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ABSTRACT 

To o b t a i n  i n f o r m a t i o n o n  t h e  b i o l o g y  o f  o r f  v i r u s  .lll. Y.i&.L.Q.. , a 

c e l l c u l t u r e  s y s t e m  wa s e s t a b l i s he d .  O r f  v i r u s  g r e w  b e s t  i n  

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

c o mp a r e d  w i t h  MDBK , M OCK a n d  RK 1 3 c e l l  l i nes a n d  t h e  h i g he s t  

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

s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 5 7.  1 a c t a l b u m i n h y d r o l ysa t e  < L AH > .  O v e r  

9 5 7.  o f  t h e  p r o g e n y  v i r u s  r e m a i n e d  c e l l - a s s o c i a t e d  a n d  t h u s  

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

s o n i c a t i o n .  

T h e  p 1 a q u e  a n d  q u a n t a  1 a s s a y ,  a s  c o m p a r e d  w i t h  f 1 u o r e s c e n t  

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

v i r a l  t i t r e s  a l t ho u gh a pe r i o d o f  a we e k  was u s u a l l y  r e q u i r e d  

b e f o r e the r e s u l t s o f  t h e  a s s a y  c o u l d  b e  re a d .  

O n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t s s h o w e d  t h a t  o r f  v i r u s  D N A  

s y n t h e s i s  i n  pr i ma r y b o v i n e t e s t i s  c e l l s bega n a t  4 - 8  h r  p o s t 

i n f e c t i o n ( p . i . ) ,  r a p i d l y  i n c r e a s e d  f r o m  1 2 -1 4 h r  a n d  

c o n t i n u e d  f o r  u p  t o  3 0 - 3 5  hr a f ter i n f e c t i o n .  N·e w i n f e c t i o u s  

p a r t i c l e s c o u l d b e  d e t e c t e d  a t  1 6 - 1 8 h r  p . i .  a n d  r o s e  t o  a 

m a x i m u m  b y  4 8  h r . I n  c o m p a r i s o n ,  v a c c i n i a  v i r u s  D N A  

s y n t h e s i s  i n  t h e  s a m e c e l l s y s t e m  b e g a n  a t  3 h r  p . i .  a n d  w a s 

a l mo s t  c o m p l e t e  b y  12 h r .  O r f  v i r u s  DNA s y n t h e s i s  wa s 

i n h i b i t ed b y  ·c y t o s i n e a ra b i n o s i d e ,  b r o mo u rac y l d e o x y r i b o s e  a n d  

h y d r o x y u r e a  b u t  wa s n o t  i n h i b i t ed b y  a d e nos i n e a r a b i n o s i d e .  
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A c omp a r i son of t he v i r i on po l y p e p t i d e s  of  6 N e w  Ze a l a n d  o r f  

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

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

po l y p e p t i d e s  r e v e a l e d s i m i l a r p r o f i l e s f o r  5 i s o l a t e s  wh i l e  

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

othe r s . Tr ea t me n t  of v i r i ons w i t h  non i d e t  P - 4 0  a nd 

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

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

po l y p e p t i d e wi t h  a mo l e c u l a r we i gh t  o f  3 8.5K wa s b e l i e v e d  to 

be a ma j or c ompon e n t  o f  t h e  c ha r a c t e r i s t i c  s u r f a c e  t u b u l e  of 

t h e  v i r i on .  

The s e q u e n t  i a 1 a p p e a r a n c e  o f  v i r u s - i n d u c e d p o  1 y p e p t  i d e s  i n  

bov i n e t e s t i s  c e l l s wa s a l so d e t e r m i n e d . Bov i ne t e s t i s  c e l l s  

we r e  i n f e c t e d  a t  1 5 - 2 5 p f u / c e l l  a n d p u l s e - l a be l l e d w i t h  

3 5 s - me t h i on i n e f o r 2 hr a t  v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  

On l y  1 or 2 l a b e l l e d po l y p e p t i d e s  we r e  de t e c t e d  w i t h i n  8 hr 

p . i .  M os t o f  t h e  v i r u s - c od e d  p o l y p e p t i d e s  we r e  d e t e c t e d  a t  

1 0  h r  p .  i .  a n d  t h e r e a f t e r . M o s t  o f  t h e  d e t e c t a b 1  e 

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

p r e p a r a t i ons . A v i r i on po l y p e p t i d e w i t h  a mo l e c u l a r we i ght 

of 9 3 K wa s b e l i e v e d  t o  be a p r o d u c t o f  pos t - t ra n s l a t i o n a l 

p r o t e i n  c l ea v a g e  or other mod i f i c a t i o n .  

Ano t he r  a s p ec t o f  t h e  or f v i r u s /c e l l  c y c l e  i n v e s t i ga t e d  wa s 

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

s e e n  a s  e a r ly a s  2 h r  p . i .  i n  o r f  v i r u s - i n f e c t e d  b o v i n e 

t e s t i s  c e l l s ,  wa s i n h i b i t e d  b y  c y c l o h e x i m i d e ( 3 00 �g / m l > a n d  

a c t i n o m y c i n  0 <5 ;Jg / m l > .  I t  w a s n o t  i n h i b i t e d  w h e n  

a c t i n o m y c i n  0 w a s  a d d e d  a t  2 h r s  p . i .  A l s o ,  i n h i b i t i o n  o f  
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e a r l y  c e l l r o u nd i n g was se e n  whe n � - a ma n i t i n e ( 1 0  ��/m l > 

or t u n i c a my c i n  ( 2  �g /rnl > was used . U l t r a v i o l e t i r r a d i a t i o n 

o f  v i r u s i n o c u l u m a t  a d o se o f  0 . 3 8  x 1 0 3 J1rn 2 r e d u c e d  e a r l y  

c e l l r o u n d i n g b y  5 0 7.  wh i l e  5 0 7.  v i r a l  i n f e c t i v i t y was r e d u c e d 

b y  a d ose o f  0 . 3 9  x 1 0 2 J1m 2 . A c o m p a r i so n  o f  t h e se r e su l t s 

w i t h t h o se ob t a i n e d  b y  o t h e r s  i n d i c a t e  t h a t e a r l y c e l l 

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

i n f e c t i on ,  r a t h e r  t h a n by some t o x i c  v i r i o n c ompo n e n t ( s ) .  
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CHAPTER 1 

GENERAL I NTRODUCTI ON 

O r f , o r  c o n t a g i o u s e c t h y ma , i s  a c o m mo n p o x v i r u s  d i s e a s e  o f  

s h e e p  a n d  g o a t s . R o b i n s o n  a n d  B a l a s s u  ( 1 9 8 1 ) h a v e  r e v i e w e d 

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

s h e e p  i s  ma i n l y b y  v a c c i na t i o n  u s i ng a l i v e v i r us . A l t h o u g h  

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

i no c u l a t i o n  c a n  b e  a s o u r c e o f  i nf e c t i o n .  

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

b u t  d o e s  no t c o n t a m i n a t e  t h e  e n v i r o n me n t . The d e v e l o p me n t  o f  

r e c o mb i na n t  DNA t e c h n o l o gy , t he u s e  o f  monoc l o n a l a n t i b o d i e s  

a n d  mo r e  r e c e n t l y  t r a n s f e c t i o n ,  wh i c h  a l l o ws d i re c t  t r a n s f e r  

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

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

Ho we v e r , b e f o r e  t he s e  a d v a nc e s  i n  t e c hno l o gy c a n  b e  u t i l i s e d  

a b e t t e r  u n d e r s t a nd i ng o f  t h e  mo l e c u l a r b i o l o gy o f  t h e  v i r u s  

i s  n e e d e d . 

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

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

i nf o r ma t i o n  a v a il a b l e  o n  o t he r  me mbe rs o f  t h e  pox v i r u s  f am ily. 

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

a p r e l i m i na r y  t o  v a c c i ne s tu d i e s. I t s o b j e c t i v e s  i ncl u d e d : 
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1 .  The e s t a b l i s hme n t  o f  a s u i t a b l e  c e l l c u l t u r e  s y s t e m  f o r  

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

s y s t e m  to a s s a y v i ra l i n f e c t i v i t y .  

2 .  To d e t e r m i n e  the t i me c o u r s e  o f  a p p e a r a n c e o f  i n f e c t i o us 

p a r t i c l e s i n  a o n e - s t e p  gr o wth c y c l e .  

3 .  T o  d e t e r m i n e  t h e  t i me c o u r s e  o f  DNA s y n t h e s i s .  

4 .  To s t u d y  t h e s e q u e n t i a l  a p p e a r a n c e o f  v i r u s - i n d u c e d  

p o l y p e p t i d e s  i n  b o v i n e t e s t i s  c e l l s . 

5 .  T o  i n v e s t i g a t e t h e  e a r l y  c e l l r o u n d i n g < e c r ) o f  o r f  

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

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

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

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

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

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



CHAPTER 2 

A REV I EV OF THE MOLECULAR B I OLOGY OF POXV I RUSES 

2 . 1  I NTRODUCTI ON AND S COPE O F  THE RE V I EV 

3 

T h e  mo l e c u l ar b i o l o g y o f  p o x v ir u s e s h a s  b e e n  r e v i e w e d  b y  

F e n n e r  �� ��- ( 1 9 7 4 ) ,  M o s s  ( 1 9 7 4 , 1 9 7 8 ) a n d D a l e s a n d Po g o  

( 1 98 1 ) .  Re v i e ws o n  p o x v i r u s  s tr u c t ur e s  a n d  r e p l i c a t i o n  wer e  

ma d e  by J o k l i k  ( 1 9 6 6 , 1 9 6 8 ) ,  Mc Aus l a n ( 1 9 6 9 > ,  Wo o d s o n  ( 1 9 6 8 ) 

a nd Mo s s  ( 1 9 7 4 ) .  DNA r e p l i c a t i o n has b e e n  re v i e we d  b y  E s t e b a n  

e t  a �. C 1 9 7 7 a , 1 9 7 9 ) ,  E s t e b a n  a n d Ho l o wc z a k  ( 1 9 7 7 , 1 9 8 0 ) a n d 

Ho l o wc z a k  < 1 982 ) .  

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

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

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

e x pr e s s i o n ,  pro t e i n  s y n t h e s i s  a nd g e n e  ma p p i n g .  The r o l e s o f  

p l a s ma me mb r a n e  mo d i f i c a t i o n b y  p o x v i r u s e s  a nd s ur f a c e  t u b u l e  

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

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

p o s s i b l e  u s e  i n  v a c c i ne s .  

2.2 CLASS I F I CATI ON 

A l l t h e  p o x v i r u s e s  ar e s i m i l a r i n  s i z e ,  m or p h o l o g y , D N A  

s tr u c t ure , D N A  s i z e ( 1 4 0-3 0 0  k i l o b a s e  p a i r s [ k b p] )  a n d  i n  

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

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

D N A .  A s u mm a r y  o f  t h e  s u b c l a s s i f i c a t i o n o f  t h e  f a m i l y  

Po x v i r i d a e  r e c e nt l y  a pp r o v e d  b y  t he I n t e r n a t i o n a l Comm i t t e e  

o n  T a x o n o m y  o f  V i r u s e s  < I C TV > i s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  I 

( M a t t h e w s , 1 9 8 2>.  R e l a t e d n e s s  w i t h i n t h e  g r o u p  c a n  b e  

d e mo n s t r a t e d  b y  i mm u n o d i f f u s i o n  a n d c o mp l e me n t  f i x a t i o n  

( E s p o s i t o e t g_l_. , 1 9 7 7 ) o r  w i t h t h e f 1 u o r e s c e n t a n t i b o d y 

t e c h n i q u e < T a k a ha s h i �&. g_l_. , 1 9 5 9 ; W o o d r o o f e a n d F e n n e  r , 

1 9 6 2 ) .  

A mo r e  r e c e n t  me tho d o f  a n a l y s i ng p o x v i r u s e s , w i t h  a v i e w  t o  

c l a s s i f i c a t i o n ,  i s  b y  DNA r e s t r i c t i o n e nd o n u c l e a s e  a n a l ys i s .  

Th i s  h a s  b e e n  u s e d  i n  t h e s t u d y  o f  o r t h o p o x v i r u s e s  < G a n g e m i  

a n d  S h a r p , 1 9 7 6 ; Y i t t e k  � g_l_. , 1 9 7 7 ; M c Ca r r o n  �k g_l_. , 1 9 7 8 ;  

M a c k e t t  a n d  Ar c h a r d , 1 9 7 9 ; E s p o s i t o e t  g_l_. , 1 9 7 8 ,  1 9 8 1 ; 

D e  F e  1 i p p  e s , 1 9 8 2 ) , p a r  a po x v i r u s e s  < W i t t e k �k g_l_. , 1 9 8 0 ) a n d 

o r f  v i  r u s e s  < R o b  i n s o n  e t  tl., 1 9 8 2 ) .  The s e  s t u d i e s ha v e  s ho wn 

t h a t s ome g e n e r a  a r e  h e t e r o g e n e o u s  ( pa r a po x v i r u s e s > a nd s o me 

a r e  l e ss s o  < o r t ho p o x v i r u s e s > .  I t  h a s  a l s o b e e n  s ho wn t h a t  a 

d e gr e e  o f  h e t e r o ge n e i t y e x i s ts b e t we e n  a nd w i t h i n  memb e r s  o f  

t h e · s a me s p e c i e s .  N u c l e i c  a c i d  h y b r i d i za t i o n  w i l l  p e r h a p s  

p r o v i d e a mo r e  s e ns i t i v e wa y o f  s ho w i ng t he r e l a t e d n e s s  a mong 

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

i l l u s t r a t e d  i n  the s t u d i e s o f  3 8  o r tho p o x v i r u s e s  b y  E s p o s i to 

a n d K n i g h t ( 1 9 8 5 ) a n d p a r a p o x v i r u s e s b y  G a s s m a n n e t  g_l_. 

( 1 9 8 5 > .  Us i n g n u c l e i c a c i d  h y b r i d i z a t i o n ,  i t  wa s f o u n d  t h a t 

t he m i dd l e r e g i o n  o f  t h e  g e n o me i s  h i gh l y  c o n s e r v e d  w i th i n  a 

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

d i f f e r e n c e s  we r e  ma i n l y v a r i a t i o n s  i n  t h e  t e r m i n a l r e g i o n s .  



T a bl e  I. C la s s i fi ca t i o n  a nd Sa l i e n t  Fe a t u re s  o f  the Fam i l y  P o xv i r i d a e  

Genera M e m be rs 

Subfa m i lY Chord o po xv i r i na e :  

O r t hopoxv i rus e s  V a c c i ni a  

B u ffa l o po x  
C a m e l  p o x  

C o R  p o x  

E c t rome l i a  

Monkey pox 

Ra b b i t po x  

V a ri o l a  

( t ype spec i e s )  
C b u ffa l o e s )  
( c amel s )  

c c a t t l e ,  m a n )  

( mi c e )  

( monkey, m a n )  

( ra bbi t s )  

C m a n )  

P a ra po xv i ruses 
( Orf s u bgro u p) 

O r f  ( ty p e · s p ec i e s )  
B o v i ne P u s t u l a r  Stoma t i t i s  
Chamoi s c o n t a g i o u s  e c t hyma 
M i l ker's Node C P s e u d o c o JJpox) 

Fo Rl pox s u bgro u p  FoRl pox ( t y pe s pe c i e s )  

Sheep p o x  

s u bgroup 

C a nary pox 

Jun c o  pox 

P i geon pox 

Qua i l  p o x  

S t a rl i n g  p o x  

T u rkey p o x  
ox 

Shee p  pox ( t ype s pe c i e s )  

G o a t  p o x  

Lumpy s �i n  d i s e a s e  

M y xoma s ubgroup M y xoma v i rus ( t ype s p ec i e s )  

H a re fi broma 

Squi rre l fi broma 

M a i n Fea t ures 

L i n e a r  d s  DNA, HR = 1 6 0 x 1 06• Infe c t i v i t y  o f  v i ri on i s  e t h e r  

res i s t a n t .  E xhi b i t s  e xt e n s i v e  s e ro l o g i c a l  c ro s s - re a c t i v i t y 
a n d  n u c l e i c a c i d  homol ogy. A l i poprot e i n  h a e m a ggl u t i ni n i s  
produced i n  i n fe c t e d  c e l l s  a nd becomes i nc o rpora t e d  i n  mod i fi ed 

c e l l m e m bra ne. INV a n d  E E V  a r e  a n t i geni c a l l y  d i ffe r e n t .  H o s t  

ra n ge i s  usua l l y  l i m i t e d  t o  a si ngl e a n i mal h o s t .  

L i n e a r  d s  DNA, HR = 8 5  x 1 06. V i ri o n  i s  o v o i d ,  2 2 0- 3 00 nm x 

1 4 0-1 7 0  nm. Externa l c o a t  and fi l a me n t s  a re t h i c ke r  t h a n  i n  
v a c c i n i a  v i ri ons and a re a rranged a s  a regul a r  s p i ral c o i l  
c on s i s t i ng o f  a s i ngl e t hrea d .  Hembers s h o R  s e ro l og i c a l c ro s s 

re a c t i v i ty i n fec t e d  c e l l s  d o  n o t  produce haem aggl u t i n. V i ruses 
o f  u n gu l a t e s  t h a t  m a y  i n fec t  m a n .  

O n e  m o l e c u l e d s DNA, HR = 2 00 x106• M e m bers s h o w  s e ro l ogi c a l  c ro s s -

rea c t i v i t y .  Infe c t i v i t y  i s  e t h e r-resi s t a n t .  T y pe A i nc l u s i o n 

bod i e s  conta i n  m u c h  l i pi d ,  a n d  i n fe c t e d  c el l s  do not produce 

haemaggl u t i ni n. V i ruses o f  bi rd s .  M e c ha n i c a l  t ra ns m i s s i o n  by 
a n thropods i s  common. 

V i ri on s  l onger a n d  narrower t h a n  v a c c i ni a v i ri ons; i n fe c t i v i t y i s  

e t h e r -s e ns i t i ve ;  members s h o R  serol ogi c a l  c ro s s - r e a c t i v it y  but 

produce no h a e m a ggl u t i ni n s .  V i ruses o f  ungul a t e s .  M e c ha n i c a l  

t ra n s m i s s i on b y  a r t hropo d s  o c c u r. 

DNA HR = 15 0 x 1 06• Sero l ogi c a l  c ro s s - reac t i vi t y o c c urs b e t w e e n  
m e m bers.  Infe c t e d  c e l l s  d o  n o t  p r o d u c e  haemaggl u t i ni n. Infec t i v i t y  

e t h e r-sens i t i v e .  V i ruses o f  l i pori d s  a nd s qu i rrel s .  Mecha n i c a l  

t ra n sm i ss i on by a r t hropo d s  i s  c o m mon. 

lJ1 



T a ble I. C o nt inua t io n  

G e nera 

SRi ne pox 

s ubgrou p  

U nc la s s ified 

M e m bers 

SMine pox v i ru s  ( type s pe c i e s )  

no o t he r  membe r s  

C a r nivorepox 

E le pha nt pox 

M o llu s c u m  c onta g io s u m  ( hu m a n) 

R a c co o npox 

T a na po x  
Y a ba m o nkey t um o r  pox 

S u bfa m ily E nt o m o po xv irina e 

P ro ba ble g e nera: H e lo lo nt ha m e lo lo nt ha 

G e nus A 

G e nu s  B 

G e nu s  C 

C e lo p t e ra e ntomopoxv i rus 

A no m a la c u parea 
A phod ius t a s m a nia e 

Demod e rm a  bor a ne ns i s  

A m s a c t a  moorei 

( Le p id o p t e ra e nt o m o po xv i r u s )  

A e roba s i s z i lle ri 
C hori s t o ne u ra di versuma 

C loriz a grotis a u xilla r i s 

O r t hoptera 

C h irono m u s  lim id u s  
Dipt e ra e ntomopo xv irus 

M a i n Fea t u r e s  

Vi rus e s  o f  s Mi ne. L i m i te d  hos t  r a nge. Infe c t i o n  ma rked b y  s e v e ra l  

t ypes o f  cytopla s m i c  i nc lu s i o n  a nd v a c uo la t i on o f  nuc lei . 

R e la t e d  to c o wpox 

R e la t e d  t o  c o wpox 

Proba ble o r t hopox 

}Serologica lly r e la t e d  

} 

O ne m o le c u le d sDNA, H R  = 1 7 0-2 4 0  x 106• V i ri o ns o v o i d ,  4 5 0  x 

2 5 0  nm, wi t h  o ne la t er a l  bod y  a nd u ni la t e r a l  c o nc a ve c o re; s u r fa c e  

w i t h  globu la r u ni t s 2 2 nm i n  d ia m e t e r  

O ne m o le c u le d s DNA, H R  = 1 3 2 .  4 2  x 1 06• G a nd C c o nt e nt a bo u t  2 6 %. 

V i r i o ns o v o i d ,  3 5 0  x 2 5 0  nm, w i t h  s le e v e -shaped la t e r a l  bod y  a nd 

c yli ndri c a l  c ore; s urfa c e  w i t h  globular u ni t 4 0nm i n  d i a m e t e r. 

O ne m o le c u le d s DNA, HR = 1 6 5 -2 5 0  x 1 06• V irions a re bric k- s h a p e d  

3 2 0  nm x 2 3 0  nm x 1 1 0  nm w it h  t w o  la t e r a l  bo d ie s  a nd bic o nc a v e  core. 

Deri va t i  o n  o f  na m e s :  pox from plural o f  pock ( o ld E ngli s h  poc, pace) , p u s t u le or u lc e r  

o rt ho 

a v i  

c a pri 

le pori 

para 

e ntomo 

s u i  

R e ferenc e :  H a t t h e w s ,  R. E . F. 

: 

from 

from 

from 

from 

from 

from 

from 

1 9 8 2  

Greek 

L a t i n 

L a t i n 

L a t i n 
L a t i n 

Greek 

L a t i n 

or"thos, 's traight, c orrec t '  

avis, 'bi rd ' 

caper� capri, 'go a t '  

/epus� /eporia, ' ha re '  

para, • by t he s i d e  o f' 

ent:omon, 'i ns e c t '  

sus, 'sw ine' 
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T h e  o r t h o p o x v i r u s e s  C F i g . 2 - 1 A ) ,  a s  v i s u a l i s e d  b y  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y C E M > ,  a r e  l o n g ,  o v o i d  o r  b r i c k - s h a p e d  p a r t i c l e s .  

E a c h p a r t i c l e  i s  a b o u t  1 7 0 - 2 6 0  nm x 3 0 0 - 4 5 0  n m  i n  s i ze .  

Us i n g f r e e ze - e t c h i n g a n d  n e g a t i v e  s t a i n i n g ,  t wo f o r ms o f  

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

( mu l b e r r y ) w i t h a r i d g e d  o r  b e a d e d s u r f a c e  < D a l e s ,  1 9 6 2 ;  

W e s t wo o d  e t ��. , 1 9 6 4 ; B e r g o i n  a n d D a l e s ,  1 9 7 1  ) .  T h e  o t h e r  

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

c l e a r ) a n d  r e v e a l i n g some i n t e r na l s t r u c t u r e s . The C f o rms 

a r e  c o ns i d e r e d  to b e  dama ged o r  d e n a t u r e d  par t i c l e s C Ye s t wo o d  

e t  �� . ,  1 9 6 4 ) .  T h e  s u r f a c e  t u b u l a r s t r u c t u r e s  o f  t h e  M 

p a r t i c l e s me a s u r e a b o u t  9 nm x 9 0 - 1 0 0 nm a nd a r e  b e l i e v e d  t o  

b e  o f  pro t e i n  c omp o s i t i o n C S a r o v a nd J o k l i k ,  1 9 7 2; S t e r n  a nd 

Da 1 e s , 1 9 7 6 ) .  

I n  c o n tr a s t  t o  t he o r t ho po x v i r u s e s  t he p a r a po x v i r u s e s  f o rm a 

mo r p ho l o g i c a l l y  d i s t i n c t  gro u p  w i t h i n  t h e  f a m i l y  P o x v i r i da e . 

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

me a s u r e  a b o u t  2 2 0 - 3 0 0 n m  x 1 4 0 - 1 7 0 n m  < N a g i n g t o n  a n d Ho r n e , 

1 9 6 2·> .  Two f o r ms o f  t h e  v i r i o n < F i g .  2 - 1 8 )  a r e  r e c o g n i s a b l e  

b y  E M  o f  n e ga t i v e l y s ta i n e d  p r e p a r a t i o n s . The s u r f a c e  o f  t he 
{M) 

Ty p e  1 Ap a r t i c l e c ons i s t s  o f  a s i ng l e t u b u l a r o r  t hr e a d - l i k e 

s t r u c t u  r e  , 1 0 - 2  0 n m x 8 0 0 n m ,  s p i  r a 1 1 y wo u n d a r o u n d t h e  

v i r i o n i n  a l e f t - h a n d  s c r e w  a r r a n g e m e n t  < N a g i n g t o n  e t�� •• 

1 9 6 4 ) .  The s u p e r i mp o s e d  i ma ge o f  t he u p p e r  a n d  l o we r  s u r f a c e s  

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

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

C P e t e r s e t ��. , 1 9 6 4 ; N a g i n g t o n e t ��. , 1 9 6 4 ) .  



A 

B 

Fig. 2-1. E l e c t r o n  micr ograph 
par t ic l e s . ( A ) o r t h opoxv i r us ;  (B) 
<C) Cl e a r f o r m; (M) Mul b e r r y f o r m. 

or poxvir u s  
p a r apoxvi r us; 
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Co n t r o l l e d d e gr a d a t i o n  o f  p u r i f i e d p o x  v i r us p a r t i c l e s w i th 

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

e n  v e  1 o pe f r a m  t he c o re C E a s t e r b r o o k, 1 9 6 6 ; S a r o  v a n d  J o k  1 i k,  

1 9 7 2 ; S t e r n a n d 0 a 1 e s , 1 9 7 6 ; T h o m a s e t g_l_. , 1 9 8 0 ; B u d  d 1 e e t 

g_l_. , 1 9 8 4 ) .  

2 . 4  CHEM I CAL COMPOS I T I ON 

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

s e d  i me n t a t i o n i n  a s u c r o s e  d e n s i t y g r a d i e n t  ( J o k  1 i k ,  1 9 6 2 b ;  

Zwa r t o u w  e t  g_l_. , 1 9 6 2 ) ,  e qu i l i b r i u m c e n t r i f u ga t i o n  i n  c e s i u m 

c h l o r i d e < P l a n t e r o s e  e t  g_l_. , 1 9 6 2 ) ,  p o t a s s i u m t a r t r a t e  C P f a u  

a n d  M c C  r e  a , 1 9 6 3 ) o r  s o d  i u m d i a t r i z o a t e ( E s p o s  i t o  e t  g_l_. , 

1 9 7 8 ) .  P o x v ir u s  p a r t i c l e s a r e  c o mpo s e d  o f  a p p r o x ima t e l y  9 2 7.  

p r o t e i n  < 1 4 . 7 7.  n i t r o g e n > ,  3 . 2 7.  DN A ,  1 . 2 7.  c h o l e s t e r o l , 2 . 1 7. 

pho s p ho l ip id s , a nd 1 .7 7.  n e u t r a l f a t  C Zwa r t o u w ,  1 9 6 4 ) .  

Ta b l e  I I  s h o ws t he c he m i c a l c o mp o s i t io n  o f  v a c c i n i a v i r us . 

Nuc 1 e i c  Ac i d  

P o x v ir u s  p a r t ic l e s c o n t a in a s in g l e  mo l e c u l e o f  l i n e a r ,  

d o u b l e - s t r a nd e d  DNA . wh ic h  c o mp r is e s  a b o u t  3 . 5 7.  o f  t h e  we i gh t  

o f  the p a r t ic l e  in t h e  c a s e  o f  v a c c i n ia v irus ( J o k l ik ,  1 96 2 a ; 

Zwa r t o u w ,  1 9 6 4 ) .  Po x v ir u s  ONAs a r e  the l a rge s t  n u c l e ic a c id 

mo l e c u l e s a mo n g  t h e v e r t e b r a t e  v ir u s e s . T h e  s iz e s  o f  t h e  

d i f f e r e n t  p o x v i r u s  DNAs a r e  l is t e d in Ta b l e  I I I .  

.. 
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T a bl e  II. C h emi c a l  Compos i t i o n  of V a c c i ni a V i rus as P e rc e n t a ge of 

D r ywe i g h t  

Subs t a n c e  R e ferences 

Smadel & La v i n ,1 9 4 0 

Hoa g l a n d  et" a/, 1 9 4 0  

Smadel & Hoa g l a nd ,1 9 4 2  

Z w artouw, 1 9 6 4  Jo k l i k, 1 9 6 6  

P h ys i c al c o m po n e n t  

N i t ro g e n 1 5 . 3 1 4 . 7  

P ho s p h o r u s  0 .  5 7  0 . 4 9  

S u l p h u r  0 . 7 6  

DNA 5.  6 3 . 2 5 . 2 5  

C ho l e s t e r o l  1 . 4 1 . 2  

P ho s ph o l i pi d  2 . 2 2 .  1 

N e u t r a l  f at 2 .  2 1 . 7  

T r a c e  m a t e r i a l  

C a r bo h yd r at e  2 . 8 0 . 2 

C o p p e r  0 . 0 5  0 . 0 2  0 . 0 2  

R i bo f l av i n  1 . 3 X 1 o-3 0 .5 X 1 o-3 

B i o t i n  pre s e n t  1 . 3  x 1 o-' 

R N A  t r a c e  0 .  1 0 .  1 

Sou r c e :  D al es a n d  Pogo, 1 9 8 1  



T a bl e  III. Siz es of P o xv irus DNA 

V irus Int a c t  ful l  H Jf  X 1 06 K il o ba s e  R e f e r e nc e s  

l e ngth c o nt o u r  pa irs 

m e a s urement 

V a c c inia 1 2 3 1 9 3 G e s he l in a nd B e rns , 1 9 7 4  

( E l s tree) Jfit t e k  er al. ,1 9 7 7  

V a c c inia 6 2 . 2 7  ).Jm • 1 2 0-1 3 06 1 8 0-1 9 3 6 •E s t eba n er al. , 1 9 7 7  

( RR) bG e s he l in a nd B e rns , 1 9 7 4  

Ra bbit pox 1 1  8 1 8 4 Jfit t e k  er al. 11 9 7 7  

( U t r e c ht )  

R e d  c o w po x  us• 2 2 2 b •A r c ha rd a nd H a c k e t t , 1 9 7 9  

( Brighto n) bE s posit o  a nd knight, 1 9 8 5  
Jfhit e c o wpox 1 2 8 A r c ha rd and H a c k e t t 11 9 7 9  

Sma l l pox- l ik e  D is e a s e  1 9 5 E s p o s it o  a nd Knight , 1 9 8 5  

Fo wl pox 1 00 ).Jm 1 9 0- 3 00 Hyde er al., 1 9 6 7  

Shope fibroma 8 0. 3 ).Jm 1 5 3 Ja CQUemont er al, 1 1 9 7 2  

M o l l u s c u m  5 0. 02 lJm 1 1  8 P a r r  er al. , 1 9 7 7  
c o nt a g io s u m  

Mil ke r's nod e  8 5 -8 7 . 1 4 1 . 8 - 1 4 7 b •rhomas er al. 11 9 8 0  
bG a s s m a n  er al. , 1 9 8 5  

Orf 4 6 .3 lJm • 8 8 . 8 • 1 3 8 .  7 - 1 4 0b • Robinson er al. 1 1 9 8 2  
bG a s s m a n  er al. 11 9 8 5  

Stoma t it is 8 6 . 1 2 9 -1 4 8 b •H e nna er al. 11 9 7 9  
pa pu l o s a  bG a s s m a n  er al.11 9 8 5  

Va rio l a 1 8 1 -1 8 3 Esposito a nd Knight , 1 9 8 5  

E c trom e l ia 2 1 1 E s po s it o  a nd Knight11 9 8 5  

M o nk e y  pox 1 9 2 -1 9 8  E s pos ito a nd k night11 9 8 5  

M o nk e y  pox 1 7 9 -2 05 E s po s it o  a nd K night,1 9 8 5  

C w hi tepo x) 

C a m e l  pox 1 9 6 E s po s it o  a nd K night11 9 8 5  I-' 
Ta t e ra poxv irus 1 8 5 Esposito a nd K night, 1 9 8 5  0 

R a c o o n  2 2 7  E s po s it o  a nd Knight11 9 8 5  
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T h e  t wo s t r a n d s  o f  t h e  D N A  a r e  c r o s s-! i n k e d  a t  b o t h e n d s  t o  

f o r m  a c o n t i n u o u s  p o l y nu c l e o t i d e 1 o o p  < B a r o ud y e t  g_l_. , 

1 9 8 2 ) .  T h e  c r o s s - l i n k s  w e r e  f i r s t  o b s e r v e d  b y  S z y b a l s k i  � 

g_l_. ( 1 9 6 3 ) w h o  n o t e d  t h a t  w h e n  p ur i f i e d f o w l p o x  D N A  wa s 

h e a t e d  a n d r a p i d l y  c o o l e d ,  a p r o p o r t i o n o f  t h e  D N A  wo u l d  

s po n t a n e ous 1 y r e a n n e a  l .  Th i s  obs e r v a t i o n wa s a 1 s o  r e p o r t e d  

b y  J u n g w i r t h  a n d D a v i d < 1 9 6 7 ) f o r  c o w p o x  a n d v a c c i n i a  v i r u s  

DNA.  E l e c t r on m i c r o s c o p i c  e v i d e nc e  o f  t h e  pr e s e n c e  o f  c r o s s 

l i n k s  w a s p r e s e n t e d  b y  Ge s h e l i n a n d  B e r n s ( 1 9 7 4 ) i n  t h e i r  

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

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

c o n t a g i o sum DNA sugge s t i n g t h e  p r e s e n c e  o f  t e r m i n a l  o r  n e a r -

t e r m i n a 1 c r o s s - 1 i n k s ( P a r r §..t.. g_l_. , 1 9 7 7 ) . T h e r e  a r e  t w o 

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

T h e y a r e  c h a r a c t e r i s e d  a s  F ( f a s t ) o r  S ( s l o w >  l o o p s w h e n 

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

e l e c t r o ph o r e s i s .  Bo t h  The F a nd S l o o p s  a r e  1 4 0 nuc l e o t i de s  

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

c o mp l i m e n t a r y  t o  e a c h  o t h e r  ( f l i p - f l o pped ) a s  s h o wn i n  

F i g . 2 - 2 ( 8 a r o u d y e t g_l_. , 1 9 8 2 ) . 

R e s  t r i c t i o n e n d o  n u c 1 e a s e a n a 1 y s i s ( \J i t t e k e t g_l_. , 1 9 7 8 ) , 

c r o s s - h y b r i d  i z a t  i o n < W i t  t e k §..!!. g_l_., 1 9 7 7 ;  M a c  k e t  t a n d  

A r c h a r d , 1 9 7 9 ) a n d . e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s <Ga r o n e t  

a !_. ,  1 9 7 8 ) s h o w  t h a t  t h e v a c c i n i a  v i r us g e n o me c o n t a i n s a n  

i n v e r t e d  t e r m i n a l  r e p e t i t i o n  < I TR > .  T h i s  c o n f i r ms e a r l i e r  

o b s e r v a t i o n s  o f  Ge s h e l i n  a n d  B e r n s  < 1 9 7 4 ) a n d P a r r  e t  g_!_ . 

( 1 9 7 7 ) t h a t t h e  t wo e n d s  ha v e  s i m i l a r b a s e  c o mp o s i t i o n s . The 

s i z e s  o f  the I TRs o f  s e v e r a l  p o x v i r u s e s  a r e  s h o wn i n  

Ta b l e  I V . I n  v a c c i n i a  v i ru s  t h e s e  I T R s  a r e  a b o ut 1 0  k b p  



A .  

B .  

FUP-FLOP SEQUENCES 
s 

:r 10 20 3o �o 5o eo 10 eo 90 100 
ATCATTTTAATTTAATTAATATTTTAATATATATATTAAATGATTGAAATCAATCTATTTAATTATTATATATTCAAAATCATGTAATTATAATATAAAATTTA� 

F 
:r 10 20 30 �0 50 60 70 80 90 100 TAAATTTTATATTATAATTACATGATTTTGAATATATAATAATTAAATAGATTGATTTCAATCATTTAATATATATATTAAAATATTAATTAAATTAAAATGAT� 

s 
5' 100 90 80 70 60 50 �0 30 20 10 

ATTTAAAATATAATATTAATGTACTAAAACTTATATATTATTAATTTATCTAACTAAAGTTAGTAAATTATATATATAATTTTATAATTAATTTAATTTTACTAJ' 

s 

q ao ao 10 c A 

A·/lrG-T- T-A-G·T -.........,.·T-T-A-T-A -T-A-T-A-T-/IrA·T-T-T-T-A-T- A·A-T-T-A-A·T-T-T-A-A-T-T-T-T-ATA-T-T-T-T-A-T-T- T--+-G-T-C-T-3' 
I • . .  • • • • . . . . .  • • • • . . . . . . . . • • . . • . . • • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . .  • 

A-T -e-A-A-T. c, �-T-T-T-A-� I -�J -A-T-A-T -A-T· r, �/lrA·A-r, t-· r, J-A-A-T. T -�rA-r, J -A-A-A-A-T �-r-A-A -A-A -r- A-..-A-r-c-A-<� A-s· 
T T T C C G T A T - T  

1 0  t o  7 0  e o  1 0  100 

F 
10 40 ao ao 10 

A A A G G C A T A-A 

T-A-G-T·T-A-4 T-A-A-A-T-T A-f'A-T-A-T-A·T·A·AT-T-T-T -AT·A A·T·T-A·A·T T-T-A A·T-T -T-T-A T·A-T-T-T-T·A·T· T· T-A-C-T·C·T·l' 
1 • • • • • • • • • • •  - • • • • • •  - • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •  

T • T-C·A·A-T-C-A-T -T • T-A·A·T -A-T ·A·T -A-T ·A -T- T -A·A·A-A·T -A-T -T ·A·A -T -T-A-A·A·T-T ·A-A·A·A-T A T·A·A·A-A· T-A ·A·A·T· ('-.4·(--A �· 
to 70 to 10 100 'G'T 

F i g .  2 - 2. Te r m i n a l  l o o p  s t ruc tur e s  o f  v a c c i n i a  v i rus DNA.  
A.  I n v e r t e d  C o m p 1 e me n t a r y  < F  1 i p - F  1 o p ) S e qu e n c e s .  The 1 0 4 
nuc l e o t i d e d i v e r g e n t s e g m e n t s  o f  t h e  F a n d  S f o r ms o f  t h e 
t e r m i n a l  l o o p  a r e  s h o wn i n  3 '  t o  5 '  o r  5 '  t o  3 '  d i r e c t i o n 
as ind i c a t e d .  
B .  T h e  F a n d  S t e r m i n a l l o o p  f o r m s  a r e  s h o w n w i t h  m a x i mum 
b a s e - p a i r i n g .  T h e  n u c l e o t i d e s  o f  t h e d i v e r g e n t  1 0 4 
nuc l e o t i d e s  a r e  n u mb e r e d .  A p o r t i o n o f  t h e  c o n t i guous 
i d e n t i c a l  s e que n c e  is s h o wn i n  i t a l i c s  on the r i gh t  
< F r o m  B a r o ud y e t  g_J_. , 1 9 8 2 ) .  
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( Ga r o n  e t  g_J_. , 1 9 7 8 ; W i t t e k e t  g__l_. , 1 9 7 8 ) a n d h a  v e b e e n  

s h o w n t o  c o n t a i n  t a n d e m  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  C G r a d y  a n d  

P a o l e t t i , 1 9 7 7 ; P e d r a l i - N o y  a n d W e i s s ba c k ,  1 9 7 7 ; W i t t e k  e t  

tl . , 1 9 7 8  ) .  W i  t t e k  a n d Mo s s  ( 1 9 80 ) f o u n d  t wo s e t s  o f  7 0  ba s e  

p a i r s C b p s ) t a n d e m  r e p e a t s . T h e  f i r s t  s e t  o f  1 3  r e p e a t s i s  

s e p a r a t e d  f r o m  t h e  s e c o n d s e t  o f  1 7  r e p e a t s  b y  a u n i q u e  4 3 5  

b p  s e q u e n c e  < F i g . 2 - 3 A > . F u r t h e r  s e q u e n c e  s t u d i e s < B a r o u d y  

e t g__l_ .  , 1 9 8 2 ) < F i g . 2 - 3 8 ) s h o w t h e  f i r s t s e t o f 7 0 b p r e p e a t s 

t o  s t a r t  8 7  b p s  f r o m  t h e  p r o x i ma l  e n d  o f  t h e  l o o p  a n d t h a t 

t h e  7 0  b p s  t a n d e m  r e p e a t s  c o n t a i n  a 1 3  b p  i n t e r n a l 

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

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

s e q u e n c e  be twe e n  t h e  two s e t s wa s 3 2 5  bp . S o me d e ge n e r a c y  i n  

t he n uc l e o t i d e s e que n c e s  we r e  obs e r v e d  i n  a t  l e a s t  t h e  f i r s t  

3 r e p e a ts o f  t h e  s e c o nd s e t . 

T h e  f un c t i o n o f  t h e  I TR i s  n o t  k n o w n b u t  ma y b e  i m p o r t a n t  i n  

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

r e p l i c a t i o n < W i t t e k  a n d  M o s s , 1 9 8 0 ) .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  

s tud i e s s h o w  t h a t  e a r l y  m R N A s a r e  t r a n s c r i b e d  f r o m  s o me 

s e que n c e s  i n  t h e  I T R a n d  t r a n s l a t i o n s t u d i e s s h o w  t h a t  t h e  

R N A s  c o d e  f o r  p o l y p e p t i d e s  ( W i t t e k  �� g__l_. , 1 9 8 0 ) .  T h e  

f u nc t i o n o f  t h e s e  p o l y p e p t i d e s  i s  u n k n o wn .  

Re 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 ys i s  o f  p o x v i r u s  D N A  h a s  s h o wn a 

h i g h d e � r e e  o f  g e n e t i c  h e t e r o g e n e i t y b e t we e n  a n d  w i t h i n  

gen e r a  < Wi t t e k  e t  g__L. ,  1 9 7 7 ;  M c Ca r r o n  � �. , 1 9 7 8 ;  R o b i ns o n  

li !Ll·, 1 9 8 2 ) .  R e s t r i c t i o n ma p s  o f  o r t h o p o x v i r u s  g e n o m e s  

<F i g . 2 - 4 ) s h o w  t h a t  t h e  i n t e rna l o r  c e n tra l p a r t  i s  h i gh l y  

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



Table IV. Sizes of Poxvirus Inverted Terminal Repeats <ITR> 

Virus Size 

MW X 1 06 Kilobasepairs References 

Vaccinia 6. 8 1 0. 3 Garon et: a!, 1978 
< HR> Wittek et: a/, 1980 
Vaccinia 7. 4-8. 0 Wittek e1: a/, 1978 
< Elstree) 
Rabbitpox 3. 4-3. 6 Wittek et: af, 1978 
<Utrecht> 
Red cowpox 6. 3-6. 6 Arc hard and Mackett, 1979 
<Brighton> 
Monkeypox 5. 6-6. 1 Mackett and Archard, 1979 
( Congo or 
Denmark Es pafia) 
Ectromelia 3.1-3. 4. 6. 5b •Mackett and Archard, 1 979 
< Hamstead and bEsposito and Knight, 1985 
Moscow> 
Variola . 5 Esposito and Knight, 1985 
Tat era 4. 5 Esposito and Knight,1985 
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0.5 1.0 1.5 2.0 
KILOBASE PAIRS 

TANDEMLY REPEATED AND INTERVENING 
SEQUENCB NEAR THE END OF THE 

VACCINIA GENO� 

2.5 

Xb.l )(bel Clal Pvul 

3.0 3.5 

6" I 0 I 20 30 40 50 I 60 io I 80 90 1 00 ATTTTATTTAGTGTCTAGAAAAAAATGTGTGACCCATGACTGTAGGAAACTCTAGAGTGTAAGAAAGATCGATCGCTTTATAGAGNtCATCAGAAAGAGG 
' 

Teql Mbol Hlnft 
T8qt T8ql 

160 170 180 190 200 
CATCAGAAAGAGGTTTAATATTTTTGTGAGACCATCGAAGAGA 

Mbol Hlnft T8Qi Hlnft 
300 
CAT 

T8QI Hlnft 

• ADDmONAL TANDEM REPEATS· 

Rul 
11 o 120 13o Ho 1so I 16o 1 10 18o 19o 2oo 

TTTTAAAATATATG�ACAAGAATTTGTCTGTATAAAAACTTGTGTGAAATTTTGTACCAAAGAAAAAATGTGAGCAGTATCCCCTACATGGATTTTACTA 

B8!SI 
21 o 220 230 240 2so 260 210 280 290 i>o 

GATCATTTATATACCAAAAAATATTATACGATCTACGTTTTATTATATGATTTTAACGTGTAAATTATAAACATTATTTTATGATATACAATTGTCTGGT 

Alul Teql 
31 o 320 33o I I 340 3so 36o 37o 38o 39o 4oo 

AACCTAGATGGGCATAGGGGATGTTGATAAGCTCGACGAGTATATGTTGTTGGACGTTATTGTTTAAGAAATAGTTGATGtATCAGAAAGAGAATAAAAX 
T8qt 

Mboll Hinft 

M ball 

510 5 530 540 
GAGATAAAACTTTTTTACGAC CA CAGAAAGAGG AATA 

Hlnft 
460 470 480 

CATCAGAAAGAGGTTTAATATTTT 

Teql 

•· • • • • • • : • • • • • • • ADDmONAL TANDEM REPEATS • 

T8QI 

F i g .  2 -3 .  I n v e r t e d  t e r m i na l r e p i t i t i o n o f  the v a c c i n i a  v i rus 
g e n o me . 
A .  L o c a t i o n o f  H i n f l , A ��I , D d e l  a n d  S a � I  S i t e s  w i t h i n  t h e 
t � r m i n a 1 r e  g i o n  o f v a c  c i n i a v i r us D N A .  ( I ) H i  n. f  I ; ( . ) D d e  I ; 
( 6 ) A �  u I ; ( • ) S a  � I  . ( F r o  m \l i t t e k a n d  M o s s  , 1 9 8 0 > . 
B .  Nuc l e o t i d e s e que n c e  o f  c l o n e d  t e r m i n a l  t e g i o n o f  t h e  
v ac c i n i a  g e n o me .  < T o p > Te r m i n a l  s e q ue n c e  a n d f o ur c o mp l e t e  
t a n d e m  r e p e a t s  o f  f i r s t  s e t .  Ta n d e m  7 0  b p  r e p e a t s  a r e  
b o x e d .  < B o t t o m )  S e qu e n c e  o f  t h e  r e g i o n b e t w e e n  t h e s e t s  o f  
r e p e a t s  f l a n k e d  b y  t h e  l a s t  r e p e a t  o f  t h e  f i r s t  s e t  a n d t h e  
f i r s t  f e w r e p e a t s  o f  t he s e c o n d  s e t .  The f i r s t  nuc l e o t i d e i s  
t h e  tl.Ln.f I s i t e i n t h e 1 a s t r e p e a t o f t h e  f i r s t s e t . ( F r o m 
B a r o ud y U 2.. �· , 1 9 8 2  ) .  



1. CONG0-8 

2. 70-Q187 

3. 70-Q266 
4. 71-Q082 

5. 74-0226 
6. 77-0666 

7. 78-3945 
8. 79-0005 

9. PVM 

10. COPE 

11. CPCR 
12. CPCW-N1 

13. CPCW-N2 
14. PCH 
15. WMP 

16. MCC 

17. UTC 

18. CNCR 

19. CNCW-N1 

20. CNCW-N2 

21. GBL 
22. ECT 

23. RCN (±) 
24. CPX-BRT I 
25. CML 

26. HAR-44 

27. SOM-77 

28. SLN-68 

29. BSH-75 

30. BUT-52 

31. CNG-70 
32. CH9-2 

33. CH9-4 
34. CH9-9 
35. CH9-18 

36. VAC-LS 

37. VCX-71 

38. VNV-72 

39. FIB-OA I (-) 40. FIB-KZ 

1 
2 1  
2 2  

2 0  

J 

J 

H�a I I 

Kbp 

N •a 

:f. 

. a 

.. ' M ' u y ' a I I --,1-\r.t--GI I e 
I 11 I H "ali l�b I 

w 
U:l• 
l•'rJ' 
1:1�� 

•a 
�·d 
'Id 
• ,.d 
'•Ld I ��·� I 

.11 I Dk 

... .,.AR: I 

-60 -40 -20 

Mo n k e y p o x  
Ta t e r a 
E c t r o me l i a  

a ' 

't. ' I 

rJ 
V " OM 11 

S M 

Id k I 

'd K 
I 

c .• 

1:1. I 

1:1. I 

� . I 
11 I 

Q. 

I' l 
If I 
If I 

0 

0 M l 
c r..\ .. H 

�ll3 H 
0 M l 

0 IM 
Ill 

0 . M 
0 M l 
0 .... l. 
0 M l 
0 M l 
0 l . I I I � l . 

0 M l 
0 M l 

0 M l 
' . l 

I I I 0 a M 

I N Fts 
I I I 

H . . 'de' 
I I I H M l 
I A Q I 
I u I l I 
I Q I l I 

H M l 
I I I H M l 
I • I c I 
I I I M l 
I I I H M l 
I Q I • I 
I l I l I 
I l I l I 

20 

2 3  
2 4  
2 5  

H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 

H 
H 
H 

H 

i( I 

. N J 

... •"• J I 

I" INIJ I . . J 

11( •"• ' I 
l a . 

ltt 1"1 J I . . J 

0 M 
8 I 11 I ' 

IK 1"1 J I 
ltt 1"1 J I . . J 

< N J 
< N J 

I I 
"·' • 0 

H. N . ""' 0 ''c.n M .. ' I '---·--;,----·---·�·····.--·-' 
I 

' I N' 11 . 
1:1 
lt • 
11 

N 11 . 
"' 11 . 
�· 11 

X 

40 60 

R a c o o n  
Co wp o x  
C a me l p o x  

I 
• 

l 

k 
l 
l 

l 
J 
l 

I � 11 

80 

I 
I 

I 
I I I 

I 

I 
I 
I 

I � 
I I 

100 

2 6  
36 
3 9  

a.J � 

c I 
c I 

• I 

120 

3 5  
3 8  
4 0  

I 

. J 'I .. l I 

H�a 
I I R 

140 
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Va c c i n i a  
L e  p o r e  p o x  

F i g .  2 - 4 .  O r t hqp o x v i r u s  D N A  tl��d i i i  m a p s : P h y s i c a l  
a r r a n g e me n t  o f  H i n d i i i  ge n o me DNA o f  3 8  o rt ho p o x v iru s e s .  The 
c o n s e c u t i v e o r d e r  of the d i ge s t  f r a gme n t s  wa s d e t e r m i ne d  b y  
c r o s s - h y b r i d i z a t i o n w i t h  c l o n e d  D N A  f r a g m e n t s  o f  
o r t h o po x v i r u s e s , t h e  Hind l l l  DNA ma p s  o f  wh i c h a l r e a d y  we r e  
e s t a b l i s h e d .  < F r o m  E s po s i to a n d  K nigh t , 1 9 85 ) .  
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n e a r  o r  w i t h i n t h e  I T R s ( Y i t t e k �!!.. g_l_. , 1 9 7 7 ; M u  1 1 e r  e t  g_l_. , 

1 9 77 ; E s p o s i t o e t  g_l_. , 1 9 7 8 , 1 9 8 1 ; Ma c k e t t  a n d  A r c ha r d , 1 9 79 ; 

Dumbe l l  a nd Ar c ha r d , 1 9 80 ; M o y e r  e t  g_l_. , 1 9 80 ; S c humpe r l i e t  

�. , 1 9 8 0 ; E s po s i t o a n d Kn i gh t , 1 9 8 5 ) .  Ho we v e r , t y pe - s p ec i f i c  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  c e ntra l r e g i o n < Ma c k e t t  a n d  A r c ha r d , 1 9 79 ; 

S c humpe r l i e t  a l . ,  1 9 8 0 ) a n d  s i m i l a r i t i e s i n  t h e  h e t e r o l o gous 

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

( Schum p e r  l i e t  g_l_. , 1 98 0 ) .  

R e s t r i c t i o n e n d o nuc l e a s e  ma p s  o f  t h e  p a r a po x v i rus e s  a r e  s h o wn 

i n  F i g . 2 - 5 .  T h e  f r a g m e n t  p a t t e r n s v a r y  c o n s i d e r a b l y  

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

para po x v i ruse s .  A l though t h e  v i rus e s  s tud i e d c o u l d f a l l  i n to 

groups o f  i s o  1 a t e s  w i th s i  m i  1 a r  f r a � me n t  p a t t e r n s , i s o  1 a t e s  

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

Thus c l a s s i f i c a t i o n o f  a n e w  i s o l a t e  i n t o  s uc h g r oup o n  t h e  

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

d i f f i c ul t .  

Pro t e i ns 

Pox � i r i o n s  c o n t a i n  l a r ge numb e r s  o f  p o l y p e p t i d e s  a n d  s e v e r a l 

e n z y m e s .  T h e  us e o f  s t r o n g  d e n a t ur i n g a n d r e d u c i n g a g e n t s , 

s uc h  a s  g u a n  i d i n e  HC 1 a n d s o d  i u m d o  d e  c y 1 s u 1 p h  a t e < S D S ) a n d  

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

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

po l y p e p t i d e s c o d e d  f o r  b y  t h e  v i rus . 

E a r l y s tud i e s  o f  v a c c i n i a  v i r us < g e n us O r t h o p o x v i r us > b y  

Ho l o w c z a k  a n d  J o k l  i k  ( 1 9 6 7 > s h o we d  1 7  i s o t o p e - l a b e l l e d 
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F i g . 2 - 5 .  R e s t r i c t i o n  ma p s  o f  1 2  p a r a p o x v i r us i s o l a t e s .  
The p o s i t i o n o f  E c o R I < P  a n d  l::li.n_d i i i  < t ) r e s t ric tio n s i t e s  
a r e  i n d i c a t e d . * s h o ws t h e  t h e  p o s i t i o n o f  f r a g m e n t s  f o r  
w h i c h t h e  p r e c i s e  p o s i t i o n h a s  n o t  b e e n  d e t e r mi n e d .  < F r o m  
Ga s s ma n n !tl.. §J •.. , 1 9 8 5 ) . 
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p o l y p e p t i d e s  a s  d e t e r m i n e d  b y  S D S - 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 ho r e s i s  < S OS - PAGE > .  Us i n g l o n ge r ,  c y l i n d r i c a l  ge l s ,  

S a r o v a n d  J o k l i k ( 1 9 7 2 > d e t e c t e d  3 0  s t a i n e d  o r  i s o t o p e -

l a b e l l e d po l y p e p t i d e s .  S i m i l a r c o mp l e x i t y wa s o bs e r v e d  i n  

f 0 W 1 p 0 X V i r U S  ( g e n U S  A V i p 0 X V i r U S  ) by 0 b i j e S k i �t_ g_l._.  ( 1 9 7 3 ) 

a n d i n  Y a ba m o n k e y tum our v i r us e s  < F e n g e r  a n d  R o uh a n d e h ,  

1 9 7 6 ) .  I m p r o v e m e n t s  i n  t h e  t e c h n i q u e  s u c h a s  t h e  

d i s c o n t i nuous buf f e r  s y s t e m  o f  L a e mm l  i ( 1 970 ) ha v e  i n c r e a s e d  

t h e  numbe r o f  p o l y p e p t i d e s  d e t e c t e d . M c C r e a  a n d S z i l a g y i  

( 1 9 7 5 ) r e p o r t e d  4 0  m a j o r p o l y p e p t i d e s  wh i l e  S t e r n  a n d  

D a l e s ( 1 9 7 6 ) d e t e c t e d  5 5 - 6 0  3 5 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 s  < F i g . 2 -6 A ) .  I n  1 9 7 9  E s s a n i  a n d  D a l e s us i n g 

2 - d i me ns i o n a l SOS - PAGE r e s o l v e d  a bout 1 1 0 po l y p e p t i d e s  

< F i g . 2 - 6 8 ) .  T h i s  w a s  s t i l l  a n  u n d e r e s t i m a t i o n  s i n c e  

p o l y p e p t i d e s  w i t h m o l e c u l a r  w e i g h t s  < M Ws ) h i g h e r t h a n  1 0 0 k  

a n d l o we r t h a n  9 k  t h a t  we r e  r e s o l v e d  i n  a s i n g l e d i m e n s i o n 

g e l we r e  no t r e s o l v e d  i n  the t wo - d i me ns i o na l  g e l .  

T h e  M Ws o f  t h e s e  p o l y p e p t i d e s  r a n g e  f r o m  2 0 0 , 0 0 0  t o  1 0 , 0 0 0 .  

D e t e r g e n t  t r e a t m e n t  s h o w e d  t h a t  a t  l e a s t  5 o f  t h e s e  

p o l y pe p t i d e s  a r e  l o c a t e d  o n  o r  n e a r  t h e  sur f a c e  o f  t h e  i nt a c t  

v i r i o n a n d 1 7  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c o r e  < F i g . 2 - 7 A ) .  T w o  

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

g l uc o s a m i n e  a n d 6 a r e  pho s p h o p r o te i n s .  One p h o s p h o p r o t e i n ,  

P 1 1 < M W = 1 1 K ) ,  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e c o r e  < S a r o v  a n d 

J o k l i k ,  1 9 7 2 ;  Pogo e t  g_l._. , 1 9 7 5 ) .  Po l y p e p t i d e  P 5 8  < S t e r n  a n d  

D a l e s ,  1 9 7 6 ; S a r o v a nd Jo k l i k , 1 9 7 2 > ,  w i t h  a M W  o f  5 8 , 00 0 , i s  

b e l i e v e d  t o  b e  a ma j o r c o mpo n e n t  o f  t he sur f a c e  tubu l e s  

< F i g .  2 - 7 8 > .  S o me e x t r a c e l l u l a r  v i rus p o l y pe p t i d e s , b e l i e v e d  
. 

t o  b e  g l y c o p r o t e i n s ,  we r e  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
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Fig. 2 • 7 Comparison of polyp pt ide from whole va cinia virions and 
fraction obtained by detergent and mercaptoethanol trea t me n t .  Poly pep tides 
were separated by polyacry lamide gel electrophoresis in sodium dodecylsulfate ; 
V, virions; C, core ; , envelope. 
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v i r u s  < P a y n e , 1 9 7 8 ; H i l l e r �:!!. g_ l_ . , 1 9 8 1 ; M a l l o n a n d  

H o l o w c z a k ,  1 9 8 5 ) .  T a b l e  V s h o w s t h e  l o c a t i o n o f  t h e 

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

t he s e  a r e  k no wn .  

M i  1 k e r '  s n o d e  v i rus < Pa r a p o x v  i rus ge nus ) h a s  a b out 4 0  

3 5 S - me t h i o n i n e - l a b e l l e d po l y p e p t i d e s  w i t h M W s  r a n g i n g f r o m  

2 0 0 , 0 0 0  t o  1 0 , 0 0 0 . N i n e o f  t h e s e  a r e  p r e s ume d t o  b e  s ur f a c e  

e n v e l o p e  p o l y pe p t i d e s  a s  t h e y  a r e  re l e a s e d  whe n  v i r i o n s  a r e  

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

p o l y p e p t i d e w i t h a M W  o f  4 5 , 0 0 0  wa s f o u n d  to b e  a c o m p o n e n t  

o f  t h e  s ur f a c e  tubu 1 e < Thoma s e t  gj_. , 1 9 8 0 ) . 

Bud d l e  a n d a s s o c i a t e s  ( 1 9 8 4 ) h a v e  d e t e c t e d  a t  l e a s t  3 1  

p o l y p e p t i d e s  i n  o r f  v i rus . F o ur t e e n  o f  t hes e we r e  r e l e a s e d  

b y  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t .  T h r e e  p o l y p e p t i d e s  w i t h  M W s  o f  

3 7 , 0 0 0 , 3 9 , 0 0 0  a n d  4 5 , 0 0 0 , e i t h e r  s i n g l y  o r  i n  p a i r s ,  w e r e  

c o mpo n e n t s  o f  the sur f a c e  tubu l e .  I t  wa s sugge s t e d  b y  Bud d l e  

e t  5ll.. < 1 9 8 4 ) t h a t  t h e  po l y p e p t i d e c o mp o n e nt s  o f  t he sur f a c e  

t u b u l e m i g h t  b e  us e f u l  i n  c l a s s i f y i n g v i ru s e s  w i t h i n  t h e 

p o x v i rus f a m i l y . 

P o s t - t r a n s l a t i o n a l mo d i f i c a t i o n o f  p r o t e i ns h a s  b e e n  d e t e c t e d  

i n  v a c c i n i a  v i rus . Two a m i n o a c i d  m o d i f i c a t i o ns c a n  o c c u r  i n  

s o me s t r u c tur a l  p ro t e i ns d u r i n g matur a t i o n a n d / o r  a s s e mb l y  o f  

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

r e c o r d e d .  A t  1 e a s t  o n e  < Mo s s  e t  !tl_. , 1 97 1 ; Ho 1 o wc z a k , 1 9 7 0 ;  

Ga r o n  a n d M o s s , 1 9 7 1 ) o r  p o s s i b l y  2 p r o t e i n s C S a r o v a n d  

J o k l i k ,  1 9 7 2 > c o n t a i n  a s ug a r  s i d e c h a i n  w h i c h c o n s i s t s  

ma i n  1 y o f  g 1 uc o s a m i  n e  C Ga r o n  a nd Mo s s , 1 9 7 1  > .  O n e  ma j o r  a n d  
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T a b l e  V S t r uc t u r a l  a n d  F u n c t i onal I d e n t i t y  of Some V a c c i ni a  V i r i o n  

P o l y pe p t i d e s  

M o l e c u l a r  P o s i t i o n  i n  V i r i o n  A ss o c i a t e d  b i o l ogi c a l  s t r u c t ure 

No 

2 

R e i gh t  

X 1 0 3 

3 1 5 8 

4 1 4 5 

5 

6 

7 

8 

9 

1 0  

1 3 8  

1 3 1  

1 2 0 

1 0 1  

9 7  

8 9  

1 1  8 6  

1 2  

1 3  

1 4 

1 5 

8 4 . 5 

7 9  

7 6  

7 5  

1 6  7 2 . 5 

1 7  

1 8  

1 9  

2 0  

2 1  

2 2  

7 0  

6 3 .  5 

6 0  

5 8  

5 7  

5 5  

2 3  5 3 . 5 

2 +  

2 5  

2 6  

5 1  

5 0  

4 8  

2 7  4 5  

2 8  4 3  

2 9  

3 0  

4 1 . 5 

3 8  

C o re I n ter- Surf a c e  o r  f unc t i o n  

m e d i a t e  

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

RNA pol y merase s ub u n i t 

RNA pol ymerase s u bun i t  

guanyl m e thyl t r a n s f e r a s e  s ubuni t 

pol y n uc l e o t i de 5 '  p h o s p h a t a s e  s ub u n i t 

RNA pol y m e rase s ub u n i t 

N uc l eo t i d e  pho s p ho h y d r o l a s e  I & II 

P ro t e i n k i nase 

N uc l eo t i d e  phospho h y d ro l a s e  I & II 

g u a n y l y l  trans f era s e  R i t h  7 -m e t hy l 

t r a n s f e r a s e  

s urface t ub ul a r  el e m e n t  

pol y A pol ymerase s u b u n i t 

pol y A p o l ymerase s u b u n i t ( ? )  

SS endo- a nd S S  exo n u c l e a s e  

gl y c o pe p t i de 

g l y c o pe p t i d e  
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T a b l e V ( Cont i n u a t i o n )  

M o l e c u l a r  P o s i t i on i n  V i r i o n  A s s oc i a t e d  biol ogi c a l  s t r u c t u r e  

No 

R e i ght 

X 1 0 3 

C o re I n ter- Surf a c e  o r  f un c t i on 

m e d i a t e  

3 1  3 6 . 5 

3 2  3 5  

3 3  3 1  

3 4  2 9 . 5 

3 5  

3 6  

3 7  

2 8 .  5 

2 7 . 5 

2 6 .  5 

3 8  2 5 .  5 

3 9  

4 0  

2 4 . 5 

2 3  

4 1  2 1 . 5 

4 2  2 0  

4 3  1 9 . 5 

4 4  

4 5  

4 6  

4 7  1 6  

4 8  1 5  

4 9 . 

so 

5 1  

-u 

- u  

1 3  

5 2  1 2  

5 3  

5 4  

5 5  

5 6  - 1 o 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

S O U R C E :  D a l e s  a n d  Pogo, 1 9 8 1 . 

+ 

+ 

+ 

P o l y A p o l ymeras e s u buni t 

R N A  m e t h y l a se 

DNA n i c ki ng-c l o s i ng e n z y m e  P o l y A 

po l ym e r a s e  s ubuni t ( ? )  

R N A  po l ym erase s ub u n i t 

g u a ni ne m ethyl t ra n s f er a s e  s u b un i t 

pol yn u c l e o t i d e  5 '  -pho s ph a tse s u b uni t 

DNA n i c k i ng-c l os i ng enz y m e  c o m po n e n t  

R N A  p o l ymerase s ubuni t 

P ho s p h o prote i n 
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a f e w  m i n o r  s t ruc tur a l p o l y p e p t i d e s  c a n  be l a be l l e d w i t h 3 2 p 

( S a r o v a nd Jo k l i k ,  1 9 7 2 > .  Po l y p e p t i d e P 1 1 C MW = 1 1 , 0 0 0 ) i s  a 

m a j o r  c o r e  p o l y p e p t i d e a n d  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  D N A  C P o g o  

e t g_l_. , 1 9 7 5 ) . T h e  s e p o 1 y p e p t i d e s c o n t a i n p h  o s p h  o s e r i n e b u t 

n o t  p h o s p h o t h r e o n i n e .  

V i r i o n - Asso c i ated Enzymes 

S e v e r a l e n zyma t i c  a c t i v i t i e s ha v e  be e n  f oun d a s s o c i a t e d  w i t h  

the v i rus c o r e . The f i rs t  o f  the s e  e n z y mes t o  be d i s c o v e r e d  

wa s t h e D N A - d e p e n d e n t  R N A  p o l y m e r a s e  C K a t e s  a n d  M c Aus l a n ,  

1 9 6 7 b ;  Mu n y o n  li g_l_. , 1 9 6 7 > .  T o  d a t e 1 2  t o  1 3  e n z y m a t i c  

a c t i v i t i e s  ha v e  be e n  d e te c t e d  a n d  a t  l e a s t  5 a r e  i n v o l v e d  i n  

the t r a n s c r i p t i o n a n d mo d i f i c a t i o n  o f  mRNAs . The s e  e n z y me s  

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

whe t h e r  a c t i v i t i e s  a r e  d e t e c t e d  be f o r e  o r  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  

D N A  s y n t h e s i s  ( s e e  ta b l e V I > .  A m o r e  d e t a i l e d d i s c us s i o n 

a p pe a r s  be l o w ( S e c t i o n  2 . 5 . > .  

L i p ids 

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

p h o s p h o l i p i d s d e r i v e d  f r o m  t h e  h o s t  c e l l ( S t e r n  a n d D a l e s ,  

1 9 7 4 ; 1 9 7 6 ) .  T h e  l i p i d  a c c o un t s  f o r  2 . 1 '7. o f  t h e  t o t a l d r y  

we i g h t  a n d  1 . 7 '7.  o f  t h i s  i s  n e ut r a l f a t  a n d 1 . 2 '7.  c h o l e s t e r o l 

C Zwa r t ouw , 1 9 6 4 ) .  The p ho s pho l i p i d  i s  ma i n l y  l ec i t h i n  C Da l e s 

a n d  M o s s ba c h ,  1 9 6 8 > .  The l i p i d  c o mp o s i t i o n i s  s i m i l a r t o  t h a t  

o f  t h e  h o s t  c e  1 1  m e m br a n e  e x c e p t  f o r a 1 o w e r  a mo un t  o f  



T a bl e VI. Enz y m e s  A ss o c i a t e d  R i t h  the Core o f  V a cc i n i a  

A c t i v i t y  

A .  R e l a t e d  t o  t r a n s c ri p t i o n  a n d  

mod i f i ca t i on o f  RNA 
1 .  DNA-dependent RNA pol ym e r a s e  

2 .  E n d o ri bonuc l e a s e  
3 .  P o l y a d e n e l a t e  pol ym e r a s e  

( te rm i nal ri boa d e n yl a t e  

t ra n s f e ra s e )  

4 .  P o l y n uc l e o t i d e  

5 ' - t ri phos pha t e  

5 .  mRNA guanyl yl t r a n s f e r a s e  

6 .  m R N A C guani ne-7 ) 

m e t hyl t ra ns f erase 

7.  mRNA m e t hy l a s e  
B .  R e l a t e d  t o  D N A  a n d  i t s 

f un c t i o n s  
1 .  S S  DNAse, exonuc l ea s e  

pH 4 . 5 
2 .  SS D N A s e ,  e n d on u c l e a s e  
3 .  D N A  n i c k i ng-c l o s i ng enz yme 

C. Neuc l o s i d e  t ri pho s p h a t e  

phosphohydro l a se I 

D. K i n a s e  

1 .  P r o te i n  ki n a s e  

II 

2 .  P ho s p h a t e  pol y ri bonuc l eo 

t i d e  ki n a s e  

E. A l ka l i ne pro t e a s e  

= s u buni t s  

C l a s s  H R  

L a t e  ( 1 4 0 k; 1 3 0 k; 3 7 k; 

3 5 k; 3 1  k; 2 2 k; 1 7 k) 

Earl y 8 0 k  
( 5 1 k; 3 5 k) 

1 1 3 k 
( 9 0 k; 2 6 k) 

E a rl y 1 2 7 k  

E a rl y ( 9 5 k; 3 1  k) 

E a rl y 

L a t e  · 1 O O k  

( 5 0 k) 

L a t e  1 O O k  

E a rl y ( 3 5 k; 2 4 k) 

6 1 k 

6 8 k  

6 2 k  

R e f e r e n c e s  

K a t e s  and M c A usl a n ,  1 9 6 7 ;  M unyon et: al. , 
1 9 6 7 ;  Baroudy a nd H o s s ,  1 9 8 0 .  

Ka t e s ,  1 9 7 0 ;  P a o l e t t i  a nd L i pi n s k a s ,  1 9 7 8 .  
K a t e s  a nd B e e s o n , 1 9 7 0 ;  M o s s  e t:  a l .  , 1 9 7 3 ;  
M o s s  e t:  al . , 1 9 7 5 .  

T u t a s  a n d  P a o l e t t i , 1 9 7 8 .  

M a rt i n  and H o s s , 1 9 7 5 ;  Hoss et: a l .  , 1 9 7 6 .  

M a rt i n  and H o s s , 1 9 7 5 ;  H o s s  e t:  al . , 1 9 7 6 ;  

Honroy, 1 9 7 8 .  

R e i  a n d  H o s s , 1 9 7 4 ;  Ba rbosa a nd H o s s , 1 9 7 8 .  

P o g o  a n d  Da l e s , 1 9 6 9 ;  P ogo and O ' Shea, 1 9 7 7 .  

P ogo a n d  Da l e s , 1 9 6 9 ;  P ogo a n d  Da l e s , 1 9 7 7 .  

B a ue r, 1 9 7 7 ;  L a k ri t z ,  1 9 8 5 .  

R e i  a nd M o s s , 1 9 7 4  

P a o l e t t i  a n d  H o s s , 1 9 7 4  

K l e i m a n  a n d  H o s s , 1 9 7 3 .  

Spenc e r  et: al. , 1 9 7 8 .  

A rz ogl o u  e t:  al. , 1 9 7 9 .  
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p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e < S t e r n  a n d  D a l e s ,  1 9 7 4 ) .  I n  

f o w l p o x ,  l i p i d s a c c o u n t f o r  3 4 7.  o f  t h e  t o t a l d r y  we i g h t  

< R a n d a l l  e t  g_l_ . , 1 9 6 4 ) a n d c o n t a i n s s qu a l e n e  ( 'Wh i t e �t. g_l_. , 

1 9 6 8 ) . 

Tra c e  Substanc e s  Ass o c i a ted wi th the V i r i on 

T r a c e  a m o un t s  o f  R N A  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  v i r i o n 

< Z w a r t o uw , 1 9 6 4 ;  J o k l i k ,  1 9 6 6 ) .  The s o ur c e  o f  t h i s  R N A  i s  

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

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

b e c o me d i s s o c i a t e d  f r o m  the DNA b e f o r e  p a c k a g i ng i n  t h e  v i rus 

c o r e  < R o e n i n g a n d H o l o w c z a k ,  1 9 7 4 ) .  C o p p e r  i o n s w e r e  a l s o 

f ound o n  the surf a c e  o f  h i gh l y  pur i f i e d v i r i o n s  < S ma d e l a n d  

Ho a g l  a n d , 1 9 4 2  ) .  

2 .5 GROVTH CYCLE 

Our i ng a n a t u r a  1 i n f e c t i o n ,  p o x v i r u s e s  p r o d u c e e i t h e  r a 

ge n e r a l i s e d , o f t e n  f a t a l d i s e a s e  o r  a m i l d  sur f a c e  i n f e c t i o n .  

F o r  e x a m p l e ,  s ma l l p o x , mous e p o x , r a b b i t  my x o m a t o s i s ,  a n d  

s he e p  p o x  v i rus e s  p r o duc e a g e n e r a l i s e d  i n f e c t i o n o f  the h o s t  

wh i l e  S h o p e  f i b r o ma , Ya b a  tumour , m i l k e r ' s n o d e  a n d o r f  

v i r us e s  p r o duc e  a l o c a l i s e d  s k i n  i nf e c t i o n < F e n n e r  e t  g_l_. , 

1 9 7 4 ) . Wh a t  d e t e r m i n e s  w h e t h e r  a p a r t i c u l a r  v i r us b e c o m e s  

g e n e r a l i s e d  o r  n o t  r e m a i n s u n k n o wn . P o x v i r us e s  a l s o v a r y  

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

i ns t a nc e ; v a c c i n i a  p r o duc e s  n e w l y r e p l i c � t e d  i n f e c t i ous v i rus 
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w i t h i n  6 h r  o f  i n f e c t i o n w h i l e o t h e r p o x v i r us e s  a r e  muc h 

s l o we r .  The r e  a p p e a r s  to b e  n o  c o r r e l a t i o n ,  h o we v e r ,  b e t we e n  

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

r e p l i c a t i o n . 

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

e v e n t . A t  a v e r y  h i g h mu l t i p l i c i t y o f  i n f e c t i o n ( 5 0 - 1 0 0 

p fu/ c e l l ) ,  DNA s y n t h e s i s  b e g i ns 1 . 5 - 2  h r  a f t e r  i n f e c t i o n  a n d  

i s  n e a r l y  c o m p l e t e  b y  5 h r , a t  w h i c h  t i m e n e w  i n f e c t i o us 

p a r t i c l e s c a n  b e  d e t e c t e d  ( J o k l i k  a n d  S e e k e r , 1 9 6 4 ; E s t e b a n  

a n d H o l o wc z a k , 1 9 7 7 b ; 1 9 7 7 c ) .  F i g .  2 - 8  s h o w s t h e  t i m e 

c our s e  o f  v a c c i n i a  v i r a l D N A  s y n t he s i s  a n d  t h e  a p pe a r a n c e  o f  

n e w  i n f e c t i ous p a r t i c l e s .  

The s y n t he s i s  o f  m i l k e r ' s n o d e  v i r us C MN V > DNA s t a r ts b e t we e n  

4 a n d  8 h r  a f t e r  i n f e c t i o n o f  p r i ma r y  b o v i n e  k i d n e y  c e l l s .  

Th i s  c o n t i nu e s f o r  up t o  3 0 - 3 5  h r  t h r o u g h o u t  t h e  g r o w t h  

c y e  1 e .  I n f e c t i ous p a r t  i c 1 e s  a r e  d e t e c t e d  20 h r  p .  i .  < Th o ma s  

e t  a l . ,  1 9 80 ) .  He s s a m i  e t  a l . ( 1 9 7 9 ) d e t e c t e d  n e w  i n f e c t i ous 

pa r t i c l e s i n  o r f  v i rus - i n f e c t e d  b o v i ne s p l e e n  c e l l s  a t  8 h r  

p . i .  a n d  a m a x i mu m  t i t r e  a t  3 6  p . i .  S l o w r a t e s  o f  D N A  

s y n t h e s i s  h a v e  a l s o b e e n  r e p o r t e d  i n  o t h e r  p o x v i r us e s : 

f o w l p o x , s t a r t s  a t  1 2  h r  p . i . w i t h  a r a p i d  i n c r e a s e  u p  t o  

2 4  h r  < Ga f f o r d  e t  aL. , 1 9 7 2 > ; S h o p e  f i b r o ma , s t a r t s a t  6 h r , 

p e a k s  a t  1 2  h r  a n d  c o n t i n u e s t o  . 2 5  h r  C E w t o n  a n d  Ha d e s ,  

1 9 6 7 > .  I n  Ya b a  mo n k e y  t u m o u r  v i r u s , DNA s y n t he s i s  s t a r ts a t  

3 h r , r e a c h e s  a p e a k  a t  2 0 - 3 0  h r  p . i .  a n d i n f e c t i o u s  

pa r t i c l e s a r e  f i r s t  d e t e c t e d  a t  1 5-2 0 h r  a n d  r e a c h  a ma x i mu m  

a t  7 0 - 8 0 h r  < Yo h n e t ��. , 1 9 7 0 > .  D e s p i t e t h e s e  d i f f e r r e n t  

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



1 00 

80 
0 -
0 

- 60 0 
Q) 
0"1 
0 - 40 c: 
Q) 
u .... 
Q) 

a.. 

4 8 1 2  16 20 24 
H o u rs after  infe c t ion  

F i g . 2 - 8 .  B i o ge n e s i s  of v a c c i n i a  v i rus : T i me c our s e  of DNA 
s y n t h e s i s  a n d a p p e a r a n c e  o f  i n f e c t i o us v a c c i n i a  v i rus i n  
i n f e c t e d  He l a  s p i n n e r  c e l l s .  ( F r o m  F e n n e r  e t  gj,_. , 1 9 7 4 > .  

by f l uorod e o xyuridine 

I Inhib ited by rifampicin 

V i r i o n  C a re U n co a t ing 
D N A  

Synthesis 

/ 
As s e m b l y  

illJJ oo 2 er 
l /  

4

ill] 

I \ "" 

xxxx 

3 
xxxx 

E a r l y  R N A  - Early proteins Late R N A  -.Capsid prote ins 

F i g . 2 - 9 .  • P a t t e r n  o f  mu l t'i p l i c a t i o n  o f  p o x v i r us e s .  
F e n  n e  r e t  g_l_. , 1 9 7 4 ) .  

( F r o m  



2 3  

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

s h o wn i n  F i g . 2 - 9 .  

Ads o r p t i on .  Penetrat i o n and Unco a t i ng 

At t a c h m e n t  o f  v a c c i n i a  v i rus to hos t c e l l s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  

i n v o l v e  s p e c i f i c  c e l l u l a r r e c e p t o r s .  Ho we v e r , i t  wa s s ho wn i n  

t h e  r e c e n t s t u d i e s o f E p p s t e i n �:!!. g_l_. ( 1 9 8 5 l t h a  t o c c u p a n c y 

o f  t h e  e p i d e r ma l  g r o w t h  f a c t o r  < E GF l  r e c e p t o r  i n h i b i t s 

v a c c i n i a  v i r us i n f e c t i o n .  Tw a r d z i k  tl g_l_. ( 1 9 8 5 ) i s o l a t e d  a 

p r o t e i n  w i t h  a M W  o f  2 5 K  f r o m  t h e s u p e r n a t a n t  o f  v a c c i n i a  

v i r us - i n f e c t e d  c e l l s  w h i c h  wa s s h o w n t o  b i n d t o  t h e  E G F  

r e c e p t o r  a n d  t o  ha v e  a m i t o g e n i c  a c t i v i t y .  Ho w e v e r , t h e y  

f o un d n o  s e r o l o g i c a l s i m i l a r i t y b e t we e n  i t  a n d E G F  a n d n o  

s e que n c e  s t ud y t o  s h o w  i t s h o m o l o g y  t o  E G F  w a s  p e r f o r me d .  

S t r o o b  a n t  �!t. g_l_. ( 1 9 8 5 ) r e p o r t e d  t h e  i s o  1 a t i o n  a n d  

i d e n t i f i c a t i o n o f  a v a c c i n i a  v i rus g r o wt h  f a c t o r  < V V GF l  f ro m  

i n f e c t e d  c e l l s ;  V V GF wa s a l s o s e c r e t e d  i n to t h e  me d i um .  Two 

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

2 8 K  a n d  2 3 K ;  t h e  s e c r e t e d  p o l y p e p t i d e h a d  a M W  o f  2 3 K .  Th i s  

V V G F  w a s  f o u n d  t o  b e  s e r o l o g i c a l l y  r e l a t e d  t o , a n d t o  b e a r  

s o m e h o mo l o g o us s e q u e n c e s  t o , m o us e E GF . I t  a l s o b i n d s  t o  

E GF r e c e p t o r s  and s t  i mu 1 a t es i t s aut o p h o s p ho r y  1 at i o n .  A m i no 

a c i d  s e que n c e s  d e duc e d  f r o m  t h e  v a c c i n i a  DNA s e que nc e  s h o we d  

t h a t  t he 2 3 K  p o l y p e p t i d e i s  a p r o c e s s e d  f o r m  o f  t h e  p r e d i c t e d  

v a c c i n i a v i rus po l y p e p t i d e e nc o d e d  i n  t h e  I TR r e g i o n o f  t h e  

g e n o m e . Ho w e v e r , un l i k e  t h e  E GF a n d  t r a n s f o r m i n �  g r o w t h  

f a c t o r - 1  < TGF - 1 ) i t  i s  g l y c o s y l a te d  wh i c h  ma y a c c o u n t  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  2 8 K  d a l •t o n e n t i t y i n  i n f e c t e d  c e l l s . 
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E a r l i e r s t ud i e s  b y  B l o mqu i s t  �� �L. ( 1 9 8 4 ) ,  B r o w n � �L. 

( 1 9 8 5 ) a n d  R e i s ne r  < 1 9 8 5 > r e v e a l e d a 1 9 K p r o t e i n  wh i c h ,  f r o m  

s e q u e n c i n g s t ud i e s  by c o m p u t e r  s e a r c h ,  wa s d e d u c e d  t o  be a r  

h o m o l o g y  t o  T G F - 1  a n d E GF < F i g . 2 - 1 0 ) . T h e  f u n c t i o n o f  t h e  

1 9 K p r o t e i n  i s  un k n o w n b u t i t  wa s s u g g e s t e d  b y  R e i s n e r  

< 1 9 8 5 ) t h a t  i t  has a n  EGF - l i k e f u n c t i o n .  Th i s  p o l y p e p t i d e i s  

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

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

v a c  c i n i a v i r u s  g e n o m e ( V e n  k a t e s a  n � �L. , 1 9 8 2 ) . I f t h i s 

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

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

r e c e p t o r . I f ,  on t h e  o t he r h a n d , a s o l ub l e E G F - l i k e  p e p t i d e 

i s  r e l e a s e d  f r o m  a n  i n f e c t e d  c e l l ,  n e i ghbour i n g c e l l s  m i ght 

b e s t i mu 1 a t e d to p r o 1 i f e r a t e ( B r o w n e t g_L. , 1 9 8 5 ) .  T h i s 

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

S t r o o ba n t  e t  g_L. ( 1 9 8 5 > .  E p p s t e i n  e t  g_L. ( 1 9 8 5 ) d i d  n o t  

o b t a i n  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  o f  v i rus i n f e c t i o n  b y  E G F o r  a 

homo 1 o go us p e p t i d e .  Th i s  sugge s t s  t h a t  E GF r e c e p t o r  b i n d i n g 

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

a c e l l .  F u r t h e r mo r e , S t r o o ba n t  e t  g_L. ( 1 9 8 5 ) r e p o r t e d  t h a t 

v a c c i n i a  v i r u s  c a n  i n f e c t  mo u s e  N R - 6  c e l l s  w h i c h l a c k  

d e t ec t a b l e EGF r e c e p t o r s .  

Und e r  o p t i ma l  c o n d i t i o ns , a d s o r p t i o n o f  o r t h o p o x v i rus o c cur s 

v e r y  r a p i d l y  a n d  i s  t e m p e r a tur e i nd e pe n d e n t . About ha l f  o f  

the i no c u l um a t t a c he s  i n  1 5  m i n  ( Jo k l i k ,  1 9 6 4 ) a n d  m o r e  t h a n  

9 0 7.  i n  6 0  m i n  < D a l e s ,  1 9 6 3 > .  T h e  e f f i c i e n c y  o f  a d s o r p t i o n  

ma y be i nc re a s e d  by i nc r e a s i n g t h e  v i ru s  c o n c e n t r a t i o n o r  by 

c e n t r i f ug a l f o r c e < S h a r p  a n d S m i t h , 

d i f f e r e n c e i n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  

1 9 6 0 ) .  T h e r e  w a s n o  

a t t a c h m e n t' b e t w e e n  
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EGF , Huun 
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Protein C, Bovine 
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Conserved T D G D Q C E p C L N G C T C C 
I 

G f" £ G c £ 

F i g . 
TGF 1 ,  
b l o o d  
C F r o m  

. . 

2 - 1 0 .  A l i g n me n t  o f  v a c c i n i a  v i r u s  1 9 K p r o t e i n  w i t h  E GF , 
a n d  t h e f i r s t  E G F - l i k e  d o m a i n  f r o m  t h e l i g h t  c h a i n s o f  f o u r  
c� o t t i n g f a c t o r s .  B o x e s  e n c l o s e  t he 9 i n v a r i a n t  r e s i du e s .  

B l o mqu i s t  e t  gj_. , 1 9 8 5 > 
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i n t r a c e l l u l a r l y - d e r i v ed a nd e x t r a c e l l u l a r l y - d e r i v e d  v i r u s  

w h e n  i n o c u l a t e d .  The hos t - d e r i v e d  a d d i t i o na l me mb r a n e  o f  t h e  

e x t r a c e l l u l a r e n v e l o p e d  v i r u s  C E E V > d i d  no t s e e m  t o  i n t e r f e r e  

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

e f f i c i e n t  t h a n i n  the i n t ra c e l l u l a r v i r us C Pa y ne a n d  Norr b y , 

1 9 7 8 ) .  

P e n e t r a t i o n i s  a t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t e v e n t .  I t  i s  

a c c o mpa n i e d b y  e i t h e r  v i ro p e x i s  ( Da l e s a nd S i m i n o v i t c h ,  1 9 6 1 ; 

D a l e s , 1 9 6 3 ; D a 1 e s a n d K a j i o k a , 1 9 6 4 ; S h a  n d e t g_l._. , 1 9 7 6 ) 

a n d / o r  f u s i o n  w i t h  t h e  c e l l m e m b r a n e  C G r a n a d o s , 1 9 7 3 ; C h a n g 

a n d M e t z , 1 9 7 6 ; A r ms t r o n g  e t  g_l._. , 1 9 7 3 ) .  I t  wa s s h o w n b y  E M  

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

P e n e t r a t i o n c a n  b e  e n h a n c e d  b y  p r o t e o l y t i c  t r e a t me n t  o f  t h e  

v i r u s  ( I c h i h a  s h i a n d 0 i e , 1 9 8 0 ; I c h i h a  s h i e t g_l._. , 1 9 8 2 ) .  

I na c t i v a t i o n b y  h e a t i ng o r  U . V .  i r r a d i a t i o n d o e s  n o t  p r e v e n t  

p e n e t r a t i o n ( D a l e s a n d K a j i o k a , 1 9 6 4 ) w h e r e a s  h i g h 

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

r e s p e c t ( S t e r n  a n d Da l e s ,  1 9 7 6 ) .  P r o t e a s e  i n h i b i t o r s  e . g .  

phe n y l me t hy l s u l ph o n y l f l uo r i d e C P MS F ) a l s o ha v e  a n  i n h i b i t o ry 

e f f e c t o n  p e n e t ra t i o n  C i c h i ha s h i  a nd O i e ,  1 9 8 2 ) .  

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

b o v i n e t e s t i s  c e l l s wa s a l s o r e p o r t e d  b y  T r a y k o v a  a n d  

A r g i r o v a ( 1 9 8 5 ) .  T h e  a d s o r p t i o n r a t e  a s  d e t e r m i n e d  b y  

a t t a c hme n t  o f  3H- t h y m i d i ne - l a b e l l e d v i r u s  to c a l f  t e s t i s  c e l l 

m o n o l a y e r s w a s  c a l c u l a t e d  t o  b e  5 x 1 o - 7  c m 3 x m i n - 1 x c e l l - 1 • 

Ab s o r p t i o n  wa s a l mo s t  c o mp l e t e  w i t h i n  3 0  m i n .  
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F o l l o w i n g  t h e  f u s i o n o f  t h e  v i r a l  e n v e l o p e w i t h t h e  p l a s ma 

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

< D a l e s ,  1 9 7 3 ; A r m s t r o n g e t  g_l_. , 1 9 7 3 ) . T h e  e n v e l o p e  i s  t h e n  

d e g r a d e d  b y  c e l l u l a r e n z y m e s  < Da l e s ,  1 9 6 5 ) .  A t  t h e t i m e o f  

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

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

me m b r a n e  a s  r e v e a l e d b y  i m m u n o f e r r i t i n  t a g g i n g < C h a n g  a n d 

M e t z , 1 9 7 6 ) .  S o me o f  t h e s e  v i r i o n - d e r i v ed a n t i ge n s  ha v e  n o w  

b e e n  i d e n t i f i e d ( s e e  Se c t i o n 2 . 5 . 3 ) .  P r e s e n t  e v i de n c e  s h o ws 

t h a t  t h e s e  a n t i g e n s , t o g e t h e r  w i t h  v i  r a  1 a n t i ge ns e x p r e s s e d  

e a r l y  o n  the c e l l  s u r f a c e  a f t e r  i n f e c t i o n ,  ma y p a r t i c i p a t e i n  

t h e f o r ma t i o n o f  t h e  " t a r g e t - a n t i g e n  c o m p l e x e s " . Th e s e  

c o m p l e x e s  r e n d e r  t h e  v a c c i n i a  v i r u s - i' n f e c t e d  c e l l s  

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

v i r u s - s pe c i f i c  c y t o t o x i c  T l y m p h o c y t e s  < V V - C T L S > < Ha p e l !i.� 

§..1... ,  1 9 7 8 ;  Ma l l o n a n d  Ho l o wc z a k , 1 9 8 5 ; M a l l o n  e t � . , 1 9 8 5 ) 

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

a u t o r a d i o g r a p h y  o f  i n f e c t e d  c e  1 1  s < Da 1 e s  a n d  Ka j i o k a , 1 9 6 4 ; 

D a l e s ,  1 9 6 2 ,  1 9 6 3 ,  1 9 6 5 ) .  J o k l i k  < 1 9 6 4 ) i n i t i a l l y  

c o nc e p t u a l i s e d  t h a t  mRNA p r o d u c t i o n  a nd prote i n  s y n t h e s i s  a r e  

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

i s  me d i a t e d  b y  t he h o s t  ge n o me . The r o l e  o f  R N A  a n d  p r o t e i n s 

i n  t h e  r e l e a s e  o f  DNA wa s c o n f i r me d  b y  Wo ods o n  ( 1 9 6 7 ) b u t  h e  

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

d i s c o v e r y  o f  t h e  DNA - d e p e nd e n t  RNA p o l y m era s e  i n  t he c o r e  o f  

v a c c i n i a  v i ru s  p r o v i d ed e v i d e n c e  t h a t v i ra l  DNA i s  c a p a b l e  o f  

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

p r o t e i ns ,  wh i l e  s t i l l  i n  t h e  c o re < K a t e s  a nd M c A u s l a n ,  1 9 6 7 a ; 

M u n y o n  !i.� g_l_. 1 9 6 7 ) .  Wo r k  b y  P r e s c  o t
.
t li g_l_. <'1 9 7 1  ) a n d  
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P e n n i n g t o n  a n d F o l l e t  ( 1 9 7 4 ) a l s o p ro v i d e d  e v i d e n c e  t ha t  t h e  

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

u n c o a t i n g .  T h e  D N A  p a s s e s  t h r o u g h  a b r e a k  i n  t h e  

p r o t e i n a c e o u s  c o a t  o f  t h e  c o r e  Wa l e s ,  1 9 6 5 > l e a v i n g b eh i nd 

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

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

c e l l c y c l e . 

Transc r i pt i on a nd Trans l at i on 

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

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

i n  r e l a t i o n t o  D N A  r e p l i c a t i o n .  T h e y c a n  b e  f u r t h e r  

s u b d i v i ded i n t o  i mm e d i a t e  e a r l y ,  wh i c h  i nc l u d e s  f u n c t i o n s  

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

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

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

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

h a e ma gg l u t i n i n  pro d u c t i o n .  

Transc r i pt i on 

Po x v i r u s e s  c a r r y  t he i r  o wn t r a n s c r i p t a s e .  Th i s  e n a b l e s t he 

v i r u s  t o  s y n t he s i s e mRNA i mme d i a t e l y a f te r  i nf e c t i o n ,  b e f o r e  

DNA i s  r e l e a s e d  f r o m  t he c o r e  ( Mu ny o n  a nd K i t ,  1 9 6 6 ; Woo d s o n , 

1 9 6 7 ) .  T h i s  p r e s e n c e  o f  a D NA - d e p e n d e n t  R N A  p o l y m e r a s e  i n  

v i r i o n s  w a s c o n f i r m e d  b y  K a t e s  a n d M c A u s l a n ( 1 9 6 7 b ) a n d  

M u  n y o n e t  g_J... ( 1 9 6 7 ) . 0 t h e  r f a c t o r  s m a y b e  i n v o l v e d i n t h e 
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i n i t i a t i o n  o f  RNA s y n t hes i s  b e s i des t he v i ra l RNA po l y me r a s e  

� 
C Go l i n i  a n d  Ka t e s , 1 9 8 4 ) .  

T h e  r a t e  o f  e a r l y  a n d l a t e  R N A  s y n t h e s i s  d e p e n d s  o n  t h e  

m u l t i p l i c i t y o f  i n f e c t i o n C Wo o d s o n ,  1 9 6 7 ;  O d a  a n d J o k l i k ,  

1 9 6 7 ) .  T h e r e  i s  a n  i n i t i a l  b u r s t  o f  v i r a l R N A  s y n t h e s i s  

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

1 a b e l l i n g ( S e e k e r  a n d J o k l i k ,  1 9 6 4  ) .  Th e s e  s p e c i e s o f  

i mmed i a te e a r l y  R N A  a r e  v i r i o n - s p e c i f i c ,  c i s t r o n - s i z e d  R NAs 

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

c o e f f i c i e n t  o f  1 0 - 1 2 S C K a t e s  a n d M c A u s l a n ,  1 9 6 7 a ; O d a  a n d 

J o k l i k ,  1 9 6 7 ) .  H i g h e r  mo l e c u l a r w e i g h t  R N As , o f  a b o u t  

2 0 - 3 0 5 , h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d a n d a r e b e l i e v e d  t o  b e  

p r e c u r s o r s  o f  8 - 1 2 S  m R N A s  a s  s h o w n b y  h y b r i d i s a t i o n -

c o m p e t i t i o n  e x p e r i m e n t s  C P a o l e t t i , 1 9 7 7 a ; 1 9 7 7 b ) .  T h e  8 - 1 2 S  

R NAs a r e  p r o b a b l y  e q u i v a l e n t  t o  t h e  1 0 - 1 2 S R NAs d e s c r i b e d  b y  

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

m e t h y l a t e d  b u t  n o t  p o l y a d e n y l a t e d .  I t  wa s b e l i e v e d  t h a t  

d u r i n g 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 ,  po l y c i s t r o n i c  R N A  

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

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

mono c i s t r o n i c  RNAs ( Pa o l e t t i  a n d  L i p i ns kas , 1 9 7 8 ) .  Ho we v e r ,  

B o s s a r t  U 9J .... ( 1 9 7 8 a l s h o we d  t h a t  m R NAs c o d i n � f o r  t h e  

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

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

s i t e s  r a t h e r  t ha n  f r o m  po l y c i s t ro n i c  m R N A  pr e c u s o r  mo l e c u l e s .  

E n z y ma t i c  ac t i v i t i e s i n v o l v i n g po l y a d e ny l a t i o n a n d  c a p p i ng 

ha v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  c o res o f  v a c c i n i a  v i r u s .  P o l y  A 

i s  a d d e d  t o  t h e 3 '  e n d o f  t h e R N A  c h a i n  ( S h e l d o n  li g_J.... . ,  

1 9 7 2 ; N e v i n s a n d J o k l i k ,  1 9 7 5 ) a n d  t h e c a p  o r  ? - m e t h y l -
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g u a n o s i n e c m7G >  t o  t h e  5 '  t e r m i n u s . The m7G i s  c o n n e c t e d  f r o m  

t h e 5 '  p o s i t i o n b y  a t r i p h o s p h a t e  t o  t h e  5 '  p o s i t i o n o f  a n  

a d j a c e n t  2 ' - 0 - me t h y l a d e n o s i n e ( A m ) o r  2 - 0 - me t h y l g u a n o s i n e 

( G m ) r e s i d u e s  ( lJe i  a n d  M o s s , 1 9 7 4 ; M o s s  e t  g_l_. , 1 9 7 6 ; B o o n e  

a n d M o s s , 1 9 7 7 ; B o s s a r t  �:t g_l_. , 1 9 7 8 a ; 1 9 7 8 b ) .  T h e  m o d i f i e d 

t e r m i n u s  o f  t h e  v a c c i n i a  m R N A  b e a r s t h e  s t r u c t u r e 

m 7 G C 5 '  ) p p p N 1 
m _ N 2

m wh e r e  N 1 i s  A m o r  c m . Th i s  s t r u c t u r e  i s  

d e p i c t e d  i n  F i g . 2 - 1 1 .  T h e  a d e n o s i n e r e s i d u e  i n  t h e  

p e n u l t i m a t e p o s i t i o n  i s  o f t e n  d o u b l e - me t hy l a t e d  t o  f o r m 

N 6 , 2 - 0 - d i me t hy l a d e no s i n e C m6 Am ) a n d N2 i s  me t h y l a t e d  t o  f o r m  

the s t r u c t u r e m7G C 5 ' ) p p p N 1
m - N2

m . Th i s  mo d i f i c a t i o n ma k e s  t h e  

R N A  r e s i s t a n t  t o  t h e  c o m b i n e d  a c t i o n o f  5 ' - e x o n u c l e a s e s a n d  

a 1 k a 1 i n e  p h  o s  p h  a t  a s  e ( E n s  i n g e r  �:t g_ l_ .  , 1 9 7 5 ) a n d i s 

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

v i t r o  ( 8 o t h  li g_l_. , 1 9 7 5 ) .  

O t h e r  e a r l y  R N A  s p e c i e s a r e  ma d e  a f t e r  t h e  i n i t i a t i o n o f  

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

M c A u s l a n ,  1 9 6 7 a ) .  S o m e e x p e r i me n t s  s u g ge s t  t h a t  t h e  r a t e o f  

RNA s y n t h e s i s  i s  c o n t ro l l e d  b y  t he u n c o a t i ng p r o c e s s . I f  the 

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

p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  s y n t h e s i s  o f  i m m e d i a t e  e a r l y  R N A  i s  

e n h a n c e d  f o r  a n  e x t e n d e d  p e r i o d  o f  t i m e C M u n y o n  a n d K i t ,  

1 9 6 6 , K a t e s  a n d M c A u s l a n ,  1 9 6 7 a > .  I n t e r f e r o n  ( J o k l i k  a n d 

M e r r i g a n ,  1 9 6 6 ) a n d  U . V .  i r r a d i a t i o n o f  v i r u s e s  C Ka t e s  a n d  

Mc A u s l a n ,  1 9 6 7 a ) p r o d u c e  t he s a me e f f e c t .  O n  t he o t h e r  h a nd , 

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

s y n t h e s i s ,  wh i c h ra p i d l y  d e c l i ne s , o c c u r s i n  t he p r e s e n c e  o f  

i nh i b i t o r s  o f  DNA s y n t he s i s .  E a r l y  mRNA s y n t he s i s  c o n t i n u e s  

th r o u g ho u t  t he mu l t i p l i c a t i o n c yc l e .  Th i s  ma y b e  d u e  t o  t h e  
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p o r t i o n o f  t h e  v i r u s  i n o c u l u m t h a t r e m a i n s i n c o m p l e t e l y  

u n c o a t e d , s i n c e  o n l y  5 0 '7.  o f  v i r u s  i n p u t  b e c o m e s  c o m p l e t e l y 

u n c o a t e d  < J o k l i k ,  1 9 6 4 > .  S e q u e n c e s  c o d i n g f o r  s o m e e a r l y 

m R N  As h a v e b e  e n 1 o c a t e d w i t h i n t h e  I T R ( W i t t e k li g_l_. , 

1 9 80 ) . 

L a t e  R N A s  a r e m a d e  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  D N A  r e p l i c a t i o n .  

S y n t h e s i s  o f  t h i s  s p e c i e s o f  R N A  i s  p r e v e n t e d  b y  i n h i b i t o r s  

o f  D N A  s y n t h e s i s .  L i k e t h e e a r l y m R N A s  t h e y  a l s o c o n t a i n  

po l y  A a n d  a re c a p ped a n d  me t h y l a t e d  < Ka t e s ,  1 9 7 0 ;  S he l d o n  e t  

g_l_. , 1 9 7 2 ; N e  v i n s a n d  J o k 1 i k , 1 9 7 5 > .  E a  r 1 y a n d  1 a t e m R N  As 

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

c o mpe t i t i o n a n d  by d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  s ed i me n t a t i o n r a t e s .  

Ea r l y v a c c i n i a v i r us RNA c o mp e t e s  w i th o n l y  h a l f  o f  t h e  RNA 

ma de a t  l a t e  t i me s  whe r e a s  the l a t e  RNA c o mpe t e s  w i t h a l l t h e  

e a r l y  R N A  < O da a n d Jo k l i k ,  1 9 6 7 > .  T h e  s e d i me n t a t i o n r a t e s  o f  

t h e  l a t e  RNAs r a n ge f r om 1 6 - 2 3 5  c o mp a r e d  w i th t h e  1 0 - 1 4 5 < Od a  

and J o k l i k ,  1 9 6 7 ;  Sa l zma n  e t  g_l_. , 1 9 6 4 ) o r  1 0 - 1 2 5 < Ka t e s  a n d  

M c A u s l a n ,  1 9 6 7 > o f  t h e e a r l i e r s p e c i e s .  Ca p s  i n  t h e  e a r l y  

m R N A s  a l s o c o n t a i n  m o r e  G m t h a n  A m a n d m 6 A m a t  t h e  N 1 

po s i t i o n .  The e a r l y  o n e s  a r e  a l s o me t h y l a t e d m o r e  e x t e n s i v e l y  

a t  N2 t h a n  the l a t e o nes . 

I n  a d d i t i o n  t o  D N A  s y n t h e s i s ,  i t  i s  a l s o b e l i e v e d  t h a t 

a r g i n i n e i s  r e q u i r e d  f o r  l a t e  mRNA s y n thes i s .  I t  wa s s ho wn 

t h a t a r g i n i n e  d e p r i v a t i o n a l l o w s e a r l y  m R N A  t o  b e  

t r a n s c r i b e d  � n d  D N A  s y n t h e s i s  t o  p r o c e e d  b u t  p r e v e n t s  t h e 

t r a n s c r i p t i o n o f  l a t e  mRNAs < O b e r t , tl_ g_l_. , 1 9 7 1  ) .  
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T h e  d e v e l o p m e n t  o f  a c e l l - f r e e  t r a n s c r i p t i o n s y s t e m  h a s  

e n a b l e d t h e  t r a ns c r i p t i o n o f  c l o n e d  f r a g m e n t s  o f  t he geno me . 

T r a ns c r i p t i o n ma ps o f  t h e s e  g e n e s  ( s e e  F i g . 2 - 1 2 )  ha v e  g i v e n  

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

we l l  a s  t o  t h e  r e g u l a t o r y  mec han i s ms i n v o l v e d ( Co o pe r  e t  gj_. , 

1 9 8 1 ; P u c k e t t  a n d  M o s s , 1 9 8 3 ; M a h r  a n d  R o b e r t s , 1 9 8 4 a ;  

1 9 8 4 b ; Y i t t e k , e t  g_ l_ . , 1 9 8 4 ; Ye i r  a n d M o s s , 1 9 8 4 ; G o l i n i  a n d 

K a t e s , 1 9 8 4 ; J o n e  s a n d M o s s , 1 9 8 5 ; C o c h r a n e t g_l_. , 1 9 8 5 ) .  

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

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

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

g_l_. , 1 9 8 0 ) .  Th e s e  s t u d i e s a l s o s h o w  t h a t  t r a n s c r i p t i o n c a n  

e i t h e r  g o  l e f t wa r d  o r  r i gh t wa r d .  C l u s t e r i n g o r  o v e r l a p p i ng 

o f  v a c c i n i a  v i r u s  g e n e s  wa s a l s o o b s e r v e d  < Go l i n i  a n d  Ka t e s , 

1 9 8 4 ; J o n e s  a n d  Mo s s , 1 9 85 ) .  

The me t a b o l i c s t a b i l i t y o f  t h e  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  RNAs h a s  

b e e n  s t u d i e d .  Th e m R N As f o r  t h y m i d i n e k i n a s e  < M c A u s l a n ,  

1 9 6 3 a ; 1 9 6 3 b ) a n d f o r  i n d u c e d  D N A  p o l y me r a s e  ( J u n g w i r t h  a n d  

J o k l i k ,  1 9 6 5 ) ha v e  ha l f - l i f e s  o f  6 hr . O t he r  e a r l y  mRNAs a r e  

l e s s  s t a b l e  < Ka t e s  a n d  M c A u s l a n ,  

S e b r
.
i ng a n d S a l z ma n  ( 1 9 6 7 > s h o we d  

1 9 6 7 a ) .  E x p e r i me n t s  b y  

h a l f - l i f e s  o f  1 3  m i n  f o r  

l a t e  m R N A s  a n d 1 2 0 m i n  f o r  e a r l y  m R N A s . Ho w e v e r , O d a  a n d  

J o k l i k  < 1 9 6 7 ) c l a i me d  t ha t  l a t e  me s s e ng e r s  we r e  a s  s ta b l e  a s  

e a r l y  m e s s e n g e r s . 

Trans l a t i on 

T o  i n i t i a t e t r a n s l a t i o n ,  v a c c i n i a  m R N A  e n g a g e s  t h e s ma l l e r 

s u b u n i t  o f  t h e  r i b o s o me s , s i m i l a r t o  t h e c e l l u l a r m e s s a g e 
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F i g . 2 - 1 2 . Tr a ns c r i p t i o n / t r a n s l a t i o n ma p o f  t h e  v a c c i n i a  v .i r us � e n o me .  Arrows 
i nd i c a t e t he d i re c t i o n o f  t r a n s c r i p t i o n .  N u m b e r s  a b o v e  the a�ro ws re pres e n t  the 
s i z e o f  t h e  m R N A s i n  b a s e  p a i r s ;  n u m b e r s  b e l o w r e p r e s e n t  t h e  s i z e o f  
t r a n s l a t i o n a l p r o d u c t s  i n  k i l o d a l t o n s .  Ge n e s  t h a t ha v e  b e e n  m a p p e d  a r e  a l s o 
i n d i c a t e d  b y  a s t e r i s k s .  < D a t a f r o m  W i t t e k  � aL. , 1 9 6 1 ; C o o p e r � �� . , 1 9 6 1 ; 
M o s s  �k al. , 1 9 6 1 ; V e n k a t e s a n  a n d  M o s s , 1 9 6 1 ; B a j s z a r  �� aL. , 1 9 8 3 ; M a h r  a n � 
R o b e r t s , 1 9 6 4 ; J o n e  s a n d M o s s , 1 9 6 4 ; M o r  g a n a n d R o b e  r t s , 1 9 6 4 ; W i t t e k ll a..l.. , 
1 9 8 4 ) .  



3 2  

( M e  t z e t g_l_. , 1 9 7 5 ; J o k 1 i k a n d Be c k e r , 1 9 6 5 ) . T h e  p r e s e n c e 

o f  p o l y  A s  a t  t h e 3 '  e n d , o r  t h e i r  a b s e n c e , d o e s  n o t  s e e m  t o  

a f f e c t t he r a t e  o f  t r a ns l a t i o n  < Ne v i n s a n d Jo k l  i k ,  1 9 7 5 ) .  

T h e  e a r l y  p r o t e i n s t r a n s l a t e d  c a n  b e  c l a s s i f i e d i n t o  3 

c 1 as s e s : C 1 a s s  A a r e  t h o s e  t h a t  a r e  s y n thes i s e d  i mmed i a t e 1 y 

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

s w i t c h  o f f  a f t e r  6 0  m i n  e . g .  P 6 0  a n d P 2 7 ; C l a s s  B a r e  t h o s e  

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

b e t w e e n  1 - 2 h r  e . g .  P 1 2 5 , 1 0 3 �  P5 1 wh i l e  C l a s s  C a r e  t h o s e  

w h i c h  a r e  s y n t h e s i s e d  a t  a c o n s t a n t  r a t e  d u r i n g t h e f i r s t  2 

h r  o f  i n f e c t i o n e . g .  P 5 5 , P 4 0 ,  P3 1 < E s t e b a n  a n d  M e t z .  1 9 7 3 ) .  

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

i s  s y n t h e s i s e d  a t  t h e p e a k  o f  DNA s y n t h e s i s  a n d t h e r e a f t e r  

d ec l i n e s  a nd t he o t h e r  a p p e a r s  s l i gh t l y  l a t e r  a n d  c o n t i n u e s  

thro u g ho u t  the v i r us gr o wt h  c y c l e . 

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

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

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

pro te i ns b e f o r e  c l a s s  B p r o t e i ns i . e .  mess e n g e r s  f o r c l a s s  A 

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

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

mRNAs f o r  c l a s s  A p r o t e i n s ha v e  s h o r t  l i v es o r  t h a t  t he r e  i s  

c o m p e t i t i o n b e t we e n  t he d i f f e r e n t  v i r u s  me ss e n ge r  s p e c i e s f o r  

r a te - l i m i t i ng c o mpo n e n t s  i n  t r a n s l a t i o n .  The r e gu l a t i o n o f  

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

pr o t e i n  e . g .  c l a s s  A p r o t e i n  s w i t c h i ng on t h e  t r a ns c r i p t i o n 

of mRNA f o r c l a s s  B p r o t e i n s .  A l t e r na t i v e l y ,  i t  ma y i n v o l v e  
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a p r o g r a m m e d  v i r u s  p a r t i c l e  i n  w h i c h  R N A  p o l y m e r a s e  

t r a nc r i b e s , w i t ho u t  e x t e r n a l c o nt r o l ,  f i r s t  o n e  s e t  o f  ge n e s  

a n d  t h e n  a n o t h e r .  R e g u l a t i o n o f  t h e o v e r a l l r a t e o f  

t r a n s c r i p t i o n b y  t h e  c o r e  i s  we l l  e s t a b l i s h e d  < K a t e s  a n d  

M c Aus l a n ,  1 9 6 7 a ; Wo o d s o n , 1 9 6 7 ) a n d  i s  p r o b ab l y  e f f e c t e d  b y  a 

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

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

t he c ha n g i n g p a t t e r n s  o f  e a r l y  po l y p e p t i de s y n t he s i s  i n  t h e  

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

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

c 1 a s s  B p r o t e i n  e a u  1 d s w i t c h  o f f  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  c 1 a s s  A 

p r o t e i n . E v i d e n c e f o r  t h i s  t y pe o f  r e g u l a t i o n i s  f o u nd w i t h  

t h e s y n t h e s i s  o f  t h y m i d i n e k i n a s e  C M c A u s l a n ,  1 9 6 3 a ; 1 9 6 3 b ;  

1 9 6 9 ) .  M o s s  a n d  F i l l e r < 1 9 7 0 ) a l s o r e p o r t e d  t h a t v i r u s  

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

v a c c i n i a  v i r u s - i n f e c t e d  He L a  c e l l s i s  b l o c k e d  b e t we e n  3 0  a nd 

6 0  m i n a f t e r  i n f e c t i o n ,  b u t  n o t  a t  e a r l i e r  t i me s . T h e s e  

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

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

s ub s e q u e n t  r e g u l a t i o n o f  v i r u s  p r o t e i n  s y nthe s i s .  

C e l l - f r e e  t r a n s l a t i o n e x p e r i me n t s  i n d i c a t e  t h a t  e a r l y  R N A  

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

l a te RNA d i r e c t s  t he s y n t h e s i s  o f  a u t h e n t i c  l a t e  po l y p e p t i de s  

( Co o p e r  a nd M o s s , 1 9 7 9  > .  

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

v a c c i n i a  i n f e c t i o n  ma k e s  p o s s i b l e  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

v i r u s - c o d e d  p r o t e i ns s y n t he s i s e d  i mm e d i a t e l y a f t e r  i nf e c t i o n .  
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W i t h i n  1 5 - 6 0  m i n ,  v i r u s - i nd u c e d  p r o t e i n  c a n  b e  d e t e c t e d  a n d  

c a n  b e  re l a t e d  t o  t h e  p r i o r a pp e a r a n c e  o f  n e w  po l y r i b o s o me s  

wh i c h  c o n t a i n  v i r a l mRNA < Se e k e r  a nd J o k l i k ,  1 9 6 4 ) .  

T h e  v a c i n i a  v i r u s  g e n o m e i s  c a p a b l e  o f  c o d i n g f o r 2 0 0  

p o l y p e p t i d e s . A b o u t  7 5  e a r l y  a n d 4 0  l a t e  po l y pe p t i d e s  ha v e  

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

h y b r i d i z a t i o n t o  p u r i f i e d < Co o p e r  a n d M o s s , 1 9 7 9 ) o r  c l o n e d  

f r a g m e n t s  < B e  l l e I s l e e t �l.. . , 1 9 8 1 ) . T r a n s c r i p t i o n /  

t r a n s l a t i o n ma ps of t h e  f r a gme n t s o f  the g e n o me a n a l y s e d  t o  

d a t e  a r e  s h o w n i n  F i g . 2 - 1 2 .  

The u s e  o f  S D S - P AGE e n a b l e d t h e  s e q u e n t i a l  a p pe a r a n c e  o f  t h e  

v i r u s - i nd u c e d  p o l yp e p t i d e s  t o  b e  s t u d i e d . P e n n i n g t o n  < 1 9 7 4 ) 

d e t e c t e d a b o u t  8 0  p o  l y p e p t  i d e s , 3 0  o f  wh i e h  a p pe a r e d  b e f o r e  

a n d 5 0  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  D N A  s y n t h e s i s  < F i g .  2 - 1 3 ) . V i r u s 

c o d e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  s t a r t s  a s  e a r l y  a s  3 0  m i n  a f t e r  

i n f e c t i o n  u s i n g a h i g h m u l t i p l i c i t y o f  i n f e c t i o n ( 5 0  

pf u / c e l l ) .  

S o me e a r l y  a s  we l l  a s  s o me l a t e  p r o t e i n s are e x p r e s s e d  o n  t he 

p l a s ma me mb r a n e  o f  i nf e c t e d  c e l l s . The s e q u e n t i a l  a p p e a r a n c e  

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

s e e n  i n  m o u s e  L c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  WR , I HD ....: J a n d C V - 1  

s t r a i n s o f v a c c i n i a v i r u s  ( M a 1 1 o n � g_l_. , 1 9 8 5 ; M a 1 1 o n a n d 

Ho l o wc z a k ,  1 9 8 5 > .  A t  1 h r  p . i . ,  p o l y p e p t i d e s  w i t h  M W' s  o f  4 8 -

5 0 K  a n d  3 6 - 3 7 K  we r e  d e t e c t e d  o n  c e l l s u r f a c e s  a n d b y  2 h r  

p . i .  po l y p e p t i d es w i t h MWs o f  4 8 K - 5 0 K ,  4 2 K - 4 4 K ,  3 6 K - 3 7 K ,  2 9 K -

3 0 K  a n d  1 6 K - 1 7 K  w e r e  d e t e c t e d .  W h e n p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s 

a l l o w e d t o  p r o c e e d  f o r  2 . 5 h r  p . i .  a n d  t h e n  s t o p p e d , 



----

u 0 5 1 1 5 2 2 5 3  4 u 0 5 1  1 5 2 2 5 3  4 5 6  7 8 
T• � ( I 

Fig. 2• 1 3  A u t o radiOgram showmg t t mc of <.: u r  of polypeptide nthe 1s 1 0  \'a -. 
cinia viru · m fe ted cel l  1 0  the a M'nl-e i le t t  1 and pre en ·e l ngh t I o c y t o  me a ra . 
no·ide . an i n hibltor of D \ r\ �y n t he�• . C .  u n • n lc:ct e d  �·d b.  
f From Penn i nQton .  1 974 ) .  
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po l y p e p t i des w i t h  M Ws o f  58K , 4 8 K - 50 K ,  4 2 K ,  3 6 K - 3 7 K ,  3 2 K - 3 3 K ,  

2 7 K - 2 9 K  a n d  1 6 K - 1 7 K we r e  e x p r e s s e d  o n  t h e  p l a s ma m e m b r a n e s .  

B y  3 h r  p . i . ,  p o l y p e p t i d e s  w i t h  M Ws o f  7 8 K - 8 2 K ,  6 5 K , 5 0 K , 

4 2 K - 4 5 K ,  35K-3 7 K ,  3 2 Kk - 3 4 K ,  3 0K ,  20K  a n d  1 7 K- 1 8K had a ppeared  

o n  the  p l a s m a m e m b r a n e s  a n d  by  4 h r , o n l y  the  3 2 K d - 3 4 K d 

p o l y p e p t i d e wa s d e t e c t e d .  P o l y p e p t i d e s  o f  3 2 K  a n d  3 7 K  we r e  

v i r i o n-der i v e d  a n t i gens < Ma l l o n a nd Ho l o wc za k , 1 9 85 ; Ma l l on  

e t  a l . ,  1 985 ) .  The r o l e  o f  these  a n t i gens i n  re l a t i o n  to 

rec o gn i t i o n and l ys i s o f  i nf ec ted c e l l s  by c y to to x i c  T c e l l s  

h a s  b e e n  s t u d i e d ( J a c k s o n  e t ��- . 1 9 7 6 ; O i e  a n d  I c h i h a s h i , 

1 9 8 1 ; Ma l l o n  a n d  Ho l o wc z a k , 1 9 8 5 ; M a l l o n e t ��. , 1 9 8 5 ) .  A n  

e x a mp l e  o f  a l a t e  s u r f a c e  a n t i g e n  i s  t he h a e ma g g l u t i n i n  

e x pressed  on  c e l l s  i n f e c ted wi th o r th o pox v i ruses  o f  t he HA ( + ) 

p h e n o t y p e  < We i n t r a u b  a n d  Da l e s ,  1 9 7 4 ) ,  b u t  t h i s  a n t i g e n  i s  

c l e a r l y  no t e s s e n t i a l  f o r T c e l l r e c o gn i t i o n o f  i n f e c t e d  

c e l l s .  

Regu l a t i o n o f  v a c c i n i a  v i r us t r a ns c r i pt i on a n d  t r a n s l a t i on 

a p p e a r  to b e  v i r u s - s p e c i f i e d .  Ho w e v e r , t h e  p r e s e n c e  o f  

n u c l e a r  a s s o c i a t e d  v a c c i n i a  v i r u s - s pe c i f i e d m R N A  s u gge s t s  

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

s y n t h e s i s  ( B o l d e n  e t �� . •  1 9 7 9 ) .  S i m i l a r o b s e r v a t i o n s we r e  

r e p o r t e d  i n  f o w l p o x  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  C Ga f f o r d  a n d  

Randa l l ,  1 97 6 ) a n d  � e l l s  i nf e c t e d  w i th Yaba  v i r u s e s  C Ta y l o r 

e t  g_�. ,  1 9 7 7 > .  Ho we v e r , a d i f f e r e n c e e x i s t s  i n  t h e  n u c l e a r  

a n d  c y t op l a s m i c v i r u s - s p e c i f i ed mRNAs . I t  wa s pos t u l a t e d  b y  

B o 1 d e n  li g_�. ( 1 9 7 9 ) t h a  t t h e  p o s  s i b 1 e r o 1 e o f  t he n u  c 1 e u s  i n 

v a c c i n i a  i n f e c t i o n i s  t o  p r o c e s s  t h e  v a c c i n i a  m R N A  ma d e  i n  

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

a n d  s p l i c i n g o f  m R N A , b o t h v i r a l  a n d. • c e l l u l a r ma y b e  a 
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n e c e s sa r y  s t e p  to p r o d u c e  a f u nc t i o na l message . I t  wa s a l s o 

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

c e l l s  < Pe n n i n g t o n  a n d F o l l e t ,  1 9 7 4 ) e v e n  t h o u g h  e a r l y  

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

nuc l e i i n  v a c c i n i a  v i r u s  ha s been  demo ns trated b y  the wo r k  o f  

S i l v e r ,  e t  §.J .. . ( 1 9 7 9 ) u s i n g o(- a ma n i t i n e ,  a s p e c i f i c  

i n h i b i t o r  o f  R N A  p o l y m e r a s e  I I . R N A  p o l y m e r a s e  I I  i s  

r e s p o ns i b l e  f o r  nuc l e a r  mRNA s y nthes i s .  I t  i s  s u gge s t e d  tha t 

the hos t nuc l e us pa r t i c i pates i n  v i rus a s s e mb l y . S i  1 v e r  a n d  

c o  1 1  e a g u e s  < 1 979  > s h o w e d  t h a t  o( - a ma n i t i n  e d i d  n o t  e f f e c t  

v a c c i n i a  v i rus re p l i c a t i o n i n  mu tant c e l l s  wh i c h  possess e d  a 

p o l y me r a s e  I I  res i s ta n t  to t he tox i n .  

I n  c o ntrast  )(- i r r a d i a t i o n  i n  doses  s u f f i c i e n t  t o  ma ke the 

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

r e p l i c a t i o n .  A l s o , E M  s t ud i e s o f  e n u c l e a t e d  p r i ma r y  mo n k e y 

k i d n e y  c e l l s  i nf e c t e d  w i th the  WR s t r a i n  of  v a c c i n i a  showe d  

a 1 1  the usua  1 stages o f  v i r u s  r e p  1 i c a t  i o n < K l  i tsuno  v a  li §]_. , 

1 9 8 3 > .  R e c e n t l y , o(- a ma n i t i n e - r e s i s t a n t  v a c c i n i a  v i r u s  

mut a nts ha v e  been  i so l a te d .  One muta n t , �- 27 , i s  c a pa b l e o f  

r e  p 1 i c a t i n g i n e n u  c 1 e a t e d B S C - 4 0 c e 1 1 s < V i 1 1 a r e  a 1 e t  g_!._. , 

1 9 8 4 ) .  I t  i s  a b l e t o  c a t a l y s e  p r o t e o l y t i c  p r o c e s s i n g o f  t wo 

ma j o r  c a p s i d  prote i ns ,  VP6 2 and  V P60 , wh i c h w i l d  t y p e  v i r u s  

f a i l e d t o  d o  t h e  p r e s e n c e  o f  o(-: a m a n i t i n e .  

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

Xho i c l e a v a ge s i te wa s a l tered  i n  the �- 27  DNA mo l ec u l e .  
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S truc tura l Prote i ns 

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

a u to ra d i ogra phy o f  g e l d i f f us i o n p l a t e s  on  prote i n  e x tr a c t s  

o f  v a c c i n i a  v i ru s - i nf ec te d  c e l l s  sho ws t h a t  a t  l e a s t  5 v i r a l 

s t r u c t ura l prote i ns a r e  s y nthe s i s e d  b e f o r e the onset  o f  v i ra l 

D N A  s y n t h e s i s  < S a l z m a n  a n d  S e b r i n g ,  1 9 6 7 ) .  M o s t  o f  t h e  l a t e  

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

s y n t he s i s e d  l a t e  i n  i nf ec t i o n .  Two o f  the c o re po l y pept i d e s  

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

i n f e c t i o n < H o l o w c z a k  a n d J o k l i k ,  1 9 6 7 ) .  A t h i r d c o r e  

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

a pp e a r l a t e .  One or  2 po l y pe p t i d e s  s e e m  t o  be  ma de thro u gho u t  

the mu l t i p l i c a t i on c yc l e  < Mo s s  and Sa l zma n ,  1 9 6 8 ,  Ho l o wc za k  

a n d  J o k l i k ,  1 9 6 7 ) .  A b o u t  3 p o l y p e p t i d e s  a r e  f o r m e d  f r o m  

h i ghe r mo l ec u l a r we i ght p recursors  wh i c h  are  ma d e  a f te r  the 

c o mm e n c e me n t  of  DNA s y n t h e s i s  ( K a t z  a n d  M o s s , 1 9 7 0 a ; 1 9 7 0 b ; 

M o s s  a nd Rosenb l um ,  1 97 3 ; Penn i ngt on , 1 97 3 > .  

Pos t - Trans l at i onal Mod i f i cat i on 

The r e  a r e  t wo t y pe s  o f  p o s t - tr a ns l a t i o na l c ha nges i n v o l v e d  i n  

the  f o rma t i o n o f  v a c c i n i a  v i rus  po l y p e p t i d es , name l y , pept i d e 

c l e a v a ge a n d  a m i no a c i d  mod i f i c a t i o n .  Three ma j o r  s t ructura l 

p o l y p e p t i d e s , 4 a  < M W = 6 8 K > 4 b  < M W = 6 2 K >  a n d  P 9  we r e  f o u n d  t o  

c o m e  f r o m  h i g h e r  mo l e c u l a r we i g h t  p r e c u r s o r s , n a me l y ,  P 4 a  

< M W = 1 0 5 K ) , P 4 b  < M W = 7 4 K > < M o s s  a n d  R o s e n b l u m ,  1 9 7 3 ) a n d  P y  

< Pe n n i n g t o n , 1 9 7 3 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  p r e c u r s o r / p r o d u c t  

r e l a t i o n s h i p s h a v e  b e e n  d e mo n s t r a t e d  b y  ' p u l s e - c h a s e •  t y p e  
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e x p e r i me n t s  C Ka t z a n d  Mo s s , 1 9 7 0 a , 1 9 7 0 b ; P e n n i n g t o n , 1 9 7 3 ) 

a n d p e p t i d e ma p p i n g ( M o s s  a n d  R o s e n b l u m ,  1 9 7 3 ) < F i g . 2 - 1 4 ) . 

T h e  p r e c u r s o r s P 4 a  a n d P 4 b  h a v e  h a l f - l i v es  o f  1 - 2 h r  a n d 

the i r  c l e a v a ge a p p e a r s  to be  c o u p l e d t o  t he a s s e mb l y  o f  v i r u s  

c o res  a s  sho wn b y  i nh i b i t i o n w i th r i f a mp i c i n C Ka t z a n d  M o s s , 

1 9 70a ; 1 9 70b > .  

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

p h o s p h o r y l a t i o n .  G l y c o p r o t e i n s a s s o c i a t ed  w i t h t h e  c e l l 

memb r a ne ha v e  b e e n  d e te c t e d  by l a be l l i ng i nf e c t e d  c e l l s  w i t h 

rad i o a c t i v e g l uc o s a m i ne ,  f r u c t o s e  a n d  ga l actose  < Moss  e t  �L. , 

1 97 1 ; We i nt r a u b  and  Da l es ,  1 97 4 > .  G l y c o sy l a t i o n i s  pos s i b l y  

a n  e a r l y  f u n c t i o n ( J a c k s o n ,  §..t. �L. , 1 9 7 4 ) .  A t  l e a s t  1 < M o s s  

e t  �L. , 1 9 73 ; Ho l o wc za k ,  1 970 ; Ga ron  a n d  Moss , 1 9 7 1 ; E s p o s i to 

e t  �L. , 1 9 7 7 ) a n d  poss i b l y 2 ( Saro v and  J o k l i k ,  1 97 2 ) v i r i o n  

p r o t e i ns a r e  g l y c o s y l ated  w i t h  g l u c o s a m i ne a s  t h e  o n l y s uga r 

c o mp o n e n t  < Ga r o n  a n d  M o s s , 1 9 7 1 ) .  T h e y  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  

a s  p o l y p e p t i d e s  w i t h  M Ws o f  3 8 - 3 9 K  a n d  4 1 K . Wh e n  v a c c i n i a  

v i r u s  i s  g r o wn i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3 2 P ,  s e v e r a l s t r u c t u r a l 

p o l y p e p t i d e s  a r e  l a b e l l e d ( S a r o v a n d  J o k l i k ,  1 9 7 2 ) .  A b o u t  

6 0 7.  o f  the r a d i o a c t i v e  ma t e r i a l  i nc o r p o r a ted wa s d e t e c t e d  i n  

a p o l y p e p t i d e w i t h  a M Y  o f  1 1 K - 1 2 K .  T h i s  p o l y pe p t i d e i s  

h i s t o ne - l i ke i n  c o mpo s i t i o n and i s  a ma j o r c o mpo nent  o f  t h e  

c o r e .  I t  i s  f o u n d  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h t h e  D N A  < P o go e t  

�L. , 1 9 7 5 ) .  M i n o r  p h o s p h o p r o t e i n s i n c l u d e  t h e  2 4 K ,  3 4 K  a n d  

58K  p ro t e i ns .  
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V i rus - I nduced Enzyme s  

Se  vera  1 v i r u s - i nduc e d  enzyma t  i c ac t i v i t i e s a r e  d e t e c t e d  i n  

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

a s s o c i a t e d  < s e e  Ta b l e  V I > .  

T h y m i d i n e k i n a s e  < TK )  i s  i n d u c e d  1 . 5 - 2 h r  a f t e r  i n f e c t i o n 

and  i t s produc t i o n c o n t i n ues  f o r  about  4 - 6 hr < Ma ge e , 1 9 6 2 ; 

K i t  e t  �L. , 1 9 6 3 ; M c A u s l a n ,  1 9 6 3  a & b ) . Th e i n d u c t i o n o f  

t h i s  e n z y me i n  TK + c e l l s  a s  we l l  a s  i n  T K - c e l l s  a n d t h e  

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

< K i t !l.t.. �l._. , 1 9 6 3 ; D u b b s  a n d  K i t ,  1 9 6 4 ) .  The c o n t r o l o f  T K  

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

g e n e  < Hr u b y  a n d B a l l ,  1 9 8 1  ) . Th i s  g e n e  h a s  n o w b e e n  ma p p e d  

t o  t h e H i n d i i i  J f r a g m e n t  o f  t h e  g e n o me C Hr u b y  a n d  B a l l ,  

1 9 8 2 ;  Ba j s zar  e t  �. , 1 9 83 ) .  The MW o f  t he na t i v e TK i s  a bo u t  

8 0 K  a n d  t h e  a c t i v e T K  i s  b e l i e v e d  t o  b e  a t e t r a me r  o f  1 9 K 

s u b un i t s < Hruby  a n d  Ba l l ,  1 9 8 2 ) .  

T h e  l e v e l  o f  a D N A  p o l y me r a s e  a c t i v i t y < DN A  n u c l e o t i d y l  

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

v a c c i n i a  v i r us i nf e c t i o n ( J ungw i r th a n d  Jok l i k ,  1 9 6 5 ) .  The 

e n z y me h a s  a M W  o f  a b o u t  1 1 0 K C Cha l l b e r g  a n d  E n g l u n d , 1 9 7 9 ) .  

Th e g e n e  c o d i n g f o r the  e n z y me i s  l o c a t e d  i �  a 2 , 0 0 0  b p  

s e g me n t  ( J o n e s  a n d M o s s , 1 9 8 5 ) w i t h i n  t h e  1 5  k b p  H i �d i i i  E 

f r a g m e n t  ( J o n e s  a n d  M o s s , 1 9 8 4 ; T r a k t ma n  e t  g_L. , 1 9 8 4 ) .  

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

p a r t i c l e s i t  i s  n o t  a n  i n t e g r a l v i r i o n c o mp o n e n t  < Ta n  a n d  

M c A u s l a n ,  1 9 7 2 ) .  E v i d e n c e t h a t  D N A  p o l y me r a s e  a c t i v i t y i s  

v i r u s - c o d e d  c a me f r o m  s t u d i e s w i t h  p h o s p ho n o a c e t a t e  < P A A > • 



P4a 

Peb 

ta) 

Zh lh 

Pulse ChaH 

... 

4a 4b 

( b) ( C )  
,. �tb Za �Zb 

- 3a  
- ·  
=-----.. �·b 
�:: 5b �·· lb --....7. --...7b 
-....... 
-......, 
--.. 

--n 

--t2 

Fig. 2·U Autoradiocrams sbowin& the formatioa of some vacc:iaia Yirus structural 
proteins rolfl hi&her-molecular wei&bt precunon. Hel.a ceUs were infected in the 
absence (left) or presence (center) of rifampicin md incubated with ( lS S) metbion
ine for 20 min at 6 hr after infection. Cytoplasmic proteiDI obtaiaed at the end of 
the labeling period QUI at inte"als thereafter were crylamide 
gel electrophoresis. <Fro. fb!!IS and Rla ulblwa. 1 9'73 ) .  
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C i t a r e 1 l a g_t_ g_ l.. . ( 1 9 7 2 ) f o u n d t h a t t h e v a c c i n i a D N A 

p o l y me r a s e  wa s i n h i b i t e d  b y  P A A .  S u b s e q u e n t l y , C o n d i t  a n d  

M o t y c zka  ( 1 9 8 1 ) i s o l a ted  a PAA - re s i s ta n t  < PAAr ) mu t a n t  l a t e r  

c o n f i r med b y  M o s s  a n d  Co o p e r  ( 1 9 82 ) .  

A n o t h e r  e a r l y  v i r u s - i n d u c e d e n z y me i s  t h e  p o l y n u c l e o t i d e 

l i ga s e  wh i c h  sea l s  s i ng l e - stranded breaks  i n  dup l e x DNA a nd 

i s  e s s e n t i a l  f o r  DNA r e p l i c a t i o n i n  pro k a r yo te s . I t  has the 

s a me ATP c o f a c t o r  r e q u i r e me n t  as c e l l u l a r 1 i g a s e .  Th e 

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

s u g ge s t s t h a t  t h i s  e n z y m e  i s  v i r u s - i n d u c e d  ( S a mb r o o k  a n d 

S h a t k i n ,  1 9 6 9 ) .  

I nf e c t i on o f  monkey k i dney  <BSC- 4 0 ) c e l l s  w i th v a c c i n i a  v i ru s  

s t r a i n  WR r e s u l t e d  i n  ma r k e d  i n c r e a s e  o f  r i b o n u c l e o t i d e 

r e d u c t ase a c t i v i ty a s  me a s ured b y  c y t i d i ne d i pho s p h a t e  < COP ) 

r e d u c t i o n  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s . Hy d r o x y u r e a ,  E DTA , d ATP , 

a n d  d TTP i nh i b i ted COP , s e t t i ng t h i s  r e d u c t a s e  a p a r t  from  T4 

r e d u c t a s e  wh i c h  i s  n o t  i n h i b i t e d  b y  d AT P , a n d f r o m  he r p e s  

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

i ns e ns i t i v e t o  deoxy 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  i n h i b i t i o n  

( S l a b a ugh e t  9..!... ,  1 9 8 4 ) .  

S e v e r a l e n z y ma t i c  · a c t i v i t i e s h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  t h e 

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

m o d i f i c a t i o n o f  m R N A .  T h e  f i r s t  o f  t h e s e  e n z y m a t i c  

a c t i v i t i e s i de n t i f i e d  wa s t h e  D NA - d e p e n d e n t  R N A  p o l y me r a s e  

a c t i v i t y i n  v a c c i n i a  < K a t e s  a n d  Mc A u s l a n ,  1 9 6 7 b ; M u n y o n  e t  

g_ l._ .  , 1 9 6 7 ) . T h i s a c t i v i t y h a  s b e e n d e  t e c t e d i n o t h e  r 

p o x v i r u s e s  i n c l u d i n g t h o s e  f r o m  r a b b i t p o x  < K a t e s  a n d 
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Mc Aus 1 a n ,  1 9 6 7 b ) and  Ya b a  v i  r u ses ( Sc hwa r t z  a nd Da 1 es , 1 9 7 1  ) . 

Ana l ys i s  o f  t h e  enz yme f ro m  i nf e c ted HeLa  c e l l s  by S OS - PAGE 

r e v e a l e d t h e  p r e s e n c e o f  7 po l y p e p t i d e s  w i t h  mo l e c u l a r 

we i g h t s  o f  1 3 5 k , 1 3 0 k , 7 7 k , 3 4 k , 1 9 . 5 k , 1 6 . 5 k  a n d  1 3 . 5 k  

< N e v i n s a n d J o k l i k ,  1 9 7 7 ) .  The e n z y me h a s  b e e n  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d f r o m  t h e  v a c c i n i a  v i r i o n b y  S p e n c e r  e t  g_J,_. ( 1 9 8 0 > 

a n d  B a r o u d y  a n d M o s s  ( 1 9 8 0 > .  The  l a t t e r  i n v e s t i g a t o r s  

c a l c u l a t e d  t h e  M W  o f  t h e  n a t i v e e n z y me t o  b e  5 0 0 K  a n d  t h e  M Ws 

o f  t h e  p u ta t i v e subun i t s t o  be 1 4 0 K ,  1 3 7 K ,  3 7 K , 3 5 K ,  3 1 K ,  2 2 K  

a n d  1 7 K .  

The p o l y  A p o l y merase  ( po l ynuc l eo t i de adeny l t r a nsferase  o r  

term i na l  adeny l a te transferase > i s  res pons i b l e f o r  a t ta c h i ng 

a p p r o x i m a t e l y  1 0 0 a d e n y l a t e  r e s i d u e s  t o  t h e  3 '  t e r m i n u s  o f  

t h e  v i r i o n - a s s o c i a t e d  m R N A  < Mo s s  a n d  R o s e n b l u m ,  1 9 7 4 ) .  I n  

n a t i v e f o r m  i t  h a s  a M W  o f  8 0 K  c o n s i s t i n g o f  2 p o l y p e p t i d e  

s u bu n i ts o f  5 1 K and  3 5 K  a s  d e tec ted b y  SOS -PAGE ( Moss e t  �L. , 

1 9 7 5  ) • 

Th r e e  e n zy me s  r e s p o n s i b l e  f o r  " c a p p i ng"  a n d  m e t h y l a t i o n a t  

the 5 '  t e r m i n u s  o f  mRNA ha v e  been i so l a te d  f r o m  the v a c c i n i a  

c o r e  (Ens i nger  e t  �. , 1 975 ) .  The s e  a r e  guany l y l trans f e rase , 

wh i c h t r a ns f e r s  a GMP r e s i d ue f r o m  GTP t o  the 5 '  t e r m i nus  o f  

R N A  c o n t a i n i n g a 5 '  t e r m i n a l d i - o r  t r i p h o s p h a t e , a 

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

S - a d e no s y l  me t h i o n i ne t o  t he 7 pos i t i on o f  t he added  gu a n i ne 

a n d  a s e c o n d  me t h y l t r a n s f e r a s e  wh i c h  me t h y l a t e s  t h e  2 ' 

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

rea c t i o ns i n v o l v e d  a r e : 



2 . G ( 5 • > pp p ( 5 ' ) N 1 p N 2 p - + S Ad o Me t > 

m7 G C 5 '  ) pp p ( 5 '  > N 1 pN2 - + SAd o Hc y  

3 .  m7G C 5 '  ) p ppN1 p N2 p - + SAd o Me t  > 

m7 G C 5 '  ) ppp C 5 '  > N 1
mp N2 - + SAd o Hc y  
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The f i r s t  t wo a c t i v i t i e s a p p e a r  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  a 

s i n g l e  e n z y m e w i t h  a M W  o f  1 2 7 k .  T h e  p u r i f i e d e n z y m e 

c o nta i ns 2 po l ypept i d e s  w i th MWs of 9 5 K  a nd 3 4 . 4 K  ( Ma r t i n  e t  

� . •  1 9 7 5 ; M a r t i n  and  Mo s s , 1 9 7 5 ; M o s s  et � . •  1 9 76 ; Boone e t  

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

me t h y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s a r e  a p parent l y s ynthes i s ed  a s  

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

C B o o n e  e t  a l . ,  1 9 7 7 > .  T h e  e n z y m e w h i c h  c a t a l y s e s  

me thy l a t i o n has a MW o f  3 6 k  C Ba rbosa a n d  Moss , 1 9 7 8 ) .  

Two e n z y ma t i c  a c t i v i t i es a r e  r e l ated  t o  the mo d i f i c a t i o n o f  

D N A  o f  t h e  v i r i o n .  B o t h  t h e  e x o n u c l e a s e  a n d  e n d o n u c l e a s e  

h a v e  s i m i l a r M \e  o f  a b o u t  5 0 K  b u t  e x i s t a s  h e t e r o d i me r s  o f  

1 00k i n  the a c t i v e s t a te ( Po go a nd ba l e s , 1 96 9 ; S c hwa r t z  a nd 

Da l e s ,  1 9 7 1 ; P o g o  e t  g_l_. ,  1 9 7 1 ) .  T h e i r  r o l e  i s  n o t  c e r t a i n  

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

i n t r o d u c e  n i c k s  i n  t h e  D N A  t e mp l a t e  ( Ge s h e l i n a n d B e r n s , 

1 9 7 4 ; P o go , 1 9 7 7 , 1 9 8 0 b ) .  Th e y  a r e d i s t i n gu i s h e d  f r o m  e a c h  

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

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

p r e s e n c e o f  v a r i o u s  a n i o n s , c a t i o n s , a n d t r a n s f e r  R N A .  The  

ex6nuc l e a s e  a c ts o p t i ma l l y  a t  pH  5 .0 ,  t he e nd o nuc l e ase  at  

p H  7 . 8 .  A d d i t i o n  o f  p ho s p h a t e s  t o  t h e  r e a c t i o n i n h i b i t e d  

DNAs e a c t i v i ty a t  p H  5 . 0 mo r e  t h a n a t  p H  7 . 8 wh i l e  M g + + , 

ea + + , N a + , K + a n d  N H4 we r e  r e l a t i v e l y  mo r e  i n h i b i t o r y  a t  

p H  7 . 8 .  A t  p H  5 . 0 ,  t R N A  p r o v e d  t o  b e  a mo r e  e f f e c t i v e 
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c o m p e t i t i v e i n h i b i t o r  o f  t h e r e a c t i o n t h a n  a t  p H  7 . 8  < P o g o 

a nd Da l e s ,  1 9 6 9 ) .  A t h i r d DNAa s e  o pt i ma l l y  ac t i v e a t  a l k a l i ne 

p H ,  p r o d u c e d  a f t e r  r a b b i tpo x i n f e c t i o n  o f  He La c e l l s h a s  b e e n  

r e p o r t e d  < Mc Au s l a n a n d  Ka t e s , 1 9 6 6 ) b u t  h a s  n o t  b e e n  d e t e c t e d  

i n  v a c c i n i a - i n f e c t ed c e l l s  < Po g o  a n d  Da l e s ,  1 9 6 9 ) .  

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

t r a n s c r i p t i o n o r  r e p ! i c a t i o n  ma y i n v o l v e a no t he r e n z y me , t h e  

n i c k i n g a nd c l o s i n g e n z y me . F i r s t  i d e n t i f i e d b y  B a u e r  e t  �

( 1 9 7 7 ) ,  i t  h a s  a M W  o f  7 0 K  w i t h  2 p o l y p e p t i d e s u b u n i t s  w i t h 

M Ws o f  3 5 K  a n d  2 4 K .  I t  i s  s u g ge s t e d  t h a t  t h i s  e n z y m e ma y 

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

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

L a k r i t z �!!.. g_j_. ( 1 9 8 5 ) .  I t  w a s s h o w n t h a t i t  i s  c a p a b l e  o f  

r e l a x i n g b o t h  l e f t - a n d r i g ht - hand e d  s u p e rhe l i c a l  DNA.  Th i s  

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

s u p e r c o i l e d c l o s e d  d u p l e x DNA < DNA I )  t o  n i c k e d  c i r c u l a r DNA 

< D NA I I > . Wh e n  l e f t  l o n g e r  i n  t h e  e n z y m e p r e p a r a t i o n s t h e  

DNA I I  wo u l d  s u b s e qu e n t l y  c o n v e r t  t o  du p l e x l i n e a r  DNA 

< DNA I I I ) .  

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

t r i p h o s p ha t e p h o s p h o h y d r o l a s e s . Two i nd e pend e n t  ATPa s e s  ha v e  

b e e n  n o t e d , A T P a s e  I a n d  I I  w i t h  M W s o f  6 1 K a n d  6 8 K ,  

r e s p e c t i v e l y  < We i  a n d M o s s , 1 9 7 4 ; P a o l e t t i  a n d M o s s , 1 9 7 4 ) .  

F u n c t i o n s  s u c h a s  e x t r u s i o n  o f  n a s c e n t  m R N A  c h a i n s f r o m  t h e  

c o r e s  < Ka t e s  a nd B e e s o n ,  1 9 7 0 a ) ha v e  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t he s e  

e n z y m e s .  O t h e r  b i o l o � i c a l  f u n t i o n s  m a y b e  D N A  s t r a n d  

s e p a r a t i o n , i n i t i a t i o n o f  DNA re p l i c a t i o n ,  t r a n s c r i p t i o n , DNA 

p a c k i n g , a s s e mb l y  and the n i c k i ng a n d  c l 6 s i n g a c t i v i t y .  
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K i n a s  e s h a  v e a 1 s o  b e e n  d e t e c t e d  i n v i r u s- i n f e c t e d  c e 1 1 s .  A 

v a c c i n i a  p r o t e i n  k i n a s e  o f  M W  6 3 K  h a s  b e e n  s o l u b i l i s e d  a n d  

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

C K l e i ma n  a n d M o s s , 1 9 7 3 ) .  T h e  c o r e - a s s o c i a t e d  5 ' - p h o s p h a t e 

p o l y r i b o n u c l e o t i d e k i n a s e  a s s o c i a t e d  w i t h R N A  c a p p i n g h a s  

a 1 s o  b e e n  c ha r a c t e r i s e d  ( S p e n c e r  e t  g_J_. , 1 9 7 8 ) .  

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

f u n c t i o n s  r e ma i n  u n k n o wn C Ar s o g l o u e t  g.l_. , 1 9 7 9 ) .  

DNA Re p l i c a t i on 

P o x v i r u s  D N A  s y n t hes i s  i s  i n i t i a t e d  i n  t he c e l l c y t o p l a s m  i n  

s o  c a l l e d " f a c t o r i e s "  o r  v i r o p l a s m s ( C a i r n s , 1 9 6 0 ) .  

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

c o d e d  e n z y me s .  Ho we v e r , r e p o r t s h a v e  s h o wn t ha t  f o w l  p o x  DNA 

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

C Ga f f o r d  a n d  R a n d a l l ,  1 9 76 ; Ha r d y  e t �. , 1 9 7 6 ) .  As me n t i o n e d  

a b o v e  ( s e e  S e c . 2 . 5 ) t h e  r a t e s  o f  D N A  s y n t h e s i s  d i f f e r  

b e t we e n  d i f f e r e n t  p o x  v i r u s e s . 

B l o ck i n g o f  p r o t e i n  s y n t hes i s  w i t h  c yc l o h e x i m i de i nh i b i t s DNA 

r e p l i c a t i o n  C Ka t e s  a n d  Mc Aus l a n 1 9 6 7 c l a nd s o me o f  t h e  v i ra l 

p r o t e i n s r e q u i r e d . a r e  d i s c u s s e d  b e l o w .  C o r e  e n z y ma t i c  

a c i t i v i t e s  a s s o c i a t e d  w i t h  DNA s y n t h e s i s  a r e  s h o wn i n  

T a b l e  V I .  T h e  D N A  p o l y me r a s e  r e q u i r e d  f o r D N A  r e p l i c a t i o n 

C J u ng w i r t h  a n d J o k l i k ,  1 9 6 5 ) h a s  b e e n  p u r i f i e d  f ro m  i n f e c t e d  

He L a  c e l l s a n d  f o u n d  t o  be a s i ng l e ,  l a r ge po l y p e p t i d e w i t h a 

M W  o f  1 1 0 K .  I t  wa s a s s o c i a t e d  w i t h a n  e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y 

e v e n  i n  t h e  p u r e s t  f o r m .  The p o l y me r a s e  a c t i v i ty r e q u i r e s  a 
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d i v a l e n t  c a t i o n  a n d  i s  ma x i ma l l y  a c t i v e i n  5 m M  M gC 1 2 a n d  i n  

phos p h a t e  bu f f e r  a t  pH 8 - 9 .  The e n z y me has ma x i ma l  a c t i v i t y 

o n  a c t i v a t e d  ( " n i c k e d " ) D N A . I t  w i l l  a d d a ma x i m u m  o f  o n e o r  

2 n u c l e o t i d e s  o n  e a c h n i c k  i n t r o d u c e d  i n t o  fx 1 7 4  R F  D N A .  

The e x o n u c l e a s e  a c t i v i t y a l s o r e q u i r e s  a d i v a l e n t  c a t i o n  a n d  

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

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

s i n g l e - s t r a n d e d  t h a n  o n  d u p l e x D N A  < C h a l l b e r g  a n d E n g l u n d , 

1 9 7 9  ) . 

The ma n ne r  i n  wh i c h v i r a l  DNA i s  i n  po x v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  

f o r me d  c o n f o r ms i n  mo s t  r e s pe c t s  w i t h t he s e m i - c o ns e r v a t i v e ,  

s y m me t r i c a 1 r e p  1 i c a t  i o n  s e e n  i n e u k a r y o t i c c e 1 1 s . Ho we v e r  , 

po x v i r u s  g e no me s  ha v e  s o me un i q u e  s t r u c t u ra l f e a t u r e s  wh i c h  

a r e  p r o b a b l y i n v o l v e d  i n  DNA r e p l i c a t i o n C Mo y e r  a n d  Gr a v e s ,  

1 9 8 1 b ;  Ba r o u d y  �t_ g_l_. , 1 9 8 2 ) .  F i r s t ,  t h e c o m p l e m e n t a r y  

s t r a n d s  o f  D N A  a r e t e r m i n a l l y  c r o s s - l i n k e d  C Ge s h e l i n a n d  

B e r n s , 1 9 7 4 ) a n d , s e c o n d l y ,  a s t r e t c h  o f  a b o u t  1 0 , 0 0 0  

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

o t h e r e n d , f o r m i n g a n  I T R C G a r o n  � g_l_. , 1 9 7 8 ;  W i t t e k  �t_ 

g_l_.  , 1 9 7 8 ) • 

E a r l y  mo d e l s  o f  D N A  r e p l i c a t i o n  s u g g e s t e d  t h a t p a r e n � a l 

g e n o me s  b e a r i n g o n e  C E s t e b a n  a n d Ho l o wc z a k ,  1 9 7 7 c > o r  2 

( Po go , 1 9 7 7 , 1 9 8 0 b  > n i c k s  a t  t h e  t e r m i  n a  1 c r o s s - 1  i nk s  s e r v e d  

a s  t e mp l a t e s  f o r  DNA r e p l i c a t i o n .  R e c o mb i na t i o n e v e n t s  wh i c h 

o c c u r  b e t we e n  p a r e nt a l a nd / o r  p r o g e n y  DNA mo l e c u l e s C Mo y e r  

e t  a l . ,  1 9 8 0 ) a l s o s u gg e s ted t ha t  r e p l i c a t i o n i s  a c c o mp a n i e d 

b y  n i c k i n g .  B o t h  e n d s  o f  t h e  g e n o me s e r v e  a s  t h e  i n i t i a t i o n 

a n d  t e r m1 n a t i o n s i t e o f  DNA r e p l i c a t i o n: C Po g o  e t  u. , . 1 9 8 1  ) .  
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R e  c e n t e x p e r i m e  n t s ( P o g o  e t g_l_. , 1 9 8 4 ) s h o w t he i n i t i a t i o n 

s i t e t o  b e  w i t h i n t h e  t e r m i n a l 1 5 0 b p . C r o s s - l i n k s  a r e  

r e - i n s e r t e d  i n  to p r o g e n y  genomes d u r i n g t h e  te r m i  n a  1 s t a ge s  

o f  g e n o m e f o r ma t i o n ( Ho l o wc z a k  a n d  D i a mo n d , 1 9 7 6 ;  P o g o a n d  

O ' S h e a , 1 9 7 8 > .  T h e  " c r o s s - l i n k i n g" a c t i v i t y i s  c a t a l y s e d  b y  

a n  e nz y me c o mp l e x c o n t a i n i n g e x o n u c l e a s e , DNA po l y me r a s e  a n d  

D N A  1 i g a s e  a c t i v i t e s , ( P o g o , 1 9 7 8 ,  1 9 8 0 a ) a n d  a " n i c k i n g 

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

( B a u e r  e t g_l_. , 1 9 7 7 ; L a  k r i t z g_t_ g_l_. , 1 9 8 5 ) . I t w a s  s h o w n b y  

L a k r i t z e t g_l_. , ( 1 9 8 5 ) t h a  t t h e  " c  r o s s - 1 i n k s "  a r e s e n s i v i t e 

t o  n u c l e a s e  S 1  b u t  n o t  t o  p r o t e i n a s e  K w h i c h s h o w s t h a t i t  i s  

a h a i r p i n  n o t  ma i n t a i n e d  by p r o t e i n  l i n k s . 

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

i n v e s t i g a t o r s ( G a r o n e t g_l_. , 1 9 7 8 ; M o y e  r a n d G r a v e s , 1 9 8 1 a ) 

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

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

r e s u l t s o f  e x p e r i m e n t s  o f  M c F a d d e n  a n d Da l e s ( 1 9 7 9 ) t h a t  

m i r r o r - i ma ge de l e t i o n s  a t  the t e r m i n a l  end o f  v a c c i n i a  DNA 

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

o r  t h a t  1 i n e a r  h e a d - t o - t a i l  c o n c a t a me r i c  m o l e c u l e s a r e  

p r o du c e d  to s e r v e  a s  i n t e r me d i a t es i n  t h e  o v e ra l l p r o c e s s  o f  

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

A r c h a r d  ( 1 9 7 9 ) a s  a n  e x p l a n a t i o n  f o r  f a s t  s e d i me n t i n g f o r ms 

o f  r e p l i c a t i ng DNA f o u n d i n  a l ka l i ne s u c r o s e  � r a d i e n t s , wh i c h  

we r e  a b l e  t o  b e  b l o c k e d  b y  pr i o r e t h i d i um b r o m i d e t r e a t me n t  

o f  i n f e c t e d  c e l l s . O b s e r v a t i o n s  b y  Ho l o wc z a k  a nd c o l l e a gu e s  

( c i t e d  i n  Ho l o w c z a k , 1 9 8 2 ) s h o w  t h a t  i f  c i r c u l a r i s a t i o n  

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

p r e s e n t  i n  t he " v i r o s o me s "  o f  i n f e c t e d  c e l l s  as j u d g e d  b y  E M .  

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

i nt e r a c t i o n s  d u r i n g  r e p l i c a t i o n .  A de l e t i o n  mu t a n t  o f  r a b b i t  

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

r i g h t  I TR i s  d e l e t e d  C M o y e r  a n d  R o t h e , 1 9 8 0 ) .  I t  c o u l d  b e  

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

a f t e r  r e p l i c a t i o n .  

W i t t e k  a n d  M o s s  ( 1 9 8 0 ) p r o p o s e d  a mo d e l C F i g . 2 - 1 5 )  i n  wh i c h 

the n u c l e a t i o n  e v e n t  c o n s i s t s  o f  t he a n n e a l i ng o f  a n y  o f  t h e  

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

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

a n n e a l i n g  o f  a d j a c e n t  r e p e a t s  a n d  t h e  r e ma i n i n g 7 , 0 0 0  

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

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

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

f a v o u r e d  b y  t he p r e s e n c e  o f  the s h o r t , u n i qu e  r e g i o n b e t w e e n  

t h e  t wo b l o c ks o f  t a n d e m  r e pe a t s .  T h e  we a k n e s s  o f  t h i s  mo d e l 

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

s t r u c t u r e  i s  c o n v e r t e d  i n to a d u p l e x DNA mo l e c u l e ,  h o w  t h e  5 '  

e n d s  a re c o mp l e t e d  n o r  h o w  t h e  ha i rp i n s a re r e s t o r ed . 

A m o r e  c o n v i n c i n g  m o d e l w h e r e b y  a c o n c a t a m e r i c  D N A  

i n t e r m e d i a t e  i s  g e n e r a t e d  c o n s i s t i n g o f  g e n o me s  a r r a n g e d  

h e a d - t o - h e a d  o r  t a i l - t o - t a i l  r a t h e r  t h a n  h e a d - t o - t a i l i s  

p r e s e n t e d  b y  M o y e r  a nd Gra v e s  ( 1 9 8 1 ) f o r  r a b b i t p o x  v i r u s  DNA 

a s  s h o w n i n  F i g . 2 - 1 6 A .  I n  t h i s  m o d e l , r e p l i c a t i o n i s  

i n i t i a t e d  w i th i n  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  r e g i o n  n e a r  o n e  e nd o f  
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F i g . 2 - 1 5 . M o d e l s ho w i n g  t h e  c y c l i z a t i o n o f  s i ng l e s t r a nd s  

o f  v a c c i n i a  v i r u s  D N A  t ha t  a r e  d i s p l a c e d  d u r i n g r e p l i c a t i o n .  

T h e  n u c l e a t i o n  e v e n t  c o n s i s t s  o f  t h e a n n e a l i n g  o f  7 0 b p  

r e p e a ts .  Th i s  i s  f o l l o we d  b y  h y b r i d i z a t i o n  o f  the r e ma i n i ng 

7 , 0 0 0  n u c l e o t i d e p o r t i o n o f  the i n v e r t e d  t e r m i na l  r e p e t i t i o n  

a n d . f i n a l r e a r r a n g e me n t  t o  ma x i m i z e b a s e  p a i r i n g .  ( f r o m  

W i t t e k  a nd M o s s , 1 9 8 0 ) 
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F i g . 2 - 1 6 A .  M o d e l f o r  D N A  r e p l i c a t i o n .  R e p l i c a t i o n i s  
i n i t i a t ed b y  t he i n t r o d u c t i o n o f  a n i c k i n to 3 '  s t r a n d  a t  t he 
B ' C ' . s e q u e n c e w i t h i n  t h e  d u p l e x  r e g i o n  ne a r  t h e  l e f t  e n d  o f  
t h e  D N A . P a r e n t a l D N A  s t r a n d s  a r e  i n d i c a t e d  b y  s o l i d < - > 
l i n e s  a n d  ne w l y s y n t h e s i s e d  proge n y  D N A  st r a n d s  w i t h d a s h e d  
< - - - - - ) l i n e s . S e e  t e x t  f o r  f u r t h e r  d e t a i l s  o f  t h e  m o d e l .  
< F r o m  M o y e r  a n d  G r a v e s , 1 9 8 1 ) .  
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t h e  t e r m i n a l  e n d s  o f  t h e  D N A  b y  a s p e c i f i c s i n g l e - s t r a n d e d  

n i c k w i t h i n  t h e  3 '  s t r a n d b e t we e n  t h e  s e q u e n c e s  B ' C '  ( s t e p  1 

& 2 ) .  I f  t h e  p o x v i r u s  c o n ta i n s a n  I TR ,  n i c k i n g c o u l d  o c c u r  a t  

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

u s i n g t h e  c o m p l e me n t a r y  s t r a n d s  a s  t e m p l a t e s  ( s t e p  3 ) . T h i s  

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

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

s u b s e q u e n t l y  ge n e r a t e  a pr i m i n g " ha i r p i n" s t r u c t u re t o  a l l o w 

f o r  t h e  r e p l i c a t i o n o f  t h e  r e m a i n i n g D N A  ( s t e p  4 ) . S t r a n d  

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

r e s u l t  i n  a d i me r i c  m o l e c u l e  j o i n e d  t h r o u g h  t wo r i g h t  C R R ) 

e n d s  i n  a t a i l - t o - t a i l  p o s i t i o n ( s t e p  5 ) . The p r o c e s s  c a n  b e  

r e p e a t e d  ( s t e p  6 & 7 )  t o  f o r m  t e t r a m e r i c  c o n c a t a m e r s  w h e r e  

t h e  m o l e c u l e s a r e  l i n k e d  t h r o u g h  t wo r i g h t  C R R > ,  t h e n  t w o 

l e f t  C L L >  a n d f i n a l l y  t w o r i g h t  C R R >  e n ds . A m e c h a n i s m  i s  

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

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

a r r a y s d u r i n g i m m a t u r e  p a r t i c l e  f o r m a t i o n  < F i g .  2 - 1 6 8 ) .  

Sc h e me A r e pre s e n t s  a c o n c a t a me r  ge n e r a t e d  b y  o r t h o p o x v i r u s e s  

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

t h e  s e q u e n c e  B ' C '  d e t e r m i n e s  t h e s i z e o f  t h e D N A  t o  b e  

p a c k a ge d  < s t e p  1 ) .  The DNA i s  t h e n  e x c i s ed p a nn e a l e d ( s t e p  2 

a n d  3 )  a n d  l i g a te d  t o  f o r m  a c r o ss - l i nk ma t u r e  DNA . S c h e me B 

s h o ws a p r o p o s e d  ma t u r a t i o n  s c he me f o r  a p o x v i r u s  c o n t a i n i ng 

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

s p a c i n g o f  t h e  B ' C '  n i c k i n g s i t e ( a r r o ws , s t e p  1 ) .  M a t u r e 

v i r a l  DNA f o r ms a f te r  s e l f - a nn e a l i n g  ( s tep 2 >  a n d  l i g a t i o n .  

No w t h a t  t h e  s tr u c t u r e  a nd s e q u e n c e  o f  the v a c c i n i a  v i r u s  DNA 

t e r m i n i  ha v e  b e e n  wo r k e d  o u t , a n y DNA re p l i c a t i o n mo d e l mu s t  
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F i g .. 2_- 1 6 B .  E x  c i s i o n  o f  t h e m o n o  m e r  i c m o 1 e c u 1 e s f r o m 
v i r o s o m a l  D N A  c o n c a t e me r s  f o r p a c k a g i n g .  A m e c h a n i s m i s  
p r e s e n t e d  f o r  t h e e x c i s i o n o f  u n i t  l e n g t h  m o l e c u l e s f r o m  
c o nc a t e me r s  whe r e  c o mp l e x i t y i s  d e t e r m i ned b y  a r e c o g n i t i o n  
s e q u e n c e  B ' C ' . P o x y i r u s e s  a r e  c o n s i d e r ed t h a t  e i t h e r  l a c k  
i n v e r t e d  t e r m i n a l  r e p e a t s  < s c h e m e A >  o r  c o n t a i n  i n v e r t e d  
r e p e a t s  < s c h e me B > .  ( F r o m  Mo y e r  a n d  Gr a ves , 1 9 8 1 ) 
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F i � . 2 - 1 6 C .  Ge n e r a t i o n o f  R P V  ge n e  d u p l i c a t i o n s  a n d  i n v e r t e d  
r e p e a t s .  F o l l o w i n g  d e l e t i o n  ( s t e p  1 ) , mo l e c u l a r e x c i s i o n 
g o v e r n e d  b y  t h e s p a c i n g o f  t h e ( B ' C ' ) r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e  
o c c u r s  a n d , i n  t h e e x a m p l e  i l l u s t r a t e d ,  l e a d s  t o  a 
d u p l i c a t i o n o f  t h e  l e f t - ha nd s e qu e n c e s  a nd t h e  c r e a t i o n  o f  a n  
e x p a n d e d  i n v e r t e d  t e r m i n a l r e p e a t .  ( f r o m  M o y e r  a n d  G r a v e s , 
1 9 8 1 }.. . 
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a c c o u n t  f o r  t he I TRs , the ha i r p i n s a nd t h e  a l t e r n a t i n g " f l i p 

f l o p "  s t r u c t u r e  o f  t h e  1 0 4 i mp e r f e c t l y  a n n e a l e d b a s e s .  S o me 

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

h a v e  b e e n  o u t  1 i n e d  b y  Ba r o u d y  e t  gj,_. ( 1 9 8 2 ) a r e  s h o wn i n  

F i g .  2 - 1 7  A - C .  The s e  i n c l u de a s e l f - p r i m i n g mo d e l ,  a d e  no v o  

s t a r t mo d e l a n d  a mo d e l wh i c h i n v o l v e s  c i r c u l a r i sa t i o n o f  t h e  

DNA . 

T h e  s e l f - p r i m i n g D N A  r e p l i c a t i o n m o d e l  i n v o l v e s a s i t e 

s p e c i f i c n i c k r e s u l t i n g i n  a f r e e  3 ' 0 H e n d t h a t t h e n  s e r v e s  

a s  a p r i m e r  f o r  D N A  r e p l i c a t i o n .  S t r a n d  d i s p l a c e m e n t  w i t h  

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

p a l i n d r o me r e f o r ms t he " ha i r p i n " l o o p  a n d the DNA r e p l i c a t i o n  

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

r e p l i c a t i o n i s  i n i t i a t ed a t  b o th e n d s  a n d  s i nc e  the e n d s  a r e  

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

i nc o mp l e t e  b a s e - pa i r i n g i n  t h e  l o o p .  O t he r  v a r i a t i o ns , e . g .  a 

n i c k  a t  o n e e n d , m i g h t  o c c u r . I f  t h i s  w a s t h e  c a s e , 

r e p l i c a t i o n a r o u n d  t he o p p o s i t e u n - n i c k e d  l o o p  wo u l d  l e a d  t o  

a c o n c a  t a me r .  Th i s  mo d e  1 i s  e s s e n  t i a 1 1  y t he m o d e  1 p r o p o s e d  

b y  M o y e r  a n d  Gra v e s  ( 1 9 8 1 ) ,  e x c e p t  t h a t  i t  i nc o r p o r a t e s  t he 

n e w  i n f o r ma t i o n  o n  the s t ru c t u re o f  t h e  "f l i p � f l o p" t e r m i n i .  

I n  t h e d e  n o v o  s t a r t m o d e l , D N A  r e p l i c a t i o n  i s  a s s u me d  t o  

i n i t i a t e  w i t h  R N A  p r i m e r s a s  s e e n  i n  o t h e r  e u k a r y o t i c  

r e p ! i c a t i o n s y s t e m .  N i c k i ng a n d  r e a r r a nge me nt s e p a r a t e  t h e  

da u g h t e r  D N A  mo l e c u l e s f ro m  t h e  d i me r  c i r c l e  g e n e r a t e d  f ro m  

o n e  r o u n d o f  r e p ! i c a t i o n .  A g a i n ,  i m p o r t a n t  e l e me n t s  o f  t he 

Mo y e r  a n d  Gra v e s mode l a r e  i nc o r p o r a te d  i n to t h i s  mo d e l .  
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A t h i r d  mo d e l o f  D N A  r e p l i c a t i o n i n  w h i c h  t h e f i r s t  s t e p  i s  a 

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

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

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

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

l i ga t i o n wo u l d  o c c u r .  Ba r o u d y  e t  �- < 1 9 82 ) a r gu e d  t h a t  t h e  

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

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

m u s t  o c c u r  p r o x i ma l  t o  t h e  l a s t  m i s ma t c he d  ba s e . 

The s e  m o d e l s  c a n  a l s o e x p l a i n the g e n e r a t i o n o f  m i r r o r  i ma g e  

g e ne d u p l i c a t i o n s  o r  d e l e t i o n s  a n d  v a r i a b l y  s i z e d  I TRs . O n e  

e x p l a n a t i o n p r o p o s e d  b y  M o y e r  a n d  G r a v e s  < 1 9 8 1 b )  i s  t h e  

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

t a i l - t o - t a i l  c o n c a t a me r s  p r i o r t o  p a c k a g i n g < F i g . 2 - 1 6 C ) .  

F o l l o w i n g d e l e t i o n  < s t e p  1 > �  p a c k a g i n g i s  i n i t i a t e d  b y  

n i c k i n g a n d e x c i s i o n a t  t h e  B ' C'  r e c o g n i t i o n  s i t e ( s t e p  2 > . 

U p o n r e a n n e a l i n g  a n d l i g a t i o n < s t e p  3 )  a v i r a l v a r i a n t  i s  

g e n e r a te d  wh i c h  c o n t a i ns d u p l i c a t i o n s  o f  t h e  l e f t  h a n d  ge n e s  

a s  m i r r o r - i mma g e  i n v e r t e d  r e p e a t s . M i r ro r - i mma g e  d e l e t i o n s  

c a n  a l s o a r i s e i n  t he s a me me c ha n i s m. 

Ass e mb l y  and Matura t i o n  of V i r i o ns 

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

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

c y t o p l a s m. M o r p h o g e ne s i s  i s  s i m i l a r i n  a l l p o x v i r u s e s  s t ud i e d 

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

w i t h v a c c i n i a  < D a l e s a n d  S i m i n o v i t c h ,  1 9 6 1 ; Da l e s ,  1 9 6 3 ) ,  
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v a r i o l a  < A v a k y a n a n d B y c k o v s k y , 1 9 6 5 > ,  f o w l p o x  < M o r g a n  e t  

g_l... ,  1 9 5 4 ) ,  Y a b a  t u rn e r  < T s u r u h a r a , 1 9 7 1  ) ,  m i l k e r ' s n o d e  

< C o h e n §Lt. g_l._. , 1 9 6 4 , Th o m a s  §Lt. g_l._. , 1 9 8 0 ) a n d  i n s e c t  p o x 

< Gr a n a d o s  a nd R o b e r t s , 1 9 7 0 ; Be rgo i n  e t  g_l. , 1 9 6 9 > v i r u s e s . 

De v e l o p me n t  o f  v i r u s  pa r t i c l e s ma y b e  d i v i d e d  i n to 6 s t a g e s . 

Ty p e  I p a r t i c l e s a r e s h o r t  c r e s e n t  o r  " c a p s u l e - s h a p e d "  

s e gme n ts o f  me mb r a n e  ma t e r i a l . Ty pe 2 a r e  s p he r o i d a l , T y p e  3 

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

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

p r o b a b l y D N A  < R o s e n k r a n z  e t  g_l.. . ,  1 9 6 6 ) .  T y p e  4 h a v e  a n  

e l o n g a t e d  s h a p e  a n d a n  i n t e r n a l m e m b r a n e s t r u c t u r e . T y p e  5 

p a r t i c l e s ha v e  r e c o gn i z a b l e  c o r e s  a n d  l a t e r a l b o d i e s  wh i l e  

Ty p e  6 a r e  t h e  ma t u r e  v i r i o n s  < T h o ma s e t  g_l._. , 1 9 8 0 ) .  

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

< S t e r n  §Lt. g_l._. , 1 9 7 7 ) ,  i . e .  t h e  1 0 5 K  p r e c u r s o r  b e c o m e s  6 8 K ,  

t h e  7 4 K  p r e c u r s o r  b e c o me s  a 6 2 K  p r o d u c t  a n d  P y  b e c o m e s  P 9 .  

The s e  c l e a v e d  p o l y p e p t i d e s  a re ma j o r  c o mpo n e n t s  o f  t h e  c o r e  

< M o s s  a n d  R o s e n b l u m ,  1 9 7 3 ) .  V i r u s  a s s e mb l y  i s  i n h i b i t e d  b y  

b e t a - i s a t i n  t h i o s e m i c a r b a z o n e  < E a s t e r b r o o k ,  1 9 6 2 ) a n d 

r i f a m p i c i n  < P e n n i n g t e n , 1 9 7 3 ; K a_t z a n d  M o s s , 1 9 7 0 a ; 1 9 7 0 b ) .  

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

b i l a y e r  m e m b r a n e  o f  t h e  e n v e l o p e  < N a g a y a m a  U g_l... ,  1 9 7 0 ;  

P e n n i n g t o n  � g_l._. , 1 9 7 0 ; G r i m l e y � g_l._. , 1 9 7 0 ) ,  m a t u r a t i o n  

< N a g a y a m  a e t a l_. , 1 9 7 0 ; G r i m 1 e y e t S!.l.. , 1 9 7 0 > a n d i n d u c t i o n 

o f  c o r e - a s s o c i a t e d  l a t e e n z y ma t i c  a c t i v i t i e s < N a g a y a ma � 

S!.l.. , 1 9 7 0 ) • 
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Re l ea s e  a nd D i ss em i na t i on 

V i r i o n s  o f  t h e  W R  s t r a i n  o f  v a c c i n i a  r e m a i n  h i g h l y c e l l 

a s s o c i a t e d , o n l y a b o u t  1 0 % b e c o me e x t r a c e l l u l a r  < E a s t e r b r o o k , 

1 9 6 2 } .  T h e  ma i n  mo d e  o f  s p r e a d  i s  b y  c e l l - t o - c e l l t r a n s f e r  

( Jo k l i k ,  1 9 6 6 ; Pa y n e , 1 9 8 0 } wh i c h  c a n  b e  d e mo n s t r a t e d  b y  t h e  

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

o f  a n t i s e r u m  i n  t h e m e d i u m < K a k u  a n d K a h a m o r a , 1 9 6 4 ; 

I c h i h a  s h i e t g_l_ . , 1 9 7 1 ; A p p  1 e y a r d , 1 9 7 3 } . T h e  i n t r a c e 1 1 u 1 a r 

v i r i o n s  c a n  b e  r e l e a s e d  f r o m  ce l l s  b y  mec han i c a l me a n s , e . g .  

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

re l e a s e d  a f t e r  c e l l d i s i n t e g r a t i o n  d u r i n g na t u r a l i n f e c t i o n .  

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

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

v i r i o n s  ( Ap p l e y a r d , 1 9 7 1  ) .  

The i nt r a - a n d  e x t r a c e l l u l a r v i r i o n s  a r e  bo t h  i nf ec t i o u s  b u t  

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

t o  t he a dd i t i o n a l c o a t  ma t e r i a l  f r o m  c e l l m e m b r a n e s  d e r i v e d  

d u r i n g r e l e a s e  f r o m  c e l l s < Bo u l t e r  � �. , 1 9 7 2 ) .  

T h e · I HD - J  s t r a i n  o f  v a c c i n i a ,  o n  t h. e  o t h e r  h a n d , h a s  a 

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

c e r t a i n  ho s t s ; a b o ut 6 0 %  b e c o me e x t r a c e l l u l a r whe n  g r o wn i n  

R K  1 3  a nd a b o u t  3 07. i n  L - c e l l s  < Ma l l o n !iU_ a l . , 1 9 8 5 ) .  Re l e a s e  

o f  e x t r a c e l l u l a r v i r u s  f o l l o ws a m o r e  c o m p l e x p a t t e r n .  

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  v a c c i n i a - i n f e c t e d  c e l l s  s h o w 2 

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

< e x o c y s t o s  i s ) o f  d a u b  1 e - me mbr a n e d  v i r  i o ns < Ts u ts u  i ,  1 9 8 3 ) .  I n  

• t h e  b u d d i n g p r o c e s s , v i r i o ns m i gr a t e  thro u g h  t he c y t o p l a s m i c  
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m a t r i x  t o wa r d s  t h e  c e l l p e r i p h e r y .  A t  t h e  c e l l s u r f a c e  

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

m i c r o  v i  1 1  i - 1  i k e e x t e ns i o n s . Brea k d o wn o f  the t i ps c a u s e  t h e  

r e l e a s e  o f  t h e p a r t i c l e s ( D a l e s a n d S i m i n o v i t c h ,  1 9 6 1 ; 

S to k e s , 1 9 7 6 ) .  

I n  t he s e c o n d  me c h a n i s m ,  ma t u r e  v i r i o n s  t r a v e l t o  t h e  Go l g i 

a p pa r a t u s  a n d  b e c o m e  wr a p p e d  i n  d o u b l e - me mb r a n e  c i s t e r na e .  

The wr a p p e d  p a r t i c l e s t h e n  m i gra t e  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t he c e l l 

whe r e  t h e o u t e r  w a l l s o f  t h e  c i s t e r n a e  f u s e  w i t h  t h e p l a s ma 

me m b r a n e .  T h e  c o m b i n e d  p a r t i c l e / i n n e r  c i s t e r n a ! m e m b r a n e  

p a c k a ge ma y r e ma i n  i n t a c t o r  b e c o me r u p t u r ed a f t e r  r e l e a s e  

< Mo r ga n ,  1 9 7 6 ; I c h i ha s h i  e t  u. , 1 9 7 1  ) .  

One - s t e p  gr o wt h  c y c l e  e x pe r i m e n t s , u s i n g the I HD - W  s t r a i n  i n  

F L  c e l l s  < Ts u t s u i ,  1 9 8 3 ) ,  d e m o n s t r a t e d ,  b y  E M ,  b r i c k - s h a p e d  

v i r i o n s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  i n f e c t e d  c e l l s  w i t h i n  8 h r  o f  

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

d e t e c t e d  1 2  h r  p . i . a n d  b e c a me mo r e  c o mmo n a t  l a t e r  s t a ge s  

o f  i n f e c t i o n < Ts u t s u i ,  1 9 83 ) .  

2 . 6 EFFECTS OF V I RUS I NFECT I O N  ON HOST CELLS 

Gros s  Mi crosc o p i c  Cha nges 

T h e  c y t o p a t h o g e n i c  e f f e c t  ( c p e > t h a t r e s u l t s f r o m  p o x v i r u s  

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

< Ap p l e y a r d  e t  �. , 1 9 6 2 ;  B a b l a n i a n e t  �1 . ,  1 9 7 8 ) .  I n  v a c c i n i a  

i t  a p p e a r s  w i t h i n  3 0  t o  6 0  m i n  f o l l o'w i ng c e l l i n f e c t i o n .  Th i s  
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i s  f o l l o w e d  b y  t h e  a p p e a r a n c e  o f  c y t o p l a s m i c i n c l u s i o n s , 

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

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

a s  r a p i d l y  a s  1 2  h r  a f t e r  i n f e c t i o n w i t h  v a c c i n i a ,  t o  a b o u t  

1 - 3 d a y s  w i t h a v i a n  pox , Ya b a  a n d  r a b b i t  f i b r o ma v i r u s e s  < Ch o  

a n d  W e n n e r ,  1 9 7 3 ) .  Ka t o  e t  gj,_. ( 1 9 5 ) ,  h o we v e r , o b s e r v e d  t h a t  

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

d e s t r u c t i o n i n  h u m a n  a mn i o n < F L  s t r a i n >  e v e n  u p  t o  1 0  d a ys 

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

i n  R K  c e l l s  < P a d g e t t  a n d  Wa l k e r , 1 9 7 0 ) s u p p o r t i n g t h e  

c o n c l u s i o n t h a t c e l l  d e a t h i s  n o t  a n  i n e v i t a b l e  c o n s e q u e n c e  

o f  p o x v i r u s  i n f e c t i o n .  

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

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

o f  a p p r o p r i a t e  m e t a b o l i c i n h i b i t o r s  < B a b l a n i a n , 1 9 6 8 ;  

Ba b 1 a n i  a n  e t  al..· , 1 9 7 8 ;  A p p l e y a r d  � al.. , 1 9 6 2 ; ·  Mc F a d d e n  e t  

al. . , 1 9 7 9 ; U e d a e t al. . , 1 9 6 9 > . I t w a s f o u n d t h a  t t h e  e c r w a s 

i n h i b i t e d  b y  a c t i n o m y c i n  D < 5  � g / m l > , a n R N A  s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r ,  a n d  c y c l o h e x i m i d e  ( 3 0 0 � g / m l > ,  a p r o t e i n  s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r .  I t  w a s  not i n h i b i t e d  b y  h y d r o x y u r e a  C 1 o - 3 M > ,  a DNA 

s y n t h e s i s  i n h i b i t o r .  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 � fiQ�� 

p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  a p p e a r a n c e  of e c r .  An 

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

e s pe c i a l l y  w i t h a b n o r ma l l y  h i gh v i r u s  i n oc u l a  < Bu r g o y n e  a n d  

S t e p h e n , 1 9 7 9 > .  Th i s  c y t o t o x i n ,  b e l i e v e d  t o  b e  a m o n o m e r  o f  

t h e  " s u r f a c e  ' t u b u l e " C S T >  p r o t e i n ,  i s  n o t  t h e  med i a t o r  o f  e c r  

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

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

< B u r g o y n e  a n d  S t e p he n , 1 9 7 9  ) .  
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D u r i n g  p r o d u c t i v e i n f e c t i o n ,  t h e  e c r  p h e n o me n o n  l e a d s  t o  

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

a nd s t r u c t u r e .  The r e  i s  a n  i nc r e a s e  i n  the perme a b i l i t i e s  o f  

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

r a b b i t  p o x v i r u s  ( S c h u mper l i  e t  2.1 .. .  , 1 9 7 8 > or v a c c i n i a  v i r u s  

C C a r r a s c o  a n d E s t e b a n ,  1 9 8 2 ) .  P o x v i r u s  i n f e c t i o n wa s a l s o 

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

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

e l eme n t s  C M buy a n d Bub e l , 1 9 7 8 > w i t h i n  t he p l a n e  o f  the c e l l 

memb r a n e . 

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

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

c e l l r o und i ng .  Th i s  c p e  i s  r e v e r s e d  i n  1 - 3 d a y s , a t  t h e  t i me 

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

hos t c e l l s  r e s ume t he i r  n o r ma l mo r p h o l o gy < Mc F a d d e n  li gj_. , 

1 9 7 9  ) . 

Kod i f i cat i on o f  the Ce l l  Membrane 

Thr e e  types o f  a n t i ge n  a r e  d e t e c t a b l e  o n  c e l l me mb r a n e s  a f t e r  

p o x v i r us i n f e c t i o n .  The f i r s t  a r e  t h e  v i r i o n a nt i ge n s  d e r i v e d  

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

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

< A r ms t r o n g u g_J..... ,  1 9 7 3 ; C h a n g a n d M e t z , 1 9 7 6 ; Ha p e l u g_J.... . ,  

1 9 8 0 ;  O i e  a nd I c h i ha s h i , 1 9 8 1  > .  The s e c o nd c o n s i s t s  o f  v i r us 

c o d e d  a n t i g e n s  e x p r e s s e d  e a r l y  i n  i n f e c t i o n  C Ue d a  � g_J.... . ,  

1 9 7 6 ; Ada e t  � • •  1 9 7 6 ; J a c k s o n  � � • •  1 9 7 6 > wh i l e  t h e  t h i r d 

a r e l a t e  v i r a l a n t i g e n s  e x p r e s s e d  d u r i n g o r  a f t e r  D N A  
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s y n the s i s .  A n  e x a mp l e  o f  l a te v i r a l a n t i ge n  i s  t he n o n - v i r i o n 

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

C i c h i ha s h i  a n d Da l e s ,  1 9 7 1 ; S h i d a a n d  Da l e s ,  1 9 8 1 , 1 9 8 2 ) .  The 

h a e ma gg l u t i n i n  has a l s o b e e n  d e mons t r a t e d  i n  t he e n v e l o p e  o f  

e x t r a c e l l u l a r v a c c i n i a v i r u s  p a r t i c l e s C P a y n e  a n d  No r r b y , 

1 9 76 ) .  Ano t he r  l a te a n t i ge n  wa s s e e n  a t  the c e l l  s u r f a c e  i n  a 

b e n i gn t u mo u r  i n  r a b b i t s i n o c u l a t ed w i th Shope f i b r o ma v i r u s  

( To m p k i n s e t g_l_ . , 1 9 7 0 ) .  

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

b l o t t i n g ,  i mmu no prec i p i t a t i o n a nd S OS - PAGE a n a l y s i s ,  Ma l l o n  

a n d H o  1 o w c z a k ( 1 9 8 5 ) a n d M a 1 1 o n e t g_l_. ( 1 9 8 5 ) i d e n t i f i e d a 

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

w i th ,  t he p l a s ma me mbra n e s  o f  v a c c i n i a  v i ru s - i n f e c t e d  c e l l s . 

I n f o 1 1 o w - u p e x p e r i me n t s ( M a 1 1 o n u g_l_. • 1 9 8 5 ) i t w a s 

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

f o r m a t i o n o f  t a r g e t - a n t i g e n - c o mp l e x e s  C TA C > w h i c h  r e n d e r  

i n f e c t e d  c e l l s  s u s c � p t i b l e t o  l y s i s  b y  V V - C T L s . T h i s  i s  

c o n s i s t e n t  w i t h ,  a n d  e x p a n d s , e a r l i e r r e p o r t s  b y  A d a  �� g_l_. 

( 1 9 7 9 ) ,  J a c k s o n  e t  g_l_. ( 1 9 7 6 a ; 1 9 7 6 b ) a n d O i e  a n d  I c h i h a s h i  

( 1 9 8 1 ) .  I t w a s a 1 s o  s h o wn b y  M a 1 1 o n  �� g_l_. ( 1 9 8 5 ) t ha t 

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

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

r e c o g n i t i o n b y  t h e · V V - CT L s . I t  w a s n o t e d  b y  M a. l l o n e t  g_l_. 

( 1 9 8 5 > t h a t p o l y p e p t i d e s  d e r i v e d  f r o m  e x t r a c e l l u l a r a n d 

i nt r a c e l l u l a r v i ru s  a n d  d e t e c t e d  o n  t he s u r f a c e  o f  i n f e c t e d  

c e l l s  we r e  o f  t he s a me mo l e c u l a r we i gh t  b u t  t he a u t h o r s  c o u l d  

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

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

e f f i c i e n c y a s me a s  u r e d 'b y a n i n y_ i t r o 5 1 C r - r e  1 e a s e a s s  a y , 
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wh i c h  s u g g e s t s  t h a t t h e p o l y p e p t i d e s  d e r i v e d  f r o m  t h e m  

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

CTL s .  The mo l e c u l a r we i ghts a n d tempo r a l a p pe a r a n c e  o f  t he s e  

a n t i gens ha v e  b e e n  d i s c u s s e d  i n  d e ta i l e a r l i e r .  

Me tabo l i c  Changes 

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

i n f e c t i o n < S a l z m a n  a n d S e b r i n g ,  1 9 6 7 ;  E s t e b a n a n d  M e t z , 

1 9 7 3 ) .  De p e n d i n g o n  t h e m u l t i p l i c i t y o f  i n f e c t i o n ,  h o s t 

ma c r omo l e c u l a r s y n t h e s i s  i s  s w i tched o f f  w i t h i n  3 0  m i n a f t e r  

i n f e c t i o n w i t h  v a c c i n i a v i r u s  < P e n n i n g t o n , 1 9 7 4 ) .  I t  w a s 

s h o wn b y  B a b l a n i a n e t  g_J._. ( 1 9 8 1 b )  t h a t  t h e  s h u t - o f f  o f  

c e l l u l a r pro t e i n  s y n t he s i s  i s  a s s o c i a t e d  wi t h  l o w mo l e c u l a r  

we i g h t  v i r a l - i n d u c e d  R N A  ( 5 0 - 1 0 0 n u c l e o t i d e s ) .  R i c e  a n d  

R o b e r t s  ( 1 9 83 ) s ho we d  t h a t  s h u t - o f f  o f  c e l l - s p e c i f i e d p r o t e i n  

s y n t h e s i s  wa s a c h i e v e d  b y  a me c h an i s m b y  w h i c h t h e  v i r u s  

i nd u c e d  t he r a p i d  d e ge n e r a t i o n o f  c e l l u l a r mRNA . I t  wa s a l s o 

s h o wn b y  M b u y  e t  g_J.... . ( 1 9 8 2 ) t h a t t h e STs p u r i f i e d f r o m  

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

c o n c e n t r a t i o n o f  5 0  � g / 2 x 1 0 5 H E p - 2 c e l l s  s u g g e s t i n g t h a t 

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

t r a n s c r i p t i o n .  Ho ·we v e r , 5 0  ,u g  o f  S Ts p e r  2 x 1 0 5 c e l l s  

e qua t e s  t o  a p p ro x i ma t e l y  5 x 1 05 p a r t i c l e s p e r  c e l l wh i c h  i s  

v a s t l y mo re v i r i o n s  t h a n  wo u l d  n o r ma l l y  b e  u s e d  i n  a o ne - s t e p  

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

r a p i d  i nh i b i t i o n  o f  n uc l e a r  DNA r e p l i c a t i o n a s  e x e mp l i f i e d i n  

s e v e r a l o r t h o p o x v i r u s / c e l l  s y s tems ( Ka t o  e t  �. , 1 9 6 2 ;  M a g e e  

e t  g_J... . ,  1 9 6 0 ;  K i t  a n d D u b b s , 1 9 6 3 ; P o g o a n d D a l e s ,  1 9 7 3 , 
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Mo s s ,  1 9 7 4  > a n d  m i  1 k e r '  s n o d e  v i r us ( Th o m a s  e t  gl_. , 1 9 8 0  > .  I n  

c o n t r a s t , p o x v i r u s e s  t h a t  e l i c i t  pr o l i f e r a t i o n i n  r e s p o ns e  t o  

i n f e c t i o n ,  a s  i n  the c a s e  o f  f o w l pox , S h o p e  f i b r o ma a n d  Ya b a  

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

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

( Ch e e v e r s  e t  5Ll... , 1 9 6 8 ;  Tompk i n s e t  gl_. , 1 9 6 9 > .  

T h e  e f f e c t o f  v a c c i n i a  v i r u s  g r o w t h  f a c t o r  < V V G F > ,  a 

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

i n f e c t i o n  < V e n  k a t e s a  n U !tl.. · , 1 9 8 2 > , o n c e 1 1 s wa s e x  a m i n e  d 

b y T w a r d  z i k U g_l_. < 1 9 8 5 > a n d S t r o o b a n t e t g_l_. ( 1 9 8 5 > . I t 

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

c u l t u r e  m e d i u m < T w a r d z i k  e t  g_l_. , 1 9 8 5 ; S t r o o b a n t  e t  g_.l_. , 

1 9 8 5 > .  S i n c e  i t  b e a r s  h o mo l o gy to the EGF a nd TGF - 1  a n d  b i nd s  

t o  E G F r e c e p t o r s a n d  s t i mu l a t e  i t s a u t o p ho s p h o r y l a t i o n  i t  

m i g h t ha v e a m i t o  g e n i c e f f e c t < S t r o o b a n t li g_l_. , 1 9 8 5 > .  T h e  

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

c e l l s  a n d  t he i r  s ec r e t i o n i n to the e x t r a c e l l u l a r f l u i d  c o u l d  

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

me mb e rs o f  p o x v i r u s  f a m i l y  s u c h  as Sho p e  f i b r o ma v i r u s , Ya b a  

t u mo u r  v i r u s  a nd mo l l u s c u m c o n ta g i o s u m  v i r u s  < Br o wn e t  tl. , 

1 9 8 5 ) . 

2 .7 Gen e t i cs and Gene Mapp i na 

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

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

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

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

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

a t t r i b u t e d  t o  gene t i c  mu ta t i o n o r  re c o mb i na t i o n . 

"ut a t i ons 

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

p r o p a ga t e d  i n  c e l l c u l ture , a l t e r a t i o ns ac c umu l a t e d  i n  s o me 

p r o g e n y  g e n o m e s  < P a n i c a l i  �t... g_l_. , 1 9 8 1 ) .  T h e  a n a l y s i s  o f  

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

p o x v i r u s e s  h a s  e n a b l e d the ma p p i ng o f  s o me v i r a l p h e n o t y p e s  

t o  s p e c i f i c  r e g i o n s  o f  t h e  ge n o me . 

F o r  i n s t a n c e , i n  s o me p o x v i r u s e s , s u c h  a s  r a b b i t p o x  v i r u s  

( f e n n e r  a n d  S a m b r o o k ,  1 9 6 6 ;  M o y e r  a n d  R o t h e , 1 9 8 0 ) ,  c o w p o x 

< A r c h a r d  a n d  M a c k e t t , 1 9 7 9 ) a n d m o n k e y p o x  < D u m b e l l  a n d  

Ar c h a r d , 1 9 8 0 > a l t e r a t i o n s  i n  g e n o m e s t r u c t u r e  h a v e  b e e n  

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

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

me mb r a n e s  < CAM > o f  e mbr o y a na t e d  eggs . Ho we v e r , s o me o f  t h e s e  

v i r u s e s  p r o d uc e  a n  o c c a s i o n a l wh i t e p o c k .  Wh i te p o c k  v a r i a n t s  

o f  c o wp o x  ( f i g .  2 - 1 8 )  c o n t a i n  a d e l e t i o n o f  1 1 - 1 2 7. o f  " r e d "  

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

t e r m i n a l r e p i t i t i o n .  Some o f  t he s e  v a r i a n ts h a v e  l o s t  3 2 - 3 8  

k b p  f r o m  t he i r  r i ght - ha n d  e n d s  and t h e  d e l e t e d  s e qu e nc e s  ha v e  

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

r e g i o n s  f r o m  2 1 - 5 0  k b p  f ro m  t h e  l e f t  h a nd e n d  o f  the g e n o me . 

Th i s  h a s  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g t h e  s i z e  o f  t h e  I T R b y  a n  

a mo u n t  e q u i v a l e n t  t o  t h e  s i z e o f  t h e " i n s e r t  < A r c h a r d  a n d 



A. - -

7 7 
Reglon 1 Region 2 

B. 40 30 20 10 0 kb I I I I I 

w• 

W1 

W 2  

W3 

W4 

ws 

we 

W7 

wa 

W9 

W10 - - - - -

F i g . 2 - 1 8 . C o w p o x  v i r u s  m u t a n t s .  A .  T h e  g e n o m e o f  C P V --B R .  
T h e  t wo f l a n k i n g r� g i o n s  a r e  d e s i g n a t e d  a s  r e g i 6 n  1 a n d  2 .  
T h e  b l a c k  r e c t a n g l e s r e p r e s e n t  t h e I TR s . S i z e o f  e a c h  
f l a n k i n g r e g i o n  i s  a b o u t  4 0 kbp . B .  S t r u c t u r e s  o f  r e g i o n  2 o f  
t he w h i te - p o c k  v a r i a n t s .  w +  i n d i c a t e s  t h e  g e n o me o f  t he w i l d  
t y p e  C P V - B R .  The o p e n  r e c t a ng l e s c o r r e s p o n d  t o  r e g i o n  1 DNA 
i ns e r t e d i n  an i n v e r t e d  o r i e n ta t i o n  r e l a t i v e  t o  the o t he r  e n d  
o f  t h e  ge n o me ( F r o m  P i  c k u p  � gJ,_. , 1 9 84 ) 
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Ma c k e t t ,  1 9 7 9 ; P i c ku p  e t  g_l_. , 1 9 8 4 ) .  Wh i t e p o c k mu ta n t s  ha v e  

b e e n  f o u nd i n  o t h e r  o r t h o po x v i r u s e s . Wh i t e p o c k < h >  m u t a n t s  

o f  mo n k e y p o x  s h o w  de l e t i o ns a s  we l l  a s  r e a r r a ngeme n t  o f  the 

t e r m i n a l s e qu e nc e s . Wh i t e p o c k  mu t a n t s  o f  r a b b i t p o x  c o n t a i ne d  

d e l e t i o ns ra n g i n g f r o m  5 - 3 3  k b ps i n  t h e  f a r  l e f t  h a n d  r e g i o n s  

o f  t h e D N A  n e a r  o r  w i t h i n  t h e  I T R C M o y e r  a n d  R o t h e , 1 9 8 0 ; 

M o y e r  a n d Gra v e s , 1 9 8 1 b ) .  

A v a c c i n i a - h o s t  r a n ge mu t a n t  wa s f o u n d  t o  c o n t a i n  a d e l e t i o n 

o f  a p p r o x i m a t e l y  1 8  k b p  p a i r s a t  t h e  l e f t  h a n d  e n d o f  t h e  

g e n o me and b y  s u b c l o n i n g o f  t h e  c o r r e s po nd i n g f r a gme n t  o f  t h e  

w i l d  t y p e D N A  a n d  r e c o m b i n a t i o n e x p e r i m e n t s a 5 . 2 k b p  E c o R 1  

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

h o s  t r a n g e  ( G i 1 1 a r d g_t_ g_l_. , 1 9 8 5 ) .  T K - m u  t a n t s ( K i t g_t_ g_l_. , 

1 9 6 3 ; D u b b s  a n d  K i t ,  1 9 6 4 ; W e i r  a n d M o s s , 1 9 8 3 ) w h i c h  

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

m a p p e d  t o  t h e 5 k b p  H i n d !  I I J f r a g me n t  o f  t he v a c c i n i a  g e n o m e 

< We i r  g_t_ g_l_. , 1 9 8 2 ; B a j s z a r  e t  g_l_. , 1 9 8 5 ) .  T h e  u s e  o f  t h i s  

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

d e v e l o p me n t  o f  v a c c i n i a  gene v e c t o r s . 

An u·n s � a b l e  v a r i a n t  o f  t h e YR s t r a i n  o f  v a c c i n i a  v i r u s  h a s  

a l s o b e e n  a n a l y s e d .  I t  c o n t a i n e d  a 9 k b p  d e l e t i o n  o f  t h e  

e e n o m e wh i c h  s t a r t s w i t h i n  o r  j u s t  b e y o n d  t h e  �e l l  E /  

�R 1 8 /  �d i l l  C f r a g me n t  a n d e n d s  w i t h i n  t h e N f r a g me n t  

< M o s s  e t  g_l_. , 1 9 8 1 ) .  Th i s  e n c o d e s  a t  l e a s t  8 m R N A s  wh i c h 

a p p a r e n t l y  a r e n o t n e c e s s a r y  f o r· i n f e c t i v i t y .  Ho we v e r ,  t h e  

a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  s i n c e  t h e Y R  s t r a i n  d o e s  n o t  r e l e a s e  

s i gn i f i c a n i a mo u n t s  o f  e x t r a c e l l u l a r v i r us i t  m i gh t  h a v e  l o s t  
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s o me e l e m e n t s  n e c e s s a r y f o r  t h i s  f u n c t i o n .  P a y n e  C 1 9 7 8 ) h a s 

d e te c t e d  8 po l y p e p t i d e s  u n i qu e  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r v i r u s . 

The p r e s e n c e  o f  s p o n t a ne o u s  mu ta t i o h s  c a n  o f t e n  be d e t e c t e d  

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

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

g e n o me < W i t t e k  e t  �� . •  1 9 78a ; M c F a d d e n  a n d Da l e s ,  1 9 7 9 ; M o s s  

e t ��. , 1 9 8 1 ) .  The y m a y  be i n  the f o r m o f  e x c i s i o ns < Mc F a d d e n  

a n d D a l e s ,  1 9 7 9 > wh i c h i n v o l v e on l y  a f e w  ba s e pa i r s ,  t o  mo r e  

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

C A r c h a r d a n d  M a c k e t t ,  1 9 7 9 > .  T h e s e  d e l e t i o n s  a r e  mo s t  

c o mmo n l y  d e t e c t e d  w i t h i n  o r  n e a r  t h e  I TR s e q u e n c e s  C Ma c k e t t  

a n d A r c h a  r d 1 9 7 9 ; \.1 i t t e k e t ��. , 1 9 7 8 a , G a r o n e t ��. , 1 9 7 8 ) . 

T h e  s m a l l e r C S  v a r i a n t > v i r u s  c o n t a i n s a 6 . 3  x 1 0 6 d e l e t i o n  

o f  u n i q u e  D N A  s e q u e n c e s  o f  t h e  1 2 3 x 1 0 6 M W  g e n o me C L  v a r i a n t  

v i r u s > .  T h i s  d e l e t i o n < F i g . 2 - 1 9 )  wa s ma p p e d  a t  6 . 8 5  x 1 0 6 

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

o u t s i d e t h e I T R C N a k a n o e t  �l_. ,  1 9 8 2 > .  S o m e i n d i v i d u a l 

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

d e t e r m i n e d  b y  t h e  u s e  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  

C M c F a d  d e n � g_�. , 1 9 8 0 ; S c h u m p e r 1 i e t g_�. , 1 9 8 0 > , S o  u t  h e  r n 

t r a n s f e r  ( Co o p e r  a nd Mo s s , 1 9 78 ) a n d  R - 1 oop ma p p i ng ( Mc F a d d e n  

e t  g_�. , 1 9 8 0 ; S c h u mp e r l i e t  g_�. , 1 9 8 0 ) .  T h e  e f f e c t  o f  s u c h  

a l te r a t i o n s  o n  g e n o me e x p r e s s i o n  c a n  b e  d e t e r m i n e q  b y  c ha n ges 

i n  t he po l yp e p t i d e pa t t e r ns s e e n  i n  t wo d i me n s i o n a l S O S - PAGE 

< E s s a n i and Da l e s ,  1 9 7 9 ; Mc F a d d e n  e t  a l . , 1 9 8 0 > .  M i r r o r - i ma ge 

o r  s y mme t r i c a l d e l e t i o ns a t  b o t h  i n v e r ted t e r m i n i  ha v e  b e e n  

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

a b o u t  2 5 0  b p  b u t  h a v e  n o t  b e e n  f o u n d  t o  be c o r r e l a t e d  t o  a n y  

p h e n o t y p  i c  p r o p e r t y  o f  t he v i r u s  < M c F a d d e n  a n d Da 1 e s , 1 9 7 9 ) .  
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F i g . 2- 1 9 . L a n d  S v a r i a n t s  o f  v a c c i n i a  v i r u s . Res t r i c t i o n 
e n d o n u c l e a s e  c l e a v a g e ma p s  o f  t h e  p r o t o t y p e  L v a r i a n t  
v a c c i n i a  g e n o me a n d i t s S v a r i a n t  d e l e t i o n  m u t a n t .  T h e  
p h y s i c a l l o c a t i o ns o f  t h e  DNA f r a gme n t s  g e n e r a t e d  b y  c l e a v a g e  
w i t h  A v a i ,  Hi.n.d i i i ,  a n d  Bs t E I I  a n d  l o c a l i z e d  w i t h i n  t h e  l e f t  
t e r m i n a l 3 9 . 1 - Mda l .S s t r i B f r a gme n t  o f  t h e  p ro to t y p e  v a c c i n i a  
g e n o me a r e  s h o wn .  < F r o m  Na k a n o  e t  gj_. , 1 9 8 2  ) .  
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Us i n g S o u t h e r n  b l o t a nd ma r k e r  r e s c u e  te c hn i qu e s , S c h u mper l i  

e t g_l_. , 1 9 8 0 ) n o t e  d a n o  v e 1 E c o R I r e  s t r i c t i o n s i t e i n t h e  

���R I D f r a g m e n t  o f  t h e  v a c c i n i a  g e n o m e .  T h i s  n o v e l 

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

t e mpe r a t u r e - s e n s i t i v e mu ta t i o n .  

The s po n t a n e o u s  a p p e a r a n c e  o f  h a e magg l u t i n i n - n e ga t i v e < HA- ) 

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

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

Da l e s ,  1 9 7 4 ; S h i d a a n d  M a t s u m o t o , 1 9 8 3 ) a n d a c q u i s i t i o n o f  

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

Da 1 e s , 1 9 7 4 ) .  

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

m u t a g e n s . A n  �- a m a n i t i n e - r e s i s t a n t  m u t a n t  < � 2 7 J w a s  

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

i n h i b i t o r y  � e v e l o f  t h e d r u g  ( 6  u g / m l J .  A l p h a - 2 7 d o e s  n o t 

d i f f e r  f r o m  t h e  w i l d  type i n  g r o wt h  k i ne t i c s a l t ho u g h  i t  c a n  

g r o w  i n  e n u c l e a t e d  c e l l s . I t  i s  a l s o mo re e f f i c i e n t  t ha n  t he 

w i l d - t y p e  v i r u s  i n  c a ta l ys i n g p r o t e o l y t i c  p r o c e s s i n g o f  t wo 

ma j o r p o l y p e p t i d e s , V P 6 2  a n d V P 6 0 .  Re s t r i c t i o n  e n z y me 

a na l y s i s  r e v e a l e d t h a t  a n  Xha 1 c l e a v a ge s i t e wa s a l t e r e d  i n  

the o(,- 2 7  DNA mo l e c u l e  < V i l l a r e a l e t  g_l_. , 1 9 8 4 > .  

Gene Mapp i na 

M a p p i n g o f  p o x v i r u s  p r o te i ns w i th k n o wn o r  s p e c i f i c  f u n c t i o n s  

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

ago . Th i s  was a c c e l e r a t e d  b y  t h e  a d v e nt o f  ma r k e r  r e s c u e  a nd 

c e l l - f r e e  t r a n s c r i p t i o n a n d  t r a n s l a t i o n  s y s t e m s .  T h e  
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l o c a t i o n o f  s o me o f  t he s e  ge n e s  i n  t h e  v a c c i n i a  v i r u s  g e n o me 

a r e s h o w n i n  F i g . 2 - 1 2 .  T h e  f i r s t  g e n e  t o  b e  m a p p e d  w a s t h e 

T K  ge n e .  Th i s  i s  l o c a t ed w i t h i n  the H i nd i i i  J f r a gme n t  ( 5 , 0 0 0  

b p ) a p p r o x i m a t e l y  8 0  k b p  f r o m  t h e  l e f t  h a n d  o f  t h e 1 8  k b p  

v a c c i n i a  g e n o m e C We i r  �:t g_l_. , 1 9 8 2 ; H r u b y  a n d  B a l l ,  1 9 8 2 ; 

8 a j s z a r e t al. . , 1 9 8 3 ) • 

The g e n e  c o d i n g f o r  D N A  p o l y me r a s e  i s  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  1 5  

kbp H i nd i i i  E f r agme n t .  S u b s e q u e n t  s u bc l o n i n g p i n - po i n t e d  

the e x a c t  l o c a t i o n t o  a 2 . 9 k b p  E c o R 1  s i t e wh i c h  i s  a b o u t  4 5 -

5 7  k b p  f r o m  t h e l e f t  h a n d  o f  t h e  g e n o me C J o n e s  a n d  M o s s , 

1 9 8 4 ; Tr a k t ma n , 1 9 85 ) .  

The g e n e  c o d i n g f o r  t he 1 1 k ma j o r l a t e  s t r u c t u r a l p o l y pe p t i d e 

C a  p h o s p h o p o l y p e p t i d e ) w a s a l s o l o c a t e d  i n  t h e tlL�d i i i  E 

f r a g m e n t  C W i t t e k  � aL. , 1 9 8 4 > .  E a r l y  t r a n s c r i p t s  c o d i n g 

po l y p e p t i d e s  w i t h MWs o f  1 1 0 K ,  3 6 K , 3 2 K , 2 6 K ,  a nd 1 9 K a s  we l l  

a s  s o me l a t e  t r a ns c r i p t we r e  ma p p e d  w i t h i n a 7 . 1  k b p  Ec o R 1  F 

f r a gme n t  s i t u a ted be twe e n  t h e  Hi nd i i i  J a nd H f r a gme n t s  C Ma hr 

a n d R o b e r t s , 1 9 8 4 a ; 1 9 8 4 b ) .  F o u r  p o l y p e p t i d e s  w i t h  M Ws o f  

5 5 K ,  3 0 K ,  2 0 K  a n d  1 0 K h a v e  b e e n  m a p p e d  t o  a 5 . 0 k b p  �c o R 1  

f r a g m e n t  w i t h i n  H i n d i i i  -M N K  r e g i o n  o f  t h e  v_a c c i n i a  g e n o m e  

C Mo r ga n  a n d  R o b e r ts , 1 9 8 4 ) .  Two m a j o r  c o re p o l y p e p t i d e s , 4 a  

a n d  4 b ,  h a v e  b e e n  ma p p e d  t o  t h e  1 e f t  h a n d  e n d  o f  · t h e  Hin.di I I 

A f r a gme n t  o f  5 0  kb , 1 05 k b p  f r o m  t he 1 80 k b p  v a c c i n i a  ge no me 

C W i t t e k e t §..l.. , 1 9 8 4 ) .  

The g e n e  r e s p o ns i b l e  f o r  p r o d u c i n g r e d  o r  wh i te p o c ks o n  t h e  

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

( p i c k  u p  � g_l_. , 1 9 8 4 ) .  



2 . 8  RECOMB I NATI ON AND REACT I VAT I ON 

6 4  

Ge n e t i c  r e c o mb i n a t i o n  has b e e n  demo n s t r a t e d  i n  most o r t ho p o x 

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

b e t w e e n  m e m b e r s  o f  t h e s a m e g e n e r a  < Yo o d r o o f e  a n d  F e n n e r , 

1 9 6 0 ) .  T h e  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c i e s i n  v a c c i n i a a n d  

r a b b i t p o x  v i r u s e s  r a n g e  f r o m  < 1 % t o  > 7 5 7.  d e p e n d i n g o n  t h e  

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

To mpk i ns , 1 96 8 ; Che r n o s  e t  g.l_. , 1 9 7 8 ) .  

The r e  a r e  two t y p e s  o f  g e n e t i c  r e a c t i v a t i o n tha t ma y o c c u r  i n  

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

s a m e  s t ra i n  i t  i s  c a l l e d mu l t i p l i c i t y r e a c t i v a t i o n .  Whe n o n e  

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

re l a t e d  s pec i e s t h e  p r o c e s s  i s  c a l l e d c r o s s - r e a c t i v a t i o n o r  

ma r k e r  r e s c u e . At t h e  mo l e c u l a r l e v e l t h i s  l a t t e r  p h e n o me n o n  

h a s b e e n  u s e d  t o  r e s c u e  t h e  d e l e t e d  D N A  s e q u e n c e  b y  t h e  S 

v a r i a n t v i r u s  < N a k a n o  e t  �J_. , 1 9 8 2 ) a n d i n  m a p p i n g g e n e s 

( J o n e s  a n d  M o s s , 1 9 8 4 ) .  

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

r e a c t i v a t i o n k n o wn a s  the Berr y - Oedr i c k  p he n o me n o n  < Be r r y  a nd 

D e d r i c k ,  1 9 3 6 ) .  T h i s  i n v o l v e s  t h e r e a c t i v a t i o n o f  v i r u s e s  

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

c he m i c a l s , b u t  c o n t a i n  a f unc t i o n a l genome , b y  a v i r u s  f r o m  

a d i f f e r e n t  g e n u s  wh o s e  ge n o me a n d t r a n s c r i p t a s e  i s  i n t a c t .  

Th i s  a l l o ws t he r e a c t i v i t i ng v i r u s  t o  s y n t h e s i ze e a r l y  mRNA 

wh i c h  u n c o a t s  t h e  p r o d u c ts of the u n d a ma ged ge n o me . 
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2 . 9 .  POXV I RUSES AS CLON I NG VECTORS 

T h i s  t o p i c  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y d i c u s s e d  b y  M a c k e t t  e t  �L· 

( 1 9 8 2 ) a nd S m i th a nd Moss ( 1 9 8 4 ) a n d  thus o n l y  a n  o u t l i n e i s  

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

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

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

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

u s e  o f  suc h v e c t o r s  w i  1 1  i nc r e a s e  o u r k n o w l e d ge o f  a n t i gens 

a nd i mmu ne r e s p o n s e s  i n  genera l .  

A d e qu a t e i mm u n i t y t o  ma ny v i r u s e s  c a n  be a c h i e v e d  o n l y  b y  t h e  

u s e  o f  v a c c i ne s  c o n t a i n i n g a t t e n u a t e d  v i r us . T h e  u s e  o f  th i s  

t y p e  o f  v a c c i n e p o s e s  c e r t a i n  h a z a r ds a n d  pro b l e ms . H o we v e r , 

r e c e n t  a d v a n c e s  i n  g e n e t i c  e n g i ne e r i n g n o w  make p o s s i b l e  t he 

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

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

r e  c o m b  i n a n  t s  c a n  e x p r e s s  t h e  i mmu n o ge n  i c g e n e s  o f  t he 

p a thogen w i tho u t  i n v o k i ng the pa t ho ge n i c  e f f e c t .  

T h e  v a c c i n i a  v i r u s  g e n o me c a n  a c c o m mo d a t e u p  t o  2 5 , 0 0 0  b a s e  

p a i r s  o f  f o r e i g n D N A  a n d s t- i l l  r e t a i n  i t s i n f e c t i v i t y 

< M a c k e t t  e t  �l_. , 1 9 8 2 ; S m i t h  a n d  M o s s , 1 9 83 ) .  T h i s  p r o p e r t y  

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

ge n e s .  A l t h o u gh a n y  n o n - e s s e n t  i a 1 r e g i o n o f  t he g e n o me c a n  

b e  u s e d , s e g me n t s  c o n t a i n i n g t h e  g e n e f o r  t h e  T K  i s  t h e  

p r e f e r r e d  s i t e b e c a u s e  t h e  r e c o mb i na n ts < TK- p h e n o t y pe s ) c a n  

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

BUdR < P a n i c a l  i §..!!.. a l . ,  1 9 83 ) .  
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Re c o mb i na n t  v a c c i n i a  v i r us c o n t a i n i ng a c l o n ed ha e ma gg l u t i n i n  

< HA >  g e n e  f r o m  i n f l u e n z a  v i ru s  has b e e n  c o ns t r u c t e d  < Pa n i c a l i  

e t  a l . ,  1 9 8 3 ) b y  i n s e r t i n g t h e g e n e  i n t o  t h e n o n - e s s e n t i a l 

r e g i o n < F i g . 2 - 1 9 ) . R e c o m b i n a n t s  c a r r y i n g t h e  h e p a t i t i s B 

s u r f a c e  a n t i ge ns ha v e  a l s o b e e n  c o ns truc t e d  by i n s e r t i n g t he 

g e n e  i n t o  t h e  n o n - e s s e n t i a l  TK g e n e  r e g i o n < s e e  F i g . 2 - 1 2 )  

( S m i t h � g_l_ . , 1 9 8 3 , P a o 1 e t t i �t_ g_l_. , 1 9 8 4 ) . V a c c i n i a v i r u s 

r e c o mb i n a n t s  e x p r e s s i n g the h e r pe s  s i mp l e x v i r u s  g l y c o p r o t e i n  

D < Pa o l e t t i e t  gj_. , 1 9 8 4 ) ,  r a b i e s  v i r u s  g l yc o p r o t e i n  < W i k t o r  

e t  g_l_. , 1 9 84 ; K i e n y  e t  g_l_. , 1 9 8 4 ) ,  v e s i c u l a r s t 0 ma t i t i s  v i r u s  

g e n e s  < M a c k e t t  �t_ g_ l_ ,  1 9 8 5 ) ,  H T L V - I I I  e n v e l o p e g e n e  

< C h a k r a b a r t i e t  g_l_. , 1 9 8 6 ) a n d  A I D S v i r u s  e n v e l o p e  g e n e  < Hu 

� g_l_ . , 1 9 8 6 ) h a v e  a l s o b e e n  c o n s t r u c t e d . D a t a  f r o m  t h e s e  

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

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

p a r t i c u l a r d i s e a s e s  i n  e x pe r i me n t a l a n i ma l  mo d e l s . 

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

f unda men t a l p r o pe r t i e s o f  the pox v i r u s e s , a n d  i n  p a r t i c u l a r 

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

d i s c o v e r i e s .  I t  i s  h o p e  t h a t  t h e  i n f o r ma t i o n p r e s e n t e d  i n  

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

s i �n i f i c a n t  d i s c o v e r i e s i n  t h i s  f i e l d . 



Cu l t i va t i o n  

CHAPTER 3 

ORF V I RUS CUL T I V AT I O N  AND V I RAL ASSAY 

3 . 1  I NTRODUCT I ON 

67 

B i o c he m i c a l s t u d i e s of a v i ru s  are f a c i l i t a t ed wh e n  t h e  v i r u s  

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

b e  a c h i e v e d  e i t her i n  l a b o r a t o r y  a n i ma l s  o r  c e l l  c u l t u r e .  F o r  

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

r e f r a c t o r y  t o  i nf e c t i o n .  M i l d  i nf e c t i o n i n  r a b b i t s h a s  b e e n  

r e p o r t e d  C A b d u s s a l a m , 1 9 5 7 ; W h e e l e r a n d C a w l e y ,  1 9 5 6 ; 

D a r b y s h i  r e , 1 9 6 1 ) a 1 t h o u g h  o t he r s  ha v e  b e e n  un s u c c e s s f u  1 i n  

i n f e c t i ng t h i s  s pe c i e s < G l o v e r , 1 9 2 8 ;  Ho wa r t h , 1 9 2 9 ; B o u gh t o n  

a n d H a r d y , 1 9 3 5 ; G r e i g , 1 9 5 6 ) .  F u r t h e r , u n l i k e t h e  

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

v i r u s  d o e s  n o t  p r o p a g a t e  i n  e g g s  < N e w s o m  a n d  C r o s s , 1 9 3 4 ;  

We b s t e r , 1 9 5 8 ;  Da r b y s h  i r e , 1 9 6 1  ) .  S h e e p  a nd go a t s rema i n  t h e  

mo s t  s u s c e p t i b l e  e x p e r i me n t a l a n i ma l s ,  t he s he e p  s t i l l  b e i ng 

u s e d  to g r o w  the v i r u s  f "O T  v a c-c i ne p r o d u c t i o n .  

P r o p a ga t i o n o f  o r f  v i ru s  i n  c e l l c u l t u r e  was f i r s t  r e p o r t e d  

b y  G r e i g  C 1 9 5 7 ) w h o  g r e w  t h e  v i r u s  i n  e mb r y o n i c  s h e e p  s k i n  

c e l l s . We b s t e r  < 1 9 5 8 ) ,  who a l s o u s e d  e mb r y o n i c  s h e e p  s k i n  

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

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

a b i  1 i t y  t o  s u p p o r t  o r f  v i r u s  m u l t i p l i c a t i o n .  N a g i n g t o n  a n d  

Wh i t t l e ( 1 9 6 1  > u s e d  p r i ma r y  mo n k e y  k i d ney c e l l s  w i t h  s u c c e s s  
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b u t  f a i l e d t o  i n f e c t  He L a , M k 2  a n d AH9 c e l l l i n e s .  O r f  v i r u s  

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

C P l o w r i g h t §..k 2- l. .  , 1 9 5 9 , N a g i n g t o n a n d W h i t t l e , 1 9 6 1 ; 

M c D o n a l d  a n d  B e l l ,  1 9 6 1  > bo v i n e s p l e e n  C He s s a m i  e t  §..l.. ,  1 9 79 ; 

Ra f f i  a n d B u r g e r , 1 9 8 5 > a n d b o v i n e l u n g  C G a s s m a n n  §..k g_l_. , 

1 9 8 5 > c e l l s .  

Wh i l e  c e l l c u l t u r e - a d a p t e d  o r f  v i r us c a n  be p r o pa ga t e d  i n  a 

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

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

C N a g i n g t o n , 1 9 6 8 ) a n d f o r  f i b r o b l a s t i c  r a t h e r  t h a n  

e p i t h e l i o i d  c e l l s  C P l o wr i g h t  e t  g_l_. , 1 9 5 9 ;  S a w h n e y , 1 9 6 6 > .  

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

when t he v i r u s  b e c o m e s  a d a pt e d  t o  t h e  c e l l s y s t e m .  

I s o l a t i o n  a n d  p r o p a g a t i o n o f  N e w  Z e a l a n d  s t r a i n s c o n f i r m s 

m a n y  o f  t he s e  e a r l y  o b s e r v a t i o n s . The New Z e a l a n d  s tr a i n s 

we r e  a b l e  t o  b e  i s o l a t e d  d i r e c t l y  f r om s c a b  ma t e r i a l , o r  f r o m  

v i r u s  pu r i f i e d i n  s o d i u m d i a t r i z o a t e  g ra d i e n t s , u s i n g p r i ma r y  

l a m b  t e s t i s  c e l l s  C R o b i n s o n  e t  g_l_. , 1 9 8 2 ) .  S o me s t r a i n s 

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

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

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

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

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

i n t e r e s t  i n  c e l l  c u l t u r e s .  

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

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

c a n n o t  b e  ma i n t a i n e d  b e yond a l i m i t e d  n u mb e r  o f  p a s s a ge s .  
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V i ra l  Assay 

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

f u n d a me n ta l i mp o r t a n c e  t o  b e  a b l e  t o  a s s a y  v i ra l  i n f e c t i v i t y .  

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

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

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

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

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

uns u c c e s s f u l  C A .  J .  Ro b i n so n ,  pe rs o n a l c o mmun i c a t i o n ) .  

Th i s  c ha p t e r  d e s c r i b e s , f i r s t l y ,  t he a b i l i t y o f  v a r i o u s  c e l l 

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

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

qu a n t i t a t i n g i n f e c t i o u s  o r f  v i r u s  p a r t i c l e s i n  c e l l c u l t u r e  

s y s t e ms . 

3 .2 MATERI ALS AND METHODS 

Ce l l  Cu l t u r e  a nd M e d i a .  P r i ma r y  l a m b  < L T )  a n d bo v i n e te s t i s  

< B T >  c e l l s ,  f o e t a l b o v i n e l u n g  < F BL > c e l l s ,  ROK < l amb k i d n e y  

c e l l s t h a t  h a d  u n d e r g o n e  a t  l e a s t  3 0  p a s s a g e s ) ,  R K 1 3 ,  M D B K , 

M O C K  a n d V e r o  c e l l s we r e  g r o w n i n  e i t h e r  E a g l e ' s m i n i m u m  

e s s e n t i a l  m e d i um c o n t a i n i ng n o n - e s s e n t i a l  a m i no a c i d s < ME M ,  

G I B C O  C a t .  N o . 4 1 0 - 1 5 0 0 ) o r  M E M p l u s 0 . 5 7.  l a c t a l b u m i n  

h y d r o l y s a t e  < ME M - LAH > .  Pen i c i l l i n ( 1 0 0 I . U . / m l ) ,  S t r e p t o myc i n  

< 5 0  ,)..l g / m l  ) ,  K a n a my c i n  ( 1 0 0 .,u g /  m l ) a n d f o e t a l c a l f  s e r u m  

< F C S > w e r e  a d d e d  t o  t h e m e d i u m p r i o r  t o  u s e . Ge n e r a l l y ,  2 7.  

F C S wa s u s e d  f o r  m a i n t a i n a n c e  a n d  1 0 7. F C S f o r  g r o wt h  o f  

c e l l s . 
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V i r u s  S t r a i n s .  T wo v i r u s s t r a i n s ,  N Z 2  a n d  N Z ? , we r e  u s e d .  

NZ2 , wh i e h  h a d  u n d e r g o n e  a t  1 e a s t  2 0  p a s s a g e s  i n  1 a m b  t e s t i s  

c e 1 1 s ( R o b i n s o n �t.. g_ l. .  , 1 9 8 2 ) , w a s u s e d i n t h e  f o r m o f a 

c r u d e  c e l l l y s a t e .  N Z ?  wa s a v a c c i n e s t r a i n  f r o m  C o o p e r ' s  

An i m a l He a l t h L a b o r a t o r y , U p p e r  Hu t t :  i t  ha d b e e n  p l a q u e 

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

Prop a ga t i on o f  V i rus 

1 .  A t t e mp t s  t o  p r o p a g a t e  NZ2 a n d  NZ7 i n  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  

c e l l s . Ce l l s we re gr o wn t o  c o n f l uenc e i n  f l a s k s w i t h  b a s e  

a r e a s  o f  2 5  c m2 a n d  c o n f l u e n t  mono l a y e r s  we re i n f e c t e d  w i th 

1 m l  o f  N Z 2  v i r u s  s t o c k .  A f t e r  a d s o r p t i o n  o f  v i r u s  f o r  1 h r  

a t  3 7 ° C ,  M E M c o n t a i n i n g 2 7.  F C S  w a s  a d d e d .  T h e  c e l l s  we r e  

i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C a nd we r e  c he c k e d  da i l y  f o r  c pe .  Ce l l s we r e  

f r o z e n  a f t e r  3 - 4  d a y s a t  w h i c h  t i m e c o m p l e t e  c p e w a s 

o b s e r v e d .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  f r o z e n  a n d t h a w e d  3 t i me s  a n d  

1 m l  o f  c e l l l y s a t e  w a s  u s e d  a s  s t o c k v i r u s  f o r  s u b s e q u e n t  

p a s s a ge s . 

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

a r e a  o f  4 9 0  c m 2 , o n e c o n t a i n i n g B T  c e l l s  a n d  t h e o t h e r V e r a  

c e l l s ,  w e r e  e a c h  i n f e c t e d  w i t h 3 m l  o f  N Z ?  v i r u s  s t o c k .  

Af t e r  v i ru s  a d s o r p t i o n ,  i n f e c t e d  c u l t u r e s  we r e  i nc u b a t e d  a t  

3 7 ° C w i t h M E M - L A H  c o n t a i n i n g 2 7.  F C S . A f t e r  2 - 3 d a y s  t h e 

c e l l s  we r e  f r o z e n  a nd t h a wed 3 t i me s  a n d  s o n i c a t e d . A t t e mp t s  

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

u n d e r t a k e n  a s  f o l l o w s . The s o n i c a t e d  c e l l l y s a t e s  we r e  

c e n t r i f u ged f o r  3 0  m i n a t  3 , 0 0 0  x g i n  a S o r v a l l 5 5 3 4 r o t o r _  

T h e  s u p e r n a t a n t  o f  e a c h  s a m p l e  wa s t h e n l a y e r e d  o v e r  a 5 m l  

c u s h i o n o f  3 6 7.  s � c r o s e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  6 5 , 0 0 0  x g i n  a 
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B e c k ma n  S W 2 7  r o t o r  f o r  1 h r  a t  5 ° C .  T h e  r e s u l t i n g p e l l e t s  

we r e  e a c h r e s u s p e n d e d  i n  m l  a m o u n t s  o f  E T  b u f f e r , p H  8 

( 0 . 0 2 5  M T r i s  a n d  0 . 0 0 1  M E D T A > .  T h e s e  s u s p e n s i o n s we r e  

l a y e r e d  o n t o  2 0  m l  v o l u m e s o f  5 7. - 2 0 7.  s o d i u m d i a t r i z o a t e  

g r a d i e n t s  a n d c e n t r i f u ged f o r  1 6  hr a t  6 5 , 0 00 x g a t  5 °C i n  a 

S W2 5  B e c k ma n  r o t o r .  The g r a d i e n t s  we r e  the n e x a m i n e d  f o r  t he 

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

C R o b i n s o n e t al. . , 1 9 8 2 J • 

2 .  Pr o p a ga t i o n o f  NZ7 i n B T  c e l l s u s i ng e i t h e r  ME M - F C S  o r  

ME M - L AH- F CS . U s i n g s t r a i n  N Z 7 , c u l t u r e s  we r e  i n f e c t e d  a s  

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

i n c u b a t e d  a t  37 ° C w i th e i t h e r  f r e s h  ME M c o n t a i n i n g 2 7.  FCS o r  

w i t h  M E M - L A H c o n t a i n i n g 2 7.  F C S .  Wh e n  c o m p l e t e  c p e w a s  

o b s e r v e d  t h e  c u l t u r e s  we r e  f r o z e n .  Af t e r  f re e z i ng a n d  tha wi ng 

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

d e sc r i b e d  b e l o w .  

Assay o f  V i ra l  I nfec t i v i ty 

1 .  Q u a n t a l A s s a y .  P r i m a r y  c e l l s  we r e  g r o wn i n  9 6 - we l l 

m i c r o t i t r e  p 1 a t e s i n M E  M - L A  H c o n  t a i n i n g 1 0 7. F C S  . Wh e n  

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

b u f f e r e d  s a  1 i n e C P B S ) ,  p H  7 ,  a n d  8 r e p l i c a t e s  we r e  e a c h  

i n o c u l a t e d  w i t h  5 0  ..u l  o f  1 0 - f o l d  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  NZ2 . 

D i l u t i o n s o f  t h e  v i r u s  we r e  ma d e  i n  M E M - L A H  c o n t a i n i n g 1 7.  

FCS . Co n t r o l c e l l s  we r e  mo c k - i nf e c t e d  w i th a n  e qu a l v o l u me o f  

t h e  d i l u e n t  m e d i u m .  A f t e r  1 h r  a d s o r p t i o n a t  3 7 ° C i n  a n  

a t m o s p h e r e  o f  5 7.  c o 2 - i n - a i r  t h e  i n o c u l u m  w a s r e m o v e d  a n d 

f r e s h  M E M - L AH c o n ta i n i n g 2 7.  FCS a d d e d  t o  e a c h  we l l . The c e l l s  

we r e  i n c u b a t e d  f o r  7 d a y s a f t e r  w h i c h t i m e e a c h  we l l  w a s  



7 2  

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

mo n o l a y e r s  we r e  s t i l l  h e a l t h y  a f t e r  7 d a y s  i n c u b a t i o n 

a l t h o u g h  s o me r o u n d e d  c e l l s  c o u l d be f o u n d .  NZ? wa s a s s a y e d  

i n  t h e  s a me ma n n e r  u s i ng 2 4 - we l l p l a t e s  and 4 r e p l i c a t es 

f o r  e a c h  d i l u t i o n w e r e  u s e d  ( L . B .  F a s t i e r ,  p e r s o n a l 

c o m mu n i c a t i o n ) .  I n  t h e h i g h e r  d i l u t i o n s , w e l l s  s h o w i n g  a 

d i f f u s e d  c p e o r  p r e s e n c e  o f  p l a q u e s  we r e  c o ns i d e r e d  p o s i t i v e .  

T h e  5 0 %  e n d p o i n t w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e " mo v i n g a v e r a g e s "  

me thod d e s c r i b e d  b y  Thomps o n  ( 1 9 4 7 ) a n d  t i tres we r e  e x p r e s s e d  

a s  t i s s u e c u l t u r e  i n f e c t i v e d o s e50 ! m l  < TC I D5 0 ! m l  ) .  

2 .  P l a q u e As s a y .  B T  c e l l s  we r e  g r o w n i n  2 4 - w e l l p l a t e s  i n  

M E M - L A H  c o n t a i n i n g 1 0 % F C S a n d  a n t i b i o t i c s . W h e n  t h e  c e l l s  

were c o nf l u e n t , d u p l i c a t e  we l l s we r e  e a c h  i n o c u l a t e d  w i th 

2 0 0 ....u l o f  1 0 - f o l d  s e r i a l  d u l u t i o n s  o f  N Z 2 . A f t e r  hr 

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

w a s  o v e r l a y e d  w i t h  M E M c o n t a i n i n g 1 %  a g a r o s e  a n d 2 %  F C S . 

Cu l t u r e s  we re i nc u b a t e d  f o r  a f u r t h e r  6 days . O n  t he 6 t h d a y , 

a n  a g a r o s e  o v e r l a y c o n t a i n i n g 0 . 0 1 - 0 . 0 2 %  N e u t r a l R e d  wa s 

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

m i c r o s c o p i c a l l y  o r  ma c r o s c o p i c a l l y  t h e  f o l l o w i ng da y .  NZ? was 

a l s o t i t r a t e d  i n  t h e  s a me wa y .  T i t r e s  w e r e  e-x p r e s s e d  a s  

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s / m !  C p f u / m l > .  

3 .  F l u o r e s c e n t  F o c u s  As s a y . V e r o  c e l l s  we r e  g r o w n o n  g l a s s  

c o v e r - s l i ps i n  s t e r i l e  p l a s t i c  v i a l s  f l o o d e d  w i t h  ME M - LAH 

c o n t a i n i n g 1 0 % F C S . W h e n  c o n f l u e n t  g r o w t h  w a s  o b t a i n e d , 

d u p l i c a t e s  we r e  i no c u l a t e d  w i th s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  NZ7 grown 

i n  B T  c e l l s  i n  M E M - L A H  c o n t a i n i n g 2 %  F C S .  A f t e r  h r  

a d s o r p t i o n a t  3 7° C t h e  mo n o l a y e r s  we r e  washe d  a nd i nc uba ted 
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f u r t h e r  i n  M E M - L A H c o n t a i n i n g 2 7.  F C S . A t s e l e c t e d  t i m e s  

s a mp l e s we r e  t a k e n  a n d  f i x e d  i n  a c e t o n e . I nf e c t e d  c e l l s  were 

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

d e s c r i b e d  b e l o w a n d  t he n  w i th f l u o r e s c e i n - l a be l l e d go a t  a n t i 

r a b b i t  s e r u m  < C a p p e l L a b o r a t o r i e s , M a l v e r n , P A . , U . S . A . > .  A 

s t a n d a r d  p r o c e d u r e  f o r  s t a i n i n g w a s f o l l o w e d .  Ce l l s  we r e  

f i x e d  i n  a c e t o n e  < t w o  c h a n g e s > f o r  1 0  m i n a n d wa s h e d  3 t i m e s  

i n  p h o s p h a t e  b u f f e r , p H  8 ,  ( 5 . 5  m l  o f  0 . 1  M K H2 P o 4 a n d  

9 4 . 5 m l  o f  0 . 1  M N a 2 H P 0 4 > .  T h e  mo n o l a y e r s  we r e  d r a i n e d , a i r 

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

wa s h e d  t h o r o u g h l y  w i t h p h o s p h a t e  b u f f e r , p H  8 ,  a n d t h e n  

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

3 0  m i n . T h e  c e l l s  w e r e  a g a i n  wa s h e d  t h o r o u g h l y ,  mo u n t e d  o n  

g l a s s  s l i d es a nd e x a m i ne d  b y  U. V .  m i c r o s c o py . 

Prepa ra t i o n  of rabb i t  a n t i serum aga i ns t  orf v i rus . Ten mg o f  

poo l e d s c a b  ma t e r i a l  f r o m  s e v e r a l s h e e p  we re t r i t u r a t e d  i n  TE 

b u f f e r ,  pH 8 ( 1 0  m M  T r i s , m M  E D T A ) .  The s u s p e n s i o n  wa s 

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

t h e  s u p e r n a t a n t  d i v i d e d  i n t o  2 a l i q u o t s .  O n e  a l i q u o t  w a s  

m i x e d  w i t h  F r e u n d ' s c o m p l e t e  

i n t r a mu s c u l a r l y  i n to t wo r a b b i ts .  

a d j u v a n t  a n d i n o c u l a t e d 

A f t e r  1 mo n t h  the _r a b b i t s 

we r e  i n o c u l a t e d  i n t r a mu s c u l a r l y  w i t h  t he o t h e r  a l i q u o t · o f  

v i r u s  m i x e d  w i t h F r e u n d ' s i n c o mp l e t e a d j u v a n t .  � h e  r a b b i t s 

we r e  b l e d a f t e r  2 mo n t hs , t h e  s e r u m  s e pa r a t e d  a nd s t o r e d  a t  

- 2 o 0 c .  



Pro p a ga t i on o f  V i rus 

3 .3 RESULTS 

7 4  

1 .  P r o p a ga t i o n o f  N Z 2  a nd NZ7 i n  d i f f e r e n t  c e l l t y p e s .  I f  a 

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

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

c e l l type t o  s u p po r t  v i r a l  gro wth . Re s u l t s are s h o wn i n  

Ta b l e  V I I .  Wh e n  p r i ma r y  c e l l s  o f  s h e e p  a nd bo v i n e o r i g i n  we r e  

i n f e c t e d  w i t h s t r a i n  N Z 2 , r a p i d  a n d p r o g r e s s i v e c p e wa s 

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

c p e  w a s s e e n  i n  1 - 3 d a y s .  R o u n d i n g o f  c e l l s  w a s  f o l l o w e d  b y  

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

pro l o nged i n c u b a t i o n .  Whe n  c o n t i n u o u s  c e l l  l i n e s  we r e  u s e d , a 

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

pa s s a ge s  t h e  e f f e c t  o n  the c e l l s  gr a d u a l l y d e c r e a s e d  u n t i l no 

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

r o u n d e d  c e l l s wa s n o t  a s  p r o n o u n c e d  a s  t h a t  s e e n  whe n p r i ma r y  

c e  1 1  s we r e  u s e d .  

V e r a  c e l l s  d i d  no t s u p p o r t  v i r u s  gr o wt h  t o  a n y s i gn i f i c a n t  

l e v e l .  Wh e n  N Z 7  g r o w n i n  r o l l e r b o t t l e s c o n t a i n i n g V e r a 

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

no d i s t i nc t  b a nd o f  v i r u s  wa s v i s i b l e .  Co n v e r s e l y ,  when the 

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

d i a t i z o a t e  gra d i e n t s  a v i s i b l e  b a n d  o f  v i r u s  wa s s e e n .  

2 .  P r o p a g a t i o n o f  N Z 7  i n  ME M - F CS a nd M E M - L AH- F CS .  I n  t h r e e  

e x p e r i m e n t s , v i r u s  g r o w n i n  M E M - L A H - F C S s h o w e d  a m o r e  

e x t e n s i v e c p e  a nd ga v e  h i gh e r  y i e l d s t h a n  d i d v i r u s  g r o wn i n  

ME M - F CS .  V i r u s  gr o wn i n  ME M - L AH- FCS g a v e  a n  a v e r a ge y i e l d  o f  
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2 . 7 x 1 0 7 p f u / m l  w i t h  a r a n g e  of 0 . 5 - 5 x 1 0 7 . V i r u s  g r o w n 

i n  M E M - F C S  a l o n e g a v e  a n  a v e r a g e y i e l d o f  2 x 1 0 6 p f u / m l , t h e 

r a n g e  b e i n g 1 - 3 x 1 o 6 p f u / m l . T h e  m e t h o d  u s e d  f o r  p l a q u e  

t i t r a t i o n i s  g i v e n  b e l o w .  

Assa y  of V i ra l I nf ec t i v i ty 

1 .  Q u a n t a l A s s a y .  R e s u l t s o b t a i n e d  f r o m t h e  q u a n t a l a s s a y  

u s i n g 9 6 - we l l m i c o t i tre p l a t e s  we r e  i n c o nc l u s i v e .  E v e n  a f t e r  

o n e we e k  o f  i n c u b a t i o n c o mp l e t e  c p e w a s  ne v e r  d e t e c t e d  i n  

t ho s e  d i l u t i o ns tha t we r e  e x p e c t e d  t o  c o n ta i n  a f e w  p a r t i c l e s 

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

mo n o l a y e r s , c e l l r o u n d i n g a t  the e x pe c ted end p o i n t d i l u t i o ns 

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

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

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

c o u l d  be ma d e  u s i n g the 2 4 - we l l p l a t e s  a l though c o mp l e t e  c pe 

was n e v e r  d e t e c t e d  i n  t h o s e  we l l s c o n ta i n i n g h i gh d i l u t i o n s  

o f  v i r u s . I n  s o me c a s e s , h o we v e r , p l a q u e s  c o u l d b e  s e e n  a t  

h i g h e r  d i l u t i o n s . We l l s  c o nt a i n i n g p l aques o r  c e l l r o u nd i ng 

we r e  c o n s i d e r e d  v i r u s - p o s i t i v e .  R e s u l ts o b t a i n e d  b y  t h i s  

a s s a y  a r e  s h o wn i n  Ta b l e  V I I I . 

2. P l aque Ass a y .  F i g . 3 - 1  s h o ws o r f  v i r u s  p l a q u e s  i n  B T  

c e l l s  a f t e r  o ne we e k  o f  i nc u ba t i o n .  S o me p l a q u e s  we r e  l a rge 

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

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

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

T i t r e s  o b ta i ne d  b y  t h i s  m e t h o d  a r e  s ho wn i n  Ta b l e  V I I I .  
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Ta b l e  V I  I .  P r o p a ga t i o n o f  O r f  V i r u s  NZ2 i n  D i f f e r e n t  Ty pes 
o f  Ce 1 1  s .  

Pa s s a ge Da y s  P r e s e nc e o f  CPE 
No . 

L T  BT F B L  ROK MDBK M OCK RK1 3 
1 + +  + +  + +  + +  + +  + +  + +  
2 + + +  + +  + +  + +  + + +  + + +  + + +  
3 + +  + + +  + +  
4 + + +  

2 1 + +  + +  + + + +  + +  + +  + +  
2 + +  + + +  + +  + +  + +  + +  + +  
3 + + +  + + +  + +  + +  + +  + +  
4 + +  + +  + +  + +  

3 1 + +  + +  + +  + +  + + + 
2 + + +  + + +  + +  + +  + + + 
3 + + +  + +  + + + 
4 

1 + +  + +  + +  + +  
2 + + +  + + +  + + +  + +  
3 + +  
4 + +  

+ l e s s  t h a n  5 0 7.  L T  p r i ma r y  l a mb te s t i s  c e l l s 
+ +  mo r e  t h a n  5 0 7.  BT p r i ma r y  b o v i ne t e s t i s  c e l l s  

+ + +  9 0 - 1 0 0 7.  F BL f o e t a l b o v i ne l u n g  c e l l s  

T a b l e V I I I . C o m p a r i s o n  o f  O r f  V i r u s  T i t r e s  B y  Q u a n t a l 
a nd P l a q u e  As s a y  

V i r u s  

NZ2 
NZ7 

Qua n t a l  As s a y  < TC I D5 01 m l > P l a que As s a y  < p f u / ml > 

< a > 
( b ) 

i nc o nc l usi v e  
5 X 1 0 
9 x 1 o 6 
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3 .  F l u o r e s c e n t  F o c u s  A s s a y .  T h e  r e s u l t  o f  a n  e x p e r i m e n t  

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

i n f e c t e d  c e l l s  i s  s h o w n i n  F i g .  3 - 2 .  A t  2 4  h r  a n d 7 2  h r  p . i .  

t h e  1 0 - 1 d i l u t i o n s h o ws t h a t a l m o s t  a l l c e l l s  we r e  s h o w i n g 

f l u o r e s c e n c e .  At 7 2  h r  p . i .  mo n o l a y e r s  i n f e c t e d  w i t h  h i g h e r  

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

T h e s e  we r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  e q u i v a l e n t  to a p l a q u e . No 

a t t e m p t  wa s m a d e  a t  t h i s  s t a g e  to t i t r a t e  t h e  v i r u s  by t h i s  

me t ho d . 

3 .4 .  DI SCUSS I ON 

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

Wh i t t l e  ( 1 9 6 1 ) t h a t  c o n t i n u o u s  c e l l l i n e s  i n f e c t e d  w i t h o r f  

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

c o n f i r ms o t h e r  r e p o r t s o f  t h e  p r e f e r e n c e  o f  o r f  v i r u s  f o r  

p r i m a r y  c e l l s .  I t  w a s a l s o s h o w n t h a t  t h e L A H  h a d  a n  

e nh a nc i ng e f f e c t  o n  v i r u s  g r o w t h .  Th i s  e f f e c t  i s  p r o b a b l y  

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

a l t e r n a t i v e l y , t o  t h e  t he c e l l s  be i ng a b l e t o  s u p p o r t  v i r u s  

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

e f f e c t  w a s c o m me n t e d  o n  b y  He s s a m i  � ��. ( 1 9 7 9 ) a l t h o u g h  

t h e s e  wo r k e r s  d i d  n o t  p r e s e n t  d a t a  t o  s u p p o r t  t h i s .  I t  wa s 

d e c i d e d  t o  u s e  B T  c e l l s  a n d M E M - L A H  c o n t a i n i n g FCS i n  

s u b s e que n t  e x pe r i me n t s , u n l e s s  i nd i c a t e d  o t h e r w i s e .  

Two s t r a i n s ,  NZ2 a n d  NZ7 , we r e  u s e d  i n  t he a bo v e  e x p e r i me n t s .  

E x t e n s i v e r e s e a r c h  h a d  a l re a d y  b e e n  d o n e  o n  t h e  DNA s t r u c t u r e  
. 

o f  NZ2 ( Ro b i n s o ri , p e r s o na l c o mmun i c a t i o n )  a n d  t r a n s c r i p t i o n 



F i g .  3 - 1 . The t i t r a t i o n o f  o r f  v i r u s  by p l a q u e  a s s a y .  
Bo v i n e t e s t i s  c e l l s  we r e  i n f e c t e d  w i t h  NZ? . M o n o l a y e r s  we r e  
s t a i n e d  w i t h  0 . 0 1 7. N e u t r a l R e d  6 d a ys a f t e r  i n f e c t i o n .  

F i g .  3 - 2 .  F l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  s ta i n i n g o f  o r f  v i r u s 
i nf e c t e d  c e l l s .  S e r i a l  d i l u t i o n s o f  v i r us we r e  i n o c u l a t ed 
o n to -_ _  'Je'f.o c e l l s we r e  f i x e d  i n  a c e t o ne at d i f f e r e n t  
t i m e s , a f t e r  i n f e c t i o n a n d s t a i n e d  w i t h  o r f  a n t i s e r u m  a n d  
f l u o r e s c e i n - l a b e l l e d g o a t  a n t i - r a b b� s e r u m .  A .  1 0 - 1 ,  2 4 h r  
p . i . ;  B . · 1 0 - 1 , 7 2  h r  p . i . ;  C .  1 0 - 4 , 2 4 h r  p . i . ;  D .  1 0 - 4 , 
7 2  h r  p . i .  



F i g . 3 - 1 

F i g . 3 - 2 

-6 1 0  
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s t u d i e s a r e  p l a n n e d . I t  wa s t h e r e f o r e  d e s i r a b l e  t h a t  

s t u d i e s o n  t he b i o l o gy o f  o r f  v i r u s  b e  unde r t a k e n  u s i n g t h i s  

pa r t i c u l a r  s t r a i n .  I t  wa s u s e d i n i t i a l l y  b u t  d i f f i c u l t i e s i n  

o b t a i n i n g h i gh t i t r e d  s t o c k  v i r us r e s t r i c t e d  i t s u s e f u l n e s s .  

N Z 2  g a v e  y i e l d s o f  5 x 1 0 5 / m l  o r  l o w e r wh i l e  N Z ?  g a v e  y i e l d s 

a s  h i g h a s  5 x 1 0 7 / m l . I t  wa s t h u s  d e c i d e d  t o  u s e  N Z ?  f o r  

s u b s e q u e n t  e x p e r i me n t s . 

I n  t h e  q u a n t a  1 a s s a y ,  i n f e c t e d mo no 1 a y e r s  we r e  i ne u b a  t e d  f o r  

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

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

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

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

a s s u m e d  t h a t  n e i t h e r  N Z 2  n o r N Z ?  s p r e a d  r a p i d l y  b e t w e e n  

c e l l s .  

1 t  a l s o t o o k  o n e  w e e k  t o  p r o d u c e  r e c o g n i z a b l e  p l a q u e s  u s i n g 

t h e  2 s t r a i n s o f  v i r u s  i n  t h e  p l a q u e  a s s a y .  B y  c o m p a r i s o n , 

v a c c i n i a  v i r u s  p r o d u c e s  v i s i b l e  p l a q u e s  i n  4 8  hr i n  B T  c e l l s  

( p e r s o n a l o b s e r v a t i o n ) o r  i n  C V - 1  c e l l s  C P a n i c a l i  a n d  

P a o l e t t i , 1 9 8 2 ) .  I t  w a s o b s e r v e d t h a t  o r f  v i r u s  c o u l d  

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

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

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

T i t r e s  o b t a i n e d  i n  t h e  q u a n t a l  a s s a y  we r e  s l i g h t l y  h i g h e r  

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

o f  t i t r e s  a r e  o f t e n  o b t a i n e d  wh e n  q u a n t a l a s s a y s  a r e  u s e d  

( Go o d h e a r t ,  1 9 6 9 ) .  
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T h e  f l u o r e s c e n t  f o c u s a s s a y  C F F A )  g a v e  e n c o u r a g i n g r e s u l t s 

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

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

pos t - i n f e c t i o n s . Ho we v e r ,  s o me p r o b l e ms we r e  e nc o u n t e r e d  w i t h 

the F F A .  One w a s  t h a t  p r i ma r y  c e l l s  d i d  no t g r o w  c o n s i s t e n t l y  

w e l l  o n  g l a s s  s u r f a c e s .  T h e  u s e  o f  V e r o  c e l l s  w h i c h ,  

s u r p r i s i ng l y ,  s e e me d  t o  g i v e  po s i t i v e f l u o r e s c i n g c e l l s i n  

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

mo r e  d e t a i 1 e v e n  t h o u g h  t h e y  c o u l d  n o t b e  u s e d  f o r  

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

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

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

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

v i r a l i nf e c t i v i t y .  Un l i k e  the p l a q u e  a s s a y  wh i c h  w i l l  d e t e c t  

o n l y  t h e  p r o d u c t i o n o f  v i r u s , T h e  F F A  w i l l  d e t e c t b o t h  

a n t i g e n  a nd i n f e c t i o us v i r u s  i n  a n  i n f e c t e d  c e l l .  A c a r e f u l  

c o mpa r i s o n  o f  t he p l aque a s s a y  a n d  F F A  wo u l d  n e e d  t o  b e  d o n e  

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

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

t e d i o u s  p r o c e d ur e  a nd c o n s u med e x p e n s i v e r e a g e n t s . Th e u s e  o f  

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

mi c r o a s s a y  m i g h t  i mpro v e  t he t e c hn i qu e .  

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

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

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

s u b s e qu e n t  e x p e r i me nt s .  
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CHAPTER 4 

THE EFFECTS OF PHYS I CAL TREATMENTS ON V I R US TI TRES 

4 . 1  I NTRODUCT I ON 

E f f e c ts of Phys i c a l Treat ments on V i rus Ti tres 

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

r e m a i n  c e l l - a s s o c i a t ed a t  t he end o f  t h e  growth c y c l e  a n d c a n  

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

f r e e z i n g a n d  t ha w i n g  ( Gr e e n  e t � . •  1 9 4 2 ;  Jo k l i k ,  1 9 6 2 b ;  M o s s  

and R o s e n b l u m ,  1 9 7 3 ) a n d s o n i c a t i o n  ( S t e r n  a nd Da l e s ,  1 9 7 4 ) .  

I t  h a s  b e e n  s h o wn t h a t  t h e s e  p h y s i c a l  me t h o d s  n o t  o n l y  

re l e a s e  t he v i r u s  f r o m  the c e l l s  b u t  a l s o d i s r u p t  a g g r e g a t e s  

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

v i r u s  s t o c k .  

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

( P 1 a n t e r o s e  �t.. g_l_. , 1 9 6 2 ; J o k 1 i k , 1 9 6 2 b ; Z wa r t  o u w �t.. g_l_. , 

1 9 6 8 ;  G i f f o r d  a n d  K l a p p e r , 1 9 6 7 ) a n d  i n f l u e n z a v i r u s e s  

( To b i t a e t g_l_. , 1 9 7 5 ; L a z a r  o a n d C h o p i n , 1 9 7 5 ; K 1 e n  k e t g_l_. , 

1 9 7 5 ) • 

I n  o u r  e x pe r i e n c e , Ne w Zea l a nd f i e l d i s o l a t e s  o f  o r f  v i r u s  

d o  n o t  g i v e h i g h y i e l d s o f  v i r u s  wh e n  g r o w n i n  B T  c e l l 

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

a b o u t  1 0 5 / m l . T h e  v a c c i n e s t r a i n ,  N Z 7 , g r o ws r e l a t i v e l y  

be t t e r  t h a n  d o  t h e  f i e l d  i s o l a te s  a n d  g i v e s  t i t r e s  s i m i l a r t o  

t h a t r e p o r t e d  f o r  o t h e r  s t r a i n s o f  o r f  v i r u s  i s o l a t e d  i n  
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o t h e r  c o u n t r i e s .  F o r  i n s t a n c e , N Z 7  c a n  g r o w  t o  a b o u t  

1 o 8 TC I o5 0  / m l  C L . B .  F a s t i e r ,  p e r s o n a l c o m mu n i c a t i o n > ,  

w h e r e a s  a h u m a n o r f  v i r u s  ( S h o e ) i s o l a t e d  i n  N o r t h  Am e r i c a  

ga v e  y i e l d s a s  h i g h a s  1 . 2 x 1 0 8 T C I D5 0 ! m l  C He s s a m i  e t  g_l_ . , 

1 9 7 9 ) .  Th e r e a s o n s  w h y  N e w  Z e a l a n d  f i e l d  i s o l a t e s  o f  o r f  

v i r u s  a pp e a r  t o  gro w s o  p o o r l y  ha v e  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d  b u t  

i f  t h e v i r us r e ma i n s s t r o n g l y  ce l l - a s s o c i a t ed i n  c u l t u r e  i t  

m a y b e  p o s s i b l e  t o  m a x i m i z e v i r u s  t i t r e s  b y  v i g o r o u s  

d i s r u p t i o ns o f  t h e  c e l l s . 

Extrace l l u l ar a n d  I ntra c e l l u l a r V i rus 

I t  i s  t h e r e f o r e  i m p o r t a n t  to k n o w  to w h a t e x t e n t  t h e v i r u s  

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

pro p o r t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r a nd i n t r a c e l l u l a r v i r us d e p e n d s  

o n  t he s t r a i n  u s e d .  W i t h  t he W R  s t r a i n  a l a rge propo r t i o n  o f  

pro g e n y v i r us r e ma i ns c e l l - a s s oc i a t e d  a nd on l y  1 07. o r  l e s s  i s  

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

C F u r n e s s  a n d  Yo u n ge r ,  1 9 5 9 ; S m i th a nd S ha r p , 1 9 6 0 ) .  Whe n  t h e  

I H D - J  s t r a i n  i s  g r o w n i n  R K 1 3 ,  6 0 7.  i s  r e l e a s e d a s  

e x t r a c e l l u l a r v i r u s  a nd whe n  grown i n  L c e l l s  o n l y  a b o u t  3 0 7.  

i s  r e l e a s e d  i n t o  t h e  me d i u m < Ma l l o n a n d  Ho l o wc z a k ,  1 9 8 5 ) .  

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

p h y s i c a l  t r e a t me n t s  o n  t h e t i t r e  o f  o r f  v i r u s  g r o wn i n  B T  

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

c e l l u l a r l y  a n d  i nt r a c e l l u l a r l y . 
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Ce l l s  a nd V i r u s .  B T  c e l l s  we r e  g r o w n i n  1 0  x 3 5  m m2 d i s h e s  

w i t h s u r f a c e  a r e  a s  o f  9 6 c m  2 . F o r  p 1 a q u e  t i t r a t  i o n  , p r i ma r y 

BT c e l l s  we r e  g r o wn i n  2 4 - we l l p l a t e s  i n  ME M - LAH c o n t a i n i n g 

1 0 7. F C S .  V i r u s  s t o c k  C N Z7 > wa s g r o wn i n  B T  c e l l s  i n  1 7 5 c m 2 

f l a s k s  i n  ME M - LAH c o n t a i n i n g 2 7.  F C S . 

E f f e c t  o f  Phys i c a l Tre a tments on V i ru s  T i tres : 

( a ) F r e e z i n g a n d  Tha w i ng w i t h o r  w i t ho u t  S o n i c a t i o n .  N Z ?  

wa s g r o w n i n  B T  c e l l s f o r  4 8  h r . T h e  i n f e c t e d  c e l l s  we r e  

s c r a p e d  i n to 3 0  m l  o f  ME M - LAH c o n t a i n i n g 2 7.  F CS .  F i v e m l  o f  

t h e  v i r u s  s u s p e n s i o n we r e  f r o z e n  a n d  t h a w e d 3 t i m e s . T h e  

r e m a i n i n g c e l l s u s p e n s i o n < 2 5  m l ) wa s c e n t r i f u g e d  a t  

1 1 , 9 5 0  x g i n a S o r v a l l  S S 3 4  r o t o r  f o r  1 5  m i n .  T h e  p e l l e t  

wa s r e s u s p e n d e d  i n  2 . 5 m l  o f  M E M - L A H  c o n t a i n i n g 2 7.  F C S .  T h e  

c e l l p e l l e t  w a s f r o z e n  a n d t h a w e d  3 t i m e s  a n d  s o n i c a t e d  6 

t i m e s , e a c h  f o r  1 0  s e c , o n  i c e .  S o n i c a t i o n w a s d o n e  w i t h  a 

s o n i p r o be C Da we I n s trume n t  L t d . ,  L o n do n , En g l a nd )  a t  ma x i mu m  

s e t t i n g .  A 1 0 - f o l d  d i l u t i o n  w a s m a d e  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d 

t i t r a t e d  us i n g the p l a qu e  a s s a y .  

( b ) S o n i c a t i o n a n d  c e n t r i f u g a t i o n .  V i r u s  s t o c k  g r o w n i n  B T  

c e l l s  wa s g i v e n  3 c�c l e s o f  f r e e z i ng a nd tha w i ng - a n d  d i v i d e d  

i n t o  4 a l  i q u o t s  o f  5 m l  e a c h .  O n e  a l  i q u o t  wa s s o n i c a t e d  a n d  

the n c e n t r i f u ge d  a t  4 7 0  x g f o r  2 m i n ,  a n o t h e r  wa s s o n i c a t e d  

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

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

c e n t r i f u ged . S e r  i a 1 d i 1 u t  i o n s  we r e  ma d e  o f  e a c h  a 1 i q u o t  a n d  

the i r  v i r u s  t i t r e s  d �t e r m i ned b y  p l a q u e  a ss a y .  The l o w- s pe e d  
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c e n t r i f u ga t i o n wa s i nc l u d e d  i n  th i s  e x pe r i me n t  to d e t e r m i n e  

whe t he r  o r  n o t  a s i gn i f i c a n t  p r o po r t i o n o f  t h e  v i r u s  w a s  l o s t  

d u r i n g c e n t r i f u ga t i o n o f  t he v i rus s u s pe n s i o n .  

D e t e r m i n a t i o n o f  t h e  P r o p o r t i o n  o f  E x t r a c e l l u l a r a n d 

I nt r ac e l l a r V i rus 

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

we r e  d e t e r m i n e d  i n  2 wa ys . 

( 1 ) N Z 7  w a s  p r o p a g a t e d  i n  B T  c e l l s  g r o w n  i n  1 0  x 3 5  m m  

d i s h e s  f o r  4 8  h r .  Ce l l - a s s o c i a t e d  v i r u s  a n d  v i r us t h a t h a d  

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

c e n t r i f u ga t i o n o f  t h e  i nf e c t e d  ce l l s a t  5 0 0  x g .  The pe l l e t e d  

c e l l s  we r e  t h e n  d i s r u p t e d  by 3 c y c l e s o f  f r e e z i n g a n d  t ha w i n g  

b e f o r e  b e i n g s o n i c a t e d  f o r  3 m i n .  T h e  v i r u s  t i t r e s  o f  b o t h  

the s u pe r n a ta n t  a n d  o f  t h e  d i s r u p t e d  c e l l s we r e  d e t e r m i n e d  by 

p 1 a q u e  a s s a y .  

< 2 > N Z 7 w a s p r o p a g a t e d i n  B T  c e l l s  g r o wn i n 1 5 0 c m 2 f l a s k  

f o r  4 8  hr . The i n f e c t e d  c e l l s we r e  c e n t r i f u g e d  a t  5 0 0  x g .  

The p e l l e t e d  c e l l s  we r e  p r o c e s s e d  a s  des c r i b e d  a b o v e .  The 

s u p e r n a t a n t  w a s c e n t r i f u g e d  a t  4 5 , 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n .  T h e  

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

we r e  d e t e r m i n e d  b y  p l a qu e  a s s a y .  

4 .3 RESULTS 

The Effect of Phys i c a l  Trea tments on V i rus Ti tres 

( a ) F r e e z i n � a n d  t ha w i n g w i t h o r  w i t ho u t  s o n i c a t i o n .  T h e  
. 

ef f e c t s o n  v i r u s  t i t r e s  o f  f r e e z i ng a nd tha w i n g a l o ne o r  w i t h  
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s u b s e q u e n t  s o n i c a t i o n a r e s h o wn i n  T a b l e  I X . F r e e z i n g a n d 

t ha w i n g o f  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  c o u p l e d w i th s o n i c a t i o n ga v e  

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

T h e r e  wa s a b o u t  a 2 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t i t r e  w h e n  s o n i c a t i o n 

wa s i n c l u d e d . < I t s h o u l d  be no ted t ha t t he r e s u l t s ,  e x p r e s s e d  

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

s u s p e n s i o n  u s e d  i n  t he t wo e x pe r i me n t s ) .  

Ta b 1 e 

( b ) 

I X .  E f f e c t  o f  F r e e z i n g / T h a w i n g W i t h  o r  W i t h o u t  

S o n i c a t i o n  O n  V i r us T i t r e s  

Tre a t me n t  T i t r e  ( p f u / m l J 

F r e e z e / Th a w  5 x 1 o6 

F r e e z e / Th a w  p l u s s o n i c a t i o n 1 . 2 X 1 07 

S o n i c a t i o n a n d  c e n t r i f u e a t i o n .  S o n i c a t i o n o f  

f r e e z e / t ha wed i n f e c ted BT c e l l s i nc r e a s e d  the v i r u s  t i t r e  

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

f o l l o we d  b y  c e n t r i f u g a t i o n < Ta b l e  X J .  T h e r e  w a s  a s l i g h t  

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

me t ho d . 

De t e r m i n a t i o n o f  t h e  P r o po r t i o n s  o f  E x t r a c e l l u l a r a nd 

I nt r a c e l l u l a r V i rus 

The p r o p o r t i o n s  o r· e x t r a c e l l u l a r and i nt r a c e l l u l a r v i r u s  we r e  

de t e r m i ned a t  t he e n d  o f  a 4 8  hr i nc u b a t i o n .  T h e  r e s u l t s a r e  
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de te r m i n e d  a t  t he e n d  o f  a 4 8  hr i nc u b a t i o n .  The r e s u l ts a r e  

s h o w n  i n  Ta b l e  X I . I n  t h e  t wo e x p e r i m e n t s  6 7. a n d  0 . 5 7.  o f  t h e  

v i r u s  y i e l d wa s r e l e a s e d  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  < e x t r a c e l l u l a r >  

wh i l e  9 4 7.  a n d  9 9 7.  r e s p e c t i v e l y  r e m a i n e d  c e l l - a s s o c i a t e d  

< i n t r a c e l l u l a r ) .  

Ta b l e  X .  E f f e c t o f  S o n i c a t i o n a n d  C e n t r i f u g a t i o n o n  V i r a l  

I n f e c t i v i t y 

Tr e a tme n t  T i tre ( p f u l m l J 

S o n i c a t i o n I c e n t r i f u eza t i o n 2 . 5 X 1 0 7 

So n i c a t i o n I n o  c e n t r i f uga t i o n  3 X 1 07 

No so n i c a t i o n I c e n t r i f u ga t i o n 3 . 5 X 1 0 6 

N o  s o n i c a t i o n I n o  c e n t r i f u ga t i o n 4 . 5  X 1 o6 

Ta b 1 e X I . E x t r a c e l l u l a r and I n t r a c e l l u l a r V i r u s  Af t e r  One 

S t e p  G r o w t h  C y c l e  o f  O r f  V i r u s  i n  BT Ce l l s .  

E x p t . N o .  E x t r a c e l l u l a r < 7.  t o t a l J 

1 • 

2 .  

3 x 1 o s < 0 . 5 7. >  

4 x 1 o6 < 6 .  5 7. > a 

< 7. > p e r c e n t age o f  t o t a l 

I n t r a c e l l u l a r ( %  t o t a l ) 

8 x 1 o 7 < 9 9 . 5 7. >
. 

6 . 1  X 1 07 ( 9 3 . 5 7. )  

C a ) c o n c e n t r a t e d  v i r us 
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A s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  v i r u s  t i t r e  w a s  n o t e d  w h e n  

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

s u b s e qu e n t l y  s o n i c a t e d a nd t h i s  i s  i n  a greeme n t  w i t h  r e s u l t s 

o b t a i n e d  w i t h  o t h e r p o x v i r u s e s  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  T h e  

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

c e n t r i f u ga t i o n  m i ght b e  d u e  t o  the c o n t i nued c e l l - a s s o c i a t i o n  

o f  a n u mbe r o f  v i r u s  p a r t i c l e s .  

O v e r  9 0 7.  o f  n e w l y  s y n t h e s i s e d  o r f  v i r u s  r e ma i n s c e l l -

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

c e l l - a s s o c i a t e d  v i r u s  i s  s i m i l a r t o  t ha t  obs e r v e d  w i t h  t h e  WR 

s t r a i n  o f  v a c c i n i a  v i r u s  < E a s t e r b r o o k , 1 9 6 2 ) a n d  t h e  S h o e  

i s o l a t e o f  o r f  v i r u s  gr o wn i n  bo v i n e s p l e e n  c e l l s  ( He s s a m i  e t  

g_l_. • 1 9 7 9 ) • I t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g t o  s e e  w h e t h e r  o r  n o t  

the e x t r a c e l l u l a r a nd i n t r a c e l l u l a r f o r ms o f  o r f  v i r u s  d i f f e r  

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

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

A p p l e y a rd , 1 9 7 3 ; P a y n e  a n d  No r r b y , 1 9 7 8 ;  P a y n e , 1 9 7 8 ) .  

I n  s u m m a r y ,  t h e  a b o v e  e x p e r i me n t s  s h o we d  t h a t t h e  t i t r e · o f  

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

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

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

re m a i n s c e l l - a s s o c i a te d  wh i c h  i s  c o n s i s te n t  w i t h  t he n e e d  f o r  

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

ho s t  c e  1 1  s .  



CHAPTER 5 

ANALYS I S  OF V I R I ON POL YPEPTI DES 

5 . 1  I NTRODUCTI ON 

87 

C o m p a r i s o n  o f  N e w Z e a l a n d  o r f  i s o l a t e s  b y  D N A  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  p r o v i d e d  e v i d e n c e  o f  s t r a i n  v a r i a t i o n 

C R o b i n s o n  e t  g_l_. , 1 9 8 2 ) .  H e t e r o g e n e i t y i n  DN A s t r u c t u r e  h a s  

a l s o b e e n  d e t e c t e d  a mo n g  E u r o p e a n  a n d  No rth A m e r i c a n  s t r a i n s 

C S a wh n e y , 1 9 6 6 ; Pr e c a u s t a  a n d S t e  1 1  m a n ,  1 9 73 ; Y i  t t e k  e t  9...l.. ,  

1 9 8 0 ;  Ga s s m a n . , �.t_ g_l_. , 1 9 8 5 ; R a f f i  a n d B u r g e r , 1 9 8 5 ) .  U s i n g 

S D S - P A GE , B u d d 1 e e t 2...l..  ( 1 9 8 4 ) e x a m i n e  d t h e  s t r u c t u r a 1 

po l y p e p t i des o f  No r t h  A me r i c a n  i s o l a t e s  a n d  f o u nd d i f f e r e n c e s  

ma i n l y  i n  t ho s e  p o l y pe p t i de s  w i t h MYs o f  3 7 K - 4 4 K .  

T h e  a i ms o f  t h e  wo r k  r e po r t e d  i n  t h i s c ha p t e r  we r e , f i r s t l y ,  

t o  c o m p a r e  b y  S O S - P A G E  a n a l y s i s  t h e  n u m b e r  a n d M Y s  o f  

po l y p e p t i d e s  o b t a i n e d  f r o m  6 N e w Z e a l a n d  o r f  i s o l a t e s , 

s e c o n d l y , to i d e n t i f y v i r i o n s u r f a c e  po l ype p t i d e s  s e p a r a t e d  

f r o m  c o r e  c o m p o n e n t s  b y  t r e a tme n t  o f  v i r i o ns w i t h No n i d e t  P 4 0  

< N P4 0 ) a n d  2 - me r c a p t o e t h a no l < 2 - ME > a n d , t h i r d l y , t o  s e pa r a t e 

a n d  i d e n t i f y  t h e  s u r f a c e  t u b u l e  C S T >  p o l y p e p t i d e ( s ) f r o m  

o t he r  v i r i o n c o mp o ne n t s .  

5.2 MATERI ALS AND METHODS 

C e l l s a n d  M e d i a .  B T  c e l l s  u p  t o  t h e  t e n t h  p a s s a g e w e r e  g r o w n 

·' 
i n  m e d i u m 1 9 9 < G I B C O ) b u f f e r e d  w i t h  Tr i c i n e C T 1 9 9 ) o r  i n  
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me t h i o n i n e - f r e e  M E M  ( b a s e d  o n  G I BCO E a g l e ' s  ME M f o r mu l a t i o n ) .  

The m e d i a  c o n t a i ne d  e i t h e r  2 7.  o r  1 0 7. F C S  a c c o r d i n g to n e e d .  

V i r u s e s . S i x  f i e l d  i s o l a t e s , i d e n t i f i e d a s  N Z 2 , N Z 7 , N Z 9 , 

N Z 1 0 ,  N Z 1 2 a n d  N Z 1 9 w e r e  u s e d  a n d  a l l h a d  b e e n  a d a p t e d  a n d  

p l a q u e - p u r i f i e d t w i c e  i n  p r i ma r y  L T  c e l l s .  V i r u s  s t o c k s , 

w h i c h  h a d  u n d e r g o n e  a t  l e a s t  2 0  p a s s a g e s , w e r e  g r o w n  i n  B T  

c e l l s . 

L a b e l l i n g o r  V i r i o n P o l y p e p t i d e s  w i t h 3 5 S - M e t h i o n i n e .  

Pr i ma r y B T  c e l l s we r e  g r o wn i n  7 5  c m2 f l a s k s . Whe n  c o n f l u e n t  

g r o w t h  wa s a c h i e v e d , t h e  c e  1 1  s we r e  wa s he d  w i t h me t h i o n i n e 

f re e  ME M wa r me d  t o  3 7 °C .  Ce l l s we r e  i n f e c t e d  w i t h  u n t i t r a t e d , 

c o n c e n t r a t e d  v i r u s  s t o c k s  o f  N Z 2 , N Z 7 , N Z 9 , N Z 1 0 ,  N Z 1 2 a n d 

NZ1 9 s u s pe nd e d  i n  me t h i o n i ne - f r ee M E M .  A s  a c o n t r o l , a f l a s k  

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

me t h i o n i n e - f r e e  M E M .  A f t e r  

mo c k - i n f e c t e d  w i t h m l  o f  

h r  a d s o r p t i o n  a t  3 7 ° C t h e  

i no c u l a  we r e  r e mo v e d a n d t he c u l t u r e s  we r e  i nc u b a t e d  w i t h ME M 

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

u n l a b e l l e d me t h i o n i ne ( i n t h e  GI BCO E a g l e ' s  M E M  f o r mu l a t i o n > 

p l u s 1 0 0 � C i / f l a s k  o f  3 5 s - me t h i o n i n e  < Am e r s ha m I n t e r n a t i o n a l , 

B u c �s ,  E n g l a n d . ,  s p e 6 i f i c a c t i v i t y > 1 2 , 0 0 0  C i / mmo l ) a n d  2 7.  

F CS . I n f e c te d  c u l t u r e s  were f u r t h e r  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C u n t i 1 

9 0 7.  - 1 0 0 7.  c p e w a s d e t e c t e d  a f t e r  w h i c h t i m e t h e y  w e r e  

s t o r e d  f r o z e n  a t  - 7 0 °C .  

P u r i f i c a t i o n o r  L a b e l l e d V i r us . 3 5 s - m e t h i o n i n e - l a b e l l e d o rf 

v i r u s  wa s p u r i f i e d b y  a c o mb i na t i o n o f  t h e  me t h o d s  o f  J o k l i k  

< 1 9 6 2 b ) a n d  o f  E s p o s  i t  o g_t_ g_ l_ .  < 1 9 7 8 > , w i t h s o m e 

mod i f i c a t i o ns . I s o t o pe - l a b e l l e d c u l t u re s we r e  g i v e n  3 c y c l e s 
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o f  f r e e z i n g a n d t h a w i n g f o l l o we d  b y  s o n i c a t i o n  f o r  4 m i n  

u s i n g a D a w e s  s o n i p r o b e a t  ma x i mu m  s e t t i n g .  C e l l  d e b r i s  w a s  

r e mo v e d b y  c e n t r i f u ga t i o n  i n  a S o r v a l l  S S 3 4  r o t o r  a t  

3 , 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n . T h e  v i r u s  w a s  p e l l e t e d f r o m  t h e  

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

3 6 %  s u c r o s e  i n  a Be c k ma n  S W2 7  r o t o r  a t  6 5 , 0 0 0  x g .  The p e l l e t 

w a s r e s u s p e n d e d  i n  1 m l  o f  E T  b u f f e r , p H  8 ( 0 . 0 2 5 M T r i s , 

0 . 0 0 1 M E D T A L T h e  v i r u s  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  l a y e r e d  o n t o  a 

2 5 %  - 5 0 %  s o d i u m d i a t r o z o a t e g r a d i e n t  < R o b i n s o n  � 9.J ... . , 

1 9 8 2 ) .  A f t e r  o v e r n i g h t  c e n t r i f u g a t i o n  a t  6 5 , 0 0 0  x g a t 5 ° C ,  

f r a c t i o ns we r e  c o l l e c t ed f r o m  the g r a d i e nt a nd s a mp l e s we r e  

a s s a y e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y .  F r a c t i o n s c o n t a i n i n g p e a k  

r a d i o a c t i v i ty we r e  p o o l e d a n d  d i l u t e d  to a f i n a l  v o l u me o f  4 

m l  w i t h E T  t o  r e d u c e  t h e  d e n s i t y o f  t h e  grad i e n t .  Th i s  was 

c e n t r i f u ged t h r o u g h  a c u s h i o n o f  3 6 7.  s u c rose at 4 5 , 0 0 0  x g i n  

a S W  5 0 . 1  r o t o r . T h e  p e l l e t w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 m l  o f  E T  

b u f f e r a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  3 c h a n g e s  o f  t h e  s a me b u f f e r .  

S a mp l e s f r o m  e a c h v i r u s  p r e p a r a t i o n we r e  c o u n t e d  i n  a B e c k m a n  

l i q u i d  sc i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  to de te r m i n e  the t o t a l a mo u n t  o f  

3 5 s - me t h i o n i n e i n c o r p o r a t e d . Co n t r o l U I1 i n f e c t e d  c e l l s  were 

pr o c e s s e d  in  a s i m i l a r ma n n e r . 

S O S - P AGE o f  V i r i o n Po l y p e pt i de s .  T h e  d i s c o n t i n u o u s  b u f f e r  

s y s t e m  o f  L a e m m l i ( 1 9 7 0 ) w a s u s e d  t o  a n a l y s e  v i r u s  

p o l y p e p t i d e s  b y  S O S - P A G E . A l i q u o t s  c o n t a i n i n g 1 0 0 , 0 0 0  o r  

3 0 0 , 0 0 0  c pm we r e  t a k e n  f r o m  t he p u r i f i e d v i r u s  p r e p a r a t i o n s , 

l y o ph i l i s e d  a n d  r e s u s p e nd e d  i n  5 0  � 1  o f  S OS - P AGE b u f f e r  < s e e  

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

f o r  2 m i n .  P r o t e i n s we r e  r e s o l v e d  i n  e i t he r  1 0 7. g e l s  o r  

5 7.  - 2 0 7.  g r a d i e n t  s l a b g e l s ,  e a c h  w i t h  a 3 7.  s t a c k i n g g e l .  
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E l e c t r o p h o r e s i s  wa s p e r f o rmed a t  1 5 0 V  f o r  s t a c k i n g a n d t h e n  

a t  2 0 0  - 2 5 0 V  w h e n  t he t r a c k i n g d y e  h a d  r e a c he d  t he r e s o l v i n g  

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

a b o u t  c m  f r o m  t h e b o t t o m  o f  t h e  g e  1 .  Ge 1 s we r e  f i x e d  a n d  

s t a i n e d  f o r  2 h r  w i t h  0 . 2 5  Co o m a s s i e  B r i l l i a n t B l u e R ( s e e  

A p p e n d i x )  a n d  d e s t a i n e d  f o r  1 6  - 2 0  h r  b y  d i f f u s i o n i n  

d e s t a i n i ng so l u t i o n  ( s e e  Append i x ) .  M o l e c u l a r we i gh t  ma r k e r s  

C S D S  7 0  a n d S D S  2 0 0 , S i g m a  C h e m i c a l Co . ,  S t .  L o u i s ,  M O . ,  

U . S . A . l we r e  i n c l u d e d  i n  e v e r y  g e l .  S t a i n i n g w a s  d o n e f o r  

t h r e e  r e a s o n s . O n e , t o  g i v e  a q u i c k  a s s e s s m e n t  o f  t h e  

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

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

m a r k e r s .  T h e  g e l s  we r e  d r i e d  i n  a n  L K B g e l d r y e r  f o r  1 h r  

a n d  t h e n  a u t o r a d i o g r a p h e d  u s i n g K o d a k  X - O M A T  X - r a y  f i l m . 

A u t o r a d i o r a p h y  w a s  d o ne a t  - 7 0 °C f o r  u p  to 2 mo n t hs . 

E f f e c t  o f  Pr o t e a s e  I n h i b i t o r s  o n  V i r i o n Po l y pe p t i d e s .  I n  

o r d e r  to t e s t  whe t h e r  o r  n o t  pro t e a s e s  pr e s e n t  i n  ho s t  c e l l s  

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

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

p r e s e n c e  o f  t h e p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  p he n y 1 m e t h y l s u 1 p h o n y l 

f l u o r i d e C P M S F l o r  s o y b e a n  t r y p s i n  i nh i b i to r  t h r o u g h o u t  t he 

p u r i f i c a t i o n p r o c e s s  o f  3 5 s - me th i o n i ne - l a b e 1 1 e d v i r u s .  P MS F  

( 0 . 1  m M l  a n d  s o y b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( 1 0 0 ..U g / m l l w e r e  

p r e s e n t  i n  t h e  v i r us s u s p e ns i o n  t hr o u gho u t  t h e  p u r i f i c a t i o n 

p r o c e s s . P r o c e s s i n g o f  v i r us - i n f e c t e d  and u n  i n f e c t e d  c e  1 1  s 

f o l l o wed the p r o c e d u r e  d e s c r i b ed a b o v e .  
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I d e n t i f i c a t i o n o f  S u r f a c e  P o l y p e p t i d e s  b y  C o n t r o l l e d 

D e gr a d a t i o n o f  O r f  V i r u s .  V i r u s  c o r e s  c a n  b e  r e l e a s e d f r o m  

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

d e s c r i b e d  b y  E a s t e r b r o o k  ( 1 9 6 6 ) w a s  u s e d  w i t h  s o m e 

m o d i f i c a t i o n ( T h o m a s �� gJ,_. , 1 9 8 0 ; 8 u d d 1 e �� gj_. , 1 9 8 4 l . 

P u r i f i e d N Z 7  ( 1 5 0 , 0 0 0  c p m l  i n  1 m l  E T  b u f f e r  w a s  t r e a t e d  

w i t h  1 7.  N P 4 0  a n d 0 . 1 7.  2 - M E f o r  6 0  m i n  a t  3 7 ° C w i t h  c o n s t a n t  

a g i t a t i o n .  T h e  d e t e r g e n t - t r e a t e d  v i r u s  s u s p e n s i o n w a s  

s o n i c a t ed us i n g a Da wes s o n i pro b e  a t  ma x i mu m  s e t t i n g f o r  

1 0  s e c . The s u s p e ns i o n was t h e n  c e n t r i f uged a t  3 0 , 0 0 0  x g f o r  

3 0  m i n  a t  4 ° C a n d  t h e r e s u l t i n g p e l l e t w a s  r e s u s p e n d e d  i n  

0 . 0 0 1 M T r i s ,  p H  8 .  T h e  r e s u s p e n d e d  p e l l e t a n d t h e 

s u p e r n a t a n t  w e r e  d i a l y s e d  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d 

l y o p h i l i s ed . 

I d e n t i f i c a t i o n o f  the S u r f a c e  Tu b u l e  Po l y p e p t i d e ( s ) .  T h e  

me t h o d  o f  S t e r n  a n d  Da l e s C 1 9 7 6 l w i t h  s o me m o d i f i c a t i o n was 

us e d  t o  pu r i f y s u r f a c e  t u b u l e s C S T l .  A f t e r  t r e a t me n t  of 1 m l  

o f  N Z 7  v i r u s  s u s p e n s i o n w i t h  N P 4 0  a n d 2 - M E a n d s o n i c a t i o n ,  

t h e  s u s p e n s i o n was l a y e r e d  o v e r  8 0 0  � 1  o f  1 . 1 7  M s u c r o s e  i n  

0 . 0 0 1  M Tr i s ,  p H  8 ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 , 0 0 0  x g f o r  

2 0  m i n .  The s u pe r n a t a n t  a n d  i n te r f a c e  f r a c t i o n s  we r e  p o o l e d ,  

d i a l y s e d  a g a i n s t  wa t e r  a n d  l y o p h i l i s e d .  T h e  f r e e z e - d r i e d 

f r a c t i o n s  we r e  r e s u s p e n d e d  i n  S OS - P AGE b u f f e r  a n d  b o i l e d f o r  

2 m i n .  The s a mp l e s ,  who l e  v i r u s  p r e p a r a t i ons a n d S D S  ma r k e r s 

w e r e  l o a d e d  i n t o  s e p a r a t e  w e l l s  i n  a 1 0 7. jZ e l a n d  

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

d e s t a i n i n g ,  t he g e  1 was s u b j e c te d  t o  f 1 u o r o g r a p h y  u s i n g the 

e n h a n c e r  Amp l i f y C Ame r s ha m l ,  a c c o r d i n g to t h e  ma n u f a c t u r e r ' s 

r e c o m m e n d a t i o n s .  T h e  g e l w a s  s o a k e d  i n  A m p l i f y  f o r  2 0  m i n  
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w i t h  c o n t i n u o u s  a g i t a t i o n b y  r o c k i n g .  T h e  ge l wa s d r i e d  a n d 

t h e n e x p o s e d  t o  s e n s i t i s e d  D u p o n t  C r o n e x  X - r a y  f i l m  < C a t  

no . 5 6 8 - 3 6 1 - 2 1 A ) .  The f i l m  was s e n s i t i s e d  b y  pre - e x p o s u r e  t o  

a b r i e f f l a s h  o f  l i gh t  a c c o r d i ng t o  L a s k e y  a n d  M i l l s ( 1 9 7 5 ) .  

F o r  N Z 2 , N Z 9 , a n d  N Z 1 2 ,  S T s  we r e  p a r t i a l l y p u r i f i e d b y  

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

tr e a t me n t  w i t h N P 4 0  a n d  2 - ME , the t r e a t e d  v i r us s u s p e n s i o ns 

we r e  e a c h  l a y e r e d  o n t o  8 0 0  u l  o f  1 . 1 7  M s u c r o s e  c u s h i o n s  i n  

E T  b u f f e r .  T h e s e  s t e p - g r a d i e n t s we r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 , 0 0 0  

x g f o r  2 0  m i n i n  a S o r v a l l HB 4 r o t o r . E a c h  p e l l e t w a s  

r e s u s p e n d e d  i n  5 0  u l  S O S - P A G E  b u f f e r  w h i l e t h e  s u p e r n a t a n t  

a n d  i n t e r f a c e we r e  p o o l e d ,  d i l u t e d  w i t h 4 m l  o f  E T  b u f f e r to 

re d u c e  d e ns i t y a n d c e n t r i f u ged at 1 0 0 , 0 0 0  x g i n  a Be c k ma n  S W  

5 0  r o t o r  f o r  1 6  h r . T h e  p e l l e t  w a s r e s u s p e n d e d  i n  S O S - P A GE 

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

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

wa s b o i l e d f o r  2 m i n .  T h e  s a m p l e s w e r e  l o a d e d  i n t o  s e p a r a t e 

we l l s o f  a 5 7. - 2 0 7.  g r a d i e n t  g e l w i t h  a 3 7.  s t a c k i n g g e l .  

A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s  t h e  g e l s  w e r e  s t a i n e d  i n  0 . 2 5 7.  

C o o ma s s i e  B r i 1 1  i a n t  B l u e R ,  d e s t a i n e d  a n d  d r i e d .  T h e  d r i e d 

ge l s  we re a u t o r a d i o gr a phed us i n g K o d a k  X- Oma t x - r a y  f i l m . 

E x p o s u r e  t i me wa s 2 w e e k s  t o  2 mo n t h s  a t  - 7 0° C .  

E l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  To mo n i t o r  t h e  c o n tro l l e d d e g r a d a t i o n  

o f  o r f  v i r i o n s , s a mp l e s were t a k e n  f r o m  t he d e t e r ge n t - t r e a t e d  

N Z ?  v i r u s  b e f o r e  s o n i c a t i o n a n d a f t e r  f r a c t i o n a t i o n a n d  

l y o p h i l i s a t i o n ,  The s a mp l e s we r e  a p p l i e d d i r e c t l y  t o  F o r m v a r 

c o a t e d  c o p p e r  g r i d s .  S a m p l e s we r e  s t a i n e d  w i t h  0 . 5 7.  u r a n y l 

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

e x a m i ne d  i n  a H i t a c h i HU I I e l e c t r o n  m i c r o s c o p e . 
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SOS- PAGE o f  35 s - Meth i on i ne - Labe l l ed V i r i on Po l ypept i de s .  S i x  

Ne w Z e a l a n d  s t r a i n s o f  o r f  v i r u s  we r e  p r o p a g a t e d  i n  t h e 

p r e s e n c e  o f  3 5 s - m e t h i o n i n e .  S O S - P A G E  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  

p u r i f i e d v i r u s  s h o w e d  2 5 - 3 3  we l l - r e s o l v e d  3 5 s - m e t h o i n i n e 

l a b e l l e d p o l y p e p t i d e s  w i t h  M U s  r a n g i n g f r o m  1 3 0 K  - 1 0 K .  

Au to r a d i o gr a ms o f  t h e  d i f f e r e n t  s t r a i n s o n  l i n e a r  1 0 7. a nd 

5 - 2 0 7. g r a d i e n t  g e l s  a r e  s h o w n i n  F i g s .  5 - 1 a n d 5 - 2 ,  

res p e c t i v e  1 y .  The po 1 y p e p t  i de p r o f  i 1 e s  o f  s t r a i n s NZ2 , NZ? , 

N Z 9 , N Z 1 0 a n d  N Z 1 2 we r e  s i m i l a r e x c e p t f o r  d i f f e r e n c e s  i n  

s o me m i n o r  b a n d s . S t ra i n  NZ 1 9 s h o we d  more ma r k e d  d i f f e r e n c e  

f r o m  t h e o t h e r  5 s t r a i n s  e s p e c i a l l y  i n  t h e r e g i o n o f  M U  a b o u t  

3 8 . 5 K . Ta b l e  X I  I s h o ws t h e  M Ws o f  t h e p o l y p e p t i d e s  a n d 

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

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

b a n d s .  U n i n f e c t e d  c e l l s  u s e d  a s  a c o n t r o l d i d  n o t  y i e l d  a n y  

s i g n i f i c a n t  p e a k  o f  3 5 s - me t h i o n i ne - l a b e l l e d ma t e r i a l  i n  t he 

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

un i n f e c t e d  c e l l s  a n d f i na l l y  a v a i l a b l e  f o r  ge l a n a l y s i s  wa s 

l e s s  t h a n  2 0 0  c p m .  A s  s h o w n  i n  F i g . 5 - 3  n o  b a n d s  w e r e  

de t e c t ed i n  u n i n f e c t e d  BT c e l l s i nc u b a t e d  i n  the p r e s e n c e  o f  

3 5 s - me t h i o n i n e a n d  p r o c e s s e d  i n  t he s a me ma n n e r  a s  _ t h e  v i r us 

i n f e c t e d  c e l l s .  Th i s  i n d i c a t e s  t h a t t h e  p o l y p e � t i d e b a n d s  

d e t e c t e d  we r e  o f  v i r u s  o r i g i n .  R e pe a t e d  ge l p r e pa r a t i o n s  o f  

t h e  s a me s a mp l e s ga v e  the s a me r e s u l ts a l tho u g h  t i me d i d  no t 

p e r m i t t h e l a b e l ! i n g e x p e r i m e n t  t o  b e  r e p e a t e d . 
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4 5  

3 4 · 7
--

2 4  

1 8  

1 4 · 3 --

2 9 1 0  7 1 2  1 9  1 9  

F ig. 5 - 1 . A u t orad i ogram o f  t h e  po l ypept i d e s  o f  s i x  
N Z  orf vi r u s  s t ra i ns l a b e l l e d  w i t h  3 5 5 - me t h i o n i n e . 
S a m p l e s  e a c h  c o n t a i n i ng 1 0 0 , 0 0 0  c p m w e r e  a n a l ys e d  

i n  a 1 0 % p o l y a c r y l a mi d e  ge l .  



2 0 5  
1 1  6 

9 7  
6 6  

4 5  

2 9 
2 4  

1 8·4 

1 4 · 3  

S D S  
7 0  2 0 0 

2 9 

a b a b 

7 1 2  

a b a b 
1 9  

a b 

F i g . 5 - 2 .  A u t o radiogr a m  o f  t h e po l ype p t id e s  o f  
five NZ o r f  Yir us s t r ai n s  . l a b e l l e d  wit h  3 5 S 
me t hi o ni n e .  S a m p l e s  w e  r e  a n a l ys e d i n  a 5 - 2  0 %  

p o l ya c r y l a mi d e  g r a d i e n t g e l .  ( a ) 3 0 0 ,  0 0 0  c p m p e r  

we l l  < b ) 1 0 0 ,  0 0 0  c p m p e r we l l .  ( S O S >  m o l e c u l a r  

we i g h t  ma r ke r s .  



MW 

( X  1 03 ) 

48 -
32 -

1 6  -

V 
2 3 

PMSF 
2 3 

ST I u 
2 3 2 3 

'!' I 
� .-.-. 

F i g . 5 - 3 .  A u t o radiogram o f  3 ' S - m e t  h i  o ni ne - l a b e l l e d  
po l ypept id e s  o f  o r f  vir u s  purifie d in t h e  pr e s e nce o f  
p r o t eas e i nhi bi t o r s .  T h e  S D S - P A G E  a n a l y s i s  w a s  d o n e  i n  a 

1 0 % g e l .  < V > u n t r e a t e d  v i r u s ;  < P M S F >  

p h e n y l m e t h y l s u f o n y l f l u o r i d e ;  < S T I > s o y b e a n  t r y p s i n 

i n h i b i t o r ;  < U >  u n i n f e c t e d c e l l s .  
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E f f e c t  o f  Pr o t e a s e  I n h i b i t o r s  o n  V i r i o n  Po l y p e p t i d e s . N o  

d i f f e r e n c e s  we r e  d e t ec t e d  b e t we e n  t he p o l y p e pt i d es f r o m  P M S F 

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

u n t r e a t e d  v i r u s  < F i g .  5 - 3 ) .  

I dent i f i cat i on o f  Po l y pept i des So l ub i l i sed i n  NP40 a nd 2 - ME .  

Wh e n  3 5 s - me t i o n i n e - l a b e l l e d NZ? wa s tr ea t e d  w i t h  N P 4 0  a n d  

2 - M E a n d s o n i c a t e d  f o r  1 0  s e c , 1 2  i s o t o p e - l a b e l l e d 

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

P AGE a n a l y s i s  o f  t h e  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  ( f i g . 5 - 4 ) .  S o me o f  

t h e s e  po l y p e p t i d e s  we r e  e i t he r  n o t  d e t e c ta b l e  i n  t h e  pe l l e t  

f r a c t i o n o r  t he i r  c o n c e n t r a t i o n s  < r e l a t i v e  to t ho s e  o f  who l e  

o r f  v i r u s ) we r e  r e du c e d  a s  i nd i c a t e d  b y  t he i n t e n s i t y o f  t he 

b a n d s . The e s t i ma t e d  M Ws o f  t h e c o r e  ( p e l l e t )  a n d  s u r f a c e  

( s u p e r n a t a n t ) p o l ype p t i d es a r e  s h o wn i n  Ta b l e  X I I I .  

At t e mp t s  t o  V i s u a l i s e t he S u r f a c e  Tu b u l e  Po l y p e p t i d e ( s ) . 

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

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

a p p r o x i m a t e l y  3 8 . 5 K  < F i g . 5 - 4 ) .  C o n t r o l l e d d e g r a d a t i o n  a n d  

p u r i f i c a t i o n o f  t h e  S T s  o f  N Z 2 , N Z 9 a n d  N Z 1 2 a l s o s h o w e d  

e n h a n c e me n t  o f  a p o l y p e p t i d e w i t h a M W  o f  a b o u t  3 8 . 5 K  a f t e r  

SOS - PAGE a n a l y s i s  < F i g .  5 - 5 ) .  The 3 8 . 5 K  d a l t o n  p o l y p e p t i de 

i s  b e l i e v e d t o  b e  t h e c o m p o n e n t  o f  t h e S T .  H o w e v e r ,  E M  

e x a m i n a t i o n o f  f r a c t i o ns a f t e r  t r e a t me n t  w i t h NP40 a n d  2 - ME 

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

t h e  s a mp l e  p r e pa r a t i o n s .  



M W  ( x  1 0
3 ) 

1 1 6 

9 7  

6 6  

4 5  

2 9  

V p s STE 

F i g . 5 - 4 .  A u t o r a dio gr a m  o f  orf vi r u s  N Z 7 
p o l y p e p t i d e s  r e l e a s e d  a f t e r t re a t me n t  wi t h  N P 4 0  
a n d 2 - K E a n d s o nicatio n .  T h e 1 0 % p o l y a c y l a m i d e  g e l 

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

X - r a y  f i l m . < V > w h o l e  v i r i o n ;  < P >  p e l l e t ;  < S >  

s u pe r n a t a n t ; < S T E >  s u r f a c e  t u b u l a r  e l e me n t a f t e r  

p a r t i a l p u r i f i c a t i o n .  



2 0 5 

9 9  
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4 5 
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1 4 .  3 
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9 1 2  
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1 2  

V p S 

F i g . 5 - 5 . A u t o r a d i o g r a m  o f  3 5 S - me t h i o n i n e - l a b e l l e d  
p o l ype p t i d e s  o f  o r f  vi r us s t r a i n s  a f t e r  t r e a t me n t 
wi t h  N P 4 0  a n d  2 - H E , s a m p l e s  we r e  f r a c t i o n a t e d  
a c c o r d i n g  t o  S t e r n  a n d  D a l e s  ( 1 9 7 6 )  a nd a n a l ys e d  
b y  S D S - P A G E  i n  a 5 - 2 0 %  g r a d i e nt ge l .  < V > w h o l e  
v i r i o n ;  < P >  p e l l e t  f r a c t i o n ;  < S >  s u p e r n a t a n t 
f r a c t i o n .  
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T a b l e  X I I .  C o m p a ri son o f  the Struc t ur a l  P o l y pe p t i d e s  of K Z  orf v i rus 

i so l a t e s  

B a nd 

No 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

1 0 

1 1  
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T a bl e X I I I .  L o c a t i o n  o f  Struc tural P o l y pept i d es of orf V i rus N o  7 

A pproxi m a t e  

M o l e c u l a r  w e i g h t  C o re Surf a c e  S u r f a c e  

( x 1  0 3 )  ( P e l l e t f ra c t i o n )  ( Supern a t a n t  f r. ) T ubul e 

1 3 0  + 

1 2 5  + 

1 1  8 + 

1 0 5  + + 

1 0 4 + + 

9 0  + 

8 6  + 

8 3  + 

8 2  + 

7 5  + + 

7 4  + + 

6 4 .  5 + 

5 8  + 

5 5  + 

5 2  + 

5 0 . 5 + 

4 7  + 

4 4  + 

4 1 . 5 + 

3 8 .  5 + + 

3 3 .  2 5  + 

3 1  + + 

2 8 .  5 + 

2 5 .  7 5  + + 

2 (  + + 

2 3 .  5 + 

2 1 . 5 + 

2 0 .  5 + + 

1 9 . 5 + 

1 8 . 5 + 

1 6 . 2 5  + + 

1 5 + + 

H + + 



5 . 4  D I SCUSS ION 

97 

Two p a t t e r n s  o f  po l y p e p t i d e b a n ds we r e  i d e n t i f i e d f r o m  6 Ne w 

Zea l a n d s t r a i n s o f  o r f  v i r u s . One pa t t e r n  wa s c o mm o n  to NZ2 , 

N Z 7 , N Z 9 , N Z 1 0 ,  a n d  N Z 1 2 .  N Z 1 9 d i f f e r e d  f r o m  t h i s p a t t e r n ,  

the ma i n  d i f f e r e n c e  b e i n g i n  the 3 8 . 5  Kd re g i o n .  D i f f e r e n c e s  

ha v e  a l s o b e e n  o b s e r v e d i n  t he po l yp e p t i d e s  o f  N o r t h  Amer i c a n  

i s o l a t es , e s p e c i a l l y  i n  those w i t h M Ws o f  3 7 K - 4 4 K  < B u d d l e  e t  

�. , 1 9 8 4 ) .  Compar i s o n  o f  t h e  s t r u c t u r a l po l ype p t i d e p r o f i l e s 

o f  t h e  N e w Z e a l a n d  s t r a i n s a n d Am e r i c a n  i s o l a t e s  w a s  n o t 

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

Budd l e  e t  g_l._. ( 1 9 8 4 ) d e s c r i b e d  po l y p e p t i d e s  w i t h  M Ws o f  3 7 K ,  

3 9 K  a n d 4 4 K  a s  t h e  p o l y p e p t i d e c o mp o n e n t s o f  t h e S Ts o f  t h e  

No r t h  Ame r i c a n  s t r a i ns .  Whe t h e r  t he 3 8 . 5 K  da l t o n  po l y p e p t i d e 

d e t e c t e d  i n  t he p r e s e n t  s t u d y  i s  one o f  t hese p o l y p e p t i d e s  i s  

no t k n o wn .  C l a s s i f i c a t i o n o f  i s o l a t es b y  t he S T  p o l y p e p t i d e s , 

a s  s u g g e s t e d  b y  B u d d l e e t  g_l._. ( 1 9 8 4 ) ,  wo u l d  p l a c e  t h e  N e w  

Zea l a n d  i s o l a t e s  i n to t wo g r o u ps . Thu s  s t r a i ns NZ2 , NZ7 , NZ9 , 

N Z 1  0 a n d  NZ 1 2 ,  wh i e h  s h o we d  t he s a me p o  1 y p e p t  i d e  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  p u t a t i v e  S T  c o u l d  b e  c l a ss i f i e d i n  o n e  g r o u p  wh i l e 

s t r a i n  N Z 1 9 ,  wh i c h l a c k e d  a p o l y p e p t i d e w i t h M W  o f  3 8 . 5 K ,  i n  

a n o t h e r .  S t u d i e s o n  m o r e  N e w Z e a l a n d  i s o l a t e s  ma y r e v e a l 

o t h e r  d i f f e r e n c e s  i n  t h e S T  p o l y p e p t i d e ( s ) .  B u d d l e  e t  g_l._. 

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

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

s t r a i n s N Z 2 , N Z 7 , N Z 9 , N Z 1 0 a n d N Z 1 2 a r e  a n t i g e n i c a l l y  

r e l a t e d  wh i l e  s t r a i n  N Z 1 9 i s  i n  a d i f f e r e n t  a nt i ge n i c  g r o u p .  

A l t h o u g h D N A  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  r e v e a l e d 

d i f f e r e n c e s  b e t we e n  t h e  N e w  Z e a l a n d  s t r a i n s < R o b i n s o n  e t  

g_l_. , 1 9 8 2 ) t h e r e  w a s  n o  o b v i o u s  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
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r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  f r a g me n t  pa t t e r ns and t h e  S OS - P AGE 

p r o f i l e s of t h e  t wo g r o u p s .  

A l l t he po l y p e p t i d e s  d e t e c t e d  b y  s t a i n i n g w i th Co o ma s s i e  B l ue 

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

p o l y p e p t i d e s  we r e  d e t e c ted b y  a u t o r a d i o g r a p hy wh i c h were n o t  

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

r a d i o a c t i v e l a be l . 

S u b p a s s a g e d i d  n o t  a l t e r  t h e  D N A  p r o f i l e  o f  N Z 2  p a s s a g e d  

a bo u t  2 0  t i me s  i n  o v i n e and b o v i n e c e l l s a n d  l a t e r  r e pa s s a ge d  

b a c k i n  s h e e p  w h e n  c o m p a r e d  w i t h t h a t  o f  D N A  i s o l a t e d  f r o m  

o r i g i n a l  s c a b  m a t e r i a l s  ( R o b i n s o n  li g_J_. , 1 9 8 2 ) .  T h e r e  wa s 

a l s o n o  d i f f e r e n c e o b s e r v e d  b e t we e n  t he p a s sage 8 a n d  p a s s a ge 

3 2  o r f  v i r u s  i n  t h e p o l y p e p t i d e s t u d i e s o f  B u d d l e  � ��· 

( 1 9 8 4 ) .  Th i s  i n d i c a t e s  t h a t t h e d i f f e r e n c e s d e t e c t e d  a mo n g  

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

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

h o we v e r , b e t we e n  t h e D N A  f r a g m e n t  p a t t e r ns o f  l o w p a s s a g e  

C P 8 ) a n d  h i g h p a s s a g e C P 1 0 8 ) o r f v i r u s  i s o l a t e s  h a s  b e e n  

d e t e c t e d  C W i t t e k  e t ��. , 1 9 8 0 ) s u g g e s t i n g t h a t c h a n g e s m a y 

e v e n t u a l l y o c c u r .  

I n  o n e  e x p e r i m e n t , p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  

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

pr o c e d u r e  a l t ho ugh the i n t e n s i t y o f  t he ba n d s  w a s  l o w .  The 

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

a l t e r e d  i n  s i z e i n  t h e t r e a t e d  o r  u n t r e a t e d  l a n e s .  T h i s ,  

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

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

b a nds . 



CHAPTER 6 

ONE- STEP GROVTH CYCLE : APPEARANCE OF I NFECT I O US 

V I RUS PARTI CLES AND K I NE T I CS OF DNA SYNTHES I S  

6 . 1  I NTRODUCTI ON 

1 00 

The v i r u s  g r o wt h  c y c l e  i n  v a c c i n i a - i n f e c ted c e l l s  i s  a r a p i d  

e v e n t  C S a l z m a n , 1 9 6 0 ; J o k l i k  a n d S e e k e r , 1 9 6 4 ; E s t e b a n  a n d  

H o l o w c z a k , 1 9 7 7 ) .  U s i n g a v e r y  h i g h m u l t i p l i c i t y o f  

i n f e c t i o n D N A s y n t h e s i s  s t a r t s  1 . 5 - 2 h r  p . i .  a n d  i s  

v i r t u a l l y  c o mp l e t e b y  6 hr p . i .  a t  wh i c h  t i me n e w i n f e c t i o u s  

p a r t i c l e s a p pe a r .  V i r u s  r e p l i c a t i o n i s  a l mo s t  c o mp l e t e  by 1 2  

hr ( s e e  F i g . 2 - 9 ) .  O t h e r  p o x v i r u s e s  s h o w  s l o we r  g r o wth c y c l e s 

< E w t o n  a n d  Ha d e s , 1 9 6 7 ;  Y o h n  e t  g_l_. , 1 9 7 0 ; G a f f o r d e t  g_l_. , 

1 9 72 ) .  Y i t h  m i l ke r ' s  node v i r u s , DNA s y n t hes i s  s t a r ts 4 - 8  h r  

p . i .  a n d i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s a r e  f i r s t  d e t e c t e d  a t  2 0  h r  

p . i .  < Th o m a s  e t  g_l_. , 1 9 8 0 ) .  I n  t h e i r  s t u d i e s o f  h u m a n  o r f  

i s o l a t e s  i n  b o v i ne s p l e e n  c e l l s ,  He s s a m i  e t  a l . ( 1 9 7 9 ) ha v e  

d e t e c t e d  i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s a t  8 h r  p . i . w i t h t h e m a x i m u m  

i nf e'c t i v i t y t i t r e  b e i n g s e e n  3 6  h r  p . i .  I t  wa s i mp o r t a n t  t o  

t h e r e f o r e  d e t e r m i ne t h e  r a t e  o f  o r f  � i r u s  r e p l i c a t i o n  i n · BT 

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

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

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

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

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

E a r l y  e v e n ts a r e  c ha ra c t e r i s e d  b y  t he prod u c t i o n  o f  e n z y me s  
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a n d 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  a n d  l a te e v e n t s  b y  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  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 .  

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

E a r l y  n o n 

a s  b e i n g 

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

( Ma l l o n e t  §j_. , 1 9 8 5 ) a n d thus de tec t i o n  o f  t he o n se t o f  DNA 

r e p l i c a t i o n  i s  i mpo r t a n t  i n  t h e  s t u d y  of mo l e c u l a r e v e n ts i n  

o r f v i r us - i n f e c ted c e l l s .  

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

o r f  v i r u s  D N A  s y n t h e s i s .  The f i r s t  me t h o d  w a s b a s e d  o n  t h e 

m e a s u r e m e n t  o f  t o t a l i n c o r p o r a t i o n  o f  3 H - t h y m i d i n e i n  

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

a na l y s i s  o f  o r f - s p e c i f i c DNA a p p e a r i n g a t  v a r i o u s  t i me s  a f t e r  

i n f e c t i o n .  I n  t h i s  l a t t e r  m e t h o d  t o t a l c e l l u l a r D N A  w a s 

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

a p p a r a t u s  a n d t h e  r e l a t i v e a mo u n t  o f  v i r a l  D N A  p r e s e n t  a t  

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

r a d i o l a b e l l e d o r f  D N A .  

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

d e t e r m i n e d  t h e  l e v e l s  o f  DNA s y n t hes i s  i n h i b i t o r s  r e q u i r e d  t o  

i n h i b i t  o r f  D N A  s y n t h e s i s  i n  B T  c e l l s .  T h i s  k n o w l e d g e i s  

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

c e l l s .  The a r a b i n o s y l n u c l e o s i de s ,  a d e n i ne a r a b i no f u r a n o s i d e 

( a r a - A )  a nd c y to s i ne a r a b i n o f u r a n o s i d e ( a r a - C ) ,  h y d r o x y u r e a  

< HU >  a n d  b r o m o u r a c i l  d e o x y r i b o s e  < BUd R ) a r e  k n o wn t o  i n h i b i t  

c e 1 1 u 1 a r a n d v i r a 1 D N A  s y n t h e  s i s ( F e n n e r e t g_l_. , 1 9 7 4 > .  B y  

i nh i b i t i ng DNA s y n t he s i s  i n  p o x v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  e a r l y  

e v e n t s  a re p r o l o ng e d  C Ka t e s  a n d  M c A u s l a n ,  1 9 6 7 c ) .  
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I n  s u m m a r y , t h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e s  e x p e r i me n t s d e s i g n e d , 

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

p r o d u c t i o n  a n d DNA s y n t he s i s  d u r i n g o n e - s t ep g r o w t h  c y c l e s  

o f  o r f  v i r u s  i n  B T  c e l l s  a t  4 ° C a n d  3 7 ° C a n d , s e c o n d l y , t o  

d e t e r m i n e t h e  l e v e l s  o f  a r a - A ,  a r a - C ,  H U  a n d B U d R  t h a t a r e 

r e q u i r ed to i n h i b i t  DNA s y n t he s i s .  

6 . 2 MATER I ALS AND METHODS 

C e l l s  a n d M e d i a .  B T  c e l l s  wh i c h h a d  u n d e r g o n e  1 8  p a s s a g e s  

w e r e  g r o w n i n  M E M - L A H c o n t a i n i n g e i t h e r  1 0 7. o r  2 7.  F C S  a s  

r e qu i r e d . 

V i r u s  S t o c k .  N Z? g r o w n i n  B T  c e l l s  a n d  v a c c i n i a  v i r u s  

C E l s t r e e  s t r a i n >  wh i c h  h a d  b e e n  p a s s a g e d  i n  B T  c e l l s o n c e 

w e r e  u s e d  a s  c e l l l y s a t e s . T h e t i t r e  o f  N Z ?  wa s 6 . 5  x 1 0 7 

p f u / m l  a nd t h a t  o f  t h e  v a c c i n i a  v i r u s  wa s 1 . 2 5  x 1 0 7 p f u / m l . 

O n e - s t e p  G r o w t h  C y c l e s .  O n e - s t e p  g r o w t h  e y e 1 e s  w e r e  

e s t a b l i s hed u s i n g a d s o r p t i o n  t e mpe r a t u r e s  o f  4 ° C a nd 3 7 °C .  

< a > Ad s o r p t i o n a t  4 ° C .  B T  c e l l s  w e r e  g r o wn i n  2 5  c m2 f l a s k s  

a nd whe n  c o n f l u e n t  were i n f e c t e d  w i t h a t  l e a s t  5 p f u / c e l l  · o f  

N Z ? . V i r u s  w a s a l
.
l o w e d  t o  a d s o r b  a t  4 ° C f o r  h r  w i t h  

c o n t i n u o u s  r o c k i ng .  A f t e r  a d s o r p t i o n  t h e  i n f ec t e d  mo n o l a y e r s  

w e r e  b r o u g h t  t o  3 7 ° C a n d 1 5  m i n l a t e r  t h e m e d i u m w a s r e p l a c e d  

w i t h  f r e s h  M E M - L A H c o n t a i n i n g 2 7.  F C S .  I n f e c t e d  m o n o l a y e r s  

w e r e  t a k e n  e v e r y  2 h r  f o r  t h e  f i r s t  2 4  h r  a n d  t h e n  a t  3 6  h r  

a n d  4 8  h r  p . i .  a n d f r o z e n  
' a t  - 7 0 ° C .  T h e  i n f e c t e d  c e l l s  we r e  
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f r o z e n  a n d  t h a w e d  3 t i me s , s o n i c a t e d  a n d 1 0 - f o l d  s e r i a l  

d i l u t i o n s  ma d e .  P l a q u e t i t r a t i o n s  w e r e  d o n e  o n  B T  c e l l s  

g r o wn i n  M E M - L AH p l u s 1 0 % F CS i n  2 4 - we l l p l a t e s . 

( b )  A d s o r p t i o n a t  3 7 ° C .  B T  c e l l s  w e r e  g r o w n i n  1 0  x 3 5  m m  

d i s h e s .  Wh e n  c o n f l u e n t , e a c h  mo n o l a y e r  w a s  i n f e c t e d  w i t h  1 5  

p f u / c e l l  o f  NZ? v i r u s s to c k .  V i r u s  wa s a d s o r b e d  a t  3 7° C i n  a 

5 %  co 2 - i n - a i r  a t mo s ph e r e  f o r  1 hr . Af t e r  a d so r p t i o n o f  v i r u s 

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

f r e s h  M E M - L A H  p l u s 2 %  F C S .  I n f e c t e d  c e l l s we r e  i n c u b a t e d  

f u r t h e r  a t  3 7 ° C i n  a 5 %  c o 2 - i n - a i r  a t m o s p h e r e  a n d  2 d i s h e s  

we re f r o z e n  e v e r y  4 h r .  S a mp l e s we r e  p r o c e s s e d  a s  a b o v e  f o r  

p l a q u e  t i t r a t i o n .  

3 H - T h y m i d i n e L a b e l ! i n g o r  D N A .  B T  c e l l s  we r e  g r o w n i n  3 5  x 

1 0  mm p l a s t i c  d i s he s .  Mono l a y e r s we r e  i n f e c t e d  w i th e i t h e r  1 5  

p f u / c e l l  o f  NZ? v i r u s , 1 0  p f u / c e l l o f  v a c c i n i a  v i r u s  o r  we r e  

mo c k - i n f e c ted w i th c u l t u r e  med i u m. Af t e r  ad s o r p t i o n f o r  1 h r  

a t  3 7° C t h e  c u l t u r e s  w e r e  wa shed w i t h PB S ,  p H  7 ,  a n d  t h e  

m e d i u m r e p l a c e d  w i t h  M E M - L A H  c o n t a i n i n g 5 p C i / m l  o f  3 H 

t h y m i d i ne < Ame r s ha m ,  s p e c i f i c a c t i v i t y 5 C i / m mo l ) and 2 %  FCS .  

A t  v a r i o u s  t i me s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  i n f e c t e d  a n d  mo c k - i nf e c t e d  

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

the c e l l s  we r e  s c r a p e d  i n t o  1 m l  o f  0 . 0 0 2  M Tr i s ,  p H  9 .  A b o u t  

1 0 0 p l  o f  e a c h c e l l  l y s a t e  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  9 0 0  J.J l  o f  

1 0 7. t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  < TC A > a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  G F / C  

f i l t e r  p a p e r s < Wh a t ma n  L t d > .  The f i l t e r s  we r e  d r i e d a n d  t he i r  

rad i o a c t i v i t y w a s  mea s u r e d  i n  a Ph i l i ps l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n 

c o u n t e r . 
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" Do t - B l o t "  A n a l y s i s .  BT c e l l s were g r o wn i n  2 4 - we l l p l a t e s . 

Whe n c o nf 1 u e n  t ,  t he mono 1 a y e r s  we r e  i n f e c te d  w i t h a t  1 e a s t  

1 5  p f u / c e l l  o f  e i t h e r  NZ7 s t o c k  o r  5 p f u / c e l l o f  v a c c i n i a . 

T h e  v i r u s e s  w e r e  a d s o r b e d  a t  3 7 ° C f o r  1 h r  i n  a 5 '7.  c o 2 - i n - a i r  

a t mo sphe r e .  Af ter a d s o r p t i o n  t he mo no l a y e r s  we r e  wa s h e d  t w i c e  

w i t h M E M - L A H  wa r m e d  t o  3 7 ° C .  M a i n t e n a n c e m e d i u m C M E M - L A H  

c o n t a i n i n g 2 '7.  F C S ) wa s a d d e d  t o  e a c h  we l l  a n d  i n c u b a t e d  

f u r t h e r a t  3 7 ° C .  A t  v a r i o u s t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n t h e  

m o n o l a y e r s  w e r e  wa s h e d  t w i c e  w i t h i c e - c o l d  P B S , p H  7 .  T h e  

c e l l s  f r o m  e a c h  we l l  w e r e  s c r a p e d  i n t o  8 0 0  u l  a mo u n t s  o f  T E  

b u f f e r , p H  8 , ( 0 . 0 1  M T r i s , 0 . 0 0 1  M E D T A ) a n d  f r o z e n  a n d  

t h a wed o nc e .  E a c h s a mp l e  w a s  t r e a t ed w i t h 2 . 5  u l  o f  5 0  � g / m l  

t r y ps i n  C S i gma , 3 x  c r y s t a l l i s e d ) a n d  i nc u b a t ed a t  3 7 ° C f o r  3 0  

m i n t o  1 h r . Do u b l i n g  d i l u t i o ns w i t h  f i na l  v o l u me s  o f  2 0 0  ,.u l  

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

n i t r o c e l l u l o s e  memb r a n e  a s  d e s c r i b e d  b e l o w .  

D N A  I mm o b i  1 i z a t i o n .  D N A  i m m o b i l i z a t i o n w a s  d o n e  b y  a 

m o d i f i c a t i o n o f t h e  m e  t h o d o f K a f a t o s e t g_.l_. ( 1 9 7 9 ) .  To 

e a c h  2 0 0  u l  o f  t h e  a b o v e  d i l u t i o n s o f  i n f e c t e d  c e l l s ,  8 0 ..u l  

o f  1 . 0  M N a O H  w e r e  a d d e d , m i x e d , a n d  t h e n  2 8  ..u 1 o f  8 . 0  M 

s o d i u m  a c e t a t e w a s  a d d e d  a n d m i x e d . E a c h  m i x t u r e  wa s t h e n 

t r a ns f e r e d  o n to a n i t r o c e l l u l o s e  me mb r a n e  C BA 8 5 , S c h l e i c h e r  

a n d  Sc hu l l ,  Da s s e l ;  We s t  Ge r ma n y > wh i c h  had b e e n  p r e - s o a k e d  

i n  1 . 0 M s o d i u m a c e t a te .  T r a n s f e r s  w e r e  d o n e  u s i n g a B i o - Ra d  

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

we l l  w a s w a s h e d  t h o r o u g h l y w i t h 1 . 0 M s o d i u m a c e t a t e . T h e  

n i t r o c e l l u l o s e  memb ra ne s  c o n t a i n i n g t h e  D NAs we r e  t h e n  d r i e d 

a t  3 7 ° C a n d b a k e d  a t  8 0 ° C i n  v �  f o r  2 h r .  A f t e r  b a k i n g ,  

the memb r a n e s we r e  r e a d y  f o r  D N A  hybr i d i z a t i o n .  
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Pre pa r a t i o n o f  N Z 2  DNA P r o b e . DNA p r o b e s  we re p r o d u c e d  u s i ng 

t h e  n i c k  t r a n s l a t a t i o n  t e c h n i q u e  < R i g b y  �� � L . , 1 9 7 7 ; 

Te c h n i c a l  B u l l e t i n  TB . 8 0 / 3 , Ame r s h a m  I n t e r na t i o n a l ) . E x c e p t  

f o r  t h e D N A  s u b s t r a t e , t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  s y s t e m  w e r e  

s u p p l i e d i n  a n  A m e r s h a m  N i c k  T r a n s l a t i o n  K i t  P B . 5 1 0 0 

< A me r s h a m  I n t e r n a t i o n a l ) .  T h e  r e a c t i o n wa s d o n e  o n  i c e i n  a 

t o t a l v o l u m e  o f  5 0  ).l l .  S i x  ,.u l  o f  T E  b u f f e r , p H  8 . 0 , 

c o n t a i n i n g 0 . 5 ).l g  o f  D N A  w e r e  a d d e d  t o  1 0  ,.u l  o f  t h e  

n u c l e o t i d e b u f f e r  c o n t a i n i n g 1 0 0 )J M e a c h  o f  t h e  u n l a b e l l e d 

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

To t h i s  m i x t u r e wa s a d d e d  5 . 0 ,.u l  o f  a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g 2 5  

,.u M  d e o x y c y t i d i ne 5 ' - [  _ 3 2 p J  t r i phos p h a t e  < Ame r s ha m ,  s p e c i f i c  

a c t i v i t y 4 1 0 C i / m Mo l ) .  E n o ugh d i s t i l l e d wa t e r  wa s a d d e d  t o  

o b t a i n  t h e d e s i r e d f i n a l v o l u m e o f  5 0 )1 1 . F i n a l l y , 5 . 0 ,.u l  

o f  t h e  e n z y m e s o l u t i o n c o n t a i n i n g 5 0 0 u n i t s o f  D N A  

p o l y m e r a s e / m !  a n d 1 0 - 2  ,.u g / m l  o f  D N A s e  I we r e  a d d e d  a n d t h e 

r e a c t i o n  m i x t u r e  i n c u b a t e d  a t  1 4 ° C f o r  8 0  m i n .  T h e  m i x t u r e  

w a s  t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  a 1 . 0 m l  c o l u mn o f  G5 0 S e p h a d e x  

< P h a r ma c i a ,  U p p s a l a ,  S we d e n ) .  T h e  f i r s t  r a d i o a c t i v e p e a k  

wa s c o l l e c t e d  a n d  t he l a b e l l e d DNA c o n c e ntr a t e d  b y  e t h a n o l 

p r e c i p i t a t i o n .  Th i s  w a s  d o n e  b y  a d d i n g 5 . 0 ..u l  o f  5 . 0 M N a C l  

a nd · 1 0  v o l u me s  o f  9 5 %  e t h a n o l t o  t h e  c o l l e c t e d  f r a c t i o n a n d  

i n c u b a t i n g a t  - 2 0 ° C f o r  3 0  m i n .  T h e  m i x t u r e  w a s t h e n  

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

( a p p r o x i m a t e l y  1 3 , 0 0 0  x g )  f o r  5 m i n .  T h e  p r e c i p i t a t e w a s 

h a r v e s t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  5 0  ,.u l  o f  T E  b u f f e r , p H  8 .  T h e  

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

r a d i a t i o n i n  a P h i l i p s  l i q u i d  s c i nt i l l a t i on c o u n t e r .  
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D N A  Hy b r i d i z a t i o n .  DNA h y b r i d i z a t i o n wa s d o ne b y  t he me t h o d  

o f  D e n h a r d t  ( 1 9 6 6 ) .  T h e  d r i e d n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  

c o n t a i n i n g t he i mmo b i l i s ed DNA wa s p r e h y b r i d i z ed f o r  2 h r  a t  

4 5 ° C i n  a s h a k i n g w a t e r  b a t h .  P r e h y b r i d i z a t i o n w a s c a r r i e d 

o u t  i n  a s e a l e d p l a s t i c  ba g c o n t a i n i ng 5 0 7.  p r e h y b r i d i z a t i o n 

m i x  ( s e e  A p p e n d i x >  a n d  5 0 7. f o r m a m i d e < B D H ,  r e c r y s t a l i s e d  a t  

0 ° C > .  A f t e r  2 h r  t h e  p r e h y b r i d i z a t i o n m i x  wa s d i s c a r d e d  a n d 

r e p l a c e d w i t h  h y br i d i z a t i o n m i x  ( s e e  Append i x )  c o n t a i n i n g 

2 x 1 0 6 c p m o f  i n  Y.llr..Q...- l a b e l l e d N Z 2  D N A .  Hy b r i d i z a t i o n  wa s 

d o n e  f o r  1 6 - 2 0  hr a t  4 5 ° C w i t h  c o n t i n u o u s  s h a k i n g .  T h e  

m e m b r a n e  w a s wa s h e d  3 t i m e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h a 

s o l u t i o n c o n t a i n i n g 3 . 0  M N a C l , 0 . 3 M s o d i u m  c i t r a t e  < S S C l 

a n d  0 . 1 7. s o d i u m  dod e c y l  s u l p h a te < S OS >  a nd the n wa s h e d  t w i c e  

a t  4 5 ° C i n  a s o l u t i o n c o n t a i n i n g 0 . 3 M N a C l , 0 . 0 3  M s o d i u m 

c i t r a t e a n d 0 . 1 7. S O S  f o r  a b o u t  1 5  m i n  e a c h  w a s h .  T h e  

m e mb r a ne w a s  d r i e d a nd a u t o r a d i o gra phed at - 7 0° C for u p  

to 1 6  h r  u s i n g Ou p o n t  C r o n e x  X - r a y  f i l m. 

3 H - t h y m i d i n e I nc o r p o r a t i o n i n t o  DNA i n  t he Pr e s e n c e  o f  D N A  

S y n t h e s i s  I n h i b i t o r s .  B T  c e l l s we r e  g r o wn i n  2 4 - we l l p l a t e s  

i n  M E M - L A H  c o n t a i n i n g 1 0 7. F CS .  Whe n  c o n f l u e n t , t h e  c e l l s  we r e  

i n f e� ted w i t h 1 5  p f u  NZ7 / c e l l . Af t e r  1 hr a d s o r p t i o n a t  3 7 ° C 

i n  a 5 7.  c o 2 - i n - a i r  a t m o s p h e r e  t h e  mo n o l a y e r s  w e r e  f e d w i t h 

f r e s h  me d i u m c o n t a i n i n a 2 7.  F C S  , 5 . 0 JJ C i / m l  o f  3 H - t h y m i d i n e 

< A me r sha m ,  s p e c i f i c a c t i v i t y 5 mC i / m Mo l ) and v a r y i n g l e v e l s  

o f  e i the r a r a - A ,  a r a - C ,  HU o r  B Ud R  < S i !lma Che m i c a l  C o . )  The 

c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h r s . T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  

ha r v e s t e d  a n d  f i l t e r e d  o n  GF / C  f i l t e r s  < Wha tma n L t d ) us i n g a 

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

d i s t i l l e d  wa t e r , d r i e d a t  3 7 ° C ,  p l a c e d  i n sc i n t i l l a t i o n  v i a l s  
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w i t h  5 m l  a mo u n t s  o f  s c i n t i l l a n t  ( s e e  A p p e n d i x >  a n d t h e  

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

sc i n t i l l a t i o n c o u n t e r . 

One - s tep Growth Cyc l e  

6 . 3 R E S ULTS 

a .  A d s o r p t i o n a t  4 ° C .  The r e s u l t  o f  t h e  o ne - s t e p  g r o wt h  c y c l e  

e x p e r i me n t s  wh e n  a d s o r p t i o n wa s d o n e  a t  4 °C a r e  s h o wn i n  

F i g . 6 - 1 . T h e r e  w a s a d e c r e a s i n g t i t r e  f r o m  4 h r  t o  1 2  h r  

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

p e r  c e n t  o f  t he f i n a l v i r u s  y i e l d  wa s r e a c he d  3 6  hr p . i .  

b .  Ad s o r p t i o n a t  3 7 ° C .  The r e s u l ts s ho wn i n  F i g . 6 - 2  a r e  t he 

a v e r a g e s  o f  2 s a mp l e s f o r  e a c h  t i me p o i n t whe n a d s o r p t i o n w a s  

d o ne a t  3 7 °C .  Ne w i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s were d e t e c t e d  b e t we e n  

1 6  a n d 2 0  h r  p . i . ,  t h e  t i m e w h e n a r a p i d  i n c r e a s e  o f  D N A  

s y n t h e s i s  wa s a l s o  o b s e r v e d .  A b o u t  5 0 7.  o f  t h e  t o t a l v i r u s  

y i e l d w a s  r e a c h e d  a t  3 4  h r  p . i . c o r r e s p o n d i n g w i t h t h e t i m e 

o f  p e a k  D N A  s y n t h e s i s .  T h e  g r o w t h  c y c l e  w a s  p r o b a b l y  

c o m�l e t e  b y  4 8  h r .  

3 H - T h ym i d i ne I n c o r � o r a t i o n .  F o r  t h e  me a s u r e ms n t  o f  3 H 

thy m i d i n e i n c o r p o r a t i o n i n t o  v i ra l DNA i n  NZ7 - i n f e c t e d  c e l l s ,  

s a mp l e s we r e  t a k e n  a t  5 h o u r l y  i n t e r v a l s  f r o m  1 h r  p . i .  t o  4 0  

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

0 . 5 , 1 ,  2 ,  3 ,  4 ,  6 ,  8 ,  1 0 ,  1 2  a n d  2 6  h r  p . i .  

s h o w n  i n  F i g . 6 - 3 .  

R e s u l t s a r e  



4 1 2  2 0  2 8  3 6  4 4  5 2  

H o u r s  P o s t - I n f e c t i o n  

F i g .  6 - 1 . One - step arowth c yc l e - appearance of new i nf ec t i ous 
p a r t i c l e s .  N Z 7  w a s  a d s o r b e d  t o  b o v i n e t e s t i s  c e l l s  a t  4 ° C .  
A .  R e s u l t s r e p r e s e n t  t o t a l p l a q u e - f o r m i n g u n i t s ( p f u > .  B .  
R e s u l ts r e p � e s e n t  pe r c e n t age o f  t o t a l p f u s . 
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Hou rs Post- I nfe c t i o n  

F i g . 6 - 2 .  One - s t e p  g r o wth c y c l e .  NZ7 w a s  a d s o r b e d  t o  b o v i n e  
t e s t i s  c e l l s  a t  3 7  ° C DNA s y n t he s i5 • - • ; a p p e a r a n c e  o f  n e w  
i nf e c t i o u s  p a r t i c l e s •-•·  To t a l 

6 
H- t h y m i d i ne i nc o r p o r a t i o n 

i n t o  D N A  a t  3 5  h r  p . i .  wa s 2 . 5  x 1 0  c o u n t s p e r  m i n � t e  ( c p m ) .  
T o t a l i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s a t  4 8  h r  w a s  5 x 1 0  p l a q u e 
f o r-m i ng u n i ts ( p f u > .  · 
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H o u r s  Po s t- I n fe c t i o n  

F i g . 6 - 3 .  3 H - t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n o r f  v i r u s - a n d  
v a c c i n i a  v i r u s - i n f e c t e d  b o v i ne t e s t i s  c e l l s . NZ 7 - i n f e c t e d  
c e l l s  y - y ;  v a c c i n i a  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  • - • ;  NZ7 c o n t r o l 
c e l l s  v - v ;  v a c c i n i a  c o n t r o l c e l l s  o - o .  
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The i nc o r p o r a t i o n o f  3 H- t h y m i d i n e b y  c e l l s i n f e c t e d  w i t h NZ7 

i n c r e a s e d b y  3 - f o l d  a t  1 0  h r  p . i .  c o mp a r e d  w i t h  t h e a mo u n t  

i n c o r p o r a t e d  b y  u n i n f e c t e d  c e l l s .  A t  1 5  h r  t h e r e  w e r e  4 0  

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

u n i n f e c t ed c e l l s . F i f t y pe r c e n t  i n c o r p o r a t i o n wa s r e a c he d  a t  

a b o u t  1 8  h r  p . i .  3 H - t hym i d i n e i n c o r p o r a t i o n c o n t i n u e d  f o r  

3 0  - 3 5  h r .  I n c o r p o r a t i o n o f  3 H- thy mi d i n e i n to c e l l s i n f e c t ed 

w i t h v a c c i n i a v i r u s  c o u l d be f i r s t  d e t e c t e d  b e t w e e n  3 - 4  h r  

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

a n d 3 h r  p . i .  w h e n c o m p a r e d  w i t h t h e  a m o u n t s  i n c o p o r a t e d  b y  

u n i n f e c t e d  c e l l .  F i f t y  pe r c e n t  i n c o r po ra t i on o f  3 H - thy m i d i ne 

w a s  r e a c h e d  a f t e r  a b o u t  6 h r  a n d i n c o r p o r a t i o n h a d  a l m o s t  

c e a s e d  b y  1 2  h r  p . i .  

" Do t - b l o t "  Ana l y s i s .  F i g . 6 - 4  s h o w s  a t i m e c o u r s e  o f  D N A  

s y n t h e s i s  a s  d e t e r m i ned b y  hy b r i d i z i ng 3 2 P - l a b e l l e d o r f  DNA 

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

There wa s a s l i ght i nc r e a s e  i n  i n t e ns i t y o f  s o me d o t s a t  

4 - 6  h r  b u t  t h e mo s t  r a p i d  i nc r e a se i n  i n t e ns i t y o c c u r e d  f r o m  

1 2 - 1 6 h r  p . i .  

I n c o r p o r a t i o n o f  3 H- Thy m i d i n e i n t o  DNA i n  t h e  P r e s e n c e  o f  

I nh i b i tors of DNA Syn thes i s .  3 H - thym i d i n e i nc o r p o r a t i o n i n to 

N Z 7 - i n f e c t e d  BT c e l l s  wa s i n h i b i t e d  by a r a - C ,  B U D R  a n d  H U  

C F i g .  6 - 5 ) .  Ara - C  a t  a l e v e l  o f  5 - 1 0 � g / m l  wa s s u f f i c i e n t  t o  

b l o c k  3 H - t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n b y  a b o u t  9 2 7. ,  B U d R a t  2 5  

..u g / m l  r e s u l t e d  i n  9 0 7.  i n h i b i t i o n ,  a n d  HU a t  1 0  m M  c a u s e d  

8 7 7.  i n h i b i t i o n .  A r a - A  c a u s e d  5 0 7.  i n h i b i t i o n a t  a l e v e l  o f  

1 0 ..u M  . 
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1 : 1  
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1 :  u . 
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H o u r s  Pos t I nfect i o n  

F i a . 6 - 4 .  •Dot - b l o t •  a na l Ja i a  or ort v i r us - i nf ec ted bo Y i ne 
tes t i s  ce l l a . C e l l s i h f e c te d  w i t h  N Z 7  we r e  p r o c e s s e d  a s  

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

l y s a t e s  o b t a i n e d
-

a t  v a r i o u s  t i a e s  a f t e r  i n f e c t i o n w e r e  

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

n i c k - t r a n s l a t e d  NZ2 DNA. 
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F i g . 6 - 5 .  3 H-thymi d i ne i ncorporat i on i nto orf v i rus - i nf ec ted 
b o v i ne t e s t i s  c e l l s  i n  t he p r e s e n c e of i n h i b i t o r s  of DNA 
s y n t h e s i s .  The arrows r e p r e s e n t  the c o ncentr a t i ons  c o mmo n l y  
u s e d  f o r  t h e  i n h i b i t i o n o f  D N A  r e p l i c a t i o n i n  o t h e r  v i r a l 
s y s t e ms . 
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A d s o r p t i o n a n d  p e n e t r a t i o n o f  v i r u s  to c e l l s  a r e  t e m p e r a t u r e -

d e p e n d e n t  e v e n t s .  Wh i l e v i r u s e s  a r e a b l e  to a d s o r b  t o  c e l l s  

a t  4 ° C ,  t h e y  a r e  u n a b l e  t o  p e n e t r a t e  a t  t h i s t e m p e r a t u r e ; 

s u b s e q u e n t  e l e v a t i o n to 3 7 °C a l l o ws p e n e tr a t i o n t o  p r o c e e d . 

T h u s  a d s o r p t i o n a t  4 ° C e n s u r e s  a s y n c h r o n o u s  i n f e c t i o n  o f  

c e l l s  < Da l e s ,  1 9 7 3 ) .  Ho we v e r ,  a n e a r  s y nc hro n o u s  i n f e c t i o n 

c a n  b e  a c h i e v e d a t  3 7 ° C b y  i n c r e a s i n g t h e  m u l t i p l i c i t y o f  

i n f e c t i o n .  Th i s  m i gh t  e x p l a i n  t he v e r y  s l i ght d i f f e r e n c e  i n  

g r o w t h  s e e n  b e t we e n  t h a t o f  v i r u s  a d s o r b e d  a t  4 ° C a n d 3 7 ° C 

s i n c e  3 t i me s  t h e  n u m b e r  o f  p f u s / m l  we r e  u s e d  a t  t h e  h i g h e r  

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

c o u l d  a l s o b e  d u e  to s a mp l i n g e r r or . On l y  o n e  e x p e r i ment wa s 

d o n e  a t  4 ° C w h i l e  t h e f i g u r e s  s h o w n f o r t h e  3 7 ° C w e r e  

a v e r a ge s  o f  2 s a mp l e s .  Whe t h e r a ds o r p t i o n wa s d o n e  a t  4 °C o r  

3 7 ° C t h e  t i m e o f  a p p e a r a n c e  o f  n e w  i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s d i d 

n o t  d i f f e r  s i gn i f i c a n t l y . 

T h e  o n e - s t e p  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  s h o we d  t h a t n e w  o r f v i r u s  

p a r t i c l e s a p p e a r e d  a t  1 4 - 1 6 h r  p . i .  a n d c o n t i n u e d  t o  i nc r e a s e  

i n  n u mb e r  f o r u p  t o  4 8  h r . H e s s a m i  � al· ( 1 9 7 9 > r e p o r t e d  

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

8 h r  a n d f i n i s h e s · a t  4 8  h r  p . i . I n  t h e s e  r e s p e c t s t h e  

g r o w t h  c u r v e  o f  o r f  v i r u s  i s  s i m i l a r t o  t h a t  o f  m i l k e r ' s  n o d e  

v i r u s  < Th o m a s  e t  at. , 1 9 8 0 ) .  

Da t a  f ro m  t h e  o n e - s t e p  g r o w t h  c y c l e s pr o v i d e d  e v i d e n c e  t ha t 

t h e  o r f  v i r u s  g r o w t h  e y e  l e  i s  s 1 o we r  t h a n  t h a t r e p o r t e d  f o r  

v a c c i n i a  v i r u s  a nd g i v e  a b a s i s  f o r  c o mp a r i n g t h e  t e mpo r a l 
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a p p e a r a n c e  o f  n e w l y s y n t h e s i s e d  o r f  v i r a l  D N A  a n d p r o t e i n s 

w i t h t ho s e  o f  o t her v i r u s e s .  

F r o m  t h e  a b o v e  e x p e r i m e n t s  D N A  s y n t h e s i s  i n  o r f  v i r u s 

i n f e c t e d  B T  c e l l s s t a r t e d  b e t we e n  4 - 6  h r  p . i .  a n d c o n t i n u e d  

t o  3 5 - 4 0  h r  p . i .  wh e r e a s  v a c c i n i a  v i r u s  DNA re p l i c a t i o n i n  BT 

c e  1 1  s wa s f i r s t  d e t e c t e d  b e t w e e n  3 - 4 hr p .  i .  a n d  w a s a 1 mo s t  

c o mp l e t e  b y  2 4  hr . The r a t e  o f  d e v e l o p me n t  of v a c c i n i a  n o t e d  

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

r e p o r t e d  b y  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  < E s t e b a n  a n d  Ho l o w c z a k , 

1 9 8 0 ) .  T h i s  m i g h t  h a v e  b e e n  d u e  to t h e d i f f e r e n t  t y p e o f  

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

e mp l o y e d . The s l o w a n d  pro l o n g e d  o r f v i r u s  DNA r e p l i c a t i o n i s  

m o r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h a t  s e e n  w i t h m i l k e r ' s  n o d e  v i r u s  

< Th o ma s  U g,J_. ,  1 9 8 0 ) ,  f o w l p o x  v i r u s  < R a n d a l l e t  g_j_. , 1 9 7 2 ) ,  

Y a b a v i r u s  ( Y o h n , e t g_l_. , 1 9 7 0 > a n d r a b b i t f i b r o m a v i r u s  

< E wt o n  a n d  Ha d e s , 1 9 6 7 ) t h a n  t o  v a c c i n i a  v i r u s . 

S t i mu l a t i o n o f  ho s t  DNA s y n t h e s i s  b y  v i r u s  i nf e c t i o n h a s  b e e n  

n o t e d  i n  s o me v i r u s  s y s t e ms .  Po l y o ma v i r us o r  S V 4 0  ma r k e d l y  

s t i mu l a t e  t h e  r a t e  o f  c e l l u l a r DNA s y n t he s i s  < Du l b e c o  e t  §_1._. , 

1 9 6 5 ) , t h e  i nc r e a s e  b e i ng d e p e n d e n t  u p o n  s e v e r a l f a c t o r s  s u c h  

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

i n f e c t i o n < V o g t  e t  �l. , 1 9 6 5 ) .  I n  t h e  p o x v i r u s e s , i n h i b i t i o n 

a s  w e l l  a s  s t i mu l a t i o n o f  D N A  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  the He L a  c e l l - v a c c i n i a  s y s t e m ,  a t  h i gh i n p u t  mu l t i p l i c i t y ,  

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

o r  U . V . - i r r a d i a t e d  v i r u s  ( J o k l i k  a n d S e e k e r , 1 9 6 4 ) .  O n  t h e  

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

l o c a l i s e d  t u mo u r  i n  r a b b i t s ,  h o s t  DNA s y n t he s i s  i n ' i n f e c t e d  
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c e l l  c u l t u r e s  m a y  b e c o me a r r e s t e d  f o r  l o n g  per i o d s  a n d  t h e n  

b e g i n  a ga i n  a f t e r  t h e  p e a k  o f  v i r a l mu l t i p l i c a t i o n < To mp k i n s 

§..:k g_l_. , 1 9 6 9 ) .  N o  a t t e m p t  wa s m a d e  t o  s e  p a r a t e c y t o  p 1 a s  m i c 

a nd n u c l e a r  f ra c t i o ns a s  has b e e n  d o n e  w i t h  v a c c i n i a - i n f e c t e d  

a n d o t her v i r u s - i nf e c t e d  c e l l s  < E s t e b a n  a n d  Ho l o wc z a k ,  1 9 7 7 ; 

T h o m a s  e t  g_l_. , 1 9 8 0 ) .  Th i s  a p p r o a c h  w a s j u s t i f i e d a s  t h e r e  

wa s g o o d  c o r r e l a t i o n  b e t we e n  t h e  " d o t - b l o t "  hy b r i d i z a t i o n 

a n d t h e  3 H - t hy m i  d i n e i nc o r p o r a t i o n .  A l s o ,  t h e  1 a c k  o f  

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

u n l i k e l y  t h a t  h o s t  D N A  w a s s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t i n g t h e  

r e s u l t . I t  a p p e a r s  t h a t o r f  v i r u s  D N A  r e p l i c a t i o n i n  B T  

c e l l s  b e g i n s  a t  4 - 6 h r  p . i .  a n d  t h a t  t h i s  t i m e i s  t h e  

l i k e l y  t r a n s i t i o n p e r i o d b e twe e n  e a r l y  a n d  l a te e v e n t s o f  o r f  

v i r u s  mu l t i p i c a t i o n .  

A l t h o u g h a r a - C ,  B U d R , a n d H U  a r e  e q u a l l y  e f f e c t i v e a s  

i n h i b i t o r s  o f  o r f v i r u s  D N A  s y n t h e s i s  i t  a p p e a r s  t h a t  a r a - C  

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

e f f e c t i v e a t  l o w c o n c e n t r a t i o ns . Ho we v e r , the s e l e c t i o n  o f  

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

d e pe n d o n  t he c e l l s y s t e m  u n d e r  s t u d y  a nd o t h e r  e x p e r i me n t a l 

r e q u i r e m e n t s  < F u r t h  a n d  C o h e n , 1 9 6 8 ;  F u r l o n g  a n d  G r a h a m ,  

1 9 7 1 ; F e n  n e r e t g_l_. , 1 9 7 4 ; S u s s  e n b a c h a n d v a n d e  r V 1 i e t , 

1 9 7 3 ) .  As e f f e c t i v e  i n h i b i t i o n w a s  o b t a i n ed w i t h . a r a - C ,  BUdR 

or HU , t he f a i l u re of  a r a - A  t o  i nh i b i t  DNA s y n t he s i s  w a s  n o t 

i n v e s t i ga t e d  f ur t he r .  
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CHAPTER 7 

ANALYS I S  OF V I RUS- I NDUCED PROTE I N  SYNTHES I S  

7 . 1  I NTRODUCTI ON 

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

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

mo s t  s t u d i e s h a v i ng c o n c e n t r a t e d  o n  t he mo l e c u l a r b i o l o gy o f  

v a c c i n i a  v i r u s  a s  a r e p r e s e n t a t i v e o f  t h e  Po x v i r i d a e .  A one 

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

b u t  a s  s h o w n i n  e a r l i e r e x p e r i m e n t s  < C h a p t e r  6 )  D N A  

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

a f t e r  o r f  v i r u s  i n f e c t i o n i s  a mu c h  s l o we r  pr o c e s s .  I t  c a n  b e  

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

d e l a y e d .  To c o n f i r m t h i s  v i e w ,  a n d  t o  ga i n  b a s i c i n f o r ma t i o n 

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

a p pe a r a nc e  o f  p o l y p e p t i d e s  i n  o r f  v i r u s - i nf e c t e d  c e l l s  wa s 

u nd e r t a k e n  b y  p u l s e - l a b e l l i ng v i r u s - i nd u c e d p o l y p e p t i d e s  w i th 

3 5 s - me th i o n i ne . 

P u l s e - l a b e l l i ng f o r  1 5 - 3 0  m i n  w i t h  e i t h e r  3 5 s - me t h i o n i ne · o r  

w i t h 1 4 c - l a b e l l e d a m i n o a c i d s i s  s u f f i c i e n t  t o  l a b e l p r o t e i ns 

i n  v a c c i n i a  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  < P e n n i n g t o n ,  1 9 7 4 ) .  

Pre l i m i n a r y  e x p e r i me n ts , ho we v e r ,  s ho we d  t ha t whe n o r f  v i r u s 

i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  p u l s e - l a b e l l e d f o r  1 5  m i n  w i t h 

3 5 s - m e t h i o n i n e ,  l a b e l c o u l d  n o t  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  c e l l 

l y s a t e s  w h e n  t h e y  w e r e  a n a l y s e d  b y  S O S - P A G E  a n d  e x p o s e d t o  

a u t o - r a d i o g r a p h y  f o r  o n e  w e e k .  O n l y  2 o r  3 p o l y p e p t i d e  
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b a n d s  we r e  d e t e c t e d  e v e n  a f t e r  a u t o r a d i o gra phy f o r  2 mo n t hs . 

The r e f o r e , be f o r e  a s t u d y  o f  p r o t e i n  s y n t he s i s  i n  o r f  v i r u s -

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

whe t h e r  o r  no t i n c r e a s i n g t h e  3 5 s - me t h i o n i n e p u l s e - l a be l l i n g 

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

S DS - P AGE a n d  f l u o r o gra phy . 

7 . 2 MATER I ALS AND METHODS 

De te rm i na t i on of Opt i mum Pu l se-Labe l l i ng T i me 

C e l l s  a n d Me d i a .  S e c o n d a r y  B T  c e l l s  we r e  g r o wn i n  M E M - L A H  

c o n t a i n i n g 1 0 7. FCS . I n f e c t e d  c e l l s  we r e  ma i n t a i ne d  i n  M E M - LA H  

c o n t a i n i n g 2 7.  FCS . Pu l s e - l a b e l l i n g  wa s d o ne i n  me t h i o n i ne -

f r e e  M E M ( s e e  b e l o w > .  

V i r u s  S t o c k .  S t r a i n  N Z 7  wa s gr o w n i n  B T  c e l l s  a n d  u s e d  a s  a 

c e l l l y s a t e , t h e  t i t r e  o f  wh i c h  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 . 5 x 1 0 7 

p f u / m l . 

I n f e c t i o n o f  Ce l l s w i t h  V i r us . C o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  o f  B T  

c e l l s  g r o wn i n  1 0  x 3 S  m m  p l a t e s  we r e  wa s he d  t w i c e  w i t h PBS , 

p H  7 ,  a n d i n f e c t e d  w i t h  2 5  p f u / c e l l .  T h e  v i r u s  wa s a d s o r b e d  

f o r  1 h r  a t  3 7 ° C i � a n  a t m o s p h e r e  o f  5 7.  c o 2 - i n·- a i r .  A f t e r  

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

r e p l a c e d  w i t h  ME M - LAH c o n t a i n i ng 2 7.  FCS . 

De t e r m i n a t i o n o f  O p t i mu m  Pu l s e - L a b e l l i ng T i me .  I n f e c t e d  

c e l l s  a nd u n i n f e c t e d  c o n t r o l c e l l s  we r e  pu l s e - l a be l l e d f o r  
. 

3 0  m i n ,  1 h r  a n d  2 h r  a t  1 2  h r , 2 4  h r  a n d  3 6  h r  p . i .  C u l t u r e s  
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w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h wa r m  ( 3 7 ° C >  m e t h i o n i n e - f r e e  M E M  a n d  

t h e n  r e p l a c e d  w i t h me t h i o n i n e - f r e e  M E M  c o n t a i n i n g 3 5  � C i  o f  

3 5 s - m e t h i o n i n e < A me r s h a m ,  s p e c i f i c a c t i v i t y 8 8 5  C i / m m o l ) .  

A f t e r  2 hr i n c u b a t i o n the m e d i u m f r o m  e a c h  d i s h  wa s a s p i r a t e d  

a n d t h e  c e l l s  we r e  sc r a p e d  i n t o  4 0 0  � 1  o f  0 . 00 1 M Tr i s ,  p H  9 ,  

a n d  f r o z e n  a t  - 7 0 ° C u n t i l a n a l y s e d . 

E a c h  c e l l  l y s a t e  wa s t h a w e d a n d  b o i l e d f o r  2 m i n  i n  1 0 7. S O S 

c o n t a i n i n g 1 7.  2 - M E .  A b o u t  1 0  u l  f r o m  e a c h  l y s a t e  w a s 

p r e c i p i t a t e d  w i t h  9 0  ..u l  o f  1 0 7. TCA , b l o t t e d  o n t o  G F / C  p a p e r  

( Wha t ma n ) 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 .  

Ge l E l e c t r o p ho r e s i s .  S O S - P A G E  a n a l y s i s  wa s d o n e i n  a 1 0 7. 

r e  s o  1 v i  n g  g e  1 .  Abo u t  3 0 0  ,.u 1 o f  e a c h  s a mp 1 e we r e  1 o a d e d  o n t o  

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

s y s t e m  < s e e  A p p e n d i x ) a t  1 5 0 - 2 0 0 V c o n s t a n t  c u r r e n t  u n t i l  

t h e  t r a c k i n g d y e  r e a c h e d  a b o u t  1 c m  f r o m  t h e  b o t t o m  o f  t h e  

g e l .  T h e  g e l w a s  s t a i n e d  w i t h 0 . 2 5 7.  C o o ma s s i e  B r i l l i a n t  

B l u e R < s e e  A p p e n d i x > ,  d e s t a i n e d , a n d t h e  p r o t e i n  b a n d s  

d e te c t e d  b y  f l u o r o gr a phy a s  d e s c r i b e d  b e l o w. 

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

s o a k e d  i n  A m p l i f y  < A me r s h a m )  f o r  1 5  - 3 0  m i n .  T h e  g e l w a s 

t h e n  d r i e d u s i n g f i l t e r  p a p e r  < N o . 3 4 6 9 , S c h l e i c h e r  a n d 

S c h u e l l ,  D a s s e l ,  W e s t  G e r m a n y > i n  a n  L K B g e l d r i e r a n d 

a u t o r a d  i o gr a p h e d  w i t h a p r e  - e x po s e d  < La s k ey a nd M i  1 1  s ,  1 9 7 5  > 

Dupo n t  C r o n e x  x - r a y  f i l m  a t  - 7 0° C .  S e v e r a l e x po s u r e s  a t  

1 6  h r , 2 4 hr a n d  u p  to a b o u t  o n e  we e k  we r e  d o n e  o n  the ge l .  
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T e m p o r a l A p p e a r a n c e o f  Po l y p e t i d e s  i n  O r f  V i r u s � I n f e c t e d  

Ce l l s .  T w o  s e t s  o f  e x p e r i me n t s we r e  d o n e . I n  t h e f i r s t  s e t  

o f  e x p e r i m e n t s , B T  c e l l s  t h a t h a d  u n d e r g o n e  2 s u b c u l t u r e  

p a s s a g e s  < P 2 ) we r e  g r o w n i n  1 0  x 3 5  m m  d i s h e s  i n  M E M - L A H  

c o n t a i n i n g 1 0 7. F C S . W h e n  c o n f l u e n t  g r o w t h  w a s · a c h i.. e v e d t h e 

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

i n f e c t i o n t h e i n f e c t e d  c e l l s  we r e  p u l s e - l a b e l l e d f o r  2 h r  

e v e r y  2 h r  s t a r t i n g a t  1 0  h r  a n d  f i n i s h i n g a t  2 8  h r  p . i .  I n  

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

p a s s a g e d  1 8  t i m e s  ( P 1 8 )  we r e  g r o w n i n  1 0  x 3 5  m m  d i s h e s .  

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

l a b e l l e d ,  o n e  d i s h e a c h  a t  4 ,  6 ;  8 h r  p . i .  T h e  r e m a i n i n g 

mono l a y e r s  we re i n f e c t e d  a s  a b o v e  a n d  p u l s e - l a b e l l e d e v e r y  

2 h r  a t  1 0 - 3 0 h r  p . i .  I n  b o t h  i n s t a n c e s  a s t a n d a r d  p r o c e d u r e  

wa s p e r f o r med a s  f o l l o ws . The c e l l s  we re wa s he d  w i t h  wa r m  

( 3 7 ° C > ,  m e t h i o n i n e - f r e e  M E M a n d t h e n  i n c u b a t e d i n  M E M 

c o n t a i n i n g 7 5  ;J C i / d i s h o f  3 5 s - me t h i o n i n e < Ame r s ha m ,  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 ) .  A f t e r  t h e  l a b e l l i n g  p e r i o d t h e  

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

s c r a p e d  i n t o  4 0 0  ,..u l a m o u n t s  o f  0 . 0 0 1 M TE b u f f e r , p H  9 ,  a n d 

f r o z e n  a t  - 7 0 ° C u n t i l a n a l y s e d  by S OS - P AGE . 

3 5 s - H e t h i o n i n e - L a b e l l  i n e o f  V i r i o n Po l y p e p t i d e s .  T h e  

pr o c e d u r e  d e s c r i b e d  i n  Cha p t e r  5 . 2  wa s f o l l o we d .  

S D S - P A G E . A s t a n d a r d  p r o c e d u r e  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r w a s 

f o l l o w e d  w i t h  s o m e m o d i f i c a t i o n s . A 3 7.  s t a c k i n g g e l w a s 

l a y e r e d  o v e r  a 1 0 7. r e s o l v i ng ge l .  A l i q u o t s  c o n t a i n i n g 5 0 , 0 0 0  

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

bu f f e r  < s e e  A p p e n d i x )  f o r  1 00 s e c . S a mp l e s w e r e  c e n t r i f uged 
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a t  1 0 , 0 0 0  x g f o r  5 m i n to r e mo v e i n s o l u b l e  par t i c l e s b e f o r e  

b e i n g l o a d e d  o n t o  the ge l .  E l e c t r o p h o r e s i s  wa s d o n e  a t  1 5 0 V 

u n t i l t h e  d y e  h a d  r e a c h e d  t h e  r e s o l v i n g g e l a n d t h e n  a t  2 0 0 -

2 5 0  V .  S t a i n i n g ,  d e s t a i n i n g a n d  f l u o r o g r a p h y  w e r e  a s  

d e s c r i bed a b o v e .  

7 . 3 RES ULTS 

De termi nat i o n of Opt i mum Pu l se - Labe l l i na Ti me .  Whe 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  we re pu l s e - l a b e l l e d f o r  3 0  m i n ,  o n l y  a 

f e w  3 5 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 s  we r e  d e t e c t e d .  

Ce l l s l a b e l l e d f o r  1 h r  s h o we d  a n  i n c r e a s e d  n u m b e r  o f  b a n d s .  

T h e  b a n d s  we r e  mo r e  d i s t i n c t  w h e n t h e  l a b e l l i n g t i m e w a s 

e x t e n d e d  t o  2 h r  < F i g . 7 - 1 ) .  

Seque n t i a l  Appearanc e of Orf V i ru s - I nduced Po l ypept i de s .  The 

r e s u l t s of the f i r s t  s e t  o f  e x pe r i me n t  a r e  s h o wn i n  F i g . 7 - 2 .  

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

o t h e r  t i me po i n ts , e x c e p t a t  2 8  hr p . i .  whe re s o me b a n d s  ha v e  

d i s a p p e a r e d .  A t  l e a s t  1 5  b a n d s  a pp e a r e d  t o  b e  v i r u s - s p e c i f i c .  

F i v e b a n d s  a p p e a r e d  a t  1 0  h r  p . i .  3 o f  w h i c h  w e r e  

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

d i s a p p e a r e d  a t  2 0  h r  p . i .  a n d a n o t h e r  a t  2 6  h r . T h r e e  b a n d s  

a p p e a r e d  a t  1 2  hr p . i .  a n d  c o n t i n u ed t o  be l a b e l l e d u p  t o  

2 8  h r  p . i .  F o u r  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  a t  1 4  h r  a n d w e r e  

s y n t h e s i s e d  thro u g ho u t  the 1 a b e  1 1  i n g  p e r i o d wh i 1 e 2 o t h e r s  

w e  r e f i r s t d e t e c t e d a s 1 a t e a s 2 0 h r • A s c h e  m a t i c d i a g r ·a m 

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

F i g . 7 - 1 . D e t e r mi na t i o n o f  o p t i ma l 3 5 S - me t h i o n i n e  

p u l s e - l a b e l l i n g t i me i n  o r f v i r u s N Z 7 - i n f e c t e d B T  
c e l l s .  C e l l s  i n f e c t e d w i t h  o r f  v i r u s N Z 7 w e r e  

p u l s 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  f o r  t h e t i m e s  

i n d i c a t e d .  C e l l  e x t r a c t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E  

i n  a 1 0 % g e l .  T h e  g e l w a s t r e a t e d  w i t h  A m p l i f y a n d  

e x p o s e d  t o  C r o n e x  X - r a y  f i l m . ( m  u n i n f e c t e d  c e l l s .  
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H o u r s  Pos t- I n fe c t io n 

F i g . 7 - 2 .  A u t o r a d i ogr a m  s ho wi ng t he t i me c o u r s e  o f  
p o l y p e p t i d e s yn t he s i s i n  o r f  NZ 7 - i nf e c t e d  c e l l s .  
P o l y p e p t i d e s  we r e  p u l s e - l a b e l l e d  f o r  2 h r  a t  t h e 

t i me s  i n d i c a t e d .  < U >  u n i n f e c t e d  c e l l s ;  < V > V i r u s . 
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po l y p e p t i d e s  a n d the i r  a p p a r e n t  mo l e c u l a r we i g hts ' i s  s h o wn 

i n  F i g . 7 - 3 .  

R e s u l t s o f  t h e  s e c o n d  s e t  o f  e x p e r i me n t s  a r e s h o wn i n  

F i g . 7 - 4 . Th e r e  w e r e  1 o r  2 p o l y p e p t i d e s  a p p e a r i n g a t  4 h r  

p . i . Mo s t  b a nds a p p e a r e d  l a t e ,  s o me a p p e a r i n g a s  l a t e  a s  

1 4 - 1 6 h r  p . i .  A s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e s e  

p o l y p e p t i d e s  i s  s h o wn i n  F i g .  7 - 5 .  A b o u t  3 0  po l y pe p t i d e s  w e r e  

d e t e c t e d  a t  2 0  - 3 0  h r  p . i .  M o s t  o f  t h e s e  we r e  s h o w n t o  b e  

s t r u c t u r a l po l y p e p t i d e s .  Thr e e  v i r i o n  p o l ype p t i des w i t h M Ws 

o f  9 3 K ,  2 0 . 5 K ,  a n d 1 9 . 5 K  w e r e  n o t d e t e c t a b l e  i n  t h e  c e l l 

e x t r a c t  p r e pa r a t i o n s  i n  t h e  f i r s t  e x pe r i me n t .  

To s h o w  tha t t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  mo b i l i t i e s o f  t h e s e  v i r i o n 

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

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

3 6  h r  p . i .  wa s b o i l e d i n  S D S / 2 - M E ,  l o a d e d  i n  t h e s a m e w e l l  

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

i s  s h o w n  i n  F i g . 7 - 6 .  

7 . 4  D I SCUS S I ON 

C l e a r l y ,  a 2 h r  p u l s e - l a b e l l i n g t i m e w a s n e e d e d  t o  

e f f i c i e n t l y  l a b e l po l y p e p t i d e s  i n  o r f  v i r us - i n f e c t e d  c e l l s . 

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

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

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

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

v a c c i n i a  v i r u s .  I n c r e a s i n g t h e  m u l t i p l i c i t y o f  i n f e c t i o n 
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P u l s e - l a b e l l i n g f o r  2 h r  a t  t i m e s  i n d i c a t e d .  ( U )  
u n i n f e c t e d  c e l l s .  
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F i g . 7 - 6 .  A u t o r a d i o g r a m  s h o wi n g  t h e s t r u c t u r a l  
p o l y p e p t i d e t h a t  i s  a p r o b a b l e  p r o d u c t o f  
p o s t - t r a n s l a t i o n a l  mo d i f i c a t i o n .  ( A > c e l l s  p u l s e 

l a b e l l e d  a t  3 6  h r  p .  i . ; ( B >  w h o l e v i r i o n 

p o l y p e p t i d e s ;  ( C ) m i x t u r e  o f  c e l l  e x t r a c t s  a n d 

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

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

p e p t i d e .  
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m i g h t  h a v e  i n c r e a s e d  t h e  r a t e  o f  p r o t e i n  s y 'n t h e s i s .  

P e n n i n g t o n  < 1 9 7 4 ) u s e d  v a c c i n i a  v i r u s  a t  5 0  p f u / c e l l  wh i c h 

wa s t w i c e  t h e  d o s e  u s e d  i n  t h i s  e x per i me n t .  Ho we v e r , . he d i d  

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

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

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

m u l t i p l i c i t y o f  i n f e c t i o n i n  t h e s e  s t u d i e s .  A 2 h r  p u l s e 

l a be l l i n g  p e r i o d was s u f f i c i e n t  to l a be l the i n t r a c e l l u l a r 

p o l y p e p t i d e s  a n d t h u s  was u s e d  i n  s u b s e q u e n t  e x p e r i me n t s . 

I n  the f i r s t  s e t  o f  e x p e r i me n t s , us i n g P2 c e l l s ,  i t  a pp e a r e d  

tha t a f t e r  p u l s e - l a b e l ! i n g o f  o r f - i n f e c t e d  BT c e l l s ,  t he r e  

w a s  1 i t t l e  i nh i b i t i o n o f  c e l l u l a r m a c r o mo l e c u l a r s y n t h e s i s  

f r o m  1 0  h r  u p  t o  2 4  h r  p . i .  < F i g . 7 - 2 ) .  A s l o w o r  i n c o m p l e t e 

" s w i t c h  o f f "  o f  h o s t  c e l l u l a r m e t a bo l i s m wa s a l s o s e e n  i n  the 

s e c o n d  e x p e r i me n t .  Lo w pa s s a ge < P2 > c e l l s ,  wh i c h  we r e  s t i l l  

i n  t h e  r a p i d l y  d i v i d i n g s t a t e , i n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  we r e  

u s e d  a n d a l t ho u g h a t  t he t i me o f  i n f e c t i o n t h e y  we r e  l o o s e l y  

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

a d s o r p t i o n m a y  ha v e  s t i mu l a t e d  c e l l u l a r me ta bo l i s m  c a u s i n e a n  

i nc re a s e  i n  c e l l u l a r pro t e i n  s y n t h e s i s .  A l t e r n a t i v e l y , t h e r e  

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

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

H i g h e r  p a s s a g e c e l -l s  < P 1 8 )  w e r e  u s e d  i n  t h e  s e c o n d  

e x p e r i m e n t .  I n  t h i s  c a s e  t h e r e  wa s a n  a b r u p t  " s w i t c h  o f f "  o f  

c e l l u l a r p r 6 t e i n  s y n t he s i s  a t  8 hr p . i .  a nd t h e  a p p e a r a n c e  o f  

n e w  < v i r u s - c o d e d ) p o l y p e p t i d e s  a t  1 0  h r . B e c a u s e  t h e  

i n f e c t i o n wa s s t a gge r e d a n d  t h e  a b r u p t  " s w i t c h  o f f "  c o i n c i d e d  

w i t h  t h e  s e c o n d  s e t  o f  i n f e c t i o n s , i t  i s  d i f f i c u l t  t o  
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c o nc l u d e  t h a t th i s  a b r u p t  s w i t c h  i s  r e a l a n d t h e  e � pe r i me n t  

n e e d s  t o  b e  r e pe a t e d .  Ho we v e r , a s i m i 1 a r  a b r u p t  ' s w i t c h  o f f '  

wa s o b s e r v e d  b y  Pe n n i n g t o n  ( 1 9 7 4 ) i n  v a c c i n i a  v i r u s - i nf e c t e d  

c e l l s  whe n  c e l l mo n o l a y e r s we r e  i n f e c t e d  s i mu l t a n e o u s l y . H i s 

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

i n f e c t e d  c e l l s  ma y b e  r e a l .  

O r f  v i r u s - i n f e c t e d  B T  c e l l s  g e n e r a t e d  a l a r g e n u m b e r  o f  

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

i n d u c e d  p r o t e i n  ma y ha v e  b e e n  o b sc u r e d  b y  eo - m i gr a t i n g h o s t  

p r o t e i n s .  I n  o r d e r  t o  i d e n t i f y " e a r l y " v i r a l  p r o t e i n s a n  

e x p e r i m e n t  b l o c k i n g D N A  s y n t h e s i s  c o u l d  b e  p e r f o r me d  u s i n g 

t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n h i b i t o r  f o r  b l o c k i n g D N A  

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

< Cha p t e r  6 . 3 ) th i s  wo u l d  be a r e l a t i v e l y  s i mp l e e x pe r i me n t  t o  

p e r f o r m . 

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

mo l e c u l a r we i ghts to t h o s e  o f  ho s t  c e l l  po l ype p t i d e s  a n d  t h i s  

t e nd e d  t o  o b s c u r e  t h e  e x a c t t i me o f  a p pe a r a n c e  o f  s o me o f  t h e  

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

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

i n t e n s i t y ,  the t i me o f  a p p e a r a n c e  o f  o t h e r s was d i f f  i c u  1 t t o  

d e t e r m i n e . 

The r e  we r e  a t  1 e a s t  t h r e e  ma j o r  po 1 y p e p t i d e s , w i t h
· 

a p p a r e n t  

M W s  o f  9 3 K ,  2 0 . 5 K  a n d  1 9 . 5 K ,  t h a t  w e r e  pr e s e n t  i n  v i r i o n 

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

e x pe r i me n t .  Th e y  a r e  p r o b a b l y prod u c t s o f  pr o t e i n  c l e a v a ge o r  

a m i n o a c i d  mo d i f i c a t i o n .  I t  h a s  b e e n  d e mo n s t r a t e d  i n  v a c c i n i a  
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v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  t h a t a t  l e a s t  t wo m a j o r s t r u c t u r a l 

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

p r e c u r s o r s C M o s s  a n d R o s e n b l u m ,  1 9 7 3 ; P e n n i n g t o n , 1 9 7 3 ) .  

Ho we v e r ,  2 0 . 5 K  a n d  1 9 . 5 K  o r f  v i r u s  p o l y p e p t i d e s  a p p e a r e d  t o  

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

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

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

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

r i f a mp i c i n , wh i c h i n h i b i t s v i r us a s s e mb l y  a n d m a t u r a t i o n ,  i n  

a p u l s e - c ha s e  e x pe r i me n t .  

F r o m  t h e  g e l i l l u s t r a t e d  i n  F i g . 7 - 3 , m a n y  o f  t h e  v i r a l l y 

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

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

p r e p a r a t i o ns . I n  t h i s  e x pe r i me n t  o n l y  50 , 00 0  c pm o f  v i r i o n s  

we r e  u s e d  a n d  s o me b a n d s  t h a t  h a d  b e e n  d e t e c t e d  i n  p r e v i o u s  

e x p e r i m e n t s  C s e e  F i g . 5 - 4  w e r e  n o t  d e t e c t e d  o n  

f 1 u o r o g r a p h y . By i nc r e a s i n g t h e  a mo u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y p e r  

w e l l  b y  3 - f o l d  mo r e  p o l y p e p t i d e s  we r e  r e s o l v e d .  I n  f a c t ,  a 

m i x t u r e  o f  5 0 , 0 00 c p m e a c h  o f  v i r i o ns a n d c e l l l y s a t e s  p u l s e 

l a b e l l e d a t  3 6  hr p . i .  s ho w e d  a p a t t e r n  s i m i l a r to t h e  who l e  

v i r i o n p o l y p e p t i d e p r o f i l e f o u n d  i n  t h e  e x p e r i me n t s  r e po r t e d  

i n  C h a p t e r 5 .  

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

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

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

f o r  f u t u r e s t u d i e s .  
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CHAPTER 8 

THE E F FECT OF ULTRAV I OLET I RRAD I AT I ON AND METABOL I C  

I NHI B I TORS O N  EARLY CELL ROUND I NG 

8 . 1  I NTRODUCTI ON 

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

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

g r a d i e n t s , wa s g r o wn i n  c e l l c u l t u r e , a r a p i d  c p e o c c u r r e d  i n  

t h e f i r s t  2 o r  3 p a s s a g e s  ( u n p u b l i s h e d  r e s u i t s l . A f t e r  

t h e s e  i n i t i a l  p a s s a g e s  t h e  v i r u s  wo u l d  e i t h e r  d i s a p p e a r  

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

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

t y p i c a l c pe wa s p r o d u c e d .  Th i s  u s u a l l y  b e g a n  a s  a r o u n d i n � o f  

c e l l s  a s  e a r l y  a s  2 h r  p . i . ,  d e pe nd i n g o n  t h e  mu l t i p l i c i t y 

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

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

v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  C A p p l e y a r d  � gj_. , 1 9 6 2 ; B a b l a n i a n  � 

�L. , 1 9 7 8 b ) .  C e l l  r o u n d i n g b e c a me g e n e r a l i s e d  b y  5 h r  p . i .  

a n d  a t  2 4  h r  p .  i .  r o u n d e d  c e  1 1  s w e r e  c 1 u m p e d  �t o g e t h e r .  I f  

l e f t  l o n g e r  t h a n  2 4  h r , c e l l s b e g a n  t o  d e t a c h  f r o m  t h e 

s u r f a c e  o f  t h e  c u l t u r e  d i s h .  E x p e r i me n t s  we r e  u n d e r t a k e n  t o  

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

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

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

i n f e c t i o n .  
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Two a p pr o a c he s  we r e  u s e d  to i n v e s t i ga t e  these p o s s i b i l i t i e s .  

F i r s t l y ,  t h e  e f f e c t  o f  u l t r a v i o l e t < U . V . > i r r a d i a t i o n o f  

v i r u s o n  c e l l  r o u n d i n g a n d  v i r u s  y i e l d  w a s  e x a m i n e d . A n  

i n oc u l u m o f  v i r us w a s  i r r a d i a t e d  w i t h  U. V .  l i ght a n d  t h e n  t h e  

d o s e  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  e c r  b y  5 0 7. wa s c a l c u l a t e d .  T h e  d o s e  

r e qu i r e d  wo u l d  g i v e  a n  i n d i c a t i o n o f  whe ther o r  n o t  t he U. V .  

w a s  a f f e c t i n g a g e n e . T h e  e f f e c t o f  U . V .  o n  v i r a l 

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

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

w a s  i n v e s t i g a t e d . T h e s e  e x p e r i m e n t s  we r e  d e s i g n e d  t o  

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

d e v e l o pm e n t  wo u l d  i n h i b i t  c e l l r o u n d i n g .  I f  t he y  d i d ,  t h e n  

i t  wo u l d  b e  l i k e l y  t h a t e c r  w a s  d u e , e i t h e r  d i r e c t l y  o r  

i n d i r e c t l y ,  t o  t he e x p r e s s i o n o f  a v i r a l  gene . 

8 . 1  MATER I ALS AND METHODS 

V i r u s  a n d C e l l s . P r i ma r y  B T  c e l l s  we r e  g r o w n i n  M E M - L A H  

c o n ta i n i n g 1 0 7. F CS .  The v i r u s  i no c u l u m ,  NZ2 , wa s g r o wn i n  BT 

c e l l s  a nd u s e d  as a c o nc e n t r a t e d  c r u d e  c e l l l y s �t e  t o  p r o d u c e  

gene r a l i s e d  e c r  w i t h i n  4 - 5  h r  p . i .  

M e t a b o l i c  I n h i b i t o r s � T h e  m e t a b o l i c i n h i b i t o r s  u s e d  we r e  

A c t i n o m y c i n  D ,  c y c l o h e x i m i d e , t u n i c a m y c i n ,  o(- a m a n i t i n e ,  

Aden i n e a r a b i no f u r a no s i d e ( a r a - A ) ,  C y t o s i ne a r a b i n o f u r a n o s i d e 

< a ra - C  > ,  b r o mo u r a c y  1 d e o x y r i b o s e  < B Ud R > ,  a n d h y d r o x y u r e a  ( HU )  

< S i gma Che m i c a l Comp a n y ) .  
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U . V .  I rrad i a t i on of V i rus I no c u l um. Two m l  a l i q u o t s o f  v i r u s  

s u s p e n s i o n  we r e  d i s p e r s e d  i n t o  6 0  x 1 5  m m  p e t r i  d i s h e s  a n d  

e x p o s e d  t o  a 1 5 - Wa t t 2 5 4  n m  U . V .  l a m p  a t  a d i s t a n c e  o f  2 3 c m . 

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

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

i c e f o r  u s e  i n  s u b s e q u e n t  e x pe r i me n t s .  Two m l  o f  u n e x po s e d  

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

A c t i n o m e t r y .  T h e  e n e r g y o f  t h e U . V .  1 i � h t  u s e d  t o  

i n a c t i v a t e v i r u s  wa s me a s u r e d  b y  t h e  me thod o f  Ha t c h a r d  a n d 

Pa r k e r  < 1 9 5 3 ) u s i n g po t a s s i u m f e r r i o x a l a t e  as t he p h o t o l y t e .  

F i f t e e n  m l  o f  0 . 0 0 6  M p o t a s s i u m f e r r i o x a l a t e < s e e  A p p e n d i x >  

we r e  i r r a d i a t e d  a t  t h e  s a m e t i me a s  t h e v i r u s  i n o c u l a . To 

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

s o l u t i o n wa s p l a c e d  i n  a p l a s t i c  d i s h p a i n t e d  b l a c k  a n d 

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

U. V .  1 i ght . A f t e r  i r r a d i a t i o n t h e  d i s h e s  we re t r a ns f e r r e d  t o  

a d a r k - r o o m  i l l u m i n a t e d  w i t h  a K o d a k  O B  s a f e l i g h t .  T h e  

c o n t e n t s  o f  e a c h  d i s h we r e  m i x e d  a n d  5 m l  o f  t he i r r a d i a t e d  

s o l u t i o n we r e  a d d e d  t o  2 m l  o f  a 0 . 1 7. s o l u t i o n  o f  1 , 1 0  

ph e n a n t h r o l i n e  h y d r a t e  a nd 2 . 5 m l  o f  b u f f e r  s o l u t i o n  < 6 0 0 m l  

o f  N - s o d  i u rn  a c e t a t e a n d  3 6 0  m l  o f  N - s u  1 phur i c a c·i d d i 1 u t e d  t o  

1 L > . E a c h  m i x t u r e  wa s m a d e  u p  t o  2 0  m l  w i t h d i s t i l l e d wa t e r  

a n d  a l l o we d  t o  s t a n d  f o r  3 0  m i n .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n 

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

wa s m e a s u r e d  a t  5 1 0  n m  i n  a U n i c a m  P 5 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  

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

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

b e t w e e n  t h e  t wo o p t i c a l  d e n s i t i e s wa s c o n v e r t e d  t o  t h e  

q u a n t i t y o f  f e r r o u s i o n s  f o r m e d  d u r i n g t h e r e a c t i o n u s i n g a 
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s t a n d a r d  c u r v e  ( s e e  A p p e n d i x  ) d e t e r m i n e d  w i t'h k n o w n 

q u a n t i t i e s o f  f e r r o u s  i o n s  u s i n g the s a me s p e c t r o p ho t o me t e r .  

The q u a n t i t y o f  f e r r o u s  i o n s  f o r me d  i n  t he to t a l v o l ume o f  

i r r a d i a t e d  s o l u t i o n wa s c o n v e r t ed t o  t he r a d i a t i o n d o s e  us i n g 

the q u a n t u m  e f f i c i e n c y  o f  1 . 2 8  a s  r e c o mme n d e d  f o r  the 2 5 4  n m  

wa v e l e n g t h  1 i gh t .  The e n e r g y  wa s t h e n  c a l c u l a t e d  u s i n g t h e  

f o r m u l a  E = hc / 1  e r g  w h e r e  h i s  P l a n c k ' s  c o n s t a n t , c i s  

t h e  v e l o c i t y o f  l i g h t  a n d  1 i s  w a v e l e n g t h  i n  n m  < P a r k e r ,  

1 9 6 8 ) .  F r o m  t h i s  the to ta l e n ergy d e l i v e r e d  t o  e a c h  d i s h  o f  

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

Ef f e c t  o f  U .  V .  I r r a d i a t i o n o n  Ce l l  R o u n d i n g a n d  V i r a l  

I n f e c t i v i t y .  The e f f e c t  o f  U . V .  i r r a d i a t i o n  o n  v i r a l 

i n f e c t i v i t y w a s  a s s e s s e d  u s i n g t h e  p l a q ue a s s a y  desc r i b e d  i n  

Cha p t e r  3 .  B o t h  U. V . - i r r a d i a t ed a nd no n - i r r a d i a t ed i no c u l a  

we r e  u s e d  to i n f e c t  BT c e l l s  gro wn i n  2 4 - we l l p l a t e s .  

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

a n a l y s e d  i n  B T  c e l l s  g r o wn t o  c o n f l u e nc e  i n  2 4 - we l l p l a t e s .  

Du p l i c a t e  we l l s we re i n f e c t e d  w i t h 1 0 - f o l d  s e r i a l  d i l u t i o n s  

o f  t h e  i r r a d i a t e d  a nd n o n - i r r a d i a t e d  v i r u s .  D u p l i c a t e we l l s 

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

c o n t r o l s . A f t e r  1 h r  o f  a d s o r p t i o n ,  i n f e c t e d a n d  c o n t r o l 

mono l a y e r s  we re f e d  w i t h f r e s h  ma i n tena n c e  m e d i u m. R o u n d e d  

c e l l s  we r e  c o u n t e d  a t · S h r  p . i .  u s i ng a n  i n v e r t ed m i c r o s c o p e  

a t  x 1 00 m a g n i f i c a t i o n .  A t  t h i s  t i m e p . i . ,  t h e  mo n o l a y e r s  

i n f e c t e d  w i t h  n o n - i r r a d i a t e d  v i r us we re s ho w i n g ge n e r a l i s ed 

c e l l r o u n d i n g .  Te n m i c r o s c o p i c  f i e l d s we r e  c o u n t ed f r o m  e a c h  
-

d i s h .  V i r us - i n d u c e d  c e l l r o u n d i n g wa s c a l c u l a t e d  a s  the the 
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d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  a v e r a g e c o u n t s i n  t h e  · c o n t r o l 

m o n o l a y e r s  a n d  tho s e  i n  the i n f e c ted c e l l s .  

E f f e c t  o f  M e t a bo l i c  I n h i b i t o r s  o n  Ce l l  R o u n d i n g .  B T  c e  1 1  s 

we r e  g r o wn t o  c o nf l u e n c e  i n  M E M - L A H  c o n t a i n i n g 1 0 % F C S  i n  2 4 -

we l l  p l a t e s  a n d the mono l a y e r s  i n f e c t e d  w i t h 2 0 0  � 1  o f  s t o c k 

v i r u s .  A f t e r  h r  t he me d i u m w a s  r e mo v ed a n d  wa s r e p l a c e d  

w i t h ME M - L A H  c o n t a i n i n g 2 7.  F C S .  Du p l i c a t e  we l l s  we r e  t r e a t e d  

w i t h e i t h e r  c y c l o h e x i m i d e  < 3 0 0 ..u g / m l  ) ,  A c t i n o m y c i n  D 

< 5  ).J g / m l ) ,  a r a - A  ( 5J.J M > ,  a r a - C  < 5 0  )J g / m l  > ,  B U d R ( 1 0 0 .,u g / m l ) 

t u n i c a m y c i n  ( 2  ).J g / m l ) o r  h y d r o x y u r e a  ( 0 . 0 1 M > . W h e n 

.k a ma n i  t i n e wa s u s e d , u n i nf e c t e d  c e l l s  we r e  tr e a t e d  o v e rn i gh t  

w i t h t h e  d r u g  a t  1 0  .,u g / m l  b e f o r e  i n f e c t i o n a s  i t  w a s  

f o u n d  t h a t 1 8 - 2 4  h r  o f  p r e - t r e a t m e n t  o f  t h e c e l l s w a s 

r e q u i r e d  t o  e q u i l i b r a t e  the e f f e c t i v e d r u g dos a ge . The s a me 

l e v e l  o f  d r u g  wa s a d d e d  d u r i n g a nd a f t e r  a d s o r p t i o n o f  v i r us 

to p r e v e n t  c h a n g e s  i n  i nte r n a  1 d r ug c o n c e n t r a t i o n < Hr u b y  §..!!.. 

9 .. J ... . , 1 9 7 9 ) .  A c t i n o m y c i n  D ( 5  ..u g / m l ) wa s a d d e d  e i t h e r  3 0  m i n  

b e f o r e  o r  6 0  m i n  a n d  1 2 0 m i n  a f t e r  i n f e c t i o n .  U n i n f e c t e d  

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

c e l l s  we r e  a l s o u s e d  a s  c o n t r o l s . Ce l l  r o u nd i n g wa s a s s e s s e d  

a t  5 h r  p . i . a t  w h i c h  t i m e i n f e c t e d  c o n t r o l s  · ·w e r e  s h o w i n g 

g e n e ra l i s e d  c e l l r o u n d i ng.  

8 . 3 .  RESULTS 

The E f f e c t  o f  U . V .  I r r a d i a t i o n  o n  Ce l l  Ro u n d i n g a n d  V i r a l 

I n f e c t i v i t y .  As s h o w n i n  F i g . 8 - 1 m o r e  t h a n 9 0 %  o f  t h e 

i n f e c t i v i t y was l o s t  when t h e  v i r u s  w a s  i r rad i a t e d  a t  a d o s e  
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I 2 10-3 J o u l e s . M x 

·F i g . 6 - 1 . T h e  e f f e c t  o f  U . V .  i r r a d i a t i o n o n  v i r a l  
i n f e c t i v i t y a n d  c e l l r o u n d i n g �  
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o f  0 . 5  x 1 0
� 

J / m 2 b e f o r e b e i n g u s e d  t o  i n f e c t  BT c e l l s .  

Ab o u t  5 0 7. i n a c t i v a t i o n wa s n o t e d  whe n  v i r u s  wa s i r r a d i a t e d  a t  

0 . 3 9  x 1 0 2 J / m 2 . E c r wa s r e d u c e d  b y  5 0 7.  w h e n  v i r u s  wa s 

e x p o s e d  t o  0 . 3 8  x 1 0 3 J / m 2 o f  U . V .  l i g h t .  T h e  r e s u l t s 

s h o w  t h a t  1 0  t i me s  m o r e  U . V .  wa s r e q u i r e d  t o  c a u s e  5 0 7.  

r e d u c t i o n i n  e c r  t h a n t o  c a u s e  5 0 7.  i n a c t i v a t i o n o f  v i r a l  

i n f e c t i v i t y .  

The E f f e c t  o f  M e t a b o l i c I n h i b i t o r s  o n  C e l l  R o u n d i n a .  Th e 

e f f e c t o f  t h e  me t a b o l i c i n h i b i to r s  o n  e c r  i s  s h o wn i n  Ta b l e  

X I V .  B T  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  N Z 2  i n  t h e  a b s e n c e o f  me t a b o l i c  

i n h i b i t o r s  s h o w e d  c e l l r o u n d i n g a t  5 h r  p . i .  C e l l  r o u n d i n g 

wa s i n h i b i t e d  b y  Ac t i n o m y c i n  D when the d r u g  w a s  a d d e d  e i t h e r  

3 0  m i n  b e f o r e  o r  6 0  m i n  a f t e r  i n f e c t i o n b u t  n o t  w h e n i t  w a s 

a d d e d  1 2 0 m i n  a f te r  i n f e c t i o n .  Cyc l o h e x i m i d e a l s o i n h i b i t e d  

e c r ,  c e l l r o u nd i n g wa s n o t  i n h i b i t e d  b y  e i t h e r  ooC- a ma n i t i n e ,  

t u n i c a myc i n ,  a r a - A ,  a r a - C ,  BUd R o r  hy d r o x y u r e a .  

8 . 4 .  D I SCUSS I ON 

S h a r m a a n d  A l i < 1 9 7 6 > h a v e  s h o wn t h a t  0 . 7 x · 1 o 6 J / m2 i s  

r e q u i r e d  t o  i na c t i v a t e  t h e  a c t i v i t y o f  t h e  e n z y me t y r o s i na s e  

b y  5 0 7. .  A l s o B a b l a n i a n §..!!. g_J,_ .  ( 1 9 8 1 a >  d i d  n o t  d e t e c t  a n y  

e f f e c t o n  v a c c i n i a  v i r u s  e n z y ma t i c  a c t i v i t y w h e n t h e  v i r u s  

w a s i r r a d i a t e d  a t  a d o s e  o f  2 . 8  x 1 0 4 J 1 m 2 . I n  c o n t r a s t , 

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

p o l y p e p t i d e s  c a n  b e  r e d u c e d  b y  5 0 7.  a t  a d o s e  o f  0 . 1 x 1 0 2 

J / m 2 a n d  0 . 2 6  K 1 0 2 J / m 2 , r e s pe c t i v e  1 y < Bo s s a r t  U gj_. , 

1 9 7 8 b > .  I t  was a l s o s h o wn t h a t 5 0 7.  i n a c t i v a t i o n o f  pX1 74 w a s  
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T a bl e X I V .  E f f e c t  o f  M e t a bol i c  I nh i b i t o rs o n  Orf Vi rus Ea rl y C e l l  

R o u nd i ng 

I nhi bi tors 

I .  P ROTE I N  S Y N T H ESI S: 
C YCLO H E X I M I DE ( 3 0 0  �g/ ml ) 

I I .  RNA S Y N T H E S I S 

A C T I N O M Y C I N D ( 5  �g/ ml ) 

3 0  M I N. B E F ORE I NFECT. 

HOUR A F T E R  I NFECT. 

2 HOURS A F T E R  I NFECT. 

« - A H A N I T I N E  ( 1 0 �g/ m l )  

I l l .  DNA S Y NT H ESI S 

ARA-A ( 5 �H) 

ARA-C ( 5 0 �g/ ml ) 

B uDR ( 1 0 0  �g/ ml ) 

H Y DRO X Y U R E A  C . 0 1 H ) 

I V .  PRO T E I N G L Y COSYLA T I O N  

TUNI C A H YC I N ( 2  �g/ ml ) 

E a rly C e l l  R o u nd i ng 

P re s e nce A bs e n c e 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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a c h i e v e d a t  a U . V .  d o s e  o f  0 . 1 5 - 0 . 4  x 1 0 2 J / m 2 C Ya r u s  a n d  

S i n s h e i me r , 1 9 6 4 ) .  B y  c o m p a r i n g t h e  d o s e - e f f e c t  o f  U .  V .  

i r r a d i a t i o n  o n  t h e s e  s y s t e ms wi t h  t h a t r e p o r t e d  h e r �  i t  c a n  

b e  s e e n , f o r  i n s t a n c e ,  t h a t a t  l e a s t  2 , 0 00 m o r e  J / m 2 a r e  

r e q u i r e d  t o  i n a c t i v a t e t y r o s i n a s e  a c t i v i t y b y  5 0 7.  t h a n  t o  

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

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

T h e  r e l a t i v e l y l o w d o s e  o f  U . V .  i r r a d i a t i o n  r e q u i r e d  t o  

i n a c t i v a t e r o u n d i n g i n  o r f  v i r u s - i n f e c t e d  BT c e l l s  s u � ge s t s 

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

o f  t h e  v i r u s  o r  a f a c t o r  i n  t he i n o c u l um. I t  i s  t he r e f o r e  

m o r e  l i k e l y  t h a t  t h e  U . V .  l i g h t  d o s e  o f  0 . 3 8  x 1 0 3 J / m 2 

r e q u i r e d  t o  s i gn i f i c a n t l y r e d u c e  e c r  i s  due t o  a n  a c t i o n  o n  

n u c l e i c  a c i d  a n d  i n a c t i v i t i o n o f  a ge n e .  The e n e r gy r e q u i r e d  

t o  p r o d u c e  5 0 7.  r e d u c t i o n  i n  e c r  i s  a b o u t  t h e  s a m e ma � n i t u d e  

a s  t h a t r e q u i r e d  t o  p ro d u c e  5 0 7.  i nh i b i t i o n of v a c c i n i a  v i r u s 

i n d u c e d  po l y pe p t i d e s y n t h e s i s  a n d i s  a b o u t  1 0  t i me s  mo r e  t h a n 

t h a t  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  o r f  v i r u s  a n d �X1 74 i n f e c t i v i t y a n d  

a b o u t  4 0  t i me s  mo r e  t ha n  i s  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  v a c c i n i a  v i r u s  

i nf e c t i v i t y t o  5 0 7. .  

T h e  s l i g h t l y h i g h e r ( f o u r - f o l d >  U . V .  d o s e  r e p o r t e d  t o  b e  

r e q u i r e d  t o  i n a c t i v a te v a c c i n i a  v i r u s  i n f e c t i v i t y b y  5 0 7.  whe n  

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

d i f f e re n t  e x pe r i me n t a l t e c hn i q u e  u s e d  i n  e a c h e x pe r i me n t  a nd 

po s s i b l y  t o · a d i f f e r e n t  me t h o d  o f  c a l c u l a t i n g U . V .  d o s e .  

D i f f e r e n c e s  i n  mu l t i p l i c i t y r e a c t i v a t i o n a n d  r e p a i r  o f  U . V . 

dama g e d  v i r u s  b y  t h e  h o s t  c e  1 1  s u s e d  < A  be 1 ,  1 9 6 2 ; Za v a d o  v a , 

1 9 7 1  > ma y a l s o e x p l a i n  t h e  d i s c r e p a n c y .  I n  f u t u r e  e x pe r i m e n t s  
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i �  w o u l d  b e  u s e f u l  t o  � e s t  � h e  e f f e c t  o f  U . V .  o n  v a c c i n i a  

v i r u s  u n d e r  t h e  c o n d i � i o n s  d e s c r i b e d  he r e .  

Ac t i n o myc i n  D ,  a n  RNA s y n t he s i s  i n h i b i � o r  a n d  c y c l o h e x i m i d e , 

a p r o � e i n  s y n t he s i s  i n h i b i t o r , p r e v e n t e d  e c r  wh i l e  i n h i b i t o r s  

o f  D N A  s y n t h e s i s  d i d  n o t .  T h i s  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t a n  

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

me d i a t o r  o f  e c r .  Th i s  i s  i n  a gr e e me n �  w i t h the f i n d i n gs o f  

B a b l a n i a n  ( 1 9 6 8 ,  1 9 7 0 ) a n d  B u r go y ne a n d  S t e ph e n  ( 1 9 7 9 ) .  The 

l a t t e r  i n v e s t i ga to r s  a l s o p r o v i d e d  e v i d e n c e  tha t a c y t o � o x i n ,  

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

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

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

B u r go y ne a n d S t e phen ( 1 9 7 9 ) d i d s h o w  � h a t a r a p i d  c pe , wh i c h  

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

w h e n a n  a b n o r m a l l y  h i g h m u l t i p l i c i t y o f  i n f e c t i o n C 1 2 0 0  

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

c o n c e n t ra � i o n  o f  the c y t o t o x i n  f r o m  the v i r us i n o c u l u m .  M b u y  

!it!!.. g_ l_ .  C 1 9 8 2 ) s h o w e d  t h a t  p u r i f i e d S T  ( 5 0  ...u g >  i n h i b i t e d  

p r o � e i n  s y n t h e s i s  i n  2 x 1 0 5 H E p - 2  c e l l s .  Th i s  m a y  b e  a n  

e x p l a n a t i o n f o r  the r a p i d  c p e  s e e n  i n  t h e  i n i t i a l  p a s s a ge s  o f  

o r f v i r us i n  c e l l c u l t u r e . Ho we v e r , i t  i s  a l s o po s s i b l e  t h a t 

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

� ha t  i s  a b l e  t o  e x p r e s s  s o me e a r l y  g e n e  e f f e c t ,  s u c h  a s  e c r ,  

b u t  i s  un a b l e  t o  c o mp l ·e t e a v i r u s / c e l l c y c l e . I n  t h e  l a t t e r  

c a s e  a c pe wo u l d  b e  s e e n  b u t  l i t t l e  v i r u s  wo u l d  b e  

p r o d u c e d .  Tu n i c a myc i n  i s  a n  i n h i b i t o r  o f  N - g l y c o s y l a t i o n a nd 

� a m a n i t i n e i s  a s p e c i f i c i n h i b i t o r  o f  R N A p o l y m e r a s e I I  

w h i c h  i s  n e c e s s a r y  f o r  n u c  1 e a r  s y n t he s i s .  The n e g a t i v e 

r e s u 1 t s o b t a i n e d w i t h t h e s e d r u g s m e a n s t h a t N· -
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g l y c o s y l a t i o n a nd n u c l e a r  RNA s y n t h e s i s  we r e  not i n v o l v e d  i n  

e c r .  Ara - A ,  A r a - C  a n d  BUdR a re i n h i b i t o r s  o f  DNA s y n t he s i s .  

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

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

s y n thes i s ed e a r l y e . g .  be f o r e D N A  s y n t h e s i s .  
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CHAPTER 9 

GENERAL D I SCUSS I ON AND CONCLUS I ONS 

I n  th e s e  s t u d i e s o r f  v i r u s  i s o l a t e s  we re a d a p t e d a n d p l a q ue -

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

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

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

s h o wn t h a t s u p p  1 e me n t a t  i o n o f  t he ME M w i th 0 . 5 7.  1 a c t a 1 b u m i  n 

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

a l s o b e  i n c r e a s e d  by se v e r a l c y c l e s o f  f re e z i n g a n d t ha w i n g 

o f  i n f e c t e d  c e l l s  c o u p l e d w i t h  so n i c a t i o n .  Th i s  i nf o r ma t i o n 

m i ght a l l o w c u l t i v a t i o n o f  o t h e r  N e w  Ze a l a nd f i e l d  i s o l a t e s  

t o  h i g h e r  y i e l d s o f  v i r u s . A b o u t  9 6 7. - 9 9 7.  o f  t h e p r o g e n y  

v i r us r e ma i n e d  i n t r a c e l l u l a r .  Th i s  i n f o rma t i o n  i s  i mp o r t a n t  

i n  f u t u r e  a t t e m p t s  t o  c o n c e n t r a te v i r u s  f r om l a r ge v o l u me s  o f  

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

A n o t h e r  i m p o r t a n t  a c h i e v e m e n t  o f  t h i s  w o r k  w a s  t h e  

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

The q u a n t a l a n d p l a q u e  a s s a y s  p r o v e d t o  be e f f ec t i v e wa y s  t o  

a s s a y  v i  r a  1 i n f e c t i v i t y b u t  p r e  1 i m i  n a r 'y  e x  p e r  i m e n  ts s h o we d  

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

po t e n t i a l  to b e  a mo re · r a p i d  a l t e r na t i v e .  Ho we v e r , the p l a q u e  

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

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

of t he b i o l o g y  o f  o r f  v i r u s .  
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Us i ng the p l a q u e  a s s a y  to e s t a b l i sh a r e l i a b l e v i r a l t i t r e , a 

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

p a r t i c l e s we r e  d e t e c t a b l e  a t  1 6 - 1 8 h r  p . i .  a n d c o n t i n u e d  t o  

b e  d e t e c t a b l e  f o r  u p  t o  4 5  h r .  I n  a n o t h e r  o n e - s t e p  g r o w t h  

e x pe r i me n t  i t  wa s s h o wn tha t o r f  v i r u s  DNA s y n t h e s i s  b e ga n  a t  

4 - 8h r  p . i .  a n d t h a t  a r a p i d  i n c r e a s e  i n  DNA s y n t h e s i s  w a s 

s e e n  a t  1 2 - 1 4 h r  a n d  c o n t i n u e d  f o r  u p  t o  3 0 - 3 5  h r . V a c c i n i a  

v i r u s  D N A  s y n t h e s i s  i n  t h e  s a m e c e l l s y s t e m  b e g a n  a t  3 h r  

a n d  wa s a l m o s t  c o m p l e t e  b y  1 2  h r . O r f  v i r u s  D N A  s y n t h e s i s  

w a s  i n h i b i t e d  b y  Ar a - C ,  BUdR a n d  h y d r o x y u r e a  w i t h i n t h e  d o s e  

r a nge r e q u i red f o r  t h e DNAs o f  o t he r v i r u s  typ e s .  

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

i n tra c e l l u l a r n a t u r e  o f  p r o g e n y  v i r u s  r e s u l ts i n  s l o w s pr e a d  

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

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

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

b e c o me s  i mp o r t a n t  whe n a t t e mp t i n g t o  g r o w a nd a d a p t  o r f  v i r u s  

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

c l i n i c a l  ma t e r i a l  w h i c h  m i g h t  c o n t a i n  a h i g h p r o p o r t i o n o f  

no n - i n f e c t i o us v i r u s  t h e r e  wo u l d  a pp e a r  to be n o  a d v a n t a ge i n  

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

wh i c h  f o r  o r f  v i r u s  wo u l d  b e  4 8  h r . P a s s a g e  o f  v i r u s  a t  

2 - d a y  i n t e r v a l s  w i t h a f r e e z e / t h a w c y c l e a n d s o n i c a t i o n 

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

pas s a ge s ,  wo u 1 d s e e m  to pr o v i d e t he most r a t  i a n a  1 wa y o f  

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

The l a b e l l i n g o f  o r f  v i r i o n  p o l y p e p t i d e s  wi th 3 5 s - me t h i o n i n e 

wa s a n o t h e r  a c h i e v e m e n t  o f  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e .  Th i s  
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en a b l e d a d e t a i l e d c o m pa r i s o n  o f  t h e  s t r u c t u r a l po l y p e p t i d e s  

o f  6 N e w  Ze a l a n d  i s o l a t e s  t o  b e  m a d e . F i v e i s o l a t e s , N Z 2 , 

N Z 7 , N Z 9 , N Z 1 0 ,  a n d N Z 1 2 ,  s h o w e d  s i m i l a r p r o f i l e s . w h i l e  

s t r a i n  N Z 1 9 s ho w e d  a d i f f e r e n t  p a t t e r n  o n  S O S - PAGE . 

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

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

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

i m p o r t a n t  p a r a me t e r s  d e f i n e d . F o r  i n s t a n c e , i t  w a s f o u n d  

n e c e s s a r y to p u l s e - l a b e l  c e l l s  f o r  2 h r  t o  e n s u r e  d e t e c t i o n  

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

c e l l s  s howe d  tha t mo s t  o f  t he v i r u s - i n d u c e d po l y p e p t i d e s  we r e  

d e t e c t e d  f r o m  1 0  h r  p . i .  Th e r e  w a s a s l o w o r  i n c o m p l e t e 

" s w i t c h - o f f "  o f  c e l l u l a r ma c ro mo l e c u l a r s y n thes i s  wh i c h ma y 

h a v e  p r'e v e n t e d  t he d e t e c t i o n o f  e a r l y  i nd u c e d  po l y p e p t i d e s .  

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

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

p o l y p e p t i d e w i t h a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  9 3 K ,  a n d w h i c h  wa s 

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

t r a n s l a t i o n a l c ha n g e s .  

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

s t r a i ns .  Th i s  m a y  b e  i mpo r t a n t  i n  t h e  l i gh t  o f  f u t u r e  v a c c i ne 

p r e p a r a t i o n s . The t wo v a c c i ne s  c o mme r c i a l l y  a v a i l a b l e  i n  

Ne w Zea l a n d  a re o f  s i m i l a r s t r a i n s o f  v i r us a s  d e t e r m i n e d  b y  

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  < R o b i n s o n , p e r s o n a l 

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

c o m m o n  a n t i g e n i c  t y p e e . g .  i n  t h e p r e s e n c e  o f  t h e  3 8 . 5 K  

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

pr o b l e ms i n  v a c c i n a t i o n p r o g r a mme s .  I t  mi g h t  b e  r e a s o n a b l ·e 
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t o  r e c o m me n d  i n c o r p o r a t i o n o f  t h e s e  t wo s t ra i n s o f  · v i r u s  i n  

v a c c i n e p r e p a r a t i o n s . Th i s  w a s  t r i e d  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  

< B u d d l e  �k �l. , 1 9 8 4 ) a l t h o u g h t h e r e  h a s  b e e n  n o  e v i d e n c e  

e s t a b l i s hed as t o  wh e th e r  o r  no t t he r e  w a s  a n y  i mp r o v e me n t  i n  

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

E v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  wh i c h  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  e c r  

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

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

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

d u e t o  U . V .  a c t i o n a g a i n s t  n u c l e i c  a c i d  r a t h e r  t h a n  p r o t e i n . 

A n  e x p e r i m e n t  t o  c o n f i r m t h i s  wo u l d  b e  to d � t e r m i n e t h e 

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

t he c e l l r o u n d i n g e f f e c t .  The a c t i v i ty o f  U. V .  l i ght a t  2 6 0  

n m  o n  n u c l e i c  a c i d  i s  a b o u t  t w i c e  t h a t  a t  280 n m .  Con v e r s e l y ,  

t h e a c t i o n o n  p r o t e i n  i s  h i g h e r a t  2 8 0  n m  t h a n  2 6 0  n m .  

M e a s u r i n g t h e  r a t i o  o f  a c t i v i t y a t  2 6 0  n m  a n d .2 8 0  n m  m i g h t  

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

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

d e te r m i n e whe t h e r  o r  no t e c r  i s  re l a t e d  to t h e  mu l t i p l i c i t y 

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

� 

( A . 1 . �b.\V\SOVl , pe-.... eo.,... .) 
N o w  t h a t  t h e o r f  v i r i o n g e n o me h a s  b e e n  c l o n e d � i t  w i l l  b e  

p o s s i b l e  t o  be g i n  ma p p i n g v i r a l ge n e s . The a v a i l a b i l i t y  o f  

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

f a c i l i t a t e the i d e n t i f i c a t i o n o f  v i r u s - c o d ed po l y pe p t i d e s , i n  

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

e s t a b l i s h me n t  o f  a t r a n s l a t i o n ma p o f  t he o r f  v i r us ge n o me . 

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

s t u d i e s .  

I mmu n i t y t o  p o x v i r u s e s  i n v o l v e s  c e l l - med i ated i mmun i t y .  The r e  

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

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

s u r f a c e  o f  i n f e c t e d  c e l l s  a r �  r e c o gn i s ed b y  c y t o t o x i c  T - c e l l s 

( M a 1 1 o n  a n d H o  1 o w c z a k , 1 9 8 5 ; M a 1 1 o n e t  g_l_. , 1 9 8 5 ) . T h u s  a n  

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

b l o c k e d  a t  t h e  e a r l y  s t a g e o f  i n f e c t i o n .  I n i t i a l l y ,  i t  wa s 

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

o c c u r r i n g i n  t he c e l l memb r a n e  o f  o r f  v i r u s - i n f e c te d  c e l l s  a s  

we l l  a s  the v i r i o n a n t i gens . Ho we v e r , e a r l y  d i f f i c u l t i e s  i n  

g r o w i n g  e n o u gh v i r us t o  do the e x p e r i m e n t s  p u t  c o n s t r a i n t s  o n  

r e a l i s i n g th i s  o b j e c t i v e .  I n  r e t r o s pec t th i s  ma y h a v e  b e e n  

f o r t u i tous a s  t h e e x e r i me n t s  r e p o r t e d  b y  Ma l l o n  a n d  Ho l o wc z a k  

( 1 9 8 5 > a n d M a l l o n �t. g_l_. ( 1 9 8 5 ) s h o w e d  t h a t  a v a r i e t y  o f  

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

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

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

c o n c l u s i o n s  a s  t o  w h i c h o n e s  we r e  i m p o r t a n t .  I t  n o w  s e e m s 

l i k e l y  tha t mo s t  a r e  i n v o l v e d  i n  t he st i m u l a t i o n o f  a 

T c e l l  r e s p o n s e  ( Ho l o wc za k , p e r s o n a l c o mmu n i c a t i o n > .  

A n o t h e r  a p p r o a c h  m i g h t  be t o  c l o n e  s pe c i f i c  v i ra l g e n e s  a n d  

e x p r e s s  t h e s e  in.. Y.it.L.Q.. o r  .ln.. Y.i.Y.Q. t o  s e e  w h a t e f f.e c t t h e y  

h a v e  o n  the s t i mu l a t i o n o f  a n  i mmu n e  r e s p o n se . 

A r e c o m b i n a n t  D N A  a p p r o a c h  ma y b e  a p p l i e d to d e v e l o p a n e w  

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

i mmu n o g e n s  i n  y_i  t r o  f o r  use i n  a v a c c i n e .  A l t e r n a t i v e l y ,  

t h e u s e  o f  a r e c o mb i n a n t  v i r u s  e x p r e s s i n g orf ge n e s  m i g h t  be 

p o s s i b l e .  

The i n f o r ma t i o n ga i n e d  f r o m  t h e  e x p e r i me n t s  i n  t h i s t h e s i s  

h a s  g i v e n  a b r o a d e r  k n o w l edge o f  t h e  b i o l o gy a n d  b e ha v i o u r  o f  

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

a s s u med t o  b e  s i m i l a r o r  c l o s e l y  r e l a te d  t o  v a c c i n i a v i r us . 

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

w i l l  be i n v a l u a b l e f o r  f u r t h e r g e n e t i c  s t ud i e s .  
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APPEND I X  

P R E P A R A T I O NS O F  B UF F E R S . S O L U T I O NS. POTAS S I U M 

FERR I OXALATE AND FeS04 CAL I BRAT I ON GRAPH 

Buffers and S o l u t i ons 

0 . 2 5 7.  C o o ma s s i e  B l u e - R  < s t a i n i n g s o l u t i o n ) 

2 . 5 g Cooma s s i e  B l u e R 

2 3 0  m l  4 0 7.  a c e t i c  a c i d  

4 5 4  m l  metha n o l  

3 1 6  ml  d i s t i l l e d  wa ter 

F i l t e r  t h r o u gh Wha t ma n n o . 

2 .  De s t a i n i n g So l u t i o n 

3 .  

4 0 0  

1 7 5 

4 2 5  

m l  

m l  

m l  

SOS - PAGE R u n n i n g 

1 4 .  4 g 

2 . 5 ml  

5 . 0 m l  

1 0 0 0 . 0  m l  

Ad j u s t  t o  pH 

me t ha n o l  

4 0 7.  a c e t i c  a c i d  

d i s t i l l e d w a t e r  

B u f f e r  

Gl yc i ne 

1 M Tr i s  b u f f e r , 

2 0 7.  S O S  

d i s t i l l e d wa ter 

8 . 3 

p H  8 . 8 

1 3 7 



4 .  Sc i n t i l l a t i o n f l u i d  

1 0 0 0 . 0  m l  To l u e n e  

5 . 0  g P P O  

0 . 3 g P O POP 

4 .  P r e h y b r i d i z a t i o n M i x  

( a ) S t o c k  P0 4 b u f f e r  ( 0 . 2  M ,  p H 6 . 5 ) 

3 g Na H2 P 04 

7 .  1 6 g N a 2 HP04 

D i s s o l v e to ma k e  1 00 m l  

( b )  P r e p a r e  

5 0 . 0  ml s t o c k  P0 4 B u f f e r ( 0 . 2  M,  pH 6 � 5 )  

4 . 3 5  g Na C l  

4 . 4 1  g N a  C i t r a t e  

25 . 0  m l  wa t e r  

1 3 8 

C c l D i s s o l v e 5 m g  s a l m o n  s p e r m D N A  i n  1 0  m l  o f  s o l u t i o n ( a ) .  

S o n i c a t e m i x t u r e  3 X  ( 1  m i n ) .  B o i l  f o r  5 . m i n .  P l u n g e  

i n t o  i c e .  

( d ) 5 0 X  De n h a r d t ' s  s o l u t i o n 

( d ) 

2 0 0  mg B S A  

2 0 0  m g  P V P  

2 0 0  mg F i c o l  4 0 0  

2 g gl yc i ne 

D i s s o l v e w i t h r e ma i n i n g s o l u t i o n ( a  ) 

M i x  s o l u t i o n ( b· ) a n d  ( c ) . A d d  5 m l  o f  t h i s  s o l u t i o n t o  

S m l  F o r ma m i d e  f o r  wo r k i n g prehybr i d i za t i o n s o l ut i o n . 



5 .  Hy br i d i z a t i o n M i x 

( a  ) 2 0  m l  p ho s ph a t e  b u f f e r  s t o c k  

3 0  ml  d i s t i l l e d wa t e r  

4 . 3 5  g N a C l  

4 . 4 1  g N a  C i t r a t e  

( b )  D i s s o l v e 2 m g  s a l mo n s p e r m  D N A  i n  1 0  m l  o f  ( a ) 

< c > P r e p a r e  5 0 X  De nha r d t ' s s o l u t i o n  a a  a b o ve 

( d ) M i x < a > ,  ( b )  and ( c ) 

1 3 9 

( e ) M a k e  u p  a s o l u t i o n o f  5 0 7.  D e x t r a n  s u l p h a t e  ( w / v ) .  He a t  

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

( f ) A d d  4 0  m l  o f  ( e ) t o  ( d ) a n d  ma k e  i t  u p  t o  1 0 0 m l  w i t h  

wa t e r . 

< g )  5 m 1 o f  < f ) m i x e d  w i t h 5 m 1 f o r  m a m i q e i s  u s e d  f o r  

h y b r i d i z a t i o n 

Prepara t i on o f  Pure Potass i u m Ferr i ox a l ate 

P o t a s s i u m f e r r i o x a l a t e  wa s p r e p a r e d  b y  m i x i n g 3 v o l u m e s  o f  

1 . 5 M p o t a s s i u m o x a l a t e  w i t h  v o l u m e o f  1 . 5 M f e r r i c  

c h l o r i d e w i t h  v i go r o u s  s t i r r i n g .  The p r e c i p i t a t"
e d  po t a s s i u m 

f e r r i o x a l a t e wa s r e c r y s t a l l i s e d  f r o m  w a r m  w a t e r  a n d  d r i e d 

u s i n g  a wa r m - a i r  ha i r - d r y e r . A 0 . 0 0 6  M s o l u t i o n wa s p r e p a r e d  

b y  d i s s o l v i n g 2 . 9 4 7  g o f  t h e  c r y s t a l s  i n  8 0 0  m l  o f  w a t e r .  

O n e  h u n d r e d  m l  o f  1 . 0 N s u l p h u r i c  a c i d  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  

t h e  s o l u t i o n· w a s  ma d e  u p  t o  1 L w i t h  d i s t i l l e d w a t e r .  Th e 

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

s a f e l i ght < Ko d a k  OB > .  
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Pre pa ra t i o n of F e so4 Ca l i bra t i o n  Gra ph 

S o l u t i o n s  r e q u i r ed : 

a .  0 . 4  x 1 0 - m o l e / m !  F e + i n  0 . 1 N H 2 S 0 4  ( p r e p a r e d  b y  

d i l u t i o n o f  s t a n d a r i s e d  0 . 1  M F e S 04 i n  0 . 1  N H2 S 04 

b .  0 . 1 7.  1 : 1 0  p h e n a n t h r o l i n e m o n o hy d r a t e  

c .  b u f f e r  s o l u t i o n ( 6 0 0  m l  o f  N - s o d i u m a c e t a t e  a n d 3 6 0  m l  

o f  N - s u l f u r i c  a c i d  d i l u t e d  t o  1 L .  

I n t o  a s e r i e s o f  2 0  m l  f 1 a s k s  a d d  t h e  f o  1 1  o w i n g  v o  1 u m e s  o f  

s o l u t i o n C a > :  0 ,  0 . 5 , 1 ,  . . . • . •  5 . 0  m l . A d d  0 . 1  N - s u l f u r i c  

a c i d  s o  a s  t o  m a k e  t h e  t o t a l a c i d i t y e q u i v a l e n t  t o  1 0  m l  o f  

0 . 1  N - s u l f u r i c  a c i d .  A d d  2 m l  o f  s o l u t i o n C b ) ,  5 . 0  m l  o f  

s o l u t i o n C c ) C m i x i n g a f t e r  e a c h  a d d i t i o n > ,  ma k e  u p  t o  2 0  m l , 

m i x  a n d a l l o w t o  s t a n d f o r  a t  l e a s t  3 0  m i n .  M e a s u r e  t h e  

o p t i c a l  d e n s i t i e s a t  5 1 0 n m  i n  a c m  c e l l  w i t h a 

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

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

a mo u n t  o f  f e r r o u s i o ns a d d e d .  
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m i c r o s c o py o f  t h e  p o x - l i k e  v i r u s  o f  Me l o l ontha me l o l o n t h a  L 

C Co 1 e o p t e r a  s c a r a  b e  i d a e ) Ar c h .  ges . V i  r u s f o r s c h .  2 8 , 2 8 5 - 3 0 2 .  

B E R R Y ,  G . P .  a n d  D E D R I C K ,  H . M .  1 9 3 6 .  A m e t h o d  o f  c h a n g i n g t h e  

v i r u s  o f  r a b b i t f i b r o ma ( S h o p e ) i n t o  t h a t o f  i n f e c t i o u s  

my x o ma t o s i s  < S a ma r e l l  i ) . J .  B a c t e r i a l . 3 1 , 5 0 - 5 1 . 

B L O M Q U I S T ,  M . C . , HU N T ,  L . T .  a n d B A R K E R ,  W . C .  1 9 8 4 . V a c c i n i a  

v i r us 1 9 K p r o t e i n :  R e l a t i o n s h i p  t o  s e v e r a l ma ma l i a n p r o t e i ns 

i n c l u d i n g t w o g r o w t h  f a c t o r s . P r o c . N a t l . A c a d , S c i ,  . U . S . A .  

8 1 , 73 6 3 :- 7 3 6 7 . 

B O L D E N , A . J . ,  A U C K E R ,  J .  a n d  W E S S B A C H , A .  1 9 7 5 .  S y n t h e s i s  o f  

h e r p e s  s i m p l e x v i r u s , v a c c i n i a  v i r u s  a n d a d e n o v i r u s  D N A  i s  

i s o l a t e d  He l a  c e l l n u c l e i .  I .  E f f e c t  o f  v i r a l - s p e c i f i c 

a n t i s e r a  a n d pho s p h o no a c e t i c  a c i d .  J .  V i ra l . 1 6 , 1 5 8 4 - 1 5 9 2 .  

B O L D E N , A . , P E D R A L I - N O Y ,  G , . a n d  W E I S S B A C H ,  A .  1 9 7 9 .  

V a c c i n i a  v i r u s  i n f e c t i o n o f  He La c e l l s .  I I . D i s pa r i t y be t we e n  

c y t o p l a s m i c a n d n u c l e a r  v i r a l s p e c i f i c  R N A .  V i r o l o g y 9 4 , 

1 3 8 - 1 4 5 .  

B O O N E , R . F . , E N S I N G E R ,  M .  a n d  M O S S , B .  1 9 7 7 . S y n t h e s i s  o f  

mRNA gua n y l t r a n s f e ra s e  a nd mRNA me t h y l t r a n s f e r a s e s  i n  c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  v a c c i n i a  v i r u s .  J .  V i ro l . 2 1 , 4 7 5 - 4 8 3 . 

B O O N E , R . F .  a n d M O S S , B .  1 9 7 7 . M e t h y l a t e d  5 '  t e r m i n a l 

s e q u e n c e s  o f  v a c c i n i a  v i r u s  m R N A  s p e c i e s m a d e  � �i�� a t  

e a r l y  a n d  l a t e  t i me s  a f t e r  i n  f e c t i o n .  V i r o l o g y  7 9 , 6 7 - 8 0 .  

B O S S A R T ,  W . , P A O L E TT I , E a n d  N U S S , D . L .  1 9 7 8 a . C e l l  f r e e  

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

R N  A s y n t h  e s i. z e d  i.n. � i t r o b y  v a c  c i n i a v i r u s  . J . V i r o 1 • 2 8 , 

9 0 5 - 9 1 6 .  

B O S S A R T , W . , P A O L E T T I , E . , a n d  N U S S , D . L .  1 9 7 8 b .  C e l l - f r e e  

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

R N  A s y n t h e  s i z e d i n. �i. t r o b y v a c c i n i a v i r u s  • J • V i r o 1 • 2 8 , 

9 0 5 - 9 1 6 .  
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B O T H , G . W . , B A N E R J E E ,  A . K .  a n d S H A T K I N ,  A . J . 1 9 7 5 . 

M e t h y l a t i o n - d e p e n d e n t  t r a ns l a t i o n o f  v i r a l  me s s e n g e r  R N A s  i n  

Y.i.�L..Q.. P r o  c • N a t .  A c a d .  S c i . U .  S .  A .  7 2 ,  1 1 8 9 .  

B O U GHT O N , I . B .  a n d  HA R D Y ,  W . T .  1 9 3 5 .  I m m u n i z a t i o n o f  s h e e p  

a n d g o a t s a g a i n s t  s o r e m o u t h  ( c o n t a g i o u s  e c t h y m a > .  T e x a s  

Ag r i c . E x p t . S t n . Bu l l . No . 5 0 4 . 

B O U L T E R , E . A .  a n d  A P P L E Y A R D ,  G .  1 9 7 3 . D i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

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

i m p l i c a t i o n s .  P r o g .  Me d .  V i r a l . 1 6 , 86 - 1 0 8 .  

B R O W N , J . P . , T WA R DZ I K ,  D . R .  M A R Q U A R D T ,  H .  a n d  T O D A R O , G . J .  

1 9 8 5 . V a c c i n i a  v i r u s  e n c o d e s  a p o l y p e p t i d e h o m o l o g o u s  t o  

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

Na t u r e  3 1 3 , 4 9 1 - 4 9 2 .  

B U D D L E , B . , D E L L E R S , R . W . a n d  S C H U R I G , G . G .  1 9 8 4 .  

He t e rogene i t y o f  c o n t a g i o u s  e c t h y ma v i r us i s o l a t e s .  Am.e r .  J .  

V e t .  R e s .  4 5 , 7 5 - 7 9 .  

B U R G O Y N E , R . D . a n d S T E P H E N , J .  1 9 7 9 . F u r t h e r  s t u d i e s o n  a 

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

i d e n t i f i c a t i o n a s  s u r f a c e  t u b u l e  mo n o me r  a nd p o s s i b l e mo d e  o f  

a c t i o n .  Arc h .  V i r a l .  5 9 ,  1 0 7 - 1 1 9 . 

C A I R N S , J .  1 9 6 0 .  T h e  i n i t i a t i o n o f  v a c c i n i a  i n f e c t i o n .  

V i  r o  1 ogy 1 1  , 6 0 3 - 6 2 3 .  

CARRASCO , L .  a n d E S TE BAN , M . , 1 9 8 2 .  M o d i c i c a t i o n o f  me mb r a n e  

p e r me a b i l i t y i n  v a c c i n i a  v i r us - i n f e c t e d c e l l s .  V i r o l o gy 1 1 7 ,  

6 2 - 6 9 . 

C H A K R A B A R T I ,  S . ,  R O B E R T - GU R O F F , M . , WO N G - S T A �� . F . , G A L L O ,  

R . C .  a n d  MO S S , B .  1 9 8 6 .  E x p r e s s i o n  o f  the HTL V - I I I  e n v e l o pe 

g e n e  by a r e c o mb i n a n t  v a c c i n i a  v i r u s . N a t u r e  3 20 , 5 3 5 - 5 3 7 . 

C H A L L B E R G , M . D .  a n d E N GL U N D , P . T .  1 9 7 9 . Pu r i f i c a t i o n a n d 

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

v a c c i n i a  v i r u s . J .  B i o l .  Che m .  2 5 4 , 7 8 1 2 - 7 8 1 9 .  

C H A N G , A .  a n d  M E TZ , D . H . 1 9 7 6 .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  o n  t h e  

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

3 2 , 2 7 5 - 2 8 2 .  

C H E E V E R S , W . P . ,  O ' C A L L A G H A N , D . J .  a n d R A N D A L L ,  C . C .  1 9 6 8 .  

B i o s y n t h es i s  o f  h o s t  a n d v i r a l  d e o x y r i bo n uc l e i c  a c i d  d u r i n g 

h y p e r p l a s t i c  f o w l p o x  i nf e c t i o n i n  �i v o .  J .  V i r a l .  2 ,  8 1 - 9 0 .  
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C H E R N O S , V . I . ,  B E L A N O V ,  E . G .  a n d V A S I L I E V A ,  N . N .  1 9 7 8 .  

Te mp e r a t u r e - s e n s i t i v e m u t a n t s  o f  v a c c i n i a  v i r u s .  I .  I s o l a t i o n 

and pr e l i m i n a r y  c h a r a c t e r i z a t i o n .  Ac t a  V i r a l , 2 2 , 8 1 - 9 0 .  

CHO , C . T . a n d  W E N N E R ,  H . A .  1 9 7 3 .  M o n k e y p o x  v i r u s .  B a c t e r i a l .  

Re v . 3 7 ,  1 - 1 8 . 

C I TA R E L L A , R . V . ,  M U L L E R ,  R . , SCHLAB V AC H , H .  a n d  WE I S S BACH , A.  

1 9 7 2 . S t u d i e s  o n  v a c c i n i a  v i r u s - d i r e c t e d  d e o x y r i b o n u c l e i c  

a c i d  p o l y mer a s e .  J .  V i r a l . 1 0 , 7 2 1 - 7 2 9 .  

C O C H R A N , M . A . , P U C K E T T , C .  a n d  M O S S ,  B .  1 9 8 5 .  lJl y_i_!!_CQ. 

mu t a g e n e s i s  o f  t he p r o mo t e r  r e g i o n  f o r  a v a c c i n i a  v i r u s  g e n e .  

E v i d e n c e o f  t a n d e m  e a r l y  a n d  l a t e  r e g u l a t o r y  s i g n a l s . J .  
V i r a l . 5 4 , 3 0 - 3 7 .  

C O H E N ,  E . P . , D E L O N G , S . S . ,  S A N D E R S , J .  a n d  M O S C O V I C I , C .  

1 9 6 4 .  A s pe c t s o f  t h e  mo r p ho l o g i c  d e v e l o p me nt o f  p s e u d o - c o wp o x  

v i r u s .  V i r o l o g y  2 3 , 5 6 .  

COND I T ,  R . C .  a n d  M O TYCZKA , A .  1 9 8 1 . I s o l a t i o n a n d  pr e l i m i n a r y  

c ha r a c t e r i z a t i o n  o f  t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e muta n t s  o f  v a c c i n i a  

v i r u s .  V i r o l o g y  1 1 3 ,  2 2 4 - 2 4 1 . 

C O O P E R , J . A .  a n d M O S S , B .  1 9 7 8 .  T r a n s c r i p t i o n o f  v a c c i n i a  

v i r u s  mRNA c o u p l e d t o  t r a n s l a t i o n i n  y_i t r o .  V i r o l o gy 8 8 ,  1 4 9 -

1 6 5 .  

C O O P E R , J . A .  a n d  M O S S , B .  1 9 7 9 . l.!l Y..i!!.L.Q. t r a n s l a t i o n o f  

i mmed i a t e ea r l y ,  e a r l y  a n d  l a te c l a s s e s  o f  RNA f r o m  v a c c i n i a  

v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s . V i r o l o g y  96 , 3 6 8 - 3 8 0 .  

C O O P E R ,  J . A . , W I T T E K ,  R .  a n d M O S S , B .  1 9 8 0 . Hy b r i d i z a t i o n  

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

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

J .  V i r a l . 3 7 , 2 8 4 - 2 9 4 . 

C O O P E R ,  J . A . , W I T T E K ,  R .  a n d  M O S S , B .  1 9 8 1 . E x t e n s i o n o f  t h e  

tra ns c r i p t i o n a l a n d  t � a n s l a t i o na l ma p o f  the l e f t  e n d o f  t h e  

v a c c i n i a  v i r u s  g e n o me t o  2 1  k i l o b a s e  p a i r s .  J .  V i r a l . 3 9 , 

7 3 3 - 7 4 5 . 

DA L E S , s .  1 9 6 2 .  A n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d y  o f  e a r l y 

a s s o c i a t i o n be t we e n  two ma mma l i a n  v i r u s e s  a n d  the i r  h o s t s . J .  

Ce 1 1 • B i o 1 • 1 3 , 3 0 3 - 3 2 2 . 
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DAL E S , S .  1 9 6 3 .  The u p t a k e  a n d  d e v e l o p me n t o f  v a c c i n i a  v i r u s  

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

d e  o x  y r i b on u c 1 e i c a c i d .  J .  Ce 1 1 8 i o 1 • 1 8 , 5 1 - 7 2 .  

DAL E S , S .  1 9 6 5 . Pe n e tr a t i o n o f  a n i ma l  v i r u s e s  i n to c e l l s .  I n  

M e l n i c k ,  J . L .  P r o g . M e d .  V i r a l . 7 ,  1 - 4 3 . 

D A L E S , S .  1 9 7 3 . E a r l y e v e n t s  i n  c e l l a n i m a l  v i r u s  

i n t e r a c t i o ns . Ba c t .  R e v . ,  3 7 , 1 0 3 - 1 3 5 .  

D A L E S , S .  a n d K A J I O K A , R .  1 9 6 4 .  T h e  c y c l e  o f  m u l t i p l i c a t i o n 

o f  v a c c i n i a  v i r u s  i n  E a r l e ' s  s t r a i n  L c e l l s .  I U p t a k e  a n d 

p e n e t r a t i o n .  V i r o l o gy 2 4 , 2 7 8 - 2 9 4 .  

D A L E S , S .  a n d M O S S B A C H , E . H .  1 9 6 8 .  V a c c i n i a  a s  a mo d e l f o r  

memb r a n e  b i o ge n e s i s .  V i r o l o g y  3 5 , 5 6 4 - 5 8 3 .  

D A L E S , S .  a n d  P O G O , B . T .  1 9 8 1 . T h e  m o l e c u l a r b i o l o g y  o f  

p o x v i r u s e s . " V i r o l o g y Mo n o g r a p h s "  No . 1 8 ,  Spr i n g e r  - V � r l a g ,  

\.f i e n , N e w  Yo r k .  

D A L E S , S .  a n d  S I M I N O V I TC H , L .  1 9 6 1 . The d e v e l o p m e n t  o f  

v a c c i n i a  v i r u s  i n  E a r l e ' s  L s t r a i n  c e l l s ,  a s  e x a m i n e d  b y  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y . J .  B i o p hys . B i o c h e m .  Cyto l .  1 0 , 4 7 5 - 5 0 3 .  

D A R B Y S H I R E ,  J . H .  1 9 6 1 . A f a t a l u l c e r a t i v e  mu c o s a l c o n d i t i o n 

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

d e r ma t i t i s .  B r . V e t .  J .  1 1 7 ,  9 7 - 1 0 5 . 

De F E L I P PES , F . M . 1 9 8 2 . Re s t r i c t i o n e n z y me mapp i n g o f  v a c c i n i a 

v i r u s  DN A .  J .  V i r a l . 4 3 , 1 3 6 - 1 4 9 .  

D E N H A R D T ,  D .  1 9 6 6 .  A m e m b r a n e  f i l t e r  t e c h n i q u e  f o r t h e  

d e t e c t i o n o f  c o m p l e m e n t a r y  D N A .  B i o c h e m ,  B) o p h y s . R e s .  

Commu n .  2 3 , 6 1� 1 - 6 4 6 .  

D U B B S , D . R . , a n d  K I T ,  S .  1 9 6 4 .  I s o l a t i o n a n d  p r o p e r t i e s o f  

v a c c i n i a  

a c t i v i t y .  

m u t a n t s  d e f i c i e n t  i n  

V i r o l o gy 2 � , 2 1 5 - 2 2 5 .  

t h y m i d i n e k i n a s e - i n d u c i n g 

D U L B E C O , R . ,  HAR T W E L L ,  L . H .  a n d V O GT , M .  1 9 6 5 . I n d u c t i o n o f  

c e l l u l a r� D N J\  s y n t h e s i s  b y  p o l y o ma v i r u s . P r o c . N a t .  A c a d .  

S c i .  U . S . A .  53 , 4 0 3 . 

D U M B E L L , K . R .  a n d  A R C H AR D , L . C .  1 9 8 0 .  C o mp a r i s o n  o f  w h i t e 

po c k  C h )  mu t a n t s  o f  monk e y p o x  v i r us w i t h  pare n t a  1 mo n k e y p o x  

a n d  w i t h  v a r i o l a - l i k e v i r u s e s  i s o l a t e d  f r om a n i ma l s . N a t u r e  

2 8 6 , 2 9 - 3 2 .  
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EASTE R BR O O K , K . B .  1 9 6 1 . The m u l t i p l i c a t i o n o f  v a c c i n i a  v i r u s  

i n  s u s p e n d e d  K . B . c e l l s . V i r o l . 1 5 , 4 0 4 - 4 1 6 . 

E A S T E R B R O O K , K . B .  1 9 6 2 .  I n t e r f e r e n c e  w i t h t h e  m a t u r a t i o n o f  

v a c c i n i a  v i r u s  by I s a t i n - 8 - t h i o s e m i c a r b a zon e .  V i r o l o g y  1 7 , 

2 4 5 - 2 5 1 . 

E A S T E R B R O O K , K . B .  1 9 6 6 .  Co n t r o l l e d d e g r a d a t i o n o f  v a c c i n i a  

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

U l t r s t r u c , R e s .  1 4 , 4 8 4 - 4 8 6 .  

E N S I N G E R ,  M . J . ,  M A R T I N ,  S . A . , P A O L E TT I , E .  a n d  M O S S , B .  

1 9 7 5 .  M o d i f i c a t i o n o f  t h e  5 ' - t e r m i n u s  o f  m R N A  b y  s o l u b l e  

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

N a t l .  Ac a d .  S c i .  U . S . A .  7 2 , 2 5 2 5 - 2 5 2 9 .  

Pr o c .  

E P P S T E I N ,  D . A . , M A R S H ,  Y . V . , S C H R E I B E R ,  A . B . , N E W M A N , S . R . , 

T O D A R O , G . J .  a n d N E S TO R  J R ,  J . J . 1 9 8 5 .  E p i d e r m a l g r o w t h  

r e c e p t or o c c u pa n c y  i n h i b i t s v a c c i n i a v i r us i n f e c t i o n .  �a t u re 

3 1 8 , 6 6 3 - 6 6 5 .  

E S P O S I TO ,  J . J .  C A B R A D I L L A ,  C . D . , N A K A N O , J . H . a n d O B I J E S K I , 

J . F .  1 9 8 1 . I n t r a g e n o m i c  s e q u e n c e  t r a n s p o s i t i o n i n  m o n k e y p o x  

v i r us . V i r o l o g y  1 0 9 ,  2 3 1 - 2 4 3 .  

E S P O S I TO ,  J . J .  a n d K N I GHT J . C .  1 9 8 5 . O r t h o p o x v i r u s  D N A : A 

c o mpa r i s o n  o f  r e s t r i c t i o n p r o f i l e s a n d maps . V i r o l o g y  111 3 ,  

2 3 0 - 2 5 1 . 

E S P O S I T O ,  J . J . ,  O B I J E S K I , J . F .  a n d  N A K A N O , J . H .  1 9 7 7 .  

S e r o l o g i c a l r e l a te d n e s s  o f  mo n k e y  p o x , v a r i o l a  a nd v a c c i n i a .  

J .  M e d . V i r o l . 1 ,  3 5 - 4 7 .  

E S P O S I T O ,  J . J . ,  O B I J E S K I , J . F .  a n d N A K A N Q,, J . H .  1 9 7 8 .  

O r t h o p o x v i r u s  DNA : S t r a i n  d i f f e r e n t i a t i o n by e l e c t r o p h o r e s i s  

o f  r e s t r i c t i o n e n d o n u c  1 e a s e  f r a gm e n t e d  v i r i o n D N A .  V i  r o  1 o gy 

8 9 , 5 3 - 6 6 .  

E S S A N  I ,  K .  a n d D A L E S ,  

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

V i r o l o gy 9 5 , 3 8 5 - 3 9 4 .  

S .  1 9 7 9 .  B i o g e n e s i s  

1 0 0 p o l y p e p t i d e s  i n  

o f  v a c c i n i a :  

t h e  v i r i o n .  

E S T E B A N , 

v a c c i n i a  

M .  a n d  H O L O WC Z A K , J . A .  

D N A  i n  mo u s e  L c e l l s . I .  

V i r o l o gy 7 6 , 5 7 - 7 5 . 

1 9 7 7 a . R e p l i c a t i o n o f  

LQ �i�� D N A  s y n t h e s i s .  
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E S T E B A N , M .  a n d  H O L O WC Z A K , J . A .  1 9 7 7 b .  R e p l i c a t i o n o f  

v a c c i n i a  DNA i n  mo u s e  L c e l l s .  I I  I n  v i t r o  DNA s y n t hes i s  i n  

c y t o p l a s m i c  e x t r a c t s .  V i r o l o gy 7 8 , 7 6 - 8 6 . 

E S TE BAN , M . , F L ORE S ,  L .  and HOL OWCZAK , J . A .  1 9 7 7 c  • Mo d e l  f o r  

v a c c i n i a  v i r u s  DNA r e p l i c a t i o n .  V i r o l o gy 83 , 4 6 7 - 4 7 3 . 

E S T E B A N , M .  a n d  M E T Z , D . H .  1 9 7 3 . E a r l y  v i r u s  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  i n  v a c c i n i a  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s .  J .  G e n .  V i r o l . 

1 9 , 2 0 1 - 2 1 6 . 

E S T E B A N , M . , S O L O S K I , M . , C A B R E R A , C . A .  a n d  H O L O WC Z A K , J . A .  

1 9 7 9 .  R e p l i c a t i o n  o f  v a c c i n i a  D N A  a n d  s t u d i e s  o n  t h e  

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

S y m p o s i u m ,  Q u a n t .  B i o l . 4 3 , 7 8 9 - 7 9 9 .  

E W TO N ,  D .  a n d H O D E S ,  M . E .  1 9 6 7 .  N u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s  i n  

He L a  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  S h o pe f i b r o ma v i r u s e s . V i r o l o gy 3 3 , 

7 7 - 8 3 . 

F E N G E R , T .  a n d  R O U H A N D E H ,  H .  1 9 7 6 .  P r o t e i n s o f  Y a b a  mo n k e y  

t u m o r  v i r u s .  I .  S t r u c t u r a l p r o t e i n s .  J .  V i r o l . 1 8 , 7 5 7 - 7 6 4 . 

F E N N E R , F . ,  M c A U S L A N , B . R . , M I M S ,  C . A . , S A M B R O O K , J .  a n d 

WH I T E ,  D . O .  1 9 7 4 .  T h e  b i o l o g y  o f  a n i m a l  v i r u s e s , 2 n d e d . ,  

2 0 7 - 2 2 0 .  Ne w Y o r k : Ac a d e m i c  P r e s s . 

F E N N E R , F .  a n d S A M B R O O K ,  J . F .  

m u t a n t s  o f  r a b b i t p o x  v i r u s . I I .  

mu l t i p l y  i n  PK - 2 a c e l l s .  V i r o l o g y  

1 9 6 6 .  C o n d i t i o n a l 

M u t a n t s  ( p )  w h i c h  

2 8 ,  6 0 0 - 6 0 9 . 

l e t h a l  

f a  i 1 t o  

F UR N E S S , G.  a n d  YOUNGE R , J . S .  1 9 5 9 .  O n e - s t e p  g r o wt h  c u r v e  f o r  

v a c c i n i a  V i r us i n  c u l t u r es o f  m o n k e y  k i d n e y  c e l l s . V i r o l o g y  

9 ,  3 8 6 . 

F U R T H ,  J . J .  a n d C O HE N ,  S . S .  1 9 6 8 .  I n h i b i t i o n o f  m a m m a l i a n 

D N A  p o l y m e r a s e  b y  t h e  5 ' t r i p h o s p h a t e  o f  1 - B - D 

a r a b i n o f u r a n o s y l c y t o s i n e a n d  t h e  5 ' t r i p h o s p h a t e  o f  9 - 8 - D 

a r a b i n o f u r a n o s y l a d e n i �e .  Ca n c e r  R e s . 28 , 2 0 6 1 . 

F U R L O N G , N . B .  a n d  G R A HA M ,  C .  1 9 7 1 . 

i n h i b i t s m a m m a l i a n D N A  p o l y m e r a s e .  

2 1 2 .  

C y t o s i n e a r a b i n o s i d e 

N a t u r e  N e w  B i o l . 2 3 3 , 

G A F F O R D , L . G .  a n d  R A N D A L L , C .  1 9 7 6 .  V i r u s  s p e c i f i c R N A  a n d 

DNA i n  n u c l e i  o f  c e l l s  i n f e c t e d  w i th f o w l p o x  v i r us . V i r o l o gy 

6 9 , 1 - 1 4 . 
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GA F F O R O , L . G . , S I N C L A I R ,  F .  a n d R A N D A L L , C .  1 9 7 2 . A l t e r a t i o n 

o f  D N A  m e t a b o l i s m  i n  f o w l p o x - i n f e c t e d  c h i c k e m b r y o 

mo no l a y e r s . V i r o l o g y  4 8 , 5 6 7 - 5 7 3 . 

G A N G E M I , J . O . a n d  S H A R P , O . G .  1 9 7 6 .  R e s t r i c t i o n e n d o n u c l e a s e  

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

v a c c i n i a  v i r us . J .  V i r a l . 2 0 , 3 1 9 - 3 2 3 . 

G A R O N , C . F .  a n d M O S S , B .  1 9 7 1 . G l y c o p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  

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

c o mpo n e n t of t h e  v i r i o n .  V i r o l o g y  4 6 , 2 3 3 - 2 4 6 . 

G A R O N , C . F . ,  B A R B O S A ,  E .  a n d  M O S S , B .  1 9 7 8 . V i s u a l i s a t i o n o f  

a n  i n v e r t e d  t e r m i n a l  r e p e t i t i o n i n  v a c c i n i a  v i r us DNA . P r o c . 

Na t .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 5 , 4 8 6 3 - 4 8 6 7 . 

G A S S M A N N , U . , W Y L E R , R .  a n d  W I T T E K ,  R .  1 9 8 5 . 

p a r a p o x  g e n o me s .  A r c h .  V i r a l . 8 3 , 1 7 - 3 1 . 

A n a l y s i s  o f  

G E S H E L I N , P .  a n d B E R N S , K . I .  1 9 7 4 .  C h a r a c t e r i z a t i o n a n d  

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

v a c c i n i a  v i r u s  DNA .  J .  Mo l .  B i o l . 8 8 ,  7 8 5 - 7 96 . 

G I F F O R D , G . E .  a n d  K L A P P E R ,  D . G .  1 9 6 7 .  E n h a n c e m e n t  o f  

v a c c i n i a  v i r u s  p l a q u e  f o r m a t i o n b y  t r y p s i n .  P r o c .  S o c . E x p .  

B i o l . Me d .  1 26 ,  5 1 5 - 5 1 7 .  

G I L L A R D ,  S . ,  S P E H N E R , D .  a n d  D R I L L I E N ,  R .  1 9 8 5 .  M a p p i n g o f  a 

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

t h y m i d i n e k i n a s e  g e n e .  J .  V i r a l .  5 3 , 3 1 6 - 3 1 8 . 

G L O V E R ,  R . E .  1 9 2 8 .  Co n t a g i o u s  p u s t u l a r d e r ma t i t i s  o f  t h e  

s h e e p . J .  Co mp . P a t h . The r a p .  4 1 , 3 1 8 - 3 4 0 . 

G O L D ,  P .  a n d  D A L E S ,  S .  1 9 6 8 .  L o c a l i z a t i o n o f  n u c l e o t i d e 

p h o s p h o h y d r o l a s e  a c t i v i t y w i t h i n v a c c i n i a . P r o c . N a t .  A c a d .  

S c i . U • S • A • 6 0 , 8 I� 5 - 8 5 2 • 

G O O D H E A R T , C . R .  1 9 6 9 .  A n  i n t r o d u c t i o n t o  v i r o l o g y .  

W . B . S a u n d e r s  Co . Ph i l a d e p h i a .  

G O L I N I , F .  a n d  K A T E S , J . R .  1 9 8 4 . T r a n s c r i p t i o n a l a n d  

t r a n s l a t i o na l a n a l y s i s o f  a s t r o n g l y  e x pr e s s e d  e a r l y r e g i o n 

o f  t h e  v a c c i n i a  v i r u s  ge n o me . J .  V i r a l . 4 9 ,  4 5 9 - 4 7 0 .  

G R A D Y , L . J .  a n d  P A O L E T T I , E .  1 9 7 7 .  M o l e c u l a r c o m p l e x i t y o f  

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

geno m e . V i r o l o g y  7 9 , 3 3 7 - 3 4 1 .  
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GRANADO S , R . R .  1 9 7 3 .  E n t r y  o f  a n  i ns e c t po x v i r u s  b y  f u s i o n  o f  

t h e  v i r us e n v e l o p e  w i t h t h e  ho s t  m e mb r a n e . V i r o l o gy 5 2 , 3 0 5 -

3 0 9 . 

G R A N A D O S , R . R .  a n d  R O B E R T S , D . W . 1 9 7 0 .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  

o f  a po x l i k e  v i r us i n f e c t i n g a n  i n v e r t e b ra t e . V i r o l o gy 4 0 , 

2 3 0 - 2 11 3 . 

G R E E N ,  R . H . , A N D E R S O N , T . F .  a n d  S M A D E L , J . E .  1 9 4 2 .  

M o r p h o l o g i c a l s t r u c t u r e  o f  t h e  v i r u s  o f  v a c c i n i a .  J .  E x p .  

M e d .  7 5 , 6 5 1 - 6 5 5 .  

G R E  I G ,  A . S .  1 9 5 6 .  Co n t a g i o us e c t hy ma o f  she e p .  I .  A t t e mp t s  

to i n f e c t  o t h e r  ho s t . Ca n .  J .  Ca mp . Me d . 2 0 , 4 4 8 - 4 5 2 . 

G R E I G , A . S .  1 9 5 7 .  Co n t a g i o u s  e c t h y ma o f  s h e e p .  I I .  I n  v i t r o  

c u l t i v a t i o n o f  the v i r u s .  Ca n .  J .  Ca m p .  Me d .  2 1 , 3 0 4 - 3 0 8 .  

G R I M L E Y ,  P . M . , R O S E N B L U M , E . N . , M I M S ,  S . J .  a n d  M O S S , B •. 1 9 7 0 .  

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

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

pr e c u r s o r s  o f  v i r us e n v e l o p e s .  J .  V i r a l .  6 ,  5 1 9 - 5 3 3 .  

H A P E L , A . J . , B A B L A N I A N ,  R .  a n d  C O L E , G . A .  1 9 7 8 .  I n d u c t i o n 

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

l y m p ho c y t e s .  I .  The n a t u r e  o f  t h e  hos t c e l l v i r u s  i nt e r a c t i o n 

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

l y m p h o c y t e i n d u c t i o n .  J .  I mmun o l . 1 2 1 , 7 3 6 - 7 4 3 .  

H A P E L , A . J . , B A B L A N I A N ,  R .  a n d C O L E ,  G . A .  1 9 8 0 .  I n d u c t i v e 

r e q u i r e m e n t s  

l y m p h o c y t e s .  

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

I I .  P o x v i r u s  a n d H - 2 a n t i g e n s  a s s o c i a t e  

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

r e m a i n  i m mu n o g e n i c  i n  c e l l me m b r a n e  f r a g m e n t s �. J .  I m mu n o l .  

1 2 4 ,  1 9 9 0 - 1 9 9 6 .  

H A R D Y , C . L . ,  R A N D A L L , C . C . a n d  G A F F O R D , L . G .  1 9 7 6 .  A v i r a l  

i n d u c e d  pro t e i n  i n  the n u c l e i  o f  c e l l s  i n f e c t e d  w i th f o w l p o x  

v i r u s .  V i r o l o g y  8 4 , 2 3 6 - 2 4 1 .  

H A T C H A R D ,  C . G .  a n d P A R K E R ,  C . A .  1 9 5 3 .  A n e w  s e n s i t i v e 

c h e m i c a l ac t i n o me t e r  1 1 . P o t a s s i u m f e r r i o x a l a t e  a s  a s t a n d a r d  

c h e m i c a l  a c t i n o me t e r . P r o c . R o y a l S o c . o f  L o n d o n  2 2 0 , 5 1 8 -

5 3 6 . 

HE S S A M I , M . , K E N E Y ,  D . A . , P E A R S O N ,  L . D . a n d S T O R Z , J .  1 9 7 9 .  

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

c e l l s . C o m p . I m m u n .  M i c r o b i a l . I n f .  D i s .  2 ,  1 - 7 .  

H I L L E R , G. , HANS J O RG ,  E .  a n d  WE B E R ,  K .  1 9 8 1 . Cha r a c t e r i z a t i o n 

o f  i n tr a c e l l u l a r a n d  e x t r a c e l l u l a r v a c c i n i a  v i r u s  v a r i a n t s : 

n l - i s on i c o t i n o y l - 2 n - 3 - me t h y l - 4 - c h l o r o b e n z o y l h y d r a z i n e i n t e r 

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

V i r a l .  3 9 , 9 0 3 - 9 1 3 .  

H O L O WC Z A K , J . H . 1 9 7 0 .  G l y c o p e p t i d e s  o f  v a c c i n i a  v i r u s .  I .  

Pr e l i m i n a r y  c h a r a c t e r i s a t i o n a n d h e x o s a m i ne c o n t e n t .  V i r o l o gy 

4 2 , 8 7 - 9 9 .  

H O L O W C Z A K , J . A .  1 9 7 6 .  P o x v i r u s  D N A , I .  S t u d i e s o n  t h e 

s t r u c t u r e s  o f  t h e  v a c c i n i a  ge n o me . V i r o l ogy 7 2 , 1 2 1 - 1 3 3 .  

H O L O W C Z A K , J . A .  1 9 8 2 . P o x v i r u s  D N A .  I n  " C u r r e n t  T o p i c s i n  

M i c r o b i o l o g y  a n d  I m m u n o l o g y , V .  9 7 "  W .  H e n l e ,  P . H . 

H o f s c h n e i d e r , H . K o p r o w s k i ,  R .  R o t t , P . K .  V o g t  . . ( e d ) 

S p r i n g e r - V e r l a g ,  Be r l i n ,  Ne w Yo r k , p p .  2 8 -79 . 

H O L O W C Z A K , 

R e p !  i c a t i o n 

He L a  c e  1 1  s .  

J . A .  a n d  D I A M O N D , L .  1 9 7 6 .  P o x v i r u s  D N A .  

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

V i r o l o gy 7 2 , 1 3 4 - 1 4 6 .  

I I .  

t h e  

H O L O W C Z A K , J . A .  a n d  J O K L I K , W . K .  1 9 6 7 .  S t u d i e s o n  t h e  

s t r u c t u r a l p r o t e i n s o f  v a c c i n i a  v i r u s . I .  S t r u c t u r a l p r o t e i ns 

o f  v i r i o n s a n d  c o r e s .  V i r o l o g y  3 3 , 7 1 7 - 7 2 5 .  

HOWARTH , J . A .  1 9 2 9 .  I n f e c t i o u s  p u s  t u  1 a r  d e r m a t i t i s  o f  s h e e p  

a n d g o a t s . J .  Ame r . Ve t .  Med . As s n . 75 , 74 1 - 7 6 0 . 

H R U B Y , D . E .  a n d  B A L L , L . A . 1 9 8 1 . C o n t r o l o f  v a c c i n i a  v i r u s  

t h y m i d i n e k i n a s e  e x p r e s s i o n .  J .  V i r a l . 4 2 , 4 5 6 - 4 6 4 . 

H R U B Y ,  D . E .  a n d  B A L L , L . A .  1 9 8 2 . M a p p i n g a n d i d e n t i f i c a t i o n 

o f  t h e  v a c c i n i a v i r u s  t h y m i d i n e k i n a s e  g e n e . J .  V i r a l . 4 3 , 

4 0 3 - 4 0 9 . 

H R U B Y ,  D . E . , L Y N N ,  D . L .  a n d  K A TE S , J . R .  1 9 7 9 .  V a c c i n i a  v i r u s  

re p l i c a t i o n r e q u i r e d  a c t i v e  pa r t i c i pa t i o n o f  t h e  ho s t  c e l l 

t r a n s c r i p t i o n a l a p p a r a t u s . P r o c . N a t .  Ac a d .  S c i . ,  U . S . A .  7 6 ,  

1 8 6 7 - 1 8 9 0 . 

H U ,  S . ,  K O S O W S K I , S . G .  a n d D A L R Y M P L E ,  J . M .  1 9 8 6 .  E x p r e s s i o n 

o f  A I DS v i r u s  e n v e l o p e  g e n e  i n  r e c o m b i n a n t  v i r u s e s . Na t u r e  

320 , 5 3 7 - 5 4 0 . 
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H Y D E , J . M . ,  G A F F O R D , L . G .  a n d R A N D A L L ,  C . C . 1 9 6 7 .  M o l e c u l a r 

we i ght d e t e r m i na t i o n o f  f o w l  p o x  DNA b y  e 1 ec t r o n  m i  c r o s c o p y .  

V i r o l o g y  3 3 , 1 1 2 - 1 2 0 .  

I CH I HAS H I , Y .  a n d  DA L E S , S .  1 9 7 1 . B i o ge n e s i s  o f  p o x v i r u s e s : 

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

p o l y k a r y o c y t o s i s . V i r o l ogy 4 6 , 5 3 3 - 5 4 3 . 

I C H I HA S H I , Y . , M A T S U M O TO , S .  a n d  DA L E S , S .  1 9 7 1 . B i o g e n e s i s  

o f  p o x v i r u s e s : r o l e  o f  A - t y p e  i n c l u s i o ns a n d h o s t  c e l l 

me m b r a n e  d e s s i m i n a t i o n .  V i r o l o gy 4 6 , 5 0 7 - 5 3 2 . 

I CH I HAS H I , Y .  a n d  O I E ,  M .  1 9 8 0 .  Ad so r p t i o n and p e n e t r a t i o n o f  

t h e t r y ps i n i s ed v a c c i n i a  v i r i o n .  V i r o l o g y  1 0 1 ,  5 0 - 6 0 .  

I C H I H A S H I , Y a n d  O I E ,  M .  1 9 8 2 .  P r o t e o l y t i c  a c t i v a t i o n o f  

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

V i r o l o g y  1 1 6 ,  2 9 7 - 3 0 5 .  

J A C K S O N , D . C . , A D A , G . L . a n d  THA H L A  R .  1 9 7 6 .  C y t o t o x i c  T 

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

i n f e c t e d  t a r g e t  c e l l s . A u s t .  J .  E x p t .  B i o l . M e d . S c i .  5 4 , 

3 4 9 - 3 6 3 . 

J A C K S O N , D . C . , A D A , G . L . , H A P E L , A . J .  a n d D U N L O P , M . B . C .  

1 9 7 6 .  C h a n g e s  i n  t h e  s u r f a c e  o f  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s 

r e c o g n i z e d  b y  c y t o t o x i c  T - c e l l s . I I .  A r e q u i r e m e n t  f o r  

g l y c o p r o te i n  s y n t he s i s  i n  v i r us - i n f e c t e d  t a r g e t  c e l l s . S c a n .  

J .  I mmu n o l . 5 ,  1 0 2 1 - 1  0 2 9 . 

J A C Q UE M O N T , B . , G R A N G E , 

1 9 7 2 .  C o m p o s i t i o n a n d 

d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .  J .  

J . ,  G A Z Z O L O , L .  a n d  R I C HA R D ,  M . H . 

s i z e o f  S h o p e  f i b r o m a v i r u s  

V i r a l . 9 ,  8 3 6 - 8 4 1 . 

J O K L I K ,  W . K .  1 9 6 2 a .  S o m e p r o p e r t i e s o f  p o x v i r u s  

d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .  J .  M o l .  B i o l . 5 ,  2 6 5 - 2 7 4 . 

J O K L I K , W . K .  1 9 6 2 b .  T h e  p r e p a r a t i o n  a n d c h a r a c t e r i s t i c  o f  

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

B i o p h y s . Ac t .  6 1 , 2 9 0 - 3 0 1 .  

J O K L I K ,  W . K  • . 1 9 6 4 .  T h e  i n t r a c e l l u l a r u n c o a t i n g o f  p o x v i r u s  

DNA . I .  The f a t e o f  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d ra b b i t p o x  v i r u s .  

J .  M o l .  B i o l .  8 ,  2 6 3 - 2 7 6 .  

J O K L I K ,  W . K .  1 9 6 6 .  T h e  p o x v i r u s e s .  B a c t e r i a l . Re v .  3 0 ,  3 3 - 6 6 .  
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J O K L I K ,  \.I . K .  1 9 6 8 .  T h e  p o x v i r u s e s . A n n . R e v .  M i c r o b i a l .  2 2 , 

3 5 9 - 3 9 0 . 

J O KL I K ,  W . K .  a n d  BECK E R ,  Y .  1 9 6 4 .  The r e p l i c a t i o n a n d  c o a t i ng 

o f  v a c c i n i a  D N A .  J .  M o l .  B i o l .  1 0 , 4 5 2 - 4 7 4 .  

J O K L I K ,  W . K .  a n d  B E C K E R ,  Y .  1 9 6 5 . S t u d i e s o n  t h e  g e n e s i s  o f  

r i b o s o m e s . I I . T h e  a s s o c i a t i o n  o f  n a s c e n t  m R N A  w i t h t h e  4 0 S  

s u b r i b o s oma l p a r t i c l e s .  J .  Mo l .  B i o l . 1 3 , 5 1 1 - 5 2 0 .  

J O K L I K ,  W . K .  a n d M E R R I G A N , T . C .  1 9 6 6 . C o n c e r n i n g t h e  

m e c h a n i s m s o f  a c t i o n o f  i n t e r f e r o n .  P r o c .  N a t .  A c a d .  S c i .  

U . S . A .  5 6 , 5 8 8 - 5 6 4 .  

J O N E S , E . V .  a n d  M O S S , B .  1 9 8 4 . M a p p i n g o f  t h e v a c c i n i a  v i r u s  

D N A  p o l y m e r a s e  g e n e  b y  m a r k e r  r e s c u e a n d c e l l - f r e e  

t r a n s l a t i o n o f  s e l e c t e d  RNA.  J .  V i r a l . 4 9 , 7 2 - 7 7 . 

J O N E S , E .  a n d  M O S S , B .  1 9 8 5 . T r a n s c r i p t i o n a l ma p p i n g o f  t h e  

v a c c i n i a  v i r u s  D N A  p o l y me r a s e  ge n e . J .  V i r a l . 5 3 , 3 1 2 - 3 1 5 .  

J U N G W I R T H , C .  a n d  DA V I O ,  I . B .  1 9 6 7 .  V a c c i n i a D N A : s e p a r a t i o n  

o f  v i r a l  f r o m  ho s t  c e l l DNA.  A r c h .  V i r a l . 2 0 , 4 6 4 - 4 6 8 .  

J U N G W I R T H , C .  a n d J O K L I K ,  W . K .  1 9 6 5 .  S t u d i e s o n  e a r l y  

e n z y me s  i n  He L a  c e l l s  i n f e c t ed w i t h  v a c c i n i a  v i r u s .  V i r o l o gy 

2 7 , 8 0 - 9 3 .  

K A F A T O S , F . C . , J O N E S , C . W . a n d  E F S T R A T I A D I S ,  A .  1 9 7 9 .  

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

c o n c e n t r a t i o n s b y  a d o t  hyb r i d i z a t i o n  p r o c e d u r e . N u c l .  Ac i ds 

R e s . 7 ,  1 5 4 1 - 1 5 5 2 .  

K A K U , H .  a n d  K A HA M O R A ,  J .  1 9 6 4 .  G i a n t  c e l l f o r m a t i o n i n  L 

c e l l s i n f e c t e d  w i t h a c t i v e v a c c i n i a  v i r u s .  B i k e n  J .  6 ,  2 9 9 -

3 1 5 .  

KATE S , J .  1 9 7 0 .  Tr a n s c r i pt i o n o f  t he v a c c i n i a  ge n o me a n d  t h e  

o c c u r e n c e  o f  p o l y r i b o a d e n y l i c  s e q u e n c e s  i n  me s s e n g e r  R N A .  

Co l d  S p r i n g Ha r b .  S y m p .  Q u a n t .  B i o l . 3 5 ,  7 4 3 - 7 5 1 . 

KATE S , J .  a n d  B E E S O N , J .  1 9 70a . R i b o n u c l e i c a c i d  s y n t h e s i s  i n  

v a c c i n i a  v i r u s . I .  The mec h a n i s m o f  s y n t hes i s  a nd r e l e a s e  o f  

R N A  i n  v a c c i n i a  c o r e s . J .  M o l .  B i o l .  5 0 , 1 - 1 3 .  

KATE S ,  J .  a n d  B E E S O N , J .  1 9 7 0 b .  R i b o n u c l e i c  a c i d  s y n t he s i s  i n  

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

M o l .  B i o l . 5 0 ,  1 9 - 2 3 . 
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KATE S , J . R .  a n d Mc AUS L A N , B . R .  1 9 6 7 a . M e s s e n ge r RNA s y n t h e s i s  

b y  a c o a t e d  v i r a l  g e n o m e . P r o c . N a t .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  5 7 ,  

3 1 4 - 3 2 0 . 

K A T E S , J . R .  a n d Mc A U S L A N ,  B .  1 9 6 7 b .  P o x v i r u s  D N A  - d e p e n d e n t  

R N A  p o l y m e r a s e .  P r o c . N a t .  Ac a d .  S c i .  U . S . A .  5 8 ,  1 3 4 - 1 4 1 . 

KATE S , J . R .  a n d  Mc AUS L A N  , B .  

b y  a ' c o a t e d '  v i r a l g e n o m e .  

3 2 0 . 

1 9 6 7 c . Me s s e n ge r R N A  s y n t h e s i s  

P r o c .  N a t l . S c i .  U . S . A .  5 7 , 3 1 4 -

K A T O , S . , K U R I S U ,  J .  a n d  K A H A M O R A ,  J .  1 9 6 2 .  E f f e c t s  o f  

c y t o p l a s m i c  D N A  s y n t h e s i s  u p o n  m u c l e a r  D N A  s y n t h e s i s  i n  

p o x v i r us - i n f e c t e d  c e l l s .  B i k e n  J .  5 ,  2 2 7 - 2 3 1 . 

K A T O , S .  T A K A HA S H I ,  M . ,  K A Y E M A , S . ,  M O R I T A ,  K .  a n d K A H A M O R A , 

J .  1 9 5 9 .  S t u d i e s o n  t h e  c a rr i e r c u l t u r e  o f  ra b b i t  f i b r o ma a nd 

m y x o m a v i r u s . B i k e n  J .  2 ,  3 0 - 3 4 .  

K A T Z , E .  a n d M O S S , B .  1 9 7 0 a . F o r m a t i o n o f  a v a c c i n i a  v i r u s  

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

p r e c u r s o r : i n h i b i t i o n b y  r i f a m p i c i n . P r o c . N a t .  A c a d .  S c i .  

U . S . A .  6 6 , 6 7 7  - 6 8 4 . 

K A T Z , E .  a n d  M O S S , B .  1 9 7 0 b .  V a c c i n i a  v i r u s  s t r u c t u r a l 

po l y p e p t i d e d e r i v e d  f r o m  a h i gh mo l e c u l a r we i g ht p r e c u r s o r :  

f o r ma t i o n a n d  i n t e gr a t i o n i n t o  v i r u s  p a r t i c l e s .  J .  V i r o l . 6 ,  

7 1 7 - 7 2 6 . 

K I E N Y , M . P . , L A THE , R . , D R I L L I E N ,  R . , S P E H N E R , D . , S K O R Y ,  S . ,  

S C M I T T ,  D . ,  W I KTO R , T . , K O P R O WS K I , H .  a n d L E C O C Q , J . P .  1 9 8 4 .  

E x p r e s s i o n o f  r a b i e s g l y c o p r o t e i n  f r o m  a r e c o mb i n a n t  v a c c i n i a  

v i r u s . Na t u r e  3 1 2 ,  1 6 3 - 1 6 6 .  

K I T ,  S .  a n d  D U B B S , D . R .  1 9 6 2 .  B i o c h e m i s t r y  o f  v a c c i n i a 

i n f e c t e d  mo u s e  f i b r o b l a s t s  ( s t r a i n - L - M ) .  I .  E f f e c t s · o n  

n u c l e i c  a c i d  a n d  p r q t e i n  s y n t h e s i s .  V i r o l o gy 1 8 , 2 7 4 - 2 85 .  

K I T ,  S .  a n d  D U B B S , D . R .  1 9 6 3 . H o s t  c e l l  D N A  s y n t h e s i s  

s u p p r e s e d  b y  v a c c i n i a  i n f e c t i o n .  V i r o l o gy 1 9 ,  1 3 - 2 2 .  

K I T ,  S . ,  P I E K A R S K I , L . J . a n d  D U B B S , D . R .  1 9 6 3 .  I n d u c t i o n o f  

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

M o l .  B i o l . 6 ,  2 2 - 3 3 . 

K L E I M AN ,  J .  a n d  MO S S , B .  1 9 7 3 .  P r o t e i n  k i na s e  a c t i v i t y f r o m  

v a c c i n i a :  so l u b i l i z a t i o n a n d  s e pa r a t i o n  · i n to he a t - l a b i l e  a n d  

he a t - s o l u b l e  c o mpo n e n t s .  J .  V i r o l . 1 2 , 6 8 4 - 6 8 9 .  



1 5 5 

K L E N K , H . , R O T T , R . , O R L I C H ,  M .  a n d  B L O D O R N ,  J .  1 9 7 5 . 

A c t i v a t i o n o f  i n f l u e n z a  A v i r u s e s  b y  t r y p s i n  t r e a t me n t .  

V i r o l o g y  6 8 , 4 2 6 - 4 3 9 .  

KL I T S UN O V A , N . V . , GO S TE V A ,  V . V .  a n d E R NANDEZ- V E RDE N ,  D . · 1 9 8 4 .  

M o r p ho l o g i c a l e v i d e n c e  o f  v a c c i n i a v i r- u s  mu l t i p l i c a t i o n i n  

e n u c l e a t e d  c e l l s .  V o p r .  V i r o s u l . 2 8 ,  8 4 - 8 7 .  Ta k e n  f r o m  V i r a l . 

Abs tr . 1 7 , no . 1 9 1 4 - V 1 7 .  

L A E M M L l ,  U . K .  1 9 7 0 . C l e a v a g e o f  s t r u c t u r a l p r o t e i n s d u r i n g 

t h e  a s s e m b l y  o f  t h e  h e a d  o f  ba c t e r i o p h a g e  T 4 . N a t u r e  2 2 7 , 

6 8 0 - 6 8 4 . 

L A K R I T Z ,  N . , F O G L E S O N G , P . D . , R E DD Y , M . , B A U M , S . , H U R W I T Z , 

J .  a n d  B A U E R ,  W . R .  1 9 8 5 , A v a c c i n i a  v i r u s  DNAa s e  p r e p a r a t i o n  

wh i c h c r o s s - l i n ks s y p e r h i l i c a l DNA . J .  V i r a l .  5 3 , 9 3 5 - 9 4 3 . 

L A S K E Y ,  R . A .  

d e t e c t i o n o f  

a n d 
3 H 

M I L L S , A . D .  

a n d 1 4 c i n  

f l u o r o g r a p h y . E u r .  J .  B i o c h e m .  5 6 ,  

1 9 7 5 . Q u a n t i t a t i v e  f i l m  

p o l y a c r y l a m i d e g e .l s  b y  

3 3 5 - 3 4 1 . 

L A Z A R O W I T Z ,  S . G .  a n d  CHO P P I N  P . W . 1 9 7 5 .  E n h a n c e m e n t  o f  t h e  

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

c l e a v a g e o f  t h e  h e m a g g l u t i n i n  p o l y p e p t i d e .  V i r o l o g y  6 8 ,  

4 4 0 - 4 5 4 . 

M A C D O N A L D ,  A .  a n d  B E L L , 

p u s t u l a r d e r ma t i t i s  v i rus 

1 9 2 ,  9 1 - 9 2 .  

T . M .  1 9 6 1 . G r o w t h  o t  c o n t a g i o u s 

i n h u ma n  t i s s  u e c u 1 tu r e s  • Na t u r e 

M A C K E T T , M .  a n d  A R C H A R D ,  L . C .  1 9 7 9 . C o n s e r v a t i o n a n d 

v a r i a t i o n i n  o r t ho p o x  v i r u s  g e n o me s t r u c t u r es . J .  Ge n .  V i  r o  1 .  
4 5 ,  6 8 3 - 7 0 1 . 

MACKE TT , M . , S M I TH ,  G . L .  a n d  MOSS , B .  1 9 8 2 . Va c c i n i a  v i r u s , a 

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

N a t l . A s a d .  S c i .  U . S . A .  7 9 , 7 4 1 5 - 7 4 1 9 .  

M A C K E T T , M .  Y I L M A ,  T . ,_ R O S E ,  J . K .  a n d  M O S S , B .  1 9 8 5 .  V a c c i n i a 

v i r u s  r e c o m b i n a n t s : e x p r e s s i o n o f  V S V  g e n e s  a n d  p r o t e c t i v e  

i mmun i z a t i o n o f  m i c e  a nd c a t t l e .  Sc i e n c e  22 7 , 4 3 3 - 4 3 4 .  

M A G E E , W . E .  1 9 6 2 .  D N A  p o l y m e r a s e  a n d  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e 

k i n a s e  a c t i v i t i e s  i n  c e l l s i n f e c t e d  w i th v a c c i n i a  v i r u s . 

V i r o l o g y  1 7 , 6 0 4 - 6 0 7 .  
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M A G E E , W . E . , S H E E K , M . R .  a n d B U R R O U S , M . J .  1 9 6 0 .  T h e  

s y n t h e s i s  o f  v a c c i n i a l  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .  V i ro l o g y  1 1 ,  

2 9 6 - 2 9 9 . 

M A H R , A .  a n d R O B E R T S , B . E .  1 9 8 4 a .  O r g a n i z a t i o n  o f  s i x  e a r l y 

t r a n s c r i p t s s y n t h e s i z e d  f r o m  a v a c c i n i a  v i r u s E c o R 1  D N A  

f r a g me n t . J .  V i r a l . 4 9 ,  4 9 7 - 5 0 9 .  

M A H R , A a n d R O B E R TS , B . E .  1 9 8 4 b .  A r r a n g e m e n t  o f  l a t e  R N As 

t r a n s c r i b e d  f r o m  a 7 . 1  k i l o b a s e  E c o r 1  v a c c i n i a  v i r u s  D N A  

f r a g me n t .  J .  V i r a l . 4 9 ,  5 1 0 - 5 2 0 .  

M A L L O N ,  V . ,  D O M B E R , E . A .  a n d  H O L O W CZ A K , J . A .  1 9 8 5 .  V a c c i n i a  

v i r u s  p r o te i n s on the p l a s ma memb r a n e s  o f  i n f e c t e d  c e l l s  I I . 

E x pr e s s i o n on v i ra l a n t i g e n s  a nd k i l l i n g o f  i n f e c t e d  c e l l s  b y  

v a c c i n i a  v i r u s - s p e c i f i c  c y t o t o x i c  T c e l l s . V i r o l o gy 1 4 5 ,  

1 - 2 3 . 

MAL L ON , V .  a n d  HOL O WCZAK , J . A .  1 9 8 5 . V a c c i n i a  v i r us a n t i g e n s  

o n  t h e  p l a s m a me m b r a n e  o f  i n f e c t e d  c e l l s  I .  V i r a l  a n t i g e n s  

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

a f t e r  i n f e c t i o n .  V i r o l o gy 1 4 1 , 2 0 1 - 2 2 0 .  

M A R T I N ,  S . A .  a n d  M O S S ,  B .  1 9 7 5 .  M o d i f i c a t i o n o f  m R N A  

gua n y  1 t r a n s f e r a s e  a nd mRNA C g u a n i n e - 7 - ) me t h y  1 t r a n s f e r a s e  

f r o m  v a c c i n i a  v i r i o ns . J .  B i o l .  Che m .  2 5 0 , 9 3 3 0 - 9 3 3 5 .  

M A R T I N ,  S . A . , P A O L E T T I , E .  a n d M O S S ,  B .  1 9 7 5 .  P u r i f i c a t i o n  o f  

m R N A  g u a n y l t r a n s f e r a s e  a n d  m R N A  C g u a n i n e - 7 - ) 

me t h y l t r a n s f e r a s e  f r o m  v a c c i n i a  v i r i o ns . J .  B i o l . Ch e m .  2 5 0 , 

9 3 2 2 - 9 3 2 9 . 

M A T T H E W S , R . E . F .  1 9 8 2 . 4 t h  r e p o r t  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l 

Co mm i t t e e  on t h e  Ta x o n o my o f  V i r u s e s .  C I CT V > - c l a ss i f i c a t i o n 

a n d  n o me n c l a t u r e  o f  v i r u s e s .  I n t e r v i o l o g y  1 7 , 1 - 2 0 0 .  

MBU Y ,  G . N .  a n d  BUBE L , H . C .  1 9 7 8 .  Co nc a n a v a l i n  A - me d i a t e d  c e l l 

a g g l u t i n a b i l i t y  i n d u c e d  b y  v a c c i n i a  v i r i o n s . V i r o l o g y 9 1 , 

2 5 6 - 2 6 6 . 

M B U Y , G . N . , M O R R I S ,  R . E .  a n d B U B E L ,  H . C .  1 9 8 2 . I n h i b i t i o n o f  

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

V i r o l o g y  1 1 6 ,  1 3 7 - 1 4 7 .  

M c F A D D E N ,  G .  a n d D A L E S , S .  1 9 7 9 . B i o g e n e s i s  o f  p o x v i r u s e s :  

m i r- r o r - i ma g e  d e l e t i o ns i n  v a c c i n i a  v i r u s  DNA . Ce l l  1 8 , 1 0 1 -

1 0 8 . 
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Mc A U S L A N , B . R .  1 9 6 3 a . T h e  i n d u c t i o n  a n d  r e p r e s s i o n o f  

t hy m i d i n e k i n a s e  i n  t h e  p o x v i r u s - i n f e c t e d  He L a  c e l l .  V i r o l o gy 

2 1 , 3 8 3 - 3 8 9 .  

M c A U S  L A N  , B . R . 1 9 6 3 b . C o n t r o 1 o f i n d u c e d t h y  m i d i n e  k i  n a s e 

a c t i v i t y i n  t h e  p o x v i r u s - i n f e c t e d  c e l l .  V i r o l o g y  2 0 ,  1 6 2 -

1 6 8 .  

M c A U S L A N , B . R .  1 9 6 9 .  T h e  b i o c h e m i s t r y  o f  p o x v i r u s e s  

r e p l i c a t i o n .  I n :  L e v y ,  H . B .  < e d ) .  T h e  B i o c h e m i s t r y  o f  

V i r u s e s .  Ma r c e l  De c k e r .  N e w  Yo r k  p p .  3 6 1 - 4 1 3 . 

Mc C A R R O N , R . J . ,  C A B R E R A ,  C . V . ,  E S T E B A N , M . ,  M c A L L I S T E R ,  W . T . 

a n d  HO L O WCZAK , J . A . 1 9 7 8 .  S t r u c t u r e  o f  v a c c i n i a  DNA : A n a l y s i s 

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

86 , 8 8 - 1 0 1 . 

M c C R A E , M . A .  a n d S Z I L A G Y I , S . F .  1 9 7 5 .  P r e p a r a t i o n a n d 

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

c o n t a i n i n g t h e D N A - d e p e n d e n t  R N A  p o l y m e r a s e  a c t i v i t y .  

V i r o l o g y  6 8 , 2 3 4 - 2 4 4 .  

Mc F A D D E N ,  G .  P A G E , W . E . , P U R R E S , J .  a n d  D A L E S , S .  1 9 7 9 .  

B i o g e n e s i s  o f  p o x  v i  r u s e s : t r a ns i t o r y  e x p r e s s i o n o f  M o  1 u s  c u m 

c o n t agi o s u m  e a r l y f u nc t i o n s .  V i r o l o g y , 9 4 , 2 9 7 - 3 1 3 . 

M c F A D D E N ,  G . , E S S A N I , K . , a n d  D A L E S , S .  1 9 8 0 . A n e w  

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

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

a s s o c i a t e d  w i t h  t i me a n d  p s e u d o r e v e r s i o n .  V i r o l o gy 1 0 1 , 2 7 7 -

2 8 0 . 

M E N N A , A . , W I T TE K ,  R . , B A CH M A ,  P . A . , M A Y R , A .  a n d  W YL E R , R .  

1 9 7 9 .  P h y s i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n o f  a s t o m a t i� i s  p a p u l o s a  

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

e n d o n u c l e a s e s  H i n d I I  a n d  E c o R 1 . Arc h .  V i r a l . 5 0 ,  1 4 5 - 1 5 6 . 

M E T Z ,  D . H . , E S T E B A N , M .  a n d  D A N I E L E S C U ,  G .  1 9 7 5 . T h e  

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

v a c c i n i a  v i r u s .  J .  Ge n .  V i r o l . 2 7 , 1 8 1 - 1 9 5 .  

M O RGAN , C .  1 9 7 6 . V a c c i n i a  v i r u s  r e e x a m i n ed : d e v e l o p me n t  a n d  

r e l e a s e . V i r o l o g y  73 , 4 3 - 5 8 . 

M O R G A N , C . , E L L I S O N , S . A . , R O S E , H . M .  a n d M O O R E , D . H .  1 9 5 4 .  

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

m i c r o s c o p e . J .  E x p .  M e d .  1 0 0 ,  3 0 1 - 3 0 9 .  
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M O R G A N , J . R .  a n d R O B E R T S , B . E .  1 9 8 4 .  O r g a n i z a t i o n o f  R N A  

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

V i r a l . 5 1 , 2 8 3 - 2 9 7 .  

M O S S , B .  1 9 7 4 .  R e p r o d u c t i o n o f  p o x v i r u s e s .  I n :  F r a e n k e l 

C o n r a t ,  H . , Wa g n e r , R . R .  ( e d s ) C o m p r e h e n s i v e V i r o l o g y .  V o l .  

3 ,  p p  4 0 5 - 4 7 4 . Ne w Yo r k , P l e n u m  Press . 

M O S S , B .  1 9 7 8 .  Po x v i r u s e s . I n  " The Mo l e c u l a r B i o l o gy o f  An i ma l  

V i r u s e s "  D . P .  N a y a k .  ( e d ) M a r c e l  D e c k e r  I n c . ,  N e w  Y o r k , p p  

8 4 9 - 8 9 0 . 

M O S S , B .  a n d F I L L E R , 

c y c l o h e x i m i d e d u r i n g 

r e p l i c a t i o n .  J .  V i r a l . 

R .  1 9 7 0 .  I r r e v e r s i b l e  e f f e c t s o f  

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

5 ,  9 9 - 1 0 8 .  

M O S S , 8 . , GE R S H OW I T Z ,  A . , WE I ,  C . M .  a n d B O O N E , R . T .  1 9 7 6 . 

F o r m a t i o n o f  g u a n t l y l a t e d  a n d me t h y l a t e d  5 ' - t e r m i n u s  o f  

v a c c i n i a  v i r u s  mRNA. V i r o l o gy 7 2 , 3 4 - 3 5 1 . 

M O S S , B .  a n d  R O S E N B L U M , E . N .  1 9 7 4 .  V a c c i n i a  v i r u s  

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

w i t h p o l y r i b o n u c l e o t i d e p r i me r s . J .  V i r a l . 1 4 ,  8 6 - 9 8 .  

M O S S , B . , R O S E N B L U M , E . N .  a n d  G A R O N , C . F . 1 9 7 1 . G l y c o p r o t e i n  

s y n t he s i s  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  v a c c i n i a  v i r u s .  V i r o l o gy 4 6 , 

2 2 1 - 2 3 2 . 

M O S S , B .  a n d R O S E N B L U M  1 9 7 3 . P r o t e i n  c l e a v a g e  a n d  p o x v i r u s  

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

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

B i o l . 8 1 , 2 6 7 - 2 6 9 .  

M O S S , B . , R O S E N B L U M , E . N .  a n d  G E R S H O W I T Z , . . A .  1 9 7 5 .  A 

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

v a c c i n i a  v i r u s .  J .  B i o l . Che m .  2 5 0 ,  4 7 2 2 - 4 7 2 9 .  

M O S S , B . , R O S E N B L U M , E . N .  a n d P A O L E T T I , E .  1 9 7 3 . 

Po 1 y a d e n a  1 a t e d  po 1 y me r a s e s  f r o m  v a c c i n i a  v i r i o n .  N a t u r e  N e w  

B i o l . 2 4 5 , 5 9 - 6 3 . 

M OS S ,  B .  a n d  . SALZMAN , N . P .  1 9 6 8 .  S e q u e n t i a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

f o l l o w i n g v a c c i n i a  v i r u s  i n f e c t i o n .  J .  V i r a l . 2 ,  1 0 1 6 - 1 0 2 7 .  

M O S S , B .  a n d  C O O P E R ,  N .  1 9 8 2 . G e n e t i c  e v i d e n c e  f o r  v a c c i n i a  

v i r u s - e n c o d e d  DNA po l y m e r a s e : I s o l a t i o n  o f  phos pho no a c e t a t e 

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

mu t a n t  v i r u s . J .  V i r a l . 4 3 ,  6 7 3 - 6 7 8 .  
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M O S S , B . , W I N T E R S , E .  a n d  C O O P E R , J . A .  1 9 8 1 . D e l e t i o n  o f  a 

9 , 0 0 0 - b a s e - p a i r  s e g m e n t  o f  t h e  v a c c i n i a  v i r u s  g e n o m e t h a t  

e n c o d e s  n o n e s s e n t i a l  po l y p e p t i d e s .  J .  V i r a l . 4 0 ,  3 8 7 - 3 9 5 .  

M O Y E R , R . W . a n d G R A V E S ,  R . L .  1 9 8 1 . T h e  m e c h a n i s m o f  

c y t o p l a s m i c  o r t h o po x v i r us DNA r e p l i c a t i o n .  Ce l l  2 7 , 3 9 1 - 4 0 1 . 

M O Y E R , R . W . , G R A V E S , R . L .  a n d  R O THE R ,  C . T . 1 9 8 0 .  T h e  wh i t e 

p o c k  ( u ) m u t a n t s  o f  r a b b i t  p o x v i r u s . I l l  T e r m i n a l D N A  

s e q u e n c e s  d u p l i c a t i o n a n d  t r a n s po s i t i o n i n  r a b b i t  p o x v i r u s .  

Ce l l  2 2 , 5 4 5 - 5 5 3 . 

M O Y E R , R . W . a n d  R O THE , C . T .  1 9 8 0 .  T h e  w h i t e p o c k  m u t a n t s  o f  

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

d e l e t i o n s . V i r o l o gy 1 0 2 ,  1 1 9 - 1 3 2 .  

M U L L E R , H . K . , W I T T E K , R . , S C HA F F N E R , W . , S C H U M P E R L I ,  D . , 

M E N N A , A .  a n d W Y L E R , R .  1 9 7 7 .  C o m p a r i s o n  o f  f i v e p o x v i r u s  

geno m e s  b y  a n a 1 y s  i s  w i th r e s t r  i e t  i o n  e n d o n u c  1 e a s e  Hi nd .I  I I ,  

6_g_!Ifl I a n d  I;_g_g_R 1 . J .  Ge n .  V i r  o 1 • 3 8 ,  1 3 5 - 1 4 7 .  

M U N Y O N , W .  a n d  K I T ,  S .  1 9 6 6 .  I n d u c t i o n o f  c y t o p l a s m i c  

r i b o n u c l e i c  a c i d  < R N A >  s y n t h e s i s  i n  v a c c i n i a - i n f e c t e d  L H  

c e l l s  d u r i n g i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  V i r o l o g y 2 9 , 

3 0 3 - 3 0 9 . 

M U N YO N .  W . , P A O L E TT I , E . , O S P I N A ,  J .  a n d G R A C E , J . T .  1 9 6 8 .  

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

V i r a l . 2 ,  1 6 7 - 1 72 .  

M U N Y O N ,  W . E . , P A O L E T T I , E .  a n d  G R A C E , J . T .  1 9 6 7 .  R N A  

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

Ac a d .  S c i .  U . S . A .  5 8 ,  2 2 8 0 - 2 2 8 7 .  

NAG A Y A M A , A . , P O GO , B . G . T .  a n d D A L E S ,  S .  1 9 7 0 . B i o g e n e s i s  o f  

v a c c i n i a :  s e pa r a t i o n o f  e a r l y  s t a g e s  f r o m  ma t u r a t i o n b y  me a n s  

o f  r i f a mp i c i n .  V i ro l o gy 4 0 , 1 0 3 9 - 1 0 5 1 . 

O D A , K .  a n d J O K L I K ,  W . K .  1 9 6  7 .  H y b r i d i z a t i o n 

s e d i m e n t a t i o n  s t u d i e s o n  e a r l y  a n d  l a t e  v a c c i n i a  m R N A . 

Mo l .  B i o l . 27 , 3 9 5 - 4 1 9 .  

a n d. 

J .  

NA G I N G TO N ,  J .  1 9 6 8 .  T h e  g r o w t h  o f  p a r a v a c c i n i a  v i r u s e s  i n  

t i s s u e  c u l t u r e . V e t .  Rec . 8 2 , 4 7 7 - 4 8 2 .  

NAG I NGTON , J .  a n d HO RNE , R . W. 1 9 6 2 .  M o r p ho l o g i c a l  s t u d i e s o f  

orf a n d  v a c c i n i a  v i r u s e s . V i r o l o gy 1 6 ,  2 4 8 - 2 6 0 .  
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N A G I N G T O N ,  J . ,  N E W T O N , A . A .  a n d H O R N E , R . W .  1 9 6 4 .  T h e  

s t r u c t u r e  o f  o r f  v i r u s .  V i r o l o gy 2 3 , 4 6 1 - 4 7 2 . 

N A K A N O , E . ,  P A N I C A L I ,  D .  a n d P A O L E TT I , E .  1 9 8 2 .  M o l e c u l a r  

g e n e t i c s o f  v a c c i n i a  v i r us : d e mo n s t r a t i o n  of ma r k e r  r e s c u e .  

P r o c . Na t .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 9 , 1 5 9 2 - 1 5 9 6 .  

N A G I NGTON , J .  a n d  W H I TTL E , C . H .  1 9 6 1 . Hu ma n orf : i s o l a t i o n o f  

t h e  v i r u s  b y  t i s s u e  c u l t u r e . Br i .  Me d .  J .  i i ,  1 3 2 4 - 1 3 2 6 .  

N E V I N S ,  J . R .  a n d J O K L I K , W . K .  1 9 7 5 . P o l y  ( A ) s e q u e n c e s o f  

v a c c i n i a  v i r u s  m R N A : n a t u r e , m o d e  o f  a c t i o n  a n d f u n c t i o n 

d u r i n g t r a n s l a t i o n  i n  v i t ro a n d i n  v i v o .  V i ro l o gy 6 3 , 1 - 1 4 . 

NE V I NS , J . R .  a n d J O KL I K ,  W .  1 9 7 7 .  I s o l a t i o n and p r o p e r t i e s o f  

t h e v a c c i n i a  v i r u s  D N A - d e p e n d e n t  R N A  p o l ym e r a s e . J .  B i o l .  

Che m .  2 5 2 , 6 9 3 0 - 6 9 3 8 .  

N E WS O N , I . E .  a n d C R O S S , R .  1 9 3 4 .  S o r e m o u t h  i n  f e e d e r  l a m b s  

d u e  t o  a f i l t e r a b l e  v i r u s . J .  A m .  V e t .  M e d . As s .  8 4 , 2 3 3 - 2 4 7 .  

O B E R T , G . , T R I P I E R ,  R .  a n d  G U I R ,  J .  1 9 7 1 . A r g i n i n e 

r e q u i r e me n t s  f o r  l a t e  mRNA t r a n s c r i p t i o n  o f  v a c c i n i a  v i r u s  i n  

K B  c e l l s . B i o c h e m .  B i o p h y s . R e s  . . C o m m .  4 4 ,  3 6 2 - 3 6 7 .  

O B I J E S K I , J . F . ,  P A L M E R , E . L . ,  G A F F O R D , L . G .  a n d  R A N D A L L , C . C .  

1 9 7 3 . P o l y a c r y l a m i d e ge l e l e c t r o p h o r e s i s  o f  f o w l p o x  a n d 

v a c c i n i a  v i r u s  p r o t e i n s .  V i r o l o g y  5 1 , 5 1 2 - 5 1 6 .  

O D A , K .  a n d  J O K L I K , N . D .  1 9 6 7 .  H y b r i d i s a t i o n a n d  

s e d i me n t a t i o n  o n  ' e a r l y ' a n d  ' l a t e '  v a c c c i n i a  m e s s e nger R N A .  

J .  M o l .  B i o l . 2 7 , 3 9 1 - 4 1 9 .  

O I E ,. M .  a n d  I C H I HA S H I , Y .  1 9 8 1 . Ta r g e t  a n t i g e n  o f  v a c c i n i a 

i n f e c t e d  c e l l s r e c o g n i z e d  b y  v i r u s - s p e c i f i c  c y t o t o x i c  T 

l y mpho c y t e s . M i c r o b i a l . I mm u n o l . 2 5 , 3 6 1 - 3 7 5 . 

P A D G E T T , B . L .  a n d  TO M P K I N S ,  J . K . N .  1 9 6 8 .  Co n d i t i o n a l l e t h a l 

mu t a n t s  o f  r a b b i t p o x  v i r u s .  I I I .  Te mpe r a t u r e - s e ns i t i v e  < t s ) 
m u t a n t s ; p h y s i o l o g i c a l p r o p e r t i e s ,  c o mp l e me n t a t i o n a n d 

r e c o mb i n a t i o n .  V i r o l o g y  3 6 , 1 6 1 - 1 6 7 .  

P A D G E T T , B . L .  a n d W A L K E R , D . L .  1 9 7 0 .  E f f e c t o f  p e r s i s t e n t  

f i b r o ma v i r u s  i nf e c t i o n o n  s u s c e pt i b i l i t y o f  c e l l s  t o  o th e r  

v i r u s e s .  J .  V i r a l .  5 ,  1 9 9 - 2 0 4 . 

P A N I C A L I ,  E . ,  D A V I S ,  S . W . , M E R C E R , S . R .  a n d  P A O L E TT I , E .  

1 9 8 1 . Two ma yo r DNA v a r i a n t s  p r e s e n t  i n  se r i a l l y p r o p a ga t e d  
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s t o c k s  o f  t h e  W R  s t r a i n  o f  v a c c i n i a  v i r u s . J .  V i" r o l . 3 7 ,  

1 0 0 0 - 1 0 1 0 .  

P A N I C A L I , D . , D A V I S ,  S . W . , W E I N B E R G , R . L .  a n d  P A O L E T T I , E .  

1 9 8 3 . Co n s t r u c t i o n o f  l i v e v a c c i n e s  b y  u s i n g g e n e t i c a l l y 

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

v a c i n i a  v i r us e x p re s s i n g i n f l u e n z a  v i r u s  h e m a gg l u t i n i n . Pr o c .  

N a t l . Ac a d .  S c i .  U . S . A . 8 0 , 1 9 3 - 1 9 7 .  

P A N I C A L I , D .  a n d  P A O L E T T I , E .  1 9 8 2 .  C o n s t r u c t i o n  o f  

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

k i n a s e  g e n e  f r o m  h e r p e s  s i m p l e x v i r u s  i n t o  t h e  D N A  o f  

i n f e c t i o u s  v a c c i n i a  v i r u s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 9 ,  

4 9 2 7 - 4 9 3 1 . 

P A O L E TT I , E .  1 9 7 7 a  . .Ln. y_ i t_CQ.. s y n t h e s i s  o f  a h i g h m o l .  we i g h t  

v i r i o n - a s s o c i a t e d  R N A  b y  v a c c i n i a .  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 2 , 8 6 6 -

8 7 1  . 

P A O L E T T I , E .  1 9 7 7 b . T h e  h i g h m o l e c u l a r w e i g h t  v i r i o n 

a s s o c i a t e d  R N A  o f  v a c c i n i a :  a p o s s i b l e  p r e c u r s o r  t o  8 - 1 2 S 

m R N A . J .  B i o l . C h e m .  2 5 2 , 8 7 2 - 8 7 7 .  

P A O L E T T I , E .  a n d  L I P I N S K A S , B . R .  1 9 7 8 .  S o l u b l e  

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

c l e a v a ge o f  v i r i o n  - a s s o c i a t e d  h i gh - mo l e c u l a r we i g ht RNA . J .  

V i r o l .  2 6 , 8 2 2 - 8 2 4 .  

P A O L E TT I , E . ,  L I P I N S K A S , B . R .  a n d P A N I C A L I ,  D .  1 9 8 0 .  C a p p e d  

a n d  po l y a d e n y l a t e d  l o w - mo l e c u l a r we i g h t  RNA s y n thes i ze d  b y  

v a c c i n i a  v i r u s  i n  v i t r o .  J .  V i r a l .  3 3 , 2 0 8 - 2 1 9 . 

P A O L E T T I , E . ,  L I P I N S K A S , 8 . R . , S A M S O N O F F , C . ,  M E R C E R , M .  a n d  

P A N  I C A  L I , D .  1 9 8 4 . C o n s  t r u c t i o n  o f  1 i v e v �-c c i n e  s u s  i n g 

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

v a c c i n i a  v i r u s  r e c o mb i n a n t s  e x pr e s s i n g t he h e pa t i t i s  B v i r u s  

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

p r o c . Na t l . A c a d . S c i . U . S . A .  8 1 , 1 9 3 - 1 9 7 .  

P A 0 L E  T T  I , E . a n d M 0 S S  , 8 .  1 9 7 2 • P r o  t e i n k i n a s  e a n d s p e c  i f i c 

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

c o r e s . J .  V i r o l . 1 0 , 4 1 7 - 4 2 4 .  

P A O L E TT I , E .  a n d  M O S S , 8 .  1 9 7 4 .  Two n u c l e i c  a c i d - d e p e n d e n t  

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

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

s p e c i f i c i t i e s . J .  8 i o l . Che m .  2 4 9 , 3 2 8 1 - 3 2 8 6 . 
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P A R K E R , C . A .  1 9 6 8 .  P h o t o l u m i n o s c e n s e  o f  s o l u t i o n s . E l s e v i e r 

P u b l i s h i n g Co . Ams t e r d a m. 

P A R R , R . P . , B U R N E T T ,  J . W . a n d  G A R O N  C . F .  1 9 7 7 . S t r u c t u r a l 

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

V i r o l o gy 8 1 , 2 4 7 - 2 5 6 .  

P A Y N E , L . E .  1 9 7 8 .  P o l y p e p t i d e c o m p o s i t i o n o f  e x t r a c e l l u l a r 

e n v e l o p e d  v a c c i n i a  v i r us . V i r o l o g y  2 7 , · 2 8 - 3 7 .  

P A YNE , L . E .  1 9 8 0 .  S i gn i f i c a n c e  o f  e x t r a c e l l u l a r e n v e l o pe d  

v i r us i n  t h e  i n  �i t r o  a n d i n  �i�� d i s s e m i na t i o n o f  v a c c i n i a .  

J .  Gen . V i r o l . 50 , 8 9 - 1 0 0 .  

P A Y N E , L . G .  a n d N O R R B Y ,  E .  1 9 7 6 .  P r e s e n c e  o f  h e m a g g l u t i n  i n  

the e n v e l o p e  o f  e x t r a c e l l u l a r v a c c i n i a  v i r us p a r t i c l e s .  J .  

V i r o l . 2 7 , 1 9 - 2 7 .  

P A Y N E , L . G .  a n d  N O R R B Y , E .  1 9 7 8 .  Ad s o r p t i o n a n d p e n e t � a t i o n 

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

2 7 ,  1 9 - 2 7 .  

P E D R A L I - N O Y ,  G .  a n d W E I S S B A C K , A .  1 9 7 7 .  E v i d e n c e  o f  a 

r e p e t i t i v e s e q u e n c e  i n  v a c c i n i a  v i r u s  p a r t i c l e s .  J .  V i r o l . 

2 4 , 4 0 6 - 4 0 7 .  

P E N N I N G TO N , T . H .  1 9 7 3 .  V a c c i n i a  v i r u s  mo r p h.o g e n e s i s :  a 

c o mpa r i s i o n o f  v i r us - i nd u c e d  a n t i g e n s and p o l y p e p t i d e s .  J .  

Ge n .  V i r o l . 1 9 , 6 5 - 7 9 .  

P E N N I N G T O N ,  T . H . 1 9 7 4 . V a c c i n i a  v i r u s  s y n t he s i s :  s e q u e n t i a l  

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

po l yp e p t i d e s .  J .  Ge n V i r o l . 2 5 , 4 3 3 - 4 4 4 .  

P E N N I N G T O N ,  T . H . , F O L L E T , E . A . C .  a n d S Z I L A G Y I , J . F .  1 9 7 0 . 

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

t h e  a n t i v i r a l  a c t i o n  o f  r i f a m p i c i n . J .  Ge n .  V, i r o l . 9 ,  2 2 5·-

2 3 7 . 

P E N N I N G TO N , T . H .  a n d  F O L L E T ,  E . A . C .  1 9 7 4 . V a c c i n i a  v i r u s  

r e p l i c a t i o n i n  e n u c l ea ted B S C - 1 c e l l s :  pa r t i c l e  p r o d u c t i o n 

a n d  s y n t h e s i s  o f  v i r a l  D N A  a n d  p r o t e i n s .  J .  V i r o l . 1 3 ,  4 8 8 -

4 9 3 . 

P E T E R S , D . , M U L L E R , G .  a n d  B U T T N E R ,  D .  1 9 6 4 .  T h e  f i n e 

s t ruc t u r e  o f  pa r a v a c c i n i a  v i r u s e s . V i r o l ogy 2 3 , 6 0 9 - 6 1 1 .  
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P F A U , C . J . a n d  M c C R E A ,  J . F .  1 9 6 3 .  S t u d i e s o n  t h e 

d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  o f  v a c i n i a  v i r u s .  I l l  Cha r a c t e r i z a t i o n 

o f  D N A  i s o l a t e d  b y  d i f f e r e n t  me t h o d s  a n d i t s r e l a t i o n  t o  

v i r u s  s t r u c t u r e .  V i r o l o gy 2 1 , 4 2 5 - 4 3 5 .  

P I C K U P , D . J . ,  I N K ,  B . S . , P A R S O N S , B . L . , HU , W .  A N D  J O K L I K ,  

W . K .  1 9 8 4 .  S po n t a n e o u s  de l e t i o n s  a n d  d u l i c a t i o n s  o f  s e q u e n c e s  

i n  t h e  g e n o me o f  c o w p o x  v i r u s . P r o c . N a t l .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  

8 1 , 6 8 1 7 - 6 8 2 1 . 

P L A N T E R O S E , D . N . , N I S H I M U R A , C .  a n d  S A L Z M A N , N . P .  1 9 6 2 .  T h e  

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

1 8 , 2 9 4 - 3 0 1 . 

P L O WR I GHT , W . , W H I T C O M B , M . A .  a n d  F E R R I S ,  R . D .  1 9 5 9 .  S t u d i e s 

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

t i s s u e  c u l t u r e .  A r c h .  Ges . V i r u s f o r s c h .  9 ,  2 1 4 - 2 3 1 . 

POGO , B . G . T .  1 9 7 7 . E l i m i n a t i o n of n a t u r a l l y o c c u r r i ng c r o s s 

l i n k s  i n  v a c c i n i a  v i r u s  D N A  a f t e r  v i r a l  p e n e t r a t i o n  i n t o  

c e l l s . Pr o c . N a t l . Ac a d .  S c i .  U . S . A .  7 4 , 1 7 3 9 - 1 7 4 2 . 

P O G O , B . G . T .  1 9 8 0 a . Te r m i n a l c r o s s - l i n k i n g o f  v a c c i n i a  D N A  
• , J  

s t r a n d s  by i n  v i t r o  s y s t e m .  V 1 r o l o g y  1 0 0 ,  33 9 - 3 4 7 .  

POGO , B . G . T .  1 9 8 0 b .  C h a n g e s  i n  p a r e n t a l v a c c i n i a  v i r u s  DNA 

a f t e r  v i ra l pe n e t r a t i o n  i n t o  c e l l s .  V i r o l o gy 1 0 1 ,  5 2 0 - 5 2 4 . 

POGO , B . G . T . , B E RKOW I TZ ,  E . M . a n d  D A L E S ,  1 9 8 4 . I n v e s t i ga t i o n 

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

l e t h a l mu t a n t  d e f e c t i v e  i n  DNA . V i r o l o gy 1 3 2 ,  4 3 6 - 4 4 4 . 

P O G O , B . G . T .  a n d D A L E S , S .  1 9 6 9 .  T w o  d e o x y r i b o n u c l e a s e  

a c t i v i t i e s w i t h i n  p u r i f i e d v a c c i n i a  v i r us . P r o c . N a t .  A c a d .  

S c i .  U . S . A .  6 3 , 8 2 0 - 8 2 7 .  

PO G O , B . G . T .  a n d  D A L E S , S .  1 9 7 3 .  B i o g e n e s i s  o f  p o x v i r u s e s :  

i na c t i v a t i o n  o f  ho s t  DNA po l y mer a s e  b y  a c o mp o n e n t  o f  t he 

i n v a d i n g i no c u l u m p a r t i c l e . Proc . Na t l . Ac a d .  Sc i .  U . S . A .  7 0 , 

1 7 2 6 - 1 729 . 

P O G O , B . G . T . , D A L E S , S .  B E R G O I N ,  M .  a n d RO B E R T S , D . W .  1 9 7 1 . 

E n z y m e s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n s e c t p o x v i r u s . V i r o l o g y , 4 3 , 

3 0 6 - 3 0 9 . 

P O G O , B . T . , K A T Z , J . R .  a n d D A L E S , S .  1 9 7 5 .  B i o g e n e s i s  o f  

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

a s s o c i a t ed w i t h  t he DNA . V i r o l o g y  6 4 , 5 3 1 - 5 4 3 .  
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P O G O , B . G . T . a n d O ' S HE A ,  M . T .  1 9 7 7 .  F u r t h e r  c h a r a c t e r i z a t i o n 

o f  d e o x y r i b o n u c l e a s e s  f r o m  v a c c i n i a  v i r u s .  V i r o l o gy 7 7 , 5 5 -

6 6 . 

P R E C A U S T A ,  P L  a n d  S T E L L M A N ,  C . H .  1 9 7 3 . I s o l a t i o n a n d 

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

e c t h y ma o f  s h e e p .  Ze n t b l .  V e t .  Me d .  2 0 B ,  3 4 0 - 3 5 5 . 

P R E S C O T T , D . M . , K A T E S ,  J .  a n d K I R K P A T R I C K ,  J . B .  1 9 7 1 . 

Re p l i c a t i o n o f  v a c c i n i a  v i r u s  DNA i n  e n u c l e a t e d  L - c e l l s . J .  

Mo l .  B i o l .  5 9 , 5 0 5 - 5 0 8 .  

P U C K E T T ,  C .  a n d  M O S S , B .  1 9 8 3 . S e l e c t i v e  t r a n s c r i p t i o n o f  

v a c c i n i a  v i r u s  genes i n  t e mp l a t e - d e pe n d e n t  s o l u b l e  e x t r a c t s 

o f  i n f e c t e d  c e l l s . Ce l l  3 5 , 4 4 1 - 4 4 8 . 

R A F I I ,  F .  a n d  B U R G E R , D .  1 9 8 5 . C o m p a r i s o n  o f  c o n t a g i o u s 

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

V i r a l . 8 4 , 2 8 3 - 2 89 . 

R A N D A L L ,  C . C .  G A F F O R D , L . G . , D A R L I N G TO N , R . W . a n d  H Y D E , J .  

1 9 6 4 .  C o mpos i t i o n  o f  f o w l po x v i r u s  a n d  i nc l u s i o n  ma t r i x .  J .  

B a c t e r i a l . 8 7 , 9 3 9 - 9 4 4 .  

R E I S NE R , A . H .  1 9 85 . S i m i l a r i t y b e t we e n  t he v a c c i n i a  v i r u s  1 9 K 

e a r l y  p r o t e i n  a n d e p i d e r ma l  g r o w t h  f a c t o r .  N a t u r e  3 1 3 , 8 0 1 -

8 0 3 . 

R I C E ,  A . P .  a n d  R O B E R T S , B . E .  1 9 8 3 . V a c c i n i a  v i r u s  i n d u c e s 

c e l l u l a r m R N A  d e gr a d a t i o n . J .  V i r a l . 47 , 5 2 9 - 5 3 9 . 

R I G B Y ,  P . W . J . ,  D I E C K M A N N , M q  R HO D E S , D .  a n d  B E R G , P .  1 9 7 7 .  

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

v i t r o  b y  ' n i c k t r a n s l a t i o n w i t h  D N A  p o l y m e r a s e I .  J .  M o l .  

B i o l  . 1 1 3 ,  2 3 7 - 2 5 1 . 

R O B I N S O N , A . J .  a n d  B A L A S S U , T . C .  1 9 8 1 . C o n t a g i o � s  p u s t u l a r 

d e r ma t i t i s < o r f > .  Ve t .  Bu l l .  5 1 , 7 7 1 - 7 8 1 . 

R O B I N S O N ,  A . J . ,  E L L I S ,  G .  a n d  B A L A S S U , T .  1 9 8 2 . T h e  g e n o me o f  

o r f  v i r u s : 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  o f  v i r a l D N A  

i s o l a t e d  f r o m  l e s i o n s  o f  o r f  i n  s h e e p .  A r c h .  V i r a l . 7 1 , 4 3 -

5 5 . 

R O E N I N G ,  G .  a n d  HO L O WC Z A K ,  J . A .  1 9 7 4 .  E v i d e n c e  f o r  t h e  

pr e s e n c e  o f  R N A  i n  the p u r i f i e d v i r i o ns o f v a c c i n i a v i r u s . J .  

V i r a l . 1 4 , 7 0 7 - 7 0 8 .  
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R O S E N K R A N Z , H . S . ,  RO S E , H . M . , M O R G AN , C .  a n d HS U ,  K . C .  1 9 6 6 .  

The e f f e c t  o f  h y d r o x y u r e a  o n  v i r us d e v e l o p me n t .  I I . V a c c i n i a  

v i r u s . V i r o l o gy 2 8 ,  5 1 0 . 

S A L Z M A N , N . P . , S H A T K I N , A . J . a n d  S E B R I N G ,  A .  1 9 6 4 .  T h e  

s y n t h e s i s  o f  D N A - l i k e  R N A  i n  t h e c y t o p l a s m  o f  He L a  c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  v a c c i n i a  v i r u s . J .  M o l .  B i o l .  8 ,  4 0 5 - 4 1 6 . 

S AL Z M AN , N . P .  a n d  S E B R I NG ,  E . D .  1 9 6 7 .  S e q u e n t i a l  f o r ma t i o n  o f  

v a c c i n i a  v i r u s  p r o t e i n s a nd v i r a l  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .  J .  

V i r a l . 1 ,  1 6 - 2 3 . 

S A M B R O O K ,  J .  a n d S HA T K I N ,  A . J .  1 9 6 9 .  P o l y n u c l e o t i d e l i g a s e  

a c t i v i t y i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h s i m i a n  v i r u s  4 0  po l y o ma v i r u s  

a n d  v a c c i n i a  v i r u s .  J .  V i r a l . 4 ,  7 1 9 - 7 2 6 . 

S A R O V .  I .  a n d  J O K L I K ,  W . K .  1 9 7 2 .  S t u d i e s o n  t h e n a t u r e  a n d  

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

V i r o l o g y  5 0 , 5 7 9 - 5 9 2 . 

S A Y H N E Y , A . N .  1 9 6 6 . S t u d i e s o n  t h e  v i r u s  o f  e c t h y m a 

c o n t a g i o s u m .  I V . A c o m p a r a t i v e s t u d y  o f  d i f f e r e n t  s t r a i ns o f  

t h e  v i r u s  i n  t h e  t i s s u e  c u l t u r e .  I z v .  M i c r o b i a l . I n s t . , S o f i a  

1 8 ,  1 8 5 - 1 89 .  

S C H U M P E R L I , D . , M c F A D D E N , G . , W YL E R , R .  a n d  D A L E S , S .  1 9 8 0 . 

L o c a t i o n o f  a n e w  e n d o n u c l e a s e  r e s t r i c t- i o n  s i t e a s s o c i a t e d  

w i t h  a t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e mu ta t i o n .  V i  r o  1 o gy , 1 0 1  , 2 8 1 -

2 8 5 . 

S C H U M P E R L I ,  D . , M E N N A , A . , S C HWE N D I M A N N , F . ,  Y I T T E K ,  R .  a n d  

W Y L E R , R .  1 9 8 0 .  S y m m e t r i a l  a r r a n g e me n t  o f  t h e  h e t e r o l o g o u s  

r e g i o n s  o f  r a b b i t  p o x v i r u s  a n d v a c c i n i a  v i r u s  D N A . J .  Ge n .  

V i r a l . 4 7 , 3 85 - 3 9 8 .  

S C H U M P E R L I ,  D . , P E T E R H A N S , E .  a n d  W Y L E R , R .  1 9 7 8 .  

Pe r me a b i l i t y c ha nges o f  p l a s ma a nd l y s o ma l me m b r a n e s  i n  He L a  

c e l l s  i n f e c t e d  w i t h r a b b i t  p o x v i r u s . A r c h .  V i r a l . 5 8 , 2 0 3 -

2 1 2 .  

S C H W A R TZ , J .  a n d D A L E S , S .  1 9 7 1 . B i o g e n e s i s  o f  p o x v i r u s e s : 

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

t u rne r  v i r u s .  V i r o l o g y  4 5 , 79 7 - 8 0 1 . 

S HA N D , J . H . , G I B S O N , P . , G R E GO R Y ,  D . W . , CO O P E R , R . J . K E I R ,  

H . M . ,  P O S TL E TH W A I T E ,  R .  1 9 7 6 .  M o l l u s c u m  c o n t a g i o s u m  - a 

d e f e c t i v e p o x v i r u s ?  J .  Ge n .  V i r a l . 3 3 , l8 1 - 2 9 5 .  
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S HAR M A ,  R . C .  a n d  A L I ,  R .  1 9 7 6 . T h e  e f f e c t  o f  u l t r a v i o l e t 

i r r a d i a t i o n o n  t y r o s i na s e . R a d i a t i o n Re s .  6 6 , 3 3 - 4 1 . 

S H A R P , D . G .  a n d S M I T H ,  K . O .  1 9 6 0 .  R a p i d  a d s o r p t i o n o f  

v a c c i n i a  v i r us o n  t i s s u e  c u l t u r e  c e l l s  b y  c e n t r i f u ga l  f o r c e .  

P r o c . S o c . E x p .  B i o l . Me d .  1 0 4 ,  1 6 7 - 1 6 9 .  

S HE L D O N , R . , K A T E S , J . , K E L L E Y ,  D . E .  a n d P E R R Y , R . P .  1 9 7 2 .  

P o l y a d e n y l i c  a c i d  s e q u e n c e s  o n  3 '  t e r m i n i  o f  v a c c i n i a  m R N A  

a nd m a mma l i a n n u c l e a r  mRN A .  B i o c he m i s t r y  1 1 ,  3 8 2 9 - 3 8 3 4 .  

S I L V E R , M .  M c F A D D E N , G . , W I L TO N , S .  a n d D A L E S , S .  1 9 7 9 . 

B i o g e n s i s  o f  p o x v i r u s e s : r o l e  o f  t h e  D N A - d e p e n d e n t  R N A  

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

f u nc t i o ns . P r o c . Na t .  A c a d . S c i . U . S . A . 76 , 4 1 22 - 4 1 2 5 . 

S L A B A U G H , M . B . , J O H N S O N , T . L .  a n d M A T T H E \.I S , C . K .  1 9 8 4 . 

V a c c i n i a  

c e l l s . 

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

J .  V i r a l . 5 2 , 5 0 7 - 5 1 4 .  

red uc t a se i n  p r i ma t e  

S M A D E L , J . E .  a n d  H O A GL A N D , C . L .  1 9 4 2 .  E l e me n t a r y  b o d i e s o f  

v a c c i n i a .  Bac t .  Re v s . 6 ,  79 - 1 1 0 . 

S M I T H ,  G . L . ,  M AC K E TT , M .  a n d M O S S , B .  1 9 8 3 . I n f e c t i o u s  

v a c c i n i a  v i r u s  r e a c o mb i n a n t s  t ha t  e x p r e s s  he pa t i t i s  B .  v i r u s  

s ur f a c e  a n t i ge n .  N a t u r e  3 0 2 , 4 9 0 - 4 9 5 . 

S M I TH ,  G . L . a n d  MO S S , B .  1 9 8 3 . I n f e c t i o us p o x v i r us v e c t o r s  

h a v e  t h e  c a p a c i t y f o r a t  l e a s t  2 5 , 0 0 0  b a s e  p a i r s o f  f o r e i g n 

D N A . G e n e  2 5 , 2 1 - 2 8 .  

S M I T H , G . L . ,  M U R P HY , B . R .  a n d M O S S , B .  1 9 8 3 . C o n s t r u c t i o n a n d  

c ha r a c t e r i za t i o n  o f  a n  i n f e c t i o u s  v a c c i n i a  v i r u s  r e c o mb i n a n t  

tha t e x p r e s s e s  t he i n f l u e n z a  hema gg l u t i n i n  g e n e  a n d  i n d u c e s  

r e s i s t a n c e  t o  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n i n  h a ms t e r s . P r o c . 

N a t l . A c a d .  S c i .  U . S . A .  6 0 , 7 1 5 5 - 7 1 5 9 .  

S M I T H ,  K . O .  a n d S HA R P , D . G .  1 9 6 0 . I n t e r a c t i o n o f  v i r u s  w i t h 

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

v a c c i n i a  v i r u s  i n  L c e l l s .  V i r o l o gy .  1 1 ,  5 1 9 - 5 3 2 .  

S P E N C E R , E . , L O R I NG , D . , H U R \.I I T Z , J .  a n d M O N R O Y , G .  1 9 7 8 .  

E n z y ma t i c  c o n v e r s i o n  o f  5 ' - ph o s p ha t e - t e r m i na t e d  RNA t o  5 ' - d i 

a n d  t r i - p h o s p h a t e - t e r m i n a t e d  R N A .  P r o c . N a t l . A c a d .  S c i .  

U . S . A . 7 5 , 4 7 9 3 - 4 7 9 7 .  
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S P E N C E R , E . , S H U M A N , S .  a n d  HU R W I T Z ,  J .  1 9 8 0 .  P u r i f i c a t i o n 

a n d  p r o p e r t i e s o f  v a c c i n i a  v i r u s  D N A - d e p e n d e n t  R N A  

po l y me r a s e .  J .  B i o l .  Che m .  2 5 5 , 5 3 8 8 - 5 3 9 5 . 

S T E R N , W .  a n d D A L E S , S .  1 9 7 4 .  B i o g e n e s i s  o f  v a c c i n i a :  

c o n c e r n i n g t h e  o r i g i n  o f  the e n v e l o pe p ho s p ho l i p i d s .  V i r o l o g y  

6 2 , 9 3 - 3 0 6 . 

S T E R N , W .  a n d  D A L E S ,  S .  1 9 7 6 .  B i o g e n e s i s  o f  v a c c i n i a :  

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

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

f u s i o n .  V i r o l o g y  75 , 2 3 2 - 2 4 1 . 

S T E R N , W . , P O GO , B . G . T .  a n d  D A L E S , S .  1 9 7 7 .  B i o g e n e s i s  o f  

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

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

a s s e mb l y . Proc . Na t . Ac a d . Sc i .  U . S . A .  7 4 , 2 1 6 2 - 2 1 6 6 .  

S T O K E S ,  G . V .  1 9 7 6 . H i g h  v o l t a g e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d y  

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

V i r o l . 1 8 , 6 3 6 - 6 4 3 .  

S T R O O B A N T ,  P . , R I C E ,  A . P . ,  G U L L I C K ,  W . J . ,  CH E N G , D . J . , K E R R , 

I . M a n d  W A T E R F I E L D ,  M . D .  1 9 8 5 . P u r i f i c a t i o n a n d  

c h a r a c t e r i z a t i o n o f  v a c c i n i a  v i r u s  g r o w t h  f a c t o r .  C e l l  4 2 , 

3 8 3 - 3 9 3 . 

S U S S E N B A C H , J . S .  a n d  v a n  d e r  V L I E T ,  P . C .  1 9 7 3 . S t u d i e s o n  

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

o f  h y d r o x y u r e a . V i r o l o gy 54 , 2 9 9 - 3 0 3 . 

S Z Y B A L S K I , W . , E R I K S O N , R . L . , G E N T R Y ,  G . A . , G A F F O R D , L . G .  a n d  

RANDALL , C . C .  1 9 6 3 . U n u s u a l p r o p e r t i e s o f  f o w l p o x  v i r us DNA.  

V i r � l o g y  1 9 , 5 86 - 5 8 9 . 

TA K A HA S H I , S . ,  K A M E Y A M A , S . , K A TO , S .  a n d  K A M A HO R A , J .  1 9 5 9 . 

The i mmuno l o g i c a l  r e l a t i o ns h i p  o f  t h e  p o x v i r u s  gr·o u p .  B i ke n  

J .  2 ,  2 7 - 2 9 .  

TAN , K . B .  a n d  M c AUS L A N , B . R .  1 9 7 2 .  B i n d i n g o f  d e o x y r i b o n u c l e i c  

a c i d - d e pe nd e n t  d e o x y r i b o n u c e i c  a c i d  po l y me r a s e  t o  p o x v i r u s . 

J .  V i ra l . 9 , 7 0 .  

T E C H N I C A L  B U L L E T I N  T B . 8 0 / 3 , A m e r s h a m  I n t e r n a t i o n a l . 

L a b e l l i n g o f  DNA w i t h  3 2 p b y  n i c k  t r a n s l a t i o n .  
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T HO M A S , V . ,  F L O R E S , L .  a n d  HO L O WC Z A K , J . A .  1 9 8 0 .  B i o c h e m i c a l 

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

c o mpos i t i o n o f  m i l k e r ' s node v i r u s .  J .  V i r a l .  3 4 , 2 4 4 - 2 5 5 .  

T H O M P S O N , W . R .  1 9 4 7 .  U s e o f  m o v i n g a v e r a g e s  a n d  

i n t e r p o l a t i o n  to e s t i ma t e med i a n e f f e c t i v e d o s e . Ba c t .  Re v .  

1 1 ,  1 1 5 - 1 4 5 .  

T O B I TA , K . , S U G I U R A , A . , E N O M O T O , C . a n d F U R U Y A M A ,  M .  1 9 7 5 . 

P l a q u e  a s s a y  a n d p r i ma r y  i s o l a t i o n  o f  I n f l u e n z a  A i n  a n  

e s t a b l i s h e d  1 i n e o f  c a n i n e k i d n e y  c e l l s < M O C K ) i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  t r y p s i n . Med . M i c r o b i a l . a n d I mmuno l .  1 6 2 ,  9 - 1 4 .  

TO M P K I N S ,  W . A . F . ,  C R O U C H , N . A . , TE V E T H I A ,  S . S .  a n d R A W L S ,  

W . E . 1 9 7 0 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  s u r f a c e  a n t i g e n  o n  c e l l s  

i n f e c t e d  b y  f i br o ma v i r u s .  J .  I mmu no l . 1 0 5 ,  1 1 8 1 - 1 1 8 9 .  

T O M P K I N S ,  W . A . F . ,  W A L K E R ,  D . L .  a n d  H I N Z E , H . C .  1 9 6 9 .  C e l l u l a r 

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

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

c u l t u r e s  i n f e c t e d  w i t h  f i b r o ma v i r u s . J .  V i r a l .  4 ,  6 0 3 - 6 0 9 . 

T R A K T M A N , P ,  S R I D H A R , P . , C O N D I T , R . C .  a n d  R O B E R T S , B . E .  

1 9 8 4 . T r a n s c r i p t i o n a 1 ma pp i n g o f  t h e  DNA po 1 y me r a s e  ge n e  o f  

v a c c i n i a  v i r u s . J .  V i r a l .  4 9 , 1 2 5 - 1 3 1 . 

T R A Y K O V A  M .  a n d  A R G I R O V A , R . 1 9 8 5 . 

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

V i r a l . 3 0 ,  7 5 - 8 0 .  

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

t e s t i s  c e l l s .  A r c h .  

T S U T S U I ,  K .  1 9 8 3 . R e l e a s e  o f  v a c c i n i a  v i r u s  f r o m  F L  c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  I HD - W  s t r a i n . J .  E l e c t r o n .  M i c r o s c . 3 2 , 1 2 5 -

1 4 0 .  

TUTAS , D . J .  a n d P AO L E TT I , E .  1 9 7 7 .  P u r i f i c a t i o n a n d  c ha r a c t e 

r i z a t i o n o f  c o re - a s s o c i a t e d  po l y n uc l e o t i d e � - t r i p h o s p h a t a s e  

f r o m  v a c c i n i a  v i ru s . J .  B i o l . Chem. 2 5 2 , 3 0 9 2 - 3 0 9 8 �  

T U T A S . D . J . a n d  P A O L E T T I , E .  1 9 7 8 .  S y n t h e s i s  o f  p o l y 

n u c l e o t i de 5 ' - tr i p ho s p h a t a s e  i n  v a c c i n i a  v i r u s - i n f e c t e d  He L a  

c e l l s .  J .  V i r a l .  2 5 , 3 7 - 4 1 . 

T W A R D Z I K ,  D . R . , B R O WN , J . P .  R A N C H A L I S ,  J . E .  T O D A R O , G . J .  a n d  

M O S S , B .  1 9 8 5 .  V a c c i n i a v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  r e l e a s e  a 

no v e l  p o l y p e p t i d e f u n c t i o n a l l y  re l a t e d  t o  t r a n s f o r m i n g a n d  

e p i d e r m a l g r o w t h  f a c t o r .  P r o c . N a t .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  8 2 , 

5 3 0 0 - 5 3 0 4 . 
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U E D A , Y . , I TO ,  M .  a n d T A G A Y A , I .  1 9 6 9 .  A s p e c i f i c  s u r f a c e  

a n t i ge n  i n d u c e d  b y  p o x v i r u s . V i r o l o g y  3 8 ,  1 80 - 1 8 2 . 

V I L L A R E A L , E . C . , R O S E M A N , N . A .  a n d  GR U B Y ,  D . E . 1 9 8 4 . 

I s o l a t i o n o f  v a c c i n i a  v i r u s  n u ta n t s  c a p a b l e  o f  r e p !  i c a t i n g 

i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  ho s t  c e l l n u c l e u s .  J .  V i r a l .  5 1 , 3 5 9 -

3 6 6 . 

V E N K A T E S A N , S . , GE R S HO W I T Z ,  A .  a n d  M O S S , B .  1 9 8 2 .  C o m p l e t e  

nuc l e o t i d e s e q u e n c e s  o f  a d j a c e n t e a r l y  v a c c i n i a v i r us g e n e s  

l o c a t e d  w i t h i n  t h e  i n v e r t e d  t e r m i n a l r e p e t i t i o n .  J .  V i r a l . 

4 4 , 6 3 7 - 6 4 6 . 

V E N K A T E S A N , S .  a n d  M O S S .  B .  1 9 8 1 . I n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n o f  

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

c o r r e s p o n d e n c e o f  I n i t i a t i o n  a n d  C a p s  s i t e s .  J .  V i r a l . 3 7 ,  

7 3 8 - 7 4 7 . 

W E B S T E R , R . G . 1 9 5 8 .  The i m m u n o l o g i c a l  r e l a t i o n s  o f  t h e  

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

g r o u p .  A u s t .  J .  E x p .  B i o l . M e d .  S c i .  3 6 ,  2 6 7 - 2 7 4 . 

WE I NT R A UB , S .  a n d DAL E S , S .  1 9 7 4 .  B i o ge n e s i s  o f  p o x v i r u s e s : a 

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

f u n c t i o n a l c o m p o n e n t s  o f  t h e  p l a s m a m e m b r a n e . V i r o l o g y  6 0 , 

9 6 - 1 2 7 .  

WE ! ,  C . M .  a n d  M O S S , B .  1 9 7 4 . M e t hy l a t i o n  o f  n e w l y s y n t he s i z e d  

v i r a l m e s s e n g e r  R N A  b y  a n  e n z y me i n  v a c c i n i a  v i r u s . P r o c . 

N a t .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 1 , 3 0 1 4 - 3 0 1 8 .  

WE I R ,  J . P . , B A J S Z A R , G .  a n d  M O S S , B .  1 9 8 2 .  M a p p i n g o f  t h e  

v a c c i n i a  v i r us t hy m i d i ne k i n a s e  gene b y  ma r k e r  r e s c u e a nd b y  

c e l l - f r e e  t r a n s l a t i o n o f  s e l e c t e d  m R N A .  P r o c . N a t l . A c a d . 

S c i .  U . S . A .  7 9 , 1 2 1 0 - 1 2 1 4 .  

W E I R ,  J . P .  a n d  M O S.S ,  B .  1 9 8 3 . N u c l e o t i d e s e q u e n c e  o f  t h e  

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

mut a t i o n .  J .  V i r a l . 4 6 , 5 3 0 - 5 3 7 .  

W E I R ,  J . P .  a n d M O S S , B .  1 9 8 4 . R e g u l a t i o n o f  e x p r e s s i o n  a n d 

n u c l e o t i d e s e q u e nc e o f  a l a t e  v a c c i n i a  v i r u s  g e n e . J .  V i r a l . 

5 1 , 6 6 2 - 6 6 9 .  

W E S T W O O D , J . C . N . , H A R R I S ,  W . J . ,  S WA R TO U W ,  H . T . , T I T M U S , D . M .  

a n d  A P P L E Y A R D , G . J . 1 9 6 4 .  S t u d i e s o n  t h e  s t r u c t u r e  o f  

v a c c i n i a  v i r us ! J .  Ge n .  M i c r o b i a l . 3 4 , 67 - 7 8 . 
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W H E E L E R , C . E .  a n d C A W L E Y , E . P .  1 9 5 6 . T h e  m i c r o s c o p i c  

a p pe a r a n c e  o f  e c t h y ma c o n t a g i o s u m  < o r f > i n  s he e p , r a b b i t s a n d  

ma n . Ame r . J .  Pa t h . 3 2 , 5 3 5 - 5 4 5 . 

W H I TE , H . B .  P O WE L L , S . S .  G A F F O R D ,  L . G .  a n d  R A N D A L L ,  C . C .  

1 9 6 8 .  The o c c u r e n c e o f  s q u a l e ne i n  l i p i d  o f  f o w l p o x  v i r u s . J .  

B i o l . Che m .  2 4 3 , 4 5 1 7 - 4 5 2 5 .  

W I K T O R , T . J . ,  M a c F A R L A N , R . I . ,  R E A G A N , K . J . , D I E T Z C HO L D , B . , 

C U R T I S ,  P L J L , W U N N E R ,  W . H . , K I E N Y ,  M . P . ,  L A T H E , R . , L E C O C Q , 

J . P . , M A C K E T T ,  M . , M O S S , B .  a n d  K O P R O W S K I , H .  1 9 8 4 . 

P r o t e c t i o n  f r o m  r a b i e s  b y  a v a c c i n i a  v i r u s  r e c o m b i n a n t  

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

Ac a d .  S e  i .  U . S . A .  8 1 , 7 1 9 4 - 7 1 9 8 .  

W I TT E K ,  R . , B A R B O S A , E . ,  C O O P E R , J . A .  G A R O N , C . F . ,  C H A N , H .  

a n d  M O S S , B .  1 9 8 0 .  I n v e r t e d  t e r m i n a l  r e p i t i t i o n  i n  v a c c i n i a  

v i r u s  DNA e n c o d e s  e a r l y  mRNAs . Na t u r e  2 8 5 ,  2 1 - 2 5 .  

W I T T E K , R . , C O O P E R ,  J . A . , B A R B O S A ,  E .  a n d M O S S , B .  1 9 8 0 .  

E x p r e s s i o n o f  t he v a c c i n i a  v i r u s  g e no me : a na l y s i s  a n d  m a p p i n g 

o f  m R N A ' s e n c o d e d  w i t h i n  t h e  i n v e r t e d  t e r m i n a l r e p i t i t i o n .  

Ce l l  2 1 , 4 8 7 - 4 9 3 .  

W I TT E K ,  R . , H A N GG I , M .  a n d  H I L L E R ,  G .  1 9 8 4 . M a p p i n g o f  t h e  

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

v a c c i n i a  v i r u s  ge n o me . J .  V i r a l . 4 9 ,  3 7 1 - 3 78 . 
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