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Fig. 1. a) Elektrophorese-Gradient von isoelektrisch prizipitiertem

a-Crystallin, 185 V, 12 mA, 8°C, 40 min, 0,1 M NaOAc, 0,05 M

Glyein, pH 7,8 (NaOH)}. b} Sedimentations-Gradient vom gleichen
y Priparat. 50000 rpm, 1500 sec, 17°C, 15" =<, 1,1% Conc.

.

Fig.2. a) und b) Sedimentationsgradienten von ein- und zweimal prii-
zipitiertem o-Crystallin, 42000 rpm, 1500 sec, 45° <, 1,2% Conc.,
Temp.: a: 21,1°C; b: 20,0°C.

Fig. 3. Sedimentationsgradient

von zweimal isoclektrisch

priizipitiertem  «-Crystaliin,

wicder aufgelost in 0,1 M

NaOAc, 0,05 M Glycin,pH 7,1;

1,4% Conc.; 47,760 rpm, 2820
- sec, 12,1°C, 45° =

Wenn man die Losung von o-Crystallin bis pH 2.5 an-
sduert, entsteht eine klare Losung, die in der Ultrazentri-
fuge nur einen Gradienten bildet mit einer Sedimenta-
tionskonstante von § ~ 1. Dies bedeutet, dass beide Kom-
ponenten zu einer einzelnen Verbindung dissoziieren. Die-
ses Spaltungsprodukt besitzt noch alle typischen Eiweiss-
eigenschaften und ist serologisch identisch mit «-Crystallin.

Wenn man das isoelektrische Prizipitat bei pH 7.8 auf-
16st und diese Losung wiederholt durch Ansiuern bei
pH 5.0 prazipitiert und diesen Niederschlag erneut bei
pH 7.8 auflést, so &ndert sich das Sedimentationsdia-
gramm. Die Konzentration der schnellen Komponente
nimmt ab, die der langsamen Komponente nimmt zu.
(Fig. 2a und 2b.)

Nach langdauernden Arbeitsgdngen sowie nach fort-
gesetzter Sedimentation ergibt sich ofters eine Aggrega-
tion der «p-Komponente: Figur 3.

Der verbleibende Hauptgradient rithrt von der ay-
Komponente her. Dies weist darauf hin, dass der Unter-
schied zwischen den zwei Komponenten in der Form der
Teilchen zu suchen ist, dass also die (native} o ,-Kompo-
nente entfaltet worden ist.

Die gleichmissige Abflachung des o -Gradienten wah-
rend der Sedimentation weist darauf hin, dass die native
Komponente kugelférmige Gestalt hat. Eine exakte Mes-
sung der Diffusionskonstante ist jedoch vollig ausgeschlos-
sen, weil wir die zwei Komponenten nicht quantitativ
trennen konnen, so dass es unmdoglich ist, eine homogene
Losung der «,-Komponente zu erhalten.

Rein theoretisch konnten wir aber beweisen?2, dass
eine Losung, welche kugelfdrmige und gestreckte Teilchen
von gleichem Molekulargewicht enthalt, wobei das Ach-
senverhéltnis der gestreckten Teilchen 1,/1, = 20 betrigt,
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zwei Gradienten in der Ultrazentrifuge bildet, deren Sedi-
mentationskonstanten sich wie 1 zu 2 verhalten, wihrend
sich bei der Elektrophorese dieser Losung nur ein Gradient
bilden muss, wie dies beim «-Crystallin der Fall ist. Dass
es sich beim a-Crystallin um einen Entartungsvorgang
handelt, worin mehr oder weniger globulire, native Teil-
chen einer Streckung unterzogen werden, ehe die weitere
Denaturierung fortschreiten kann, wird durch die obrigen
theoretischen Uberlegungen wahrscheinlich gemacht und
wird unterstiitzt durch die Kristallisationsversuche von
Woob ef al. 2. Diese Forscher arbeiteten mit Priaparaten,
welche durch ihre Bereitungsweise entartete Linseneiweisse
enthielten. Die Nadelstruktur der «a»z-Kristalle weist auf
eine langgestreckte Form dieser entarteten Eiweissteilchen
hin.

Die bisherige physikalisch-chemische Untersuchung des
Linseneiweisses a-Crystallin ergibt ein Bild, das, obgleich
noch hauptsidchlich qualitativ, doch den Weg zeigt, nach
welchem weitere quantitative Untersuchungen erfolgen
miissen, um die Struktur dieses besonders interessanten
Eiweisses zu kldren.

W. F. BonN

Laboratovium fitv Biochemie und Toxikologie der Uni-
vevsitdt Amstevdam (Niedevlande), 7. April 1960.

Summary

Ultracentrifugal and electrophoretic investigations of
the eye lens protein a-crystallin show the probability that
this protein exists in the lens and in its solutions (between
pH 3.5 and 9.5} in two sub-units only differing in shape:
a globular and a stretched unit.

22 W, P Bovw, Rec. Trav. chim, Pays-Bas 78, 75 (1959).
2 pDon C. Woop ¢t al., ]. biol. Chem. 234, 329 {19598},

The Investigation of the Action of Ultrasound on
some Proteid Substances. Part II.!
The Action of Ultrasound on Diastase

Numerous publications which have appeared in recent
years? show that in addition to engineering, medicine and
biology, chemistry and particulary biochemistry represent
a broad field of application for ultrasound. Its action on
ferments has been established on oxidases?®, blood cata-
lase4, yeast ferments®, pepsin®, salivary diastase?, and
tripsin?®.

1 Part I: Bull. Soc. chim. Belgrade (in press).

2 L. BERGMANN, Ultraschall und seine Anwendung in Wissen-
schajt und Technik (Ziirich 1954).

3 R, J.Curistensen and R. Samiscu, Plant Physiol. 8, 385 (1934},

4 H. Simiva and J. Toruxky, Exp. Med. 31, 181 (1936},

5 H.voN Evrer and B. Skarzynski, Naturwissenschaften 37,
389 (1943).

8 G. MiLHAUD and R, O. PruproMME, Ann. Inst. Pasteur 76, 333
(1943).

? M. Buonsanto, Boll. Soc. ital. Biol. sper. 28, 950 (1952).

8 V. SteFaNovié, 1. Kostié, M. BREsjanac, and D. Zivanovié,
Bull. Soc. chim. Belgrade, in press,

% R. WILLSTATTER ef al., Z. physiol. Chem. 126, 143 (1923).
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Time of ultrasonic Enzyme activity in pH values of
treatment Willstitters units solution

0 min 9.9 x 10 5.50

5 min 8.5 x 104 5.50
10 min 7.0 x 104 5.20
15 min 5.6 x 104 5.05
20 min 4.8 x 10 4.90
30 min 2.7 x 104 4.70

The results obtained show that the activity of 0.5%, diastase
solutions and the pH values have been decreasing gradually
but regularly.
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These investigations are of significance for application
of ultrasound in practical medicine as well. The mecha-
nism of the action of ultrasound being still insufficiently
explained, it is necessary to be careful when applying it
for therapeutic purposes. Just for that reason, the in-
vestigation of its action on substances contained in human
body is of great importance, since it offers the possibility
of avoiding mistakes and accidents when applying ultra-
sound for therapy. We have investigated the action of
ultrasound on diastase solution (0.5% B. D. H. make) and
in each experiment we have used 10 ml of it.

The ultrasound of frequency 3 Mc/s and intensity of
1.5 W/sq.cm. has been obtained from a Yugoslav make
of generator. The solutions have been placed in a {flask,
the bottom of the flask being made of thin gum. The
samples were exposed for the period of 0, 5, 10, 20, and
30 min respectively. During the exposure the solutions
have been cooled in tap water in such a way that the tem-
perature has never been allowed to rise above 30°C. The
activities of the solutions were determined by WiLL-
STATTER’S method? 5 h after the treatment. The pH va-
lues were measured immediately after exposure (Table).

V. Steranovié, A. Djukanovié,
K. VELa$evié, and D. Zivanovié

Institute of Tubevculosis of the P. R. of Sevbia, Belgrade,
Institute of Inorvganic and Analytical Chemistvy, Pharma-
ceutical Faculty, Belgrade, and Institule of Biology, Vete-
vinary Faculty, Belgvade (Yugoslavia), March 17, 71960.

Zusammenfassung

Die Ultraschallwirkung auf Diastase wurde an deren
Aktivitdts- und pH-Anderung untersucht. Verschieden
lang beschallte, 0.5%ige wisserige Diastaseldsungen er-
gaben stufenweises und regelmissiges Absinken der Akti-
vitdten und pH-Werte.

The Inhibitory Effect of 6-Azauracil Riboside
on the Multiplication of Vaccinia Virus

6-Azauracil, and particularly its riboside, are known to
inhibit the growth of a number of microorganisms?* ? and
experimental tumours®-%. We now wish to report tests on
the anti-virus activity of the two compounds.

In our screening test (diffusion of the tested substance
through agar using Dulbecco’s plaque method for virus
giving a positive cytopathogenic effect) 6-azauracil proved
inactive but its riboside exhibited notable activity on the
multiplication of vaccinia virus compared with benzimid-
azole (Figures 1-3).
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Fig. 1. 6-Azauracil (4.4 x 10~1 M, incompletely dissolved). No zone
of inhibition or toxicity.

Benzimidazole (8.5 x 1072 3, Fluka, Switzerland). Zone of
toxicity around the cylinder and further away narrow zone of in-
hibition.

Fig. 2.
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