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Einwirkun~ einiger Carbonylreagentien 
auf das Virus der Maul- und Klauenseuche 

(MKS) 

Auf  der  Suche nach  Substanzen,  die infekti6se Ribo-  
nucleinsAure (RNS)  t ier ischer  Viren s tabi l is ieren k6nn-  
ten,  f anden  FRANKLIN und  \VECKERL dass H y d r o x y l a m i n  
die infekti6se R N S  aus MAuseencephali t is-Virus inakt i -  
v ie r te  und ebenso das i n t ak t e  Virus der  klassischen Ge- 
flfigelpest, der  Schweineinf luenza  und der  Pferdeencepha-  
lomyel i t i s  (West-Typ) ,  U n t e r  gleichen Versuchsbedin-  
gungen  konn te  aber  andererse i t s  z u m  Beispiel  be im Virus 
der  a typ i schen  Geflf igelpest  (New Cast le  Disease),  des 
Mumps  und  des Herpes  s implex  dureh  H y d r o x y l a m i n  kei- 
ne  Einbusse  der  Virulenz  fes tgeste l l t  werden.  

Auf  Grund  ausgedehn te r  U n t e r s u c h u n g e n  sehlossen die 
genann ten  Autoren ,  dass H y d r o x y l a m i n  an der  R N S  an-  
greif t  - in welcher  Weise  bl ieb ungekl / t r t  - und n ich t  a m  
Pro te inan te i l  des Virus.  Die Befunde  v o r  a l lem aber, dass 
bet de r  I n a k t i v i e r u n g  gewisser  Viren durch  H y d r o x y l -  
a m i n  die an t igenen  Eigenschaf ten ,  wie die der  Komple -  
m e n t b i n d u n g  und  der  HAmagglu t ina t ion ,  unverAnder t  
wei te rbes tehen  blieben,  gab  zu den hier  mi tge te i l t en  Un-  
t e r suchungen  Anlass. Diese soll ten feststellen,  

a) ob das durch  H y d r o x y l a m i n  inak t iv ie r te  Virus auch 
noch immuni tAtserzeugende  Fi ih igkei ten  aufweist ,  und 

b) ob gegebenenfal ls  andere  Carbonyl reagen t ien  v o m  
T y p u s  des Hydroxy lamins ,  wie H y d r a z i n  und Semicarb-  
azid,  auch  zu dieser  spezif ischen V¢irkung auf  das  Virus  
f/~hig sind. 

Bet unseren  Versuchen beschrAnkten wir  uns auf  das 
Virus der  MKS.  Die meis ten  Versuche wurden  mi t  dem 
O-Typ  ausgefi ihrt ,  doch k a m e n  bet einigen auch die Typen  
A und  C zur  Anwendung ,  da  yon  vornehere in  n ich t  ausge- 
schtossen werden  konnte ,  dass das durch  H y d r o x y l a m i n  
inak t iv ie r te  Virus  je nach  T y p  e twas  andere  i m m u n o g e n e  
E igenschaf ten  (zum Beispiel  in qua l i t a t i ve r  oder  in quan-  
t i t a t i v e r  Beziehung) aufweisen k6nnte .  

F i i r  die Bere i tung  der  Virussuspensionen benf i tz ten  wi t  
Z u n g en aph then  (Blasendecken) yon  kt inst l ich mi t  M K S -  
Virus inf izier ten Rindern .  Das rein zerkle iner te  Mater ia l  
wurde  in gepuffer ter  Koehsalz l6sung yore  p H  7,5 (50 g 
N a , H P O ,  • 2 H~O, 2 g KH~PO 4 und 144 g NaC1 auf  20 1 
H 2 0  ) a u f g e n o m m e n  und  10 min  zent r i fugier t  (8000 T/rain)  
(1 g Zungenepi the l ien  + 10 ml  Kochsalz l6sung = Virus-  
suspension 1 - 10-1). 

Methodik  der Inak t i v i e rung .  Die Carbonyl reagent ien  
wurden  als Hydroch lo r ide  e ingewogen und  jeweils un t e r  
Zusatz  yon  Na t ron lauge  in 2-molare L6sungen  v o m  p H  
7,5 gebracht .  Diese L6sungen  wurden  m i t  d e m  gleichen 
Vo lu m en  Virussuspension 26 h bet  20 ° s tehengelassen.  
D a  die ve rwende t en  Carbonyl reagent ien  s ta rke  Blu tg i f fe  
dars te l len,  wurden  sie nach  vo l lzogener  I nak t i v i e rung  
durch  24stfindige Dialyse  gegen Lei tungswasser  ent fernt .  

Ergebnisse.  H y d r o x y l a m i n ,  n ich t  aber  die be iden andern  
©ben erw/ ihnten Carbonylreagent ien ,  v e r m o c h t e  in de r  
angegebenen  Versuchanordnung  sehon nach  15 min  E in -  
wi rkungsdauer  die Standard-Virussuspens ion ,  wenn  auch 
n ich t  vollstAndig, so doch  gr6sstenteils ,  a p a t h o g e n  zu 
maehen .  (Die E i n w i r k u n g s d a u e r  liisst sich leider  n ich t  
scharf  bemessen.  Man k a n n  lediglieh die Reakt ionsge-  
schwindigkei t  dureh  Verdi innen  der  Versuchsl6sung mi~s- 
sigen. Wi r  haben  dies durch  Hinzuff igen des 4fachen Vo- 
lumens  an  gepuffer ter  Koehsalz l6sung (siehe ©ben) und 
anschl iessende Dialyse  getan.)  - Bet 26-40 h daue rnde r  
E i n w i r k u n g  konn te  auch  m i t  H y d r a z i n  und  Semiearbaz id  
in al len FAllen eine restlose t n a k t i v i e r u n g  erziel t  werden.  
Die m i t  de ra r t  i n a k t i v i e r t e m  Virus immuni s i e r t en  Meer- 
schweinehen erwiesen sich ohne A u s n a h m e  als geschi i tz t  

Am 3. 12, 12. 12. und 
am 16. 12. 59 wurden 
den Mecrsehweinchen 
Nr. 16071-16081 je 
0,5ml mit Hydrazin in- 
aktivier tes M KS-Virus, 
Typ C, in die Kniefalte 
eines Hinterbeins inji- 
ziert.Am 20.12. wurden 
s/imtliehe Tiere inklu- 
sive die Kontrolltiere 
Nr. 16082 bis 16086 
mit virulentem Virus, 
Typ C (Konzentration 
0,2- I0 -~) in beide Hin- 
terpfoten intrakutan 
infiziert. 
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O = Keine Erscheinun- I t -~ Sekund~iraphthen 
gen yon MKS vorne links und 

\ = PrimSraphthe rechts 
hinten links ~ = vollst/indige Gene- 

v = Primiiraphthen ralisation (hinten 2, 
hinten links und rechts vorne 2, Zunge) 

gegen eine generat is ierende Krankhe i t ,  wenn  sie m i t  dem 
homologen  Vi rus typ  inf iz ier t  wurden,  wAhrend es bet den  
Kont ro t l t i e ren  in f u n d  75% der  FAlle zu ether general isie-  
renden  M K S  k a m  2. - Die erzeugte  I m m u n i t / i t  ist  s t reng  
typspezif isch,  das heisst  Meerschweinehen,  die mi t  in- 
ak t i v i e r t em C-Virus immunis ie r t  worden  waren,  e rkrank-  
t en  o h n e  Ausnahme  an ether general is ierenden M K S  nach  
In fek t ion  m i t  d e m  Virus des O-Typs .  - Bet de r  Mehrzahl  
der  Meerschweinchen konn te  schon nach  zweimal iger  sub-  
k u t a n e r  In j ek t ion  m i t  i nak t iv i e r t em Virus  eine I m m u n i -  
t g t  hervorgerufen  werden,  w~.hrend eine e inmal ige  In jek-  
t ion  nu r  eine Te i l immuni t~ t  he rvorzurufen  vermochte .  
Als ganz ungent igend zur  Immuni s i e rung  erwies sich eine 
e inmal ige  i n t r aku t ane  Appl ika t ion  des inak t iv ie r t en  Virus  
in die P lan ten .  Dies di irf te  da rau f  zurfickzuffihren sein, 
class bet dieser  A r t  de r  I m p f u n g  jeweils  nu r  sehr  kteine 
Mengen des Ant igens  inkorpor ie r t  werden  k6nnen.  In  
der  Tabel le  is t  ein typisches  Beispiel  unserer  I nak t i v i e -  
rungs-  und Immunis i e rungsver suche  wiedergegeben.  

Diskuss ion .  FRAENKEL-CONRAT et al. s haben  in i t ingster 
Zeit  die Ans ich t  ge~iussert, dass dasjenige Virus-Ant igen  
zur  E r z e u g u n g  einer  Immuni tA t  als das ideals te  zu be- 
zeiehnen w/ire, das bet v61tig i n t a k t e m  Pro te inan te i l  in- 
ak t iv i e r t e  R N S  enthgl t .  Es  ha t t e  sich ngmlich  ergeben,  
dass de r  yon  der  R N S  abge t renn te  Pro te in te i l  des Tabak -  
mosa ikv i rus  (TMV) zum Beispiel  wenn  er dissoziiert  ist, 
eine neue A n t i g e n k o m p o n e n t e  mani fes t  werden  1/isst und 
sich dann  serologisch v o m  T M V  selbst  oder  dessen in tak-  
t e m  bzw. reaggreg ie r tem Pro te inan te i l  un te r sche ide t  4. 
U n t e r  physiologischen Bedingungen  dissoziiert  das  yon der  
R N  S separ ier te  Virusprote in ,  w o m i t  sich dieses fiir I m m u -  
nis ierungszwecke als ungeeignet  erweist .  

Herrn Dr. G. A. MOOSBRUGGER, Letter des Eidg. Vakzinc-Instituts 
in Basel, danken wir, dass er uns die Durchfiihrung dieser Unter- 
suchungcn erm6glicht hat. 

x R. I~I. FRANKLIN und E. WEAKER, Nature 184, 343 {1959). 
2 0ber analoge Versuche beim Rind wird sp~ter berichtct. 
s n.  FRAENKEL-CONRAT, M. STAEHELm und L.V. CRAW~ORO, 

Proc. Soc. exp. BioL Med. 102, 118 (1959). 
a H. G. AACH, Biochim. biophys. Acta 32, 140 (1959). 
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N a c h  d e n  E r g e b n i s s e n  der  vo r l i egenden  A r b e i t  s c h e i n t  
de r  P r o t e i n t e i l  des  M K S - V i r u s  n i c h t  s t a r k  ver~tnder t  
w o r d e n  zu sein,  d e n n  da s  d u t c h  die o b e n  g e n a n n t e n  Car-  
b o n y l r e a g e n t i e n  i n a k t i v i e r t e  V i rus  ve r h~ I t  s i eh  bei d e r  
K o m p l e m e n t b i n d u n g s r e a k t i o n  wie e in  u n b e h a n d e l t e s ,  
in fek t i6ses  Virus .  ~Vo de r  A n g r i f f s p u n k t  d ieser  R e a g e n -  
t i e n  l iegt,  l~sst  s ich n i c h t  m i t  B e s t i m m t h e i t  sagen.  E r  
df i r f te  a b e r  auch ,  h ie r  s chon  au f  G r u n d  d e r  K o m p l e m e n t -  
b i n d u n g s r e a k t i o n  im R N S - A n t e i l  zu s u c h e n  sein, wie dies 
FRANKLIN & ~VVECKER I ffir das  Vi rus  de r  Mi iuseencepha-  
l i t is  seh r  wah r sche in l i ch  g e m a c h t  h a b e n .  E i n  Verg le ich  
m i t  d e m  d u r c h  F o r m a l i n  b e h a n d e l t e n  M K S - V i r u s  zeigt,  
dass  dieses e inen  e rheb l i ch  n i ed r ige ren  A n t i g e n t i t e r  auf-  
weist  als das  d u r c h  H y d r o x y l a m i n  i n a k t i v i e r t e  Virus .  

V. SPUHLER und K. MEYER 

Eidgen6ssisches Vakzine-Inst i tut ,  Basel und Pharmazeu-  
lische Anstal t  tier Universitiit Basel, 12. Ju t i  7960. 

S u m m a r y  

T h e  v i ru s  of foot  a n d  m o u t h  d isease  is i n a c t i v a t e d  b y  
h y d r o x y l a m i n e ,  h y d r a z i n e  a n d  semica rbaz ide .  Such  in-  
a c t i v a t e d  v i rus  does  n o t  d i f fer  sero logica l ly  f rom i n t a c t  
v i rus ,  a n d  r e p r e s e n t s  a n  i n t e r e s t i n g  a n t i g e n  for  pu rposes  
of i m m u n i z a t i o n .  

Glico l i s i  a n a e r o b i a  del  p a n c r e a s  di cav ia  

I n  p r e c e d e n t i  l avor i  a l cun i  a u t o r i  (SCHNEIDER et al. x) 
h a n n o  s t u d i a t o  le c a r a t t e r i s t i c h e  dei  m i t o c o n d r i  e dei  g ra -  
nu l l  di  secrez ione  det  p a n c r e a s ;  r ecen t i  r i ce rche  (NOVELLI 3) 
con  il m e t o d o  del la  cen t r i fugaz ione  f r a z i o n a t a  h a n n o  per -  
messo  d i  s e p a r a t e  n e l l ' o m o g e n a t o  d i  p a n c r e a s  d u e  f raz ion i  
d i s t i n t e  cos t i t u i t e  d a  g r a nu l i  di  secrezione e d a  m i t o c o n d r i  
n e t t a m e n t e  di f ferenziabi l i .  Nel la  p r e s e n t e  r ieerca  a b b i a m o  
s t u d i a t o  il c o m p o r t a m e n t o  de l la  glieolisi a n a e r o b i a  helle 
d iverse  f raz ion i  cel lu lar i  del  p a n c r e a s :  g ranu l i  di  t r i p s ino -  
geno,  mi tocondr i ,  fase solubile.  

ed  i g r anu l i  fu rono  r isospesi  in  saccaros io  0.25 M ,  f ino a 
r i o t t e n e r e  il v o l u m e  or ig inar io  de l l ' omogena to .  L a  de te r -  
m i n a z i o n e  d e l t ' a t t i v i t h  gl icol i t ica v e n n e  e f f e t t u a t a  secondo 
il m e t o d o  m a n o m e t r i c o  di L~  PAGEs; la  p r i m a  serie di 
v a s c h e t t e  c o n t e n e v a  la  f raz ione  in e spe r imen to ,  in  solu- 
z ione di LE PAGE, s enza  a g g i u n t a  di  a l cun  nuc l eo t ide ;  
ne l la  s econda  serie si agg iunse ro  0.10 ml  di A T P  0.01 M ;  
nel la  t e r z a . s e r i e  0.20 ml  di  D P N  0.003 M ;  nel la  q u a r t a  
serie A T P  e D P N  nel le  c o n c e n t r a z i o n i  ind ica te .  L ' a z o t o  
di ogni  f raz ione  u s a t a  v e n n e  d e t e r m i n a t o  con  microk je l -  
dah l .  L a  pu rezza  di  ogni  f raz ione  v e n n e  c o n t r o l l a t a  al  
microscopio  in  c o n t r a s t o  di fase (Zeiss Winke l ) .  I va lo r i  
fu rono  espressi  come QCO~(N), d i v i d e n d o  i ~1 di  CO~ svi-  
l u p p a t i  in  60 m i n / i  m g  di N delle d iverse  ffazioni .  

D a l l ' e s a m e  dei da t i  espos t i  ne l la  Tabe l la ,  r i su l t a  che 
l ' a t t i v i t k  gl icol i t ica ~ p ih  e v i d e n t e  ne l la  f raz ione  P 1 che  
ne l la  f raz ione  P 2 .  Ta le  a t t iv i t /k  ~ r i s u l t a t a  a s sen te  ne l la  
I raz ione  S. L ' a g g i u n t a  di  A T P  e di D P N ,  s e p a r a t a m e n t e ,  
a l ia  I raz ione  P 1 n o n  mod i f i ca  s e n s i b i l m e n t e  il QCO~(N); 
l ' agg iun t a ,  invece ,  di  e n t r a m b i  i nuc l eo t id i  d e t e r m i n a  
u n ' e v i d e n t e  s t imo laz ione  di  t a l e  a t t i v i t h .  Sul la  f raz ione  
P 2, invece ,  s ia  I ' A T P  che  il D P N  p r o v o c a n o  u n  a u m e n t o  
d e l l ' a t t i v i t ~  glicoli t ica,  magg io re  p e r  il p r imo  t h e  pe r  il 
s econdo ;  la misce la  dei  due  p rovoca  u n  a u m e n t o  a n c o r a  
maggiore .  R i s u l t a  qu ind i ,  da i  da f t  s o p r a  espost i ,  t h e  ne l la  
cel lula  p a n c r e a t i c a  gli enz imi  del la  glicolisi a n a e r o b i a  sono 
p re sen t i  s ia  nei  g ranu l i  che  nei  mi tocondr i ,  m e n t r e  n o n  
s t a t o  poss ibi le  ev idenz ia r l i  ne l la  fase solubile.  I1 QCO~(N) 
del la  f raz ione  P 1 r i su l t6  i m m o d i f i c a t o  a n c h e  in  segui to  a 
r i p e t u t i  l avaggi  di  d e t t a  f raz ione  con  soluzione di sacca-  
rosio 0.25 M.  

t~ n o t o  dal le  r icerche  di n u m e r o s i  a u t o r i :  (LE PAGE e 
SCHNEIDER 4, KENNEDY e LEHNINGER 5, ~[ERS el al. s ehe  
nel  legato ,  ne l  rene,  nel  miocard io ,  gli enz imi  del la  glico- 
lisi a n a e r o b i a  sono  p re sen t i  s o p r a t t u t t o  ne l l a  fase solubile.  
Nel  caso  del  cervel lo ,  invece ,  gli e n z i m i  de l la  glicolisi  
a n a e r o b i a  s a r e b b e r o  p r e s e n t i  nei  m i t o c o n d r i  (GALLAGHER 
et al. ~, ABOOD et aL s). 

I n  ba se  ai  da f t  o t t e n u t i  ~ necessar io  a m m e t t e r e  ne i  gra-  
nu l l  e nei  m i t o c o n d r i  di p a n c r e a s  di  c a v i a  l ' e s i s t enza  di  
condiz ion i  ta l l  d a  g ius t i f icare  u n  c o m p o r t a m e n t o  d ive r so  
da  quel lo t h e  si ver i f ica  nel  caso del fegato,  del rene  e del  
miocard io .  

Glicolisi anaerobia nelle frazioni ceUulari del pancreas di cavia. I valori sono espressi come QCOa(N). :h = deviazione standard. 

Aggiunte Nessuna ATP Stim.% DPN Stim.% ATP + DPN Stim.% 

Frazione P1 29.8 4- 10.1 30.9 + 6.4 3.7 30.7 4- 4.1 3.0 35.7 4- 6.4 19.8 
Frazione P2  23.0 ± 9.0 26.6 4- 8.7 15.6 24.6 -t- 8.4 6.9 28.4 4- 10.1 23.4 
Frazione S 0 0 0 0 
N ° esperimenti  6 6 6 6 

F u r o n o  usa t e  cavie  del peso di  300-350 g, a l i m e n t a t e  
con d ie t a  a base  di c rusca  e ve rdu ra .  Gli  an i m a l i  v e n n e r o  
sacr i f ica t i  m e d i a n t e  d i s s a n g u a m e n t o  ed il p a n c r e a s  v e n n e  
r a p i d a m e n t e  a spo r t a to ,  l a v a t o  in  soluzione di saccaros io  
0.25 M e qu ind i  omogen izza to  n e l l ' a p p a r e c c h i o  di  P o t t e r -  
E l v e h j e m .  L ' o m o g e n a t o  v e n n e  c e n t r i f u g a t o  in c e n t r i f u g a  
Serva l l  SS-1 aUa t e m p e r a t u r a  di + 2°C pe r  6 mi l l  a 
1000 × g, in  m o d o  da  a l l o n t a n a r e  i nuc le i  ed  i de t r i t i  cellu- 
lar i .  Con u n a  success iva  cen t r i fugaz ione  a 2000 × g p e r  
10 rain,  si s e d i m e n t a r o n o  i g ranu l i  di  secrezione (frazione 
P 1); il s o p r a n a t a n t e  v e n n e  c e n t r i f u g a t o  a 15 000 × g p e r  
17 ra in  onde  o t t e n e r e  i m i t o c o n d r i  (frazione P 2) ; la  t e r z a  
f r az ione  (S) e ra  c o s t i t u i t a  dal t£  fase solubile.  I m i t o c o n d r i  
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