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nature is but art unknown to thee,

chance, direction which thou canst not see;

discord, harmony not understood.

Alexander Pope
1733
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I

De gewconte van diverse onderzoekers om de molecuulgewichten van hoog-mole-
culaire eiwitten op gels met 5 7 acrylamide te bepalen volgens de methode van
Weber en Osborn (196%9) kan in het geval van glycoproteinmen tot aanzienlijke
fouten aanleiding geven.

Weber, K. en Osborn, M. (1969). J. Biol. Chem. 244, 4406 — 4412.

I1
Het bronsvlekkenvirus van de tomaat bevat koolhydraat, dat afkomstig is van de
waardplant,

ITI

Het is niet juist om overdracht door thripsen als criterium voor de identifica~
tie van TSWV te gebruiken.

Best, R.J. (1968), Advan. Virus Res. i3, 65 - 146.

w

Het ontbreken van een zichtbare reactie bij dubbele diffusie in agargel tussen
antiserum tegen het bronsvlekkenvirus van de tomaat en sap van ecen niet gein-
fecteerde waardplant kan niet gelden als bewijs voor de afwezigheid van waard-
antigeen in TSWV.

v

De resultaten van Lee et al. (1972) suggereren dat planten analogen van siaal-
zuur kunnen synthetiseren.

Lee, P.E., Boerjan, M. en Peters, D. (1972). Virology 50, 309 - 3l11.

Vi
Het ontbreken van relief in vlakke landschappen versterkt de noodzaak tot héet
toepassen van een gevarieerde woningbouw om een te grote monotonie te vermijden.
VII

Het verdient aanbeveling om meer onderzoek te verrichten naar de bruikbaarheid
van nematoden als indicatoren voor de verontreiniging van bodem— en oppervlakte-—
water.

VIII

Het begrip tumor is in de insectenpathologie onvoldoende gedefinieerd.

IX

Sociaal gezien verdient het aanbeveling om bij het roken van een sigaret diep
te inhaleren; dit maakt dat de uitgeblazen rook minder schadelijk is voor de
omgeving van de roker.

X

De gemiddelde leeftijdsverwachting van de vrouw zal negatief beinvlioced worden
door de toenemende emancipatie.

Proefschrift van P.W.L. Tas
Wageningen, 10 juni, 1975




§i61 ‘Tou ‘moBurusfep

WInY USp UBA UL
uelis0q usayiey uajuruered oq

u . *anoqad-eIne 19y UBA WNTi0ITpne

-uta7y 39y ur a213omoid ap uea dooyye eu arydedey
A “ /4 rualiazs sfrad do

199z [1m uspnoz stjowoid 3zap [1q prayltzomuee mp

*83al9g g ‘1p *acjomoiad-od ap
us 2T80701TA 2p UT Ieeia[300Y ‘Juey Jap UeA “H J'[ "IT 1P

%.uouoﬁoan 2p usa Juipliel 19puc IN2IMOQ ST IJTIYIsIeoad e
'L
05
LVVHOL 30 NYA SPHIANIANITASNOYE L3H NVA NIddYHISNIDII 313YNLINY LS NT IKISINIHD W

$IPINT 1¥1iyosyacad 19y uea (2313 2

+uaputasaeryd sgy “I°M°d "1 uea 9Tjomead 8p

‘usduiueley ‘v| Remsaq[nog Tewisusn ‘jooydsaBoyanoqpum]
2p UBA BINE 2P UTI TRZ ann (00°9) 23 ¢f61 tunf{ ) Swpeuyrp dg



Aan mijn ouders



VOORWOORD

Gaarne wil ik mijn dank betuigen aan eenieder, die op enigerlei wijze een bij-
drage heeft geleverd bij het tot stand komen van dit proefschrift.

In de eerste plaats mijn ouders, die mij de gelegenheid hebben gegeven om te

gaan studeren.

Veel dank ben ik ook verschuldigd aan prof.dr.ir. J.P.H. van der Want voor zijn
voortdurende belangstelling en kritische discussies, en aan dr. D. Peters voor
zijn stimulerende begeleiding tijdens het onderzoek en het op schrift stellen
van de resultaten.

Veel dank gaat ock uit naar Marleen Boerjan voor de enorme inzet en het
enthousiasme waarmee ze bij de diverse experimenten assisteerde en naar ir. Jan
van den Hurk, die in het kader van zijn doctoraal studie de RNA experimenten

op een voortreffelijke wijze ten uitvoer bracht en naar Miss Marit Moe, die een

deel van de infectiositeitsproeven voor haar rekening nam.

Voorts dank ik ir. T.S. Ie en Joop Groenewegen voor hulp bij elektronenmicros-
copische experimenten, Magda Usmany en Dick Lohuis voor het afdrukken van foto's,
Karel Boekhorst voor de tekeningen, G. Eimers voor het fotografisch werk en

Wout Rozeboom voor het moeiteloos oplossen van kleine probleempjes.

Voor de naar schatting 6000 N. rustica planten, die in de lcop van het onder-
zoek gebruikt zijn ben ik Gijs Looyen, Han Speckmann en Nico Klarenbeek veel
dank verschuldigd. .

Het ITAL, met name ir. J. Stoutjesdijk ben ik dank verschuldigd voor de geboden
faciliteiten voor het uitvoeren van de radioactiviteitsexperimenten.

Tenslotte dank ik dr. Andy Ziemiecki voor correctie van de Engelse tekst, de
afdeling Tekstverwerking en met name mevrouw H.J. Treffers voor het typewerk
en de heer A. Emmink {(PUDOC) voor de uitvoering in offset.




TNHOUD

Gebruikte afkortingen en begrippen

1

InTeiding

Materiaal en methoden

z.1.
2.2.
2.3,
2.4,
2.5.
2.6.

2.7.

2.8,
2.9.
2.9.1.

2.9.2.
2.9.3.
2.9.4.
2.10.
2.11.

2.12.
2.13.

2.14.

2.14.1.
2.14.2.
2.14.3.
2.14.4.

Virus

Plantemateriaal

Infectiositeitstoetsing

Zuivering van het virus

Bereiding van nucleinezuur

Zuivering van polysacchariden uit niet

geinfecteerde N. rustice-planten

Bereiding van een antiserum tegen sap van niet
geinfecteerde N. rustica

Bereiding van antisera tegen TSWV

Verzadiging van TSWV-antiserum

Verzadiging van TSWV-antiserum met pelysacchariden
uit ¥. rusticq

Verzadiging van TSWV-antiserum met ¥. rustioca-sap
Verzadiging van TSWV-antiserum met gedenatureerd virus
Verzadiging van TSWV-antiserum met intact virus

De dubbele agargeldiffusie-methode

Servlogie van gedepnatureerde viruseiwitten in
polyacrylamidegels

Extractie van TSWV met chloroform-methanol

Afbraak van eiwit met SDS en ME en carboxymethylering
met joodaceetamide

Elektroforese in polyacrylamidegel

Elektroforese van eiwit
Labeling van TSWV met ]ZSJ
Elektroforese van nucleinezuur

Incubatie met RNase en DNase

S WO W » oc

11

1
12
13

14
14
14
15
15

15
15

16
16
16
17

19




2.15.
2.16.

2.7,

Zuivering

3.1.

3.2.
3.3,
3.4.
3.5.
3.6.

Elektronenmicroscopie van virus
Elektronemmicroscopie van een aantal sedimenten,
die geisoleerd werden

Chemicalién

van het bronsvlekkenvirus van de tomaat

Concentratie van het virus in ¥. rusiica op
bepaalde tijdstippen na inoculatie

Infectiositeit van TSWV in perssap van ¥N. rustica
Zuivering van het virus uit V. rustica
Infectiositeit van gezuiverd TSWV
Elektronenmicroscopie van gezuiverd TSWY
Conclusies

Serologisch onderzoek aan gezuiverd TSWY

N
rs
h

4.7.

Verschil in werkzaamheid van antiserum 1 en 2
Verzadiging van TSWV-antiserum met N. rustica-sap
Verzadiging van TSWV-antiserum met polysacchariden
Verzadiging van TSWV-antiserum met gedenatureerd virus
Verzadiging van TSWV-antiserum met intact virus
Reactie van antiserum tegen sap van niet geInfecteerde
N. rustica met TSWV

Conclusie

Een analyse van de eiwitten van TSWV

5.1,

5.2,
5.2.1.
5.2.2.
5.3,
5.4.
5.4.1.

5.4.2.
5.4.3.

Afbraak van TSWV en scheiding van de eiwitcomponenten
door elektroforese in polyacrylamidegel

Detectie van glycoprotelnen

Kleuring met PAS-reagens

Analyse van een chloroform-methanol extract uit TSWV
Schatting van de molecuulgewichten van de eiwitten
Topografie van de eiwitten van TSWV

Eliminatie van stoffen die de werking van
lactoperoxydase remmen

Fragmentatie van TSWV

Labeling van TSWV met 125J

19

20
20

22

24
30
30
43
a4
47

45

49
52
54
55
57

58
59

61

62
66
67
70
71
75

76
78
79



10.

11.

5.4.4. Bepaling van de relatieve incorporatie van 12SJ

in de diverse eiwitten van TSWV
5.4.5. Gevoeligheid van de eiwitten van TSWV voor proteclyse

5.5. Conclusie

Enkele eigenschappen van het nuclteinezuur van gezuiverd TSWY

6.1. Extractie van het nucleinezuur

6.2. Karakterisering van het nucleInezuur

6.2.1. Infectiositeit

6.2.2. Elektroforese in polyacrylamidegel

6.2.3. Incubatie met RNase en DNase

6.2.4. Differentiéle precipitatie met zout

6.2.5. Resistentie tegen verhitting

6.2.6. Eigenschappen van het materiasal corresponderend met piek 5
6.2.7. Elektroforetisch gedrag

6.2.8. Bepaling van de molecuulgewichten op polyacrylamidegel

6.3. Conclusie

Een eerste karakterisering van infectieus ribonucleoproteine

7.1. Fragmentatie van TSWV met NP-40

7.2. Gedeeltelijke zuivering van infectieus
ribonucleoproteine op een gradiént

7.3. Karakterisering van infectieus ribonucleoproteine

7.4. Conclusie

Algemene discussie

Samenvatting

Summary

Literatuur

Curriculum vitae

33
86
86

88

88
88
88
89
a1
93
94
95
97
97
98

101

101

102

102

105

106

111

114

17

121



GEBRUIKTE AFKORTINGEN EN BEGRIPPEN

D Dalton

DNase Desoxyribonuclease

cpm Tikken per minuut

CPMV Cowpea-mozaiekvirus

CT DNA Kalfthymus-DNA

ds CPMY-RNA Dubbelstrengig CPMV-RNA

DIT Dithiothreitol

Eseo Optische dichtheid bij 260 nm

Bar2 Optische dichtheid bij 412 mm

EDTA Ethyleerdiaminetetra-azijnzuur

125 T Jodium 125

mCi Millicurie

ME Mercaptogthanol

NP-40 Nonidet P 40

an Optische dichtheid

PAS Perjoodzuur en Schiffs' reagens

PBS Phosphate buffered saline, oplessing van 12,7 g NaHPO,,
13,6 g KHZPO4 en 8,5 g NaCl per liter

PEG Polyethyleenglycol

PTA Fosforwel fraamzuur

RNA Ribonucleinezuur

RNA, RNA uit de bodem-component van CPMV

RNA RNA uit de midden-component van CPMV

RNase Ribonuclease

Tpm Toeren per minuut

3 Sedimentatiecog&fficiént in Svedberg eenheden

8DS Natriumlaurylsulfaat

S8C Standard saline citrate, oplossing van 0,15 M NaCl en

0,015 M Na-citraat, pH 7,2
ss CPMV-RNA Enkelstrengig CPMV-RNA
TEMED N,N,N'" ,N'-tetramethylethyleendiamine




TCA Trichloorazijnzuur

Tris Tris (hydroxymethyl}amincmethaan
TSWV Tomato spotted wilt virus, bronsvlekkenvirus van de tomaat




INLEIDING

Het bronsvlekkenvirus van de tomaat (TSWV) is een virus, dat voorkomt in gema-
tigde en subtropische gebieden over de gehele wereld. Het virus heeft een zeer
uitgebreide waardplantenreeks; 166 plantesoorten behorend tot 34 families ble-
ken er vatbaar voor te zijn {Best, 1968). Diverse synoniemen zijn gebruikt voor
het virus zoals Kromnek-virus, Lycopersicum-virus 3, "Pineapple yellow spot
virus'', "Tomato bronze leaf virus" en 'Vira cabega-virus (Ie, 1970).

Best en Katekar (1964) toonden aan dat het virus lipiden bevatte. In de daarop-
volgende jaren werd aan de hand van ultradumne coupes van geInfecteerd blad en
van negatief gecontrasteerde deeltjes duidelijk dat het virus een membraan bevat-
te (Best en Palk, 1564; Te, 1964; Van Kammen et al., 1966). Ondanks het feit, dat
er diverse zuiveringsmethoden voor het virus zijn gepubliceerd (Black et al.,
1963; Best en Palk, 1964; Martin, 1964; Van Kammen et al., 1966, Best, 1968;
Gumpf en Weathers, 1972; Tsakiridis en Gooding, 1972; Joubert et al., 1974, en
Paliwal, 1974} is weinig onderzoek verricht naar de samenstelling van eiwit en
nucleinezuur in het virus en naar de aard en eigenschappen van de membraan.

Onlangs echter hebben Mohamed et al. {1973) de eiwitsamenstelling van TSWV ge-
publiceerd. Zij vonden drie 'hoofdeiwitten" met molecuulgewichten van 84.000,
50.000 en 29.000 D en een eiwit met een molecuulgewicht van 220,000 D, dat in
geringe hoeveelheid voorkwam. De drie "hoofdeiwitten' waren geglycosyleerd.

Na behandeling van het virus met NP-40 werd een sferisch subdeeltje, dat in ge~
ringe mate infectieus was uit het virus geisoleerd. Dit sferische deeltje be-
vatte de eiwitten met de molecuulgewichten 29.000 en 220.000 D en slechts ge-
ringe hoeveelheden van de overige eiwitten.

Gegevens over het nucleinezuur van het virus zijn uiterst summier. Van Kammen
et al. (1966) en Best (1968) concludeerden op basis van hun experimenten dat het
micleInezuur van TSWV RNA is. Best (1968) gaf verder als basensamenstelling:
guanine 38%, adenine 35%, cytosine 9% en uracil 19%.

Een van de gevolgen van de beperkte informatie over dit virus is dat het cryp-
togram van TSWV, dat cen belangrijke sleutel levert tot classificatie, nog niet
volledig is. In dit cryptogram (R/x : %x/x : S/S : S/Th; Ie, 1970) ontbreken




de gegevens over het enkel of dubbelstrengig karakter van het RNA, het mole-
cuulgewicht van het nucleinezuur en het percentage nucleinezuur.

De doelstelling van dit onderzoek was dan ock om meer gegevens over eiwit en
micleinezuur van het virus te verzamelen teneinde met behulp van de verkregen
informatie een model te ontwikkelen, dat als uitgangspunt voor verder onder-
zoek kan dienen. Een bijkomend aspect is dat een membraanvirus zoals TSWV de
mogelijkheid biedt tot de studie van een relatief eenvoudig membraansysteem,
dat in tegenstelling tot cellulaire membraansystemen ock veel zuiverder geiso-

leerd kan worden.

Om het gunstigste tijdstip van het ocogsten van virusziek blad te kunnen bepalen
werd de virusverdeling in ¥, rustica op een aantal tijdstippen na inoculatie
bestudeerd. De gebruikte zulveringsprocedure voor isolatie van TSWV uit

N, rustica werd ter discussie gesteld (Hoofdstuk 3). Tegen het gezuiverde virus
werden antisera bereid. Dit leidde tot een onderzoek naar de antigene samenstel-
ling van TSWV en de ontdekking van waardantigeen in gezuiverd TSWV (Hoofdstuk 4}.
Met behulp van elektroforese in polyacrylamidegel werden aantal en molecuul-
gewichten van de viruseiwitten bepaald en tevens werd nagegaan welke eiwitten
covalent gebonden koolhydraten bevatten. Uit de labeling van ongefragmenteerd
virus met 125.] onder invloed van lactoperoxydase en H202 werd de lokalisatie

van de diverse eiwitten in het virusdeeltje bepaald (Hoofdstuk 5).

Het mucleInezuur van TSWV werd geisoleerd met behulp van fenol-SDS en geana-
lyseerd op polyacrylamidegel. Het mucleinezuur bleek in segmenten aanwezig te
zijn. De aard van het nucleinezuur werd bepaald uit de gevoeligheid voor RNase
en DNase, het gedrag in 2 M LiCl, de- gevoeligheid voor verhitting op 100°C en
de mobiliteit in gels met tcenemend percentage acrylamide. De molecuulgewichten
van de RNA-segmenten werden zowel onder niet-denaturerende als denaturerende
omstandigheden bepaald (Hoofdstuk 6).

Door dissociatie van de membraan van het virus met NP-40 kwam een infectieus
ribonuclecproteine vrij, dat door centrifugering op een gradi&nt van andere
virusfragmenten werd gescheiden. Door analyse van dit ribomuclecproteine op
polyacrylamidegel werd nagegaan welke eiwitten hiermee geassocieerd waren
(Hoofdstuk 7).

Met de verkregen resultaten werd, mede aan de hand van wat bekend is bij andere

membraanvirussen, een voorlopig model van het virus samengesteld.



2. MATERIAAL EN METHODEN

2.1, Virus

Voor het onderzoek werd gebruik gemaakt van twee TSWV-isolaten, die resp.

TSWV-5 en TSWV-PD gencemd werden. TSWV-S werd verkregen door een isolaat van
TSWY dat door Ir. Te was verstrekt, op Neotiana gluttnosa over te brengen.
Hierop werden twee typen lesies verkregen nl. vage gele vlekken en zich uitbrei-
dende necrotische lesies. Door een necrotische lesie uit te ponsen en als ino-
culum te gebruiken kon na herhaalde passages tenslotte virus verkregen worden
dat uitsluitend necrotische lesies gaf op ¥. glutinosa. Dit virus werd aange-
duid als TSWV-S.

TSWV-PD was afkomstig uit een zieke 4maryllis-plant van de Plantenziektenkundige
Dienst. Dit isolaat was verkregen door het sap van de betrokken Amaryllis-plant
te inoculeren op V. rustica. Op ¥. glutinoea gaf dit isolaat uitsluitend necro-
tische lesies. Beide virusisolaten werden in stand gehouden in zowel N. rusiica
als Tropaecium magjus. TSWV-PD werd gebruikt voor onderzoek van het nucleInezuur
van het virus. Al het overige onderzock werd verricht met TSWV-S.

2.2. Plantemateriaal

Het virus werd vermeerderd in N. rustiea. Gebruik werd gemaakt van twee V. rus-
tica-variéteiten. Een vari#teit was op het Laboratorium voor Virologie aamwezig.
De andere werd verstrekt docor Dr. L.M. Black. Deze verschilde van de eerste door
een meer gedrongen groeiwijze, kortere bladstelen en grotere bladeren (Van der
Want et al., 1975).

De planten werden uit zaad opgekweekt bij een temperatuur van 21-24°C en een
relatieve vochtigheid van 60-90%. Na 10 dagen werden de plantjes verspeend en
na 20-25 dagen werden ze overgebracht in potten met een inhoud van 2 1. Ongeveer
een week later werd het laatste volgroeide blad en de bladeren daaronder geino-
culeerd met TSWV uit een systemisch geinfecteerd blad van ¥. rustica of met TSWV

uit 7. magus.




De systemisch geinfecteerde bladeren werden doorgaans 12-14 dagen na inoculatie

geoogst. In geval de geinoculeerde bladeren een vrij hevige reactie, nl. veel
lokale lesies, vertocnden werden deze na 5-6 dagen geoogst en eveneens gebruikt
voor zuivering van TSWV.

Gedurende de zomeymaanden bestond de belichting uitsluitend uit daglicht. In de
wintermaanden werd gedurende 16 uur extra belicht met HPL/T-lampen van 400 Watt.

De gebruikte grond was een mengsel van 10% stalmest, 25% finn peat" (ST 400},
20-40% turfstrooisel en 25% bladaarde. De pH van de grond was 5,6-5,7.

2.3. Infectiositeitstoetsing

De infectiositeit van gezuiverde en onzuivere TSWV-preparaten werd bepaald op
afgesneden bladeren van Petunia Aybrida cv. Pink Beauty. Deze bladeren werden
na inoculatie op vochtig filtreerpapier in petrischalen bij 18°C onder continue
belichting geincubeerd. Binnen 48 uur waren de lesies meestal zichtbaar. Na 3
dagen werden ze geteld. Voor een nauwkeuriger vergelijking van de infectiosi-
teit van twee monsters werden deze op bladhelften van hetzelfde blad uitgestre~
ken. De variatie in vatbaarheid ten aanzien van infectie tussen linker en rech-
ter hladhelft was nl. minder dan tussen bladeren onderling.

2.4. Zuivering van het virus

Alle behandelingen werden uitgevoerd in de koude kamer of in ijs, en met gekoel-
de centrifuges. De zivering van het virus is weergegeven in Schema 3.1 {Hoofd-
stuk 3). In de gevallen waarin van de zone-rotor B XIV in de MSE 50 centrifuge
gebruik gemaskt werd, werd na supernatant 4 verder gewerkt volgens Schema 3.2,

Centrifugeren bij laag toerental vond plaats in een Servall-centrifuge van het
type S5-1 of RC-2. Bij het opwerken van grote hoeveelheden blad bv. hoeveelheden
van 200 gram werd 10 min bij 8000 rpm gecentrifugeerd in de MSE 18-centrifuge
met de 6x250 ml rotor.

Concentrering van supernatant 1 en 2 vond plaats in de R 30-rotor van de
Spinco-L-ultracentrifuge. In geval van grote volumina werd gebruik gemaakt van
de 6x250 ml rotor van de MSE 18-centrifuge (1,5 uur bij 12.000 rpm). De gradiént-
centrifugeringen werden uitgevoerd met een SW 25-rotor van een Spinco-L-ultra-

centrifuge.



De heeveelheid antiserum die in de zuiveringsprocedure toegevoegd werd, was
afhankelijk van de werkzaamheid van het deshetreffende antiserum en de mate
waarin het virus verontreinigd was. Was het viruspreparaat na antiserumbehan-
deling nog wat groenig dan werd nogmaals antiserum toegevoegd en opnicuw geIn-
cubeerd. Bij zeer verontreinigde preparaten werd gedurende de nacht met anti-

serum geincubeerd.

Bij gebruik van de zone-rotor was de inpompsnelheid van de eerste gradiént on-
geveer 22 ml per min. De gradiént werd dan in ongeveer 30 min in de rotor gevormd.
Vervolgens werd de virussuspensie waaraan 7% suiker was toegevoegd op de gradiént
gebracht en hiercp kwam ongeveer 100 ml buffer. Na centrifugering werd de gra-
diént uitgepompt met een 40% ™ /w) suikeroplossing.

Tijdens in- en uitpompen van de gradiént was de snelheid van de rotor 3000 rpm.
De tweede gradiént werd uitgepompt met een 60% (W/w) suikeroplossing. De optische
dichtheid van de uitgepompte gradiént werd gemeten bij 254 nm met behulp van

een Uvicord optical unit (type 4701 A) gekoppeld aan een tecorder.

2.5. Bereiding van nucleinezuur

Sedimenten van gezuiverd virus werden opgelost in 0,01 M Tris-HC1, 0,1 M NaCl,
0,001 M NaZEDTA, pH 7,6, waaraan 1% SDS tcegevoegd was. Gedurende 10 min werd
krachtig gercerd bij kamertemperatuur en na afkoelen tot 4°C werd een gelijk
volume met buffer verzadigd fenol, dat 0,1% 8-hydroxychinoline bevatte, tcege-
voegd. Na 10 min roeren bij 19C werd de waterfase van de fenolfase gescheiden
door een centrifugering van 15 min bij 3000 rpm in een tafelcentrifuge in de
koude kamer. Aan de fenolfase werd 1/3 volume buffer toegevoegd; de waterfase,
die na 10 min roeren en afcentrifugeren bij bovengenoemde snelheid werd verkre-
gen, werd gecombineerd met de reeds eerder verkregen waterfase, De gecombineer-
de waterfasen werden driemaal uitgetrokken met 1/3 volume met buffer verzadigd
fenol. Daarna werd het nucleInezuur neergeslagen met 2,5 volume ethanol en een
paar druppels 3 M Na-acetaat, pH 5,5. De precipitatie werd voltooid door dit
mengsel gedurende een nacht bij -20°C te bewaren. Het sediment, dat werd ver-
kregen door centrifugering bij 3000 rpm gedurende 15 min in een tafelcentrifuge,
werd driemaal uitgewassen met 70% ethanol die 0,1 M Na-acetaat bevatte. Het
mucleinezuur werd bewaard in ethanol of in 1x8SC bij -20°C.
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2.6. Zuivering van polysacchariden uit niet geTnfecteerde N. rustica-pianten

Blad van N. rustica (20 g) werd gemalen in een Waring Blendor met 40 ml 0,1 M
Tris-HC1 buffer, pH 7,2. Het homogenaat werd door kaasdoek geperst en 20 min

bij 10.000 g gecentrifugeerd. De bovenstaande vloeistof werd 15 min bij 100°C
verhit om eiwitten te denatureren. De uitgevlokte-eiwitten werden door filtra-
tie of door centrifugering bij laag toerental verwijderd. Het extract werd droog-
gevroren en daarna in 10 ml bidest opgenomen. De polysacchariden werden mu gepre-
cipiteerd door 15 ml aceton toe te voegen. Het precipitaat werd door 10 min cen-
trifugeren bij 5.000 g neergeslagen en opgelost in 1,5 ml bidest. Hieraan werd
een gelijk volume 25% TCA toegevoegd. Het neerslag werd afgecentrifugeerd en de
polysacchariden werden geprecipiteerd door 30 ml aceton toe te voegen. Het sedi-
ment werd opgenomen in gedestilleerd water en gedurende 48 uur bij 4°C tegen ver-
schillende wisselingen van gedestilleerd water gedialyseerd. Een eventueel preci-
pitaat, dat tijdens de dialyse ontstond werd door centrifugering bij laag toeren-
tal verwijderd. De hierbhoven beschreven methode is in grote lijnen identiek met
de methode van Willers et al. (1964).

2.7. Bereiding van een antiserum tegen sap van niet gefinfecteerde N. rustica

Niet geinfecteerd ¥. rustiea~blad werd met 4 volumina 0,1 M Tris buffer, pH 8,0,
gedurende 30 sec bij laag toerental in een Waring Blendor gemalen. Vervolgens
werden de grove bestanddelen door een centrifugering verwijderd {10 min,

10.000 ¢). De supernatant werd gecentrifugeerd bij hoog toerental (30 min,
25.000 rpm) en het sediment geresuspendeerd in 2,5 of 4 ml 0,01 M Tris, pH 8,0.

Deze suspensie werd gebruikt voor immunisatie van een konijn volgens Schema 2.1,

Schema 2.1 Injectieschema voor bereiding van een antiserum tegen sap van
niet geinfecteerde N. rustice-bladeren

No. injectie dag antigeen—oplossing plaats van injectie

1 0 extract van 2,5 g blad cnder de huid
in 4 ml

2 10  extract van 5 g blad in 2,3 intramusculair en
ml gemengd met 2,5 ml Freunds onder de huid
"ad juvant incomplete'

3 20 extract van 10 g blad in 2,5 intramusculair en
ml gemengd met 2,5 ml Freunds onder de huid

"adjuvant incomplete"

1




Ongeveer 10 dagen na de laatste injectie werd 20-60 ml bloed afgetapt. Vervol-
gens werd wekelijks bloed afgenomen tot de titer duidelijk daalde, waarna het
koniin nog eens geinjecteerd werd met een antigeen-oplossing die identiek was
aan die van de derde injectie (Schema 2.1).

2.8. Bereiding van antisera tegen TSWY

In totaal werden vijf antisera bereid nl. vier in konijnen en een in een geit.

Volgens het immunisatieschema 2.2 werden 3 konijnen geimmuniseerd met TSWV. On-
geveer 10 dagen na de laatste injectie werd voor de eerste keer bloed afgetapt
en voorts wekelijks. De titers van de antisera, die door middel van dubbele dif-
fusie in agargel werden bepaald, liepen nogal uiteen. De hoogste titer, die met
dit schema bereikt werd, was 32, Dit antiserum wordt aangeduid als antiserum 1.
De twee overige antisera hadden elk een titer van 2, hetgeen zeer laag genoemd

kan worden, en werden niet gebruikt.

Schema 2.2 Immnisatie via onderhuidse en intramusculaire injectie van
TSWV in konijnen

No.injectie dag antigeen-oplossing plaats van injectie
1 0 1 ml TSWV + | ml bidest onder de huid
2 10 2 ml TSWV + 2 ml Freunds intramusculair en
"adjuvant incomplete" onder de huid
3 20 2 ml TSWV + 2 ml Freunds intramusculair en
"adjuvant incomplete" onder de huid
Schema 2.3 Immunisatie van een konijn met TSWV via injectie in de voetkus-

sentjes gevolgd door een "hooster'-injectie in de corader

No.injectie dag antigeen-oplossing plaats van injectie
[ 0 0,15 ml virus gemengd met voetkussentje linker
0,15 ml Freunds "adjuvant complete" achterpoot
2 10 0,15 ml virus gemengd met voetkussentje rechter
0,15 ml Freunds "adjuvant complete" achterpoat
3 52 0,1 ml virus intraveneus
4 94 0,1 ml virus intraveneus
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Schema 2.4 Immnisatie van een geit met TSWV door injectie in de nekspier

No. injectie dag antigeen—oplossing plaats van injectie
1 0 2 ml virus + 8 ml PBS in de nekspier
+ 466 mg Na-alginaat
2 15 idemn 1 "
3 55 2,5 ml virus + 7,5 ml PBS

+ 466 mg Na-alginaat

a Na-alginaat werd zeer langzaam aan 10 ml van de virusbevattende oplossing toe—
gevoegd. Na toevoeging van deze stof had men een dikke gelei-achtige massa,
die ingespoten werd.

Volgens schema 2.3 werd een konijn geimmumniseerd. De hierbij gevolgde methode
was afkomstig van Dr. Ziemiecki. Deze methode leverde een vrij goed antiserum op.
Na de 3° inspuiting was de titer 128 bij immuncdiffusie in agargel. Dit anti-
serum wordt aangeduid als antiserum 2.

Volgens Schema 2.4 werd een geit geimmuniseerd. Bleoed werd afgenomen uit de
halsader. De titer van dit antiserum was Z. Dit antiserum werd niet verder ge-
bruikt.

2.9, Verzadiging van TSWV-antiserum

TSWy-antiserum werd verzadigd met resp. ¥. rustica-sap (2.9.2) of met polysaccha-
riden vit ¥. rustica-sap (2.9.1) om een specifiek antiserum tegen het virus te
verkrijgen.

Verzadiging van TSWV-antiserum met gedenatureerd TSWV (2.9.3) had tot doel aan te
tonen dat aldus verzadigd antiserum nog duidelijk reageert met niet gedenatu-
reerd virus.

Verzadiging van TSWV-antiserum met intact virus (2.9.4) was gebaseerd op de ge-

dachte dat op deze wijze een specifiek antiserum tegen een eventueel aanwezige,

intern in het virus gelokaliseerde, antigene determinant verkregen kon worden.

13



2.9.1., Verzadiging van TSWV-antiserum met polysacchariden uit ¥. rustica
Polysacchariden werden uit niet geInfecteerde N. rustica-planten gezuiverd vol-
gens de methode beschreven onder 2.6. Door bepaalde quanta drooggevroren poly-
sacchariden toe te voegen aan de antisera en vervelgens te toetsen tegen

N. rusticag-sap met behulp van immmnodiffusie in agargel, kon nagegaan worden
hoeveel minimaal toegevoegd moest worden om een bepaald serum te verzadigen met
polysacchariden.

Teneinde de y-globulinen tegen polysacchariden weg te nemen, werden de sera een
wur bij 37°C geincubeerd met een hoeveelheid polysacchariden die tweemaal groter
was dan de hoeveelheid minimaal nodig om het serum te verzadigen. Deze suspensie
werd gedurende de nacht bij 2°C bewaard. Het eventueel gevormde precipitaat werd
door middel van centrifugering bij laag toerental verwijderd.

2.9.2. Verzadiging van TSWV-antiserum met ¥. rustica—sap

Blad van niet geinfecteerde N. rustica werd met 0,1 M Tris-HC1l, pH 8, in een mor-
tier met stamper fijn gemsakt. Het sap werd door kaasdoek geperst. Grove be-
standdelen werden verwijderd docr 10 min bij 10.000 g te centrifugeren. De fijne
bestanddelen werden geconcentreerd door het supernatant gedurernkde 30 min bij
25.000 rpm in de R 30-rotor van een Spinco-L-ultracentrifuge te centrifugeren.
Het sediment, dat afkomstig was van 10 g bladmateriaal, werd zorgwuldig geresus-
pendeerd in 1 ml onbehandeld TSWV-antiserum. Dit mengsel werd vervolgens 1 uur
bij 37% geincubeerd en gedurende de nacht bij 2°C bewaard. Het plantemateriaal
en het eventueel gevormde precipitaat werden verwijderd door de suspensie 30 min
bij 30.000 rpm in een R 40-rotor van een Spinco-L-ultracentrifuge te centrifugeren.

2.9.3. Verzadiging van TSWV-antiserum met gedenatureerd virus

.
TSWV werd gedenatureerd met 1% SDS en 1% ME en vervolgens bij 2% gedialyseerd
tegen 0,07 M Tris, pH 8. Het gedenatureerde TSWV werd over 4 buisjes verdeeld in
hoeveelheden van 0,1; 0,2; 0,4 en 0,8 ml en dan drooggevroren.
Vervolgens werd aan deze buisjes 0,1 ml TSWV-antiserum 2 toegevoegd. Dit mengsel
werd 1 uur bij 37°C geincubeerd en vervolgens een nacht bij 2°C bewaard. De pre-

cipitaten konden vanwege de kleine volumina niet verwijderd worden.
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2.9.4. Verzadiging van TSWV-antiserum met intact virus

De viruszone uit een tweede suikergradiént werd tot 15 ml aangevuld en in hoe-
veelheden van 1, Z, 4 en 8 ml verdeeld. Het virus werd daarna geconcentreerd in
de R 40-rotor van een Spinco-L-ultracentrifuge. De virussedimenten werden opge-
lost in 0,1 mi TSWV-antiserum 2. Deze suspensies werden eerst een uur bij 379
en vervolgens een nacht bij 2% geincubeerd. De precipitaten werden niet ver-
wijderd.

2.10. De dubbele agargeldiffusie-methode

Het virus en de diverse antisera werden volgens de dubbele agargeldiffusie-metho-
de getoetst op schone en vetvrije voorwerpglaasjes. Voor dit doel werden oplos-
singen van 1% agar of agarose in 0,05 M Tris-HCI buffer pH 8,0, waaraan 0,05%
Na~azide was toegevoegd, bereid door verwamming in een kokend waterbad. Na af-
koelen tot ongeveer 40-50°C werd 2,5 ml op de voorwerpglaasjes gepipetteerd.

Na stolling van de agar resp. agarocse werden de voorwerpglaasjes op glazen
staafjes in petrischalen geplaatst, waarin een hoge luchtvochtigheid in stand
gehouden werd door de aanwezigheid van vochtig filtreerpapier.

2.11. Serologie van gedenatureerde viruseiwitten in polyacrylamidegels

Na scheiding van de gedenatureerde viruseiwitten door middel van elektroforese
in polyacrylamidegel werd deze gel in de lengte doorgesneden ¢n met de platte
kant op een voorwerpglas met 1% agar(ose} gelegd. Op een afstand van 5 mm van

de gel werden sleuven van 1 mm in de agar(ose)laag gemaakt evenwijdig aan de gel.
Deze sleuven werden gevuld met het te toetsen antiserum. De voorwerpglazen wer-
den daarna in petrischalen met vochtig filtreerpapier geincubeerd. De precipi-
taties ontwikkelden zich in 1-2 dagen bij kamertemperatuur.

2.12. Extractie van TSWV met chloroform-methanol

Om de lipiden uit het virus te extraheren werd een volume virussuspensie ge-
mengd met 30 volumina van een chloroform-methancl (2:1) mengsel. Na 5 min krach-
tig schudden in een scheitrechter, werd het mengsel een nacht bij 2°C bewaard.
Hierna werd 1/3 volume methanol toegevoegd en de oplossing bij laag toerental
afgedraaid. Het sediment werd mu gewassen met een chloroform-methanol (1:1)
mengsel. Beide extracten werden gecombineerd en het volume werd gereduceerd
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in een filmverdamper. Dt extract zal aangeduid worden als het chloroform -
methanol extract van TSWV. De hier beschreven methode is in grete lijnen iden-
tiek met de methode van Gahmberg en Hakomori (1973).

2.13. Afbraak van eiwit met SDS en ME en carboxymethylering met joodaceetamide

TSWV werd afgebroken door aan 3 volumina virus 1 volume 4% SDS + 4% ME in

0,01 M Na-fosfaatbuffer, pH 7, toe te voegen.

Deze oplossing werd een uur bij 37% geincubeerd. Vervelgens werd het geredu-
ceerde eiwit door toevoeging van joodaceetamide tot cen eindconcentratie van

0,3 M gecarboxymethyleerd gedurende cen uur bij 37°C. De reactie werd gestopt
door een overmaat ME toe te voegen. De zouten werden ge&limineerd door het
reactiemengsel pedurende een nacht bij kamertemperatuur tegen 0,01 M Na-fosfaat-
buffer, dat 0,1% SDS bevatte te dialyseren.

2.14. Elektroforese in polyacrylamidegel
2.14.1, Elektroforese van eiwit

In experimenten ter bepaling van molecuulgewichten van viruseiwitten werden ge-
herkristalliseerd acrylamide en bisacrylamide gebruikt. Herkristallisatie werd

uitgeveard volgens de methode van Shepherd (1966). Voor de overige experimenten
werden acrylamide en bisacrylamide meestal niet geherkristalliseerd.

Voor elektroforese van de eiwitten werden glazen of perspex buisjes (65x6 mm)
gebruikt. De buisjes werden verticaal in een rekje geplaatst en aan de onderzij-
de afgesloten met parafilm. De bereiding van de gels was volgens Weber en Osborn
(1969). Na het inpipetteren van de acryloplossing werd hierbovenop met behulp
van een uitgetrokken pasteurpipet een laagje van ca. 5 mm gedemineraliseerd
water gebracht om op deze wijze een scherp grensvlak te verkrijgen.

Na polymeriseren werden de gels in een Acrylophor elektroforese-apparaat ge-
plaatst. De beide compartimenten van de Acrylophor werden gevuld met 0,01 M
Na-fosfaatbuffer, pH 7, waaraan 0,1% SDS was toegevoegd. Vervolgens werd de te
onderzoeken eiwitsuspensie, waaraan 5% suiker of glycerine en 50 ug broomfenol-
blauw was toegevoegd, voorzichtig bovenop de gels gebracht. De gels werden ge-
durende 2,5-3 uur geglektroforeerd bij een strocmsterkte van 8 mAfgel. Na
elektroforese werden de gels onder water met behulp van een injectiemaald voor-
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zichtig uit de buisjes verwijderd. De positie van de broomfenclblauwband werd

gemerkt met Oostindische inkt.

Het eiwit werd op de gels gelokaliseerd door kleuring met 0,2% coomassie bril-
liant blue in een mengsel van methanol, azijnzuur en water (45,4 : 9,2 : 45,4)
gedurende 30 min. Gels werden ontkleurd in 7% azijnzuur.

De glycoproteinen werden gedetecteerd volgens de methode van Zacharius et al.
(1969). Eventuele achtergromndskleuring werd verwijderd door de gels in 15%

azijnzuur te incuberen.

Voor de bepaling van de molecuulgewichten van de TSWV-eiwitten werd gebruik
gemaakt van de volgende eiwitten van bekend molecuulgewicht: cytochreoom c

(11.700 D), ribonuclease A (13.700 D), TMV-eiwit (17.400 D), trypsine (23.300 DI},
carboxypeptidase A (34.600 D), ovalbumine (43.000 D), katalase (60.000 D),
runderserumalbumine (68.000 D) en fosforylase a (94.000 D). Pe molecuulgewich-
ten zijn ontleend aan Weber en Osborn (1969} en Dunker en Rueckert (1969).

De relatieve mobiliteit van de eiwitten werd berekend door de afstand afgelegd
door de eiwitten te delen door de afstand afgelegd door de broomfenolblauwband.

De patronen van de met coomassie brilliant blue gekleurde gels werden vast-
gelegd door de optische dichtheid te bepalen met een densitometer met een spleet-
breedte van 0,05 cm (Photovolt model 520-A) gekoppeld aan een lin/log recorder
(Photovolt model 43 Varicord).

2.14.2. Labeling van TSWV met ‘271

125J te labelen werd 0,2 ml virussuspensie met 0,05 M

Teneinde het virus met
Na-fosfaathuffer, pH 7,2, aangevuld tot een volume van 2 ml, waarna 20 ul 0,1
mM KJ, 25 vl 0,25 nM H,0, en de gewenste hoeveelheid 125
reactiemengsels werden nu op kamertemperatuur gebracht en de reactie werd ge-
start deor 25 ul lactoperoxydase (EZSO = 0,125, E412 = 0,075) aan elk reactie-
mengsel toe te voegen. Na 2 min werd nog eens 25 ul H,0, (0,25 mM) toegevoegd.
Na 4 min werd wederom 25 pl lactoperoxydase (zelfde conc.) toegevoegd, gevolgd

door 25 pl H202 (0,25 M) na resp. 6 en 8 min. Na 10 min werd de reactie ge-

J werden toegevoegd. De

stopt door de buizen in ijs te plaatsen.
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Het gelabelde intacte virus werd geconcentreerd door centrifugering bij

38.000 rpm in een SW 39-rotor van een Spinco-L-ultracentrifuge. De met NP-40
afgebroken preparaten werden geconcentreerd door 2 velumina ijskoude ethanol
gevolgd door een centrifugering bij laag toerental. In geval van lage concen-
tratie van NP-40 (bv. 0,05%) werd het eiwit cok wel met een gelijk volume 25%
TCA neergeslagen. De verkregen sedimenten werden op de gebruikelijke wijze met
SDS, 2-ME en joodaceetamide afgebroken en gedurende een nacht gedialyseerd
tegen 0,01 M Na-fosfaatbuffer, pH 7, dat 0,1% SDS bevatte. Na dialyse werden de
eiwitten geélektroforeerd op 7,5% polyacrylamidegels bij een stroomsterkte van

8 mA/gel gedurende ongeveer 2,5 uur. Na het beéindigen van de elektroforese wer-
den de radioactieve gels in plakjes van 1 mm gesneden met bhehulp van een 'Mickle
gel slicer", de overige gels werden gekleurd met coomassie brilliant blue.

De radioactieve gels werden na elektroforese bevroren door toevoeging van vast
CO, of door de gels in de diepvrieskast te plaatsen. Na bevriezen werden met een
""gel slicer' plakjes van 1 mm gesneden. De plakjes werden in telbuisjes gebracht
en de radioactiviteit werd bepaald in een ''single chammel' y-spectrometer
(Philips).

2.14.3, Elektroforese van nucleinezuur

Voor de elektroforese van het nucleinezuur van het virus werden geherkristalli-
seerd acrylamide en bisacrylamide gebruikt (2.14.1).

Het nucleinezuur werd ge&lektroforeerd zowel volgens de methode van Loening en
Ingle (1967) als volgens de methede van Reijnders et al. (1973).

Voor cen gedetailleerde beschrijving van de bereiding van de gels wordt verwe-
zen naar Assink (1973). Gels werden in glazen buisjes (65x6 mm) gemaakt.
Polymerisatie vond plaats bij 37°¢C gedurende 30 min. Hierna liet men de gels
nog een nacht bij kamertemperatuur staan. Meestal werden de gels dan 12-16 wur
voorgezwecllen in elektroforesebuffer, waardoor de gels ongeveer 10% langer wer-
den. Voor gebruik werden de boven en onderkant van de gel, die vaak afwijkende
eigenschappen hebben, weggesneden. De lengte van de gel werd op 5,5 cm gebracht.

Bij elektroforese van nucleinezuur volgens de methode van Loening en Ingle
{1967) werden de gels gepreélektroforeerd bij een stroomsterkte van 4 mA/gel in
0,036 M Tris-H.P0,, 0,03 M NaH,P0,.2H,0, 0,001 M EDTA, pH 7,7, 0,1% SDS elektro-
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foresebuffer gedurende 1 uur bij 4°C. Hierna werd de elektroforesebuffer ver-
verst. Vervolgens werd het nucleinezuur, waaraan glycerine tot een concentratie
van 5% was toegevoegd, bovenop de gels gebracht. De gels werden nu gedurende
3-4 uur bij een stroomsterkte van 4 mA/gel geélektroforeerd.

Voor elektroforese onder denaturerende condities wordt verwezen naar Reijnders
et al. (1973).

Na be€indiging van de elektroforese liet men de gels eerst enkele uren in water
staan en vervolgens een nacht in 0,01% (“/v) toluidine blue 0 in 40% methanol.
De gels werden vervolgens ontkleurd in water of in 1% azijnzuur en in het donker
bewaard. In een aantal gevallen werd met 0,005% "Stains all™ in 50% formamide
volgens Dahlberg et al. (1969) gekleurd.

De nucleInezuur-patronen werden vastgelegd door de verdeling van de optische
dichtheid bij 260 nm over de gel te bepalen met behulp van een Beckman DU-spec-
trofotometer voorzien van een Gilford 2410 Lineair Transport, een ERA attachment
en een lin/log recorder (Beckman model 1005).

2.14.4. Incubatie met RNase en DNase

Na elektroforese van het virus-mucleinezuur werden de gels 16 uur gewassen in
2xSSC. Hierna werden de gels gelncubeerd met 25 units/ml RNase Ty en 25 ug/ml
RNase A in 2xSSC bij kamertemperatuur. Per gel werd 15 ml van dit medium gebruikt.
De verdeling van de optische dichtheid bij 260 mm over de gel werd zowel voor als
na incubatie bepaald. In sommige gevallen werd na incubatic met RNase gekleurd

met toluidine blue 0.

On de gevoeligheid van het virus-nucleinezuur voor DNase te bepalen werden de
gels gewassen in 2xS8C, wearaan 5 mM MgCl2 was toegevoegd. De gels werden gein-
cubeerd met 5 pg/ml DNase 1 in hetzelfde medium (15 ml/gel).

2.15. Elektronenmicroscopie van virus

Het virus werd gefixeerd met een gelijk volume 5% glutaaraldehyde in bidest.

Van de gefixeerde oplossing werd een druppel op een formvarvlies gebracht, dat
met koolstof was versterkt. Na 1 min werd de overmzat vloeistof afgezogen met
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een stukje filtreerpapier. Men liet de vlceistof vervolgens indrogen waarna men
de objectdrager ongeveer 2 min omgekeerd op ;en wateroppervlak liet drijven om
de glutaaraldehyde te verwijderen. Na wassen werd het preparaat gecontrasteerd
met 2% PTA pH 6 of met een vers bereide, gefiltreerde oplossing van 1% uranyl-
formiaat in bidest. Preparaten werden bekeken in een Siemens Elmiskop 1 of 101.

2.16. Elektronenmicroscopie van een aantal sedimenten, die geTsoleerd werden

De sedimenten werden gedurende ca. 24 uur in de koelkast in 1% 0s0,, dat in
0,025 M fosfaatbuffer pH 7,4 was opgelost, gefixeerd. Na fixatie werd het mate-
riaal gewassen met dezelfde buffer en ontwaterd in stappen van 50-70-96% ethanol
(ca. 10 min/stap) en in ethanol absoluut (2x10 min en 1x20 min).

Na deze behandeling werd ingebed in geprepolymeriseerd methacrylaat (butyl/
methylester, 4:1). De coupes werden vervaardigd op een LKB-ultramicrotoom en
gekleurd met uranylacetaat en loodcitraat volgens Reynolds (1963).

2.17. Chemicalién

Acrylamide, Koch-light, Labs. Ltd.

Alcian Blau, George T. Gurr

Bis, N, N-methylenebisacrylamide, Koch-Light, Labs. Ltd.
Bromelain, from pineapple, grade II, Sigma

Carboxypeptidase A, type 1T, Zxcrystallized, from bovine pancreas
Catalase, from beef liver, Sigma

Coomassie brilliant blue G-250, Serva, Heidelberg

Cytochroom c, Calbiochem, Los Angeles

DNA, type 1, from calf thymus, Sigma

DNase I, Sigma

DTT, Cleland's reagent, Calbiochem

Ovalbumin, Difco Labs Inc, Detroit

Fetuin (Spiro method), Grand Island Biological Co, Grand Island, New York
Galactose oxidase, from Polyporus circinatus, Type I, Sigma
Lactoperoxidase, from milk, 40-50 units/mg solid, Sigma

Nonidet P 40, Shell, kindly supplied

Peroxidase, horseradish, type VI, Sigma

Phosphorylase a, from rabbit muscle, Sigma

RNase A, type 1-A, 5xcrystallized from bovine pancreas, Sigma
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RNase T, grade I1I, from Aspergillus oryzae, Sigma
Bovine serum albumin, fraction V, Sigma

Schiff reagent, Feulgen stain, George T. Gurr

Stains all, Serva, Heidelberg

Trypsin, Z x crystallized from bovine pancreas, Sigma
125J, carrier free, in NalH solution pH 8-11, free from reducing agents,

80-140 mCi/ml, The Radiochemical Centre, Amersham, England.

Alle overige chemicalién waren afkomstig van Merck, Darmstadt of van BDH,
Chemicals Ltd.
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3.  ZUIVERING VAN HET BRONSVLEKKENVIRUS VAN DE TOMAAT

Na 1960 zijn verschillende zuiveringsprocedures voor TSWV ontwikkeld (Black et
al., 1963; Best en Palk, 1964; Martin, 1964; Van Kammen et al., 1966; Best, 1968;
Gumpf en Weathers, 1972; Tsakiridis en Gooding, 1972; Joubert et al., 1974; en
Paliwal, 1974).

Hoewel diverse auteurs getracht hebben om reeds gepubliceerde zuiveringsmethoden
te gebruiken, waren hun daarmee bereikte resultaten meestal van dien aard dat ze
zich genoodzaakt voelden nieuwe procedures te ontwerpen (Tsakiridis en Gooding,
1972; Joubert et al., 1974; en Paliwal, 1974).

Het basisschema van alle gepubliceerde zuiveringsprocedures bestaat uit differen-
tiéle centrifugeringen gevolgd door een zonecentrifugering. Voor de specifieke
verwijdering van de nog resterende fragmenten van de waardplant zijn verschillen-
de methoden in gebruik zoals precipitatie met calcium-glycerolfosfaat (Martin,
1964}, everwichtscentrifugering (Black et al., 1963), extractie met Freon 114
(Tsakiridis en Gooding, 1972}, kolomchromatografie, precipitatie met PEG en
zone-elektroforese (Joubert et al., 1974).

De zuiveringsprocedures zijn in twee groepen in te delen op grond van de keuze
van de fractie voor verdere zuivering van het virus na centrifugering van het
bladhomogenaat bij laag toerental. Best en Palk (1964), Best (1968), Joubert
et al. (1974) en Paliwal (1974) zuiveren TSWV uitgaande van de supernatant,
terwijl Black et al. (1963), Martin (1964), Van Kammen et al. (1966}, Tsakiri-
dis en Gooding (1972) en Gumpf en Weathers (1972) zuiveren uit het sediment.

Gezien de sedimentatie-constante van het virus, nl. ca. 524 5 {Best, 1968)
mogen we aannemen dat afzonderlijke virusdeeltjes niet sedimenteren als bij
laag toerental wordt gecentrifugeerd. Het feit dat diverse auteurs uit het
sediment zuiveren kan daarom alleen verklaard worden door aggregatie van virus-
deeltjes aan elkaar ofwel associatie van virusdeeltjes aan snel sedimenterende
celfragmenten van de waardplant. Bij elektronemmicroscopisch onderzoek van
ultradurme coupes van met TSWV geinfecteerd blad bleek het virus vaak in zoge-
naamde clusters in de cisternac van het endoplasmatisch reticulum voor te komen
(Ie, 1964; Milne en De Zoeten, 1967; Milne, 1970; en Paliwal, 1974).
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Mogelijk is er een verband tussen deze clusters en het snelle sedimenteren
van het virus in sommige zuiveringsprocedures. Vergelijking van de resultaten
van de diverse auteurs wordt bemoeilijkt, zo niet ommogelijk, door het gebruik
van verschillende virusisolaten en waardplanten, welke elk op zich de waarge-

nomen verschillen zouden kunnen verklaren.

Het feit dat TSWW een membraan heeft (Best en Palk, 1964; Ie, 1964; Van Kammen
et al., 1966; en Paliwal, 1974), drukt zijn stempel op de gehele zuiveringsproce-
dure. Dit impliceert nl., dat slechts milde zuiveringsmethoden toegepast kunnen
worden gebaseerd op sedimentatiesnelheid, dichtheid, lading, specifieke adsorp-
tie of specifieke precipitatie.

Verder dient bij de zuivering rekening gehouden te worden met het feit dat het
virus buitengewoon instabiel is. In ruw sap bij 2°C verliest het virus zijn
infectiositeit in een tijdsbestek van 4 uur en wordt het in 10 min geinactiveerd
bij 46°C (Best, 1968).

Bij de zuivering van een virus wordt de uiteindelijke opbrengst behalve door de
gevolgde zuiveringsprocedure mede beinvloed door o.a. het virusisolaat, de waard-
plant, de wijze van inoculeren, type en ouderdom van de infectie etc. (Brakke,
1967) .

Aan een aantal van deze aspecten werd in dit onderzeek aandacht besteed. Zo wer-
den behalve Nicotiana rustica ook andere waardplanten van het virus o.a.

Pigum sativum, Nicotiana glutinosa, Somchus oleraceus en Cucumis sativus onder-
zocht op hun hoedanigheid om TSWV te vermeerderen. Uit de diverse op het labora-
torium in stand gehouden virusisolaten werd een keuze gemaakt op grond van virus-
opbrengst in ¥. rustica.

Aangezien Black (1955) vermeldt dat de virusconcentratie in N. rusifca achtereen-
velgens toe~ en afneemt, werd aandacht besteed aan de virusvermeerdering in

N, rustica om op grond van de hieruit verkregen gegevens het juiste tijdstip van
oogsten te kunnen bepalen (3.1). Gegevens over de infectiositeit van het virus
in ruw perssap Staan vermeld in 3.2. De zuivering van het virus uit &, rustica
wordt besproken in 3.3, de infectiositeit en de morfologie van gezuiverd TSWV

in resp. 3.4 en 3.5.
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3.1. Concentratie van het virus in ¥. rustica op bepaalde tijdstippen na
inoculatie

Bij deze proef werd uitgegaan van de veronderstelling dat er tijdens de ver-
meerdering van TSWV in N. rustica een constante relatie is tussen infectiositeit
en virusconcentratie. Om 1in ieder geval variaties tussen de planten zoveel mo-
gelijk uit te sluiten werden uit een groot aantal N. rustica-planten exemplaren
van dezelfde grootte en habitus geselecteerd. Deze planten werden vervelgens
verder opgekweekt onder geconditioneerde omstandigheden in Sherer-kasten tot
het tijdstip van inoculatie. Van de te inoculeren planten werd steeds een be-
paald blad of werden bepaalde bladeren geinoculeerd. De bladeren werden daartoe
gemmmerd te beginnen bij het onderste blad. Resp. 6, 9, 12 en 16 dagen na ino-
culatie werden de bladeren en interncdién met buffer in een mortier fijngemaakt
en uitgeperst; vervolgens werd het sap geInoculeerd op 4 bladhelften van

P. hybrida. De resterende andere bladhelften werden gebruikt vcor toetsing van
de infectiositeit van het sap uit ¢en overeenkomstig gedeelte van een duplo plant
(Tabel 3.1) ofwel uit een overeenkomstig gedeelte van een plant, die op een
andere wijze was behandeld (Tabel 3.2).

Er werden 2 proeven uitgevoerd en wel de eerste proef in september (Tabel 3.1)
en de tweede in februari (Tabel 3.2). De infectiositeit van het sap uit diverse
delen van de plant resp. 6, 9, 12 en 16 dagen na inoculatie van blad 8 met TSWV
is opgenomen in Tabel 3.1. Uit deze tabel blijkt, dat na 6 dagen virus aanwezig
is in blad 11 en in de wortels. In bladeren en internodién boven blad 11, welke
dan nog zeer klein zijn, werd geen infectiositeit gevonden.

Tussen € en 9 dagen vindt een aanzienlijke virusvermeerdering plaats getuige de
sterk verhoogde infectiositeit op dag 9 in de systemisch zieke bladeren, de
internodién en de wortels. De geshele top is dan systemisch ziek. Daarna neemt
de infectiositeit van de topbladeren nog toe terwijl deze in de rest van de
plant vrijwel constant blijft. Wat verder opvalt in deze tahel is dat blad 9
niet of matig geinfecteerd wordt. Uit het verloop van de infectiositeit blijkt
verder dat deze in de internodién langzamer toeneemt dan in de bladeren en over
het algemeen lager blijft.

De verdeling van de infectiositeit in planten, die resp. op blad 7 en 8 en op

blad 8 en 9 werden geInoculeerd, werd 6, 9, 12 en 16 dagen na inoculatie bepaald
(Tabel 3.2). De opbouw van de infectiositeit geschiedt nu langzamer dan in
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september (Tabel 3.1). De grootste virusvermeerdering vindt pas vrij laat

plaats, nl. in de pericode van 12-16 dagen na inoculatie in tegenstelling tot
6-9 dagen in september. Er is 6 dagen na inoculatie nog geen virus aantoon-
baar behalve in de geinoculeerde bladeren. Na 9 dagen vertonen de topbladeren
symptomen hoewel nog geen infectiositeit gevonden wordt, De symptoomvorming
gaat hier dus vooraf aan een aantoonbare virusvermeerdering. Blad 9 wordt na
inoculatie van blad 7 en 8 niet geinfecteerd en vertcont ook geen symptomen in
het verdere verloop van het infectieproces. Incculeren van blad 8 en 9 is in
vergelijking met inoculeren van blad 7 en 8 gunstiger gezien de snellere op-
bouw van de infectiositeit (vergelijk hiervoor de virusverdeling en de mate van
infectiositeit van resp. plant 3 met 4, en plant 5 met 6). De maximaal te berei-
ken virusconcentratie is mogelijk dezelfde ongeacht of nu blad 7 en 8, of blad
8 en 9 geinoculeerd waren, gezien de infectiositeit van plant 7 en 8 op de 16%

dag na inoculatie.

De hier gebruikte lokale-lesietoets, die ter meting van de infectiositeit werd
gebruikt, pretemdeert geenszins een exacte schatting van de virusconcentratie
te geven. Het feit dat niet beschikt kon worden over een cplossing van TSWV met
een bekende concentratie aan virus maakt het onmogelijk om te corrigeren voor
variaties in de vatbaarheid van de Petunig-bladeren. Verder zou o.a. elk monster
van blad en internodium in verdumningen geTnoculeerd moeten worden om tot een
juiste schatting van de virusconcentratie te komen. Voorts is het moeilijk om
te corrigeren voor aggregatie van virusdeeltjes en het voorkomen van clusters.
Ondanks deze beperkingen kunnen we toch wel enkele algemene tendensen in boven-
beschreven proeven onderkennen. Zo hangt het tijdstip van cogsten nauw samen
met het seizoen. In de zomer kan veel vroeger geoogst worden dan in de winter,
aangezien in de winter de virusvermeerdering langzamer is. Een goede indicatie
voor infectie vormen de symptomen. Bladeren die geen symptomen vertonen bevat-
ten over het algemeen geen virus. Wel bestaat het gevaar, dat de bovenste top-
bladeren op het moment van oogsten nog nauwelijks virus bevatten (vooral in de
winter). Een fluctuerend verloop van de infectiositeit zoals gevonden door
Black (1955) kon over de door ons onderzochte periode van 16 dagen niet gecon-

stateerd worden.
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Tabel 3.1 Verdeling van de infectiositeit in Nicotiana rustice in september
resp. 6, 9, 12 en 16 dagen na ineculatie van blad 8

6 dagen 9 dagen

plant | plant 2 plant 3 plant 4

sympt‘? lesiesb sympt, lesies sympt. lesies sympt. lesies

top
blad 12 0¢ 0 nv 132 uv 110
internodium 11-12
blad 11 v 13 v 14 v +300% v+ 325
internodium 10-11 0 1 + 275 + 175
blad 10 nv 3 nv 100 nv + 250 nv + 275
internodium 9-10 0 1 + 300 + 275
blad ¢ 0 0 0 131
internodium 8-9% 0 13 + 275 * 275
blad 8 + 200 + 225 vl o+ 325 vl + 375
internodium 7-8 1 1 + 350 + 375
stengeldeel
beneden blad 7 0 1 120 103
wortels 3 14 + 200 + 200
a

symptomen op ¥. rustica: nv = nerfvergeling, vl = gele vlekken,
d = deformatie, geen symptomen wanneer niets wordt vermeld.

b het gemiddelde aant&l viekken op 4 halve bladeren van P. Aybrida

(blad/buffer = 1:2 "/w). De ene serie bladhelften werd gebruikt
voor toetsing van plant | en de andere serie voor de teetsing
van een overeenkomstig gedeelte van plaant 2 ete,
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12 dagen 16 dagen

plant 5 plant 6 plant 7 plant 8

sympt. lesies sympt. lesies sympt. lesies sympt. lesies

nv + 275 + 225 v * 225 v + 175
nv + 425 nv + 425 avtd  + 275 nv * 325
+ 325 + 300 + 225

v + 350 nv + 375 nv+d  + 225 nv+d + 300
+ 225 * 250 + 300 + 275

nv+tvl 4+ 275 nv + 350 nv+vl  + 325 nv + 275
+ 275 + 325 * 375 + 350

vl 24 vl 167 4 nv 166
* 225 + 275 + 325 + 300

vl + 325 * 375 vl + 215 vl + 275
+ 350 + 325 + 325 + 350

51 178 132 132

+ 175 + 150 * 175 + 150

® de accolade duidt aan, dat tep, blad 12 en internodium 11-12
tezamen getoetst werden.

d + geeft aan dat de lesies niet goed geteld konden worden

vanwege het feit, dat ze in elkaar overgingen; * 300 wil
zeggen 275 < aantal lesles < 325.




Tabel 3.2 Verdeling van de infectiositeit in N. rustica in februari resp.
6, 2, 12 en 16 dagen na incculatie van blad 7 en 8 van plant 1,
3, 5en 7 en na inoculatie van blad 8 en 9 van plant 2, 4, 6 en 8

6 dagen 93 dagen

plant 1 plant 2 plant 3 plant &4

sy‘l:clpt‘jl lesiesb sympt. lesies sympt. lesies sympt. lesies

top nv
blad 12 0" nv 0 0 nv 92
internodium 1i-12
blad 11 nv nv nv 107 nv 93
internodium 10-11 0 0 7
blad i0 gnv 0 gnv 0 znv 0 gnv
internodium 9~10 0 0 0
blad 9 0 vl 25 0 73
internodium 8-9 0 0 0 1
blad 8 0 vl 5 23 27
internodium 7-8 0 0 0
blad 7 3 o 7
internodium 6-7 0 0 Q 1
stengeldeel
beneden btlad 6 0 0
wortels

a

symptomen op N. rustica: nv = nerfverpgeling, gnv = gedeeltelijke
nerfvergeling, znv = zwakke nerfvergeling, vl = gele vlekken,
geen symptomen wanneer niets wordt vermeld.

- b het gemiddelde aantal vlekken op 4 halve bladeren van P. hybrida

(blad/buffer = 1:2 “/w). De ene serie bladhelften werd gebruikt
voor toetsing van plant | en de andere serie voor de toetsing
van een overeenkomstig pedeelte wvan plant 2 etc.

de accolade duidt aan, dat top, blad 12, Internodium 11-12 en
blad 11 tezamen getoetst werdem.
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I2 dagen 16 dagen

plant 5 plant 6 plant 7 plant 8

sympt. lesies sympt. lesies  sympt. lesies  sympt. lesies

nv 1 nv 89 n ~ nv v
nv a nv 24 nv i nv ~
0 ~ + 520° + 550
Znv 32 nv o nv v nv ~
0 233 N "
0 0 znv 0 188
0 250 ~ "
0 350 0 ~
0 183 280 i
41 23 277 17
0 106 " ~
93 0 8
0 125
+ 340 "
1 140
101 + 350
d

~ geeft aan, dat de lesies zo sterk in elkaar overgingen
dat ze in het geheel niet geteld konden worden.

e + geeft aan dat de lesies niet goed geteld konden worden

vanwege het feit, dat ze in elkaar overgingen; + 520 wil
zeggen 495 < aantal lesies < 5345.



3.2. Infectiositeit van TSWY in perssap van ¥. rustica

Tengevolge van bewaring van perssap uit V. rustica bij 18°C trad een zeer
snelle teruggang van de infectiositeit in de tijd op. Direct na bereiding van
het perssap werden 600 lesies per blad gevonden; na 30 min bleek nog maar 1%
van deze infectiositeit te resteren. Na 1 uur was dit nog maar 0,1% en na 2
uur werd geen infectiositeit meer gevenden. De houdbaarheid in ruw sap is dus
ongeveer 1 uur met een "halfwaardetijd" van 15 min.

Het verdunningseindpunt van TSWV in perssap van ¥. rustice werd bepaald op
-4 -5
107 - 10 "

De inactiveringstemperatuur bleek tussen 42 en 16°C te liggen. De hier gevonden
infectiositeiten zijn goed in overeenstemming met de door diverse onderzoekers
gepubliceerde gegevens (Best, 1968; Ie, 1970; Gumpf en Weathers, 1972; Tsakiridis
en Gooding, 1972; Joubert et al., 1974; en Paliwal, 1974).

3.3, Zuivering van het virus uit ¥. rustica

Gedurende dit onderzoek werden ook diverse andere waardplanten bekeken op hun
vatbaarheid voor infectie en de mate, waarin het virus zich erin vermeerderde.

De resultaten waren als volgt. Uit C. sativus kon het virus alleen redelijk ge-
zuiverd worden wanneer de cotylen geheel met lesies bezet waren. Het bleek echter
zeer moeilijk om de cotylen zodanig te infecteren dat dit het geval was. De homo-
genaten van geinfecteerd blad van N. gluiinosa vertoonden een vrij lage infectio-
siteit. Bij zuivering hieruit werd nooit een viruszone in de eerste suikergra-
di&nt gevonden. De waarneming van Paliwal (1974), dat N. rustica-blad meer virus
bevat dan vergelijkbaar ¥. glutinosa-blad wordt hiermee bevestigd. P. satfvum
bleek onder onze omstandigheden moeilijk te infecteren. De zuiveringen uit deze
plant mislukten dan ook. Aanvankelijk werd een keer vrij goed gezuiverd uit

5. oleroceus; dit kon evenwel Ilater niet meer gereproduceerd worden., De mogeliik-
heid, dat deze plant te gebruiken is voor de zuivering van het virus mag nog niet
uitgesloten worden.

Wat het virusisolaat betreft bleek alleen TSWV-S zich goed in ¥. rustica te
vermeerderen. De overige onderzochte isolaten bleken zich vrij traag te vermeer-
deren met als gevolg lage virusconcentraties. Het later van de Plantenziekten-
lundige Dienst afkomstige isolaat was wat betreft symptomen op diverse waard-
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Schema 3.1

Zuiveringsschema voor TSWV zoals in het hier beschreven

onderzoek is toegepast

100 g geinfecteerd blad + 400 ml extractiebuffer®
infiltratie van de bladeren in vaculim
homeogenisatie in een Waring Blendor (stand: laag, tijd: 30 sec)

homogenisaat door kaasdoek persen

centrifugeren 10 m}n 10.000 g

Superﬁatant 1

sup 2

1% suikergradiént
3-30% ("/w) sucrose
in resuspensiebuffer
4-6 ml virussuspensie
per gradiént opbrengen

2% suikergradiént
25-50% (¥/w) sucrose
in resuspensiebuffer
6-8 ml virussuspensie
per gradiént opbrengen

sedi]lnent 1

resuspenderen in 200 ml resuspensiebufferb

en 1-2 ur laten staan

10 min 10.000 ¢

sflp 1a

30 min 25.000 rpm

]

sed 2

30

25

50

sed 3

L]
sed ]a

sup 3

elk sediment resuspenderen in 20 ml buffer en
30-6C min laten staan
antiserum tegen ¥. ruséica toevoegen en

1 uur laten staan
10 min 10.000 g
1

sufa 4
v
7z

N

w

N

sed 4

45 min 23.000 rpm

met rem

{ (/7] wone aftappen
sed 5
5 - 16 wr
23.000 rpm -
zonder rem T V4

N

zone attappen, verdunmen
net resuspensiebuffer
€n concentreren

a :
extractiebuffer: 0,01 M Nazsoa; 0,1% cysteine en 0,1 M Tris, pH &

b resuspensiebuffer: 0,01 M Na, 80
en 0,01 M Tris, pH 7,9

2

3 0,1% cysteine; 0,01 M glycine
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Schema 3.2  Zuivering van TSWV met zone-rotor

Zuivering als beschreven in Schema 3.1 tot aan

supernatant 4

© gradignt: 15-35% (“/w) lineaire gradiént gedurende

1 uwur centrifugeren bij 28.000 rpm in de MSE S50-rotor B XIV
viruszone aftappen

2° gradigént: 25-50% ("/w) lineaire gradiént gedurende
een nacht centrifugeren bij 25.000-28.000 rpm in de MSE 5C-rotor B XTIV

viruszong aftappen, 1:4 verdunnen met
resuspensiebu{fer en concentreren in de R 30-rotor,
1T wur 29,000 rpm

planten en vermeerdering in ¥. rustica identiek met TSWV-S.

De uiteindelijke zuivering van TSWV uit #¥. rusticq 1s opgebouwd uit de volgende
stappen: laag toerental centrifugering, hoog teerental centrifugering, neerslaan
van waardspecifieke bestanddelen met behulp van een antiserum daartegen, zone-
-centrifugering, evenwichtscentrifugering en een concentrering (Schema 3.1).
Deze verschillende stappen zullen nu achtereenvolgens nader besproken worden.

Voor het homogeniseren van geinfecteerd N, rustica-blad werd gebruik gemaakt
van een buffer bevattende 0,1 M Tris, 0,01 M NaZSO3 en 0,1% cysteine, pH 8.
Aanvankelijk werd gezuiverd met een door Best (1968) beschreven buffer, die
0,07 M Na2804, 0,01 M NaZSOS’ 10_4 M EDTA (natriumzout) en 0,01 M (NaZHPO4 +
NaHZPO4), pH 7, bevatte. De aanwezigheid van 0,01 M NaZSO3 bleek echter niet
altijd veoldoende om de in het bladhomogenaat aanwezige polyfenoloxydasen te
remmen, hetgeen tot uiting kwam in een bruine kleur van supernatant 1 (Schema
3.1). Gezien de gevoeligheid van het virus voor oxydatie (Best, 1968) werd deze
bruinkleuring tegengegaan door de toevoeging van 0,1% cysteine.

De invloed van de pH op de zuivering van het virus werd eveneens nagegaan.

Uit Tabel 3.3 blijkt, dat buffer 2 beter geschikt is voor zuilvering van het
virus dan buffer 1 en 3. De pH van supernatant 1 is een indicatie voor de buf-
ferende werking. Uit de sterke daling van de pH blijkt, dat buffer 1 en 3 zeer
slecht bufferen. Bij gebruik van buffer 2 bleek de pH na de homogenisatie nauwe-
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Tabel 3.3 Verdeling van de infecticsiteit over supernatant | (Sl) en,
sediment 1 (P,) en zichtbaarheid van de viruszones op de 1
suikerpradient bij zuivering van TSWV wet 3 buffers.

pH infectiositeitd zichtbaarheid viruszomes®
buffer S] S] Pl zuivering uit Sl zuivering uit P]
[ 6,5 34 6 ++ -
2, 7,95 54 60 4 i+t
3 6,3 40 20 ++ +

a 0,1 M glycine + 0,01 M N32503 + 0,1% cysteine, pH 7,
b 0,1 M glycine + 0,01 M Na2503 + 0,1% cysteine, pH 8,
c -
0,01 M (NazHPO4 + NaHzPOA) + 0,01 M NaZSO3 + 0,07 M NaZSO& + 0,1% cystelne, pH 7.

=P

De infectiositeit is uitgedrukt als het totaal aantal lesies op 4 bladeren van
P. hybridaz.

De zichtbaarheid van de viruszones is weergegeven als: — afwezig, + zwak,
++ matig en +++ goed zichtbaar.

Tabel 3.4 Verdeling van de infectiositeit over supernatant | (5.} en sediment
1 (P.) en zichtbaarheid van de viruszomes op de 1 suikergradient
bij zuivering met Tris-buffer pH 8 en pH 9, waaraan 0,01 M Na2503
en 0,IZ cysteine waren toegevoegd.

infectiositeit? zichtbaarheid viruszones
buffer N P, zuivering uit 8, zuivering uit P]
Tris-buffer pH 8 396 350

Tris-buffer pH 9 496 6 i geen verschil ; meer virus bij pH 8

® De infectiositeit is uitgedrukt als het totaal aantal lesies op 4 bladeren
van P. hybrida.

Tabel 3.5 Infectiositeit van homogenaat en superpatant 1 na malen van geinfec-
teerd blad in buffers wvan verschillende pH.

infectiositeitd
£ s a b c
ractie pH 5 pH 6 pH 8
homogenaat o 3 165 557
supernatant ) 1 a 20

a 0,1 M citroenzuur-trinatriumcitraat + 0,01 M N32503 + 0,1% cysteine, pH 5,
b als a, maar op pH & gebracht,
0,1 M Tris + 0,01 M N32803

totaal aantal lesies op 4 bladeren van P. hybrida,

[e]

+ 0,17 cysteine, pH 8,

o

supernatant 1 werd verkregen door het homogenaat 10 min bij 10.000 g te
centrifugeren,
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Tabel 3.6 Invloed van MgCl, op de infectiositelt van TSWV

2

a : 4. . b

MeCl, Infectiositeit
concentratie (M) voor dialyse na dialyseC

0,1 270 (141) 37 (18)
0,05 75 (78) 19 (25)
0,01 51 ( 58) 101 (58)
0,005 175 ( 90) 36 (44)
0,001 52 ( 3%5) 107 (90)

aan gezulverd TSWV werd MgCl2 in 0,03 M glycinebuffer pH 7,3,toegevoegd tot
eindconcentraties van 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 en 0,00f M, als controle diende
gezuiverd TSWV in 0,03 M glycinebuffer.

totaal aantal lesies op 4 bladhelften van P. Aybrida. De getallen tussen
haakjes zijn het totaal aan lesies, dat de controle suspensie op de tegen-

overliggende bladhelften veroorzaakte.

3

gedialyseerd werd tegen 0,03 M glycine + 10~ M EDTA, pH 7,3, bij 2%

gedurende 3 uur.

1ijks te zijn gedaald. Uit Tabel 3.4 blijkt, dat een verdere verhoging van de
pH van 8 naar 9 niet gunstig is, omdat dan minder virus wit het sediment geiso-
leerd wordt. Uit Tabel 3.5 blijkt, dat de infectiositeit van de homogenaten,
die na malen van geinfecteerd blad met een buffer met een pH van 5 en een pH
van 6 werden verkregen, beduidend lager is dan na malen met een buffer van pH 8.
Op grond van de resultaten, die in Tabel 3.3, 3.4 en 3.5 zijn weergegeven werd
in het vervolg gezuiverd met een Tris-buffer, pH 3.

EDTA werd uit de zuiveringsbuffer weggelaten aangezien geen duidelijk effect
van Mg++—ionen op de infectiositeit van gezuiverd TSWV gevonden werd (Tabel 3.6).
Bovéndien bleek EDTA geen merkbare invloed te hebben op het desaggregeren van
TSWV-clusters. Dit kon geconcludeerd worden uit het feit, dat vergelijkbaar
bladmateriaal zowel met de buffer volgens Best (1968}, welke EDTA bevat, als
met de buffer volgens Black et al. (1963), welke geen EDTA bevat, eenzelfde
verdeling van de infectiositeit over supernatant 1 en sediment 1 gevonden werd
(resp. 35 en 65%). Aangerzien geen duidelijke invloed van NaZSO4 op de zuivering
van TSWV gevonden werd, werd deze verbinding verder niet meer toegevoegd.

Voor het homogeniseren werd het blad onder vaculinm gedurende enkele min met buf-
fer geinfiltreerd om zuurstof zoveel mogelijk uit bladmateriaal en buffer te

verwijderen. Verder zou het infiltreren van het blad met de buffer een eventuele
osmotische shock van het virus tijdens het malen kunnen voorkomen. Het bladmate-
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riaal werd in extractiebuffer gedurende 30 seconden in een Waring Blemdor op
lage snelheid gemalen. In het geval langer werd gehomogeniseerd, werd het
moeilijker om celfragmenten van het virus te scheiden. Bovendien zou door langer
homogeniseren het gevaar van inactivatie van het virus door oxydatie aan de

lucht groter kunnen worden.

Monsters van verschillende partijen blad vertoonden hij zuivering een variabele
verdeling van de infectiositeit over supernatant en sediment na de eerste centri-
fugering bij laag toerental. Monsters van eenzelfde partij blad, dat bij 2-4°¢
werd bewaard, gaven steeds dezelfde verdeling van de infectiositeit over super-
natant en sediment te zien. Ook de keuze van de buffer bleek deze verdeling
nauwelijks te beinvloeden. Zo werd, zoals reeds is opgemerkt, dezelfde verdeling
gevonden bij toepassing van resp. de buffers volgens Best (1968) en Black et al.
(1963). Dit verklaart mogelijk ook dat Katekar (Best, 1968) niet in staat was te
zuiveren volgens de methode van Black aangezien 90% van de infectiositeit in de
supernatant terecht kwam na de eerste centrifugering bij laag toerental.

Uit de bestudering van ultradunne coupes, die werden gemaakt van sediment 4
bleek, dat naast afzonderlijke virusdeeltjes vaak ook groepen virusdeeltjes
werden gevonden, die deor een membraan waren omgeven (Fig. 3.1).

Mogelijk zijn deze groepen virusdeeltjes de clusters die door diverse auteurs
zijn waargenomen in de cisternae van het endoplasmatisch reticulum en die
ondanks de homogenisatie nog niet uiteengevallen zijn. Bij een milde homoge-
nisatieprocedure van geinfecteerde komkommercotylen werden na laag toerental
centrifugering zeer duidelijke clusters in het sediment gevonden (Fig. 3.2).
De stevigheid van de clustermembraan enerzijds en de aggregatie van virus-
deeltjes anderzijds zouden de verdeling van de infectiositeit over supernatant

en sediment kunnen beinvloeden.

Sediment 1 (Schema 3.1) en de virussedimenten die later in de zuiveringsprocedu-
re werden gevormd, werden opgelost in 0,01 M Tris, 0,01 M Na,S0;, 0,01 M glycine
en 0,1% cysteine, pH 7,9 (in het vervolg aangeduid als resuspensiebuffer). Deze

buffer werd samengesteld op grond van de resultaten van cen drietal experimenten.

Tn het eerste experiment werd een homogenaat in drie gelijke porties verdeeld.
Na laag toerental centrifugering werden de sedimenten resp. opgelost in de
buffer volgens Best (1968), in 0,01 M Nazsos, pH 7, en in 0,01 M glycine, pH 7.
Na een incubatie van 3 uur werd de infectiositeit bepaald. De infectiositeit
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Fig. 3.1 Ultradunne coupe van sediment 4 (Schema 3.1). Verschillende clusters

(€1}, al of niet omgeven door een membraan, zijn zichtbaar. Qok enkele

afzonderlijke deeltjes zijn aanwezig (8). Verder zijn veel membraneuze
fragmenten van celorganellen te zien.

Fig. 3.2 Ultradunne coupe van het sediment, dat verkregen werd na centrifugering
gedurende 15 min bij 1000 g van een homogenaat van komkommercotylen.
Geinfecteerde komkommercotylen werden 4 dagen na inoculatie gehomoge-
niseerd in Honda-buffer (0,25 M sucrose, 2,5% Ficell, 5% Dextran T 40
in 0,025 M Tris-HC1, pH 7,8 + 0,001 M Mg-acetaat + 0,004 M 2-ME)
volgens Assink (1973). Duidelijk zichtbaar zijn 2 clusters (Cl). Chl
zijn fragmenten van chloroplasten, De pijlen tomen virusdeeltjes, die
de indruk geven dat ze geassocieerd zijn met een membraan.
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(lesies/blad) was 98 voor de buffer volgens Best (1968}, 42,6 voor 0,01 M

Na, 50z, pH 7, en 144,2 voor 0,01 M glycine, pH 7. Ult dit experiment bleek dat

glycine een gunstige werking had op het resuspenderen van sediment 1.

In het tweede experiment werd een homogenaat in twee gelijke porties verdeeld.
Na laag toerental centrifugering werden de sedimenten opgelost in de buffer

volgens Best (1968) en in 0,01 M glycine + 0,01 M Na,S0; + 0,07 M Na,S0, + 10°
M EDTA, pH 7. Het gemiddeld aantal lesies/blad bij toetsing op P. hybrida was
26 voor eerstgenoemde buffer en 106 voor laatstgenoemde buffer. Hieruit bleek

4

dat veel meer virus uit sediment 1 werd vrijgemaakt wanneer 0,01 M (NaZHP04 +
NaHZPO4) in de buffer volgens Best (1968) door 0,01 M glycine werd vervangen.

In het derde experiment werden P, neerslagen geresuspendeerd in extractiebuffer
pH 8, in 1:10 verdunde extractiebuffer en in 0,05 M glycine, pH 3.

De verkregen suspensies werden verder gezuiverd volgens Schema 3.1. Na centri-
fugering op de 1° suikergradiént werd een vage viruszone gevonden indien sedi-
ment P, was geresuspendeerd in extractiebuffer, pH 8. Een duidelijke zone werd
gevormd wanneer 1:10 verdunde extractiebuffer was gebruikt en een goede zone
werd na gebruik van 0,05 M glycine verkregen. Onverdunde extractiebuffer was
dus weinig geschikt om sediment 1 te resuspenderen. Ook hier bleek het gunstig
effect van glycine. Opvallend was dat 1:10 verdunde extractiebuffer een rede-
1lijke viruszone gaf in tegenstelling tot de niet verdunde extractiebuffer.
Blijkbaar was het terugbrengen van de ionensterkte in dit stadium van de zuive-
ring gunstig. Op grond van bovenvermelde gegevens werd de resuspensiebuffer
samengesteld.

Het virus in supernatant 1 en 1 a (Schema 3.1} werd geconcentreerd door een cen-
trifugering bij 25.000 rpm gedurende 30 minuten. Na resuspensie van de sedimen-
ten 2 en 3 werd antiserum toegevoegd, dat tegen N. rustica-bladbestanddelen was
geproduceerd (2.7). Deze stap had als functie om allerlei celbestanddelen van

ongeveer dezelfde grootte of dichtheid als het virus te verwijderen. Na afcen-
trifugeren van het gevormde precipitaat werd de virussuspensie onderworpen aan
centrifugering op een dichtheidsgradiént. Het patroon na toevoegen van antise-
Tum tegen ¥, ructieq is in Fig. 3.3 te zien, waar dit vergeleken wordt met toe-
voeging van normaalserum. Na behandeling met normaalserum was de viruszone aan
de onderzijde nog groenig tengevoige van de aanwezigheid van een groene zone,

die zich tot aan de bodem van de buis uitstrekte. Deze zone was na behandeling
met antiserum tegen ¥. rusiica voor een groot deel verdwenen. Deze verontreini-
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Fig. 3.3 Verdeling van materiaal, dat licht zbsorbeert bij 260 en 280 nm, en
infectiositeit over de 1% suikergradiént (3-30Z "/w sucrose)} na cen—
trifugering gedurende 45 minuten bij 23.000 rpm in een SW 25-rotor
in een Spinco-L-ultracentrifuge van supernatant 4 na behandeling met
resp. normaalserum (A} en antiserum tegen N.rustica (B). De sedimen-
tatie is van links naar rechts.
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Fig. 3.4 Verdeling van materiaal, dat licht absorbeert bij 280 nm, en infectio-
siteit over de 2~ suikergradient (25-507 " /w sucrose) na centrifugering
gedurende 6 uur bij 23.000 rpm in eem SW 25-rotor in een Spinco-L-
ultracentrifuge van de viruszone uit de 1 suikergradiént na behande-
ling met antiserum tegen ¥. rustica. De sedimentatie is van links naar
rechts.

ging blijkt UV-licht met een golflengte van 280 nm te absorberen, maar niet met
een golflengte van 260 nm, zoals in Fig. 3.3 is te zien. De infectiositeit in
Fig. 3.3A en B correspondeert goed met de piek in het absorptiepatroon. Opvallend
is, dat in een aantal experimenten de infectiositeit over twee niet volledig ge-
scheiden picken is verdeeld. Tn Fig. 3.3A is deze scheiding duidelijker te zien
dan in Fig. 3.3B. Verder valt op dat na behandeling met antiserum tegen

N. rustica de infectiositeit lager is dan na behandeling met normaalserum. Ondat
de absorptie in Fig. 3.3A en B ongeveer even groot is kan men dit verlies aan
infectiositeit moeilijk wijten aan verlies van virus door precipitatie met anti-
serum tegen ¥. rustiee. Dit verlies kan mogelijk aan een factor in het antiserum
gevweten worden (Tabel 3.7). Wat verder opvalt in deze tabel is de hoge infectio-
siteit na toevoeging van fysiologisch zout. Dit werd niet nader onderzocht. Het
teruglopen van de infectiositeit door toevoeging van antiserum tegen N. rustica
was niet altijd zo sterk als in Tabel 3.7 is aangegeven.
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Tabel 3.7 Invloed van de toevoeging van resp. antiserum tegen ¥. rusitiea,
normaalserum, resuspensiebuffer en fysiologisch zout op de infec-
tiogsiteit van een geresuspendeerd sediment 3 (Schema 3.1).

aantal lesies per blad

toevoeging van supernatant sediment
antiserum tegen V. rusiica 0? 0
normaalserum 1 0,2
resuspensiebuffer 17 0,2
fysioclogisch zout 103,5 0,5

2 De suspensies werden | uur na toeveeging van de diverse oplossingen gecentri-
fugeerd bij.laag toerental. De infectiositeit van de supernatant en het opge—
toste sediment werden door toetsing op 5 bladeren van P. hybrida bepaald.

In het geval de infectiositeit op de 1% gradiént over twee niet gescheiden
picken verdeeld was, was hetzelfde verschijnsel ook op de 2° suikergradiént
waarneembaar (Fig. 3.4). Er werd geen onderzoek verricht naar de aard van deze
heterogeniteit. Tsakiridis en Gooding (1972) vonden eveneens twee vlak naast
elkaar gelegen virusbanden bij gradiént-centrifugering. Door bovengenoemde
auteurs werd ook geen verder onderzoek hiernaar verricht.

Het is opvallend, dat de infectiositeit niet of nauwelijks vermindert gedurende

de gradiént-centrifugeringen. Tenslotte moet er nog op gewezen worden, dat de frac-

ties 3 en 4 van de 2° gradiént een hoge lichtabsorptie bij 257 mm vertonen terwijl

de gradiént ter plaatse vrij weinig materiaal leek te bevatten. Bij analyse van
deze fracties op polyacrylamidegel bleken de viruseiwitten 1, 2+3 en 4 {Hoofd-
stuk 5) in geringe mate aanwezig te zijn naast andere eiwitten van zeer hetero-

gene aard.

In de loop van het onderzoek werd een methode ontwikkeld om het virus uit grote
hoeveelheden bladmateriaal (bijv. 200 g) te zuiveren. De centrifugering van het
virus op suikergradiénten in de SW 25 werd hierbij vervangen door een centrifu-
gering in de zone-rotor (Schema 3.2).

Fig. 3.5 toont de verdeling van het materiaal, dat licht met een golflengte
van 257 nm absorbeert en de infectiositeit over de 1° gradiént; Fig. 3.6 toont
dit voor de 2° suikergradi¢ént. De infectiositeit valt in beide figuren goed
samen met de piek in het absorptiepatroon. Het viruspreparaat, dat met behulp
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Figuur 3.5 Verdeling vag de optische dichtheid {257 nm) en infectiositeit over
een [5-35% ( /w) lineaire suikergradiént na centrifugering gedurende
45 min bij 28.000 rpm in de MSE 50-rotor B XIV.
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Figuur 3.6 Verdeling van de optische dichtheid (257 nm) en infectiositeit over
een 25-50% ( /w) lineaire suikergradiént na centrifugering gedurende
12 uur bij 25.000 rpm in de MSE 50-rotor B XIV. De sedimentatie is
van links naar rechts.
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van de zone-rotcer werd verkregen was over het algemeen schoner dan dat van de
suikergradiénten uit de SW 25-rotor. Boverdien had dit het voordeel, dat de

viruszone gemakkelijker gefractioneerd kon worden opgevangen.

De virusopbrengst en de infectiositeit verschilden vaak sterk van zuivering

tot zuivering. Wat de infectiositeit betreft kan slechts een algemene trend
aangegeven worden. Vaak nam de infectiositeit over de eerste stappen van de
zuivering (tot en met sediment 3, Schema 3.1) in geringe mate af. Na behandeling
met antiserum tegen ¥. rustica werd er meestal een zeer sterke daling in infec-
tiositeit gevonden (vergelijk hiervoor bijv. de infectiositeit van Fig. 3.3A
met die van Fig. 3.3B). In de laatste stappen van de zuivering kwam de infectio-
siteit over het algemeen voor een deel terug (vergelijk hiervoor de infectiosi-
teitspiek in Fig. 3.4 met die in Fig. 3.3B en Fig. 3.3A).

De toename van de infectiositeit kan mogelijk verklaard worden door een verwij-
dering van een remmer uit het antiserum ofwel een desaggregatie van het virus

in oplossingen met suiker.

Tot het resuspenderen van de sedimenten 1 2’ 4 en 5 werd overgegaan nadat geble-
ken was, dat deze sedimenten nog vrij veel virus konden bevatten. De geresus-
pendeerde sedimenten liet men gedurende een nacht of nog langer bij 0-4°C staan
en na centrifugering bij laag toerental werd de supernatant op een 1° suiker-
gradiént geplaatst en verder gezuiverd volgens Schema 3.1. Naar gelang de hoe-
veelheid virus, die in deze sedimenten werd gevonden, werd een of meerdere malen
geéxtraheerd. De hoeveelheid virus uit deze sedimenten overtrof vaak de hoeveel-
heid virus dat direct na homogeniseren van het bladmateriaal uit het eerste
supernatant en sediment werd verkregen.

In sommige gevallen kon nauwelijks enig virus geéxtraheerd worden indien het
eerste supernatant en sediment volgens Schema 3.1 werden opgewerkt. Werden even-
wel de sedimenten 1a’ 4 en 5 geresuspendeerd en verder behandeld als sediment 1
dan werd vaak een redelijke hoeveelheid virus hieruit verkregen.

Was de virusconcentratie in de plant hoog (bepaald door toetsing van sap op
Petunia-bladeren), dan kon het virus goed gezuiverd worden. Bij lage viruscon-
centratie in de ¥. rustica-planten kon weinig of geen virus geé€xtraheerd worden,
terwijl het bovendien sterk verontreinigd was met membraneus materiaal. Voor
het welslagen van de zuivering speelt dus onder meer de virusconcentratie in de

plant een belangrijke rol. Pogingen om deze virusconcentratie te beinvloeden
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door variatie in de kweekomstandigheden zoals temperatuur, daglengte, lichtinten-
siteit en relatieve vochtigheid waren tot nu toe zonder succes. Wel werd een in-
vlced gevonden van temperatuur op snelheid van symptoomontwikkeling en necroti-
sering. Bij hoge temperatuur 25-30°C werden de planten sneller ziek en trad er
eerder een necrotisering van het blad op dan bij lagere temperatuur (20-250(3).

Er werd echter geen duidelijk verschil in virusconeentratie gevonden in afhanke-
1lijkheid van de temperatuur.

De geinfecteerde N. rustica-planten vertoonden een nog niet verklaarde fluctua-
tie in virusopbrengst en stabiliteit van de virusdeeltjes over het seizoen. Ter-
wijl in de zomermaanden zonder veel problemen gezuiverd kon worden en hoge
virusopbrengsten en kwalitatief goede viruspreparaten verkregen werden, trad in
de herfst en winter een verslechtering op met een dieptepunt in december en
januari, waarma weer cen geleidelijke verbetering optrad. In december en januari
kon vaak nauwelijks virus uit de planten gezuiverd worden. De dan verkregen pre-
paraten vertoonden bovendien zeer veel kapotte deeltjes. De symptomen in deze
periode waren vrijwel identiek aan die in de zomer, alleen de ontwikkeling van

de symptomen verliep trager.

Nagegaan zou moeten worden of de planten in de winter duidelijk minder virus be-
vatten ofwel dat het merendeel van het virus tijdens de zuivering uit elkaar
valt. Een combinatie van beide factoren zou ook zeer goed het geval kumnen zijn.

3.4, Infectiositeit van gezuiverd TSWV

Wanneer het virus uit de zone van de 2° suikergradiént (zone bevat ca. 40% suiker)
werd bewaard bij 180C, werd na € uur nog een geringe infectiositeit gevonden.

Bij bewaring bij 0°C was zelfs na 18 dagen nog infectiositeit aantoonbaar, nl.

1 lesie op 6 bladeren. Beide gegevens wijzen erop, dat de infectlositeit van ge-
zuiverd virus in suikeroplossingen beter hehouden blijft dan in ruw perssap.

De inactiveringstemperatuur van TSWV in een milieu met 40% suiker bleek tussen
50 en 55°C te liggen. Dit is aanzienlijk hoger dan vocr TSWV in ruw perssap.
Volgens Norris (1946) is de lage inactiveringstemperatuur in ruw perssap waar-
schijnlijk niet toe te schrijven aan thermische denaturatie van viruseiwit, maar
aan ecen versnelling van het oxydatieproces ten gevolge van de verwarming.
Dezelfde auteur vermeldt ook dat bladeren van Solanum capsicastrum, die 10 mim-
ten verhit waren op 52°C nog niet vrij waren van TSWV. De inactiveringstempera-
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tuur zou dus aanzienlijk hoger liggen dan 6°¢.

Klinkowski en Uschdraweit (1952) konden een ongezuiverde virussuspensie in aan-
wezigheid van 0,01 M cysteine, pH 7,5,en bij afwezigheid van zuurstof gedurende
35 dagen infectieus houden. De vraag dringt zich op welk bestanddeel van het

virus zo extreem geveoelig is veor oxydatie.
3.5. Elektronenmicroscopie van gezuiverd TSWV

Bij het bekijken van gezuniverd virus in de elektronemmicroscoop bleek fixatie
van het virus een eerste vereiste. Wamneer een viruspreparaat zonder fixatie
werd gecontrasteerd met PTA, pH 6, traden vazk deeltjes met "'staarten” op. De
frequentie van het optreden van dergelijke "'staarten” kon vergroot worden door
objectdragers met niet gefixeerd TSWV gedurende enige tijd op een wateroppervlak
te laten drijven en vervolgens te behandelen met PTA (Fig. 3.7). Bij het fixeren
speelt de pH van het fixatiemedium mogelijk een belangrijke rol. Warmeer 1% 0s0,
gebufferd werd met resp. Veronal-acetaatbuffer, pH 7,4 of met Sérensen-buffer pH
7,2,traden ook de bovengencemde "staarten'" op. Met een cplossing van 1% 0s0, in
bidest (pH 6-7) of met een ongehufferde oplossing van 2,5% glutaaraldehyde werd

een goede fixatie van het virus verkregen.

Het optreden van "‘staarten” werd ook gerapporteerd door andere onderzoekers

0.a. Van Kammen et al. (1966), Best (1968) en Joubert et al. (1974). De laatste
auteurs vonden ook een sterke toename van het aantal deeltjes met "staarten"
ten gevolge van resuspensie van het virus in bidest en kenden dit verschijnsel
door fixatie met glutaaraldehyde voorkomen. Het optreden van 'staarten’ moet ge-
zien het bovenstaande toegeschreven worden aan een onveldoende fixatie van het

virus.

De voor TSWV beschreven "staarten" vertonen veel overeenkomst met de "kop en
staart'-vorm die optreedt bij het mammatumorvirus van de muis (Sarkar en Moore,
1974). Ock bij dit virus kan men door fixatie met glutaaraldehyde deze "kop en
staart-vorm tegengaan. Volgens Sarkar en Moore (1974) is deze "staart'-vorming
waarschijnlijk een gevolg van het verdwijnen van een grote {naar men veronder-
stelt met vloeistof) gevulde ruimte tussen de nucleocapside en de membraan bij
het opdrogen van het virus op de chjectdrager. De overmaat membraan die daardoor
ontstaat, zou om nog niet bekende redenen een ''staart' vormen. De lengte van de
"staarten' van een aantal TSWV-deeltjes is echter veel groter dan verklaard zou
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Fig. 3.7 "Staart'"-vorming bij niet gefixeerd TSWV. Het virus werd zonder te zijn
gefixeerd op een objectdrager gebracht en na indrogen van het preparaat
omgekeerd gedurende 2 min op een wateroppervlak gelegd. Vervolgens werd
gecontrasteerd met 27 PTA pH 6. Vrijwel alle deeltjes blijken nu een
meer of minder lange "staart" te bezitten.

kunnen worden op grond van bovenstaande theoric (Fig. 3.7).

De hoeveelheid virus per zuivering en de homogeniteit van het gezuiverde prepa-
raat bleek nauw samen te hangen met het groeiseizoen.

Fig. 3.8 en 3.9 geven stercotype beelden van virus dat in de zomer en winter
werd gezuiverd. Tn de zomer werden vrijwel sferische deeltjes verkregen. In de

winter waren vorm en grootte van de deeltjes veel variabeler.

Deeltjes, waarin de negatieve kleurstof is binnengedrongen vertonen duidelijk een
membraan (Fig. 3.8). Op de membraan bevinden zich eiwituitsteeksels, de zogenaam-
de "spikes", die zich lang niet zo duidelijk aftekenen als bij influenzavirus
(Schulze, 1973). Deeltjes, waarin de PTA niet is binnengedrongen vertonen deze
membraan niet. Wel zijn de "spikes' zichtbaar aan de periferie van deze deelties.
Tot nu toe werd geen regelmaat in de rangschikking van de '"spikes" over het op-
pervlak van het deeltje waargenomen. Verschillende factoren zoals afplatting en
deformatie-van het virus bij het opdrogen op de objectdrager, het over elkaar
heen vallen van de boven- en onderzijde van het virusdeeltje en de binnen de mem-
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Fig. 3.8 Elektronenmicroscopie van een viruspreparaat, dat in de zomer gezuiverd

werd. Het virus werd gefixzeerd met een gelijk volume 5% glutaaraldehyde;
na indrogen van het preparaat werd 2 min gewassen en vervolgens gecon—
trasteerd met 27 PTA,pH 6. Er is een duidelijke variatie in grootte van
de deeltjes, maar de vorm is ongeveer dezelfde. De preparaten bevatten
over het algemeen weinig kapotte deeltjes.

Fig. 3.9

Elektronenmicroscopie van een viruspreparaat, dat in de winter gezui-

verd werd. Het virus werd gefixeerd met een gelijk volume 5% glutaar-

aldehyde; na indrogen van het preparaat werd 2 min gewassen en vervol-
gens gecontrasteerd met 27 PTA,pH 6. De gezuiverde deeltjes zijn zeer

variabel in vorm en grootte. Veel deeltjes zijn bovendien kapot.
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braan gelokaliseerde structuren (in geval van penetratie van de kleurstof in
het deeltje) maken het uitermate moeilijk om regelmatigheden in de structuur te
ontdekken.

Tot nu toe werd in deeltjes waarin de negatieve kleurstof bimmengedrongen was,
geen herkenbare nucleocapside waargenomen, ook niet na fragmentatie van de
virusdeeltjes met ether of NP-40. Vaak kreeg men de indruk dat de gebarsten
deeltjes alleen bestonden uit membraneuze structuren. Mohamed et al. (1973)
verkregen een subeenheid na behandeling van het virus met NP-40. Zij namen aan,
dat deze subeenheid overeenkwam met de vercrnderstelde "core' van het virus.
Onder onze omstandigheden viel het virus na behandeling met 0,05% NP-40 gedu-
rende 1 min op de cbjectdrager al volledig uit elkaar {5.4.2).

3.6. Conclusies

e, 12% en 16°

dag na inoculatie in februari en september werd geconcludeerd dat het virus zich

Uit de verdeling van de infectiositeit in ¥. rusi¢ica op de 6° s 9

in de zomer sneller vermenigvuldigt dan in de winter met het gevolg dat geInfec-
teerd blad in de zomer eerder geoogst kan worden dan in de winter. Verder bleek
dat bladeren, die geen symptomen vertonen over het algemeen geen virus bevatten.

Voor de zuivering van TSWY werd een procedure ontwikkeld bestaande uit differen-
tiéle centrifugering, toepassing van een antiserum tegen ¥. rusticg-celbestand-
delen, gevolgd door zone- en evenwichtscentrifugering op suikergradiénten
{Schema 3.1). Duidelijk opbrengstverhogend werkten de introductie van de extrac-
tiebuffer (0,1 M Tris, 0,01 M NaZSO3 en 0,1% cysteine, pH 8) bij het malen van
het bladmateriaal en de resuspensiebuffer (0,01 M Tris, 0,0t M glycine, 0,01 M
NaleO3 en 0,1% cysteine, pH 7,9) voor het resuspenderen van de sedimenten. Aan-
gezien vrij veel virus verloren ging in de sedimenten 1 a? 4 en 5 (Schema 3.1)

werden deze een of meer keren met resuspensiebuffer ge&xtraheerd.

Bij het zuiveren van virus uit grote hoeveelheden blad (bijv. meer dan 200 g)
werd gebruik gemaakt van de zone-rotor (Schema 3.2}.

Zuivering in de zomermaanden leverde veel, intact en weinig verontreinigd virtus

op, terwijl bij zuivering in de wintermaanden vaak weinig, kapot en verontrei-

nigd virus werd verkregen.

47



De infectiositeit van gezuiverd TSWV in een milieu met 40% suiker bleek met be-
trekking tot de inactiveringstemperatuur en inactiveringssnelheid duidelijk te

verschillen van de infectiositeit in ruw perssap.
Het optreden van 'staarten” in negatief gecontrasteerde preparaten van TSWV

zoals gerapporteerd door diverse onderzoekers, kan voorkomen worden door het
virus te fixeren met een gelijk volume 5% glutaaraldehyde.
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4.  SEROLOGISCH ONDERZCEK AAN GEZUIVERD TSWV

Aanvankelijk lag het in de bedoeling om een specifiek antiserum tegen het virus

te bereiden, wat bruikbaar zou kunnen zijn bij

1. de bepaling van virusconcentraties in geinfecteerde bladeren van ¥. rustica
om het tijdstip van cogsten beter te kumnen bepalen;

2. de karakterisering van de diffuse massa's (Ie, 1964), die vaak in associatie

met TSWV voorkomen.

Diverse antisera werden bereid (Hoofdstuk 2). Aan 2 antisera, die resp. verkre-
gen waren door intramusculaire injectie van gezuiverd TSWV (antiserum 1} en door
injectie van TSWV in de voetkussentjes gevolgd door intraveneus inspuiten (anti-
serum 2) werd verder onderzoek verricht. Aangetoond werd dat deze antisera tegen
het virus aanzienlijk verschilden in hun reactie met de verschillende antigene
determinanten, die in het virus voorkomen (4.1). Verder werden door verzadiging
van de antisera met sap van niet geinfecteerde N. rustica-planten (4.2), met
polysacchariden gezuiverd uit niet geInfecteerde ¥. rustica-planten (4.3), met
gedenatureerd TSWV (4.4), en mét intact TSWV (4.5) en decor reactie van een anti-
serum tegen sap van niet geinfecteerde ¥. rustica-planten met TSWV (4.6) sterke
aanwijzingen verkregen voor het voorkomen van waardantigeen in TSWV.

4.1. Verschil in werkzaamheid van antiserum 1 en 2

De beide antisera werden vergeleken in hun reactie met

1. de eiwitten van TSWV na denaturatie van het virus met SDS en elektroforese
op polyacrylamidegel (Hoofdstuk 5),

2. gezuiverd TSWY,

3. sap uit een niet geinfecteerde N. rusticg-plant,

4. polysacchariden uit niet geinfecteerde ¥. rustica-planten.

De reactie van de antisera met de eiwitten van TSWV die na denaturatie elektro-
foretisch werden gescheiden is weergegeven in Fig. 4.1. Antiserum 1 geeft een
middelmatige reactie met eiwit 1, 2+3 en 4 en geen reactie met glycolipide
(Hoofdstuk 5). Antiserum 2 geeft een sterke reactie met eiwit 1, een middelma-
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Fig. 4.1 Immunodiffusie in 1% agar van de antisera 1 en 2 tegen de elektrofore-
tisch gescheiden eiwitten van TSWV op 7,57 polyacrylamidegels. De
elektroforeserichting is van boven naar beneden. Het elektroforese—
front is aangeduid als £.

tige reactie met eiwit 2+3, een zwakke reactie met eiwit 4 en een sterke reactie
met glycolipide.

Aangenomen moet worden dat TSWV bij immunodiffusie in agar tegen TSWV-antiserum
niet als complete deeltjes diffundeert, getuige het feit dat er enige precipita-
tielijnen worden gevonden (Fig. 4.2).

Complete virusdeeltjes zouden gezien hun afmeting slechts zeer langzaam in de
agar zijn gediffundeerd (Ackers en Steere, 1962). Andere grote membraanvirussen
zoals "lettuce necrotic yellows virus" (McLean et al., 1971) en "brocceli necro-
tic yellows virus" {Lin en Campbell, 1572) geven eveneens enige precipitatie-
lijnen bij immuncdiffusie in agar tegen de homologe antisera. McLean et al. (1971)
verklaren het verkregen precipitatiepatroon door aan te nemen dat de virusenve-
lop in stukken breekt welke vervolgens weer aggregeren tot "'rozetten'.

Bij immuneodiffusie van antiserum 1 en 2 tegen TSWV (Fig. 4.2) worden resp. 2

en 3 precipitatielijnen gevonden. De antisera blijken 2 precipitatielijnen ge-

meenschappelijk te kunnen produceren. De extra precipitatielijn bij antiserum 2
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Fig. 4.2 Immunodiffusiepatroon in 1% Fig. 4.3 TImmunodiffusiepatroon in 1%

agar van de antisera [ (i) agar van antiserum i (1) tegen
en 2 (2) en normaalserum {n) enkele verdunningen van

tegen gezuiverd TSWV (A), dat N. rustica-sap (1:2, 1i4 en 1:8)
in de diepvries bewaard was en polysacchariden uit
(niet-gedenatureerd TSWV). N, rustica (p).

Tabel 4.1 Vergelijking van de reacties van de antisera 1 en 2 met achtereen-
volgens de eiwitten 1, 2+3, 4, glycolipide, WN. rusticg-sap en
polysacchariden uit ¥. rustica.

Antigeen antiserum 1 antiserum 2
eiwit 1 (Hoofdstuk 5) 2 ++++
eiwit 243 " ++ 4+
eiwit 4 " ++ +
glycolipide " - it
N. rusttca-sap ++ -
polysacchariden ++ +

a .. . . .
de sterkte van de precipitaties is aangegeven als - negatief,
+ zwak, ++ middelmatig. +++ sterk en ++++ zeer sterk.

ligt tussen de twee gemeenschappelijke precipitatielijnen in. Deze precipitatie-
lijnen zullen in het vervolg van buiten naar binnen aangeduid worden als 1, 2 en 3.

Antisetum 1 bleek een vrij sterke reactie te geven met N, rusitcea-sap en poly-
sacchariden uit ¥. rustica (Fig. 4.3). Antiserum 2 gaf geen reactiec met
N. rustica-sap en een vrij zwakke precipitatie met polysacchariden uit N. rustica.

Het verschil in reactie tussen de antisera is samengevat in Tabel 4.1.
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4.z, Verzadiging van TSWV-antiserum met ¥, rusticg-sap

De antisera tegen TSWV werden verzadigd met ¥, rustieq-sap zoals beschreven
(Hoofdstuk 2). Verzadigd en onverzadigd antiserum werden getoetst tegen TSWV

met behulp van immunodiffusie in agargel. In Fig. 4.4 is dit weergegeven voor

wat betreft antiserum 2. De precipitatielijnen 1 en 2 zijn bij gebruik van onver-
dund antiserum en bij verdunning 1 op 2 niet goed gescheiden (Fig. 4.4 A), hoe-
wel dit 24 uur voordat dit patroon fotografisch werd vastgelegd wel het geval was.

Fig. 4.4 Immunodiffusiepatroon tussen TSWV en een zantzl verdunningen van
onverzadigd antiserum 2 (A en B) en een aantal verdunningen van anti-
serum 2, dat met ¥, rustica-sap was verzadigd (C en D).
Aan het middenputje was steeds niet-gedenatureerd TSWV toegevoegd. De
cijfers bij de buitenste putjes geven het omgekeerde van de toege-
paste serunverdunning aan.
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De precipitatielijnen 1, 2 en 3 bestaan vaak uit enige vlak bij elkaar gelegen
precipitaties, waardoor vaak geen duidelijk patroon verkregen wordt. Tengevolge
van verzadiging met overmaat N, rusficg-sap verdwijnt precipitatielijn 1 geheel
(Fig. 4.4 C). Ogenschijnlijk lijkt hier de middelste precipitatielijn te ver-
dwijnen. Uit andere precipitatiepatronen met verzadigd antiserum 2 (Fig. 4.7)
bleek echter, dat precipitatielijn 1 verdween. De verklaring hiervoor is, dat
tengevolge van verzadiging van antiserum 2 de titer ten aanzien van het anti-
geen dat met precipitatielijn 2 correspondeert, afneemt, waardoor deze 1ijn meer
naar buiten verschuift. Uit het verdwijnen van precipitatielijn 1 blijkt, dat
hoewel antiserum 2 geen reactie met ¥, rustica-sap geeft, verzadiging met

N. rustica-sap wel degelijk invloed heeft op de reactie van het aldus verzadigde
antiserum met het virus. Hieruit moeten we concluderen dat de reactie van antise-
rum 2 met N. rustica-sap blijkbaar geen zichtbare precipitatie geeft. Verwacht
mag worden dat in ¥. rustica-sap een groot aantal verschillende polysacchariden
als antigenen voorkomen zowel vrij als gebonden aan eiwitten en lipiden. Verder
kan de concentratie van die polysacchariden, die ook in het virus aanwezig zijn,
bepalen of er precipitatielijnen bij immmodiffusie van ¥. rustica-sap en
TSWV-antiserum ontstaan.

Tengevolge van verzadiging met overmaat ¥. rustica-sap loopt de titer van anti-
serum 2 ongeveer met een factor 4 terug. In Tabel 4.2 is na verzadiging de daling
van de titer voor de virusantigenen welke corresponderen met de precipitatielijnen

1, 2 en 3 aangegeven.

Tabel 4.2 Titer van onverzadigd en verzadigd antiserum 2 met betrekking tot
diverse antigeenfracties uit TSWV, welke corresponderen met de
precipitatielijnen 1, 2 en 3.

precipitatielijn titer
(antigeeniractie) voor verzadiging na Verzadiging
1 2 0
2 16 2
3 128 32

Wanneer een in de lengte deoorgesneden polyacrylamidegel na elektreforese van de
TSWV-ciwitten getoetst werd tegen verzadigd antiserum 2, werd nog maar een zwakke
reactie met eiwit 1 verkregen. Met verzadigd antiserum 1 ontstonden onder deze

oms tandigheden geen zichtbare precipitaties.
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Het sterke teruglopen van de titer tengevolge van verzadiging zou geweten kunnen
worden aah het wegnemen van eventuele verontreinigingen, aanwezig in het virus-
preparaat dat voor immmnisatie gebruikt was. Uit elektroforese van sterk veront-
reinigd TSWV op polyacrylamidegel werden aanwijzingen verkregen, dat eventuele
verontreinigingen polydispers van aard zouden kunnen zijn, aangezien geen nieuwe
eiwitbanden gevonden werden, maar wel een verhoogde achtergrondskleuring. Op
grond hiervan kan het uitgesloten worden geacht dat tegen vercontreinigingen een

hoge concentratie aan antistoffen is ontstaan.
4.3, Verzadiging van TSWV-antiserum met polysacchariden

Na verzadiging van antiserum 1 met polysacchariden die gezuiverd waren uit

N. rustica {Hoofdstuk 2), werd geen reactie meer verkregen met sap van niet gein-
fecteerde N, rustica-planten (Fig. 4.5). Werd dit antiserum echter verzadigd

met. polysacchariden uit Cucumis sativus dan viel er nog wel een zwakke reactie
met sap van ¥. rusiice te constateren. Blijkbaar is er een verschil in polysaccha-
ridensamenstelling tussen sap van ¢. sativue en N. rustiec. Dit is niet zo vreemd
als men bedenkt dat deze planten tot verschillende families behoren. Werd antise-
rum 1, na verzadiging met polysacchariden uit ¥. rustiea getoetst tegen verdun-
ningen van komkommersap dan trad geen precipitatie op (Fig. 4.6). Wammeer TSWV-
antiserum verzadigd met polysacchariden uit ¥. rustica, niet meer reageert met

N. rustica-sap dan mag men inderdaad verwachten, dat het ook niet meer zal rea-
geren met sap uit een plant van een willekeurig andere soort.

40 (Os 40O (s
20O 10| O1s 2O O (O
o0 (322 o O(On32

onverzadigd verzadigd

Fig. 4.5 TIwmmunodiffusiepatronen van antiserum 1, voor en na verzadiging met
polysacchariden uit ¥. rustica, getoetst tegen verdunningen
(0, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 en 1:32) van sap van niet—geinfecteerde
N. rustica-planten.
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Fig. 4.6 Immunodiffusiepatronen van antiserum 1, voor en mna verzadiging met poly-
sacchariden uit N. pustica, getoetst tegen verdunningen (0, 1:2, 1:4,
1:8, 1:16 en 1:32) van niet geinfecteerde komkommerplanten.

Bovenstaande patronen tonen duidelijk aan dat de reactie van niet geinfecteerd
sap van zowel N. rustica als . sativus met antiserum 1 toegeschreven moet worden
aan het voorkomen van antilichamen tegen polysacchariden in dit antiserum. Der-
halve zal het viruspreparaat dat gebruikt werd om het konijn te immuniseren poly-
sacchariden bevat hebben. Dit kan als verontreiniging of als bestanddeel van het
virusdeeltje zijn toegediend.

4.4, Verzadiging van TSWV-antiserum met gedenatureerd virus
Antiserum Z werd met toenemende hoeveclheden gedenatureerd TSWV verzadigd zoals

beschreven (Hoofdstuk 2). De aldus verzadigde oplossingen werden vervolgens ge-
toetst tegen niet-gedenatureerd en gedenatureerd TSWV (Fig. 4.7).

Fig. 4.7 Immunodiffusiepatronen in 1% agarose, welke ontstonden na reactie van
niet-gedenatureerd TSWV (A), en virus dat met 8DS en ME gedenatureerd
was (B), met antiserum 2 waaraan toenemende hoeveelheden gedenatureerd
TSWV waren toegevoegd (resp. 0; 0,1; 0,2; 0,4 en 0,8 ml). Getoetst
werd ook tegen met N, rustica-sap verzadigd antiserum (v).

55




Opgemerkt moet worden dat de precipitatielijnen in het linker en rechter gedeel-
te van Fig. 4.7 niet direct te vergelijken zijn. In de reactie met gedenatureerd
virus kunnen de eiwitten afzonderlijk in de agar diffunderen. De precipitatie-
lijnen liggen daarom dicht tegen het antiserumputje aan. In de reactie met niet-
-gedenatureerd virus is het materiaal waarschijnlijk in de vorm van grove frag-
menten gediffundeerd. Uit het rechterpatroon van Fig. 4.7 blijkt dat na tocvoe-
ging van 0,1 ml gedenatureerd virus het serum reeds verzadigd is, aangezien er
geen precipitatielijn ontstaat. Uit het linker-patroon blijkt dat in dit verza-
digde TSWV-antiserum nog vrij veel antilichamen tegen niet-gedenatureerd TSWV
aanwezig zijn. Dit is een aanwijzing dat slechts een kleine populatie van de
v-globulinen tegen TSWV met gedenatureerd virus heeft gereageerd.

Tengevolge van de denaturatie met SDS en ME kunmen het merendeel van de antigene
groepen van de viruseiwitten vernietigd zijn. Alleen koolhydraatketens, die aan

eiwit of lipiden bevestigd zijn, hebben weinig veranderingen ondergaan. Dit kon

Fig. 4.8 Immunodiffusiepatronen van niet-gedenatureerd (A) en gedenatureerd
TSWV (B) tegen verdumnmingen (0, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 en 1:32) van
antiserum }.

bevestigd worden door verdunningen van TSWY-antiserum te toetsen tegen niet-gede-
natureerd en gedenatureerd TSWV (Fig. 4.8). Bij een verdunning van 1:32 van anti-
serun 1 werd nog een reactie met niet-gedenatureerd TSWV gevonden, terwijl bij
toetsing van hetzelfde antiserum tegen gedenatureerd TSWV bij een verdunning van
1:8 geen precipitatielijn werd verkregen.

Verzadiging met overmaat N. rustica-sap heeft ongeveer hetzelfde effect als ver-

zadiging met een overmaat gedenatureerd TSWV (Fig. 4.9}, nl. het uitblijven van
de reactic van TSWV-antiserum met gedenatureerd TSWV. Aangezien verzadiging van
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Fig. 4.9 Immunodiffusiepatroon in 1% agarose van antiserum 2 v3dr (0) en na
{v) verzadiging met N. rustica-sap. Het serum werd getoetst tegen met
SDS en ME gedenatureerd virus (A} en tegen niet-gedenatureerd TSWV (B).

TSWV-antiserum met ¥. rustice-sap identiek is aan verzadiging met polysacchariden
uit ¥. rustica lijkt de conclusie gerechtvaardigd, dat de reactie van TSWV-anti-
serum met gedenatureerd virus voornamelijk te wijten is aan polysacchariden in
dit gedenatureerde virus.

4.5. Verzadiging van TSWY-antiserum met intact virus
De verzadiging van het antiserum werd uitgevoerd zoals beschreven in Hoofdstuk 2.

De oplossingen van antiserum 2, die met toenemende hoeveelheden virus waren ver-
zadigd, werden getoetst tegen niet-gedenatureerd virus (Fig. 4.10). Tengevolge

4.10 Immunodiffusion in 1% agarcse van niet-gedenatureerd TSWV (T) tegen antise—
serum 2 waaraan toenemende hoeveelheden intact TSWV waren toegevoegd (resp.
0, 1, 2, &4 en 8 ml intact TSWV, Hoofdstuk 2) en tegen antiserum 2, dat met
. rustica-sap was verzadigd.
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van deze verzadiging verdwenen alle precipitatielijnen met uitzondering van pre-
cipitatielijn 3. Deze laatste precipitatielijn moet toegeschreven worden aan anti-
genen die in het intacte virus niet met TSWV-antiserum geneutraliseerd waren. De
mogelijkheid, dat deze precipitatielijn vercorzaakt was door een antigeen op de
membraan, dat afgeschermd zou zijn voor reactie met antilichamen tegen TSWV,

125

lijkt onwaarschijnlijk gezien de resultaten van het J experiment (5.4.3),

waaruit bleek dat alle eiwitten, uitgezonderd eiwit 1, redelijk toegankelijk

waren voor het lactoperoxydase— 125

J-complex. Wat verder opviel in het immuno-
diffusiepatroon was de blauwige kleur van deze binnenste precipitatielijn in
tegenstelling tot de overige precipitatielijnen, die meer grijs van kleur waremn.
Gezien het bovenstaande en met de wetenschap dat TSWV-antiserum antilichamen
tegen eiwit 1 bezit (4.1) lijkt het aanmemelijk om deze precipitatielijn aan
eiwit 1 toe te schrijven. De buitenste precipitatielijnen moeten aan antigenen

die met de membraan geassocleerd zijn, toegeschreven werden.
4.6. Reactie van antiserum tegen sap van niet geTnfecteerde ¥. rusiica met TSWV

Gezien de aanwijzigingen voor het voorkomen van waardantigeen in TSWV (4.2 en
4.3) was het interessant om na te gaan of het antiserum tegen V. rustica-sap
ook reageerde met het virus. Deze proef werd herhaaldelijk uitgevoerd, maar
alleen in het geval, dat TSWV afgebroken was met 6,5 M guanidine-HCl werd een
zwakke reactie met antiserum tegen N. rustieg-sap verkregen. Door verzadiging
van dit antiserum met pelysacchariden uit ¥. rustica werd deze reactie teniet
gedaan (Fig. 4.11).

Fig. 4.11 Immunodiffusiepatroon in 1% agar van TSWV (T), dat met 6,5 M guanidine-
HCl was afgebroken tegen a) antiserum | (1), b) antiserum 1 verzadigd
met polysacchariden wit ¥. rustica (2), c) antiserum tegen ¥. rustica—
sap (3), en d) antiserum tegen ¥. rustica—sap verzadigd met polysaccha-
riden uit ¥N. rustica-sap (4).
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Het feit, dat slechts een zwakke reactie tussen het antiserum tegen N, rustica-
sap en TSWV verkregen werd, is verklaarbaar wanneer we ons rcaliseren dat dit
antiserum bereid was tegen een grote heterogene populatie van polysacchariden
en andere antigenen, als gevolg waarvan dit antiserum slechts een lage titer
had. In tegenstelling hiermee mogen we aannemen dat het antiserum tegen het
virus gericht is tegen een kleine, maar homogene populatie van polysacchariden,
die in relatief veel hogere concentratie in de voor immunisatie gebruikte virus-
suspensie zullen voorkomen dan in plantesap. De titer van dit antiserum zal bij-
gevolg hoger zijn.

4.7. Conclusie

De tegen het virus bereide antisera waren niet specifiek voor het virus aange-
zien ze ook reageerden met plantesap. Verzadiging met N. rustica-sap ofwel met
polysacchariden uit N. rustica leverde wel een specifiek werkzaam antiserum op.
De titer van dit verzadigde antiserum was echter een factor 4 lager dan die van
het oorspronkelijke antiserum. Tegen eiwit 1 kon een vrij specifiek antiserum
verkregen worden door het antiserum te verzadigen met een overmaat intact virus.
Van de diverse onderzoekers, die antisera bereid hebben tegen TSWV (Best en
Hariharasubramanian, 1967; Tsakiridis en Gooding, 1972; Joubert et al., 1974;
en Paliwal, 1974) vermeldt alleen Paliwal een reactie van TSWV-antiserum

met gezond sap en een sterk teruglopen van de titer na verzadiging met gezond
sap.

Op grond van onderstaande waarnemingen concluderen we dat in TSWV waardantigeen

voorkomt.

1.  het sterke teruglopen van de titer van TSWV-antiserum tengevolge van ver-
zadiging met N. rusitca-sap (4.1),

2. de reactie van TSWV-antiserum met V. rustica-sap die voorkomen kon worden
door verzadiging van TSWV-antiserum met polysacchariden uit ¥. rusiica (4.2).
Hieruit is af te leiden, dat het viruspreparaat, dat voor immunisatie ge-
bruikt werd polysacchariden bevatte.

3. de reactie van TSWV-antiserum met gedenatureerd virus die voornamelijk toe-
geschreven moest worden aan polysacchariden in dit gedenatureerde virus
(4.4). Aangezien de precipitaties exact overcenkwamen met de posities van
eiwit 1, 2+3 en 4 kan hier geen sprake zijn van een reactic met een even-
tuele contaminatie in het viruspreparaat.
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4. uit kleuring met reagens volgens Schiff bleek, dat het merendeel van de
eiwitten in het virus covalent gebonden koolhydraat bevatte (5.2.1)},

5. de zwakke precipitatielijn van het antiserum tegen ¥. rustica-sap met TSWV
kwam exact overeen met de positie van de precipitatielijn van TSWV met anti-
serum TSWV. Na verzadiging van het antiserum tegen ¥. rugtica-sap met poly-
sacchariden uit ¥. rustica bleef precipitatie achterwege (4.6).

Op grond van het bovenstaande moeten we aannemen, dat waardantigeen in de vorm
van koolhydraten gebonden kan zijn aan de ejwitten 2, 3 en 4. Voor de eiwitten
5, 6 en 7 kon vanwege de geringe concentratie van deze eiwitten niet aangetoond
worden of deze eventueel waardantigeen bevatten.

Of het koolhydraatgedeelte van de glycolipide(n) die uit het virus werden geéx-
traheerd (5.2.2) ock afkomstig was uit de waardplant is nog niet onderzocht. Het
is niet aannemelijk dat het genoom van TSWV informatie bevat voor volgorde en
struktuur van de suikerresiduen in de koolhydraatketens. Dit vereist namelijk
dat het virus voor een aantal glycosyltransferases codeert en wel &én transfera-
se voor elk monosaccharide (Burge en Strauss, 1970). Deze redencring doet ver-
moeden dat het koolhydraatgedeelte van de glycolipide(n) van TSWV eveneens af-
komstig is van de waardplant.

Waardantigeen in de vorm van glycolipide is aangetoond bij para-influenzavirus,
SV 5 (Xlenk et al., 1970) en 'vesicular stomatitis virus" (Klenk en Choppin, 1971;
Cartwright en Brown, 1972). Waardantigeen in de vorm van glycoprotelne is aange-

teond bij influenzavirus (Laver en Webster, 1966).
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5.  EEN ANALYSE VAN DE EIWITTEN VAN TSWV

Uit studies aan negatief gecontrasteerde deeltjes en aan de structuur in ultra-
dunne coupes concludeerden Rest en Paik (1964), Ie (1964), Van Kammen et al, {1966)
en Paliwal (1974) dat TSWV door een envelop is omgeven. Het virus bestaat chemisch
uit 19% lipiden, 7% koolhydraat, 5% RNA en 69% eiwit {Best en Katekar, 1964).

Deze samenstelling wijst ook op de aanwezigheid van een envelop in het virus.

Naar analogie van andere virussen die een membraan bezitten mogen we in TSWV
enige eiwitten verwachten. Een van deze eiwitten is mogelijk met het nucleine-
zuur geassocicerd. Voorts maken vermoedelljk een of meer eiwitten deel uit van,

of zijn geassocieerd met de envelop.

Alle membraanvirussen bevatten een of meer glycoproteinen, welke aan de buiten-
zijde van de envelop gelokaliseerd zijn (Lenard en Compans, 1974). In zeer veel
gevallen, o.a. influenzavirus (Compans et al., 1970; en Schulze, 1970), para-
influenzavirus (Chen et al., 1971), Sindbis-virus (Compans, 1971) en 'vesicular
stomatitis virus" (McSharry et al., 1971) heeft men kunnen aantonen dat de eiwit-
uitsteeksels, die na negatieve kleuring van de diverse membraanvirussen zichtbaar
zijn, uit glycoproteInen bestaan.

De meeste membraanvirussen bevatten buiten het mucleocapside-eiwit minstens nog
&&n niet-geglyccosyleerd eiwit, dat geassccieerd is met de binnenzijde van de
virusenvelop (Lenard en Compans, 1974). Bij de groep van de togavirussen vindt
men dit ciwit niet. Deze virussen bevatten behalve het nucleocapside-eiwit alleen
glycoproteinen (Schlesinger et al., 1972). Bij een virus uit deze groep, namelijk
Sindbis-virus, is met roéntgendiffractie aangetcond, dat de nucleocapside direct

tegen de lipidendubbellaag aanligt (Harrison et al., 1971 a).

In dit hoofdstuk zullen de resultaten van een aantal experimenten worden besproken,
die tot doel hadden na te gaan:

1. hoeveel eiwitten of polypeptiden er in TSWV vcorkomen,

2. hoeveel eiwitten er covalent gebonden koolhydraten bevatten,

3. hoe greoot het molecuulgewicht van deze eiwitten is,

4. waar de gevonden eiwitten in het virus gelokaliseerd zijn.
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5.1. Afbraak van TSWY en'scheiding van de eiwitcomponenten door elektroforese
in polyacrylamidegel

Om de viruseiwitten in een oplosbare vorm te brengen wordt veel gebruik gemaakt
van SDS. Deze verbinding hecht zich aan de diverse eiwitten in hoeveelheden
variérend van 1,4 - 2,5 mg SDS per mg eiwit, met als resultaat dat de effecten
van de intrinsieke lading en de conformatie van de moleculen op hun elektrofo-
retisch gedrag klein zijn (Dunker en Rueckert, 1969).

Disulfidebindingen kurmen gesplitst worden door het eiwit te behandelen met
bv. ME of DDT. De gevormde monomeren kunnen beschermd worden tegen ongewenste
disulfide-interacties door alkylering met joodaceetamide of N-ethylmaleimide
(Smithies, 1965).

Tabel 5.1 Afbraak van TSWV onder verschillende omstandigheden

methode SDS ME ureum DITT joodaceet— incubatie— duur van elektiroforese-
amide condities de dialyse patroon
identiek aan

2 % M M M
1 1 2 wur 37°C  nacht Fig. 5.1A
2 | 1 " " Fig. 5.1B
3 | 1 5 min 95°C " Fig. 5.1C
4 1 i 0,3 2 wur 37°C 1 wur Fig. 5.1C
5 1 1 0’3 " 4 "
[ 1 I 0,3 " nacht "
73 i 1 0,3 n " "
& 2 1 05 30 min 37% Fig. 5.1D
9. 2 1 0,5 10 " " Fig. 5.1E
10 1 0,04 20 min 50°C " Fig. 5.1C

& In dit geval werd Q0,17 ME aan de elektroforesebuffer toegevoegd
Methaode volgens Haslam et al. (1970)
¢ Methode volgens Fairbanks et al. (1971}.

TSWY werd volgens 10 verschillende methoden afgebroken zoals in Tabel 5.1 is

aangegeven,en op een 7,5% polyacrylamidegel ge&lektroforeerd volgens de methode
van Weber en Osborn (1969).
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Door TSWV met SOS af te breken, konden na elektroforese 9 banden gedetecteerd
worden, zoals in Fig. 5.1A is te zien. Twee banden genummerd resp. 1 en 4
springen er duidelijk uit, dan volgen twee dicht bij elkaar gelegen banden
genummerd 2 en 3 en tenslotte 5 kleine banden gemummerd 32, Sb, 5, 6en7.
Door toevoeging van ME (Tabel 5.1; methode 2) verdwijnt eiwitcomponent 34
(Fig. 5.1 B). Indien na incubatie het mengsel met joodaceetamide wordt behan-
deld (methode 4) om de eiwitten te carboxymethyleren,verdwiint evencens eiwit-
component 3b (Fig. 5.1C).

Fig. 5.1 Elektroforese in polyacrylamidegel van TSWV, dat volgens de methoden
1 (A), 2 (B), 3(C), 8 (D) en 9 (E) (Tabel 5.1) was afgebroken. De
eiwitcomponenten in gel C zijn genummerd van laag naar hoog molgcuul-
gewicht. Tn gel A komen twee extra banden voor, die als 3" en 3 =zijn
aangeduid. Het elektroforesefront is gemerkt met Qostindische inket.

Het patroon bestaat dan uit 7 eiwitcomponenten. Verschillende andere afbraakmetho-
den (3, 8 en 10) leiden niet tot een reductie van het aantal banden. Alleen door
incubatie bij hoge pH en hoge temperatuur in aanwezigheid van 0,5 M ureum en 1073
M DIT (methode 9) wordt het aantal eiwitcomponenten gereduceerd (Fig. 5.1E). De

hoog-moleculaire eiwitcomponenten 5, 6 en 7 zijn dan nagenoeg volledig verdwenen
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en ook eiwitcomponent 4 is sterk gereduceerd. Betwijfeld wordt of deze afbraak
niet verder gaat dan de polypeptiden waaruit de eiwitten mogelijk zijn opgebouwd.
Het valt nl. op dat in het densitogram, verkregen na toepassing van methode 9
(Fig. 5.2 B), de pieken van de eiwitcompcnenten 1, 2 en 3 aan hun basis breder
zijn dan in het densitogram verkregen na toepassing van methode 8 (Fig. 5.2 A).
De condities van deze afbraakprocedure (hoge temperatuur en hege pH) zijn zoda-
nig, dat de koolhydraat-peptidebindingen die eventueel labiel zijn in alkalisch
milieu, verbroken kumnen worden (Gottschalk, 1966). Dit kan resulteren in een

breder bandje op de gel.

Uit een drietal representatieve elektroferogrammen van TSWV werd berekend in
welke verhouding de diverse eiwitcomponenten voorkomen. Hierveor werd de opper-
vlakte onder de pieken uit het densitogram van de met coomassie brilliant blue
gekleurde gels gedeeld door het molecuulgewicht (ontleend aan 5.3). Hieruit volgde
dat de gemiddelde verhouding van het aantal moleculen van eiwit 1 : eiwit 2 + 3
eiwit 4 gelijk is aan 9 : 2 : 2. De eiwitten 5, 6 en 7 bleken tezamen niet meer
dan 3% van het totale viruseiwit uit te maken.

De gevonden verhouding dient evenwel met grote voorzichtigheid geinterpreteerd

te worden omdat

1. schatting van het molecuulgewicht van glycoproteinen aanzienlijk kan afwijken
het werkelijke molecuulgewicht (Grefrath en Reynolds, 1974; Moermig et al., 1974

2. glycoproteinen in mindere mate zullen kleuren met coomassie brilliant blue dan
standaard-eiwitten (Fairbanks et al., 1971}.

Desalniettemin is duidelijk dat eiwit 1, eiwit 2 + 3 en eiwit 4 de hoofdcomponentey

zijn van het virus, waarbij veoral de grote hoeveelheid van eiwit 1 opvalt. De ei-

witten 5, 6 en 7 zijn slechts in een vrij kleine hoeveelheid in het virus aamwezig

Mohamed et al. (1973) vonden bij analyse van gezuiverd TSWV in polyacrylamidegel
eveneens 7 eiwitcomponenten. Het door deze auteurs gepubliceerde densitogram is
in grote lijnen identiek met het densitogram zoals dat is weergegeven in Fig.
5.2A. Het belangrijkste verschil is het feit dat Mohamed et al. in plaats van ei-
wit 2 en 3 een enkele eiwitpiek vonden, die wat de hoeveelheid betreft de som van
de hoeveelheden van eiwit 2 en 3 ruim overtrof. Een ander verschil is dat de ei-
witten 5 en 6 bij Mohamed et al. (1973) verdwenen tengevolge van verhitting bij
100°C {2 min) terwijl onder onze omstandigheden het patroon na 5 min 95°C geen

verandering onderging.
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Fig. 5.2 Elektroforesepatromen, iLn 7,57 polyacrylamidegels, van TSWV afgebroken
volgens methode 8 (A) en 9 (B). De elektroforese was van rechts naar
links. De Oostindische inktpiek (b) geeft de plaats van de broomfenol-
blauwband aan,
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5.2. Detectie van glycoproteTnen

Glycoproteinen in polyacrylamidegels worden meestal met behulp van gemodificeerde
PAS-kleuringen (Zacharius et al., 1969; Segrest en Jackson, 1972; Felgenhauner et
al., 1970; en Kapitany en Zebrowski, 1973) gedetecteerd. In principe vereisen
alle methoden een fixatiestap met zuur of ethanol, gevolgd door oxydatie van ge-
bonden koolhydraat met perjocdzuur.

De oxydatie berust op splitsing van G—<C-bindingen tussen opecenvolgende a-glyco-
len en de daaropvolgende omzetting van deze glycolen tot dialdehyden. Deze alde-
hyden reageren met Schiffs reagens tot een additieprodukt, dat een meer of minder
intens rode kleur heeft. Perjoodzuur is te prefereren als oxydatiemiddel omdat
het oxydeert tot het aldehydestadium, waarmee overoxydatie voorkomen wordt.
(Kapitany en Zebrowski, 1973}.

De PAS-kleuring is echter niet kwantitatief omdat het aantal met perjoodzuur te
oxyderen covalente bindingen - bepalend voor de intensiteit van de kleurreactie -
afhankelijk is van samenstelling en structuur van het koclhydraat in het glyco-

proteine. De PAS-kleuring is ook niet kwalitatief omdat de kleuring niet differen
tieert tussen neutrale suikers, aminosuikers en siaalzuren (Wray en Perdue, 1974).

Glycoproteinen kunnen ook aangetoond worden door het virus in vivo te labelen met
glucosamine—z'H {Teramoto et al., 1974; Sokol et al., 1971) of het gezuiverde
virus in vitro te lahelen met natriumbcorhydride (NaB3H4) (Gahmberg en Hakomori,
1973, Steck en Dawson, 1974}. Deze methoden hoeven niet hetzelfde resultaat te
geven, omdat ze verschillende suikergroepen radiocactief maken. Glucosamine en
N-acetylglucosamine worden gelabeld met glucosamine-sl-l, en galactose en N-acetyl-
galactosamine met NaBsH 4

Labeling met glucosamine—SH levert goede resultaten bij toepassing op weefsel-
cultures van dierlijke aard, maar 1s moeilijk toepasbaar op planten. Labeling van
de glycoproteTnen van gezuiverd virus is echter goed mogelijk met natriumboor-
hydride—BH en galactose-oxydase. Dit enzym oxydeert de OH groep aan het C. atoom
van d-galactose en N-acetyl-d-galactosamine. De ontstane aldehyde-groepen worden
gelabeld door reductie met natriumboorhydride—BH. Na scheiding van de polypeptiden
van het virus in polyacrylamidegel kan nagegaan worden welke polypeptiden radio-
actief zijn.
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5.2.1. Kleuring met PAS-reagens

Verschillende PAS-kleuringen werden getoetst op hun geschiktheid om de glyco-
proteinen van het virus in de gel te kleuren. De methode van Zacharius et al.
(1969) gaf de beste resultaten. Het patroon van deze PAS-kleuring is weergegeven
in Fig. 5.3. Alle op deze gel duidelijk te detecteren polypeptiden van het virus
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Fig. 5.3

Elektroforesepatronen van de eiwitten van TSWV op 7,5% polyacrylamide-
gels, De elektroforeserichting is van rechts naar links. Gekleurd werd
met amideblack (—) en PAS-reagens (---=)}. Bij de voornaamste pieken
in beide patromen zijn de Rf-waarden aangegeven. De PAS—kleuring werd

gemeten bij 520 om met behulp van een filter. De Qostindische inktpiek
(b) geeft de plaats van de broomfenolblauwband aan.

(in dit geval no 1 tot en met 5) reageerden met het reagens. Kleuring volgens
Kapitany en Zebrowski (1973) gaf hetzelfde resultaat. Bij de methode van Felgen-
hauer (1970) werden de glycoproteinen tengevolge van incubatie met Schiffs reagens
aanvankelijk goed gekleurd, maar bij het daaropvolgend wassen in een oplossing
van kaliumdisuifiet en HCl vervaagden de banden sterk. De methode van Segrest

en Jackson (1972) en Matthieu en Quarles (1973) kleurden nagenceg identiek,

maar veel minder sterk dan volgens Zacharius. Bij de kleuring volgens Caldwell
en Pigman (1965) traden problemen op om de gel te ontkleuren.
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De specificiteit van de methode van Zacharius et al. (1969) werd getoetst door
4 proteinen (ribonuclease A, trypsine, carboxypeptidase A en bovineserumalbu-
mine) en 4 glycoproteinen (fetuine, ovalbumine, peroxydase en bromelaine) na
denaturatie met SDS en ME en elektroforese op polyacrylamidegel te kleuren. De
glycoproteinen reageerden positief na kleuring, de proteinen daarentegen niet.
Uit deze waarnemingen kumnen we concluderen dat deze methode voor zover onder-
zocht niet tot aspecifieke kleuring aanleiding geeft.
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Fig. 5.4 Elektroforesepatronen van de eiwitten van TSWV op 7,5% polyacrylamide~
gels. De elektroforeserichting is van rechts naar links.
= patroon van een gel direct na elektroforese met coomassie bril-
liant blue gekleurd.
--—— = patroon van een gel, eerst gekleurd op glycoproteinen volgens
Felgenhauer (1970) en vervolgens nagekleurd met coomassie bril-—
liant blue,
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Uit het patroon van Fig. 5.3 blijkt dat de mate van kleuring met PAS-reagens

met het molecuulgewicht van de polypeptiden toeneemt. Om de mogelijkheid uit te
sluiten, dat eiwit van de laag moleculaire banden verloren was gegaan tengevol-
ge van diffusie uit de gel tijdens de diverse malen dat er werd gewassen geduren-
de de kleuring en ontkleuring,werd een met PAS gekleurde gel nagekleurd met
coomassie brilliant blue en vergeleken met een gel die direct na elektroforese
gekleurd was (Fig. 5.4). De ‘piekhoogte'’ van de eiwitten 1, 2+3 en 4 bleek voor
de nagekleurde gel resp. met 25%, 40% en 25% afgenomen te zijn ten opzichte van
de gel, die direct met ccomassie brilliant blue werd gekleurd. Voor de eiwitten
5, 6 en 7 lag deze reductie in de orde van grootte van 70-90%. De zwakke kleuring
van eiwit 1 kan derhalve moeilijk aan een verlies van dit eiwit tengevolge van
diffusie uit de gel tijdens de diverse behandelingen geweten worden.

Glossmann en Neville (1971) beweren dat alle kleurmethoden met PAS-reagens waar-
bij de gels niet gewassen werden om de SDS van de eiwitten te verwijderen, kummen
leiden tot aspecifieke kleuringen. Het uitwassen van SDS uit de gels met 40%
methanol en 7% azijnzuur resulteerde echter in een zeer sterke achteruitgang in
kleuring met PAS-reagens vermoedelijk tengevolge van uitwassen van eiwit, De
kleuring van peroxydase met PAS-reagens was na deze behandeling met een factor 6
afgencmen, bij TSWV bleken dan alieen de eiwitten 4 en 5 nog zwak te kieuren.

Het wassen van de gels met 40% methanol en 7% azijnzuur veroorzaakte dus een

sterke daling in de intensiteit, waarmee de ciwitten reageerden.

De eiwitcomponenten 2, 3, 4 en 5 kleuren duidelijk met PAS-reagens (Fig. 5.3)

en mosten derhalve als glycoproteinen worden beschouwd. Eiwit 1 bleek een heel
zwakke kleuring te geven. De mogelijkheid dat dit eiwit enkele keolhydraten be-
vat kan daarom niet geheel uitgesloten worden. Wat de eiwitten 6 en 7 betreft kon
vanwege de geringe hoeveelheden van deze eiwitten nog niet definitief bepaald wor-
den of deze kleuren met PAS-reagens. Vaak werd ook een met PAS te kleuren zone
waargenomen, die met het front meeliep. Dit zal in 5.2.2 nader besproken worden.

Mohamed et al. (1973) vonden een zeer sterke kleuring van eiwit 1 na toepassing
van de methode volgens Clarke (1964). Verschil in de wijze van kleuring en moge-
lijk verschil in virusisolaat kunnen verklaren waarom deze auteurs tot dit andere
resultaat kwamen. De mate van kleuring van de overige eiwitten kwam evenwel onge-
veer overeen met het patroon in Fig. 5.3. In dit verband kan opgemerkt worden dat
alle door ons gebruikte kleuringen op glycoproteinen hetzelfde resultaat gaven,
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De kleuring volgens Caldwell en Pigman (1965) werd niet in bovenstaande beoorde-
ling betrokken aangezien de gel niet voldoende kon worden ontkleurd.

5.2.2. Analyse van een chloroformmethanol extract uit TSWV

Bij analyse van de polyacrylamidegels met PAS-reagens werd vaak een diffuse
kleuring gevonden in een zone, die overeenkwam met de¢ plaats van het elektrofo-
resefront (Fig. 5.5, gel 1). Bij een kleuring met coomassie brilliant blue was
deze zone niet zichtbaar, zodat het voorkomen van een laag moleculair glycopro-
tefne, zoals dat bij 'mouse mammary tumor virus' (Teramoto et al., 1974) het ge-
val is, uitgesloten kan worden. Na denaturatie van Hela-celmembranen met SDS en
analyse op polyacrylamidegels vonden Huang et al. {1973) eveneens een dergelijke
zone, Bovengencemde auteurs konden deze zone extraheren met ethanol-diethylether.

Fig. 5.5 Elektroforesepatronen van TSWV w&dr {1 en 2) en na (3 en 4) extractie
met chioroform-methanol, en van het chlioroformmethanolextract (5).
De gels 1 en 3 werden gekleurd met coomassie brilliant blue en de gels
2, 4 en 5 met PAS-reagens. De glycolipide zone is aangeduid met g.

70




In het geval van TSWV werd getracht deze zone te extraheren met chloroform-
methanol. Bij analyse van het residu, dat na extractie werd verkregen, bleek
bovengenoemde zone niet meer aanwezig (Fig. 5.5, gel 4). Deze zone werd echter
teruggevonden in het geconcentreerde chloroform-methanolextract (Fig. 5.5, gel 5).
Behalve deze zone kwamen er nog twee zwakke bandjes op de gel voor. Een van deze
bandjes kwam ongeveer overeen met de positie van eiwit 5. Dit zou kunnen duiden

op een assoclatie van dit eiwit met lipiden.

Het materiaal dat in de {ront zone gevonden wordt zou glycolipide kunnen zijn;
dit omdat: 1) het met chloroform-methanol geé&xtraheerd kan worden, 2) het met
PAS-reagens en met TSWV-antiserum (Hoofdstuk 4) reageert, 3) geen reactie geeft
met coomassie brilliant blue.

5.3. Schatting van de molecuulgewichten van de eiwitten

De methode van Weber en Osborn (1969) staat een redelijk nauwkeurige bepaling
van de molecuulgewichten van de te onderzoeken eiwitten toe. De binding van dode-
cylsulfaat-icnen aan de eiwitten is de basis voor de scheiding in dit systeem.
Door deze binding worden alle moleculen negatief geladen. De waarden van de hoe-
veelheid gebonden SDS Iopen uiteen van 1,4-2,5 mg SDS per mg eiwit {Dunker en
Rueckert, 1969).

De effecten van de intrinsieke lading en de conformatie van de moleculen op het

elektroforetisch gedrag blijken in aamwezigheid van natriumdodecylsulfaat rela-

tief klein te zijn. De wisselwerking tussen anion-binding en frictie tengevolge

van passage door de gel is een relatief constante verhouding tussen de logaritme
van de molecuulgrootte en de mobiliteit.

Door enkele eiwitten waarvan het molecuulgewicht bekend is, mee te elektroforeren
kan men een schatting maken van de molecuulgewichten van de viruseiwitten (Weber
en Osborn, 196%9).

Molecuulgewichtsbepaling in SDS-gels is niet direct toepasbaar op glycoproteinen
(Segrest en Jackson, 1972). Glycoproteinen welke meer dan 10% koolhydraat bevatten,
gedragen zich in vergelijking tot proteinen afwijkend gedurende elektroforese in
polyacrylamidegels met SDS. De reden van dit afwijkend gedrag is een verminderde
binding van SDS per gram glycoproteine in vergelijking tot proteine. Dit resul-
teert ten opzichte van proteinen in een kleinere lading per gram glycoproteine
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waardoor de mobiliteit gedurende elektroforese in een milieu met SDS kleiner is
en dus het molecuulgewicht te hoog wordt geschat.

Twee factoren bepalen de mobiliteit van de eiwitten in SDS-polyacrylamidegels,
nl. lading en moleculair zeefeffect. Met toenemende polyacrylamidegel-''cross
linking' gaat het zeefeffect overheersen. Dit heeft voor glycoproteInen het ge-
volg dat het geschatte molecuulgewicht steeds minder van het re€le gaat afwijken
en asymptotisch tot een minimum waarde zal naderen. Deze laatste waarde zal nog
wat van het re€le molecuulgewicht afwijken.

De procedure om de molecuulgewichten van glycoproteinen te bepalen bestaat uit een
schatting van de molecuulgewichten van deze eiwitten op een aantal gels met toe-
nemende concentraties acrylamide (bv. 5, 7,5, 10 en 12,5%). De gevonden molecuul-
gewichten worden in een grafiek uitgezet tegen het percentage polyacrylamidegel

en hieruit kan men een asymptotisch molecuulgewicht bepalen. Het verloop van de
curves is een directe functie van het percentage koolhydraat in het glycoproteine.
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Fig. 5.6. De schijnbare molecuulgewichten van de eiwitten 1 tot en met 5 van
TSWV na elektroforese in gels met verschillend percentage polyacryl-
amide. De molecuulgewichten van de eiwitten | t/m 5 op de diverse gels
werden bepaald door middel van elektroforese in zamwezigheid van
eiwitten met bekend molecuulgewicht.
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Tabel 5.2 De daling van het geschat molecuulgewicht en de intensiteit van de
kleuring met PAS-reagens voor de eiwitten 1 t/m 5 van TSWV

intensiteit van de kleuring met PAS

elwit daling in molecuulgewicht
(¢9 (verhouding PAS/coomassie kleuring}
I 72 +b
2 16 "
3 8 +
4 22 ++
5 42 +++

2 e daling van het molecuulgewicht bij zijn geéxtrapoleerde asymptotische waarde
werd berekend door het molecuulgewicht, dat op een gel met 57 acrylamide werd
gevonden op 100 te stellen,

b De verhouding van de PAS/coomassie brilliant blue kleuring is uitgedrukt in
+ (zwak) tot +++ (sterk).

TSWV werd na afbraak met SDS en ME en carboxymethylering met joodaceectamide
gedlektroforeerd op gels van 5, 7,5, 10 en 12,5% polyacrylamide in aanwezigheid
van een aantal eiwitten, met bekende molecuulgewichten. Na elektroforese werden
de gels met coomassie brilliant blue gekleurd. Na ontkleuren van de gels werden
de molecuulgewichten van de eiwitten bepaald.

In Fig. 5.6 zijn de gevonden molecuulgewichten uitgezet tegen het percentage
polyacrylamide in de gels. Uit deze figuur blijkt, dat met toencmende percenta-
ges er een duildelijke afname in het geschatte molecuulgewicht voor eiwit 4 en

5 optreedt. Voor de overige eiwitten wordt een zwakkere afname waargenomen.

Er blijkt een duidelijke correlatie te bestaan tussen de sterkte van de daling
in molecuulgewicht en de intensiteit van de kleuring met PAS-reagens (Fig. 5.3).
In Tabel 5.2 is dit nader geTllustreerd.

De schatting van de molecuulgewichten van de eiwitten 1 en 4 in gels met 10%
acrylamide 1s vrij goed in overeenstemming met de door Mohamed et al. (1973)
bepaalde waarden (Tabel 5.3). Het is echter opvallend dat er bij deze auteurs
geen verschil werd gevonden in het molecuulgewicht van eiwit 4 in gels met 5 en
10% acrylamide. Wij vonden een verschil van maar liefst 17.000 D.

Voor wat betreft eiwit 5 is er een enorm verschil tussen de bepaling op gels
met 5 en 10% acrylamide. Naarmate het percentage acrylamide toeneemt zal het
geschatte molecuulgewicht meer naderen tot het werkelijke molecuulgewicht.

De geéxtrapoleerde asymptotische molecuulgewichten (Tabel 5.3) geven derhalve
een betere benadering van de werkelijke molecuulgewichten dan een waarde op gels
met 5 dan wel 10% acrylamide. De werkelijke molecuulgewichten kunnen evenwel pas
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Tabel 5.3 De geschatte molecuulgewichten van de eiwitten 1 t/m 5 van TSWV op
gels met 5 en 10% acrylamide en de geé€xtrapoleerde asymptotische
waarden van de molecuulgewichten

Dit proefschrift (Fig. 5.6) Mohammed et al., {(1973)
molecuulgewichten op geéxtrapoleerde waarde molecuulgewichten op
van het asymptotisch
eiwit 3% gel 10Z gel molecuulgewicht 5% gel 07 gel
1 29.000 28.000 27.000 29.000 29.000
2 59.000 533.000 52.000
3 62.000  60.000 58.000 50.000  30.000
4 99.000 82.000 78.000 84.000 84.000
5 155.000 108.000 90.000 132.000

bepaald worden als het gehalte aan koolhydraat van de diverse eiwitcomponenten
van TSWV bekend is.

De gewoonte van diverse onderzoekers om de molecuulgewichten van hoog-moleculaire
eiwitten op gels met 5% polyacrylamide te bepalen kan in het geval dat het te on-
derzoeken eiwit een glycoproteine is, tot aanzienlijke fouten aanleiding geven.
Een aanwijzing dat schatting van het molecuulgewicht van een glycoproteine op
SDS-gels mogelijk een te hoge waarde oplevert blijkt uit het onderzoek van
Moennig et al. (1974) met "Friend leukemia virus'' en van Grefrath en Reynolds
(1974) met rode bloedcellen.

Het zou aanbeveling verdienen om het in dit onderzoek gebruikte virusisolaat van
TSWV en het isolaat van Mohamed et al. (1973) onder volkomen identieke condities
qua virusvermeerdering, zuivering, elektroforese en kleuring met elkaar te ver-
gelijken. Eventuele verschillen zullen dan waarschijnlijk toegeschreven kumnen
worden aan het gebruikte virusisolaat. In dit verband kan vermeld worden dat bij
zuivering van hetzelfde isolaat van TSWV uit resp. ¥. rustica en komkommer en
daaropvolgende elektroforese van de gedenatureerde viruseiwitten in polyacryl-
amidegel, er weinig verschil was in de posities van eiwit 1 en 4 op de gel. In
de posities van de eiwitten 2 en 3 was echter een duidelijk verschil (Fig. 5.7)
waar te nemen. Er zijn veel aamwijzingen uit onderzoekingen met diervirussen, dat
de waard waarin het virus zich vermeerdert in meer of mindere mate de samenstel-
ling van het koolhydraatdeel van de glycoproteinen kan beInvloeden (Keller et al.,
1970; Burge en Huang, 1970; Grimes en Burge, 1971; Lenard en Compans (1974).
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Fig. 5.7 Elektroforesepatronen van de eiwitten van TSWV op 7,537 polyacrylamide-
gels na vermeerdering van het virus in resp. V. rusticq (-———- ) en
komkommer ( ). Om de posities van de eiwitten goed te kunnen ver-
gelijken zijn de Rf-schalen van beide patronen op de X-as aangegeven.
De elektroforeserichting is van rechts naar links.

5.4, Topografie van de eiwitten van TSWV

Voor de topografische bepaling van polypeptiden in virusdeeltjes wordt veel ge-
bruik gemaakt van radio-isotopen (Bretscher, 1971; Bender et al., 1971; Phillips
en Morrison, 1971). Een algemeen toegepaste en milde methode is die waarbij 125J
aan het aminozuur tyrosine gebonden wordt onder invlced van het enzym lacto-
peroxydase en H,0,. Deze methode is o.a. toegepast voor de lokalisatie van de
eiwitten van vacciniavirus (Katz en Margalith, 1973), "vesicular stomatitis virus'
(Mocre et al., 1974), herpes-simplexvirus (Olshevski en Becker, 1972) en 'mouse

mammary tumor virus'" (Teramoto et al., 1974).
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De methode is gebaseerd op de volgende reactie. Lactoperoxydase reageert met

H,C, door de vorming van een lactoperoxydase—0-complex. Dit complex reageert op

125 125

zijn beurt met J” tot een lactoperoxydase— = J-complex. Deze laatste verbin-

ding hecht de isotoop in het pH-traject van 7-8 selectief aan tyrosinegroepen.

Verschillen in de labeling van de diverse eiwitten treden op door de mate waar-

mee de tyrosinegroepen van de eiwitten voor het 1act0peroxydase—1ZSJ-c:cmplex

toegankeiijk zijn. Strikt genomen zouden eiwitten binnen de membraan van het
virus niet gelabeld kunnen worden aangezien het lactoperoxydase#1ZSJ-corrmlex
niet door de membraan heen zou dringen. Tsai et al. (1973) vonden echter bij la-

beling van bloedcellen met 125

125

J, dat onder bepaalde omstandigheden, nl. bij rela-
tief hoge concentraties J, ook eiwitten binnen de membraan gelabeld werden.

Bovengenoemde auteurs verklaren dit door aan te nemen dat een jodideradicaal ge-
vormd wordt, dat dieper in het deeltje kan doordringen dan het lactoperoxydase—

125 125'J zal dit radicaal volledig weggevangen

J-complex. Bij lage concentraties
worden door de tyrosinegroepen van de membraaneiwitten, bij hogere concentraties

zal dit radicaal dieper doordringen en ook eiwitten binnen de membraan labelen.

Informatie over de lokalisatie van eiwitten in membranen kan cok worden verkregen
door afbraak van de eiwitten met proteclytische enzymen (Gahmberg et al., 1972;
Steck et al., 1971). Eiwitten die aan de buitenzijde van een membraan gelokali-
seerd zijn, zullen - aannemende dat deze eiwitten gevoelig zijn vocr het enzym -
het eerst afgebroken werden. Door hun afbraak in de tijd te vervelgen kan men

dus een indruk krijgen van hun topografie.
S.4.1 Eliminatie van stoffen die de werking van lactoperoxydase remmen

De zuivering van TSWV vindt plaats onder gereduceerde condities vanwege de toevoe-
ging van Na,50; en cysteine aan de extractiebuffer. Aangezien het te verwachten was
dat reducerende stoffen de vorming van een lactoperoxydase—O-complex remmen, werd

nagegaan in welk traject Na2503 en cysteine dit zouden deoen. De reactie

4 guaiacol + 4 H,0, _Peroxydase ot rapuaiacol + 8 H,0 (Machly en Glick, 1954)
werd gebruikt om de invloed van de reducerende stoffen op de werking van het en-
zym na te gaan. Het in deze reactie gevormde tetraguaiacol heeft een oranjeachtige
kleur met een maximale extinctie bij 470 rm. Dit maakt het mogelijk het effect van
de toevoeging van bepaalde concentraties Na,S0; en cysteine aan het reactiemengsel

op de vorming van tetraguaiacol te bestuderen. De remming dcoor middel van Na,S04
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is weergegeven in Fig. 5.8. Bij concentraties hoger dan 0,005 mg/ml begint
NaZSO3 te remmen. Bij 0,1 mg/ml is de remming nagenceg volledig. De hoeveelheid
die normaliter in de zuivering gebruikt wordt is 1,26 mg/ml. De concentratie aan
Na2503 dient dus met een factor 1000 verlaagd te werden om het remmend effect
teniet te doen.

Fig. 5.8 Invloed van verschillende concentraties Na 503 (————) en cysteine {----}
op de werking van lactoperoxydase bij omze%ting van guaiacol Lo tetra-
guaiacol. Wa tcevoeging van H.0, aan het reactiemengsel werd de optische
dichtheid na 1 min bij 470 nm bepaald.

Uit Fig. 5.8 blijkt evencens dat cysteine bij dezelfde concentraties iets minder

remt dan,NaZSOS.

mg/ml is deze remming volledig. De hoeveelheid cysteine in de extractiebuffer is

Concentraties hoger dan 0,01 mg/ml vertonen remming. Bij 0,5

0,79 mg/ml zodat de concentratie aan cysteine met een factor 100 verlaagd moet
worden, wil men remming evdoor vermiiden.

NaZSO3 en cysteine werden verwijderd docr het virus van de 2€ suikergradiént
{Schema 3.1) te verdunnen met een groot velume 0,05 M natriumfosfaatbuffer,

pH 7,2, vervolgens 1 uur bij 29,000 rpm in de R 30-rotor te concentreren en het
sediment op te lossen in fosfaatbuffer. Er kon met de elektronenmicroscoop geen
schadelijke invloed van deze behandeling op de morfologie van de virusdeeltjes
worden gecenstateerd.
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5.4.2 Fragmentatie van TSWV

12SJ alle tyrosinegroepén van de

Aangezien als controle voor de labeling met
diverse eiwitten gelabeld dienden te worden,moest gezocht worden naar een methode

om het virus zodanig te fragmenteren, dat aan deze voorwaarde was voldaan.

Aanvarkelijk werd gedacht om TSWV af te breken met SDS en ME en daarna de niet ge-

bonden SDS en ME door dialyse te verwijderen.

1255 o

trad in aldus behandelde preparaten. Vermced werd dat deze remmende werking uit-

Het bleek echter dat nog een zeer sterke remming op de incorporatie van
ging van aan eiwit gebonden SDS.

Andere methoden voor dissociatie van virus, zoals incubatie in een hoge zoutconcen-
tratie (tot 1 M CaClz), herhaaldelijk bevriezen en ontdooien, toepassing van een
hoge pH (pH 10,6}, of lage pH (pH 3), of ultrasoon trillen (tot 30 minuten in een
Sonicator op 60 kHz) gaven niet de vereiste graad van fragmentatie van het virus.

Door behandeling met NP-40 bleek het virus zeer gemakkelijk uit elkaar te vallen.
Imwerking van een concentratie van 0,05% NP-40 gedurende 1 minuut was voldoende

om het virus zodanig te fragmenteren dat van de oorspronkelijke structuur niets
overbleef (Fig. 5.9).

Fig. 5.9 Fragmentatie van TSWV met 0,057 NP-40. Onbehandeld virus (A), en virus,
dat gedurende | minuut met 0,057 NP-40 werd behandeld (B). Beide prepara
ten werden gefixeerd met 5% glutaaraldehyde en gekleurd wet 1% uranyl-
formiaat,
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5.4.3 Labeling van TSWV met IZSJ

Na2503 en cysteine werden uit de virussuspensie verwijderd op de onder 5.4.1 be-
schreven methode. Een gedeelte van deze gezuiverde suspensie werd gebruikt voor
de bereiding van gefragmenteerd virus met NP 40 (5.4.2). Een beknopt overzicht van

de bewerkingen met de diverse virussuspensies is weergegeven in Tabel 5.4.

Gezuiverd virus werd met drie verschillende concentraties 12SJ gelabeld (Tabel
5.4; IA, 1B en IC) omdat de verhouding van 125
zijn op de labeling van eiwitten die binnen de membraan voorkomen (5.4).

J en eiwit van inviced zou kunnen

125

Tabel 5.4 Labeling van TSWV met J. Overzicht van de meest essentiéle toevoe-

gingen aan en bewerkingen met de diverse virussuspensies.

samenstelling reactiemedium bewerkingen na labeling

1 2 3 4
uCi lacto- concen— behandeling
Fractie 125J peroxydase trering na elektro-
forese
A€ 100 + SW 39 plakjes
I ONGEFRAGMENTEERD B 25 + " "
TSWV C 5 + " '
IT GEFRAGMENTEERD A 25 + ethanol plakjes
TSWV B ¢ + " coomassie
IIT CONTROLE (TSwv) C o geen geen coomassie
IV CONTROLE {(TSWV) 100 geen SW 39 plakjes

8 W 39: 1 uur centrifugeren in de SW 39 bij 38.000 rpm,

ethanol: concentrering met 2 volumina ijskoude ethanol.

b plakjes: de gels werden in plakjes van 1 mm gesneden met een 'Mickle gel
slicer", ccomassie: kleuring met coomassie brilliant blue.

¢ A, B en C verwijzen naar de radioactiviteitspatromen in Fig. 5.10 en Fig. 5.11.

Gefragmenteerd virus werd gelabeld met 25 uCi '°°J (Tabel 5.4; II A).

Verder werden drie controles opgenomen. Door gefragmenteerd virus niet te labelen
(Tabel 5.4, 11 B) werd bestudeerd of na precipitatie van de fragmenten met ethanol
hetzelfde eiwitpatroon op een polyacrylamidegel kon worden verkregen als met onge-
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fragmenteerd virus dat door centrifugeren was geconcentreerd {Tabel 5.4, IIT ().
Tenslotte werd nog bekeken of de label zich op een niet-enzymatische wijze met
de eiwitten zou kunnen associgren (Tabel 5.4, TV).

De patronen van de verdeling van de radioactiviteit dan wel de optische dichtheid
over de gels zijn weergegeven in Fig. 5.70 en 5.11. Vergelijken we het patroon in

Fig. 5.10A met dat in 5.108 dan zien we dat bij het laatste het niveau van de labe-

125J gebruikt is.

125J

ling nauwelijks lager is ondanks het feit dat hier maar 25 uCi
lHieruit mag de conclusie getrokken worden dat de eiwitten met een overmaat
2ijn gelabeld. Dit komt cok tot uiting in radicactiviteitspieken op plaatsen
waar geen zichtbare eiwitbanden worden aangetroffen.

Fig. 5.10B geeft een patroon waarin de radioactiviteitspieken goed overeenkomen
met zichthare eiwitbanden (Fig. 5.11C). Alle eiwitten in dit patreon zijn radio-
actief. De eiwitten ', 2 en 3 zijn echter duidelijk minder radicactief dan de

eiwitten 4 en 5.

Het niveau van de labeling in Fig. 5.10C is ongeveer een factor 5 lager dan in
Fig. 5.10B. Dit komt overeen met de verlaging van de concentratic aan J

125

van 25 uCi naar 5 wCi. Labeling van ongefragmenteerd TSWV met 5 pCi ~7J geeft

een duidelijk lagere radioactiviteit in eiwit 1 dan wameer met 25 uCilZSJ gela-
beld werdt (Tabel 5.5).

Bekijken we de incorporatie van 125

J in gefragmenteerd virus dan zien we dat deze
een factor 3 tot 4 lager is dan de incorporatie in ongefragmenteerd virus (verge-
lijk Fig. 5.11A met Fig. 5.10B). Deze remming is waarschijnlijk toe te schrijven
aan NP-40, dat nog geassccieerd kan zijn met de eiwitten. De radioactiviteits-
pieken van patroon 5.11A zijn evenwel in redelijke overeenstemming met het pa-
troon van de coomassie brilliant blue kleuring in Fig. 5.11B. Het laatste patroon
bevat een schoudertje aan piek 2+3 dat in het patroon dat na afbraak met SDS en
ME en carboxymethylering met joodaceetamide wordt verkregen (Fig. 5.11C) niet
voorkomt. In patreon 5.11A treden ook nog radicactiviteitspieken op rechts van
eiwitpiek 1. Deze pieken zijn in Fig. 5.11B en C niet terug te vinden. De bete-
kenis van deze pieken is niet duidelijk.

Labeling zonder lactoperoxydase (Tabel 5.4, IV) resulteerde slechts in een geringe
radioactiviteit over de geiplakjes, ongeveer Z tot 3 keer zo hoog als de natuur-

lijke achtergrond. Aspecifieke labeling is dus te verwaarlozen.
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Verdeling van de radicactiviteit op 7,57 polyacrylamidegels na elektro-
forese van de gedenatureerde polypeptiden (2.13) afk gtig van ongefrag—
menteerd virus, dat met vetschillende concentraties J werd gelabeld,
nl. 100 uCi €A), 25 uCi (B) en 5 wCi (C). De elektrofareserichting is

van links naar rechts. De positie van de broomfenolblauwband (b) is met
een pljl aangegeven.

81



cpm x 10-2

0,14

Q07+ -
o

Fig. 5.11

82

0 0,57
CA47

’

0,31

]

0,21

5 10 15 20 25 30 35 40 45
geiplak no
B

-+

U LJ ]

00 02 0.4 06 08 10

Verdeling van radicactiviteit (A) en optische dichtheid (B en C) op
7.5 T polyacrylamidegels na elektroforese van de gedenatureerde poly—
peptid (2.13) van TSWV, dat na behandeling wmet 0,05% NP-40, met

25 uCi J werd gelabeld (A);van TSWV, dat met 0,057 NP-40 werd behan—
deld (B); en onbehandeld TSWV (C). De elektroforeserichting is van
links naar rechts. Gel B en C werden gekleurd met coomassie brilliant

blue. De positie van de broomfenclblauwband (b} is met eemn pijl aange-
geven.
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5.4.4. Bepaling van de relatieve incorporatie van J in de diverse eiwitten van

T8WV

Om de positie van de polypeptiden in het virus te bepalen moeten we nagaan in
welke mate deze polypeptiden radioactief worden wamneer niet gefragmenteerd virus
met '2°J wordt gelabeld. Nemen we de oppervlakte van de radicactiviteitspieken in
TFig. 5.10 en 5.11 als maat voor de radioactiviteit die in deze pieken geincorpe-
reerd is, dan kumnen we de relatieve labeling van de eiwitten met 1ZSJ als volgt
berekenen:

oppervlak van de piek bij ongefragmenteerd TSWY x 100
opperviak van de piek bij gefragmenteerd TSWV

relatieve labeling =

Een moeilijkheid is echter dat het niveau van labeling bij gefragmenteerd virus

een stuk lager is. Om de berekening toch te kumnen uitvoeren moeten alle waarden
in de diverse figuren met een bepaalde standaard herleid worden. Hiertoe werd de
oppervlakte van de piek van eiwit 4 bij zowel ongefragmenteerd als gefragmenteerd
virus op 100 gesteld. De mate van labeling van de overige eiwitten werd dan bere-

kend aan materiaal dat met 25 en 5 uCi125J werd gelabeld (Tabel 5.5).

Tabel 5.5 Relatieve labeling van de eiwitten 1, 2+3 en 4 na toediening van resp.

25 uCi en 5 uCi'2%J aan het reactiemedium.

Ongefragmenteerd virus Gefragmenteerd virus

elwit 1 2+3 4 1 2+3 4
Fig. 5.10 B 1,19% 2,21 3,96
Opp. van p%eken in Fig. 5.10 C 0,50 I,55 2,62
(em”) Fig. 5.11 A 2,03 1,58 2,44
Fig. 5.10 8  30° 56 100
Relatieve Opp. Fig. 5.10 € 19 59 100
(%) Fig. 5.11 A 83 65 100
25 pCi 36° 86 100
Relatieve labeling met
(%} 5 pCi 23 90 100

Als maat voor de radiocactiviteit werd het oppervlak van de pieken van eiwit 1,
2+3 en 4 in Fig. 5.10 B en C en 5.11 A bepaald.

De oppervlakte van de piek van eiwit 4 bi] zowel ongefragmenteerd als gefrag-
menteerd virus werd op 100 gesteld.

De relatieve labeling van de eiwitten na toediening van resp. 25 pCl en
.125 oppervlak van de piek bij ongefragmenteerd TSWV

5 pCi o =

oppervlak van de piek bij gefragmenteerd TSWV

J werd berekend uit x 100

83




Uit het feit dat eiwit 1 het minst radioactief is en deze radioactiviteit bij

]ZSJ sterker afneemt dan de radiocactiviteit van

verlaging van de concentratie aan
de eiwitten 2, 3 en 4 (Tabel 5.5) kan men concluderen dat dit eiwit binnen de mem-
braan gelokaliseerd moet worden. Uitgaande van de veronderstelling dat de virus-
membraan impermeabel is voor het lactoperoxydase, dan is de gevonden radicactivi-
teit in eiwit 1 hoog te noemen. Bij andere virussen zoals Sindhis-virus (Sefton

et al., 1973) en influenzavirus {Stanley en Haslam, 1971) werd een zwakke labeling
van het ribonuclecproteine gevenden na labeling van het ongefragmenteerde virus

met '2%J. In beide gevallen werd deze lsheling aan gedissociéerd virus toegeschre-
ven. Het kan echter betwijfeld worden of dit ook het geval is voor TSW in boven
beschreven experimenten.

Ten eerste bleek bij elektronenmicroscopisch onderzoek dat het virus vrij intact
(Fig. 5.9) was, er werden namelijk nauwelijks kapotte deeltjes waargenomen. Ten
tweede werd in een inleidend experiment getracht om eiwit 1 toegankelijk te maken
voor lactoperoxydase door herhaaldelijk bevriezen en ontdcoien. Door deze behande-
ling werd echter slechts een geringe toename van de labeling van eiwit 1 waargeno-
men hoewel in de elektronenmicroscoop wel werd geconstateerd dat het aantal enigs-
zins vervormde en gefragmenteerde deeltjes was toegenomen. Gezien deze waarnemingen
lijkt het niet aamnemelijk om alle radioactiviteit in eiwit 1 aan kapot virus toe
te schrijven.

Moore et al. (1974) vonden bij ''esicular stomatitis virus™ een aanzienlijke labe-
ling van het "matrix'-proteine, dat een eiwit is tussen het nucleoproteine en de
125J-methode

alleen eiwitten aan de buitenzijde van membranen worden gelabeld, 1ijkt voor

lipidendubbellaag. De verconderstelling dat met de lactoperoxydase—

TSWV en ''vesicular stomatitis virus' niet geheel op te gaan. Wanneer lactoper-

T25J labelt, zou eiwit

1 van TSWV voor een gedeelte door de membraan heen moeten steken. Het gedeelite

oxydase alleen eiwitten aan de buitenzijde van membranen met

van eiwit 1, dat zich aan de buitenzijde van de membraan bevindt, zou dan toegan-

kelijk voor labeling met 125

J zijn. Dit werd ook gesuggereerd door Mocre et al.
(1974) om de labeling van het "matrix'-eiwit bij "vesicular stomatitis virus'" te
verklaren. Voor de overbrugging van de dikte van de membraan is ongeveer een poly-

peptide nodig van 5000 D (Garoff et al., 1974).

Een tweede suggestie die Moore et al. (1974) gaven, is dat een klein aantal
"matrix"-eiwitmoleculen aan de buitenzijde van het membraan gelokaliseerd zou
zijn. De suggestie van Moore et al. (1974) zou betekenen dat het "matrix''-eiwit
twee verschillende functies zou hebben nl. een functie als membraaneiwit en als
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"matrix"-eiwit. Dat een eiwit twee zulke uiteenlopende functies in de structuur

van een en hetzelfde virusdeeltje zou hebben 1ijkt weinig aannemelijk.

De eiwitten 2, 3, 4 en 5 zijn na labeling vrij radioactief, hetgeen een sterke
indicatie is voor het voorkomen van deze eiwitten aan de buitenzijde van het virus
Verschil in de mate van labeling van deze eiwitten kan een gevelg zijn van het
feit dat een deel van de tyrosinegroepen niet toegankelijk is door eiwit-eiwit

of eiwit-lipide interacties dan wel afgeschermd is door andere glycoproteinen.

De mate waarmee de eiwitten 5, 6 en 7 met 125J werden gelabeld, werd niet bere-
kend. De radioactiviteitspiek van eiwit 7 in de gel kwam niet boven de radio-
activiteit, die op de cpbrengplaats achtergebeleven was, uit. De radiocactiviteits-
pieken van de eiwitten 5 en 6 waren vaak niet goed gescheiden. De indruk werd ver-
kregen dat deze eiwitten ongeveer in dezelfde mate gelabeld werden als eiwit 4.

1.2 3 4

Fig. 5.12 Invloed van de proteolytische activiteit in een galactose-oxydase pre-
paraat van Polyporus circinatus op ongefragmenteerd virus. Gezuiverd
TSWV werd zowel met als zonder enzym gedurende | uur bij 20°C en 37 C
geincubeerd, Na incubatie werd het virus gedenatureerd en geanalyseerd
op 7,5% polvacrylamidegels