DIE CHEMIE

(Angewandiec Chemic, Neue Folge)

57. Jahvgang, Nyv. 17]18 u,

19/z0, Seiten 109—132, 2. Dezember 1944

Uber die Konstitution des Tabakmosaikvirus?

Von Dv. GERHARD SCHRAMM

Avbeitsstdatie fir Virusforschung dev Kaiser-Wilhelm-Institute fiiv Biochemie und Biologie,

ie Virensind die kleinsten der bisher bekannten biologischen
Einheiten, die selbstvermehrungsfihig sind. Die obere
Grenze des Durchmessers liegt bei etwa 3oomu, die untere
bei 8—10 myu. Sie zeigen auch von allen biologischen Einheiten
die geringsten biologischen Leistungen. Sie kdnnen sich nicht
mehr von sich aus aus einfachen organischen Bausteinen auf-
bauen, sondern miissen sich hierzu in den Energie- und Stoff-
wechsel einer lebenden Zelle einschalten. Die Viren stimmen
in mancher Hinsicht mit den Lebewesen iiberein. Wie bei
diesen erfolgt die Vermehrung im allg. unter Er-
haltungderspezifischenArteigenschaften.
Jedoch kommen wie bei den Organismen sprunghafte Ande-
rungen der Erbeigenschaften, Mutationen, vor. Den Viren
fehlt dagegen ein anderes wichtiges Kennzeichen der Lebe-
wesen, nimlich der Stoffwechsel. Man hat bisher weder
eine Atmung noch eine Gidrung der Viren feststellen konnen.
Nach ihren biologischen Leistungen konnte man daher die
Viren als unvollstandige Lebewesen bezeichnen.

1. Der chemische Aufbau der Virusarten.

AufschluBreicher als die biologische Einordnung der Viren
ist die Untersuchung ihres chemischen Aufbaues. Von den
uns bekannten Stoffklassen, die die Grundbausteine der Lebe-
wesen ausmachen, weisen allein die Eiwei3-Stoffe die un-
geheure Wandlungsfahigkeit auf, die die ganze Mannigfaltig-
keit und Eigenart lebender Einzelwesen erklirbar macht.
Selbst die kleinsten Viren mit einem Molekulargewicht von
etwa 300 000—400 000 kénnten noch aus etwa 10 verschiedenen
Eiwei-Molekeln von der GroBe des Eieralbumins (Molekular-
gewicht 40 0oo) bestehen. Es wire denkbar, dafl die Viren ein
lockeres, nach Grofle und Gestalt nicht ndher definiertes
Aggregat verschiedener Eiweil3-Stoffe darstellten, etwa in der
Art eines Plasmakliimpchens. In diesem Fall miilten die
Einzelteilchen einer bestimmten Virusart untereinander er-
heblich verschieden sein, da bei der geringen Gesamtzahl der
in ihnen enthaltenen EiweiB-Molekeln das mehr oder weniger
an einer Molekel stark ins Gewicht fallen miiBte. Die chemische
Untersuchung einzelner Virusarten hat nun gezeigt, dal sich
eine solche Uneinheitlichkeit nicht feststellen 1iBt, sondern
die bisher chemisch rein dargestellten kleineren Virusarten
nach allen uns zur Verfiigung stehenden Priifungsverfahren
eine vollige Ubereinstimmung der Einzelteilchen unter sich
aufweisen. Das einzelne Teilchen ist also nicht eine statistisch
variierende Anhdufung verschiedener Eiweil}-Stoffe, sondern
eine definjerte chemische Verbindung, eine chemische Molekel.

Die wichtigsten Beweise fiir das Vorliegen einer be-
stimmten Konstitution der Viren sind: 1. Die Kristal-
lisierbarkeit. Denn nur Teilchen, die in ihrer Grofe,
Gestalt und Ladung weitgehend iibereinstimmen, kénnen sich
zu einem regelmifBigen Kristallgitter vereinigen. 2. Die
regelmidfBige innere Struktur. Einzelne Virus-
arten, wie z.B. das Tabakmosaikvirus, gleichen in ihrem
inneren Aufbau einem Kristall. Die einzelnen Atome nehmen
also eine bestimmte Lage in der Gesamtmolekel ein und sind
in ganz bestimmter Weise miteinander verkniipft. 3. Die
vollige Ubereinstimmung der Einzelteilchen unter sich 148t
sich auch dadurch beweisen, daB8 man das zu untersuchende
Virus-Protein unter der Einwirkung einer Kraft durch eine
Loésung hindurchbewegt. Aus der Gleichfoérmigkeit
der Be wegung konnen dann Riickschliisse auf die Ein-
heitlichkeit der bewegten Teilchen gezogen werden. Als wirk-
same Kraft benutzt man hierbei entweder das Zentrifugal-
kraftfeld, das Diffusionsgefille oder das elektrische Feld, mit
deren Hilfe man die Einheitlichkeit hinsichtlich GréBe, Gestalt
und Ladung bestimmen kann.

1) Nach einem Vortrag auf der,,Biochemischen Vortragsveranstal-
tung des VDCh‘* in Berlin am 2r1./22. Mai 1943.
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Beviin-Dahlem

Das erste Virus, das als einheitlicher Eiweif3-Stoff erkannt
wurde, ist das Tabakmosaikvirus (Stanley?), 1935).
Als weitere sicher einheitliche Viren sind zunennendas Bush 'y
Stunt-Virus der Tomate (Bawden u. Piried)), das
Tabaknekrosevirus (Pirie u. Mitarb®), das Kar-
toffel-X-Virus (Stanley u. Wickoff5, Bawden u. Pirie®)),
das Kartoffel-Y-Virus (Bawden”, Melchers®), die
PolyedervirenderInsekten(Bergoldu. Schramm?),
das Kaninchenpapillomvirus (Beardu. Wickoff*)},
das Maul- und Klauenseuche-Virus (Janssen')
und das Encephalomyelitis-Virus der Maus
(Gard u. Pedevsen®)). Es darf allerdings nicht gefolgert werden,
daB nun alle Virusarten einfach zusammengesetzte Eiweil3-
molekeln sind. Viele der groBeren Virusarten habeneine kompli-
ziertere Zusammensetzung. Esscheintein flieBender Ubergang zu
bestehen zwischen den auseiner einzigen Molekel bestehenden Vi-
ren iiber die komplizierter zusammengesetzten groBen Virusarten
zu den eigentlichen, aus Protoplasma bestehenden Organismen,

Bei den einfachen Virusarten, bei denen es sich um de-
finierte Verbindungen handelt, ist somit eine Konstitutions-
ermittlung im Sinne der organischen Chemie mdglich. Bei'der
Gr6Be der zu untersuchenden Molekeln ist dies allerdings keine
einfache Aufgabe. Sie erscheint aber besonders reizvoll, da es
hierdurch moglich ist, iiber die einfachsten stofflichen Vor-
aussetzungen des Lebens niahere Aufschliisse zu erhalten.

2. Das Tabakmosaikvirus.

In der Virus-Forschung bildet das Tabakmosaikvirus
(TM-Virus) ein besonders bevorzugtes Untersuchungsobjekt. Es
ist der erste Krankheitserreger, dessen Filtrierbarkeit durch
bakteriendichte Filter und damit Zugehérigkeit zu den Viren im
heutigen Sinne aufgefunden wurde (Jwanowsk: 1889). Esistauch
das erste Virus, das chemisch rein dargestellt wurde, und seine
physikalische und chemische Untersuchung ist auch bisher am
weitesten fortgeschritten. Dies hat seinen Grund darin, daB das
Tabakmosaikvirus verhiltnismiBig leicht zugdnglich ist. Mit
nicht allzu groBem Arbeitsaufwand kann man aus 1 kg Tabak-
pilanzen 2——3 g reines Virus-Protein erhalten. Die Darstellung
aus dem PreBsaft der kranken Tabakpflanzen erfolgt (nach Ent-
fernung chlorophyll-haltiger EiweiB3-Stoffe) durch Fillung mit
Ammonsulfat und hochtourige Zentrifugierung (25 ooo U/min)
der konz. Virus-Losung. In schwach saurer Ldsung fillt das
TM-Virus dann in Form parakristalliner Nadeln aus (Abb. 1).
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Parakristalline Nadeln des Tabakmosaikvirus.
Vergrolerung 1 : 500.

Abb. 1.

?) Science [New York] 81, 644 [1935].
%) Parasitology 80, 543 [1938].

) Brit. J. exp. Pathol. 19, 66 [1938].
) Plant Viruses and Virus Diseases. Leiden (Holland) 1939.

¢) Ber. dtsch. bot. Ges. 61, 89 [1943]. %) Biol. Zbl. 82, 105 [1942].
%) Science [New York] 85, 201 [1932]. 1) Naturwiss. 29, 102 [1941].
12} Science [New York] 94, 493 [1941]. 13 Bei der Korrektur gestrichen.

3) Brit. J. exp. Pathol. 19, 251 [1938].
®) Science [New York] 85, 181 [1937].
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Die  biologische
Wirksamkeit des
TM-Virus kann ver-
hiltnismidBig genau
bestimmt werden.
Das Virus erzeugt bei
vielen Pflanzen eine
aligemeine  Erkran-
kung, diesich in einer
mosaikartigen  Auf-
hellung der Blatter
dullert. Bei einigen
Pflanzen jedoch er-
zeugt es beim Auftra-
gen auf die Blattober-
flache nur lokal be-
grenzte  nekrotische
Einzelherde (Abb. 2).
Die Zahl der auftreten-
den Nekrosen ist von
der Konzentration der
aufgetragenen Virus-
Lésung abhingig und
kann daher zur quan-
titativen Bestimmung
der Virus-Wirksam-
keit benutzt werden.

Nekrotische Einzelherdevon Tabakmosaik-
virus auf Nicotiana glutinosa.
(Nach G. Melchers.)

GroBle und Gestalt.

Eine wichtige Voraussetzung fiir quantitative chemische
Untersuchungen am TM-Virus ist zundchst die Bestimmung
seiner GroBe und Gestalt. Hierfiir sind besonders Unter-
suchungen mit der Ultrazentrifuge, Diffusionsmessungen
Rontgenuntersuchungen sowie die Elektronenmikroskopie ge-
eignet. Messungen der Stromungsdoppelbrechung und de:
Viscositat sind hierfiir weniger aufschluBreich gewesen, da die
Theorie dieser Erscheinungen noch nicht geniigend gesichert
ist. Jedoch gaben gerade die Strémungsdoppelbrechung unc
das viscosimetrische Verhalten von TM-Virus-Losungen der
ersten Hinweis, daB dieses Virus eine langgestreckte
stabchenformige Gestalt besitzen muB. Den un
mittelbaren Beweis fiir das Vorliegen stabchenférmiger Molekelr
erbrachte die elektronenmikroskopische Abbildung durct
Kausche, Pfankuch u. H. Ruska't). Der Durchmesser der Teil
chen wurde hierbei zu 15 myg bestimmt. Die Linge lag zwischer
150 und 300 mu. Der Durchmesser des Virus-Stibchens kanr
jedoch auf rontgenographischem Wege noch genauer ermitteld
werden. Nach Bernal u. Fankuchen'®) besitzt das Virus einer
hexagonalen Querschnitt mit einem Durchmesser von 15,0 my
Uber die Linge der Molekel konnen Réntgenuntersuchunger
keinen niheren AufschluB geben. Der genauen Lingenmessung
auf elektronenmikroskopischem Wege stehen gewisse Schwierig:
keiten im Wege. Es zeigt sich ndmlich, daB die Linge der
Teilchen auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen starker
Schwankungen unterworfen ist und um einen statistischer
Mittelwert variiert (Abb. 3). Die hier zutage tretende Un-
einheitlichkeit ist bedeutend gréfler als die der gelosten Teil
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Abb. 3. Elektronenmikroskopische Auf- brechen hierbe:
nahme von Tabakmosaikvirusteilchen. leicht, so daB3 Bruch
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3%} Naturwiss. 27, 292 [1939]. 13) J. gen. Physjol. 25, 111, 147 [1941]
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Lange entstehen, die z.T. wieder zu langen fadenformigen Ge-
bilden aggregieren kdénnen. Bei schonender Auftragung der
Virus-Losung in gefrorenem Zustand gelingt es, das Zerbrechen
weitgehend zu vermeiden und Teilchen einheitlicher Linge zu
erhalten mit einem Maximum von 250 my. Wegen dieser Ab-
hingigkeit der GroBenverteilung von den Versuchsbedingungen
werden von den verschiedenen Arbeitskreisen abweichende
Werte fiir die Linge der aufgetrockneten Virus-Molekeln ge-
funden, die zwischen 250 und 320 my liegen. Wenn wir eine
Linge von 250 mg als wahrscheinlichsten Wert annehmen,
ergibt sich hieraus, aus dem réntgenographischen Querschnitt
und aus dem spezifischen Gewicht der Teilchen von 1,35 fir
das TM-Virus ein Molekulargewicht von 40- 105

Das Molekulargewicht des TM-Virus 148t sich unabhingig
hiervon ohne Voraussetzungen iiber die Hydratation und Ge-
stalt der Teilchen aus der Senkungsgeschwindigkeit in der
Ultrazentrifuge und der Diffusionsgeschwindigkeit berechnen.
Genauere Messungen der Diffusionskonstanten, die G. Bergold
in der letzten Zeit in einer von ihm entwickelten Mikroaus-
fiilhrung ‘des Lammschen Diffusionsapparates ausfiihrte, er-
geben, dall diese von der Konzentration abhingig ist. Das
gleiche ist fiir die Sedimentationskonstante bekannt. Werden
beide Werte auf unendlich kleine Konzentrationen extra-
poliert, so ergibt sich nach unseren noch nicht ganz ab-
geschlossenen Messungen ein Molekulargewicht von 46 - 108
Mit diesem Wert stimmen das elektronenmikroskopisch er-
mittelte Molekulargewicht und die Ergebnisse viscosimetrischer
Messungen gut tiberein.

Zusammensetzung., Das Tabelle 1.
TM-Virus besteht aus Ei- Zusammensetzung des TM-Virus.
weill und Nuclein- Komponente Gehalt in %/,
sadure. Andere Bausteine
sind bisher nicht nachgewie- Amino-N (als NHy) 2,4

. . . Alanin 1,9

sen, Jedoch sind in den bis- arginin 9.0

her besten Analysen nur 68 %, Asparasinsiure >l

. . - stein 5

der Gesamtbausteine im ein- (ﬁutammsiu,e 5.3

zelnen festgelegt!s) (Tab. 1). Glykokoll 0,0

A Histidin 0,0

Es muf} daher die Frage offen peyciy 6.1
hleiben, wieweit auBer diesen Lysin 0—0,2

5 Methionin 0,0

beiden  Hauptkomponenten Phenylalanin 6,0

noch andersartige Gruppen in Erolin 4,6

. Serin 6,4

der Molekel enthalten sind. Threonin 5,3

Durch Verbesserung der Me- Zyrosin 3,9

. . . Tryptophan 4,5
thodik der Eiwei3-Analyse, et- valin 3,9
wa durch Anwendung ¢ hr o- Nucleinsaure 58
matographischer Ver- Summe | 65,4

fahren, wird es hoffentlich

moglich sein, ein vollstandigeres Bild iiber die Zusammensetzung
zu gewinnen. Es wird weiterhin notwendig sein, die auf analyti-
schem Wege gewonnenen Ergebnisse durch Untersuchungen an
der unversehrten Molekelzu kontrollieren. Dieskann z, B. durch
elektrochemische Messungen geschehen, durch die
man die Art und Zah] der im Virus enthaltenen sauren und
basischen Gruppen genau bestimmen kann. Insbes. waren hier
die elektrometrische Titration, die.Messung des Membran-
potentials sowie die Bestimmung der pp-Abhingigkeit der
Beweglichkeit im elektrischen Feld zu nennen. FEine andere
Kontrolle der Analysenwerte ist durch eine Auswertung des
Absorptionsspektrums des TM-Virus moglich, aus
dem der Gehalt an Nucleinsidure und aromatischen Aminosauren
abzulesen ist.

Hierzu ist es notwendig, das Spektrum méglichst weitgehend
in seine Einzelteile aufzulésen. Nach Untersuchungen von Schramm
w. Dannenbergl?) setzt sich die Extinktion einer TM-Virus-Lésung
im ultravioletten Licht zusammen aus der reinen Absorption des
Virus und dem Lichtverlust, der durch die seitliche Streuung des
Lichtes an den Virus-Teilchen bedingt ist. Die Streuung 148t sich
aus der Extinktion oberhalb der Wellenlinge von 310 mu, wo noch
keine Absorption stattfindet, messen. Es zeigte sich, da die durch
die Streuung verursachte Extinktionskonstante K dem Rayleigh-
schen Gesetz folgt und der 4. Potenz der Wellenlinge umgekehrt
proportional ist. Sie kann daher fiir den gesamten Absorptions-
bereich berechnet und von der Gesamtextinktion abgezogen werden.
Da die Streuung eine Funktion des Volumens der streuenden Teil-
chenist, kann die Streuung experimentell auch dadurch ausgeschaltet
werden, daB man das Virus in kleine Bruchstiicke spaltet. Das anf
diese Weise ermittelte reine Absorptionsspektrum des Virus konnte
durch Abtrennung der Nucleinsiure von dem EiweiB weiter in das
Absorptionsspektrum der Nucleinsdure und der Eiwei3-Komponente
zerlegt werden. Es gelang somit eine quantitative Bestimmung

18) A. F. Ross, J. biol. Chemistry 142, 685 [1942].
17) Ber. Dtsch. Chem. Ges. 77, 53 [1944].
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der verschiedenen Virusarten unter Verwendung sehr geringer
Mengen Virus-Protein. Die Absorption der reinen EiweiB-Kom-
ponente setzt sich additiv aus den Spektren der drei aromatischen
Aminosauren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan zusammen®).
Sie kann somit zur Kontrolle des analytisch bestimmten Gehaltes
an diesen Aminosiuren dienen.

Die Nucleinsiure des TM-Virus ist ein Polyribo-
nucleotid, das in seiner Zusammensetzung der Hefe-
Nucleinsiure sehr dhnlich ist. Als basische Komponentenenthilt
sie: Guanin, Adenin, Cytosin und Uridyl-
sdure!®), Die letztere soll sich etwas von der aus Hefe-
Nucleinsiure isolierten Uridylsdure unterscheiden. Nach
neéueren Angaben kommt der Virus-Nucleinsiure ein Molekular-
gewicht von 11000 zu'?). Hiernach wiirde also eine Molekel
TM-Virus etwa 200 Molekeln Nucleinsiure enthalten.

Biologische Funktion der Einzelbausteine, Durch systet
matische Abwandlung der Virus-Molekel ist es moglich, in die
biologische Funktion der Einzelbausteine Einblick zu erhalten.
Es wurde gefunden, da man die .Amino-Gruppen des Virus
durch Acetylierung mit Keten oder Umsatz mit Phenyliso-
cyanat blockieren kann, ohne daB hjerbei die Vermehrungs-
fihigkeit verlorengeht. Die Nachkommen dieser Virus-Derivate
enthalten wieder freie Amino-Gruppen (Schramm u. Miillest®).
Da die Spaltung unphysiologischer Amino-Derivate, wie sie
z. B. die Phenylureide darstellen, im pflanzlichen Organismus
wenig wahrscheinlich ist, darf man annehmen, daB der groSte
Teil der freien NH,-Gruppen fir den Vermehrungsvorgang
ohne Bedeutung ist. Auch bei der Oxydation der Sulfhydryl-
Gruppen des Virus mit Jod bis zur Sulfon-Stufe bleibt die
Fihigkeit zur Selbstvermehrung erhalten®?). Jede Verinderung
am Tyrosin-Rest, z. B. durch Jod-Substitution oder Ver-
esterung, fiihrt dagegen zur Inaktivierung. Von entscheidender
Bedeutung fiir die Funktion des Virus ist auch die Nuclein-
saure. Nach Untersuchungen von Caspersson®) ist die Gegen-
wart von Nucleinsiure bei jeder EiweiB-Vermehrung not-
wendig. Sie ist daher iiberall dort zu finden, wo eine Eiweif3-
Vermehrung stattfindet, z. B. in den Chromosomen, und tritt
dementsprechend in hoher Konzentration auf in den eiweif-
produzierenden Driisen und schnell wachsenden Geweben, wie
dem Embryonal- und Tumor-Gewebe. Da bisher in jedem
niher untersuchten Virus-Protein Nucleinsiure festgestellt
wurde, wird diese auch bei der Virus-Vermehrung eine ent-
scheidende Rolle spielen. In Ubereinstimmung hiermit zeigen
Versuche mit nucleinsiure-spaltenden Fermenten, da durch
Hydrolyse der Nucleinsiure die Vermehrungsfihigkeit des
TM-Virus sofort verschwindet, obgleich hierbei das Mole-
kulargewicht des Virus unverindert bleibt (G. Schramm®®).
Weitere, noch nicht veroffentlichte Versuche zeigten, daB
entgegen der urspriinglichen Ansicht hierbei die Spaltstiicke
der Nucleinsdure auch nach der Hydrolyse an das Protein
gebunden bleiben. :
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Abb. 4. Beweglichkeitskurve des Dahlemense- u. Luridum-Stammes
im Vergleich zu der des gewéhnlichen TM-Virus,

Wichtige Zusammenhinge zwischen der Konstitution des
TM-Virus und seinen biologischen Eigenschaften ergeben sich
auch aus der chemischen Untersuchung der Veridnderungen,
die das TM-Virus bei der M u ta tio n erleidet. Von Melchers
u. Schramm*%%) wurde eine auf Tomaten vorkommende
Variante des TM-Virus isoliert, die gegeniiber dem gewdhn-
lichen TM-Virus (Var. vulgare) als Var. Dahlemense
bezeichnet wurde. Das Dahlemense-Virus ist biologisch, immu-
nologisch und chemisch mit dem TM-Virus nahe verwandt, .
148t sich aber in jeder Weise eindeutig von dem Vulgare-Stamm
unterscheiden. Der auffallendste chemische Unterschied er-
gibt sich bei der Messung der py-Abhingigkeit der Beweglich-
keit im elektrischen Feld (Abb. 4). Unterhalb py3 zeigt die
Beweglichkeitskurve des Dahlemense-Virus eine charakte-
ristische Erniedrigung gegeniiber der Vulgare-Kurve, die wohl
auf einem Mindergehalt an basischen Gruppen beruht. -Ober-
halb pg3 stimmt die Beweglichkeitskurve des Dahlemense-
Virus vollstindig mit der des TM-Virus iiberein. Beide Viren
konnen zu sog. Gelbstimmen mutieren, die ein auf-
fallendes hellgelbes bis weiBes Mosaik auf Tabak erzeugen.
Hierbei erleiden beide Viren gleichsinnige Verinderungen, die
sich wiederum auf biologischem, serologischem und chemischem
Wege nachweisen lassen, so daB man hier von einer Parallel-
mutation sprechen kann. Wichtig i5t nun, daB bei der Muta-
tion des Dahlemense-Virus zu dem entsprechenden Gelbstamm
(Luridum) die charakteristischen Unterschiede zwischen den
beiden Ausgangsstimmen (Vulgare und Dahlemense) erhalten
bleiben. Elektrochemisch bleibt also bei der Mutation des
Dahlemense-Virus zu dem Luridum-Virus die Beweglichkeits-
kurve unterhalb pgps unverdndert, wihrend oberhalb pys
beim Luridum-Virus die fiir die Gelbmutante charakteristische
Erniedrigung der anodischen Beweglichkeit auftritt, die sich
in dhnlicher Weise auch bei der Mutation des Vulgare-Virus
zu seinem Gelbstamm Flavum feststellen 1468t (Abb. 4). Ent-
sprechend diesen chemischen Befunden bleiben auch die bio-
logischen und serologischen Unterschiede bei der Mutation
dieser Stimme erhalten. Es muB daher im TM-Virus eine.
Reihe verschiedener Wirkungsbereiche vorliegen, die un-
abhingig voneinander mutieren konnen. Wenn wir die ein-
zelnen Wirkungsbereiche mit Buchstaben bezeichnen, so 148t
sich die hier vorliegende Parallelmutation etwa durch folgendes

Schema wiedergeben (Abb. §):
ABCDE ABCD)
Dahlemense

vulgare
{Griinstamm) {Grinstamm)

|<_|

aBCDE aBCD)
flavum Joridum
{Gelbstamm) (Gelbstamm)
Abb.s. Schema der Gelbmutation des”Vulgare- und Dahlemense-

Stammes.

Struktur des Tabakmosajkvirus, Physikalische und
chemische Untersuchungen zeigen, daB die Einzelbau-
steine in der Virus-Molekel auBerordentlich regelmiiBig an-
geordnet sind.

.Hierfiir sprechen zunichst die Untersuchungen mit pola-

risiertem Ultraviolettlicht an gerichteten
Virus-Teilchen (Butenandt, Friedvich-Freksa, Hartwig .
Scheibet")). Es ist aus Untersuchungen von Schesdet®) und

anderen bekannt, da8 die charakteristischen Absorptions-
banden aromatischer Ringsysteme im polarisierten Licht nur
dann auftreten, wenn der elektrische Vektor des Lichtes in der
Ebene der Ringe schwingt. Durch diese Tatsache ist es még-
lich, die Lage aromatischer Systeme innerhalb einer gréBeren
Molekel festzustellen, wenn die Molekel selbst in bestimmter
Weise ausgerichtet werden kann. Werden nun die stibchen-
férmigen Molekeln des TM-Virus durch Stromung in einer
Capillare parallel gerichtet, so zeigt sich, daB im polarisierten
ultravioletten Licht die charakteristische Absorptionsbande,
die durch den Indol-Ring des Tryptophans verursacht wird,
nur deutlich hervortritt, wenn der elektrische Vektor des
Lichtes senkrecht zur Lingsachse des TM-Virus schwingt

1) H. S. Loring, J. biol. Chemistry 180, 251 [1939].
1) Zitat nach S. S. Coken u. W. M. Stanley, ebenda 140, 833 [1941).
) Hoppe-Seyler's Z. pbysiol. Chem. 568, 43 [1940); 2374, 267 [19482).
1) M. L. Anson u. W. M, Stanley, ]. gen. Physiol. 34, 679 [1941].
1) Natuewiss. 89, 33 (1941]. 8) Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 582 [1941).
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M) G. Melchers, G. Schramm, H.Trurwit u. H. Friedrick-Fresha, Biol. Zbl. 60, 524 [1940].
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®) G. Schramm u. L. Rebonsburg, ebenda 80, 48 [1942).
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(Abb. 6). Hieraus muf geschlossen werden, da8 die Indol-
Ringebenen des Tryptophans inmerhalb der Virus-Molekel
parallel zueinander ausgerichtet sind und senkrecht zur Lings-
achse der Molekel
stehen. Das gleiche
gilt fiir die Purin-
Ringebenen der Nu-
cleinsiure. Wenn die
Purin-Ringe senk-
recht zur Virus-Ach-
se ausgerichtet sind,
miissen die Nuclein-
siure-Ketten  vor-
wiegend parallel zur
Lingsachse der Mol-
ekel verlaufen. Hier-
nach haben also so-
wohldas Tryptophan
als auch die Nuclein-
sdure-Molekeln eine
genaudefinierteLage
innerhalb der Ge-
samtmolekel.

Die RegelmiBig-
keit im Aufbau des
TM-Virus tritt auch
a5 beiden Untersuchun-
gen mit Réntgen-
strahlen hervor.
Esergebensich regel-
miBige Abstinde der
einzelnen Netzebe-
nen, woraus hervor-
geht, daB den einzel-
i nen Atomen inner-
halb der Gesamt-
molekel eine ganz be-
«» stimmte Lage zu-
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94 kommt. Aus der ni-
heren Analyse der
Rontgendiagramme
93 X ergibt sich mnach
Bernal u. Fanku-
chenl®) eine rhom-
boedrische Elemen-
tarzelle, die eine Di-
mension von 67x87 A
besitzt (Abb. 7). Aus
dem Volumen dieser
Elementarzelle und
ihrem  spezifischen
Gewicht berechnet
sich fiir diese ein
Molekulargewicht von 370 coo. Es ist anzunehmen, daB jeweils
drei Elementarzellen eine hexagonale Scheibe von 68 A Dicke
und ‘150 A Dmr. bilden. Etwa 40 dieser Scheiben, wie Geld-
stiicke einer Geldrolle aufeinandergelegt, wirden dann die
Gesamtlinge der Virus-Molekel ergeben.

260 270 280 290 30

—_— N (mp)
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Abb. 6. Absorption des durch Strémung
ausgerichteten Tabakmosaikvirus im polari-
sierten ultravioletten Licht.

(Nach Butenandt. Friedrich-Freksa, Hartwig und Schesde.)

1=Elektr.Lichtvektorsenkrecht z. Strdmungsrichtung
|[=Elektr. Lichtvektor parallel z.Strdmungsrichtung
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Abb. 7. Struktur des Tabakmosaikvirus.
(Nach den Rintgenuntersuchungen von Bermal und Fanhuchen.)

Die Unterteilung des Virus in gleichartige Untereinheiten
konnte auch auf chemischem Wege nachgewiesen werden
(G. Schramm®). Im alkalischen Gebiet knapp auBerhalb der

J) Naturwiss. 81, 94 [1948].
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py-Stabilititsgrenze zerfillt das TM-Virus in biologisch in-
aktive einheitliche Spaltstiicke, fiir die sich aus der Sedi-
mentations- und Diffusionskonstante ein Molekulargewicht
von 360 000 ergibt, das recht gut mit dem der rontgenographisch
ermittelten Elementarzelle iibereinstimmt. Neben einem
nucleinsiure-freien Spaltstiick dieser GréBe wurde auch ein
gleich grofies nucleinsiure-haltiges Spalt-Protein isoliert. Als
Zwischenstufen treten bei der Spaltung gréBere, ebenfalls
nucleinsidure-haltige Komponenten auf.

Aus diesen Befunden geht also hervor, daB das TM-Virus
aus etwa 130 der GréB8e und Ladung nach
gleichen Untereinheiten besteht. Die gréBen-
ordnungsmiBige Ubereinstimmung dieser Zahl mit der in dem
TM-Virus enthaltenen Nucleinsiure-Molekel und die Iso-
lierung des nucleinsiure-haltigen Spaltproduktes macht es
wahrscheinlich, daB jede Untereinheit eine Mo-
lekel Nucleinsdure enthidlt. Da die Nucleinsiure
bei der Elektrophorese nicht von der Protein-Komponente
abdissoziiert, darf man annehmen, daB diese nicht nur salz-
artig, sondern auch durch homéopolare Bindungen
(z. B. Wasserstoff-Briicken) mit dem Protein-Geriist verbun-
den ist.

Durch Denaturierungsmittel, wie z. B. stirkeres Alkali, kann
die Nucleinsiure vollstindig von dem Eiwei8 getrennt werden. Die
bei der Behandlung mit starkem Alkali auftretenden EiweiB-Spalt-
stiicke wurden von Pfankuch) niher untersucht. Sie neigen stark
zur Aggregation und sind im neutralen Gebiet fast unléslich. Sie
unterscheiden sich in diesem Punkt sowie in ihrem elektrophoreti-
schen und serologischen Verhalten eindeutig von den unter milden
Bedingungen erhaltenen primiren Spaltstiicken vom Molekular-
gewicht 360 ooo.

Sehr aufschluBreich ist auch die serologische
Untersuchung der Spaltstiicke, die gemein-
sam mit H. Friedrich-Freksa durchgefiihrt wurde. Es zeigte
sich, daB die unter milden Bedingungen erhaltenen Spalt-
Proteine noch ihre volle antigene Wirksamkeit besitzen. In-
folge der vergroBerten Oberfliche binden sie sogar mehr Virus-
Antikorper als das Virus selbst. Werden die Spaltstiicke durch
stirkeres Alkali denaturiert, so geht ein Teil der antigenen
Wirksamkeit verloren, und es werden nicht mehr alle Virus-
Antikérper prazipitiert. Besonders interessant ist die Frage,
wieweit die einzelnen, in dem TM-Virus festgestellten Wirkgrup-
pen auf verschiedene Spaltstiicke verteilt sind, oder ob die oben
mit A, B, C usw. bezeichneten Wirkgruppen in jedem der
Spaltstiicke mit dem Molekulargewicht 360000 enthalten
sind. Durch eine entsprechende Versuchsanordnung lief sich
zeigen, daB alle Spaltstiicke serologisch unter sich gleich
sind, also jedes bereits alle antigenen Wirkgruppen enthilt,

Bei der niheren Untersuchung der Spaltstiicke ergab sich
der iiberraschende Befund, daB beim Ansiuern der alkalischen
Lésung der nucleinsdure-freien Spaltkomponente bzw. des ent-
sprechenden Nucleoproteids die Spaitstiicke wiederzueinem
einheitlichen hochmolekularen Protein
von der Gr6B8e und Gestalt des TM-Virus
zusammentreten. Die elektronenmikroskopische Ab-
bildung des riickgebildeten Proteins zeigt, daB dieses wiederum
eine stibchenférmige Gestalt besitzt. Es kristallisiert in
gleicher Weise wie das Virus in parakristallinen Nadeln und
zeigt in der Ultrazentrifuge die gleiche Sedimentationskonstante.
Das riickgebildete Protein besitzt jedoch keine Ver-
mehrungsfihigkeit.

Das riickgebildete Protein unterscheidet sich auch da-
durch von dem Virus], daB es oberhalb pg 6 im allg. iiber be-
stimmte Zwischenstufen wieder in die niedermolekularen
Spaltstiicke zerfillt. Es verhilt sich also dhnlich wie andere
hochmolekulare EiweiB-Stoffe, z. B. das Himocyanin (Mole-
kulargewicht 8- 10%), das ebenfalls reversibel in bestimmte
kleinere Teilchen vom halben, achtel oder sechszehntel Mole-
kulargewicht dissoziieren kann. Wird hingegen die Riick-
bildung der hochmolekularen stibchenférmigen Molekel in
Gegenwart von Phosphat vorgenommen, so erhidlt man ein
Protein, das sich in seiner pg-Stabilitit nicht vom TM-Virus
unterscheidet. Eine biologische Wirksamkeit des auf diese
Weise hergestellten hochmolekularen Nucleoproteids war je-
doch ebenfalls nicht festzustellen. Es ist zu hoffen, da8 durch
die nihere Untersuchung der Spaltung und der Riickbildung
auch die Bedingungen aufgefunden werden kdnnen, unter
denen die Synthese eines vermehrungsfihigen Proteins aus

%) Bjochem. Z. 808, 125 [1940]; Naturwiss. 81, 93 [1943].
*1) Unverdffentlichte Versuch
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inaktiven, niedermolekularen Bausteinen moglich ist. Die
Leichtigkeit, mit der die charakteristische AuBere Gestalt
und GréBe des Virus aus den Spaltstlicken wieder zuriick-
gebildet werden kann, zeigt, daB die Form und GréBe des
Virus energetisch vor unzihligen anderen moglichen Formen
der Aggregation ausgezeichnet sein miissen und sich an-
scheinend zwangsliufig aus den Eigenschaften der Spaltstiicke
ergeben. Man ist daher wohl zu dem SchluB berechtigt, daB
diese niedermolekularen Komponenten auch eine Zwischen-
stufe bei der biologischen Synthese des Virus in der Pflanze
bilden. Auch die bei der Mutation erfolgende gleichzeitige
Umwandlung aller Untereinheiten ist wohl nur unter der

Annahme verstindlich, da8 die Bildung einer Virusmolekel
ihren Ausgangspunkt von einer einzigen Untereinheit nimmt,
aus der dann durch eine Reihe identischer Verdopplungen
die vollstindige Molekel entsteht,

Es zeigt sich also, da8 durch eine genaue Konstitutions-
ermittlung der Virusarten sichere experimentelle Grundlagen
fiir die theoretische Deutung der Selbstvermehrung der Virus-
arten und damit der Lebewesen iiberhaupt gewonnen werden.
Dariiber hinaus wird es bei einer genauen Kenntnis der Kon-
stitution der Virusarten moglich sein, auch neue Ansatz-
punkte fiir die Bekdmpfung der Virus-Krankheiten bei Mensch,
Tier und Pflanze zu finden. Eingeg. 24. Januar 1944. [A. 4]

Die diffusionsechten Farbbildner des Agfacolorfilms
Vor Dyr. W. SCHNEJDER, Dv. A. FROHLICH und Dr. H. SCHULZE
Aus den Wissenschaftl.-Farbenphotogr. Laboratorien der I. G. Farbenindusirie A.-G. AGFA, Wolfen

on den beiden theoretisch denkbaren Moglichkeiten der
Dreifarbenphotographie haben sich bis heute nur die
subtraktiven Verfahren einen umfassenden und stindig
steigenden Anwendungsbereich sichern kénnen. Das sind Ver-
fahren, bei denen das Licht Verinderungen an einer licht-
empfindlichen Substanz — im allg. einem Silber-Salz — be-
wirkt, mit deren Hilfe in Sekundirprozessen entsprechende
Farbstoffbilder erzeugt werden. Bei den &lteren subtraktiven
Dreifarbenverfahren bestanden die Sekundirprozesse meist
in Ausbleich-, Virage- oder Tonungsprozessen. Der Anteil der
organischen Chemie beschrinkte sich dabei im wesentlichen
auf die Lieferung geeigneter Farbstoffe aus vorhandenen Sor-
timenten. Fiir eine universelle Anwendung waren diese Ver-
fahren viel zu kompliziert.

Nun waren zwar schon seit einigen Jahrzehnten vor allem
von R. Fischer recht klare, wenn auch rein theoretische Vor-
stellungen iiber eine einfache Losung der Dreifarbenphoto-
graphie entwickelt worden. Dabei sollten in drei unmittelbar
iibereinandergegossenen, fiir rotes bzw. griines bzw. blaues
Licht empfindlichen Schichten mit Hilfe von in diesen Schichten
vorhandenen Verbindungen, den ,Farbbildnern,
Farbstoffe erzeugt werden. Wihrend nun die photographische
und technische Seite dieser Vorstellungen entweder schon
teilweise Gestalt gewonnen hatte oder durch Anpassen be-
kannter Farbbildungsreaktionen an die besonderen Bedin-
gungen des photographischen Entwicklungsprozesses keine
grundsitzlichen Schwierigkeiten zu bieten schien, blieb der
entscheidende Teil der Aufgabe, nimlich die Verhinde-
rung der Diffusion der Farbbildner von
einer Schicht in die andere, ungelost. Noch bis
in die jlingste Zeit hinein finden wir in allen Verdffentlichungen?)
die Ansicht vertreten, daB diese Diffusionsechtheit durch eine
moglichst groBe Unléslichkeit erzwungen werden soll, ohne
daB dabeij beriicksichtigt wurde, da dadurch nicht nur die
Transparenz der hergestellten Schichten, sondern auch die
Reaktionsfahigkeit des Farbstoffbildners herabgesetzt wird.
AuBerdem miissen Korper, die einer photographischen Schicht
zugesetzt werden sollen, indifferent gegeniiber der Emulsion
und den Sensibilisierungsfarbstoffen sein. Weiter verlangen
die Anspriiche an Léslichkeit, Eigenfarbe und Reaktions-
fahigkeit eine eingehende Beriicksichtigung. Solche Korper
gab es nicht und ebensowenig irgendwelche Arbeiten, die er-
laubt hitten, Schliisse auf die mutmaBliche
Konstitution derartiger Verbindungen zu
ziehen.

Im folgenden soll ein Uberblick iber den N
bisher nur zum Teil aus Patentschriften bekanntgewordenen
Weg gegeben werden, der zur Synthese der diffusionsfesten
Farbbildner des Agfacolorfilms fiihrte.

Aufbau des Agfacolorfilms.
Zunéchst seien kurz Aufbau und Wirkungsweise des Agfa-
color-Verfahrens?) vorangestellt.
Das nachstehende Schema (Abb. 1) gibt einen Quer-
schnitt durch den Agfacolorfilm.

Auf einer Seite eines Schichttrigers befinden sich drei
fiir verschiedene Teile des Spektrums empfindliche Halogen-

1) K. u. L. Schinzel: Das Lichtbild, Ausgabe 2, XII, S. 19, September 1936 {vgl. auch
Brit. Pat. 508 768, Prior. v. 7. Juli 1986).
) W. Schneider, Chemiker-Ztg. 65, 369 [1941].
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silber-Schichten unmittelbar iibereinandergegossen, deren jede
einen diffusionsfesten Farbbildner enthilt. AuBerdem be-
findet sich zur besseren Farbtrennung zwischen oberster und
zweiter Schicht ein Gelbfilter. Durch eine einzige Entwick-

Empfindlich filr Blau Farbbildner fir Gelb
wAAAAA A Gelbfilterschicht  wAvAAAAAAA A
Empfindlich far Grin Farbbildoer fir Purpur
Empfindlich fir Rot Farbbildoer fiir Blaugriin

Schichttriger

Abb.1. Querschnitt durch den Agfacoiorfilm.

lung mit einem Farbentwickler entstehen gleichzeitig in allen
drei Schichten Farbstoff- und Silber-Bilder. Nach Bleichen
der Silber-Bilder mit einem Oxydationsmittel werden die ge-
bildeten Silber-Salze und das nicht angegriffene Rest-Halogen-
silber in.allen Schichten gleichzeitig herausgelést, und man
erhidlt ein reines subtraktives Dreifarbenbild, da auch die
Gelbfilterschicht durch die Behandlungsbider mit entfernt
wird.

Stand der Technik bis zum Beginn der Arbeiten.

Das Agfacolor-Verfahren macht von der Farbstoffbildungs-
reaktion Gebrauch, die von Rudolf Fischer aufgefunden und
in der deutschen Patentschrift 253 335 aus dem Jahre 1912
beschrieben wurde. Fischer hatte den Anwendungsbereich
von Homolkas Entdeckung?) der farbigen Entwicklung be-
triachtlich erweitert, indem er statt nur eines Farbbildners
deren zwei auf das belichtete Halogensilber einwirken lieB.
Homolka arbeitete z. B. nach GI. 1:

o

/ \_c/ /\__c/ C/—

ef | | +4agBr — { || | | [+44s+4HBr

A VY TV

wihrend der von Fischer aufgefundene ProzeB nach Gl. 2
verlduft:

C,H, it
/ — —
N - Na N N
< N'\ -——>o_<_ =N > N\ + 4 Ag + 4 HBr
C:H, <O C.H,

Fischer schlug auch vor, nach Einbeziehung der von Sachs auf-
gefundenen Azomethin-Reaktiond) entsprechend Gl. 3:

CH, CH,

(!i}o — / Gl (II:0 — / Gt HB:
CH, + N, —<_>—N\ + 4AgBr—> C =N—<_>—N\ "'_: . A;
COOR C.H, COOR CeH,

mit drei , Farbbildnern‘ und einem Entwickler die drei sub-
traktiven Teilfarben Gelb, Purpur und Blaugriin herzustellen
und den von ihm aufgefundenen EntwicklungsprozeB8 auf das
zuerst von Ducos du Hauron angegebene Prinzip der subtrak-
tiven Farbenphotographie zu iibertragen, Nach seinen An-

3) Photogr. Korresp. 19807, 55.
4) P. Ehrlich u. F. Sachs, Ber. dtsch. chem. Ges. 82, 2341 [1899].

113





