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Poprawnie oznaczony wspélczynnik sedymentacji wirusa jest jedna
z najwazniejszych cech fizykochemicznych stuzgcych do scharakteryzo-
wania jego wilasnosci. Na podstawie wynikéw analizy sedymentacyjnej
ocenia sie wielko$é i ksztalt wirusa, a takze zmiany zachodzgce na po-
wierzchni czasteczki wirusa pod wplywem rozpuszczalnikéw o réznych
wlasnosciach. Wigze sie to gtownie z rozkladem ladunkow elektrostatycz-
nych na powierzchni wirusa zaleznych od skiadu i sily jonowej buforu
uzytego jako rozpuszczalnika. Wspoétczynnik sedymentacji jest poza tym
podstawowg ‘wielko$cig sluzgcg do oznaczania bezwzglednego ciezaru
czgsteczkowego wirusa. Dlatego tez poprawne wykonanie analizy sedy-
mentacyjnej wirusa jest tak wazne przy identyfikacji wirusow i okresla-
niu ich podstawowych wlasnosci fizykochemicznych.

W przypadku wiruséw trwatych w roztworze i mozliwych do uzyska-
nia w postaci zupelnie czystych, jednorodnych preparatow o Scisle okres-
lonym stezeniu, analiza sedymentacyjna nie przedstawia wiekszych trud-
nosci pod warunkiem wlasciwego jej wykonania i poprawnej interpretacji
uzyskanych wynikow. W przypadku jednak wiekszosci wiruséw preparat
taki jest praktycznie niemozliwy do uzyskania, albo ze wzgledu na
nietrwalo$¢ wirusa w roztworze, albo z powodu trudnosci z idealnym
oczyszczeniem wirusa, zwlaszeza w przypadku, gdy wirus nie osigga zbyt
duzej koncentracji w roslinie. ,

Taki problem wynikngl w trakcie szerszych badan wirusa mozaiki
ogérka (WMO). Wirus ten jest stosunkowo nietrwaly w roztworze i trud-
no znosi wieloetapowe, wykorzystujgce rézne techniki oczyszczania.

Podstawowg jednak trudno$ciag w uzyskaniu serii preparatéow do ana-
lizy sedymentacyjnej okazala si¢ niemoznosc¢ lglzyskiwania W pewny Spo-
~ s6b ro$lin o okreslonej, duzej zawartosci wirusa mozaiki ogérka. Na kaz-
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dym etapie oczyszczania wirusa dochodzi do pewnych strat, dlatego tez
jesli poczatkowa koncentracji wirusa w roslinie jest mala, m_oZne} uzyskac
jedynie wstepnie oczyszczone preparaty o takim stezeniu, by nadawaly
sie do analizowania na ultrawirowce. Z kolei analizowanie niezbyt czy-
stych preparatow daje mniej pewne wyniki ze wzgledu na dodatkowe
oddzialywanie w roztworze wirusa z zanieczyszczeniami. W trakcie pro-
wadzonych prac majgcych na celu zbadanie i pordéwnanie wlasnosci
fizykochemicznych dwoéch izolatéw wirusa mozaiki ogérka umownie
nazwanymi szczepem selerowym i grochowym oraz wielokrotnie wyko-
nano analize sedymentacyjng tego wirusa. Badano na ultrawiréwce
wszystkie uzyskane przez oczyszczenie preparaty, ktore wykazywaty wy-
starczajgce stezenie wirusa. Poniewaz oba szczepy wirusa byly oczyszcza-
ne z réznych roslin i ré6znymi metodami, analizowano preparaty rozpusz-
czone w roznych buforach i wykazujgce duzg réznorodnos¢ stezen i sto-
pnia czystosci.

Wyniki uzyskane z pojedynczych pomiaréw roéznily sie¢ miedzy sobg
znacznie bardziej niz na to wskazywalby blgd metody. Podobnie duzy
rozrzut wynikéw stwierdzono poréwnujgc wyniki z literatury podawane
przez réznych autoréw. Kaper [3] podaje wspdlczynnik sedymentacji
WMO S,w, = 91, a Francki [2] Syow = 99, mimo, ze obaj analizo-
wali preparaty wykazujgce w ukladzie optycznym schlieren jeden wy-
raznie dominujacy szczyt z ledwie widocznymi sladami zanieczyszczen.

Chcac poznaé wspoédlczynnik sedymentacji WMO i ustosunkowaé sig
do innych wynikéw badan, a zarazem przeSledzi¢ wplyw réznych czyn-
nikéw na wynik analizy, zebrano i przeanalizowano wspoélczynniki se-
dymentacji z ré6znych do$wiadczen. Jednorazowo wykonano peing analize
sedymentacyjna wirusa mozaiki ogérka (szczep grochowy). Wirusa oczysz-
czono z ros$lin grochu metodg opracowang wg Varma [7].

Homogenizowano 100 g lici grochu z 200 ml 0,2 M buforu fosforano-
wo-askorbinianowego (pH 7,0). Homogenat emulgowano w mikserze
z 100 ml chloroformu przez 3 minuty, po odwirowaniu przy 4000 obr/min
przez 5 min., faze wodng wirowano przy 35 000 obr/min przez 90 min.

Osad rozpuszczono w 60 ml buforu stanowigcego mieszaning w sto-
sunku 4:1 0,01 M buforu fosforanowo-sodowego (pH 7,0) i 0,2 M buforu
fosforanowo-askorbinianowego (pH 7,0). Po odwirowaniu przy 4000 obr/
min przez 5 min. supernatant wirowano ponownie przy 35000 obr/min
w ciggu 90 min. Osad rozpuszczano w 12 ml buforu mieszanego i odwiro-
wano przy 4000 obr/min przez 5 minut. Po kolejnym ultrawirowaniu
(35000 obr/min 90 min.) osad w zaleznos$ci od jego iloSci rozpuszczono
w odpowiedniej ilosci (1-5 ml) 0,006 M buforu boranowego o pH 7,0.
Otrzymany po odwirowaniu na niskich obrotach roztwoér traktowano jako
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Ryc. 1. Analiza sedymentacyjna wirusa mozaiki ogérka (szczep grochowy); 17980 obr/min,

m
kat schlieren 70°, stezenie 5 ﬁ—, zdjecia co4 minuty, bufor boranowy 0,006M, pH 9,0

Ryc. 2. Wirus mozaiki ogérka — preparat jak na ryc. 1. Zdjecie elektronomikrosko-
powe. Barwienie negatywowe 2% kwasem fosforo-wolframowym
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Ryc. 3. Analiza sedymentacyjna wirusa mozaiki ogbérka (szczep grochowy) oczyszczonego Z
grochu [7]; 20410 obr/min, kat schlieren 70° zdjecia co 4 minuty, pufor boranowy 0,005M,
pH 7,0
Ryc. 4. Analiza sedymentacyjna wirusa mozaiki ogorka (szczep grochowy) oczyszczonego Z
ogorka [4]; 25980 obr/min, kat schlieren 70° i 60°, zdjecia co 4 minuty, bufor fosforanowy
0,01M, pH 7,0
Ryc. 5. Analiza sedymentacyjna WMO (szczep selerowy) oczyszczonego Z ogoérka [6]-

24630 obr/min, kat schlieren 70°, zdjecia co 2 min, bufor boranowy 0,005M, pH 9,0
Ryc. 6. Analiza sedymentacyjna WMO (szczep selerowy) oczyszczonego Z ogoérka [4]-
27690 obr/min, kat schlieren 70°, zdjecia co 4 min, bufor boranowy 0,06M pH 7,5
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wstepnie oczyszczony preparat wirusa. Ostateczne oczyszczenie wykonano
przez wirowanie w gradiencie sacharozy.

Tak oczyszczony preparat WMO dializowano wobec wody 1 zliofilizo-
wano. Sporzgdzono szereg roztworow o okreslonym stezeniu w zakresie
od 1-24 mg/ml w buforach, w ktéorych wirowane byly wstepnie oczysz-
czone preparaty wirusa. Byly to bufory: 0,05 M fosforanowo-potasowy
o pH 7,5; 0,000 M boranowy o pH 9,0; 0,006 M boranowy o pH 7,0
10,056 M boranowy o pH 7,5.

Analize sedymentacyjng [1, 5] wirusa mozaiki ogéorka wykonano przy
uzyciu ultrawiréwki analitycznej firmy Beckman model E. Roztwor wi-
rusa wirowano w rotorze analitycznym AnD (zawsze w temp. 20°C).
Stosowano predkosci wirowania w zakresie 17980-33450 obr/min. Kat
schlieren dobierano odpowiednio do stezenia wirusa. Wykonywano kaz-

dorazowo po 6 zdje¢ wykresu funkcji %= f(r) w 2 lub 4 minutowych

odstepach czasu. W podobny sposéb wykonano analizy wspoélczynnika se-
dymentacji preparatéw wstepnie oczyszczonych. W przypadku wirusa
catkowicie oczyszczonego otrzymywano pojedynczy, symetryczny szczyt
w ukladzie optycznym schlieren (ryc. 1-2). Bez doczyszczania w gradien-
cie gestosci, na kliszy widoczne byly 2-4 szczyty z dominujgcym przewaz-
nie szczytem wirusa (ryc. 3-6). Wspodlczynnik sedymentacji obliczano kaz-
dorazowo metodg graficznego catkowania.

Stezenie wirusa w roztworze szacowano przez poréwnanie powierzchni
szczytu uzyskanego przy tym samym kgcie schlieren z powierzchnig
szezytu o znanym stezeniu. Kazdy wynik uzyskany w buforze przeliczano
na warunki normalne wg wzoru:

w 1_‘ ?2 y =
S20, w — (Sc)app n . Lk * -—0 _on
N 20,w Nw 1—-V- Ps

gdzie:
Tsz]: - stosunek lepkosci wody w temp. pomiaru t do lepkosci w temp.
20°C (puaz),
%ﬁ — stosunek lepkosci buforu, w ktorym przeprowadza sig pomiary
) w temp: t do lepkosci wody w tej samej temp. (puaz),
14 — objetosé wlasciwa substancji badanej w temp. pomiaru t(%l)
P20 — gesto$é wody w temp. 20°C (—;%T)a

Po — gesto$é buforu w temp. pomiaru t TflT .

\
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Gestos¢c buforu mierzono piknomeétrycznie, a lepko$¢ wiskozymetrem
Ubbelohde’a.

1

Bufor Ns Ps
0,005 M boranowy pH = 9,0 1,0059 0,9984 %
0,005 M boranowy pH = 7,0 1,0042 0,9983 %
0,005 M boranowy pH = 7,5 1,0077 6,9997 %1
0,05 M fosforanowy pH = 17,5 1,0179 1,0047 TiY

Molowa objetos¢ wlasciwg zmierzono tylko jednorazowo ze wzgledu
na trudnos¢ uzyskania duzej ilosci roztworu wirusa o okre§lonym, wy-
starczajgco wysokim stezeniu. Pomiar piknometryczny 0,10 roztworu wi-

rusa w wodzie wykazal jego gesto$¢ rowng 0,9985 ril’

5 —(ps—py) - ' e g
stad: = 2 3 1 — stezenie wirusa |—2>—
A Ve P1°C “ ; (ml)

V, = 0,001 — (0,9985 — 0,9982) p; — gesto$é roztworu (%)
g

0,001 - 0,9982

V, = 0,67 —131— p; — gesto$¢ rozpuszcz. (——1)

Molowa objetos¢ wlasciwa tego wirusa wyliczona z jego skladu wy-
niosta 0,71 ml/g. Przyjeto zawarto$é RNA w wirusie 18%0, molowg obje-
tos¢ wlasciwg RNA — 0,55 ml/g i molowg objetos¢ wlasciwg biatka wi-
rusowego 0,74 ml/g. Do dalszych obliczen przyjmowano V wirusa = 0,71,
gdyz wynik obliczony z pomiaréw piknometrycznych z pewnoscig obar-
czony byl duzym bledem i zbyt odbiegal od wartosci podawanych w li-
teraturze dla molowej objeto$ci wlasciwej tego wirusa.

Cheac okreslié wplyw buforu na wynik wspélczynnika sedymentacji,
znalez¢ ewentualne réznice wspélczynnika sedymentacji badanych-szcze-
pOw wirusa, a zarazem ekstrapolowaé uzyskane wyniki na nieskonczenie
wielkie rozcienczenie, wszystkie uzyskane z réznych do$§wiadczen wyniki
wspélczynnika sedymentacji, przeliczone na warunki normalne, naniesio-
no na wykres zaleznos$ci odwrotno$ci wspélczynnika sedymentacji od ste-
zenia (ryc. 7). '
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Ryc. 7. Ekstrapolacja wspoéiczynnika sedymentacji WMO na nieskonczenie wielkie
rozcienczenie

Do celéw ekstrapolacji na nieskonczenie wielkie rozcienczenie stoso-
wano zaleznos¢:

1 1 ) .o B e &\
ST (1 +Kksc); ¢ — stezenie wirusa (ml)

Wépélczynn'ik sedymentacji ekstrapolowany na stezenie ¢ = o wyniost
97,15 S. Nie udowodniono istotnych réznic wspélczynnika sedymentacji
dla badanych szczepéw wirusa. Nie zaobserwowano takze istotnego wply-
wu réznych buforéw na wynik. Rozrzut wynikéw widoczny na rysun-
ku 7 jest duzy, wiekszy niz na to wskazywalby blad metody. Przypuszcza
sie, ze powodem tego moze by¢ z jednej strony wplyw zanieczyszczen
w przypadku wirowania preparatéw nie w pelni oczyszczonych, a z dru-
giej niedokladne, szacunkowo jedynie okreslone stezenie wirusa w roz-
tworze. Wystarczajgce oczyszczenie WMO jest trudne ze wzgledu na jego
nietrwalo$¢é w roztworze, a praktycznie niemozliwe w przypadku malego
stezenia wirusa w ro$linie. Dokladne okreslenie stgzenia wirusa w roz-
tworze jest z kolei mozliwe jedynie dla bardzo czystych preparatow.

 Dla wiekszosci preparatéw WMO poddanych analizie sedymentacyjne]
najdoktadniejsza metodg okreSlenia stezenia okazalo si¢ poréwnanie po-
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wierzchni pikow ze zdje¢ z ultrawiréwki z powierzchnia uzyskang dla
preparatow o znanym stezeniu. Takie okreslenie stezenia jesf jednak ma-
o dokladne jesli chce sie uzyska¢ pewne wyniki wspélczynnika sedymen-
tacji w warunkach normalnych. Nie mogac z jakich§ wzgledéw poddaé
analizie sedymentacyjnej serii kilku rozcienczen zupelnie czystego pre-
paratu o sSciSle okreslonym stezeniu, jedynym sposobem uzyskania mo-
zliwie prawdziwego wyniku wspoélczynnika sedymentacji jest wykonanie
duzej liczby analiz dla uzyskania wyniku S$redniego. Odnosi sie to row-
niez do proby znalezienia roéznic w wspoétczynnikach sedymentacji réz-
nych wirusow czy szczepow jakiegos wirusa.
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Botuex Kanescku

CEAMMEHTALIMOHHBIVI AHAJIU3 BUPYCA OI'YPEYHOM MO3AUKU

Pe3wowMme

Ha npumepe ceamMMeHTaLMOHHOTO aHaJjaM3a BUpPyca OrypedHOil MO3auKy mpeacra-
BJIeHBbI IIPOOJIeMBbI, CBA3aHHbIE C OIpenedeHueM KoadduumeHra ceguMmeHTauM He-
* CTOMKMX LIapOO0Opa3HBIX BUPYCOB, AJA KOTOPBIX 3aTPYAHMUTENBLHO IOJydeHMEe COBeD-
LIEeHHO YJMCTBIX IIPEeIlapaTOB BBICOKOJ, TOYHO OIIPEeAeJIeHHOM KOHIeHTpauuu. JeraJbHO
OmycaH TIPMMEHEHHbII Xoh omnpenenenrAa. OOCyzRIeHbl IIOJIydYeHHble pPe3yJbTaTbl Ha
c¢doHe MaHHBIX U3 JAUTEPATYpPbl. IIpeAnNpPUMHMMANNCHL MONLITKY BbIACHEHMA NIPUYIMHBI
OTHOCUTENBHO OoJiblLIEro pazbpoca pe3yabTaToB Ko3dduipeHTa ceguMeHTant B Ipo-
BOAVMBIX y ce0s OIBLITOB, a TaKiKe pPe3yJIbTAaTOB, LIMTMPOBAHHBIX Pa3HbIMM aBTOpaMi
B JIMTEpaType.
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Wojciech Kaniewski

SEDIMENTATION ANALYSIS OF CUCUMBER MOSAIC VIRUS

Summary

Using as an example the sedimentation analysis of cucumber mosaic virus,
discussion was made of the problems concerning the determination of the sedi-
mentation coefficient of unstable spherical viruses, whose completely pure prepa-
rations of a high and closely defined concentration are difficult to obtain. The
procedure applied was described in detail. Results were discussed in the light of
the data from the literature. Attempts were made to explain the relatively wide
dispersion range of the values of the sedimentation coefficient, as obtained in the
present study or reported by other authors.
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