alpha 2 macroglobulin at 
37°C for 15 min, 30 min, lh, 2h or 3h. The assay measures 
the conversion of [3H]CDP to [3H]dCDP and the rates of 
conversion are given in nmol h” .̂
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V r e v e r L  p h a s f  I p l c !  *

p r o d u c t s  o f  YAGAVVNDL w e r e  s e p a ra ted  by 
r e v e r s e  p h a se  HPLC on

a uBondapak C l 8 p r e p a r a t i v e  column in 
a l l n e a r  g r a d i e n t  in c r e a ^ in  *

9 from  0% t o  100% a c e t o n i t r i l e  +
5% t f a  b e t w e e n  o a n d  5 0

50 m i n u t e s .  T h e  e l u a n t  was
monitored usina a n„

a  °V  m o n i t o r  a t  2 2 9 n m .
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i n  t h e  p r e s e n c e  o f  TPCK a n d  PMSF ( r e s u l t s  n o t  

s h o w n ) .  T h i s  w as  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  b o t h  t h e s e  

i n h i b i t o r s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l  a n d  m e t h a n o l  

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e .

SECTION I I I  PURIFICATION OF MODIFIED PRODUCTS OF
YAGAVVNDL"! ”  — — —

1 1 1 . 1  S e p a r a t i o n  o f  t h e  m o d i f i e d  p r o d u c t s  by HPLC.

The  m o d i f i e d  p r o d u c t s  o f  t h e  n o n a p e p t i d e  w e r e  p u r i f i e d  

by r e v e r s e  p h a s e  HPLC u s i n g  a  u B o n d a p a k  C l 8 co lum n (19mm x 

3 0 c m ) .  T h i s  c o l u m n  w as  f i r s t  e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A 

(0 .1% TFA i n  f ^ O )  a n d  a  l i n e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  t o  100% 

b u f f e r  B ( 0 .0 5 %  TFA i n  a c e t o n i t r i l e ) b e t w e e n  0 a n d  5 0 

m i n u t e s  w as  a p p l i e d  w i t h  b u f f e r  f l o w i n g  a t  a  r a t e  o f  10ml 

m in  The  c o l u m n  w a s  r e - e q u i l i b r a t e d  by l i n e a r l y  r e d u c i n g

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b u f f e r  B t o  0% b e t w e e n  75 a n d  9 0 

m i n u t e s  f o l l o w e d  by  a  2 h o u r  w ash  w i t h  b u f f e r  A. The e l u a n t  

was m o n i t o r e d  a t  2 2 9 n m .  F i g u r e  14 s h o w s  t h a t  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s ,  t h r e e  m a j o r  s p e c i e s  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n .  

The f i r s t ,  p e a k ( l ) ,  w a s  e l u t e d  a t  12 m i n u t e s  32 s e c o n d s ,  t h e  

s e c o n d ,  p e a k ( 2 ) ,  w a s  e l u t e d  a t  19 m i n u t e s  13 s e c o n d s  a n d  t h e  

t h i r d ,  p e a k  ( 3 ) ,  w a s  e l u t e d  a t  20 m i n u t e s  21 s e c o n d s .

1 1 1 . 2 P u r i f i c a t i o n  o f  m o d i f i e d  p r o d u c t s  by HPLC.

To g e n e r a t e  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  o f  t h e  p r o d u c t s  f o r  

a n a l y s i s ,  3ml  o f  a  4 m g / m l  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  YAGAVVNDL was  

m i x e d  w i t h  2 6 0 u l  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  a n d  t h e  m i x t u r e  

was  i n c u b a t e d  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 h o u r s .  I n i t i a l l y ,  

t o  c h e c k  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h y ,  t h r e e



F i g u r e  1 5 .  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  p u r i f i e d  
m o d i f i c a t i o n  p r o d u c t s .

One a l i q u o t  o f  e a c h  o f  t h e  p u r i f i e d  m o d i f i c a t i o n  

p r o d u c t s  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 u l  ^ 0 .  5 u l  o f  e a c h  s a m p l e  

w a s  t h e n  a n a l y s e d  by r e v e r s e  p h a s e  HPLC o n  a  C l 8 u B o n d a p a k  

a n a l y t i c a l  c o l u m n  i n  a  l i n e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  f r o m  0% t o  

100% a c e t o n i t r i l e  + 0 .05%  TFA b e t w e e n  0 a n d  20 m i n u t e s .  The  

e l u a n t  w a s  m o n i t o r e d  a t  229 n m .
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Table 3. Identification of modified products of YAGAVVNDL by 
determination of relative molecular mass and amino 
acid composition.
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l O O u l  v o l u m e s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  c o lu m n  t h e n  8 0 0 u l  f o l l o w e d  

by  a  f i n a l  i n j e c t i o n  o f  1 m l .  D u r i n g  e a c h  r u n  2m l  f r a c t i o n s  

w e r e  c o l l e c t e d  a u t o m a t i c a l l y  b e t w e e n  12  a n d  14 m i n u t e s  a n d  

a l s o  b e t w e e n  19 a n d  21 m i n u t e s .  When a l l  t h e  s a m p l e s  h a d  

b e e n  r u n ,  5 0 u l  o f  e a c h  f r a c t i o n  w as  a p p l i e d  t o  a  u B o n d a p a k  

C18 a n a l y t i c a l  c o l u m n  (8mm x  1 0 c m ) .  T h i s  t i m e  t h e  c o l u m n  

w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A (0 .1 %  TFA i n  H2 0 )  a n d  a  

l i n e a r  g r a d i e n t  i n c r e a s i n g  t o  100% b u f f e r  B (0 .05% TFA i n  

a c e t o n i t r i l e ) b e t w e e n  0 a n d  20 m i n u t e s  was  a p p l i e d  w i t h  

b u f f e r  f l o w i n g  a t  2 m l  m in  T h e  co lu m n  w as  r e - e q u i l i b r a t e d

by  l i n e a r l y  r e d u c i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b u f f e r  B t o  0% 

b e t w e e n  30 a n d  36 m i n u t e s  f o l l o w e d  by a  9 m i n u t e  w a s h  i n  

b u f f e r  A. F i g u r e  15  s h o w s  t h a t  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  p e a k

( 1 )  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  co lu m n  a t  7 m i n u t e s  3 0 s e c o n d s ,  p e a k

( 2 )  w a s  e l u t e d  a t  9 m i n u t e s  3 2 s e c o n d s  a n d  p e a k  ( 3 )  w a s  

e l u t e d  a t  10  m i n u t e s .  F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  e a c h  p e a k  w e r e  

p o o l e d  a n d  r o t a r y  e v a p o r a t e d  t o  r e m o v e  a c e t o n i t r i l e .  The  

t h r e e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  s h e l l  f r o z e n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  

l y o p h i l i s e d .

I I I . 3 I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  m o d i f i e d  p r o d u c t s .

A s m a l l  a m o u n t  o f  e a c h  o f  t h e  t h r e e  p e p t i d e s  was  

a n a l y s e d  f o r  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  a n d  m o l e c u l a r  m a s s  by 

f a s t  a t o m  b o m b a r d m e n t  m a s s  s p e c t r o s c o p y  ( G l a x o  G r o u p  

R e s e a r c h  L t d . ,  G r e e n f o r d ,  UK) .  The  r e s u l t s  a r e  shown i n  

T a b l e  3 a n d  s u g g e s t  t h a t  p e a k  ( 1 )  w as  f r e e  t y r o s i n e ,  p e a k  

( 2 )  w a s  t h e  o c t a p e p t i d e  AGAVVNDL a n d  p e a k  ( 3 )  w as  t h e  

n o n a p e p t i d e  YAGAVVNDL. The  s i m p l e s t  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e s e  

d a t a  a n d  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  f o r m a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t s  c a n  

b e  i n h i b i t e d  by  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  i s  t h a t  t h e  m o d i f i c a t i o n



F i g u r e  1 6 .  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  s y n t h e t i c  
o c t a p e p t i d e  AGAWNDL a n d  t h e  p r o d u c t  p u r i f i e d  
f  rom p e a k  ( 2 ) .

4 0 u l  o f  a  l m g / m l  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  a u t h e n t i c  AGAWNDL 

( F i g u r e  1 6 a ) ,  4 0 u l  o f  p r o d u c t  p u r i f i e d  f r o m  p e a k  ( 2 )  ( F i g u r e  

1 6 b )  o r  a  1 : 2  m i x t u r e  o f  a u t h e n t i c  AGAWNDL a n d  t h e  p e a k  ( 2 )  

p r o d u c t  ( F i g u r e  1 6 c )  w e r e  a n a l y s e d  by r e v e r s e  p h a s e  HPLC. 

T h e  e l u a n t  w a s  m o n i t o r e d  a t  229nm .
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F i g u r e  1 7 .  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a u t h e n t i c  
[ H ] - t y r o s i n e  a n d  [ H]-YAGAVVNDL a n d  t h e  
p u r i f i e d  p r o d u c t s  o f  p e a k s  ( 1 )  a n d  ( 3 ) .

( a )  An a l i q u o t  o f  p r o d u c t  p u r i f i e d  f r o m  p e a k  ( 1 )  w as

r e s u s p e n d e d  i n  5 0 u l  f ^ O  a n d  m i x e d  w i t h  3 u C i  a u t h e n t i c

[ ^ H ] - t y r o s i n e .  4 0 u l  o f  t h e  s a m p l e  w as  a n a l y s e d  by  H P L C / f l o w  

t h r o u g h  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .

( b )  An a l i q u o t  o f  p r o d u c t  p u r i f i e d  f r o m  p e a k  ( 3 )  w a s

r e s u s p e n d e d  i n  5 0 u l  f ^ O  a n d  m i x e d  w i t h  l O u C i  [ H]-YAGAVVNDL. 

5 u l  o f  t h e  s a m p l e  w a s  a n a l y s e d  by H P L C / f l o w  t h r o u g h

s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .
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YAGAVVNDL o c c u r s  by c l e a v a g e  o f  t h e  p e p t i d e  b o n d  b e t w e e n  

Y a n d  AGAVVNDL.

C o n f i r m a t i o n  t h a t  p e a k  ( 2 )  c o n t a i n s  t h e  o c t a p e p t i d e  

AGAVVNDL w a s  o b t a i n e d  by a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  

o n  a n a l y t i c a l  r e v e r s e  p h a s e  HPLC o f  p e a k  ( 2 )  a n d  a u t h e n t i c

AGAVVNDL ( F i g u r e  1 6 ) .  A s i n g l e  p e a k  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e

c o l u m n  a t  9 m i n u t e s  3 2 s e c o n d s  w hen  4 0 u l  o f  p e p t i d e  2 o r  

4 0 u l  o f  a  l m g / m l  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  AGAVVNDL w a s  a n a l y s e d .  A 

s i n g l e  p e a k  w as  a l s o  e l u t e d  a t  t h e  sam e  t i m e  when 2  5 u l  o f  

e a c h  o f  t h e s e  s o l u t i o n s  w e r e  m i x e d  a n d  4 0 u l  o f  t h e  m i x t u r e  

w a s  a n a l y s e d .

C o n f i r m a t i o n  t h a t  p e a k  ( 1 )  w as  t y r o s i n e  w as  o b t a i n e d  by 

c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  on  a n a l y t i c a l  r e v e r s e  

p h a s e  HPLC o f  p e a k  ( 1 )  a n d  a u t h e n t i c  [ H] t y r o s i n e  by  m i x i n g  

3 0 u l  p e a k  ( 1 )  w i t h  3 u C i  [ 3HJ t y r o s i n e .  T h e  e l u a n t  w as
3

m o n i t o r e d  a t  229nm a n d  [ H] w as  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  f l o w  

t h r o u g h  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  F i g u r e  1 7 a  s h o w s  t h a t  b o t h  

p e a k  ( 1 ) a n d  t h e  t r i t i u m - l a b e l l e d  t y r o s i n e  m a r k e r  w e r e  

e l u t e d  f r o m  t h e  c o lu m n  a t  t h e  same t i m e .

F i n a l l y ,  4 0 u l  o f  p e a k  (3 )  w a s  m i x e d  w i t h  l O u C i
3

[ H] -YAGAVVNDL a s  a  m a r k e r  a n d  5 u l  o f  t h i s  s o l u t i o n  w as  

a n a l y s e d  by HPLC. F i g u r e  1 7 b  sh o w s  t h a t  p e a k  ( 3 )  a n d
3

[ H]-YAGAVVNDL w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  a t  10  m i n u t e s .

SECTION IV INHIBITION OF EQUINE HERPES TYPE 1-INDUCED 
RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE ACTIVITY BY THE 
NONAPEPTIDE YAGAVVNDL.

I V . 1 C o m p a r i s o n  o f  p r o t e i n s  i n d u c e d  by  d i f f e r e n t  EHV-1 
i s o l a t e s .

I n i t i a l l y ,  r a b b i t  k i d n e y  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 

s t r a i n  V o l9  39 a n d  v i r u s - 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  was



F i g u r e  1 8 .  C o m p a r i s o n  o f  p o l y p e p t i d e s  p r o d u c e d  u p o n  
i n f e c t i o n  w i t h  v a r i o u s  i s o l a t e s  o f  EHV-1.

50mm p l a t e s  o f  BHK-C13 c e l l s  w e r e  e i t h e r  m o c k - i n f e c t e d  

o r  i n f e c t e d  w i t h  l O p f u  EHV-1 s t r a i n  V o l9  3 9 ,  A .C ,  K e n t u c k y  A 

s u b c l o n e s  MP91 o r  MP9 2 o r  s t r a i n  A B l . T h e  v i r u s  w as  

a d s o r b e d  a t  3 7 ° C  f o r  1 h o u r  a n d  t h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  

l a b e l l e d  w i t h  [ 3 ^ S ] m e t h i o n i n e  f o r  4 h ,  1 6 h  o r  2 0 h  a t  3 7 ° C  

b e f o r e  h a r v e s t i n g .  The  i n f e c t e d  c e l l  p o l y p e p t i d e s  w e r e  

r e s o l v e d  by  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  a  5% t o  1 2 .5%  SDS 

p o l y a c r y l a m i d e  g e l .
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F i g u r e  1 9 .  S t a n d a r d  c u r v e s  o f  v i r u s - 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 i e s .

BHK-C13 c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  HSV-1 a n d  RK13 c e l l s  

w e r e  i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 s t r a i n  V o l9  39 o r  K e n t u c k y  A. 

V i r u s - 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  w as  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  by  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  a n d  e x t r a c t s  

w e r e  a s s a y e d  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  a t  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r o t e i n .  T h e  r a t e s  o f  c o n v e r s i o n  

o f  CDP t o  dCDP a r e  g i v e n  i n  n m o l  h
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p a r t i a l l y  p u r i f i e d  by p r e c i p i t a t i o n  w i t h  ammonium s u l p h a t e .

I n  RK13 c e l l s  t h i s  v i r u s  g r o w s  t o  o n l y  5 x  1 0 8  p f u / m l  w h i c h

i s  10  f o l d  l e s s  t h a n  t h e  u s u a l  t i t r e  o f  HSV-1 s t o c k s .  L a r g e

v o l u m e s  o f  t h i s  v i r u s  s t o c k  w e r e  t h e r e f o r e  r e q u i r e d  t o

i n f e c t  r o l l e r  b o t t l e s  w i t h  l O p f u  o f  t h i s  v i r u s .  I t  w a s  a l s o

o b s e r v e d  t h a t  RK13 a n d  BHK i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  l a b e l l e d  
35 .

w i t h  [ S ] m e t h i o n i n e  c o n t a i n e d  v e r y  f e w  i d e n t i f i a b l e  v i r a l

p o l y p e p t i d e s  a n d  t h e s e  w e r e  p r e s e n t  i n  o n l y  lo w  a m o u n t s .  I t

w a s  t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  i n f e c t  BHK c e l l s  w i t h  s e v e r a l  EHV-1

3 5i s o l a t e s  a n d  t o  c o m p a r e  t h e  [ S ] m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  

i n f e c t e d  c e l l  p o l y p e p t i d e s  p r o d u c e d  s o  t h a t  a n  i s o l a t e

y i e l d i n g  t h e  m o s t  v i r u s - i n d u c e d  p o l y p e p t i d e s  c o u l d  be  

s e l e c t e d .  F i g u r e  18 s h o w s  t h a t  t h e  b e s t  i n f e c t i o n  w as

o b t a i n e d  w hen  BHK c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  s t r a i n  K e n t u c k y  

A.

I V .  2 S t a n d a r d  c u r v e s  o f  v i r u s - 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 i e s .

BHK c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  HSV-1 a n d  RK13 c e l l s  w e r e  

i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 s t r a i n  V o l9 3 9  o r  K e n t u c k y  A a n d

v i r u s - 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  was  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  by ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n .  T h e  

v i r u s - 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 i e s  w e r e  

a s s a y e d  ( a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  s e c t i o n  I I I . 2 )  a t  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  e n z y m e .  F i g u r e  19 s h o w s  t h e  a m o u n t  o f  

p r o d u c t  f o r m e d  v e r s u s  t h e  enzym e  c o n c e n t r a t i o n  f o r  e a c h  

v i r u s .  H i g h e r  a m o u n t s  o f  V o l939  e n z y m e  c o u l d  n o t  b e  a s s a y e d  

b e c a u s e  a  maximum v o l u m e  o f  7 0 u l  e n zy m e  e x t r a c t  c o u l d  be

i n c l u d e d  i n  e a c h  a s s a y .  The  e n zy m e  e x t r a c t  f r o m

V o l 9 3 9 - i n f e c t e d  c e l l s  h a d  a  much  l o w e r  a c t i v i t y  t h a n  en z y m e  

p r e p a r e d  f r o m  e i t h e r  H SV-1-  o r  EHV-1 s t r a i n  K e n t u c k y  

A - i n f e c t e d  c e l l s .
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F i g u r e  2 0 .  E f f e c t  o f  pH o n  EHV-1 a n d  H S V - l - 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 i e s .

R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  f r o m  H S V -1 -  

o r  EHV-1 s t r a i n  K e n t u c k y  A - i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  a s s a y e d  i n  

200mM HEPES a t  a  r a n g e  o f  pH. E a c h  a s s a y  c o n t a i n e d  

a p p r o x i m a t e l y  lO O ug  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e x t r a c t .

EHV-1

HSV 1
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I V . 3 The  e f f e c t  o f  pH on  EHV-1-  a n d  H S V - l - 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 i e s .

T he  e f f e c t  o f  pH on  t h e  r a t e  o f  CDP r e d u c t i o n  by  

H S V - l - a n d  E H V - l - 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  w a s  

d e t e r m i n e d  by v a r y i n g  t h e  pH o f  2 00mM HEPES b u f f e r  i n  t h e  

a s s a y  m i x t u r e  b e t w e e n  7 . 4  a n d  8 . 2 .  F i g u r e  2 0 s h o w s  t h a t  t h e  

o p t i m u m  pH w a s  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same f o r  b o t h  t h e  E H V -1-  

a n d  H S V - l - i n d u c e d  e n z y m e .

I V . 4 I n h i b i t i o n  o f  E H V - l - 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  
by  YAGAVVNDL.

I V . 4 ( a )  I n h i b i t i o n  o f  s t r a i n  V o l9 3 9  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 .

R a b b i t  k i d n e y  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 s t r a i n  

V o l 9 39 a n d  v i r u s - 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 a s  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  by ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n .  

E H V - l - 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  was  a s s a y e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  

n o n a p e p t i d e .  The  p e p t i d e  was  f o u n d  t o  b e  i n h i b i t o r y  a s  i s  

sh o w n  i n  F i g u r e  2 1 .  The  c o n c e n t r a t i o n  o f  p e p t i d e  r e q u i r e d  

t o  i n h i b i t  50% o f  t h e  E H V - l - 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  ( I C 5 Q ) w as  H O u M .  I n  a  p a r a l l e l  e x p e r i m e n t ,  t h e  

I C 5 0  ' o f  t h e  H S V - l - 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  was  

150uM. C o n c e n t r a t i o n s  o f  p e p t i d e  g r e a t e r  t h a n  0 .625mM c o u l d  

n o t  b e  a c h i e v e d  b e c a u s e  o f  v o lu m e  l i m i t a t i o n s  d u e  t o  t h e  l o w  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  V o l 9 3 9 - i n d u c e d  e n z y m e .

I V . 4 ( b )  I n h i b i t i o n  o f  s t r a i n  K e n t u c k y  A 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 .

R a b b i t  k i d n e y  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  s t r a i n  K e n t u c k y  A 

a n d  v i r u s - 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  w as  p a r t i a l l y



F i g u r e  2 1 .  I n h i b i t i o n  o f  EHV-1 s t r a i n  V o l 9 3 9 - 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  by  YAGAVVNDL.

T h e  f i g u r e  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  YAGAVVNDL on  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  a  

p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e x t r a c t  o f  H S V - l - i n f e c t e d  BHK-C13 c e l l s  

o r  EHV-1 s t r a i n  V o l 9 3 9 - i n f e c t e d  RK13 c e l l s .  E a c h  a s s a y  

c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  lOOug p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e x t r a c t  

f r o m  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l s  o r  3 0 0 u g  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

e x t r a c t  f r o m  E H V - l - i n f e c t e d  c e l l s .

1 0 0 % e n z y m e  a c t i v i t y  i s  e q u i v a l e n t  t o  0 . 1  n m o l  h ~ ^ .
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F i g u r e  2 2 .  I n h i b i t i o n  o f  EHV-1 s t r a i n  K e n t u c k y  A - 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  by  
YAGAVVNDL.

T h e  f i g u r e  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  YAGAVVNDL o r  t h e  c o n t r o l  p e p t i d e  TSRLSDPNSSAY on  

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  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

e x t r a c t  o f  H S V - l - i n f e c t e d  BHK-C13 c e l l s  ( F i g u r e  2 2 a )  o r  

EHV-1 s t r a i n  K e n t u c k y  A - i n f e c t e d  RK13 c e l l s  ( F i g u r e  2 2 b ) .  

E a c h  a s s a y  c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  lO O ug  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  

e x t r a c t .  Enzym e  a s s a y 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  

ImM b a c i t r a c i n .
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p u r i f i e d  by ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n .  When 

E H V - l - 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 as  a s s a y e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  

n o n a p e p t i d e ,  t h e  p e p t i d e  was f o u n d  t o  b e  i n h i b i t o r y .  T h i s  

r e s u l t  i s  shown i n  F i g u r e  2 2 .  P a r a l l e l  e x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  

H S V - l - 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  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p e p t i d e  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  5  0 % o f  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  a c t i v i t y  was  28uM f o r  b o t h  e n z y m e s .  

T h i s  c o n c e n t r a t i o n  i s  much  l e s s  t h a n  t h a t  r e q u i r e d  i n  t h e  

p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  b e c a u s e  ImM b a c i t r a c i n  w as  i n c l u d e d  i n  

t h e  a s s a y s  w h i c h  h e l p s  p r e v e n t  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  

n o n a p e p t i d e  by  c e l l u l a r  p r o t e a s e s .  B o t h  t h e  H S V -1-  a n d  t h e  

E H V - l - i n d u c e d  enzym e  a c t i v i t i e s  w e r e  r e l a t i v e l y  u n a f f e c t e d  

b y  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a  c o n t r o l  

p e p t i d e  (TSRLSDPNSSAY) i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e .

I V . 5 The  e f f e c t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7602  on  
E H V - l - 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 .

M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7602  ( p r o v i d e d  by  Dr A. C r o s s )  

r e a c t s  s p e c i f i c a l l y  w i t h  HSV-1 RRl i n  immune p r e c i p i t a t i o n s  

a n d  a l s o  c r o s s  r e a c t s  w i t h  HSV-2 RRl (D r  A. C r o s s ,  

u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  IgG w h i c h  was  p u r i f i e d  f r o m  t h i s  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M e t h o d s  s e c t i o n  I I . 3)  w as  f o u n d  t o  

n e u t r a l i s e  H SV -1-  a n d  H S V - 2 - 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 en  i n c l u d e d  i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e  (D r  A. D a r l i n g ,  

u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  760 2  w o u l d  c r o s s  r e a c t  w i t h  t h e  RRl o f  EHV-1,  

im mune 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  w i t h  EHV-1 ( s t r a i n  

K e n t u c k y  A) i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s .  No v i r a l  p r o t e i n s  w e r e  

p r e c i p i t a t e d  by m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2 .  E H V - l - i n d u c e d



F i g u r e  2 3 .  T h e  e f f e c t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2  o n  
E H V - l - 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 .

IgG  w a s  p u r i f i e d  f r o m  c o n t r o l  a s c i t e s  ( 1 ) ,  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  7 6 0 2  ( 2 )  o r  1 1 0 0  ( 3 )  by  FPLC. 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  a n  H S V - 1 -  o r  a n  EHV-1 ( K e n t u c k y  

A ) - i n f e c t e d  e x t r a c t  w as  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  IgG 

p u r i f i e d  f r o m  e a c h  a n t i b o d y  a t  e i t h e r  a  1 / 1 0  d i l u t i o n  ( a )  o 

a  1 / 1 0 0  d i l u t i o n  ( b ) .  T h e  c o n t r o l  w a s  a s s a y e d  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  a n y  I g G .
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F i g u r e  2 4 .  O l i g o p e p t i d e - i n d u c e d  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t
t h e  H S V - l - i n d u c e d  R R 2 .

T h e  f i g u r e  s h o w s  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  t h e  

c a r b o x y - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  RR2 a g a i n s t  w h i c h  a n t i s e r a  w e r e  

r a i s e d  i n  r a b b i t s .  A n t i s e r a  a g a i n s t  p e p t i d e  1 w e r e  r a i s e d  

b y  D r .  M F r a m e .



102
r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  was  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  IgG  

p u r i f i e d  f r o m  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2  w h i c h  w as  d i l u t e d  

e i t h e r  1  p a r t  i n  1 0  o r  1  p a r t  i n  1 0 0  i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e .  

T h e  e n z y m e  w as  a l s o  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  1 1 0 0 , w h i c h  d o e s  n o t  n e u t r a l i s e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

H S V - l - i n d u c e d  r e d u c t a s e  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  IgG p u r i f i e d  

f r o m  c o n t r o l  a s c i t e s  f l u i d .  P a r a l l e l  e x p e r i m e n t s  w e r e  a l s o  

c a r r i e d  o u t  on  H S V - l - 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 .  

T h e s e  r e s u l t s  a r e  shown i n  F i g u r e  2 3 a n d  i n d i c a t e  some w e a k  

n e u t r a l i s a t i o n  o f  EHV-1 r e d u c t a s e  by m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

7 6 0 2 .

SECTION V STRUCTURAL FEATURES OF THE EHV-1-INDUCED
RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE.

V . l  P r o d u c t i o n  o f  a n t i - o l i g o p e p t i d e  s e r a  a g a i n s t  HSV-1 
R R2.

F i g u r e  2 4 s h o w s  s e q u e n c e s  o f  t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  r e g i o n  

o f  RR2 a g a i n s t  w h i c h  a n t i - o l i g o p e p t i d e  s e r a  w e r e  r a i s e d  i n  

r a b b i t s .  A n t i s e r a  a g a i n s t  p e p t i d e  1 w e r e  r a i s e d  by  D r  M. 

F r a m e .  T h i s  s e q u e n c e  r e p r e s e n t s  t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  s e v e n  

a m i n o  a c i d s  o f  RR2 p l u s  an  a m i n o - t e r m i n a l  t y r o s i n e  t o  

f a c i l i t a t e  c o u p l i n g  o f  t h e  o l i g o p e p t i d e  t o  BSA. P e p t i d e  3 

r e p r e s e n t s  t h e  s e q u e n c e  o f  t h e  i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e .  To 

d e t e r m i n e  w h e t h e r  o t h e r  c a r b o x y  s e q u e n c e s  w e r e  i n v o l v e d  i n  

t h e  a s s o c i a t i o n  o f  RR2 w i t h  R R l ,  a n t i s e r a  w e r e  r a i s e d  

a g a i n s t  p e p t i d e s  2 a n d  4 .

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  u s i n g  e x t r a c t i o n  

b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 .1M  T r i s  p H 8 . 0 ,  10% g l y c e r o l ,  0.5% N P 40 ,  

0.5% s o d i u m  d e o x y c h o l a t e .  F ram e  e t  a l . (19  85)  h a v e  show n 

t h a t  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  a n t i - o l i g o p e p t i d e  s e r u m  a g a i n s t



Figure 25. Imraunoprecipitations with anti-oligopeptide
induced sera against RR2•

I m m u n o p r e c i p i t a t i o n s  o f  p o l y p e p t i d e s  f r o m

35[ S j m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  e x t r a c t s  o f  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h

HSV-1 w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  e x t r a c t i o n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0.5%

SDS. Two r a b b i t s  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  p e p t i d e s  3 a n d  4 ( 3 a ,

3 b ,  4 a  a n d  4 b )  b u t  o n l y  o n e  r a b b i t  w as  i m m u n i s e d  a g a i n s t

p e p t i d e  2 .  R a b b i t s  w e r e  b l e d  6  w e e k s  a f t e r  t h e  i n i t i a l

i n j e c t i o n  a n d  t h e  s e c o n d  b l e e d  w as  t a k e n  t h r e e  w e e k s  l a t e r

a f t e r  t h e  a n i m a l s  h a d  b e e n  g i v e n  a  b o o s t  i n j e c t i o n .

35P o l y p e p t i d e s  l a b e l l e d  w i t h  [ S] w e r e  e l u t e d  f r o m  P r o t e i n  

A - S e p h a r o s e - a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  a n d  s e p a r a t e d  on  a  5% 

t o  1 2 .5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .

NRS n o r m a l  r a b b i t  s e r u m ;  1 a n t i s e r u m  a g a i n s t  YGAWNDL;

2 a n t i s e r u m  a g a i n s t  HTNFFECRSTS; 3 a n t i s e r u m  a g a i n s t  YAGAVVNDL; 4 

a n t i s e r u m  a g a i n s t  RSTSYAGAW; EXT HSV-1 i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t ;  MI 

mock  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t .
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Figure 26. Immunoprecipitation with IgG purified from
antiserum 2.

IgG  w a s  p u r i f i e d  f r o m  a n t i s e r u m  2 on  a n  i o n  e x c h a n g e

c o l u m n  a n d  u s e d  t o  i m m u n o p r e c i p i t a t e  p o l y p e p t i d e s  f r o m

35 .H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  l a b e l l e d  w i t h  [ S ] m e t h i o n m e

t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  f a s t  m i g r a t i n g  b a n d  p r e c i p i t a t e d  by

a n t i s e r u m  2 ( F i g u r e  2 5 )  i s  a  p r o d u c t  o f  p r o t e o l y s i s  o f  R R l .

I m m u n o p r e c i p i t a t i o n s  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  1 1 0 0  a n d  IgG

p u r i f i e d  f r o m  a n t i s e r u m  a g a i n s t  p e p t i d e  1  w e r e  i n c l u d e d  a s  a

c o n t r o l .  T h e  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

35p r e s e n c e  o f  0 .5%  SDS. P o l y p e p t i d e s  l a b e l l e d  w i t h  [ S ]  w e r e  

s e p a r a t e d  o n  a  5 % t o  1 2 . 5 % p o l y a c r y l a m i d e  g e l .

MA1100 m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  1 1 0 0 ;  CA c o n t r o l  a s c i t e s ;  NRS n o r m a l  

r a b b i t  s e r u m ;  1 IgG  a g a i n s t  YGAVVNDL; 2 Ig G  a g a i n s t  HTNFFECRSTS; 

EXT HSV-1 i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t ;  MI m ock  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t .
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p e p t i d e  1 p r e c i p i t a t e d  o n l y  RR2 f r o m  HSV-1 i n f e c t e d  c e l l s .  

I n c l u s i o n  o f  0 .5% SDS i n  t h e  p r e c i p i t a t i o n  b u f f e r ,  h o w e v e r ,  

r e s u l t e d  i n  t h e  c o p r e c i p i t a t i o n  o f  RRl w i t h  RR2. F i g u r e  2 5 

s h o w s  t h e  r e s u l t  o f  i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s  w i t h  a n t i s e r a  

a g a i n s t  p e p t i d e s  1 , 2 , 3  a n d  4 i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 .5%  SDS. 

A n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e  3 c o p r e c i p i t a t e d  RRl w i t h  

RR2 i n  t h e  same way a s  t h e  a n t i s e r u m  a g a i n s t  p e p t i d e  1 .  

A n t i s e r a  a g a i n s t  p e p t i d e  4 a l s o  c o p r e c i p i t a t e d  RRl w i t h  RR2 

b u t  r e l a t i v e l y  m o r e  RRl w a s  p r e c i p i t a t e d  by a n t i s e r u m  4 t h a n  

by  a n t i s e r a  1 o r  3 .  I n  e a c h  c a s e ,  RRl a p p e a r e d  a s  a  d o u b l e t  

a n d  t h e  u p p e r  b a n d  w a s  p r e f e r e n t i a l l y  c o 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  SDS. T h e  d o u b l e  b a n d s  may r e p r e s e n t  tw o  

d i f f e r e n t  f o r m s  o f  t h e  RRl p o l y p e p t i d e .  The  a n t i s e r u m

a g a i n s t  p e p t i d e  2  p r e c i p i t a t e d  a  p o l y p e p t i d e  w h i c h  m i g r a t e d  

j u s t  b e l o w  RRl a n d  f a i l e d  t o  p r e c i p i t a t e  m o r e  t h a n

b a c k g r o u n d  l e v e l s  o f  R R l .  B o t h  a n t i s e r a  2 a n d  4 p r e c i p i t a t e d

v e r y  w e a k  b a n d s  c o r e s p o n d i n g  t o  RR2.

To d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  f a s t e r  m i g r a t i n g  b a n d  

p r e c i p i t a t e d  by a n t i s e r u m  2  w a s  a  r e s u l t  o f  p r o t e o l y t i c

a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  t h e  s e r u m ,  IgG w a s  p u r i f i e d  f r o m  t h e  

a n t i s e r u m  a g a i n s t  p e p t i d e  2  a n d  immune 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  w i t h  HSV-1 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  26 

s h o w s  t h a t  IgG p u r i f i e d  f r o m  a n t i s e r u m  2 p r e c i p i t a t e d  RRl 

a n d  t h e  f a s t e r  m i g r a t i n g  b a n d  w a s  no  l o n g e r  d e t e c t a b l e .

IgG w as  p u r i f i e d  f r o m  e a c h  o f  t h e  a n t i s e r a  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 a l  r e g i o n  o f  RR2 a n d  t e s t e d  f o r  

t h e i r  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  H S V - l - 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 .  H o w e v e r ,  n o n e  w e r e  f o u n d  t o  n e u t r a l i s e  

e n z y m e  a c t i v i t y .



F i g u r e  2 7 .  A s c h e m a t i c  p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  l i n e a r i s e d  RRl 
p o l y p e p t i d e  w i t h  t h e  l o c a t i o n  o f  p e p t i d e s  
a g a i n s t  w h i c h  t h e  a n t i b o d i e s  w e r e  r a i s e d .

T h e  HSV-1 g e n o m e  i s  show n  w i t h  t h e  u n i q u e  l o n g  (UL > a n d

u n i q u e  s h o r t  t *le t e r m i-n a l  r e p e a t s  (TRL a n d  TR S ) ,

i n t e r n a l  r e p e a t s  ( I DT a n d  I DO) a n d  t h e  l o c u s  o f  g e n e  UL39
KJL K o

c o d i n g  r e g i o n  i n d i c a t e d .  T h e  p o s i t i o n  a n d  s e q u e n c e  o f  t h e  

p e p t i d e s  u s e d  t o  p r o d u c e  a m i n o - t e r m i n a l  (N l  a n d  N 2 ) a n d  

c a r b o x y - t e r m i n a l  ( C l  a n d  C 2 ) s e r a  a r e  s h o w n .  T h e  t y r o s i n e  

(Y) r e s i d u e s  i n  p a r e n t h e s e s  a r e  n o t  p a r t  o f  t h e  RRl s e q u e n c e  

b u t  w e r e  a d d e d  t o  f a c i l i t a t e  c o u p l i n g  o f  t h e  p e p t i d e  t o  t h e  

c a r r i e r  p r o t e i n .  The  a m i n o  a c i d  r e s i d u e  n u m b e r s  o f  e a c h  

p e p t i d e  i n  t h i s  1 1 3 7  a m i n o  a c i d  p r o t e i n  a r e  a l s o  i n d i c a t e d .  

The  t r i a n g l e  CV) d e p i c t s  t h e  b o u n d a r y  o f  t h e  u n i q u e  

a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n .  A n t i s e r u m  C l  w a s  r a i s e d  by  Dr  H. 

L a n k i n e n .



uL IRLIRsUs  t r s
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C1 C2N1 N2

Antiserum
designation

N1
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RNSQFVALMPTA 
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1-12

137-147

959-970
1114-1134
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V.2 P r o d u c t i o n  o f  a n t i - o l i g o p e p t i d e  s e r a  a g a i n s t  HSV-1 

R R l .

F i g u r e  27 s h o w s  p e p t i d e  s e q u e n c e s  o f  RRl a g a i n s t  w h i c h  

a n t i s e r a  w e r e  r a i s e d .  The  H S V - l - i n d u c e d  RRl p o l y p e p t i d e  i s  

s e q u e n t i a l l y  d e g r a d e d  by p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  i n t o  t h r e e  

b r e a k d o w n  p r o d u c t s  Mr  100K ,  90K a n d  80K o f  w h i c h  a t  l e a s t  

t h e  9 OK s p e c i e s  i s  e n z y m a t i c a l l y  a c t i v e  ( I n g e m a r s o n  a n d  

L a n k i n e n ,  19 8 7 ) .  F rom c o m p a r i s o n s  w i t h  e q u i v a l e n t  RRl 

p o l y p e p t i d e s , t h e r e  i s  a n  a d d i t i o n a l  a m i n o - t e r m i n a l  r e g i o n  

o f  som e 3 20 a m i n o  a c i d s  p r e s e n t  i n  t h e  H S V - l - i n d u c e d  RRl  

w h i c h ,  e x c e p t  f o r  H S V -2 , i s  a b s e n t  f r o m  a l l  o t h e r  RRl 

p o l y p e p t i d e s  s o  f a r  e x a m i n e d  ( N i k a s  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  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 r t  o f  t h e  1 3 6K p o l y p e p t i d e  may h a v e  

f u n c t i o n s  n o t  r e l a t e d  t o  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t i o n .  

O l i g o p e p t i d e - i n d u c e d  s e r a  w e r e  r a i s e d  a g a i n s t  s e q u e n c e s  

r e p r e s e n t i n g  t h e  u n i q u e  a m i n o  d o m a i n  a n d  t h e  c a r b o x y  d o m a i n  

o f  t h e  H S V - l - i n d u c e d  R R l .

V . 3 R e a c t i v i t y  o f  a n t i - o l i g o p e p t i d e  s e r a  w i t h  
H S V - l - i n f e c t e d  c e l l s .

V. 3 ( a ) I m m u n o p r e c i p i t a t i o n s .

T h e  f i r s t  RRl p e p t i d e s  t o  b e  i n j e c t e d  i n t o  r a b b i t s  w e r e  

('^FGGDDNIVCMS a n d  MASRPAASSPVE( Y) . Two r a b b i t s  w e r e  i n j e c t e d  

w i t h  e a c h  p e p t i d e .  R a b b i t s  n u m b e r e d  1 8 3 7 9  a n d  1 8 3 8 0  w e r e  

i m m u n i s e d  a g a i n s t  (^FGGDDNIVCMS a n d  r a b b i t s  n u m b e r e d  1 8 3  81 

a n d  1 8 3 8 2  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  MASRPAASSPVE(Y). As show n i n  

F i g u r e  2 8 ,  n e i t h e r  s e r a  f r o m  t h e  r a b b i t s  i m m u n i s e d  w i t h  

MASRPAASSPVE(Y) p r e c i p i t a t e d  RRl f r o m  HSV-1 i n f e c t e d  c e l l  

e x t r a c t s .  T h i s  w as  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h i s



Figure 28. Reactivities of antisera N1 and C2 in
immunopreciptations.

I m m u n o p r e c i p i t a t i o n s  o f  p o l y p e p t i d e s  f r o m  

35 .
[ S ] m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  H S V - l - m f  e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  w e r e

c a r r i e d  o u t  w i t h  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e

( Y)FGGDDNIVCMS ( C 2 ) a n d  t h e  f i r s t  b a t c h  o f  p e p t i d e

MASRPAASSPVE( Y ) ( N l )  r e c e i v e d  f r o m  CRB. 1 8379  a n d  1 8 3 8 0

r e p r e s e n t  s e r a  f r o m  r a b b i t s  i m m u n i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e

( Y ) FGGDDNIVCMS a n d  1 8 3 8 1  a n d  1 8 3 8 2  r e p r e s e n t  s e r a  f r o m

r a b b i t s  i m m u n i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e  M A S R P A A S S P V E ( Y ) .

M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  1 1 0 0  w h i c h  r e a c t s  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h e

H S V - l - i n d u c e d  R R l  a n d  a n t i s e r u m  1149  w h i c h  w a s  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 a l  s e v e n  a m i n o  a c i d s  o f  RR2

( p e p t i d e  1 ,  F i g u r e  2 4 )  w e r e  i n c l u d e d  a s  c o n t r o l s .

35
P o l y p e p t i d e s  l a b e l l e d  w i t h  [ S ]  w e r e  e l u t e d  f r o m

P r o t e i n  A - S e p h a r o s e - a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  a n d  s e p a r a t e d

on  a  5% t o  1 2 .5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .

MI mock  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t ;  EXT HSV-1 i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t

MRS n o r m a l  r a b b i t  s e r u m ;  MA1100 m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  1 1 0 0 ;

CA c o n t r o l  a s c i t e s .
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Figure 29. Reactivities of antisera N1 and N2 in
immunoprecipitations.

P o l y p e p t i d e s  f r o m  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l s  w e r e

i m m u n o p r e c i p i t a t e d  w i t h  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e s

MASRPAASSPVE( Y) ( N l )  a n d  TQTADVPTEAL( Y ) ( N 2 ) .  P e p t i d e

MASRPAASSPVE(Y) w a s  r e a d i l y  c o u p l e d  t o  t h e  BSA c a r r i e r

m o l e c u l e  u n l i k e  t h e  p r e v i o u s  b a t c h  ( F i g u r e  2 8 ) .  1 9 9 5 3  a n d

199 5*1 r e p r e s e n t  s e r a  f r o m  r a b b i t s  i m m u n i s e d  a g a i n s t

MASRPAASSPVE(Y) a n d  1 9 9 6 0  a n d  1 9 9 6 )  r e p r e s e n t  s e r a  f r o m

r a b b i t s  i m m u n i s e d  a g a i n s t  TQTADVPTEAL( Y) .  P o l y p e p t i d e s

35l a b e l l e d  w i t h  [ S]  w e r e  s e p a r a t e d  o n  a  5% t o  1 2 .5 %  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l .
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p e p t i d e  w as  n o t  r e a d i l y  s o l u b l e  i n  t h e  b o r a t e  b u f f e r  u s e d  

f o r  c o u p l i n g  t o  t h e  c a r r i e r  p r o t e i n  a n d  s o  t h e  i m m u n i s i n g  

d o s e  o f  p e p t i d e  may  h a v e  b e e n  l o w e r  t h a n  e x p e c t e d .  The  

s e r u m  f r o m  o n e  o f  t h e  r a b b i t s  ( 1 8 3 8 0 )  i m m u n i s e d  w i t h  t h e  

(^FGGDDNIVCMS p r e c i p i t a t e d  a  s t r o n g  b a n d  c o r r e s p o n d i n g  t o  RRl 

f r o m  H S V -1 .

A new b a t c h  o f  MASRPAASSPVE(Y) w a s  p u r c h a s e d  w h i c h  h a d  a  

d i f f e r e n t  a p p e a r a n c e  f r o m  t h e  p r e v i o u s  b a t c h  ( a  w h i t e  f l u f f y  

p o w d e r  a s  o p p o s e d  t o  a  f i n e  g r e y  p o w d e r )  a n d  w a s  r e a d i l y  

s o l u b l e  i n  b o r a t e  b u f f e r .  Two r a b b i t s  w e r e  i n j e c t e d  w i t h  

MASRPAASSPVE ( Y ) o r  TQTAD VPTEAL (h) F i g u r e  29 s h o w s  t h e  r e s u l t  

o f  i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s  w i t h  t h e  a n t i s e r a  o b t a i n e d .  E a c h  o f  

t h e  f o u r  a n t i s e r a  p r e c i p i t a t e d  l e v e l s  o f  RRl a b o v e  

b a c k g r o u n d ,  h o w e v e r ,  t h e  b e s t  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  

a n t i s e r u m  1 9 9 5 9  ( N l )  a n d  1 9 9 6 0  ( N 2 ) .  A n t i s e r u m  1 9 9 5 8  

p r e c i p i t a t e d  a  p o l y p e p t i d e  M^ 60K w h i c h  w a s  n o t  i d e n t i f i e d .  

None o f  t h e  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  RRl p e p t i d e  s e q u e n c e s  

p r e c i p i t a t e d  RR2.

V . 3 ( b ) I m m u n o b l o t t i n g .

F i g u r e  3 0 s h o w s  t h e  r e s u l t  o f  i m m u n o b l o t t i n g  w i t h  e a c h  

o f  t h e  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  RRl p e p t i d e s .  M o ck -  o r  

H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  w e r e  r u n  on  SDS p o l y a c r y l a m i d e  

g e l s  a n d  t h e  p o l y p e p t i d e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  

n i t r o c e l l u l o s e .  E a c h  o f  t h e  a n t i s e r a  w as  d i l u t e d  e i t h e r  1 

p a r t  i n  4  o r  1  p a r t  i n  2 0  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  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  p o l y p e p t i d e s  b o u n d  t o  n i t r o c e l l u l o s e .  

P r o t e i n  A - p e r o x i d a s e  w as  a d d e d  a s  a  s e c o n d  a n t i b o d y  a n d  

p r o t e i n s  w h i c h  h a d  r e a c t e d  w i t h  t h e  a n t i s e r a  w e r e  v i s u a l i s e d



F i g u r e  3 0 .  I m m u n o b l o t s  o f  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s
with antisera raised against peptide sequences 
representing the HSV-l-induced RRl.

(*>
C e l l s  w e r e  e i t h e r  m o c k - i n f e c t e d ^ o r  i n f e c t e d  w i t h  HSV-1(fify 

35a n d  [ S ] m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  e x t r a c t s  w e r e  p r e p a r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  t h e  M e t h o d s  s e c t i o n  I X . 1 .  E x t r a c t s  w e r e  

e l e c t r o p h o r e s e d  on  a  5% t o  12 .5%  SDS p o l y a c r y l a m i d e  g e l  a n d  

p o l y p e p t i d e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s .

T he  f i l t e r s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m  ( NRS) a t  

a  1 i n  4 d i l u t i o n  o r  w i t h  a n t i s e r a  a g a i n s t  e a c h  o f  t h e  

p e p t i d e s  C l ,  C 2 , N l ,  o r  N2 a t  e i t h e r  a  1 i n  4 d i l u t i o n  ( a )  

o r  a  1 i n  20 d i l u t i o n  ( b ) .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  1 0 2 6  

( p r o v i d e d  by  D r .  A C r o s s )  w as  i n c l u d e d  a s  a  c o n t r o l  a s  i t  i s  

known t o  r e a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  H S V - l - i n d u c e d  RRl i n  

i m m u n o b o t s .  P o l y p e p t i d e s  w h i c h  r e a c t e d  w i t h  t h e  a n t i s e r a  

w e r e  v i s u a l i s e d  by  s t a i n i n g  w i t h  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  

c o n j u g a t e d  P r o t e i n  A.
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by  s t a i n i n g  w i t h  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  d e v e l o p m e n t  s o l u t i o n

( M e t h o d s  s e c t i o n  I X ) . E a c h  o f  t h e  a n t i s e r a  r e a c t e d

s p e c i f i c a l l y  w i t h  a  h i g h  Mr  b a n d  a t  b o t h  d i l u t i o n s  e x c e p t  C2

w h i c h  o n l y  r e a c t e d  w i t h  t h e  b a n d  a t  a  1  i n  2 0  d i l u t i o n .

T h i s  b a n d  w as  o n l y  p r e s e n t  i n  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  a n d  

35f r o m  t h e  [ S ] m e t h i o n i n e - l a b e l l e d  p o l y p e p t i d e  p r o f i l e  o f  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  s t r i p s  w as  i d e n t i f i e d  a s  R R l .

V. 4 R e a c t i v i t y  o f  a n t i - o l i g o p e p t i d e  s e r a  w i t h  
E H V - l - i n f e c t e d  c e l l s .

M r  3 3 * )

D u t i a  e t  a l . (19  8 6 ) s h o w e d  t h a t  RR2Aw a s  s p e c i f i c a l l y

i m m u n o p r e c i p i t a t e d  f r o m  e x t r a c t s  o f  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h

EHV—1 by  a n t i - p e p t i d e  1 s e r u m  b u t  t h i s  a n t i s e r u m  f a i l e d  t o

c o p r e c i p i t a t e  a n  E H V - l - i n d u c e d  RRl p o l y p e p t i d e .  S i m i l a r l y ,

a n t i s e r a  a g a i n s t  t h e  H S V - l - i n d u c e d  R R l ,  d e s c r i b e d  h e r e ,

f a i l e d  t o  r e a c t  w i t h  a n y  E H V - l - i n d u c e d  p r o t e i n s  i n

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s . M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2 ,  w h i c h

r e a c t s  w i t h  b o t h  H SV -1-  a n d  H S V - 2 - i n d u c e d  RRl i n

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  a n  E H V - l - i n d u c e d

p o l y p e p t i d e  a l t h o u g h  IgG p u r i f i e d  f r o m  t h i s  a n t i b o d y  c o u l d

r e d u c e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e .  I t  may b e  t h a t  t h e

E H V - l - i n d u c e d  RRl c o n t a i n s  f e w  m e t h i o n i n e  r e s i d u e s  s u c h  t h a t

3 5 .i t  i s  n o t  d e t e c t a b l e  by [ S ] m e t h i o n i n e - l a b e l l i n g  o r  

a l t e r n a t i v e l y  t h a t  t h e  e p i t o p e  r e c o g n i s e d  by  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  7 6 0 2 ,  w h i c h  i s  c o n f o r m a t i o n a l  r a t h e r  t h a n  

s e q u e n t i a l  s i n c e  t h e  a n t i b o d y  d o e s  n o t  r e a c t  w i t h  b l o t t e d  

p r o t e i n s ,  i s  n o t  s u f f i c i e n t l y  c o n s e r v e d  i n  t h e  EHV-1 

r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e .  I t  was  t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  t r y  

t o  i d e n t i f y  t h e  E H V - l - i n d u c e d  RRl by  i m m u n o b l o t t i n g  w i t h  

a n t i - o l i g o p e p t i d e  s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  H S V - l - i n d u c e d  R R l .



Figure 31. Identification of the EHV-l-induced RRl by 
immunoblotting with antisera raised against 
peptides representing the HSV-l-induced RRl.

( 1 , 4 , 7 , 1 0 , 1 1 )  ( 2 , 5 , 8 , 1 2 )
C e l l s  w e r e  e i t h e r  m o c k - i n f e c t e d . o r  i n f e c t e d  w i t h  HSV-1 y

( 3 , 6 , 9 , 1 3 )
o r  EHV-1 s t r a i n  K e n t u c k y  A ^ a n d  i m m u n o b l o t t i n g  w a s  c a r r i e d  

o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  s e c t i o n  I X .  E x t r a c t s  w e r e  

e l e c t r o p h o r e s e d  on  a  5% t o  12 .5%  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  a n d  

p o l y p e p t i d e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e s .  

N i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  e i t h e r  n o r m a l  

r a b b i t  s e r u m  ( NRS) ,  N l ,  N2 o r  C l  a n t i s e r a .  A n t i s e r a  w e r e  a t  

a  1  i n  1 0  d i l u t i o n  ( t r a c k s  1 - 1 0 ) o r  a  1  i n  2 0  d i l u t i o n  

( t r a c k s  1 1 ,  12  a n d  1 3 ) .  P o l y p e p t i d e s  w h i c h  r e a c t e d  w i t h  t h e  

a n t i s e r a  w e r e  v i s u a l i s e d  by s t a i n i n g  w i t h  h o r s e r a d i s h  

p e r o x i d a s e  c o n j u g a t e d  P r o t e i n  A.

( T e l f o r d ,  L a n k i n e n  a n d  M a r s d e n ,  m a n u s c r i p t  s u b m i t t e d  f o r  

p u b l i c a t i o n )  . ___________________---------------------------------- ------------- ---------- ----------
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90mm p l a t e s  o f  RK13 c e l l s  w e r e  e i t h e r  m o c k - i n f e c t e d  o r  

i n f e c t e d  w i t h  l O p f u  HSV-1 o r  EHV-1 ( s t r a i n  K e n t u c k y  A) a n d  

l a b e l l e d  o v e r n i g h t  w i t h  j - 3 5 S ] m e t h i o n i n e .  The  c e l l s  w e r e  

t h e n  h a r v e s t e d ,  i n f e c t e d  c e l l  p o l y p e p t i d e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  

t o  n i t r o c e l l u l o s e  a n d  r e a c t e d  w i t h  a n t i s e r a  N l ,  N2 a n d  C l  

w h i c h  w e r e  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  H S V - l - i n d u c e d  R R l .  T h e  r e s u l t  

i s  show n i n  F i g u r e  3 1 .  As f o u n d  p r e v i o u s l y ,  a l l  t h r e e  s e r a  

r e a c t  w i t h  a p o l y p e p t i d e  o f  a p p a r e n t  136K i n

H S V - l - i n f e c t e d  c e l l s  ( t r a c k s  5 ,  8  a n d  1 2 )  b u t  n o t  i n

m o c k - i n f e c t e d  c e l l s  ( t r a c k s  4 ,  7 ,  10 a n d  1 1 ) .  I n  c o n t r a s t ,  

n e i t h e r  Nl n o r  N2 w e r e  r e a c t i v e  w i t h  p o l y p e p t i d e s  i n  

E H V - l - i n f e c t e d  c e l l s  ( t r a c k s  6  a n d  9 )  n o t  p r e s e n t  i n

u n i n f e c t e d  c e l l s  ( t r a c k s  4 a n d  7 )  w h i l e  s e r u m  C l  r e a c t e d  

w i t h  t i o o  p r o t e i n s  ( t r a c k  1 3 ) .  One o f  t h e m  a p p e a r s  t o  b e  

a  v i r a l  p r o t e i n  o f  a p p a r e n t  Mr  9 OK a s  i t  i s  n o t  p r e s e n t  i n  

m o c k - i n f e c t e d  c e l l s  ( t r a c k s  10 a n d  1 1 ) .  A f a s t e r  m i g r a t i n g  

p r o t e i n  ( a r r o w e d )  was  a l s o  d e t e c t e d  w i t h  t h e  C l  a n t i s e r u m .  

I t  c o u l d  be  a  p r o t e o l y t i c  f r a g m e n t  o f  t h e  9 OK p r o t e i n  o r  a  

c e l l u l a r  p r o t e i n  a s  t h e r e  i s  a  w e a k l y  r e a c t i v e  p r o t e i n  o f  

t h i s  m o b i l i t y  i n  m o c k - i n f e c t e d  c e l l s .  T he  c o n t r o l  

n o n - i m m u n e  r a b b i t  s e r a  ( NRS) r e a c t e d  w i t h  some p r o t e i n s  i n  

mock-? i n f  e c t e d  a n d  i n f e c t e d  c e l l s  ( t r a c k s  1 ,  2 a n d  3 )  b u t  

t h e s e  b a n d s  d i d  n o t  c o m i g r a t e  w i t h  t h e  9 OK p r o t e i n .

T a k e n  t o g e t h e r  t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  EHV-1 e n c o d e s  

a  s m a l l e r  RRl p o l y p e p t i d e  t h a n  t h a t  o f  HSV-1 o r  HSV-2 w h i c h  

d o e s  n o t  c o n t a i n  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  t h a t  i s  s o  f a r  

u n i q u e  t o  HSV t y p e s  1 a n d  2 .
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DISCUSSION

I  S t a b i l i t y  o f  t h e  n o n a p e p t i d e .

One o f  t h e  a i m s  o f  t h i s  p r o j e c t  w as  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

t h e  i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e  YAGAVVNDL w a s  m o d i f i e d  i n  

c e l l u l a r  e x t r a c t s  a n d ,  i f  s o ,  t o  i d e n t i f y  t h e  m o d i f i e d  

s p e c i e s  p r o d u c e d .  R e s u l t s  show  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

H S V - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  t h e  n o n a p e p t i d e  w as  m o d i f i e d  by 

h y d r o l y s i s  o f  t h e  p e p t i d e  b o n d  b e t w e e n  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  

t y r o s i n e  a n d  t h e  n e i g h b o u r i n g  a l a n i n e  t o  g e n e r a t e  t h e  

o c t a p e p t i d e  AGAVVNDL a n d  f r e e  t y r o s i n e . .  T h e  o c t a p e p t i d e  h a s  

p r e v i o u s l y  b e e n  shown t o  h a v e  a  m a r k e d l y  d e c r e a s e d  

i n h i b i t o r y  p o t e n c y  ( I C 5 q = 283uM) c o m p a r e d  w i t h  t h e

n o n a p e p t i d e  = 36uM) ( G a u d r e a u  e t  a l . 1 9 8 7 ) .

T h i s  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  n o n a p e p t i d e  c o u l d  b e  p r e v e n t e d  

t o  some e x t e n t  by  t h e  u s e  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  PMSF a n d  

TPCK w h i l e  p e p s t a t i n  A, l e u p e p t i n  a n d  a l p h a  2 m a c r o g l o b u l i n  

g a v e  no  p r o t e c t i o n  t o  t h e  p e p t i d e  b o n d .  T he  b e s t  p r o t e c t i o n  

w a s  c o n f e r r e d  by b a c i t r a c i n ,  a  c y c l i c  p o l y p e p t i d e .  H o w e v e r ,  

t h e  n o n a p e p t i d e  was  s t i l l  p r o g r e s s i v e l y  m o d i f i e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  ImM b a c i t r a c i n .  O t h e r  p e p t i d e  b o n d s  p r e s e n t  i n  

t h e  n o n a p e p t i d e  s e q u e n c e  may a l s o  b e  s u s c e p t i b l e  t o  

h y d r o l y s i s  by c e l l u l a r  p r o t e a s e s  b u t  t h i s  w o u l d  s e e m  

u n l i k e l y  a s  no  o t h e r  m o d i f i c a t i o n  p r o d u c t s  a p a r t  f r o m  

t y r o s i n e  o r  t h e  o c t a p e p t i d e  w e r e  e v e r  d e t e c t e d .

I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  p r o t e i n s  c o n t a i n  s e t s  o f  a m i n o  a c i d s  

t h a t  a c t  t o  d e t e r m i n e  p r o t e i n  h a l f - l i v e s  i n  v i v o . U s i n g  a n  

a p p r o a c h  w h i c h  m a k e s  i t  p o s s i b l e  t o  e x p o s e  i n  v i v o  d i f f e r e n t  

a m i n o  a c i d s  a t  t h e  a m i n o  t e r m i n i  o f  o t h e r w i s e  i d e n t i c a l  t e s t  

p r o t e i n s ,  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  r e s i d u e
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o f  t h e  t a r g e t  p r o t e i n  w as  e i t h e r  s t a b i l i s i n g  o r  

d e s t a b i l i s i n g  ( B a c h m a i r  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  I n  t h e  y e a s t  

S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  t h e  s t a b i l i s i n g  a m i n o - t e r m i n a l  

r e s i d u e s  ( M e t ,  G l y ,  V a l ,  P r o ,  C y s ,  S e r ,  A l a ,  T h r )  c o n f e r  a  

l o n g  h a l f - l i f e  (> 2 0  h o u r s )  on  t h e  t e s t  p r o t e i n

) 3 - g a l a c t o s i d a s e  w h e r e a s  t h e  d e s t a b i l i s i n g  a m i n o - t e r m i n a l  

r e s i d u e s  ( G l u ,  G i n ,  A sp ,  A s n ,  l i e ,  L e u ,  P h e ,  T r p ,  T y r ,  H i s ,  

L y s ,  A r g )  c o n f e r  h a l f - l i v e s  r a n g i n g  f r o m  l e s s  t h a n  2 m i n u t e s  

t o  a p p r o x i m a t e l y  3 0 m i n u t e s .  I n  p a r t i c u l a r  t h e  t e s t  p r o t e i n  

b e a r i n g  t y r o s i n e  a s  a n  a m i n o - t e r m i n a l  r e s i d u e  h a d  a  

h a l f - l i f e  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0  m i n u t e s  w h e r e a s  a l a n i n e  

c o n f e r r e d  a  h a l f - l i f e  o f  m o r e  t h a n  20 h o u r s .  T h i s  m ay  

t h e r e f o r e  e x p l a i n  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  t h e  n o n a p e p t i d e  

YAGAVVNDL a n d  t h e  r e l a t i v e  s t a b i l i t y  o f  t h e  o c t a p e p t i d e  

AGAVVNDL w h i c h  b e a r s  a  s t a b i l i s i n g  a l a n i n e  r e s i d u e  a t  i t s  

a m i n o - t e r m i n 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  a  m e a n s  o f  p r o t e c t i n g  t h e  

p e p t i d e  b o n d  b e t w e e n  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  t y r o s i n e  a n d  t h e  

n e i g h b o u r i n g  a l a n i n e  o f  YAGAVVNDL w o u l d  b e  n e c e s s a r y  t o  

p r o d u c e  a n  a n t i v i r a l  d r u g  b a s e d  on t h e  n o n a p e p t i d e .  T h i s  

may b e  p o s s i b l e  by p r o d u c i n g  n o n - p e p t i d e  a n a l o g u e s  o f  t h e  

i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e .

I I  I n h i b i t i o n  o f  t h e  E H V - l - 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 .

I I . 1 I n h i b i t i o n  o f  E H V - l - 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  
by  YAGAVVNDL.

S e r o l o g i c a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e  

c a r b o x y - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  t h e  H S V - l - i n d u c e d  RR2 i n  HSV-2,  

PRV, VZV a n d  EHV-1 m a d e  i t  l i k e l y  t h a t  t h e  n o n a p e p t i d e
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YAGAVVNDL w o u l d  i n h i b i t  a  b r o a d  r a n g e  o f  h e r p e s v i r u s e s  

( D u t i a  e t  a l . 1 9 8 6 ) .  I t  h a s  a l r e a d y  b e e n  shown t h a t  a  

p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  d i r e c t 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  RR2 n e u t r a l i s e d  t h e  P R V - i n d u c e d  r e d u c t a s e  a s  w e l l  a s  t h e  

HSV e n z y m e  a n d  t h a t  t h e  n o n a p e p t i d e  i t s e l f  c o u l d  

s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t  t h e  P R 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  ( C o h e n  e t  a l . 1 9 8 7 ) .  T h e  p r o p o s a l  t h a t  

t h e  n o n a p e p t i d e  m i g h t  be  i n h i b i t o r y  o v e r  a  w i d e  r a n g e  o f  

h e r p e s v i r u s e s  ( D u t i a  e t  a l . 19 8 6 ) w a s  f u r t h e r  t e s t e d  on  t h e  

n o v e l  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 d u c e d  i n  c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  EHV-1.

I n  tw o  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s ,  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  

p a r t i a l l y  p u r i f i e d  f r o m  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  EHV-1 s t r a i n  

V o l9  39 o r  K e n t u c k y  A was  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  YAGAVVNDL. The  r e s u l t s  s how  

t h e  p e p t i d e  i n h i b i t s  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  a c t i v i t y  

i n d u c e d  by  b o t h  s t r a i n s  o f  EHV-1 ( F i g u r e  2 1  a n d  F i g u r e  2 2 ) .  

P a r a l l e l  e x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  H S V - l - i n d u c e d  e n zy m e  a n d  t h e  

EHV-1 s t r a i n  K e n t u c k y  A - i n d u c e d  e n z y m e  s h o w e d  t h a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p e p t i d e  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  5 0% o f  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  a c t i v i t y  w a s  28uM. T h i s  i s  

a p p r o x i m a t e l y  f i v e  t i m e s  l e s s  t h a n  t h a t  r e q u i r e d ,  i n  a  

s e p a r a t e  e x p e r i m e n t ,  t o  i n h i b i t  5 0% o f  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  a c t i v i t y  i n d u c e d  by s t r a i n  V o l 9 3 9  ( H O u M ) .  

H o w e v e r ,  i n  t h a t  e x p e r i m e n t  w i t h  t h e  V o l 9 3 9  e n z y m e ,  t h e  1 C,-q 

f o r  t h e  H S V - i n d u c e d  en zy m e  was  160uM. T h e  d i f f e r e n c e  i n  

i n h i b i t o r y  p o t e n c y  o f  t h e  n o n a p e p t i d e  i n  e a c h  o f  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  r e s u l t s  f r o m  t h e  f a c t  t h a t  t h e  s t r a i n  K e n t u c k y  

A - i n d u c e d  e n z y m e  w as  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ImM 

b a c i t r a c i n  w h i c h  p r o t e c t e d  t h e  n o n a p e p t i d e  f r o m  m o d i f i c a t i o n
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t o  t h e  l e s s  i n h i b i t o r y  o c t a p e p t i d e  AGAVVNDL. S t r a i n  

V o l 9 3 9 - 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  w as  a s s a y e d  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  b a c i t r a c i n  a n d  t h e r e f o r e  YAGAVVNDL w a s  p r o b a b l y  

m o d i f i e d  by  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  t o  p r o d u c e  t h e  l e s s  

i n h i b i t o r y  o c t a p e p t i d e  t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  v a l u e  o f  t h e  

I C ^ q . B o t h  t h e  EHV-1 s t r a i n  K e n t u c k y  A - a n d  t h e  

H S V - l - 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 i e s  w e r e  

u n a f f e c t e d  by t h e  p r e s e n c e  o f  a  c o n t r o l  p e p t i d e  

( TSRLSDPNSSAY) i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e .

T h e s e  d a t a  a n d  t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  P R V - i n d u c e d  e n z y m e  

i s  i n h i b i t e d  by t h e  n o n a p e p t i d e  s u p p o r t  t h e  p r o p o s i t i o n  t h a t  

a n  a n t i v i r a l  d r u g  b a s e d  on  t h e  n o n a p e p t i d e  m i g h t  h a v e  

a c t i v i t y  a g a i n s t  a  b r o a d  r a n g e  o f  h e r p e s v i r u s e s .

I I . 2 I n h i b i t i o n  o f  E H V - l - 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  by  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2 .

M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7602  r e a c t s  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  

RRl p o l y p e p t i d e  i n  immune p r e c i p i t a t i o n s  w i t h  H S V -1 -  a n d  

H S V - 2 - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  (D r  A. C r o s s ,  u n p u b l i s h e d  

d a t a ) .  T h i s  r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2  

r e c o g n i s e s  a n  a n t i g e n i c  d o m a i n  on  t h e  H S V - l - i n d u c e d  

p o l y p e p t i d e  w h i c h  i s  c o n s e r v e d  on  t h e  H S V - 2 - i n d u c e d  

p o l y p e p t i d e .  IgG p u r i f i e d  f r o m  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  760 2  c a n  

n e u t r a l i s e  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 d u c e d  i n  b o t h  

H S V -1 -  a n d  H S V - 2 - i n f e c t e d  c e l l s  (D r  A. D a r l i n g ,  u n p u b l i s h e d  

d a t a )  a n d  t h e r e f o r e  t h e  e p i t o p e  w h i c h  i s  c o n s e r v e d  b e t w e e n  

t h e s e  tw o  v i r u s e s  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  i m p o r t a n t  f o r  e n z y m e  

a c t i v i t y .  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  a n t i g e n i c  d o m a i n  w h i c h  

t h i s  a n t i b o d y  r e c o g n i s e s  i s  c o n s e r v e d  i n  a n o t h e r  

h e r p e s v i r u s ,  t h e  E H V - l - 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
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a c t i v i t y  w as  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  IgG p u r i f i e d  f r o m  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2  a t  e i t h e r  a  1  i n  1 0  o r  a  1  i n  1 0 0  

d i l u t i o n .  I n  a  p a r a l l e l  e x p e r i m e n t  w i t h  H S V - l - i n d u c e d  

r e d u c t a s e ,  t h e  enzym e a c t i v i t y  was  r e d u c e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  

1 0 % o f  t h e  c o n t r o l  e n z y m e  a c t i v i t y  a t  b o t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

I g G .  The  E H V - l - 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 a s  r e d u c e d  t o  5 0% o f  t h e  c o n t r o l  e n z y m e  a c t i v i t y  b y  IgG  a t  

a  1 i n  10 d i l u t i o n  b u t  e n z y m e  a c t i v i t y  was  u n a f f e c t e d  by IgG 

a t  a  1  i n  1 0 0  d i l u t i o n .

T h i s  r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  7 6 0 2  

r e c o g n i s e s  an  a n t i g e n i c  d o m a i n  on t h e  H S V - l - i n d u c e d  RRl 

w h i c h  i s  c o n s e r v e d  i n  b o t h  t h e  HSV-2 a n d  t h e  EHV-1 RRl 

p o l y p e p t i d e s .  The  f a c t  t h a t  t h e  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e  

a c t i v i t y  i s  n e u t r a l i s e d  i n  H SV -1 -  a n d  H S V - 2 - i n f e c t e d  c e l l  

e x t r a c t s  a n d  a t  l e a s t  r e d u c e d  i n  E H V - l - i n f e c t e d  c e l l  

e x t r a c t s  c o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  may b i n d  

t o  a  s i t e  on  RRl t o  p r e v e n t  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  RRl w i t h  R R 2 . 

A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  a n t i b o d y  may b i n d  t o  a  n e a r b y  s i t e  

s t e r i c a l l y  h i n d e r i n g  t h e  s u b u n i t  a s s o c i a t i o n ,  c a u s e  a  

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  RRl t o  b l o c k  t h e  a s s o c i a t i o n  w i t h  

RR2 o r  b i n d  t o  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  e n z y m e .  M o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  7602  d o e s  n o t  r e a c t  w i t h  v i r u s  s p e c i f i c  RRl o n  

i m m u n o b l o t s  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  e p i t o p e  i s  c o n f o r m a t i o n a l  

r a t h e r  t h a n  s e q u e n t i a l .  T he  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  a n t i b o d y  

w a s  c o n s i d e r a b l y  l e s s  i n h i b i t o r y  t o  t h e  E H V - l - 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  t h a n  t o  t h a t  i n d u c e d  by  

HSV-1 a n d  HSV-2 i s  n o t  y e t  u n d e r s t o o d  b u t  c o u l d  b e  a  

c o n s e q u e n c e  o f  o n l y  a  p a r t i a l  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  h o m o l o g y  

b e t w e e n  s h a r e d  e p i t o p e s  o r ,  l e s s  l i k e l y ,  o f  t h e  e p i t o p e  

b e i n g  l e s s  a c c e s s i b l e .
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I I I  R e g i o n s  o f  t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  d o m a i n  o f  RR2 w h i c h  

a r e  i n v o l v e d  i n  s u b u n i t  i n t e r a c t i o n .

Cohen  e t  a l . (19 8 6 ) h a v e  show n t h a t  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  i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e ,  YAGAVVNDL, h a d  s p e c i f i c  

n e u t r a l i s i n g  a c t i v i t y  a g a i n s t  t h e  HSV r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t a s e .  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  o t h e r  r e g i o n s  o f  t h e  RR2 

c a r b o x y - t e r m i n u s  w e r e  i n v o l v e d  a t  t h e  s i t e  o f  i n t e r a c t i o n  

w i t h  R R l ,  a n t i s e r a  w e r e  r a i s e d  a g a i n s t  s y n t h e t i c  p e p t i d e s  2 ,  

3 a n d  4 ( F i g u r e  2 4 ) .  H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e  a n t i s e r a ,  

i n c l u d i n g  t h a t  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  i n h i b i t o r y  n o n a p e p t i d e ,  

w e r e  f o u n d  t o  n e u t r a l i s e  e n zy m e  a c t i v i t y .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  

t h e  a n t i b o d y  t i t r e  o f  t h e  a n t i s e r u m  a g a i n s t  YAGAVVNDL w a s  

t o o  lo w  t o  b e  i n h i b i t o r y  t o  t h e  e n z y m e .  As n o n e  o f  t h e  

a n t i s e r a  i n h i b i t e d  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  a c t i v i t y ,  

n o t h i n g  c o u l d  be  c o n c l u d e d  a b o u t  o t h e r  s e q u e n c e s  w h i c h  may 

b e  i n v o l v e d  i n  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  RRl a n d  R R 2 .

E a c h  o f  t h e  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  RR2 s u b u n i t  

c o p r e c i p i t a t e d  RRl i n  immune p r e c i p i t a t i o n s .  H o w e v e r ,  e a c h  

a n t i s e r u m  d i f f e r e d  i n  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  RRl a n d  RR2 

w h i c h  w e r e  p r e c i p i t a t e d .  The  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  n o t  c l e a r .

IV  I m m u n o b l o t t i n g  w i t h  a n t i s e r a  a g a i n s t  p e p t i d e s  
r e p r e s e n t i n g  d i f f e r e n t  r e g i o n s  o f  t h e  RRl p o l y p e p t i d e .

I V . 1 I d e n t i f i c a t i o n  o f  a  r e g i o n  o f  t h e  RRl p o l y p e p t i d e  
w h i c h  i s  n o t  r e q u i r e d  f o r  e n z y m e  a c t i v i t y .

P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  t r u n c a t e d  f o r m s  o f  

t h e  HSV R R l  p o l y p e p t i d e  e x i s t  w h i c h  c a n  f o r m  a  f u n c t i o n a l  

e n z y m e  ( I n g e m a r s o n  a n d  L a n k i n e n  1 9 8 7 ) .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

t h e  a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n ,  w h i c h  i s  s o  f a r  u n i q u e  t o  t h e  

HSV-1 a n d  HSV-2 R R l ,  i s  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
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r e d u c t a s e  a c t i v i t y ,  a n t i s e r a  w e r e  r a i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e s  

c o r r e s p o n d i n g  t o  d i f f e r e n t  r e g i o n s  o f  t h e  HSV R R l .  T h e s e  

a n t i s e r a  h a v e  b e e n  u s e d  i n  i m m u n o b l o t t i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  

e x t r a c t s  o f  H S V - l - i n f e c t e d  c e l l s  c o n t a i n i n g  t h e  f u l l  l e n g t h  

RRl  a s  w e l l  a s  m a j o r  t r u n c a t e d  s p e c i e s  o f  9 3K a n d  81K 

( L a n k i n e n ,  T e l f o r d ,  M a c D o n a ld  a n d  M a r s d e n ,  m a n u s c r i p t

i n  p r e s s ) .  T^ e  r e s u l t s  o f  t h e s e

e x p e r i m e n t s  show  t h a t  a n t i s e r a  N l  a n d  N2 r e a c t  w i t h  RRl b u t  

f a i l  t o  r e a c t  w i t h  t h e  t r u n c a t e d  f o r m s  o f  t h e  p o l y p e p t i d e  

w h e r e a s  a n t i s e r a  Cl a n d  C2 r e a c t e d  w i t h  p r o t e o l y t i c  

f r a g m e n t s  o f  Mr  93K a n d  81K i n  a d d i t i o n  t o  t h e  RRl 

p o l y p e p t i d e .  T h e s e  d a t a  show  t h a t  t h e  e n z y m a t i c a l l y  a c t i v e  

p r o t e o l y t i c  f r a g m e n t s  o f  RRl c o n t a i n  t h e  c a r b o x y - t e r m i n u s  

b u t  l a c k  a t  l e a s t  p a r t  o f  t h e  a m i n o - t e r m i n u s .

N i k a s  e t  a l . (19 8 6 ) p r e d i c t e d  t h a t  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  

d o m a i n  o f  RRl c o n s i s t e d  o f  tw o  d i s t i n c t  s i m i l a r  s i z e d  

r e g i o n s  d i v i d e d  by a  s h o r t  s t r e t c h  o f  p r o l i n e s  t h e  f i r s t  o f  

w h i c h  ( a m i n o  a c i d s  1 - 1 4 9 )  w as  p r e d i c t e d  t o  f o r m  a  d o m a i n  o f  

P - s h e e t s  w i t h  a  w e l l  b u r i e d  c o r e  o f  h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s .  

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a n t i s e r u m  N2,  w h i c h  d o e s  n o t  r e a c t  w i t h

t h e  f u n c t i o n a l  93K s p e c i e s ,  i s  d i r e c t e d  t o  a  s e q u e n c e  j u s t

a t  t h e  e n d  o f  t h i s  r e g i o n  d e m o n s t r a t e s  t h a t  i t  i s  n o t  

n e c e s s a r y  f o r  e n zy m e  a c t i v i t y .  A t h i r d  a n t i s e r u m  (N3) 

d i r e c t e d  t o  a n  e p i t o p e  w i t h i n  a m i n o  a c i d s  29 7 - 3 1 1  w h i c h  

r e p r e s e n t s  t h e  j u n c t i o n  b e t w e e n  t h e  a m i n o  a n d  c a r b o x y  

d o m a i n s  r e a c t e d  w i t h  t h e  9 3K p o l y p e p t i d e  ( L a n k i n e n  e t  a l . 

m a n u s c r i p t  s u b m i t t e d  f o r  p u b l i c a t i o n ) . The  c l e a v a g e  s i t e  

f o r  t h e  9 3K s p e c i e s  m u s t  l i e  b e t w e e n  a m i n o  a c i d s  r e c o g n i s e d  

b y  a n t i s e r a  N2 ( 1 4 0 )  a n d  N3 ( 3 0 8 )  a n d  t h e r e f o r e  i t s  

a m i n o - t e r m i n u s  e x t e n d s  m i n i m a l l y  t o  a m i n o  a c i d  3 0 9 .
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A n t i s e r u m  N3 d o e s  n o t  r e a c t  w i t h  t h e  81K s p e c i e s  a n d  i t  i s  

n o t  known w h e t h e r  t h i s  p o l y p e p t i d e  i s  e n z y m a t i c a l l y  a c t i v e .

P a r a d i s  e t  a l . (19  8 8 ) s h o w e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  

n o n a p e p t i d e  YAGAVVNDL b o u n d  n o t  o n l y  t o  i n t a c t  RRl b u t  a l s o  

t o  p r o t e i n s  w i t h  a p p a r e n t  M^s 9 5K a n d  85K. T h e s e  a p p e a r  t o  

b e  t h e  tw o  s t a b l e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  o f  RRl e q u i v a l e n t  t o  

t h e  9 3K a n d  81K f r a g m e n t s .  I t  c a n  t h e r e f o r e  be  c o n c l u d e d  

t h a t  t h e  n o n a p e p t i d e  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  c o n s e r v e d  c a r b o x y  

826  a m i n o  a c i d s  o f  R R l .

I V . 2 S t r u c t u r a l  f e a t u r e s  o f  t h e  E H V - l - 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 .

I n  a n  a t t e m p t  t o  i d e n t i f y  t h e  E H V - l - i n d u c e d  RRl 

p o l y p e p t i d e ,  E H V - l - i n f e c t e d  c e l l  p o l y p e p t i d e s  w e r e  immune 

p r e c i p i t a t e d  w i t h  e a c h  o f  t h e  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  

H S V - l - i n d u c e d  RRl b u t  no  v i r a l  s p e c i f i c  p o l y p e p t i d e s  r e a c t e d  

w i t h  a n y  o f  t h e s e  a n t i s e r a .  H o w e v e r ,  i n  a n  i m m u n o b l o t t i n g  

e x p e r i m e n t  w i t h  E H V - l - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s ,  a n t i s e r u m  C l  

r a i s e d  a g a i n s t  t h e  c a r b o x y - d o m a i n  o f  t h e  HSV-1 RRl r e a c t e d  

s p e c i f i c a l l y  w i t h  a  v i r a l  p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  M^ 90K .  

A n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  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  u n i q u e  

a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  f a i l e d  t o  r e a c t  w i t h  a n y  v i r a l  

p r o t e i n .  I t  may b e  p o s s i b l e  t h a t  t h e  EHV-1 RRl c o n t a i n s  t h e  

a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  a n d  t h a t  p e p t i d e  s e q u e n c e s  

MASRPAASSPVE( Y ) a n d  TQTADVPTEAI^jjjare n o t  c o n s e r v e d  b e t w e e n  

HSV-1 a n d  EHV-1.  H o w e v e r ,  t h i s  w o u l d  a p p e a r  u n l i k e l y  a s  t h e  

E H V - l - i n d u c e d  p o l y p e p t i d e  w h i c h  r e a c t s  w i t h  a n t i s e r u m  C l  h a s  

a  m o l e c u l a r  w e i g h t  s i m i l a r  t o  e q u i v a l e n t  RRl p o l y p e p t i d e s  

w h i c h  do  n o t  c o n t a i n  t h e  a m i n o  t e r m i n a l  d o m a i n .  T h e r e f o r e  

t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  EHV-1 RRl d o e s  n o t  c o n t a i n
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t h e  a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  t h a t  i s  s o  f a r  u n i q u e  t o  HSV-1 a n d  

H S V -2 .

T h e  r o l e  o f  t h e  u n i q u e  t e r m i n u s  o f  t h e  HSV RRl s u b u n i t  

i s  n o t  u n d e r s t o o d .  H o w e v e r ,  t h e  f i n d i n g  t h a t  a  9 3K 

t r u n c a t e d  p r o d u c t  w h i c h  l a c k s  a t  l e a s t  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  

1 4 0  a m i n o  a c i d s  o f  RRl i s  e n z y m a t i c a l l y  a c t i v e  ( L a n k i n e n  e t  

a l . m a n u s c r i p t  s u b m i t t e d  f o r  p u b l i c a t i o n )  s u g g e s t s  t h a t  a t  

l e a s t  p a r t  o f  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  o f  t h e  HSV 

a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  i s  n o t  r e q u i r e d  f o r  r i b o n u c l e o t i d e  

r e d u c t i o n .  E f f o r t s  a r e  a t  p r e s e n t  d i r e c t e d  t o w a r d  t h e

p u r i f i c a t i o n  o f  e n z y m e  c o n t a i n i n g  n a t i v e  a n d  t r u n c a t e d  f o r m s  

o f  t h e  RRl  s u b u n i t  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  o f  t h e

a m i n o - t e r m i n a l  d o m a i n  i n  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t i o n .  I t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  a m i n o  d o m a i n  p l a y s  some o t h e r  r o l e  

u n r e l a t e d  t o  t h e  r e d u c t i o n  o f  r i b o n u c l e o t i d e s  i n  t h e  l i f e

c y c l e  o f  t h e  v i r u s ;  p e r h a p s  i n  some a s p e c t s  o f  r e g u l a t i o n  o r

i n  l a t e n c y .

V F u t u r e  A i m s

R i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  p r o t e i n s  i n d u c e d  by  t h e  human 

h e r p e s v i r u s e s ,  HHV- 6  a n d  HCMV, h a v e  n o t  y e t  b e e n  i d e n t i f i e d  

a n d  t h e r e f o r e  s t u d i e s  w i t h  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  p e p t i d e s  

r e p r e s e n t i n g  t h  c a r b o x y - t e r m i n u s  o f  RR2 may b e  e x t e n d e d  by 

a t t e m p t i n g  t o  i d e n t i f y  t h e  RRl a n d  RR2 p o l y p e p t i d e s  i n d u c e d  

by  t h e s e  v i r u s e s .

E a r l y  a t t e m p t s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p r o p o s e d  i n t e r a c t i o n

125b e t w e e n  H S V - l - i n d u c e d  RRl a n d  RR2 u s i n g  a n  I - l a b e l l e d

125
c r o s s - l i n k i n g  f a i l e d  a s  t h e  I  l a b e l  w a s  t r a n s f e r r e d  n o t  

o n l y  t o  R R l  b u t  a l s o  t o  o t h e r  m a j o r  p r o t e i n s  i n  t h e  e x t r a c t  

i n  a m o u n t s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e i r  r e l a t i v e  a b u n d a n c e .
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F a i l u r e  t o  d e m o n s t r a t e  s p e c i f i c  t r a n s f e r  may  h a v e  b e e n  

c a u s e d  by  a n  a l t e r a t i o n  o f  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p e p t i d e  

h i n d e r i n g  t h e  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  w i t h  R R l .  I t  may now b e  

p o s s i b l e  t o  p e r f o r m  t h e s e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e  

t r i t i u m - l a b e l l e d  n o n a p e p t i d e  t o  s h o w  d i r e c t l y  by  UV 

c r o s s - l i n k i n g  t h e  t r i t i a t e d  n o n a p e p t i d e  t o  p r o t e i n s  i n  

i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  t h a t  t h e  n o n a p e p t i d e  b i n d s  

s p e c i f i c a l l y  t o  RRl a n d  f r o m  t h e r e  t o  i d e n t i f y  t h e  a m i n o  

a c i d  s e q u e n c e  o f  RRl i n v o l v e d  i n  t h e  i n t e r a c t i o n  w i t h  R R 2 .
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r e g u l a t o r .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  USA 79_r 4 9 1 7 - 4 9 2 1 .
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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  i n  a  p a t h w a y  i n v o l v i n g  
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( 1 9 7 2 ) .  A m o n o m e r i c  a l l o s t e r i c  e n z y m e  w i t h  a  s i n g l e
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X b a l .  J .  V i r o l .  2J), 2 2 2 - 2 3 3 .

W o h l r a b ,  F . , G a r r e t t ,  B .K .  a n d  F r a n c k e ,  B. ( 1 9 8 2 ) .  C o n t r o l  

o f  e x p r e s s 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 - i n d u c e d  

d e o x y p y r i m i d i n e  t r i p h o s p h a t a s e  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  

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  a n d  i n t e r t y p i c  

r e c o m b i n a n t s .  J .  V i r o l .  4 3 ,  9 3 5 - 9 4 7 .



Wu, C . A . , N e l s o n ,  N . J . ,  M cG eoch ,  D . J .  a n d  C h a l l b e r g ,  M.D.

( 1 9 8 8 ) .  I d e n t 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  t y p e  1 g e n e s  

r e q u i r e d  f o r  o r i g i n - d e p e n d e n t  DNA s y n t h e s i s .  J .  V i r o l .  6 2 , 

4 3 5 - 4 4 3 .

Z h u ,  L .  a n d  W e l l e r ,  S . K .  ( 1 9 8 8 ) .  UL5, a  p r o t e i n  r e q u i r e d  

f o r  HSV DNA s y n t h e s i s :  g e n e t i c  a n a l y s i s ,  o v e r e x p r e s s i o n  i n  

E s c h e r i c h i a  c o l i  a n d  g e n e r a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s .  

V i r o l o g y  1 6 6 , 366  - 3 7 8 .

Z w e i g ,  M . , H e i l m a n ,  C . J . ,  R a b i n ,  H. a n d  H a m p a r ,  B. ( 1 9 8 0 ) .  

S h a r e d  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  b e t w e e n  tw o  d i s t i n c t  c l a s s e s  

o f  p r o t e i n s  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s .  J .  

V i r o l .  3 5 ,  6 4 4 - 6 5 2 .
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