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Zur Bestimmung der Radiokohlenstoffverteilung im Protein 
yon l~C-markiertem Tabakmosaikvirus (TM~r wurde diese 
Komponente des T~CIV abgetrennt und hydrolysiert. ]).as 
I-Iydrolysat wurde naeh der yon Moore und Stein beschriebenen 
Elutionschromatographie an Kationenaustansehers~nlen in die 
Aminosauren aufgetrennt trod deren Aktivit/~ten im Gas~ 
Geiger-Z~hlrohr gemessen. Das in den Yersuehen verwendete 
aktive TMV wttrde gewonnen, indem ein mit T~fV gesgttigtes 
Blatt 24 Stdn. zur Assimilation yon Radiokohlensgure veranlaBt 
wurde. Die Aminosguren dieses TMV enthielten nur wenige 
Prozent des yore TIV[V aufgenommenen Radiokohlenstoffes, 
wobei praktisch nur Asparaginsgure, Serin, Glutamins~ure 
und Alanin Aktivit~.t zeigten. Die chromatographiseh ermittelte 
Zusammensetzung des Proteins stimmt mit den yon Knight 
dureh biologische ~r erhaltenen Werten gut iiberein. 

Voraussetzung fiir die Verwendung radioaktiver Indikatoren bei 
der Untersuchung yon Stoffwechselvorggngen ist die Beherrschung y o n  

Methoden zur Abtrenmmg einzelner Stoffwechselprodukte. Fiir die 
Untersuchung yon Vorg~ngen, bei denen Eiweigstoffe gebildet, abgebaut 
oder umgewandelt werden, ist die Zerlegung dieser Stoffe in die Amino- 
sgurebausteine yon groger Bedeu~ung. Dabei muB die Zerlegung so 
verlaufen, dag anschliel~end eine ~r der Aktivitgt der einzelnen 
Bausteine durchgeffihrt werden kann. 

Da im hiesigen Laboratorium im I~ahmen bereits laufender Arbeiten 
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fiber den  Stoffwechsel  von T a b a k m o s a i k v i r u s  1 und  yon  Gewebeku l tu ren  ~, a 
auch  Un te r suchungen  des Eiweil]stoffwechsels beabsicht ig~ sind, h a b e n  
wi t  ein Verfahren  zur  T rennung  und  Ak t iv i t~ t smessung  yon  Aminosguren  
erprob~. Hie r  sell  d ie  Methode  umrissen  und  fiber d ie  an einer  P robe  
yon  r a d i o a k t i v e m  Tab~kmosa ikv i ru s  erziel ten Ergebnisse  berieh~et 
werden.  

1. M e t h o d e  z u r  B e s ~ i m m u n g  d e r  
R ~ d i o k o h l e n s t o f f v e r t e i l u n g  i n  P r o t e i n e n .  

Ff i r  die Auf~rennung yon  E iwe iBhydro lysa ten  k o m m e n  yon  vorn-  
here in  p rak t i s eh  nu r  die  h ins icht l ich  der  Trennsch~ffe  besonders  le is tungs-  
f~higen ch romatograph i schen  Methoden  in Frage .  Ausgew~hl t  wurde  
die yon  Moore und  Stein beschr iebene  Methode  der  Chroma~ogr~phie 
an  K~t ionen~us tausehers~ulen  durch  E lu t ion  mi~ Puffer l6sungen 4. 

Die S~ulenchromatographie besi tzt  fiir die hier beabsichbigte Verwendung 
gewisse Vorteile gegeniiber der fiir unalytische Zwecke ebenfalls sehr leistungs- 
f~higen Palaierchromatogr~lohie. Die erforderliche Genauigkeit  der  Bestim- 
mung der Mengen der einzelnen, durch Papierchromatographie getrenn~en 
Aminos~uren und die efforderliche Genauigkeit  der Best immung ihrer 
Ak~ iv i~ t  kann n~mlich nur  erzielt werden, indem man  die Aminos~uren 
aus dem Papierchromatogramm eluiert. Hierzu mull abe t  zuerst di.e genaue 
Lage der einzelnen , ,Flecke" im Papierchromatogramm festgestell~ werden. 
Die for diese Lokalisierung geeigneten empfindlichen Farbreakt ionen  mit  
Ninhydr ln  oder mit  Iqaphthoehinonsulfos~ure verlaufen aber  unter  Ab- 
spal tmlg yon Kohlens~ure aus den Aminos~uren; bei diesen Nachweis- 
reakt ionen kann es also zu unkontrol l ierbaren Verlusten an ]~adiokohlenstoff 
kommen. Anderseits  sind die Akt ivi t~ten in den interessierenden F~llen zu 
gering, um ein Abtas ten  mi~ dem Z~hlrohr zu gestat ten.  Demgegeniiber 
kann man  einen Teil jeder Frak t ion  dos Eluats  bei der S~ulenchromatographie 
zur Best immung des Aminos~uregehaltes der Frak t ion  verwenden und dann 
am Rest  die Aktivi t~tsmessung durchfiihren. 

Die Vorztige der Papierchromatographie,  n~mlich appara t ive  Einfachhei~ 
und geringere erforderliche Substanzmenge, t re ten gegeniiber diesen Vor- 
~eilen der S~ulenchroma~ographie zuriick. 

~Jn~er den Methoden der S~ulenchromatographie empfiehlt  sich die 
Elu~ionschromatographie, da sie seh~ffere Trennungen als die Verdr~ngungs- 
chromatographie ergibt.  Als s~ation~re t)hase fiir die Elut ionschromato- 
graphie wurden bereits St~rke ~ und Ionenaustauscher  ~ erprobt.  Die Ver- 
wendung yon Ionenaustausehern wird im allgemeinen vorgezogen, da  sie 

1 H. Sch6n]ellinger und E. Broda, Mh. Chem. 83, 837 (1952); 85, 33 
(1954). 

2 0 .  Susvhny, E. Broda, L. Sverak, H. Bilek, O.J~eldstein, J~. Stoclcinger 
und H. Madl, Mh. Chem. 88, 1091 (1952). 

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

4 S. Moore uud W . H .  Stein, J. Biol. Chem. 19~, 663 (1951). 
5 W . H .  Stein und S. Moore, J. Biol. Chem. 176, 337 (1948); 178, 53 

(1949). 
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dm'eh die Anwesenheit yon Salzen weniger gest6rt wird und  da attch die 
Eluate weniger Verunreinigungen enthalten. 

Der auf der g e n a n n t e n  Methode yon  M o o r e  u n d  S t e i n  beruhende  
Gang der chromatographischen T r e n n u n g  sei hier kurz beschrieben. 
(Fiir ausfiihrliche Angaben  muB ~uf die OriginMarbeit  r u n d  auf die 
Disser ta t ion yon  F .  Pass l e r  6 verwiesen werden.) 

T r e n n u n g  der basisehen Aminosi~uren.  U m b e i  dieser Trennung quanti tat ive 
Ausbeuten zu erhMten, das heil3t um Verluste an basisehen Aminosgm'en 
wghrend der Elution dureh unerwfinsehte Umsetzungen zu verhindern, 
mug die Trennung m6glichst unter  Vermeidung langzeitiger Einwirklmg 
basischer Puffer durchgef/ihrt werden. Hierzu bedient man sich einer ,,kurzen" 
Siiule (L~nge der Austauscherschieht 150 ram, Durchmesser der Austauscher- 
sehicht 9 ram; Fiillung mit  Dowex 50 mit  8% Quervernetzungen in Perlen 
der GrSl~e 0,04 bis 0,08 ram). Ein Aliquot des Eiweil3hydrolysats wird in 
etwa 1 ml saurer Pufferl6sung auf den Austauscher aufgegeben. Darm wird 
mit  einem Pufferdurchsatz yon ungefi~hr 4 ml pro Stunde eluiert. Das aus- 
tretende Eluat  wird in Frakt ionen yon 1 ml aufgefangen. F~r den automati- 
schen Vorlagenweehsel wurde ein geeigneter Fraktionskollektor entwickeltK 
Abb. 1 1/~t3t die nacheinander verwendeten Elutionspuffer und  die Reihen- 
folge des Austrittes der Aminosguren erkennen. 

T r e n n u n g  der sauren und  neutralen Aminos( turen.  Diese Trennung erfolgt 
an einer , , ]angen" Austauschers~ule (Dimension der Austauscherschieht 
1000 • 9 ram, Austauscher wie in der kurzen S~ule). !V[an beschiekt die 
lange S~ule am besten mit  einem zweiten Aliquot des Eiweil3hydrolysats. 
l~eicht die vorhandene Substanzmenge aber nur  zur direkten Beschickung 
einer S~ule aus, so kann  man  die bei der Trennm~g an der kurzen S~ule 
setmell durchwandernden sauren und  neutralen Aminos~uren verwenden 
(vgl. Abb. 1). Allerdings betri~gt das Volumen der Pufferl6sung, in dem 
sieh diese AminosKuren nach Attstritt aus der kurzen Sgule befinden, etwa 
30 ml, ist also zur tmmittelbaren Beschiekung der la~3gen Siiule zu groin. 
Man mu~ daher die AIninos~uren zuerst yon den PuffersMzen befreien, was 
z. B. mit  Hilfe stark basischer Anionenaustauscher gelingt s, xmd dann  die 
entsalzte L6sung einengen. Die so gewonnene LOsung wird auf der langen 
Si~ule aufgegeben. Aueh diese Si~ule wird mit  einer Durchflul3gesehwindig- 
keit yon ungef/~hr 4 ml Puffer pro Stunde eluiert, Abb. 2 zeigt die Elutions- 
bedingungen (pFL der naeheinander verwendeten Puffer und Temperatur) 
und  die Reihenfolge des Austrittes der Aminos~uren. 

Aus jeder 1-ml-Fraktion der Eluate der kurzen und  langen S/iule werden 
0,5 ml herauspipettiert. An diesem Tell wird der Aminos~iuregehalt kolori- 
metriseh mit  Ninhydrin  best immt 9. Aus den Extinktionsmessungen ergibt 
sieh dureh Vergleieh mit  ehemiseh reinen Aminosi~uren die Aminos~uremenge 
in den einzelnen Fraktionen. So entstehen Elutionskurven, wie sie z~bb. I 
und  2 zeigen. 

An  den  rest l iehen 0,5 ml  der F rak t i onen  werden die Aktivi t~ts-  
b e s t i m m u n g e n  ausgefiihrt.  Da  bei den zu be~rbe i tenden  Proble lnen  

a F .  Passle~', Dissertation, Universit~t \u  (1954). 
7 F .  Hawliczelc, 2". Passler,  O. S u s c h n y  ~ n d  L .  Sverak,  (m~ver6ffentlieht). 
s A .  Dr~ze und A .  deBoeclc,  Arch. In t .  Physiol. 60, 20] (1952); siehe 

Z. anMyt. Chem. 138, 188 (1953). 
S.  Moore  und W. Ste in ,  J .  Biol. Chem. 176, 367 (1948). 
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meis~ nur  kleine A k t i v i t ~ t e n  zu e rwar ten  sind, muBte yon  vornhere in  
eine m6gl iehs t  empf ind l iche  Methode  ausgew~hl t  warden.  Als geeignete  
~ e t h o d e  s t a n d  d ie  von B r o d a  und  R o h r i n g e r  ausgearbe i t e te  Messnng 
im Gas-Ge iger -Z~h l rohr  zur  Verf i igung 1~ 11 

Bei dieser Methode dient zusatzfreie Kohlens/~ure als Ffillgas. Zur Uber- 
fikhrung in Kohlens~ure werden die Proben zuerst zur Trockene eingedampf~, 
die Rfiekst/~nde (eluierte Aminos~iuren samt Puffersubstanzen) dann nach 
einer Modifikation der Nal3verbrennung von van S l y k e  u n d  Folch oxydier t  1., 18 
die entwickelte Kohlensiim'e in Lauge absorbiert  und nach Abschlul3 der 
Verbrennung als Bar iumkarbonat  gefiillt. Aus diesem wird dann in tier 
Z~hlrohrf~llappar~tur CO 2 dureh Zugabe yon Perehlors~ure freigesetzb. 

2. D i e  Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  P r o t e i n k o m p o n e n t e  d e s  
T a b a k m o s a i k v i r u s  (TMV). 

B e s t i m m u n g e n  der  Zusammense t zung  der  P ro tehakomponen te  des  
TMV sind sehon nach  versehiedenen Methoden  durchgef i ih r t  worden :  
R o s s  isol ier te  einzelne Aminosguren  aus dem H y d r o l y s a t  durch  f rakt io-  
n ier te  Kr i s t a l l i s a t ion  versehiedener  Salze de r  Aminoss  14. Die Genauig-  
ke i t  dieser  Methode  reieh~ abe r  keinesfal ls  an  d ie  eh romatograph i sche r  
Methoden  heran.  Zahlre iche  Ana lysen  - -  auch von M u t a n t e n  des TMV - -  
wurden  yon  K n i g h t  nach  biologisehen Methoden  (Bak te r i enwachs tum)  
durchgefi ihrt lS,  16. SehlieBlich wurde  yon  S c h r a m m  eine A u f t r e n n u n g  
der  Aminos~uren  des H y d r o l y s a t s  in einzelne Gruppen  durch  A dso rp t i on  
an  A k t i v k o h l e  und  an  Ionenaus~auschern  vo rgenommen  1~. 

I m  R a h m e n  dieser A r b e i t  wurde  nun  - -  unseres  Wissens  zum ers ten-  
ma l  - -  d ie  Zusammense t zung  der  P r o t e i n k o m p o n e n t e  des TMV ehromato-  
g raph i seh  be s t immt .  Dies geschah sowohl bei  Vorversuchen  m i t  i n a k t i v e m  
Virus als aueh  bei  de r  Zer legung des ak t i ven  Virus Itir  d ie  Akt iv i tggs-  

messungen.  
Das in unseren Analysen verwendete TMV wurde ~us T a b a k b l ~ t e r n  

nach der  Methode der isoelektrisehen F~llung gewonnen TM 19. ]:)ann wurde 
die Nueleins/~urekomponente durch Erhi tzen mit  Triehloressigsaure ab- 
getrennt  e~ Das Protein  wurde dann der t tydro lyse  mi t  Salzs~ure unter-  

lo G. Rohringer  u n d  E .  Broda, Z. Naturforsch. 8 b, 159 (1953). 
11 E .  Broda u n d  G. Rohringer,  Z. Elektroehem. 58, 634 (1954). 
12 D.  D. san  Slytce m~d J .  Foleh, J .  Biol. Chem. 136, 509 (1940). 
la j .  A .  Thorn  und P i n g - S h u ,  Canad. g. Chem. ~9, 558 (1951). 
1~ A . . F .  Ross,  J .  Biol. Chem. 138, 741 (1942). 
is G. A .  Kn igh t ,  J.  Biol. Chem. 171, 297 (1949). 
16 F .  L.  Black  ~nd C. A .  Kn igh t ,  J.  Biol. Chem. 202, 51 (1953). 
17 G. S c h r a m m  und G. Brauni tzer ,  Z. lgaturforsch. 8 b, 297 (1950). 
is C. H.  Hi l l s  und H.  H.  M c K i n n e y ,  Phytopa thology  32, 509 (1942). 
19 B.  Commoner,  F . L .  Mercer,  P .  IVierrill u n d  A .  Z immer ,  Arch. Bio- 

chemistry 27, 271 (1951). 
2o G. S c h r a m m  und G. Brauni tzer ,  Z. Naturforsch. 5 b, 297 (1950); 8 b, 

159 (1953). 
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worfen (in 6 n }tC1, 16 SSd_u. im abgeschmotzenen Gefgl3 auf 112 bis 115 ~ 
orhitzt). Aus dem I-Iydrolysat wurde die SMzs~m'e durch Abdampfen im 
Vak. en~fernt, der EindampfrScks~and in Puffer yon pI-t 2,5 aufgenommen 
u~d diese Pufferl6stmg zur Besehickung der Ionenaustausehers~ulen ver- 
wendet. Fi2v jedes Chroma~ogramm wurde ehn 3 bis 5rag Protein ent- 
spreebendes Volumen der Puffert6sung eingesetzt. 

An Saure-Hydrolysaton warden insges~mt fiinf ehrom~togr~phische 
Trennungen ~n der ,,langen" S~ule and zwei Trennungen an der ,kurzen<~ 
Si~ule durehgefShrt. ]Die Ergebnisse der einzelnen Chromatogr~mme 
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s t immen  gu~ iiberein. Die Mittelwerte aus den  zwei Bes t immungen  m i t  
den  gr5Bten eingesetzten Mengen s ind in  Tabelle 1 angefiihrt .  Diese 
TabeUe enth~l t  auch die Wer te  yon  Knight. Man erkennt ,  dab Chromato- 
graphic u n d  biologische Methode befl ' iedigend i ibere ins t immende Wer~e 
liefem. Auch  mi t  den Ergebnissen  yon  Schramm besteht  Ubere ins~immung 
(siehe Tabelle  2). 

Tabelle 1. Z u s a m m e n s e t z u n g  des  T M V - P r o t e i n s .  

Stickstoffhaltige 
Komponente 

Gehalt in Prozent des Gesamtstickstoffes 

eigene Werte 

Alanin . . . . . . . . . .  
Arnidst ickstoff . . .  
Arginin . . . . . . . . .  
Asparagins~ure . .  
Cystein . . . . . . . . .  
Glu tamins~ure . . .  
Glycin . . . . . . . . . .  
i-Leucin . . . . . . . .  
Leucin . . . . . . . . . .  
Lysin . . . . . . . . . . .  
PhenylManin . . . .  
Prolin . . . . . . . . . .  
Serin . . . . . . . . . . .  
Threonin . . . . . . . .  
Tryptophan . . . . .  
Tyrosin . . . . . . . . .  
Valin . . . . . . . . . . .  

~ u m m e  . . . . . . . . .  

* 0,5% ffir Cystein mit  eingerechner 

Knight 1947 

6,6 5,5 
8,8 

21,1 21,5 
8,7 9,7 

- -  0,54 
7,5 7,4 
3,0 2,4 
4,0 4,8 
6,1 6,8 
1,7 1,9 
3,6 4,9 
4,9 4,8 
7,1 6,5 
7,4 7,9 
2,5 2,0 
1,7 2,0 
7,9 7,5 

103,1" 104,9"* 

** 8,8% ffir Amidstickstoff mit  eingerechnet. 

Knight 1953 

7,8 

21,3 
8,5 
0,56 
7,1 
3,2 
4,3 
5,8 
1,8 
4,7 
4,6 
8,3 
9,5 
2,1 
1,9 
8,9 

109,2"* 

To~belle2. Z u s a m m e n s e t z u n g  v o n  T M V - P r o t e i n  n a c h  G r u p p e n  y o n  
A m i n o s g u r e n .  

Stickstoffhaltige Komponenten 
(A S = Aminos~uren) 

Amidstickstoff . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Aromatische AS . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Saute AS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Basische AS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
fl-subs~ituierte AS und  Glycin . . . .  
LTbrige aliphatische AS . . . . . . . . . .  

Gehalt in Prozent des Gesamtstickstoffes 

eigene 
Werte 

8,8 
7,8 

16,2 
22,8 
17,5 
29,5 

Sehvamm 

8,4 
8,6 

15,4 
20,8 
16,9 
31,2 

Knight 
1947 

8,9 
17,0 
23,4 
16,8 
29,4 

Knight 
1953 

8,7 
15,6 
23,1 
21,0 
31,4 
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Bei der sauren Hydrolyse werden Tryptoph~n und Cystein zar Ganze 
zersetzt. Ihre Best immung mul~ daher gesondert darchgefiihrt werden. 
Tryptophan  bestiramt man darch Chromatographie nach alkaliseher 
Hydrolyse.  Das Tryptophan  t r i t t  d~bei etwa in dem in Abb. 1 be- 
zeichneten Tell des Eluats  der kurzen Sgule a u f .  Eine ailerdings nicht 
sehr genaue Best immung dieser Art  naeh Hydrolyse mit  Barytlauge 
ergab 2,5% Tryptophan  (bezogen auf den Sticksteffgehalt). 

Cystein wird hingegen auch bei der alkalischen Hydro]yse zerse~zt:. Die 
Bestimrnung gelingt jedoch, wenn man das Protein vet  der I-Iydrolyse mit 
Perameisens~iure behandeIt und das Cystein dadureh - -  sozusagen in situ - -  
zur hydrolysebest~indigen Cysteins~ure oxydiert ~1. Diese wird dann nach 
der I-Iydrolyse chromatographisch abgetrennt und bestimmt 4, Eine der- 
artige Cysteinbestimmung an T~'IV ist yon nns vorl~iufig noch nicht durch- 
gefiihrt worden. 

D a e s  bei sehr kieinen Stoffmengen - -  es handelte sich um 20 bis 30 rag 
Protein - -  nut schwer gelingt, die Aminos~iuren des Proteins qua~ntita~iv 
in die PufferlSsung zu iiberfiihren, wurden die Prozentgehalte auf Grund 
des Stickstoffgehaltes der PufferlSsungen berechnet. Durch einen Korrektur- 
faktor yon 1,03 wurde hierbei beriicksichtigt, daft Tryptophan und Cystein 
bei der I-Iydrolyse iiberwiegend in die Humine eingebaut werden. 

3. D i s  V e r t e i l u n g  des  R a d i o k o h l e n s t o f f e s  in  m a r k i e r t e m  
TMV. 

A. Gewinnung des markierten TMV. 

ttierfiir warde im wesentlichen die yon Sch6n]ellinger ~, 2~ beschrie- 
bene Methode verwendet.  Sechzig Tage naeh der Iniektion einer im 
Freien waehsenden Tabgkpflanze wurde ein Blurt 36 8tdn. liehtdicht 
abgedeekt, dann abgetrennt  und in einer 500 ml grol3en Photosynthese- 
kammer  24 StAn. untet" Liehteinwirkung einer radiokohlens~arehal~,igen 
Atmosphgre (Gesamtgehalt  79 mg C02, Gesamtakt ivi tgt  2,3 M~ll~curie) 
ausgesetzt. Dabei wurde die Kohlens~are praktisch vollkommen assi- 
miliert. Aus dem abgetSteten Blurt (fliissige Luft) warde das aktive 
TMV mit  Puffer extrahiert  und dareh mehrfache isoelektrisehe Fgltung 
yon anderen Stoffen abgetrennt.  Sehliel~lieh warden 10 ml einer Puffer- 
16sung des TMV erhalten (150 y Virus/ml, 4,1 • 10 s Zerfglle/MAn. rnt}. 

B. A k t i v i t ~ t  d e r  A m i n o s g u r e n  d e s P r o t e i n h y d r o l y s a t s .  

Zar  Best immung der Aktivitgtsverteilung warden Aliquote der 
StammlSsung des aktiven TMV mit  inaktivem T ~  r verdiinnt. Dies 
war notwendig, um zu gut verarbei tbaren Mengen zu gelangen. Das 
Verdiirmungsverh~tltnis betrug 100 his 150. Abtrennung der 1kTuelein- 
s~arekomponente und Hydrolyse warden wie beim inaktiven Virus 

~1 ~. .Schram, S. Moore und  E.  J .  Bigwood, Biochemic. J. 57, 33 (~954). 
22 H.  Seh6n]ellinger, Dissertation, Universit~t ~u (1952). 



It. 1/1955] Bestimmtmg der Radiokohlenstoffverteilung in Broteinen. 95 

durchgeffihrt. Es wurden zwei S~iurehydrolysate hergestellt und an 
diesen insgesamt drei Trennungen an der ]angen S~iule und zwei Trennun- 
gen an der kurzen Situle durchgeffihrt. 

Die Aktivit/~tsmessungen wurden in folgender Weiss vorgenommen: 
Aus den kolorimetrisch ermittelten Elutionskurven, die ffir jede Trennung 
aufgenommen wurden (vgl. Abb. 1 und 2), waren die Fraktionen er- 
sichthch, in denen eine bestimmte Aminosgure aufscheint. Die nieht 
zur Aminosiiurebestimmung verwendeten H/iiften aller zu einer Elutions- 
zone geh6rigen Eluatfraktionen - -  z. B. die Fraktionen 85 bis 94 des 
in Abb. 2 wiedergegebenen Chromatogr~mms (Asparagins/~urezone) - -  
wurden dann vereinigt und ahquote Teile der so erhaltenen Gemische 
zur Aktiviti~tsbestimmung verwendet. Als Kontroile wurden zusi~tzliche 
Bestimmungen an Fraktionen ausgeffihrt, die zwischen den Aminosiure- 
zonen lagen. 

Tabelle 3 gibt die Ergebnisse der Aktivit~tsmessungen an einem 
Eluat  aus der langen S/iule wieder (die Aminos~ureanMyse dieses Eluats 
zeigt Abb. 2). Die bedeutende GrSBe der MeBfehler wird durch die 
I{She des Leerwertes der verwendeten Z~hlrohre (~-~ 55 S$SBe/Minute) 
bedingt. MiX Hilfe einer seither im hiesigen Inst i tut  gebau~en Anti- 
koinzidenz-Ziihlapparatur kann der Leerwert auf etwa 5 StSBe pro 
Minute gesenk~ werden ea und weitere Analysen warden daher bei gleichen 
Aktivi~i~ten und MeBzeiten eine bedeutend gr5Bere Genauigkeit auLveisen. 
Fraktionen, bei denen die Mel]werte blo] vier oder weniger StSBe fiber 
dem Leerwert betrugen, sind in Tabelle 3 als inaktiv bezeichnet. 

In  den Zonen der Eluate an der kurzen S/~ule, in denen die basischen 
Aminos/~uren auftraten, wurden keine merklichen Aktivit~ten fest- 
geste]l~. Ebenfalls als inaktiv erwies sich Trylotophan, das nach alkali- 
seher Hych'olyse des aktiven TMV abgetrennt wurde. 

ParMlelbestimmungen der Aktivit~tsverteilung stimmten bedeutend 
schlech~er fiberein als Parallelbestimmungen der Proteinzusammen- 
se~zung. I)er berechnete s~atistische Fehler reicht nieht aus, um dieses 
Schwanken der Werte zu erkl~ren. Es w/~re denkbar, dab Schwankungen 
der Aktivit/it durch das Auftreten geringer Verunreinigungen hoher 
spezffischer Aktivi~it verursacht werden. I)iese Annahme wird aueh 
4urch das Auftreten yon Aktivi~/s in Frak~ionen gestiitzt, die keine 
nachweisbaren Mengen yon Aminos/iuren enthielten. 

Die Versuchsergebnisse zeigen jedoch ganz eindeutig, dab im unter- 
suchten TMV-Protein vor ahem Asparagins/~ure und Serin l~adiokohlen- 
s~off enthalten, und zwar ungefi~hr je 1% der Gesamtaktivit~t des TMV. 
Glutamins/~ure und Alanin sind in geringerem MaB radioaktiv, l~raktiseh 

G. Rohringer, L. Sveral~, E. Broda trod K. Liebscher, ~WIh. Chem. 86, 
117 (1955). 
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inak~iv s ind  Threonin ,  Prol in ,  V~lin, Isoleuein,  Leuein ,  Phenytal~rdn~ 
Lysin ,  Arg in in  und  T r y p t o p h a n .  Ke ine  eindeu~ige Aussage  is t  vofl i iufig 
fiber Glyein  und  Tyros in  mSglieh.  Cys te in  wurde  n ieh t  un te r sueh t .  

Tabelle 3. A k t i v i t ~ t  e i n e s  E l u a t s  d e r  l a n g e n  S-~ule. 
(Eingesetzte L6sung wurde aus Virus der Aktivi t / i t  

164,000 St61Be/iViin. gewormen.) 

Nummer der 
:~raktionen 

81, 82 
85--94 
96, 97 
98--107 
108, 109 
110--117 
122, 123 
133--142 
147--151 
156, 157 
169--178 

I80 
183--192 
207, 208 
226--235 
256, 257 
302--309 
312, 313 
314--323 
334, 335 
361--370 
374--382 

Aminosgure 

Asparagins/~ure . 

Threonin . . . . . . .  

Serin . . . . . . . . . .  

Glu tamins~ure . .  
Prolin . . . . . . . . . .  

GIycin ......... 

A l ~ n i n  . . . . . . . . .  

Valin . . . . . . . . . .  

Isoleuein . . . . . . .  i 
L 

Leuein . . . . . . . . .  

i 
Tyrosin ........ l 
P h e n y l a l a n i n . . .  i 

Dm'ehschnitt- 
lithe Aktivit~it 

der bezeiehneten 
Fraktionea 

(St6Be/Min. ml) 

0 
114 

36 
0 

70 
132 
32 
75 
39 
39 
30 
38 
55 

0 
0 

18 
0 
0 
0 
0 

27 
0 

:Berechneter 
mittlerer 3~eg- 

fehler 

J = l l  
~= 18 

=~ 14 
12 
14 
10 
14 

i 14 
~= 10 
:L 21 
~- 10 

10 

Auffa l lend  an  den  Versuehsergebnissen is t  auch,  dab  nur  ungefghr  
40/o der  gesaragen A k t i v i t g t  des Virus in den Aminosguren  gefunden 
wurden.  D a  die P r o t e i n k o m p o n e n t e  des TMV mi t  95% den wei taus  
g r6g ten  Teil  des Gewiehtes  des TMV ausmaeh t ,  miissen die anderen  
K o m p o n e n t e n  wesent l ieh  hShere spezifisehe A k t i v i t g t e n  aufweisen - -  
im Durehsehn i t t  e twa  500mal  die  mi t t !e re  spezifisehe Aktivitfi . t  der  
Aminosguren .  U n t e r  den  hier  angewende ten  Bedingungen  der  Gewinnung  
des ak t iven  TMV erfolgt  also der  E i n b a u  yon  photos3nathetiseh assimi- 
l i e r tem l~adiokohlenstoff  vor  a l lem in die  N ieh t e iwe ig -Komponen ten .  

C. A k t i v i t ~ t  a n d e r e r  K o m p o n e n t e n  d e s  T1V[V. 

U m  festzustel len,  wie sieh der  I t a u p t t e i l  des gad iokoh lens to f f e s  im 
TMV ver te i l t ,  wurden  versehiedene ehemisehe Trennungen  und  
~4&tivit~tsmessungen v o r g e n o m m e n  (siehe Tabel le  4). Der  Grogtef i  des 



I-I. 1/I955] Bestimmung der Radiokohlens~offverteilung in Proteinen. 97 

R~diokohlenstoffes liegt ganz eindeutig in den Nueleins/~uren vor. Die 
Aktivit/it des abgeschiedenen Protehls dfirfte iiberwiegend auf Ver- 
unreinigungen zurfickzufiLhren sein, oder ant Komponenten des Proteins, 
die keine Aminos~uren sind und die wegen ihrer geringen Menge naeh 
chemischen Methoden bisher night nachgewiesen wurden. Nur eine 
solche Annahme kann die geringe Aktivit/~t, die in den Aminos/~uren 
gefunden wurde, erkti~ren. Diese Annahme wird auch dureh die betr/~cht- 
liehe Aktiviti~t der Humine best/~tigt, die nur in kaum wi~gbarer Menge 
gebfldet werden und daher sehr groi3e spezifisehe Aktiviti~t aufweisen~ 
Aueh der Riiekstand, den man beim Abdampfen der zur t tydrolyse 

T~belle 4. Akt iv i t /~ t  v e r s c h i e d e n e r  F r a k t i o n e n  bei der A u f t r e n n u n g  
yon  a k t i v e m  TMV. 

Vh'us = 100% 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  ] 

I 

Nucleins/~uren ~ 62% Protein = 30% entwickelte Gase = 0,3% 

J 

ttumin = 5% saures Hydrolysa~ = 22% entwickelte Gase = 0,2% 

Eindampfriickstand des Hydrolysats - -  n .b .  verfliichtig~e Stoffe - -  n. b. 

l~uffertOsung = 10% unl6slieher Teil des Eindampf- 
riickstandes = 5% 

(n. b. = nicht bestimmt.) 

zugegebenen Salzs~ure erh/s ist iiberraschend stark aktiv. Die Aktivit/~t 
dieses giieks~andes I/~13t sich zwanglos dutch die Annahme deuten, dal3 
bei der .Hydrolyse nicht nur unlSsliehe, sondern auch 16sliche Humine 
gebildet werden, dig erst beim Eindampfen zum Tell in unlSsliche Formen 
fibergehen, zum Tell aber aueh wieder vom Puffer aufgelSst werden. 
Dadurch wiirde sigh auch erkl~ren, wieso die PufferlSsung des Eiwei$- 
hydrotysats 10~o der Aktivit~t des TMV enth~lt, w/~hrend nur 4% 
in den einzelnen Aminosauren festgestellt werden konnten. 

Dem Vorstand unseres Institutes, Herrn Prof. Dr. L. Ebert, danken 
wir ffir die FSrderung unserer Arbeit, Herrn Prof. Dr. E. Broda fiir die 
Anregung zu dieser Arbeit und ffir zahlreiehe Diskussionen, Herrn 
Dr. H. W. Schgn]ellinger fiir Hilfe bei der Gewinnung yon Viruspr/~paraten 
und der 0sterreiehisehen Stiekstoffwerke A. G., Linz, fiir die 1V[ittet zum 
Bau des Fraktionskollektors. 
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