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The slight difference between the present observations
and those of PILET 1 may be due to his a) pre-treatment with
Ringer’s solution, which reduces the uptake of IAA7,
b) use of a higher concentration of morphactin, ¢) absence
of sucrose. It is, therefore, concluded that under the
present experimental conditions morphactin inhibited the
transport of TAA without materially affecting the uptake
and the polarity.

In a preliminary study on the details of the effect of
morphactin on the kinetics of auxin transport it has
been observed that the morphactin pre-treatment also
reduced the velocity. In addition, the effect of the pres-
ence of cations, especially Ca, on kinetics of auxin trans-
port in morphactin-treated shoot and root sections is
being investigated.
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Zusammenfassung. Morphactin (IT 3456) verhindert
den Auxin-Transport ohne wesentliche Wirkung auf Auf-
nahme und Polaritit der Indolessigsdure 2-1*C in Zea
mays L. Koleoptilen.

S. M. Nagvi®
Agricultural Research Department,
Atomic Energy Commission Research
Establishment Ris¢, DK-4000 Roskilde (Denmark),
27 July 71970.

7 P. E. PiLeT, Nature 208, 1344 (1965).

8 T am grateful to the Pakistan and Danish Atomic Energy Com-
missions for the award of fellowship under which the above work
was carried out. I am also thankful to E. Merck AG, Darmstadt,
for kindly supplying the morphactins.
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Vergleichende Untersuchungen an Proteinen von Influenzaviren?

Bei einer Reihe von RNA 2-Viren, die sich auf tierischen
Zellen vermehren, wird Material aus der Wirtszelle in
die Virushiille eingelagert. So sollen auch zellulire Ober-
flichenantigene in die reifen Virionen eingebaut werden.
Auf EAT?2-Zellen wachsendes Influenzavirus z.B. wird
durch eine solche Integration so antigen, dass es bei der
Maus 'eine Immunisierung gegeniiber EAT vermittelt
und induziert. Dieses Phinomen ist offenbar bei der Virus-
onkolyse beteiligt® Untersuchungen an einer Reihe von
RNA-Viren sprechen dafiir, dass Wirtskomponenten
kaum aus Protein, sondern vielmehr aus Lipoiden und
Zuckern in dhnlicher Zusammensetzung wie in der Zell-
membran bestehen 4-23,

In der vorliegenden Arbeit wird versucht, verschiedene
Influenzaviren Typus A aus verschiedenen Wirten ver-
gleichend zu reinigen, zu zerlegen und auf der Poly-
acrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) zu analysieren.
Folgende Resultate wurden erwartet: Unterschiede zwi-
schen verschiedenen Typen, mégliche Unterschiede inner-
halb eines Typs je nach Wirt, Identifikation einzelner
Virusproteine.

Material und Methoden. Verwendet wurden der neuro-
trope, tumoradaptierte A,-WSA- sowie der A-Mel-
bourne(MEL)-Influenza-Stamm. MEL und WSA wurden
im bebriiteten Hiithnerei (MEL 411, WSA 413), WSA zudem
in vivo und in vitro auf EAT (WSAr,) geziichtet. Die
dabei verwendeten Methoden sind z. T publiziert24-2.
Alle virushaltigen Fliissigkeiten wurden nach Standard-
methoden auf himagglutinierende Aktivitit gepriift;
Protein wurde quantitativ nach Lowrvy? bestimmt.
Verglichen wurden einerseits MELay und WSAag,
anderseits WSAan, WSAr, (in vivo) und WSAr, (in
vitro). Zu diesem Zweck wurden die Viren aus den ver-
schiedenen Quellen gereinigt?-% und dann entweder
gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert oder fraktioniert
(Athermethode® und Desoxycholatmethode3?). Die
PAGE wurde dhnlich durchgefiihrt wie beschrieben3?,
Priparate wurden zu diesem Zweck zu 10 mg/ml in
0,01 M NaH,PO,/Na,HPO,, pH 8, 2%, rekristallisiertes
SDS2 19, EtSH? 6M entionisierter Harnstoff, 30%,
Sucrose gelost, wihrend 1 Min in ein kochendes Wasserbad
gestellt und wéhrend 1 Tag bei Zimmertemperatur stehen
gelassen. In dieser Losung werden Wasserstoffbriicken
und —S-S-Bindungen zwischen Polypeptiden aufgebro-
chen. Laufbedingungen: 10 mA pro Réhrchen, zur Anode
wihrend 135 Min durch 6,5 cm hohe Gele mit Kiihlung

auf ca. 10°C. Firbung mit Coomassieblau und Amido-
schwarz. Es bestehen folgende lineare Beziehungen:
(A) zwischen der Wanderungsdistanz eines Proteins und
der Acrylamid-Monomer-Konzentration im Bereich von
2-10%,; (B) zwischen dekadischem Logarithmus des Mo-
lekulargewichtes (M) und der Wanderungsdistanz eines
Proteins, was die Schitzung unbekannter Molekular-
gewichte durch Koelektrophorese mit bekannten Pro-
teinen gestattet233-39, Die gefidrbten Gele wurden mit
einem Gilford-Scanner bei 610 nm ausgewertet.

Resultate und Diskusston. Die bei den Reinigungsgdngen
erzielten besten spezifischen Aktivititen (HAEZ2/mg Pro-
tein) betragen: WSA an 100000, WSAr, 66000, MEL an
180000. Das reflektiert die Labilitit des H bei WSA.
Entsprechend ist die Wiedergewinnung der himaggluti-
nierenden Aktivitit nach Atherfraktionierung: WSA an:
1%; WSAqu: 2%; MELapy: 16%. Im Prinzip sind
wenigstens 3 Proteine in allen Influenzatypen zu erwar-
ten: das Protein des RNP? (S-Antigen), das H (H-Antigen)
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Fig. 1. Gelscanning von WSA. Aus Allantoisfliissigkeit gereinigtes
WSA-Influenza-Virus in der Gel-Elektrophorese. Arbitrire Nu-
merierung der Peaks. Scanning bei 610 nm.
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und die Neuraminidase (N). H und N kdnnen stammes-
spezifische Unterschiede aufweisen4®-4, indes S in der
Gruppe A konstant zu sein scheint. Wiirden zudem
wirtsspezifische Proteine in die Hiille eingebaut, so
miissten wirtsabhingige Unterschiede innerhalb eines
Stammes postuliert werden.

WSA an (Figur 1), WSAxy, in vivo und in vitro (Figur 2)
zeigen bei arbitrirer fortlaufender Nummerierung die
Banden P-P,,. Die kleinen Komponenten sind nicht
identifiziert; es kann sich um Verunreinigungen oder
eher um unzerlegte Multiple der Hauptkomponenten
handeln. P,~P,, sind unabhingig vom Wirt stets vor-
handen, und Unterschiede innerhalb des Stammes, je
nach Wirt, konnten nicht festgestellt werden. Deutliche
Unterschiede sind hingegen auszumachen zwischen den
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Fig. 2. Gelscanning von WSA, Aus in vivoe Onkolysat (EAT im
Mauseaszites, infiziert mit adaptiertern WSA) gereinigtes WSA-
Virus {oben) und in EAT in vitro gebildetes und aus der Kultur-
fliissigkeit gereinigtes WSA-Virus (unten). Nummerierung der Peaks
wie in Figur 1, Scanning bei 610 nm.
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Fig. 3. Gelscanning von MEL. Aus Allantoisfliissigkeit gereinigtes
MEL-Influenza-Virus in der Gel-Elektrophorese, Arbitrire Nu-
merierung der Peaks. Scanning bei 610 nm.
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beiden Stimmen (Figuren 1 und 2 einerseits, Figur 3
andererseits), MEL ay; zeigt die Banden PPy,

Bei Isolation des RNP nach Ather- oder Desoxycholat-
behandlung zeigt sich die erwartete Gleichheit der Lauf-
distanz eines Polypeptides, das hier als P, bezeichnet ist.
Der Proteinkomponenten des Influenza-RINP entspricht
ein Polypeptid, in das drei RNA-Typen verpackt wer-
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den?® 4, Bei den H-Komponenten handelt es sich wenig-
stens um zwei Polypeptide, wobei P; (WSA und MEL)
gleich, P, (WSA) bzw. P, (MEL) ungleich wandern
(nicht abgebildet). N wurde nicht mit Sicherheit iden-
tifiziert. Sie kann als P;, (WSA) bzw. P;; (MEL) ver-
mutet werden. Beide wandern gleich weit und weisen
ein M auf, das gréssenordnungsmaissig den Angaben der
Literatur3% 36,44 entspricht. Die Molekulargewichte der
Hauptkomponenten betragen (4-2-39%): H (Pg) 68000,
RNP (P,) 56000, N (P, ;) 25000.

Es sind vor allem immunologische Argumente, die
zeigen, dass bestimmte tierische RNA-Viren in der Lage
sind, Wirtsmaterial in ihre Hiille zu iibernehmen. So
erwirbt z.B, der an EAT adaptierte Influenzastamm
‘WSA die Eigenschaft, Mause gegen EAT zu immuni-
sieren. Mit der SDS-PAGE wurden Proteinbestinde von
WSA untersucht, das auf verschiedenen Wirten gewach-
sen war (Allantoisfliissigkeit des bebriiteten Hiihnereis,
EAT im Aszites der Maus und in vitro). Da mit dieser
empfindlichen Methode keine Unterschiede gefunden
wurden, ist wahrscheinlich, dass die festgestellten wirts-
bedingten biologischen Unterschiede nicht durch Inkor-

Reinigung von F-Antigen!

1968 beschrieben Fravi und LINDENMANN%? einen
préazipitierenden Antikérper, der durch Immunisierung
von Inzuchtméiusen mit Leberextrakten andersstimmiger
Inzuchtmiuse gewonnen wird (Tabelle). Gleichstimmiges
Antigen induziert zwar keinen Antikorper, doch reagiert
einmal gebildeter Antikérper mit gleichstimmigem An-
tigen und imponiert als Autoantikorper. Das Antigen, im
folgenden F-Antigen genannt, findet sich in Lebern und
Nieren simtlicher Mduse und vieler anderer Sduger. Die
Situation erscheint vor allem aus folgendem Grund
paradox: gemiss Tabelle lassen sich Stimme B und D
durch keinen Extrakt immunisieren, so dass man vorerst
‘annimmt, B und D enthielten alle moglichen Determi-
nanten und seien deswegen refraktir. Wire das der Fall,
so miissten B und D sowohl A wie auch C immunisieren,
Das ist nicht der Fall.

Wir stellten uns die Aufgabe, F-Antigen einer Stoff-
klasse zuzuordnen, zu isolieren und vielleicht zu identifi-
zieren, um etwas iiber Immunogenitit und Reaktivitit
aussagen zu kodnnen. Wir berichten im folgenden iiber
die Isolierung und einige Eigenschaften des F-Antigens.
Biologische Funktion und Ursache des paradoxen im-
munogenen Verhaltens sind noch nicht bekannt.

Matervial und Methoden. F-Antigen wurde semiquan-
titativ durch Verdiinnungsreihen nach Ouchterlony be-
stimmt; Antikérperquelle ist Miuseaszites. Eine Einheit
von F-Antigen entspricht der Konzentration, die eine
noch eben sichtbare Prizipitationslinie ergibt. Unter
«Aktivitits wird also im folgenden immer nur immuno-
logische Reagibilitit verstanden. Protein wurde nach
Lowry?4, Zucker mit der Anthronmethode® bestimmt,
F-Antigen wurde aus Lebern folgender Spezies gereinigt:
Maus (A, Balb/c, C57, CBA, C;H, DBA), Schwein.

Aligemeines. F-Antigen findet sich bei der Zellfraktio-
nierung ausschliesslich im Zytosol. Es ist am stabilsten
im pH-Bereich 7,5-8,5. Mit steigender Reinheit nimmt
die Empfindlichkeit gegen Einfrieren und Auftaunen sowie
Lyophilisieren zu. Die Stabilitit bei 40°C ist vermindert.
EtSHS® wirkt stabilisierend. F-Antigen ist chloroform-
bestindig; es fillt in einem breiten Bereich zwischen
40%, und 80% (NH,),50,-Sittigung bei 4°C und pH 7
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poration von Wirtspolypeptiden erkldart werden konnen.
Vielmehr diirfte es sich um den Einbau von Lipoiden
und Zuckern handeln,

Summary. Evidence is mainly indirect that certain
animal RNA viruses integrate host material into their
envelope. For example, influenza adapted to Ehrlich
ascites tumor is immunogenic against the tumor cells
in mice. However, even in polyacrylamide, it was impos-
sible to find significant differences in protein composition
of influenza WSA grown in different hosts, whereas dif-
ferences between strains could easily be detected. The
conclusion is that host protein integration is improbable.

H. KoBLET

Institut fiir medizinische Mikvobiologie dev Universitdt,
Gloviastvasse 32, CH-8006 Ziirich (Schweiz),
16. Juni 1970.

#4 W, G. Laver, J. molec. Biol. 9, 109 (1964).

aus, Es wird weder durch RNA’ase noch DNA’ase®, wohl
aber durch Pronase, Trypsin und Chymotrypsin inner-
halb von 60 Min vollig inaktiviert. Bei der Elektro-
fokusierung? erscheinen Aktivititen zwischen pH 6,5 und
7 an verschiedenen Stellen.,

Reinigungsgang. Rohhomogenate von Lebern (Schere,
Turmix, Potter, Dounce) werden von allen partikuldren
Elementen befreit. Die 16sliche Phase wird gegen Puffer A

Induktion von Antikorpern durch F-Antigen in Abhingigkeit vom
Stamm

F-Antigen im Extrakt vom Stamm

A B C D
Stamrm, reagierend A — — +- +
mit Anti-¥F (), B — — — _
oder nicht Cc + + — —
reagierend (—) D — — — —

A=A; B=Balbfe, C57B16; C=CBA, C;H; D=DBA.
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