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67. Gerhard Schramm: uber die enzymatische Abspaltung der 
Nucleinsaure aus dem Tabakmosaikvirus. 

[Aus dem Kaiser-~'ilhelm-Institut fur Biochemie, Berlin-Dahlem.] 
(Eingegangen am 19. Februax 1941.) 

Nach Untersuchungen von T. C a s p e r s s o n l) uber den EiweiW-Umsatz 
der Zelle und nach theoretischen Uberlegungen von H. Fr iedr ich-Freksa2)  
ist es wahrscheinlich, daB fur die Vermehrungsfahigkeit eines Proteins das 
Vorhandensein von Nucleinsaure notwendig ist . Die Virusarten als einf ache, 
selbstreproduzierende Elemente enthalten nach den bisherigen Ergebnissen 
ausnahmslos Polynucleotide. Die nahere Kenntnis der Bindungsart zwischen 
Virusprotein und Nucleinsaure ist daher fur das Problem der Selbstverrneh- 
rung von groBer Bedeutung. 

Besonders eingehend ist die Nucleinsaure des Tabakmosaikvirus untersucht , 
die zu 5% in dem Virus enthalten ist (F. C. Bawden und N. W. Pirie3), W.M. 
Stanley4) ,  H. S.I,oring5)). Dergesamte Phosphor desVirus ist als Ribonucleo- 
tid gebunden. Die Nucleinsaure kann aus dem Virus durch 5-proz. Natronlauge, 
Eisessig, 36-proz. Harnstoff oder Dodecylsulfat , abgespalten werden 6). Bei allen 
diesen Reaktionen wird aber die Protein-Komponente entweder denaturiert oder 
in kleinere Bruchstiicke mit einem Molekulargewicht von etwa 50000 ge- 
spalten. Das Molekulargewicht der abgespaltenen Nucleinsaure betragt nach 
Diffusions-Messungen von H. S.Lor ing') etwa 37 000. In  ihrer Zusammensetznng 
ist sie der Hefenucleinsaure sehr ahnlich. Nach Abspaltung der Nucleinsaure 
mit Alkali aus zwei verschiedenen Virusstammen( TMn und 'I'M 4 4 )  beobach- 
tete P f a n kuc  h8) niedermolekulare Bruchstucke, die sich elektrophoretisch 
gleichartig verhielten. Aus diesem Versuch wurde geschlossen, daB die 
biologische Verschiedenheit der Virus-Arten hauptsachlich auf Unterschieden 
in der Art der Nucleinsaure-Komponente beruht. Wie weit die Zerfallspro- 
dukte der Virusproteine hinsichtlich des Molekulargewichts einheitlich sind, 
ist nicht gepruft worden. Fur die l'erknupfung der Nucleinsaiure mit den1 
Protein stellt E. Pf ankuc  h folgende Moglichkeiten zur Diskussion 

Protein 
I'rotein ~ Nucl -Protein ~- Xucl. ~ I I I I 

Nucl. Nucl. Nucl. Nucl. 
I. 11. 

Auf Grund der Versuchsergebnisse und nach Uberlegungen uber die biolo- 
gische Entstehung des Tabakrnosaikvirus wird Formel I1 fur wahrscheinlich 
gehalten. 

Urn eine Entscheidung in den1 einen oder anderen Sinne zu treffen, ist 
es notwendig, die Nucleinsaure ohne Zerstorung der EiweiB-Iiomponente 
abzuspalten. Da das Tabakmosaikvirus gegen proteolytische Fermente 
verhaltnismaflig bestandig ist, bestand die Hoffnung, dieses Ziel auf enzv- 
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matischem Wege zu erreichen. Es wurden daher Versuche mit einem Nucleo- 
tidase-Praparat durchgefiihrt, das nach den Angaben von W. Kleing) aus 
der Dunndarmschleimhaut des Kalbes gewonnen worden war. Nach Klein 
hat die in dem Enzym-Extrakt enthaltene Nucleotidase ein Wirkungsoptimum 
bei PH 9. Das Enzyni wird durch Mg-Ionen aktiviert. Das Ergebnis solcher 
Spaltungsversuche bei PH 9 in Gegenwart von Mg-Salz ist in Tafel 1 zusammen- 
gefaflt. Die Reaktion wurde durch Bestimmung des an das Virusprotein 
gebundenen und des freien Phosphats verfolgt. 

n ,842 0.665 
0.800 0.831 

40 0.890 0.442 
96 0.950 0.594 

Tafe l  1. 
Versuchsansatz: 10 ccin Virus-Losung (2.54-proz.), 2 ccm Enzym, 2 cc b-NH,/XH,Cl- 
Puffer PH 9, 100 mg Magnesiumacetat. Gesamtvolumen: 15 ccrn, Temperatur: 370. 
Bei den Kontroll-Ansatzen wurde das Enzym erst unmittelbar vor der Aufarbeitung 

zugegeben. 

0 
0 _ _ _ ~  

__ -~ 
1.012 

F frei P gesamt I Stdn. I Versuch 

1.930 
n 8x4 
1.046 
0.192 

1.51 
1.63 
1.33 
1.54 

Unter diesen Bedingungen war also keine eindeutige Spaltung zu be- 
obachten auflerdem blieb die biologische Wirksamkeit des Virus betrachtlich, 
wenn auch eine gewisse Inaktivierung unvorkennbar war lo). Es wurde 
daher eine andere Versuchsanordnung gewahlt, wie sie von B re de  r e c k 11) 
zum Nachweis der enzymatischen Hydrolyse von Hefe- und Thymonuclein- 
saure benutzt wurde. Hierbei iwird in der Nahe des Neutralpunktes und ohne 
Mg-Zusatz gearbeitet. Zu Beginn des Versuches wird das Reaktiongemisch 
gegen Phenolphthalein neutralisiert und am Ende des Versuches die frei 
gewordene Saure mit NaOH zurucktitriert. 

Tafe l  2. 
a) \'ersuchsansatz: 10 ccm Virus-Losung (2.54-proz.), 2 ccm Bnzym, 0.2 ccm Toluol. 
b) Kontrolle ohne Substrat: 10 ccrn H,O, 2 ccm Enzym, 0.2 ccm Toluol. 
c) Kontrolle ohne Enzym: 10 ccm Virus-Losung, 2 ccm Puffer p~ 9, 0.2 ccm Toluol. 

Temperatur : 37O, Versuchsdauer: 72 Stdn. 

Saure- 

Yol. P. 

ccm nlso- 

a) Hauptversuch . . . . . . . . . . .  
b) Enzym allein. . . . . . . . . . . .  

c) Kontrolle ohne Enzym . . .  

" I  I 

I I I I 

... I 
9) Ztschr. physiol. Chem. 207, 125 [1932]. 

10) Die mittlere Anzahl der Primarlasionen pro Blatthalfte betrug bei der Kon- 
trolle 21.86 bei dem Versuchsansatz 14.52; Differenz = 7.33 & 1.23, Diff./mlm 
= 5.?6, II = 80. 

11) H. Rredereck  11. G. Yii l ler ,  B. 72, 1429 [1939j. 
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Wie Tafel 2 zeigt, wurde unter diesen Bedhgungen eine praktisch 
100-proz. Spaltung beobachtet, die durch mehrfache Wiederholung des Ver- 
suches bestatigt wurde. Je Mol. abgespaltenes Phosphat wurden hierbei 
1.5-2 Saureaquivalente in Freiheit gesetzt. Bei einem Tetranucleotid be- 
obachtete man unter gleichen Bedingungen der enzymatischen Hydrolyse 
einen Saure-Zuwachs von 0.75 Mol. pro Mol. Phosphorll). Bei hochpolymeren 
Polynucleotiden konnte dieser Quotient hochstens 1 werden. Es ist daher 
anzunehmen, da13 die Phosphat-Gruppen in dem urspriinglichen Virus-Molekiil 
tertiar gebunden sind. Mit zwei Saure-Gruppen ist der Phosphat-Rest ester- 
artig mit den Nucleosiden verbunden, die dritte Saure-Gruppe, die in den 
freien Nucleinsauren gegen Phenolphthalein sauer reagiert, ist wahrschein- 
lich salzartig an basische Gruppen des Proteins gebunden (111). Die ein- 
fachste Annahme iiber die Wirkungsweise des Enzyms ist folgende: Zuerst 
wird die mit 1 bezeichnete Bindung gelost. Hierdurch wird die Bindung des 
Phosphat-Rests zum Protein (2)  gelockert, so daIj auch die zweite Saure- 
Gruppe titrierbar wird. Die Losung der Bindung 3 hat auf das Titrations- 
Ergebnis keinen Einf la ,  da in der freien Phosphorsanre das dritte HydroxyI 
gegen Phenolphthalein nicht mehr sauer reagiert. 

0 011 
II A’ 

- . . . . O  - P - 0 - Ribose-Base I 

111. 

Bei dein hier zur Wirkung koniinenden Xnzyni handelt es sich augen- 
scheinlich um ein von der Kl e i n schen Nucleotidase verschiedenes Enzym, 
da unter optimalen Bedingungen fur die Nucleotidase keine Spaltung auf- 
tritt (Tafel 1). 

Fiir die Frage der Bindungsart der Nucleinsaure niit dem Protein ist 
entscheidend, ob bei der Abspaltung der Nucleinsaure die Protein-Kompo- 
nente in kleinere Bruchstiicke zerfallt, oder ob das urspriingliche Molekular- 
gewicht des Virus von 23000000 erhalten bleibt. (Die theoretisch zu er- 
wartende Abnahme des Molekulargewichts von 5% durch Entfernung der 
Nucleinsaure ist mit unserem Verfahren nicht mefibar.) Die Untersuchung 
in der Ultrazentrifuge zeigte, da13 das nucleinsaurefreie Protein hinsichtlich 
des Molekulargewichts vollkommen einheitlich war. Die Messung der Sedi- 
mentations-Konstante des reinen Spaltprodukts (Abbild. 1) und die Sedi- 
mentation einer Mischung desselben niit dem Ausgangsstoff ergab keinen 
Unterschied im Molekulargewicht zwischen dem Virus und dem nuclein- 
saurefreien Protein. Damit ist also die Verkniipfung der Nucleinsaure mit 
dem Protein eindeutig im Sinne von I entschieden. 

Das Spaltprotein verhielt sich auch bei der Wanderung im elektrischen 
Feld, die im Tisel ius-  Apparat verfolgt wurde, vollkommen einheitlich 
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(Abbild. 2). Weiterhin war in m/100-Phosphatpuffer bei pH 7.45 kein Unter- 
schied in der Wanderungs-Geschwindigkeit gegenuber dem Tabakmosaik- 
virus festzustellen. Dieses an sich unenvartete Ergebnis ist vielleicht da- 
durch’ zu erklaren, daI3 an Stelle der abgespaltenen Nucleinsaure absorbierte 

Abbild. 1 .  Sedimentation des reintn nucleinsaurefreien Proteins Drehzahl 17000/JIin. 
Zeitraum zwischen den Aufnahmen: 6 Xin. 

Abbild. 2. Wanderung des nucleinfreien Proteins im elektrischen Feld. m/100- 
Phosphatpuffcr, p~ 7.45, Zeitraum zwischen den Aufnahmen etwa 15  Jlin. 

Abbild. 3. Krystallnadeln des nucleinsaurefreien Proteins. VergroBerung etwa 600-fnch. 

Phosphat-Ionen treten, und so der Verlust an negativen Ladungen wieder 
wett gemacht wird. Wieweit diese Vorstellung richtig ist, sol1 durch weitere 
Versuche gepruft werden. Im Zusammenhang mit diesen physikalischen 
Untersuchungen ist von besonderer Bedeutung, daI3 das abgespaltene Protein 
in derselben Weise wie das Virus krystallisiert (Abbild. 3). Die urspiing- 
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l iche  S t r u k t u r  des  P ro te ins  sche in t  a lso i n  vollein Umfange  e r -  
h a l t e n  gebl ieben  zu  sein.  Deiiigegeniiber zeigte die biologische Priifung 
im Einzelherd-Test auf Nicotina glutinosa, die von G. Melchers im KaisPr- 
Wilhelin-Institut fur Biologie ausgefiihrt wurde, da13 nach Abspaltung tler 
Nucleinsaure die b i o 1 o g i s c h e Wi  r k s a in ke  i t p r a k t i s c h v o 11 s t a n d  i g 
verschwunden ist12). Hierdurch wird also fur das TM-Virus die Not- 
wendigkeit der Nucleinsaure fur den Verniehrungsvorgang bestatigt . 

Die serologische Priifung des abgespaltenen Proteins wurde von 
H. F r i ed r i ch -Freksa  durchgefiihrt. Bei der Prazipitin-Reaktion niit 
eineni Kaninchen-Antiserum war kein deutlicher Ilnterschied in1 Verhalten 
des nucleinsaurefreien Proteins und des Tabakniosaikvirus festzustellen. 

Die Versuche wurdeii unter hfitarbeit von Fraulein I,. Rebensburg  
und Fraulein K. K r a u s e  ausgefiihrt. 

Hrn. Prof. B u t e n a n d t  danke ich fur die Forderung and Hrn. Prof. 
Hor l e in  (I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld) fiir die Unterstiitzung 
der Arbeit. 

Beschreibung der Versuche. 

1) Hers t e l lung  des  Enzyniss)  
-11s Ausgangsiiiaterial diente die Iliinndarm-Schleimhaut des Kalbes. 

1)ie briden ersten Meter des Dariiies vom hIagen weg n-urden iiiit Wasser 
durchgespdlt untl die Schleiinhaut niit eineni Spate1 ausgeschabt. Wir er- 
hielten 50 g Organbrei, der niit 250 cciii 87-proz. Glycerin versetzt und gut 
durchgeschiittelt wurde. Dann \Turden 2.5 ccin 10-proz. Natronlauge xu- 
gegeben und die Losung 2 “age untc-r haufigem Durchschiitteln bei Ziminer- 
temperatur stehengelassen. Zur Uefreiung von ungeliisten Muskelfetzen 
wurde d a m  der Estrakt durch eiti Sieb gegossen und niit 3 ccin Toluol ver- 
setzt. 1 )er fertige Estrakt wnrde im Eisschrank aufbeivahrt. 

2) A u  sf ii h r  ung  d e  r P h o s pha t - €3 e s t i in iii u iige 11. 
-11s Substrnt fiir die Spaltung n-urde ein durch Xiiinionsulfat-€:alluiig 

dargestelltes krystallisiertes 13rusprotein benutzt, das durch ITltrazentrifu- 
gierung gereinigt war. tin1 anorganisches Phosphat moglichst zu entfernen, 
wurde die 1,osung langere Zeit gegen Amiiioniak-Puffer voin 13, I 8 dialysiert. 

Nach Beendigung des Versuches n-urden die Ansatze auf 25 ccm auf- 
gefiillt, ein Teil der Losung fur die physikalischen LTntersuchungeii benutzt 
und in eineni anderen Teil das gebundene und freie Phosphat bestininit. 
Dies geschah auf folgendem Wege : 20 ccni der Versuchs-Losung wiirden iiiit 
10 ccni einer 30-proz. Losung von Trichloressigsaure versetzt, das ausgefallte 
Protein abfiltriert und mit Wasser, das etwas Trichloressigsaure enthielt, 
ausgewaschen. Das Protein und das Viltrat wurden fiir sich init konz. Schwefel- 
saure und einigen Tropfen Salpetersaure verascht und die I’hosphorsaure in 
der iiblichen Weise niit Ainiiionniolybdat gefallt und zur Wagung gebracht. 

12) Die inittlere Auzahl der Primiirliisioneii pro IIlatthalfte betrug bei der Kon- 
trolle 14.1, bei dern I’ersuchsansatz 0.4; Differenz = 13.7 & 1.7, Diff./m,,ifi = 8.1, 
11 = 50. 


