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INLEIDING 

Bij bet zuiveren van Cueumis virus 1 worden vaak sterk wisselende resultaten 
verkregen. Sommige onderzoekers menen dat de verschillen te wijten zijn aan 
adsorptie aan celbestanddelen of aggregatie van het virus (SILL, BURGZR, 
STAnMANY & WALKER , 1952; NOORD~, 1952). In verband met een onderzoek 
naar de biochemische eigenschappen van enkele virussen, die tot het Cueumis 
virus 1 gerekend worden, werd de zuivering van een door NOORDAM uit Chry- 
santhemum indieum geisoleerde stare van Cueumis virus 1 nader bestudeerd. 

METHODEN 

Alle onderzoekingen werden uitgevoerd met Nicotiana tabaeum, die een goede 
waardplant is voor Cueumis virus 1 st. Chr. Jonge planten werden ge~nfecteerd 
met dit virus, dat indertijd door NOORDAM aan ons laboratorium ter beschik- 
king was gesteld. Na bet duidelijk zichtbaar worden van de symptomen werden 
de bladeren geoogst en, nadat de nerven waren verwijderd, gemalen met twee 
gewichtsdelen van 66n der bufferoplossingen, vermeld in tabel 1, respectievelijk 
0,8 % NaCl-oplossing. Deze suspensie werd nu verder gezuiverd volgens 
schema 1. 

D e  hoeveelheid virus irt verschillende fracties werd serologisch bepaald 
volgens de micropreeipitatiemethode (VAN SLO~TEREY, 1955a), met een door 
VAN SLOGTEV, EY (1955b) bereid antiserum. 

Agarelektroforese werd uitgevoerd volgens de methode van CLzVE & SCHWlCK 
(1957). 

RESULTATEN 

1. Invloed van enkele faetoren op de virusopbrengst 
Om de invloed van verschillende zouten op de virusopbrengst n a t e  gaan 

werd een aantal bladeren van geinfecteerde planten gehalveerd. De ene helft 
werd met 0,8 % NaC1, de andere helft met een bufferoplossing gemalen, waarna 
beide oplossingen volgens schema 1 werden gezuiverd. De verschillen in op- 
brengst bij gebruik van een aantal bufferoplossingen zijn niet groot. Met 0,8 % 
NaCI schijnt de opbrengst iets lager te zijn dan bij extractie met bufferoplossing 
pH 7,0 (tabel 1). Toevoegen van verschillende stoffen zoals KCN, NaHSO~ 

1 Aangenomen voor publikafie 3 september 1958. 
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I 
I Vloeistof centrifugeren 

Supernatant centrifuged 
10 rain. 6000 g. 

1 
I I 

III Neerslag IV Vloeistof centrifugeren 
Residue Supernatant centrifuged 

�89 80000g. 
I 

1 I 
V Vloeistof VI Neerslag oplossen in 1/30 van bet 

Supernatant oorspronkelijke volume en 5 rain. 
�9 bij 12000 g. centrifugeren. 

Pellet resuspended in 1/30 th of  the 
original volume and centrifuged 5 
min. at 12000 g. 

l 
I l 

VII Neerslag VIII Virusoplossing 
Residue Virus solution 

SCHEMA 1. Z/fivering van Cucumis virus 1 st. Chr. door centrifugeren. 
Purification of Cucurnis virus 1 st. Chr. by centrifugation. 

Oplossing fiitreren door kaasdoek 
Solution squeezed through cheese cloth 

I 
I 

II Residu (grove bestanddelen) 
Residue 

TABEL 1. Invloed van verschillende zoutoplossingen op de virusconcentratie in fractie VIII. 
Zie ook schema 1. 
Effect of  different salt solutions on the virus concentration in fraction VIII. See also 
scheme 1. 

Oplosmir 
Solvent 

Fosfaatbuffer, 0,1 M01., pH 7,0 . . . . . . .  
Fosfaatbuffer, 0,1 Mol., pH 7,0+0,02 Mol. 

Verseen 
�9 Maleaatbuffer, 0,1 Mol., pit 7,0 . . . . . . .  

Citraatbuffer 0,1 Mol., pH 6,0 . . . . . . .  
0,8 % Natriumchloride . . . . . . . . . . .  

Titer van de virusoplossing 
Dilution end-point ~ e virus 

Proef 1 Proef 2 
Exper. 1 Exper. 2 

1/32 1/128 

1/32 1/128 
1/32 1/128 
1/32 1/ 64 
1/16 1/ 64 

Pr0ef 3 
Exper. 3 

1/32 

1/32 
1/32 
1/32 

en Verseen, een complexbindend reagens, heeft geen invloed op de virusconcen- 
tratie in fractie VIII .  Bij deze proeven hebben wij ons meestal beperkt  tot  het 
bepa!en van het virus langs serologische weg. Uit  infectieproeven bleek dat  de 
oplossingen infectievermogen bezaten, maar  dit ging vrij snel verloren. 

Uit  oudere bladeren kan volgens de toegepaste zuiveringsmethode weinig 
virus worden ge~soleerd. 

Her teek gewenst na te gaan in welke andere fracties dan fractie VI I I  virus 
terechtkomt bij deze methode van zuivering. Daar toe  werden alle fracties van 
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een zuivering met 0,8 % NaC1 nog eens ge~xtraheerd met fosfaatbuffer. Hierbij 
bleek, dat vooral in fractie VII een belangrijke hoeveelheid virus voorkomt. Dit 
virus was niet extraheerbaar met 0,8 % NaC1. 

Het grote bezwaar van gebruik van de fosfaatbuffer is, dat naast virus ook 
een grote hoeveelheid chromoproteine ge~xtraheerd wordt. Later bleek een 
groot gedeelte van het virus uit fractie VII in oplossing te gaan bij incubatie 
in citraatbuffer pH 6,0. 

Uit andere proeven is ons gebleken, dat grote hoeveelheden virus verloren 
kunnen gaan bij bevriezen van de ruwe bladextracten of bij precipitatie van het 
virus met 30 % ammoniumsulfaat. Meestal wordt in zulke gevallen het virus 
aangetroffen in de fracties welke tijdens centrifugeren bij laag toerental neer- 
slaan. Het kan hieruit vrijgemaakt worden door incuberen in citraatbuffer 
pH 6,0. 

2. Enkele eigenschappen van de gezuiverde virussuspensies 
Reeds bij bewaren in de ijskast ontstaat na enkele dagen een neerslag, zonder 

dat daarbij enige vermindering van de serologische activiteit valt waar te nemen. 
Vooral in 0,8 % NaC1 en citraatbuffer pH 6,0 treedt dit verschijnsel snel op. 
Ook bij bevriezen ontstaat een dergelijk neerslag, waarbij sores een geringe 
hoeveelheid virus verloren gaat. In dit geval was her mogelijk door toevoegen 
van 10 % glycerol de vorming van een precipitaat te voorkomen. 

Deze verschijnselen waren aanleiding tot een onderzoek naar bet aantal hoog- 
moleculaire componenten in deze suspensies. Daaruit bleek een groot verschil 
tussen het suspenderen in citraatbuffer pH 6,0 en 0,8 % NaC1 enerzijds en dat 
in de andere buffermedia anderzijds. Treffen we in laatstgenoemde milieus 
steeds twee componenten aan, met sedimentatieconstanten 18 S e n  88 S, in de 
beide eerstgenoemde oplosmiddelen komt meestal alleen de component met 
sedimentatie-constante 88 S voor. Ondanks de homogeniteit van de verbinding 
88 S in de ultracentrifuge, moeten we uit de voorgaande resultaten besluiten, 
dat in deze preparaten hog meet componenten voorkomen. Resultaten van de 
agarelektroforese bevestigen deze conclusie. Om de bijmengsels te verwijderen 
werden de viruspreparaten 10 uur bij 35 ~ in citraatbuffer pH 6,0 geincubeerd, 
waarna bet ontstane neerslag werd afgecentrifugeerd. De serologische activi- 
teit vermindert hierbij in geringe mate, maar her infectievermogen gaat geheel 
verloren. Met de agarimmuno-elektroforese vinden we geen verschil in de 
antigeencomponent voor en na de incubatie. Wel schijnt her virus na de incu- 
batie gemakkelijker te aggregeren. Na precipitatie met de ultracentrifuge is het 
virus, vermoedelijk tengevolge van deze eigenschap, moeilijk weer in oplossing 
te brengen. 

Een zeer merkwaardig feit is het virusverlies dat optreedt bij dialyse van de 
virussuspensie in 0,8 % NaC1 tegen water. Zo was in een experiment de pre- 
cipitatie-titer van het virus v66r dialyse 1/32, terwijl na dialyse geen virus 
meer aangetoond kon worden. In overeenstemming hiermee treffen we in de 
elektronenmicroscopische opnamen slechts enkele bolvormige virusdeeltjes 
aan met een diameter van 50 tot 100 m~t. In overeenkomstige geincubeerde pre- 
paraten treffen we veel meer van deze deeltjes aan. 
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DISCUSSIE EN SAMENVATTING 

Uit de resultaten van ons onderzoek kan worden besloten dat Cucumis virus 
1 st. Chr. uit tabak gedeeltefijk gezuiverd kan worden door her virus te extra- 
heren met zoutoplossingen, te centrifugeren en vervolgens de normale nucleo- 
proteinen te verwijderen door de preparaten in citraatbuffer te incuberen. Het 
infectievermogen blijkt, helaas, niet behouden te zijn gebleven. Hoewel de hoe- 
veelheid virus, die geisoleerd kan worden bij extractie met bufferoplossingen 
van pH 7,0 lets hoger is dan met 0,8 % NaC1, verdient het gebruik van laatst- 
genoemde oplossing, evenals dat van citraatbuffer pH 6,0 toch de voorkeur, 
daar hiermee niet de normale eiwitcomponent met sedimentatieconstante 18 S 
ge~xtraheerd wordt (EGGMAN, SINGER & WILDMAN, 1953). 

Niettegenstaande de extractie met zoutoplossing gaat toch een aanmerkelijke 
hoeveelheid virus verloren in de fracties, die reeds bij centrifugeren met laag 
toerental neerslaan. Vaak worden de chloroplasten beschouwd als de bestand- 
delen welke het virus binden (SILL, BURGER, STAHMANN & WALKER, 1952). Ge- 
zien de sterke binding tussen virus en de normale nueleoproteinen uit de micro- 
soomfractie, welke bleek uit de agarelektroforese en de sedimentatiebepalingen, 
achten wij her niet uitgesloten, dat ook deze verbindingen een belangrijke rol 
spelen bij de virusverliezen. In alle gevallen waarin de oplosbaarheid van deze 
normale nucleoproteinen verandert , o.a. bij bevriezen van ruw sap of bij preei- 
pitatie met ammoniumsulfaat, gaat ook vaak virus verloren. Hiermee is na- 
tuurlijk niet te verklaren, dat hierbij nogal wisselende resultaten verkregen 
worden. 

Door incubatie in citraatmilieu worden de normale nucleoproteinen afge- 
broken, waarbij bet virus, althans voor zover het de fysisch-chemische eigen- 
schappen betreft, geen verandering ondergaat; vermeld is reeds, dat het infectie- 
vermogen verloren gaat, wat bij tabaksmozaiekvirus niet her geval is (PIRIE, 
1950, 1956). 

De virusverliezen, die optreden bij dialyse van de niet geincubeerde virus- 
preparaten in 0,8 % NaC1 tegen water, zijn van groot belang voor het elek- 
tronenmicroscopisch onderzoek. Waarschijnlijk slaat bet virus neer met de 
normale nucleoproteinen die onoplosbaajc zijn in zoutvrij milieu. De vorm en de 
grootte der virusdeeltjes komt overeen met die, beschreven door DE BRUYN 
OUBOTER, BEIJER & VAN SLOGTEREN (1952) en NOORDAM (1952). 

SUMMARY 

Purification of Cucumis virus 1 st. Chr. by precipitation with ammonium 
sulphate sometimes gives poor results (NoORDAM, 1952). In these cases the virus 
is lost in fractions precipitated at low centrifugation speed. It is believed that 
adsorption of the virus to cell constituents or aggregation is the cause of these 
losses. The same phenomenon was observed with Cucumis virus 1 (SILL, 
BURGER, STAHMAN~ & WALKER, 1952). 

It was possible partly to purify the virus from Nicotiana tabacum var. White 
Burley by extraction with 0,8 % NaC1, ultracentrifugation and removal of the 
normal nucleoproteins by incubation in citrate buffer pH 6.0 (scheme 1). Du- 
ring incubation the infectivity was lost. 

The total amount of virus extracted if the buffer solution was pH 7.0 seemed 
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somewhat  higher,  bu t  a large a m o u n t  o f  ch romopro te ins  and  a no rma l  nucleo-  
p ro te in  with sed imenta t ion  cons tan t  18 S are  ext rac ted  as well (EGGMAN, 
SINGER & WILDMAN, 1953). So for  pur i f ica t ion 0.8 % SaC1 or  c i t ra te  buffer 
p H  6.0 were used. 

The virus, purif ied by centr i fugat ion,  con ta ined  mater ia l  tha t  can be removed  
by incuba t ion  in ci t rate  buffer p H  6.0, wi thou t  affecting the virus content  
measured  by the mic roprec ip i t a t ion  test (VAN SLOGTEREN, 1955a). These sub- 
stances resembled  the no rma l  nucleoprote ins  f rom the mic rosome  f rac t ion  
(PIRIE 1950, 1956). The agar  e lectrophoresis  and  the u l t racen t r i fuga t ion  studies 
indicate  tha t  in vi tro the virus is f irmly b o u n d  to the no rma l  nucleoprote ins .  
So it seems possible  tha t  changes in the solubi l i ty  o f  the nuc leopro te ins  cause 
loss o f  virus. This is conf i rmed by the loss of  virus f rom an  un incuba ted  virus 
solut ion dur ing  dialysis  agains t  water.  

In  the virus p repa ra t ions  we found  par t ic les  50-100 m ~  diam.  as descr ibed 
by DE BRUYN OUBOTER, BEYER & VAN SLOGTEREN (1952) en NOORDAM (1952). 
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