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Inleiding

Cowpea-mozaiekvirus (CPMV) is sen meercomponentenvirus. Wenneer men een pre-
parast van dit virus analyseert door centrifugeren in een suikergradiént worden
drie bestanddelen gevonden, op grond van hun positie in de gradiént asangeduid
als top- (T), midden (M) en bodemcomponent {B). De sedimentatiecoéfficiénten en
RNA-gehaltes van deze componenten bedrsgen resp. T: 58 5, geen RNA; M: 95 3,
24% RNA en B: 115 8§, 33% RNA (Van Kemmen, 1971). Beide nucleoproteines zijn
noodzakelijk voor infectie (Van Kammen, 1968).

Neast deze centrifugale heterogeniteit is het CPMV ook hetercogeen in een

‘elektrisch veld. Wanneer het virus geélektroforeerd wordt op polyacrylamide
gels, worden twee elektroforetische vormen gevonden, een langzaam wigrerende

(8) en een snel migrerende (F) vorm. S5 en F bestaan beide uit alle drie centri-
fugale componenten, zodat het waarschijnlijk is, dat het REA geen invloed op de
mobiliteit heeft en dat de capside van de centrifugale componenten op identieke
wijze i1s opgebouwd (Semancik, 1966). De infectiositeit van S is veel lager dan
de infectiositeit van F, maar kan sterk verhoogd worden door incubatie met tryp-
sine of chymotrypsine (Niblett en Semancik, 1970; Lee et al., 1973).

Een derde heterogeniteit wordt gsvonden in de zweefdichtheid van de centrifu-
gale componenten in CsCl-gradiénten. De bodemcomponent blijkt dan op te splitsen
in twee componenten met sterk verschillende zweefdichtheid (1,422 en 1,470 g/cm3;
Bruening, 1969; Van Griensven, 1970).

Het in dit proefschrift beschreven onderzoek had tot doel de karakterisering
van de eccmponenten van het CPMV, hun eiwit en bhun RNA, en daarne met behulp van
deze gegevens te komen tot een model voor de capside en om de verschillen in
zweefdichtheid van de twee bodemcomponenten en de verschillen in infectiositeit
van 8 en F te verklaren,

Er kon asangetoond worden, dat de eiwitmantel van het CPMV opgebouwd is uit
twee verschillende eiwitten (hoofdstuk 4). Uit de molecuulgewichten van de eiwit-
ten en het deeltjesgewicht van de topeomponent (hoofdstuk 3, 4) en een drie-
dimensicnale beeldreconstructie van elekironenmicrescopische opnames 1s een model
voor de capside afgeleid (hoofdstuk 7). De relatie tussen de eiwitsamenstelling
van deAcapside en de elektroforetische vormen {hoofdstuk 5) en de relatie tussen
veroudering en specifieke infectiositeit van de elektroforetische vormen [hoofd-
stuk 6) zijn eveneens onderzocht. Het experimentele gedeelte van deze dissertatie
is afgesloten met een onderzoek nsar de eigenschappen van de twee zweefdichtheids-
componenten van de bodemcomponent (hoofdstuk 8). In het eerste hcofdstuk wordt

een overzicht gegeven van de eigenschappen van CPMV en een amantal nauw verwante



virussen, zoals die in de literatuur beschreven zijn.

Gedeeltes van het hier beschreven ounderzoek zijn reeds gepubliceerd (Geelen
et al., 1972; Geelen en Van Kammen, 1972; Geelen et al., 1973; Geelen en Van
Kammen, 1473; Crowther et al., in druk).



1 Eigenschappen van het cowpea-mozaiekvirus en daarop
lijkende virussen

Het cowpea-mozalekvirus rekent men met bean pod mottle virus (BPMV; Bancroft,
1962), squash mosaic virus (SMV, Mazzone et al., 1962}, red clover mottle virus
(RCMV; Valenta en Marcinka, 1671), radish mosaic virus {RMV; Campbell, 1973),
broad bean stain virus (BBSV; Gibbs en Smith, 1970} en Echtes Ackerbohnenmosaik-
virus (EAMV; Gibbs en Paul, 1970) tot een groep van virussen: de cowpes-mozalek-
virusgroep. Deze groep wordt gekaraskteriseerd door het voorkomen van drie centri-
fugale componenten met als sedimentatiecoEfficifnten: 54-60 5 (top); G1-100 §
(midden) en 112-127 S (bcdem). De topcomponent bevat geen RNA, de midden— en bo-
demcomponent bevatten resp. 24-20% RNA en 33-37% RKNA. In de elektronenmicroscocp
zijn de deeltjes isometrisch met een diameter van 24-30 nm. Voor een coverzicht

van deze groep wordt verwezen naar Van Kammen (1972).

1.1. Het cowpea—mozalekvirus.

Het cowpea-mozalekvirus {CPMV; R/1: 1,5/2h + 2,5/33: 3/8: §/Cl; Van Kammen,
1971) werd reeds in 1924 docr Smith beschreven. Agrawal [1964%) heeft drie isola~
ten van CPMV uit Suriname (Vu, Vs, ¢n Sb) bestudeerd en vergeleken met een iso-
lzat uit Trinidad (Dale, 1649) en cowpea yellow mosaic virus uit Nigeria {Chant,
195G). Deze isolaten werden door Agrawal (1964) ingedeeld in twee stammen: de
'severe' stam {Vu, Ve en het isolsat uit Trinidad)} en de gele stam (Sb en het
isolaat uit Nigeria).

De sedimentatiesnelheden van de drie centrifugale componenten van het CFMV
bedragen 58 5, 95 5 en 115 §. Ultgaande van een gelljke elwitmantel vocr de cen-
trifugale componenten, kunnen volgens de relatie ven Reichmznn (1965) uit deze
sedimentatiecodfficisnten RNA-gehaltes van 2L% (M) en 33% (B) berekend worden
(Van Kemmen en Van Griensven, 1970}.

De gescheiden nucleoproteines zijn niet infectieus; voor een infectie zijn
beide noodzakelijk (Van Kammen, 1968). De veronderstelling, dat de genetische
informatie van het CPMV verdeeld is over het M- en het B-RNA wordt gesteund door
het werk met mutanten van Bruening {196%9) en De Jager en Van Kammen (1970). Uit
hetercloge combinaties van midden- en bodemcomponenten van mutenten van CPMV-5b
bleek, dat de middencomponent de informatie leverde voor de systemische infectie
van Phaseolus vulgaris L. var. 'Beka' (De Jager en Van Kammen, 1970} en de pro-
duktie van de topcompeonent {Bruening, 1969; De Jager en Van Kammen, 1970). Bi]
andere mutanten van het CPMV 1s ook gevonden, dat de symptoomexpressie geregeld

wordt door de bodemcomponent (Wood, 1972; De Jager, 1971}, zodat de uiteindelij-



ke symptomen waarschijnlijk het resultaat zijn van genen op zowel de midden- als
de bodemcomponent.

De melaire samenstelling van de basen in M- en B-RNA is respectievelijk
G 20,73 A 28,43 € 19,3; U 31,6 en G 22,9; A 28,5; € 17,2; U 31,4 (Van Kammen en
Van Griensven, 1970). Op grond van moleculaire-hybridisatieproeven met M- en
B-RNA met het voor CPMV karakteristiek dubbelstrengig RNA is er geen overeen-—
komst in basenvolgorde van beide RNAs. De hoeveelheden M- en B-RNA die na an-
nealing in het dubbelstrengig RNA gevonden worden, zijn additief en er wordt
geen competitie gevonden tussen M- en B-RNA in de hybridisatie remctie (Van Kam-
men, 1971b; Van Griensven et al., 1673).

De sedimentatieccé&fficiénten van M- en B-RNA bedragen in 1 x SSC + 0,005 ¥
NaBEDTA resp. 26,4 en 33,5 5§ (Van Griensven, 1970; Van Kammen en Van Griensven,
1970). Met behulp van de door Spirin (1963) afgeleide relatie tussen sedimenta-
tiesnelheid en molecuulgewicht (M= 1350 32’1) kunnen hieruit de volgende waar-
des berekend worden: 1,45 x 106 D (M-RNA) en 2,58 x 106 D (B-RNA) (Van Criens-
ven, 1970). In combinatie met de percentages RNA geeft dit als deeltjesgewich-
ten voor M en B: 6,04 x 10b D (M, 24% RHA} en 7,74 x 106 D {B, 33% RNA) {Van
Kammen, 1971}, en voor de siwitmantel 4,59 x 106 D (M) en 5,16 x 106 D (B). Van
Velsen (geciteerd door Easelkorn, 1966) vond voor het deeltjesgewicht van de
middencomponent 5,4 x 10° D en voor de bodemcomponent 7,2 x 106 D, en veronder-
stelde, dat de middencomponent een kleinere diameter had dan de bodemcomponent.
Door Agrawel (1964} werden echter geen verschillen in diameter gevonden tussen
bodem- en middencomponent. Deze componenten hadden een diameter van 2427 nm,
en de topcompecnent van 23-25 nm. Op grond van elektronen-microscopische opnames
van negatief gekleurde CPMV-deeltjes veronderstelde Agrawal (196L), dat het CPMV
opgebouwd is uit 40 subeenheden die geordend zijn volgens 5, 3, 2 symmetrie
{icosadder).

De eiwitmantel van het CPMV is opgebouwd uit twee verschillende types eiwit-
ten met als molecuulgewichten 42.900 + 2.000 D en 21.800 # 1.500.D (Wu, 1970;
Wu en Bruening, 1971). Volgens Wu (1970} komen er 60 grote en €0 kleine eiwit-
ten voor in de eiwitmantel, waarbi] telkens een groot en een klein eiwit een
merfologische subeenheid vormen overeenkcmstig het mcdel dat Youse-Elber-
féld virus door Rueckert et al. [1969) voorgesteld is.

Elke centrifugale component van het CPMV bestaat uit twee elektroforetische
vormen: de langzaam migrerende vorm (S) en de snel migrerende verm (F) {Seman-
eik, 1966). De mobiliteit van de elektroforetische vormen van de gele stam (in

0,1 M fosfaat pH 7,0; in richting van de anode) bedraagt resp. L,0-4,2 x 10-5

er?.gec” ).V en 2,6-2,8 x 1077 enf.sec” .V (Agrawal, 1964). De verhouding



van de elektrofeoretische vormen verandert met de duur van de infectie, Vroeg in
het infectieproces wordt vrijwel alleen S gevonden, terwi]jl laat in het infec-
tieproces het grootste deel van het virus als F voorkomt. Door incubatie met
proteclytische enzymen zoals een mengsel van carboxypeptidase A en B, of chymo-
trypsine is het mogelijk om S om te zetten in F (Wiblett en Semancik, 1969). Op
grond van de aminczuren die bij deze incubatie vrijgemaskt werden, veronderstel-
den Niblett en Semancik (1969), dat het C-terminale eind van het eiwit van CPMV
als volgt was (het was toen nog niet bekend, dat er in feite twee eiwitten wa-
ren): ,,|Leu-Arg-lLys-Ala-Gln-Ile-Val-Met-COOH, waarbij de aminozuren rechts van
de onderbreking afgesplitst zouden worden bij de overgang van S naar F, De ver-
heuding van de elektroforetische vormen is bij alle centrifugasle componenten ge-
lijk, terwijl ledere elektroforetische vorm uit alle drie centrifugale componenten
bestaat. De RNA-inhoud 1ijkt dus geen invloed op de elektroforetische mobiliteit
te hebben en is blijkbaar goed afgeschermd.

Volgens Niblett en Semancik (1970) zou F een hogere specifieke infecticositeit
hebben dan 5, hoewel het RNA van F meer afgebroken en minder infectieus was dan
het RNA van S. De eiwitmantel van F zou dan zodanig verschillend moeten zijn,
dat F ondanks zijn inferieure RNA, toch infectieuzer is dan S, De stabiliteilt
van de drie centrifugale componenten is niet gelijk. Een gedeeltelijke afbraak
van de bodemcomponent word:t verkregen, wanneer het virus in 0,01 M fosfaatbuffer
pH 7,0 gedurende 50 min bij 50°¢ verhit wordt (Van Kammen, 1968). Bij een lagere
pH (eca. 5,8} heeft bij verwarming meer afbraak van de middencomponent dan van de
bodemcompenent plaets (Duncan en Bruening, 1971). Bij verhcgen van de pH wordt
nz dialyse in de koude kamer tegen 0,02 M glycine/NaOH-buffers eerst de topcom-—
ponent afgebroken (pH 9,5), daarns volgt de bodemcomponent (pH 10,5) en als laat-
ste de middencomponent (gedeeltelijk biJ pH 11,5). Wanneer 1 M NaCl san de prepa-
raten toegevoegd wordt, wordt er bij iets lagere pH afbrask gevonden, terwijl blj
PH 11,5 dan aile componenten volledig zijn afgebroken (Geelen, niet gepubliceerd).

Een bijzondere eigenschap van het CPMV die mogelijk verband houdt met de ver-~
schillen in stabilitelt tussen de drie centrifugale componenten, is de heteroge-
niteit in zweefdichtheid van de bodemcomponent in CsCl-gradiénten. Wanneer het
CPMV tot evenwicht gedrasid wordt in CsCl-gradiénten worden vier banden gevonden
die overeenkomen met de topcomponent (1,297 g/cms) de middencomponent {1,402
g/cma) en twee bodemcomponenten (1,422 en 1,470 g/cms) (Bruening, 1963). De re~
latieve verhouding van deze twee bodemcomponenten is pH afhankelijk: bij pH 6.5
wordt vrijwel alleen de lichtere component gevonden en bij pH 8,5 vrijwel al-
leen de zweardere {Wood, 1971). Omdat de dichtheid van de zware bedemcomponent

vrijwel gelijk is aan de dichtheld die vocr een deeltje met de samenstelling ven



nent vrijwel gelijk is aan de dichtheid die voor een deeltje met de samenstel-
ling van de bodemcomponent berekend kan worden uit de dichtheid van de topcom-
ponent en de middencomponent, veronderstelde Van Griensven (1970}, dat de lich-
tere bodemcomponent een artefact zou zijn. Daar het niet mogelijk is om de zwa-
re bodemcomponent om te zetten in de lichte bodemcomponent door de pll te veran-
deren van 8,5 in 6,5, terwijl het wel mogelijk is om de lichte bodemeomponent
om te zetten in de zware component door van pH 6,5 naar pH 8,5 te gaan, veron-
derstelde Wood (1971) echter, dat de zware bodemcomponent een artefact zou zijn
en ontstaan door een irreversibele verandering in de conformatie, waardoor de

. . . + , R
hydratatie enfof de binding ven Cs -ionen veranderd is.
1.2, Eigenschappen van op CPMV gelijkende virussen

De tot de cowpea-mozalekvirusgroep behorends virussen, 2ijn virussen met een
gedeeld genoom. De genetische informatie is verdeeld over twee verschillende
nucleoproteines, die beide noodzakelijk zijn om een infectie tot stand te bren-
gen (Ven Kemmen, 1972). Bij BPMV ligt de informatie voor het manteleiwit {een
of beide eiwitten) op de middencomponent, asngezien heterologe kruisingen van
verschillende stammen serologisch verwante virussen opleveren, wanncer ze de-
zelfde middencomponent bezitten {Moore en Scott, 1971).

Een aantal eigenschappen van deze virussen zijn samengevat in Tabel 1.1.

Tabel 1.1, Overzicht van eigenscheppen van op CPMV gelijkende virussgen.

Sed. cofficifnt (3) 4 RNA giameter EL.% miv.? 1it.°
Virus T M B M B (nm)
BBSV 60 100 127 25 3% 25 - - 1
BPMV  5h 91 112 30 37 30 2 2 2, 3
EAMV - 98 119 26 35 28 - - Y
RCMV 60 101 127 25 36 30 - - 5
RMV 57 97 116 26 35 30 2 2 6, T
SMV 57 95 118 25 35 30 1 2 3, 8
CPMV 58 95 118 24 33 24, 28 2 2 3, 9, 10

%antal elektroforetische vormen
aantal eiwitten in de capside
~niet bekend
®Lit.: 1, Gibbs en Smith {1970); 2, Semancik (1972); 3, Wu (1970); L, Gibbs en



Paul {1970); 5, Valenta en Marcinka (1972); 6, Campbell (1973); T,
Kassanis et al., (1973); 8, Campbell (1971); 9, Van Kammen (1971); 10,
Geelen =t al., (1972).

Behalve de in Tabel 1.1 vermelde gegevens 1ls weinig bekend over de fysisch-
chemische eigenschappen van degze groep van virussen. Deeltjesgewichten van de
centrifugale componenten zijn gegeven voor SMV: 4,5 x 106 D(T), 6,1 x 106 D
(M) er 6,9 x 106 D (B} {Mazzone et al., 1962) en voor EAMV : 6,1 x 106 D (M) en
7,5 x 106 D (B} (Gibbs en Paul, 1970).

Van SMV ig met behulp van Rdntgen-verstrooiing de elektronendichtheidsverde-
ling van de centrifugale componenten onderzocht. Uit de elektronendichtheidsver-—
deling volgt dat alle centrifugale componenten esn buitenstraal hebben van ca.

14 nm. De binnenstraal van de topcomponent (lsge eiwitmantel} is ca. 9,5 nm. Bij
de nuclgcprcteTnes (M en B) werd tot een straal ven 11 nm (M} en 11,1 nm (B) in-
vlced van het RNA gevonden op de elektronendichthelidsverdeling, zodat er vanaf
2,5 nm tot tenminste 11 nm overlap is van RNA en eiwit (Anderegg, 1368).

Evenals bij het CPMV bestaan er bi) de andere vertegenwoordigers van deze
groep verschillen in stabiliteit van de verschillende centrifugale componenten.
BiJ het BPMV is het mogelijk om de middencomponent specifick af te breken door
het virus, opgelost in glycinebuffer pH 9,5, te emulgeren met chloroform bij h°c,
terwijl emulgeren met chloroform bij pH 7,0, of incubatie alleen in buffer van
pH 2,5 geen effect heeft {Semancik en Bancroft, 1965). Cok bij het SMV is de sta-
biliteit van de centrifugale compcnenten duidelijk van de pH afhankelijk. Bij
Pl 9,5 zijn M en B na 24 uur velledig afgebroken en T gedeeltelijk. Wanneer de
pH verleagd wordt tot pH 2,5 dan is na 24 uur T volledig verdwenen, terwijl M
en B nog nauwelijks afgcbroken zijn (Mazzone et al., 1962).

Opsplitsing van de bodemcomponent in twee componenten met een verschillende
zweefdichtheid bij centrifugatie in CsCl- of RbCl-gradiénten wordt gevonden bij
SMV (RbCl, Mazzone et al., 1962} en bij RMV {CsCl, White et al., 1973). Een be-
vredigende verklaring vcor dit verschijnsel kon evenals bi] CPMV echter niet pge-

geven wordenh.



2 Materialen en methodes

2.1. Virus

Vocr het onderzoek werd de laboratorium-—cultuur van de isolatie van het cow-
pea-mozaiekvirus uit Nigeria (CPMV-Nig; Agrawal, 1964) gebruikt. Het virus werd
vermeerderd in cowpeas (Vigna wiguiculata (L.) Walp. var. Blackeye Early Rams-
horn) in de kas bi}j 22—2MOC, een lichtintensiteit van ca. 30.000 erg.r:n'.f'e.sec“1
en een relatieve luchtvochtigheid van 65-850%, of in een klimzatkast, Tabrikaat
Sherer, model 255-6, bij een temperstuur ven 3000, een relatieve luchtvochtig-
heid van 80-90% en cnder continu licht van gloeilampen en fluorescentiebuizen
met een intensiteit van ca. 100.000 erg.cm-e.sec-w. De planten werden in de kas
opgekweekt en na ongeveer 12-15 dagen (zodra de enkelvoudige bladeren zich had-
den gestrekt) bepcederd met carborundum, grofte 600 mesh, en geTnoculeerd met
sap van zieke planten. De secundaire bladeren werden verwijderd, en de planten
of wel in de kas gelmten, of wel overgebracht in een klimaatkast. Het blad van
de in de kas geplaatste planten werd 10 dagen na incculatie en het blad van de
planten in de klimaatkast 4 & 5 dagen na inoculatie gecogst. Het zieke bladma-
teriaal werd of wel direkt gebruikt voor de zuivering van het virus of wel be-
waard bij -16°C.

De infecticsiteit van de preparaten werd getoetst op Phaseclus vulgaris (L.)
ev. 'Pinto’, die met lokale lesies reageert op infectie met CPMV. Per behandeling
werden zes halve bladeren geInoculeerd met 0,1-0,5 ug/ml van het te toetsen pre-
pareat; de andere bladhelften werden geInoculeerd met een viruspreparaat ven be-
kende concentratie. Na inoculatie werden de btlaasdjes in petrischalen op vochtig
filtreerpapier gelegd en gedurende 3 i 4 dagen gelncubeerd bij 18-20°C onder
continu licht en bij een relatieve vochtigheid van 65-80%. Daarna werden de lo-

kale lesies geteld en vergeleken met het aantal op de controle bladhelften.
2.2, Zuivering van het virus

Het virus werd gezuiverd volgens de polyethyleenglycol/NaCl methode van Van
Kammer (1967) of volgens de butanol-chloroform methode van Steere (1956). Bij
de zuivering met butanol-chloroform werden alle handelingen in de koude kamer
verricht. De concentratie van hnet virus werd spectrofotometrisch bepaald waar-

bij de volgende extinctiecoéfficiént gebruikt werd: E260 = 8,1 (1 cm lichtweg;

1 mg/ml).



2.3. De bereiding van het CPMV-RNA

Het CPMV-RNA werd gedxtraheerd volgens de fenol-Na-laurylsulfaat (SDS) metho-
de, zoals beschreven door Van Griensven (1970). Het enige verschil met deze pro-
cedure was, dat de extractiebuffer geen Nall bevatte en dat  het RNA na de preci-
pitatie met ethanol opgenomen werd in 0,1 x S8C {1 x 88C = standard saline ci-
trate, bevattende 0,15 M NaCl + 0,015 M Na-citraat pH T,2). De concentratis werd

spectrofotometrisch bepaald met als extinctiecc&fficiént E = 24,0 (1 em licht-

260
weg; 1 mg/ml). De infectiositeit van de RNA-preparaten werd getoetst op de loka-
le lesie waardplant Phaseoclus vulgaris (L.} ev. Pinto. De concentratie van het

inoculum bedroeg 5-50 pg/ml.
2.4. De bereiding van het eiwit

Bij de eiwitbereiding bleek het voor het verkrijgen van homogene preparaten
noodzakelljk de SH-groepen van het eiwit te beschermen met reducerende agentia
of te blcokkeren door oxydatie of carboxymethylstie. De volgende procedures wer-
den gebruikt:

2.4,1. Afbraak met SDS en carboxymethylering met joodaceetamide

CPMV (3 mg/ml) werd gedurende drie uur geincubeerd onder N2 in 0,1 ¥ Na-fos-
faat buffer pH 7,1 + 14 SDS + 1% 2-mercaptofthanol (2-MCE) bij 37°C. Daarna werd
het gereduceerde eiwit gecarboxymethyleerd door joodaceetamide toe te voegen tot
een eindeoncentratie van 0,3 M, en gedurende 30-60 min in het donker bij 3TOC
geIncubeerd. De reactie werd gestopt door een overmaat 2-MCE tce te voegen. Ver-
volgens werd het reactiemengsel gedurende de nacht biJ kamertemperatuur gedialy-
seerd tegen 0,01 M Na-fosfaat-buffer pH T,1 + 0,1% SDS + 0,1% 2-MCE. In latere

experimenten werd de reactie niet meer gestopt door een cvermaat 2-MCE toe te

voegen, maar werd het reactiemengsel direkt gedialyseerd tegen genocemde buffer.
2.4,2, Afbraak met mierenzuur en oxydatie met permierenzuut.

CPMV (5-7 mg) werd door centrifugeren bi]) hoog toerental geconcentreerd tot
een pellet. Dit pellet werd geresuspendeerd in 0,5 ml ijskoud mierenzuur (99%);
daarng werd 0,5 ml ijskoud permierenzuur (gemaekt volgens Hirs, 1967) toegevoegd
en het .reactiemengsel gedurende 2 uur op ijs gefncubeerd. Na de incubatie werd

de reactie gestopt met een overmsat Na-bisulfiet en het reactiemengsel gedialy-



seerd gedurende een necht bi] kamertemperatuur tegen ©,01 M Ka-fosfaatbuffer pH
T,1 + 0,1% SUS + 0,1% 2-MCEH.

In gndere experimenten werd het virus eerst met SD3S afgebroken docr het CPMV
(10 mg/ml) gedurende 5 min bi] 95°C te ineuberen in 0,1 M Na-fosfaatbuffer pH
7,1 + 2% SD3. Na afkoelen op ijs werd per 0,15 ml eiwitoplossing 0,5 ml mieren-
zuur en 0,7 ml permierenzuur toegevoegd. Ne twee uur incubatie op ijs werd de
reactie gestopt met een overmaat Na-bisulfiet en het reactiemengsel gedialyseerd
tegen gedestilleerd water in de koude kamer. Het neergeslagen eivit werd verza-
meld door cemtrifugeren bij laag toerental en daarna opgelost in 0,01 ¥ Ka-fos-
faatbuffer pl 7,1 + 0,1% SDS.

2.4.3, Afbraak met SDS en succinylering met barnsteenzuuranhydride

CPMV werd gesuccinyleerd volgens de methode van Frist et al. (1965), zoals
die beschreven is door Niblett en Semancik (1969). De gesuccinyleerde eiwitten
werden verder gedesaggregeerd door dialyse gedurende de nacht bij kamertempera-—
tuur tegen G,01 M Na-fosfastbuffer pH 7,1 + G,1% SDS + 0,1% 2-MCE.

2.4.4. Afbraak wmet guanidiniumchloride-LiCl en carboxymethylering met joodaceet-—

amide

De afbrask van het CPMV met guanidiniumchloride-LiC]l werd uitgevoerd volgens
Wu (1970). Daartoe werd een virusoplossing (5-20 mg/ml) gemengd met een gelijk
volume van het guanidiniumchloride-LiCl reagens (5,3 M guanidiniumchloride + 3,3
M LiC1 + 0,01 M NaCH + 0,02 M boorzuur + 0,01 M 2-MCE}. Dit reactiemengsel werd
gedurende 24 uur op ijs geincubeerd en af en toe geroerd. Het witte neerslag van
nuclefnezuur dat zich tijdens deze incubatie vormde, werd verwijderd door 10 min
bij 8.000 x ¢ te centrifugeren. Het neerslag werd tweemaal gewassen met een
kleine hoeveelheid 1 op 1 met water verdund guanidiniumchloride-LiCl reagens {ca.
0,1 x het oorspronkelijke volume). De supernatanten werden gecombineerd en de
guanidiniumchleride-concentratie op & M gebracht met vast guanidiniumchloride.
Cok werden dithiothreitol en 2-MCE tosgevoegd tot eindconcentraties van resp.
0,005 M en G,1 M. Dit reactiemengsel werd gedurende 4 uur bij STOC onder N2 ge—
Incubeerd. Na afkoelen tot kamertemperatuur werd joodaceetamide toegevoegd tot
een concentratie van 0,15 M en het mengsel gedurende 1 uur in het donker onder
roeren gelncubeerd. De pR werd hierbi]j op 8,2 gehouden door toevoegen van eerst
0,1 M NaOH en later 0,01 M NaOH. De reactie werd gestopt met ecen overmaat 2-MCE

en het reactiemengsel gedialyseerd tegen gedesioniseerd water in de koude kamer
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(2x verversen). De neergeslagen eiwitten werden verzameld docr 10 min bij 8.000
x g te centrifugeren. Het neerslag werd twecemasl gewassen met een gelijk volume
ijskoude 0,1 M ammoniumacetast-cplossing in 95% ethanol om nucleotides te ver-
wijderen (Wu, 1970). Het precipitast werd drocggedampt in een exsiccator en be-—
waard bij] -16°C, wanneer het niet direkt voor analyse gebrulkt werd. Voor analy-

se werd het eiwit opgelost in 6 of 8 M ureum in gedesioniseerd water.
2.5.Het scheiden van de centrifugale componenten van het CPMV

De drie centrifugsle componenten werden gescheiden door centrifugatie in een
suikergradignt in een B XXIX zone rotor (inhoud 1470 ml) van een MSE 65 ultra-
centrifuge. De rotor werd bij 2.500 rpm gevuld met een 15-30% {w/v) saccharose-
gradi&nt in 0,01 M Na-fosfaatbuffer pH T7,0. De gradifnt was linealir met de
straal en werd gevormd met een gradiént-vormer, fabrikaat MSE. Ongeveer 120-140
mg CPMV werd met een injectiespuit in 8 ml 8% saccharose (w/v) in 0,01 M Na-fos-
faatbuffer pH 7,0 in het midden van de rotor gebracht. Daarna werd nog 100 ml 2%
(w/v) saccharose in 0,01 M Na-fosfaatbuffer pH 7,0 in het midden van de rotor
gepompt met een snelheid van ca. 20 ml/min. Dit dient om de leidingen schocn te
maken, zodat het volledige preparaat zich in een dunne cylindrische laag in de
rotor bevindt. Bovendien wordt het preparaat dan wat verder van het centrum ge-
bracht, zodat de centrifugaalkracht die op de te scheiden deeltjes werkt, aan
het begin wat groter is en de deeltjes een grotere beginsnelheid hebben. Er werd
gedurende 18 uur bij 23.000 rpm en 8% gecentrifugeerd. Daarna werd de rotor af-
geremd tot 2.500 rpm en gedesioniseerd water via het centrum in de rotor gepompt,
zodat de gradiént via de buitenkant uit de rotor geduwd werd. De optische dicht-
heid van de uitstromende vloeistof werd gemeten bij 281 nm met cen LKB Uvicord
TT model 83C0A, gekoppeld aan een Goerz RE 514 recorder, en opgevangen in frac-
ties., Fracties die resp. T, M en B bevatten, werden gecombineerd en het virus
geconcentreerd met 8% PEG en 0,2 M NaCl (Van Kemmen en Van Griensven, 1970).

De gescheiden midden- en bodemcomponent werden nogmaals in de B XXIX rotor
gecentrifugeerd, zo0als hierboven aangegeven. Om verontreiniging van middencompo-
nent met bodemcomponent en vice versa te voorkomen, werd de bodemcomponent uit-
gepompt met gedesioniseerd water via de buitenkant en de middencomponent met gen
Lo% (w/v) oplossing van consumptiesuiker via het centrum van de rotor. Indien
zeer zuivere componenten nodig waren (bv. voor de bepaling van de molecuulge-
wichten), werden M en B na scheiden in de zone rotor tot evenwicht gedraaid in
Lo% (w/v) CsCl in 0,01 M Na-fosfaatbuffer pH 8,5 gedurende T2 uur bij 22.000 rpm

en ca. 10°C in een Spinco 8W 25.1 rotor. De componenten werden met behulp van
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een injectiespuit met een kromme naald wit de gradiénten gehaald; de banden wer-
den zichtbaar gemaskt door een microscooplampje boven de gradi&nt te plaatsen
{Tyndall-effect). Na de evenwichiscentrifugatie werden de componenten gedigly-
seerd tegen tenminste tweemaal twee liter 0,01 M Na-fosfaatbuffer pH T,0 en ver-
volgens geconcentreerd door centrifugatie bij nhoog toerental. De topcomponent
werd extra gezulverd door centrifugeren in een linemire 10-40% (w/v) sacchercse-
gradiént in 0,01 M Na-fosfaatbuffer pH 7,0 gedurende 16 uur bij 23.000 rpm in
een Spince SW 25.1 rotor bij ca. 8°c. Cok hier werd de band van de topcompenent
zichtbaar gemaskt met behulp van een microscooplampje, waarna de topecomponent
met gen injectiespuit uit de gradi&nt werd gehaald. De suiker werd verwijderd
door dialyse tegen 0,01 M Na-fosfTaatbuffer pH 7,0.

De concentraties van de gescheiden componenten werden spectrofotometrisch be-
paald waarbij de volgende extinctieco&friciénten gebruikt werden: vocr T,E28 =

18]
1,28, voor M,E_, .= 6,2 en voor B,E_, = 9,0 {1 cm lichtweg;1 mg/ml).

260 260

2.6 .Het scheiden van de elektroforetische vormen van het CPMV

De elektrofeoretische vormen van het CPMV werden gescheiden door zone-elekiro-
forese in een 6-25% {w/v) lineaire saccharose-gradi&nt in 0,005 M Tris/glycine-
tuffer pH 8,6. Het elektroforeseapparaat (Fig. 2.1) was geconstrueerd volgens de
modificaties van A.H. Gold van het apparsat van Van Regenmortel (196L), zoals
beschreven door Peters en Kitajima (197C). De procedure was als volgt (vgl, met
Fig. 2.1). Eerst werd het apparaat gevuld tot even boven de gecpende kraman A met
elektroforesebuffer (& en C open). Dasrns werd via kraan B 50% (w/v) saccharose
in elektroforesebuffer toegevoerd, totdat het niveau van de suikercplossing tot
even boven kraan D gestegen was, Vervolgens werden kranen A, B en C geslcten en
via kraan D zoveel suikeroplossing afgetapt, dat het grensvlak tussen suikerop-
lossing en elektroforesebuffer gelik asn D kwam te liggen. Daarna werd via D de
gradi&nt (6-25% saccharose, lichtste deel eerst) ingepompt met een snelheid van
ca. 2 ml/min. Nadat de gradi&nt ingepompt was, werd via D met een injectiespuit
het preparsat (6~16 mg CPMV in 2-L ml 35% saccharose in elektroforesebuffer) on-
der de continue gradiént op de 50% saccharoselaag gebrecht. Om kraan D vrij te
maken van virus werd ns het preparast nog 2 ml 50% saccharose in elektroforese-—
buffer via D in het apparaat gebracht. Vervolgens werden de elektrcdevaten tot
de verbindingsstukken gevuld met de elektroforesebuffer, de elektroden in de va-

ten geplaatst en via E, en E2 werd verzadigde KCl-oplossing in de vaten gebracht,

1
totdat de elektrodes ruim bedekt waren. Het bufferniveau moet dan reachts iets

hoger staan dan links, zodat een gelijk gewicht van de vlceistofkolommen aan bei-
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E1

Fig. 2.1. Zone—gradientelektroforeseapparaat volgens Peters en Kitajima (1970)

de kanten tenaderd wordt. Daarna werd kraan C geopend, zodat het hydraulisch
evenwicht zich kon instellen., De virusband werd daarbij op zijn plaats gehouden
door aan het linker of het rechter elektrodevat buffer toe te voegen. Zodra het
evenwicht zich had ingesteld, hetgeen te zien was aan het op zljn plaats blijven
van het preparaat, werd kraan A geopend en werden de elektrodes aangesloten aan
een spanningsbron. Er werd gedlektroforeerd gedurende 16-20 uur bij 1-2 mA (ca.
300 V, constante spanning) in de koude kamer (ca, LOC). Na de elektrcforese werd
de langzasm migrerende elektroforetische vorm afgetapt via kraan D, en de snel
migrerende elektroforetische vorm met behulp van een injectiespuit met lange
naald van boven af ult de gradiént gehaald, zodat de vormen niet met elksar in
contact konden komen. Bij het beZindigen ven de elektroforese waren de elektro-
foretische vormen 3 & U cm van elksar gescheiden, en had F ongeveer 15 cm afge-
legd. De elektroforetische vormen werden geconcentreerd door gedurende 3 uur bij
60.000 rpm en 8% te centrifugeren in een MSE 65-Ti rotor (10 x 10 ml). De zui-
verheid van de elektroforetische vormen werd gecontroleerd met behulp van poly-

acrylamide-gelelektroforese.
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2,7. Het scheiden van de eiwitten van het CPMV

De eiwitten werden gescheiden docr middel van gelfiltratie over Sephadex
G-200 met 5 M ureum in gedesioniseerd water als elusnt {Wu, 1670) en decor middel

van polyacrylamide-gslelektroforese,

2.7.1. Scheiden door middel van gelfiltratie over Sephadex G-200

Vijf gram Sephadex G-200 werd gesuspendeerd in 5 M ureum in gedesioniseerd
water en gedurende 4 dagen iedere dag gedecanteerd om de fijne deeltjes te ver—
wijderen, en opnieuw gesuspendeerd, Daarna werd de gelmsssa ontlucht onder va-
culim in een exsiccator en een kelom van ca. 100 x 1 cm gegoten. Voor gebruik werd
deze ¥olom gedurende 24 uur gespoeld met 5 M ureum (2 ml/uur). De kolom werd be-
laden met ca. 18 mg gecarboxymethyleerd eiwit in 1 & 1,5 ml 6 M ureum en vervol-
gens geélueerd met 5 M ureum met een snelheid van 1,5 ml/uur (bi] kamertempera~
tuur). De optische dichtheid van het elumat werd gemeten bij 281 nm met een Uvi-
cord IT (LKB model 8300-A), gekoppeld san een LKB recorder type 6520 H. Fracties
van ca. 2 ml werden opgevangen en doorgemeten met een Zeiss spectrofotometer, mo-
del PMQ TI, en per piek gecombineerd. De zuiverheld van het eiwit in de pieken
werd gecontroleerd met behulp van polyacrylamide-gelelektroforese in de aanwezig-
heid van 0,1% SDS. Het eiwit werd uit de ureumoplossing neergeslagen door dialy-
se in de koude kamer tegen gedesioniseerd water en verzameld door 10 min bi]
8.000 x g te centrifugeren. Daarna werd het eiwit geresuspendeerd in tweemasl ge-

destilleerd water en drooggevroren.

2.7.2. Scheiden door middel van polyacrylamide-gelelektroforese

Op kleine schaal werden de eiwitten ook gescheiden door elektroforese op 10%
polyscrylamidegels in de aanwezigheid van 0,1% SDS. De eiwitbanden werden gekleurd
met Amidozwart 10B en daarna met behulp van scheermesjes uitgesneden. Deze gel-
stukjes werden direkt gebruikt voer de bepaling van de aminozuursamenstelling vean

de eiwitten.
2.8, Polyacrylamide-gelelektroforese
Veor de pclyacrylamide-gelelektroforese werden herkristalliseerde acrylamide

en bisacrylamide gebruikt, Acrylamide werd herkristalliseerd uit chloroform en

bisacrylamide uit aceton.
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Glazen elektroforesebuisjes (65 x 6 mm) werden gereinigd door ze tenminste ge-
durende een nacht te weken in bichromaat-zwavelzuur. Daarna werden ze gespoeld
met krasnwater en gedesioniseerd water. Deze voorzorger zijn nodig om te voorko-
men, dat de gels sterk aan de wand hechten, wzardoor het vrijwel cnmcgelijk word:
om de gels onbeschadigd uit de buisjes te Xrijgen. Voor de elektroforese met SDS

werden buisjes van perspex gebruikt.
2.8.1. Elektroforese van het CPMV

Het CPMV werd gedlektroforeerd op 3% polyacrylamidegels. De gels werden samen-
gesteld uit de volgende voorrzadoplossingen:
A: gelbuffer: 48 ml IN HC1 + 36,6 g Tris + gedesicniseerd water tot 100 ml
B: 30 g acrylamide + 0,8 g bisacrylamide + gedesioniseerd water tot 100 ml
P : 0,1 g ammeniumperoxydisulfaat in 10 ml gedesioniseerd water
T: 0,7 ml TEMED in 10 mi gedesioniseerd water,
Voor 3% gels werden direkt voor het gebruik gemengd: 2,5 ml A, 2 ml C, 0,58 ml
T, 13,5 ml water en als laatste 1,4 ml P, Van dit mengsel werd per buisje 1,4 ml
gepipeteerd. Het mengsel werd afgedekt met een laagje van ca. 6 mm gedesioni-
seerd water, waarna polymerisatie plaats vond in ca. een uur blj kamertempera-—
tuur. Als elekiroforesebuffer werd 0,005 M Tris/glycine pH 8,6 gebruikt. De pre-
paraten (30-%0 ng CPMV in 0,1 ml 10% sucrose of glycerine in elektroferesebuf-
fer) werden docr de buffer heen op de gels gebracht. Aan het kathode~reservoir
werd een weinig broomfenolblauw als lcoopkleurstof toegevoegd. De gels werden bij
hOC in een Acrylophor clektroforeseapparast (Plewger) geélektroforeerd met een
constante spanning van ca. 30 V/em (ongeveer 2 mA/buisje), totdat de loopkleur-
stof tot ca. 0,5 cm van het eind van de gel gemigreerd was (na 3 8 4 uur). Na
aflocp van de elektroforese werden de gels uit de buisjes gehaald door met be-
hulp van een preparcernsald de gels onder water log te maken van de wand, Nadat
het broomfenolblauw-front gemerkt was met Qostindische inkt werden de gels overge-
bracht in een kleurstofoplossing bestaande uit een verzadigde oplossing van Ami-
dozwart 108 in 5% TCA (trichloorazijnzuur) {Van Loon, 1972). Na kleuren geduren-
de tenminste 3 uur werden de gels gespoeld met kraasnwater, en ontkleurd dcor de
kleurstof uit te wessen in 7% azijnzuur of door elektroforese in 7% azijnzuur

loodrecht op de lengterichting wvan de gel.
2.8.2. Elektroforese van het eiwit

Het eiwit werd geélektroforeerd op 7,5 en 10% polyacrylamidegels in de aanwe-
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zigheid van 0,1% S8DS volgens Weber en Osborn (1969). De gels werden gedurende
3-33 vur geélektroforeerd bij een constante spanning van ca. 8§ V/em (stroom—
sterkte ca. 8 mA/buisje). De eiwitten werden gekleurd met een oplossing van 2,5
g Amideozwart 10B in 500 ml 45,43 methanol + 9,2% azijnzuur in water. De gels wer—
den ontkleurd door spoelen in 5% methanol + T,5% azijnzuur. De positie van de
locpkleurstof broomfenclblauw werd direct na de elektroforese gemerkt met Oost-
indische inkt. De relatieve mobiliteit ven de eiwitten werd berekend door de af~-
stand afgelegd door de eiwitten te delen door de afstand afgelegd door de broom-
fenolblauwband.

Bij de schatting van de molecuulgewichten van de CPMV-eiwitten door middel
van SDS-polyacrylamide-gelelektroforese werden de volgende eiwitten als molecuul-
gewichtsmarkers gebruikt: cytochroom ¢ (11.700 D), ribonuclease A (13.700 D),
T™V-eiwit (17.400 D), trypsine (23.300 D), carboxypeptidase A {34.60C D), cvalbu~-
mine (43.000 D), fumsrase (49.000 D), runderserumslbumine (68.000 D). De mole-
cuulgewichten zijn ontleend aan Weber en Osborn {1969) en Dunker en Rueckert

(1969).
2.8.3. Elektroforese van het RNA

Voor de elektroferese van het RNA op polyacrylamidegels werden twee methodes
gebruikt. Een methode waarbij het RNA niet gedenatureerd is (volgens Loening en
Tngle, 1967} en een methode waarbij het RNA wel gedenatureerd is {volgens
Reynders et al., 1973).

Bij de methode volgens Leening en Ingle (1967) werden de RNAs gedurende 2
wur bij 4% gedlektroforeerd op 2% polyacrylamidegels + 0,5% agarcse met een
constante stroomsterkte van 5 mA/buisje.

Bij de methode volgens Reynders et al.({1973) werden de RNAs gedurende 5,5 uur
bij 60°C in een buffer wasrin 8 M ureum op 2,1% polyacrylamidegels ge&lektrofo-

reerd bij een constante strocomsterkte van 7,5 mA/buisje.
2.8.4, Weergave van de eiwit— en RNAbanden

De met Amidczwart 10B gekleurde gels werden gescand met een densitometer met
een splectbreedte van 0,05 cm, (Fhotovolt medel 520-A), gekoppeld asn een lin/
log recorder (Photovolt model L3 Varicord). De log mode werd gebruikt. Het elek-
trceferogram van het RNA op de gels werd bepaald door de verdeling van de opti-
sche dichtheid bij 260 nm te meten met een spectrofotometer (Beckman DU), voor-

zien van een linesir transport accessolire (Gilford model 2410), een energy re-
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cording adapter (ERA Beckman model 5800) en een lin/leg recorder (Beckman model
1605) .

2.9. Analytische ultracentrifuge

Voor analytische ultracentrifugering werd gebruik gemsakt van een ultracentri-
fuge (Spinco model E), uitgerust met Schlieren~ en UV-optiekx. De sedimentatie-
codfficidnten werden bepaald via de grafische methode van Markham (1660). Voor
sedimentatie-evenwichtscentrifugering werd gebruik gemaskt ven een Spinco model
E analytische ultracentrifuge voorzien van UV-optiek met monochromator, foto-
glektrische scanner en multiplexer systeem. De sedimentatie-evenwichisruns wer-

den uitgevoerd dcor R.A. Heytink, Lab. voor Biochemie, Rijksuniversiteit, Leiden.
2.10. CsCl-evenwichtscentrifugatie

Evenwichtscentrifugatie in CsCl-oplossingen werd gedmsan in cen MSE SW 60-Ti
rotor of een Spinco SW 39 rotor, Daartoe werd 0,1-0,3 mg virus gemengd met 5 ml
(8W 29) of 6 ml (SW 60) 41% (w/w) CsCl in 0,01 M Na-fosfaatbuffer pE 6,5 of pl
8,5 afhankelijk van het dcel van de run, De buisjes werden gedurende 18-22 uur
gedraaid bij 10°C in de MSE SW 60 rotor bij 42,000 rpm of in de Spinco SW 3§ ro-
tor bij 35.C00 rpm. Na de run werd de bodem van de buisjes aangeprikt met een
MSE tube piercer en de inhoud met een LKB Varicperpex pomp door een Uvicord IT
(LKB model 330C-A) gepompt om de verdeling van het materiaal cver de gradiént
vast te stellen,en opgevangen in fracties van 5 druppels. Van deze fracties werd
de dichtheid bepasld uit de brekingsindex met behulp van de volgende formule
(stols, 1964):

20 20

p”" = 10,250 n," - 12,679 1,25 < p < 1,50

waarbij p is de dichtheid bi] 2000 en ngo de brekingsindex bij 20%¢ bij de Na-D
1lijn. De brekingsindex werd gemeten met een Atago refractomster.

De bepalingen van de zweefdichtheid werden gedaan met de analytische ultra-
centrifuge. Daartoe werden de te analyseren viruscomponenten gedurende 20-22 uur
gedraaid bij 35.600 rpm en EOOC in cellen met KelF centerpieces. De plaats van
de viruscomponenten in de cel werd vastgesteld met de Schlierenoptiek. Voor de
run werd de dichtheid van de CsCl-oplossing, met 0,15-0,20 mg virus/ml met vast
CsCl of gedesioniseerd water zo dicht mogelijk bij de op grond van de runs met
SW rotcren te verwachten zwesfdichtheid van de te analyseren component gebracht

en daarna gedraaid. Na de run werd de inhoud van de cellen grondig gemengd en de
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dichtheid van de oplossing bepaald. De zweefdichtheid van de preparaten werd be-
rekend uit de afsteand van de virusband tot het punt met een dichtheid gelijk san
de begindichtheid en de gradiént. De gradiént werd berekend uit de begindicht-

heid. De gradién; op afstand r van het rotatiecentrum wordt gegeven door de for-
‘g—or (
In deze formule is dp/dr, de gradifnt; w, de hoeksnelheid; 80, een factor die

mule: dp/dr = Ifft en Vinograd, 1966).

afhankelijk i1s van de concentratie van de CsCl-oplossing. De Bo-waardes werden
ontleend man Ifft et al.(1961). Het punt in de cel met een dichtheid gelijk aan
de begindichtheid werd berekend uit de wortel van het gemiddelde van de kwadra-
ten van de afstand van de meniscus (r } en de bodem van de cel (rb) tot het ro-

tatiecentrum: ri g

b
r =fe——
€ 2
{Ifft et al., 1961). Met behulp van de dichtheidsgradiént, de begindichtheid en
de afstand van de virusband tot het punt met een dichtheid gelijk aan de begin-

dichtheid kan dan de zweefdichtheid van het preparaat hberekend worden,
2.11, Lichtverstrooiing

Lichtverstrooiingsmetingen werden gebruikt om de deeltjesgewichten van de cen-
trifugale componenten te bepalen. Daartoe werd de volgende formule (Tanford,
1961} gedbruikt:

I, 2n2n2(dn/dc)2(1+c0520)c
L NAhr2(1/M + 2Be + 3 Ce2ul)
In deze formule is M het deeltjesgewicht, Ie/I0 de verhouding ven de intensiteit

van het onder een hoek 0O verstrooide licht en het invallende licht; n de bre-
kingsindex van het cplosmiddel; dn/de het brekingsindex increment; ¢, de concen-
tratie in g/ml; N het getal van Avogadro, A de golflengte van het licht in va-
culim, is 546,1 nm; r de afstand van het centrum van het verstrooiende volume tot
de fotocel; B en C zijn constantes. De metingen werden gedaan door B. van
Markwijk, Nederlands Instituut voor Zuivelonderzoek, Ede, met een Cenco-TNO
lichtverstrooiingsapparaat. Als standaard werd benzeen gebruikt. Omdat benzeen
een hogere brekingsindex heeft dan het oplosmiddel, moet er gecorrigeerd worden
voor het verschil in volume dat gezien wordt bij de benzeenstandaard en bij de
preparaten. Door deze correctie in te voeren gaat voornocemde formule over in de
volgende, waarbij de brekingsindex van het oplosmiddel vervangen wordt door de

brekingsindex van benzeen (nb = 1,503; Kerker, 1969}:
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2 2 2 2
EQ i 2n nb(ﬁn/dc) (1+cos™B)e
I ml‘rEU/M + 2Bc + 3 Cc2...)

Door in deze formule R, te substitueren voor reI /I (1+coseﬁ) en XK, de optische

constante, Vcor onnt (dn/dc) INAL gaat deze formule over in de volgende:
Ke
T /W#2Be+3Ce2. .. ..

Voor de lichtverstrooiingsmetingen werden de centrifugale componenten geduren-
-3 o
NaN_. Het dialysaat werd gebruikt als contrcle, de metingen werden hiervoor ge-

3
corrigeerd. Om stof te verwijderen werden het dialysaat en de preparaten (0,15~

R

de tenminste T2 uur gedislyseerd tegen 0,01 M Na-fosfaatbhuffer pE 7,0 + 10

0,015 mg/ml) dcor een 100 mp filter direkt in de meetcuvet gefiltreerd.
De brekingsindex werd gemeten met een Zeiss interferometer bij 25°C en een

golflengte van S5h6,1 nm, het dialysaat werd gebruikt als blanco.
2.12. Elektronenmicroscopie

De viruspreparaten werden negatief gekleurd met of wel 2% fosforwclframsst
pH 6,0 of pH 7,0, of wel met 1% uranyloxalaat pH 7,0 op een koolstofvlies en be-

keken in een Siemens Elmiskop I of 101 bij sen versnellingsspanning van 80 kV.
2.13. Aminozuuranalyses

De aminozuursamenstelling van de CPMV-eiwitten werd geanalyseerd met een
Beckman Unichrem aminozuur analysatar. De asnalyses werden gedsan door C. Vonk,
Centrum voor Plantenfysiologisch Onderzoek, Wageningen en B. Kraal, Bicchemisch
Laboratorium, Rijksuniversiteit, Leiden. Voor de aminozuuranalyses werden de ei-
witten gescheiden door gelfiltratie op Sephadex G-200 met 5 M ureum als eluent
{(Wa, 1970) of door middel van polyacrylamide-gelelektroforese (Butler, 1970).
Bij de op de gels gescheiden eiwitten werden de eiwitbanden uit de gels gesneden
en met een gelijke hosveslheid (v/w) 12 K HC1 onder vaculm bij 105°C gedurende
24 wur gehydrolyseerd. Na hydrolyse werden de capsules afgekoeld ¢p ijs en het
neerslag van scrylzuur dat bij afkoelen ontstaat, afgecentrifugeerd. Het neer-
slag werd tweemasl uitgewassen met 6 N HCL en de gecombineerde supernatanten
drooggedampt san sen filmverdamper onder vacuum. De door middel van gelflltratle
gescheiden eiwitten werden gedialyseerd tegen gedestilleerd water, zodat de ei-
witten uitvlckten en verzameld konden worden door centrifugeren bij laag toeren-
tal. De eiwitneerslagen werden daarnha gedroogd onder vaculim boven Call.., Het ei-

2
wit werd opgencmen in & N HC1 en gedurende 2L wur bij 110°¢ onder vacuiim gehy-
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drolyseerd. Na hydrolyse werd het hydrolyssat drooggedempt en gebruikt voor de

aminozuuranalyse.
2.14. Partieel specifiek volume van de eiwitmantel van CPMV

Het partieel specifiek volume van de eiwltmantel van CPMV werd berekend uit
de aminozuursamensteliing en de partieel specifieke volumina van deze aminczu-
ren (Schachman, 1957).

2.15. Fosfaat-bepaling

Via het fosfaatgehalte van de centrifugsle componenten werd het RNA-gehalte
van de componenten berekend. Op basis van de basensamenstelling van middencom-
porent-RNA en de bodemcomponent-RNA {Van Kammen en Van Griensven, 1970) bevat-
ten deze RNAs resp. 9,146 en 9,106% fosfor. De hoeveelheld fosfor werd bepaald
volgens de micromethode van Morrison (196h4). Daartoe werden de centrifugale com-
ponenten gedurende 4 4 5 dagen in de koude kamer gedialyseerd tegen 4 & 5 maal
ververste 0,02 M Tris/HCl buffer pH 7,2 + 0,08 M KC1. Een hoeveelheid virus over-
eenkomend met 3-4 pg P werd bi] 1OOOC in een reageerbuis in een stoof gedroogd.
Aan het residu werd 0,3 ml zwavelzuur {98%) toegevoegd. Het mengsel werd verhit
boven een gasvlam, totdat de verassing compleet was hetgeen te zien was asn het
niet verder verkleuren van de oplossing. Dearna werd 0,025 ml 30% {(w/v) water-
stofperoxyde in de oplossing gepipeteerd en opnieuw voorzichtlg boven een gas-—
vlem verhit, totdat geen gasbelletjes meer ontweken, hetgeen er op wees dat het
percxyde verdwenen was. De coplossing mcest nu helder zijn, anders werd de behan-
deling met peroxyde herhaald. Na afkoelen werd 3.4 ml twecmaal gedestilleerd
water langs de wand van de buis toegevoegd en 0,1 ml 16,5% (w/v) natriumsulfiet
en gemengd. Daarna werd nog 1,0 ml 2% (w/v) ammconiummolybdaat en 0,01 g ascor-
binezuur toegevoegd en opnieuw gemengd. Vervelgens werd het reactiemengsel ge-
durende 10 mir in een kokend waterbad verwarmd. Na afkoelen werd het volume In
gecalibreerde buizen precies op 5 ml gebracht met tweemzal ged . ~leerd water,
en de blauwe kleur werd gemeten bij 822 nm tegen een blanco waaraan alleen de
diverse reagentia waren toegevecegd. De bepalingen werden tenminste in triplo
uitgevoerd. De hoeveelheid T werd gevonden door extrapolatie nasr een ijklijn
die verkregen wag door de extinctie van bekende hoeveelheden P te meten. Het
glaswerk (erlenmeyers, buizen e.d.) werd gereinigd door het gedurende eern nacht

te weken in bichromast-zwavelzuur. Daarna werd het gespoeld met kraanwater en
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nagespoeld met tweemsal gedestilleerd water. Alle reagentis werden gemaskt met

tweemaal gedestllleerd water.

2.16. Chemicalisn

Acrylamide, Koch-Light Labs.

Albumine, bevine serum, Sigma, fraction I, powder.
Albumine, egg, Sigma.

Ammoniumperoxydisulfaat, p.a., Merck.

Bis, N,M-metyleenbisacrylamide, Koch-Light Labs. Ltd.
Carboxypeptidase A, pancreas, Calblochem.

CsCl, p.&. Merck.

Diethylpyrocarbonaat, K & K rare chemicals.

Fenol, p.a., Merck.

Guanidinium-hydrochloride, pfs, Signma,

Lysozyme, Boehringer,

Natriumlaurylsulfaat {SDS), specially pure, BDH Chemicals Ltd.
Sephadex G-200, Pharmacisa.

TEMED, N,N,N', N'-tetramethylethyleendiamine, Koch-Light Labs. Ltd.

TMV-eiwit, bereid volgens Fraenkel-Conrat (1957).
Tris, Tris(hydroxymethyl)aminomethaan, p.a. Merck.
Trypsine, Merck.

RNase A, bovine pancreas, proiease free i-A, Sigma.

Alle andere chemicalién waren van de kwaliteit pro analyse, tenzij anders ver-

meld, en afkomstig van Merck,of BDH Chemicals Ltd.

Visking dialysehuls 8/32, 18/32 en 32/32 was afkomstig van Hofelt, 's-Graven-

hage, en werd voor het gebruik uitgekookt in 10_h M Na3 EDTA.
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3 De molecuulgewichten van de centrifugale componenten
van CPMV en hun RNAs

De molecuulgewichten van de centrifugale componenten kunnen berekend worden
uitgaande van het percentage RNA van elk der componenten en de molecuulgewichten
van de RNAs. Op grond van het verschil in sedimentatiecc&fficl&nt tussen T, M en
B kan met behulp van de door Reichmann (1965) gegeven relatle een RNA-gehzlte
voor M en B geschat worden van resp. 24% en 33% RNA. De molecuulgewichten van de
RNAs zijn berekend uit de sedimentatiecoé€fficié&nten van M-ENA en B-RNA. Dearvoor
is gevenden 1,45 x 106 D veor M-RNA en 2,58 x 106 D voor B-BNA {Vsn Kammen, 1971).
Voor het molecuulgewicht van de middencomponent kan zo &,0b x 106 D berekend wor-
den, waarven 4,59 x 106 D voor rekening van de capside komt. Evenzo wordi voor de
bodemccomponent een waarde van T,Th x 106 D gevonden, waarvan 5,16 x 106 D voor
rekening van de eiwitmantel komt.Dit zou er op kunnen wijzen, dat M en B ver-
schillende capsides hebben. HEr is echter geen verschil in grootte tussen M en B
in de elektronenmicroscoop zichtbaar {Agrawal, 1064) en er is geen verschil bij
elektroforese van M en B {Semancik, 1966). De betekenis van de gencemde mole—
cuulgewichten i1s ook erg twijfelachtig, omdat ze geen van eslle berusten cop een
direkte bepaling van het molecuulgewicht. Het is bovendien bekend, dat het sedi-
mentatiegedrag van RNAs sterk afhankelijk is van de compactheid van het molecuul,
die sterk ken varifren afhankelijk van de icnensterkte. Daarmee is blj deze mo-
lecuulgewlichtsbepalingen geen rekening gehouden.

In dit heofdstuk worden de deeltjesgewichten van de centrifugele componenten
op twee manieren direkt bepaald namelijk uit lichtverstrooiingsmetingen en met
de methode van sedimentatie-—evenwicht. De molecuulgewichten van de RNAs zijn be-
pasld uit de relatieve mobiliteit ten opzichte van de ribosomzle RNAs van
Escherichia colt door polyscrylamide-gelelektroforese en uit de sedimentatie-

snelheid van het RNA, nadat dit gedenatureerd was met formaldehyde.

3. 1. Bepaling van de deeltjesgewichten van T, M en B door middel van lichtver-

strooiing

De basisvergelijking die bij de bepaling van de deeltjesgewichten door middel
van lichtverstrooiing gebruikt wordt, is de volgende (Tanford, 1961):
RB = Ier2/IO (1+cos29) = Ke/(1/M + 2Bc + 30c2...)
K is de optische constante K en 1s geli]k aan : 2n2n21andc}2 , n is de bre-
Nlh
kingsindex van het oplosmiddel; dn/dc, het brekingsindexincrement; N, het getal

van Avogadro; A de golflengte van het gebruikte licht (= 546,1 nm);
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Fig, 3.1. Zimm plots van de centrifugale componenten van CPMV in 0,01 ¥ Na-fos-—
faatbuffer + 0,001 M Natriumazide pH 7,0. T is topcomponent; M is mid-
dencomponent; B is bodemcomponent.

;ﬂ de verhouding tussen de intensiteit van het onder een hoek § verstrooide
licht en het invallende licht, ¢ de concentratie in g/ml en M het deeltjesge-
wicht. Omdat de deeltjes vrij groot zijn ten opzichte van de golflengte van het
éebruikte licht heeft er destructieve interferentie plaats. De mate van interfe-
rentie is hoek afhankelliJk en wordt nul blj een hoek van 0°. Om deze reden wor-
den de lichiverstrooilngsmetingen onder verschillende hoeken gedasan. De gegevens,
berekend als c/Re waardes worden uitgezet tegen sin® 8/2 + 10,000 ¢ (ZIMM-plct;
Zimm, 1948) en geéxtrapoleerd naar een hoek van 0°. De factor 10.000 is gekozen
om een goede spreiding te krijgen van de punten. In Fig, 3.1 zijn de ZIMM-plots
van T, M en B gegeven. Wanneer de C/Re waardes bij @ = 0° voor de verschillende
concentreties geé&xtrapcleerd worden nsar ¢ = Q, kan uit het snijpunt van deze
1ijn met de C/Ra—as (ordinsat) het deeltjesgewicht berekend worden. Wanneer c
nadert 0, ken namelijk fdérmule (1) ook als c/Re = 1/KM geschreven worden, zodat

de ansafsnede gelijk is aman 1/KM. De in Flg. 3.1 gegeven resultaten zijn geba-
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seerd op een verstrooilng van 10 voor benzeen, dat als standaard werd gebruikt.

De werkelijke verstrooiing van benzeen (R_ o) is 15,6 x 10_6 e | {Kerker, 1669),

a0

zodat hiervoor gecorrigeerd moet worden. De berekening van de molecuulgewlichten

uvit de waarnemingen uitgezet in Fig. 3.1 is weergegeven in Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Bepaling van de desltjesgewichten van T, M en B door middel van licht-

verstrooiling.
component snijpunta dn/dc K4 Kc/Rea Kc/Reb MW
°/R, x 10° x 107 x 103 x 107 x 10°

top 1,53 0,16L 2,28 3,48 2,23 4,18
midden 1,12 0,17 2,49 2,78 1,77 5,60
boden 0,98 0,178 2,63 2,07 1,65 6,06
a

gebaseerd op RQOO benzeen = 10

gecorrigeerd voor RQOO benzeen = 15,6 x 10-6 cm--i {Kerker, 19569)

22 2
x = 2T Ep (/AT Ly 2 503
N)\h

Opvallend is het verschil in de hellingen van de lijnen die in de ZIMM-plots

{zie PFig. 3.1) gevonden worden bi] extrapolatie naar hoek is nul, bij de ver-
schillende centrifugale componenten. De helling van deze lijnen geeft de hoek-
afhankelijkheid van de c/R9 waardes weer, en is in combinatie met het deeltjes-

gewicht een maat voor de gyratiestraal (R,). De limiet wvan de helling, wanneer

G
e + 0, vermenigvuldigd met het deeltjesgewicht is gelijk aan (16n2/3A2) RE

G
(Tanford, 1961}. Door de gyratiestraal wordt de massaverdeling van het deeltje
gegeven volgens de vergelijking: REG = Emiri/zm, waarbij m de massa is op af-

stand r van het middelpunt van de massar n

Uitgaande van een gelijke diameter voor elk van de centrifugale componenten be-
tekent dit, dat de gemiddelde massa zich bij T op de grootste afstand van het
midden bevindt en bij B op de kleinste afstand. Dit is cok te verwachten op
grend van de RNA-inhoud van de deeltjes: T is een lege eiwitmantel en bevet geen

RNA, M en B zijn nuclecprcteines en bevatten resp. 25% en 36% RNA.
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3.2. Bepaling van de deeltjesgewichten van T, M en B met behulp van sedimentatie-

evenwichtscentrifugatie

De deeltjesgewichten van de centrifugsle compenenten werden bepaald door cen-
trifugatie tot sedimentatie-evenwicht volgens de 'high speed equilibrium' metho-
de van Yphantis (1964).

De formule die bi) deze bepslingen wordt gebruikt is de volgende:
2RT « d1ln c
w?(1-%2) ar’

M (2)

In deze formule is M het molecuulgewicht; K, de gasconstante; T, de absolute tenm-
peratuur in OK; w , de hoeksnelheid (rad/sec}; ¥, het partieel specifiek volume;
p , de dichtheid van het oplosmiddel bij de gegeven temperatuur; c, de concentra-
tie van het preparaat op afstand r van het rotatiecentrum. De preparaten werden
tot evenwicht gedraaid bij 20t 0,100 i ¢,02 M Tris/HCL buffer pH 7,2 + 0,08 M
Ke1 + 1072 M NaN3 in een 6-channel equilibrium cel {12 mm cel; kolomhcogte 3 mm)
in een AN-J rctor in een Spinco model T analytische ultracentrifuge. De dicht-
heid van het oplosmiddel was 1,0023 g/cmB. De concentratieverdeling ven de pre-
paraten in de cel werd gemeten met de absorptieoptiek (bij 265 nm). Als maat vocr
de concentratie werd het aantal mm recorderuitslag gebruikt. De natuurlijke lo-
geritme van de concentratie (ln c) werd dsarns uitgezet tegen het kwadraat van

de afstand tot het rotatiecentrum (re). In Fig 3.2 wordt de grafische weergave
van de In c ten opzichte van r2 functie gegeven. Deze plots geven rechte 1ijnen,

wat er op wijst dat de preparaten homogeen waren. Het partieel specifiek volume

£ 74 T M 1 1 B
& 4
51 1 1
44 1 . 1
3 {4 ]
2 363 367 379 35 438 7 a4n | 444 | 4ds 436 | 440 | 444 | 4dB
r2 (em2)

Fig. 3.2. Bepaling van het deeltjesgewicht van top- (T), midden- (M) en bodem-
component (B). De rotorsnelheid bedroeg resp. 2985 rpm, 2600 rpm en
2586 rpm.
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van de eiwitmantel werd berekend uit de aminozuursamenstelling gegeven in hoofd-
stuk 4 {Tabel 4.3) met behulp van de partieel specifieke volumina van de afzon-
derlijke aminozuren (Schachman, 1957) volgens de formule Vv = Eiwi’ waarbij ;i
het partieel specifiek volume van aminozuur i is en W, het gewichtsaandeel van
dit aminozuur. Het partieel specifiek volume van het RNA werd op 0,55 ml/g ge-
steld (Markham, 1962). Ervan uitgaande dat T geen RNA bevat werd voor T een v
van 0,73 ml/g verekend, voor M met 25% RNA een v van 0,69 ml/g en voor B met

36% RNA een v van 0,67 ml/g. De RNA-gehaltes zijn de percentages RNA, zoals die
bepaald zijn uit de F-gehaltes {paragraaf 3.3.1.). Invoeren van het partieel
specifiek volume, hoeksnelheid, richtingscoéfficiént van de ln ¢ versus r2

(= d 1In ¢ 3

d r2

deeltjesgewicht voor T: 3,80 x 106 D, voor M: 5,15 x 10

lijnen en de dichtheid van de buffer in formule (2) geeft dan als

& D en voer B: 5,87 x

106 D.
3.3. De molecuulgewichten van de RNAs

De molecuulgewichten van de RNAs van CPMV werden bepaald volgens drie empi-
rische methodes. Deze methodes verschillen in de mate waarin de BRNAs bi] de be-
paling gedenatureerd zijn. De resultaten van deze hepalingen zijn met slkaar
vergeleken en met de waardes die berekend kunnen worden uit de RENA-gechaltes van

M en B.
3.3.1. Bepaling van het RNA-gehalte van M en B

Het RNA-gehalte van M en B werd berekend uit het P-gehalte. Het fosforgehalte
van de BNAs werd afgeleid uit de basensamenstelling van M- en B-RNA, zoals die
gegeven is door Van Kammen en Van Griensven (1970) met behulp van de formule:
4D = ZPiwi, waarbi] Pi het fosfor-gehalte is van base 1 en W het gewichtsaan-
deel van deze base. Op deze manier werd voor M-RNA een P-gehalte van 9,146% be-
rekend (basensamenstelling: G 20,73 4 28,43 ¢ 19,3; U 31,6} en voor B-RNA een
P-gehalte van 9,109% (basensamenstelling: G 22,9; A 28,5; C 17,23 U 31,4). De
hoeveelheid P in M en B werd bepaald volgens de methode van Morrison (196h4),
waarbij per bepaling ultgegaan werd van 80-100 ug virus. Uit het P-gehalte van
M en B werd voor M 25,1 £ 0,15% RNA berekend en voor B 36,1 + 0,75% BNA (7 be-
palingen veor elke component)}. Gebaseerd cp de deeltjesgewichten van M en B (pa-
ragraaf 3.2.) en deze RNA-gehaltes kunnen voor M- en B-RNA molecuulgewichten van

1,3 x 106 D (M) en 2,1 x 106 D (B} berekend worden.




3.3.2, Molecuulgewichten van M- en B-BNA uit de sedimentatiesnelheid van de RNAs

na denaturatie met formaldehyde

Bepaling van molecuulgewichten van RNAs uit de sedimentatiesnelheid geeft mis-
leidende resultaten, omdat verschillende RNAs een verschillende compactheid heb-
ben bij veranderingen in de zoutsterkte, Omdat de bijdrage van de conformatie
moeilijk vast te stellen is, is het nlet eenvoudig om molecuuwlgewichten af te
leiden uit S-waardes. Volgens Boedtker (1968) is na formyleren van de RNAs nog
steeds ¢a. 5% secundaire structuur asnwezig en wordt de sedimentatieco&fficiént
dan wel een betrouwbare maat voor het molecuulgewicht. Volgens haar bestaat dan
de volgende relatie tussen sedimentatiecofffici&nt en molecuulgewicht:

_ O,k
Seo,w = 0,05 M7,

De CPMV-RNAs werden geformyleerd volgens de door Beedtker {1968) beschreven me-
thode. Daarna werden de sedimentatiesnelheden bepasld bi] 2500 in 0,01 & Na.HePOL

+ 0,09 M NaEHPOh + 1,1 M formaldehyde in een analytische ultracentrifuge met UV-
optiek. De concentratie van de preparaten was ca. 30 ug RNA/ml. De gevonden se-
dimentatiesnelheden (sap } werden omgerskend nasr standaardcondities (SEO,W is
snelheid in water bij 20°C) met behulp van de gegevens over dichtheid en visco-
siteit van de buffer vermeld door Beedtker {1968). De resultaten zijn samenge-

vat in Tabel 3.2.

Tabel 3.2. Molecuulgewichten van M- en B-RNA bepaald via de sedimentatie-cogffi-

ciént na reactie met formaldehyde

RNA s g MW x 10"6 D
app =20,w

M 12,0 14,36 P,4

B 1h,15 16,91 2,1

3.3.3. Bepaling van de molecuulgewichten van M~ en B-RNA door middel van poly-

acrylamide-gelelektroforese

Op grond van de resultaten van Loening (1967) 1lijkt er voor de meeste RNAs
een lineair verband te bestman tussen de afstand afgelegd bi] polyacrylamide-
gelelektroforese en de logaritme van het molecuulgewicht. Dit lineaire verband
kan grafisch uitgezet worden door de afstand afgelegd door een aantal RNAs met

bekend molecuulgewicht ult te zetten tegen de logaritme van hun molecuulgewicht.
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Uit de loopsnelheid van RNAs met onbekend meclecuulgewicht kan dan uit deze gra-
fiek direkt het molecuulgewicht afgelezen worden. Als RNAs met bekend molecuul-
gewicht werden de riboscmale RNAs ven Escherichia coli gebruikt. De molecuulge-
wichten van deze RNAs zijn resp. 1,07 x 106 D en 0,55 x 106 D (Stanley en Bock,
1965). Op deze manier werd voor M-BNA een molecuulgewicht van 1,5 x 107 D gevon-

€

den en veor B-RNA een molecuulgewicht van 2,55 x 107 D.

3.3.4. Bepaling van de molecuulgewichten van M- en B-RNA door middel van poly-

derylamide-gelelektroforese onder denaturerende omstandigheaden

De conformatie van het RNA heeft grote invlced op de loopsnelheid. Dit kan
asnleiding geven tot fouten in de bepaling van de molecuulgewichten met de hier-
boven beschreven methode, vooral wanneer de mate van secundalre structuur van de
te toetsen RNAs niet gelijk is aan de mate van de secundaire structuur van de
RNAs waarmee vergeleken wordt. Door Reynders et al. (1973) is een gelelektrofo-
resemethode ontwikkeld, waarbi]j de RNAs volledig gedenaturserd zijn en er dus
geen verschillen in secundaire structuur meer bestaan. Bij deze methode worden
de RNAs gedlektroforeerd op polyacrylamidegels bij 60°C in 8 M urcum. Onder deze
omstandigheden hebber zowel de Fscherichia coli ribvosomsle RNAs sls de CPMV-RNAs
geen secundaire structuur meer. Voor de Escherichia coli RNAs is dit aangetoond
door Reynders et al, (1973). In Figuur 3.3 is de smeltcurve gegeven van de CPMV-
RNAs. In deze figuur is te zien, dat bi] uitsmelten van de CPMV-RNAs in de

T T T T T T T T

CPMV-RNA

*% hyperchromiciteit

10 20 30 40 S0 60 70 80 S0
Je

Fig. 3.3. Hyperchromiciteitscurve van de CPMV-RNAs in 8 M ureum + 0,02 M Tris/
HCl + 0,002 M EDTA pH 7,5 (bij ZOOC).
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elektroforesebuffer de extinctie boven SSOC niet meer toeneemt. Het RNA is dan
volledig gedenatureerd. Door de afstanden afgelegd door de Egcherichia coli
RNAs uit te zetten tegen de logaritme van hun molecuulgewicht en daarna de af-
standen afgelegd door de CPMV-RNAs in deze grafiek te interpcoleren werden mole-
6 D (B-ENA).
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cuulgewichten gevonden van 1,37 x 10° D (M-RNA) en 2,02 x 10
3.4, Samenvatting van de resultaten

De resultaten van de verschillende deeltjes- en molecuulgewlichtsbepalingen

zijn samengevat in Tabel 3.3.

Tabel 3.3. Overzicht van de deeltjesgewlchten van de centrifugale compcnenten

en de molecuulgewichten van hun RNAs (x 10_6 D)

centrifugale componenten RNAs
. a Eb e
methode lichtverstr. sed.—-evenw. sed. snelh. PAAG PAAGE
T L5 3,80 - - -
M 5,6 5,15 M-RFA 1,k 155 1,37
B 6,1 5,87 B-ENA 2,1 2,55 2,02

%na formyleren volgens Boedtker {1968)
bPAAGE: pelyacrylamide-gelelektroforese (paragraaf 3.3.3.)
cPAAGE: polyacrylamide-gelelektroforese onder denaturerende omstandigheden: 8

M ureum, 60°¢
3.5. Bespreking

De deeltjesgewichten van de centrifugale componenten werden bepaald decor mid-
del van lichtverstrooiing en sedimentatie-evenwichtscentrifugeren. De wasgrdes
die bij lichtverstrooiing gevonden worden zijn iets hoger dan bi] sedimentatie-
evenwicht. De verschillen in molecuulgewichten voor M en B bij lichtverstrooi-
ing en sedimentatie-evenwicht bedragen resp. L450.000 D en 200.000 D. Deze ver-
schillen ligeen binnen de experimentele fout en kunnen verklaard worden door on-
zekerheden bi] de bepalingen uit sedimentatie-evenwicht in de berekening van het
partieel specifiek volume van de componenten, bijv. voor RNA op 0,55 ml/g ge-
steld en door onzekerheid over de concentratie bij lichtverstrooiing. In het

laatste geval is het effect zeer groot, omdat de concentratie in het kwadraat

a9



voorkomt in de optische constante. Het verschil in deeltjesgewicht, dat bij T ge-
vonden wordt tussen sedimentatie-evenwicht en iichtverstrociing bedrasagt ca.
T00.000 D. De hoge waarde bij lichtverstrocoiing zou veroorzaszkt kunnen worden
dcor de aanwezigheid van geaggregeerd eiwit. Dit geaggregeerde materiasal wordt
bij sedimentatie-evenwicht neergeslagen en weordt dan niet verder opgemerkt. Bij
de lichtverstreoilngsmetingen wordt alleen materiaal met een grotere diameter
dan 100 mp verwijderd docr filtreren, Alles wat dan nog buiten de buffer en het
preparaat asanwezlig is, zal het resultaat beInvlceden. De mogelijkhelid van enige
verontreiniging met hoogmoleculair materiaal bi] de lichtverstrooiingsmetingen
van M en B is niet uitgesloten. De waardes van lichtverstrooiing liggen alle
consequent hoger dan bij sedimentatie-evenwicht. Daarcm 1ijkt het niet onsanne-
melijk dat aggregatie of een kleine verontreiniging met grote deeltjes hier een
rol heeft gespeeld. Omdat het molecuulgewicht dat met lichtverstrooiing gevonden
wordt sen gewogen gemiddelde is, zal verontreiniging met hoogmoleculair mate-
riaal veel meer invloed hebben op het gevonden molecuulgewicht van een lzagmole-
culaire verbinding (bijv. T) dan op een heegmoleculeire verbinding (bijv. B).

De molecuulgewichten van de RNAs werden bepaald volgens drie empirische me-
thodes. Bij deze methodes varieert de gecundaire structuur van de RNAs van
aanwezlg tot volledig afwezig. Ult de gevonden molecuulgewichten voor de CPMV-
RNAs blijkt, dat verschillen in secundaire structuur tussen de marker-RNAs en
de te toetsen RNAs invloed hebben op het resultsat, Dit is het duidelijkst te
zien aan het mclecuulgewicht van B-RNA. Onder niet densturerende omstandigheden
wordt 2,55 x 106 D gevonden en onder volledig denaturerende omstandigheden 2,02
x 107 D. Bij de bepaling onder denaturerende omstandigheden is geen secundaire
structuur meer aanwezig, zcals ock gebleken is uit de smeltcurves van de marker-
RNAs (Reynders et al., 1973) en de CPMV-RNAs (Fig. 3.3). Omdet onder deze condi-
ties de RNAs een gelijke ruimtelijke structuur hebben, geeft de cmpirische rela-
tie tussen loopsnelheid bij polyascrylamide-gelelektiroforese den wel betrouwbare
resulteten. De molecuulgewichten van M- en B-RNA komen ook redelijk goed over-—
een met de waardes die uit de lengte van de ds-RNAs berekend kunnen worden
(J.M.H. Assink, 1973, dissertatie). De lengte van B-ds-RNA van 1,8 y komt bij
een internuclectideafstand van 2,73-2,75 R {Arnctt et al., 1967; Wicolaieff ot
al., 1970) overeen met een molecuulgewicht vcor B-RNA van 2,16 x 10° D, en de
lengte van 1,1 u voor het M-ds-RNA met =en molecuulgewicht van 1,33 x 106 D veoor
M-RNA.

De waardes die gevonden werden voor de molecuulgewichten van M- en B-RNA onder

)

denaturerende omstandigheden (1,37 x 106 D en 2,02 x 107 D) komen zeer goed

overeen met de wasrdes die voor de deeltjesgewichten van de centrifugale compo-
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nenten die gevonden werden door middel van sedimentatie-evenwichtscentrifugeren
(resp. 3,80 x 106 D, 5,15 x 106 D en 5,87 x 106 D). Voor M kan hieruit een eiwit-
deel van 3,78 x 10" D berekend worden en voor B een eiwitdeel van 3,85 x 106 D.
Deze waardes liggen dicht bij de waarde voor de topcomponent {lege eiwitmantel)
van 3,80 x ‘IO6 D. Omdat deze balans zeer goed klopt, lijken de deeltjesgewlch-

ten die door sedimentatie-evenwichtscentrifugeren zijn bepaald de beste.
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4 De structuur van de eiwitmantel van CPMV;
de chemische subeenheid

CPMV is zeer reslstent tegen afbrask. Wanneer gepocgd wordt de eiwitmantel te
dissociéren met bijv. fenol, of door hoge zoutsterkte, of door incubatie bi)
zeer hoge of lage pH is het niet mogelijk om het manteleiwit in niet geaggregeer-
de vorm in handen te krijgen (Niblett en Semancik, 1969; Wu en Bruening, 1971).

In de jaren '6% en 'TO is het gebruik van natriumlaurylsulfaat (SDS) sterk
naar voren gekomen als middel om viruseiwitten te bereiden in een cplosbare en
niet gesggregeerde vorm {Kruseman, 1969; Kaper, 1972). Met behulp van dit rea-
gens bleek het inderdaad mogelijk om de (PMV-eiwitten te bereiden en in oplossing
te houden (Geelen et al., 1972). Ongeveer tegelijkertijd is door Wu (1970) een
methode gepubliceerd wasrbi] gebruik gemaskt werd van guanidiniumchloride-LiCl.
Beide methodes zijn toegepast bij het onderzoek naar de chemische subeenheid van

de eiwitmantel van het CPMV, dat in dit hoofdstuk beschreven wordt.
4,1, Isolatie van het eiwit
4.1.1., Afbraak met SDS
Wanneer het CPMV gedurende 3 uur bij 37°C werd geincubeerd met 1% SDS en 1%
2-MCE en het reactiemengsel vervolgens geanalyseerd werd met behulp van poly-—

acrylamide-gelelektroforese in de asnwezigheld van SDS (Weber en Oshorn, 1969)

werden er vijf eiwitcomponenten gevonden (zie Fig. h.1.A). Asngezien dit meer
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Fig. 4.1. Elektroforesepatronen van de eiwitten van CPMV geanalyseerd op 107 po-
lyacrylamidegels in de aanwezigheid van 0,1Z SDS. A: SH- groepen niet
beschermd of geblokkeerd; B: SH- groepen gecarboxymethyleerd met jood-
aceetamide. De elektroforese was van links naar rechts met de anode
rechts. De mobiliteit van de broomfenolblauw-band werd gelijk aan 100
gesteld.
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Tabel 4.1. Afbraak van cowpea-mozalekvirus onder verschillende omstandigheden.

Incubatie condities Elektroforese-

Exp. — — analyse patrogn gelijk
tijd temp. medium san Figuur:
1 3uwr 37°% 1% SDS standsard L.v.A
> 23wwr 37°% 1% SDS, 1% 2-MCE standeard b.1.A
3 3wur 37°%C 1% SDS, 1% 2-MCE C,1% 2-MCE b.1.B
L 3 uur  37°C 14 SDS, 1% 2-MCE + oM standsard 4. 1.B
5 3uur 37°C 2% SDS, 1% 2-MCE, 8 M ureum 2 M ureum L.o1.A
6 3uur 37°C 2% SDS, 1% 2-MCE, 8 M ureum 0,2% 2-MCE 4.1.B
7 smin 95°C 1% SDS, 1% 2-MCE stendaard L.1.4
8 smin 95°C 1% SDS, 1% 2-MCE 0,1% 2-MCE h.1.4
9 5min 95°C 1% SDS, 1% 2-MCE + CM standaard Y.o1.4
10 5 min 9500 1% 8DS + permierenzuurd standaard L.1,A

%eindconcentratie van 805, 2-mercaptodthanol (2-MCE) en ureum in een 0,3-0,4%
virusoplossing in 0,1 M natriumfosfaatbuffer pd 7,1.

bstandaardanalyse is analyse dcor elektroforese op 10% polyacrylamidegels in de
aanwezigheid van SDS, volgens de methcde van Weber en Osborn (1969). Aan dit
systeem zijn ureum en 2-MCE toegevoegd als aangegeven.

Com betekent, dat het eiwit gecarboxymethyleerd is met joodaceetamide na de aan—
gegeven incubatieperiode.

na de aangegeven incubatieperiode werd het eiwit geoxydeerd met permlerenzuur.

componenten zijn, dan ooit gevonden waren voor een plantevirus met afmetingen
van CPMV, en bovendien de mobiliteit van een asantal banden suggereerde, dat het
eiwit in die banden een molecuulgewicht zou hebben, veel hoger dan de eiwitten
van bekende plantevirussen (N.B. de molecuulgewichten van de manteleiwitten van
plantevirussen variBren van 17.000 tot 50.000 D voor verschillende virussen)},
leek het waarschiinlijk, dat enkele banden aggregaten zcuden zijn. Dsarom werden
in de afbraakmethode en ook in de analysemethode een santal modificaties asnge-
bracht. Een overzicht van deze modificaties en hun effect op het eiwitpatroon

is gegeven in Tebel L4.1. In deze tabel is ock het aantal banden-dat verkregen
werd met elk der methodes na analyse door gelelektroforese gegeven. Uit deze ta-
bel blijkt, dat wanneer 2-MCE weggelaten werd uit de gels en de elektroforese-
buffer, of wannser de SH- groepen van het eiwit niet geblokkeerd waren door oXy-
datie met permierenzuur of docr carboxymethylering, het aantal eiwitbanden 5 &

6 bedroeg (Fig. L.1.A), maar dat het mantal 2 & 3 was (Fig. L.1.B), vanneer deze
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voarzorgsmaatregels wel getroffen waren. De 3H- groepen van het eiwit spelen

blijkbaar een belangrike rol in het aggregatiegedrag. De densitometerpatronen
van de eiwitten van de geschelden centrifugale componenten na snalyse door mid-
del van gelelektroforese in de asanwezigheid van 0,1% 8DS waren identiek. Dit is
in overeenstemming met de wasrnemingen van Niblett en Semzncik (1969) en onder—
steunt de veronderstelling, dat de centrifugale componenten een gelijke eiwit-

mantel hebben.
4,1.2, Afbraak met guanidiniumchleride-LiCl

De bereiding van het CPMV-eiwit volgens de guanidiniumchloride-LiCl methode
werd exact uitgevoerd zoals beschreven door Wu (1970). Het met deze methode ver-
kregen elwit gedroeg zich bij elektroforese ldentiek aan het met de SDS-methode
verkregen eiwit. Na carboxymethylering van zulk eiwit werden bi] analyse op gels

in de aanwezigheid wvan 0,1% SDS ook slechts 2 & 3 banden gevonden.
4.2, Verhouding van de eiwitten

In de meeste analyses met behulp van polyacrylamlde-gelelektroforese in de
aanwezigheid van SDS werden 3 elwitten gevonden, die met toenemende migratie-
snelheid I, II en III gencemd worden. De verhouding ven de hoeveelheden ven elk
der eiwitten werd bepaald met gels door de oppervlaktes onder de pieken te meten
van gels die met amidozwart 10B gekleurd waren en daarna bl] 610 nm gescand
(Bennett en Scott, 1971).

Hierbij viel op dat:

- de verhouding van de hoeveelheid van eiwit I tot die van eiwitten II en III,
of de verhouding van hoeveelheid eiwit I tot die van eiwitten II of III in al-
le preparaten constant was,

- de verhouding van eiwit II tot eiwit III constant was voor een bepaald prepa-
ragt, maar aanzienlijk varieerde tussen verschillende preparaten,

~ de positie van eiwit II ten opzichte van I en III niet vast lag, soms viel
eivit II zelfs samen met eiwit IIT.

Aangezien de verhouding van de hoeveelheid van eiwit II tot eiwit III variabel

was voor verschillende preparaten en de afstand van I1 tot 1I1 cok variabel was,

leek het niet uitgesloten, dat eiwit IT of eiwit ITI een artefact zou zijn. Ar-
tefacten kunnen ontstaan bij de analyse met behulp van polyacrylamide-gelelektro-
forese door oxydatie van het eiwit door spoortjes ammoniumpersulfaat die in de

gels achterblijven {Brewer, 19467) of bij de afbraask van het virus doordat de pH
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bij de carboxymethyleringsreactie niet op pH 7,1 gehouden werd. De carboxymethy-—
lering wordt minder specifiek voor SH- groepen bij de daling van de pH (er komt
HJ vrij). Er kan dan ook carboxymethylering van bijv. histidine gevonden worden.
Om na te gaan of deze factoren het eiwitpatroon belnvlceden, werd het effect van
preélektroforese, het sffect van verschillende ammoniumpersulfaatconcentraties
in de gels en de pH van de buffer bij de carboxymethylering onderzcocht. Al deze
variaties bleken echter geen invlced te hebben op het elektroforesepatroon van
de eiwitten.

Omdat het niet mogelijk bleek de verhouding van de kleine eiwitten te befnvloe-
den, werd nagegaan of er een verband bestond tussen de elektroforetische vormen
en het eiwitpatroon. Hiertoe werden de elektroforetische vormen gescheiden door
middel van elektroforese in een suikergradi#nt. Daarna werden de eiwitten van de
aldus gescheiden elektroforetische vormen bereid volgens de SDS-methode. De re-
sultaten van de analyse van deze elwltpreparaten door middel van gelelektrofore-—
se in de aanwezigheid van SDS worden gegeven in Fig. 4.2. Uit deze figuur blijkt,
dat eiwit II of eiwit III geen artefact van de extractie of de analyse is, maar

dat elwit II karakteristiek Is voor de langzaam migrerende en eiwit III voor de

111 A
101
091 ]
081 1
07 I 1
06‘ ~
051 I 1
044 b
03
o2
Q1

00 20 40 60 80 10000 20 40 60 80 10000 20 40 60 80 100

Fig. 4.2. Elektroforesepatronen van de eiwitten van de elektroforetische vormen
van CPMV na elektroforese op 10% polyacrylamidegels in de aanwezigheid
van 0,17 SDS. A, langzaam migrerende vorm; B, snel migrerende vorm; ¢,
mengsel van langzaam en snel migrerende vorm. De elektroforetische
vormen werden gescheiden door zonegradisnt-elektroforese en afgebroken
volgens de SDS-methode. De elektraforese was van links naar rechts met
de anode rechts. De mobiliteit van de broomfenolblauw-band werd gelijk
aan 100 gesteld.
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snel migrerende vorm. Een complest CPMV-preparaat geeft derhalve drie banden te

zien bij analyse op polyacrylamidegels: een groot eiwit (I), dat voor 3 en F een
gelijke mobiliteit heeft en twee kleinere eiwitten (II en ITT), waarbij de mobi-
liteit van het kleire eiwit afhankelijk is van de elektroforetische vorm.

De afstand tussen eiwit II en eiwit III op de gels was variabel. De verkleining

van de afstand van eiwit IT tot eiwit ITT bleek samen te gaan met een toename in

de elektroforesesnelheid van S, Dit wordt verder beschrsven in hoofdstuk 5.
4.3.  Schatting van de molecuulgewichten van de eiwitten

De molecuulgewichten van de eiwitten werden geschat volgens de methode van
Weber en Oshorn (1969). Deze methode berust er cp, dat eiwitten met SDS complex-
en vormen, waarvan de lading per massaeenheld en de conformatie ongeveer gelijk
zijn, waardoor de mobiliteit wvan de eiwitten bij polyacrylamide-gelelektroforese
in sanwezigheid van SD5 een functie wordt van het molecuulgewicht. Een grafische
weergave van degze functie werd verkregen door de mobiliteiten van een aantal e=i-
witten met bekend molecuulgewicht (zie paragrsaf 2.8.2.) ten opzichte van de mo-
biliteit van broomfenclblauw uit te zetten tegen de logaritme van hun molecuul-
gewicht. Met behulp van deze grafiek werden voor de CPMV-eiwitten de volgende
molecuulgewichten gevonden: 4L.000 D (I), 25.000 D (II) en 22.000 D (III} voor
met jocdaceetamide gecarboxymethyleerde eiwitten en 49.000 D (T), 27.500 D (TI)

en 25.000 D (TTT) voor met permierenzuur geoxydeerde eiwitten.
4.4, Scheiding van de eiwitten

Het melecuulgewicht van eiwit I ten opzichte van II en III is zodanig, dat
de mogelijkheid dat het grote eiwit een dimeer van het kleinere eiwit is, niet
uitgesloten mocht worden, ook al was de verhouding van de hoeveelheid van eiwit
T ten opzichte van die van eiwit II en IIT niet te beinvlceden door modificaties
in de enalyse- en afbraskprocedures. Om hier een uitspraak over te doen werden
de eiwitten gescheiden en daarna de aminczuursamenstelling bepaald (paragraaf
4.5.}. De eiwitten werden op kleine schaal gescheiden door middel san polyacryl-
amide-gelelektroforese in de aanwezigheid van SDS. De gekleurde eiwitbanden wer-
den uit de gels gesneden en gebruikt voor de bepaling van de aminozuursamenstel-
ling. Aangezien bi)] deze methode erg veel ammoniak afkomstig van polyacrylamide
in de preparaten gevonden wordt, die interfereert met de hepaling van de basi-
ache aminozuren, werden de eiwitten cok gescheiden door gelfiltratie op Sepha-

dex G-200. BiJ] deze methode werd gebruik gemaskt van de aggregatieneiging van de
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CPMV-eiwitten. In 5 M ureum is eiwit I zodanig geaggregeerd, dat het geélueerd
wordt in het void volume; het kleine eiwit is onder deze omstandigheden niet ge-
aggregeerd (Wu, 1970). Het elutiepatroon van de eiwitten van de snel migrerende
elektroforetische vorm (F) is gegeven in Fig. U4.3. De samenstelling van de pie-
ken in het elutiepatroon werd gecontroleerd door middel van polyacrylamide-gel-
elektroforese in de sanwezigheid van SDS. In Fig. b.4. wordt de analyse gegeven

van de eiwitsamenstelling van de pieken uilt Fig.h.3.
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Fig. 4.3. Scheiding van de eiwitten van de snel migrerende vorm (F) van CPMV met
behulp van gelfiltratie op Sephadex G-200 met 5 M ureum als eluent. Op

de kolom werd ca. 15 mg eiwit in'1,5 ml 6 M ureum opgebracht. De loop-
snelheid was 1,5 ml/uur en er werden fracties van 2,0 ml opgevangen.
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Fig., 4.4.
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Elektroforesepatronen van de eiwitten van F na elektroforese op 107
polyacrylamidegels in de aanwezigheid van 0,1% SDS. A, eiwit I; B,
eiwit III. De elektroforese was van links naar rechts, met de anode
rechts, De mobiliteit van de broomfenolblauw-band werd gelijk aan
100 gesteld.

In deze figuur is te zien, dat het mogelijk is om na &&n mgal gelfiltratie beide

eiwitten van F veolledig vrij van verontreiniging met het andere eiwit te krij-

gen.

Bij gelfiltratie van de eiwitten van de langzaam migrerende elektroforeti-

sche vorm {S) was dit niet in &&n maal mogelijk. Over de hele piek van eiwit I

werd een gelijke mate van verontreiniging met eiwit II gevonden. De oorzaak hier-

van moet gezocht worden in aggregatie van eiwit II, weardoor dit eiwit samen met

eiwit T in het void volume ge&lueerd wordt. Om eiwit I van S (IS) vrij van eiwit

II te krijgen werd de gelfiltratie van dit eiwit nog tweemsal herhaald. Met be=

hulp ven gelelektroforese kon dan geen eiwit IT meer sangetoond worden.
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4.5, Aminozuursamenstelling van de eiwitten van het CPMV

De aminozuursamenstellingen van het grote eiwit (I) en de kleine eiwitten
(II + ITII) werden in eerste instantiec bepaald met eiwlitten die door middel van
polyacrylamide-gelelektroforese gescheiden waren. De resultaten van deze enaly-

se {5 en F niet gescheiden) zijn gegeven in Tabel k4.2,

Tabel 4.2. Molaire verhouding van de aminozuren van de eiwitten van CPMVE,

Aminozuur I IT + TIT
Asp 12,9 13,4
Thr 9,4 7,9
Ser 9.9 8,4
Glu 2,9 9,6
Pro 6,9 9,6
Cly 11,3 9,8
Ale 6,7 Ts5
val 7,8 755
Ile k.9 5.7
Leu 8,h 6,4
Phe 6,3 &,5
Lys 1,2 3,8
His 0,8 0,6
Arg 2,3 3,9

aweergegeven als mol. aminozuur/100 mol.; de eiwitten zijn gescheiden door mid-

del van polyacrylamide-gelelektroforese.

Uit deze tabel blijkt dat er asnzienlijke verschillen bestaan in de molalre ver—
houdingen van de aminczuren van het grote eiwlt en de kleine elwitten. De ver-
schillen betroffen vooral threonine, proline, glycine, lysine en arginine. Op
grond van deze resultaten is het dan ock waarschijnlijk, dat eiwit I niet ge-
1ijk is man elwit IT en elwit III.

Wenneer de aminozuuranalyse gedaan wordt van uit de gels gesneden eiwitten
wordt tyrosine volledig afgebroken en histidine gedeeltelijk {Houston, 1971).
Bovendien was de gfote hoeveelheid ammoniak in de preparaten als gevolg van af-
braak van polyacrylamide goms dermate storend, dat het niet mogelijk was om de

basische aminozuren goed te bepalen., Om een betere aminozuursamenstelling van
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Tabel h.3, Aminozuursamenstelling van de eiwitten van de gescheliden elektrofore-

tische vormen van het CPMY .

Aminozuur Eiwitb

Ly I I1 IIT
Asp 9,3 11,3 13,6 13,6
Thr i 9,1 6,9 Ts3
Ser 7.6 9,2 Ts2 7,3
Glu 23,8 7.2 8,6 8,8
Pro ‘ 3.5 bbb 9,7 10,7
Gly 7,2 9,1 6,1 643
Ala 5,7 6,5 8,0 8,b
Cys 0,8 0,4 + +
Val 5.3 6,2 7,6 7,8
Met 2,2 2,9 2,7 ' 2,8
Ile I, L7 k.9 541
Leu T3 8,8 5,2 5,3
Tyr 2,3 2,8 2,4 2,2
Phe 4,9 6,1 Tyt 6,7
Try + + + -
Lys 3,0 5,k 2,4 1,6
His 1,2 - 1,2 1,1
Arg 3.7 5.k 5,8 L,b

- Q.niet aanvezig.

+ = wel aanwezlg, maar in zeer gering mate.

weergegeven als mol, aminczuur/100 mol.; de eiwitten zijn gescheiden daor
middel van gelfiltratie.

eivwit: IS = eiwit T van 8; T, = eiwit I van F; I1 = klein eiwit van S;

F
III = klein eiwit van F.
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de eiwitten te krijgen en om te zien welke verschillen er bestaan tussen de ei-
witten van de elektroforetische vormen, werden de aminozuursamenstellingen be-
paald na scheiden van de eiwitten van de gescheiden elektroforetische vormen
door middel van gelfiltratie over Sephadex G-200. De resultaten van de bepaling
van de aminczuursamenstelling van deze eiwitten zijn weergegeven in Tabel k4.3.
Uit deze tabel blijkt, dat er niet alleen verschillen zijn tussen eiwit T en ei-

wit II en III, maar dat ock eiwit I van S {IS) en eiwit I van F (I_) duidelijk

F
verschillen in aminoczuursamenstelling. De verschillen betreffen vooral glutamine-
zuur {veel in IS), proline (meer bij eiwit II en III dan bij eiwit I}, glycine
{meer bij IS en IF den bij TI en III}, cystine (komt blj II en III vrijwel niet

voor}, leucine (minder bi] II en I1II, dan bij I_ en IF}, tryptofaan (komt bi]j

TII niet voor) en histidine (komt bij IF niet vior).

Op grond van deze gegevens is het zeer waarschijnlijk, dat er bi] de over—
gang van S in F, zowel veranderingen cptreden in het grote eilwit als in het klei-
ne eiwit van de eiwitmantel. De verschillen in de grote eiwitten wvan S en F resp.
IS en IF leiden niet tot een verschil in locpsnelheid bij polyacrylamide-gelelek-
troforese in aanwezigheid van SD3. De werschillen in de kleine eiwitten, TI van
S en III van F, zijn zodanig, dat ze een verschillende loopsnelheid hebben., Per
elwitmantel worden dus twee verschillende eiwitten gevonden: eiwit Is en elvwit

IT bij S en elwit I en eiwit III bi] F.

F

4.6. De molaire verhouding van de eiwitten

De molaire verhouding van de elwitten werd geschat dcoor de oppervlaktes onder
de pieken van met amidozwart 10B gekleurde en bi] 610 nm gescande gels {Bennett
en Scott, 1971) te meten. Hen verhouding op massabasis van ca. 2 : 1 werd gevon-
den. In combinatie met de verhouding in molecuulgewichten (%.3) van ca. 2 : 1

geeft dit een molaire verhouding van de twee eiwitten in de capside van 1 : 1.
4,7. Het aantal eiwitmoleculen in de eiwitmantel

Het aantal eiwitmeoleculen in de capside van CPMV werd berekend uit de molaire
verhouding van de eiwitten, de molecuulgewichten van de eiwitten en het deel-
tjesgewicht van de topcomponent (een lege eiwitmantel:). Op grond van deze ge-
gevens en de hypcthese, dat de eiwitmantel volgens bepazlde wetmatigheden opge-
bouwd moet zl)n om te voldoen aan een gquasi-equivalente positie van de eiwitsub-
eenheden, is de capside waarschijnlijk opgebouwd ult 60 grote en 60 kleine ei-

witsubeenheden. Aannemende, dat dit aantal juist is ken voor de elektroforeti-~
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sche vorm S een gewicht van de eiwitmantel van 4,1 x 106 D berekend worden voor

de gecarboxymethyleerde eiwitten (T 41,000 D; II 25.000 D). Deze waarde is in
redelijke overeenstemming met het mcolecuulgewicht van de topcomponent van 3,8 x
106 D, dat bepaald is met behulp van sedimentatie-svenwichtscentrifugeren en die

van 4,5 x 106 D bepaald met behulp van lichtverstrooifng ( hoofdstuk 3).
4.8, Bespreking

Elektroforetische analyse van de CPMV-elwitten op SDS-polyacrylamidegels gaf
drie eiwitbanden te zien: een groot eiwit (I} en twee kleinere eiwitten {II en
III). Wanneer de resultaten afweken van dit patroon, dan bleek dit altijd terug
te voeren te zijn tot afwijkingen in het elektroforesepatroon van het originele
virus, die het gevolg waren van afbraak van het virus tijdens de bewaring (zie
cok hoofdstuk 5).

Voor het verkrijgen van reproduceerbare resultaten was het noodzakelljk om van
vers gezulverd virus (1-56 dagen oud) ult te gasn en de SH- groepen van het ei-
wit of wel te beschermen door 2-MCE aanwezlg te houden tijdens de bereiding en
de analyse van de eiwitten, of wel deze SH- groepen te oxyderen met permieren-
zuur of te blokkeren door carboxymethylatie met jocdaceetamide. Het grote eiwit
had ock na carboxymethyleren in de afwezigheid van £DS nog neiging tot aggrege-
ren, zoals blijkt uit de gelfiltratie-experimenten in 5 M ureum, waarbij het
grote eiwit geélueerd werd in het void volume bij een Sephadex G-200 kolom.

De verhouding van de kleine eiwitten {II en III) was afhankelijk van de verhou-
ding van de elektroforetische vormen in het viruspreparaat. Op grond van deze
elektroforetische analyses werden derhalve in de capside van het CPMV twee ei-
witten gevonden: een groot eiwit (I) en een klein eiwit (II of III, afhankelijk
van de elektroforetische vorm).

Voor eiwit T werd een molecuulgewicht van U7.500 D, voor eiwit II 27.500 D en
voor elwit III 25.000 D gevonden wanneer met permierenzuur geoxydeerde elwitten
werden gebruikt en waardes van 45.000 D voor eiwit I, 25.000 D veoeor eiwit II

en 22,000 D voor eiwit TII na carboxymethylering van de mantelelwitten.

Opvallend is dat voor geoxydeerde eiwitten hogere molecuulgewichten gevonden
worden dan voor de gecarboxymethylesrde eiwitten, terwijl bi] oxydatie negatie-
ve groepen en bij carboxymethylatie positieve groepen ingevoerd worden. Blijk-
baar bestaan er toch conformatieverschillen tussen de geoxydeerde eiwitten en
de gecarboxymethyleerde eiwitten, die niet door de binding van SDS verwaarloos-
baar worden. De verschillen in de molecuulgewichten van eiwit II en III Guiden

op een veel groter verschil tussen deze eiwitten dan de 7 aminozuren, die vol-
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gens Niblett en Semancik {1969) het verschil tussen S en F uitmaken. Wanneer bij
de overgang van 3 naar F bovendien veranderingen in eiwit I plaats vinden, is
het duidelijk dat de overgang van S naar F sanzienlijk gecompliceerder is, dan
aanvankelijk door Niblett en Semancik (1969) is asngencmen.

De verhouding tussen de molecuulgewichten ven het grote en de kleine eiwit-
ten is zodanig, dat in eerste instantie een monomeer-dimeer verband niet uitge-
sloten 1ijkt. Om deze mogelijkheid te onderzceken werden de eiwltten gescheiden
door middel van polyacrylamide-gelelektroforese {eiwitten van 8 + F) en door
middel van gelfiltratie (eiwitten van gescheiden S en F) en de aminozuursamen-—
stelling bepaald. Uit de aminozuursamenstellingen van de elwitten van de geschel-
den elektroforetische vormen bleek, dat bij CPMV vier verschillende elwitten

voorkomen: een groot en een klein eiwit in 8 (I, en II), en een groot en sen

klein eiwit in ¥ (IF en TIT). Omdat de eiwittensvan S niet gelijk zijn aan ds
eiwitten van F, 1lijkt het waarschijnlijk, dat bi] de omzetting van S naar F die
in de plant wordt gevonden (Niblett en Semancik, 19€9) beide eiwitten betrokken
zijn. Tussen de resultaten van de analyses na scheiden van de eiwitten door po-
lyacrylamide-gelelektroforese en door gelfiltratie zijn geen grote verschillen,
wanneer de gegevens van de eiwitten van de gescheiden elektroforetische vormen
weer gecombineerd worden tot een groot eiwit en de kleine eiwitten. De verschil-
len hebben vocral betrekking op de basische aminczuren (de bepaling wordt ge-
stoord deoor de zeer grote hoeveelheden ammcniak die vrijkemt bij hydrolyse van
de polyacrylamidegel-stukjes) en op tyrosine, Dit aminczuur werd niet gevonden
bij de door polyscrylamide-gelelektroforese gescheiden eiwlitten, evenmin alg
cystéine en methionine, CystZine en methicnine werden wel gevonden bij &e door

gelfiltratie gescheiden eiwitten.
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5 Veranderingen in het elektroforetisch gedrag van eiwit
en virus tijdens de bewaring

In het voorgaande hoofdgtuk is opgemerkt, dat de relatieve mobiliteit van ei-
wit IT ten opzichte van eiwit III niet constant was. Het verschil in mebiliteit
tussen beide eiwitten werd meestal kleiner nsarmate het viruspreparaat waaruit
het eiwit bereid werd, ouder was. Bij analyse van het virus op 3% polyacrylemi-
degels bleek, dat deze toename in mobiliteit van eiwit II gepaard ging aan een
toename in mobiliteit van de langzaam migrerende elektroforetische vorm. In dit

hoofdstuk worden de factoren die invloed hebben op deze verandering, beschreven.
5.1. Invloed van veroudering

Wanneer CPMV op ijs bewsard werd in 0,01 M Na-Tosfaatbuffer pH 7,0, bleek
dat na verlocp van tijd de mobilitelt van S ten opzichte van F toenam. In Fig.
5.1 1is net elektroforesepatroon gegeven van sen CPMV-preparaat na zuivering vol-
gens de PEG/NaCl-methode.
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Fig. 5.]. Elektroforesepatronen van CPMV geanalyseerd op 3% polyacrylamidegels.
Het virus werd geelektroforeerd op 0 (A), 7 (B) en 16 (C)} dagen na
zuivering van het virus met PEG/NaCl uit vers bladmateriaal en bewa-
ring op ijs. De elektroforese was van links naar rechts, met de anode
rechts, De mobiliteit van F veranderde niet en werd gelijk aan 1,0 ge-
steld.

Eieruit blijkt, dat de mobiliteit van 8 in de lcop van 1€ dagen, waarbi] het
preparaat op ijs bewaard was, sterk was toegenomen en bijna gelijk geworden was
aan de mobiliteit van F.

Wanneer van deze preparaten het eiwit bereid werd en geanalyseerd werd door mid-
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del van pelyecrylamide-gelelektroforese op 10% gels in de =zanwezigheid van 8DS,
dan werd het beeld van Fig. 5.2. verkregen. Hierin zijn de elektrcforesepatro-
nen gegeven van de eiwitten bereid uit versgemsskt virus (A), uit 7 dagen be-
waard virus (B), en uit 16 dagen bewaard virus (¢). Hieruit blijkt, dat tijdens
de bewaring van het virus er een verandering plaats heeft wvan eiwit II. De mobi-
liteit van eiwit II neemt toe, en komt uiteindelijk overeen met die van eiwit

IIT.

0o 20 40 60 80 100

Fig. 5.2. Elektroforesepatronen van CPMV-eiwit geanalyseerd op 0% polyacrylami-
degels in de aanwezigheid van 0,1% SDS. Het eiwit werd bereid uit met
PEG/NaCl gezuiverd virus dat alvorens het eiwit te extraheren geduren-
de 0 (A), 7 (B) en 16 dagen (C) op ijs bewsard was. De elektroforese
was van links naar rechts met de anode rechts. De afstand afgelegd
door de broomfenolblauwband werd op 100 gesteld.
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5.2. Invloed van de zuiveringsmethode

De snelheld waarmee de mobiliteit van S toenam tijdens de bewaring wes afhan-
kelijk van de voorbehandeling ven het bladmateriasl en de manier van zuiveren.
Werd het virus in plaats van uit vers bladmateriaal, ulf diepgevroren hlad ge-
zuiverd, dan verliep de omzetting langzamer dan uit vers materiaal. Vrijwel geen
verandering in de mobiliteit wvan S werd gevonden, wanneer het virus gezuiverd

werd met butancl-chloroform (Steere, 1956}, zcals blijkt uit Fig. 5.3.
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Fig. 5.3. Elektroforesepatronen van CPMV geanalyseerd op 37 polyacrylamidegels.
Het virus werd geélektroforeerd op 0 {A) en 16 (B) dagen na zuivering
van het virus met butanol-chloroform uit vers blad, en bewaring op ijs.
De elektroforese was van links naar rechts met de anode rechts. De mo-
biliteit van F werd op 1,0 gesteld.
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Zuiveren met PEG/NaCl is een milde methode waarbl] weinig denaturatie van plante-~
eiwitten plaats vind:i. Veel meer denaturatie wordt veroocrzaskt door zulveren met
butanol-chloroform of dcor invriezen van het bladmaterisal. Het leek dan ook mo-~
gelijk, dat de omzetting het gevolg was van verontreiniging van de preparaten
met proteclytische enzymen van de waardplant. De verschillen in omzettingssnel-
heid van virus na respectievelijk zuiveren met PEG/NaCl en butanol-chloroform
zou het gevolg kunnen zijn van een verschil in de mate van verontreiniging met
zulke enzymen. Een andere mogelijkheid zou zijn, dat ten gevolge van de zuive-
ringsprocedure conformatieveranderingen in de eiwitmantel van het virus bewerk-
stelligd worden, die een verschil in gevoeligheid voor proteolytische enzymen
net zich mse brengen. Om onderscheld te kunnen maken tussen verontreiniging met
proteolytische enzymen en verschillen in gevoeligheid tussen met PEG/NaCl en met
butanol-chloroform gezuiverd virus, werd de geveeligheid voor trypsine en chymo-
trypsine getoetst van virus ns zuivering volgens beide methodes. Daartoe werd
virus gezuiverd zowel met PEG/NaCl als met butanol-chloroform uit vers blad en
daarna geincubeerd met 2 pg trypsine of chymotrypsine per 100 pg CPMV gedurende
30, 60 en 120 min bij BOOC. Onder invloed van deze enzymen heeft ecen omzetting
plaats van S naar F (Niklett en Semancik, 1969). Fr werd evenwel geen verschil
gevonden in de snelheid waarmee de mobiliteit van S veranderde tussen viruspre-
paraten die met PEG/NaCl of met butancl-chloroform gezuiverd waren zodat een
verschil in gevoeligheid niet waarschijnlijkx lijkt. Om nu na te gaan of in plan-
tesap proteclytische activiteit aanwezig is, werden geInfecteerde bladeren di-
rekt na het oogsten gemalen in een Waring mixer en het homogenaat gedurende 10
min bij 10.000 x g gecentrifugeerd. Dit CPMV bevattende sap werd gedurende 0, T
en 16 uwur bij kamertemperatuur geincubeerd, waarnz het virus hieruit gezuiverd
werd met butancl-chleroform en dsarna geanalyseerd dcor elekiroforese op 3% po-
lyacrylamidegels. Deze elektrofcoresepatronen worden gegeven in Fig. 5.4., waar
duidelijk te zien is, dat door incubatie in sap vddr de zuivering de mobiliteit
van 3 toegenomen is. Een dergelijke toename werd ook verkregen, wanneer gezui-
verd CPMV bi) 257 gelncubeerd werd in de oplosbare eiwitfractie van geinfec-
teerd cowpeablad (d.i. supernatant van gehomogeniseerd, geinfecteerd bladmste-
riazl na centrifugeren gedurende 10 min bij 10.000 x ¢, 30 min bij 30.000 x g

en 2 uur bi] 105.000 x g). Het effect van lncubatie bi] 2500 in de oplosbare
eiwitfractie en in 0,1 ¥ Na~fosfaatbuffer pH 7,0 met en zonder 0,1% 2-MCE is
weergegeven in Fig. 5.5. Door incubatie in de oplosbare elwitfractie i1s de mo-
blliteit van S sterk toegenomen, de mobilitelt van F is niet veranderd. Het
bleek, dat de toename het sterkst was, wanneer 0,1% 2-MCE in de oplosbare eiwit~

fractie manwezig was (Fig. 5.5.). Het effect van deze incubatie en het verschil
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Fig. 5.4. Elektroforesepatronen van CPMV, gezuiverd na 0 (4), 7 (B) en 16 (C)

Fig. 5.5.

L8

uur incubatie van gehomogeniseerd, geinfecteerd bladmateriaal bij ka-
mertemperatuur, en geanalyseerd op 37 polyacrylamidegels. De elektro-
forese was van links naar rechts met de anode rechts. De mobiliteit
van F werd op 1,0 gesteld.

Polyacrylamidegels (3%) die het effect weergeven van incubatie van met
PEG/NaCl (PEC) en butanol-chloroform (B-C) gezuiverd CPMV in de oplos—
bare eiwitfractie op de mobiliteit van de elektroforetische vormen.

A : virus, bewaard op ijs; B : virus, 18 uur bij 25°¢ geincubeerd in
0,1 ¥ Na—fosfaatbuffer pH 7,0; C : virus, 18 uur bij 25°¢ gelncubeerd
in de oplosbare eiwitfractie; D : virus, I8 uur bij 25°C geincubeerd
in de oplosbare eiwitfractie met 0,01 M 2-MCE. De elektroforese was
boven naar beneden met de anode beneden.



in omzettingssnelheid van met PEG/NaCl en met butanol-chloroform gezuiverd virus
tij incubatie in 0,1 M Na-fosfaatbuffer pH 7,0 maskt het waarschijnlijk, dat de
omzetting tijdens de bewaring van S in F het gevelg is van vercntreiniging van

de viruspreparaten met proteolytische enzymen van de waardplant. Het verschil in
omzettingssnelheid bij verschillende zuiveringsmethodes 1lijkt het gevolg te zijn

ven een verschillende mate van verontreiniging van de preparaten,

5.3. Bespreking

De omzetting van S naar F tijdens de bewaring i1s waarschijnlijk het gevolg
van ccntaminatie met proteolytische enzymen van de waardplant. Di%t, omdat de om-
zetting versneld kon worden door incubatie met de oplosbare eiwitfractie en om-
dat de zuiveringsmethode inviced had. QOver het algemeen is het zo, dat de omzet-
ting langzaam is of niet voorkomt naar mate de viruspreparaten mger gezuiverd
zljn. Virus, dat ook nog onderworpen was san zonegradiéntcentrifugatie of zone-
gradiéntelektroforese vertoonde hoegenaamd geen cmzetting meer van 5. Geen sig-
nificante toename in de mobiliteit van § werd gevonden na zuivering met butanol-
chloroform. Dat biJ met butancl-chlorcform gezuiverd virus geen of vrijwel gesen
omzetting plaats vindt, is niet het gevolg van lage gevoeligheid voor afbraek
met proteolytische enzymen. Trypsine en chymotrypsine werken op met butanol-
chloroform en cp met FEG/Nall gezuiverd virus even snel in. Het is veel aanne-
melijker, dat verschillen in omzettingssnelheid berusten op verschil in zuilver-
heid.

Wanneer biJ incubatie van virus met de oplosbare eiwitfractie 0,1% 2-MCE werd
toegevoegd werd daardoor de omzetting van S versneld. Dit duidt er op, dat de in
dit proces betrokken enzym(en) niet actief zijn in geoxydeerde toestand. Deze
eigenschap (activatie door reducerende agentia, zcals bijv. glutathion, cysteine
e.d.) wordt bij vele plantaardige proteolytische enzymen gevonden (bijv. papaine,
lycine e.a.; Smith, 1951).

Een gedeeltelljke afbrask van virus in plantesap werd voor het sardappel-X-
virus (PVX) beschreven door Koenig et al., (1970}, die vonden dat na incubatie
van geinfecteerd, gehomogeniseerd blad bij kamertemperatuur, het molecuulgewicht
van de eiwitsubeenheid d=zalt van 28.00C D naar 24.500 D. Deze omzetting kon ook
gesimuleerd worden docr incubatie met trypsine. Mayo en Cooper (1973) hebben
voor het tabaksratelvirus aangetcond, dat het molecuulgewicht van de eiwitsub-
eenheld daalt met veroudering van het virus. Deze auteurs veronderstellen dat
deze afbrask het gevolg 1s van proteolytische enzymen van bacterién die de pre-

paraten verontreinigden, hoewel het niet mogelijk bleek om de omzetting te be-
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werkstelligen met uit de viruspreparaten geisoleerde bacterién.

Een 'spontane' afbrask van CPMV ten gevolge van proteclytische sctivitelt die
specifiek met het virusdeeltje is geassocieerd, zoals Pereire en Skehel {1971)
veronderstellen dat bij adenovirus voorkomt, is onwsarschijnlijk. Er zijn grote
verschillen in omzettingssnelheid afhankelijk van de mate van zuiverheid van de
preparaten. Bovendien zou dan ook bij de meest denaturerende zuiveringsmethoden
(butanol—chloroform) meer of sneller afbrask verwacht kunnen worden.

De omzetting van 5 naar F lijkt stapsgewijs te verlopen. In geen der prepa-
raten werd sen 'smeer' gevonden van de S-band, die zou kunnen wijzen op een ver-—
schil in stadium van omzetting tussen verschillende deeltjes. De veranderingen
in het eiwitpatroon van eiwitten die geé&xtraheerd zijn uit bewaarde virusprepa-
raten, beperkten zich tot een toename van de mobiliteit van eiwit II, dat karak-
teristiek is voor S. Tijdens de bewaring werd geen verandering in de mobiliteit
van eiwit I of eiwit III (karakteristiek voor F) gevonden.

In hoeverre er occk een verandering in eiwit 1 plaats heeft is uit de elektrofo-
resepatronen niet af te leiden. In hoofdstuk b hebben we gevonden, dat er ver-
schil is in aminczuursamenstelling tussen eiwit I van S en eiwit I van F. Dit
leidt kennelijk niet tot een verschil in mobiliteit bij polyacrylamide-gelelek-
troforese.

Uit proever met carboxypeptidase A en B concludeerden Niblett en Semancik
(1969), dat de afbraak plsats heeft aan het C—terminale einde. Of dit betrekking
heeft op beide of op een van beide eiwitten is niet zeker, omdat toern nog niet
bekend was, dat in de capside van (PMV twee verschillende eiwitten voorkomen.
Opmerkelijk is, dat ock de omzetting van elwit II nmar eiwit III, die gecorre-
leerd was aan de omzetting van S naar T, stapsgewljze leek te verlopen. Qok hier
werden geen diffuse of brede banden gevonden tijdens de omzetting. Dit is in te-
genstelling tot de verandering in de elwitsubeenheid van aardappel-X-virus na
incubatie ven het virus in sap of met trypsine, waarbi] geen tussenvormen tussen
niet afgebroken eiwit en gedeeltelijk afgebrcken eiwit gevonden werden (Koenig
et al., 1970). Cok werden er geen combinaties van cnveranderd eiwit II en inter-
mediairen tussen eiwit II en eiwit III gevonden, zoals bij tabaksratelvirus na
bewaring (Mayo en Cooper, 1673). De omzetting van eiwit IT naar eiwit III gaat
blijkvaar in discrete stappen, waarbl]j vrijwel alle subeenheden ven eiwit II op
elk ogenblik in hetzelfde stadium van afbraask zijn. Hoeveel aminczuren van eiwit
IT afgesplitst worden bij de overgang naar eiwit III is niet bekend. Volgens
Niblett en Semancik (1969) worden bij de cvergang van S naar F maximaal T esmino-
zuren van het eiwit afgesplitst. Of dit aminozuren zijn van eiwit I en/of eiwit

IT is niet zeker, omdat de gegevens van Niblett en Semancik gebaseerd zijn op
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slechts een manteleiwit.
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6 De infectiositeit van de elektroforetische vormen van het
CPMV

Door Niblett en Semancik {1969; 1970} is onderzoek gedasn naar de specifieke
infectiositeit van de gescheiden elektroforetische vormen en hun RNAs. 2iJ von-
den dat S veel minder infectieus was dan F. Het S-RNA was echter minder afgebro-
ken en infectieuzmer dan het F-RNA. De infectlositelt van 3 kon sterk vergroot
worden door incubatie met trypsine, waarbi] de mobiliteit van S ock verhoogd
verd. Dit deed Niblett en Semancik vercnderstellen, dat het verschil in infee-
ticsiteit veroorzaakt zou worden door het verschil in lading tusgen S en F, De-
ze verklaring leek ook ondersteund te worden door het effect van basische eiwit-~
ten op de infecticsiteit van de gescheiden elektroforetische vormen, waarbij meer
remming van de infecticsiteit van F dan van S gevonden werd. Deze basische elwit-
ten zouden kunnen interfereren met de adsorptie van de virusdeeltjes san de
katicnische receptor sites op het blad (Stehmann en Gothcskar, 1358). Een andere
mogelijkeheid die cok door Niblett en Semancik geopperd werd, is dat er verschil
in stabiliteit tussen S en F bestaat, waarbl]j het F-deeltje minder stabiel is
dan het S-deeltje, gemakkelijker ontmantelt en daardoor infectieuzer is. Om meer
licht te werpen op de achtergronden van de verschillen in infectiositelt tussen
de elektroforetische vormen van het CPMV, werden de experimenten van Niblett en
Semancik (1969, 1970) gedeeltelijk herhaald, en werd ock het effect van verou-

dering en lading in het onderzoek betrokken.
6.1. Infectiositeit van de elektroforetische vormen en hun RNAs

De specifieke infectiositeit van de elektroforetische vormen werd bepzald met
'verse' preparaten. De zuivering ven het virus werd dan in cen dag gedaan en het
virus op dezelfde dag nog gescheiden in de elektroforetische vormen. Na scheiden
van § en F werden ze geconcentreerd door 3 & L uur bij 60.000 rpm en 10°C te cen-
trifugeren in een MSE 65-Ti rotor, zodat de elektrofeoretische vormen cen dag na
de aanvang van de zuivering van het virus beschikbaar waren vcor experimenten.

De specifieke infectiositeiten van S8 en F en hun RNAs worden g= =n in Tabel
6.1.
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Tabel 6.1. Infectiositeit van de elektroforetische vormen van het CPMY en hun

RNAsZ.

vorm CPMVb RNAc

S 27 . 76
28 78

agegeven als aantal lokale lesies per bladhelft van Phaseolus vulgaris
inoculumeceoncentratie: 0,1 pg/ml

®incculumconcentratis: 5,0 pg/ml

Uit deze tabel blijkt, dat van deze verse preparaten de infecticsiteiten zowel
van 5 en F als van 5- en P-RNA gelijk zijn in tegenstelling tot de gegevens van
Niblett en Semancik {1970)}. Deze tegenstelling tot de gepubliceerde gegevens
werd ook'gevonden wat betreft de intactheid van het RNA. Wanneer F- en S-RNA ge-
glektroforeerd werden op 2% polyacrylamide-gels, dan werd voor beide RNAs een

gelijk patroon gevonden.
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Fig. 6.1. Elektroforesepatronen van RNA geéxtraheerd uit de gescheiden elektro-
foretische vormen van CPMV na analyse op 2% polyacrylamidegels + 0,57
agarose. De elektreforese is van links naar rechts met de anode rechts.
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Er waren geen aanwijzingen in deze patronen voor meer afbrask bij F- dan bij 8-
RNA. Beide RNAs waren even intact. Omdat uit eerdere experimenten (hoofdstuk 5}
bekend was, dat bewaring van S tot veranderingen in de mobilitelt kan leiden,

werd ook het effect van vercudering op de lnfectiositeit onderzocht.
6.2. Invloced van verocudering op de infectiositeit van S en F

Wanneer de gescheiden elektiroforetische vormen op ijs bewaard werden geduren-
de 1 & 2 weken, was de infectiositeit van 8 meestal sterk gedaald, zonder dat
afbraak van het RENA of verandering in de elektroforesesnelheid gevonden werd. Om
dit effect te onderzoeken, werden de elektroforetische vormen kunstmatig verou-
derd door incubatie gedurende 18 uur bij 2500 in 0,1 M Na-fosfastbuffer pH 7,0
met en zonder 0,071 M 2-MCE. Daarna werden de preparaten getoetst op infectiosi-
teit, en geanalyseerd op elektroforetische snelheid door middel van polyacryl-
amide-gelelektroforese. De resultaten van deze incubatie bi) 25% zijn samenge-
vat in Fig. 6.2, en Tabel 6.2, waarin ook het effect van incubatie gedurende 18

uur bij 2500 in de oplosbare eiwitfractie is opgenomen.

Tabel 6.2, Effect van kunstmatige veroudering van de elektroforetische vormen

van het CPMV op hun infectiositelt.

cbject % controlea elektroforesepatroon
S, bewazrd op ijs 100 Fig. €.2.A
¥, bewaard op ijs g3 Fig. .6.2.B
s, 18 wur 25°¢C 57 Fig. 6.2.C
F, 18 wur 25°%¢ 77 Fig. 6.2.¢
5, 18 uur 25°C + 0,01 M 2-MCE 2 Fig. 6.2.D
F, 18 uur 25°¢ + 0,01 M 2-MCE 73 Fig. 6.2.D
S, 18 wur 2500 in oplosbare eiwitfractie 102 Fig. 6.2.E
F, 18 aur 25% in cpleosbare eiwitfractie 76 Fig. 6.2.E

Zoontrole: 8, bewaard op ijs, 72 lokale lesies per half blad. Tnoculumconcen-

tratie: 0,5 ug/mi.

Uit deze tabel en Fig. 6.2. blijkt, dat bij de incubatie in de buffer met en
zonder 2-MCE er een sterke achteruitgang in de infectiositeit plaats heeft, die
niet gecorreleerd is zan een verandering in mobiliteit van 8 (Fig.5.2.D), en dat

bij incubatie van S in de oplosbare eiwitfractie er geen achteruitgang is in in-
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Fig. 6.2. Polyacrylamidegels (3%) die het effect weergeven van incubatie geduren-
de 18 uur bij 25 C op de gescheiden elektroforetische vormen van CPMV.

.

A:OS, bewaard op ijs; B: F, bewaard op ijs; C: § en F na incubatie bij
257C in 0,1 M Na-fosfaatbuffer pH 7,0; D: S en F na incubatie als C,
maar + 0,01 ¥ 2-MCE; E: S en F na incubatie bij 25°C in de oplosbare
eiwitfractie.

fectiositeit, terwijl de mobiliteit dan julst sterk toegenomen is (Fig. 6.2.E}.
De infectiositelt van F neemt in alle behandelingen iets af, terwijl er geen ver-
aendering in mobiliteit van deze vorm gevonden wordt. Uit deze gegevens is niet
duidelijk of er bij de incubatie in de oplosbare eiwitfractie behalve de veran-
dering in mobiliteit niets met 5 gebeurt, of dat er twee processen verlopen, nl.
verlies van de infecticsiteit door veroudering en herstel van de infectiositeit
door verandering in de eiwitmantel. Om dit te onderzoeken werden de gescheiden
elektroforetische vormen van het CPMV gedurende 18 wur bi] 2500 gelncubeerd in
0,1 M Na-fosfaatbuffer pH 7,0 met 0,01 ¥ 2-MCE [hetgeen verlies van infectiosi-
teit van S geeft, zie Tabel 6.2.) en daarna gedurends 2 uur gefncubeerd met
trypsine (enzym/substraat = 1/30) bi] 37°¢ (hierdocr neemt de mobiliteit wvan §

toe). De resultaten van deze experimenten zijn seamengevat in Tebel 6.73.
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Tabel 6.3, Effect van veroudering en incubatie met trypsine op de infectiositeit

van de elektroforetische vormen van CPMV.

cbhject % controle®
3, bewzard op ijs 100
¥, bewaard op iJs 97
S, 18 wur 25°C + 0,01 M 2-MCE 30
F, 18 uur 25°¢ + 0,01 M 2-MCE 86
S, als vorige, daarna 2 uur 37°% + trypsine 106
F, als vorige, daarna 2 uur 37°C + trypsine 8L

acontrole: S, bewaard op 1js, 80 lokale lesies per half blad. Incculumconcentra-
tie: 0,5 pg/fml.

Uit deze tabel blijkt, dat de infectiositelt van 8 tot zijn vorspronkelijke ni-
veau teruggebracht kan worden door incubatie met trypsine, wanneer de infectio-
siteit door veroudering gedasald is. Het is dan ook waarschijnlijk, dat in het
geval van incubatie van 5 in de oplosbare eiwitfractie twee processen een rol
spelen (verlies ven de infectiositeit door vercudering en herstel van de infec-

tiositeit door proteolytische activiteit in deze fractie).
6.3. Bespreking

De discrepantie tussen onze resultaten en de gegevens van Niblett en Semancik
(1969, 1970) kunnen verklasrd worden door het effect van veroudering op de in-
fectiositeit van 8. Bij veroudering gaat de specifieke infectiositeit van S om-
laag ten opzichte van F. Met 20 een verouderd S en F preparaat konden de resul-
taten van Niblett en Semancik wat betreft de werking van proteolytische enzymen
gesimuleerd worden. Waarschijnlijk hebben Niblett en Semancik met een verouderd
preparsat gewerkt. Verschillen in kwaliteit van het RNA wat betreft infectiosi-
teit en elektroforesepatroon zoals sangetocnd door Niblett en Semancik {1970),
werden echter niet gevonden. Het is ook niet zo, dat het verschil in lading tus-
gen 8 en F de oorzask 1s van de verschillen in infectioslitelt, zoals Niblett en
Semancik (1970) suggereerde. De mobiliteit van S veranderde niet tijdens bewa-
ring, mear de infectiositeit daslde wel sterk. Het herstel van de infectiositeit
van § door incubatie met proteclytische enzymen gaat wel gepaard asn een toename
in mobiliteit, zodat het waarschijnlijk is, dat de structuur van de eiwitmantel

een rol speelt. Bi] deze incubatie worden bij 5 een aantal aminozuren afgesplitst.
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Wanneer het verwijderen van deze aminozuren het herstel van de infectiositeit tot
gevolg heeft, 1lijkt het voor de hend liggend, dat deze aminozuren ock een rol
spelen bij het verlies van de infectiositeit bij bewaring. Hoe het effect wvan
deze aminozuren tot uiting komt is niet duidelijk. Het is mogelijk, dat deze ami-
nozuren van verschillende eiwitsubeenheden van het deeltje bindingen aangaan,
weaardoor het S-deeltje stabieler wordt en de ontmanteling moeilijker gaat verlo-
pen met als gevolg verlies san infectlicositelt. Een extreem voorbeeld van de rol
van intereiwitbindingen bij de infecticsiteit van een virusdeeltje is beschreven
door Bancroft et al. (1971) voor een mutant van het cowpea chlorotic mottle vi-
rus. Bij deze mutant is een arginyl-residu vervengen door een cysteneyl-residu.
Dit eysteneyl-residu vormt met plantechinonen intereiwitverbindingen die niet
meer verbroken kunnen worden bij de ontmanteling, zodat het deeltje niet meer
infectieus is. Een dergelik proces, wasrbli] SH- groepen betrokken zijn, speelt
bl] CPMV wearschijnlijk geen rol, smangezien bewaren en vercuderen in de aanwe-
zigheid ven 0,01 M 2-MCE tot een even sterke of zelfs sterkere daling van de in-
fectiositelt van & leidt. Fen andere mogelijkheid is, dat deze sminozuren geen
rol spelen bij bindingen tussen eiwitten in hetzelfde deeltje, masr leiden tot
aggregetie van verschillende deeltjes. Deme aggregatie zcu dan opgeheven worden
docr incubatlie met proteolytische enzymen, zcals bljv. biJ de incubatie van
aardappel-X-virus met trypsine {Bawden en Kleckowski, 1948). Voor aggregatie
zijn geen aanwijzingen gevonden in het spectrum, in het elektroforesepatrcon of
bij) analyse in de analytische ultrecentrifuge. Informatie over de rcl van de
aminozuren die volgens Niblett en Semencik (1969) bij de omzetting van S naar F
van de 8 vorm afgesplitst worden en waardoor de infecticsiteit hersteld kan wor-
den, ie er verder niet; mogelijk dat het kennen van de volgorde en socrt van

deze aminozuren een beter inzicht zal kunnen geven.
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7 De structuur van de eiwitmantel van CPMV

Op grond ven de molaire verhouding ven de eiwltten, hun molecuulgewichten
(44.000 D en 25.000 D) en het deeltjesgewicht van de topcomponent (3,80 x 106 D)
is de eiwitmantel van CPMV opgebouwd uit ca. 60 kopie&n van elk van de eiwitten.
Agrawal {1964} veronderstelde op grond van elektronenmicroscopische opnames, dat
het CPMV een 5, 3, 2 symmetrie (= icosader) heeft. Bij een icosadBder kunnen in
de eiwitmantel slechts bepaalde aantallen eiwitten voorkomen. De eiwitten in de
mentel kunnen ook weer op bepaalde manieren geaggregeerd zijn zonder dat de sym-
metrie verloren gaat. Deze aggregaten worden de merfologische subeenheden of cap-
someren genoemd. Omdat in de elektronenmicroscopische opnames geen duidelijke
capsomeren zichtbaar waren, zoals bijv. bij TYMV, kwam Agrawal (1964) tot cen mo-
del voor de eiwitmantel, waarbij deze is opgebouwd uit 60 identieke subeenheden.
Over de aard en het santal en de molaire verhouding van de subeenheden was toen
nog niets bekend.

Door drie-dimensionale beeldreccnstructie 1s het mogelijk om aan de hand van
elektronemmicroscopische cpnames van negatief gecontrasteerde preparaten een
beeld te construeren ven de topografie van de eiwitmentel. Voor de drie-dimen-
gionale beeldreconstructie werd gebruik gemsakt van elektronenmicroscopische op-
names van met uvranylacetast negatief gecontrasteerde deeltjes van de langzaam
migrerende elektroforetische vorm. De gemiddelde diameter van de deeltjes was 20
nm, terwijl de maximum diemeter gemeten over de uitersten van het deeltje, 24 znm
was. Dege waardes zijn lsger dan de waardes die door Agrawal (1964) gevonden wer-
den (23-25 nm veor T, en 2L-27 nm voor de nucleoproteines) en de waardes die door
Ven Kammen {[1967) bepaald zijn (28 mm). De corzaak hiervan ligt waarschijmlijk in
de calibratie van de microscoop (door Agrawal met polystyreen-latex bolletjes, in
ons geval met een raster met een gegeven aantal lijnen/mm) en in het gebruik van
verschillende kleurstoffen. Uranylacetaat is kleiner dan PTA, zodat het mogelijk
is, dat uranylacetaat verder doordringt in de oppervlakte van het deeltje {door
het negatieve contrast lijkt het dan kleiner)}. Dikwijls zijn er ook deeltjes te
zien, waarvan de profielen karakteristiek zijn voor oridntatie volgens een be-
peaalde symmetrie-as. In Fig. 7.1. zijn een aantal deeltjes met 2, 3 en 5 aange-
geven die respectievelijk de 2-tallige, de 3-tallige en de 5-tallige symmetrie
laten zien. Deze typische profielen en het feit, dat de deeltjes een regelmatige
vorm hebben, zijn al duidelijke aanwijzingen, dat de deeltjes 5, 3, 2 symmetrie
hebben. Verdere aanwijzingen veor 5, 3, 2 symmetrie werden verkregen uit de drie-
dimensionale beeldreconstructie uit de deeltjes die in Fig. T.1. zijn aangegeven.

De reconstructie werd ultgevoerd volgens de methode die door Crowther, DeRcsier
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Fig. 7.1. Elektronenmicroscopische opname van CPMV, negatief gecontrasteerd met
0,5% uranylacetaat pH 4,2 en gespreid over gaatjes in een koolstof-
vlies. Deeltjes aangegeven met 2, 3 en 5 vertomen profielen die karak-
teristiek zijn voor oriéntatie volgens de 2-tallige, de 3-tallige en
de 5-tallige as. De lijn komt overeen met 50 nm.

Fig., 7.2, Drie-dimensionale weergave van de contouren van de helft van een beeld-
reconstructie van CPMV. De markers geven sterke pieken in dichtheid aan
bij de 3-tallige en de 5-tallige plaatsen. Opvallend zijn de uitstul-
pingen op de 5-tallige plaatsen, de kleinere uitstulpingen op de 3-tal-
lige posities en de instulpingen op de 2-tallige plaatsen. Het aanzicht
1s ongeveer overeenkomstig de 3-tallige as.
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en Klug {1970} en Crowther (1971) is beschreven. De recenstructie van CPMV-deel-
tjes. 1s uitvoerig beschreven door Crowther, Geelen en Mellema (1973, in druk).
In Fig. T.2. is de reconstructie gegeven van drie deeltjes uit Fig. 7.1. De re-
constructie toont asn, dat het coppervlskte van de capside tamelijk glad en gol-
vend is. Er zijn vrij duidelijke uitstulpingen op de 5-tallige posities met ri-
chels die naar kleinere uitstulpingen op de 3~tallige posities lopen. Op de 2-
tallige posities is het oppervlakte iets ingedeukt. Het geometrische beeld dat
gevormd wordt door de randen van de eiwitten die de 5-tallige en de 3-tallige
pesities met elkaar verbinden komt vrijwel overeen met een rhombisch triacontaé-
der. Een rhombisch triacontagder is evenals een icosaéder een figuur met 2, 3,

5 symmetrie. Het verschil tussen beide figuren betreft de plaatsing van de asym-
metrische subeerheden. Beide modellen hebben 60 asymmetrische subeenheden, waar-
van er bij een icosadder telkens drie op 20 driehoekige vlakken liggen en bij
een rhombisch triacontadder telkens twee op 30 ruitvormige vlakken. Bij alle tot
nu toe in detail bestudeerde kleine isometrische virussen is icosafdrische sym-
metrie gevonden. CPMV is het eerste voorbeeld van een klein iscmetrisch virus
met een symmetrie volgens een rhombisch triacontagder. Cmdat het oppervlakte van
het model tamelijk glad is, en de kleurstof niet ver doorgedrongen is, is het
niet mogelijk om de posities van de aparte eiwitten te bepalen. Op grond van de
molecuulgewichten en de molaire verhouding van de eiwitten en uitgsande van het

gereconstrueerde beeld wordt het model voorgesteld, dat gegeven wordt in Fig.T7.3.

Fig. 7.3. Schematische weergave van het model voor CPMV gebaseerd op de drie—di-
mensionale beeldreconstructie en de chemische samenstelling. De grote
eiwitsubeenheden zijn rond de 5-tallige posities geclusterd enm de klei-
ne eiwitten rond de 3-tallige posities.
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Bij dit model zijn de 60 grote eiwitten geclusterd in 12 pentasmeren op de 5-tal-
lige posities en de 6C kleine eiwitten geclusterd in 20 trimeren op de 3-tallige
posities. Een model opgebouwd uit twee concentrische eiwitmantels met in iedere
mentel een type eiwit is niet wasrschijnlijk. De omzetting van S naar F door in-
cubatie met proteolytische enzymen gaat gepaard met een beperkte hydrolyse van
het kleine eiwit. Dit eiwit mcet dan ook tenminste gedeeltelijk =an de oppervlak-
te ven het deeltje liggen. Een aaneengesloten eiwitmantel met een diameter van
?L nm kan echter niet opgebouwd zijn uit alleen 60 kleine eiwitten, zodat zowel
de grote als de kleine eiwitten deel hebben aan de opbouw van een eiwitmantel
van deze diameter. De meest aannemelljke verklaring van het gereconstrueerde mo-
del is, dat het grote eiwit de grote uitstulpingen op de 5-tallige posities
vormt, terwijl de kleinere ultstulpingen op de 3-tallige posities opgebouwd zijn
uit het kleine eiwit, De volumina van de grote en de kleine eiwitten zouden zich
dan ongeveer als 2 tot 1 verhouden. Dit is in goede overeenstemming met de ver-
houding ven de molecuulgewichten van de twee eiwitten, die ook ongeveer 2 tot 1
is.

De drie-dimensionale beeldreconstructie is uitgevoerd san de hand van elektro-
nenmicroscoplische opnames van deeltjes van 5. Van derme deeltjes is immers bekend,
dat ze het minste structurele veranderingen ondergaan hebben (hoofdstuk L.5.).
Elsktronenmicroscopische opnames van F geven hiermee echter geen verschillen te
zien. Dit is ock niet te verwachten, wanneer het verlies van een peptide van ca.
2.500 D niet tot cen herorganisatie van de capside leidt. Een dergelijk klein
peptide is niet waarneembasr blj het oplossend vermogen van de microscoop (ca.
2,5 nm). Het hier voorgestelde model heeft interessante consequenties voor de
manier waarop een dergelijke capside geassembleerd zou moeten worden. Een van de
mogelijkheden is, dat de capside geassembleerd wordt uit 60 strikt gelijke di-
meren die elk uit een groot en een klein eiwit bestaan. Een andere mogelijkheid
is, dat de grote en de kleine eiwitten resp. pentameren en trimeren vormen, die
daarna aggregeren om de eiwitmantel te vormen. Op het ogenblik is het echter nog
niet bekend of de assemblage inderdasd volgens een van beide mogelijkheden ver-

loopt.
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8 De zweefdichtheid van de centrifugale componenten van
het CPMYV in CsCl

Wanneer CPMV in een CsCl-gradiérnt bij pH 7,0 tot evenwicht gedraaid wordt,
dan worden vier dichtheidscomponenten gevonden die oversenkomen met de topcompo-
nent {1,297 g/cms), de middencomponent (1,405 g/cms) en de bodemcompenent (1,422
en 1,L67 g/cma) {Bruening, 1969). Deze opsplitsing ven de bodemcomponent in CsCl

in een lichte (Bu) en een zware (B.) bodemcomponent is ook beschreven dcor Van

Griensven (1970) en Van Kammen en #an Griensven (1970). Op grond van de dichthe-
den van top~ en middencomponent en de RNA-gehaltes van midden- en bodemcomponent
vercnderstelde Van Griensven (1970), dat Bu een artefact was en ontstaan door
veranderingen in het deeltje. In dit hoofdstuk is aandacht besteed aan kleine
verschillen in zweefdichitheid die het gevolg zijn van ladingsverschillen (elek-
troforetische vormen en pH afhankelijkheid) en het grote verschil in zweefdicht-
heid tussen Eu en Bl' Om meer Inzicht te krijgen in de corzaak van het grote
verschil in zweefdichtheld tussen de twee bcdemcomponenten werden van deze com-
ponenten een amantal eigenschappen vergeleken, zoals eiwit- en RNAsamenstelling,

effect van de pi.
8.1. Verband elektroforetische vormen en zweefdichtheid in CsCl.

Wanneer de vier centrifugale componenten van CFMV tot evenwicht gedraaid wor-
den in CsCl in de analytische ultracentrifuge bleken alle op te splitsen in twee
componenten die ongeveer 0,004 g/cm3 in dichtheid verschilden. In totazl werden
er dus 8 componenten gevonden: 2 x topcomponent, 2 x middencomponent, 2 x Bu en

2 % Bl'

-

Fig. 8.1. Schlierenpatronen van de centrifugale componenten van CPMV tot even-
wicht gedraaid gedurende 23 uur bij 20 C en 35.600 rpm in 0,01 M Na-
fosfaatbuffer pH 6,5 + CsCl. A, boven B1 {p = 1,463), onder B (p =
1,404); B, boven M (p = 1 400), onder T (p = 1 290)
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De cpsplitsing in twee componenten was lang niet altijd zo duidelijk als in deze
figuur. De mete van opsplitsing leek afhankelijk te zijn van de leeftijd van het
Preparaat en de manier van zuivering, Aangezien de mobiliteit van de langzaam mi-
grerende elektroforetische vorm kan veranderen met veroudering van het preparast
afhenkelijk van de zuiveringsmethode (hoofdstuk 5) leek het waarschijnlijk, dat
deze cpaplitsing verband zou houden met het voorkomen van elektroforetische vor-
men van het virus. Daarom werden de elektroforetische vormen gescheiden en ver-
volgens tot evenwicht gedraaid in CsCl in de analytische ultracentrifuge. De
Schlierenpatronen van een dergelijk experiment met de bodemcomponent worden ge-

geven in Fig. 8.2.

||ﬁ |

Fig. 8.2. chlierenpatronen van de bodemcomponent van CPMV gedurende 20 uur bij
207C tot evenwicht gedraaid in 0,01 M Na—-fosfaatbuffer pH 8,5 + CsCl
{p = 1,460). A, boven S + F (2/1), onder S; B, hoven § + F (1/2), on-
der F.

Uit deze figuur blijkt, dat de gescheiden elektroforetische vormen slechts &&n
zweefdichtheidscomponent hebben, en dat de combinatie van de elektroforetische

vormen weer een dubbele band geeft.
8.2. De zweefdichtheid van de centrifugale compomenten in CsCl.

De zweefdichtheid van de componenten werd bepaald met de analytische ultra-
centrifuge met de Schlieren-optiek, uit de afstand van de virusband tot het punt
in de cel met een dichtheid gelijk aan de begindichtheid en de gradiént, zoals
aangegeven in materialen en methodes. De gradignten werden niet gecorrigeerd voor
samendrukbaarheid. De resultaten van de zweefdichtheidsbepalingen van de compo-

nenten van CPMV worden gegeven in Tabel 8.1.
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Tabel 8.1. De zweefdichtheden (g/cm3) van de centrifugasle compenenten van cPMv®.

component elektroforetische vorm pH 6,5 pH 8,5
Top 3 1,285 1,288
Top ¥ 1,288 1,291
Midden S 1,391 1,396
Midden F 1,395 1,ko0
Boden-U 8 b0k e b
Bodem-U F 1,&08 ———
Bodem-L s 1,442 1,447
Bodem-L F 1,446 1,451

%3e zweefdichtheden werden bepaald in de analytische ultracentrifuge in CsCl-op-
lossingen in 0,01 M Na-fosfaatbuffer van de sangegeven pH bi] 20°C en 35.600
rpm.

niet bepaald, deze component komt bij deze pH vrijwel niet vcor.

Uit deze tabel blijkt, dat er kleine verschillen in dichtheid zijn afhankelijk
van de pH. Bij hogere pE zijn de dichtheden iets hoger, waarschijnlijk als ge-—
volg van een iets verhoogde adscrptie van Cs+—ionen ten gevolge van een toege-
nomen negatieve lading van de virusdeeltjes. De dichtheid van Bu bij pH 8,5 werd
niet bepaald, cmdat het asandeel van deze component bij de gegeven pE minimaal

WES.

8.3. Invloed van de pH op de verhouding van Bu tot B1

Door Wood {1971) werd gevonden, dat de verhouding van B tot Bl sterk afhan-
kelijk was van de pH waarblj de evenwichtsrun gedaan werd. Deze experimenten
werden herhaald en bevestigd, zcals te zien i1s in Fig. 8.3., waarbi) de bodem-—
component van CPMV tot evenwicht werd gedraaid in een CsCl-gradi&nt bij pH 6,5
en pH 8,5. Zoals te zien is wordt bij pH.6,5 vrijwel alleen Bu gevonden en bij
pH 8,5 vrijwel alleen Bl'

6,5) afgetapt werd en cpnieuw gedrmaid maar nu bij pH 8,5, dan werd een patroon

Wanneer de bodemcomponentband uit Fig.8.3..% (bij pH

als Fig. 8.3.,B gevonden. Werd de virusband uit Fig. 8.3.,B (bij p»H 8,5) afge-
tapt en opnieuw gedrsaid mear nu bij pH 6,5 dan werd er geen overgang van B1
naar Bu gevonden, masr werd hetzelfde patroon als Fig.8.3.,B verkregen. De om-
zetting van Bu nasr Bl kan blijkbaar niet meer ongedasn gemasakt worden door van

pH 8,5 naar pH 6,5 te gaan.
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Fig. 8.3. Invloed van de pH op de verdeling van deobodemcomponent over B en B
na centrifugeren gedurende 22 uur bij 10°C en 42.000 rpm in een MSE
SW 60-Ti rotor in 41%Z (w/w) CsCl in 0,01 M Na-fosfaatbuffer. A : pH
8,5; B : pH 6,5.

1

De verdeling van de bodemccmponent over Bu en B. is niet afhankelijk van de

pH alleen, aangezien de elektroforetische vormen, éie nota bhene gescheiden waren
in ¢,005 M Tris/glycinebuffer pH 8,6,zowel bij pH 6,5 als bij pH 8,5 een patroon
gaven, dat identiek was asan niet gefractioneerde bodemcomponent. De docr de ver-
hoogde pH geinduceerde, niet reversibele verandering van de bodemcomponent heeft
blijkbaar plaats tijdens de evenwichtscentrifugatie in CsCl. Deze veronderstel-
ling wordt ondersteund door het feit dat de hoeveelheid El toenawr bij langer
centrifugeren bij pH 6,5 (Fig., 8.4., btlz., 66). De druk die tijdens de centrifu-
gatie op de deeltjes staat heeft wsarschijnlijk geen invioed. Er werd geen ver-
schil in de verhouding van de twee bodemcomponenten gevonden, wanneer er bij
30.000, 42.000 of 50.000 rpm gedraaid werd. Ook herhaald stoppen en starten van
het centrifugeren, wasrbij de druk op het preparsat dus beurtelings afneemt en
toeneemt, had geen effect op de verdeling van de becdemcomponent over Bu en Bl'
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Fig. 8.4. Invloed van de duur van de run op de verdeling van de bodemcomponent
over B en B,. De bodemcomponent werd gedurende 23 (A) en 46 (B) uur
gecentrlfugeerd in 417 (w/w) Cscl in 0,01 M Na-fosfaatbuffer pH 6,5
in een MSE SW 60-Ti rotor bij 10¢ ° en 42 000 rpm.

8.4. Invloed van formaldehyde op de verhouding van Bu tot B1

Formaldehyde bindt aan aminogroepen van RNA en aminozuren, waarbi] methyleen-
bruggen gevormd worden en bestaande structuren gestabilliseerd kunnen werden
(Feldman, 1972). Door deze stabiliserende werking ven formaldehyde is het moge-
1lijk om Bijv. komkommermozalekvirus in CsCl-gradinten tot evenwicht te drasien,
terwijl dit virus onder normale omstendigheden in hoge zoutsterkte uiteen valt
{(Francki en Habili, 1972).
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Fig. 8.5. De invloed van fixeren met 1Z formaldehyde op de verdeling van de bo-
demcomponent over B en B1 na centrlfugeren bij 107C en 42,000 rpm ge-
durende 20 uur in efn MSE'SW 60-Ti rotor in 41% (w/w) CsCl in 0,01 M
Na-fosfaatbuffer + 0,1%Z formaldehyde. &4 : pH 8,5; B : pH 6,5; C : on-
behandeld, gradiént zonder formaldehyde, pH 6,5,

Om te zien of het mogelijk was om de bodemcomponent in een bepaalde dicht-
heidscomponent met formaldehyde te fixeren werd de bodemcomponent gedurende 2
uur bij kamertemperatuur met 1% formaldehyde gelncubeerd en daarna gedurende 20
uur bij 16°¢ en 42.000 rpm tot evenwicht gedraaid in 431% (w/w) CsCl in 0,01 ¥
Na-fosfaatbuffer pH €,5, respectievelijk pH 8,5. In Fig. 8.5. .wordt het effect
van formyleren op de verhouding van de bedemcomponenten gegeven, In deze figuur
is te zien, dat na formyleren niet alleen bij pE 8,5 maar ook bij pH 6,5 voor-
namelijk Bl veorkomt, in tegenstelling tot centrifugeren bij pH 6,5 zonder for-
maldehyde wanneer voornameli jk B, gevonden werd (zie Fig. 8.3.}. Het effect van
formaldehyde op de structuur van de bodemccmponentdeeltjes werd onderzocht met
behulp van de elektronenmicroscoop.

Deartoe werden de afzonderlijke componenten van CPMV bij pH 6,5 en pE 8,5 tot
evenwicht gedrasid in CsCl-gradifnten en gedurende 2 uur met 1% formaldehyde

gefixeerd. Daarna werden ze gedialyseerd in de koude kamer tegen 0,01 M Na-fos-—

67



% i

Fig. 8.6, Elektronenmicroscopische opnames van de bodemcomponent van CPMV na ne-
gatieve contrastering met 27 PTA pH 7,0. De bodemcomponent was tot e-
venwicht gedraaid in CsCl bij pH 6,5 (B) en bij pH 8,5 (C) en daarna
in de CsCl oplossing gefixeerd met 1% formaldehyde. A, is een onbehan-
deld preparaat. De lijn komt overeen met 50 nm.

faatbuffer pH 6,5 of pH 8,5 met 0,3% formaldehyde en vervolgens bekeken in de
elektronenmicroscoop na negatieve contrastering met 2% PTA pH 7,0 of 1% uranyl-
oxalsat pH T,0. Bij vergelijking van de gefixeerde preparaten met de onbehan—
delde controles werden na klesuring met uranyloxalaat geen verschillen gevonden.
In de met PTA negatief gecontrasteerde preparsten van de vi) pH 8,5 gefixeerde
bodemcomponent werden echter een groot aantal min of meer afgebroken virusdeel-
tjes gezien, zoals blijkt uit Fig. 8.6. Om na te gaan of het effect van formal-
dehyde op een andere manier gesimuleerd kon worden, werd de bodemcomponent 00k
tot evenwicht gedraaid in CsCl bij pH 6,5 en 8,5 in de aanwezigheid van 10-2

M EDTA of 10-3 M MgCle. EDTA vermindert de stabiliteit van verscheidene virus-
sen (bijv. turnip yellow mosaic virus en southern besn mosaic virus; Wells en
Sigler, 19069 Seghel, 1973}, terwijl Mg++ het tegenovergestelac « 2t heeft.
Beide reagentia bleken echter geen invloed te hebben op de verdeling van de bo-
demcomponent over Bu en Bl'

Behalve door veranderingen in de conformatie van de deeltjes {zwellen, krimpen,
reorganisatie van de eiwitten}, zou het grote verschil in zweefdichtheid tussen
de twee bodemcomponenten ock het gevolg kunnen zijn van verlies van eiwit, het-—

geen tot een grotere zweefdichtheid leidt of verlies van RNA, hetgeen tot een

68



lagere zweefdichtheid leidt. Het verschil in dichtheden van de twee bodemecompo-
nenten 1e zodanig (0,039 g/cm3), dat, Bu een eiwitgehalte van ca. 70% zou hebben
en Bl van ongeveer 60%. Het was echter niet mogelijk om door middel van gele-
lektroforese van nucleoproteine, van de eiwitten en van de RNAs enig verschil
tussen de twee bodemcomponenten aan te tonen. Ze hadden ook een gelijke sedi-
mentatiesnelneid en leverden dezelfde bijdrage in de infectiositelt bij toet-
gen in combinatie met de middencompcnent. Het is dan ook onwaarschijnlijk, dat
er verlies ven RNA optreedt. Ook voor verlies van eiwlt zlijn er geen aanwijzin-

gen.
8.5. Bespreking

Wanneer de centrifugale componenten van het CPMV blj neutrale pH in CsCl tot
evenwicht worden gedraaid, dan worden 8 componenten van verschillende zweefdicht-
heid gevonden, die in groepjes van twee dicht bij elkaar liggen. Deze groepjes
van twee banden komen overeen met de tepccmponent, de middencomponent, een lich-
te bodemcomponent en een zwere bodemcomponent. De twee banden met een klein ver-
schil in dichtheid die bi] iedere component geveonden worden, komen cvereen met
de twee elektroforetische vormen van elke centrifugale component, waarbi] de
snel migrerende vorm (¥) een iets grotere zweefdichthelid heeft (ongeveer C,004
g/cm3) dan de langzaam migrerende vorm (S). Dit verschil kan verklaard worden
docr de grotere negatieve lading van F die daardocr relatief meer s’ -ionen
kan binden. De zweefdichtheid ven de componenten is afhankelijk van de pH. Bij
pH 6,5 is de dichtheid van alle (sCl-componenten (tweemaesl T; tweemsal M en
viermasl B} iets lager dan bij pE 8,5 (ca. 0,005 g/cms). Deze toename in zweef-
dichtheid bi) verhoging van de pE is reversibel, en is waargchijnlijk het gewolg
van een toensmende dissociatie van loniseerbare groepen in het manteleiwit, waar-
door in toenemende mate Cs+—ionen gebonden kunnen worden.

Nazst deze kleine variaties in dichtheid, wearin de pH en de elektrofcretische
vorm van een bepaslde component tot uiting komt, heeft er bij de bodemcomponent
een opsplitsing plaats in CsCl in twee bodemeccmponsnten met een sterk verschil-
lende zweefdichtheid. De zweefdichtheden bedragen bij pE 6,5 resp. 1,404 g/cm3

en 1,442 g/cm3 voor de langzasam migrerende vorm. De oorzaak van dit grote ver-
schil in zweefdichtheid is niet duidelijk. Waarschijnlijk is de zwaardere compo-
nent (Bl) een artefact en niet de lichtere component (Bu), zoals door Van Griens-
ven (1970} verondersteld werd. Aanwijzingen hiervoor zijn, dat de omzetting van

wel mogelijk is, masr niet anderscm, en dat de hceveelheid B, tce-

Bu naar- B 1

1
neemt met de duur van de centrifugatie.
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Het iz niet bekend welke veranderingen de bodemcomponent cndergaat tijdens de
run. Deze opsplitsing van B is wearschijnlijk een algemene eigenschap van de
cowpea-mozalekvirusgroep. Zi] wordt bijv. ook gevenden bij squash mosaic virus
(Mazzone et al., 1962) en radish mosaic virus (White et al., 1973). Het hetero-
geen zijn bi] evenwichtscentrifugatie in dichtheidsgradi&nten van schijnbsar
homogene preparaten is niet specifiek voor CPMV, het wordt ook bi] een amantal
andere virussen gevonden. Het verschil in zweefdichtheld tussen de verschillen-
de componenten bi]j deze Vvirussen weersplegelt meestal een verschil in RNA-inhoud
{cowpea chlorotic mottle virus, Baneroft, 1971; bromegrass mosaic virus, Lane en
Kaesbterg, 1971; komkommermozaiekvirus, Lot en Kaper, 19T73; tebakskringvlekkenvi-
rus, Schneider et al., 1972) of een verschil in oppervlaktelading (scuthern bean
mosaic virus, Magdoff-Fairchild, 1967; turnip yellow mosaic virus, Stols 1964),
Bij reovirus (Engler et al., 1570) neemt de dichtheid wvan het virus toe door
verlies van eiwit. Dit soort verschillen kon tussen de twee bodemccmponenten van
CPMV echter niet sangetoond worden. Beide componenten hadden een gelijk elektro-
foresepatrcon van virus, eiwit en RNA, terwijl de bijdrage in de infecticsiteit
in.combinatie met de middencomponent gelijk was.

Behalve het grote verschil in zweefdichtheid tussen de ccmponenten konden er ver-
der geen verschillen tussen de twee bodemcomponenten aangetoond worden. De deel-
tjes waren biclogisch en chemisch gelijk, en ock gua structuwr en grootte waren
geen verschillen zichtbaar in de elektronenmicroscoop. De toename in zweefdlicht-
heid van B bij pH 8,5 kon bi} pH 6,5 gesimuleerd worden door incubatie met for-
maldehyde: ook bij pH 6,5 werd dan vrijwel alleen de zware bodemcomponent geven-
den. Hieruit mag echter niet geconcludeerd worden, dat de ncrmale vorm van de

bodemcomponent in afwezigheid van CsCl overeenkomt met B. . Wanneer de bodemcom-

ponent, na fixeren bij pH 8,5 met formaldehyde in de elekircnenmicroscoop beke-
ken wordt na negatieve contrastering met PTA blijkt een groot santal deeltjes
een lossere structuur te hebben dan bij de cnbehandelde bodemcomponent. Het is
dan ock niet zeker of de bodemcomponent door formaldehyde gefixegrd wordt, of
dat formaldehyde de eiwitmantel verstoort, zoals bij poliovirus het geval 1ijkt
te zijn (Wouters et al., 1973). Deze verstoring zou dan een verandering in de
binding van cs*oionen of de hydratatie van het RNA en/of het eiwit tot gevolg
kunnen hebben. )

Het 1ijkt niet onmogelijk, dat Eu cntstaat docr zwellen van de bodemcomponent
in de hoge CsCl concentratie bij het evenwichtscentrifugeren. De zwelling zou
dan weer resulteren in een toename in de binding van Cs+-ionen, hetgeen de
weerspiegelt, Hiermee in overeenstemming is, dat lang

Ock het felit, dat Bu

overgang V&n Bu in Bl

centrifugeren bij pH 6,5 omzetting geeft wvan B naer B,.
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overgaat in B, wanneer de pH verhoogd wordt psst ock goed in dit verband, omdat

1
verhogen van de pH door de toegenomen ionisatiegraad van het eiwit zal resulte-

ren in gwelling of de zwelling blj hoge CsCl concentratie zal bevorderern. In hoe-
verre het voorkomen van twee hodemcomponenten met een groot verschil in dichtheid

gerclateerd is aan de stabiliteit van de bodemcomponent is niet bekend.
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9 Samenvatting

Gezuiverde preparaten van het cowpea-mozalekvirus (CPMV) bestaan uit drie cen-
trifugale componenten die amangeduid worden als top- (T), midden- (M) en bodemcom-
penent (B). De sedimentatieco&ffici&nten bedragen respectievelijk 58 S, 95 S en
118 8. Alle componenten zijn isometrische deeltjes met een diameter van 20 nm en
hebben een gelijke eiwitmantel. T is een lege eiwitmantel, M en B 2ijn nucleopro-
téines die resp. 25 en 36% RNA bevatten. Per deeltje (M of B) wordt slechts &8n
streng enkel-strengig RNA gevonden.

De molecuulgewichten van de RNAs zijn bepasld volgens cen drietal empirische me-
thodes die verschillen in de mate waarin de secundaire structuur van de RNAs het
resultaat kan beInvlceden. Uit de sedimentatiesnelheden van geformyleerde RNAs
(hog 5% secundaire structuur sanwezig, Boedtker 1968) kunnen molecuulgewichten
van 1,4 x 106 T {M)en 2,1x 106 D bereckend worden. Uit de mobiliteit van de
CPMV-RNAs op polyacrylamidegels ten opzichte van de ribosomale RNAs van Escheri-
chia eoli konden bi] elektroforese onder niet denaturerende omstandigheden mole-
cuulgewichten berekend worden van 1,5 x 106 D voor M-RNA en 2,55 x ‘IO6 D voor
B-RNA. Bi]J elektroforese onder denaturerende cmstandigheden (8 M ureum; 60° ¢)
wordt voor M-RNA 1,37 x 106 D gevonden en voor B-RNA 2,02 x 106 D. Uit de grote
verschillen in de waardes vocral veor B-RBNA die gevonden wordea bij de verschil-
lende methodes blijkt, dat de secundaire structuur veel invlced heeft op de uit-
eindelijk gevonden molecuulgewichien. Bij de elektroforese in 8 & ureum bij 50°¢
zijn zowel de Escherichia ccli BNAs als de CPMV-RNAs vclledig gedenatureerd (zie
hyperchromiciteitscurve in Fig. 3.3.), zodat bij deze methode er geen verschil-
len bestaan in secundaire structuur tussen de te toetsen RNAs en de RNAs met be-
kend molecuulgewicht, Deze methode geeft ons inziens dan ock de meest betrouwba-
re resultaten.

De capside van CPMV is cpgebouwd uit twee verschillende eiwitten. De eiwitten
werden ge&xtrahserd door incubatie met natriumlaurylsulfaat.eﬁ 2-mercaptoéthanol,
Om sggregatie van het eiwit te voorkemen was het noodzakelijk om de SH- groepen
van het eiwit of wel te beschermen door 2-mercaptodthanol sanwezig te houden, of
wel te,blokkeren docr carboxymethyleren of oxyderen. De molecuulgewichten van de
eiwitten werden geschat door middel van polyacrylamide-gelelektroforese in de
ananwezigheid van SDS volgens de methode van Weber en Osborn (1969). Voor gecar-
boxymethyleerde eiwitten werden moclecuulgewichten van 44,000 D en 25.000 D ge-
vonden en voor geoxydeerde eiwitten 49.000 D en 27.500 D. Deze verschillen in de
molecuulgewichten van de eiwitten na carboxymethyleren en na oxyderen duiden er

op, dat de conformatie van de eiwitten toch nog een rcl speelt bij het gevonden
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resultaat.
De twee eiwitten worden bi] alle drie centrifugale componenten in equimolaire
verhouding gevonden, zodat het zeer waarschijnlijk is, dat de centrifugale com-
ponenten ldentieke eilwltmantels hebben.

De deeltjesgewichten van de centrifugale componenten zijn bepasald door lichtver-
strooilngsmetingen en door sedimentatie-evenwichtscentrifugeren., Bij lichtver-

6 b (7), 5,6 x 10° D (1) en 6,1 x
106 D (B) gevonden en bij sedimentatie-evenwichtscentrifugeren 3,8 x 106 D (T},
5,15 x 10° D (M) en 5,87 x 10°

lichtverstrooiing en bi] sedimentatie-ev:nwichtscentrifugeren zijn wat betreft M

strooilng worden deeltjesgewichten van 4.5 x 10
D (B). De verschillen in de waardes gevonden bi]

en B klein en liggen binnen de experimentele fout (+ 3%). De verschillen zijn
wel groot bij T. Dit kan verocrzaskt worden door aggregatie of verontreiniging
met hocgmoleculair materiaal dat bi] lichtverstrociing wel het resuitaat beln~
vlicedt, maar bij sedimentatie-evenwichtscentrifugeren gesedimenteerd wordt. Het
is niet uitgesloten, dat ock enige aggregatie of verontreiniging met grote deel-
tjes een rcl speelt bij M en B. De waardes van lichtverstrecoiing liggen allen ho-
ger dan bij sedimentatie-evenwlichtscentrifugeren.

Gezuiverde preparaten van het virus zijn heterogeen, wanneer ze geanalyseerd
worden door middel van elektroforese. Er worden dan itwee elektroforetische vor-
men gevonden die aangeduid worden als de langzaem migrerende (S) en de snel mi-
grerende (F) vorm. S en F kunnen geschelden worden door middel van elektroforese
in een saccharose-gradiént. Elke elektroforetische vorm bestaat uit alle drie
centrifugale componenten. Wanneer de eiwitsamenstelling van een CPMV-preparaat
bestaande uit 8 en F, geanalyseerd wordt door middel van polyacrylamide-gelelek-
troforese, worden drie eiwitten gevonden: een groot eiwit (I), en twee kleine
eiwitten (II en III). Eiwit II is specifiek voor S en eiwit III voor F (Fig.h.2.).
Uit de loopsnelheid vean eiwit II en III kan, na carboxymethyleren van de eiwit-—
ten door middel ven SDS-polyacrylamide-gelelektroforese een mclecuulgewicht van
25.000 D voor eiwit II en 22.000 D voor eiwit III geschat worden. De loopsnel-

heid ven eiwit I van 8 (I.) is gelijk aan de loopsnelheid van eiwit I van F (I

S 7
bi) elektroforese op polyacrylamide gels. Om te zien of er toch verschillen be-
stasn tussen deze twee elwitten, werden de aminozuursemenstellingen bepaald na
scheiden van de eiwitten van de gescheiden elektroforetische vormen door middel
van gelfiltratie over Sephadex G-200 met 5 M ureum als eluent (Tabel L.3.). Uit
deze tabel blijkt dat er niet alleen venschillen bestaan tussen eiwit T en eiwit

II en III, maar dat ook eiwit I van § (I_.) en eiwit I van F (IF) duidelijk ver-

S
schillen. Beide eiwitten van een gegeven elektroforetische vorm zijn dan ook

specifiek voor die elektroforetische vorm.

T3



centrifugale elektroforetische eiwitten
componenten vormen

. 6
NPT T e,
N 1 \.\
Mw: 515 x108 D]_ M< grr‘gteolytische \.I?
25°% RNA ~ ymen j
6 “":\\ v /’/’///m -/I
Mw: 587 x106 D | YA N IF“

36 °% RNA

Fig. 9.1. Overzicht van de eigenschappen van CPMV

Deor incubatie met proteolytische enzymen is het mogelijk om de loopsnelheid van
S te verhogen. Deze toename van de lcoopsnelheid van S gaat gecorreleerd aan een
toename in loopsnelheid van eiwit II. Ulteindelijk valt eiwit II samen met eiwit
III. (Fig. 5.1. en Fig. 5.2.). De verschillen tussen de molecuulgewichten van ei-
wit II en III duiden op een veel groter verschil dan 7 aminozuren tussen eiwit
II en III. Wanneer, zcals blijkt uit Tabel 4.3. bij de overgang van S naar F ho-
vendien veranderingen in eiwit I cptreden, is het duldelijk dat de overgang van
S naar F aanzienlijk gecompliceerder is, dan aanvankelijk dcor Niblett en Semancik
(1960) werd verondersteld. Een overzicht van de eigenschappen van CPMV en het ver—
band tussen de centrifugsle componenten, de elektroforetische vormen en de eiwit—
ten is gegeven in Figuur 9.1.
Tussen de deeltjes van S en T zijn in de elsktronenmicroscoop geen verschillen
zichtbaar. Dit is ock niet te verwachten, wanneer de omzetting van S naar F niet
gepaard gaat aan een hercrganisstie van de eiwitmantel, Een verschil in molecuul-
gewicht ven ca. 2.500 D (tussen eiwit II en eiwit III) is bij het cplossend ver-
mogen van de microscoop (ca, 2,5 nm) niet aantoonbaar.

De cpbouw van de eiwitmantel is cnderzocht door middel van drie-dimensionale
beeldreconstructie aan de hand van negatief gecontrasteerde preparaten. Het ge-
reccnstrueerde beeld heeft 5, 3, 2 symmetrie en lijkt op een rhombisch triacon-

tafder (Fig. 7.3.). De grote eiwitten zijn in dit model geclusterd in 12 penta-
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meren op de 5-tallige posities en de kleine eiwitten in 20 trimeren op de 3-tal-
lige posities (Crowther, Geelen en Mellema, in druk).

De infectiositeiten van 5 en F zijn gelijk dit in tegenstelling tot de gege-
vens van Niblett en Semancik (1969, 1670). Bij veroudering gaat de infectiositeit
van 3 echter snel achteruit, en van F slechts langzaam, zodat na verlocp van tijd
wel grote verschillen tusser S en F gevonden worden. De loopsnelheid van S veran-
dert niet tijdens het verlies van de infecticsiteit. De corspronkelijke infectio-
siteit van § kan vrijwel hersteld worden door incubatie met trypsine en chymo-
trypsine. Bij deze incubatie neemt de loopsnelheid van S sterk toe en wordt bijna
gelijk san de snelheid van F. Incubatie met trypsine of chymotrypsine heeft geen
effect op de infectiositeit of de loopsnelheid van F. De ladingsverschillen tus-
sen 8 en F hebben blijkbaar geen invloed op de specifieke infecticsiteiten van S
en F. Wel lijken de aminozuren die bij de overgang van 8 naar F van S afgesplitst
worden een rol te spelen bij het verlies van de infectiositelt van 8. Afsplitsing
geeft namelijk een herstel van de corspronkelijke infectiositeit.

Tijdens bewaring van CPMV wordt soms een omzetting van S naar F gevenden. Een
snelle toename in de locpsnelheid van 5 wordt gevonden bi] virus dat met PEG/NaCl
uit vers bladmateriaal gezuiverd was, en vrijwel geen verandering bij virus dat
met butanol-chloroform gezuiverd is (Fig. 5.1. en Fig. 5.3.). Vrijwel geen veran-
dering in de lcopsnelheid van S wordt ook gevonden bij prepaeraten die een extra
zuivering hebben cndergaan, zoals het scheiden varn de centrifugale componenten
of het scheiden van de elektroforetische vormen., De cmzetting van S naar F die
i) bewaring soms gevonden wordt, is waarschijnlijk het gevolg van verontreini-
ging van de preparaten met proteolytische enzymen van de waardplant, aangezien
incubatie van CPMV in het sap van geinfecteerde planten of in de oplosbare eiwit-
fractie leidt tot dezelfde omzetting (Fig. 5.4.}.

Wanneer de centrifugale componenten van CPMV tot evenwicht gedraaild worden
bi]j neutrale pH in CsCl-gradiénten, worden acht ccmponenten gevonden. Deze come
ponenten komen overeen met S en F van elke centrifugale component, terwijl B
daar overheen nog opsplitst in twee componenten met een grcot verschil in dicht-
heid (Bu : dichtheid 1,406 g/cm3; B1 : dichtheid 1,LL4 g/cm3). Het verschil in
zweefdichtheid tussen de elektroforetische vormen van een bepaalde component {ea,
C,004 g/cm3) 1ijkt grotendeels het gevolg van een grotere binding van 0s*-ionen
aan F, die meer negatieve lading heeft dan aan S. In het bijzonder wijst hiercp
het feit, dat ook bij T die alleen uit eiwit bestaat vrijwel hetzelfde verschil
in zweefdichtheid tussen F en S wordt gevonden als bij de andere componenten. De
zweefdichteid van alle componenten is afhankelijk van de pH. Bij een hogere pH

wordt een hogere dichtheid gevonden. Dit effect 1s reversibel, en waarschijnlijk
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het gevolg van verschillen in binding van s ~ionen bi] verandering van de pH.
Naast de kleine verschillen in dichtheid in CsCl die afhankelijk zijn van de

elektroforetische vormen en de pH, wordt er biJ de bodemcomponent een groot ver-

schil in zweefdichtheid gevonden {ca. 0,040 g/cm3) tussen Bu en B.. Het is niet

1
duidelijk, wat de oorzask ls voor dit verschil in zweefdichtheid. Bu en B. hebben

een gelijke RNA-inhcud, een gelijke eiwi:samenstelling, een gelijke sedimintatie-
snelhelid en een gelljke bijdrage tot de infectiositeit. Na centrifugeren bij pH
8,5 wordt vrijwel alleen Bl gevonden en na centrifugeren tij pH 6,5 vrijwel al-
leen Bu. Door de pH te verhogen van pH €,5 nasr pH 8,5, of door lang ©ij pH 6,5
te centrifugeren (Fig. 8.3. en Fig. 8.4.) is het mogelijk om B om te zetten in

B,. Deze omzetting is irreversibel. Een mogelijke verklaring voor dit verschijn-

sil is de volgende: onder invleced van de hoge zoutsterkte zwellen de deeltjes.

Dit resulteert 1ln een toegenomen binding van Cs+-ionen (Bu gaat over naar Bl, na
lang draaien bij pH 6,5). Verhogen van de pH van 6,5 naar 8,5 bevordert het zwel-
len van de deeltjes, zcdat hel proces van zwellen en toename in cs*-ionen binding
bij hogere pH sneller zal verlopen en minder Bu gevonden zal worden dan bij lage-

re pH na dezelfde tijd van centrifugeren in CsCl-oplossingen.
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10 Summary

Purified infectious preparations of cowpes mosaic virus {CPMV) consist of
three centrifugal components with sedimentation coefficients of 58, 95 and 118
S. These are referred to as top (T}, middle (M) end bottom (B] component. M and
B are nucleoproteins containing 25 and 36% RNA respectively. All three compo-
nents are isometric particles with a diameter of 20 nm and have identical cap-
sids. Both nucleoproteins (M and B) are necessary for infectivity (Van Kammen,
1968) and some direct evidence for the distribution of the genetic properties
has been given by Bruening {1969) and De Jager and Van Kammen (1970).

The molecular weights of the RNAs have been determined by three emperical
methods which differ in the remaining secondary structure of the RNAs. From the
sedimentation velocities after formylation of the RWAs (5% secondary structure
remaining; Boedtker, 1968) values of t.L x 106 D (M-RNA) and 2.1 X 106 D (B-RNA)
could be calculated. From the mobilities of the CPMV-RNAs compared to the mcbil-
ities of the Facherichia colif ribosomal RNAs upon electrophoresis in polyacryl-
amide gels under non denaturing conditions molecular weights of 1.55 x 10 D
(M-RWA) and 2.55 x 106 D (B-KNA) could be caleulated. If the molecular welghts
were determined by electrophoresis on polyacrylamide gels under denaturing con-—
ditions (& M urea, 6000) values of 1.37 x 10" D {M-RNA) and 2.02 x 106 D (B-RNA)
were found. In 8 M urea at 60°C the secondary structure of the Escherichia coli
ribosomal ENAs is completely eliminated {Reynders et al., 1973). The CPMV-RNAs
are also completely denatured under these conditions as has been shown by hyper-
chromieity measurements (Fig. 3.3.). As the values determined by gel electro-
phoresis under denaturing conditions are not affected by differences in second-
ary structure between the marker-RNAs and the CPMV-RNAs, these molecular weights

are the most reliable.

The capsid of CPMV is constructed from two different proteins. CPMV was degra
ded with 1% sodium dodecyl sulfate in the presence of 1% 2-mercaptoethancl. To
prevent aggregation of the proteins it was necessary to protect the SH- groups
of the protein with mercaptoethanol or to block these groups by carboxymethyle-
tion or performic acid oxidation. The molecular weights of the proteins were
estimated by SDS-polyacrylamide gelelectrophoresis according to Weber and Osborn
{1969), Mclecular weights of 44,000 D (I) and 25,000 D (II) were found for the
carboxymethylated proteins end 49,000 D (T) and 27,500 D {IT) for the performic
acid oxidized proteins. The SDS bound to the protein apparently dces not elimi-
nate differences in the conformation of the proteins. The two proteins are found

in all three centrifugal components in eguimelar ratio, indicating an identical

Tf



capsid of T, M and B.

The particle waights of the centrifugal components have been determined by
light-scattering and sedimentation-equilibrium centrifugstion. By light-scatter-
ing particle weights of 4.5 x 106 D, 5.6 x 106 D and 6.1 x 106 D, and by sedi-
mentation-equilibrium particle weights of 3.80 x 106 D, 5.15 x 106 D and 5.87 x
106 D were found for T, M and B respectively. The differences between the parti-
cle weights determined by light-scattering and by sedimentation-equilibrium are
within the experimental error (+ 5%) for M and B. The difference is larger for
T. This is probably caused by aggregation or contamination with large particles.
This will affect the particle weight obtained by light-scattering, but not the
particle weight obtasined by sedimentation-egquilibrium if the contaminant or the
aggregates precipitated. Although the differences hetween the wvalues obtained
by the two methods are not very large for M and B, the values of sedinentation-
equilibrium are probably the best, since the agreement of these particle weights
with the molecular weights of the RNAs and the RNA-content of M and B is very
good (M : 25% BNA; Mw-RNA : 1.37 x 106 Dand B : 36% RNA ; Mw-RENA : 2.02 x 10

D }. It can not be excluded, that some aggregation or contamination with large

6

particles affects also the particle weights obtained by light-scattering of M
and B, as all light-scattering values are consistently higher than the sedimenta-
tion-equilibrium values.

When purified preparations of CPMV are analysed by electrophoresis, two elec-
trophoretic forms are seen : a slow (S) moving and a fast (F) moving electropho-
retic form. Each of the electrophoretic forms consists of all three centrifugal
components. S and F can be separated by electrophoresis in a sucrose gradient.
If the proteins of a CPMV preparation consisting ¢f 8 and F, are analysed by e-
lectrophoresis on polyacrylamide gels, three proteins are seen: one large prote-
in {I) and two small proteins (II and III) {Fig. L.2.). Protein II is specific
for 8, and protein IIT for F. Molecular weights of 25,000 D for protein II and
22,000 for protein IIT can be estimated by SDS-polyacrylamide gelelectrophoresls
of the carboxymethylated proteins. The distance migrated by protein I of S (IS)
and the distance migrated by prectein I of F (IF) is the same. To check if there
are differences between these two large proteins, the proteinsg of the separated
electrophoretic forms were separated by gel filtration on Sephadex G 200 with
5 M urea as eluent, and the amino acid compesitions determined (Table 4.3.).
From this table it can be seen that there are not only differences between pro-
tein I and protein IT and IITI, but that also protein I of S (Is) and protein I
of F (IF) are clearly distinet. Both proteins of an eletrophoretic form are

therefore characteristic for that form.
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Fig. 10.1. Relationship between the components of CPMV

By incubation with proteolytic enzymes it is possible to increase the elec-
trophoretic mobility of S. Thig increase in mobility of S is correlated with an
inerease in mobllity of protein II (Fig. 5.1. and Fig. 5.2.). The differences
between the molecular weights of protein IT and IIT indicate a larger difference
between these two proteins than T emino acids. When, as can be seen from Table
4,3,, moreover protein I changes upon the conversion of S into F, it is clear,
that the conversion of S intc F is much more complicated than was supposed by
Niblett and Semancik (1969}. The properties of CPMV and the relationship be-
tween the centrifugal components, the electrophoretic forms and the proteins are
summarized in Figure 10.1.

No differences can be seen in the electron microscope between the particles
of 5 and F. This can be expected, as the conversion of S into F apparently does
not lead to a reorganisation of the protein coat. A difference in meclecular
weight of approximately 2,500 D (estimated by SDS-polyacrylsmide gelelectropho-
resis) between protein IT and III is not detectable in the electron microscope.

By three-dimensicnal image reconstruction of electron micrographs it was
shown that the capsid of CPMV possesses 5, 3, 2 symmetry. Based on the proper-
ties of the protelns and the reconstructed image a model is proposed conslsting
of twelve pentamers of the large protein at the 5-~fold positions and twenty
trimers of the small protein at the 3-fold pesitions (Fig. 7.3., Crowther et al.
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in press). The geometrical figure traced out by the ridges of preteins joining
5=-fold and 3-fold positions is approximately 2 rhombic triacontahedron.

Niblett and Semancik (1969, 1970} showed that S was less infectious than F,
even though the RNA of 2 was more ianfecticus and less degraded than the RNA of
F. This 1s only true, if old preparations are tested. The infectivities of 3
and F are equal, provided fresh preparations are used. The infectivities of the
RNAs of S and I are equal, and there 1s no appreciable sign of a difference in
degraedaticn, as judged by gel electrophoresis {Fig. €.1.). After in vitro aging
of 8 a loss 1n infectivity is observed; the initlal infectivity can be restored
by incubaticn with trypsin or chymotrypsin {Table 6.3.,). Upen aging the mobility
of 8 is not changed, but the mobility increases upon incubation with trypsin or
chymotrypsin. Aging in vitre and incubstion with trypsin or chymotrypsin affect
neither the infectivity nor the mobility of F. Since no increasse in mobility of
S was observed upon aging, the charge is not decisive for the difference in in-
fectivity between S and F, as has been suggested by Niblett and Semancik (1970).
But it 1s likely that the amino acids which determine the difference between S
and F, do play an important role in the less of infectivity of S upon aging. Re-
moval of these amino acids by incubation with proteolytic enzymes results in an
restoration of the Initial infectivity.

During storage partial conversion of 8 into F is sometimes observed. A fast
conversion is seen with virus purified by the PEG/NaCl method from fresh leaves
and essentially nc conversion with virus purified by the butancl-chloroform meth-
od from frozen tissue {compare Fig. S.1. and Fig. 5.3.). Essentlally no increase
in the mobility of S is observed also with preparations which have undergene an
extra purification step, e.g. separation of the electrophoretic forms or separa-
tion of the centrifugal components. This partial conversion probably results
from proteolytic enzymes contaminating the preparations, as incubation of CPMV
in the soluble protein fracticn or in the homogenate of infected Vigna leaves
leads to the same conversion (Fig. 5.h4.).

If the centrifugal components are centrifuged to equilibrium in CsCl gradients
-t neutral pH, eight components are found. These components are S and F of top
component, S and F of middle component, S and F of & bottom component with a low
buoyant density (Bu) and 8 and F of a bottom component with a high buoyant den-
sity (Bl). The difference in buoyant density betwesn S and F of a centrifugal
component (ca. 0.00L g/cm3) is probably caused by a difference in the amount of
Cs+—ions bound to S5 and ¥, as the seme difference in buoyant density is also
found between S and ¥ of top component (which consists of only protein). The

buoyant density of all the components is dependent upon the pH. The density in-
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creases With increasing pH. The difference in density tcetween pH 6.5 and pH 8.5
is approximately 0,005 g/cmB. This density-shift is reversible and probably the
result of an increased Cs+—ion5 binding with increasing pH.

Besides these small differences in buoyant density cbserved at different pH's
and between the electrophoretic forms, there is a large difference in buoyant
density between the twc bottom components {about 0,040 g/cm3). It is not clesr
what causes this difference. Bu and Bl have the same RNA-content, the same pro-
tein composition, the same sedimentation coefficient and the same contribution
to the infectivity. When bottom component is centrifuged in CsCl solutiocns at
pE 8.5 almost only B is found and at pH 6.5 almost only B (Fig. 8.3.). By in-
creasing the pH from 6.5 tc 8.5 or by increasing the length of the run at pH 6.5
(Fig. 8.L.) B, can be converted in B, .

The econversion from Bu into B, 1s irreversible. A possible explanation for

this phenomenon is as follows: tie particles swell due to the high ionic
strenght. The swelling causes an lrreversible change in the conformation of the
particles, resulting in an increased binding of Cs+-ions (Bu changes to Bl by in-
creasing the length of the run at pH 6.5)., Increasing the pH from 6.5 tc 8.5 pro-
motes the swelling. The process of the swelling to Bu and the conversion of Bu
to Bl is then so greatly accelerated that after about 20 hours centrifugation
{the standard time in these experiwents) almost no Bu is left.

Parts of this thesis have been published earlier {Geelen et al., 1972; Geelen

et al., 1973; Crowther et &l., in press).
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Errata
pag. L4, Tde regel van onderen te lezen:
morfologische subeenheld vormen overeenkomstig het model dat voor Mouse-Elber-

pag. 20, Tde regel van onderen te lezen:

gecalibreerde bulzen precles op 5 ml gebracht met tweemaal gedestilleerd water,

pag. 36, Tde regel van onderen te lezen:

4.5.). De eiwitten werden op kleine schaal gescheiden door middel van polyscryl-

pag. 52, 2de regel van onderen te lezen:

De specifieke infectiositeiten van S en F en hun RNAs worden gegeven in Tabel

pag. 68, Tde regel van onderen te lszen:

Sisler, 1969; Seghal, 1973), terwijl Mg++ het tegenovergestelde effect heeft.



