
A B S T R A C T

R a p i d l y r e p l i c a t i n g , c y t o p a t h i c { r r / c p e
' ^ ) v a r i a n t s o f

h e p a t i t i s A v i r u s ( H A V ) i s o l a t e d f r o m p e r s i s t e n t l y i n f e c t e d

B S - C - 1 c e l l s h a v e n u m e r o u s m u t a t i o n s f r o m t h e s e q u e n c e o f

t h e c e l l c u l t u r e
-
a d a p t e d H M 1 7 5 s t r a i n HA V t h a t s e r v e d t o

i n i t i a t e t h e p e r s i s t e n t i n f e c t i o n ( L e m o n e t a l .
,

J . V i r o l .

6 5 : 2 0 5 6 - 2 0 6 5
,

1 9 9 1 ) . T o d e t e r m i n e w h i c h o f t h e m u t a t i o n s i n

o n e s u c h r r / c p e ^ v i r u s
,

H M 1 7 5 / 1 8 f , a r e r e s p o n s i b l e f o r

e n h a n c e d r e p l i c a t i o n i n B S - C - 1 c e l l s
,

a s e r i e s o f c h i m e r i c

v i r u s c D NA s w a s c o n s t r u c t e d i n w h i c h H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s g e n o m i c

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

c D N A o f a r e l a t e d r r / c p e
'

v i r u s , H A V / 7 (H M 1 7 5 / P 3 5 ) . T h e

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

c D N A s w a s a s s e s s e d i n B S - C - 1 c e l l s b y t h e s i z e o f

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

v i r u s e s c o n t a i n i n g t h e m u t a t e d P 2 r e g i o n o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s

p r o d u c e d r e p l i c a t i o n f o c i t h a t w e r e l a r g e r t h a n H A V / 7 v i r u s ,

b u t n o t a s l a r g e a s HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s . T h i s e n h a n c e m e n t i n

r e p l i c a t i o n r e q u i r e d m u t a t i o n s i n b o t h t h e 2 B a n d 2 C p r o t e i n

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

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

r e p l i c a t i o n . M u t a t i o n s i n t h e 5 '
n o n t r a n s l a t e d R N A ( 5

' N T R )

a n d P 3 p r o t e i n s h a d n o i n d e p e n d e n t e f f e c t o n v i r a l

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

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

a c t e d c o o p e r a t i v e l y w i t h m u t a t i o n s i n P 2 p r o t e i n s t o e n h a n c e

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

a s s o c i a t e d w i t h H A V r e p l i c a t i o n a r e t h u s c o r r e l a t e d w i t h

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

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

r r / c p e
' ^

p h e n o t y p e r e q u i r e d m u t a t i o n s w i t h i n t h e 5 '
N T R , P 2

a n d P 3 s e g m e n t s o f t h e HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s g e n o m e . T h e s e

r e s u l t s s u g g e s t n o v e l i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e 5 ' N T R a n d P 2

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

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

m o l e c u l a r s t u d i e s o f H A V .
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I N T R O DU C T I ON

H e p a t i t i s A , o n e o f t h e o l d e s t d i s e a s e s k n o w n t o h u m a n
,

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

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

h e p a t i t i s ,
w i t h a b o u t 2 2 , 0 0 0 c a s e s p e r y e a r

,
r e p o r t e d t o

p u b l i c h e a l t h a u t h o r i t i e s w i t h i n t h e U n i t e d S t a t e s ( L e m o n

a n d S h a p i r o , 1 9 9 4 ) . T h e a n n u a l t r e a t m e n t c o s t s i n t h e U SA

a r e e s t i m a t e d t o b e m o r e t h a n U S $ 2 0 0 m i l l i o n ( H a d l e r , 1 9 9 1 ) .

H e p a t i t i s A v i r u s (H A V ) , t h e e t i o l o g i c a g e n t f o r

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

m i c r o s c o p y ( l E M ) b y F e i n s t o n e e t a l . i n 1 9 7 3 . A l t h o u g h

e a r l y c l a s s i f i e d a s e n t e r o v i r u s t y p e 7 2
,

H A V i s n o w

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

o f P i c o r n a v i d a e d u e t o i t s u n i q u e f e a t u r e s ( F r a n c k i e t a l .

1 9 9 1 ) . H A V i s a n o n e n v e l o p e d a n d i c o s a h e d r a l s h a p e d

p a r t i c l e w i t h a d i a m e t e r o f 2 7 n m . T h e p a r t i c l e h a s a

s e d i m e n t a t i o n c o n s t a n t o f 1 5 5 S a n d a b u o y a n t d e n s i t y o f

1 . 3 3 g / c rn - ^ i n C s C l . T h e H A V p a r t i c l e c o n t a i n s 6 0 c o p i e s o f

t h r e e m a j o r c a p s i d p r o t e i n s , V P l ,
V P 2 , a n d V P S (C o u l e p i s e t

a l . 1 9 7 8 ) a n d m a y b e a s m a l l f o u r t h c a p s i d p r o t e i n V P 4 . H A V

c o n t a i n s a p o s i t i v e - s e n s e R N A g e n o m e o f - 7 5 0 0 n u c l e o t i d e s ,

w i t h a s m a l l p r o t e i n (V P g ) l i n k e d a t t h e 5 ' - e n d a n d a

p o l y a d e n y l a t e d t r a c t p r e s e n t a t 3 ' - e n d . T h e 5 '

n o n t r a n s l a t e d r e g i o n ( 5 ' N T R ) h a s 7 3 5 n u c l e o t i d e s a n d

c o n t a i n s 1 0 t o 1 2 A U G t r i p l e t s p r i o r t o t h e i n i t i a t i o n c o d o n

w h i c h b e g i n s a s i n g l e l a r g e o p e n r e a d i n g f r a m e ( O R E )
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( N a j a r i a n e t a l . 1 9 8 5 ) . H A V 5 '
N T R c o n t a i n s a h i g h l y o r d e r e d

s e c o n d a r y s t r u c t u r e (B r o w n e t a l . 1 9 9 1 ) a n d a n i n t e r n a l

r i b o s o m e e n t r y s i t e ( B r o w n e t a l . 1 9 9 4 ) .

A l t h o u g h s e v e r a l h i g h e r p r i m a t e s p e c i e s s u c h a s

C h i mp a n z e e , O l d a n d N e w W o r l d m o n k e y s
,

a n d M a r m o s e t s a r e

s u s c e p t i b l e t o h u m a n H A V
, h u m a n s s e e m t o b e t h e o n l y n a t u r a l

h o s t r e p l i c a t e s i n h e p a t o c y t e h u m a n H A V ( B a l a y a n
,

1 9 9 2 ) .

T h e r e i s n o e v i d e n c e o f a n t i g e n i c v a r i a b i l i t y a m o n g H A V

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

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

g e n o t y p e s o f H A V ( L e m o n e t a l . 1 9 8 7 ) . T h e t r a n s m i s s i o n o f

H A V i s a l m o s t a l w a y s b y t h e f e c a l - o r a l r o u t e , s u c h a s f e c a l

c o n t a m i n a t i o n o f w a t e r o r f o o d s o u r c e s ( D e i n h a r d t ,
1 9 9 2 ) .

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

a p p r o x i m a t e l y 2 8 d a y s , w i t h a r a n g e o f 1 5 - 4 5 d a y s . O n c e t h e

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

r e l e a s e d i n t o t h e b l o o d s t r e a m . M e a n w h i l e
,

t h e v i r u s i s s h e d

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

F e i n s t o n e , 1 9 8 8 ) . T h e o n s e t o f i l l n e s s i s o f t e n a b r u p t .

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

f e v e r , n a u s e a a n d v o m i t i n g ( K o f f , 1 9 9 2 ) . S i n c e n o s p e c i f i c

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

e f f e c t i v e a p p r o a c h a g a i n s t t h i s d i s e a s e . H o w e v e r , H A V i s

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

c o n d i t i o n
.

L i k e o t h e r p i c o r n a v i r u s e s , HA V i s r e s i s t a n t t o

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

,
t h e
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v i r u s i s e x t r e m e l y t h e r m o s t a b l e . T h i s p r o p e r t y m a y b e a

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

T h e f i r s t r e p o r t o f s u c c e s s f u l p r o p a g a t i o n o f H A V i n

c e l l c u l t u r e w a s b y P r o v o s t a n d H i l l e m a n ( 1 9 7 9 ) . T h e

r e p l i c a t i o n c y c l e o f H A V i s n o t c l e a r y e t
, b u t i t i s t h o u g h t

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

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

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

w i t h s e r i a l p a s s a g e t h e

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

c u l t u r e ( P r o v o s t a n d H i l l e m a n
,

1 9 7 9 ; B i n n e t a l . 1 9 8 4 ;

J a n s e n e t a i . 1 9 8 8 ; C o h e n e t a l . 1 9 8 7 a ) . C e l l c u l t u r e -

a d a p t e d v a r i a n t s o f H A V h a v e a l o w e r p a r t i c l e - t o
- i n f e c t i v i t y

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

a f t e r 1 4 d a y s g r o w t h i n r a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y s
, b u t

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

i n f e c t i o n s ( J a n s e n e t a l . 1 9 8 8 ) . U n d e r o n e - s t e p g r o w t h

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

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

y i e l d s .
B e c a u s e c e l l - c u l t u r e a d a p t e d v a r i a n t s o f H A V a r e

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

a c u t e h e p a t o c e l l u l a r i n j u r y i n s u s c e p t i b l e p r i m a t e s ( P r o v o s t

e t a l . 1 9 8 2 ; K a r r o n e t a l . 1 9 8 8 ; T a y l o r e t a l . 1 9 9 3 ) ,
a n

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

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

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

i s o l a t e d c e l l c u l t u r e - a d a p t e d v a r i a n t s o f t h e HM 1 7 5 s t r a i n

o f H A V h a v e b e e n c o m p l e t e l y s e q u e n c e d a n d c o mp a r e d w i t h t h e

s e q u e n c e o f w i l d - t y p e ( 3 r d m a r m o s e t p a s s a g e ) v i r u s . F r o m

t h e w i l d - t y p e s e q u e n c e ( C o h e n e t a l . 1 9 8 7 c ) ,
t h e s e i s o l a t e s

h a v e b e e n s h o w n t o c o n t a i n a t o t a l o f 1 9 m u t a t i o n s

( HM 1 7 5 / P 1 6 , a n i s o l a t e s t u d i e d a t t h e 1 6 t h c e l l c u l t u r e

p a s s a g e l e v e l ) ( J a n s e n e t a l . 1 9 8 8 ) , 2 5 m u t a t i o n s

( HM 1 7 5 / P 3 5 ) ( C o h e n e t a l . 1 9 8 7 a ) , o r 4 2 m u t a t i o n s

( HM 1 7 5 / P 5 9 ) ( R o s s e t a l . 1 9 8 9 ) . E a c h o f t h e s e t h r e e

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

n o n t r a n s l a t e d r e g i o n ( 5
'
N T R ) a n d i n t h e P 2 a n d P 3 r e g i o n s o f

t h e g e n o m e . E x p e r i m e n t s w i t h c h i m e r i c i n f e c t i o u s c D N A

c l o n e s i n d i c a t e t h a t m u t a t i o n s i n b o t h t h e 5 '
N T R a n d P 2

r e g i o n ( 2 B a n d 2 C p r o t e i n s ) c o n t r i b u t e t o t h e a b i l i t y o f t h e

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

l i n e a g e (D a y e t a l . 1 9 9 2 ; E m e r s o n e t a l . 1 9 9 3 ) . F i g u r e 1

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

h e p a t i t i s A v i r u s .

A n d e r s o n ( 1 9 8 7 ) a n d C r o m e a n s ( 1 9 8 7 ; 1 9 8 9 ) d e m o n s t r a t e d

a u n i q u e r e p l i c a t i o n p h e n o t y p e f o r HM 1 7 5 v a r i a n t s t h a t w e r e

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

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

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

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

r e p l i c a t i o n d e m o n s t r a b l e i n r a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y s c a r r i e d
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o u t o n l y 6 - 7 d a y s a f t e r i n f e c t i o n o f c e l l c u l t u r e s
,

a n d

i n t e r v a l s o f l e s s t h a n 2 4 h r s t o m a x i m a l v i r u s y i e l d s u n d e r

o n e - s t e p g r o w t h c o n d i t i o n s ( C r o m e a n s e t a l . 1 9 8 9 ; L e m o n e t

a l .
1 9 9 1 ) . I n a d d i t i o n , t h e s e H M 1 7 5 v a r i a n t s f o r m v i s i b l e

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

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

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

c h a r a c t e r i z e d t h e s e v i r u s e s a s r r / c p e
^ ( p o s i t i v e f o r r a p i d

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

t h e n e a r l y c o m p l e t e n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f 3 c l o n a l l y

d i s t i n c t r r / c p e
^ H M 1 7 5 v a r i a n t s r e c o v e r e d f r o m a s i n g l e

p e r s i s t e n t l y i n f e c t e d c e l l c u l t u r e ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) . W e

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

c l o n e s c o n t a i n 3 1 t o 4 2 mu t a t i o n s f r o m t h a t o f HM 1 7 5 / P 1 6

( J a n s e n e t a l , 1 9 8 8 ) , a v i r u s w h i c h i s c l o s e l y r e l a t e d b y

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

o r i g i n a l p e r s i s t e n t i n f e c t i o n ( F i g . 2 ) . Wh i l e t h e P I

( c a p s i d p r o t e i n
-
c o d i n g ) s e g m e n t s ( R u e c k e r t a n d W i m m e r

,
1 9 8 4 )

o f t h e g e n o m e s o f t h e s e 3 c l o n a l r r / c p e
^ i s o l a t e s c o n t a i n

d i s t i n c t l y d i f f e r e n t m u t a t i o n s , s e g m e n t s w i t h i n t h e 5 '

n o n t r a n s l a t e d R N A ( 5 ' N T R ) , P 2 , P 3 a n d 3 ' N T R r e g i o n s o f e a c h

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

m u t a t i o n s
,

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

r e g i o n w h i c h a r e s i l e n t ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) . T h e s e f i n d i n g s

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

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

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

o f t h e v i r a l RN A i n p e r s i s t e n t l y i n f e c t e d B S - C - 1 c e l l s .

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

i n f e c t i o u s c h i m e r i c v i r u s c D NA s c o n t a i n i n g s e g m e n t s o f a n

r r / c p e
' ^

v a r i a n t ( HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ) ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) w i t h i n

t h e b a c k g r o u n d o f a c e l l c u l t u r e - a d a p t e d b u t r r / c p e
~

H M 1 7 5

v a r i a n t ( H A V / 7 , r e p r e s e n t i n g t h e s e q u e n c e o f HM 1 7 5 / P 3 5

v i r u s ) ( C o h e n e t a l . 1 9 8 7 b ) ( F i g . 2 ) . T h e s e e x p e r i m e n t s

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

d e t e r m i n i n g t h e r r / c p e
' ^

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

c o n s t r u c t i o n o f s e v e r a l n e w i n f e c t i o u s c D NA c l o n e s w h i c h

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

g r o w t h i n c e l l c u l t u r e .
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M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

V i r u s e s

H A V / 7 ( H M 1 7 5 / P 3 5 ) v i r u s i s a c e l l - c u l t u r e a d a p t e d ,

r r / c p e
~

v a r i a n t o f t h e H M 1 7 5 s t r a i n o f HA V w h i c h w a s r e s c u e d

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

i n f e c t i o u s c l o n e p G 3 / 7 ( C o h e n e t a l
.

1 9 8 7 b ; D a y e t a l . 1 9 9 2 )

( s e e b e l o w ) . H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s (
"

c l o n e B
"

) i s a r r / c p e
^

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

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

i n f e c t e d c e l l c u l t u r e ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) . T h e s e v i r u s e s

r e p r e s e n t i n d e p e n d e n t i s o l a t e s o f t h e H M 1 7 5 s t r a i n o f H A V

( F i g . 2 ) . T h e g e n o m e o f t h e HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s c o n t a i n s a

t o t a l o f 3 1 m u t a t i o n s f r o m t h a t o f HM 1 7 5 / P 1 6
,

w h i c h i s

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

i n f e c t i o n f r o m w h i c h HM 1 7 5 / 1 8 f w a s d e r i v e d ( J a n s e n e t a l .

1 9 8 8 ; L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) ( F i g . 2 , T a b l e 1 ) . H M 1 7 5 / 1 8 f h a s

4 4 m u t a t i o n s f r o m t h e w i l d - t y p e ( 3 r d m a r m o s e t p a s s a g e ) H M 1 7 5

v i r u s a n d 4 6 m u t a t i o n s f r o m t h e s e q u e n c e o f H A V / 7 v i r u s

(T a b l e 1 ) (C o h e n e t a i . 1 9 8 7 a ; C o h e n e t a l .
1 9 8 7 c ; L e m o n e t

a l . 1 9 9 1 ) .

C e l l s

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

c u l t u r e d A f r i c a n g r e e n m o n k e y k i d n e y (B S - C - 1 ) c e l l s ( p a s s a g e

9 0 - 1 1 0 ) , a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( B i n n e t a l . 1 9 8 4 ) . R N A

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

l i n e ( F R h K - 4 ) .
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C h i m e r i c i n f e c t i o u s c D N A c o n s t r u c t s

c D N A s e g m e n t s r e p r e s e n t i n g t h e 5 ' N T R , P 2 , P 3 a n d 3 ' N T R

r e g i o n s o f t h e HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s g e n o m e w e r e a m p l i f i e d f r o m

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

p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( R T / P C R ) . T h e o l i g o n u c l e o t i d e

p r i m e r s u s e d i n t h e s e r e a c t i o n s a r e s h o w n i n T a b l e 2 a . E a c h

c o n t a i n e d a u n i q u e r e s t r i c t i o n s i t e n e a r t h e 5 ' t e r m i n u s

w h i c h f a c i l i t a t e d t h e i n s e r t i o n o f t h e a mp l i f i e d c DN A

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

e x t r e m e 5 ' t e r m i n u s ( n t s 1 - 2 9 ) o f t h e HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s i s n o t

k n o w n ( L e m o n a t a l . 1 9 9 1 ) , t h e s e q u e n c e o f t h e 5 '

N T R

u p s t r e a m p r i m e r w a s b a s e d o n t h a t o f t h e r e l a t e d HM 1 7 5 / P 1 6

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

r e g i o n ) ( J a n s e n e t a l . 1 9 8 8 ) . T h e 5 ' N T R c D N A s e gm e n t w a s

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

v e c t o r p G EM 3 ( P r o m e g a ) t o y i e l d t h e p l a s m i d p S ' P C R ,

S i m i l a r l y ,
t h e P 2 H M 1 7 5 / 1 8 f c DN A s e g m e n t w a s r e s t r i c t e d a t

S a d a n d £ c o R I s i t e s a n d i n s e r t e d i n t o p G E M 3 z f ( - ) (P r o m e g a )

t o y i e l d t h e p l a s m i d p P 2 P C R . T h e 3 ' N T R H M 1 7 5 / 1 8 f c D NA

s e g m e n t w a s r e s t r i c t e d a t E c o R l a n d S a i l s i t e s a n d i n s e r t e d

i n t o t h e v e c t o r M 1 3 m p l 8 t o y i e l d t h e p l a s m i d p M F - 1 .

p G 3 / 7 c o n t a i n s t h e H A V s e q u e n c e o f p H A V / 7 i n t h e v e c t o r

p G E M 3 ( C o h e n e t a i .
1 9 8 7 b ; D a y e t a i . 1 9 9 2 ) . T h i s p l a s m i d

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

i n t h e mu l t i p l e c l o n i n g s i t e o f t h e p G EM 3 v e c t o r s e q u e n c e
,

y i e l d i n g t h e p l a s m i d p G 3 / 7 d . U s i n g u n i q u e r e s t r i c t i o n s i t e s

w i t h i n p G 3 / 7 o r p G 3 / 7 d , a s e r i e s o f c h i m e r i c p l a s m i d s w a s
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1 1

c o n s t r u c t e d i n w h i c h c DN A r e p r e s e n t i n g t h e 5 ' N T R
,

P 2
, a n d

3 '
N T R s e g m e n t s o f t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s g e n o m e ( f r o m p S '

P C R
,

p P 2 P C R a n d p M F - 1 ) r e p l a c e d t h e c o r r e s p o n d i n g s e g m e n t i n t h e

f u l l - l e n g t h i n f e c t i o u s c l o n e , a s s h o w n F i g . 3 . T h e 5 ' N T R

s e g m e n t c o n t a i n e d t h e s e q u e n c e f r o m n t 0 ( H i n d l l l ) t o 7 4 4

(X j b a l ) p o s i t i o n s i n t h e H M 1 7 5 v i r u s ( f o r c o n s i s t e n c y ,
a l l

m a p p o s i t i o n s a r e t h o s e o f t h e w i l d - t y p e v i r u s ) ( C o h e n e t

a l . 1 9 8 7 c ) / t h e P 2 s e g m e n t c o n t a i n e d s e q u e n c e f r o m n t 2 9 9 3

( 5 a c l ) t o 4 9 7 7 ( E c o R l ) ,
a n d t h e 3 '

N T R c o n t a i n e d t h e s e q u e n c e

f r o m n t 7 0 0 3 ( X h o l ) t o t h e e n d o f t h e p o l y (A ) t r a c t { H a e l l

o r Sp h l ) . p G 3 / 7 - 5 '
. I S f d w a s c o n s t r u c t e d b y d i g e s t i n g p S ' P C R

a n d p G 3 / 7 d w i t h X j b a l a n d S a d a n d l i g a t i n g t h e s m a l l

f r a g m e n t o f p G 3 / 7 d a n d t h e l a r g e f r a g m e n t o f p S ' P C R . T h e

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

l a r g e f r a g m e n t l i g a t e d w i t h t h e l a r g e A a t l l / S a d f r a gm e n t o f

p G 3 / 7 d . p G 3 / 7 - P 2 . 1 8 f d c o n t a i n s t h e s m a l l S a c I / £ c o R I

f r a g m e n t o f p P 2 PC R i n s e r t e d i n p G 3 / 7 d . p G 3 / 7 - 3 '
. 1 8 f w a s

c o n s t r u c t e d b y P CR a mp l i f i c a t i o n o f t h e H A V s e q u e n c e b e t w e e n

t h e X h o l s i t e a n d t h e 3 '
e n d o f t h e g e n o m e p r e s e n t i n p M F - 1 ,

a n d i n s e r t i o n o f t h i s s e q u e n c e i n t o X h o l / Sp h l s i t e s o f

p G 3 / 7 . T h i s c l o n e c o n t a i n s a 3 '

p o l y ( A ) t r a c t w h i c h i s 2 0

n t s i n l e n g t h . F o l l o w i n g d i g e s t i o n w i t h S p h l
,

t h i s a n d

o t h e r c DN A c l o n e s c o n t a i n i n g t h e 3 '
e n d o f HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s

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

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

c o n s t r u c t s , p G 3 / 7 - 5 ' P 2
.
1 8 f d a n d p G 3 / 7 - 5 ' P 2 - 3 '

. 1 8 f ( F i g . 3 )

w e r e c o n s t r u c t e d i n a s i m i l a r m a n n e r .
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C h i m e r i c p l a s m i d s c o n t a i n i n g c D NA r e p r e s e n t i n g t h e P 3

r e g i o n o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s w e r e c o n s t r u c t e d a s f o l l o w s . T h e

R T / P CR a mp l i f i e d H M 1 7 5 / 1 8 f P 3 c D N A s e g m e n t w a s d i g e s t e d w i t h

E c o R l a n d X h o l , t h e n i n s e r t e d d i r e c t l y i n t o t h e P 3 r e g i o n o f

p G 3 / 7 - 5 '
P 2 - 3 '

. 1 8 f t o y i e l d *
p G 3 / 7 - 5 ' P 2 P 3 - 3 '

. 1 8 f . S u b s e q u e n t

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

t w o u n a n t i c i p a t e d m u t a t i o n s i n t h e P 3 r e g i o n ( C - 5 0 9 0 t o T ,

a n d C - 6 9 5 8 t o T ) . T h e s e w e r e c o r r e c t e d b y P C R s i t e
- d i r e c t e d

m u t a g e n e s i s f o l l o w i n g d i g e s t i o n o f *
p G 3 / 7 - 5 ' P 2 P 3 - 3 '

. 1 8 f b y

E c o R l a n d Sp h l a n d i n s e r t i o n o f t h e s m a l l f r a g m e n t i n t o

p G EM 3 t o y i e l d t h e p l a s m i d *
p P 3 - 3 ' H A V . T h e c o r r e c t e d

p r o d u c t , p P 3 - 3 ' H A V , w a s s h o w n t o c o n t a i n t h e p r e v i o u s l y

d e t e r m i n e d P 3 s e q u e n c e o f t h e HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ( L e m o n e t a l .

1 9 9 1 ) . T h e f u l l - l e n g t h c h i m e r i c p l a s m i d s p G 3 / 7 - P 3 . 1 8 f d /

p G 3 / 7 - 5 ' P 3 - 3 '
. I S f d , p G 3 / 7 - P 2 P 3 . 1 8 f d , p G 3 / 7 - 5 ' P 2 P 3 . 1 8 f d a n d

p G 3 / 7 - 5 ' P 2 P 3 - 3 '
. 1 8 f ( F i g . 3 ) w e r e c o n s t r u c t e d i n a f a s h i o n

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

E c o R l / X h o l o r E c o R l / S p h l f r a g m e n t s o f p P 3 - 3 ' H A V i n t o

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

A d d i t i o n a l P 2 r e g i o n c h i m e r a s c o n t a i n e d o n l y t h e ^ A B o r

2 C p r o t e i n c o d i n g r e g i o n s o f t h e H M 1 7 5 / I 8 f v i r u s . c D N A

s e g m e n t s r e p r e s e n t i n g t h e 2 A B a n d 2 C r e g i o n s w e r e P C R

a mp l i f i e d f r o m t h e D NA o f p G 3 / 7
- P 2 . 1 8 f d . T h e

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

T a b l e 2 b . B e c a u s e n o s u i t a b l e r e s t r i c t i o n s i t e s e x i s t

b e t w e e n t h e 2 A B a n d 2 C c o d i n g r e g i o n s o f H A V , p r i m e r s S L A -

3 9 9 8 X a n d S L A + 4 0 1 2 X w e r e d e s i g n e d t o p l a c e a u n i q u e E c o RV
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r e s t r i c t i o n s i t e b e t w e e n t h e 2 A B a n d 2 C c o d i n g r e g i o n s b y

c r e a t i o n o f a s i n g l e s i l e n t m u t a t i o n a t p o s i t i o n 4 0 2 2 ( T t o

C ) . T h e a m p l i f i e d 2 A B c D N A s e g m e n t w a s r e s t r i c t e d a t S a d

a n d E c o R I s i t e s a n d i n s e r t e d i n t o t h e v e c t o r p G EM 3 z f ( - ) t o

y i e l d t h e p l a s m i d p 2 A B . 1 8 f m . T h e 2 C H M 1 7 5 / 1 8 f c D N A s e g m e n t

w a s r e s t r i c t e d a t E c o R I a n d B a mH I s i t e s a n d i n s e r t e d i n t o

t h e v e c t o r p G E M 3 z f ( - ) t o y i e l d t h e p l a s m i d p 2 C 1 8 f m . T h e

p l a s m i d p P 2 . 1 8 f m w a s s u b s e q u e n t l y c r e a t e d b y l i g a t i o n o f t h e

l a r g e E c d R l / E c o R V f r a g m e n t o f p 2 A B . 1 8 f m a n d t h e s m a l l

E c o R l / E c o R V f r a g m e n t o f p 2 C . 1 8 f m . T h e f u l l - l e n g t h c o n s t r u c t

p G 3 / 7 - P 2
.
1 8 f d m w a s c o n s t r u c t e d b y r e p l a c i n g t h e P 2 r e g i o n o f

p G 3 / 7 - P 2 . 1 8 f d w i t h t h e P 2 r e g i o n o f t h e p l a s m i d p P 2 . 1 8 f m .

T h u s , t h e s e q u e n c e o f p G 3 / 7 - P 2 . 1 8 f d m i s i d e n t i c a l t o p G 3 / 7 -

P 2 .
1 8 f d e x c e p t f o r t h e s i l e n t m u t a t i o n c r e a t e d f o r t h e E c o R V

s i t e a t p o s i t i o n 4 0 2 2 a n d a s e c o n d s i l e n t m u t a t i o n o c c u r r i n g

a d v e n t i t i o u s l y a t p o s i t i o n 3 8 9 9 ( T t o C ) . p G 3 / 7 d m , w h i c h

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

b a c k g r o u n d o f t h e f u l l - l e n g t h H A V / 7 v i r u s s e q u e n c e , w a s

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

a mp l i f i e d H A V / 7 2 A B a n d 2 C c D N A s e g m e n t s i n t o p G 3 / 7 d .

F i n a l l y , p G 3 / 7 - 2 A B . 1 8 f d a n d p G 3 / 7 - 2 C . 1 8 f d w e r e c o n s t r u c t e d

b y r e p l a c i n g t h e 2 A B ( 2 9 9 3 t o 4 0 1 9 ) o r 2 C ( 4 0 2 0 t o 4 9 7 7 )

r e g i o n s o f p G 3 / 7 d m w i t h t h e 2 A B o r 2 C o f HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ,

o b t a i n e d f r o m p G 3 / 7 - P 2 . 1 8 f dm f o l l o w i n g d i g e s t i o n w i t h

S a c l / E c o R V o r E c o R V / E c o R l . p G 3 / 7 - 2 A B C . I S f d m ,
w h i c h c o n t a i n s

t h e e n t i r e P 2 r e g i o n o f H M 1 7 5 / 1 8 f , w a s r e c o n s t r u c t e d f r o m

t h e s e t w o p l a s m i d s a s d e s c r i b e d i n R e s u l t s .
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A l l P C R - a m p l i f i e d c D N A s e g m e n t s w e r e s e q u e n c e d a s D N A

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

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

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

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

R N A t r a n s c r i p t i o n a n d t r a n s f e c t i o n r e a c t i o n s

R N A t r a n s c r i p t i o n a n d l i p o s o m e - m e d i a t e d t r a n s f e c t i o n o f

F R h K - 4 c e l l s w a s c a r r i e d o u t a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y

( S h a f f e r e t a l . 1 9 9 4 ) . B r i e f l y , p l a s m i d D NA w a s d i g e s t e d

w i t h S p h l (p l a s m i d s c o n t a i n i n g t h e HM 1 7 5 / 1 8 f 3 ' N T R s e g m e n t )

o r H a e l l ( p l a s m i d s c o n t a i n i n g t h e H M 1 7 5 / p 3 5 3 ' N T R s e g m e n t ) .

S P 6 R N A p o l y m e r a s e ( P r o m e g a ) t r a n s c r i p t i o n r e a c t i o n s w e r e

c a r r i e d o u t i n a 2 0 |i l v o l u m e , w i t h 1 . 5 |x g o f d i g e s t e d D N A

a n d 1 . 2 5 m M r i b o n u c l e o s i d e t r i p h o s p h a t e s , f o r 9 0 m i n a t 3 7
°

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

b y e l e c t r o p h o r e s i s o f s a mp l e p r o d u c t i n 0 . 1 % s o d i u m d o d e c y l

s u l f a t e ( S D S ) a g a r o s e g e l s .
T h e p r o d u c t s o f t r a n s c r i p t i o n

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

a p p r o x i m a t e l y t h e s a m e q u a n t i t y o f f u l l - l e n g t h 7 . 5 k b R N A .

T r a n s f e c t i o n s w e r e c a r r i e d o u t i n 6 0 m m d i a m e t e r c e l l

c u l t u r e d i s h e s c o n t a i n i n g F Rh K - 4 c e l l m o n o l a y e r s w h i c h w e r e

a p p r o x i m a t e l y 8 0 % c o n f l u e n t . C e l l s w e r e w a s h e d t w i c e a n d

f e d w i t h 3 m l o f s e r u m - f r e e m e d i u m . T h e t r a n s c r i p t i o n

r e a c t i o n m i x t u r e w a s a d d e d t o 3 0 |a l o f L i p o f e c t i n ( B e t h e s d a

R e s e a r c h L a b o r a t o r i e s ) , d i l u t e d t o 1 0 0 n l a c c o r d i n g t o t h e

m a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s

,
a n d a d d e d s l o w l y t o t h e c e l l s .
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A f t e r o v e r n i g h t i n c u b a t i o n , c u l t u r e s w e r e f e d w i t h 3 m l

m e d i u m c o n t a i n i n g 2 0 % f e t a l b o v i n e s e r u m , a n d i n c u b a t e d f o r

a n o t h e r 2 4 h 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 d i u m

c o n t a i n i n g 2 % f e t a l b o v i n e s e r u m a n d p l a c e d a t 3 5 . 5
°

C f o r

1 2 d a y s .

V i r u s s t o c k s w e r e h a r v e s t e d 1 4 d a y s a f t e r t r a n s f e c t i o n

b y m e c h a n i c a l l y r e m o v i n g c e l l s i n t o 3 m l m e d i u m . T h e c e l l

s u s p e n s i o n w a s s u b j e c t e d t o 3 f r e e z e
- t h a w c y c l e s , a b r i e f

s o n i c a t i o n
,

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

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

o f v i r u s w e r e s t o r e d a t - 7 0 ° C .

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

T h e e f f i c i e n c y o f v i r u s r e p l i c a t i o n i n B S - C - 1 c e l l s w a s

a s s e s s e d b y r a d i o i mm u n o f o c u s a s s a y c a r r i e d o u t i n B S - C - 1

c e l l s ( L e m o n e t a l . 1 9 8 3 ) . B r i e f l y ,
v i r u s s t o c k s w e r e

i n o c u l a t e d o n t o 6 0 m m d i a m e t e r c e l l c u l t u r e d i s h e s

c o n t a i n i n g n e a r l y c o n f l u e n t c e l l m o n o l a y e r s .
A f t e r 2 h o f

v i r a l a d s o r p t i o n , c e l l s w e r e o v e r l a i d w i t h 5 m l m e d i u m

c o n t a i n i n g 0 . 5 % a g a r o s e a n d p l a c e d i n a 5 % C O 2 e n v i r o n m e n t

a t 3 5 . 5
°

C f o r 1 t o 2 w e e k s ( d e p e n d i n g o n v i r a l g r o w t h

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

w e r e f i x e d w i t h 8 0 % a c e t o n e a n d s t a i n e d w i t h r a d i o i o d i n a t e d

h i om a n p o l y c l o n a l a n t i - H A V I g G . F o c i o f v i r a l r e p l i c a t i o n

w e r e v i s u a l i z e d b y a u t o r a d i o g r a p h y .
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H AV p l a q u e a s s a y

T h e c y t o p a t h i c e f f e c t ( C P E ) o f s e l e c t e d c h i m e r i c

v i r u s e s w a s d e m o n s t r a t e d b y c o n v e n t i o n a l p l a q u e a s s a y ( L e m o n

e t a l .
1 9 9 1 ) . T h e c o n d i t i o n s o f i n f e c t i o n w e r e t h e s a m e a s

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

o v e r l a y c o n t a i n e d 2 5 m M M g C l 2 . F o l l o w i n g i n c u b a t i o n a t 3 5 . 5

° C f o r 6 - 8 d a y s
,

a s e c o n d 0 . 5 % a g a r o s e o v e r l a y c o n t a i n i n g 2 5

m M M g C l 2 a n d 0 . 0 1 3 % n e u t r a l r e d w a s a d d e d . V i s i b l e p l a q u e s

w e r e c o u n t e d 6 t o 2 4 h r l a t e r .

A n a l y s i s o f v i r i o n RN A s e q u e n c e

T o c o n f i r m t h e i d e n t i t y o f s e l e c t e d r r / c p e
' ^

v i r u s e s
,

v i r i o n R N A w a s s e q u e n c e d i n t h e P I r e g i o n u s i n g a n a n t i g e n -

c a p t u r e R T / P C R m e t h o d
,

f o l l o w e d b y d i r e c t s e q u e n c i n g o f P C R

p r o d u c t s ( J a n s e n e t a i , 1 9 9 0 ) . T h e a b s e n c e o f H M 1 7 5 / 1 8 f

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

t h e s e v i r u s e s w e r e d e r i v e d f r o m i n f e c t i o u s c D N A c o n s t r u c t s .

T h e n e g a t i v e s e n s e p r i m e r u s e d f o r s e q u e n c i n g w a s S L A - 1 7 7 1

( 5 ' - A T C T G A C A A A TA G A A G C CA - 3 ' ) .
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R E S U L T S

Mu t a t i o n s i n t h e P 2 r e g i o n c o n t r i b u t e t o t h e r a p i d

r e p l i c a t i o n o f HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s

HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s i s o n e o f 3 r r / c p e
' ^ v i r u s e s w h i c h w e r e

c l o n a l l y s e l e c t e d f r o m a v i r u s s t o c k h a r v e s t e d f r o m B S - C - 1

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

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

( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) .
T h e s e 3 v i r u s e s c o n t a i n n u m e r o u s

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

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

u n i q u e m u t a t i o n s w i t h i n t h e P I a n d t h e P 3 ( 3 C P ^ ° ) g e n o m i c

r e g i o n s
,

t h e y e a c h s h a r e c o m m o n m u t a t i o n s i n t h e 5 ' N T R
,

3 ' N T R
,

P 2 a n d P 3 ( 3 A a n d 3 D P o l ) r e g i o n s . T h e p r e s e n c e o f

i d e n t i c a l m u t a t i o n s i n t h e s e s e gm e n t s o f a l l 3 r r / c p e
' ^

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

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

1 9 9 1 ) . T o t e s t t h i s h y p o t h e s i s a n d t o d e t e r m i n e w h i c h

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

r r / c p e
' ^ v i r u s ,

3 c h i m e r i c g e n o m e
- l e n g t h c D N A c o n s t r u c t s w e r e

c r e a t e d b y r e p l a c i n g t h e 5 ' N T R
,

P 2 o r P 3 r e g i o n s o f H A V / 7

v i r u s ( p G 3 / 7 c l o n e ) w i t h c DN A d e r i v e d f r o m HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ,

a s s h o w n i n F i g . 3 a n d 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 .

V i r u s s t o c k s w e r e p r e p a r e d 1 4 d a y s a f t e r t r a n s f e c t i o n o f

F R h K - 4 c e l l s w i t h R N A t r a n s c r i b e d f r o m t h e s e c o n s t r u c t s .

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

e x a m i n e d i n r a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y s c a r r i e d o u t i n B S - C - 1
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c e l l s . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e s i z e o f H A V

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

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

e t a i . 1 9 9 2 ; S h a f f e r e t a l
.

1 9 9 4 ) .

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

p r e s e n t i n r a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y s h a r v e s t e d 1 w e e k

f o l l o w i n g i n f e c t i o n o f B S - C - 1 c e l l s w i t h v i r u s r e s c u e d f r o m

t h e p G 3 / 7 d , p G 3 / 7 - 5 '
. 1 8 f d a n d p G 3 / 7 - P 3 . 1 8 f d R N A s ( F i g . 4 A ) .

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

w i t h t h e r e p l i c a t i o n p r o p e r t i e s o f H A V / 7 v i r u s i n B S - C - 1

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

r e s c u e d f r o m p G 3 / 7 - P 2 . 1 8 f d w e r e c o n s i d e r a b l y l a r g e r , b u t

o n l y i n t e r m e d i a t e i n s i z e b e t w e e n H A V / 7 (p G 3 / 7 d ) a n d

HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s e s ( F i g . 4 A ) . I n r a d i o i m mu n o f o c u s a s s a y s

h a r v e s t e d a t 2 w e e k s p o s t i n f e c t i o n , a l l o f t h e r e s c u e d

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

4 B ) . P 2 . 1 8 f v i r u s (
" P 2 . 1 8 f "

r e p r e s e n t s t h e v i r u s r e s c u e d

f r o m p G 3 / 7 - P 2 . 1 8 f R N A ) f o c i w e r e m u c h l a r g e r t h a n t h o s e o f

H A V / 7 v i r u s , b u t s m a l l e r t h a n t h o s e o f HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s .

5 '
. 1 8 f a n d P 3 . 1 8 f f o c i w e r e s i m i l a r t o t h o s e o f H A V / 7 v i r u s .

T h u s , t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s m u t a t i o n s p r e s e n t i n t h e P 2 r e g i o n

c o n t r i b u t e t o t h e e n h a n c e d r e p l i c a t i o n o f t h i s r r / c p e
' ^

v i r u s

i n B S - C - 1 c e l l s , b u t a r e n o t s u f f i c i e n t f o r c o m p l e t e

e x p r e s s i o n o f t h i s p h e n o t y p e . M u t a t i o n s i n t h e 5 '
a n d P 3

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

A l t h o u g h t h e V P 1 / 2 A c l e a v a g e s i t e o f HA V r e m a i n s

u n d e f i n e d , e p i t o p e m a p p i n g s t u d i e s ( L e m o n e t a l . ,

u n p u b l i s h e d d a t a ) s u g g e s t t h a t R N A e n c o d i n g t h e c a r b o x y l

t e r m i n u s o f V P l i s p r e s e n t w i t h i n t h e S a c I / E c o R I f r a gm e n t

u s e d t o r e p l a c e t h e P 2 r e g i o n o f H A V / 7 w i t h t h a t o f t h e

H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ( F i g . 5 ) . B o t h o f t h e s e v i r u s e s c o n t a i n a

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

G l u t o V a l s u b s t i t u t i o n a t V P l r e s i d u e 2 7 3 i n H A V / 7 , a n d S e r

t o P r o a t V P l r e s i d u e 2 7 1 i n H M 1 7 5 / 1 8 f ( T a b l e 1 ) . H o w e v e r
,

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

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

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

i n f e c t e d B S - C - 1 c e l l s ( L e m o n e t a i . 1 9 9 1 ) . T h e l o c a t i o n o f

t h e 2 A / 2 B c l e a v a g e s h o w n i n F i g . 5 d i f f e r s f r o m t h a t

p r o p o s e d b y C o h e n e t a l . ( C o h e n e t a l . 1 9 8 7 c ) , a n d i s b a s e d

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

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

e u c a r y o t i c c e l l s (A . M a r t i n , N . E s c r i o u , S .

- F . C h a o , M .

G i r a r d , S . M . L e m o n , a n d C . W y c h o w s k i , M a n u s c r i p t s u b m i t t e d

f o r p u b l i c a t i o n ) . T h e r e a r e n o m u t a t i o n s i n t h e 2 A p r o t e i n

o f t h e r r / c p e
^ HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ( F i g . 5 ) . T h u s ,

t h e g r o w t h

e n h a n c e m e n t n o t e d w i t h P 2 . 1 8 f v i r u s i s m o s t l i k e l y d u e t o

m u t a t i o n s w i t h i n t h e 2 B a n d 2 C p r o t e i n s . T o d e t e r m i n e h o w

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

p h e n o t y p e o f t h e P 2 . 1 8 f v i r u s
,

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

c r e a t e d w h i c h c o n t a i n e d o n l y t h e 2 A B o r 2 C c o d i n g r e g i o n s o f
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t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s w i t h i n t h e I I A V / 7 b a c k g r o u n d ( p l a s m i d s

p G 3 / 7 - 2 A B . 1 8 f d m a n d p G 3 / 7 - 2 C . 1 8 f d m ) ( F i g . 5 ) . T h e s e

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

m u t a t i o n a t n t 4 0 2 2
,

w h i c h e s t a b l i s h e d a u n i q u e E c o R V s i t e

b e t w e e n t h e 2 B a n d 2 C c o d i n g r e g i o n s ( s e e M a t e r i a l s a n d

M e t h o d s ) .

I n c o n t r a s t t o P 2 . 1 8 f v i r u s , n o r a d i o i i t vm u n o f o c i w e r e

v i s i b l e 1 w e e k a f t e r i n f e c t i o n o f B S - C - 1 c e l l s w i t h v i r u s e s

r e s c u e d f r o m t h e s e c D N A s i n F R h K - 4 c e l l s ( d a t a n o t s h o w n ) .

B y 2 w e e k s a f t e r i n f e c t i o n
, s m a l l r e p l i c a t i o n f o c i w e r e

a p p a r e n t
,

a s s h o w n i n F i g . 5 . T h e s i z e o f t h e r e p l i c a t i o n

f o c i f o r m e d b y 2 A B . 1 8 f v i r u s a p p r o x i m a t e d t h a t o f t h e H A V / 7

p a r e n t v i r u s
,

w h i l e 2 C . 1 8 f r e p l i c a t i o n f o c i a p p e a r e d t o b e

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

m u t a t i o n a t n t 4 0 2 2 w h i c h c r e a t e d t h e u n i q u e £ c o R V s i t e u s e d

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

m u t a t i o n a t 3 8 9 9 i n t h e a m p l i f i e d 2 B s e q u e n c e o f H M 1 7 5 / 1 8 f

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

f o c u s p h e n o t y p e s o f t h e 2 A B . 1 8 f a n d 2 C . 1 8 f v i r u s e s
,

t h e 5 '

a n d 3 '

p r o x i m a l h a l v e s o f t h e p G 3 / 7 - 2 A B . 1 8 f d m a n d p G 3 / 7 -

2 C . 1 8 f d m g e n o m e s w e r e f u s e d a t t h e E c o R V s i t e t o c r e a t e a

n e w c h i m e r a
, p G 3 / 7 - 2 A B C . 1 8 f d m ( F i g . 5 ) . T h i s c o n s t r u c t

c o n t a i n e d t h e e n t i r e P 2 r e g i o n o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s a n d w a s

i d e n t i c a l t o p G 3 / 7 - P 2 . 1 8 f d ( F i g . 4 ) e x c e p t f o r t h e t w o

s i l e n t m u t a t i o n s . V i r u s r e s c u e d f r o m p G 3 / 7 - 2 A B C . 1 8 f d m

d e m o n s t r a t e d r a p i d g r o w t h i n B S - C - 1 c e l l s w i t h r e p l i c a t i o n
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2 1

f o c i s i g n i f i c a n t l y l a r g e r t h a n H A V / 7 v i r u s a n d s i m i l a r t o

t h o s e o b s e r v e d a t 1 w e e k w i t h t h e P 2 . 1 8 f v i r u s ( F i g . 5 ) .

T h i s r e s u l t s u g g e s t s t h a t m u t a t i o n s i n t h e 2 B a n d 2 C

p r o t e i n s o f HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s a c t c o o p e r a t i v e l y t o e n h a n c e

v i r a l r e p l i c a t i o n i n B S - C - 1 c e l l s , a n d t h a t t h e s e p r o t e i n s

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

o f t h e v i r u s ( s e e D i s c u s s i o n ) .

M u t a t i o n s i n t h e 5 ' N T R a n d P 3 r e g i o n s c o o p e r a t e w i t h P 2

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

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

P 2 . 1 8 f v i r u s w e r e s m a l l e r t h a n t h o s e g e n e r a t e d b y H M 1 7 5 / 1 8 f

v i r u s ( F i g . 4 ) ,
i t s e e m e d l i k e l y t h a t m u t a t i o n s i n o t h e r

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

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

g e n o m e s c o n t a i n i n g o n l y t h e 5 ' N T R o r P 3 s e g m e n t s o f t h e

r r / c p e
^ H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s d i d n o t d e m o n s t r a t e e n h a n c e d

r e p l i c a t i o n ( F i g . 4 B ) , i t r e m a i n e d p o s s i b l e t h a t m u t a t i o n s

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

c o o p e r a t i n g w i t h m u t a t i o n s i n t h e P 2 o r o t h e r r e g i o n ( s ) o f

t h e g e n o m e . T h u s
,

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

c r e a t e d w h i c h c o n t a i n t h e P 2 r e g i o n m u t a t i o n s i n c o m b i n a t i o n

w i t h m u t a t i o n s p r e s e n t i n t h e 5 ' N T R
,

P 3 , o r 3 ' N T R s e g m e n t s

o f t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s g e n o m e ( F i g . 3 ) . A s i n t h e

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

f o l l o w i n g R N A t r a n s f e c t i o n o f F R h K - 4 c e l l s a n d t h e
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2 2

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

r a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y i n B S - C - 1 c e l l s .

C o n s t r u c t s p G 3 / 7 - 5 ' P 2 . 1 8 f d a n d p G 3 / 7 - 5 '
P 2 - 3 '

. 1 8 f ( F i g .

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

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

a c t i n g i n a c o o p e r a t i v e f a s h i o n w i t h m u t a t i o n s i n t h e P 2

r e g i o n . O n e w e e k a f t e r i n f e c t i o n o f B S - C - 1 c e l l s ,
5 ' P 2 . 1 8 f

a n d 5 ' P 2 - 3 '
. 1 8 f r e p l i c a t i o n f o c i w e r e s i g n i f i c a n t l y l a r g e r

t h a n P 2 . 1 8 f v i r u s f o c i , b u t s t i l l s o m e w h a t s m a l l e r t h a n

t h o s e g e n e r a t e d b y H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ( F i g .
6 ) . T h e 5 ' P 2 . 1 8 f

a n d 5 ' P 2 - 3 '
. 1 8 f r e p l i c a t i o n f o c i w e r e s i m i l a r i n s i z e .

B e c a u s e t h e 5 '
N T R m u t a t i o n s d i d n o t e n h a n c e r e p l i c a t i o n o f

t h e v i r u s i n t h e a b s e n c e o f t h e P 2 r e g i o n m u t a t i o n s ( F i g .

4 ) , t h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t m u t a t i o n s i n t h e 5 ' N T R ( b u t

n o t t h e 3 ' N T R ) o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s c o n t r i b u t e t o t h e r a p i d

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

m u t a t i o n s i n t h e P 2 r e g i o n .

T o s i m i l a r l y e v a l u a t e t h e r o l e o f t h e P 3 r e g i o n

m u t a t i o n s ,
w e c o n s t r u c t e d a c h i m e r a c o n t a i n i n g b o t h t h e P 2

a n d P 3 s e g m e n t m u t a t i o n s o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s (p G 3 / 7 -

P 2 P 3 . 1 8 f d
,

F i g . 3 ) . T h e r e s u l t i n g P 2 P 3 . 1 8 f v i r u s g e n e r a t e d

r e p l i c a t i o n f o c i w h i c h w e r e s u b s t a n t i a l l y l a r g e r t h a n P 2 . 1 8 f

r e p l i c a t i o n f o c i
, b u t s t i l l s m a l l e r t h a n t h o s e o f H M 1 7 5 / 1 8 f

v i r u s 1 w e e k f o l l o w i n g i n f e c t i o n o f B S - C - 1 c e l l s ( F i g . 6 ) .

T h e s e d a t a i n d i c a t e t h a t m u t a t i o n s i n t h e P 3 r e g i o n a l s o a c t

t o e n h a n c e v i r a l r e p l i c a t i o n . H o w e v e r , s i n c e t h e P 3

m u t a t i o n s b y t h e m s e l v e s h a d n o e f f e c t o n v i r a l r e p l i c a t i o n
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2 3

( F i g . 4 ) , t h e y f a c i l i t a t e r e p l i c a t i o n o n l y i n c o o p e r a t i o n

w i t h m u t a t i o n s i n t h e P 2 r e g i o n .

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

b e t w e e n t h e 5 '
N T R a n d P 3 r e g i o n m u t a t i o n s . V i r u s r e s c u e d

f r o m p G 3 / 7 - 5 '
P 3 - 3 '

. 1 8 f d i d n o t g e n e r a t e v i s i b l e r e p l i c a t i o n

f o c i b y 1 w e e k a f t e r i n f e c t i o n ( F i g . 4 A ) ,
w h i l e a t 2 w e e k s

,

5 '
P 3 - 3 '

. 1 8 f r e p l i c a t i o n f o c i w e r e s i m i l a r i n s i z e t o t h o s e

o f H A V / 7 ( F i g . 4 B ) . T h u s , t h e c o m b i n a t i o n o f t h e 5 ' N T R
,

3 ' N T R a n d P 3 r e g i o n m u t a t i o n s d i d n o t e n h a n c e t h e g r o w t h o f

H A V / 7 v i r u s . T h e s e d a t a f u r t h e r s u p p o r t t h e n o t i o n t h a t

m u t a t i o n s i n t h e P 2 r e g i o n a r e n e c e s s a r y f o r t h e r a p i d

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

i n F i g . 6
,

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

5 ' P 2 . 1 8 f a n d 5 ' P 2 - 3 '
. 1 8 f r e p l i c a t i o n f o c i . T h u s , t h e

m u t a t i o n s i n t h e 3 ' N T R o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s d o n o t a p p e a r t o

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

M u t a t i o n s i n t h e 5 ' N T R
,

P 2 a n d P 3 r e g i o n s c o n f e r t h e r a p i d

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

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

5 ' N T R
,

P 2 a n d P 3 r e g i o n s o f t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s a c t

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

i n a n e f f o r t t o c o n s t r u c t a n i n f e c t i o u s c DN A c l o n e w i t h

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

p o t e n t i a l r o l e o f t h e 3 ' N T R m u t a t i o n s ,
t w o a d d i t i o n a l

c h i m e r i c p l a s m i d s w e r e c r e a t e d . p G 3 / 7 - 5 ' P 2 P 3 . 1 8 f d c o n t a i n s

t h e 5 ' N T R , P 2 a n d P 3 r e g i o n s o f t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s
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2 4

s e q u e n c e , l e a v i n g EA V / 1 v i r u s s e q u e n c e o n l y i n t h e P I a n d

3
' N T R s e g m e n t s ( F i g . 3 ) . p G 3 / 7 - 5 '

P 2 P 3 - 3
'

. 1 8 f r e p r e s e n t s t h e

e n t i r e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s s e q u e n c e e x c e p t f o r t h e P I r e g i o n

w h i c h c o r r e s p o n d s t o H A V / 7 . B y 1 w e e k a f t e r i n f e c t i o n o f

B S
- C - 1 c e l l s , v i r u s e s r e s c u e d f r o m b o t h o f t h e s e c o n s t r u c t s

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

s i z e o f t h e H M 1 7 5 / 1 8 f f o c i ( F i g . 7 ) . V i r u s e s r e s c u e d f r o m

t h e s e t w o c o n s t r u c t s t h u s a p p e a r t o h a v e t h e s a m e g r o w t h

c h a r a c t e r i s t i c s a s t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s . T h e s i z e o f t h e

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

a b s e n c e o f t h e 3 ' N T R mu t a t i o n s f o u n d i n HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s
,

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

s u g g e s t e d t h a t t h e m u t a t i o n s i n t h e 3 ' N T R d o n o t e n h a n c e

v i r a l r e p l i c a t i o n ( F i g . 6 ) .

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

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

H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s c o n t a m i n a n t s
, p a r t i a l P I s e g m e n t R N A

s e q u e n c e s o f t h e P 2 P 3 . 1 8 f
,

5 ' P 2 P 3
.
1 8 f a n d 5 ' P 2 P 3 - 3 '

. 1 8 f

v i r u s e s w e r e d e t e r m i n e d u s i n g a n a n t i g e n - c a p t u r e R T / P C R

m e t h o d ( J a n s e n e t a l . 1 9 9 0 ) . E a c h o f t h e s e 3 v i r u s e s

c o n t a i n e d u n i q u e H A V / 7 { p G 3 / 7 ) s e q u e n c e w i t h i n t h e P I

r e g i o n
,

i n d i c a t i n g t h a t t h e s e r r / c p e
' ^ v i r u s e s h a d b e e n

r e s c u e d f r o m c D N A ( d a t a n o t s h o w n ) .

C y t o p a t h i c e f f e c t s o f c h i m e r i c HM 1 7 5 v i r u s e s

U n l i k e H A V / 7 a n d m o s t o t h e r c e l l c u l t u r e
-
a d a p t e d HA V

v a r i a n t s ,
t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s i s c y t o p a t h i c a n d c a p a b l e o f
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f o r m i n g c o n v e n t i o n a l p l a q u e s t h a t c a n b e v i s u a l i z e d w i t h

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

o v e r l a y s ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) . T o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e

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

c a p a b l e o f f o r m i n g c o n v e n t i o n a l p l a q u e s ,
B S - C - 1 c e l l s w e r e

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

a g a r o s e c o n t a i n i n g 2 5 m M M g C l 2 . O n e w e e k a f t e r i n o c u l a t i o n
,

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

r e d ( F i g . 8 ) . P l a q u e s w e r e r e a d i l y v i s u a l i z e d i n c e l l s

i n f e c t e d w i t h HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s
, a s e x p e c t e d . S i m i l a r p l a q u e s

w e r e a l s o o b s e r v e d i n c e l l s i n f e c t e d w i t h t h e 5 '
P 2 . 1 8 f ,

P 2 P 3 . 1 8 f ,
5 '

P 2 P 3 . 1 8 f ( d a t a n o t s h o w n ) a n d 5 ' P 2 P 3 - 3 '
. 1 8 f

v i r u s e s . P l a q u e n u m b e r w a s r e l a t e d t o i n o c u l u m s i z e , a n d

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

w i t h n e u t r a l i z i n g a n t i - H A V a n t i b o d i e s p r i o r t o i n o c u l a t i o n

o f c e l l s ( F i g . 8 ) . T h u s , t h e r a p i d l y r e p l i c a t i n g c h i m e r i c

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

h a v e b e e n f o r m e d b y t h e P 2 . 1 8 f v i r u s , b u t t h e r e w a s n o

s u g g e s t i o n o f p l a q u e f o r m a t i o n b y H A V / 7 v i r u s .
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D I S CU S S I O N

T h e HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s i s o n e . o f s e v e r a l c e l l c u l t u r e -

a d a p t e d H M 1 7 5 v a r i a n t s w h i c h w e r e r e s c u e d f r o m p e r s i s t e n t l y

i n f e c t e d B S - C - 1 c e l l s a n d w h i c h h a v e a r a p i d r e p l i c a t i o n

p h e n o t y p e a s s o c i a t e d w i t h c y t o p a t h i c e f f e c t s { r r / c p e
' *'

) i n

c u l t u r e d m o n k e y k i d n e y c e l l s ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) . T h e

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

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

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

T h e s e m u t a t i o n s a r e s c a t t e r e d t h r o u g h o u t t h e g e n o m e .

H o w e v e r
,

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

5 ' N T R
,

P 2 a n d P 3 r e g i o n s o f a l l 3 r r / c p e
^

v i r u s e s
,

w h i c h

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

p r e s e n t i n i n t e r v e n i n g s e g m e n t s o f t h e g e n o m e . T h e s e

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

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

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

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

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

v i r u s e s i n w h i c h s e g m e n t s o f t h e r r / c p e
^ HM 1 7 5 / 1 8 f g e n o m e

w e r e p l a c e d i n t h e b a c k g r o u n d o f t h e r r / c p e
~

RPt V̂ / l v i r u s .

I n t h e s e e x p e r i m e n t s
,

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

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

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

o u t i n i n f e c t e d B S - C - 1 c e l l s ( L e m o n e t a l . 1 9 8 3 ) . Wh i l e t h e

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

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

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

s t u d i e s i n c u l t u r e d c e l l s ( D a y e t a l . 1 9 9 2 ; S h a f f e r e t a l .

1 9 9 4 ) . T h i s i s n o t s u r p r i s i n g , a s t h e d i a m e t e r o f a

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

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

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

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

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

p r o p o r t i o n a t e t o t h e d u r a t i o n o f t h e i n f e c t i o n . T h e r r / c p e
^

H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s f o r m s l a r g e f o c i w i t h i n 6 - 8 d a y s o f

i n o c u l a t i o n , w h i l e 1 4 d a y s o r l o n g e r m a y b e r e q u i r e d t o f o r m

s i m i l a r l y s i z e d f o c i o f t h e r r / c p e
~

H A V / 7 v i r u s ( F i g . 4 ,

c o m p a r e A a n d B ) .

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

t h e P 2 r e g i o n ( s p e c i f i c a l l y p r o t e i n s 2 B a n d 2 C ) o f HM 1 7 5 / 1 8 f

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

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

( F i g s . 4 - 6 ) . T h i s f i n d i n g i s c o n s i s t e n t w i t h e a r l i e r

o b s e r v a t i o n s t h a t m u t a t i o n s i n t h e 2 B a n d 2 C p r o t e i n s a r e

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

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

c u l t u r e d m o n k e y k i d n e y c e l l s ( Em e r s o n e t a l .
1 9 9 2 ) . Wh i l e

t h e 2 A s e q u e n c e o f HM 1 7 5 / 1 8 f d o e s n o t d i f f e r f r o m t h e w i l d -

t y p e s e q u e n c e ,
t h e 2 B a n d 2 C p r o t e i n s c o n t a i n a n i om b e r o f

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

HM 1 7 5 / P 1 6 a n d H A V / 7 v i r u s e s ( T a b l e 1 , F i g . 5 ) . T h e
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i n c l u s i o n o f o n l y t h e 2 C p r o t e i n c o d i n g s e q u e n c e o f

H M 1 7 5 / 1 8 f f a i l e d t o e n h a n c e t h e r e p l i c a t i o n o f H A V / 7 v i r u s

( F i g . 5 ) . M u t a t i o n s i n 2 C w e r e o n l y b e n e f i c i a l t o v i r a l

r e p l i c a t i o n i n t h e p r e s e n c e o f t h e m u t a t i o n s i n 2 B
,

w h i c h b y

t h e m s e l v e s a l s o h a d n o i m p a c t o n v i r a l r e p l i c a t i o n ( F i g . 5 ) .

A s i n g l e S e r t o P r o s u b s t i t u t i o n i n t h e p u t a t i v e c a r b o x y l

t e r m i n u s o f V P l w a s i n c l u d e d w i t h t h e 2 A B s e q u e n c e o f

HM 1 7 5 / 1 8 f i n t h e c h i m e r i c v i r u s e s s h o w n i n F i g . 5 . H o w e v e r ,

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

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

2 B a n d 2 C mu t a t i o n s
,

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

r r / c p e
' ^ H M 1 7 5 v a r i a n t s ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) . T h e a p p a r e n t

c o o p e r a t i v e a c t i o n o f m u t a t i o n s w i t h i n t h e 2 B a n d 2 C

p r o t e i n s o f H A V ( F i g . 9 ) s u g g e s t s t h a t t h e s e p r o t e i n s r e m a i n

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

w i t h t h i s i n t e r p r e t a t i o n
, t h e 2 B a n d 2 C p r o t e i n s o f

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

m e m b r a n e - b o u n d p o l i o v i r u s r e p l i c a t i o n c o m p l e x (B i e n z e t a l .

1 9 9 2 ; B i e n z e t a l .
1 9 9 0 ) .

M u t a t i o n s i n t h e 5 ' N T R a n d P 3 s e g m e n t s
,

e i t h e r a l o n e o r

i n c o mb i n a t i o n w i t h e a c h o t h e r , d i d n o t n o t i c e a b l y e n h a n c e

t h e r e p l i c a t i o n o f t h e v i r u s ( F i g . 4 ) . H o w e v e r
,

w h e n t h e s e

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

c o n t a i n i n g t h e P 2 m u t a t i o n s o f HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ,
t h e r e w e r e

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

( F i g . 6 ) . T h e s e d a t a t h u s p r o v i d e s u p p o r t f o r s e v e r a l

i n t e r a c t i o n s b e t w e e n d i v e r s e s e g m e n t s o f t h e p i c o r n a v i r a l
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g e n o m e (F i g . 9 ) . T h e r e a r e f e w o t h e r l i n e s o f e v i d e n c e

s u p p o r t i n g d i r e c t i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e 5 ' N T R a n d P 2

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

h a v e b e e n n o t e d b e t w e e n t h e 5 ' N T R a n d 2 A p r o t e i n s o f

p o l i o v i r u s ( H a m b i d g e a n d S a r n o w , 1 9 9 2 ; M a c a d a m e t a l . 1 9 9 4 ) ,

t h e 2 A p r o t e i n o f H A V l a c k s t h e p r o t e i n a s e a c t i v i t y o f t h e

p o l i o v i r u s 2 A p r o t e i n a n d s h o w s l i t t l e o t h e r e v i d e n c e o f

r e l a t e d n e s s . M o r e o v e r
, t h e r e a r e n o m u t a t i o n s i n t h e 2 A

p r o t e i n o f H M 1 7 5 / 1 8 f ,
i n d i c a t i n g t h a t t h i s p r o t e i n p l a y s n o

r o l e i n d e t e r m i n i n g t h e r r / c p e
' ^

p h e n o t y p e .

I t s e e m s l i k e l y t h a t i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e P 2 ( 2 B

a n d 2 C ) p r o t e i n s a n d t h e 5 ' N T R o f H A V o c c u r w i t h i n t h e

c o n t e x t o f t h e p u t a t i v e m e m b r a n e - b o u n d HA V r e p l i c a t i o n

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

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

t h e 5 '
e n d o f t h e v i r a l R N A ( A n d i n o e t a l . 1 9 9 0 a ; A n d i n o e t

a l . 1 9 9 3 ) . T h i s r e p l i c a t i o n c o m p l e x i s t i g h t l y a s s o c i a t e d

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

t h e f o r m a t i o n o f w h i c h

a p p e a r s t o i n v o l v e b o t h 2 B a n d 2 C p r o t e i n s ( B i e n z e t a l .

1 9 9 0 ; B i e n z e t a l . 1 9 9 2 ; C h o e t a l . 1 9 9 4 ) . W h i l e 3 C P ^ ° i s

t h o u g h t t o i n t e r a c t d i r e c t l y w i t h t h e 5 ' N T R d u r i n g a s s e m b l y

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

1 9 9 0 b ; A l l a i r e e t a l . 1 9 9 4 ) ,
t h e i n t e r a c t i v e n a t u r e o f t h e

2 B C a n d 5 ' N T R m u t a t i o n s o b s e r v e d i n t h e p r e s e n t s t u d y

s u g g e s t s t h e p o s s i b i l i t y o f a s i m i l a r r o l e f o r t h e 2 B a n d 2 C

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

i t i s

i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t t h e m o s t s t r i k i n g c h a n g e w h i c h i s

p r e s e n t i n t h e 5 ' N T R o f t h e r r / c p e
^ v i r u s e s i s a 1 4

n u c l e o t i d e s e q u e n c e r e d u p l i c a t i o n i n v o l v i n g n t s 1 4 0 - 1 5 3

( T a b l e 1 ) ( L e m o n e t a i . 1 9 9 1 ) . T h i s s e q u e n c e c o mp r i s e s a

s i n g l e
-
s t r a n d e d d o m a i n w i t h i n t h e 5 ' N T R o f H A V w h i c h a p p e a r s

t o h a v e a r o l e i n RN A r e p l i c a t i o n ( S h a f f e r e t a l . 1 9 9 4 ) . I t

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

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

d e l e t i o n s w i t h i n i t ( n t s 1 4 0 - 1 4 4 ) r e s u l t i n a t e m p e r a t u r e -

s e n s i t i v e d e f e c t i n v i r a l R N A r e p l i c a t i o n ( B r o w n e t a i .

1 9 9 4 ; S h a f f e r e t a J . 1 9 9 4 ) , S h a f f e r a n d L e m o n
,

1 9 9 5 ) .

H o w e v e r
, t h e 5 ' N T R o f H M 1 7 5 / 1 8 f a l s o c o n t a i n s s e v e r a l

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

e n t r y s i t e ( T a b l e 1 ) , i n c l u d i n g a U t o G s u b s t i t u t i o n a t n t

6 8 7 w h i c h w e h a v e s h o w n r e c e n t l y a c t s t o f a c i l i t a t e H AV

I R E S - d i r e c t e d t r a n s l a t i o n i n B S - C - 1 c e l l s ( S h u l t z e t a l .

1 9 9 5 ) . T h u s , f u r t h e r s t u d i e s w i l l b e r e q u i r e d t o d e t e r m i n e

w h e t h e r t h e c o o p e r a t i v e a c t i o n o f m u t a t i o n s i n t h e 5 ' N T R a n d

P 2 p r o t e i n s f a c i l i t a t e s R N A r e p l i c a t i o n , o r r e s u l t s i n

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

T h e a d d i t i o n a l c o o p e r a t i v e a c t i o n o f t h e P 2 a n d P 3

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

H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ( F i g s . 6 a n d 9 ) i s c o n s i s t e n t w i t h t h e

n o t i o n t h a t t r a n s l a t i o n o f t h e P 2 a n d P 3 p r o t e i n s i s c i s -

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

f a c t t h a t t h e P 3 mu t a t i o n s p r e s e n t i n H M 1 7 5 / 1 8 f e n h a n c e
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v i r a l r e p l i c a t i o n o n l y i n t h e p r e s e n c e o f t h e m u t a t i o n s i n

t h e P 2 p r o t e i n s ( F i g s . 4 a n d 6 ) p r o v i d e s d i r e c t e v i d e n c e f o r

P 2 - P 3 p r o t e i n i n t e r a c t i o n s i n t h e r e p l i c a t i o n o f H A V ( F i g .

9 ) . T h e m u l t i p l e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n mu t a t i o n s i n v a r i o u s

s e g m e n t s o f t h e H A V g e n o m e w h i c h w e r e o b s e r v e d i n t h i s s t u d y

( F i g . 9 ) r e f l e c t b o t h t h e c o mp a c t o r g a n i z a t i o n o f t h e

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

t o m a n y o f t h e v i r a l p r o t e i n s ( W i m m e r e t a l . 1 9 9 3 ) .

H o r a c e e t a l . ( H o r a c e e t a J . 1 9 9 3 ) n o t e d t h e d e l e t i o n

o f a s p a r t i c a c i d r e s i d u e s n e a r t h e a m i n o t e r m i n u s o f t h e 3 A

p r o t e i n s o f u n r e l a t e d c y t o p a t h i c H A V s
,

a n d s u g g e s t e d t h a t

t h i s m u t a t i o n ( w h i c h i s p r e s e n t i n H H 1 7 5 / 1 8 f v i r u s ) a l t e r s

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

r e g i o n o f t h e 3 A p r o t e i n . T h e s e i n v e s t i g a t o r s p o s t u l a t e d a

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

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

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

t h a t P 3 r e g i o n

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

HH 1 7 5 / 1 8 f ( F i g . 8 ) . R a t h e r , o u r r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e

HA V c y t o p a t h i c e f f e c t i s c l o s e l y r e l a t e d t o t h e o v e r a l l

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

( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) , a n d n o t d u e t o a n y s i n g l e m u t a t i o n .

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

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

a p p e a r t o o c c u r i n c e l l s i n f e c t e d w i t h H H 1 7 5 / 1 8 f o r o t h e r

H A V s ( d a t a n o t s h o w n ) ( G a u s s - H u l l e r a n d D e i n h a r d t ,
1 9 8 4 ) .
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I n a d d i t i o n t o p r o v i d i n g n e w . i n f o r m a t i o n c o n c e r n i n g t h e

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

c y t o p a t h i c e f f e c t s o f r r / c p e
* '

s t r a i n s o f H A V , t h e s t u d i e s

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

p r o v e u s e f u l f o r f u t u r e r e s e a r c h . W h i l e 2 w e e k s o r l o n g e r

a r e g e n e r a l l y r e q u i r e d f o r r e s c u e o f H A V f r o m t h e p H A V / 7

i n f e c t i o u s c l o n e
,

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

o r l e s s f o r t h e p G 3 / 7 - 5 ' P 2 P 3 - 3 '
. 1 8 f d c l o n e . T h e p G 3 / 7 -

P 2 . 1 8 f c o n s t r u c t
,

w h i c h c o n t a i n s o n l y t h e P 2 r e g i o n o f

H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s a n d h a s a n i n t e r m e d i a t e g r o w t h p h e n o t y p e

( F i g . 4 ) h a s a l r e a d y p r o v e n v e r y u s e f u l f o r t h e c r e a t i o n o f

t e mp e r a t u r e - s e n s i t i v e 5 ' N T R d e l e t i o n m u t a n t s ( S h a f f e r e t a l .

1 9 9 4 ) . I t i s l i k e l y t h a t t h e a v a i l a b i l i t y o f f u l l y r r / c p e
' ^

i n f e c t i o u s c l o n e s (p G 3 / 7 - 5 ' P 2 P 3 - 3 '
. 1 8 f ) w i l l f a c i l i t a t e

a d d i t i o n a l g e n e t i c s t u d i e s o f H A V .
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C O N C L U S I O N

1 . M u t a t i o n s i n t h e P 2 r e g i o n o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s a r e

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

b u t n o t

s u f f i c i e n t .

2 . 2 B a n d 2 C p r o t e i n s a c t c o o p e r a t i v e l y a n d r e m a i n c l o s e l y

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

3 . M u t a t i o n s i n t h e 5 ' N T R o r P 3 r e g i o n o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s

a c t c o o p e r a t i v e l y w i t h m u t a t i o n s i n t h e P 2 r e g i o n t o

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

4 . M u t a t i o n s i n t h e 5 '
N T R a n d P 3 r e g i o n s o f H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s

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

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

5 . M u t a t i o n s i n t h e 3 ' N T R o f HM 1 7 5 / 1 8 f v i r u s d o n o t e n h a n c e

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

6 . T h e H A V c y t o p a t h i c e f f e c t i s c l o s e l y r e l a t e d t o t h e

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

t o a n y s i n g l e m u t a t i o n .

7 . F u l l e x p r e s s i o n o f t h e r r / c p e
' ^

p h e n o t y p e r e q u i r e d

m u t a t i o n s w i t h i n t h e 5 ' N T R
,

P 2 a n d P 3 s e g m e n t s o f t h e

H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s g e n o m e .
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3 4

R e f e r e n c e s

A l l a i r e , M . , C h e r n a l a
,

M . M
. , M a l c o l m ,

B . A .
,

a n d J a m e s , M .

N . G . ( 1 9 9 4 ) . P i c o r n a v i r a l 3 C c y s t e i n e p r o t e i n a s e s h a v e a

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

N a t u r e 3 6 9
,

7 2 - 7 6 .

A n d e r s o n , D . A . ( 1 9 8 7 ) . C y t o p a t h o l o g y , p l a q u e a s s a y , a n d h e a t

i n a c t i v a t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s s t r a i n H M 1 7 5 . J . M e d .

V i r o l . 2 2
,

3 5 - 4 4
.

A n d i n o
,

R . , R i e c k h o f
, G . E . , a n d B a l t i m o r e ,

D . ( 1 9 9 0 a ) . A

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

e n d o f p o l i o v i r u s R N A . C e l l 6 3 , 3 6 9 - 3 8 0 .

A n d i n o , R . , R i e c k h o f
,

G . E
. , T r o n o ,

D .

,
a n d B a l t i m o r e ,

D . ( 1 9 9 0 b ) . S u b s t i t u t i o n s i n t h e p r o t e a s e ( 3 C P ^ O ) g e n e o f

p o l i o v i r u s c a n s u p p r e s s a m u t a t i o n i n t h e 5 '
n o n c o d i n g

r e g i o n . J . V i r o l . 6 4
,

6 0 7 - 6 1 2
.

A n d i n o , R . , R i e c k h o f , G . E . , A c h a c o s o
,

P . L . , a n d B a l t i m o r e ,

D . ( 1 9 9 3 ) . P o l i o v i r u s R N A s y n t h e s i s u t i l i z e s a n R N P

c o mp l e x f o r m e d a r o u n d t h e 5 ' -
e n d o f v i r a l RN A .

EMB O J .

1 2 , 3 5 8 7 - 3 5 9 8 .

B a l a y a n , M . S . ( 1 9 9 2 ) . N a t u r a l h o s t s o f h e p a t i t i s A v i r u s .

V a c c i n e 1 0 , S u p p l 1
.

P S 2 7 - 3 1 .

B i e n z
,

K .
,

E g g e r , D .
,

T r o x l e r
,

M .

,
a n d P a s a m o n t e s

,
L . ( 1 9 9 0 ) .

S t r u c t u r a l o r g a n i z a t i o n o f p o l i o v i r u s R N A r e p l i c a t i o n i s

m e d i a t e d b y v i r a l p r o t e i n s o f t h e P 2 g e n o m i c r e g i o n . J .

V i r o l . 6 4
,

1 1 5 6 - 1 1 6 3 .
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3 5

B i e n z , K . , E g g e r
,

D .

,
P f i s t e r , T . , a n d T r o x l e r

, M . ( 1 9 9 2 ) .

S t r u c t u r a l a n d f u n c t i o n a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e

p o l i o v i r u s r e p l i c a t i o n c o mp l e x . J . V i r o l . 6 6 , 2 7 4 0 - 2 7 4 7 .

B i n n , L . N .

,
L e m o n

, S . M . , M a r c h w i c k i , R . H . , R e d f i e l d
,

R .

R . , G a t e s , N . L . , a n d B a n c r o f t
,

W . H . ( 1 9 8 4 ) . P r i m a r y

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

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

2 0 , 2 8 - 3 3 .

B r o w n , E . A . , D a y , S . P . , J a n s e n , R . W . , L e m o n , S . M .

( 1 9 9 1 ) . T h e 5 '

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

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

t r a n s l a t i o n i n v i t r o . J . v i r o l . 6 5 ,
5 8 2 8 - 3 8 .

B r o w n
,

E . A . , Z a j a c
,

A
. J . , a n d L e m o n , S . M . ( 1 9 9 4 ) . I n v i t r o

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

( I R E S ) p r e s e n t w i t h i n t h e 5 '
n o n t r a n s l a t e d r e g i o n o f

h e p a t i t i s A v i r u s RN A : C o mp a r i s o n w i t h t h e I R E S o f

e n c e p h a l o m y o c a r d i t i s v i r u s . J . V i r o l . 6 8
,

1 0 6 6 - 1 0 7 4 .

Ch o ,
M . W

, ,
T e t e r i n a , N . , E g g e r , D . , B i e n z

,
K .

, a n d

E h r e n f e l d ,
E

. ( 1 9 9 4 ) . M e m b r a n e r e a r r a n g e m e n t a n d v e s i c l e

i n d u c t i o n b y r e c o m b i n a n t p o l i o v i r u s 2 C a n d 2 B C i n h u m a n

c e l l s . V i r o l o g y 2 0 2 , 1 2 9 - 1 4 5 .

C o h e n , J . I . , R o s e n b l u m
,

B .

,
T i c e h u r s t , J . R . , D a e m e r , R .

J . , F e i n s t o n e , S . M . , a n d P u r c e l l , R . H . ( 1 9 8 7 a ) .

C o mp l e t e n u c l e o t i d e s e q u e n c e o f a n a t t e n u a t e d h e p a t i t i s

A v i r u s : c o m p a r i s o n w i t h w i l d - t y p e v i r u s . P r o c . N a t l
.

A c a d . S c i . U S A 8 4
,

2 4 9 7 - 2 5 0 1 .
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3 6

C o h e n , J . I . ,
T i c e h u r s t

,
J . R .

,
F e i n s t o n e ,

S . M .
,

R o s e n b l u m ,

B . , a n d P u r c e l l , R . H . ( 1 9 8 7 b ) . H e p a t i t i s A v i r u s c DN A

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

J
.

V i r o l .
6 1

,
3 0 3 5 - 3 0 3 9 .

C o h e n
, J . I .

,
T i c e h u r s t , J . R . , P u r c e l l , R . H . , B u c k l e r -

W h i t e , A . , a n d B a r o u d y , B . M . ( 1 9 8 7 c ) . C o m p l e t e

n u c l e o t i d e s e q u e n c e o f w i l d - t y p e h e p a t i t i s A v i r u s :

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

a n d o t h e r p i c o r n a v i r u s e s . J . V i r o l . 6 1
,

5 0 - 5 9 .

C r o m e a n s
,

T
. , S o b s e y , M . D . , a n d F i e l d s , H . A . ( 1 9 8 7 ) .

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

r e p l i c a t i n g i s o l a t e o f h e p a t i t i s A v i r u s . J . M e d . V i r o l .

2 2
,

4 5 - 5 6 .

C r o m e a n s
,

T .

,
F i e l d s ,

H
. A . , a n d S o b s e y , M . D . ( 1 9 8 9 ) .

R e p l i c a t i o n k i n e t i c s a n d c y t o p a t h i c e f f e c t o f h e p a t i t i s

A v i r u s . J . G e n . V i r o l . 7 0
,

2 0 5 1 - 2 0 6 2 .

D a y ,
S . P

. ,
M u r p h y ,

P
. ,

B r o w n
,

E . A .

,
a n d L e m o n

,
S .

M . ( 1 9 9 2 ) . M u t a t i o n s w i t h i n t h e 5 "
n o n t r a n s l a t e d r e g i o n

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

B S - C - 1 c e l l s . J . V i r o l . 6 6
,

6 5 3 3 - 6 5 4 0 .

D e i n h a r d t , F . ( 1 9 9 2 ) . P r e v e n t i o n o f v i r a l h e p a t i t i s A : p a s t ,

p r e s e n t a n d f u t u r e . V a c c i n e 1 0
,

S u p p l 1 ( ) . P S l O - 4

Em e r s o n , S . U . ,
H u a n g ,

Y . K
. ,

M c R i l l
,

C , L e w i s , M . , a n d

P u r c e l l , R . H . ( 1 9 9 2 ) . M u t a t i o n s i n b o t h t h e 2 B a n d 2 C

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

g r o w t h i n c e l l c u l t u r e . J .
V i r o l . 6 6

,
6 5 0 - 6 5 4 .
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3 7

E m e r s o n , S . U . ,
H u a n g , Y . K .

,
a n d P u r c e l l

,
R . H . ( 1 9 9 3 ) . 2 B

a n d 2 C m u t a t i o n s a r e e s s e n t i a l b u t m u t a t i o n s t h r o u g h o u t

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

c u l t u r e . V i r o l o g y 1 9 4 , 4 7 5 - 4 8 0 .

F r a n c k i , R , I . B . , F a u q u e t , C . M . , K n u d s o n , D . L . , a n d

B r o w n , F . ( 1 9 9 1 ) . C l a s s i f i c a t i o n a n d N o m e n c l a t u r e o f

V i r u s e s ( A r c h . V i r o l . / S u p p l . 2 ) . S p r i n g e r - V e r l a g ,
W i e n .

G a u s s
- M u l l e r , V . a n d D e i n h a r d t , F . ( 1 9 8 4 ) . E f f e c t o f

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

P r o c . S o c . E x p e r . B i o l . M e d . 1 7 5 , 1 0 - 1 5 .

G u s t , I . D . a n d F e i n s t o n e
, S . M . ( 1 9 8 8 ) H e p a t i t i s A . B o c a

R a t o n : C R C P r e s s .

H a d l e r
,

S . C . G l o b a l i m p a c t o f h e p a t i t i s A v i r u s i n f e c t i o n :

c h a n g i n g p a t t e r n s
. I n : H o l l i n g e r F B , L e m o n SM , M a r g o l i s

H S
,

e d s . V i r a l h e p a t i t i s a n d l i v e r d i s e a s e . B a l t i m o r e :

W i l l i a m s a n d W i l k i n s ,
1 9 9 1 : 1 4 - 2 0

.

H a m b i d g e
,

S . J . a n d S a r n o w , P . ( 1 9 9 2 ) . T r a n s l a t i o n a l

e n h a n c e m e n t o f t h e p o l i o v i r u s 5 '
n o n c o d i n g r e g i o n

m e d i a t e d b y v i r u s - e n c o d e d p o l y p e p t i d e 2 A . P r o c .
N a t l .

A c a d . S c i . US A 8 9 , 1 0 2 7 2 - 1 0 2 7 6 .

J a n s e n
,

R . W .

,
N e w b o l d

,
J . E .

,
a n d L e m o n , S . M . ( 1 9 8 8 ) .

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

v a r i a n t o f h e p a t i t i s A v i r u s : c o mp a r i s o n w i t h w i l d - t y p e

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

V i r o l o g y 1 6 3
,

2 9 9 - 3 0 7 .

J a n s e n
,

R . W .
,

S i e g l , G .
,

a n d L e m o n , S .
M

. ( 1 9 9 0 ) . M o l e c u l a r

e p i d e m i o l o g y o f h u m a n h e p a t i t i s A v i r u s d e f i n e d b y a n
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3 8

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

N a t l . A c a d . S c i . U S A 8 7
, 2 8 6 7 - 2 8 7 1 .

K a r r o n , R . A . , D a e m e r , R . J .
,

T i c e h u r s t
,

J . R . , D '
H o n d t , E .

,

P o p p e r
, H . ,

M i h a l i k , K . , P h i l l i p s , J . , F e i n s t o n e , S . M . ,

a n d P u r c e l l , R . H . ( 1 9 8 8 ) . S t u d i e s o f p r o t o t y p e l i v e

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

D i s .
1 5 7

,
3 3 8 - 3 4 5 .

K o f f , R . S . ( 1 9 9 2 ) . C l i n i c a l m a n i f e s t a t i o n s a n d d i a g n o s i s o f

h e p a t i t i s A v i r u s i n f e c t i o n . V a c c i n e 1 0 , S u p p l . 1 , S 1 5 -

S 1 7 .

L e m o n , S . M .
,

B i n n
,

L . N .
, a n d M a r c h w i c k i

,
R . H . ( 1 9 8 3 ) .

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

v i r u s i n c e l l c u l t u r e s . J
. C l i n .

M i c r o b i o l . 1 7
,

8 3 4 - 8 3 9 .

L e m o n , S . M . , Ch a o , S - F .
,

J a n s e n
,

R . W .

,
B i n n , L . N .

,
L e D u c

,

J . W . ( 1 9 8 7 ) . G e n o m i c h e t e r o g e n e i t y a m o n g h u m a n a n d n o n -

h u m a n s t r a i n s o f h e p a t i t i s A v i r u s . J . V i r o l . 6 1 ,
7 3 5 -

4 2 .

L e m o n
,

S . M .

,
M u r p h y ,

P . C
, S h i e l d s

,
P . A . , P i n g , L .

- H . ,

F e i n s t o n e
,

S . M .
,

C r o m e a n s
,

T .
,

a n d J a n s e n , R . W . ( 1 9 9 1 ) .

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

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

e v i d e n c e f o r g e n e t i c r e c o m b i n a t i o n . J . V i r o l .
6 5 , 2 0 5 6 -

2 0 6 5 .

L e m o n
,

S . M . a n d S h a p i r o , C . N . ( 1 9 9 4 ) . T h e v a l u e o f

i m m u n i z a t i o n a g a i n s t h e p a t i t i s A . I n f e c t i o u s A g e n t s a n d

D i s e a s e 3 ,
3 8 - 4 9 .
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3 9

M a c a d a m , A . J . , F e r g u s o n
, G . , F l e m i n g ,

T
. ,

S t o n e
,

D . M . ,

A l m o n d , J . W . , a n d M i n o r
,

P . D . ( 1 9 9 4 ) . R o l e f o r

p o l i o v i r u s p r o t e a s e 2 A i n c a p i n d e p e n d e n t t r a n s l a t i o n .

EMB O J . 1 3 , 9 2 4 - 9 2 7 .

M o r a c e , G . , P i s a n i
, G . , B e n e d u c e , F . , D i v i z i a

,
M . , a n d P a n a

,

A . ( 1 9 9 3 ) . M u t a t i o n s i n t h e 3A g e n o m i c r e g i o n o f t w o

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

I t a l y . V i r u s R e s
.

2 8
, 1 8 7 - 1 9 4 .

N a j a r i a n , R .

,
C a p u t

,
D .

, G e e ,
W

. , P o t t e r , S . J . ,
R e n a r d , A . ,

M e r r y w e a t h e r
,

J .

,
V a n , N e s t . G . a n d D i n a

,
D . ( 1 9 8 5 ) .

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

h e p a t i t i s A v i r u s .
P r o c . N a t l . A c a d . S c i . U S A 8 2 , 2 6 2 7 -

3 1 .

P r o v o s t ,
P . J . , B a n k e r , F . S .

,
G i e s a

,
P . A .

,
M c A l e e r

,
W . J .

,

B u y n a k ,
E

. B . , a n d H i l l e m a n
,

M . R . ( 1 9 8 2 ) . P r o g r e s s

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

P r o c . S o c .
E x p e r . B i o l . M e d . 1 7 0

,
8 - 1 4 .

P r o v o s t , P . J . a n d H i l l e m a n , M . R . ( 1 9 7 9 ) . P r o p a g a t i o n o f

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

S o c . E x p e r . B i o l
.
M e d .

1 6 0 , 2 1 3 - 2 2 1 .

R o s s ,
B . C ,

A n d e r s o n
, R . N . , E d w a r d s ,

P . C , a n d G u s t
,

I .

D . ( 1 9 8 9 ) . N u c l e o t i d e s e q u e n c e o f h i g h -
p a s s a g e h e p a t i t i s

A v i r u s s t r a i n H M 1 7 5 : C o m p a r i s o n w i t h w i l d - t y p e a n d c e l l

c u l t u r e - a d a p t e d s t r a i n s . J . G e n . V i r o l .
7 0

,
2 8 0 5 - 2 8 1 0 .

R u e c k e r t
,

R . R . a n d W i m m e r
,

E . ( 1 9 8 4 ) . S y s t e m a t i c

n o m e n c l a t u r e o f p i c o r n a v i r u s p r o t e i n s . J . V i r o l . 5 0
,

9 5 7 - 9 5 9 .
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4 0

S h a f f e r
,

D . R .
,

B r o w n , E . A . , a n d L e m o n
, S . M . ( 1 9 9 4 ) . L a r g e

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

t r a c t o f t h e 5 ' n o n t r a n s l a t e d RN A o f h e p a t i t i s A v i r u s

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

r e p l i c a t i o n p h e n o t y p e s . J V i r o l
.

6 8 , 5 5 6 8 - 5 5 7 8 .

S h a f f e r , D . R . a n d L e m o n
,

S . M . ( 1 9 9 5 ) . T e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e

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

t h e f i r s t p y r i m i d i n e - r i c h t r a c t o f t h e 5 '

n o n t r a n s l a t e d

R N A a r e i m p a i r e d i n R N A s y n t h e s i s . S u b m i t t e d

S h u l t z
,

D
.

E .

,
H o n d a , M . ,

W h e t t e r , L . E .

,
M c K n i g h t , K . L . ,

a n d L e m o n , S .
M . ( 1 9 9 5 ) . M u t a t i o n s w i t h i n t h e 5 '

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

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

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

T a y l o r
,

K . L .
,

M u r p h y , P . C ,
A s h e r , L . V . S .

,
L e D u c , J .

W . ,

a n d L e m o n , S . M . ( 1 9 9 3 ) , A t t e n u a t i o n p h e n o t y p e o f a c e l l

c u l t u r e - a d a p t e d v a r i a n t o f h e p a t i t i s A v i r u s ( HM 1 7 5 / p l 6 )

i n s u s c e p t i b l e n e w w o r l d o w l m o n k e y s . J . I n f e c t . D i s .

1 6 8
,

5 9 2 - 6 0 1 .

W i m m e r
,

E . ,
H e l l e n , C . U . T

. , a n d C a o , X . ( 1 9 9 3 ) . G e n e t i c s o f

p o l i o v i r u s . A n n u . R e v . G e n e t . 2 7
, 3 5 3 - 4 3 6 .

NEATPAGEINFO:id=F5737B01-1105-406A-9902-17B8B0AC9911



4 1

L e g e n d s t o F i g u r e s

F i g u r e 1 . O r g a n i z a t i o n o f t h e p o s i t i v e - s t r a n d e d RN A g e n o m e

o f h e p a t i t i s A v i r u s . A n o n t r a n s l a t e d r e g i o n o f 7 3 5

b a s e s i s p r e s e n t a t 5 ' - e n d , w i t h a s m a l l p r o t e i n (V P g )

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

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

d o m a i n s : P I ( s t r u c t u r e p r o t e i n s ) , P 2 a n d P 3 ( n o n -

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

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

f o l l o w e d

b y a 3 ' - t e r m i n a l p o l y ( A ) t r a c k .

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

v a r i a n t s o f t h e H M 1 7 5 s t r a i n o f H A V . H M 1 7 5 / w t ( C o h e n

e t a l . 1 9 8 7 c ) w a s s e q u e n c e d f o l l o w i n g 3 p a s s a g e s i n

m a r m o s e t s . T h e c e l l c u l t u r e - a d a p t e d b u t r x / c p e
~

v a r i a n t H A V / 7 ( p H A V / 7 ,
HM 1 7 5 / P 3 5 ) w a s i s o l a t e d d i r e c t l y

f r o m h u m a n f e c e s
, a n d s e q u e n c e d a f t e r 3 5 p a s s a g e s i n

A f r i c a n g r e e n m o n k e y k i d n e y (A GM K ) c e l l s (C o h e n e t a i .

1 9 8 7 a ) . T h e r r / c p e
^

v a r i a n t H M 1 7 5 / 1 8 f w a s r e s c u e d f r o m

p e r s i s t e n t l y i n f e c t e d B S - C - 1 c e l l s ( L e m o n e t a l . 1 9 9 1 ) .

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

c l o s e l y r e l a t e d t o t h e c e l l c u l t u r e - a d a p t e d b u t r r / c p e
~

HM 1 7 5 / P 1 6 v i r u s ( J a n s e n e t a l . 1 9 8 8 ) , w h i c h w a s

i n d e p e n d e n t l y i s o l a t e d f r o m v i r u s p a s s a g e d 6 t i m e s i n

m a r m o s e t s a n d s e q u e n c e d f o l l o w i n g 1 0 p a s s a g e s i n A GM K

a n d 6 s e r i a l p a s s a g e s i n B S - C - 1 c e l l s . A l l t h r e e c e l l

c u l t u r e - a d a p t e d v i r u s e s a r e c l o n a l i s o l a t e s .
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4 2

F i g u r e 3 . O r g a n i z a t i o n o f c h i m e r i c i n f e c t i o u s c D N A s

c o n t a i n i n g s e q u e n c e s d e r i v e d f r o m t h e r r / c p e
' ^ HM 1 7 5 / 1 8 f

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

r r / c p e
~

H A V / 7 v i r u s ( p G 3 / 7 ,
d e r i v e d f r o m p H A V / 7 ) ( C o h e n

e t a l . 1 9 8 7 b ) ( s o l i d b a r s ) . N u c l e o t i d e n u m b e r i n g i s

f o r t h e HM 1 7 5 / w t v i r u s ( C o h e n e t a l .
1 9 8 7 c ) .

F i g u r e 4 . N e g a t i v e i m a g e a u t o r a d i o g r a m s o f r a d i o i m m u n o f o c u s

a s s a y s c a r r i e d o u t w i t h B S - C - 1 c e l l s i n o c u l a t e d w i t h

v i r u s e s r e s c u e d i n F R h K - 4 c e l l s f r o m i n f e c t i o u s R N A s

w h i c h h a d b e e n t r a n s c r i b e d i n v i t r o f r o m c h i m e r i c c D N A s

( H A V / 7 ; 5 '
. 1 8 f ; P 2 . 1 8 f ; P 3 . 1 8 f ; a n d 5 ' P 3 - 3 '

. 1 8 f ) o r

w i t h t h e r r / c p e
^

H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s . F o r e a c h v i r u s ,

g e n o m i c s e g m e n t s ( 5
' N T R ,

P I ,
P 2 ,

P 3
,

3 '

N T R ) w h i c h a r e

s h a d e d a n d i n d i c a t e HM 1 7 5 / 1 8 f s e q u e n c e . C e l l s w e r e

p r o c e s s e d f o r d e t e c t i o n o f r e p l i c a t i o n f o c i a f t e r (A ) 6

d a y s i n f e c t i o n o r ( B ) 1 4 d a y s i n f e c t i o n .

F i g u r e 5 . R a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y s d e m o n s t r a t i n g c o o p e r a t i v e

a c t i o n o f m u t a t i o n s i n t h e 2 A B a n d 2 C s e g m e n t s o f t h e

H M 1 7 5 / 1 8 f g e n o m e .
A m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s i n t h e

r e g i o n s p a n n i n g t h e S a c l / E c d R l s i t e s o f t h e EA V / 1 a n d

HM 1 7 5 / 1 8 f c D N A s a r e s h o w n a t t h e t o p , i n c o m p a r i s o n

w i t h t h e H M 1 7 5 / w t s e q u e n c e . V e r t i c a l l i n e s i n d i c a t e

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

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

h e r e c o n t a i n t h e s i l e n t m u t a t i o n a t n t 4 0 2 2 , w h i c h

c r e a t e d a n u n i q u e E c o R V s i t e b e t w e e n t h e 2 A B a n d 2 C
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4 3

c o d i n g r e g i o n s . p G 3 / 7 - 2 A B C . I S f d m w a s r e c o n s t r u c t e d

b y f u s i o n o f t h e p G 3 / 7 - 2 A B . 1 8 f d m a n d p G 3 / 7 - 2 C . 1 8 f d m

p l a s m i d s a t t h e E c o R V s i t e e n g i n e e r e d a t n t 4 0 1 9 .

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

2 w e e k s a f t e r i n f e c t i o n . S e e a l s o T a b l e 1 a n d l e g e n d

t o F i g . 4 .

F i g u r e 6 . R a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y s o f c h i m e r i c v i r u s e s

c o n t a i n i n g c o m b i n a t i o n s o f 5
'
N T R a n d P 2 , P 2 a n d P 3 , o r

5 '

N T R ,
P 2 a n d 3 '

N T R s e g m e n t s o f t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s

g e n o m e w i t h i n t h e b a c k g r o u n d o f H A V / 7 . C e l l s w e r e

p r o c e s s e d f o r d e t e c t i o n o f r e p l i c a t i o n f o c i a f t e r 6

d a y s i n f e c t i o n . S e e l e g e n d t o F i g . 4 .

F i g u r e 7 . R a d i o i m m u n o f o c u s a s s a y s o f c h i m e r i c v i r u s e s

c o n t a i n i n g c o m b i n a t i o n s o f 5 ' N T R
, P 2 , a n d P 3 , o r 5 ' N T R ,

P 2 , P 3 a n d 3 ' N T R s e g m e n t s o f t h e H M 1 7 5 / 1 8 f v i r u s g e n o m e

w i t h i n t h e b a c k g r o u n d o f H A V / 7 . C e l l s w e r e p r o c e s s e d

f o r d e t e c t i o n o f r e p l i c a t i o n f o c i a f t e r 6 d a y s

i n f e c t i o n . S e e l e g e n d t o F i g . 4 .

F i g u r e 8 . P l a q u e a s s a y d e m o n s t r a t i n g c y t o p a t h i c e f f e c t s o f

s e l e c t e d c h i m e r i c v i r u s e s . B S - C - 1 c e l l s w e r e

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

a g a r o s e 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 . C e l l s

w e r e i n o c u l a t e d w i t h v i r u s ( A ) b e f o r e o r ( B ) a f t e r

n e u t r a l i z a t i o n w i t h a n t i - H A V a n t i b o d y . F o l l o w i n g
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4 4

i n c u b a t i o n f o r 1 w e e k
, c u l t u r e s r e c e i v e d a s e c o n d

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

F i g u r e 9 . D i a g r a m i n d i c a t i n g p o s i t i v e c o o p e r a t i v e a c t i o n s

o f m u t a t i o n s i n d i f f e r e n t s e g m e n t s o f t h e HM 1 7 5 / 1 8 f

v i r u s g e n o m e .
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/
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T a b l e 1. M u t a t i o n s p r e s e n t in t l i e g e n o m e s o f t he H M 1 7 5/ P 16
,
I I A V / 7 a n d I IM 17 5/ 18 f g e n o m e s .

U a s e P o s i t io n

(P r o t c i i i - a a )

W i l d -

t y p e

H M 17 5 /

P I 6 I I A V /7 ! IM 175 / 1 8 f

Fi a s e Po s i t i o n

(P r o t c i n - a a )

W ik l -

t y p c

U M 17 5 /
P 16 I l A V / 7 I 1M 17 5 / I 8 f

5 ' N T R

5 '

c i i d

8

124

13 1- 4

1 52

15 4 / 15 5

20 3 - 2 0 4

5 5 1

5 9 1

6 47

6 8 7

G

U
I JI JU G

A

U U

A
A

A
U

u

A

G

l id

G

C
dd i l d

G

d U

7 1

G

U U G U A A A U A U U G A U

dd

G

G

C
G

P I

9 64 ( m - 54 )
174 1 ( l B - 9 1)

174 2

2 6 8 4

30 18 ( 1D - 2 7 1)
30 25 ( 10 - 2 7 3 )

A (L y s )
C (T h r )
G

C
U (S e r )
A (G i l l )

G (A r g )

A *

G (A r g )

A *

U (V a l )

G (A r g )
A ( L y s )

A *

U *

C (P r o )

P 2

3 19 6 (2 A -

-

??)
3 24 8 (2 13 - 2 )
3 2 8 1 ( 2 IM 3)
3 7 1 1 (2 R - 157 )

38 6 7

3 8 89 (2 B - 2 16 )
3 9 19 (2 13 - 2 2 6 )

4 0 4 3

4 0 4 9

40 6 0 (2 C - 2 2 )
4 0 66 (2 C - 2 4 )

A (A s i i )
A ( L y s )
A ( l i e )
G (A s p )

U

C (A la )
G (G l y )

U

C

C (A l a )
A (T y r )

G (S e r )

G ( M e t )
A (A s n )

C *

U (V a l)

U *

U ( V a l )
C ( A l a )
C *

U (A s n )
G (M e t )
C ( U i s )
C *

U (V a l)

G (G l y )
G (C ys )

40 8 7 (2C - 3 l )
4 18 5 (2C - 6 4 )
4 22 2 (2C - 7 6 )
4 27 2 (2 C - 9 3 )
4 36 9 (2 C - 1 25 )
4 4 19 (2 C - 1 42 )
4 4 26 (2 C - 144 )
4 5 63 (2 C - 190 )

4 6 07

4 9 55 (2 C - 3 2 0 )

A (L y s )
G (G i n )
U (P h c )
C (1 l is )
C (Se r )
U (T y r )
A (L y s )
G (V a l)

U

A (G h i )

A (L y s )

U (M e t )
A (L y s )
C (S e r )

C (T hr )
A (He )

P 3

5 0 10 (3 A - 4 )
5 172 (3A - 5 8 )
5 194 (3A - 6 5 )

52 0 4

52 32 (3 n - 4 )
5 25 5 (3 13 - 1 1)
5 59 2 (3 0 - 10 1)
6 14 7 - 8 (3 0 - 6 7 )

6 2 16

64 6 1

65 2 2 (3 0 - 19 2 )
6 6 19 (3 0 - 2 2 4 )

66 3 3

6 92 0

7 24 7

7 3 0 4

G A U (A s p )
U (P l i c )
G (A r g )

G

C ( l l is )
A (G i n )
C (G i n )
G A (A s p )

I J

A

U (S e r )
G (A r g )

U

C
u
u

A *

U (M is )

GG (G l y )
C *

A (T h r )

A *

U (T y r )

A A (A s n )

A (T h r )

3 * N T U

74 2 9

74 3 0

7 4 33

C

A
U

G

A (L y s )
C (Se r )
U (T y r )
U (Phe )
C (H is )

C *

I J (A s p )

dd d (d )
G (V a l)
A (M is )
A *

I J (M i s )
G (G il l )
G G (G ly )

C *

G *

A (T h r )
A (L y s )
C *

U *

c *

c *

u

G

C

d = d e l e t io n ,

* = s i l e n t m u t a t i o n ,

' S e q u e n c e a t t h e s e p o s i t i o n s i s n o t k n o w n f o r H M 17 5 / 1 8 f v i m s ; 5
' N T R c l o n e s c o n t a i n t h e s e q n c n c e o f H M 175 / P 16 a t t h e s e p o s i t io n s .
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T a b l e 2 . O l i g o n u c l e o t i d e p r i m e r p a i r s u s e d f o r P C R

a m p l i f i c a t i o n o f H A V c DN A .

S L A + ( 0 - 1 0 )
S L A - 0 7 6 5

5 ' - t c a c t c a a g c T T T CA A GA A G GG T C T C C GG - 3 ' *

5 ' - T C A A GA C CA C T C C CA A CA G T - 3 '

S L A + 2 9 4 8

S L A - 5 2 8 2

5 ' - T T A T T T G T C T G T C A C A G A A C A A T - 3 '

5 ' - T A T T T C CA A A G T T GA C T GA G A T T C T A - 3 '

S L A + 4 8 8 7

S L A - 7 0 6 4

5 ' - GA T T T GA T A A T GGA T GG A CA TA A T G - 3 '

5 ' - G T A G C T G T CA T G C CA A G T T T C - 3 '

K GA + 6 9 6 3

K GA -
p U

S I i A + 2 8 9 1

S L A - 3 9 9 8 X

S L A + 4 0 1 2 X

S L A - 4 9 8 7

5 ' -
g t c g a c A A GA T T C T C T G T T A T G GA GA - 3 ' *

5 ' -
g a a t t c T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T - 3 ' *

5 ' - G G T T T C T A T T CA G A T T G CA A A T T A - 3 '

5 ' - a c c g g a a t t c c g G A T A T C T C T T A A C C A G T T G G - 3 ' *

5 ' - t c g c g g a t c c g G A T A T C T G T T C T GGGA T CA C C - 3 ' *

5 ' - A C T C CA T G A A T T C A G T CA T - 3 '

* L o w e r c a s e l e t t e r s r e f l e c t n o n - H A V s e q u e n c e .
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