Zur Bestimmung der Radiokohlenstoffverteilung in Proteinen
(Versuche an Tabakmosaikvirus).

Von
F. Passler und T. Schonfeld.

Aug dem I. Chemischen Laboratorium der Universitit Wien.
Mit 2 Abbildungen.

(Eingelangt am 10. Dezember 1954.)

Zur Bestimmung der Radiokohlenstoffverteilung im Protein
von YC.markiertern Tabakmosaikvirus (TMV) wurde diese
Komponente des TMV abgetrennt und hydrolysiert. Das
Hydrolysat wurde nach der von Moore und Stein beschriebenen
Elutionschromatographie an Kationenaustauschersiulen in die
Aminosduren aufgetrennt und deren Aktivititen im Gas-
Geiger-Zahlrohr gemessen. Das in den Versuchen verwendete
aktive TMV wurde gewonnen, indem ein mit TMV gesittigtes
Blatt 24 Stdn. zur Assimilation von Radiokohlensiure veranlaBt
wurde. Die Aminosguren dieses TMV enthielten nur wenige
Prozent des vom TMV aufgenommenen Radickohlenstoffes,
wobei praktisch nur Asparaginsdure, Serin, Glutaminsiure
und Alanin Aktivitédt zeigten. Die chromatographisch ermittelte
Zusammensetzung des Proteins stimmt mit den von Knight
durch biologische Methoden erhaltenen Werten gut iiberein.

Voraussetzung fir die Verwendung radioaktiver Indikatoren bei
der Untersuchung von Stoffwechselvorgingen ist die Beherrschung von
Methoden zur Abtrennung einzelner Stoffwechselprodukte. Fir die
Untersuchung von Vorgéngen, bei denen EiweiBstoffe gebildet, abgebaut
oder umgewandelt werden, ist die Zerlegung dieser Stoffe in die Amino-
siurebausteine von groBer Bedeutung. Dabei muB die Zerlegung so
verlaufen, dafl anschliefend eine Messung der Aktivitat der einzelnen
Bausteine durchgefiihrt werden kann.

Da im hiesigen Laboratorium im Rahmen bereits laufender Arbeiten
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iiber den Stoffwechsel von Tabakmosaikvirus? und von Gewebekulturen?, 3
auch Untersuchungen des EiweiBstoffwechsels beabsichtigt sind, haben
wir ein Verfahren zur Trennung und Aktivititsmessung von Aminosiuren
erprobt. Hier soll die Methode umrissen und iiber die an einer Probe
von radioaktivem Tabakmosaikvirus erzielten Ergebnisse berichtet
werden.
I. Methode zur Bestimmung der
Radiokohlenstoffverteilung in Proteinen.

Fir die Auftrennung von Eiweifhydrolysaten kommen von vorn-
herein praktisch nur die hinsichtlich der Trennschérfe besonders leistungs-
fihigen chromatographischen Methoden in Frage. Ausgewihlt wurde
die von Moore und Stein beschriecbene Methode der Chromatographie
an Kationenaustauschersiulen durch Elution mit Pufferlsungen?,

Die Sdulenchromatographie besitzt fiir die hier beabsichtigte Verwendung
gewisse Vorteile gegeniiber der fiir analytische Zwecke ebenfalls sehr leistungs-
fahigen Papierchromatographie. Die erforderliche Genauigkeit der Bestim-
mung der Mengen der einzelnen, durch Papierchromatographie getrennten
Aminosguren und die erforderliche Genauigkeit der Bestimmung ihrer
Aktivitdt kann ndmlich nur erzielt werden, indem man die Aminosduren
aus dem Papierchromatogramm eluiert. Hierzu mull aber zuerst die genaue
Lage der einzelnen ,,Flecke* im Papierchromatogramm festgestellt werden.
Die fiir diese Lokalisierung geeigneten empfindlichen Farbreaktionen mit
Ninhydrin oder mit Naphthochinonsulfoséiure verlaufen aber unter Ab-
spaltung von Kohlensdure aus den Aminosduren; bei diesen Nachweis-
reaktionen kann es also zu unkontrollierbaren Verlusten an Radiokohlenstoff
kommen. Anderseits sind die Aktivitdten in den interessierenden Fillen zu
gering, um ein Abtasten mit dem Zihlrohr zu gestatten. Demgegeniiber
kann man einen Teil jeder Fraktion des Eluats bei der Sdulenchromatographie
zur Bestimmung des Aminosduregehaltes der Fraktion verwenden und dann
am Rest die Aktivitétsmessung durchfithren.

Die Vorziige der Papierchromatographie, namlich apparative Einfachheit
und geringere erforderliche Substanzmenge, treten gegeniiber diesen Vor-
teilen der Sdulenchromatographie zuriick.

Unter den Methoden der S#dulenchromatographie empfiehlt sich die
Elutionsechromatographie, da sie schirfere Trennungen als die Verdridngungs-
chromatographie ergibt. Als stationire Phase fiir die Elutionschromato-
graphie wurden bereits Stirke® und Ionenaustauscher® erprobt. Die Ver-
wendung von Tonenaustauschern wird im allgemeinen vorgezogen, da sie

1 H. Schonfellinger und E. Broda, Mh. Chem. 83, 837 (1952); 85, 33
(1954).

2 0, Suschny, E.Broda, L.Sverak, H. Bilek, O.Feldstein, L. Stockinger
und H. Madl, Mh. Chem. 83, 1091 (1952).

3 L. Stockinger, H. Enzl, E. Broda, L. Sverak und O. Suschny, Mh. Chem.
85, 327 (1954).

¢ S, Moore und W. H. Stein, J. Biol. Chem. 192, 663 (1951).

5 W.H. Stein und S. Moore, J. Biol. Chem. 176, 337 (1948); 178, 53
(1949).
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durch die Anwesenheit von Salzen weniger gestort wird und da auch die
Eluate weniger Verunreinigungen enthalten.

Der auf der genannten Methode von Moore und Stein beruhende
Gang der chromatographischen Trennung sei hier kurz beschrieben.
(Fur ausfibrliche Angaben muB auf die Originalarbeit* und auf die
Dissertation von F. Passler® verwiesen werden.)

Trennung der basischen Aminosduren. Um bei dieser Trennung quantitative
Ausbeuten zu erhalten, das hei3it um Verluste an basischen Aminosiuren
wihrend der Elution durch unerwiinschte Umsetzungen zu verhindern,
mull die Trennung méglichst unter Vermeidung langzeitiger Einwirkung
basischer Puffer durchgefithrt werden. Hierzu bedient man sich einer ,,kurzen®
Saule (Lange der Austauscherschicht 150 mm, Durchmesser der Austauscher-
schicht 9 mm; Fillung mit Dowex 50 mit 89, Quervernetzungen in Perlen
der GroBe 0,04 bis 0,08 mm). Ein Aliquot des EiweiBhydrolysats wird in
etwa 1 ml saurer Pufferlésung auf den Austauscher aufgegeben. Dann wird
mit einem Pufferdurchsatz von ungefibr 4 ml pro Stunde eluiert. Das aus-
tretende Eluat wird in Fraktionen von 1 ml aufgefangen. Fir den automati-
schen Vorlagenwechsel wurde ein geeigneter Fraktionskollektor entwickelt?.
Abb. 1 14t die nacheinander verwendeten Elutionspuffer und die Reiben-
folge des Austrittes der Aminoséiuren erkennen.

Trennung der sauren und neutralen Aminosduren. Diese Trennung erfolgt
an einer ,langen Austauschersiule (Dimension der Austauscherschicht
1000 X 9 mm, Austauscher wie in der kurzen S&ule). Man beschickt die
lange Sdule am besten mit einem zweiten Aliquot des EiweiBhydrolysats.
Reicht die vorhandene Substanzmenge aber nur zur direkten Beschickung
einer Saule aus, so kann man die bei der Trennung an der kurzen S#ule
schnell durchwandernden sauren und neutralen Aminosiuren verwenden
{vgl. Abb. 1), Allerdings betrigt das Volumen der Pufferlosung, in dem
sich diese Aminosduren nach Austritt aus der kurzen Siule befinden, etwa
30 ml, ist also zur unmittelbaren Beschickung der langen S#ule zu gro@.
Man mull daher die Aminoséuren zuerst von den Puffersalzen befreien, was
z. B. mit Hilfe stark basischer Anionenaustauscher gelingt®, und dann die
entsalzte Loésung einengen. Die so gewonnene Losung wird auf der langen
Sdule aufgegeben. Auch diese Sdule wird mit einer DurchfluBgeschwindig-
keit von ungefihr 4 ml Puifer pro Stunde eluiert, Abb. 2 zeigt die Elutions-
bedingungen (pH der nacheinander verwendeten Puffer und Temperatur)
und die Reihenfolge des Austrittes der Aminosduren.

Aus jeder 1-ml-Fraktion der Eluate der kurzen und langen Séule werden
0,5 ml herauspipettiert. An diesem Teil wird der Aminosduregehalt kolori-
metrisch mit Ninhydrin bestimmt®. Aus den Extinktionsmessungen ergibt
sich durch Vergleich mit chemisch reinen Aminosduren die Aminosguremenge
in den einzelnen Fraktionen. So entstehen Elutionskurven, wie sie Abb. 1
und 2 zeigen. '

An den restlichen 0,5ml der Fraktionen werden die Aktivitits-
bestimmungen ausgefithrt. Da bei den zu bearbeitenden Problemen

8 F. Passler, Dissertation, Universitit Wien (1954).

" F. Howliczek, F. Passler, O. Suschny und L. Sverak, (unveréffentlicht).

8 4. Dréze und A.de Boeck, Arch. Int. Physiol. 6¢, 201 (1952); siche
Z. analyt. Chem. 138, 188 (1953).

® 8. Moore und W. Stein, J. Biol. Chem. 176, 367 (1948).
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meist nur kleine Aktivititen zu erwarten sind, muBte von vornherein
eine moglichst empfindliche Methode ausgewihlt werden. Als geeignete
Methode stand die von Brode und Rohringer ausgearbeitete Messung
im Gas-Gesger-Zahlrohr zur Verfiigung!® 1,

Bei dieser Methode dient zusatzireie Kohlensiure als Fiillgas. Zur Uber-
fithrung in Kohlensdure werden die Proben zuerst zur Trockene eingedampft,
die Riickstinde (eluierte Aminosiduren samt Puffersubstanzen) dann nach
einer Modifikation der NaBverbrennung von van Slyke und Folck oxydiert1® 13,
die entwickelte Kohlensdure in Lauge absorbiert und nach AbschiuB der
Verbrennung als Bariumkarbonat geféllt. Aus diesem wird dann in der
Zshlrohrfullapparatur CO, durch Zugabe von Perchlorsiure freigesetzt.

2. Die Zusammensetzung der Proteinkomponente des
Tabakmosaikvirus (TMV).

Bestimmungen der Zusammensetzung der Proteinkomponente des
TMV sind schon nach verschiedenen Methoden durchgefihrt worden:
Ross isolierte einzelne Aminosduren aus dem Hydrolysat dureh fraktio-
nierte Kristallisation verschiedener Salze der Aminoséiuren®. Die Genauig-
keit dieser Methode reicht aber keinesfalls an die chromatographischer
Methoden heran. Zahlreiche Analysen — auch von Mutanten des TMV —
wurden von Knight nach biologischen Methoden (Bakterienwachstum)
durchgefiihrt!®: 16, SchlieBlich wurde von Schramm eine Auftrennung
der Aminossiuren des Hydrolysats in einzelne Gruppen durch Adsorption
an Aktivkohle und an Ionenaustauschern vorgenomment'?.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun — unseres Wissens zum ersten-
mal — die Zusammensetzung der Proteinkomponente des TMV chromato-
graphisch bestimmt. Dies geschah sowohl bei Vorversuchen mit inaktivem
Virus als auch bei der Zerlegung des aktiven Virus fiir die Aktivitdts-
messungen.

Das in unseren Analysen verwendete TMV wurde aus Tabakbléttern
nach der Methode der iscelektrischen Fallung gewonnen!$; 1%, Dann wurde

die Nucleinsdurekomponente durch FErhitzen mit Trichloressigsdure ab-
getrennt?®. Das Protein wurde dann der Hydrolyse mit Salzséiure unter-

10 . Rohringer und E. Broda, Z. Naturforsch, 8 b, 159 (1953).

11 B, Broda und G. Rohringer, Z. Elektrochem. 58, 634 (1954).

12 D, D. van Slyke und J. Folch, J. Biol. Chem. 136, 509 (1940).

13 J. A. Thorn und Ping-Shu, Canad. J. Chem. 29, 558 (1951).

4 A, F. Ross, J. Biol. Chem. 188, 741 (1942).

15 (. A. Knight, J. Biol. Chem. 171, 297 (1949).

16 F. L. Black und C. A. Knight, J. Biol. Chem. 202, 51 (1953).

17 @, Sehramm und Q. Braunitzer, Z. Naturforsch. 8 b, 297 (1950).

18 O, H. Hills und H. H. Mc Kinney, Phytopathology 82, 509 (1942).

1 B, Commoner, F.L.Mercer, P.Merril und A.Zimmer, Arch. Bio-
chemistry 27, 271 (1951).

20 ¢, Schramm und G. Braunitzer, 7. Naturforsch. 5 b, 297 (1950); 8 b,
159 (1953).
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worfen (in 6 n HCIL, 16 Stdn. im abgeschmolzenen Gefil auf 112 bis 115°
erhitzt). Aus dem Hydrolysat wurde die Salzsdure durch Abdampfen im
Vak. entfernt, der Bindampirickstand in Puffer von pH 2,5 aufgenommen
und diese Pufferlosung zur Beschickung der Ionenaustauschersiulen wver-
wendet. Fiir jedes Chromatogramm wurde ein 8 bis 5mg Protein ent-
sprechendes Volumen der Pufferldsung eingesetzt.

An Saure-Hydrolysaten wurden insgesamt fiinf chromatographische
Trennungen an der ,,langen® Siule und zwei Trennungen an der , kurzen

Stule durchgefithrt.

Die Ergebnisse der einzelnen Chromatograrame

Sinle,

wat eines Hydralysats von PMV-Drotein aus der ,langen®

i

Abb. 2.
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stimmen gut iiberein. Die Mittelwerte aus den zwei Bestimmungen mit
den grofBten eingesetzten Mengen sind in Tabelle 1 angefiihrt. Diese
Tabelle enthilt auch die Werte von Knight. Man erkennt, daB Chromato-
graphie und biologische Methode befriedigend iibereinstimmende Werte
liefern. Auch mit den Ergebnissen von Schramm besteht Ubereinstimmung
(siche Tabelle 2).

Tabelle 1. Zusammensetzung des TMV-Proteins.

Sticksboffhaltige Gehalt in Prozent des Gesamtstickstoffes
Komponente cigene Werte | Knight 1947 | Ruight 1953

Alanin.......... 6,6 5,5 ‘J 7,8
Amidstickstoff . . . 8,8 —_ ; —
Arginin ......... 211 | o153 | 21,3
Asparaginséure . . 8,7 9,7 8,5
Cystein ......... — 0,54 0,56
Glutaminsdure. . . 7,5 7.4 7,1
Glyein.......... 3,0 2,4 3,2
i-Leucin ........ 4,0 48 | 4,3
Leucin.......... 6,1 6,8 5,8
Lysin........... 1,7 1,9 1,8
Phenylalanin . ... 3,6 4,9 4,7
Prolin .......... 4,9 4,8 4,6
Serin........... 7,1 ] 6,5 | 8,3
Threonin........ 7.4 7,9 | 9,5
Tryptophan ..... 2,5 2,0 2,1
Tyrosin ......... 1,7 2,0 1,9
Valin............ 7,9 7,5 8,9
Summe . ........ 103,1* 104,9%* [ 109,2%3

* 0,59 fur Cystein mit eingerechnet.
** 889, fur Amidstickstoff mit eingerechnet.

Tabelle 2. Zusammensetzung von TMV-Protein naeh Gruppen von

Aminoséuren,
Gehalt in Prozent des Gesamtstickstoffes
Stickstoffhaltige Xomponenten

(AS = Aminosduaren) eigene Enight 1 Ewight

Werte | ‘Schramm 1947 | 1953

Amidstickstoff. . ... ... o 8,8 8.4 — —
Aromatische AS ................. 7,8 8,6 ! 8,9 8,7
Saure AS.......c.ieiiiii 16,2 154 17,0 | 15,6
Basische AS ... i, 22,8 20,8 23,4 ’ 23,1
B-substituierte AS und Glycin . ... 17,5 . 16,9 16,8 | 21,0
Ubrige aliphatische AS .......... 205 | 3L2 | 204 | 314
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Bei der sauren Hydrolyse werden Tryptophan und Cystein zur Ginze
zersetzt. Thre Bestimmung mufl daher gesondert durchgefiihrt werden.
Tryptophan bestimmt man durch Chromatographie nach alkalischer
Hydrolyse. Das Tryptophan tritt dabei etwa in dem in Abb. 1 be-
zeichneten Teil des Eluats der kurzen Sdule auf. Eine allerdings nicht
sehr genaue Bestimmung dieser Art nach Hydrolyse mit Barytlauge
ergab 2,5%, Tryptophan (bezogen auf den Stickstoifgehalt).

Cystein wird hingegen auch bei der alkalischen Hydrolyse zersevzt. Die
Bestimmmung gelingt jedoch, wenn man das Protein vor der Hydrolyse mit
Perameisensdure behandelt und das Cystein dadurch — sozusagen in situ —
zur hydrolysebesténdigen Cysteinsdure oxydiert®. Diese wird dann nach
der Hydrolyse chromatographisch abgetrennt wund bestimmt?. Eine der-
artige Cysteinbestimmung an TMV ist von uns vorldufig noch nicht durch-
gefiihrt worden.

Da es bei sehr kieinen Stoffmengen — es handelte sich um 20 bis 30 mg
Protein — nur schwer gelingt, die Aminosgiuren des Proteins quantitativ
in die Pufferlésung zu uberfithren, wurden die Prozemtgehalte auf Grund
des Stickstoffgehaltes der Pufferldsungen berechnet. Durch einen Korrektur-
faktor von 1,03 wurde hierbei berticksichtigt, daf# Tryptophan und Cystein
bei der Hydrolyse iiberwiegend in die Humine eingebaut werden.

3. Die Verteilung des Radiokohlenstoffes in markiertem
TMYV.

A. Gewinnung des markierten TMYV,

Hierfiir wurde im wesentlichen die von Schinfellingerls 2* beschrie-
bene Methode verwendet. Sechzig Tage nach der Infektion einer im
Freien wachsenden Tabakpflanze wurde ein Blatt 36 Stdn. lchtdicht
abgedeckt, dann abgetrennt und in einer 500 ml groBen Photosynthese-
kammer 24 Stdn. unter Lichteinwirkung einer radiokohlensiurehaltigen
Atmosphire (Gesamtgehalt 79 mg CO,, Gesamtaktivitit 2,3 Millicurie)
ausgesetzt. Dabei wurde die Kohlensdure praktisch vollkommen assi-
miliert. Aus dem abgetoteten Blatt (flissige Luft) wurde das aktive
TMV mit Puffer extrahiert und durch mehrfache isoelektrische Fallung
von anderen Stoffen abgetrennt. SchlieSlich wurden 10 ml einer Puffer-
16sung des TMV erhalten (150 y Virus/ml, 4,1 X 105 Zerfille/Min. ml).

B. Aktivitdt der Aminosduren des Proteinhydrolysats.

Zur Bestimmung der Aktivititsverteilung wurden Aliquote der
Stammloésung des aktiven TMV mit inaktivem TMV verdiinnt. Dies
war notwendig, um zu gut verarbeitbaren Mengen zu gelangen. Das
Verdiinnungsverhiltnis betrug 100 bis 150. Abtrennung der Nuclein-
sdurekomponente und Hydrolyse wurden wie beim inaktiven Virus

1 E. Schram, S. Moore und K. J. Bigwood, Biochemic. J. 57, 33 {1954).
22 H. Schénfellinger, Dissertation, Universitit Wien (1952).
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durchgefithrt. Es wurden zwei Sidurehydrolysate hergestellt und an
diesen insgesamt drei Trennungen an der langen S#ule und zwei Trennun-
gen an der kurzen Siule durchgefiihrt.

Die Aktivitdtsmessungen wurden in folgender Weise vorgenommen:
Aus den kolorimetrisch ermittelten Elutionskurven, die fiir jede Trennung
aufgenommen wurden (vgl. Abb.1 und 2), waren die Fraktionen er-
sichtlich, in denen eine bestimmte Aminosiure aufscheint. Die nicht
zur Aminosidurebestimmung verwendeten Hilften aller zu einer Elutions-
zone gehorigen Eluatfraktionen — z. B. die Fraktionen 85 bis 94 des
in Abb. 2 wiedergegebenen Chromatogramms (Asparaginsdurezone) —
wurden dann vereinigt und aliquote Teile der so erhaltenen Gemische
zur Aktivititsbestimmung verwendet. Als Kontrolle wurden zusétzliche
Bestimmungen an Fraktionen ausgefithrt, die zwischen den Aminosiure-
zonen lagen. _

Tabelle 3 gibt die Ergebnisse der Aktivititsmessungen an einem
Eluat aus der langen Siule wieder (die Aminoséureanalyse dieses Eluats
zeigt Abb. 2). Die bedeutende Gréfe der MeBfehler wird durch die
Hohe des Leerwertes der verwendeten Zihlrohre (~ 55 StGBe/Minute)
bedingt. Mit Hile einer seither im hiesigen Institut gebauten Anti-
koinzidenz-Zihlapparatur kann der Leerwert auf etwa 5 StéBe pro
Minute gesenkt werden? und weitere Analysen werden daher bei gleichen
Aktivitdten und MeBzeiten eine bedeutend grofiere Genauigkeit aufweisen.
Fraktionen, bei denen die MeBwerte bloB vier oder weniger Stofe iiber
dem Leerwert betrugen, sind in Tabelle 3 als inaktiv bezeichnet.

Tn den Zonen der Eluate an der kurzen Siule, in denen die basischen
Aminosduren auftraten, wurden keine merklichen Aktivititen fest-
gestellt. Ebenfalls als inaktiv erwies sich Tryptophan, das nach alkali-
scher Hydrolyse des aktiven TMV abgetrennt wurde.

Parallelbestimmungen der Aktivititsverteilung stimmten bedeutend
schlechter iiberein als Parallelbestimmungen der Proteinzusammen-
setzung. Der berechnete statistische Fehler reicht nicht aus, um dieses
Schwanken der Werte zu erkliiren. Es wire denkbar, dall Schwankungen
der Aktivitit durch das Aufireten geringer Verunreinigungen hoher
spezifischer Aktivitdt verursacht werden. Diese Annahme wird auch
durch das Auftreten von Aktivititen in Fraktionen gestiitzt, die keine
nachweisbaren Mengen von Aminosiuren enthielten.

Die Versuchsergebnisse zeigen jedoch ganz eindeutig, daB im unter-
suchten TMV-Protein vor allem Asparaginsidure und Serin Radiokohlen-
stoff enthalten, und zwar ungefihr je 1%, der Gesamtaktivitat des TMV.
Glutaminsiure und Alanin sind in geringerem Maf radioaktiv. Praktisch

2 Q. Rohringer, L. Sverak, E. Broda und K. Liebscher, Mh. Chem. 86,
117 (1955).
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inaktiv sind Threonin, Prolin, Valin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin,

Lysin, Arginin und Tryptophan. Keine eindeutige Aussage ist vorliufig

iber Glycin und Tyrosin moglich. Cystein wurde nicht untersucht.
Tabelle 3. Aktivitédt eines Eluats der langen Siule.

(Eingesetzte Losung wurde aus Virus der Aktivitédt
164,000 St6Be/Min. gewonnen.)

| Durchschnitt- 1 )
Nummer der o i liche A%{tivitat I}erechne er
Ig‘lraktionen Aminosiure (‘derfi‘)rzzke;icgie:en[ mlttii;ei‘ra rMeB-
| (St08e/Min. mal) |
i |
81, 82 1 0 —
85—04 Asparaginséure . | 114 } +11
96, 97 1 36 | 418
98—107 Threonin . ...... 0 | —_—
108, 109 ‘ 70 ‘ + 14
110—117 Serin .......... i 132 + 12
122, 123 [ 32 + 14
133—142 Glutaminsiure . . ‘ 75 + 10
147151 Prolin ......... 39 : - 14
156, 157 [ 39 + 14
169—178 Glycin......... ; 30 + 10
180 | 38 Lol
183—192 Algnin......... I 55 + 10
207, 208 ‘ o —
226—235 Valin..........: 0 i —
256, 257 18 -+ 14
302—309 Isolewein....... 0 —
312, 313 ‘ 0 —
314—323 Leuecin......... 0 —
334, 335 | 0 : —_
361—370 Tyrosin........ | 27 i -+ 10
374—382 Phenylalanin ... | 0 ‘: —

Auffallend an den Versuchsergebnissen ist auch, daf nur ungefihr
49, der gesamten Aktivitdt des Virus in den Aminosiuren gefunden
wurden. Da die Proteinkomponente des TMV mit 95%, den weitaus
grofiten Teil des Gewichtes des TMV ausmacht, miissen die anderen
Komponenten wesentlich hohere spezifische Aktivitédten aufweisen —
im Durchschnitt etwa 500mal die mittlere spezifische Aktivitit der
Aminoséuren. Unter den hier angewendeten Bedingungen der Gewinnung
des aktiven TMV erfolgt also der Einbau von photosynthetisch assimi-
Hertem Radiokohlenstotf vor allem in die NichteiweiB- Komponenten.

C. Aktivitit anderer Komponenten des TMYV,
Um festzustellen, wie sich der Hauptteil des Radiokohlenstoffes im
TMV  verteilt, wurden verschiedene chemische Trennungen und
Aktivitdtsmessungen vorgenommen (siche Tabelle 4). Der Grofteil des
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Radiokohlenstoffes liegt ganz eindeutig in den Nucleinsiuren vor. Die
Aktivitit des abgeschiedenen Proteins drfte {iberwiegend auf Ver-
uoreinigungen zuriickzufithren sein, oder auf Komponenten des Proteins,
die keine Aminosduren sind und die wegen ihrer geringen Menge nach
chemischen Methoden bisher nicht nachgewiesen wurden. Nur eine
solche Annahme kann die geringe Aktivitdt, die in den Aminosiuren
gefunden wurde, erkliren. Diese Annahme wird auch durch die betrécht-
liche Aktivitdt der Humine bestéitigt, die nur in kaum wigbarer Menge
gebildet werden und daher sehr groBe spezifische Aktivitdt aufweisen.
Auch der Riickstand, den man beim Abdampfen der zur Hydrolyse

Tabelle 4. Aktivitdt verschiedener Fraktionen beider Auftrennung
von aktivem TMV.

Virus = 100%

I
e . -
|

t ! {
Nucleinsfuren = 629,  Protein = 309, entwickelte Gase = 0,3%
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Pufferlésung = 109, unléslicher Teil des Eindampf-
ritckstandes = 59,

(n. b. == nicht bestimmt.)
zugegebenen Salzsiure erhilt, ist tiberraschend stark aktiv. Die Aktivitat
dieses Riickstandes 148t sich zwanglos durch die Annahme deuten, dafl
bei der Hydrolyse nicht nur unldsliche, sondern auch lésliche Humine
gebildet werden, die erst beim Eindampfen zum Teil in unldsliche Formen
iibergehen, zum Teil aber auch wieder vom Pufféer aufgelost werden.
Dadurch wiirde sich auch erklaren, wieso die Pufferlosung des EiweiB-
hydrolysats 109, der Aktivitit des TMV enthilt, wahrend nur 49,
in den einzelnen Aminosiduren festgestellt werden konnten.
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