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Einwirkung einiger Carbonylreagentien
auf das Virus der Maul- und Klauenseuche
(MKS)

Auf der Suche nach Substanzen, die infektitse Ribo-
nucleinsure (RNS) tierischer Viren stabilisieren kénn-
ten, fanden FRANKLIN und WECKER?, dass Hydroxylamin
die infektitse RNS aus Miuseencephalitis-Virus inakti-
vierte und ebenso das intakte Virus der klassischen Ge-
fliigelpest, der Schweineinfluenza und der Pferdeencepha-
lomyelitis (West-Typ). Unter gleichen Versuchsbedin-
gungen konnte aber andererseits zum Beispiel beim Virus
der atypischen Gefliigelpest (New Castle Disease}, des
Mumps und des Herpes simplex durch Hydroxylamin kei-
ne Einbusse der Virulenz festgestellt werden.

Auf Grund ausgedehnter Untersuchungen schlossen die
genannten Autoren, dass Hydroxylamin an der RNS an-
greift —~ in welcher Weise blieb ungeklidrt — und nicht am
Proteinanteil des Virus. Die Befunde vor allem aber, dass
bei der Inaktivierung gewisser Viren durch Hydroxyl-
amin die antigenen Eigenschaften, wie die der Komple-
mentbindung und der Himagglutination, unverandert
weiterbestehen blieben, gab zu den hier mitgeteilten Un-
tersuchungen Anlass. Diese sollten feststellen,

a) ob das durch Hydroxylamin inaktivierte Virus auch
noch immunitdtserzeugende Fahigkeiten aufweist, und

b) ob gegebenenfalls andere Carbonylreagentien vom
Typus des Hydroxylamins, wie Hydrazin und Semicarb-
azid, auch zu dieser spezifischen Wirkung aunf das Virus
fdhig sind.

Bei unseren Versuchen beschrankten wir uns auf das
Virus der MKS. Die meisten Versuche wurden mit dem
O-Typ ausgefiihrt, doch kamen bei einigen auch die Typen
A und C zur Anwendung, da von vorneherein nicht ausge-
schlossen werden konnte, dass das durch Hydroxylamin
inaktivierte Virus je nach Typ etwas andere immunogene
Eigenschaften (zum Beispiel in qualitativer oder in quan-
titativer Beziehung) aufweisen konnte.

Fiir die Bereitung der Virussuspensionen beniitzten wir
Zungenaphthen (Blasendecken) von kiinstlich mit MKS-
Virus infizierten Rindern. Das fein zerkleinerte Material
wurde in gepufferter Kochsalzlosung vom pH 7,5 (50 g
Na,HPO, - 2 H,0, 2 g KH,PO, und 144 g NaCl auf 20 1
H,0) aufgenommen und 10 min zentrifugiert (8000 T/min)
(1 g Zungenepithelien + 10 ml Kochsalzlésung = Virus-
suspension 1 - 10-1),

Methodik der Imaktivierung. Die Carbonylreagentien
wurden als Hydrochloride eingewogen und jeweils unter
Zusatz von Natronlauge in 2-molare Lésungen vom pH
7.5 gebracht. Diese Lésungen wurden mit dem gleichen
Volumen Virussuspension 26 h bei 20° stehengelassen.
Da die verwendeten Carbonylreagentien starke Blutgifte
darstellen, wurden sie nach vollzogener Inaktivierung
durch 24stiindige Dialyse gegen Leitungswasser entfernt.

Evgebnisse. Hydroxylamin, nicht aber die beiden andern
oben erwihnten Carbonylreagentien, vermochte in der
angegebenen Versuchanordnung schon nach 15 min Ein-
wirkungsdauer die Standard-Virussuspension, wenn auch
nicht vollstindig, so doch grisstenteils, apathogen zu
machen. {Die Einwirkungsdauer ldsst sich leider nicht
scharf bemessen. Man kann lediglich die Reaktionsge-
schwindigkeit durch Verdiinnen der Versuchslosung més-
sigen. Wir haben dies durch Hinzufiigen des 4fachen Vo-
lumens an gepufferter Kochsalzlssung (siehe oben) und
anschliessende Dialyse getan.) — Bei 26-40 h dauernder
Einwirkung konnte auch mit Hydrazin und Semicarbazid
in allen Fillen eine restlose Inaktivierung erzielt werden.
Die mit derart inaktiviertem Virus immunisierten Meer-
schweinchen erwiesen sich ohne Ausnahme als geschiitzt
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Nr. Resultat der Infektion nach
des
Am 3.12., 12.12. und | Tieres | 1. Tag | 2. Tag| 3. Tag| 4. Tag
am 16. 12. 59 wurden
den Meerschweinchen
Nr. 16071 -16081 je |16071] O O ~ N
0,5ml mit Hydrazinin- | 16072 O O @) O
aktiviertessMKS-Virus, {16073 | O O ~ ~
Typ C, in die Kniefalte [16074 | O O O O
eines Hinterbeins inji- | 16075 O O O O
ziert.Am20.12. wurden |16076 O O @) O
samtliche Tiere inklu- [16077 | O O O O
sive die Kontrolltiere 116078 | O O O Q
Nr. 16082 bis 16086 |16079 | O O N ~
mit virulentem Virus, {16080 | O O O O
Typ C (Konzeniration {16081 O O O O
0,2-107%) in beide Hin- {16082 ~ ~ g o]
terpfoten intrakutan |16083 | ~ | L} o r:/j
infiziert, 16084 ~ v v v
16085 Lluio
16086 s J N2 J
O = Keine Erscheinun- | | = Sekundiraphthen
gen von MKS vorne links und
N\ = Primiraphthe rechts
hinten links \/ = vollstindige Gene-
v = Primaraphthen ralisation (hinten 2,
hinten links und rechts vorne 2, Zunge)

gegen eine generalisierende Krankheit, wenn sie mit dem
homologen Virustyp infiziert wurden, wihrend es bei den
Kontrolltieren in rund 759, der Fille zu einer generalisie-
renden MKS kam? - Die erzeugte Immunitit ist streng
typspezifisch, das heisst Meerschweinchen, die mit in-
aktiviertem C-Virus immunisiert worden waren, erkrank-
ten ohne Ausnahme an einer generalisierenden MKS nach
Infektion mit dem Virus des O-Typs. — Bei der Mehrzahl
der Meerschweinchen konnte schon nach zweimaliger sub-
kutaner Injektion mit inaktiviertem Virus eine Immuni-
tit hervorgerufen werden, wihrend eine einmalige Injek-
tion nur eine Teilimmunitdt hervorzurufen vermochte.
Als ganz ungeniigend zur Immunisierung erwies sich eine
einmalige intrakutane Applikation des inaktivierten Virus
in die Planten. Dies diirfte darauf zuriickzufithren sein,
dass bei dieser Art der Implung jeweils nur sehr kleine
Mengen des Antigens inkorporiert werden kénnen. In
der Tabelle ist ein typisches Beispiel unserer Inaktivie-
rungs- und Immunisierungsversuche wiedergegeben.
Diskussion. FRAENKEL-CONRAT ef al.% haben in jlingster
Zeit die Ansicht gedussert, dass dasjenige Virus-Antigen
zur Erzeugung einer Immunitit als das idealste zu be-
zeichnen wire, das bei vollig intaktem Proteinanteil in-
aktivierte RNS enthdlt. Es hatte sich ndmlich ergeben,
dass der von der RNS abgetrennte Proteinteil des Tabak-
mosaikvirus (TMV) zum Beispiel wenn er dissoziiert ist,
eine neue Antigenkomponente manifest werden ldsst und
sich dann serologisch vom TMV selbst oder dessen intak-
tem bzw. reaggregiertem Proteinanteil unterscheidet?.
Unter physiologischen Bedingungen dissoziiert das von der
RNS separierte Virusprotein, womit sich dieses fiir Immu-
nisierungszwecke als ungeeignet erweist.

Herrn Dr. G. A. MOOSBRUGGER, Leiter des Eidg, Vakzine-Instituts
in Basel, danken wir, dass er uns die Durchfiihrung dieser Unter-
suchungen ermoglicht hat.
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Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit scheint
der Proteinteil des MKS-Virus nicht stark verdndert
worden zu sein, denn das durch die oben genannten Car-
bonylreagentien inaktivierte Virus verhilt sich bei der
Komplementbindungsreaktion wie ein unbehandeltes,
infektitises Virus. Wo der Angriffspunkt dieser Reagen-
tien liegt, lisst sich nicht mit Bestimmtheit sagen. Er
diirfte aber auch, hier schon auf Grund der Komplement-
bindungsreaktion im RN 8-Anteil zu suchen sein, wie dies
FRANKLIN & WECKER! fiir das Virus der Miuseencepha-
litis sehr wahrscheinlich gemacht haben. Ein Vergleich
mit dem durch Formalin behandelten MKS-Virus zeigt,
dass dieses einen erheblich niedrigeren Antigentiter auf-
weist als das durch Hydroxylamin inaktivierte Virus.

V. SpunLER und K. MEYER

Eidgendssisches Vakzine-Instilut, Basel und Phaymazeu-
tische Anstalt dev Universitdit Basel, 12. Juli 71960.

Summary

The virus of foot and mouth disease is inactivated by
hydroxylamine, hydrazine and semicarbazide. Such in-
activated virus does not differ serologically from intact
virus, and represents an interesting antigen for purposes
of immunization.

Glicolisi anaerobia del pancreas di cavia

In precedenti lavori alcuni autori {SCHNEIDER ef al.l)
hanno studiato le caratteristiche dei mitocondri e dei gra-
nuli di secrezione del pancreas; recenti ricerche (NovELLI?)
con il metodo della centrifugazione frazionata hanno per-
messo di separare nell’omogenato di pancreas due frazioni
distinte costituite da granuli di secrezione e da mitocondri
nettamente differenziabili. Nella presente ricerca abbiamo
studiato il comportamento della glicolisi anaerobia nelle
diverse frazioni cellulari del pancreas: granuli di tripsino-
geno, mitocondri, fase solubile.
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ed i granuli furono risospesi in saccarosio 0.25 M, fino a
riottenere il volume originario dell’omogenato. La deter-
minazione dell’attivita glicolitica venne effettuata secondo
il metodo manometrico di LE Pacr?; la prima serie di
vaschette conteneva la frazione in esperimento, in solu-
zione di LE PAGE, senza aggiunta di alcun nucleotide;
nella seconda serie si aggiunsero 0.10 ml di ATP 0.01 M;
nella terza-serie 0.20 mi di DPN 0.003 3 ; nella quarta
seric ATP e DPN nelle concentrazioni indicate. L’azoto
di ogni frazione usata venne determinato con microkjel-
dahl. La purezza di ogni frazione venne controllata al
microscopio in contrasto di fase (Zeiss Winkel). I valori
furono espressi come QCO,(N), dividendo i pl di CO, svi-
luppati in 60 min/i mg di N delle diverse frazioni.

Dall’esame dei dati esposti nella Tabella, risulta che
Pattivita glicolitica & pilt evidente nella frazione P 1 che
nella frazione P 2. Tale attivita & risultata assente nella
frazione S. L’aggiunta di ATP e di DPN, separatamente,
alla frazione P1 non modifica sensibilmente il QCQO,{N};
Vaggiunta, invece, di entrambi i nucleotidi determina
un’evidente stimolazione di tale attivitd. Sulla frazione
P2, invece, sia I'ATP che il DPN provocano un aumento
dell’attivita glicolitica, maggiore per il primo che per il
secondo; la miscela dei due provoca un aumento ancora
maggiore. Risulta quindi, dai dati sopra esposti, che nella
cellula pancreatica gli enzimi della glicolisi anaerobia sono
presenti sia nei granuli che nei mitocondri, mentre non &
stato possibile evidenziarli nella fase solubile. Il QCO,(N)
della frazione P1 risultd immodificato anche in seguito a
ripetuti lavaggi di detta frazione con soluzione di sacca-
rosio 0.25 M.

E noto dalle ricerche di numerosi autori: (LE PaGE e
ScHNEIDERY, KENNEDY ¢ LEENINGERS®, HERS ¢f al.® che
nel fegato, nel rene, nel miocardio, gli enzimi della glico-
lisi anaerobia sono presenti soprattutto nella fase solubile.
Nel caso del cervello, invece, gli enzimi della glicolisi
anaerobia sarebbero presenti nei-mitocondri (GALLAGHER
¢t al.”, ABOOD ef al.®).

In base ai dati ottenuti & necessario ammettere nei gra-
nuli e nei mitocondri di pancreas di cavia V'esistenza di
condizioni tali da giustificare un comportamento diverso
da quello che si verifica nel caso del fegato, del rene e del
miocardio.

Glicolisi anaerobia nelle frazioni cellulari del pancreas di cavia. I valori sono espressi come QCO,4(N). 4 = deviazione standard.

Aggiunte Nessuna ATP Stim. % DPN Stim.% ATP + DPN  Stim,%
Frazione P1 29.8 -+ 10.1 309464 3.7 307 + 4.1 3.0 35.7 4+ 64 198
Frazione P2 2304 9.0 26.6 8.7 15.6 24.6 4- 8.4 6.9 28.4 4+ 10.1 234
Frazione S 0 0 0 0
N° esperimenti 6 6 6 6

Furono usate cavie del peso di 300-350 g, alimentate
con dieta a base di crusca e verdura. Gli animali vennero
sacrificati mediante dissanguamento ed il pancreas venne
rapidamente asportato, lavato in soluzione di saccarosio
0.25 M e quindi omogenizzato nell’apparecchio di Potter-
Elvehjem. L’omogenato venne centrifugato in centrifuga
Servall §S-1 alla temperatura di + 2°C per 6 min a
1000 x g, in modo da allontanare i nuclei ed i detriti cellu-
lari. Con una successiva centrifugazione a 2000 x g per
10 min, si sedimentarono i granuli di secrezione {frazione
P 1}; il sopranatante venne cenfrifugato a 15000 X g per
17 min onde ottenere i mitocondri (frazione P 2); la terza
frazione (S} era costituita dalla fase solubile. I mitocondri

1 W, C. Scu~NEIDER e G. H. HocEBoOM, Cancer Res. 71, 1 {1951).

2 A.NoveLLil, Relaz. I1*Congr. Soc. it. Istochimica, Firenze, ott.
(1959), in presse.

3 V. R. PorTER, Manometric Techniques and Tissue Metabolism
(Ed. Burgess, Minneapolis 1951), p. 143.

4 G, H.LeE Pace ¢ W.C. SCHNEIDER, J.biol, Chem. 176, 1021
(1948).

5 B, P. KENNEDY ¢ H.L.LeHNINGER, J.bicl. Chem. 179, 957
(1949).

§ H, G. Hers, J. BErTHET, L. BERTHET ¢ C. pE DuvE, Bull. Scc.
Chim. biol. 33, 21 {1951),

? C. H. GALLAGHER, J. D. Jupax e K. R. Rers, Biochem. J. 82,
486 (1956).

8 L.G. Aroop, E. BRUNRGRABER ¢ M. Tavior, J.biocl. Chem.
234, 1307 (1959).



