CHEMICKE ZVESTI XI, 2 — Bratislava 1957

NIEKTO_RE FYZIKALNE VLASTNOSTI VIRUSU TABAKOVEJ MOZAIKY
CISTENEHO KOMBINACIOU CHEMICKEJ A SEDIMENTACNEJ METODY

FRANTISEK SOKOL

Virologicky ustav Ceskoslovenskej akadémie vied v Bratislave

Pre Stadium chemickych a fyzikdlnych vlastnosti virusov je vo vidsine
pripadov potrebné oddelit od nich ¢o mozno najvidsiu ¢ast nevirusovych
latok. Na pripravu virusovych purifikdtov sa musia volit také metédy, aby sa
vyéisteny virus svojimi biologickymi, chemickymi, fyzikdlnymi a morfolo-
gickymi vlastnostami ¢o najviac pribliZoval infekénej ¢astici pritcmnej v rast-
linnej alebo Zivod&isnej bunke. Z tychto pri¢in je najspravnejsie pouzit na pri-
pravu purifikdtu virusu tabakovej mozaiky (v dalsom VTM) sedimentaént
meto6du, ktort opisal Wyckoff [1].

Najvyhodnejsie je uskutocéiiovat sedimentdciu VIM v Sharplesovej super-
centrifuge [2], ktord je vhodna na spracovanie niekolkolitrovych objemov
surovej Stavy z infikovanych listov. My sme na pripravu purifikdtu volili
kombindciu chemickej a sedimentaénej metdédy, ktorou je mozné vydistit
vicsie mnozstvo virusu i na vzduchom hnanej uhlovej supercentrifage. Tento
postup je vhodny aj z toho hladiska, Zze takto &isteny virus je dokonalejsie
zbaveny farebnych latok [3, str. 176] pritomnych v surovej $tave, a preto je
vhodnej§i pre optické (napr. rozptylové) merania. V tejto praci opigeme nie-
ktoré fyzikalne vlastnosti VIM pripraveného uvedenou d&istiacou metédou.

Material a metddy

Priprava virusového purifikitu. Vychodiskovym materidlom pre ziskanie 8istého virusu
boli listy prirodzeneinfikovanychrajéiakov z polnej kulttry na juhozdpadnom Slovensku,
ktoré boli priebehom 5 mesiacov udrzované pri teplote —25 °C. Spracovali sme 2,38 kg
zmrazenych listov, z ktorych sme po pomleti, vylisovani, filtrovani cez dvojita gdzu a po
nizkoobréatkovom odstredeni ziskali 1200 g infikovanej Stavy. Stava obsahovala 0,576
mg/ml nedialyzovateIného dusika stanoveného mikrometédou podla Kjeldahla. Virus
sme ¢&istili a koncentrovali v prvej etape chemickou cestou podla Bawdena a Pirieho
[3, str. 172]. VIM sme trikrét prezrézali siranom an énnym. Po tretom zraZani bol virus
skoncentrovany v 270 ml roztoku. Nasledovalo izoelektrické zrdZanie pri pH. 3,30 a dia-
lyza proti obyéajnej a destilovanej vode. Po vyéireni roztoku nizkoobritkovym odstre-
denim bol virus skoncentrovany v 60 ml roztoku a obsahoval 1,78 mg N/ml. VTM sme
dvakrat sedimentovali v supercentrifuge pri 30 000 ot/min. (75 000 gv strede skimavky)
po dobu 90 minut, pricom po kazdej supercentrifugacii nasledovalo rozpustanie virusu
v destilovanej vode a &éirenie koloidného roztoku nizkoobritkovym odstredenim. VSetky
operécie pridisteni virusu sa robili pri 45 °C. Koneény roztok mal éistobiely zdkal a ob-
sahoval 2,00 mg N/ml. Ziskany preparit sme testovali polarografickou metédou [4].
Zistilo sa, %Ze obsahuje len zare bte'né mnozstvé balastnych bielkovin, O vysokej &isto-
te purifikdtu svedsi aj to, Ze skoncentrovanim VIMsupercentrifugdciou na koncentraciu
2,00 9% a statimv chladniékepri 4+5 °C saroztok rozdelilnadvevrstvy, z ktorych spodné
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mala spontdnny dvojlom [3, str. 204; 5]. Dokladom Eistoty ziskaného preparétu je aj
elektrénova mikrofotografia (obr. 5). Na zaklade tychto vlastnosti purifikdtu sme pred-
pokladali, %e na stanovenie pritomnych neéistét nie je potrebné pouzit relativne mélo
citlivii metédu elektroforézy. Purifikét sme testovali na infekénost na oddelenychlistoch
Nicotiana glutinosa. Bol infek&ny eSte pri riedeni 10-%. 4 ml tohto roztoku sme pouZili
na vetky merania uvéddzané v tejto préci.

Odstredovanie. Sedimentovanie virusu, ako aj odstrafiovanie prachu zo zéakladného
roztoku pre rozptylové merania sme robili odstredovanim na vzduchom hnanej uhlovej
supercentrifuge LKB v skiimavkéch z plastickej latky. Na nizkoobrétkové odstredovanie
sme pouZivali chladent odstredivku MSE.

Stanovenie koncentrdcie. Koncentraciu VI'M sme uréovali na zéklade obsahu dusika
v rcztokoch, stanoveného mikro-Kjeldahlovou metédou. Prepoéditavaci faktor z obsahu
dusika na obsah VI'M je 6,024 [3, str. 185]. Relativnu koncentréciu roztokov prirozpty-
lovych préacach sme kontrolovali meranim extinkcie! pri 2620 A.

Absorpénd fotometria. Ultrafialova absorpénu krivku roztokov VTM sme uréili ne-
ranim na ultrafialovom absorpénom fotometri,, Unicam*‘ v kremennych kyvetdch. Hrub-
ka roztoku bola 1 cm.

Elektronovd mikroskopia. Blektronové mikrofotografie boli zhotovené mikroskopom
Siegbahn-Schonander. Preparéty sa tienili chrémom. Sol sa z preparétov odstrariovala
splachnutim destilovanou vodou. Zvic¢Senie mikroskopu sa kalibrovalo $tandardnym
polystyrénovym latexom, odtla¢kom mriezky (576 giar na 1 mm) a priamym meranim
otvorov v sietke svetelnym a elektrénovym mikroskopom. Maximélny rozdiel medzi
zviiéSovacimi faktormi stanovenymi jednotlivymi metédami bol nicéo nad 10 9%,

Meranie pH. pH sme meralina elektronkovom pH-metri,,Multoscop‘‘ v spojeni s elek-
tronkovym stabilizdtorom napitia ,,Kri#ik. PouZivali sme Beckmanovu sklenu
a nasytent kalomelovy elektrédu.

Meranie rozdielu indexu lomu. Rozdiel indexu lomu medzi roztokom VIM a rozpus-
tadlom sme merali na laboratérnom interferometri Zeiss pri polychromatickom svetle,
ktoré je ekvivalentné zelenému svetlu o vinovej dizke 546 mu (4daj fy C. Zeiss, Jena,
NDR). Interferometer bol kalibrovany na standardné roztoky NaCl v destilovanejvode..
Inkrement indexu lomu pri 546 mu sa stanovil ako podiel rozdielu indexu lomu a kon-
centricie VIM.

Rozptylové merania. Rozptylové merania sa robili na vizudlnom pristroji vlastnej
lcongtrukeie [6], zhotovenom adaptéciou Pulfrichovho fotometra, ktory sa v hrubych
Ertdch podobd vizudlnemu pristroju opisanému Sedld48kom [7]. Spravnost justdcie
nésho pristroja bola overend zmeranim molekulovych véh a disymetrii viacerych vzoriek
konského sérumalbuminu (M = 67 000—71 000, z = 0,95—1,05, kde M je molekulovs
véha a z je disymetria, t. j. pomer intenzit svetla rozptyleného pod uhlom 45° a 135°),
ako aj disymetrie a priemeru sférickych &astic Standardného polystyrénového latexu
(Dow Chemical Company, Midland, Michigan, USA) v destilovanej vode [8]. Uhlovy
faktorredukeie osvetleného objemu na podmienky pri uhle 90° bol stanoveny premeranim
radiacnej obalky fluoresceinového roztoku a rovnal sa sin® (0 je uhol, pod ktorym sa
pozorujeintenzita rozptylenéhosvetla). PouZivali sme valcovité kyvety o priemere 40 mm
a obsahu 50 ml so zdbrusovym vrchnddikom. Objem rozptylujiceho roztoku bol 22 ml.
Prachové Castice sme zo zdkladného roztoku odstratiovali odstredovanim po dobu 120

! Pod pojmom extinkcia tu rozumieme mieru zoslabenia primarneho luca po prechode
roztokom, spésobenu jednak absorpciou, jednak rozptylom, éize vyraz logly/I, kde I, je
intenzita primarneho a Iintenzita prejdeného luéa.
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minit pri 10 000 g, nado sme roztok preniesli pipetou premytou aceténom filtrovanym
trikrat cez frit G4 (Schott, Jena) a chranenou zédbrusovym puzdrom do rozptylovej ky-
vety. Roztoky o niZSej koncentrécii sme pripravovali postupnym riedenim zékladného
roztoku v pomere 1 : 1 destilovanou vodou filtrovanou 3—4 krat cez frit G5 (Schott,
Jena) pretlakovou filtrdciouv zdbrusovejaparatire. Ako $tandard prerozptylové merania
sme pouzivalichemicky ¢isteny a trikrat predestilovany sirouhlik, priéom za jeho Rayleig-
hovu konstantu® pri 546 mu aizbovej teplote sme vzali hodnotu 44,2.10-%. Pri vypoétoch
sme aplikovalilen korekény faktor na rozdielnost indexu lomu prostredia v kyvete a pro-
stredia detektora. V nasom usporiadani sa tento korekény faktor rovné n», t. j. indexu
lomu roztoku pri danej vinovej dizke a teplote.

Experimentilna éast
Rozptylové merania

Stanovenie molekulovej vdhy. Zmerali sme intenzitu rozptyleného svetla piatich roz-
tokov VITM v destilovanej vode o klesajucej koncentréacii pri uhloch 135°, 90°, 45°. Inten-
zitu svetla rozptyleného rozpistadlom sme vidy odpoéitavali. VAhovy priemer moleku-
lovej vahy VTM sme ziskali extrapoldciou hodn6t:

K.c.P(90) 1
R, T My

+ 2.B.P(90).c (1)

na nulovu koncentréciu, kde ¢ = koncentracia virusuv g/ml, By, = redukované intenzita
rozptyleného svetla pri uhle 90°, M = véhovy priemer molekulovej véhy virusu, B =
= interakénd konstanta, P(90) = disymetricky faktor rozptylu priuhle 90° a

2.n%.n%.(9n/oc)?
K: 0 / ) , (2)
N.}.;

pritom n = index lomu roztoku, én/dc = inkrement indexu lomu roztoku pri vinovej
dizke A, (vo véakuu, v centimetroch), N = Avogadrovo &islo [9]. Extrapoléciu je vyhod-
nejsie vykonat vo dvoch stupiioch: extrapolovat osobitne hodnoty Kc¢/Rg, a z na nulovi
koncentréciu. Z vnutornej disymetrie

P(45)

c—>0

méb¥eme urdit prislusny disymetricky faktor P(90) pre paliGkovity tvar makromolekuly

a tymto vynésobit hodnotu lim Kc/R,,.
c—>0

Vahovy priemer molekulovej véhy potom bude:
1 . R
=——— _ .lim —%0 4
M K .P(90) clf}) c (4)
Medzi P(0), 1o, L (dizka palitky) a O plati vztah

1 o sinw sinz 2
P(®) = = ” dw — o 5 (5)
o

3 Redukovand intenzita svetla rozptyleného sirouhlikovym Standardom pod uhlom 90°
vo valcovitej kyvete bez aplikécie korekénych faktorov.
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kdex = k.3.L/2, k = 2.7.ny/ Ay, s = 2.8in0O/2. Z tohto vztahu mozno uréit vztah medzi
P(90) a z pre rézne hodnoty = [9]. Na obr. 1 je zndzorneny vztah hodnét Kc/R,, a c.
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Obr. 1. Zévislost hodnét Kc/R,, od koncentricie VT M.
Rozpustadlo: destilovand voda, vinové dl#ka monochromatického svetla 547 mu.

Ako vidiet, namerané hodnoty leZia v ramci experimentélnych chyb na priamke. MoZno
teda met6dounajmensich §tvorcov vypoéitat hodnotulimKc/R,,. Na obr. 2 je zndzorneny

(]
2,2
' P °
2,1
o

% a0

e}

1,8}

o o1 o,z o3 0,4 09 o6

mg /ml

Obr. 2. Zavislost disymetrie (z = 4,5/%,35) 0d koncentracie VIM.
Rozpustadlo: destilované voda, vinové dlzka monochromatického svetla 547 mu.

vztah disymetrie a ¢. Hodnotu [2] moZno tak isto vypoéitat metédou najmensich stvor-
cov. V tab. 1 st uvedené koncentricie, pH, hodnoty Kc¢/Ry, a 2z jednotlivych roztokov
VTM. V poslednom riadku tabulky st hodnoty Kc/R,, a 2, extrapolované na nulovt
koncentréciu, ako aj pH rozpustadla.

Hodnote z = 2,16 prislucha pre tvar paliky hodnota P(90) = 0,424. KedZe zmerana
hodnota. dn/dc pri izbovej teplote a vinovej dizke 546 mu je 0,163, konstanta K = 1,72.
-10-%. M_ m4 potom hodnotu 5,16.10".

Dizkavirusovijch &astic. Rovnica (5) sluzi za zéklad pre urdenie vztahumedziza ng. LA,
Pre tvar palitky odpoveds z = 2,16 hodnota ny.L/1, = 0,750, z &oho pri vinovej dizke
rozptyleného svetla 547 mu dostdvame pre vahovy priemer dizky virusovych Zastic
hodnotu L = 308 mu.

Hrubka virusovej éastice. Ak predpokladdme, Ze VIM mé tvar valca, hribka virusovej

dastice vyplyva zo vztahu
v My |
d=2. VN.::.LW (6)
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Tabulka 1

Rozptyl roztokov VIM v destilovanej vode

. Kone. 104.g/ml pH 108. Kc/R,, 2
T 5,14 7,00 4,65 1,91
2 2,57 6,85 4,68 2,05
3 1,29 - 6,65 4,58 ' 2,05
4 0,643 6,50 4,57 2,12
5 0,321 6,35 — 2,17
6 0 6,00 4,575 2,16

kde v, == Specificky objem VITM, d = jeho priemer. Ak za Specificky objem VIMvezmeme
hodnotu 0,73, dostaneme d == 161 A. Ak predpokladdme podla Bernala a Fankuchena
[10]a Williamsa [11], %e zakladna castice VI'M je rovnostranny Sestuholnik, z jeho
geometrie vyplyva: ’

ve- My "
@= V3 N Ly.smn3 ’ (7
r = a.sing/3

Ak do vztahu (7), ako aj do vyrazu pre r dosadime prislusné hodnoty, dostaneme pre a,
t. j. polomer kruhu opisaného okolo Sestuholnika (strana Sestuholnika) 88 A a pre 7, t. j.
polomer vpisaného kruhu 76 A (pozri obr. 3). )

Obr. 3. Rozmery Sestuholnikovej zdkladne VTM zistené nepriamo z rozptylovych udajov,

Interakénd kondtanta. Z rovnice (1) po vydeleni s P(90) vyplyva, e smernica priamky
vyjadrujtca zévislost Kc/Ryo od ¢ (pozri obr. 1) je dvojndsobnou hodnotou interakénej
kongtanty VI'M v destilovanej vode. Hodnota B zisten4 metédou najmensich £tvorcov
je 0,94.10-8.

Porovnanie teoretického a nameraného disymetrického faktora rozptylu pre pali¢ku. Zme-
rali sme radia®nii obdlku roztoku obsahujtceho 6.43.10-% g VIM/ml v rozmedzi 45—135°
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v 5°intervaloch. Vzhladom na to, Ze hodnoty 2.B.P(90).c mozno prakticky povaZovat
za rovné 0, z nameranych hodnét pouZitim vztahu

K.c.(1 4 cos20) 1

R, = M,.P(6)

(8)

vypoéitali sme hodnoty

Rl’l
_ Ro - 5] , (9)
My . K.c.(l +cos20) My K.c

P(O) =

kde Rg = redukovand intenzita svetla rozptyleného pod uhlom @, R§ = Rg/(1 + cos?@).
Takto ziskané experimentalne hodnoty P(0) sme porovnali s teoretickymi hodnotamij
P(0) pre palitku o dizke 308 my privinovej dizke svetla 547 mu. Vysledky st znézornené
na obr. 4.
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Obr. 4. Porovnanie disymetrického faktora rozptylu pre tyéinku dizky 3080 A (pln4 &iara)
a nameranych hodnét Rg/Mch = P(O) (plné body).
Rozpuastadlo: destilovanéa voda, koncentracia VIM 6,43.10-5 g/ml, vinové dizka mono-
chromatického svetla 547 mu.

Stabilita VT M v destilovanej vode. Ryo a disymetriu roztokov VIM v destilovanej vode
o koncentraciach a pH2 udavanych v tab. 1 sme pozorovali pri izbovej teplote po dobu
18 dni. Medzi meraniami sme roztoky udrZovali v chladnitke pri +5° C. Namerané
hodnoty bolipo tento ¢as v rémci experimentalnych chyb kon§tantné pre vietky roztoky.
V tab. 2 st uvedené vysledky pre roztok o koncentracii 6,43.10~% g VIM/ml.

Pésobenie bordtového timivého roztokw o pH 9,90. Roztoky VIM v destilovanej vode sme
po 18 driovom pozorovani zriedili v pomere 1 : 1 bordtovym tlmivym roztokom o pH
9,90* filtrovanym trikrét cez frit G5 (Schott, Jena). Pri vSetkych roztokoch sme pocas
17 dnimerali priizbove]j teplote hodnoty Ry, a z. Medzi meraniami boli roztoky v chlad-

8 Hodnoty pH roztokov sa priebehom 18 dni prakticky nemenili. Najvé#ésia odchylka
od pévodnych hodnét bola 0,1 pH.

4 Tlmivy roztok sa pripravil zmie$anim alkalického roztoku kyseliny boritej (0,2 moélu
H,BO, v 100 ml 1 x-NaOH, doplnené do 11 destilovanou vodou) a 0,1 ~-NaOH v pomere
3:2,

s Na konci 17 driového obdobia sme znovu kontrolovali pH vsetkych roztokov a zistili
sme pokles o 0,5 pH.
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ni¢ke pri +5 °C. Hned v prvy deii bolo pri vSetkych roztokoch mo#né pozorovat vzhla-
dom na oc¢akdvanu hodnotu prudky pokles Ry, za stiéasného vyzrdZania latky z rcztoku.
Osvetleny objem roztoku nevykazoval viak pod malymiuhlamipozorovania nijak hete-
rogenitu, ¢iZze vzniknuté agregaty denaturovanych Stiepov pravdepodobne sedimentovali
kvantitativne ku dnu kyvety a nerusili rozptylové meranie. Disymetria roztokov bola
prvych 7 dni konStantné a v dalSich 10 drioch poklesla asi o 10 9. Tento pokles nie je
vSak mozné objektivne hodnotit, pretoZe po 7 diioch sa v osvetlenom objeme roztoku
pri nizkych uhloch objavila heterogenita. Po prudkom poklese Ry, ktory nastal hned
v prvy deri, nasledovalo pomalSie klesanie hodnét redukovanej intenzity, ktoré bolo
vyraznejsie pri roztokoch o ni#Sej konzentracii. Hodnoty z a Ry, pre roztok vzniknuty -
zriedenim pévodného zdkladného roztoku st pre sedemdriové pozorovacie obdobie uve-
dené v tab. 3.

Tabulka 2
Stabilita VIM v desti’'ovanej vode

Cas v diioch 1 2 8 . 1o 17 18
R,,. 10 e 2,42 2,45 - 2,52 2,55
z 2,10 2,15 2,15 1,98 2,02 2,10

Tabulka 3
Posobenie bordtového tlmivého roztoku o pH 9,90 na VIM

Cas v diioch 1 2 3 4 7
i Ryy.104 6,51% 5,66 5,47 5,20 5,27
t &
z 1,85 1,83 1,83 1,83 1,83

* Otakavand hodnota bola Ry, = 9,50.10-4.

Absorpénd krivka v ultrafialovej oblasti

Zmerali sme extinkeie roztokov VIM hrubych 1 em v destilovanej vode v obore vIno-
vych dizok 2300—3100 A. Absorpéné krivky mali charakteristicky priebeh [3, str. 186]
s maximom pri 2620 A a s minimom pri 2480 A. Extink&ny koeficient pre koncentréciu
1 g VTM/100 ml a hribku roztoku 1 em bol pri 2620 A 31,1a pri 2480 A 27,7.

Elektr6novid mikroskopia

Na obr. 5 je prill 000 nasobnom zvééfeniznéazorneny purifikovany VIMv destilovanej
vode, Premerali sme dizku 597 &astic, ktoré sme zadelili do skupin o intervale 40 mu
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Obr. 5. Virus tabakovej mozaiky ¢isteny kombindciou chemickej a sedimentaénej metody.
Rozpustadlo: destilovand voda, zvécsenie 11 000 krét; tienené chrémom.

25

o 1w 22 34 46 58 70 82
107 cm
Obr. 6. Distribicia dizky Bastic purifikdtu virusu tabakovej mozaiky znézorneného

~

na obr. J.

(pozri obr. 6). Na dizku virusovych Sastic sme neaplikovali Ziadnu korekeciu. Z namera-
nych hodnét vyplyva, %e éiselny priemer dizky virusovich &astic

Eni.Li

Ln = Z.'ni

(10)
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je 304 mu a vahovy priemer

Lw = Zni.Li

(11)

je 368 my, kde n; = podet astic patriacich do jednej skupiny. Na obr. 7 vidiet VTM po
desatdtiovom pésobeni bordtového tlmivého roztoku o pH. 9,90. Okrem velkého mnoZstva.
nerozstiepenych pévodnych &astic pozorovat aj ich $tiepy rozli¢nej dizky.

Obr. 7. Virus tabakovej mozaiky po desatdiiovom pésobeni boratového tlmivého roztoku
o pH 9,90.
ZvitSenie 11 000 krat; tienené chrémom. Velké svetlé amorfné utvary sua zvysky soli.

Diskusia

Pripraveny purifikait VITM nem4 jednotna dizku a tym ani molekulovi véhu,
ako maju niektoré purifikity pripravené sedimentatrou metédou. Kym napr.
preparat pripraveny Osterom, Dotym a Zimmom [12] obsahoval 67 %,
dastic dlzky 280420 my (hodnota vahového priemeru dizky &astic uréena
metddou rozptylu svetla a elektrénovej mikroskopie bola 270 my), v nasom
pripade bola distribticia dlzky virusovych &astic omnoho girsia, obzvlast
v prospech &astic kratsich, ne# je priemerna dlzka. Tazko odpovedat na otazku,
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¢éi tieto kratSie virusové dastice vznikli z pévodnych intaktnych dastic pri
chemickom ¢&isteni. Ak dno, tak posobenim pomerne koncentrovaného roztoku
siranu aménneho, pretoze pri izoelektrickom zrazani méze ddjst v prevaznej
miere len k agregicii [5]. NepovaZujeme za mozné, aby pri sedimentovani
VTM z destilovane] vody o pH blizkom neutralite doglo k jeho §tiepeniu. Skor
je pravdepodobnd agregiacia. Tak isto nepovaZujeme za spravne oznacovat
vietky virusové dastice dlhsie ako 250—350 mu za agregované. Ak by tomu
tak bolo, museli by sa tieto,,d1hé‘‘ astice pdsobenim iénov OH’ prvé rozstiepit
vzhladom na pravdepodobna labilnd vdzbu a mald styént plochu medzi
povodnymi virusovymi dasticami. Na obr. 7 vSak vidiet, Ze aj po desatdiiovom
posobeni bordtového tlmivého roztoku o pH 9,90 st v roztoku pritomné éastice
dlzky az 700—800 mu. Priamym dékazom by v tomto pripade, pravda, bolo
len §tadium Stiepenia umele agregovanych ¢astic VIM. Nage tvrdenie podpo-
ruje aj pozorovanie J. Brandesa [13], ktory metédou ultratenkych rezov
zistil pod elektronovym mikroskopom, Ze v infikovanej bunke st pritomné
castice VIM vid§inou podstatne dlhsie ako 300 mu. Predpokladame, Ze to,
¢o sme povedali o ,,dlhych‘* dasticiach, plati do uréitej miery aj pre , kratke*
castice. Je celkom predstavitelné, ze pri pochodoch reprodukcie a degeneracie
virusu v bunke sa vytvaraju castice; ktoré st ovela kratsie ako priemerna
dlzka VTM. Je preto pravdepodobné, ze distribtciu dizky purifikdtu VIM
vytvéraju jednak prirodzené procesy odohravajice sa v bunke, jednak fyzi-
kalne a chemické Géinky pri Gisteni.

Vahové priemery® dlzky VTM, zistené pomocou rozptylu svetla a elektro-
novej mikroskopie, li§ia sa navzédjom asi o 20 9%,. Vzhladom na to, Ze pravde-
podobné chyba stanovenia véhového priemeru dizky VIM metédou disy-
metrie? je asi +4 9,, povazujeme udaj ziskany z rozptylovych merani za
presnejsi. Pomerne znadény rozdiel medzi hodnotami uréenymi dvoma meté-
dami vysvetlujeme tym, Ze kalibriacia mikroskopu mala len asi 10 9, presnost
a ze sme merané dlzky ¢astic nekorigovali na pokovenie.

Kym dizka éastic VTM je velmi premenliva, ich hribka sa vo vieobecnosti
pevazuje za konstantn. Spravnost zmeranej molekulovej vahy potvrdzuje
aj to, Ze z rozptylovych idajov vychddza spravna hodnota pre hribku virusu,
priéom treba obzvlast vyzdvihnuat mimoriadne dobra zhodu s tdajmi J. D.
Bernala a I. Fankuchena [10] pre rozmery $estuholnikovej zdkladne VIM.
Je zaujimavé, 7e najnovsie stanovené priemerné dizky VIM sa pohybuju
vSetky asi pri 300 mu, kym molekulové vahy asi pri 4—5.107 [5, 12, 14].
Pravdepodobné chyba stanovenej molekulovej vahy je asi 46 %,.

8 Rozptylom svetla sa méze stanovit len véhovy priemer dizky, a preto ¢iselny priemer
dlzky nie je porovnatelny s rozptylovymi udajmi.

? Stanovend hodnota vnutornej disymetrie nie je zataZend chybami urovania kon-
centracie VTM, pretoZe sme pracovali metédou zndmeho zriedenia, pri ktorej nie je
potrebné znalost absolitnej koncentracie.
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Metodu rozptylu svetla a obzvladt Zimmovu [15] metédu extrapolicie
na nulovy uhol a koncentraciu povazujeme za najvhodnejsiu na uréenie mole-
kulovej vahy virusov, pokial nie je limitovan prili$ velkymi rozmermi makro-
molekulovej ¢astice. Molekulové vahy poditané i z velmi presnych sedimen-
taénych udajov st najmi pri asymetrickych virusoch zatazené pomerne vel-
kymi chybami vzniknutymi aproximéciami a predpokladmi pri vypoéte [16].
Metédu disymetrie na stanovenie molekulovej vahy VIM sme volili preto,
lebo je podstatne jednoduchsia ako Zimmova metéda a jej platnost pre nas
pripad uz bola dokézan4 [12]. Platnost modelu pali¢ky pre dastice VTM v roz-
toku vyplyva aj z nasich udajov uvedenych na obr. 4, i ked sme pracovali
s pomerne polydisperznou vzorkou.

Hoci hodnota interakénej konstanty je mald, mozno usudzovat, ze medzi
¢asticami VITM v destilovanej vode pri pH hodnotéich blizkych neutralite po-
sobia odpudivé sily, ¢im mozno vysvetlit aj ich pomerna stabilitu v tomto roz-
pustadle. -

Stiepenie VIM v alkalickom bordtovom tlmivom roztoku sme sktimali za
ucelom zistenia, priblizne aké mnozstvo virusovych ¢astic agregovalona ,,dlhé*
utvary priizoelektrickom zraZani a ostatnych procesoch &istenia, ktoré trvali
7 dni. Predpokladali sme totiz, Zze sa agregované utvary musia pésobenim
ionov OH’ Stiepit prvé, o by sa v pociatoénych fazach Stiepenia prejavilo
pomerne prudkym poklesom disymetrie a Ry,. V dalsich fazach §tiepenia sme
ocakavali pomalsi, rovnomerny pokles disymetrie a Ry, ktory by podla nasich
predpokladov prislachal §tiepeniu pévodnych virusovych &astic. Ako sa uka-
zalo, je velmi tazké pri tychto experimentoch dodrziavat také podmienky, kto-
ré by zarucovali prisne kvantitativny charakter merani. Jednak kleslo pH
roztokov za 17 dni z 9,90 na 9,40, jednak pH boratovych tlmivych roztokov
m3j znaény negativny teplotny koeficient. KedZe sme rozptylové merania ro-
bili pri izbovej teplote (asi 20 °C) a roztoky boli medzi meraniami ulozené
v chladni¢ke pri +5 °C, musime poéitat s tym, Ze sa pH roztokov menilo uz
vplyvom zmien teploty v rozmedzi 0,2 jednotky pH. Dalsou okolnostou, ktora
stazovala kvantitativne vyhodnotenie tychto pokusov, bolo vyzrazanie latky
(pravdepodobne agregatov vzniknutych denaturiciou bielkovinovych stiepov
priizbovej teplote) z roztoku, i ked sa zd4, Ze tato okolnost nenarusovala vaz-
nejsie prvych 7 dni rozptylové merania. Neznalost presnej koncentracie VIM
ostav§ieho v roztoku nie je na zdvadu, lebo mézeme opravnene predpokladat,
Zenamerané hodnoty Ry, si priamo umerné koncentracii. Predpokladame totiz,
ze v8etky vzniknuté Stiepy pri izbovej teplote zagregovali a vyzrazali sa z roz-
toku. Ak by to tak nebolo, museli by sme aj v prvych 7 diioch zistit pokles disy-
metrie vybodujici z rdmca experimentdlnych chyb. Ziskané experimentalne
vysledky nasvedéuju tomu, Ze po pridani alkalického tlmivého roztoku sa

z

labilné‘“ dastice VI'M okamzite $tiepia na radove mensie atvary, ktoré pri
bR .
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izbovej teplote denaturuju a vylaéia sa z roztoku. Tato etapa Stiepenia ,la-
bilnych* &astic prebieha velmi rychlo, pravdepodobne za niekolko malo
hodin8. Priebehom tejto etapy sa rozrusi asi 40 9%, éastic VIM povodne pri-
tomnych v roztoku, ¢o vyplyva z poklesu Ry, z oéakavanej hodnoty 9,50.107*
na hodnotu 5,66.107* na druhy deri experimentu. Po dobu dalgich 6 dni zosté-
vaji hodnoty z nezmenené, kym Ry, nepatrne klesa. Sved¢i to o pomernej
stabilite tej ¢asti virusovych Gastic, ktoré po prvom dni zostali v roztcku.
Zd4 sa, Ze po 7 diioch dochadza k $tiepeniu aj ,,stabilnych® ¢astic VIM, ako
tomu nasvedéuje pritomnost zna¢ného mnozstva rozstiepeného virusu na obr.
7, ako aj pokles disymetrie na hodnotu 1,60 na konci 17 diiového obdobia.
Toto §tiepenie je vSak podstatne pomalsie ako Stiepenie, ktoré sme pozorovali
v prvej etape, a prebieha rychlejsie pri nizsich koncentraciach VIM. Uvedené
vysledky st v kvalitativnej zhode s vysledkami prace G. Schramma [17]
a G. Schramma, G. Schumachera a W. Zilliga [18]. Podla nasho na-
zoru za ,,labilné‘“ treba povazovat tie dastice VIM, pri ktorych boli intramo-
lekulové sily, spajajtce jednotlivé stavebné kamene virusu, zoslabené faktormi
posobiacimi priebehom é&istenia, ako aj tie ¢astice, ktoré boli pri zadati ¢istenia
v §tadiu syntézy alebo degeneracie kompletného virusu. Za ,,stabilny‘ mézeme
povaZovat kompletny virus, ktory nebol ¢o do fyzikalnych a chemickych vlast-
nosti éistiacim procesom podstatne pozmeneny.

Dakujem pracovnikom Virologického ustavu Ceskoslovenskej akadémie vied v Bratislave
V. Bystrickému za zhotovenie a wyhodnotenie elektrénovich mikrofotografit, G.
Rutthkaymu-Nedeckému za polarografické testovanie C&istoty virusového puri-

fikdtua V.V alentoviza mnohé cenné rady o Gistent virusu. Dakujem S. Hupkowvi
z Onkologického tistavu v Bratislave za zmeranie ultrafialovijch absorpénijch spektier.

Stuhrn

Metédou rozptylu svetla sa uréil vahovy priemer molekulovej vahy, ¢lzky
a nepriamo aj hriubka virusu tabakovej mozaiky, ¢isteného kembindciou che-
mickej a sedimentadnej metédy. N4§ purifikdt mal pomerne Sirokd distribiciu
dlzky &Sastic; v praci sa diskutuje o jej pri¢inach.

Priebehom 18 dni sme pozorovali disymetriu a redukovant intenzitu pri
uhle 90° roztokov virusu v destilovanej vode a pri pH hodnotéch blizkych
neutralite. Nezistili sme nijaka zmenu vybocujicu z rameca experimentilnych
chyb, z éoho usudzujeme, zZe virus je v tomto prostredi stabilny. Boratovy
tlmivy roztok o pH 9,90 poésobi na purifikdt virusu tak, Ze sa aéinkom i6nov
OH’ najprv rychlo Stiepia ,,labilné*“ virusové Gastice. V dalSom Sestdiiovom
obdobi je virus ostavsi v roztoku pomerne odolny voéi téinku iénov OH’.
Po tomto obdobi sa zadina aj Stiepenie ,,stabilného‘* virusu. Diskutuje sa
o pravdepodobnych pri¢inach tychto javov.

8 Tato etapu Stiepenia sme pri nasich meraniach pre technické tazkosti nezachytili,
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HEKOTOPBIE ®HU3HMYECKHUE OCOBEHHOCTU BUPYCA TABAUHOF
MO3AHWKH, OUHMIIEHHOI'O KOMBUHALMEN XUMHUUYECKOTC
1M CEJMMEHTALIMOHHOI'O CITOCOBOB

®PAHTHUIIEK COKOJI
Bupyconoruuecknit nuctutyT YexocnoBaukoit Axagemnn Hayk B Bpatncaape

BriBogn

MeTo0M paccessHHOro CBeTa oONpejesieH CPedHHIl MOJIEKYJNAPHBIH Bec, MJHHA a TOXE
KOCBEHHO H TOJUMHA BHpyca Ta6ayHOH MO3aHKH NPHOGPETEHHOr0 KOMOHHAUHOHHOH XMMH-
YeCKOH M CeNMMEHTaUHOHHOH ouHcTKaMH. Haw nypudukaT oTnnuajcs LOBOJBbEO WHPOKOH
ANCTpHOYUHeH AJNMH HaCTHU M B 3Toit paboTe AHCKyTHpyeTcsi 06 HX NpPHYHHAX.

Mbi Habmonanu B TeuenHe 18 nHeH JHCCHMETPHIO H DelyUHPOBAHHYKO HHTEH3HBHOCTb MpH
90¢ yrne pacTBopoB BHpYCa B AHCTHJJIHPOBAHHOIH Bole H B pacTBopax pH, KOTOpPHIX mpH6.IH-
sutesbHo 7,0. He HalineHo HHKakoe H3MeHeHHe, NepeBbILIAOliee 3KCNePHMEHTAbHbIE OLIHOKH,
13 Yero 3akjiouaeM, YTO BHPYC B 3TOH cpefe ycTtoiuuB. BopartHblit GydepHuiii pacTsop
o pH 9,90 nmeiictByer Ha NypudHkaT BHpyca Tak, yto fox BoaxeiictBieM OH’ nounrtos pac-
1eNJIIoTC BO MEpPBHIX ,JJabuiabHble" yacTHLE BHpyca. B TeueHue nanbHeiiwux 6 nueil ocras-
unics B pacTBOpe BHMPyc HOBOJIbHO ycToHuHB npotHB Bo3gefictBiio OH’ wuontos. Ilocae
3TOro BpeMeHd HAUMHAETCs lIerJieHHe ,yCTOHUYHBOrO" BHpyca. JIHCKYTHPYETCS O BEPOSTHBIX
NPHYHHAX 3THX SIBJEHHH.

[Moctynuno e pemakumio 18. 9. 1956 r.

EINIGE PHYSIKALISCHE EIGENSCHAFTEN DES DURCH EINE
KOMBINATION EINER CHEMISCHEN MIT EINER SEDIMENTA-
TIONSMETHODE GEREINIGTEN TABAKMOSAIKVIRUS

FRANTISEK SOKOL

Virologisches Institut der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften
in Bratislava

Zusammenfassung

Durch die Methode der Lichtstreuung wurde das durchschnittliche Molekulargewicht
die durchschnittliche Lénge und indirekt auch die Dicke des durch eine Kombination
einer chemischen mit ciner Sedimentationsmethode gereinigten Tabakmosaikvirus
bestimmt. Das Purifikat hatte eine verhéltnisméssig breite Distribution der Teilchen-
lange und in der vorliegenden Arbeit wird iiber deren Ursache diskutiert.

Es wurden wihrend 18 Tagen die Dissymetrie und die reduzierte Intensitiit bei einem
Winkel von 90° der Losungen des Virus in destilliertem Wasser und bei pH-Werten in der
Nihe des Neutralpunkts beobachtet. Dabei wurde keine den Rahmen experimenteller
Fehler iiberschreitende Anderung festgestellt, woraus geschlossen wird,dassdas Virus unter
diesen Bedingungen stabil ist. Die Boratpuftferlésung mit einem pH-Wert von 9,90 wirkt
auf das Viruspurifikat in der Weise ein, dass sich durch die Einwirkung der OH'-Ionen
zunichst rasch die ,,labilen‘ Virusteilchen spalten. Im weiteren 6 Tage dauernden Zeit-
raum wird das in der Losung verbliebene Virus verhéltnismiissig widerstandsfihig gegen
die Einwirkung von OH'-Tonen. Nach dieser Zeitperiode beginnt jedoch auch die Spaltung
des ,,stabilen‘* Virus. Schliesslich wird iiber die wahrscheinlichen Ursachen dieser Er-
scheinungen diskutiert.

In die Redaktion eingelangt den 18. 9. 1956
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ZPRAVA

XVI. medzindroiny kongres teoretickej a praktickej chémie v Pariéi

V dnioch 16.—25. jula 1957 bude v Parizi XVI. kongres teoretickej a praktickej chémie
a XIX. konferencia Medzindrodnej chemickej tinie (UIChPA).
Pracovna néplii kongresu je rozdelena do troch hlavnych sekeii:

1. Fyzikdlna chémia
1. Fyzikélno-chemické vlastnosti radioaktixnych prvkov
2. Spalovanie plynnych zmesi
3. Voda v chemickych zliéenindch
4. Difuzia v kvapalindch a géloch (reakcia a Struktura)

11. Anorganickd chémia

1. Tuhé zliéeniny prechodnych prvkov (okrem komplexnych zliéenin)
. Zli€eniny béru s vodikom a nekovmi

. Chemické vlastnosti aktinidov

. Chemické vlastnosti ldtok pri vys8ich teplotach

B W

I1I1. Organickd chémia

. Mechanizmus reakcii a intramolekulové prefsmyky

. Organometalické a organometaloidné zldéeniny

. Selektivne reakcie a orientaéné javy —- stereochémia

. Struktira a syntéza prirodzenych latok (s vynimkou makromolekulovych latok)

[l ]

Témy ostatnych prednasok, ktoré sa nemdédzu zaradit do prislusnej problematiky,
uvedi sa v jednotlivych sekeidch pod ndzvom ,,rozliéné zpravy*'.

Vlastny program kongresu sa uskutoéni v diioch 16.—25. jula 1957.

16. jala — schédzka vyboru a recepcia tiéastnikov

17. jula — oslavy 100 roéného jubilea Francuzskej chemickej spolotnosti

18. jula -—— otvorenie XVI. kongresu a prednasky, ktoré potrvaju az do 24, jila



