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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 IAA 7, 
b) use of a higher concentration of morphactin, c) absence 
of sucrose. I t  is, therefore, concluded that  under the 
present experimental  conditions morphactin inhibited the 
transport  of IAA 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 tha t  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. 

Zusammen[assung. Morphactin (IT 3456) verhindert  
den Auxin-Transport  ohne wesentliche Wirkung auf Auf- 
nahme und Polaritfit der Indolessigs~ure 2-x4C in Zea 
mays L. Koleoptilen. 
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PRO EXPERIMENTIS 

V e r g l e i c h e n d e  U n t e r s u c h u n g e n  a n  P r o t e l n e n  y o n  I n f l u e n z a v i r e n  ~ 

Bei einer Reihe yon RNA 2-Viren, die sich auf tierischen 
Zellen vermehren, wird Material aus der Wirtszelle in 
die Virushiille eingelagert. So sollen auch zellul~re Ober- 
fl~ichenantigene in die reifen Virionen eingebaut werden. 
Auf EAT~-Zellen wachsendes Influenzavirus z.B. wird 
dutch eine solche Integration so antigen, dass es bei der 
Maus e ine  Immunisierung gegeniiber EAT vermit te l t  
und induziert. Dieses Phgnomen ist offenbar bei der Virus- 
onkolyse beteil igt  8. Untersuchungen an einer Reihe yon 
RNA-Viren sprechen daffir, dass Wirtskomponenten 
kaum aus Protein, sondern vielmehr aus Lipoiden und 
Zuckern in ~hnlicher Zusammensetzung wie in der Zell- 
membran bestehen *-.3. 

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 Verschicdenen Typen, m6gliche Unterschiede inner- 
halb eines Typs je nach Wirt, Identifikation einzelner 
Virusproteine. 

Material und Methoden. Verwendet wurden der neuro- 
trope, tumoradaptier te  Ao-WSA- sowie der A-Mel- 
bourne(MEL)-Infiuenza-Stamm. MEL und WSA wurden 
im bebriiteten Hfihnerei (MELAn, WSAAn), WSA zudem 
in vivo und in vi tro auf EAT (WSAT~) gezfichtet. Die 
dabei verwendeten Methoden sind z.T publiziert 24-2~. 
Alle virushaltigen Flfissigkeiten wurden nach Standard- 
methoden auf h~magglutinierende Aktivit / i t  gepriift; 
Protein wurde quant i ta t iv  nach LowRY 27 bestimmt. 
Verglichen wurden einerseits MELAn und WSAAn, 
anderseits WSAAn, WSATu (in vivo) und WSATu (in 
vitro). Z u  diesem Zweck wurden die Viren aus den ver- 
schiedenen Quellen gereinigt 2s-8° und dann entweder 
gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert oder fraktioniert 
(Athermethode3~ und Desoxycholatmethode°*). Die 
PAGE wurde /ihnlich durchgeftihrt wie beschrieben aa. 
Pr/iparate wurden zu diesem Zweck zu 10 mg/ml in 
0,01M NaH~POJNa2HPO,,  pH  8, 2% rekristallisiertes 
SDS 2, 1% E t S H L  6 M  entionisierter Harnstoff, 30% 
Sucrose gel6st, w/ihrend 1 Min in ein kochendes Wasserbad 
gestellt und w/ihrend 1 Tag bei Zimmertemperatur  stehen 
gelassen. In dieser L6sung werden "Wasserstoffbriicken 
und -S-S-Bindungen  zwischen Polypeptiden aufgebro- 
chen. Laufbedingungen : 10 mA pro R6hrchen, zur Anode 
w~ihrend 135 Min durch 6,5 cm hohe Gele mit  Ktihlung 

auf ca. 10°C. F~irbung mit  Coomassieblau und Amido- 
schwarz. Es bestehen folgende lineare Beziehungen: 
(A) zwischen der Wanderungsdistanz eines Proteins und 
der Acrylamid-Monomer-Konzentration im Bereich yon 
2-10% ; (B) zwischen dekadischem Logari thmus des Mo- 
lekulargewichtes (M) und der Wanderungsdistanz eines 
Proteins, was die Sch/itzung unbekannter Molekular- 
gewichte durch Koelektrophorese mit  bekannten Pro- 
teinen gestattet  ~,a3-3~. Die gef/irbten Gele wurden mit  
einem Gilford-Scanner bei 610 nm ausgewertet. 

Resultate und Diskussion. Die bei den Reinigungsg/ingen 
erzielten besten spezifischen Aktivit~iten (HAE 2/mg Pro- 
tein) betragen: WSAAn 100000, WSAw~ 66000, MELAn 
180000. Das reflektiert die Labilit/it  des t t  bei WSA. 
Entsprechend ist die Wiedergewinnung der h/imaggluti- 
nierenden Aktivi tEt  nach Atherfraktionierung: ~VSAAn: 
1%; WSAT~: 2%;  MELAn: 16%. Im Prinzip sind 
wenigstens 3 Proteine in allen Influenzatypen zu erwar- 
ten: das Protein des R N P  2 (S-Antigen), das H (H-Antigen) 
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Fig. 1. Gelscanning yon WSA. Aus Allantoisfliissigkeit gereinigtcs 
WSA-Influenza-Virus in der Gel-Elektrophorese. Arbitrfire Nu- 
merierung der Peaks. Scanning bei 610 nm. 
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u n d  d i e  N e u r a m i n i d a s e  (N).  H u n d  N k 6 n n e n  s t a m m e s -  
s p e z i f i s c h e  U n t e r s c h i e d e  a u f w e i s e n  l°-~a, i n d e s  S i n  d e r  
G r u p p e  A k o n s t a n t  z u  s e i n  s c h e i n t .  W i i r d e n  z u d e m  
w i r t s s p e z i f i s c h e  P r o t e i n e  in  d i e  H i i l l e  e i n g e b a u t ,  so  
m i i s s t e n  w i r t s a b h ~ n g i g e  U n t e r s c h i e d e  i n n e r h a l b  e i n e s  
S t a m m e s  p o s t u l i e r t  w e r d e n .  

W S A A n  ( F i g u r  1), W S A ~ ,  i n  v i v o  u n d  in  v i t r o  ( F i g u r  2) 
z e i g e n  b e i  a r b i t r X r e r  f o ~ t l a u f e n d e r  N u m m e r i e r u n g  d i e  
B a n d e n  P r P n .  D i e  k l e i n e n  K o m p o n e n t e n  s i n d  n i c h t  
i d e n t i f i z i e r t ;  es  k a n n  s i c h  u m  V e r u n r e i n i g u n g e n  o d e r  
e h e r  u m  u n z e r l e g t e  M u l t i p l e  d e r  H a u p t k o m p o n e n t e n  
h a n d e l n .  P ~ - P n  s i n d  u n a b h / ~ n g i g  v o m  W i r t  s t e t s  v o r -  
h a n d e n ,  u n d  U n t e r s c h i e d e  i n n e r h a l b  d e s  S t a m m e s ,  j e  
B a c h  W' i r t ,  k o n n t e n  n i c h t  f e s t g e s t e l l t  w e r d e n .  D e u t l i c h e  
U n t e r s c h i e d e  s i n d  h i n g e g e n  a u s z u m a c h e n  z w i s c h e n  d e n  
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Fig. 2. Gelscanning yon WSA. Aus in vivo Onkolysat (EAT im 
M~iuseaszites, infiziert mit  adaptier tem WSA) gereinigtes WSA- 
Virus (oben) und in EAT in vitro gebitdetes und aus  der Kultur-  
flfissigkeit gereinigtes WSA-Virus (unteI1). Nummerierung der Peaks 
wie in Figur 1. Scanning bei 610 nm. 

,OD 610 ~[:LAL L 

-%._. 
Distanz 

Fig. 3. Gelscanning yon MEL. Aus Allantoisfliissigkeit gereinigtes 
MEL-Influenza-Virus in der Gel-Elektrophorese. Arbitr~ire Nu- 
merierung der Peaks. Scanning bei 610 nm. 

b e i d e n  S t ~ m m e n  ( F i g u r e n  1 u n d  2 e i n e r s e i t s ,  F i g u r  3 
a n d e r e r s e i t s ) .  M E L A n  z e i g t  d i e  B a n d e n  P 1 - P i , .  

B e i  I s o l a t i o n  d e s  R N P  n a c h  , ~ t h e r -  o d e r  D e s o x y c h o l a t -  
b e h a n d l u n g  ze ig t  s i c h  d i e  e r w a r t e t e  G l e i c h h e i t  d e r  L a u f -  
d i s t a n z  e i n e s  P o l y p e p t i d e s ,  d a s  h i e r  a l s  1~ b e z e i c h n e t  i s t .  
D e r  P r o t e i n k o m p o n e n t e n  de s  I n f l u e n z a - R N P  e n t s p r i c h t  
e i n  P o l y p e p t i d ,  in  d a s  d r e i  R N A - T y p e n  v e r p a c k t  we r -  
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den29,44. ]3ei den H - K o m p o n e n t e n  hande l t  es sich wenig- 
stens um zwei Polypept ide ,  wobei  P~ (WSA und MEL) 
gleich, P0 (WSA) bzw. P10 (MEL) ungleich wandern  
(nicht abgebildet) .  N wurde  nicht  mi t  Sicherhei t  iden- 
t if iziert .  Sie kann  als Pxo (WSA) bzw. PI1 (MEL) ver-  
m u t e t  werden,  t3eide wandern  gleich wel t  und weisen 
ein M a u f ,  das gr6ssenordnungsm~Lssig den Angaben  der  
Literatur34,se, .4 entspr icht .  Die Molekulargewichte  der  
H a u p t k o m p o n e n t e n  be t ragen  (4- 2 - 3 % ) :  H (P6) 68000, 
R N P  (PT) 56000, N (P10 ?) 25000. 

Es  s ind vo r  a l lem immunologisehe  Argumente ,  die 
zeigen, dass b e s t i m m t e  t ier ische R N A - V i r e n  in der  Lage  
sind, V¢irtsmateriaI  in ihre Hfil le  zu i ibernehmen.  So 
e rwi rb t  z .B.  der  an  E A T  adap t i e r t e  I n f l u e n z a s t a m m  
W S A  die Eigenschaf t ,  M~iuse gegen E A T  zu immun i -  
sieren. Mit  der  S D S - P A G E  wurden  Prote inbestXnde yon  
V¢SA untersucht ,  das  auf  verschiedenen W i r t e n  gewach-  
sen war  (Allantoisfl / issigkeit  des bebr i i te ten  Hfihnereis,  
E A T  im  Aszites  der  Maus und in vi tro) .  Da  m i t  dieser  
empf ind l ichen  Methode  keine Untersch iede  gefunden 
wurden,  is t  wahrscheinl ich,  dass die festgestel l ten wir ts-  
bed ing ten  biologischen Untersch iede  n ich t  durch  Inkor -  

pora t ion  yon  Wi r t spo lypep t iden  erkli ir t  werden  k6nnen.  
Vie lmehr  dfirfte es sich um den E inbau  yon  Lipoiden 
und Zuckern handeln.  

Summary. Evidence  is ma in ly  indi rec t  t h a t  cer ta in  
an imal  R N A  viruses in tegra te  host  mate r ia l  in to  the i r  
envelope.  Fo r  example ,  inf luenza adap ted  to Ehr l i ch  
ascites t u m o r  is immunogen ic  agains t  the  t u m o r  cells 
in mice. However ,  even  in polyacry lamide ,  i t  was impos-  
sible to f ind s ignif icant  differences in pro te in  composi t ion  
of inf luenza ~VSA grown in d i f ferent  hosts,  whereas  dif- 
ferences be tween  s t ra ins  could easi ly be detec ted .  The  
conclusion is t h a t  hos t  pro te in  in tegra t ion  is improbable .  

H.  KOBLET 

tnstitut /i~r medizinische Mikrobiologie der Universitdt, 
Gloriastrasse 32, CH-8006 Zi~rich (Schweiz), 
16. Juni  1970. 
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R e i n i g u n g  von  F - A n t i g e n  t 

1968 beschrieben FRAVI und LIND~NMANN2, 3 einen 
pr~zip i t ie renden Ant ik6rper ,  der  durch  Immuni s i e rung  
yon Inzuchtm/~usen mi t  Lebe rex t r ak t en  anderss t i immiger  
Inzuch tm£use  gewonnen wird (Tabelle). Gle ichs t~mmiges  
Ant igen  induzier t  zwar keinen Ant ik6rper ,  doch reagier t  
e inmal  gebi ldeter  Ant ik6rper  mi t  g le ichs tAmmigem An- 
t igen und imponie r t  als Autoant ik6rper .  Das  Antigen,  im 
folgenden F-Ant igen  genannt ,  f indet  sich in Lebern  und 
Nieren  sAmtlicher MAuse und vieler  anderer  SAuger. Die 
S i tua t ion  erscheint  vo r  a l lem aus fo lgendem Grund 
pa radox :  gem~iss Tabel le  lassen sich St~imme B und D 
durch  keinen E x t r a k t  immunis ieren,  so dass m a n  vorers t  
' ann immt ,  B und D enth ie l ten  alle m6gl ichen Determi-  
nan ten  und seien deswegen refrakt~ir. W~ire das der  Fall ,  
so mfissten ]3 und D sowohl A wie auch C immunis ieren.  
Das ist  n icht  der  Fall .  

Wi r  s te l l ten uns die Aufgabe,  F-Ant igen  einer Stoff- 
klasse zuzuordnen,  zu isolieren und viel le icht  zu identif i-  
zieren, um etwas fiber Immunogen i t i i t  und Reaktivi t-~t  
aussagen zu kSnnen.  W i r  ber ich ten  im folgenden fiber 
die Isol ierung und einige Eigenschaf ten  des F-Ant igens ,  
Biologische F u n k t i o n  und Ursache  des pa radoxen  im-  
munogenen  Verhal tens  sind noch nicht  bekannt .  

Material und Methoden. F-Ant igen  wurde  semiquan-  
t i t a t i v  durch Verdf innungsre ihen nach  Ouch te r lony  be- 
s t i m m t ;  Ant ik6rperque l le  ist  MAuseaszites. E ine  E inhe i t  
von  F -Ant igen  en tspr ich t  der Konzent ra t ion ,  die eine 
noch eben s ichtbare  Pr~zipi ta t ions l in ie  ergibt .  Un te r  
<~Aktivit/it, wird  also im folgenden i m m e r  nur  immuno-  
logische Reagibi l i t / i t  vers tanden .  P ro te in  wurde  nach 
LOWRY 4, Zucker  m i t  der  A n t h r o n m e t h o d e  s bes t immt .  
F -An t igen  wurde  aus Lebern  folgender  Spezies gere in ig t :  
Maus (A, Balb/c ,  C57, CBA, C3H, DBA) ,  Schwein.  

Allgemeines. F-Ant igen  f inder  sich bei  der  Zellfrakt io-  
n ierung ausschliesslich im Zytosol .  Es  ist  a m  stabi ls ten 
im pH-Bere i ch  7,5-8,5. Mi t  s te igender  Re inhe i t  n i m m t  
die  Empf ind l i chke i t  gegen Einf r ie ren  und Auf fauen  sowie 
Lyophi l i s ie ren  zu. Die  Stabi l i t i i t  bei 40 °C ist  verminder t .  
E t S H  ~ wi rk t  stabil isierend.  F-Ant igen  ist  chloroform- 
best / indig;  es f~ilt  in e inem bre i ten  Bereich zwischen 
40% und 80% (NH4),SO4-S/i t t igung bei  4°C und  p H  7 

aus. Es wird weder  durch  R N A ' a s e  noch D N A ' a s e  e, wohl  
aber  du tch  Pronase,  Tryps in  und  Chymot ryps in  inner-  
halb  yon 60 Min vSlt ig inakt iv ie r t .  Bei  de r  E lek t ro -  
fokusierung 7 erscheinen Akt iv i t i i t en  zwischen p H  6,5 und 
7 an verschiedenen Stellen.  

Reinigungsgang. R o h h o m o g e n a t e  yon Lebern  (Schere, 
Turmix ,  Pot te r ,  Dounce)  werden  yon allen partikul~iren 
E lemen ten  befreit .  Die  16sliche Phase  wird gegen Puffer  A 

Induktion yon AntikSrpern dutch F-Antigen in Abhfingigkeit vom 
Stamm 

F-Antigcn im Extrakt vom Stamm 

A B C D 

Starnm, reagierend A - -  - -  + + 
mit Anti-F (+), B . . . .  
oder nicht C + + - -  - -  
reagierend (--) D . . . .  

A ~ A ;  B~Balblc, C57BI6; C=CBA, CaH; D=DBA.  
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