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V prikazanih raziskavah smo razvili tehnologijo za koncentriranje in ¢is€enje virusov s
CIM monolitnimi kromatografskimi nosilci in ob tem karakterizirali CIM monolitne
nosilce. Kot modelna virusa smo uporabili izometri¢ni kumari¢ni mozai¢ni virus (CMV) in
palicasti paradiZznikov mozaic¢ni virus (ToMV). Za okvirno kvantifikacijo smo uporabljali
prirejeno metodo ELISA. CMV smo koncentrirali na Sibkem anionskem izmenjevalcu
(CIM DEAE disk), ToMV na mo¢nem anionskem izmenjevalcu (CIM QA disk). Pokazali
smo, da lahko z uporabo CIM monolitnih nosilcev za nekaj velikostnih razredov pove¢amo
koncentracijo virusa v vzorcu. Koncentriran virusni pripravek je mogoce neposredno
uporabiti za detekcijo virusnih delcev z metodo ELISA. V primerjavi z drugimi metodami
za koncentriranje rastlinskih virusov iz vode, ki se uporablja za zalivanje, je zgoraj opisana
metoda hitrej$a in zanesljivej$a. Postopek je mozno prilagoditi za koncentriranje virusnih
delcev, ki bi bili zanimivi za proizvodnjo protiteles ali rastlinskih virusnih vektorjev. Z
uporabo ocis¢enega ToMV smo dolocili kapaciteto CIM QA monolitnega nosilca za
ToMV, ki je 1.7-10" virusnih delcev Gistega virusa / mL nosilca. Pokazali smo, da
koncentracija virusnih delcev v ¢istem vzorcu na kromatografsko locbo ne vpliva, medtem
ko pretok mobilne faze vpliva na izkoristek: pri ve¢jem pretoku je izkoristek boljsi. Izdelali
smo metodo za CciS¢enje ToMV iz delno ociS€enega virusnega pripravka
(homogeniziranega in klarificiranega rastlinskega materiala). ToMV smo ¢istili na CIM
QA monolitnem nosilcu pri ¢emer smo kot vezni pufer uporabili 20 mM natrijev acetat, pH
5.5. 75 % na disk nalozenega delno oc¢iS¢enega virusnega pripravka smo iz diska eluirali z
0.45 M NaCl v veznem pufru, v obliki ogis¢enega ToMV. Cistost iz diska eluiranega
ToMV smo preverili z SDS-PAGE, imunskim pivnikom in PCR v realnem casu. Po
gis¢enju na CIM nosilcu je ostal ToMV infektiven. Cii¢enje ToMV na CIM QA
monolitnem disku je zelo u€inkovito, izgube virusnih delcev so majhne (priblizno 25 %),
predvsem pa je postopek CiSCenja zelo kratek, le nekaj ur v primerjavi s klasicnimi
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The technology of virus concentration and purification on CIM Convective Interaction Media

monolithic supports has been developed and CIM monolithic supports have been

characterized. Two plant viruses have been selected as model viruses: isometric cucumber

mosaic virus (CMV) and rod-shaped tomato mosaic virus (ToMV). ELISA was used for semi-

quantitative analysis. CMV was concentrated using a weak anion exchanger (CIM DEAE disk)

and ToMV using a strong anion exchanger (CIM QA disk). It has been demonstrated that both

viruses, which had been diluted way below the sensitivity of ELISA, were concentrated by

several orders of magnitude in the one-step procedure. Concentrated virus preparations could

be used directly for ELISA analysis. In comparison with previously described methods for

concentrating plant viruses from irrigation water, the above procedure may provide a much

faster and more efficient way to concentrate highly diluted plant viruses. The procedure could

be applied to the analysis of other highly diluted plant viruses, and to concentrate viruses for

antiserum production and for the production of plant viral vectors. Using purified ToMV we

determined the capacity of CIM QA monolithic disk for TOMV to be 1.7-10"* purified viral

particles / mL of monolithic support. We have shown that the concentration of the purified

virus in separated sample does not have the influence on ToMV separation, while the flow rate

of the mobile phase influences the recovery of separated virus: higher flow rate means better

recovery of the virus. We developed the method for purification of ToMV from partially

purified ToMV preparation (homogenised and clarified plant material). ToMV was purified on

CIM QA monolithic disk using 20 mM acetate buffer, pH 5.5 as loading buffer. 75 % of

partially purified ToMV loaded on the disk was eluted with 0.45 M NacCl in loading buffer.

With SDS-PAGE, western blot and real-time PCR we showed that the purity of TOMV purified

on CIM QA monolithic disk is comparable with ToMV purified by the conventional method,

regarding proteins and DNA. Viral particles are after purification still infective. Purification of

ToMV on CIM QA monolithic disk is efficient, with minimal losses (only 25 %) and the

purification process is very short: just two hours compared to conventional purification, which

takes up to 5 days.
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KAZALO PREGLEDNIC

Primer podatkov za izris umeritvene krivulje za delno kvantifikacijo

CMV v vzorcu.

Koncentracije ToMV v listih in koreninah rastlin, zalivanih z vodo z
in brez dodanega ToMV, dolo¢ene z delno kvantitativno metodo

ELISA.

Koncentracije ToMV v red¢ini pred koncentriranjem in v
kromatografskih frakcijah po koncentriranju na CIM QA monolitnem

disku, doloCene z delno kvantitativnho ELISA.

Primerjava uspesnosti koncentriranja ToMV iz pufra in iz vodovodne
vode na CIM QA monolitnem disku. Koncentracije ToMV v vzorcih
pred koncentriranjem so teoreticne koncentracije, izracunane glede na
volumen in koncentracijo dodanega ToMV v pufer ali vodovodno

vodo.

Koli¢ina ToMV v delno ocis¢enih virusnih pripravkih (analiza

vzorcev z delno kvantitativno metodo ELISA).

Vsebnost ToMV (v odstotkih glede na koli¢ino na disk
naneSenega ToMV) v frakcijah cis€enja ToMV iz delno
ocisCenega virusnega pripravka na CIM QA monolitnem disku
po dveh razliénih metodah.

Poraba Casa za ¢iscenje ToMV po klasi¢ni metodi in za ¢iScenje

ToMV na CIM QA monolitnem disku.
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KAZALO SLIK

Druzine in rodovi rastlinski virusov (Agrios, 1997).

Slika poli(glicidil metakrilat-ko-etilen dimetakrilat) monolita posneta
z elektronskim vrstiénim mikroskopom (JEOL Ltd, Tokyo, Japan).
Nekateri izmed CIM monolitnih diskov in CIM ohisje. Razli¢ne
barve obrockov predstavljajo razli¢ne aktivne skupine monolita
(http://www.biaseparations.com).

Cevni moduli ve¢jih dimenzij (http://www.biaseparations.com).
Shematski prikaz ¢is¢enja ToMV po klasi¢nem postopku.

Shematski prikaz priprave delno ociS€enih virusnih klarifikatov
ToMV.

Primer umeritvene krivulje za relativno delno kvantifikacijo CMV.
Primer umeritvene krivulje za delno kvantifikacijo ToMV.
Elektronska mikroskopija: negativni kontrast virusnih delcev
kumari¢nega mozai¢nega virusa v delno ociS€enem virusnem
pripravku po predhodnem lovljenju virusnih delcev s protitelesi.
Izmerjene absorbance frakcij po centrifugiranju v saharoznem
Izmerjene absorbance frakcij po centrifugiranju v CsCl gradientu pri
¢is¢enju ToMV iz N. clevelandi.

Elektronska mikroskopija: negativni kontrast virusnih delcev ToMV
v razli¢nih korakih ¢iS¢enja: slika A (ToMV po centrifugiranju v
saharoznem gradientu), slika B (ToMV po centrifugiranju v CsCl
gradientu) in slika C (ToMV po dializi).

Elektronska  mikroskopija:  negativni  kontrast  ociSCenega
paradiznikovega mozaicnega virusa.

Kromatogrami locb delno ociS¢enega CMV na CIM DEAE
monolitnem disku z razlicnimi pufrskimi sistemi in pri razlicnih pH

vrednostih: FP (20 mM fosfatni pufer), TP (20 mM Tris-HCI pufer).
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Skupni izkoristki posameznih lo¢b delno ocis¢enega CMV na CIM
DEAE monolitnem disku: FP (20 mM fosfatni pufer), TP (20 mM
Tris-HCIl pufer).

Optimizacija pufrskega sistema in pH ter izbira CIM monolitnega
nosilca za kromatografsko loc¢evanje ToMV: izkoristki pri
kromatografiji ¢istega ToMV v 200 mM fosfat citratnem pufru, pH 7
z uporabo razli¢nih pufrov.

Primerjava kromatografije Cistega ToMV pri dveh razlicnih pH 20
mM fosfatnega pufrskega sistema na CIM QA monolitnem disku.
Optimizacija pufrskega sistema in pH ter izbira CIM monolitnega
nosilca za kromatografsko locevanje ToMV: izkoristki pri
kromatografiji Cistega ToMV v 20 mM veznem pufru z uporabo
razli¢nih pufrov.

Kromatografija 50 puL (A), 100 pL (B) in 150 pL (C) ociscenega
ToMYV pri razliénih pretokih (2 mL/min, 3 mL/min in 6 mL/min) na
CIM QA monolitnem disku.

Koli¢ine ToMV v kromatografskih vrhovih §t. 2 zbranih med
kromatografijo razlicnih koli¢in cistega ToMV na CIM QA
monolitnem disku, pri razliénih pretokih mobilne faze. Koli¢ine
ToMYV so doloc¢ene z delno kvantitativno metodo ELISA.

Vpliv pretoka na kromatografijo ToMV: prikazane so vrednosti
ToMV v kromatografskih vrhovih §t. 2 pri razlicnih pretokih v
odstotkih, glede na koli¢ino ToMV, naneSeno na CIM QA monolitni
disk.

Koli¢ine ToMV v kromatografskih vrhovih §t. 1 zbranih med
kromatografijo cCistega ToMV na CIM QA monolitnih diskih,
dolocene z delno kvantitativno metodo ELISA.

Koli¢ine ToMV v vzorcih, zbranih pri prvem spiranju diskov z
elucijskim pufrom po dejanski kromatografiji ToMV, dolo¢ene z

delno kvantitativno metodo ELISA.
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Prikaz vsebnosti ToMV v frakcijah, zbranih pri kromatografiji
razliénih koli¢in Cistega ToMV pri razli€nih pretokih in v frakeiji
spiranja diska z elucijskim pufrom po kromatografiji.

Primerjava meritev povrSine kromatografskega vrha §t. 2 pri
kromatografiji Cistega ToMV na CIM QA monolitnem disku pri
pretoku 2 mL/min (A), 3 mL/min (B) in 6 mL/min (C) in koli¢ine
ToMV v tem kromatografskem vrhu (dolocene z delno kvantitativno
metodo ELISA).

Kromatogrami lo¢be neredcenega in v pufru A redcenega Cistega
ToMV na CIM QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev
acetat, pH 5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru A, UV detekcija pri 280
nm, pretok 6 mL/min, gradient prikazan na sliki.

Koli¢ina ToMV v kromatografskem vrhu pri kromatografiji 20 uL
Cistega ToMV v 20 mM natrijevem acetatnem pufru, pH 5.5 z
razli¢no koncentracijo na CIM QA monolitnem disku.

Shematski prikaz preverjanja sposobnosti ToMV, da okuzi rastline
N. clevelandii preko koreninskega sistema.

Koncentriranje CMV iz redCin pripravljenih z veznim pufrom in
delno ocis¢enim CMV (5, 20, 50 in 100 uL CMV/0.5 L 20 mM Tris-
HCI pufra, pH 8) na CIM DEAE monolitnem disku.

Koncentracije CMV v red¢inah in elucijskih frakcijah po
koncentriranju na CIM DEAE monolitnem disku.

Koncentriranje ToMV iz red¢in pripravljenih z veznim pufrom (20
mM natrijev acetatni pufer, pH 5.5) in o¢iS¢enim ToMV (0.5, 1 in 2
uL ToMV /0.5 L pufra) na CIM QA monolitnem disku.
Koncentriranje ToMV iz red¢in pripravljenih z vodovodno vodo
(4996 mL vodovodne vode z dodanimi 4 mL 2.5 M natrijevega
acetata, pH 5.5) in ocis¢enim ToMV (0.5, 1 in 2 uL. ToMV / 0.5 L)
na CIM QA monolitnem disku.
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delno ocis¢en ToMV-drugo Cciscenje), 6 (tretja kromatografska
frakcija drugega ¢is¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku), 7
(delno ociscen ToMV-tretje ciS€enje) in 8 (tretja kromatografska
frakcija tretjega ¢iS¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku).

Slika 50: Koncentracije DNK (zaporedja za 18S rRNK) v delno oc¢is¢enih 101
ToMV pripravkih pred ciS€enjem, kromatografskih frakcijah po
¢iS¢enju na CIM QA monolitnem disku in v ToMV pripravku, ki je
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Slika 52. Primerjava sheme ¢iS¢enja ToMV po klasi¢nem postopku (levo) inz 103

uporabo CIM QA monolitnega diska (desno).
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1 UVOD

Pogost problem pri raziskavah in detekciji virusov v rastlinski in humani virologiji so
nizke koncentracije virusnih delcev v gostiteljih in okolju. Kljub novim, bolj obcutljivim
metodam za detekcijo virusov, je pri nekaterih vzorcih potrebno njihovo koncentracijo
povecati in s tem omogociti njihovo detekcijo. Poleg potreb po hitrih in ucinkovitih
metodah za koncentriranje virusnih delcev iz moc¢no redéenih vzorcev (voda za zalivanje
vrtnin, pitna voda) se vedno bolj pojavljajo tudi potrebe po hitrih in u¢inkovitih metodah
za CiS¢enje virusnih delcev (proizvodnja Cistih virusnih delcev za potrebe proizvodnje
poliklonskih protiteles, genske terapije, proizvodnje cepiv). Konvencionalne metode
Cis€enja  virusnih  delcev  vkljucujejo  Stevilna centrifugiranja, obarjanja in
ultracentrifugiranja v gostotnih gradientih. Postopki so zapleteni, dolgotrajni, pogosto
neucinkoviti in ne omogocajo enostavnega prenosa v industrijsko merilo.

Z namenom skrajsati in izboljSati u¢inkovitost koncentriranja in ¢iS€enja virusnih delcev so
se v zadnjih dveh desetletjih raziskovalci intenzivno ukvarjali z razvojem novih metod. Le-
te so najpogosteje vkljuevale uporabo elektropozitivnih ali elektronegativnih filtrov ali
ultracentrifugiranja. Kljub temu, da so bile te metode bolj ucinkovite pri koncentriranju in
¢is€enju virusnih delcev v primerjavi s klasicnimi metodami, imajo dolocene slabosti.
Postopki so Se vedno dolgotrajni, pogosto je prenos proizvodnje virusnih delcev iz
laboratorijskega na industrijski nivo tezaven.

V zadnjih letih se za ciS¢enje virusnih delcev vedno bolj uporablja tekocinska
kromatografija, ki omogoca doseganje visoke Cistosti koncnega proizvoda in visoko
produktivnost. Kromatografski nosilci za biokromatografijo so bili v preteklosti namenjeni
predvsem cis¢enju proteinov. Za ¢isCenje virusov so ti kromatografski nosilci, ki temeljijo
na poroznih delcih, neprimerni, saj je proces pocasen in so izpleni virusnih delcev nizki. V
nasprotju s tradicionalnimi kromatografskimi nosilci so metakrilatni monoliti (CIM
Convective Interaction Media) nacrtovani predvsem za potrebe ¢iS€enja velikih molekul
oz. nanodelcev, kot so imunoglobulini, plazmidna DNK in virusi. CIM monolitni
kromatografski nosilci so iz enega kosa poroznega materiala s povezanimi mikro kanali, ki
merijo v premeru povpre¢no 1500 nm. Taka struktura materiala omogoca hitre locbe ob
nizkih padcih tlaka pri visokih pretokih mobilne faze. Ker poteka izmenjava molekul med

mobilno in stacionarno fazo na podlagi konvektivnega snovnega prenosa, je produktivnost
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v primerjavi s tradicionalnimi kromatografskimi kolonami napolnjenimi s poroznimi delci,

kjer izmenjava poteka v glavnem na podlagi difuzivnega snovnega prenosa, vec¢ja. Poleg

tega, velikost kanalov omogoca dostop velikim molekulam do vecine veznih mest na

nosilcu, kar omogoca visoke kapacitete na volumsko enoto nosilca in s tem, v primerjavi s

klasi¢nimi nosilci, ve&jo zmogljivost (Strancar in sod., 2002). Ker se molekule na samem

nosilcu zadrzujejo kratek cCas, je moznost poSkodbe ali spremembe aktivnosti ciljne

biomolekule majhna.

1.1 NAMEN DELA

Dva glavna cilja doktorske disertacije sta bila s pomoc¢jo dveh modelnih rastlinskih virusov

razli¢nih oblik in dimenzij:

» razviti metodo za uspesno koncentriranje rastlinskih virusov iz vzorcev, v katerih je

koncentracija le-teh pod mejo detekcije diagnosti¢nih metod,
razviti metodo za hitro ¢iS¢enje virusnih delcev iz rastlinskega materiala in
karakterizirati CIM monolitne nosilce za koncentriranje in ¢iSCenje rastlinskih

Virusov.

V okviru treh glavnih ciljev smo zasledovali ve¢ manjsih ciljev:

namnoziti in o€istiti izbrana modelna virusa (kumari¢ni in paradiznikov mozai¢ni
virus) po klasi¢cnem postopku za nadaljnjo uporabo in primerjalno $tudijo,

prirediti kvalitativno metodo ELISA v delno kvantitativno metodo za dolocanje
CMV in ToMV,

preveriti, ali je TOMV sposoben okuziti propagacijske rastline preko koreninskega
sistema,

preveriti, kateri izmed CIM monolitnih nosilcev je najprimernej$i za loCevanje,
koncentriranje in kasnejSe €iSCenje kumari¢nega oz. paradiznikovega mozai¢nega
virusa,

poiskati najprimernej$i pufrski sistem in pH za koncentriranje in ¢is¢enje CMV in
ToMV,

preveriti uporabnost CIM monolitnih nosilcev za koncentriranje rastlinskih virusov

iz vzorcev, kjer so virusni delci v izredno nizkih koncentracijah (pod mejo
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detekcijske metode ELISA) in ugotoviti ali so virusi po koncentriranju na CIM
nosilcih Se infektivni,

e ugotoviti vpliv pretoka in koncentracije virusa v vzorcu na loCevanje na CIM
monolitnih nosilcih,

e dolociti kapaciteto CIM monolitnega nosilca za ToMV in

e preveriti uporabnost CIM monolitnih nosilcev za c¢is€enje ToMV iz delno
ociSCenega virusnega pripravka, ugotoviti Cistost o¢iS€enega virusa in preveriti ali

so virusi po kon¢anem c¢is¢enju infektivni.

1.2 HIPOTEZA

Kromatografska locba virusov je zaradi njihove velikosti mozna predvsem na podlagi
adsorpcije. Virusi, tako rastlinski kot zivalski so navzven obdani s plas¢em , ki najveckrat
vsebuje samo proteine, vcasih pa jih obdajajo tudi lipidne ovojnice. Proteini virusnega
plaséa se v okolju z dolo¢enim pH negativno oz. pozitivno nabijejo, glede na njihove
izoelektricne tocke. Le-te se pri vec€ini virusov gibljejo med pH vrednostmi 3 in 7. V
okolju s pH vrednostjo 3 so virusi navadno pozitivho nabiti in se vezZejo na negativno
nabite kromatografske povrSine, nad pH vrednostjo 7 pa so negativno nabiti in se vezejo na
pozitivno nabite povrSine. Adsorpcija virusov na nosilce, kjer se nahajajo nabite skupine je
torej mozna, potrebno pa je zagotoviti tudi, da ima kromatografski nosilec dovolj velike
pore, skozi katere virus lahko potuje. Pri klasi¢nih kromatografskih nosilcih je temu pogoju
tezko zadostiti, drugace pa je pri monolitnih kromatografskih kolonah, ki so bile razvite z

namenom, da bodo omogocale separacije zelo velikih molekul in nanodelcev.

Predpostavljamo, da bo zaradi lastnosti CIM monolitnih nosilcev mozno koncentrirati in
Cistiti izbrana modelna rastlinska virusa na omenjenih kromatografskih nosilcih, kar bo
omogocilo zaznavati viruse v zelo nizkih koncentracijah ter skrajSalo postopek ¢iscenja

virusnih delcev iz rastlinskega materiala.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 VIRUSI

Virusi so infektivni delci, sestavljeni iz molekule nukleinske kisline, ki je obdana z
virusnim plas¢em ali kapsido. Proteine, ki v pretezni meri sestavljajo kapsido, imenujemo
proteinske podenote ali kapsomere, ki so lahko sestavljene iz enega ali vec razli¢nih
proteinov (Brock in Madigan, 1991). Nekateri virusi so dodatno oviti v lipidno membrano,
ki prav tako vsebuje proteine (Alberts in sod., 1994). Kljub svoji enostavnosti, se virusi
razlikujejo po strukturi, morfologiji in na¢inu razmnoZevanja.

Virusi so razli¢nih oblik (slika 1). Najpogosteje so podolgovati (paliCice, nitke) ali sferi¢ni
(izometri¢ni, poliedri¢ni). Velikost podolgovatih pali¢ic je do 300 nm, dolzina nitastih
virusov se giblje od 480 do 2000 nm, sferi¢ni virusi pa merijo v premeru od 15 do 100 nm

(Agrios, 1997). Virusi se razlikujejo tudi po nukleinski kislini
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2.1.1 Kumari¢ni mozai¢ni virus (Cucumber mosaic virus, CMV)

CMV je izometricen virus iz skupine Cucumovirusov. Virusni delec meri v premeru 30
nm, virusni plas¢ je sestavljen iz 180 proteinskih podenot, molekulska masa ene podenote
je 24.5 kDa. Poleg zapisa za plas¢ni protein je v genomu virusa tudi zapis za gibalni
protein (9.9 kDa), RNK replikazo (36.3 kDa) in RNK polimerazo (31 kDa). Genom CMV
sestavljajo Stirje deli linearne enoverizne molekule RNK, katere skupna velikost je 8.621
kb. RNA-1 in RNA-2 se nahajata v dveh lo¢enih virusnih delcih, RNA-3 in RNA-4 pa
skupaj v enem virusnem delcu (Francki in sod., 1979). Genom predstavlja 18 % teZe
virusnega delca. Molekulska masa celotnega virusnega delca je 5.8-6.7 x 10° Da. Virusni
delci ne vsebujejo lipidov (Francki in sod., 1979).

Absorbanca ¢istega virusnega pripravka pri 260 nm je 5, kadar je koncentracija virusa v
pripravku 1 mg/mL. Razmerje Ajc/Azso je za Cist virusni pripravek enako 1.65.
Izoelektri¢na tocka CMV je pri pH 4.7.

Virus se prenasa mehansko in s prenasalci (s 60 razlicnimi vrstami listnih usi), prenos
preko semen ni obicajen. CMV povzroca mozaicnost listov na dvokali¢nicah (kumare,
bucke, zelena) in enokali¢nicah ter praprotovost listov pri paradizniku (Francki in sod.,
1979).

Okuzba rastlin z mehansko inokulacijo s sokom okuzene rastline ni problemati¢na.
Propagacijska rastlina za CMV je Nicotiana tabacum, testna rastlina pa Chenopodium

quinoa.

2.1.2 Paradiznikov mozaicni virus (Tomato mosaic virus, ToMYV)

ToMYV je tipicen predstavnik skupine Tobamovirus. Soroden je Toba¢nemu mozai¢nemu
virusu (Tobacco mosaic virus-TMV), vendar se od njega razlikuje po drugatnem odzivu
gostitelja, seroloskih reakcijah in zaporedju aminokislin virusnega proteina (van
Regenmortel, 1975).

ToMV je po svetu mocno razsirjen (povsod, kjer raste paradiznik) in pogosto povzroca
epidemije na paradizniku (Lycopersicon esculentum). Bolezenski znaki, ki se razvijejo na
rastlini po okuzbi s TOMV, so odvisni od temperature, dolzine dneva, intenzitete svetlobe

in kultivarja paradiznika, na sploSno pa povzro¢i mozaicnost in pozimi ozanje listov.
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Virus se ne prenasa z vektorji, prenasa pa se mehansko, s cepljenjem, z dotikom med
rastlinami in s semeni.

ToMYV je palicaste oblike, njegova tipicna velikost je 300 nm x 18 nm.

Genom ToMV je enoverizna linearna molekula RNK, velikosti 6.384 kb in predstavlja
priblizno 5 % teZe virusnega delca (Mosch in sod., 1973).

Izoelektricna to¢ka ToMV je pri pH 4.50-4.64 — odvisno od linije (Oster, 1951; Hollings in
Huttinga, 1976).

Virusni delci ToMV vsebujejo 95 % proteinov. V genomu je zapisana informacija za en
plascni protein (17-18 kDa) in tri nestrukturne proteine: replikaza ali njene komponente
(126-129 kDa), polipeptid, ki ima motiv, podoben od RNK odvisni RNK polimerazi (183-
187 kDa) in protein za gibanje-angl. movement protein (28-31 kDa) (Lewandowski, 2000).
Aminokislinska sekvenca plas¢nega proteina ToMV linije Dehlamense sestavlja 158
aminokislin (Hollings in Huttinga, 1976), z molsko maso 17.4 kDa. Virusni delci ne
vsebujejo lipidov.

Najpogosteje uporabljena propagacijska rastlina za ToMV je Nicotiana clevelandii.
Majhne rastline po okuzbi z virusom hitro propadejo in dajejo majhne izkoristke, vecje
rastline pa razvijejo nekroti¢ne lezije, Cemur sledi sistemsko gubanje in sploSna kloroza.
Izkoristek virusa je visok, vendar rastline propadejo po 2-4 tednih. Testna rastlina za

ToMYV je najpogosteje Nicotiana glutinosa.

2.2 KONCENTRIRANIJE VIRUSOV

V rastlinski virologiji je pri doloCanju prisotnosti virusov pogosto problem nizka
koncentracija virusnih delcev v vzorcu. Obcutljivost pogosto uporabljane metode dvojni
sendvi¢ ELISA (DAS ELISA, angl. Double-Antibody-Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) v diagnostiki rastlinskih virusov je, kljub uporabi dobrih, visoko
specifi¢nih protiteles, 1-10 ng/mL (Bergmayer, 1986). Obstajajo seveda tudi druge metode
dolocCanja rastlinskih virusov, kot je npr. RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase
Chain Reaction, reverzna transkripcija in veriZzna reakcija s polimerazo), ki je sto do
tisockrat bolj obcutljiva (Candresse in sod., 1998). Vendar nizka koncentracija virusnih
delcev v nekaterih vzorcih, kljub diagnosticnim metodam z vecjo obcutljivostjo, ne

omogoca dolocanja virusnih delcev v takih vzorcih. Voda, ki se uporablja za zalivanje
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poljs¢in in vrtnin, je primer vzorca z nizko koncentracijo virusnih delcev. Koncentracije
potencialno prisotnih patogenih virusov v vodah so navadno pod mejo detekcije
diagnosti¢nih metod in brez predhodnega koncentriranja njihove prisotnosti ni mogoce
potrditi.

Ze pred dvema desetletjema so $tevilni avtorji ugotovili, da nekateri rastlinski virusi lahko
okuzijo rastline skozi koreninski sistem (Koenig, 1986; Van Dorst, 1988) in da se nekateri
rastlinski virusi spros¢ajo iz korenin okuzenih rastlin v podtalno vodo (Koenig, 1986). Van
Dorst (1969, cit. po Tomlinson in sod., 1983) je v vodi za zalivanje potrdil prisotnost
Cucumber green motle mosaic virus-a (CGMMYV) in pokazal povezavo med virusom in
okuzbami kumar v rastlinjaku, kjer so to vodo uporabljali za zalivanje. Ugotavljanje
prisotnosti Skodljivih rastlinskih virusov v vodi za zalivanje rastlin je torej izrednega
pomena, predvsem Vv rastlinjakih, kjer je sistem zaprt (Koenig in Lesemann, 1985; Horvath
in sod., 1999; Tomlinson in sod., 1983), saj lahko Ze prisotnost majhnega Stevila virusov v
vodi povzro¢i epidemijo. Zaradi nizke koncentracije povzrociteljev bolezni v vodi je
potrebno pred uporabo diagnosticnih metod koncentracijo potencialno prisotnega
patogenega virusa v vodi povecati do meje zaznavanja metode, ki se bo uporabljala.
Koncentriranje potencialno prisotnih rastlinskih virusov iz vode pred uporabo detekcijske
metode opisuje vec¢ avtorjev. Opisane metode so dolgotrajne, sestavljene iz Stevilnih
korakov in zahtevajo drago opremo. Tomlinson in sodelavci (1983) so koncentrirali 60
litrske vzorce vode. Vodo so najprej filtrirali skozi 2 filtra: filter s porami velikosti 5 um
in filter s porami velikosti 1 pum. Prefiltrirani vodi so umerili pH na 5.5 in jo filtrirali skozi
Zeta-Plus adsorpcijski filter. Viruse so iz adsorpcijskega filtra eluirali z 1 % govejim
ekstraktom, dobljeni eluat pa so na koncu ultrafiltrirali na filtrski membrani z izkljucitveno
molekulsko maso velikosti 100 kDa. Prisotnost virusov v koncentriranem vzorcu vode so
ugotavljali z mehansko inokulacijo testnih rastlin. Koenig in Lesemann (1985) sta
koncentrirala manjSe volumne vode (200-300 mL) z ultracentrifugiranjem in nato
preverjala prisotnost rastlinskih virusov z inokulacijo testnih rastlin s koncentriranimi
vzorci vode. Skoraj vsi odvzeti vzorci vode so po koncentriranju na rastlinah Chenopodium
quinoa (testna rastlina za potex- in tombusviruse) povzrocili nastanek lokalnih lezij. Le-te
so nato homogenizirali v pufru in inokulirali druge testne rastline, ki so obcutljive za druge

skupine virusov. Metoda koncentriranja z ultracentrifugiranjem je enostavna in hitra,
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vendar je uspesnost koncentriranja iz tako majhnega volumna vode in z uporabo metode
inokuliranja testnih rastlin za ugotavljanje prisotnosti virusov vprasljiva (Koenig, 1986).
Podobno je Horvath s sodelavci (1999) na Madzarskem koncentriral vzorce vode iz rek in
jezer. Sedeminstirideset odvzetih vzorcev so koncentrirali z ulracentrifugiranjem in nato z
metodo ELISA preverjali prisotnost Sestindvajsetih rastlinskih virusov. Razli¢ne rastlinske
viruse so potrdili v sedemnajstih odvzetih vzorcih.

Pri preverjanju prisotnosti humanih patogenih virusov v pitni vodi se pojavlja podoben
problem-nizka koncentracija virusnih delcev, pod mejo detekcije diagnosticnih metod. Na
podrocju koncentriranja humanih virusov iz vodnih vzorcev je objav veliko (Gajardo in
sod., 1991; Wommack in sod., 1995; Jothikumar in sod., 1995; Jothikumar in sod., 1998;
Wyn-Jones in sod., 2000), saj je pri dolo¢anju humanih virusov v pitni vodi klju¢na
zanesljivost metode, ki jo uporabljamo za koncentriranje.

Najpogosteje omenjana metoda za koncentriranje humanih virusov iz vodnih vzorcev je
uporaba elektronegativnih ali elektropozitivnih filtrov ali ionsko izmenjevalna
kromatografija. Za elucijo adsorbiranih virusov iz filtrov ali drugih kromatografskih
nosilcev se najpogosteje uporablja goveji ekstrakt (angl. beef extract), ki vsebuje visoke
koncentracije slabo poznanih komponent, ki lahko vplivajo na detekcijsko metodo (Pepper
in sod., 1995; Schwab in sod., 1995). Zaradi tega je potrebno nadaljnje koncentriranje in
¢iS€enje virusov iz govejega ekstrakta (Pepper in sod., 1995; Schwab in sod., 1995).
Schwab in sodelavci (1995) so razvili in ovrednotili metode, s katerimi lahko dolo¢imo
prisotnost nizkih koncentracij Enterovirusov v eluatih govejega ekstrakta z RT-PCR.
Postopek vklju€uje obarjanje s PEG, ¢iS¢enje s Pro-Cipitatom (Affinity Technology, New
Brunswick, N.J.), ponovno obarjanje s PEG, »spin column« kromatografijo in

ultrafiltracijo. Vsak korak ¢iS¢enja seveda bistveno podaljsa Cas priprave vzorca.

2.3 CISCENIJE VIRUSOV

Najpogosteje uporabljena metoda za detekcijo rastlinskih virusov je ELISA, ki sta jo prvic¢
opisala Clark in Adams (1977). Specificnost in obcutljivost metode je odvisna od
specificnosti in obcutljivosti protiteles. Za produkcijo specifi¢nih protiteles pa je
pomembno, da je antigen za imunizacijo zivali, ki bodo proizvajala protitelesa (predvsem

VoW W

poliklonska protitelesa), zelo Cist. Klasi¢ni postopki za ¢iS€enje antigenov (npr. virusnih
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delcev) so navadno dolgotrajni. VkljuCujejo Stevilne korake (centrifugiranja pri nizkih
obratih, obarjanja, centrifugiranja v saharoznem in/ali CsCl gradientu), vsak korak pa
seveda pomeni dolo¢eno izgubo ciljnega antigena, zaradi Cesar je izplen virusa pri
klasicnem c¢is¢enju virusnih delcev relativno nizek. Za potrebe proizvodnje specificnih
poliklonskih protiteles za uporabo v diagnostiki rastlinskih virusov se kaze potreba po
krajsih in bolj u€inkovitih postopkih ¢iS€enja virusnih delcev.

Rastlinski virusi se uporabljajo tudi kot vektorji pri proizvodnji razlicnih proteinov v
rastlinah. Proizvodnja tujih proteinov v rastlinah je lahko izredno velika, saj rastline
predstavljajo najvecji vir biomase. Virusi, ki so bili spremenjeni za potrebe izrazanja tujih
proteinov v rastlinah, vkljucujejo cowpea mosaic virus (Dalsgaard in sod., 1997), tomato
bushy stunt virus (Joelson s sod., 1997) in alfalfa mosaic virus (Yusibov in sod., 1997). Od
palicastih virusov iz skupine Tobamovirusov se v te namene najpogosteje uporablja
tobacni mozai¢ni virus (TMV). Rekombinantni TMV so uporabili kot vektor pri
proizvodnji Bovine Herpes Virus gD proteina v rastlinah Nicotiana benthamiana, protein
so izolirali iz listov in ga uporabili kot cepivo za misi. Le-te so razvile specifi¢ni imunski
odgovor proti nativnemu govejemu herpes virusu (BHV-1), katerega protein so proizvajale
rastline (Perez Filgueira in sod., 2003). Podobno so za proizvodnjo nevropeptida
»nocistatin« naredili rekombinantni toba¢ni mozai¢ni virus (Lim in sod., 2002).
Spremenjeni virusni delci, ki na svoji povrSini izrazajo Zivalske ali ¢loveske virusne
epitope, imenujemo himerni virusni delci (angl. chimeric viral particles, CVP). Le-ti
predstavljajo cenovno ugodno in varno razli¢ico cepivom proizvedenih v zivalskih celi¢nih
linijah (Dalsgaard in sod., 1997).

Kljucen korak pri proizvodnji tujih proteinov oz. cepiv v rastlinah z uporabo virusnih

vektorjev je ¢iS¢enje virusnih delcev.

Yew W

2.3.1 Klasi¢ni nacin ¢iS¢enja rastlinskih virusov

Enotne sheme, ki bi veljala za ¢is€enje vseh rastlinskih virusov ni, saj se virusi mo¢no
razlikujejo po obcutljivosti na razli¢ne fizikalne in kemijske agente, ki jih uporabljamo pri
¢iS€enju. Tudi koli¢ina virusa, ki jo lahko izoliramo iz rastlinskega materiala, je glede na

virus in gostiteljsko rastlino zelo razlicna (Matthews, 1992).
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Za uspesno izolacijo je zelo pomembna izbira propagacijske rastline. Pomembno je, da
gostiteljska rastlina ne vsebuje snovi (ali vsaj v zelo nizkih koncentracijah), ki inaktivirajo
ali nepovratno oborijo virus. Med te snovi spadajo fenoli, tanini, organske kisline, sluzi in
smole (Matthews, 1992). Zazeljeno je, da je vzgoja gostiteljske rastline iz semena hitra in
enostavna in da je enostavna tudi lo¢itev virusa od komponent gostiteljske rastline
(Walkey, 1985). Drugi pomemben dejavnik je povefanje koncentracije virusa v rastlini,
kar je odvisno od izbire gostiteljske rastline, Casa, ki prete¢e med inokulacijo gostiteljske
rastline in ¢iS€enjem virusa, pogojev, v katerih gostiteljska rastlina raste in izbire tkiva, iz

katerega Cistimo virus (Matthews, 1992).

Prva stopnja v procesu €iScenja virusa je ekstrakcija virusnih delcev iz celic gostiteljske
rastline in locba virusov od komponent gostitelja (klarifikacija). Po koncani klarifikaciji
dobimo delno ocis¢en virus, ki Se vedno vsebuje majhne koli¢ine nekaterih komponent
gostitelja. Sledi postopek koncentriranja in kon¢nega ¢iS€enja virusnih delcev. Celoten

proces ¢iS¢enja se mora odvijati pri temperaturah 3-5 °C.

2.3.1.1  Ekstrakcija

Viruse ekstrahiramo iz okuzenega rastlinskega materiala (navadno listov) tako, da tkivo
zmeljemo v primernem pufru pri nizkih temperaturah. V homogenatu, ki ga dobimo, se
nahajajo virusni delci in komponente gostiteljske rastline: deli fragmentiranega tkiva,
kloroplasti, ribosomi, topni celi¢ni proteini in nizkomolekularne snovi. Nekatere
komponente v homogenatu lahko inhibirajo ali inaktivirajo proste virusne delce, zato
moramo biti natancni pri izbiri in pripravi ekstrakcijskega pufra, s pomocjo katerega
pripravimo homogenat (Walkey, 1985).

Izbira pufra je odvisna od virusa in gostiteljske rastline, iz katere virus ¢istimo. Pomembna
je molarnost pufra, saj so nekateri virusi nestabilni v pufru z nizko molarnostjo, medtem ko
velja za druge ravno nasprotno. Najveckrat se molarnost pufrov giblje med 0,1 in 0,5.
Izoelektricne tocke razli¢nih virusov se nahajajo pri razliénih pH vrednostih. To je tista pH
vrednost, pri kateri virus nima nobenega naboja in se lahko obori. Da se to ne zgodi, se
moramo tej pH vrednosti izogibati. Ve€ina virusov ima izoelektricno tocko pri pH

manjSem od 7, zato se navadno uporabljajo nevtralni ali rahlo alkalni ekstrakecijski pufti
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(pH=7,0-8,5), vendar pa pufer ne sme biti preveC alkalen, ker se lahko povezava med

virusnim proteinom in njegovo nukleinsko kislino podre in virusni delec razpade.

V nizkih koncentracijah ekstrakcijskemu pufru navadno dodamo:

» reducente (tioglikolna kislina, merkaptoetanol), ki preprecujejo virusno inaktivacijo
zaradi oksidacije in absorpcijo komponent gostitelja na viruse; virusno inaktivacijo z
vezavo na fenole preprecujeta tudi polietilenglikol in polivinilpirolidin,

» kelirajoce snovi (EDTA), ki sodelujejo pri odstranjevanju gostiteljskih ribosomov in
poliribosomov ter z vezavo na katione preprecujejo agregacijo virusov in oksidacijo
polifenolov,

» detergente (Triton X-100, Tween-80), ki pomagajo pri spros€anju virusov iz
gostiteljskih komponent in preprecujejo njihovo agregacijo. Podoben ucinek lahko

dosezemo tudi z dodatkom uree.

2.3.1.2 Klarifikacija

Cilj klarifikacije je locba virusnih delcev, ki se nahajajo v homogenatu, od rastlinskih
celi¢nih fragmentov. Homogenat najprej centrifugiramo pri nizkih obratih (1.000-10.000 g,
15-20 minut), kar povzroci usedanje vecjih rastlinskih komponent, virus pa ostane v vodni
fazi (supernatantu). Pri prvem centrifugiranju homogenata ostane v supernatantu navadno
le delez celotne koli¢ine virusa, zato lahko izplen virusa povecamo tako, da usedlini
dodamo svez pufer in centrifugiranje ponovimo.

Usedlino zavrzemo in zdruzimo obe vodni fazi, kateri navadno dodamo organsko topilo
(etanol, butanol, eter ali kloroform), ki povzroc¢i koagulacijo vecjih celiénih komponent.
V<asih je dobro, da pustimo topilo nakaj Casa delovati, s ¢imer izboljSamo klarifikacijo.
Nato meSanico ekstrahiranega rastlinskega soka in organskega topila centrifugiramo
(5.000-10.000 g, 20 minut). Po centrifugiranju dobimo tri plasti - virusi se nahajajo v
zgornji, vodni fazi. Pri nekaterih postopkih ¢iS¢enja lahko dodamo organsko topilo skupaj

z drugimi dodatki ekstrakcijskemu pufru (Walkey, 1985).
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2.3.1.3 Koncentriranje

Ko odstranimo vecje celi¢ne delce, v procesu koncentriranja odstranimo nizkomolekularne
komponente, ki so Se vedno prisotne in virus koncentriramo.

Najpogosteje uporabljena metoda je ultracentrifugiranje. Vodno fazo, kjer je virus,
centrifugiramo pri visokih obratih (75.000 g, 1-2 uri) v rotorju, ki je pod dolo¢enim kotom,
zaradi Cesar se virus usede na dno, nizkomolekularne rastlinske komponente pa ostanejo v
vodni fazi. Takoj ko je ultracentrifugiranje zakljuceno, odstranimo vodno fazo, usedlino pa
raztopimo v majhni koli¢ini primernega pufra in inkubiramo. TakSen, delno ociS¢en in
koncentriran vzorec lahko dodatno Cistimo s pomocjo centrifugiranja pri nizkih obratih, po
koncu katerega se virus nahaja v vodni fazi. Ce Zelimo Gistost vzorca $e poveéati lahko
centrifugiranje pri nizkih in visokih obratih Se nekajkrat ponovimo.

Ultracentrifugiranje pa ni primerno za vse viruse, saj so nekateri na mo¢ne gravitacijske
sile neodporni ali pa se med ultracentrifugiranjem mocno agregirajo. Pri taks$nih virusih
uporabljamo koncentriranje s pomoc¢jo polietilenglikola (PEG). To je hidrofilna molekula,
ki je popolnoma topna v vodi. PEG dodamo vodni fazi, ki vsebuje virus, meSamo 1-2 uri,
nato pa centrifugiramo pri nizkih obratih (15.500 g, 20 minut). Usedlino, ki vsebuje virus,
raztopimo v majhni koli¢ini primernega pufra. Ce nadaljujemo s centrifugiranjem pri
nizkih obratih, se denaturirani proteini in koagulirani rastlinski ostanki usedejo (zaradi
dodanega PEG), virus pa ostane v vodni fazi. Sledi centrifugiranje pri visokih obratih, kar
povzroc€i usedanje virusa. Tudi pri tem nacinu koncentriranja lahko dosezemo vecjo Cistost
vzorca, ¢e zadnja dva koraka veckrat ponovimo (Walkey, 1985).

Tretja metoda, kjer virus iz klarificirane raztopine koncentriramo z obarjanjem s soljo, je
relativno groba, zato se uporablja zelo redko. Klarificiranemu vzorcu dodamo
koncentrirano raztopino amonijevega sulfata, mocno premeSamo in pustimo stati nekaj ur.
Oborjen virus nato sedimentiramo s centrifugiranjem pri nizkih obratih in ga raztopimo v

primernem pufru (Walkey, 1985).

2.3.1.4 Koncno Ciscenje

V primeru, da potrebujemo ocis¢ene virusne delce za nadaljnjo uporabo (npr. pripravo

protiteles, pripravo virusnih vektorjev ali pripravo virusnega cepiva) je potrebno iz delno
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v

oCisCenega virusnega pripravka odstraniti vse (ali skoraj vse) prisotne komponente
gostitelja.

Najpogosteje uporabljena metoda za koncno ciScenje je centrifugiranje v gostotnem
gradientu. To je centrifugiranje pri visokih obratih (50.000-70.000 g) skozi gostotni
gradient vzdolz horizontalne osi. Najveckrat se uporablja linearni saharozni gradient (10-
40 %), kjer se virus lo¢i od ostalih komponent glede na sedimentacijsko konstanto. Poleg
saharoznega poznamo tudi centrifugiranje v gostotnem gradientu cezijevega klorida ali
cezijevega sulfata. Po koncu centrifugiranja lahko virus odstranimo ro¢no z injekcijo ali pa
uporabimo fotometri¢ni detektor in zbiralec frakcij. Saharozo ali soli nato odstranimo z
dializo ali pa virusni pripravek centrifugiramo pri visokih obratih, pri cemer se virus usede
na dno (Walkey, 1985).

Konvencionalne metode ciS¢enja virusov temeljijo predvsem na ciklih diferencialnega
centrifugiranja in se koncajo s centrifugiranjem v gostotnem gradientu. Manj stabilni virusi
kon¢anem c¢iScenju odstraniti gostotni gradient. Predvsem pri pali¢astih virusih lahko pride
do popolne sedimentacije virusnih delcev, kar lahko povzroci njihovo agregacijo (Barton,
1977).

Zaradi dolgotrajnosti in neucinkovitosti konvencionalnih metod so se zadnja desetletja
pospeseno razvijale nove metode za ¢isCenje virusov. Te metode so se razvijale predvsem
na podrocju ¢is¢enja humanih virusov, saj se zaradi genske terapije pojavlja velika potreba
po hitrih in u¢inkovitih postopkih za Cis¢enje le-teh. V rastlinski virologiji so te metode

povzeli in prilagodili za potrebe ¢iS€enja rastlinskih virusov.

2.3.2 Cis€enje virusov z gelsko kromatografijo

Gelska kromatografija (tudi gelska filtracija, kromatografija na molekularnih sitih,
izkljuCitvena kromatografija) lo¢uje molekule le na osnovi njihovega molekulskega
volumna in od tod tudi ime molekulska sita. Material, s katerim so polnjene gelske kolone,
je v glavnem polistiren, polimeriziran in zamreZen z divinilbenzenom. Od tega, koliko
imamo molekul stirena na molekul divinilbenzena, je odvisna stopnja zamreZenja in

posledi¢no velikost por. Obicajno kolona, polnjena z materialom dolo¢ene zamrezenosti
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(velikost por), pokriva doloc¢eno obmocje molekulskih volumnov. Locevanje temelji na
difuziji molekul v pore. Vec¢je molekule v pore ne morejo in se zato eluirajo s topilom.
Manj$im pa pore ne predstavljajo nobene ovire in vanje vtopajo, zato se na koloni zadrzijo
dlje in se eluirajo na koncu kromatograma. Kolona je uporabna le za molekule z molskim
volumnom znotraj tega obmocja, ki se bolj ali manj zadrzijo na koloni in med seboj delno
ali popolno logijo (Strancar, 1998).

Z gelsko kromatografijo sta Albrechsten in Heide (1990) iz rastlinskega materiala Cistila
izometri¢ne in paliCaste rastlinske viruse. Metoda, ki sta jo razvila, je odstranila vecino
rastlinskih proteinov, virusni izplen je bil v povprecju 30 % (Albrechsten in Heide, 1990).
Stacionarna faza pri gelski filtraciji je stisljiva, zato je lahko pretok relativno nizek, kar je
primer tudi pri Albrechsten in Heide (1990), ki sta pri CiS€enju rastlinskih virusov
uporabila pretok 0.8 mL/min. Na lo¢ljivost pri gelski kromatografiji vpliva tudi volumen
vzorca, ki je naneSen na kolono. Velja, da volumen vzorca ne sme presegati 5 % celotnega
volumna kolone (Kuhelj, 1998), kar sta upostevala tudi Albrechsten in Heide (1990), ki sta
pripravka. Poleg majhnega pretoka in zato podaljSanega Casa ciSCenja ter majhnega
volumna vzorca so slabosti gelske filtracije z organskimi geli tudi: moznost okuzbe nosilca
z mikroorganizmi, uporaba vecine organskih topil ni mozna, sterilizacija nosilcev ni
zadostna (Barton, 1977). Zaradi zgoraj omenjenih slabosti kolon, kjer je nosilec organski
gel, je Barton (1977) rastlinske viruse Cistil na kroglicah stekla s kontroliranimi velikostmi
por (angl. controlled pore glass). Pred nanosom na kromatografsko kolono je rastlinske
viruse razlicnih oblik in velikosti delno ocistil iz rastlinskega materiala po postopkih
opisanih v Commonwealth Mycological Institute /Association of Applied Biologist Plant
Virus Descriptions do stopnje, ko bi moral ¢iS¢enje nadaljevati s centrifugiranjem v
gradientu. Barton (1977) je ugotovil, da se sferi¢ni virusi iz kolone izperejo v ostrem
kromatografskem vrhu, medtem ko so kromatografski vrhovi pali¢astih virusov repicasti
(pojavlja se t.i. tailing) zaradi daljSega zadrzevanja majhnih delcev zlomljenih virusov na
kromatografskem nosilcu. Na splosno je viruse ucinkovito lo¢il od necisto¢ z nizkimi
molekulskimi masami, izpleni virusa so bili skoraj 100 %. Slabost Bartonove metode
¢is¢enja virusnih delcev so veliki volumni elucijskih frakeij (25-35 mL) in dolgotrajna
predpriprava kromatografskega nosilca. Le-tega je avtor najprej raztopil v 0.05 M

fosfatnem pufru, pH 7, ga veckrat spral in nato raztopil v pufru, ki je vseboval PEG.
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Raztopljeni nosilec je nato razplinjeval ter ponovno spiral s pufrom. Sledilo je polnjenje
kolone z nosilcem in 2 urna ekvilibracija kolone pri sobni temperaturi pod pritiskom, da se

je odstranil odvec¢ni PEG.

2.3.3 Ciscenje virusov z ionsko-izmenjevalno kromatografijo

Ionsko-izmenjevalna kromatografija ima Sirok spekter uporabnosti, njena prednost pred
drugimi je predvsem doseganje visoke Cistosti produkta (Levitt, 1983).

Ionsko izmenjevalna kromatografija je uc€inkovita metoda za loCevanje proteinov, kakor
tudi za loc¢evanje velikih biomolekul kot so imunoglobulini, plazmidna DNK in virusi. V
primerjavi z objavami o loCevanju proteinov so objave o loCevanju virusnih delcev na
ionsko izmenjevalnih nosilcih manj Stevilne (Yamamoto in Miyagawa, 1999; Yamamoto
in Miyagawa, 2000).

Ionsko-izmenjevalna kromatografija temelji na elektrostatskih interakcijah med nasprotno
nabitimi delci. Proteini, ki obdajajo virusne delce, imajo skupine, ki se lahko ionizirajo.
Dejstvo, da imajo virusni delci zaradi teh skupin negativen ali pozitiven neto naboj, lahko
izkoristimo za njihovo locbo. Neto naboj virusnega delca je odvisen od njegove
izoelektri¢ne tocke in pH vrednosti raztopine, v kateri se nahaja. Stacionarno fazo ionsko-
izmenjevalne kromatografije predstavljajo skupine, kovalentno vezane na skupine nosilca
(npr. hidroksilne, epoksi skupine). Kemicna narava teh skupin doloca vrsto molekul
(virusnih delcev), ki se bodo vezale na ionski izmenjevalec, pa tudi moc¢ te povezave. Na
pozitivno nabite skupine se adsorbirajo molekule z negativnim neto nabojem, zato
imenujemo taks$ne nosilce anionski izmenjevalci. Kationski izmenjevalci imajo negativno
nabite skupine. lonske izmenjevalce delimo tudi na mocne in Sibke. Prvi so ionizirani, torej
v nabiti obliki pri skoraj vseh vrednostih pH, slednji pa le v razmeroma ozkem obmocju

pH (Kuhelj, 1998).

Kolone polnjene s poroznimi delci imajo visoko kapaciteto vezave molekul in kazejo
visoko lo¢ljivost pri lo¢evanju molekul. Vecina aktivne povrSine, na kateri poteka
lo¢evanje, lezi znotraj zaprtih por. Tekocina v teh porah skoraj miruje, kar pomeni, da
potujejo v njih molekule na podlagi difuzije. V takSnem primeru moramo zagotoviti dovolj

¢asa, da molekule pripotujejo do aktivne povrSine. Tipi¢ni potrebni Casi za makromolekule
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so nekaj deset minut ali celo ur (Podgornik, 1998). Anionsko izmenjevalno kromatografijo
na kolonah, ko so bile polnjene s poroznimi delci (Q Sepharose, Pharmacia Biotech), so za
vezavo in loCevanje virusnih delcev (petunia vein-clearing virus, PVCV) od inhibitornih
substanc uporabljali Harper in sodelavci (2003). Yamamoto in Miyagawa (1999) sta
locevala Hepatitis virus B na kolonah polnjenih s poroznimi sfericnimi celuloznimi delci,
na katerih so bile vezane sulfatne skupine. Pokazala sta, da so za virusne delce Hepatitisa
B dostopne le sulfatne skupine na povrsini celuloznih delcev, kamor se le-ti u¢inkovito
vezejo in kasneje iz njih sproscajo. Adsorpcijsko-desorpcijski Cas je kratek, vendar pa je
kapaciteta nosilca zelo nizka (Yamamoto in Miyagawa, 1999). Glede na to, da so se
virusni delci vezali le na aktivne skupine na povrsini delcev, je opisan nosilec deloval
kakor kolona, polnjena z neporoznimi delci.

Neporozni delci ne vsebujejo por. Vezava molekul poteka samo na zunanji povrSini
delcev. Ker pri teh delcih ni difuzije v pore, se tipiCen Cas loCevanja zmanjSa na nekaj
minut ali sekund. Vendar pa ima odstranitev por nekaj slabih lastnosti. Neporozni delci
imajo bistveno manjSo aktivno povrSino in s tem tudi nizjo kapaciteto vezave molekul
(Podgornik, 1998), kar se je pokazalo tudi v primeru, ki sta ga opisala Yamamoto in
Miyagawa (1999).

Poleg delcev poznamo ionsko izmenjevalne nosilce v obliki membrane, kjer predstavlja
izmenjevalno povrsino vlaknasta struktura z velikimi preto¢nimi porami. Pri membranah ni
difuzije v slepe pore, torej so po tej lastnosti membrane precej podobne neporoznim
delcem, vendar za razliko od slednjih kazejo izredno nizek povratni tlak. Kljub mnogim
dobrim lastnostim (nizki povratni tlaki, kratki zadrzevalni ¢asi, moZznost uporabe visokih
pretokov mobilne faze, itd.) pa imajo tudi slabe lastnosti kot so tezave s porazdelitvijo in
zbiranjem vzorca (Podgornik, 1998) ter velik mrtvi volumen. Primer membranskih ionsko
izmenjevalnih kromatografskih nosilcev so Mustang membrane, podjetja Pall (New York,
ZDA). Mustang Q membrane so moc¢ni anionski izmenjevalci, Mustang S membrane pa
moéni kationski izmenjevalci. Sestnajst slojev pozitivno ali negativno nabitih membran se
nahaja v posebnem ohi§ju. Premer por je 800 nm, kar pomeni, da je mozno na teh
membranah lo¢evati tudi zelo velike molekule, npr. virusne delce (Dynamic high..., 2002).
Kapaciteta Mustang Q membran za rekombinantne Adenoviruse je 4.9-10" virusnih
delcev/mL Mustang Q membrane pri 10 % preboju (Lajmi, 2005). Ionsko izmenjevalne

kromatografske nosilce v obliki membran proizvaja tudi podjetje Sartorius (Goettingen,
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Nemcija), katerih pore merijo 450-3000 nm in so tudi primerni za loCevanje virusov:
Alphaherpes virusov, Adenovirusov in Adenoasociated virusov (Fischer-Fruhholz, 2003).
Podjetje Sartorius proizvaja mocne in Sibke anionske in kationske ionsko izmenjevalne
nosilce. Na kationsko izmenjevalnih nosilcih je Karger s sodelavci (1998) uspesno ocistil
virusne delce alphaherpesvirusa, v povprecju je v eni kromatografski frakciji eluiral 85 %
na membrano naloZenih virusnih delcev.

Monolitni nosilci so zadnja generacija v razvoju kromatografskih nosilcev. Lahko re¢emo,
da predstavljajo vmesno stopnjo med nosilci v obliki delcev in membranami. Njihova
posebnost je, da je nosilec sestavljen iz enega kosa. Zgrajeni so iz mikronskih kroglic, ki
pa so med seboj zdruzene. Ta struktura jim daje edinstvene lastnosti (slika 2). Med
mikronskimi zrni obstajajo vecje in manjSe pore, skozi katere teCe mobilna faza. Prenos
snovi poteka pretezno na osnovi konvekcije, ker ni nobenih zaprtih por. Monoliti imajo
visoko kapaciteto vezave, saj je kljub absolutno manjsi specifi¢ni povrSini, v primerjavi z
drugimi nosilci, le-ta dostopna za velike molekule. Hkrati omogoc¢ajo monoliti hitre

procese locevanja ob nizkem padcu tlaka (Podgornik, 1998).

r —‘-
Zeku Aum =19, 08¢

Slika 2: Poli glicidil metakrilat-ko-etilen dimetakrilat-ni monolit posnet z vrstiénim

elektronskim mikroskopom, 10.000 x poveé¢ava (Svec in sod., 2003: 57).

Predstavnik polimernih monolitnih nosilcev je CIM Convective Interaction Media. CIM
monolitni kromatografski nosilci so iz enega kosa poroznega materiala s povezanimi

kanali, ki omogocajo hiter prenos molekul vzorca med mobilno in stacionarno fazo. Hiter



19
Kramberger P. Razvoj tehnologije za koncentriranje in ¢is€enje rastlinskih virusov z monolitnimi kromatografskimi nosilci.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

masni prenos je posledica konvektivnega toka. Aktivne skupine se nahajajo na povrsini
kanalov, ki merijo v premeru priblizno 1500 nm in so tako prehodni tudi za zelo velike

molekule in nanodelce.

2.4 CIM MONOLITI

CIM (Convective Interaction Media) je trzno ime za monolitne kromatografske nosilce na
osnovi polimerov poli(glicidil metakrilat-ko-etilenglikol dimetakrilat) - a in poli(stiren-ko-
divinilbenzen) — a (Strancar s sod., 2002). Manjse, analitske enote z volumnom 0,34 mL se
imenujejo CIM diski (slika 3), vecje, semi - preparativne in preparativne enote pa so t.i.

CIM cevni moduli (slika 4) z volumnom 8§, 80 in 800 mL, 8 L enota pa je trenutno v

razvoju.

Slika 3. Nekateri izmed CIM diskov in CIM ohisje. Razli€ne barve obrockov predstavljajo
razli¢ne aktivne skupine monolita (CIM Disk..., 2005).
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Diski se vstavijo v CIM ohisje, ki se potem prikljuci na kromatografski sistem, mozno pa je
disk v ohiSju uporabljati tudi v kombinaciji z brizgo, ki nadomesti uporabo HPLC ¢&rpalk.

Pomembna lastnost ohisja je, da ima majhen mrtvi volumen ter minimalno disperzijo, kar

omogoca ostre kromatografske vrhove lo¢enih substanc na kromatogramu (Podgornik,

1998).
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Slika 4. 8, 80 in 800 mL cevni moduli v ohisjih (CIM Tube..., 2005).
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Vecje enote so namescene v ustreznih ohisjih in se prikljucijo na ustrezen kromatografski

sistem.

Vse enote so nacrtovane tako, da zagotavljajo odlicne lastnosti kot so kemijska stabilnost,
dobre pretocne karakteristike ter hitra loc¢ba komponent vzorca. ManjSe in vecje enote

imajo enako monolitno strukturo ter gostoto ligandov (Strancar in sod., 2002).

CIM monolitni nosilci omogocajo hitre lo€be ob nizkih padcih tlaka pri visokih pretokih
mobilne faze (Strancar in sod., 2002), kar je rezultat monolitne strukture z dovolj velikimi
pretocnimi porami. Te pore omogoc¢ajo molekulam dostop do aktivnih mest na monolitu v
toku mobilne faze. Ker poteka izmenjava molekul med mobilno in stacionarno fazo na
podlagi konvekcije, je produktivnost v primerjavi s tradicionalnimi kromatografskimi
kolonami, napolnjenimi s poroznimi delci, vecja. Poleg tega narava porozne strukture
omogoca enostaven dostop tudi vec¢jim molekulam, ki jih lahko zato lo¢imo v zelo kratkem

casu.

Za ciscenje vecjih biomolekul mora biti dolzina poti skozi kolono kratka, pri ¢emer se
padec tlaka zniza, predvsem pa se izognemo nespecifi¢ni vezavi, razpadu labilnih molekul
ter morebitnim spremembam v strukturi biomolekule (Strancar in sod., 2002). Zaradi
omenjenega razloga so dolzine kromatografskih slojev CIM monolitov kratke, v primeru
diskov samo 3 mm. Ugotovljeno je namre€ bilo, da dolZina kolone v primeru lo€be vecjih
molekul z linearnim gradientom mobilne faze nima vpliva na lo¢ljivost (Strancar in sod.,

2002; Tennikova in Svec, 1993).

Lastnosti, ki postavljajo CIM monolitne nosilce v primerjavi z del¢nimi nosilci v
prednostni polozaj pri loevanju in koncentriranju velikih biomolekul in virusov so

predvsem (gtrancar in sod., 2002; Strancar in sod., 1998):

» Moznost izvedbe zelo hitrih locb in posledicno zmanjSana moznost deaktivacije
biomolekul zaradi dolgih kontaktnih ¢asov molekul s kromatografskim nosilcem.
Pri del¢nih nosilcih zaradi pretezno difuzivnega prenosa snovi trajajo locbe dalj
Casa, ker morajo imeti biomolekule, ki so vecje in zaradi tega pocasnejse, daljSe

kontaktne Case s kromatografskim nosilcem.

» Posamezna molekula se lahko eluira v zelo koncentrirani obliki s spiranjem enote z

nizkim volumnom elucijskega pufra. To je mozno zaradi konvektivnega prenosa
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snovi ter posledicno potrebnih nizjih kontaktnih ¢asov ter volumnov pufra.

» Visoka vezna kapaciteta za velike biomolekule.
Vecje molekule zaradi svoje velikosti ne dosezejo aktivnih mest v difuznih porah
del¢nih nosilcev, kar se odraza v nizji vezni kapaciteti. V primeru CIM monolitov s

pretocnimi porami, pa te molekule lahko dosezejo vsa aktivna mesta.

» Locljivost in vezna kapaciteta sta neodvisni od pretoka.
Pri del¢nih nosilcih se omenjeni lastnosti slabSata z vi§jim pretokom, kar je
posledica difuzivnega prenosa snovi. Pri vi§jih pretokih mobilne faze namrec
molekula, ki jo loCujemo, ne doseze vseh aktivnih mest oz. del molekul zaostaja za

elucijskim vrhom zaradi krajSega kontaktnega Casa z nosilcem.

» Padec tlaka in hitrost mobilne faze sta v linearni zvezi.

» Enostavno rokovanje: ni izgube Casa s polnjenjem in praznjenjem kolon, kot v
primeru del¢nih nosilcev. CIM diski se enostavno vstavijo v CIM ohisje ali so Zze v
njih (CIM cevni moduli), spiranje z mobilnimi fazami je hitro, ker so vse pore
pretocne.

» Moznost CLC (ang. Conjoint Liquid Chromatography). V isto CIM ohisje lahko
namestimo ve¢ CIM diskov z razli¢nimi aktivnimi skupinami, kar omogoca
vecdimenzionalno kromatografijo v enem koraku.

V primeru del¢nih nosilcev je za to potrebno ve¢ locenih korakov.

CIM monoliti so zaradi zgoraj opisanih lastnosti predvsem primerni za kromatografske

lo¢be in ¢iS¢enja vecjih biomolekul, kot so vecji proteini, plazmidna DNK in virusni delci.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 CISCENIJE VIRUSOV PO KLASICNEM POSTOPKU

3.1.1 Kumari¢ni mozai¢ni virus (CMYV)

Kumari¢ni mozai¢ni virus (angl. Cucumber mosaic virus-CMV) smo delno ocistili po
protokolu, ki ga je opisal Lot s sodelavci (Francki in sod., 1979).

Virus CMV smo namnozili v rastlinah Nicotiana tabacum kultivar Samsun, ki smo jih
vzgajali v rastni komori z vlago pod naslednjimi pogoji: relativna zracna vlaga 75 + 2 %,
temperatura 20 £ 2 °C v Casu osvetljevanja in 18 £ 2 °C v Casu teme, gostota pretoka
fotonov 120 - 150 pmol m™s™ (Zarnica Osram L36/W77) in fotoperioda 16 ur svetlobe in 8
ur teme. Rastline smo zalivali z vodovodno vodo. Liste N. fabacum smo mehansko
inokulirali z izolatom CMV 373 iz zbirke virusov Nacionalnega inStituta za biologijo.
Izvorni material uporabljenega izolata je bila paprika, kultivar Adria, vzorcena junija 2000
v Sredis¢u ob Dravi, virusi so se namnozevali na rastlinah Nicotiana rustica. Inokulum za
mehansko inokulacijo N. tabacum (propagacijska rastlina za CMV) smo pripravili iz 0.05 g
liofiliziranih listov Nicotiana rustica, ki smo jih strli v tarilnici in dodali 5 mL 0.02 M
fosfatnega pufra za mehansko inokulacijo (priloga A). S karborundom posute liste rastlin
Nicotiana tabacum kultivar Samsun, smo mehansko inokulirali s pripravljenim
inokulumom in jih po desetih minutah izprali z vodo.

Po 5 tednih smo liste Nicotiana tabacum kultivar Samsun pobrali in jih zmleli s pomocjo
tekoCega dusika. Rastlinskemu prahu smo dodali 1 mL ekstrakcijskega pufra in 1 mL
kloroforma na 1 g rastlinskega prahu. Ekstrakcijski pufer je vseboval 0.5 M natrijev citrat,
pH 65, 1 % 5 mM EDTA in 0.5 % 2-merkaptoetanola, 2-ME). EDTA preprecuje
agregacijo virusov in odstranjuje ribosome/polisome, ME je reducent, ki preprecuje
inaktivacijo virusa zaradi oksidacije in adsorpcijo virusa na rastlinske komponente,
kloroform pa je organsko topilo, v katerem so topni lipidi.

Homogenat smo centrifugirali pri 10.000 g 10 minut (rotor Beckmann JA14, centrifuga
Avanti™ J-25 Beckmann). Pufrski fazi smo dodali 10 % polietilenglikola (PEG) 6000 in

mesali 60 minut pri 4 °C ter ponovno centrifugirali pri 10.000 g 10 minut (rotor Beckmann
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JA18, centrifuga Avanti™ J-25 Beckmann). Usedlino (pelet) v vsaki centrifugirki smo
raztopili v 40 mL 5 mM natrijevega borata z 0.5 M EDTA, pH 9 in mesali 30 minut pri
sobni temperaturi. Vzorec smo centrifugirali 15 minut pri 11.500 rpm (rotor Beckmann
JA18, centrifuga Avanti™ J-25 Beckmann). Delno o€i$€en virusni pripravek smo filtrirali
skozi 0.45 um filter in ga shranili pri -20 °C. Vsa centrifugiranja v postopku cis¢enja

virusa so potekala pri 4 °C.

3.1.2 Paradiznikov mozai¢ni virus (ToMYV)

VW W

ToMV izolat in protokol za ¢iS€enje virusa iz rastlinskega materiala smo dobili od Renee
Van der Vlugt-a (Vlugt, 2001) iz inStituta Plant Research International, Wageningen,
Nizozemska.

Liste rastlin Nicotiana clevelandii, stare priblizno 4 tedne, gojene v rastni komori pod
pogoji opisanimi v poglavju 3.1.1 smo posuli s karborundom in jih mehansko inokulirali z
izolatom paradiznikovega mozai¢nega virusa (angl. Tomato mosaic virus-ToMV), linije
Dehlamense, redéenem 1:10 v 0.02 M fosfatnem pufru za mehansko inokulacijo rastlin
(priloga A). Po desetih minutah smo liste rastlin sprali z vodo in rastline postavili v rastno
komoro. Po priblizno treh tednih smo liste rastlin pobrali in jih zmleli v teko¢em dusiku.
ToMV smo navadno izolirali iz najmanj 30 g listov. Pripravili smo Mcllvaine fosfat-
citratni pufer (29.4 g Na,HPO4 H,0, 3.6 g CcHgO7H,O0 in deionizirana voda do skupnega
volumna 1L, pH 7) in ga dodali rastlinskemu prahu (na 1 g rastlinskega prahu 2 mL
Mcllvaine fosfat-citratnega pufra). Preden smo dodali odmerjeni volumen pufra k
zmletemu rastlinskemu prahu smo dodali v pufer Se 1 % 2-ME in 0.2 % Na-dietiltio-
karbamat-trihidrata. Rastlinski prah smo dobro zmesali s pufrom in nato homogenatu
dodali Se kloroform (1 mL kloroforma na 1 g rastlinskega prahu). Homogenat smo 10
minut centrifugirali pri nizkih obratih (10.000 g) v rotorju Beckmann JA14 in centrifugi
Avanti™ J-25 Beckmann. Po centrifugiranju so bile v centrifugirkah tri faze: usedlina,
kloroformna faza in vodna faza (supernatant). Odvzeli smo vodno fazo, dodali PEG 6000
(1 g / 20 mL vodne faze) in mesali 2 uri pri 4 °C. Vodno fazo s PEG smo nato
centrifugirali 10 minut pri 10.000 g in usedlino (pelet) v vsaki centrifugirki raztopili v 3
mL Mcllvaine fosfat-citratnga pufra, pH 7 (brez 2-ME in Na-dietiltio-karbamat-trihidrata)
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preko noci pri 4 °C. Po centrifugiranju pri nizkih obratih (10.000 g, 10 minut) smo odvzeli
vodno fazo in jo centrifugirali v saharoznem gradientu (10-40 %). Saharozni gradient smo
pripravili s pomocjo posebne naprave za pripravo gradientov. Z Mcllvaine fosfat-citratnim
pufrom, pH 7 (brez 2-ME in Na-dietiltio-karbamat-trihidrata) smo pripravili 10 % in 40 %
raztopino saharoze in nanesli po 18 mL vsake raztopine v loCena valja naprave za pripravo
gradienta. Nato smo odprli stiS¢ek med valjema in stiS¢ek na izhodni cevi. Obe raztopini
sta se v napravi med seboj meSali in tako je iz izhodne cevi v centrifugirko kapljala
saharozna raztopina, ki je v centrifugirki ustvarila 36 mL gostotnega gradienta.
Centrifugiranje v saharoznem gradientu je potekalo 2 uri in pol pri 22.000 rpm v TST
28.38 swing-out rotor (centrifuga T-2070 Centrikon). Po konfanem centrifugiranju smo iz
vsake centrifugirke od vrha navzdol odvzeli frakcije po priblizno 2 mL. Iz ene
centrifugirke smo tako dobili 18-20 frakcij, katerim smo izmerili absorbanco pri 260 nm.
Frakcije z visokimi absorbancami smo zdruzili in red¢ili 1:2 z Mcllvaine fosfat-citratnim
pufrom, pH 7. Red¢eno virusno frakcijo smo centrifugirali 2 uri in pol pri 35.000 rpm v
TFT 70.38 fixed-angle rotorju (centrifuga T-2070 Centrikon). Usedlino (pelet) smo
raztopili v 29 mL Mcllvaine fosfat-citratnega pufra, pH 7, ki smo mu dodali CsCl do
kon¢ne koncentracije 3.8 M. Tezo centrifugirk smo natan¢no uravnali in centrifugirali pri
23.500 rpm v TST 28.38 swing-out rotorju (centrifuga T-2070 Centrikon) 20 ur. Po
centrifugiranju smo iz centrifugirk od vrha navzdol odvzeli frakcije po priblizno 2 mL,
vsaki posamezni frakciji izmerili absorbanco pri 260 nm in zdruzili frakcije z visokimi
absorbancami. ZdruZeno virusno frakcijo smo 20 ur dializirali proti Mcllvaine fosfat-
citratnemu pufru, pH 7. Za dializo smo uporabili dializno kaseto slide-a-lyzer (Pierce,
66110), v katero smo nanesli zdruzeno virusno frakcijo in kaseto potopili v pufer.
Razmerje volumnov vzorec: pufer je bilo 1:50, dialzno kaseto smo trikrat prestavili v svez
pufer, dializa je potekala pri sobni temperaturi. Po koncani dializi smo oc¢is¢en virusni
pripravek shranili pri -20 °C. Vsak korak ciS¢enja smo preverili z elektronsko
mikroskopijo. Vsa centrifugiranja v postopku c¢iS€enja virusa so potekala pri 4 °C.
Poenostavljena shema klasi¢nega postopka ¢iS¢enja je prikazana na sliki 5.

Cistost virusnega pripravka smo dolocili z merjenjem razmerja A,g0/280, Kjer razmerje 1.17

pomeni, da virusni pripravek ne vsebuje necCisto¢ (Hollings in Huttinga, 1976).
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W v W

Koncentracijo ociS€enega virusa smo izracunali na podlagi podatka za ToMV, ki pravi, da

je koncentracija ¢istega virusa 1 mg/mL, ¢e je absorbanca pri 260 nm 3.1 (Vlugt, 2001).

Homogenizacija rastlinskega materiala - 1 ura
Klarifikacija (centrifugiranje pri nizkih obratih) - 10 min
Obarjanje s polietilenglikolom (PEG) - 2 uri
Centrifugiranje pri n\iszih obratih- 10 min
Raztapljanje peleta v pufru - 12 ur
Centrifugiranje pri nizkih obratih- 10 min
Centrifugiranje v saharoznem gradientu- 3 ure
Centrifugiranje pri visokih obratih - 3 ure
Ultracentrifugiranje v CsCl gradientu - 20 ur
Dializa virusa proti pufru - 20 ur

l
-20°C

VW W

Slika 5. Shematski prikaz ¢iS¢enja ToMV po klasi¢nem postopku.

Figure 5. Schematical drawing of conventional TOMV purification

3.2 KROMATOGRAFIJA NA CIM MONOLITNIH DISKIH

Za koncentriranje, lo¢evanja in ¢iS€enje rastlinskih virusov smo uporabljali Convective
Interaction Media® (CIM) disk monolitne nosilce (BIA Separations, d.o.o., Slovenija) s
premerom 12 mm, dolzino 3 mm in volumnom 0.34 mL. Diski so bili names¢eni v ohisjih
in povezani s HPLC sistemom (Knauer, Berlin, Nemcija). Sistem je vseboval dve K-1000
¢rpalki, UV-VIS detektor K-2501, nastavljen na odzivni ¢as 0.1 s z 10 nm opti¢no potjo, ki
je deloval pri 260 nm in 10 pl pretocno celico, povezano z 0.75 mm [.D. PEEK kapilarnimi

cevmi. S sistemom je bil povezan tudi merilnik prevodnosti. Pri vseh poskusih smo
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uporabljali programsko opremo podjetja Knauer (angl. data acquisition and control

station).

3.2.1 Optimizacija pufrskega sistema, pH in nosilca za loevanje, koncentriranje in
¢iScenje rastlinskih virusov
Pri obeh virusih, CMV in ToMV, smo preizkusili uspesnost lo¢evanja virusnih delcev z
razliénimi pufri, pri razli¢nih pH. Testirali smo dva monolitna kromatografska nosilca:
CIM DEAE in CIM QA monolitni nosilec. CIM DEAE monolitni nosilec je Sibek anionski
izmenjevalec, CIM QA monolitni nosilec pa mocan anionski izmenjevalec. Po vsaki lo¢bi
smo z delno kvantitativno metodo ELISA dolocili koncentracije virusnih delcev v
elucijskih frakcijah in glede na izkoristek izbrali najboljSo kombinacijo pufra, pH in

nosilca.

3.2.2 Vpliv pretoka in koncentracije ToMV v vzorcu na lo¢bo na CIM QA

monolitnem disku

Vpliv pretoka na lo€bo ToMV smo preverili z loCevanjem ToMV pri razli¢nih pretokih,
vpliv koncentracije virusnih delcev v vzorcu pa z loCevanjem vzorcev z razlicno
koncentracijo ToMV na monolitnem disku. Pri locevanju smo uporabili predhodno
doloc¢en optimalni pufrski sistem in pH: pufer A: 20 mM natrijev acetat, pH 5.5, pufer B:
1.5 M NaCl v pufru A, ter CIM QA monolitni kromatografski nosilec.

3.2.3 Koncentriranje CMYV in ToMYV iz pufra in vodovodne vode

Delno o¢is€en CMV in ocis¢en ToMV iz rastlinskega materiala smo red¢ili v veznem
pufru (pufru A) (20 mM Tris-HCI, pH 8 za CMV in 20 mM natrijev acetat, pH 5.5 za
ToMV). Oc¢is¢en ToMV smo red¢ili tudi v vodovodni vodi, kateri smo dodali natrijev
acetat do konc¢ne koncentracije 20 mM, pH smo umerili na 5.5.

Redcine, pripravljene s CMV smo koncentrirali na CIM DEAE monolitnih diskih, red¢ine,
pripravljene s ToMV pa na CIM QA monolitnih diskih.

Vzorce smo nalagali na CIM monolitne nosilce pri pretoku 8 mL/min in zbirali vse kar je
priteklo skozi disk (nevezna frakcija, angl. flow-through). Viruse smo eluirali iz diska v

enem koraku z uporabo elucijskega pufra (pufra B: 20 mM Tris-HCI z 1.5 M NaCl, pH 8
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za CMV in 20 mM natrijev acetat z 1.5 M NaCl, pH 5.5 za ToMV) pri pretoku 6 mL/min,

pri ¢emer smo zbrali 3 frakcije.

3.2.4 Dolocanje dinamicne vezne kapacitete CIM QA monolitnega diska za ToMV

Vzorec (primerno redéen ToMV z znano koncentracijo) smo nalagali na CIM QA
monolitni disk pri pretoku 3 mL/min. Iz prebojne krivulje smo odcitali ¢as, v katerem je
prebojna krivulja dosegla 10 % najve€jega odziva in s pomocjo enacbe (1) izracunali

dinami¢no kapaciteto CIM QA diska za ToMV.

q=(pt=Vy c (1)

g-kapaciteta (mg ToMV/CIM disk)

¢-pretok (mL/min)

t-Cas, pri katerem je prebojna krivulja 10 % najvecje vrednosti (min)
V4-mrtvi volumen (mL)

c-koncentracija TOMV v vzorcu, ki smo ga nalagali na CIM nosilec (mg/mL)

3.2.5 Cis¢enje ToMV iz delno oliS€enega virusnega pripravka na CIM QA

monolitnem disku

W w W

ToMYV smo Cistili na CIM QA monolitnem disku iz delno ocis¢enega virusnega pripravka,
ki smo ga pripravili, kot je opisano v nadaljevanju.

120 g listov rastline Nicotiane clevelandii, okuzene s ToMV smo zmleli v teko¢em dusiku
in na 1 g rastlinskega prahu dodali 2 mL Mcllvaine fosfat-citratnega pufra, pH 7 (200 mM
fosfat citratni pufer z 1% 2-ME in 0.2% Na-dietiltio-karbamat-trihidrata). ¥ homogenata
smo dodali kloroform v razmerju 1:1, ¥4 homogenata pa ne. Oba vzorca smo centrifugirali
10 minut pri nizkih obratih (10.000 g) v rotorju Beckmann JA14 in centrifugi Avanti™ J-
25 Beckmann. Supernatant vzorca, kateremu kloroforma nismo dodali smo shranili pri
-20 °C (vzorec 1), supernatant vzorca s kloroformom smo razdelili na 3 dele. 1 del smo

shranili pri -20 °C (vzorec 2), drugima dvema vzorcema pa smo dodali PEG 6000 (1 g/ 20
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mL vzorca), meSali dve uri pri 4 °C in oba vzorca centrifugirali pri nizkih obratih. Pelet
enega vzorca smo raztopili v 10 mL Mcllvaine fosfat-citratnega pufra s pipetiranjem in
takoj centrifugirali pri nizkih obratih, ter supernatant shranili pri -20 °C (vzorec 3). Pelet
drugega vzorca pa smo raztopili v 10 mL Mcllvaine fosfat-citratnega pufra, pH 7 s

stresanjem pri 4 °C ¢ez noC, centrifugirali pri nizkih obratih in supernatant shranili pri

-20 °C (vzorec 4). Priprava vzorcev je shematsko prikazana na sliki 6.

Zmleti listi N. clevelandii + Mcllvaine fosfat-citratni pufer, pH 7

i\

1 homogenata

%2 homogenata + kloroform

|

centrifugiranje

J

|

centrifugiranje

Supernatant na
S20°C (wzorec 1)

Il

supernatant

i
AN

1/3 homogenata na
-20°C (vZorec 2)

2i2 homogenata +
5% PEG

J

mesanje, 2h, 4°C

"

centrifugiranje centrifugiranje

I

Il

Fesuspendiranje peleta s resuspendiranje peleta s
pipetiranjem

stresanjem v pufru 15h, 4°C

l

J

Centrifugiranje, Centrifugiranje,

supernatant (vzorec 3) supernatant (vzorec 4

Slika 6. Shematski prikaz priprave delno ocis¢enih virusnih klarifikatov ToMV.

Figure 6. Schematical drawing of semi purified ToMV sample preparation.

Vzorec 2 se je po nekaj testih izkazal za vzorec, katerega priprava traja le 30 minut, kljub

temu pa vsebuje vse nujno potrebne korake za ¢is¢enje ToMV na monolitnih nosilcih. Zato
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smo na PD-10 koloni (GE, 17-0851-01) delno o¢is¢enemu virusnemu pripravku (vzorcu 2)
zamenjali pufer iz 200 mM fosfat citratnega pufra, pH 7 v 20 mM natrijev acetat, pH 5.5.

Tako pripravljen vzorec smo uporabljali za ¢is¢enje ToMV iz delno ociS¢enega virusnega
pripravka na monolitnem nosilcu. ToMV smo ¢istili na CIM QA monolitnem disku, kot
vezni pufer smo uporabljali 20 mM natrijev acetat, pH 5.5 in vezni pufer z 1.5 M NaCl kot

elucijski pufer.

3.3 ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Za preverjanje celovitosti virusnih delcev in za kontrolo prisotnosti virusnih delcev med

postopkom ¢is¢enja smo uporabljali elektronsko mikroskopijo.

3.3.1 Lovljenje virusov s protitelesi za CMV

Na bakrovo mrezico (400 MESH, 2r = 3mm), prevleceno s formvarjem in naparjeno z
ogljikom smo vezali specifi¢na protitelesa proti CMV (Loewe, kat. §t. 07108), ki smo jih
red¢ili 1:1000 v 0.1 M fosfatnem pufru, ki je vseboval 2 % PVP in 0.2 % natrijevega
sulfita. Po inkubaciji smo mrezice sprali s fosfatnim pufrom, ki je vseboval PVP in Na
sulfit, mrezice osusili s filter papirjem in nanje nanesli vzorec. Po 15 minutni inkubaciji
smo mrezice sprali z bidestilirano vodo, jih osuSili in negativno kontrastirali z 1 %

uranilnim acetatom.

3.3.2 Negativno kontrastiranje za ToMV

Vzorce smo nanesli na bakrove mrezice (400 MESH, 2r = 3mm), prevlecene s formvarjem
in naparjene z ogljikom, jih po 5 minutni inkubaciji sprali z bidestilirano vodo in negativno

kontrastirali z 1 % uranilnim acetatom.

3.4 METODA ELISA

ELISA je seroloska metoda, ki sta jo prvi¢ opisala Clark in Adams (1976). Pri tej metodi
ugotavljamo imunospecificno aktivnost posredno prek delovanja encima, ki je navadno
vezan na virusno specificno protitelo.

Velikega pomena pri metodi ELISA je vezava primarnega protitelesa na polistirensko

povrsino, ¢emur sledi nanaSanje razli¢nih reaktantov. Po vsaki fazi z izpiranjem ploscice
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odstranimo nevezane snovi (nevezana protitelesa 0z. po nanosu testiranih vzorcev
inhibitorne snovi ali z gostiteljem povezane encime, ki bi lahko hidrolizirali testno
substanco), ki se tako ne nabirajo na reakcijskem mestu, ampak ostanejo tam le specifi¢no
vezani reaktanti. Zaradi tega je test lahko skoraj enako uspesen, ¢e uporabimo grob

rastlinski material ali o¢iScen virusni izvlecek, ki vsebuje enako koli¢ino virusnih delcev.

V rastlinski patologiji se uporabljata dve razli¢ici ELISA: direktno in indirektno. Pri
direktni ELISA se z encimom oznaceno specificno protitelo direktno veze na antigen
(virus), pri indirektni ELISA pa antigen prepozna specificno protitelo, ki nima vezanega
encima, zato potrebujemo protitelo proti specificnemu protitelesu, ki ima vezan encim.
Antigen lahko vezemo direktno na trdno povrSino ali pa na predhodno vezana specifi¢na
protitelesa (dvojni sendvi¢ ELISA, angl. double-antibody sendwich ELISA, DAS-ELISA).
Za detekcijo in delno kvantifikacijo CMV in ToMV smo uporabljali dvojni sendvic¢
ELISA. Pri DAS ELISA za detekcijo CMV smo uporabljali virusno specificna
poliklonalna protitelesa podjetja Loewe (kataloSka $t. 07108, red¢ena 1:200), za ToOMV pa
poliklonalna protitelesa proti ToMV (PRI, Plant Research Institute, Wageningen,
Nizozemska), red¢ena 1:1000. Sekundarna protitelesa so bila virusno specifi¢na in v obeh
primerih oznacena z alkalno fosfatazo. Negativna kontrola so bili listi zdrave propagacijske
rastline (Nicotiana tabacum cv. Samsun za CMV in Nicotiana clevelandii za ToMV),
zmleti v ekstrakcijskem pufru. Pozitivna kontrola je bila v primeru CMV delno ocis¢en
CMYV, v primeru ToMV pa Cist virusni pripravek. Kon¢ni volumen reagentov, dodanih na
mikrotitrsko ploscico je bil 200 ul / luknjico. Sestave pufrov, ki smo jih uporabljali pri
metodi ELISA, so prikazane v prilogi B.

Uporabljali smo mikrotitrske plos€ice z ravnim dnom (Nunc, Maxisorb, Roskilde,
Denmark za CMV in Polysorb za ToMV). Opti¢no gostoto smo od¢itavali pri 405 nm, 90
minut po dodatku substrata (para nitrofenil fosfat, Sigma, 104-105) v koncentraciji 1
mg/mL. Uporabljali sem ELISA C¢italec Dynatech MR 5000 (Virginia, USA) in program

BioLinx.
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3.4.1 DAS ELISA za relativno delno kvantifikacijo CMV

DAS ELISA je kvalitativna metoda, ki smo jo priredili tako, da je delovala kot delno
kvantitativna metoda. Ker nismo imeli ¢istega CMV smo za umeritveno krivuljo uporabili
pozitivno kontrolo za CMV - liofiliziran rastlinski material (Bioreba, 160653), ki smo jo v
paralelah na vsaki mikrotitrski ploscici veckrat redcili. Iz enacbe linearnega dela
umeritvene krivulje in izmerjenih opti¢nih gostot posameznih vzorcev smo lahko
izracunali koncentracijo CMV v posameznem vzorcu. Ker koncentracija CMV v Biorebini
pozitivni kontroli, ki smo jo uporabljali za pripravo umeritvene krivulje, ni bila znana, smo
se odlocili, da bomo postavili mejo med pozitivnimi in negativnimi vzorci in prvi redc¢itvi
pozitivne kontrole, ki bo imela vrednost opti¢ne gostote (OD) nad pragom, pripisali
koncentracijo 10 ng CMV/mL, vsaki naslednji redCitvi pa vrednost, glede na faktor
redCenja pozitivne kontrole. Namre¢, meja detekcije ELISA je med 1 in 10 ng/mL
(Bergmayer, 1986). Problem se je pojavil pri postavitvi praga. Kriteriji, ki se za postavitev
praga uporabljajo (npr. povpre¢je opti¢nih gostot dveh negativnih kontrol + 3 standardne
deviacije) (Gillett, 1986), ni bil primeren, ker je lahko poviSana vrednost OD negativne
kontrole povzrocila veliko razliko v vsebnosti CMV pri enako red€eni pozitivni kontroli na
dveh razli¢nih ploscicah (in posledi¢no tudi razliko v vsebnosti CMV v vzorcih). Zaradi
tega smo se odlocili, da izklju¢imo dolo¢anje praga in uvedemo »fiktivne enote CMV,
glede na redcenje pozitivne kontrole. Negativni kontroli smo tako pripisali 0 »CMV enot,
najbolj red€eni pozitivni kontroli vrednost 1, vsaki naslednji red¢itvi pa vrednost povezano
s faktorjem redc¢enja pozitivne kontrole. Iz OD vrednosti posameznih red¢itev pozitivne
kontrole in pripadajo¢ih CMV enot smo dobili umeritveno krivuljo. Linearni del
umeritvene krivulje je moral potekati skozi najmanj tiri tocke in vrednost R? je morala biti
vecja od 0.9.

Vzorce, katerih opti¢na gostota je bila zelo visoka (zaradi visoke vsebnosti virusa) smo
pred nanosom na mikrotitrsko ploscico red¢ili z ELISA ekstrakcijskim pufrom tolikokrat,
da je bila opti¢na gostota vzorca v linearnem delu umeritvene krivulje. Primer vrednosti za
umeritveno krivuljo je prikazan v preglednici 1. Vrednostim v preglednici 1 pripada

umeritvena krivulja na sliki 7.
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Preglednica 1. Primer podatkov za izris umeritvene krivulje za delno kvantifikacijo CMV

V VZOrcCu.

Table 1. An example of data for calibration curve for semi quantitative assesement of

CMYV in the sample.

REDCITEV POZ.K. STEVILO CMV ENOT/mL  OPTICNA GOSTOTA (OD)

1000 81 1.168

2000 40.5 1.168

3000 27 1.146

6000 13.5 1.075

9000 9 0.930

18000 4.5 0.710

27000 3 0.564

54000 1.5 0.449

81000 1 0.397

Negativna kontrola 0 0.273

14

—&— poz.kontr.
W linearnidel

12

Log. (linearni del)

1.0 -

0.8 |

y =0.2925Ln(x) + 0.2886

06 1 R? =0.9818

Optiéna gostota

0.4

0.2 |

0.0
1 10 100

Stevilo CMV enot

Slika 7. Primer umeritvene krivulje za delno kvantifikacijo CMV.

Figure 7. An example of calibration curve for semi quantitation of CMV.
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3.4.2 DAS ELISA za kvantifikacijo ToMV

Na vsaki mikrotitrski plos¢ici smo pripravili umeritveno krivuljo s serijo redcitev Cistega
virusa. Ker je bila koncentracija virusa v pripravku znana, je bila znana tudi koncentracija
ToMV v vsaki tocki umeritvene krivulje. 1z enacbe linearnega dela umeritvene krivulje in
opticne gostote vzorca smo lahko izracunali koncentracijo ToMV v vsakem vzorcu.
Vzorce, katerih opti¢na gostota je bila zelo visoka (zaradi visoke vsebnosti virusa), smo
pred nanosom na mikrotitrsko ploscico redcCili z ELISA ekstrakcijskim pufrom tolikokrat,

da je bila opticna gostota vzorca v linearnem delu umeritvene krivulje.

Kakor pri delno kvantitativni DAS ELISA za CMV sta bila pogoja za ustrezno umeritveno
krivuljo R* (ve&ji od 0.9) in $tevilo tock skozi katere je potekal linearni del umeritvene

krivulje (4). Primer ustrezne umeritvene krivulje je prikazan na sliki 8.

4.0
35 | —e— UK
B linearnidel
3.0
Log. (linearni del)
25 t
20

Opti¢na gostota

15 y = 1.768Ln(x) - 3.0558
R? = 0.9767
1.0
05
0.0 |
1 10 100

Koncentracija ToMV (ng/ml)

Slika 8. Primer umeritvene krivulje za delno kvantifikacijo ToMV.

Figure 8. An example of calibration curve for semi quantitation of ToMV.
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3.5 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU-DETEKCIJA 18S
rRNK

Za ugotavljanje prisotnosti DNK v vzorcih smo uporabili Human 18S rRNA kit (Applied
Biosystems, 431943 1E).

Vzorce (HPLC frakcije in na disk naneSene vzorce) smo najprej izpostavili temperaturi
90 °C za 10 minut, da smo razbili sekundarne strukture nukleinskih kislin. Iz vsakega
vzorca smo z red¢enjem v deionizirani vodi pripravili serijo desetkratnih redcitev (10x-
100.000 x) in jih do nanosa na plos€ico shranili pri temperaturi 4 °C. Pripravili smo
mesSanico kemikalij za verizno reakcijo s polimerazo v realnem Casu. MeSanica je za eno
reakcijo vsebovala: 5 uL. TagMan 2x PCR Master Mix (Roche, 605925), 0.5 uL sonde in
zaCetnih oligonukleotidov iz kita in 2.5 pL deionizirane in avtoklavirane vode. 8 pL
mesanice smo nanesli v vsako luknjico na plos¢i (Applied Biosystems, 4309849), nato smo
v luknjice dodajali po 2 pL red¢enih vzorcev. Skupni volumen reakcije je bil torej 10 pL.
Plos¢ico smo pokrili s folijo (Applied Biosystems, 4309849) in centrifugirali 1 minuto pri
1000 g. Za umeritveno krivuljo smo uporabili Calf Thymus DNA iz Fluorescent DNA
Quantitation Kit (BioRad, 170-2480), v koncentraciji 1 mg/mL.

Vsak red¢en vzorec oz. DNK standard je bil na ploS¢ico naneSen trikrat. Verizna reakcija s
polimerazo je potekala v ABI PRISM 7900HT Sequence detection system (Applied
Biosystem) pod univerzalnimi pogoji: 2 minuti pri 50 °C, 10 minut pri 95 °C, 45 ciklov po

15 sekund pri 95 °C in 1 minuto pri 60 °C.

Prag (Ct vrednost) smo dolocili po nastavitvi bazne linije z uporabo programske opreme
SDS 2.1 (Applied Biosystems). Vzorci z vrednostjo Ct < 40 so bili negativni. To je
teoreti¢na meja in pomeni, da je v redCitveni vrsti pri 100 % pomnozevalni u¢inkovitosti le
ena kopija tarCnega zaporedja detektirana pri 38. ciklu. Pri Ct > 40 tar¢nega zaporedja ne

moremo dolociti.

Na vsako mikrotitrsko plos¢ico smo pred zaCetkom nanosa vzorcev nanesli negativno

kontrolo (no template control)-vodo, enako tudi po koncu nanasanja vzorcev.
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3.6 SDS POLIAKRILAMIDNA ELEKTROFOREZA

Za loCevanje proteinov smo uporabljali SDS poliakrilamidno gelsko elektroforezo (SDS-
PAGE), klasi¢no denaturacijsko elektroforezo, ki jo je opisal Laemmli leta 1970 (Dunbar,
1994).

SDS (natrijev dodecil sulfat) je anionski detergent, ki denaturira proteinske molekule, jih
razvije in obda s svojimi molekulami. Ker imajo molekule SDS negativen naboj, imajo
tudi vsi z SDS denaturirani proteini negativen naboj, velikost naboja pa je odvisna od
velikosti proteinske molekule. V elektricnem polju proteinske molekule potujejo od
negativne katode proti pozitivni anodi, dolzina njihovega potovanja pa je
premosorazmerna z njihovo velikostjo. Vec¢je molekule potujejo pocasneje od manjsih, ker

jim nosilec nudi ve¢ji upor (Sepci¢ s sod., 1997).

Vzorce (frakcije dobljene pri kromatografski locbi vzorca na CIM monolitnem nosilcu)
pred nanosom na gel 6 minut vremo, s ¢imer dosezemo vecjo topnost in denaturacijo

proteinov, vklju¢no s proteazami.

Elektroforeza poteka na poliakrilamidnih nosilcih z razlicno zamrezenostjo, ki jo izberemo
glede na red velikosti molekul, ki jih Zelimo loc¢iti. Za locevanje ve¢jih molekul mora biti
zamrezenost manjsa (vecje pore), kot pri lo¢evanju majhnih molekul. Elektroforezo lahko
izvedemo v kontinuirnem ali diskontinuirnem sistemu. Slednji je bolj primeren, ker se
posamezne lise oblikujejo kot zelo ozke plasti, s ¢imer se lo¢ljivost mo¢no izboljsa. Gel, na
katerega nanaSamo vzorec (spojitveni gel), ima bistveno manjSo zamreZenost kot gel, na
katerem pride do lo¢evanja molekul (lo¢itveni gel). Vse molekule pripotujejo do meje med
obema geloma v izredno tanki liniji, zaradi ¢esar v lo¢itvenem gelu ne pride do prekrivanja
lis kot je pogosto v kontinuirnem sistemu (Sepc€i¢ in sod., 1997). SDS elektroforeza naj ne
bi potekala v prisotnosti reducentov, saj redukcija disulfidnih mostov v proteinih navadno
povzroc¢i zmanj$ano sposobnost vezave proteinov, kljub temu pa se je v nekaterih primerih

pokazalo, da prisotnost reducentov ne zmanjsa te sposobnosti (Dunbar, 1994).

Prisotnost proteinov v nasih vzorcih smo preverjali na diskontinuiranih poliakrilamidnih
gelih, pri ¢emer je bil spojitveni gel 4 %, locitveni gel pa 12 %. Elektroforeza je potekala 1
uro pri napetosti 200 V.
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Proteine na gelu smo barvali s srebrom. Tehniko barvanja gelov s srebrom je leta 1979
opisal Switzer s sodelavci (Hames in Rickwood, 1990). Ta metoda je do 100x bolj
obcutljiva od barvanja s »Coomassie Blue R-250«, spodnja meja detekcije je 0.38 ng

govejega albuminskega seruma /mm?” gela (Hames in Rickwood , 1990:60).

Za barvanje poliakrilamidnih gelov smo uporabljali Silver stain kit (GE, 17-1150-01),

katerega obcutljivost je 0.2-0.6 ng proteinov/proteinsko liso.

3.7 IMUNSKI PIVNIK

Metodo imunski pivnik (angl. western blot) je prvi opisal Towbin leta 1979 v €lanku z
naslovom "Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose
sheets”. Metoda je sestavljena iz elektroforetske locitve proteinov, ki jih nato s pomocjo
elektricnega toka prenesemo na membrano, kjer jih zasledimo s pomocjo protiteles
(immunoblotting) ali specifi¢nih ligandov (ligand blotting) (Dunbar, 1994). Za loc¢evanje
proteinov navadno uporabljamo SDS poliakrilamidno gelsko elektroforezo, klasi¢no
denaturacijsko elektroforezo. Po koncani elektroforezi proteine iz gela prenesemo na
ustrezno membrano. Primerna membrana, ¢e smo uporabili SDS elektroforezo, je
najlonska membrana, ki je kationske narave in ima vecjo kapaciteto od nitrocelulozne
membrane. Poleg te je primerna tudi PVDF (polivinildifluoridna) membrana, ki je
hidrofobna (Patel, 1994). Pred uporabo moramo zrak, ki se zadrzuje v mikroskopski
strukturi membrane, nadomestiti s pufrom. V pufru za prenos proteinov iz gela na
membrano je navadno metanol, ki pri prenosu prepreCuje nabrekanje gela, zmanjsa
velikost por, odstrani SDS iz proteinov in poveca afiniteto vezave proteinov na membrano
(Dunbar, 1994). Po prenosu proteinov na membrano sledi seroloSka reakcija, ki je prece;j
podobna seroloski reakciji pri ELISA. Na proteine vezemo specifi¢na protitelesa, ki so
fluorescentno ali radioaktivno oznacena, ali pa imajo nase vezan encim (Dunn, 1994). V
primeru encimsko oznacenega protitelesa nanesemo na membrano substrat, kar povzroci

obarvanost proteinskih lis, ki jih je protitelo prepoznalo.

Elektroforetsko locene proteine smo prenesli na PVDF membrano (BioRad, 162-0174), ki
smo jo nato inkubirali v pufru za blokiranje, kamor smo dodali ToMV specifi¢na

protitelesa, oznacena z alkalno fosfatazo (Plant Research Institute, Wageningen,
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Nizozemska), red¢ena 1:1000. Po koncani inkubaciji smo membrano osusili in jo prelili s
substratom NBT/BCIP (Perkin Elmer, NEL937). Po nekaj minutah so se pojavile vijoli¢ne
lise tam, kjer so se nahajali TOMV proteini. Sestava vseh pufrov, ki smo jih uporabljali pri
elektroforetski loCbi proteinov na poliakrilamidnem gelu in pri metodi imunski pivnik, je

zapisana v prilogi C.

3.8 TESTNE RASTLINE

3.8.1 Testiranje infektivnosti virusa po prehodu skozi CIM monolitni nosilec in

celoten HPLC sistem

Infektivnost virusa (CMV oz. ToMV) po prehodu skozi HPLC sistem in CIM monolitni
nosilec smo preverjali na testnih rastlinah (Chenopodium quinoa za CMV in Nicotiana
glutinosa za ToMV). Frakcije, zbrane med elucijo virusa iz diska smo red¢ili v pufru za
mehansko inokulacijo (priloga A) in jih nanesli na liste testnih rastlin, ki smo jih pred tem
posuli s karborundom. Po 10 minutni inkubaciji smo inokulirane liste sprali z vodo. 10-20
dni po okuzbi so se na listih testnih rastlin pojavili bolezenski znaki, ¢e je bil v vzorcu, s

katerim smo rastlino okuzili, infektiven virus.

3.8.2 Okuzba rastlin z virusom preko koreninskega sistema

Propagacijske rastline za TOMV (Nicotiana clevelandii) smo 15 dni zalivali z vodo, ki je
vsebovala izredno majhne koli¢ine ToMV (10 uL Ccistega virusnega pripravka s
koncentracijo 0.6 mg/mL red¢enega v 1L vode). Koncentracija TOMV v vodi, s katero smo
rastline zalivali, je bila pod mejo detekcije ELISA. V 15 dnevih smo porabili 1L tako
pripravljene vode za 3 propagacijske rastline. Vzporedno smo 3 rastline zalivali z vodo, ki
ni vsebovala ToMV. Po 15 dnevih smo pobrali liste in korenine vseh rastlin, jih
homogenizirali v ekstrakcijskem pufru za ELISA (razmerje 1:10) in z delno kvantitativno

metodo ELISA preverili prisotnost ToMV v listih in koreninah.
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4 REZULTATIIN RAZPRAVA
4.1 CISCENJE VIRUSNIH DELCEV PO KLASICNEM POSTOPKU

4.1.1 Ciséenje CMV

CMYV smo delno ocistili iz listov rastlin Nicotiana tabacum kultivar Samsun, okuzenih s
CMV, kakor je opisano v poglavju Material in metode. Z elektronsko mikroskopijo smo
preverili ali delno oc€is€en virusni pripravek vsebuje nepoSkodovane virusne delce. Ker se
virusni delci niso vezali na mrezice za elektronsko mikroskopijo, smo na mreZice pred
nanosom vzorca vezali virusno specificna protitelesa, ki so nato vezali virusne delce.
Izvedli smo tako imenovano metodo lovljenja (angl. trapping) s protitelesi. Nato smo
mrezice kontrastirali z 1 % uranilnim acetatom in pogledali mrezice z elektronskim

mikroskopom. Virusni delci so bili nepoSkodovani, kakor je vidno na sliki 9.

Slika 9. Elektronska mikroskopija: negativni kontrast kumari¢nega mozai¢nega virusa v
delno ociS¢enem virusnem pripravku po predhodnem lovljenju virusnih delcev s
protitelesi.

Figure 9. Trapping and negative contrast electron microscopy of Cucumber mosaic virus

in semi purified CMV sample.



40

Kramberger P. Razvoj tehnologije za koncentriranje in ¢is€enje rastlinskih virusov z monolitnimi kromatografskimi nosilci.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

4.1.2 Cistenje ToMV

ToMV smo ¢istili iz listov rastline Nicotiana clevelandii, okuzene s ToMV po protokolu,
ki je opisan v poglavju Material in metode.

Po zacetnih korakih (homogenizaciji in klarifikaciji) je sledilo obarjanje s PEG 6000, nato
pa centrifugiranje v saharoznem gradientu. Po konanem centrifugiranju smo iz vsake
centrifugirke pobirali frakcije od zgoraj navzdol po priblizno 2 mL. Vsaki frakciji smo nato
izmerili absorbanco pri 260 nm in 280 nm, primer izmerjenih absorbanc je prikazan na
sliki 10. Za nadaljnje ¢iS€enje smo izbrali frakcije z visoko absorbanco pri 260 nm (v
prikazanem primeru na sliki 10 so bili to vzorci od 7 do 12), ki so se ponavadi nahajali na

sredini saharoznega gradienta.

35
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Slika 10. Izmerjene absorbance frakcij po centrifugiranju v saharoznem gradientu pri
¢iscenju ToMV iz N. clevelandii.
Figure 10. Conventrional purification of TOMV from leaves of N. clevelandii: absorbances

of fractions after centrifugation in sucrose gradient.
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Centrifugiranju v saharoznem gradientu je sledilo centrifugiranje pri visokih obratih in
nato centrifugiranje v CsCl gradientu. Podobno kot po centrifugiranju v saharoznem
gradientu smo iz centrifugirke pobrali frakcije po priblizno 2 mL in izmerili absorbanco pri
260 nm in 280 nm. Vzorci z visoko absorbanco so se po CsCl gradientu nahajali na vrhu
gradienta, v prikazanem primeru na sliki 11 smo izbrali vzorce 1-4 in jih dializirali proti

pufru.

Absorbanca

Vzorci

Slika 11. Izmerjene absorbance frakcij po centrifugiranju v CsCl gradientu pri ¢iS¢enju
ToMYV iz N. clevelandii.
Figure 11. Conventional purification of ToOMV from leaves of N. clevelandii: absorbances

of fractions after centrifugation in CsCl gradient.

Na vsaki stopnji ¢iS¢enja smo pripravili mrezice za elektronsko mikroskopijo in opazovali
virusne delce z elektronskim mikroskopom ter tako preverili ali so virusni delci

neposkodovani (slika 12 in slika 13).
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Slika 12. Elektronska mikroskopija: negativni kontrast virusnih delcev ToMV v razli¢nih
korakih ¢iSc¢enja: slika A (ToMV po centrifugiranju v saharoznem gradientu), slika B
(ToMV po centrifugiranju v CsCl gradientu) in slika C (ToMV po dializi).

Figure 12. Negative contrast electron microscopy of ToMV in samples during the
conventional purification of virus particles: figure A (ToMV after centrifugation in sucrose
gradient), figure B (ToMV after centrifugation in CsCl gradient), slika C (ToMV after
dyalisis).

Slika 13. Elektronska mikroskopija: negativni kontrast ociS€enega paradiZznikovega
mozainega virusa.
Figure 13. Negative contrast electron microscopy of Tomato mosaic virus in purified

ToMYV sample.
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4.2 OPTIMIZACIJA PUFRSKEGA SISTEMA, pH PUFRA IN IZBIRA NOSILCA ZA
KROMATOGRAFSKO LOCBO CMV IN ToMV

4.2.1 Kumariéni mozaiéni virus

Za lo€evanje delno ociS¢enega pripravka CMV smo preizkusili 2 razli¢na pufrska sistema:
20 mM fosfatni pufer (pufer A) — 20 mM fosfatni pufer z 1.5 M NaCl (pufer B) in 20 mM
Tris-HCI pufer (pufer A) — 20 mM Tris-HCI z 1.5 M NaCl (pufer B). Prvi pufrski sistem
smo umerili na pH 5.5, 6 in 7, drugega na 7, 8 in 9. 50 uL (priblizno 34000 CMV enot)
delno ociscenega virusnega pripravka CMV smo injicirali na CIM DEAE monolitni disk,
pri cemer smo za vsako loc¢bo uporabili drug pufrski sistem z dolo¢enim pH. Gradient je
bil stopenjski in sicer 0, 20, 40, 70 in 100 % pufra B, ter na koncu spiranje s 100 % pufrom
A, da se je iz diska izprala sol. Vsako locbo CMV pod dolo¢enimi pogoji smo naredili
najmanj dvakrat, na sliki 14 so prikazani reprezentativni kromatogrami locb CMV z
razli¢énimi pufrskimi sistemi, pri razli¢cnih pH. Kromatogram posamezne locbe je seStevek
absorbanc virusnih delcev CMV in vseh necisto¢, ki so bile prisotne v delno ociS¢enem
virusnem pripravku, ki smo ga locevali. Vsaka stopnica gradienta na sliki 14 predstavlja
hkrati tudi kromatografsko frakcijo, ki smo jo po kromatografski locbi analizirali z
relativno delno kvantitativno metodo ELISA. Tako smo dolo€ili vsebnost CMV v
posameznih kromatografskih frakcijah. Sestava in pH pufrov, ki smo jih uporabljali za
lo¢evanje delno ociS¢enega virusnega pripravka na CIM DEAE monolitnem disku, je
vplivala na ¢as v katerem se je CMV spral iz diska (v kateri frakciji). Tako se je pri vseh
locbah vec¢ina CMV iz diska izprala v tretji ali Cetrti frakciji, razen pri uporabi Tris pufrov,
pH 9, ko se je ve€ina CMV iz diska izprala v drugi kromatografski frakciji (priloga D).
Zato smo za kriterij uspeSnosti locbe upostevali seStevek CMV enot v vseh frakcijah, ki
smo ga primerjali s koli¢ino nalozenega CMV. Reprezentativni izkoristki locb delno
ocCisCenega virusnega pripravka CMV z razlicnimi pufrskimi sistemi, pri razlicnih pH so
prikazani na sliki 15. Pri puferskem sistemu 20 mM Tris-HCI pufer, pH 8 (pufer A) in 20
mM Tris-HCI1 z 1.5 M NaCl, pH 8 (pufer B) je bil skupni izkoristek CMV najvisji, kar
pomeni, da je za lo¢evanje in koncentriranje CMV na CIM DEAE monolitnem disku

najprimernejsi prav ta pufrski sistem.
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Slika 14. Kromatogrami lo¢b delno ocis¢enega CMV na CIM DEAE monolitnem disku z

razli¢nimi pufrskimi sistemi in pri razlicnih pH vrednostih: FP (20 mM fosfatni pufer), TP

(20 mM Tris-HCI pufer).

Figure 14. Separation of semi purified CMV on CIM DEAE disk monolithic column using
different buffer systems with different pHs: FP (20 mM phosphate buffer), TP (20 mM
Tris-HCI buffer).
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Slika 15. Skupni izkoristki posameznih lo¢b delno ocis¢enega CMV na CIM DEAE

monolitnem disku: FP (20 mM fosfatni pufer), TP (20 mM Tris-HCI pufer).

Figure 15. Recovery of semi purified CMV separations on CIM DEAE disk monolithic
column: FP (20 mM phosphate buffer), TP (20 mM Tris-HCI buffer).

4.2.2

Paradiznikov mozaiéni virus

WtV W

Za optimizacijo pufrskega sistema pri ToMV smo uporabili o¢is¢en virus po protokolu

Van der Vlugt-a (2001). Pripravili smo naslednje puferske sisteme:

20 mM citrat fosfatni pufer in 20 mM citrat fosfatni pufer z 1.5 M NaCl, pH 4.5,
20 mM fosfatni pufer in 20 mM fosfatni pufer z 1.5 M NaCl, pH 5.5,

20 mM fosfatni pufer in 20 mM fosfatni pufer z 1.5 M NaCl, pH 6.5,

20 mM fosfatni pufer in 20 mM fosfatni pufer z 1.5 M NaCl, pH 7.5,

20 mM Tris-HCI pufer in 20 mM Tris-HCI pufer z 1.5 M NaCl, pH 8.5 in

20 mM karbonatni pufer in 20 mM karbonatni pufer z 1.5 M NaCl, pH 9.5.
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ToMV smo locevali na S§ibkih in moc¢nih anionskih izmenjevalcih. Za anionske
izmenjevalce smo se odloc¢ili na podlagi izoelektricne tocke ToMV, ki je 4.5, kar pomeni,
da je virus v pufrih s pH > 4.5 negativno nabit in se bo vezal na anionski izmenjevalec.
Teoreti¢no bi lahko uporabili tudi kationske izmenjevalce, vendar bi v tem primeru morali
uporabiti pufre s pH < 4.5, pri teh vrednostih pH pa je ToMV manj stabilen.

20 pL cistega virusnega pripravka smo injicirali na CIM QA in DEAE monolitni disk,
vsaka locba Cistega ToMV na CIM monolitnem nosilcu pod dolo¢enimi pogoji je bila
izvedena v dveh ponovitvah. Gradient je bil stopnicast: 100 % pufra A (izpiranje
potencialno prisotnih necisto¢), 100 % pufra B (izpiranje ToMV) in 100 % pufra A
(izpiranje NaCl iz diska). Ker se je virus iz diska izpral v istem ¢asovnem intervalu, ne
glede na uporabljen pufrski sistem, smo za kriterij primernosti uporabljenega pufrskega
sistema vzeli izkoristek elucijske frakcije (razmerje med koli¢ino virusa v elucijski frakciji
in celotno koli¢ino virusa, ki je bila na disk naneSena).

Da pH frakcij ne bi vplival na metodo ELISA, smo pH vsake frakcije umerili na pH 7, nato
smo izmerili kon¢ni volumen vsake frakcije in le-tega upoStevali pri izracunu
koncentracije ToMV v doloceni kromatografski frakciji. Rezultati analize vseh
kromatografskih frakcij lo¢evanja ToMV z dolo¢enim pufrskim sistemom in pH-jem so
prikazane v prilogi E. Analiza frakcij z metodo ELISA je pokazala, da doseZemo najvisje
izkoristke pri uporabi 20 mM fosfatnih pufrskih sistemov (pH 5.5-7.5) in da je pri istem
puferskem sistemu izkoristek vedno malo vi§ji na QA disku v primerjavi z DEAE diskom
(slika 16). Ker je bil kromatografski vrh virusa v linearnem gradientu pri 20 mM fosfatnem
puferskem sistemu pH 5.5 bolj ozek kakor pri pH 7.5 (slika 17), smo se odlocili, da bomo
za nadaljnje poskuse uporabljali 20 mM fosfatni pufer, pH 5.5 kot vezni pufer in 1.5 M

NaCl v veznem pufru kot elucijski pufer.
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Slika 16. Optimizacija pufrskega sistema in pH ter izbira CIM monolitnega nosilca za
kromatografsko locevanje ToMV: izkoristki pri kromatografiji ¢istega ToMV v 200 mM
fosfat citratnem pufru, pH 7 z uporabo razli¢nih pufrov (CFP-20 mM citrat fosfatni pufer,
FP-20 mM fosfatni pufer, TP-20 mM Tris-HCI pufer, KP-20 mM karbonatni pufer), pH in
kromatografskih nosilcev.

Figure 16. Optimisation of the buffer system, pH and the selection of CIM monolithic
support for chromatographic separation of ToMV: recovery of chromatography of purified
ToMV in 200 mM citrate phosphate buffer, pH 7 using different buffer systems (CFP-20
mM citrate phosphate buffer, FP-20 mM phosphate pufer, TP-20 mM Tris-HCI buffer, KP-
20 mM carbonate buffer), pH and monolithic supports.
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Slika 17. Primerjava kromatografije Cistega ToMV pri dveh razliénih pH vrednostih
20 mM fosfatnega pufrskega sistema na CIM QA monolitnem disku.

Figure 17. Chromatography of purified ToMV using 20 mM phosphate buffer system, pH
5.5and 7.5 on CIM QA monolithic disk.

Pri prvih poskusih koncentriranja ToMV iz 20 mM fosfatnega pufra, pH 5.5 se je
pokazalo, da vsebuje fosfatni pufer anione, ki se med nalaganjem vzorca vezejo na disk in
se skupaj z virusom iz diska kasneje tudi izperejo, kar se na kromatogramu vidi kot visoko
ozadje. Poleg tega je kromatografsko bolj pravilno, da se vzorec (v naSem primeru cist
virusni pripravek pred nanosom na disk) nahaja v veznem pufru. Zgoraj opisani poskusi za
optimizacijo pufrskega sistema in pH so bili namre¢ narejeni s ¢istim virusnim pripravkom
v 200 mM fosfat citrathem pufru, pH 7. Zaradi teh dveh razlogov smo optimizacijo
pufrskega sistema ponovili, tokrat z loCevanjem cistega TOMV v veznih pufrih, ki smo jih
testirali. 200 mM fosfat citratni pufer Cistega virusnega pripravka smo v Zeljeni pufer
zamenjali na PD-10 kolonah. Le-te so polnjene s Sephadex G-25 nosilcem in so namenjene

lo¢evanju komponent z vecjo (Mr > 5000) od komponent z manjSo (Mr < 1000)
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molekulsko maso. Tako pripravljen ToMV smo locevali na CIM QA in DEAE monolitnem
disku, vsaka loc¢ba je bila narejena v dveh ponovitvah. Z delno kvantitativno metodo
ELISA smo dolocili koncentacije ToMV v kromatografskih frakcijah in izracunali
izkoristek za vsako posamezno locbo (priloga F). Na sliki 18 je povzetek analize frakcij z

delno kvantitativno metodo ELISA.
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Slika 18. Optimizacija pufrskega sistema in pH ter izbira CIM monolitnega nosilca za
kromatografsko lo¢evanje ToMV: izkoristki pri kromatografiji ¢istega ToMV v 20 mM
veznem pufru (citrat fosfatnem pufru-CFP, fosfatnem pufru-FP, natrijevem acetatnem
pufru-NA ali 20 fosfat citratnem pufru-FCP ) z uporabo razli¢nih pufrov (20 mM FC, FP,
NA ali FCP), pH in kromatografskih nosilcev.

Figure 18. Optimisation of the buffer system, pH and the selection of CIM monolithic
support for chromatographic sepration of ToMV. 20 mM buffer systems CFP (citrate
phosphate buffer), FP (phosphate buffer), NA (sodium acetate buffer) were used.
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Najvi§ji izkoristek smo dosegli pri locbi na CIM DEAE monolitnem disku in uporabi
20 mM fosfatnega pufra, pH 5.5 ter pri lo¢bi na CIM QA monolitnem disku in uporabi
20 mM natrijevega acetatnega pufra, pH 5.5. Ker smo vedeli, da pri postopku
koncentriranja na CIM monolitnem nosilcu povzroca fosfatni pufer Sirjenje
kromatografskih vrhov, smo se odloc¢ili, da bomo za koncentriranje ToMV uporabljali

20 mM natrijev acetatni pufer, pH 5.5 in CIM QA monolitni disk.

4.3 VPLIV PRETOKA MOBILNE FAZE IN KONCENTRACIJE ToMV v VZORCU
NA KROMATOGRAFIJO ToMV

4.3.1 Vpliv pretoka mobilne faze na kromatografijo ToMV

Da bi preverili, ali je kromatografija ToMV na CIM QA monolitnem disku odvisna od
pretoka smo kromatografirali ¢ist ToMV pod enakimi pogoji, pri razlicnih pretokih.
Kromatografirali smo 50 pL (15000 ng ToMV), 75 uL (23000 ng ToMV), 100 uL (30000
ng ToMV), 125 uL (38000 ng ToMV) in 150 uL (46000 ng ToMV) Cistega ToMV na CIM
QA monolitnem disku pri pretoku 2, 3 in 6 mL/min.

Reprezentativni kromatogrami kromatografije 50 pL ociScenega ToMV pri razlicnih
pretokih so zelo podobni (slika 19 A). Ko se volumen vzorca naneSenega na CIM QA
monolitni disk veca, se vecajo razlike med kromatogrami (slika 19 B in C). Kromatogrami
so prikazani tako, da je na osi x volumen mobilne faze, ki je pri vseh poskusih, ne glede na

pretok, enak. Z ve¢anjem pretoka se veca povrsina drugega kromatografskega vrha.
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Slika 19 C: Kromatografija 150 uL ociS§éenega ToMV
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Slika 19. Kromatografija 50 puL (A), 100 uL (B) in 150 uL (C) ocis¢enega ToMV pri
razli¢nih pretokih (2 mL/min, 3 mL/min in 6 mL/min) na CIM QA monolitnem disku.
Pogoji: pufer A (20 mM natrijev acetat, pH 5.5), pufer B (1.5 M NaCl v pufru A), UV
detekcija pri 260 nm, gradient-prikazan na sliki.

Figure 19. Chromatography of 50 pL (A), 100 uL (B) in 150 pL (C) of purified ToMV
with different flow rates (2 mL/min, 3 mL/min and 6 mL/min) on CIM QA monolithic
disk. Conditions: buffer A (20 mM sodium acetate, pH 5.5), buffer B (1.5 M NaCl in
buffer A), UV detection at 260 nm, gradient-as shown on the figure.

Da bi ugotovili, kaj povrSina kromatografskega vrha pomeni v smislu koncentracije
ToMV, smo z delno kvantitativno metodo ELISA analizirali kromatografske frakcije,
zbrane pri kromatografiji ToMV na CIM QA monolitnem disku (priloga G). Pri vsaki
kromatografiji smo analizirali dve frakciji (prvi in drugi kromatografski vrh). Koli¢ine
ToMV v drugem kromatografskem vrhu, kjer se je iz diska izprala ve¢ina ToMV pri vseh

poskusih, so prikazane na sliki 20.
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Slika 20. Koli¢ine ToMV v kromatografskih vrhovih §t. 2 zbranih med kromatografijo
razliénih koli¢in ¢istega ToMV na CIM QA monolitnem disku, pri razli¢nih pretokih
mobilne faze. Koli¢ine ToMV so dolocene z delno kvantitativno metodo ELISA.

Figure 20. Chromatography of purified ToMV on CIM QA monolithic disk under
different flow-rates: quantity of ToMV in the chromatographic peak No. 2, determined

with semi quantitative ELISA.

Vpliv pretoka na kromatografijo ToMV je bolje viden na sliki 21, kjer so prikazane iste
vrednosti kot na sliki 20 v odstotkih, glede na kolicino ToMV, ki je bila na CIM QA
monolitni disk naneSena: vecji pretok pomeni vecjo koli¢ino ToMV v drugem
kromatografskem vrhu in s tem vecji izkoristek. Razlike med kromatografijo ToMV pri 2,
3 ali 6 mL/min so 10-30 %.

Kot je zapisano v uvodnem poglavju, pretok mobilne faze ne vpliva na loc¢ljivost CIM
monolitnih nosilcev. V primerjavi z del¢nimi kromatografskimi nosilci je ravno v tem
prednost CIM monolitnih nosilcev. Za kromatografske nosilce polnjene z delci namrec

velja, da se z veCanjem pretoka slabSa sposobnost lo¢evanja na kromatografskem nosilcu.



54
Kramberger P. Razvoj tehnologije za koncentriranje in ¢is€enje rastlinskih virusov z monolitnimi kromatografskimi nosilci.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

100
90
80 D >
70 75 71
3 60
K4
©
k7] ‘
S
x H 49
N
U
U
=
I 6 mL/min
‘ 3 mL/min
34000 2 mL/min
42000
51000

Koli¢ina kromatografiranega ToMV (ng)

Slika 21. Vpliv pretoka na kromatografijo ToMV: prikazane so vrednosti ToMV v
kromatografskih vrhovih §t. 2 pri razli¢nih pretokih v odstotkih, glede na koli¢ino ToMV
nanes$eno na CIM QA monolitni disk.

Figure 21. The influence of flow rate on ToMV chromatography: yield of ToMV in

chromatographic peaks No. 2 using different flow rates.

Analiza kromatografije ¢istega ToMV na CIM QA monolitnem disku pri razlicnih pretokih
mobilne faze je pokazala, da pretok mobilne faze ne vpliva na kromatografijo virusnih
delcev, vpliva pa na izkoristek: le-ta je pri vecjih pretokih mobilne faze vecji. Ena od
hipotez bi lahko bila povezana z velikostjo virusnega delca. Ker je precej velik (18 x 300
nm) se na CIM monolitni nosilec predvidoma veZe na ve¢ mestih. Predpostavljamo, da je
pri nizjih pretokih mobilne faze kontaktni ¢as virusnih delcev z nosilcem daljsi, zaradi
Cesar se lahko na nosilec veze na ve¢ mestih kot pri visjih pretokih in je zaradi tega
njegova vezava na nosilec mocnejsa, njegovo izpiranje pa mnogo bolj tezavno in povezano
z razgraditvijo delca. Z delno kvantitativno ELISA smo dolo¢ili tudi koli¢ino ToMV v

prvem (neveznem) kromatografskem vrhu vsakega poskusa. Pri pretoku 3 ali 6 mL/min (ne
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glede na koli¢ino na disk nanesenega ToMV) prvi kromatografski vrh vsebuje zelo malo
ToMV (manj kot 0.3 % na disk naneSenega ToMV), pri 2 mL/min pa se koli¢ina ToMV v
prvem kromatografskem vrhu veca z ve€anjem na disk naneSenega ToMV (slika 22). To
dejstvo postavlja pod vpraSanje predpostavko o vezavi virusnih delcev na kromatografski
nosilec, saj bi glede na predpostavko pricakovali, da bo priSlo do preboja virusnih delcev
kvec¢jemu pri vecjih pretokih. Kljub povecanju vsebnosti TOMV v teh frakcijah, pomeni to
v odstotkih glede na koli¢ino naneSenega ToMV na disk zelo malo (1-7 %), kar verjetno
predstavlja napako delno kvantitativne metode ELISA, s katero smo analizirali omenjene

kromatografske frakcije.
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Slika 22. Koli¢ine ToMV v kromatografskih vrhovih §t. 1 zbranih med kromatografijo
Cistega ToMV na CIM QA monolitnih diskih, dolo¢ene z delno kvantitativno metodo
ELISA.

Figure 22. Quantity of ToMV in chromatographic peaks No. 1 collected during the
chromatography of purified ToMV on CIM QA monolithic disk, determined with semi
quantitative ELISA.
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Ker je sestevek izkoristkov ToMV v prvem in drugem kromatografskem vrhu manjsi od
100 %, nas je zanimalo, kje se nahaja preostali ToOMV.

Po vsaki kromatografiji ¢istega ToMV na CIM QA monolitnem disku smo disk veckrat
izmenicno izpirali s pufrom A in B. Ko smo disk izprali s pufrom B prvi¢, smo ulovili
elucijsko frakcijo in jo analizirali z delno kvantitativno metodo ELISA. Na sliki 23 so
prikazane koli¢ine ToMV v teh vzorcih (v odstotkih, glede na predhodno koli¢ino na disk
nanesenega ToMV) po vsaki kromatografiji ToMV pri dolo¢enem pretoku. Delez ToMV v
frakcijah prvega izpiranja diska po kromatografiji je v povprecju nizji pri vecjem pretoku

mobilne faze, kar potrjuje predpostavko o nacinu vezave ToMV na disk v odvisnosti od

pretoka.
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Slika 23. Koli¢ine ToMV v vzorcih, zbranih pri prvem spiranju diskov z elucijskim
pufrom po dejanski kromatografiji ToMV, doloc¢ene z delno kvantitativno metodo ELISA.

Figure 23. Quantity of ToMV in the fraction, collected during the elution of the disk with
the elution buffer, after the chromatography of ToMV on CIM QA monolithic disk,

determined with semi quantitative ELISA.
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Iz slike 23 je razvidno, da po kromatografiji ToMV na CIM QA monolitnem disku v
linearnem gradientu, nekaj ToMV ostane na disku. Del vezanega ToMV lahko z elucijskim
pufrom iz diska izperemo, vendar ne vsega, saj seStevek odstotkov ToMV v frakcijah
zbranih med kromatografijo in frakcijo zbrano po kromatografiji pri izpiranju z elucijskim

pufrom Se vedno ni enak 100 (slika 24).
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Slika 24. Prikaz vsebnosti TOMV v frakcijah, zbranih pri kromatografiji razli¢nih koli¢in
Cistega ToMV pri razliénih pretokih in v frakciji spiranja diska z elucijskim pufrom po
kromatografiji.

Figure 24. Yield of ToMV in the fractions, collected during and after the chromatography
of different amount of purified ToMV using different flow rates on CIM QA monolithic
disk.

Ker smo v zgoraj opisanih poskusih kromatografirali o¢is¢en ToMV, smo zeleli ugotoviti

ali je mozno oceniti koncentracijo ToMV na podlagi povrSine kromatografskega vrha.
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Primerjava med povrSino drugega kromatografskega vrha in koli¢cino ToMV v tem vrhu
(dolocena z delno kvantitativno metodo ELISA) je prikazana na sliki 25. Meritvi se dokaj
dobro ujemata kar pomeni, da lahko koli¢ino ToMV v dolo¢enem kromatografskem vrhu
ocenimo iz njegove povrSine. Seveda le ob predpostavki, da nobena od komponent

pufrskega sistema ne prispeva k absorbanci, ki jo vidimo na kromatogramu.
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Slika 25. Primerjava meritev povrSine kromatografskega vrha §t. 2 pri kromatografiji
¢istega ToMV na CIM QA monolitnem disku pri pretoku 2 mL/min (A), 3 mL/min (B) in
6 mL/min (C) in koli¢ine ToMV v tem kromatografskem vrhu (dolocene z delno
kvantitativno metodo ELISA).

Figure 25. Comparison of the chromatographic peak area No. 2 and quantity of ToOMV in
the same peak (determined with semi quantitative ELISA) after the chromatography of
purified ToMV on CIM QA monolithic disk using different flow rates: 2 mL/min (A), 3
mL/min (B) and 6 mL/min (C).

4.3.2 Vpliv koncentracije ToMV v vzorcu na kromatografijo ToMV

Vpliv koncentracije virusa v vzorcu na kromatografijo smo ugotavljali s kromatografijo
¢istega ToMV (v 20 mM natrijevem acetatu, pH 5.5, s koncentracijo 0.6 mg ToMV/mL),
ki smo ga 2x, 3x, 4x in 5x red¢ili v 20 mM natrijevem acetatu, pH 5.5 na CIM QA
monolitnem disku. Vedno smo na CIM QA monolitni disk nanesli enak volumen (200 pL)
razli¢no red¢enega vzorca ToMV. Pretok (6 mL/min), linearni gradient in pufrski sistem so
bili enaki pri vseh poskusih. Vsaka kromatografska locba je bila izvedena v dveh
ponovitvah, na sliki 26 so prikazani reprezentativni kromatogrami.

Z delno kvantitativno metodo ELISA smo v vseh kromatografskih vrhovih dolocili
koli¢ino ToMV in izracunali kolikSen delez ToMV se nahaja v kromatografskem vrhu

glede na celotno koli¢ino na disk naneSenega ToMV. Izkoristki so med 48 % in 65 %
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(slika 27). Glede na dejstvo, da je metoda, s katero smo analizirali na disk naneSene vzorce
(razli¢no red¢en ToMV) in kromatografske vrhove samo delno kvantitativna, bi lahko
rekli, da so izkoristki pri kromatografijah, ne glede na koncentracijo ToMV v vzorcu,

primerljivi in da koncentracija TOMV v vzorcu na kromatografijo nima vecjega vpliva.
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Slika 26. Kromatogrami neredcenega in v pufru A red¢enega Cistega ToMV na CIM QA
monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev acetat, pH 5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru
A, UV detekcija pri 280 nm, pretok 6 mL/min, gradient prikazan na sliki.

Figure 26. Chromatography of non-diluted and with buffer A diluted purified ToMV on
CIM QA disk monolithic column. Conditions: buffer A: 20 mM sodium acetate buffer, pH
5.5; buffer B: 1.5 M sodium chloride in buffer A; UV detection at 280 nm, flow rate 6

mL/min, gradient: as noted on the figure.
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Slika 27. Koli¢ina ToMV v kromatografskem vrhu pri kromatografiji 20 puL ¢istega ToMV
v 20 mM natrijevem acetatnem pufru, pH 5.5 z razli¢no koncetracijo na CIM QA
monolitnem disku. Prikazani so tudi izkoristki za vsako kromatografijo. Pufer A: 20 mM
natrijev acetat, pH 5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru A.

Figure 27. Quantity of ToMV in the second peak collected during the elution of ToMV
from CIM QA disk monolithic column after the chromatography of differently diluted
ToMV on CIM QA disk monolithic column and yields in these experiments. Loading
buffer (20 mM sodium acetate, pH 5.5) and elution buffer (loading buffer with 1.5 M
NaCl, pH 5.5).

4.4 OKUZBA RASTLIN PREKO KORENINSKEGA SISTEMA

Preveriti smo Zeleli ali lahko ToMV okuzi rastline preko koreninskega sistema, ¢e testne
rastline Nicotiana clevelandii zalivamo z vodo, kateri dodamo ToMV. Kot je opisano v
poglavju Material in metode smo tri rastline N. clevelandii 15 dni zalivali z vodo, ki smo ji

dodali 10 uL cistega ToMV/1L vode. Koncentracija ToMV v vodi je bila pod mejo
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detekcije ELISA. Vzporedno smo tri rastline N. clevelandii zalivali z vodo brez dodanega

ToMV.

10 ul ToMV / L vode NEGATIVNA
Konc. ToMV pod KONTROLA
mejo detekcije ELISA

- -

LISTI: 1 okuZeni, 1 na meji LISTIL: neokuseni

KORENINE: 2 okuZzeni, 1 na meji KORENINE: neokuseni

Slika 28. Shematski prikaz preverjanja sposobnosti TOMV, da okuZi rastline N. clevelandii
preko koreninskega sistema.
Figure 28. Schematical drawing of the exsperiment: is ToMV capable of infecting N.

clevelandii plants through the root system.

Po 15 dnevih smo pobrali liste in korenine vseh rastlin in z delno kvantitativno metodo
ELISA preverili ali je v rastlinah prisoten ToMV. Prisotnost TOMV v rastlinah, ki smo jih
zalivali z vodo z dodanim ToMV smo dokazali v koreninah pri dveh rastlinah, pri eni
rastlini je bila vsebnost ToMV v koreninah na meji detekcije metode ELISA. Ugotovili
smo tudi prisotnost TOMV v listih ene rastline, pri eni rastlini je bila vsebnost ToMV na
meji detekcije metode ELISA, v listih ene rastline pa prisotnosti ToMV nismo mogli
dokazati. Pri kontrolnih rastlinah, ki smo jih zalivali z vodo brez dodanega ToMYV,
prisotnosti ToOMV v listih in koreninah nismo mogli dolo¢iti (preglednica 2). V listih in

koreninah rastlin, kjer je bila vsebnost ToMV na meji detekcije ELISA, je bila OD
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vrednost vzorcev sicer vi§ja od OD vrednosti negativnih kontrol, vendar ne 2x vi§ja, kar je
potrebno, da nedvoumno dokazemo prisotnost virusnih delcev. Predpostavimo lahko, da bi
prisotnost virusnih delcev lahko nedvoumno dokazali, ¢e bi korenine in liste rastlin pobrali
nekaj dni kasneje.

Rezultati kazejo, da je ToMV uspes$no okuzil korenine in liste N. clevelandii, Ceprav je bila
koli¢ina ToMV dodana v vodo, ki smo jo uporabljali za zalivanje teh rastlin pod mejo
detekcije ELISA. S tem smo potrdili Ze objavljene ugotovitve, da lahko nekateri virusi
okuzijo rastline skozi koreninski sistem (Koenig, 1986 in Van Dorst, 1969, cit. po
Tomlinson in sod., 1983), ¢eprav so v vodi prisotni v tako nizkih koncentracijah, da z
diagnosticnimi metodami njihove prisotnosti ne moremo dokazati (Koenig, 1986, Horvath
s sod., 1999 in Van Dorst, 1988). Ta poskus nazorno kaze, da moramo potencialno
prisotne viruse, ki se nahajajo v vodi za zalivanje rastlin v zelo nizkih koncentracijah, pred

uporabo standardnih laboratorijskih metod koncentrirati, da omogoc¢imo njihovo detekcijo.

Preglednica 2. Koncentracije ToOMV v listih in koreninah rastlin zalivanih z vodo z in brez
dodanega ToMV, dolocene z delno kvantitativno metodo ELISA.

Table 2. Results of TOMV detection (by semi quantitative ELISA) in leaves and roots of
N. clevelandii plants after watering of the plants with water with and without ToOMV.

10 pL. ToMV / L vode Voda brez ToMV
(0))) Konc. ToMV oD Konc. ToMV
(ELISA) (ng/mL) (ELISA) (ng/mL)

Voda za zalivanje 0.183 1.6 0.159 1.5
Rastlina 1 1.352 6.2 0.179 1.5
Listi Rastlina 2 0.426 2.1 0.177 1.5
Rastlina 3 0.170 1.5 0.180 1.5
Rastlina 1 2.192 16.8 0.175 1.5
Korenine Rastlina 2 1.081 4.5 0.182 1.6
Rastlina 3 0.387 2.0 0.243 1.7
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4.5 KONCENTRIRANJE CMV IN ToMV IZ VZORCEV Z NIZKO KONCENTRACIJO
VIRUSA

4.5.1 Koncentriranje CMYV iz pufra

4.5.1.1 Priprava red¢in

VW W

Z delno ocisc¢enim CMV smo pripravili 5 red€in z razlicno koncentracijo CMV: v 500 mL
veznega pufra (20 mM Tris-HCI, pH 8) smo dodali 5 pl (1100 enot CMV), 20 ul (5400
enot CMV), 50 ul (11600 enot CMV) in 100 ul (24800 enot CMV) delno ocis¢enega
CMV. Koncentracije CMV v posameznih red¢inah so bile torej: 2.2 CMV enoti / mL
pufra, 10.8 CMV enot / mL pufra, 23.2 CMV enot / mL pufra in 49.6 CMV enot / mL
pufra.

4.5.1.2 Koncentriranje CMV iz pufra na CIM DEAE monolitnem disku

Redc¢ine (0.5 L 20 mM Tris-HCI pufra z doloceno koli¢ino delno ocis¢enega CMV, kakor
je opisano v poglavju 4.5.1.1) smo nalagali na CIM DEAE monolitni disk pri pretoku 8
mL/min in zbirali vse kar je iz diska priteklo (nevezna frakcija). Po nalaganju vzorca smo
disk sprali z veznim pufrom, pufrom A (pri tem so se iz diska izprale morebitne necistoce),
nato z elucijskim pufrom, pufrom B (v tem koraku se je iz diska izprala vecina CMV) in na
koncu z veznim pufrom, da se je iz diska izprala sol. Disk smo izpirali pri pretoku 6
mL/min, tekom izpiranja diska smo zbrali 3 frakcije. Koncentriranje iz vsake pripravljene
red¢ine z doloceno koncentracijo CMV je bilo narejeno v dveh ponovitvah.
Reprezentativni kromatogrami izpiranja diska po nalaganju razlicnih redCin ter zbiranje
frakcij za kasnejSo analizo so prikazani na sliki 29. Pri¢akovali smo, da se bo v drugih
kromatografskih frakcijah nahajala ve¢ina CMV, kar bi omogocilo dolo¢anje CMV z delno
kvantitativno metodo ELISA, ki pred koncentriranjem na CIM DEAE monolitnem disku ni
bila mozna. V prvih kromatografskih frakcijah CMV nismo pricakovali, kromatografski
vrhovi v teh frakcijah predstavljajo skupno absorbanco iz diska izpranih necistoC (prisotnih
v delno oc¢iS¢enem virusnem pripravku, s pomocjo katerega smo pripravili red€ino). Da bi
potrdili ali ovrgli zgornje predpostavke, smo frakcije vseh poskusov analizirali z delno

kvantitativno metodo ELISA.
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Slika 29. Koncentriranje CMV iz redCin pripravljenih z veznim pufrom (pufrom A) in
delno ocis¢enim CMV (5, 20, 50 in 100 uL. CMV/0.5 L 20 mM Tris-HCI pufra, pH 8) na
CIM DEAE monolitnem disku. Pufer A: 20 mM Tris-HCI, pH 8, pufer B: 1.5 M NaCl v
pufru A, pretok: 6 mL/min, UV detekcija pri 280 nm, gradient prikazan na sliki.

Figure 29. Concentration of CMV from samples prepared with loading buffer (5, 20, 50
and 100 uL of semi purified CMV / 0.5 L of buffer A) using CIM QA disk monolithic
column. Conditions: buffer A: 20 mM Tris-HCI, pH 8, buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A;

flow-rate: 6 mL/min, UV detection at 280 nm, gradient: as noted on the Figure.

4.5.1.3 Kuvantifikacija CMV v kromatografskih frakcijah z DAS ELISA

Vzorce red¢in, nevezne frakcije in elucijske frakcije smo analizirali z delno kvantitativno
metodo ELISA. Spodnja meja detekcije CMV v »CMV enotah« je priblizno 4 CMV
enote/mL. Dvakratna povprec¢na izmerjena opti¢na gostota treh negativnih kontrol je enaka
opticni gostoti vzorca, ki vsebuje 4 CMV enote/mL. Razen v redCini, kjer smo 0.5 L 20
mM Tris-HCl pufra, pH 8 dodali 100 puL delno ocis¢enega CMV z metodo ELISA, ni bilo
mozno doloc¢iti prisotnosti CMV, prav tako prisotnosti CMV nismo dolocili v vzorcih

neveznih frakcij. Koli¢ina CMV v red¢inah in v elucijskih frakcijah (frakcijah 2) je
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prikazana na sliki 30, v prilogi H pa so prikazane meritve (opti¢ne gostote) za vse vzorce

(redcine, nevezane frakcije in kromatografske frakcije) analizirane z delno kvantitativho

metodo ELISA.
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Slika 30. Koncentracije CMV (dolo¢enih z ELISA) v red¢inah in elucijskih frakcijah po
koncentriranju na CIM DEAE monolitnem disku.

Figure 30. Concentration of CMV (assesed with semi quantitative ELISA) in diluted
samples and elution fractions after the concetration of CMV from these samples on CIM

DEAE disk monolithic column.

Iz podatkov prikazanih na sliki 30 smo izracunali izkoristke, dosezene pri koncentriranju
CMYV na CIM DEAE monolitnem disku ter faktor koncentriranja. Izkoristki koncentriranja
so med 30 in 60 %, faktor koncentriranja pa 80-170x. Gornji podatki povedo, da smo iz
red¢in, kjer detekcija CMV ni bila mozna, na CIM DEAE monolitnem disku skoncentrirali
virus za dva velikostna razreda in s tem omogocili detekcijo CMV z delno kvantitativno

metodo ELISA.
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4.5.1.4  Testiranje infektivnosti CMV

Infektivnost CMV v elucijskih frakcijah smo preverjali na testnih rastlinah Chenopodium
quinoa. Liste testnih rastlin smo posuli s karborundom in na vsaki rastlini inokulirali 3 liste
z elucijsko frakcijo, redéeno v pufru za mehansko inokulacijo. Negativna kontrola so bile
testne rastline inokulirane s pufrom za mehansko inokulacijo brez dodanega virusa,
pozitivna kontrola pa so bile testne rastline, inokulirane z delno o¢is¢enim CMV v pufru za
mehansko inokulacijo. 10 dni po inokulaciji smo pregledali liste testnih rastlin, vendar
bolezenski znaki niso bili vidni. Predvideli sem 3 mozne vzroke za izgubo infektivnosti
CMYV po koncentriranju na CIM DEAE monolitnem disku:
» vpliv temperature oz. Casa, ki ga CMV prezivi pri sobni temperaturi, preden ga
nalozimo na disk,
» vpliv NaCl v elucijskem pufru ali
» vpliv HPLC sistema oz. vpliv striznih sil, katerim je izpostavljen CMV pri prehodu
skozi HPLC sistem.

Da bi ugotovili, zakaj CMV po koncentriranju na CIM DEAE monolitnem disku ni vec¢

infektiven, smo naredili spodaj opisane poskuse.

» Vpliv Casa prezivetega na sobni temperaturi na infektivnost CMV
Delno ocis€en virusni pripravek smo inkubirali pri sobni temperaturi 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8 in
50 ur, ga nato red¢ili v pufru za mehansko inokulacijo ter inokulirali s karborundom posute
liste testnih rastlin C. guinoa. 10 dni po inokulaciji so bili na vseh rastlinah vidni

bolezenski znaki. Sobna temperatura torej nima vpliva na infektivnost CMV.

» Vpliv NaCl v elucijskem pufru na infektivnost CMV
V veznem pufru (20 mM Tris-HCI, pH 8) smo pripravili naslednje koncentracije NaCl:
0.5 M NacCl, 0.75 M NaCl, 1 M NacCl, 1.25 M NaCl in 1.5 M NaCl. 1 mL pufra z doloceno
koncentracijo NaCl smo dodali 100 pL delno ocis¢enega virusnega klarifikata in
inokulirali s karborundom posute liste testnih rastlin. Po 10 dnevih so bili na vseh rastlinah

vidni bolezenski znaki, razen na rastlini, ki je bila inokulirana s CMV v 20 mM Tris-HCl
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pufru z 1.5 M NaCl, pH 8. 1.5 M NaCl torej vpliva na virusne delce CMV in virus izgubi

sposobnost okuzbe testne rastline.

» Vpliv sistema in ohisja na infektivnosti CMV
Delno oc¢is€en virusni pripravek smo red¢ili v veznem pufru (20 mM Tris-HCIL, pH 8).
Polovico smo ga precrpali skozi celoten HPLC sistem, v katerega je bilo vezano ohisje za
CIM monolitni disk, vendar v ohi§ju ni bilo diska. Liste testnih rastlin smo inokulirali z
vzorcem, ki je pritekel skozi HPLC sistem in ohisje ter z vzorcem, ki ni Sel skozi sistem in
ohisje. Lokalne lezije so se 10 dni po inokulaciji razvile le na rastlini, okuzeni z vzorcem,

ki ni Sel skozi sistem in ohisje.

Iz zgoraj opisanih rezultatov sledi, da CMV izgubi infektivnost bodisi zaradi NaCl v
elucijskem pufru in / ali zaradi striznih sil, katerim je izpostavljen pri prehodu skozi HPLC
sistem. Iz literature je razvidno, da je CMV relativno labilen virus (Koenig, 1986). Oc¢is¢en
CMV je posebej obcutljiv na pufre z visoko ionsko jakostjo, ki vplivajo na interakcijo med
virusno RNK in proteini, pomembno za integriteto virusnih delcev (Fauquet, 2005). Ker je
za dolocene aplikacije potrebno, da virus obdrzi infektivnost, smo se odlocili, da
nadaljujemo delo z drugim modelnim virusom, ki je bolj stabilen. Delo z modelnim
virusom CMV smo na tej tocki zakljucili. S poskusi smo dokazali, da s CIM monolitnimi

diski uspesno koncentriramo virusne proteine, tudi ¢e niso zdruzeni v virusne delce.

4.5.2 Koncentriranje ToMV iz pufra in vodovodne vode na CIM QA monolitnih
diskih

4.5.2.1 Priprava red¢in
Redc¢ine iz katerih smo koncentrirali ToMV, smo pripravili z veznim pufrom (20 mM
natrijev acetat, pH 5.5), kateremu smo dodali razlicne volumne ociS¢enega ToMV s
koncentracijo 0.5 mg/mL. V 500 mL veznega pufra smo dodali 0.5 uL ToMV (250 ng
ToMV), 1 uL ToMV (500 ng ToMV) oz. 2 uL ToMV (1000 ng ToMV). Teoreti¢ne
koncentracije ToOMV v red¢inah so bile torej: 0.5 ng ToMV/mL, 1 ng ToMV/mL oz. 2 ng
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ToMV/mL pufra. Red¢ine z enakimi koncentracijami ToMV smo pripravili tudi v
vodovodni vodi. V 496 mL vodovodne vode smo najprej dodali 4 mL 2.5 M natrijevega
acetata, pH 5.5, tako da je bila kon¢na koncentracija natrijevega acetata 20 mM, nato smo

dodali ¢isti ToMV (0.5 uL, 1 pL oz. 2 pL) s koncentracijo 0.5 mg/mL.

4.5.2.2 Koncentriranje ToMV iz pufra in vode na CIM QA monolitnem disku

Redc¢ine pripravljene z veznim pufrom ali z vodovodno vodo smo nalagali na CIM QA
monolitni disk pri pretoku 8 mL/min in zbirali vse, kar je priteklo skozi disk (nevezna
frakcija, angl. flow through). Po nalaganju redC¢ine smo disk sprali najprej z veznim pufrom
(pri tem so se iz diska izprale morebitne necistoce), nato z elucijskim pufrom (v tem
koraku se je iz diska izprala ve¢ina ToMV) in na koncu spet z veznim pufrom, da se je iz
diska izprala sol. Disk smo izpirali pri pretoku 6 mL/min, tekom izpiranja smo zbrali 3
frakcije. Kromatogrami izpiranja diska po nalaganju razli¢nih redCin ter zbiranje frakcij za

kasnejSo analizo so prikazani na sliki 31 in sliki 32.



70
Kramberger P. Razvoj tehnologije za koncentriranje in ¢is€enje rastlinskih virusov z monolitnimi kromatografskimi nosilci.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

80 100
0.5ul ToMV/0.5L pufra
70 | F1 F2 F3 190
A " 1ul ToMV/0.5L pufra
2ul ToMV/0.5L pufra
60 | o . + 80
—— Zbiranje frakcij
50 | gradient (% pufraB) | | 70
< o
E 40t '\ 160 &
=]
: a
g 307 150 &
P E
4 2
S 20 + 40 g
E 5
10 + 30
-10 + + 10
-20 . | L . . 0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Cas (min)

Slika 31. Koncentriranje ToMV iz red¢in pripravljenih z veznim pufrom (20 mM natrijev
acetatni pufer, pH 5.5) in o¢is¢enim ToMV (0.5, 1 in 2 uLL. ToMV / 0.5 L pufra) na CIM
QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev acetat, pH 5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v
pufru A, pretok: 6mL/min, UV detekcija pri 280 nm, gradient prikazan na sliki.

Figure 31. Concentration of ToMV from samples prepared with loading buffer (0.5 pL, 1
uL and 2 pL of purified ToMV / 0.5 L of buffer A) using CIM QA disk monolithic
column. Conditions: buffer A: 20 mM sodium acetate buffer, pH 5.5; buffer B: 1.5 M NaCl
in buffer A; flow-rate: 6 mL/min, UV detection at 280 nm, gradient: as noted on the

Figure.
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Slika 32. Koncentriranje ToMV iz red¢in pripravljenih z vodovodno vodo (4996 mL
vodovodne vode z dodanimi 4 mL 2.5 M natrijevega acetata, pH 5.5) in o¢is¢enim ToMV
(0.5, 1in 2 pL ToMV / 0.5 L) na CIM QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev
acetat, pH 5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru A, pretok: 6 mL/min, UV detekcija pri 280
nm, gradient prikazan na sliki.

Figure 32. Concentration of ToMV from samples prepared with tap water (0.5 uL, 1 pL
and 2 pL of purified ToMV / 0.5 L of tap water with sodium acetate, pH 5.5) using CIM
QA disk monolithic column. Conditions: buffer A: 20 mM sodium acetate buffer, pH 5.5;
buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A; flow-rate: 6 mL/min, UV detection at 280 nm, gradient:

as noted on the Figure.

Absorbanca pri 280 nm, ki je prikazana na sliki 32, je seStevek absorbance virusnih delcev
in drugih neznanih komponent prisotnih v pufru ali vodovodni vodi, ki so se koncentrirale
na CIM QA monolitnem disku in se iz njega izprale skupaj z virusnimi delci. Koli¢ina teh
komponent v vodovodni vodi je mnogo vecja (relativna absorbanca kromatografskega vrha

je priblizno 500 mAu), kakor v pufru (relativna absorbanca je le 55 mAu). Zaradi
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prisotnosti teh komponent v pufru in Se bolj v vodovodni vodi ni mozno dolociti
koncentracije ToMV iz kromatogramov. Zaradi tega smo koncentracije ToOMV v red¢inah,

neveznih frakcijah in elucijskih frakcijah dolocali z delno kvantitativno metodo ELISA.

4.5.2.3 Kuvantifikacija ToMV v kromatografskih frakcijah z DAS ELISA

Rezultati analize vzorcev z ELISA so pokazali, da detekcija ToMV v nobeni nevezni
frakciji ni mozna (ne glede na to, koliko ToMV smo dodali v red¢ino), kar pomeni, da se je
ToMV uspesno vezal na kromatografski nosilec in da ga lahko na ta nacin koncentriramo
iz vzorcev, ki vsebujejo zelo nizke koncentracije ToMV. ToMV je bil prisoten v visokih
koncentracijah v elucijskih frakcijah 2, kjer smo disk izpirali s pufrom B (20 mM
natrijevim acetatom z 1.5 M NaCl, pH 5.5). V preglednici 3 so zbrani rezultati ELISA
analize reprezentativnega poskusa koncentriranja ToMV na CIM QA monolitnem disku. V
preglednici 3 predstavlja »red¢ina« vzorec pred koncentriranjem (1 pL Cistega ToMV v
0.5 L veznega pufra-20 mM natrijev acetat, pH 5.5), nevezna frakcija pa predstavlja vse,
kar je priteklo skozi disk med nalaganjem red¢ine na disk (angl. flow through). Sledijo
frakcije 1-3 (tri zaporedne kromatografske frakcije, zbrane med elucijo). Opti¢ne gostote
(OD) so ELISA meritve. Frakcije 2 in 3 smo morali redc¢iti, kar je v preglednici prikazano s
Stevilko redCitvenega faktorja poleg vrednosti OD, da so vrednosti OD padle v linearni del
umeritvene krivulje. Izkoristek predstavlja delez ToMV v drugi frakciji glede na celotno
koli¢ino ToMV dodano v red¢ino. Spodnja meja detekcije je enaka dvojni OD negativne
kontrole (sok neokuzene rastline N. clevelandii). Ob upoStevanju tega kriterija in glede na
umeritvene krivulje, ki smo jih pripravili in analizirali, to pomeni, da je spodnja meja
detekcije priblizno 4-5 ng ToMV/mL, kar je skladno s podatkom iz literature, da je spodnja
meja detekcije 1-10 ng/mL (Bergmayer, 1986).
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Preglednica 3. Koncentracije ToMV v red¢ini (1 pL Cistega ToMV v 0.5 L veznega pufra-
20 mM natrijev acetat, pH 5.5) pred koncentriranjem in v kromatografskih frakcijah po
koncentriranju na CIM QA monolitnem disku, doloCene z delno kvantitativno ELISA.

Table 3. Concentration of ToMV in starting sample (1 pl of purified ToMV in 0.5 L of
loading buffer (20 mM sodium acetate, pH 5.5) before the concentration and in
chromatographic fractions after the concentration of ToMV on CIM QA disk monolithic

column, determined with semi quantitetive ELISA.

VZOREC OPTICNA KONCENTRACIJA 1IZKORISTEK
GOSTOTA ToMYV (ng/mL) (%)
(OD)
Redcina 0.18 0
Nevezna frakcija 0.256 0
Frakcija 1 0.256 0
Poskus 1 Frakcija 2 0.737 (81x) 365 90
Frakcija 3 0.545 (3x) 11
Redc¢ina 0.216 0
Nevezna frakcija 0.229 0
Frakcija 1 0.332 0
Poskus 2 Frakcija 2 1.646 (27x) 364 89
Frakcija 3 0.603 (3x) 12
Cist ToOMV 0.864 (90000x) 405
Negativna kontrola 0.273 0

Iz preglednice 3 je razvidno, da v redCini, nevezani frakciji in prvi elucijski frakciji
detekcija ToMV z ELISA ni mozna. Vecina virusa se iz diska izpere v drugi elucijski
frakciji, kjer je koncentracija ToMV 365 ng/mL oz. 364 ng/mL. Izkoristka poskusov
prikazanih v preglednici 3 sta 90 % in 89 %. Izkoristki drugih poskusov so bili med 70 %
in 90 % (rezultati prikazani v prilogi I in J). Rezultati analize kromatografskih frakcij
koncentriranja ToMV iz razli¢nih red¢in (vedno v dveh ponovitvah) z delno kvantitativno
metodo ELISA so shematsko prikazani na sliki 33 in sliki 34. Opticne gostote red¢in so
bile manjSe ali enake vrednosti opti¢nih gostot negativne kontrole. V red¢inah prisotnosti
ToMV z metodo ELISA torej nismo mogli dokazati. Na sliki 33 in 34 so prikazane
koncentracije ToMV (izracunane iz OD in enacbe linearnega dela umeritvene krivulje) za
laZjo predstavo, kolik$na je razlika v koncentraciji ToMV pred in po koncentriranju.

Poudariti je treba, da so vse prikazane koncentracije ToMV red¢in pod mejo detekcije
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ELISA, ki je za ToMV priblizno 5 ng ToMV / mL. UspesSnost koncentriranja ToMV smo
zato preracunali glede na teoreticno koncentracijo ToMV, izraCunano iz volumna in

koncentracije ToMV, ki smo jo dodali pufru ali vodovodni vodi.
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Slika 33. Koncentracija ToMV v red¢inah in elucijskih frakcijah po koncentriranju ToMV
iz 20 mM natrijevega acetata, pH 5.5 na CIM QA monolitnem disku, dolo¢ena z metodo
ELISA.

Figure 33. Concentration of ToMV (assesed with semi quantitative ELISA) in diluted
samples (prepared with loading buffer) and elution fractions after the concetration of

ToMYV from these samples on CIM QA disk monolithic column.
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Slika 34. Koncentracija ToMV v red¢inah in elucijskih frakcijah po koncentriranju ToMV
iz vodovodne vode z 20 mM natrijevim acetatom, pH 5.5 na CIM QA monolitnem disku,
dolo¢ena z metodo ELISA.

Figure 34. Concentration of ToMV (assesed with semi quantitative ELISA) in diluted
samples (prepared with tap water) and elution fractions after the concetration of ToMV

from these samples on CIM QA disk monolithic column.

Koncentriranje ToMV na CIM QA monolitnem disku je bolj u¢inkovito, kadar ToMV
koncentriramo iz pufra, saj koncentracijo ToMV v povprecju povecamo 300x, medtem ko
pri koncentriranju ToMV iz vodovodne vode povec¢amo koncentracijo ToOMV v povprecju
le 230x (preglednica 4). Slabso ucinkovitost koncentriranja ToMV iz vodovodne vode
lahko pojasnimo s prisotnostjo necisto¢ v vodovodni vodi.

Na splosno rezultati kazejo, da ToMV, ki ga v red¢inah ni mozno dolociti z metodo
ELISA, z uporabo CIM QA monolitnega diska koncentriramo od 208x do 365x in s tem

omogocimo detekcijo.
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Preglednica 4. Primerjava uspeSnosti koncentriranja ToMV iz puftra in iz vodovodne vode
na CIM QA monolitnem disku. Koncentracije ToMV v vzorcih pred koncentriranjem so
teoreticne koncentracije, izraCunane glede na volumen in koncentracijo dodanega ToMV v
pufer ali vodovodno vodo.

Table 4. Concentration of ToMV from buffer and water on CIM QA monolithic disk-
comparison. ToMV concentrations in samples before concentration on CIM supports are
theoretical concentrations, calculated from volume and concentration of ToMV added to

the starting sample.

Koncentracija ToMV (ng/mL)

Koncentriranie iz Pred koncentriranjem 0,5 1 2
ufa ) Po koncentriranju 152 365 530
P FAKTOR KONC, 300 x 365 x 265 x

Koncentriranic iz Pred koncentriranjem 0,5 1 2
. Po koncentriranju 130 232 416
vodovodne vode
FAKTOR KONC. 260 x 232 x 208 x

ToMV smo uspesno koncentrirali iz pufra in vodovodne vode. Iz vodovodne vode smo
koncentrirali ToMV z namenom, da se zacetni vzorec (redCina) po lastnostih pribliza
realnemu vzorcu, npr. vzorcu vode iz reke, ki seveda poleg izredno majhnih koli¢in
potencialno prisotnega ToMV (ki jih z detekcijskimi metodami ne moremo dolociti)
vsebuje tudi veliko neéistod. Ce bi Zeleli preveriti prisotnost ToMV v vodi, ki jo
uporabljamo za zalivanje poljsCin, bi bilo pred detekcijsko metodo potrebno ToMV iz tega
vzorca koncentrirati. Vzorce razli¢nih slovenskih rek smo po enakem postopku kot je
opisan v tem poglavju za koncentriranje ToMV iz vodovodne vode koncentrirali na 8§ mL
CIM QA monolitnih kromatografskih kolonah. Postopek je bil uspesen, saj je bila
koncentracija ToMV po koncentriranju za 3 velikostne razrede vecja (Boben in sod.,
poslano v tisk), med koncentriranjem pa kljub necisto¢am, prisotnih v odvzetih vzorcih

vod do masenja kromatografskega nosilca ni prislo.

4.5.2.4 Infektivnost ToMV po koncentriranju ToMV iz pufra in vodovodne vode

Po koncentriranju ToMV na CIM QA monolitnem disku smo preverili infektivnost

virusnih delcev. S karborundom posute liste tobaka (Nicotiana glutinosa) smo mehansko
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inokulirali z drugo elucijsko frakcijo, ki je vsebovala vecino virusnih delcev. Lokalne
lezije so se na listih tobaka razvile priblizno 10-20 dni po inokulaciji, kar pomeni, da

ToMYV pri koncentriranju na CIM QA monolitnem disku ni izgubil infektivnosti (slika 35).

10 dni po inokulaciji

Slika 35. Test infektivnosti ToMV na N. glutinosa po koncentriranju ToMV na CIM QA
monolitnem disku.
Figure 35. Infectivity test: N. glutinosa inoculated with ToMV after the concentration of

ToMV on CIM QA disk monolithic column.

4.5.3 Primerjava koncentriranja rastlinskih virusov na CIM monolitnih nosilcih z

drugimi metodami

Metode, ki se uporabljajo za koncentriranje virusov iz vode, so Stevilne, vendar metode, ki
bi bila brez slabosti oz. omejitev, ni. Metoda, po kateri so koncentrirali viruse iz velikih
volumnov vode Tomlinson in sodelavei (1983), je ucinkovita, vendar dolgotrajna.
Zanesljivost ¢asovno nezahtevne in enostavne metode koncentriranja virusov iz manjSih
volumnov vode (Koenig in Lesemann, 1985) z ultracentrifugiranjem je po pri¢evanju
enega od avtorjev (Koenig, 1986) vprasljiva. Na problem pri sicer hitrem in uc¢inkovitem
koncentriranju humanih virusov iz pitne vode z uporabo elektronegativnih ali
elektropozitivnih filtrov, kjer se za elucijo virusov iz filtrov uporablja goveji ekstrakt,
opozarjajo Pepper s sodelavci (1995) ter Shwab s sodelavci (1995). Problem govejega
ekstrakta je prisotnost neznanih komponent v kon¢nem vzorcu, ki lahko vplivajo na
detekcijsko metodo in s tem povzro€ijo lazno pozitivne ali negativne rezultate. Da bi se

temu izognili je potrebno po uporabi nabitih filtrov iz eluata odstraniti vse potencialno
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motece komponente (Pepper in sod., 1995), kar celoten postopek koncentriranja virusov
podaljsa.

Metoda koncentriranja rastlinskih virusov z uporabo CIM monolitnih nosilcev je zanesljiva
in ponovljiva, predpriprava vzorca je hitra, eluat, kjer se po koncentriranju nahajajo virusni
delci pa, razen NaCl, ne vsebuje komponent, ki bi vplivale na detekcijske metode. Tako je
eluat po koncentriranju mogoce neposredno uporabiti za detekcijo virusnih delcev. V
primeru, da NaCl vpliva na izbrano detekcijsko metodo jo lahko enostavno in hitro
odstranimo z uporabo PD-10 kolone, saj so elucijski volumni v primeru koncentriranja na
najmanjSih CIM monolitnih nosilcih (diskih) majhni (nekaj mL).

Koncentriranje virusov iz vzorcev (red¢in), ki jih pripravimo v laboratoriju in za katere
vemo, koliko virusa vsebujejo, imajo veliko prednost. Po koncentriranju lahko izra¢unamo,
kako ucinkovit je postopek-izracunamo lahko izkoristek in tako ugotovimo, kolikSen delez
v redCini prisotnega virusa se po koncentriranju nahaja v vzorcu, ki ga analiziramo z
izbrano detekcijsko metodo. Izkoristki pri koncentriranju CMV in ToMV na CIM
monolitnih nosilcih so visoki. Pri koncentriranju CMV smo dosegli 30-60 % izkoristek, pri
koncentriranju ToMV iz pufra in vodovodne vode pa 70-90 %. Pri koncentriranju
rastlinskih virusov iz realnih vzorcev (vodotokov, jezer) ucinkovitost metode, ki jo
uporabljamo za koncentriranje virusov, tezko ocenimo, saj ne vemo, koliko virusov se v
zaCetnem vzorcu dejansko nahaja. Zaradi tega nih¢e od avtorjev omenjenih v poglavju 2.2,
ki opisujejo razline nacine koncentriranja rastlinskih virusov iz realnih vzorcev, ne
omenja kolikSen je izkoristek oz. kolikSna je ucinkovitost uporabljene metode. Zaradi
zagotavljanja zanesljivosti kon¢nih rezultatov ob potencialno nizki u€inkovitosti izbrane
metode za koncentriranje virusov, poteka koncentriranje virusov iz realnih vzorcev iz
velikih volumnov vode, kot je opisal Tomlinson s sodelavci (1983).

Ker je metoda koncentriranja virusnih delcev na CIM monolitnih nosilcih ucinkovita,
lahko potencialno prisotne virusne delce v vodi za zalivanje poljs¢in koncentriramo iz
relativno majhnih volumnov. V primeru, da Zelimo koncentrirati virusne delce iz ve¢jih
volumnov pa lahko metodo za koncentriranje enostavno prenesemo iz CIM monolitnih
diskov na CIM monolitne kolone z volumnom 8 mL, 80 mL ali celo 800 mL, kjer lahko

uporabimo vecje pretoke in s tem skrajSamo metodo koncentriranja.
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4.5.4 Postopek za CiS€enje CMV in ToMYV iz vzorcev z nizko koncentracijo virusa v

VZorcu

Z optimizacijo pufrskega sistema, pH in izbiro CIM monolitnega nosilca za najbolj
ucinkovito koncentriranje CMV o0z. ToMV na izbranem CIM monolitnem nosilcu lahko

zapiSemo kratek postopek za koncentriranje CMV oz. ToMV iz realnega vzorca:

» Priprava vzorca za koncentriranje: 4950 mL realnega vzorca dodamo 50 mL 2 M Tris,
pH 8 (za koncentriranje CMV) oz. 50 mL 2 M Na acetata, pH 5.5 (za koncentriranje
ToMYV).

» Pripravimo pufre za spiranje kromatografskega nosilca: 20 mM Tris-HCI, pH 8 (vezni
pufer za CMV) in 20 mM Tris-HCI + 1.5 M NaCl, pH 8 (elucijski pufer za CMV) / 20
mM Na acetat, pH 5.5 (vezni pufer za ToMV) in 20 mM Na acetat + 1.5 M NaCl, pH
5.5 (elucijski pufer za ToMV).

» Pri pretoku 8 mL/min nalozimo pripravljen vzorec na CIM DEAE monolitni disk
(CMV) oz. CIM QA monolitni disk (ToMV), ki smo ga pred tem dobro sprali z veznim
pufrom.

» CIM monolitni disk speremo z veznim pufrom (s tremi volumni nosilca), nato eluiramo
na CIM monolitni disk vezane virusne delce z elucijskim pufrom (s Stirimi volumni
nosilca) in na koncu z veznim pufrom iz CIM monolitnega nosilca izperemo sol

» Dobljeni eluat, v katerem se nahajajo virusni delci (¢e so le-ti bili prisotni v realnem

vzorcu), lahko neposredno uporabimo za detekcijo virusa z metodo ELISA.

4.6 DOLOCANIJE DINAMICNE KAPACITETE CIM QA MONOLITNEGA DISKA ZA
ToMV

Vzorec za merjenje dinamicne kapacitete CIM QA monolitnega diska za ToMV smo

pripravili iz 42 mL c¢istega virusnega pripravka ToMV, ki smo ga 4x red¢ili v 200 mM

fosfat citratnem pufru, pH 7 (pufer, v katerem se je nahajal ¢ist virusni pripravek). Vzorec

smo pred nalaganjem na CIM QA monolitni disk filtrirali skozi 0.22 um filter in izmerili

absorbanco pri 260 nm. Iz izmerjene absorbance (Az¢=0.278) smo izracunali
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koncentracijo ToMV v vzorcu (0.09 mg ToMV / mL). Volumen vzorca, ki smo ga nalozili
na disk je bil 164 mL, kar pomeni, da smo na disk nalozili 14.7 mg ToMV.

Pri nalaganju vzorca na CIM QA monolitni disk pri pretoku 3 mL/min smo dobili prebojno
krivuljo, iz katere smo odc¢itali ¢as, pri katerem je krivulja dosegla 10 % najvisjega signala.

To se je zgodilo po 15 minutah nalaganja vzorca (slika 36).
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Slika 36. Prebojna krivulja za merjenje dinami¢ne kapacitete CIM QA monolitnega diska
za ToMV. Pufer A: 20 mM fosfat citratni pufer, pH 7, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru A.

Figure 36. Determination of the capacity of CIM QA monolithic disk for ToMV.
Conditions: 50 mM phosphate citrate buffer pH 7, flow rate 3 mL/min, concentration of

ToMV 90 ug/mL.

S pomocjo enacbe (1) smo izracunali kapaciteto CIM QA monolitnega diska za ToMV.
Mrtvi volumen, ki ga pri tej enacbi upostevamo, je seStevek mrtvega volumna kapilar, ki
potekajo od kromatografskega nosilca do detektorja in mrtvega volumna diska, pri ¢emer

mrtvi volumen diska izraCunamo iz poroznosti (62 %) in volumna (0.34 pL) diska (2 in 3).
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q=(¢-t-Vd)-c (1)
Vd= Vddiska + Vkapilar (2)
Vdiiska = € Viiska (3)

g-kapaciteta (mg ToMV/ CIM disk)

¢-pretok (mL/min)

t-Cas, pri katerem prebojna krivulja doseze 10 % najvecje vrednosti (min)

Vd-mrtvi volumen (mL)

c-koncentracija TOMV v vzorcu, ki smo ga nalagali na CIM monolitni nosilec (mg/mL)

&poroznost nosilca (/)

Dinami¢na vezna kapaciteta CIM QA diska za ToMV je 4 mg ToMV / disk, oz. 11.7 mg

ToMV / mL monolitnega kromatografskega nosilca.

Molekulska masa enega virusnega delca toba¢nega mozai¢nega virusa (TMV) je priblizno
39.4-10° Da (Zaitlin, 1975). TMV in ToMV sta zelo podobna virusa in e privzamemo, da
je molekulska masa ToMV virusnega delca enaka molekulski masi TMV, potem lahko
izraCunamo, kolikSna je dinamicna vezna kapaciteta CIM QA monolitnega nosilca v
Stevilu virusnih delcev, ki se na nosilec lahko vezejo.

Ce vemo, da je 1Da' enak 1.6605655:10* g lahko izra¢unamo, da je masa 1 virusnega
delca TOMV enaka 65.4:10” ng. Dinamiéna vezna kapaciteta CIM QA monolitnega diska

je torej 1.7-10" virusnih delcev ToMV / mL nosilca.

Kapaciteta Mustang Q membran (proizvajalca Pall) za rekombinantne Adenoviruse je
4.9-10" virusnih delcev / mL Mustang Q membrane pri 10 % preboju (Lajmi, 2005).
Kapaciteti CIM nosilca za ToMV in Mustang Q membrane za Adenoviruse nista bili
narejeni pod enakimi pogoji, pa tudi velikost in oblika virusov je razli¢na. Adenovirusi
merijo v premeru 70-90 nm (Fields, 1990) in so okrogli, velikost TOMV pa je 18 x 300 nm,
virusni delci so pali¢aste oblike. Kljub razliki v velikosti in obliki virusnih delcev, so

lastnosti, pomembne za kromatografsko loCevanje virusov na ionsko izmenjevalnih

! Dalton (Da) je enota atomske mase in predstavlja 1/12 mase naravnega C'? atoma, kar je priblizno
1.6605655 10%* g (Singleton in Sainsbury, 1994: 66).
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nosilcih pri obeh virusih podobne. Oba virusa obdaja proteinski plas¢ in izoelektricna
tocka obeh virusov je okrog pH 5. Izoelektri¢na tocka Adenovirusnih delcev je pri pH 5
(Herzer in sod., 2003), izoelektri¢na tocka virusnih delcev ToMV pa pri pH 4.6 (Oster,
1951; Hollings in Huttinga, 1976). Sklepamo lahko, da se virusni delci Adenovirusa in
ToMV na anionskih kromatografskih nosilcih obnasajo podobno. Ce torej primerjamo obe
kapaciteti, ugotovimo, da je kapaciteta CIM nosilca za TOMV za en velikostni razred vecja

od kapacitete Mustang Q membran za rekombinantne Adenoviruse.

4.7 CISCENJE ToMV IZ DELNO OCISCENEGA VIRUSNEGA PRIPRAVKA NA CIM
QA MONOLITNEM NOSILCU

4.7.1 Priprava delno o¢is¢enega ToMV

Za c¢iscenje ToMV na CIM QA monolitnem disku smo pripravili 4 razli¢ne delno ociS¢ene

virusne pripravke, kot je opisano v poglavju »Material in metode«:

> Vzorec 1: klarifikat homogeniziranega rastlinskega materiala brez kloroforma
> Vzorec 2: klarifikat homogeniziranega rastlinskega materiala s kloroformom
> Vzorec 3: klarifikat homogeniziranega rastlinskega materiala s kloroformom,

oborjen s 5 % PEG in po centrifugiranju pelet raztopljen s pipetiranjem
> Vzorec 4: klarifikat homogeniziranega rastlinskega materiala s kloroformom,
oborjen s 5 % PEG in po centrifugiranju pelet raztopljen s stresanjem v
pufru preko noci.
Razli¢ne vzorce smo pripravili zato, da bi ugotovili, kateri koraki so nujno potrebni za
pripravo vzorca, iz katerega je mozno Cistiti ToMV na CIM QA monolitnem disku.
Razlika med prvim in drugim vzorcem je kloroform, ki smo ga dodali le drugemu, razlika
med tretjim in Cetrtim vzorcem pa je v nacinu in ¢asu, porabljenem za raztapljanje peleta
po obarjanju s PEG in centrifugiranju. Na sliki 37 je lepo vidna tudi razlika v obarvanosti

delno ocis¢enih virusnih pripravkov.
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Slika 37. Delno ocis¢eni virusni pripravki: 1 (klarifikat homogeniziranega rastlinskega
materiala brez kloroforma), 2 (klarifikat homogeniziranega rastlinskega materiala s
kloroformom), 3 (klarifikat homogeniziranega rastlinskega materiala s kloroformom,
oborjen s 5 % PEG in po centrifugiranju pelet raztopljen s pipetiranjem) in 4 (klarifikat
homogeniziranega rastlinskega materiala s kloroformom, oborjen s 5% PEG in po
centrifugiranju pelet raztopljen z 12 urnim stresanjem v pufru).

Figure 37. Semi purified TOMV preparations: 1 (clarificate of homogenised plant material
without cloroform), 2 (clarificate of homogenised plant material with cloroform) 3
(clarificate of plant material with cloroform precipitated with PEG, centrifuged and pellet
resuspended with pipetting) and 4 (clarificate of plant material with cloroform precipitated

with PEG, centrifuged and pellet resuspended with shaking for 12 hours in buffer).

4.7.2 Izbira delno o¢iS¢enega virusnega pripravka za ¢iScenje ToMV na CIM QA

disku

Primerjava locbe 50 pL prvega in drugega vzorca v linearnem gradientu je pokazala, da v
kromatografskem smislu med njima ni bistvene razlike (slika 38), oba se na CIM
monolitnem disku loCujeta podobno. PovrSine kromatografskih vrhov dajejo slutiti, da k
absorbanci drugega vzorca prispeva obarvanost vzorca, oz. vecje koli€ine nevirusnih

proteinov v vzorcu, kar je vidno tudi na poliakrilamidnem gelu lo€enih delno o€is€enih



84
Kramberger P. Razvoj tehnologije za koncentriranje in ¢is€enje rastlinskih virusov z monolitnimi kromatografskimi nosilci.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

virusnih pripravkov (slika 40). Kloroform smo v fazi klarifikacije (centrifugiranje, s
katerim odstranimo grob rastlinski material) dodali, ker se v njem topijo in tako odstranijo
rastlinski lipidi, ki bi potencialno lahko povzroc¢ali masenje na CIM monolitnih nosilcih.
Kljub temu, da vzorcu 1 kloroforma nismo dodali, do masSenja ni prislo, res pa je, da bi se
lahko masenje pojavilo pri nalaganju vecjih koli¢in delno oc¢iS¢enega virusnega pripravka.
Ker dodajanje kloroforma bistveno ne podaljSa ¢asa priprave vzorca, je bolje, da ga v

koraku homogenizacije dodamo.
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Slika 38. Primerjava locbe 50 pL delno ociS¢enega virusnega pripravka 1 in 2 v 200 mM
fosfat citratnem pufru, pH 7 na CIM QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev
acetat, pH 5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru A, pretok: 6 mL/min, UV detekcija pri 260
nm, gradient prikazan na sliki.

Figure 38. Separation of 50 puL of semi purified ToMV preparation 1 and 2 in 200 mM
phosphate citrate buffer, pH 7 on CIM QA disk monolithic column. Buffer A: 20mM
sodium acetate, pH 5.5, buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A, flow rate: 6 mL/min, UV

detection at 260 nm, gradient: as noted on the Figure.
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Na CIM QA monolitnem disku smo v linearnem gradientu lo¢ili tudi tretji in Cetrti delno
oc¢iscen virusni pripravek. Na sliki 39 vidimo, da imata oba vzorca enak kromatografski
profil. To pomeni, da je raztapljanje peleta s pipetiranjem, kateremu takoj sledi
centrifugiranje, enako ucinkovito kot raztapljanje peleta z 12 urnim stresanjem v pufru pri

4 °C.
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Slika 39. Primerjava lo¢be 50 puL delno ocis¢enega virusnega pripravka 3 in 4 v 200 mM
fosfat citratnem pufru, pH 7 na CIM QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev
acetat, pH 5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru A, pretok: 6 mL/min, UV detekcija pri 260
nm, gradient prikazan na sliki.

Figure 39. Separation of 50 puL of semi purified ToMV preparation 3 and 4 in 200 mM
phosphate citrate buffer, pH 7 on CIM QA disk monolithic column. Buffer A: 20mM
sodium acetate, pH 5.5, buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A, flow rate: 6 mL/min, UV

detection at 260 nm, gradient: as noted on the Figure.
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Iz kromatogramov loCbe delno ocisCenih virusnih pripravkov vidimo, da dodajanje
kloroforma v fazi klarifikacije ni nujen, vendar priporo€ljiv korak in da raztapljanje peleta
s stresanjem preko noci po obarjanju s PEG ni potrebno-vzorec 2 ali 3 sta delno ocis¢ena
virusna pripravka, katerih priprava vkljucuje vse potrebne korake, da je iz vzorca mozno
¢istiti ToMV na CIM QA monolitnem disku.

Delno ociScene virusne pripravke smo analizirali z metodo ELISA (dolo¢anje
koncentracije ToMV) in SDS-PAGE (dolocanje cistosti). Kvantifikacija vzorcev z delno
kvantitativno ELISA je pokazala, da je koncentracija TOMV v vseh §tirih vzorcih priblizno
enaka, do razlik v izplenu virusnih delcev pride, ko pri izraCunu uposStevamo dobljene
volumne posameznih vzorcev. 1z preglednice 4 je razvidno, da korak obarjanja s PEG

(vzorec 3 in 4) povzroci izgube ToMV.

Preglednica 5. Koli¢ina ToMV v delno o¢is¢enih virusnih pripravkih (analiza vzorcev z
delno kvantitativno metodo ELISA).
Tabele 5. Concentration of ToMV in semi purified viral preparations determined with

semi quantitative ELISA.

VZOREC KONCENTRACIJA ToMV (mg/mL) V (mL) MASA ToMV (mg)

Vzorec 1 0.51 20 10.2
Vzorec 2 0.57 15 8.6
Vzorec 3 0.64 10 6.4
Vzorec 4 0.75 10 7.5

Na sliki 40 vidimo lo¢bo delno oc€is¢enih virusnih pripravkov na poliakrilamidnem gelu.
Vzorca 3 in 4 vsebujeta veliko manj nevirusnih proteinov v primerjavi s prvima dvema
vzorcema. To pomeni, da obarjanje s PEG sicer odstrani veliko rastlinskih proteinov,
vendar zmanj$a izplen ToMV ter zahteva dodatni dve uri dela pri pripravi zacetnega

vzorca.
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Slika 40. Locba delno ociscenih virusnih pripravkov na poliakrilamidnem gelu, barvanim s
srebrom: 1 (Markerski proteini, BioRad, Kaleidoscope Prestained Standards, 161-0324), 2
(ToMV ociscen po klasicnem postopku), 3 (delno ocis¢en ToMV-vzorec 1), 4 (delno
oc¢is¢en ToMV-vzorec 2), 5 (delno ocis¢en ToMV-vzorec 3) in 6 (delno ocis¢en ToMV-
vzorec 4).

Figure 40. Separation of semi purified viral prepartions on silver stained polyacrilamide
gel: 1 (Marker proteins, BioRad, Kaleidoscope Prestained Standards, 161-0324), 2 (ToMV
purified by conventional method), 3 (semi purified ToMV preparation 1), 4 (semi purified
ToMYV preparation 2), 5 (semi purified ToMV preparation 3) and 6 (semi purified ToMV

preparation 4).

Na podlagi rezultatov zgoraj opisanih poskusov smo se odlocili, da bomo ToMV C¢istili iz
vzorca 2 (klarifikata homogeniziranega rastlinskega materiala s kloroformom), katerega

priprava traja priblizno 1 uro.

4.7.3 Optimizacija gradienta za ¢iS¢enje ToMV na CIM QA monolitnem disku

Loc¢evanje 100 pL vzorca 2 v stopnicastem gradientu (0-20-40-100 % pufra B) in zbiranje
frakcij je prikazano na sliki 41.
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Slika 41. Loc¢ba 100 pL delno ocis¢enega virusnega pripravka (vzorca 2) v 200 mM fosfat
citratnem pufru, pH 7 na CIM QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev acetat, pH
5.5, pufer B: 1.5 M NaCl v pufru A, pH 5.5, pretok 6 mL/min, UV detekcija pri 260 nm,
gradient je prikazan na sliki, kromatografske frakcije 1-7 so oznacene s F1-F7.

Figure 41. Separation of 100 uL of semi purified ToMV preparation 2 in 200 mM
phosphate citrate buffer, pH 7 on CIM QA disk monolithic column. Buffer A: 20 mM
sodium acetate, pH 5.5, buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A, flow rate: 6 mL/min, UV
detection at 260 nm, gradient: as noted on the Figure, chromatographic fractions 1-7 (F1-

F7).

Zbrane frakcije smo locili na poliakrilamidnem gelu in gel barvali s srebrom (slika 42). V
tretji zepek na gelu smo nalozili frakcijo, ki smo jo zbrali po nanosu 100 pL vzorca 2 v
HPLC sistem brez diska. Proteinska lisa virusnega plasc¢nega proteina je slabo vidna,
proteinskih lis necisto¢ pa v drugi koloni tega gela ne vidimo, verjetno je koncentracija
proteinov prenizka, saj je prislo pri prehodu skozi HPLC sistem do red¢enja. Na disk smo

nanesli 100 uL delno ociS¢enega virusa, ki smo ga ulovili po prehodu skozi HPLC sistem v
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1.3 mL, torej se je delno oc¢iScen virusni pripravek 13x redcil, zaradi ¢esar se na gelu ne
vidi proteinskih lis. Lisa virusnega plas¢nega proteina je lepo vidna v kolonah 5, 6 in 7,
kjer so frakcije 3, 4 in 5. V teh treh frakcijah se nahaja Cist virusni plas¢ni protein (slika
42), vendar je skupni volumen vseh treh frakcij relativno velik (6 mL). Nas cilj je bil, da
virus izperemo iz diska v ¢im manjSem volumnu, zato smo temu primerno spremenili
gradient. Da bi videli necistoce v frakcijah pri spiranju diska z veznim pufrom, smo se

odlo¢ili, da bomo locevali vecje koli¢ine delno ociScenega virusnega pripravka.

Markerski
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200.000 Da

116 250 Da
97.400 Da

66.200 Da

45.000 Da

31.000 Da
21.500 Da
ToMV

Slika 42. Poliakrilamidna lo¢ba frakcij lo¢evanja 100 uL delno ociS€enega virusnega
pripravka (vzorca 2) na CIM QA monolitnem disku, gel barvan s srebrom. Vzorci: 1
(Markerski proteini: BioRad, 161-0317), 2 (ToMV pripravljen po klasicnem postopku), 3
(frakcija po nanosu 100 pL delno ocis¢enega ToMV v HPLC brez diska), 4-10
(kromatografske frakcije 1-7).

Figure 42. Silver stained polyacrilamide gel: 1 (Markerski proteini: BioRad, 161-0317), 2
(ToMYV purified by conventional method), 3 (fraction of passing 100 puL of semi purified
ToMYV through the HPLC system without the disk), 4-10 (chromatographic fractions 1-7).
Pred nanosom vecjih koli¢in delno oc¢iS¢enega virusnega pripravka na QA disk smo pufer,

v katerem se je nahajal delno ociS€en virusni pripravek (vzorec 2-v 200 mM fosfat
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citratnem pufru, pH 7), zamenjali z 20 mM natrijevim acetatom, pH 5.5 na PD-10 koloni
za razsoljevanje in menjavo pufra. Nujno je, da je vzorec, ki ga nanesemo na
kromatografski nosilec, v veznem pufru oz., da sta vsaj pH in ionska jakost vzorca in
veznega pufra ¢im bolj podobni. Se posebej je to pomembno, kadar na nosilec nanagamo
vecje volumne vzorca, ki so v velikostnem redu volumna kolone. Pri menjavi pufra na PD-
10 koloni se vzorec red¢i 1.4 x, saj na kolono nanesemo 2.5 mL vzorca in ga eluiramo iz
kolone s 3.5 mL pufra, v katerem Zelimo imeti vzorec. Prednost menjave pufra na PD-10
koloni pred cis¢enjem ToMV iz delno ociS¢enega virusnega pripravka na CIM QA
monolitnem disku je tudi odstranitev barvil. Vzorec je po prehodu skozi PD-10 kolono

namre¢ manj obarvan.

1 mL vzorca 2 (koncentracija ToMV = 0,23mg/mL) v 20 mM natrijevem acetatu, pH 5.5
smo injicirali na CIM QA monolitni disk. Vzorec smo locili po dveh metodah, ki sta se

razlikovali po gradientu pufra B (slika 43).
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Slika 43. Primerjava locbe 1 mL vzorca 2 v 20 mM natrijevem acetatu, pH 5.5 po dveh
razli¢nih metodah na CIM QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev acetat, pH 5.5,
pufer B: pufer A+1.5 M NaCl, pH 5.5, pretok 6 mL/min, UV detekcija pri 260 nm,
gradienta prikazana na sliki.

Figure 43. Separation of 1 mL of semi purified ToOMV preparation 2 in 20 mM sodium
acetate buffer, pH 5.5 on CIM QA disk monolithic column using two different salt
gradient. Buffer A: 20 mM sodium acetate, pH 5.5, buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A, flow

rate: 6 mL/min, UV detection at 260 nm, gradient: as noted on the Figure.

VW W

Ce primerjamo lo¢bo delno oisenega vzorca 2 na sliki 41 in sliki 43 vidimo, da so
kromatografski vrhovi na sliki 43 veliko bolj ozki, kar omogoca boljSo locljivost. Ker
ToMV v primeru prikazanem na sliki 41 ni bil v veznem pufru, ampak v pufru s pH
razlicnim od veznega pufra in je bila tudi ionska jakost razlicna, je prislo do S$irjenja
kromatografskih vrhov. Sirjenje je posledica dejstva, da je ioniziranost molekul na vhodu

na kolono razli¢na od tiste na izhodu iz kolone. Sprememba ionizacije pa se za vsako
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molekulo iste spojine dogaja na razli¢nih mestih kolone, posledi¢no je tudi ¢as izpiranja
razlicen. Taka napaka v kromatografiji je Se predvsem velika, kadar je volumen vzorca, ki
ni v veznem pufru, v velikostnem redu volumna kolone.

Po kromatografski loc¢bi delno ocis¢enega ToMV na CIM QA monolitnem disku po dveh
metodah (razlicen gradient) smo z metodo ELISA dolocili vsebnost TOMV v posameznih
frakcijah in glede na koli¢ino na disk naneSenega ToMV izracunali izkoristek za
posamezne kromatografske frakcije (preglednica 6). Ugotovili smo, da je gradient 0-30-
100 % pufra B primernejsi, saj se v frakciji 3 (0.45 M NaCl) iz diska izpere ve¢ ToMV,
kakor pri gradientu 0-20-100 % pufra B, kjer se v frakciji 3 (0.3 M NacCl) iz diska izpere le
manjsi del ToMV, v frakciji 6 (1.5 M NaCl) pa priblizno polovica na disk naneSenega

ToMYV (preglednica 6).

Preglednica 6. Vsebnost TOMV (v odstotkih glede na koli¢ino na disk nanesenega ToMV)
v frakcijah ciS¢enja ToMV iz delno ociS€enega virusnega pripravka na CIM QA
monolitnem disku po dveh razli¢nih metodah.

Tabele 6. Purification of semi purified ToMV on CIM QA disk monolithic column using
two different salt gradient: yield of ToOMV (the amount of ToMV in the fraction compared
to the total amount of ToMV loaded on the disk) in the chromatographic fractions.

IZKORISTEK (%)
GRADIENT (% PUFRA B) 0-20-100 0-30-100
Frakcija 1 1 0
Frakcija 2 0 0
Frakcija 3 5 98
Frakcija 4 5 0
Frakcija 5 2 0
Frakcija 6 57 0
Frakcija 7 13 0
SKUPAJ 83 98

Cis¢enje ToMV iz delno o¢istenega virusnega pripravka na CIM QA monolitnem disku v
stopni¢astem gradientu (0-30-100 % pufra B) je glede na izkoristek izredno ucinkovito.
98 % na disk naneSenega ToMV (v obliki delno ocis¢enega virusnega pripravka) smo
eluirali iz diska v ozkem kromatografskem vrhu, katerega volumen je bil 4 mL. Da bi

.....

poliakrilamidnem gelu in ga barvali s srebrom (slika 44).
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Slika 44. Locba ToMV ciscenega po klasi¢nem postopku (1), delno ociS€enega virusnega
pripravka (2), tretje frakcije ¢iS¢enja ToMV iz delno ociS¢enega virusnega pripravka (3) na
poliakrilamidnem gelu, barvanim s srebrom. Na desni strani (4) so markerski proteini
(BioRad, 161-0317).

Figure 44. Silver stained polyacrilamide gel: 1 (ToMV purified by conventional method),
2 (semi purified ToMV in 20 mM sodium acetate, pH 5.5), 3 (third chromatographic
fraction of purification of 1 mL of semi purified ToMV on CIM QA disk monolithic
column). On the right are Marker proteins (BioRad, 161-0317).

Primerjava kolone 1 (ToMV ¢is¢en po klasiénem postopku) in 3 (tretja frakcija ¢iS¢enja
ToMYV iz delno oc¢is¢enega virusnega pripravka na CIM QA monolitnem disku) na sliki 44
pove, da se v slednji poleg plaS¢nega proteina ToMV nahaja proteinska lisa, velika
priblizno 40 kDa. Da bi ugotovili ali je proteinska lisa rastlinska ali virusna, smo na dveh
poliakrilamidnih gelih lo¢ili to kromatografsko frakcijo: en gel smo barvali s srebrom,
proteine iz drugega gela pa smo prenesli na PVDF membrano in s specificnimi protitelesi
proti ToMV izvedli imunski pivnik (western blot) kot je opisano v poglavju Material in

metode.
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Slika 45. Poliakrilamidna lo¢ba vzorcev: levo (gel barvan s srebrom), desno (proteini iz
gela preneseni na PVDF membrano-western blot). Vzorci: 1 (markerski proteini BioRad,

Ww W

161-0317), 2 (N. clevelandii), 3 (delno ociS€en virusni pripravek injiciran na disk) in 4
(tretja kromatografska frakcija ¢is¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku).

Figure 45. Polyacrilamide gel: silver stained on the left and on the right PVDF membrane
after imuno blotting. Samples: 1 (marker proteins BioRad, 161-0317), 2 (N. clevelandii), 3
(semi purified virus loaded on the disk) and 4 (third chromatographic fraction of ToMV

purification on CIM QA disk monolithic column).

Na levi strani slike 45 vidimo poliakrilamidni gel, barvan s srebrom, na desni pa
membrano po prenosu proteinov iz gela na membrano in doloanju s specificnimi
protitelesi proti ToMV. Na gelu, barvanim s srebrom vidimo markerske proteine in vse
proteine, ki so se v locevanih vzorcih nahajali. Na membrani, kamor smo prenesli
elektroforetsko locene proteine iz gela, seveda ne vidimo proteinskih lis v koloni 1 in 2, saj
so se tukaj loCevali markerski proteini in proteini neokuzene N. clevelandii. V koloni 3 in
4 sta lepo vidni proteinski lisi 17 kDa virusnega plascnega proteina, v koloni 4 se je poleg

tega obarvala tudi dodatna 40 kDa proteinska lisa. Ker virusni delci TOMV ne vsebujejo
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nobenega proteina takSne velikosti in ker so se protitelesa proti ToMV vezala na to
preoteinsko liso, bi lahko predpostavili, da predstavlja ta proteinska lisa dimere podenot
virusnega plas¢nega proteina. Ker smo pri imunskem pivniku uporabili poliklonalna
protitelesa, ki so bila pripravljena z uporabo antigena ocis¢enega iz rastlin pa obstaja tudi
moznost, da antigen, ki so ga proizvajalci uporabili za imunizacijo, ni bil dobro o¢is€en in
so tako nastala tudi protitelesa, ki prepoznavajo dolocen rastlinski protein. Protein Rubisco
delcev iz rastlinskega materiala izredno tezko odstraniti. V primeru, da je antigen za
imunizacijo vseboval npr. protein Rubisco, so nastala protitelesa tudi proti temu proteinu.
Z gotovostjo bi lahko trdili, da pripada 40 kDa lisa ToMV le v primeru, da bi pri metodi
imunski pivnik uporabili dobro o¢is¢ena monoklonalna protitelesa proti ToMV.

Zaklju¢imo lahko, da 40 kDa lisa morda predstavlja dimere plas¢nega proteina ToMV in
dopusc¢amo moznost, da poliklonalna protitelesa, ki smo jih uporabili niso specificna le za

ToMYV in poleg proteinov ToMV prepoznavajo tudi dolocen rastlinski protein.

4.7.4 Ponovljivost ¢iS¢enja ToMV

Pri¢akovali smo, da delno oc€iS¢en virusni pripravek (vzorec 2), kljub vedno enaki pripravi
ne bo vseboval enake koli¢ine ToMV, rastlinskih proteinov in rastlinskih nukleinskih
kislin. Vsebnost posameznih komponent je odvisna od tega, kdaj so bile rastline N.
clevelandii z virusom inokulirane (pri kaksni starosti) in koliko ¢asa po inokulaciji je bila
izvedena priprava vzorca iz listov.

Zaradi tega smo poleg prvega delno ociS¢enega virusnega pripravka pripravili e dva, ki
smo jih, po enakem postopku kot prvega, pripravili in Cistili na CIM QA monolitnem
disku. Koncentracija ToMV v drugem delno ocis¢enem virusnem pripravku je bila 0.18
mg/mL, v tretjem pa 0.1 mg/mL. Rastlinski material (listi N. clevelandii okuzene s ToMV)
je bil za tretje ¢iS¢enje morda pobran prepozno, saj je bilo veliko listov skorajda posusSenih.
Barva delno ociS¢enega virusnega pripravka je bila zaradi tega temno rjave barve. To je
verjetno tudi razlog za visoko absorbanco, ki je vidna na sliki 47. Kromatograma ¢is€enja
ToMV iz delno ociS€enega virusnega pripravka (drugo in tretje ¢iS¢enje) na CIM QA

monolitnem disku sta prikazana na sliki 46 in sliki 47.
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Slika 46. Drugo CiScenje ToMV iz delno ociS¢enega virusnega pripravka (1 mL vzorca 2)
na CIM QA monolitnem disku. Pufer A: 20 mM natrijev acetat, pH 5.5, pufer B: pufer
A+1.5 M NaCl, pH 5.5, UV detekcija pri 260 nm, gradient je prikazan na sliki.

Figure 46. Second purification of ToMV from semi purified viral prepartion (1 mL of
sample 2) on CIM QA disk monolithic column. Buffer A: 20 mM sodium acetate, pH 5.5,
buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A, flow rate: 6 mL/min, UV detection at 260 nm, gradient:

as noted on the Figure.

VoW v

vzorce smo analizirali z delno kvantitativno metodo ELISA (priloga K), ter tako dolo¢ili
vsebnost TOMV v posameznih vzorcih in izraCunali izkoristek CiS¢enja. Izkoristek prvega
¢iS€enja je bil izredno visok (98 %), drugega v povprecju nizji (60 %), pri tretjem c¢iS€enju
pa je bil izkoristek v povprecju 73 %. Vzorci, iz katerih smo ¢istili ToMV, so bili enako
pripravljeni in kasneje enako ¢isc¢eni na CIM QA monolitnem disku. 1z tega sledi, da je
ucinkovitost ¢is¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku verjetno zelo povezana s

stanjem rastlinskega materiala, iz katerega pripravimo delno o¢i$¢en virusni pripravek.
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Slika 47. Tretje Cis¢enje ToMV iz delno ociSCenega virusnega pripravka (vzorca 2) na
CIM QA monolitnem disku. Gradient (% pufra B) je prikazan na sliki, pufer A: 20 mM
natrijev acetat, pH 5.5, pufer B: pufer A+1.5 M NacCl, pH 5.5.

Figure 47. Third purification of ToMV from semi purified viral prepartion (1 mL of
sample 2) on CIM QA disk monolithic column. Buffer A: 20 mM sodium acetate, pH 5.5,
buffer B: 1.5 M NaCl in buffer A, flow rate: 6 mL/min, UV detection at 260 nm, gradient:

as noted on the Figure.

V povprecju je izkoristek ¢is¢enja ToMV na CIM QA monolitnem nosilcu 75 %. Podoben
izkoristek ¢isGenja so dosegli pri ¢iSenju Adenovirusov na Mustang® Q membrani
proizvajalca Pall, kjer je izkoristek virusnih delcev v povprecju 80 % (Dynamic high...,
2002). Skoraj 100 % izplen pri ciS€enju rastlinskih virusov iz delno ociScenega
rastlinskega materiala z gelsko filtracijo (na kroglicah stekla s kontroliranimi velikostmi
por, angl. controlled pore glass) je dosegel Barton (1977). Zaradi velikih elucijskih
volumnov (25-35 mL) in dolgotrajne predpriprave kromatografskega nosilca je metoda

kljub ucinkovitosti slaba alternativa klasicnemu postopku ¢iS¢enja virusnih delcev.
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Veliko nizji izplen virusnih delcev (v povprecju 30 %) sta dosegla Albrechsten in Heide
(1990) pri ciscenju rastlinskih virusov iz rastlinskega materiala z gelsko filtracijo. V
primerjavi s tem izplenom je izkoristek pri ¢iS¢enju ToMV na CIM monolitnem nosilcu

zelo visok.
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Slika 48. Graficni prikaz rezultatov ciS€enja ToMV iz delno ociS€enega virusnega
pripravka na CIM QA monolitnem disku (analiza frakcij z metodo ELISA).

Figure 48. Purification of ToMV from semi purified viral preparation (clarificate of
homogenised plant material with cloroform) on CIM QA disk monolithic column. On the
Figure yields (determined with semi quantitative ELISA) of all chromatographic fractions

are shown.

Z loCevanjem proteinov na poliakrilamidnem gelu smo Zzeleli preveriti, kakSne proteine
vsebuje delno oc€iS€en virusni pripravek in kakSne proteine vsebujejo posamezne

kromatografske frakcije ¢is¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku.
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Slika 49. S srebrom barvan poliakrilamidni gel: 1 (markerski proteini, BioRad, 161-0317),
2 (neokuzena N. clevelandii), 3 (s ToOMV okuzena N. clevelandii), 4 (ToMV ¢is¢en po
klasicnem postopku), 5 (4x redcen delno ocis¢en ToMV-drugo ciscenje), 6 (tretja
kromatografska frakcija drugega ¢isCenja ToMV na CIM QA monolitnem disku), 7 (delno
oc¢iS¢en ToMV-tretje ¢iS€enje) in 8 (tretja kromatografska frakcija tretjega ¢iS€enja ToMV
na CIM QA monolitnem disku).

Figure 49. Silver stained polyacrilamide gel: 1 (marker proteins BioRad, 161-0317), 2 (V.
clevelandii), 3 (N. clevelandii infected with ToMV), 4 (ToMV purified by conventional
method), 5 (4x diluted semi purified ToMV-second purification), 6 (third chromatographic
fraction of the second purification of ToMV on CIM QA disk), 7 (semi purified ToMV-
third purification) and 8 (third chromatographic fraction of the third purification of ToMV
on CIM QA disk).

Na sliki 49 vidimo, poleg proteinov neokuzene in s TOMV okuzene N. clevelandii, delno
oc¢isCena virusna pripravka za drugo in tretje ¢iS¢enje ToMV na CIM QA monolitnem
disku ter tretji kromatografski frakciji teh dveh ¢iScenj. V koloni 4 in 6 je z belo Crto
obkroZena sicer slabo vidna proteinska lisa, ki se je pojavljala tudi v kromatografski
frakciji prvega ¢iScenja in za katero smo z imunskim pivnikom (western blot) pokazali, da
jo prepoznajo poliklonalna protitelesa proti ToOMV. Te proteinske lise pri kromatografski

frakciji tretjega ¢isc¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku ne vidimo (kolona 8 na sliki
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49). Dejstvo, da se 40 kDa proteinska lisa pojavlja tudi na membrani, kjer je bil na gel
nalozen ToMV ociscen po klasicnem postopku (kolona 4 na sliki 49), nam dovoljuje
postaviti trditev, da smo ToMV na CIM QA disku ocistili vsaj tako dobro, kakor je o¢is¢en
ToMV po klasicnem postopku. Ali predstavlja 40 kDa proteinska lisa proteine, ki
pripadajo virusu (dimeri plas¢nega proteina) ali rastlini pa bi z gotovostjo lahko ugotovili

le z uporabo monoklonalnih protiteles proti ToMV.

4.7.5 VeriZzna reakcija s polimerazo v realnem casu (detekcija 18S rRNK)

VoW v

smo z verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu dolocili prisotnost DNK zaporedja, ki
pri evkariontih kodira 18S podenote ribosomov (18S rRNK). Na ta nacCin smo doloc¢ili
prisotnost gostiteljske DNK. Koncentracije DNK v vzorcih, iz katerih smo ¢istili ToMV in
v kromatografskih frakcijah c¢iS¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku
(kromatografske frakcije spiranja diska z 0.45 M NacCl), so prikazane na sliki 50, kjer je za
primerjavo prikazana tudi koncentracija DNK v ToMV izolatu, ¢iS¢enem na klasic¢en nacin
po van der Vlugt-u.

Pri prvem in drugem c¢isc¢enju ToMV na CIM QA monolitnem disku smo odstranili vecino
DNK, prisotne v delno ocis¢enem ToMV pripravku, iz katerega smo ToMV (istili. V
povprecju med vsemi Cis€enji je v kromatografski frakciji, kjer se je nahajal o¢is¢en ToMV
ostalo 23 pg/mL, kar pomeni le 0.05-0.1 % DNK, ki je bila prisotna v za¢etnem vzorcu, iz
katerega smo ToMYV (istili. Absolutna koncentracija DNK v kromatografskih frakcijah pri
prvem in drugem ¢iScenju je v povprecju 18 ng/mL, kar je 10 ng/mL manj od koncentracije
DNK v ToMV pripravku, ¢is¢enem na klasi¢en nacin.

Tretje CiScenje pa se od obeh prejsnjih razlikuje, saj je bil rastlinski material, iz katerega
smo pripravili delno ocisCeni virusni pripravek v zelo slabem stanju, kakor je Ze omenjeno
v poglavju »Ponovljivost ¢iS¢enja ToMV«. Vsebnost DNK v delno o¢iS¢enem virusnem
pripravku za tretje ¢iS€enje je bila v primerjavi s prvim in drugim delno ocis¢enim
virusnim pripravkom izredno nizka (0.2 % DNK povprecja prvega in drugega delno
ocCisCenega virusnega pripravka), verjetno se je DNK v rastlinskem materialu razgradila in
se je zato tudi drugace locevala na CIM nosilcu. To je verjetno tudi razlog, da se je 75 %

Ww W

DNK, prisotne v delno ociS¢enem virusnem pripravku za tretje CiS€enje iz CIM QA
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monolitnega diska izpralo skupaj s ToMV. Absolutna koncentracija DNK v
kromatografski frakciji je primerljiva s koncentracijo DNK v ToMV pripravku ¢is¢enem
virusnega pripravka na CIM QA monolitnem disku poleg gostiteljskih proteinov uspesno
odstranimo tudi vecino gostiteljske DNK. Koncentracija DNK je po ¢is¢enju na CIM QA
monolitnem disku enaka ali manjsa od koncentracije DNK v ToMV pripravku, ki smo ga

ocistili na klasi¢en naéin.
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Slika 50. Koncentracije DNK (zaporedja za 18S rRNK) v delno ocis¢enih ToMV
pripravkih pred ¢is¢enjem, kromatografskih frakcijah po ¢is¢enju na CIM QA monolitnem
disku in v ToMV pripravku, ki je bil oc¢iScen na klasi¢en nacin. Koncentracije DNK so bile
dolo¢ene z veriZzno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu in uporabo Human 18S rRNA
kita (Applied Biosystems).

Figure 50. Concentration of DNA (18S rRNA sequence) in loading samples (semi purified
ToMYV), in chromatographic fractions after purification of ToMV on CIM QA disk

monolithic column and in ToMV prepartion, purified by conventional method.
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4.7.6 Infektivnost ToMYV po ¢iS¢enju na CIM QA monolitnem disku

Infektivnost ToMV po ¢is¢enju virusa iz delno ociS¢enega virusnega pripravka na CIM QA
monolitnem disku smo preverili na rastlinah N. glutinosa. S karborundom posute liste
tobaka smo mehansko inokulirali s tretjo kromatografsko frakcijo, ki je vsebovala vecino

virusnih delcev. Lokalne lezije so se na listih tobaka razvile 10-20 dni po inokulaciji, kar

pomeni, da cis¢enje ToMV na CIM QA monolitnem disku ne vpliva na infektivnost

ToMV.

Slika 51. Fotografije rastlin N. glutinosa 14 dni po mehanski inokulaciji z vodo-negativna
kontrola (slika A), s tretjo kromatografsko frakcijo drugega (slika B) in tretjega (slika C)
¢is¢enja ToMV na CIM QA monolitnem disku.

Figure 51. Photography of N. glutinosa plants 14 days after mechanical inoculation with
water-negative control (figure A), with the third chromatographic fraction of the second

(figure B) and the third (figure C) ToMV purification on CIM QA disk monolithic column.
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4.7.7 Primerjava ¢iS¢enja ToMV po klasi¢ni metodi in na CIM QA monolitnem

disku
Na levi strani slike 52 je shematsko prikazano ¢iS¢enje ToMV po klasicnem nacinu, na
desni strani pa ciScenje ToMV, ki se po homogenizaciji in klarifikaciji rastlinskega

materiala nadaljuje na CIM QA monolitnem disku.

Homogenizacija rastl. materiala — 1 ura Homogenizacija rastl. materiala -1 ura
Klarifikacija - 10 minut Klarifikacija- 10 minut
Obarjanje s PEG - 1 uro PD-10 kolona (menjava pufra) - 10 minut
Centrifugiranje Eri nizkih obratih CIM® QA disk - 10 minut

Raztapljanje peleta v pufru - 15 ur
Centrifugiranje tri nizkih obratih
Saharozi gradient - 3 ure
Centrifugiranje pri visokih obratih - 3 ure
CsCl gradjLent -20 ur

Dializa virusa proti pufru - 20 ur

Slika 52. Primerjava sheme c¢iS¢enja ToMV po klasicnem postopku (levo) in z uporabo
CIM QA monolitnega diska (desno).
Figure 52. Scheme comparison of TOMV purification by conventional method (on the left)

and on CIM QA disk monolithic column (on the right).

Pri obeh shemah so pripisani predvideni ¢asi trajanja posameznega koraka. Cas, ki ga
potrebujemo za posamezen korak in je naveden v shemi, ne vkljuCuje priprave na
posamezen korak. Za pripravo saharoznega gradienta potrebujemo vsaj 1 uro. Ker se po
centrifugiranju v saharoznem in CsCl gradientu v centrifugirkah ne vidi, kje se virusni
delci nahajajo, je potrebno odvzemati frakcije in izmeriti absorbanco pri 260 in 280 nm, za
kar potrebujemo dodatni 2 uri za vsako centrifugiranje v gradientu. Tako traja ¢is€enje
ToMV po klasi¢ni metodi priblizno 5 delovnih dni, ¢iS€enje ToMV, ki vklju¢uje CIM

nosilec pa priblizno dve uri. Prihranek Casa je torej zelo velik, kar je glavna prednost
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uporabe CIM monolitnega nosilca. Preglednica 7 prikazuje porabo Casa za celoten
postopek ¢is¢enja ToMV po klasi¢ni metodi in ¢iS¢enja ToMV na CIM QA monolitnem
disku, skupaj s porabo Casa za pripravo na posamezen korak. Z moc¢nejSim tiskom so v
preglednici 7 oznaceni koraki, ko dejansko delamo in na koncu te preglednice je seStevek

teh ur-torej ur, ko dejansko delamo. Razlika je ve¢ kot dvakratna, torej tudi v tem smislu

VoW v

Wt v W WtV W

Preglednica 7. Poraba casa za ¢is¢enje ToMV po klasi¢ni metodi in za ¢iS¢enje ToMV na
CIM QA monolitnem disku.
Table 7. Consumption of time for purification of ToMV by conventional method and for

purification of ToMV on CIM QA monolithic disk.

Korak Klasi¢no ¢is¢enje  Cis¢enje na CIM disku
Homogenizacija rastlinskega materiala 1 ura 1 ura
Klarifikacija 10 minut 10 minut
Menjava pufra na PD-10 koloni / 10 minut
Priprava HPLC sistema in pufrov / 30 minut
Cis¢enje na CIM QA disku / 10 minut
Obarjanje s PEG 1 ura /
Centrifugiranje pri nizkih obratih 10 minut /
Raztapljanje peleta v pufru 15 ur /
Priprava saharoznega gradienta 1 ura /
Saharozni gradient 3 ure /
Odvzemanje frakcij iz sah. gradienta 1 ura /
Merjenje absorbanc pobranih frakcij 1 ura /
Centrifugiranje pri visokih obratih 3 ure /
CsCl gradient 20 ur /
Odvzemanje frakcij iz CsCl gradienta 1 ura /
Merjenje absorbanc pobranih frakcij 1 ura /
Priprava pufra za dializo 30 minut
Dializa virusa proti pufru 20 ur /
Menjava pufra na PD-10 koloni 10 minut
SKUPAJ 6 ur in 50 minut 2 uri in 10 minut

Ker je Cistost TOMV, c¢is€enega po obeh postopkih primerljiva, lahko re¢emo, da CIM QA
monolitni nosilec nadomesti tri pomembne korake klasi¢nega ¢iS€enja: obarjanje s PEG,
centrifugiranje v saharoznem gradientu in ultracentrifugiranje v CsCl gradientu. Pri

klasicnem ¢is¢enju je potrebno CsCl iz virusnega pripravka odstraniti, kar pri klasicnem
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dializa ni potrebna, virus se nahaja v 20 mM natrijevem acetatu z 0.45 M NaCl, pH 5.5.

Z delno kvantitativno metodo smo dolocili vsebnost ToMV v propagacijski rastlini pred
uporabo rastlinskega materiala za ciS¢enje. Ugotovili smo, da je v 1 g listov priblizno 30
mg ToMV (priblizno 3 % teze lista). Ce torej ¢istimo ToMV iz 30 g listov, bi ob 100 %
ucinkovitosti postopka €iS€enja lahko ocistili 900 mg ToMV. V najboljSem primeru smo
po delnem c¢is¢enju ToMV iz 30 g listov ocistili priblizno 10 mg ToMV (vzorec 1), kar
pomeni, da je izplen virusnih delcev po klarifikaciji rastlinskega materiala manj kot 2 %!
Do tako velikih izgub pride pri klarifikaciji rastlinskega materiala (homogenata), kjer gre
za loCevanje vecjih celi¢nih struktur, ki niso topne od topnih komponent, ki se nahajajo v
homogenatu. Ker so virusni delci pogosto vezani na strukture v celicah, predvsem na
notranje celicne membrane, pri klarifikaciji hkrati s celi¢nimi strukturami in notranjimi
celiénimi membranami odstranimo tudi veliko virusnih delcev. Izgube pri nadaljnjih
korakih klasi¢nega ciS¢enja ToMV niso tako drasti¢ne, saj je bil koncen izplen virusa po
klasi¢ni metodi v povprecju 0.4 % (iz 30 g listov N. clevelandii smo ocistili 4 mg ToMV).
1.6% (priblizno 14 mg ToMV iz 30 g listov). Izkoristek je pri ¢is¢enju ToMV na CIM
monolitnem nosilcu sicer 4x vecji, vendar pa so izgube pri obeh postopkih zelo velike pri

Ww W

homogenizaciji in klarifikaciji rastlinskega materiala, ki je del obeh postopkov ¢iscenja.

Kot je zapisano v poglavju »Pregled objav« pod naslovom »Ciséenje virusov« lahko
izboljSamo izplen virusnih delcev pri klarifikaciji tako, da pustimo delovati organsko topilo
dalj ¢asa in / ali veckrat ponovimo centrifugiranje s svezim pufrom, ki ga dodamo usedlini
po prvem centrifugiranju (Walkey, 1985). Slednje smo preizkusili tako, da smo korak
klarifikacije (centrifugiranje pri nizkih obratih) 3x ponovili, kar pomeni, da smo po prvem
centrifugiranju pri nizkih obratih ponovno dodali pufer in centrifugiranje ponovili. Z delno
kvantitativno metodo smo dolocili vsebnost TOMV v dobljenih klarifikatih, vendar je bilo
v njih manj kot 2 % ToMYV, prisotnega v prvem klarifikatu. Vsebnost ToMV virusnih

WV v

bistveno razliko v skupnem izplenu virusa.
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Optimizacija homogenizacije in klarifikacije rastlinskega materiala iz katerega Cistimo
ToMV ostaja torej nedokoncana in bi jo bilo potrebno nadaljevati, saj bi tako povecali

koncentracijo virusnih delcev v vzorcu, ki ga ¢istimo na CIM QA monolitnem disku.
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5 SKLEPI

Dva modelna rastlinska virusa, TOMV in CMV, smo namnozili na propagacijskih rastlinah
in jih uspesno ocistili oz. delno ocistili iz rastlinskega materiala po klasi¢nih postopkih za
¢iS€enje rastlinskih virusov. O¢is¢en ToMV oz. delno ocis¢en virusni pripravek CMV smo
uporabili za doloCanje optimalnih pogojev za loCevanje, koncentriranje in ¢iScenje obeh
virusov na CIM monolitnih nosilcih.

Priredili smo kvalitativno metodo ELISA za delno kvantifikacijo CMV in ToMV.

Izbrali smo optimalne pogoje za loCevanje, koncentriranje in ¢iS€enje obeh virusov, ki so
za CMV 20 mM Tris-HCL pufer, pH 8 (vezni pufer), 1.5 M NaCl v veznem pufru, pH 8
(elucijski pufer), ter CIM DEAE monolitni nosilec in za ToMV 20 mM natrijev acetat, pH
5.5 (vezni pufer), 1.5 M NaCl v veznem pufru (elucijski pufer) ter CIM QA monolitni
nosilec.

Pretok mobilne faze vpliva na izkoristek locbe: pri ve¢jem pretoku je izkoristek vi§ji.
Koncentracija virusa v vzorcu na lo¢evanje ToMV ne vpliva.

Ugotovili smo, da je ToMV sposoben okuziti rastline N. clevelandii skozi koreninski
sistem, z zalivanjem rastlin z vodo, ki vsebuje virusne delce ToMV v tako nizki
koncentraciji, da jih z metodo ELISA ne moremo dolo€iti.

Koncentriranje CMV in ToMV iz vzorcev, kjer so virusni delci v koncentracijah pod mejo
detekcijske metode ELISA, je bilo uspesno. Koncentracija CMV v elucijski frakciji je 80-
170x vecja v primerjavi s pripravljeno red¢ino, koncentracija ToMV pa v povprecju 300x
vecja kakor v redcCini.

CMV po koncentriranju na CIM DEAE monolitnem disku ni ve¢ infektiven. Vzroka za
izgubo infektivnosti CMV sta visoka koncentracija NaCl v elucijskem pufru in/ ali strizne
sile pri prehodu virusnih delcev skozi HPLC sistem (brez CIM monolitnega diska). Izguba
infektivnosti CMV je torej posledica labilne narave virusnih delcev, kar je skladno z
literaturnimi podatki (Koenig, 1986). ToMV je po koncentriranju na CIM QA monolitnem
disku ostal infektiven.

Kapaciteta CIM QA monolitnega diska za ToMV je 11.7 mg ToMV / mL nosilca oz.
1.7-10" virusnih delcev ToMV / mL nosilca (merjeno pri 10 % preboju).
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Cis¢enje ToMV na CIM QA monolitnem disku je bilo uspe$no, test infektivnosti je
pokazal, da je virus po kon¢anem &is¢enju na monolitnem nosilcu infektiven. Cistost
ToMV po ciscenju na CIM QA monolitnem disku je primerljiva s cistostjo ToMV
gisGenega po klasi¢ni metodi. Cis¢enje ToMV na CIM QA monolitnem nosilcu je v
primerjavi s konvencionalno metodo veliko krajSe (celoten postopek traja priblizno dve
uri), izgube ToMV so v povprecju le 25 %. Ker imajo vse CIM monolitne enote (od diskov
do 800 mL cevnih modulov) enako monolitno strukturo ter gostoto ligandov (Strancar in
sod., 2002), predvidevamo, da bi bilo ¢is¢enje enako ucinkovito tudi na CIM monolitnih

nosilcih z ve¢jim volumnom, kar bi povecalo produktivnost oz. omogocilo ¢iscenje

virusnih delcev v industrijskem merilu.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Cilj doktorskega dela je bilo preuciti moznosti uporabe CIM monolitnih nosilcev za
locevanje, koncentriranje in ¢iSCenje rastlinskih virusov. CIM monolitni nosilci so bili
zasnovani za potrebe loCevanja velikih molekul oz. nanodelcev kot so imunoglobulini,
plazmidna DNA in virusi.

Potrebe po hitrih in u¢inkovitih metodah za koncentriranje virusov iz vzorcev, kjer so le-ti
v izredno nizkih koncentracijah, se pojavljajo pri preverjanju prisotnosti patogenih
rastlinskih virusov v vodi, ki se uporablja za zalivanje rastlin v rastlinjakih. Metode, ki bi
omogocale hitro in enostavno ciS¢enje virusnih delcev iz rastlinskega materiala, pa bi
nadomestile obstojeée dolgotrajne in neu¢inkovite metode. Cisti virusni delci so potrebni
pri proizvodnji poliklonskih protiteles, standardnih raztopin, cepiv in pri pripravi virusnih
vektorjev za potrebe genske terapije.

Uporabnost CIM monolitnih nosilcev za koncentriranje in ¢iS¢enje virusnih delcev smo
preverjali z dvema modelnima rastlinskima virusoma: kumari¢nim mozai¢nim virusom
(cucumber mosaic virus, CMV) in paradiznikovim mozai¢nim virusom (tomato mosaic
virus, ToMV), ki se razlikujeta po obliki in velikosti. CMV je izometri€en virus, ki meri v
premeru 30 nm, ToMV pa je palicaste oblike in meri 300 nm x 18 nm.

CMYV in ToMV smo namnozili v propagacijskih rastlinah (CMV v Nicotiana tabacum in
ToMV v Nicotiana clevelandii) in jih delno ali popolnoma ocistili po prej opisanih
konvencionalnih metodah. Dobljene virusne pripravke smo uporabili za optimizacijo
pufrskega sistema in pH ter za izbiro CIM monolitnega nosilca. Optimalni pogoji za
lo¢evanje in koncentriranje CMV so 20 mM Tris-HCL pufer, pH 8 (vezni pufer) in 1.5 M
NaCl v veznem pufru, pH 8 (elucijski pufer) ter CIM DEAE monolitni nosilec. Za ToMV
pa so optimalni pogoji 20 mM natrijev acetat, pH 5.5 (vezni pufer) in 1.5 M NaCl v
veznem pufru (elucijski pufer) ter CIM QA monolitni nosilec.

Cist virusni pripravek ToMV smo uporabili za ugotavljanje vpliva pretoka mobilne faze in
koncentracije virusa v loCevanem vzorcu na kromatografsko lo¢bo. Pokazalo se je, da
pretok mobilne faze vpliva na izkoristek locbe ToMV (pri ve¢jem pretoku je izkoristek

vi§ji), koncentracija virusa v vzorcu pa na lo¢evanje nima vpliva.
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Preverili smo sposobnost ToMV, da okuzi rastline N. clevelandii preko koreninskega
sistema in ugotovili da je ToMV sposoben okuZbe korenin in listov, e rastline zalivamo z
vodo, ki vsebuje ToMV, ceprav je koncentracija ToMV pod mejo detekcije ELISA.
Vzorce, iz katerih smo koncentrirali CMV in ToMV (red¢ine), smo pripravili v veznem
pufru, za ToMV smo pripravili red¢ine tudi v vodovodni vodi. Koncentriranje CMV in
ToMV iz pripravljenih red¢in je bilo uspesno. Koncentracija CMV v kromatografskem
vrhu je bila 80-170x veéja v primerjavi z red¢ino, koncentracija ToMV pa v povprecju
300x vecja, kakor v red¢ini. To pomeni, da smo za 80-170x / 300x izboljsali obcutljivost
ELISA metode za dolo¢anje CMV / ToMV.

Koncentracijo virusnih delcev v posameznih vzorcih smo dolocali z metodo ELISA, ki
smo jo priredili tako, da je bila delno kvantitativna. Infektivnost virusov (CMV oz. ToMV)
po prehodu skozi CIM monolitni nosilec in celoten HPLC smo preverjali na testnih
rastlinah (Chenopodium quinoa za CMV in Nicotiana glutinosa za ToMV). Inokulirali smo
jih s kromatografskimi frakcijami, ki so vsebovale najve¢ virusnih delcev. CMV po
koncentriranju ni bil ve¢ infektiven, vendar smo ugotovili, da je vzrok za izgubo
infektivnosti visoka koncentracija NaCl v elucijskem pufru oz. strizne sile pri prehodu
skozi HPLC sistem (brez CIM monolitnega nosilca). Na testnih rastlinah, ki smo jih
inokulirali s kromatografskimi frakcijami koncentriranja ToMV na CIM QA monolitnem
disku, so se po 10 dnevih razvile lokalne lezije, TOMV je torej ohranil infektivnost.

S ¢istim virusnim pripravkom smo dolo¢ili tudi kapaciteto CIM QA monolitnega diska za
ToMV, ki je 11.7 mg ToMV / mL nosilca oz. 1.7-10"* virusnih delcev ToMV / mL nosilca.
Za preucevanje CiS€enja virusnih delcev na CIM monolitnih nosilcih smo pripravili 4
razlicno delno ociscene virusne pripravke ToMV. Na podlagi kromatografskih lo¢b delno
ocis¢enih pripravkov smo izbrali pripravek, katerega priprava traja priblizno 30 minut in
pri pripravi katerega so izgube ToMV minimalne. Delno o¢is¢enemu virusnemu pripravku
smo na PD-10 koloni (GE, 17-0851-01) zamenjali pufer iz 200 mM fosfatnega pufra, pH 7
v 20 mM acetatni pufer pH 5.5 (vezni pufer, ki smo ga uporabili pri nadaljnjem ¢iS¢enju na
CIM monolitnem nosilcu). Optimizirali smo gradient za ¢iS¢enje ToMV na CIM QA
monolitnem nosilcu. Koncentracije ToMV v posameznih kromatografskih frakcijah smo
doloc¢ali z delno kvantitativno metodo ELISA, cistost pa z SDS-PAGE (vsebnost
proteinov) in z verizno reakcijo s polimerazo (doloCanje vsebnosti gostiteljske DNK).

ToMV smo na CIM QA monolitnem nosilcu €istili v stopenjskem gradientu, ve¢ina ToMV
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(v povprecju 75 % na disk naneSenega ToMV) se je iz diska izprala z 20 mM natrijevim
acetatom, ki je vseboval 0.45 M NaCl, pH 5.5. Cistost TOMV v tej kromatografski frakciji
je bila primerljiva s Cistostjo ToMV, ¢iScenega po konvencionalni metodi, pri kateri traja
celoten postopek 5 delovnih dni. ToMV je bil po ¢is¢enju na CIM monolitnem nosilcu
infektiven, kar smo preverili z mehansko inokulacijo testne rastline N. glutinosa.

Metoda ¢is€enja ToMV na CIM QA monolitnem disku je v primerjavi s konvencionalno
metodo veliko krajSa (priblizno 2 uri v primerjavi s 5 delovnimi dnevi), izgube ToMV so v
povpreéju le 25 %. Cisenje ToOMV bi lahko prenesli na CIM monolitne nosilce z ve&jim
volumnom, kar bi omogocilo ciS¢enje virusnih delcev v industrijskem merilu.
Predvidevamo, da bi bila u€inkovitost ¢iS¢enja virusnih delcev na CIM monolitnih nosilcih

z ve¢jim volumnom zaradi skupnih lastnosti vseh CIM monolitnih enot (enaka monolitna

struktura in gostota ligandov), podobna ucinkovitosti na CIM monolitnem disku.

6.2 SUMMARY

The aim of this doctoral thesis was to examine the potential of CIM monolithic supports
(BIA Separations d.o.o., Ljubljana) for separation, concentration and purification of plant
viruses. CIM monolithic supports were designed for purification of large molecules and
nanoparticles like immunoglobulins, plasmid DNA and viruses.

Fast and efficient methods for concentration of viruses from samples where viruses are in
very low concentration are essential to increase the virus titre to the detectable level. An
example of such sample is irrigation water used in greenhouse plant production. Methods
for fast and efficient purification of virus particles would substitute for currently used time
consuming and ineffective methods. Purified viral particles are needed for polyclonal
antibody production, vaccine production and production of viral particles for gene therapy.
Applicability of CIM monolithic supports for concentration and purification of viral
particles were examined using two model plant pathogenic viruses: cucumber mosaic virus
(CMYV) and tomato mosaic virus (ToMV). Two viruses differ in shape and size. CMV is
small isometric virus, 30 nm in diameter, TOMV is rod shaped and its dimensions are 18 x
300 nm.

CMV and ToMV were propagated in Nicotiana tabacum and Nicotiana clevelandii,

respectively. Viral particles were purified (ToMV) or semi purified (CMV) from plant
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material using previously described method. Viral preparations were used for buffer
system and pH optimisation and for selection of optimal CIM monolithic support. Optimal
conditions for separation and concentration of CMV are 20 mM Tris-HCI buffer, pH 8 as
loading buffer, 1.5 M NaCl in loading buffer as elution buffer using CIM DEAE
monolithic support. Optimal conditions for ToMV are 20 mM sodium acetate, pH 5.5 as
loading buffer, 1.5 M NaCl in loading buffer as elution buffer using CIM QA monolithic
support.

Influence of the flow rate of mobile phase and concentration of ToMV in the sample were
determined using purified ToMV. Concentration of the virus in separated sample does not
have the influence on ToMV separation, while flow rate of the mobile phase influences the
recovery of separated virus: higher flow rate means better recovery of the virus.

The ability of TOMV to infect N. clevelandii through the root system was examined. The
experiment showed that TOMV is capable to infect plants through the root system, even if
the water used for watering of the plants contains ToMV in the concentration below the
detection limit of ELISA.

Starting samples (dilutions of viral particles) for concentration of viruses on CIM
monolithic column were prepared in loading buffer, for ToMV also dilutions of ToMV in
tap water were prepared. Concentration of CMV and ToMV from dilutions was successful.
Concentration of CMV in chromatographic peak was 80-170 times higher compared to
starting dilution and concentration of ToMV in chromatographic peak was on average 300
times higher than in starting dilution which means the detection limit of the ELISA
methods was greatly improved.

Concentrations of CMV or ToMV in chromatographic fractions were determined with
ELISA, which was adapted in order to work like semi quantitative method. Infectivity of
CMV and ToMV after passing through the monolithic support and HPLC system was
determined by mechanical inoculation of test plants (Chenopodium quinoa for CMV and
Nicotiana glutinosa for ToMV) with chromatographic fractions comprising majority of
viral particles. After the concentration of CMV on CIM monolithic support CMV lost
infectivity. With additional experiments it was determined that high salt concentration or
passing the virus through HPLC system even without monolithic support is the reason for

infectivity loss. On test plants inoculated with chromatographic fractions of ToMV
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concentration local lesions developed 10 days after inoculation-ToMV retained the ability
to infect N. glutinosa.

Purified ToMV was used to determine the capacity of CIM QA disk monolithic column for
ToMV. Binding capacity of CIM QA monolithic support is 11.7 mg ToMV / mL of
support or 1.7-10" viral particles / mL of support.

Four different partially purified viral preparations were prepared for the purification of
ToMV on CIM QA monolithic support. On the basis of chromatographic profiles of these
preparations, partially purified ToMV preparation, which takes 30 minutes to prepare and
where loses of ToMV are minimal, was chosen. On PD-10 column (GE, 17-0851-01)
buffer of partially purified ToMV was changed to 20 mM sodium acetate, pH 5.5 (loading
buffer used for purification on CIM QA disk monolithic column). Buffer gradient for
purification of ToMV on CIM support was optimised. Concentration of ToMV in
chromatographic fractions were determined with semi quantitative ELISA and purity with
SDS-PAGE (detection of host proteins) and with real-time PCR (detection of 18S rRNA).
ToMV was purified on CIM QA disk monolithic column using step gradient. The majority
of ToMV (80% of loaded ToMV on average) was eluted from the disk with 0.45 M NaCl
in loading buffer. Purity of ToOMV was comparable with ToMV purified by conventional
method, which takes 5 working days. After purification of ToMV on CIM QA disk
monolithic column ToMV was still able to infect N. glutinosa.

Purification of ToMV using CIM QA disk monolithic column compared to conventional
purification method is much faster (2 hours compared to 5 working days), loss of ToMV is
minimal (25 % on average) and the method can be easily transferred to CIM support with

bigger volume (scale-up) which increases productivity.
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8 PRILOGE

Priloga A.

Sestava pufra za mehansko inokulacijo rastlin.

0,2 M raztopina A:
Na,H,PO;x2H,0 (M=156,1) 312 ¢
ddH,O 1000 mL
0,2 M raztopina B:
Na,HPO4 (M=141,96) 28,39 ¢
ddH,O 1000 mL

Raztopino A in B hranimo na -20°C!

FOSFATNI PUFER (100 mL, pH=7.4)

raztopina A 1,3 mL
raztopina B 8,7 mL
NaCl 08¢g
ddH,O do 100 mL

Fosfatni pufer hranimo na 4°C!
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Priloga B.

Sestava pufrov, ki smo jih uporabljali pri metodi ELISA.

COATING PUFER (pH=9,6; za 1000 mL)

N32CO3 1,59 g
NaHCO; 293 g
EKSTRAKCIJSKI PUFER (pH=7,4; za 1000 mL)

Tris 24¢g
NaCl 8g
PVP (polyvinylpyrolidone) MW 24000 20g
KCI 02¢g
Tween 20 0,5 mL
10 x PBS PUFER (za 1000 mL)

NaCl 80 g
KH2P04 2 g
NazHPO4 11,5 g
KCI 2g
PUFER ZA IZPIRANIJE (pH=7,4; za 1000 mL)

10x PBS pufer 100 mL
Tween 20 0,5 mL
KONJUGATNI PUFER (pH=7.4; za 1000 mL)

Tris 24¢g
NaCl 8g
PVP (polivinilpirilidon) MW= 24000 20 g
Tween 20 0,5¢g
BSA (bovine serum albumin) 2g
MgCl, 6H,0 02¢g
KCI 02¢g
SUBSTRATNI PUFER (pH=9.8; za 1000 mL)
Dietanolamin (Sigma D 8885) 97 mL
MgCI2 0,2g
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Priloga C.
Sestava pufrov za SDS-PAGE in imunski pivnik (western blot).

VZORCEV PUFER (za 100 mL)

Tris, pH 6.8 84,9 mL
Glicerol 10 mL
SDS 20¢g
2-merkaptoetanol SmL
Bromfenol blue 0.05¢g
10x TRIS GLYCIN (1000 mL)

Tris 302 g
Glycin 1444 g

ELEKTROFORETSKI (RUNNING) PUFER (za 1000 mL, pH=8,3)

10x Tris Glycin

100 mL

SDS

lg

PRENOSNI (TRANSFER) PUFER (za 1000 mL, pH=8,3)

10x Tris Glycin 100 mL
Metanol (20%) 200 mL
PUFER ZA BLOKIRANIJE (30 mL)

1 x PBS 24.4 mL
Tween 20 0.6 mL
MLeko v prahu 3g
10x PBS (za 1000 mL)

NaCl 80.0g
NazHPO4 11.5 g
KCI 20¢g
NaN; 02¢g
1x PBS pufer (za 1000 mL, pH= 7.4)

10x PBS pufer 100 mL
Tween 20 0.5 mL
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Priloga D.
Locevanje delno ociS€enega virusnega pripravka CMV ob uporabi razli¢nih pufrskih
sistemov - rezultati analize kromatografskih frakcij z relativno delno kvantitativno metodo

ELISA.

Vzorec Faktor oD St. enot CMV/ V frakcije/ Normirano Skupno $t. enot | Izkoristek
redéenja mL nanosa (ml) | $t. enot CMV | v vseh frakcijah (%)
frakcija 1 30 0.499 129 1.5 193
frakcija 2 30 0.227 64 1.4 89
|Fosfatni pufri, |[frakcija 3 30 0.246 67 1.8 121
|pH=5,5 frakcija 4 30 0.26 69 1.8 125
frakcija 5 30 0.182 57 2.0 114 642 2
frakcija 1 30 0.822 298 1.5 446
frakcija 2 30 0.634 183 1.6 293
|Fosfatni pufri, frakcija 3 90 1.193 2333 1.7 3966
|pH=6 frakcija 4 810 0.637 4978 1.5 7467
frakcija 5 30 0.352 88 2.2 194 12365 36
frakcija 1 90 0.861 1022 1.5 1533
frakcija 2 90 0.613 436 1.4 610
Tris pufri, frakcija 3 810 0.604 3802 1.8 6844
IpH=7 frakcija 4 810 0.536 3009 1.8 5417
frakcija 5 30 0.552 118 2.0 236 14639 43
frakcija 1 90 0.79 801 1.5 1201
frakcija 2 30 0.504 100 1.6 160
|Fosfatni pufri, frakcija 3 810 0.578 3477 1.7 5911
|pH=7 frakcija 4 810 0.649 4438 1.5 6657
frakcija 5 30 0.362 61 2.2 135 14063 41
frakcija 1 90 0.813 987 1.5 1480
frakcija 2 90 0.492 340 1.4 476
Tris pufri, frakcija 3 810 0.631 4852 1.8 8734
JpH=8 frakcija 4 270 0.851 3358 1.8 6045
frakcija 5 30 0.572 148 2.0 295 17030 50
frakcija 1 90 0.679 632 1.5 948
frakcija 2 810 0.574 4015 1.6 6424
Tris pufri, frakcija 3 30 0.842 362 1.7 616
JpH=9 frakcija 4 30 0.284 57 1.5 85
| frakcija 5 30 0.329 66 2.2 145 8218 24
INegativna kontrola 1 0.185 2
|Delno oéiséen CMV 54000 0.84167 19239268 0.05 34315 34315
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Priloga E.

Kromatografija ociS€enega virusnega pripravka ToMV (¢cToMV) v 200 mM Mcllvaine
fosfat-citratnem pufru, pH 7 ob uporabi razli¢nih pufrskih sistemov in razli¢nih pH -
rezultati analize kromatografskih frakcij z delno kvantitativno metodo ELISA; CFP-20
mM fosfat citratni pufer, FP-20 mM fosfatni pufer, NA-20 mM natrijev acetatni pufer, TP-
20 mM Tris-HCI pufer, KP-20 mM karbonatni pufer.

CFP, pH 4,5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Celoten izkoristek Izkoristek
redéenja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk

Poskus 1 Ifrakcija 1 1 3 71 1.56 111

Ifrakcija 2 810 0.921 4667 1.45 6767

Ifrakcija 3 10 1.371 99 1.47 146

Ifrakcija 4 3 0.745 14 1.12 16 40 39
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 3 71 1.45 103

Ifrakcija 2 810 0.999 5129 1.41 7232

Ifrakcija 3 10 1.426 106 1.58 168

Ifrakcija 4 3 3 214 1.32 282 45 41

QA disk

Poskus 1 Ifrakcija 1 1 2.992 70 1.63 115

Ifrakcija 2 810 1.163 6254 1.37 8568

frakcija 3 10 1.116 73 1.33 o7

Ifrakcija 4 3 3 214 1.29 275 52 49
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 3 71 1.61 115

Ifrakcija 2 810 0.973 4970 1.37 6809

Ifrakcija 3 10 0.963 61 1.48 90

|frakcija 4 3 3 214 1.16 248 42 39
Neg. kontr. 1 0.130 2
cToMV 81000 1.438 872070 0.02 17441
FP, pH 5.5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Celoten izkoristek Izkoristek

redéenja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng_) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk

Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.22 2 1.47 4

Ifrakcija 2 810 1.284 7536 1.38 10399

Ifrakcija 3 10 1.22 86 1.34 115

Ifrakcija 4 1 0.328 3 1.09 3 65 64
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.323 3 1.46 4

Ifrakcija 2 810 1.324 7923 1.45 11489

Ifrakcija 3 10 1.609 140 1.40 196

Ifrakcija 4 3 1.485 36 1.33 48 73 71

QA disk

Poskus 1 Ifrakcija 1 1 3 80 1.63 131

Ifrakcija 2 810 1.178 6597 1.37 9038

Ifrakcija 3 10 1.040 68 1.38 95

Ifrakcija 4 3 0.903 17 1.22 21 57 56
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.527 4 1.56 6

Ifrakcija 2 810 1.447 9246 1.40 12944

Ifrakcija 3 10 1.451 115 1.41 162

|frakcija 4 3 1.423 33 1.21 40 81 80
Neg. kontr. 1 0.122 2
cToMV 81000 1.339 807402 0.02 16148
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FP, pH 6,5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV | Celoten izkoristek Izkoristek
redéenja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.336 3 1.50 4
Ifrakcija 2 810 1.039 6019 1.46 8787
Ifrakcija 3 10 1.12 83 1.39 115
Ifrakcija 4 3 1.678 51 1.22 62 52 50
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.364 3 1.64 5
Ifrakcija 2 810 1.116 6651 1.37 9112
Ifrakcija 3 10 1.073 78 1.35 105
Jrrakcija 4 3 1.599 46 1.18 54 53 52
QA disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.523 4 1.58 6
Ifrakcija 2 810 1.202 7437 1.40 10412
Ifrakcija 3 10 1.123 83 1.40 116
Ifrakcija 4 3 1.426 37 1.28 47 61 60
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.444 3 1.66 6
Ifrakcija 2 810 1.328 8759 1.37 12000
Ifrakcija 3 10 1.214 93 1.35 126
|frakcija 4 3 1.375 34 1.29 44 70 69
Neg. kontr. 1 0.112 2
cToMV 81000 1.323 870239 0.02 17405
FP, pH 7.5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV | Celoten izkoristek Izkoristek
redéenja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk
Poskus 1 frrakcija 1 1 0.832 5 1.43 8
Ifrakcija 2 810 1.198 6774 1.41 9551
Ifrakcija 3 10 1.411 108 1.54 167
Ifrakcija 4 3 1.845 55 1.32 73 62 61
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.761 5 1.49 7
Ifrakcija 2 810 1.158 6451 1.43 9225
Ifrakcija 3 30 0.686 134 1.64 220
Ifrakcija 4 3 2.256 91 1.47 134 61 59
QA disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.993 7 1.54 10
Ifrakcija 2 810 1.262 7324 1.43 10474
Ifrakcija 3 10 1.338 99 1.48 147
Ifrakcija 4 3 1.446 34 1.33 45 68 67
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 1.406 11 1.61 17
Ifrakcija 2 810 1.287 7551 1.45 10949
Ifrakcija 3 10 0.973 64 1.45 92
Jrakcija 4 3 1.539 38 1.36 52 71 70
Neg. kontr. 1 0.144 2
cToMV 81000 1.321 787115 0.02 15742
TP, pH8,5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Celoten izkoristek Izkoristek
red¢enja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ngl) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.435 3 1.43 5
frakcija 2 270 1.984 4534 1.39 6302
Ifrakcija 3 30 1.075 194 1.31 254
Ifrakcija 4 3 3.000 147 1.47 216 46 43
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.438 3 1.51 5
Ifrakcija 2 270 1.899 4146 1.41 5846
Ifrakcija 3 30 1.570 326 1.61 525
Ifrakcija 4 3 3.000 147 1.06 155 44 40
QA disk
Poskus 1 Jrrakcija 1 1 0.588 4 1.50 6
Ifrakcija 2 270 1.502 2731 1.26 3441
Ifrakcija 3 10 0.998 60 1.47 87
Ifrakcija 4 3 0.985 18 1.42 25 24 23
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.778 5 1.43 7
Ifrakcija 2 270 1.494 2708 1.40 3791
Ifrakcija 3 10 0.895 53 1.39 74
|frakcija 4 3 0.936 17 1.22 20 26 26
Neg. kontr. 1 0.174 3
cToMV 81000 1.403 738181 0.02 14764
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KP, pH 9.5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV | Celoten izkoristek Izkoristek
redéenja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.184 2 1.50 4
Ifrakcija 2 810 1.078 4912 1.24 6091
Ifrakcija 3 30 1.983 469 0.97 455
Ifrakcija 4 3 3.000 136 1.90 258 40 36
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.653 4 1.42 6
Ifrakcija 2 810 1.065 4846 1.23 5960
Ifrakcija 3 90 0.909 457 1.19 544
Ifrakcija 4 3 3.000 136 1.65 224 40 35
QA disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.524 3 1.52 5
Ifrakcija 2 810 0.791 3639 1.23 4475
Ifrakcija 3 10 0.813 46 0.96 44
Ifrakcija 4 3 2.523 82 1.94 160 28 27
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.542 3 1.43 5
Ifrakcija 2 810 0.915 4142 1.24 5136
Ifrakcija 3 30 0.938 157 1.27 200
|frakcija 4 3 2.843 115 1.72 198 33 31
Neg. kontr. 1 0.157 2
cToMV 81000 1.592 840873 0.02 16817
KP, pH 10.5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Celoten izkoristek Izkoristek
redéenja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.418 3 1.45 4
Ifrakcija 2 810 1.240 6033 1.22 7360
Ifrakcija 3 30 1.01 174 1.14 198
Ifrakcija 4 3 3.000 152 1.68 256 46 43
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.781 5 1.39 6
frakcija 2 20 0.881 453 1.22 553
Ifrakcija 3 90 0.741 389 0.90 350
Ifrakcija 4 3 3.000 152 1.89 288 7 3
QA disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.611 4 1.48 6
Ifrakcija 2 270 1.609 3007 1.08 3247
Ifrakcija 3 30 0.845 145 1.25 182
Ifrakcija 4 3 2.474 86 1.83 157 21 19
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.541 3 1.41 5
Ifrakcija 2 270 1.729 3427 1.21 4146
Ifrakcija 3 30 0.831 143 1.17 167
|frakcija 4 3 3.000 152 1.80 274 27 24
Neg. kontr. 1 0.131 2
cToMV 81000 1.553 848568 0.02 16971
KP, pH 11.5 Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV | Celoten izkoristek Izkoristek
red¢enja (ng/ml) nanosa (ml) (ng_) (%) frakcije 2 (%)
DEAE disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 3.000 51 1.42 72
Ifrakcija 2 270 1.193 1911 1.21 2312
Ifrakcija 3 10 1.201 71 1.15 82
Ifrakcija 4 3 1.272 23 1.78 41 9 8
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 2.235 22 1.42 31
Ifrakcija 2 90 1.747 1165 1.17 1363
Ifrakcija 3 10 1.525 102 1.29 131
Ifrakcija 4 3 1.779 40 1.77 71 6 5
QA disk
Poskus 1 Ifrakcija 1 1 0.723 4 1.43 6
Ifrakcija 2 270 0.934 1441 1.14 1642
Ifrakcija 3 30 1.061 184 1.22 224
Ifrakcija 4 3 1.661 35 1.80 64 7 6
Poskus 2 Ifrakcija 1 1 0.885 5 1.47 7
Ifrakcija 2 270 1.327 2211 1.23 2720
Ifrakcija 3 30 1.108 194 1.22 236
|frakcija 4 3 3.000 152 1.76 268 12 10
Neg. kontr. 1 0.475 3
cToMV 81000 2.008 1393345 0.02 27867
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Priloga F.
Kromatografija ociS€enega virusnega pripravka ToMV (cToMV) v veznih pufrih ob
uporabi razlicnih pufrskih sistemov in razlicnih pH: rezultati delno kvantitativne metode

ELISA.

Elucijske frakcije/ Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ | Masa ToMV | Izkoristek
injiciran vzorec redcitve (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng) (%)
FCP, pH 5-1 50 0.983 229 1.4 320 26
FCP, pH 5-2 50 1.034 245 1.4 343 28
FP, pH 5-1 50 1.120 276 1.4 386 39
FP, pH 5-2 150 0.515 361 1.4 505 51
NA, pH 5.5-1 50 1.581 520 1.4 728 50
NA, pH 5.5-2 50 1.637 561 1.4 786 54
FP, pH 6-1 50 0.965 223 1.4 312 32
FP, pH 6-2 50 0.780 173 1.4 242 25
FCP, pH 7-1 50 0.826 184 1.4 258 24
FCP, pH 7-2 50 1.238 325 1.4 454 41
Iﬂ. kontr. 1 0.135 1

ToMV v FCP, pH 5 12000 1.057 60756 0.02 1215

ToMV v FP, pH 5.5 12000 0.906 49382 0.02 988

ToMV v NA, pH 5.5 12000 1.191 73026 0.02 1461

ToMV v FP, pH 6 12000 0.893 48509 0.02 970

ToMV v FCP, pH 7 12000 0.982 54813 0.02 1096

Elucijske frakcije/ Faktor oD Koncentracija ToMV | V frakcije/ | Normirano Yield
injiciran vzorec redcitve (ELISA) (ng_]/ml) nanosa (ml) (ng) (%)
FCP, pH 5-1 50 1.097 307 1.4 430 36
FCP, pH 5-2 150 0.519 381 1.4 533 44
FP, pH 5-1 50 1.221 371 1.4 519 50
FP, pH 5-2 150 0.563 407 1.4 570 55
NA, pH 5.5-1 150 0.490 364 1.4 510 32
NA, pH 5.5-2 150 0.665 476 1.4 667 42
FP, pH 6-1 50 0.8 195 1.4 273 26
FP, pH 6-2 50 0.599 143 1.4 201 19
FCP, pH 7-1 50 1.013 270 1.4 378 32
FCP, pH 7-2 150 0.560 406 1.4 568 48
INﬁ. kontr. 1 0.135 1

ToMV v FCP, pH 5 12000 0.967 60414 0.02 1208

ToMV v FP, pH 5.5 12000 0.872 52254 0.02 1045

ToMV v NA, pH 5.5 12000 1.151 80019 0.02 1600

ToMV v FP, pH 6 12000 0.878 52735 0.02 1055

ToMV v FCP, pH 7 12000 0.954 59226 0.02 1185
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Priloga G.

Vpliv pretoka na kromatografijo ¢istega ToMV (cToMV) na CIM QA monolitnem disku-

rezultati delno kvantitativne metode ELISA.

Vzorec Faktor oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV | Izkoristek
redéenja (ELISA) (ng/ml) nanosa (ml) (ng_) (%)
Pretok=6 mL/min
50 ul cToMV Kromatografski vrh 1 3 0.135 11 1.34 15
(17000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 810 0.559 4587 1.98 9082 53
Jlzpiranje po kromatografiji 30 1.342 353 1.98 700
75 ul cToMV Kromatografski vrh 1 3 0.162 12 1.34 16
(25500 ng toMV) Kromatografski vrh 2 270 2.477 9200 1.98 18217 7
Jlzpiranje po kromatografiji 30 2.272 844 1.98 1671
100 ul cToMV Kromatografski vrh 1 10 0.165 39 1.34 52
(34000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 900 1.360 10784 1.98 21352 63
Jlzpiranje po kromatografiji 90 1.423 1144 1.98 2265
125 ul cToMV Kromatografski vrh 1 10 0.160 39 1.34 52
(42000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 900 1.795 16201 1.98 32078 75
Jlzpiranje po kromatografiji 90 1.890 1771 1.98 3506
150 ul cToMV Kromatografski vrh 1 10 0.176 40 1.34 53
(51000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 1350 1.494 18336 1.98 36306 7
J\zpiranje po kromatografiji 90 2.334 2683 1.98 5312
Pretok=3 mL/min
50 ul cToMV Kromatografski vrh 1 3 0.174 12 1.34 16
(17000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 270 1.441 3490 1.98 6910 41
Jlzpiranje po kromatografiji 30 2.160 760 1.98 1505
75 ul cToMV Kromatografski vrh 1 3 0.261 13 1.34 17
(25500 ng toMV) Kromatografski vrh 2 810 0.816 5834 1.98 11551 45
Jlzpiranje po kromatografiji 30 1.913 603 1.98 1194
100 ul cToMV Kromatografski vrh 1 10 0.159 39 1.34 52
(34000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 900 0.995 7664 1.98 15174 44
Jlzpiranje po kromatografiji 90 1.385 1104 1.98 2186
125 ul cToMV Kromatografski vrh 1 10 0.150 39 1.34 52
(42000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 900 1.265 9866 1.98 19536 46
[lzpiranje po kromatografiji 90 1.625 1382 1.98 2736
150 ul cToMV Kromatografski vrh 1 10 0.586 58 1.34 78
(51000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 1350 1.103 12718 1.98 25182 49
J|zpiranje po kromatografiji 90 2.196 2358 1.98 4668
Pretok=2 mL/min
150 ul cToMV Kromatografski vrh 1 3 0.274 13 1.34 17
(17000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 270 1.271 2977 1.98 5894 35
[lzpiranje po kromatografiji 30 2.918 1544 1.98 3058
75 ul cToMV Kromatografski vrh 1 9 2.381 280 1.34 376
(25500 ng toMV) Kromatografski vrh 2 270 1.635 4184 1.98 8285 32
Jlzpiranje po kromatografiji 30 3.000 1668 1.98 3302
100 ul cToMV Kromatografski vrh 1 90 1.335 1053 1.34 1412
(34000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 300 1.633 4641 1.98 9189 27
[lzpiranje po kromatografiji 100 1.638 1554 1.98 3077
125 ul cToMV Kromatografski vrh 1 90 1.930 1838 1.34 2463
(42000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 300 1.759 5221 1.98 10338 24
Jlzpiranje po kromatografiji 300 0.792 2113 1.98 4183
150 ul cToMV Kromatografski vrh 1 90 2.470 3047 1.34 4083
(51000 ng ToMV) Kromatografski vrh 2 450 1.601 6756 1.98 13376 26
[zpiranje po kromatografiji 100 1.935 2052 1.98 4063
Neg. kontr. 1 0.116 4
cToMV-50 ul 30000 1.304 341211 0.050 17061
cToMV-75 ul 30000 1.304 341211 0.075 25591
cToMV-100 ul 30000 1.304 341211 0.100 34121
cToMV-125 ul 30000 1.304 341211 0.125 42651
cToMV-150 ul 30000 1.304 341211 0.150 51182
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Priloga H.

Koncentriranje CMV iz 20 mM Tris pufra, pH 8 na CIM DEAE disku: koncentracija CMV

v posameznih kromatografskih frakcijah, dolocenih z relativno delno kvantitativno metodo

ELISA.
|500 mi pufra A+5 ul Vzorec Faktor redéenja oD §t. cMv §t. cmv V (mL) Rel. §t. CMV Izkoristek
delno oci$¢enega CMV (ELISA) enot (red¢en vz.) enot /mL enot v frakciji (%)
Ponovitev 1 Red¢ina 1 0.207 0.0 0 500 0

Nevezana frakcija 1 0.194 0.0 0 500 0

Frakcija 1 1 0.295 0.0 0 1.99 0

Frakcija 2 9 2.367 23.4 210 2.05 431

Frakcija 3 1 2.144 18.5 19 2.21 41 39
Ponovitev 2 Redc¢ina 1 0.228 0.0 0 500 0

Nevezana frakcija 1 0.236 0.0 0 500 0

Frakcija 1 1 0.22 0.0 0 2.07 0

Frakcija 2 9 2.457 25.7 231 2.15 497

Frakcija 3 1 1.62 10.7 11 1.73 19 45
Negativna kontrola 1 0.193 0.0 0 0
Delno ociséen CMV 18000 1.751 12.3 221614 0.005 1108
[500 mi pufra A+20 ul Vzorec Faktor red¢enja oD §t. cMv §t. cmv V (mL) Rel. §t. CMV Izkoristek
delno oci$¢enega CMV (ELISA) enot (red¢en vz.) enot /mL enot v frakciji (%)
Ponovitev 1 Red¢ina 1 0.257 0.0 0 500 0

Nevezana frakcija 1 0.22 0.0 0 500 0

Frakcija 1 1 0.311 0.0 0 2.09 0

Frakcija 2 27 3.5 75.1 2029 2.02 4098

Frakcija 3 1 2.632 30.0 30 1.73 52 76
Ponovitev 2 Red¢ina 1 0.28 0.0 0 500 0

Nevezana frakcija 1 0.269 0.0 0 500 0

Frakcija 1 3 2.721 0.0 0 2.07 205

Frakcija 2 27 3.109 49.7 1341 1.82 2441

Frakcija 3 1 3.291 60.2 60 1.62 98 45
Negativna kontrola 1 0.259 0.0 0
Delno o¢iséen CMV 18000 1.981 15.1 270955 0.02 5419
[500 mi pufra A+50 ul Vzorec Faktor red¢enja oD §t. cMV §t. cmv V (mL) Rel. §t. CMV Izkoristek
delno ociséenega CMV (ELISA) enot (redéen vz.) enot /mL enot v frakciji (%)
Ponovitev 1 Red¢ina 1 0.34 0.0 0 500 0

Nevezana frakcija 1 0.238 0.0 0 500 0

Frakcija 1 10 0.315 0.0 0 2.08 0

Frakcija 2 270 1.57 10.5 2836 2.11 5984

Frakcija 3 90 1.508 9.9 887 1.39 1232 52
Ponovitev 2 Red¢ina 1 0.326 0.0 0 500 0

Nevezana frakcija 1 0.23 0.0 0 500 0

Frakcija 1 10 2.111 18.4 184 1.95 359

Frakcija 2 90 1.989 16.2 1458 2.12 3092

Frakcija 3 90 1.52 10.0 898 1.69 1517 26
Negativna kontrola 1 0.258 0.0 0
Delno ociséen CMV 18000 1.773 13.0 233269 0.05 11663
[500 mi pufra A+100 ul Vzorec Faktor redéenja oD §t. cmv §t. cMv V (mL) Rel. §t. CMV Izkoristek
delno oci$¢enega CMV (ELISA) enot (red¢en vz.) enot /mL enot v frakciji (%)
Ponovitev 1 Red¢ina 1 0.536 4.6 5 500 2314

Nevezana frakcija 1 0.209 0.0 0 500 0

Frakcija 1 30 1.437 11.3 338 1.97 666

Frakcija 2 270 1.283 9.7 2612 2.10 5485

Frakcija 3 90 2.363 28.1 2529 1.68 4248 22
Ponovitev 2 Red¢ina 1 0.379 0.0 0 500 0

Nevezana frakcija 1 0.239 0.0 0 500 0

Frakcija 1 30 0.303 0.0 0 1.90 0

Frakcija 2 270 1.981 19.3 5203 2.07 10770

Frakcija 3 90 2.845 45.2 4070 1.55 6308 43
Negativna kontrola 1 0.234 0.0 0
Delno oi$&en CMV 18000 1.642 13.8 248197 0.10 24820




132
Kramberger P. Razvoj tehnologije za koncentriranje in ¢is€enje rastlinskih virusov z monolitnimi kromatografskimi nosilci.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

Priloga I.
Koncentriranje ToMV iz 20 mM natrijevega acetata, pH 5.5 na CIM QA disku:
koncentracija ToMV v posameznih kromatografskih frakcijah, dolocenih z delno

kvantitativno metodo ELISA.

0.5 L pufra+ Vzorec Faktor red¢enja oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Izkoristek
0,5 ul cToMV (ng/ml) nanosa (ml) | v frakciji (ng) (%)
Poskus 1 JRed¢ina 1 0.184 2.3 500 1154 B
INevezna frakcija 1 0.168 2 500 1134
IFrakcija 1 1 0.164 2 1.41 3
IFrakcija 2 9 1.877 133 1.19 158
IFrakcija 3 1 0.542 3 1.26 4
IFrakcija 4 1 0.212 2 1.90 5 61
Poskus 2 IRedéina 1 0.187 2.3 500 1158
INevezna frakcija 1 0.182 2 500 1151
IFrakcija 1 1 0.175 2 1.42 3
IFrakcija 2 27 1.100 170 1.22 208
IFrakcija 3 1 0.790 4 1.30 6
|Frakcija 4 1 0.312 3 1.88 5 80
Neg. kontr. 1 0.170 2
cToMV 90000 1.015 516751 0.0005 258
0.5 L pufra+ [JVzorec Faktor red€enja oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Izkoristek
1 ul cToMV (ng/ml) nanosa (ml) | v frakciji (ng) (%)
Poskus 1 JRed¢ina 1 0.180 2.3 500 1153
INevezna frakcija 1 0.256 3 500 1264
IFrakcija 1 1 0.256 3 1.39 4
0.5L 20mM AP IFrakcija 2 81 0.737 366 1.17 428
IFrakcija 3 3 0.545 11 1.23 13
IFrakcija 4 1 0.315 3 1.83 5 90
Poskus 2 IRedéina 1 0.216 2.4 500 1205
INevezna frakcija 1 0.229 2 500 1224
IFrakcija 1 1 0.332 3 1.43 4
IFrakcija 2 27 1.646 364 1.15 419
IFrakcija 3 3 0.603 12 1.30 15
|Frakcija 4 1 0.433 3 1.87 6 89
INeg. kontr. 1 0.273 3
IcToMV 90000 0.864 473413 0.001 473
0.5 L pufrat+ [JVzorec Faktor redcenja oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Izkoristek
2 ul cToMV (ng/ml) nanosa (ml) | v frakciji (ng) (%)
Poskus 1 JRed¢ina 1 0.120 2.5 500 1236 B
INevezna frakcija 1 0.218 3 500 1356
IFrakcija 1 1 0.162 3 1.43 4
IFrakcija 2 27 2.259 505 1.26 637
IFrakcija 3 3 0.565 11 1.27 14
IFrakcija 4 1 0.209 3 1.88 5 67
Poskus 2 [Redcina 1 0.215 2.7 500 1352
INevezna frakcija 1 0.195 3 500 1326
IFrakcija 1 1 0.220 3 1.32 4
IFrakcija 2 27 2.359 555 1.23 683
IFrakcija 3 3 0.839 15 1.25 18
|Frakcija 4 1 0.235 3 1.90 5 72
Neg. kontr. 1 0.228 3
cToMV 90000 0.926 476910 0.002 954
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Priloga J.

Koncentriranje ToMV iz vodovodne vode z dodanim natrijevim acetatom do koncne

koncentracije 20 mM, pH 5.5 na CIM QA disku: koncentracija ToMV v posameznih

kromatografskih frakcijah, dolo¢enih z delno kvantitativno metodo ELISA.

0.5 L vode z Na acetatom+ JVzorec Faktor redcenja oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Izkoristek
0,5 ul cToMV (ng/ml) nanosa (ml) | v frakciji (ng) (%)
Poskus 1 Red¢ina 1 0.136 2.6 500 1285 B
Nevezna frakcija 1 0.182 3 500 1340
JFrakcija 1 1 0.24 3 1.43 4
IFrakcija 2 27 0.888 138 1.30 179
IFrakcija 3 1 0.791 5 1.19 6
lFrakcija 4 1 0.140 3 1.82 5 76
Poskus 2 Redcina 1 0.150 2.6 500 1301
Nevezna frakcija 1 0.165 3 500 1319
JFrakcija 1 1 0.167 3 1.45 4
IFrakcija 2 27 0.754 122 1.61 197
IFrakcija 3 1 0.575 4 1.63 6
|Frakcija 4 1 0.317 3 0.84 3 83
Neg. kontr. 1 0.162 3
cToMV 90000 0.920 473794 0.0005 237
0.5 L vode z Na acetatom+ JVzorec Faktor red¢enja oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Izkoristek
1 ul cToMV (ng/ml) nanosa (ml) | v frakciji (ng) (%)
Poskus 1 Redcina 1 0.134 2.7 500 1336 B
Nevezna frakcija 1 0.115 3 500 1297
JFrakcija 1 1 0.14 3 1.38 4
[Frakcija 2 27 0.886 231 1.64 379
IFrakcija 3 3 0.268 10 1.61 16
|Frakcija 4 1 0.134 3 0.80 2 80
Poskus 2 Red¢ina 1 0.131 2.7 500 1329
Nevezna frakcija 1 0.140 3 500 1348
JFrakcija 1 1 0.188 3 1.41 4
IFrakcija 2 27 0.892 233 1.35 315
[Frakcija 3 3 0.261 10 1.25 12
|Frakcija 4 1 0.126 3 0.72 2 67
Neg. kontr. 1 0.144 3
cToMV 90000 0.570 472460 0.001 472
0.5 L vode z Na acetatom+ jVzorec Faktor redcenja oD Koncentracija ToMV V frakcije/ Masa ToMV Izkoristek
2 ul cToMV (ng/ml) nanosa (ml) | v frakciji (ng) (%)
Poskus 1 Red¢ina 1 0.144 2.6 500 1318 B
Nevezna frakcija 1 0.140 3 500 1311
JFrakcija 1 1 0.153 3 1.41 4
IFrakcija 2 27 1.457 459 1.67 766
IFrakcija 3 3 0.454 12 1.65 20
|Frakcija 4 1 0.479 4 0.79 3 86
Poskus 2 Red¢ina 1 0.134 2.6 500 1300
Nevezna frakcija 1 0.138 3 500 1307
JFrakcija 1 1 0.459 4 1.39 6
IFrakcija 2 27 1.309 372 1.59 591
[Frakcija 3 3 0.359 11 1.63 17
IFrakciia 4 1 0.619 5 0.83 4 67
Neg. kontr. 1 0.130 3
cToMV 90000 0.586 444270 0.002 889
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Priloga K.

Cis¢enje TOMYV iz rastlinskega materiala na CIM QA monolitnem disku-rezultati analize

frakcij z delno kvantitativno metodo ELISA.

Frakcija| Faktor oD Konc. ToMV| V frakcije/ | Masa ToMV | Izkoristek Skupni
redéenja | (ELISA)| _(ng/ml) nanosa (ml) (ng) (%) izkoristek (%)
1 30 0.242 20 5 102 0
2 10 0.303 7 6.5 47 0
3 18900 1.517 57163 4 228652 98
|Prvo ¢iSéenje ToMV 4 100 0.561 99 6.5 641 0
5 30 0.316 22 6.4 142 0 89
16 50 0.621 53 2.5 132 0
7 10 0.413 8 7 58 0
Neg. kontr. 1 0.170 1 Recovery (%)
Delno oc¢iséen ToMV 45000 1.978 233731 1.00 233731 98
Drugo ¢iscéenje ToMV |1 30 0.888 281 5.5 1547 1
Poskus 1 2 10 0.247 59 6.5 386 0
3 2100 0.481 14742 4 58966 55
4 100 0.741 845 6.8 5743 5 69
5 30 0.648 237 7 1660 2
16 150 0.726 1253 3.3 4136 4
7 10 0.631 78 7.4 578 1
Drugo ¢iSéenje ToMV |1 30 0.158 167 5 837 1
Poskus 2 2 10 0.141 55 6.5 358 0
3 2100 0.698 17201 4 68804 65
4 100 0.299 617 6.5 4009 4
5 30 0.273 182 6.4 1162 1 72
16 50 1.251 607 2.5 1517 1
7 10 0.559 74 7 519 0
Neg. kontr. 1 0.117 5 Recovery (%)
Delno oc¢iSéen ToMV 9000 1.216 106549 1.00 106549 72
Tretje iScenje ToMV |1 30 0.140 201 5 1007 1
Poskus 1 2 10 0.120 66 6.5 431 0
3 2100 0.549 17976 4 71903 69
4 100 0.383 776 6.7 5196 5 82
5 30 0.376 232 6.7 1552 1
16 150 0.885 1568 3 4704 5
7 10 0.806 100 8 798 1
Tretje iScenje ToMV |1 30 0.339 227 5.5 1247 1
|Poskus 2 2 10 0.169 68 6.5 444 0
3 2100 0.733 20055 4 80219 77
4 100 0.393 780 6.7 5227 5
15 30 0.407 236 6.7 1581 2 91
I6 150 0.91 1592 3 4775 5
7 10 0.899 105 8 843 1
Neg. kontr. 1 0.128 7 Recovery (%)
Delno oc¢iSéen ToMV 9000 1.057 104184 1.00 104184 91
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