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- Od czasu wprowadzenia do badan podstawowych w wirusologii tech-
niki ultrawirowania analitycznego, oznaczany tg drogg wsp6lczynnik se-
dymentacji stal sie jedng z podstawowych cech fizykochemicznych cha-
rakteryzujgcych wirusy. Oznaczanie wspdiczynnika sedymentacji wirusa
moze byé¢ jednym =z testow stuzacych do jego identyfikacji, jest para-
metrem blizej charakteryzujgcym wielkos¢é i ksztalt wirusa, a takze
punktem wyjsciowym do oznaczania i obliczania innych wielko$ci cha-
rakteryzujacych wirusy, a zwlaszcza ich ciezar czgsteczkowy. Stad precy-
zyjne oznaczenie wspélczynnika sedymentacji jest tak wazne przy iden-
tyfikacji wiruséw, wzglednie przy ustaleniu wtasnosci fizykochemicznych
wirus6w nowo odkrytych, lub dla réznicowania ich szczepéw. Spotykane
w literaturze wartoéci liczbowe wspéiczynnikéw sedymentacji dla okres-
lonego wirusa réznig sie miedzy soba znacznie bardziej, niz wskazywalby
na to btad metody. Chcge wyjasni¢ przyczyne réznic w wynikach uzy-
skiwanych przez réznych badaczy, a zarazem wyeliminowa¢ przyczyny
bledéw w pomiarach wlasnych wykonaliSmy pomiary wspolczynnika se-
dymentacji wirusa mozaiki tytoniu, réznicujgc kazdorazowo te fragmenty
pracy, ktérych wplyw na wynik wydawal nam sie najbardziej prawdopo-
doktny. i '

Material do badan stanowil wirus mozaiki tytoniu pochodzacy z Phy-
salis alkekengi L. (Miechunka rozdeta) rozmnozony na tytoniu i pomido-
rach i pobierany 19 dni po zakazeniu ro§lin. Reakcja na tytoniu odmiany
Samsun, pomidorach oraz fasoli wykazywala, ze jest fo szczep wirusa
o wtasciwosciach szczepu , Dahlemense”. Oczyszczano go tg samg metoda
by stwierdzi¢ ewentualny wplyw rosliny gospodarza na uzyskany wsoo6t-
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czynnik sedymentacji. Oczyszczanie prowadzono przy pomocy strgcania
wirusa w jego punkcie izoelektrycznym wg metody Maata [6]. Proces
stracania przeprowadzono w kazdym przypadku trzykrotnie nie uzysku-
jac jednak wystarczajgco czystego preparatu wirusa. Réznica miedzy €zy-
stoscig preparatu po drugim i trzecim strgceniu byla stosunkowo niewiel-
ka wiec zaniechano dalszego oczyszczania tg metodg. Doczyszczanie pre-
paratéow przeprowadzono na drodze ultrawirowania roznicowego stosujgc
0,2 M bufor fosforanowo-sodowy o pH 7,0 i sedymentacje wirusa przy
30 000 cbr/min przez 1 godzine a usuwanie zanieczyszczen przez wirowa-
nie przy 6000 obr/min w ciggu 20 minut.

Proces ten powtorzono w przypadku pomidora pigciokrotnie, a w
przypadku tytoniu o$miokrotnie uzyskujgc preparaty wirusa o stopniu
czystosci wystarczajgcym do uzyskania pojedynczego, symetrycznego piku
podczas ultrawirowania analitycznego. Dla obu tak uzyskanych prepara-
tow wykonano oznaczenie wspotczynnika sedymentacji wykonujgc ultra-
wirowanie analityczne na wirowce firmy Beckman model E, w rotorze
analitycznym An-D. Pomiary wykonano na roztworach wirusa w 0,2 M
buforze fosforanowo-sodowym o pH 7,0. Stezenie wirusa wynosilo okolo
1 procent. Wirowano zawsze w temperaturze 20°C probujagc roézne pred-
kosci wirowania w granicach od 15 220 do 25 980 obr/min. Zdjecia wyko-
nano przy kacie schlieren 70° w dwu lub czterominutowych odstepach
czasu, naswietlajgc klisze przez 10 sekund.

Uzyskano bardzo niskie wyniki pozornego wspéiczynnika sedymenta-
cji. Dla wirusa oczyszczonego z pomidora (S¢)app = 118,0 S (rys. 1), a dla
wirusa oczyszczonego z tytoniu (Sc)app = 122,3 S (rys. 2). Roéznica miedzy
uzyskanymi wynikami a wartoSciami wspoéiczynnika sedymentacji poda-

Rys. 1. Oznaczenie wspolczynnika sedymentacji wirusa mozaiki tytoniu oczyszeczo-
nego z pomidora (preparat I).
Predkos¢ wirowania 20 410 obr/min, zdjecia wykonywano co 4 min.

Rys. 2. Oznaczenie wspélczynnika sedymentacji wirusa mozaiki tytoniu oczyszczo-
nego z tytoniu (preparat II).
Predko$¢ wirowania 20 410 obr/min, zdjecia wykonywano co 4 min.
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wanymi w literaturze byla tak duza, ze nie mozna bylo wytlumaczy¢ jej
warunkami pomiaru, sposobami obliczen i przeliczen lub bledem me-
tody [3]. Szukajgc przyczyny uzyskania tak niskich wartosci wspoélczyn-
nik6w sedymentacji zwrécono uwage na stosunkowo znaczne rozmycie
pikow w czasie 10 lub 20-minutowego wirowania. Oszacowany stagd wspo61-
czynnik dyfuzji byl kilkakrotnie wyzszy od podawanego dla TMV w li-
teraturze.

Uznajac wynik taki za nierealny zalozono, ze oczyszczone przez nas
preparaty wirusa sg ukladami polimolekularnymi [2]. W celu potwierdze-
nia tej hipotezy wykonano zdjecia mikroskopowe badanych roztworow
wirusa. W przypadku zaréwno preparatu uzyskanego z pomidora, jak
i z tytoniu uzyskano zbiér paleczek wirusa o jednakowej grubosci lecz
o znacznie zréznicowanej dlugo$ci. Zmierzono diugosci 300 przypadkowo
wybranych paleczek z kazdego preparatu i obliczono ich Srednie wazone
[1, 4]. ’

Srednia dlugos$¢ pateczki TMV wyizolowanej z pomidora wynosilta
144,9 nm (rys. 3), a z tytoniu 166,1 nm (rys. 4). Biorgc pod uwage fakt,

Rys. 3. Zdjecie elektronomikroskopowe preparatu I. Barwienie negatywowe
2% PTA

ze podawana w literaturze $rednia dlugos¢ pateczki TMV wynosi ok.
280 nm [8] stwierdziliSmy, iz w preparatach naszych uzyskanych przez
oczyszczenie znang, powszechnie stosowang metodg byla mieszanina pa-
teczek o réznej diugosci, z przewaga jednak palteczek krotkich. Obliczony
z Sredniej dtugosci pateczki dla obu preparatéw ciezar czgsteczkowy wi-
rusa, a stagd przyjmujac dane z literatury dla wspéiczynnika dyfuzji i mo-
lowej objetosci wlasciwej — wspodlczynnik sedymentacji okazal sie w
przyblizeniu zgodny z uzyskanymi przez nas danymi eksperymentalnymi.
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Rys. 4. Zdjecie elektronomikroskopowe preparatu II. Barwienie negatywowe
2%/ PTA b

W do$wiadczeniu tym wplyw stopnia rozbicia pateczek wirusa na wspoi-
czynnik sedymentacji byt tak duzy, ze uniemozliwil stwierdzenie ewen-
tualnego wplywu nan rosliny—gospodarza.

Dla ustalenia, jaki etap oczyszczania byl gléwnie odpowiedzialny za
czeSciowa degradacje wirusa wykonano oczyszczanie TMV z dwoéch dal-
szych prob tytoniu.

Jedng probe oczyszczono dokladnie wedlug metody polecanej dla
TMV przez Maata i nie stosujgcej strgcania wirusa w punkcie izoelek-
trycznym [5]. W metodzie tej stosuje sie wstepne oczyszczanie homoge-
natu przez ekstrakcje eterem etylowym i czterochlorkiem wegla a nastep-
nie doczyszczanie przez csadzanie wirusa przy 30000 obr/min w ciagu
1 godz., rozpuszczanie osadu w 0,18 M buforze fosforanowo-cytrynowym
o pH = 7,0 1 usuwanie zanieczyszczen przy 6000 obr/min przez 20 minut.
Dla uzyskania preparatu dajgcego przy ultrawirowaniu analitycznym po-
jedynczy pik wykonano 6 cykli wirowania. Tak uzyskany preparat wirusa
wykazywal wscéleczynnik sedymentacji réwny 106,3 S (rys. 5) i $rednia
diugos¢ rpaleczki wirusa 99,3 nm (rys. 6). Aby otrzymany wynik lepie]

Rys. 5. Oznaczenie wspolczynnika sedymentacji wirusa mozaiki tytoniu oczyszezo-
nego z tytoniu (preparat III)
Predko$é wirowania 20410 obr/min, zdjecia wykonywano co 4 min.
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Rys. 6. Zdjecie elektronomikroskopowe preparatu III. Barwienie negatywowe
20/ PTA

poréwnaé¢ z pomiarami wecze$niejszymi wirowano wirusa przy 30 000 obr/
fmin i rozpuszczono w 0,2 M buforze fosforanowo-sodowym o pH = 7,0.
Tak uzyskano wspoélczynnik sedymentacji 99,6 S, ktory sugeruje dalsze
rozbicie paleczek wirusa przez dodatkowe ultrawirowanie, lub zmianeg
wspbtczynnika sedymentacji spowodowang zmiang buforu. Czwarty pre-
parat uzyskano przez zastosowanie wlasnej kombinacji znanych metod
oczyszczania wirusa, jednak bez stosowania ultrawirowania. Tok poste-
powania byl nastepujgcy: 150 g lisci tytoniu homogenizowano z 150 ml
0,2 M buforu fosforanowo-sodowego o pH = 7,0 z dodatkiem 0,1%0 kwasu
tioglikolowego i odsgczono. Roztwor ogrzewano do temperatury 70°C
przez 10 minut. Wytrgcone tak zanieczyszczenia odwirowano przy 6000
obr/min przez 10 minut. Z supernatantu strgcono wirusa przez dodanie
stalego siarczanu amonu doprowadzajac roztwoér do stezenia réwnego
509/0 nasycenia w 20°C. Osad odwirowano przy 6000 obr/min przez 30
minut i rozpuszczono w 140 ml 0,05 M buforu fosforanowo-sodowego
o pH = 7,5. Roztwor zakwaszono 10%0 kwasem octowym o pH 5 i tak
wytracony osad odwirowano przy 6000 obr/min w ciggu 20 minut. Su-
pernatant zakwaszono nastepnie do pH 3,6 i osad wirusa odwirowano przy
10 000 obr/min przez 10 minut. Osad rozpuszczono w 100 ml 0.2 M bu-
foru fosforanowo-sodowego o pH 7,0 i strgcono wirusa przez dodanie
31,2 g siarczanu amonu i pozostawienie roztworu przez noc w tempera-
turze 0°C. Osad odwirowano przy 6000 obr/min w ciggu 30 minut i roz-
puszczono w 20 ml 0,05 M buforu fosforanowo-sodowego o pH 7,5 i nie-
rozpuszezalne zanieczyszczenia odwirowano przy 4000 obr/min Iprzez 10
minut. Tak otrzymany roztwoér wirowano przy 15000 obr/min przez 30
minut i po wirowaniu usunieto gérng warstwe roztworu, pozostawiajgc
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w sumie 2 ml roztworu wirusa. Powstaly osad roztworzono i nierozpusz-
czalne cze$ci usunieto przez wirowanie w 4000 obr/min przez 10 minut.
W koncu prébe wirowano przez 2 ml 20°¢ sacharozy rozpuszczonej w tym
samym buforze przy 23 000 obr/min przez 2 godziny w rotorze SW-39.

Osad rozpuszczono w 0,6 ml 0,05 M buforu fosforanowo-sodowego o pH
7,5 i odwirowano przy 4000 obr/min przez 10 minut. Supernatant byl roz-
tworem wirusa o stezeniu okolo 1 procent. Tak uzyskany preparat wirusa
wykazywal wspétczynnik sedymentacji (Sc¢)app = 192,7 S (rys. 7) przy
$redniej dlugosci paleczki 289,6 nm (rys. 8). Za pomocg mikroskopu elek-

Rys. 7. Oznaczenie wspélczynnika sedymentacji wirusa mozaiki tytoniu oczyszczo-
nego z tytoniu (preparat IV)
Predko$é wirowania 24 630 obr/min, zdjecia wykonywano co 2 min.

SR

Rys. 8. Zdjecie elektroncmikroskopowe preparatu IV. Barwienie negatywowe
2% PTA

tronowego stwierdzono takze obecnos¢ w tym preparacie czgsteczek wirusa
o podwoéjnej 1 potrojnej diugosci a wige dimerow i trimeréw. Wyniki uzy-
skane dla tego preparatu sa zblizone do wynikow podanych w literaturze.

Cztery opisane wyze] preparaty wirusa mozaiki tytoniu wirowano w
r6znych warunkach, by dobra¢ mozliwie najkorzystniejsze parametry wi-
rowania dla oznaczania wspotczynnika sedymentacji. Na podstawie wyko-
nanych doswiadczen stwierdzono duze réznice w wielkosci wspoétczynnika
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sedymentacji przy wirowaniu roztworéw o réznych stezeniach. Proste
przeliczenie na roztwor o nieskonczenie wielkim rozcienczeniu okazalo sie
niewystarczajgce, szczegoélnie dla uktadéw polimolekularnych. Wspotezyn-
nik proporcjonalno$ci Ks [2] byl rézny dla badanych preparatow. Stad
stwierdziliSmy konieczno$¢ wykonywania pomiaréw na roznych, znanych
stezeniach wirusa i ekstrapolowanie uzyskanych wynikow wspotczynnika
sedymentacji na stezenie réwne zeru.

Kat schlieren, nie majacy wplywu na uzyskane wyniki, nalezy dopa-
sowac do stezenia wirusa tak, by mozna bylo dokonywaé odczytow z wy-

dn
kresu funkcji Z f(r) z mozliwie najwiekszg precyzjg. Takze pradkosé

wirowania i odstepy czasu miedzy zdjeciami trzeba dobraé tak, by uzy-
ska¢ serie zdje¢ pikow wystarczajaco ostrych dla odczytu, o wyraznie
zroznicowanych odleglosciach od linii menisku.

Dla ukladéw polimolekularnych okazalo sie konieczne wirowanie przy
stosunkowo duzych predko$ciach, np. 24 630 obr/min i fotografowanie
w dwuminutowych odstepach czasu, by uniknagé nadmiernego rozmycia
pikow a zarazem spowodowaé wystarczajacag dla dokladnego zmierzenia
migracje granicy miedzy rozpuszczalnikiem a roztworem. Dla bardziej
jednorodnego preparatu wirusowego dobre wyniki daje wirowanie przy
nieco nizszych obrotach (np. 21740 obr/min) i fotografowanie co 4 mi-
nuty.

Zadng z czterech opisanych metod' oczyszczania nie uzyskano na tyle
jednorodnego preparatu wirusowego, by decydujgcym czynnikiem rozmy-
wajacym piki byla dyfuzja czasteczek wirusa, a nie réznice w szybkosci
sedymentacji czgsteczek o réznych wielkosciach. Potwierdzily to pomiary
wirusow w mikroskopie elektronowym.

Pomiary sedymentacji wykonywano w temperaturze 20°C, by unik-
nac¢ przeliczen wynikéw na te temperature przyjeta umownie za standar-
~dowa. Przeliczenie takie jest zmudne i zwigzane z dokonywaniem dodat-
kowych pomiaréw, takich jak lepko$¢ buforu w temperaturze pomiaru,
objetos¢ wlasciwa wirusa w temperaturze pomiaru i w temperaturze
20°C, czy gestos¢ buforu w temperaturze pomiaru. Stad we wszystkich
przypadkach, gdy wirus nie rozklada sie jeszcze w temperaturze 20°C
korzystne i obarczone mniejszym bledem jest wirowanie w tej wlasnie
temperaturze. Istotne jest rowniez odpowiednie dobranie buforu—roz-
puszczalnika wirusa, a wiec jego sktadu, stezenia i pH. Rozpuszczalnik
nie powinien powodowa¢ rozkladu i agregacji wirusa lub w jakikolwiek
spos6b wplywac¢ na ksztatt i wielko$é¢é wirusa.

Stosujac bardzo rozcienczone bufory — rzedu 0,01 M mozna zaniedbaé |
przeliczania uzyskanego wyniku na wirowanie w wodzie, gdyz poprawka !
miesci si¢ wtedy w bledzie metody. Stwierdzono, ze wirujac ten sam pre-
parat wirusa z zastosowaniem roéznych buforéw uzyska¢ mozna wyniki
bardzo zréznicowane, nawet po uwzglednieniu powszechnie przyjetych
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poprawek. W przypadku TMV wirowanie w wodzie dawalo zwykle niz-
sze wartosci wspélczynnika sedymentacji niz wirowanie w buforach, na-
wet bez uwzglednienia poprawki na bufor, ktéra zwykle jest dodatnia.

W opisanych doswiadczeniach wspolczynnik sedymentacji obliczano
najczesciej stosowang w przypadku systemu optycznego schlieren, me-
todg graficznego calkowania [7]. Obliczone tak wyniki sg $rednig dla
wszystkich sfotografowanych polozen granicy miedzy rozpuszczalnikiem
a roztworem i zalezg od parametréw wirowania. Bardziej poprawne by-

n
toby calkowanie rachunkowe wszystkich funkecji T f (r) 1 ekstrapolo-

wanie wynikOw na poziom menisku. Wspolczynnik sedymentacji na po-
ziomie menisku jest zawsze wyzszy od obliczanej zwykle $redniej i roz-
nica ta jest istotna, szczegdlnie w przypadku duzych odleglosci ,,granicy”
od poziomu menisku.

Obliczenie wspolczynnika sedymentacji metodg rachunkowego calko-
wania jest zmudne i wymagajace duzo wiekszej, niedostepnej dla nas
precyzji odczytywania z plyt fotograficznych. Z tych powodéw jest ono
w praktyce rzadko stosowane.

WNIOSKI

1. Wspolezynnik sedymentacji wiruséw paleczkowatych zalezny jest
od stopnia degradacji lub asocjacji wirusa, a wiec pos$rednio od sposobu
jego oczyszczenia. Stopien czystosci i jednorodno$ci preparatu powinno
si¢ zbada¢ np. za pomocg mikroskopii elektronowej, pomiaréow dyfuzji
wirusa czy tez przez analityczne wirowanie w gradiencie gesto$ci.

2. Te parametry wirowania, ktére nie majg bezposredniego wplywu na
wynik analizy, a wiec predkos¢ wirowania, kat schlieren, czas wykonania
pierwszego zdjecia i roznice czasu miedzy kolejnymi zdjeciami, czas na-
Swietlania kliszy, rodzaj rotoru i komérki wirowniczej nalezy tak dobraé
do badanego roztworu, by uzyska¢ mozliwie najwiekszg precyzje odczy-
tow istotnych parametrow funkeji %Z— = T 7).

3. Analiz¢ sedymentacyjng wykonywaé w temperaturze 20°C, a jesli
jest to niemozliwe, nalezy poda¢ temperature wirowania i przeliczy¢
uzyskany wynik.

4. Trzeba wyeliminowa¢ wplyw stezenia przez analizowanie szeregu
rozcienczen wirusa i ekstrapolowanie wspétczynnika sedymentacji na nie-
skonczenie wielkie rozcienczenie. W razie oczyszczenia malej iloéci wiru-
sa, wystarczajgcej do wykonania analizy tylko przy jednym, niskim ste-
zeniu, nalezy poda¢ dokladng wielkos¢ tego stezenia (w g/ml).

5. Konieczne jest doktadne podanie sktadu, stezenia i pH buforu uzy-
tego jako rozpuszczalnika wirusa, niezaleznie od ewentualnego przelicze-
nia wspolczynnika sedymentacji na wirowanie w wodzie. W razie wy-
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konywania analizy sedymentacyjnej w wodzie trzeba to ‘wyraZnie zazna-
ezye.

6. Celowe jest podanie sposobu obliczania wyniku analizy.

7. Jedynie szczegblowe podawanie wszystkich istotnych parametrow
wirowania pozwala na wlasciwe interpretowanie uzyskanej wartosci licz-
bowej wspélczynnika sedymentacji lub poréwnywanie ich z warto$ciami
uzyskanymi przez innych badaczy. '

8. Nalezaloby w przyszloSci ustali¢c pewne ramowe zasady postepowa-
.hia przy analizie sedymentacyjnej w wirusologii.
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Bapraoseit Muuunvexu, Boiiyex Kanescrku, Jluous Hynailicxa

IIPAKTUYECKUE YKA3AHUA IO OINPEAEJEHUIO KORPPUIVEHTA
CEIJVMMEHTALIM BUPYCOB HA IIPMMEPE BUPYCA MO3AMKI TABAKA

Pezsowme

B pa6oTe ObLIO MCCIELOBAHO BIMAHMe cIlocoba MPUTOTOBJIEHMA BUPYCHOTO IIpe-
rnapaTta M IapaMeTpoB LEHTPMEYIMPOBAHMA Ha MOJIYUYEHHBIN IO METOAY aHaJNTHYec-
KOro yJbTpaleHTpudyrnpoBaHua Koshbduiuent ceanmentayuyu mo TMV.

IOuddepeBNUPyA KaykAbIl pa3 9TM parMeHTbl paboThl, BAMAHME KOTOPBIX Ha
pe3yJbTaT KasaJjiochk Haubojee BEPOSATHBIM, ITOJNYYeH DPAX 3HaAYeHU K09 UIIMEeHTOB
cemumenTaipm TMYV, orandyarolmxca Mexnay cofoit 3HaumrenbHo Gosblie, yeMm yKa-
3pIBasia 6bI Ha 9TO olMOKA MeToRa. BbLay 06CYXKIeHb! NMPUYMHbBI IOJIYYeHNUA Pa3sHBIX
sHaueHMi1 KosdduIedTa CeAUMEHTALMM 10 TOMY K€ BUPYCY ¥ IPEeJCTaBJIeHbI npa§-
TUYecKye yKa3aHMA II0 OmpefeNeHuo Ko3ddummenra ceaMMeHTalmy BUPYCOB, AAr0-
1I[fe OJHOBPEMEHHO BO3MOIKHOCTbL OOJIETYMTH COOTBETCTBYIOLIYIO MHTEPITPeTaLyio I10-

JYYEeHHbIX B OIbITaX PEe3yJbTAaTOB.
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Barttomiej ‘Micinski, Wojciech Kaniewski, Lidia Dunajska

PRACTICAL HINTS CONCERNING DETERMINATION OF VIRUS
SEDIMENTATION COEFFICIENT, EXEMPLIFIED BY TOBACCO MOSAIC
VIRUS

Summary

Study was made of the effect of both the procedure used for preparation of
virus material and of the centrifugation parameters on the value of the TMV
sedimentation coefficient, obtained by analytical ultracentrifugation.

In consequence of modifying some fragments of the procedure, which seemed
to have the greatest effect on the results, a series of values of the TMV sedimen-
tation coefficients was obtained, these values proved to be much more discrepant
than it might have been expected from the error of the method. The reasons why
different values of the sedimentation coefficient have been obtained for the same
virus are discussed; practical instructions concerning the determination of the
virus sedimentation coefficient, aimed at facilitating correct interpretation of the
experimental results, are given.



