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Die Anfinge der Virusforschung gehen auf lwanowsk:
zuriick, der im Jahre 1892 feststellte, daB der Saft
mosaikkranker Tabakpflanzen auch nach Filtration durch
ein Chamberland-Filter noch infektios war, obwohlsolche Filter
alle bis dahin hekannten Lebewesen zurfickhielten. Erst
Beijerink fand 6 Jahre spiter die Erklirung fiir diesen
Versuch., Er erkannte, daB es sich hier um einen von Bak-
terien verschiedenen Krankheitserreger handelte, der die
Infektion verursachte. Im selben Jahre fanden Loeffler u.
Frosch die Ursache der Maul- und Klauenseuche des Rindes
in einem filtrierbaren Virus, und im Jahre 1901 deckten
dieselben Forscher auch das Gelbfieber als Viruskrankheit
auf. Die Zahl der Krankheiten, die durch diese neue Klasse
von Erregern hervorgerufen werden, ist sehr groB; bhis
heute sind ungefahr 150 Virnskrankheiten entdeckt worden.
Darunter sind die hekanntesten: Pocken, Masern, Kinder-
lahmung, Windpocken, Ziegenpeter, Tollwut, Giirtelrose,
Roteln, Schnupfen und Herpes. Auch bei der Grippe-
erkrankung scheint ein Virus beteiligt zu sein. Ferner ist
das Rous-Sarkom der Hithner und das Shopesche Haut-
papillom der wilden Kaninchen durch zellfreie Filtrate
iibertragbar, wobei noch besonders hervorgehoben sei, da
letzteres nahe Beziehungen zum Carcinom aufweist.

Wenn man sich vor Augen hiilt, daB gefahrliche Seuchen,
die jedes Jahr viele Opfer fordern, ihre Ursache in einem
derartigen Virus haben, so ist es verstindlich, daB die

Wissenschaft alles aufgeboten hat, um in die Geheimnisse

dieser Erreger einzudringen. In der letzten Zeit sind gerade
von Chemikern bedeutende Fortschritté auf diesem Gebiet
erzielt worden, so daB hier ein Uberblick iiber die bis-
herigen Ergebnisse wohl gerechtfertigt erscheint.

Die Erscheinungsform der Viruskrankheiten
ist sehr vielgestaltig. Manche Erreger bedingen durch ihre
Anwesenheit die Zerstérung der Wirtszelle; Beispiele dafiir
sind: Herpes, Pocken, Maul- und Klauenseuche. Andere
Virusarten rufen Zellwuchenungen hervor, wie wir sie bei
der Hithnerpest und bei gewissen Tumoren und Warzen
beobachten. Eine dritte Gruppe von Viruskrankheiten fallt
durch das Vorhandensein eigenartiger intracellulirer Ein-
schliisse auf. Diese treten bei Variola Vaccine, Rabies fixe
und Tabakmosaik in Erscheinung. Diese Einschlufikdrper
hielt man lange Zeit fiir das infektiose Agens. Im Jahre
1904 entdeckte Borrel (1) in den Beulen pestkranker Hiihner
eine Unzahl von sehr kleinen Kérpern. Als derartige
, Elementarkérper’” auch bei anderen Viruskrankheiten ge-
funden wurden, vermutete man in ihnen den Triger der
Aktivitit. Die Identitit dieser Elementarkérper mit den
Viren wurde unter anderem durch die Bestimmung ihrer
GréBe wahrscheinlich. - .

Urspriinglich sah man in dem Passieren ba..ktenefl-
dichter Filter eine Eigentiimlichkeit des Virus. Diese Dif-
ferenzierung lieB sich jedoch nicht aufrechterhalten, als neu-
entdeckte Viren von derartigen Membranen zuriickgehalten
wurden. Manche Viren sind sogar so gro8, daB sie, mit spezifi-
schen Farbstoffen (2) gefarbt, im Mikroskop sichtbar sind. Auf
folgenden drei Wegen ist die GroBe der Viren zu bestimmen:

1. Ultraviolett-Mikroplhotographie.

Nach Abbe koumnen in einem Mikroskop nur solche Objekte
zur Abbildung gelangen, deren GrdBe die halbe Wellenldnge des
verwendeten Lichtes mehsfach iiberschreitet. Fir sichtbares Licht
liegt die Grenze bei 275 my, fiir das kurzwellige uitraviolette Licht
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erst bei 170 my. J. Barnard (3) fiihrte die Ullramikroskopie in die
Virusforschung ein und konnte mit ihrer Hilfe den Durchmesser
gréBerer Viren bestimmen. Wenn man sicher ist, daB die ge-
wonnenen Mikrophotographien Abbildungen sind, so li8t sich die
GrdBe dieser Gebilde ohne weitercs feststellen. Die Entscheidung
dariiber, ob man Abbildungen oder Bcugungsfiguren vor sich hat,
ist schwer zu treffen, und darum haftet dieser Methode einc gewisse
Unsicherheit an. Da die Ultraviolett-Mikrophotographie jedoch
stets Maximalzahlen ermittelt, ist sie eine gute Stiitze fiir andere
MeBmethoden.
2. Ultrafiltration.

Die Ultrafitration wurde von H. Bechhold (4) im Institut
fiir Kolloidforschung zu Frankfurt (Main) entwickelt: Das Ultra.
filter hat man sich als Sieb vorzustellen. Die Gré8e¢ von Teilchen
kann bestimmt werden, wenn ein Sieb von bekannter Maschenweite
sie gerade noch durchlift, ein anderes, von geringerer Maschenweite,
sic aber schon zuriickhdlt. Die Schwierigkeit der Ultrafiltration
liegt einmal in der genauen Festlegung der Porenweite und dann
in der exakten Bestimmung eines Faktors, der die hekannte Poren-
weite mit der GroBe der Teilchen verbindet. Mit dieser Methode hat
hauptsiéchlich Elford (5) die Gréfie von vielen Virusarten gemessen,

3. Ultrazentrifugiermethode.

Man kann in der Zentrifuge kiinstlich ein Gravitationsfeld her-
stellen, welches die Erdanziehung um das Vieltausendfache iiber-
trifft. Befindet sich eine Losung in einem derartigen Schwerefeld,
s0 stellt gich ein Gleichgewicht zwischen Sedimentation und Diffusion
der geldsten Teilchen ein. Dieses Gleichgewicht bewirkt, daB die
Konzentration der Lisung nach oben hin abnimmt. Miit man
nun die Konzentration in verschiedenen Hhen, so lilt sich daraus
das Gewicht und durch Eiufiihrung der Dichte die GroBe herechnen
(Sedimentationsgleichgewichtmethode).

Die zweite Moglichkeit der GroSenbestimmung liegt in der
Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit. Unter sonst gleichen
Bedingungen sinken in einem Gravitationsfeld suspendierte Teilchen
um so langsamer, je kleiner sie sind. Der mathematische Ausdruck
fiir diese allgemeine Regel stammt von Stokes. Mit ihrer Hilfe
ermittet man leicht aus der Sedimentationsgeschwindigkeit die
Groge der Tellchen. Die Methode der Ultrazentrifuge ist vornehmlich
von 7. Svedberg (6) entwickelt worden. H. Bechhold (4) hat sie als
erster zur Messung der VirusgroBle herangezogen.

Die Ergebnisse der GréBenbestimmung bei verschiedenen
Virusarten sind in folgender Tabelle zusammengefat:

GrdfBe der Virusarten in mp nach Barnard, Bechhold, Elford?).
Virusarten:

Ultra Ultra-
phm Zentrifuge filtration
(Barnard) (Bechhold) (Elford)
160—180 125—175
120 125—175
100—-150
100--150
85—125
125
125
85—100 80—120
110 60—90
70 75—100
76—100
30
50 5
2
18
10
8—12
COU-PHAGE «.ueoounveeernrnosnns 20
Staphylok.-Phage ............00n. 60—75 5(7)—75
Megather.-FPhage ............c... 2 8::(2)
1) Zusammengestellt vou K, Herzberg, Klin. Wachr. 15, 1666 (1936].
%) Polyomyelitis = Kinderlihmung. 8. w. u.
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Die bei den Methoden der Ultrafiltration und Ultra-
zentrifugation notwendigen Konzentrationsbestimmungen
wurden unter Ausnutzung der Infektionsfihigkeit durch-
gefiihrt. In diesen Fallen miSt man die Grofe des Virus.
Im Ultramikroskop hingegen wird der Durchmesser des
sichtbaren , Elementarkorpers’* bestimmt. Sind nun Virus
und Elementarkérper ein und dasselbe, so miissen die nach
den verschiedenen Methoden gemessenen GroBen iiberein-
stimmen. Da dies auch tatsichlich der Fall ist, wird die
Identitit von Virus und Elementarkérper sehr wahrschein-
lich gemacht.

Aber noch eine andere, duBerst interessante Tatsache
wird durch die Tabelle aufgedeckt. Sieht man sich die
., Vergleichswerte’ niher an, so fillt einem der Sprung vom
Himocyaninmolekiil zum Pleuro-Pneumonie-Erreger auf.
Und gerade diese Liicke fiillen die verschiedenen Virusarten
und Bakteriophagen!) aus; sie bilden den Ubergang von
den toten Molekiilen zu den lebenden Organismen. Aber
nicht nur in der Grofe nehmen Virus und Bakteriophage
eine Zwischenstellung ein, auch in allen anderen Eigen-
schaften weisen sie eine Ahnlichkeit sowohl mit Molekiilen
als auch mit Lebewesen auf.

In der Art ihrer Vermehrung zeigen die Viren gegen-
iiber den Bakterien eine Besonderheit. Es steht zurzeit fest,
daB sich die Vermehrung nur innerhalb lebender Zellen voll-
ziehen kann. Alle Versuche, nach denen es gelungen sein
sollte, den Virus in zellfreien Nihrlésungen zu ziichten,
konnten nicht bestitigt werden, Der Teilungsvorgang inner-
halb der Zelle 148t sich bei einigen Viruskrankheiten mit
Hilfe der Viktoriablaufirbung (2) sichtbar machen. Die
Vermehrung erfolgt gleichmiflig, wahrscheinlich durch
Zweiteilung; Entwicklungsstadien wurden nirgends ge-
funden.

Die Entwickiung der Gewebsziichtung (7) erwies sich
fiir die Virusforschung als aulerordentlich fruchtbar. Drei
Verfahren wurden zur Kultivierung des Virus ausgearbeitet.
Diese kann in Eintropfenkulturen, in Schalen und Flaschen
nach Carrel u. Rtvers (8), oder aber auf der Eihaut des
befruchteten Hiihnereis nach Goodpasture, Woodruff u.
Buddingh (9) erfolgen. Diese Methoden haben die Méglich-
keit geschaffen, eine grole Zahl von Viren aullerhalb des
Tierkorpers zur Vermehrung zu bringen und somit der
Untersuchung zuginglich zu machen.

¥s war verschiedentlich versucht worden, wit clhe-
mischen Methoden Licht in das Virusratsel zu bringen,
aber diese Bemiihungen hatten nur wenig Erfolg. Erst
W. M. Stanley?) im Rockefeller-Institut Princeton und da-
neben Bawden u. Pirte (10) im Hopkins-Laboratorium in
Cambridge haben mit ihren Arbeiten das Virusproblem der
I0sung einen betrichtlichen Schritt nihergebracht. Stanley
machte die Tabakmosaikkrankheit, die, wie schon
gesagt, Jwanowski u. Beijerink als erste Viruskrankheit
entdeckt hatten, zum Gegenstand seiner Untersuchung.
Diese Virusart war insofern ein besonders geeignetes Ver-
suchsobjekt, als sie eine starke Vernnehrungstendenz und
eine relativ grofle Bestindigkeit aufweist.

Um eine Anreicherung des infektitsen Agens durch-

fithren zu konnen, war eine Testmethode zur Verfolgung

der Wirksamkeit notwendig. Holmes (11) hatte gezeigt,
dal die Bldtter einer Bohnenart (Phaseolus vulgaris) nach
dem Anreiben mit dem Saft kranker Tabakpflanzen lokale
nekrotische Stellen aufweisen. Die Anzahl dieser Nekrosen
steht in direktem Zusammenhang mit der Aktivitiat des
angewandten Praparates, und somit ist es mdglich, durch
einfaches Auszahlen die Wirksamkeit zu bestimninen.

Yy Die Rigenschaften der Bakteriophagen s. w. .

%) Kine ausgezeichnete Zusammbnfassung der chemischen
Arbeiten iiber das Virusproblem ist in den Ere. d. Physiologie 89,
204 [1937], von Stanley erschienen.
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Die Anreicherung des Virus (12) wurde nun mit den
iiblichen Reinigungsmethoden der Eiweilchemie ausgefiihrt.
Bleifillung entfernt Verunreinigungen, wiederholtes Aus-
salzen mit Ammonsulfat, Adsorption an Cellit und an-
schlieBende Elution fiihrten zu einem kristallisierten Prai-
parat, das fast die gesamte Wirksamkeit des Ausgangs-
materials in 500fach angereichertem Zustand enthilt.
15maliges Umkristallisieren dnderte die Wirksamkeit nicht.
Da alle Versuche, die Aktivitit von den Kristallen ab-
zutrennen, fehlgingen, scheint es wohl gerechtfertigt, das
isolierte Protein als Virus anzusprechen.

Nach Wyckoff u. Corey (13) ist das Réntgendiagramm
der Viruskristalle das Interferenzbild eines echten
Kristalls, der aus langen Molekiilen aufgebaut ist. Im
Gegensatz dazu vertreten Bawden, Bernal u. Fankuchen (14)
die Ansicht, daB das Beugungsbild durch die Molekiile
selbst hervorgerufen wird, die stiabchenformige Gestalt
(10mal so lang wie breit) besitzen sollen. Die ,Kristalle"
sollen Parakristalle sein, welche nur zweidimensionale
RegelmaBigkeit aufweisen. TFiir die Annahme einer
stabchenformigen Molekiilgestalt spricht auch der Befund
von Takahashi u. Rawlins (15), daBl der Saft mosaik-
kranker Tabakpflanzen Strémungsdoppelbrechung zeigt
im Gegensatz zu Extrakten gesunder Pflanzen. Das Ex-
periment wurde mit dem kristallisierten Virus wiederholt
und bestatigt.

Die kristallisierten Priparate haben die Eigenschaften
von EiweiBkorpern. Sie geben positive Millon-, Biuret-,
Xanthoprotein, Glyoxylsiure- und Folin-Reaktion. Das
Molekiil baut sich aus 51%, C, 7,2% H und 16,7% N auf.
Beziiglich des Phosphor- und Schwefelgehalts 148t sich
vorerst noch keine klare Entscheidung treffen. Stanley
isolierte zuerst Priparate, die 0,51%, P und 0,249; § ent-
hielten, und konnte diese Elemente ohne Aktivititsverlust
durch Dialyse abtrennen (16). Demgegeniiber steht der
Befund von Bawden u. Pirie (10), daB Phosphor und
Schwefel integrierende Bestandteile des Virusmolekiils sind
und nur unter Zerstérung der Aktivitit vom Eiweill ge-
trennt werden kénnen. Der Phosphor ist in einer Nuclein-
siure gebunden, weshalb die englischen Forscher den iso-
lierten Virus ein Nucleoprotein nennen. Die Entscheidung
in dieser Streitfrage miissen kommende Versuche bringen.
Immerhin wire es dulerst interessant, wenn sich Stanleys
Befund, daBl ein biologisch aktiver Iiweilkorper weder
Phosphor noch Schwefel enthilt, als richtig herausstellen
wiirde. Das Virusprotein wird von den gewdhnlichen Eiwei8-
fallungsmitteln niedergeschlagen. Trichloressigsiure, Phos-
phorwolframsiure, Tannin, Bleiacetat, Safranin, Alkohol,
Aceton, Ammonsulfat fillen das Protein und beseitigen
damit parallelgehend auch die Wirksamkeit, Der iso-
elektrische Punkt des Virus liegt bei py = 3,3. Auch sein
Ultraviolett-Absorptionsspektrum (17) ist das Spektrum
eines Eiweilkorpers. Es stimimt mit dem schon frither
bestimunten Zerstérungsspektrumn von angereicherten, aber
noch nicht ganz reinen Viruslosungen iiberein. 8stiindige
Belichtung einer 0,5%igen Viruslésung mit dem Iicht einer
Quecksilberlampe zerstort die Aktivitit vollstindig. Ebenso
vernichten Wasserstoffsuperoxyd, Formaldehyd und sal-
petrige Saure die Wirksamkeit (18). Die auf diese Weise
inaktivierten Priparate behalten aber bestimmte sero-
logische und chemische Eigenschaften bei. So sind sie
noch kristallisierbar, und die Kristalle wie deren Réntgen-
interferenzen lassen sich von denen des aktiven Virus-
proteins nicht unterscheiden. Kriftigere Behandlung, wie
E{xxwirkyng von starken Siuren oder Laugen, Oxydation
mit Kaliumpermanganat, Chromsiure, oder Erhitzen tiber
75%, bis zu welcher Temperatus der Virus stabil ict, hewirkt
DNenaturierung des Proteins, Verlust der Wirksamkeit und
der charakteristischen Eigenschaften.
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Die py-Stabilitit ist aus folgender Abbildung ersichtlich.
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pr-Stabilitdt des Tabakmosaikvirusproteins (nach Stanley).

Die Aktivitdtshestimmung wurde jeweils nach 12 h durchgefithrt, -

Molekulargewichtsbestimmungen, die Svedberg (19) am
Virusprotein durchfiihrte, lieferten Werte von 15—20 Mil-
lionen. Dabei ergab sich, daBl die kristallisierten Priparate
molekular inhomogen waren und durch 6fteres Umkristalli-
sieren noch uneinheitlicher wurden. Das Protein ist in der
Pflanze molekular homogen und wird erst im Verlauf der
Aufarbeitung uneinheitlich. Das ausnehmend hohe Mole-
kulargewicht erlaubt nun eine sehr spezifische und schonende
Reinigung mit der von Wyckoff entwickelten priparativen
Ultrazentrifuge (20). In einem Schwerefeld von iiber
60000 facher Erdgravitation wird der Virus aus dem Pflanzen-
saft quantitativ niedergeschlagen. Er kann durch wiederholtes
Auflgsen in Wasser und anschlieBendes Zentrifugieren voll-
stindig von Begleitstoffen befreit werden. Das auf diese
Weise dargestellte Protein ist kristallin und einheitlich und
hat ein Molekulargewicht von ungefihr 17000000. Stanley
nimmt an, daf der so dargestellte Virus mit dem in der
Pflanze vorhandenen identisch ist. Bawden u. Pirie (10)
hingegen kommen zu dem Schlufl, dafl im Verlauf der
Reinigung sowohl mit der chemischen Methode als auch in
der Ultrazentrifuge Aggregation des genuinen Virus zu
grofleren Molekiilen eintritt. Die stabformigen Molekiile
sollen sich dabei Ende an Ende zusammenlagern, wodurch
ein langgestrecktes Gebilde entsteht.

Um die Frage zu entscheiden: Ist das kristallisierte
Protein der aktive Virus oder ist eine Verunreinigung des-
selben das wirksame Agens, studierte Stanley das Verhalten
der Proteinlosung bei verschiedenen Wasserstoffionen-
konzentrationen in der Ultrazentrifuge (21). Wenn die
Aktivitit -von einer Verunreinigung herriihrt, die am
Protein adsorbiert ist, oder von einer dissoziierbaren Gruppe
desselben, so miifite es méglich sein, durch Zentrifugieren bei
verschiedenen H-Ionen-Konzentrationen aktiven Bestand-
teil und Protein zu trennen: Das war nicht der Fall, viel-
mehr war die Aktivitit einer Losung stets ihrem Gehalt
an Virusprotein proportional. Bei pg-Werten << 2 bzw. > 8
begannen die groBen Molekiile in kleinere Bruchstiicke zu
zerfallen, und damit parallelgehend nahm auch die Aktivi-
tit der Losungen ab. (Siehe py-Stabilititskurve.) In-
aktivierung ist jedoch nicht immer mit vollstindiger Zer-
storung des Molekiils verbunden. Mit Wasserstoffsuperoxyd
inaktiviertes Protein hat dasselbe Molekulargewicht wie der
aktive Virus. Auch immunologisch unterscheiden sich ak-
tives und inaktiviertes Protein nicht.

Purdy hatte entdeckt, dal der Saft mosaikkranker
Pflanzen ein spezifisches Antigen (22) enthilt. Das Serum
von XKaninchen, die mit dem Saft mosaikkranker Tabak-
pflanzen gespritzt worden waren, gibt sowohl mit rohem
Extrakt als auch mit dem kristallisierten Virus in einer
Verdiinnung von 1:1000000 positive Pricipitinreaktion.
Das Antigen des Preflsaftes ist mit dem kristallisierten
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Protein identisch (23). Der Extrakt gesunder Pflanzen
enthilt kein Antigen und gibt auch mit dem Antiserum
gegen kristallisiertes Virusprotein keine Pricipitinreaktion.
Bemerkenswert ist ferner, da3 auch mit schonend inakti-
viertem Virusprotein ein Serum herstellbar ist, das eine
neutralisierende Wirkung auf die Virusaktivitit ausiibt.
Dieser Befund kann zu groBer Bedeutung kommen, wenn
sich herausstellen sollte, dafl auch Viruskrankheiten von
Mensch und Tier auf die Wirkung solch hochmolekularer
EiweiBkorper zuriickzufithren sind. Man hitte dann die
Méglichkeit, durch derartige Inaktivierungsreaktionen Impf-
stoffe zu erhalten, die, obwohl selbst unwirksam, die Bildung
von Virus-Antikérpern anregen.

Mosaikvirus befillt nicht nur Tabak, sondern auch
Bohne (siehe Testreaktion), Tomate {16), Spinat, Phlox (24)
und viele andere Gewichse. So oft kranke Pflanzen unter-
sucht wurden, immer konnte ein hochmolekulares Protein
mit denselben oder zumindest nahezu denselben Eigen-
schaften isoliert werden. Stanley hebt besonders die Tat-
sache hervor, daf3 Phlox und Tabak, obwohl die Eiweif}-
stoffe der gesunden Pflanzen keinerlei serologische Beziehung
aufweisen, nach der Infektion Proteine bilden, die chemisch
und serologisch identisch sind. Dies ist seiner Ansicht nach
ein Beweis, daf} das Virusprotein nicht durch einfache Poly-
merisation von Eiweilleinheiten entsteht, die in der Pflanze
vorgebildet sind.

Es gibt mehrere Stimme von Tabakmosaikvirus; dabei
ist es moglich, daf} ein Stamm spontan aus dem anderen
entsteht?).

Auf den Blittern von Tabakpflanzen, die mit dem
normalen Mosaikvirus infiziert worden sind und dadurch
ein griingesprenkeltes, verkriippeltes Aussehen bekommen
haben, treten gelegentlich gelbe Flecken auf, aus denen
McKinney (25) einen sog. gelben Mosaikvirusstamm iso-
lierte. Jensen (26) konnte in ausgedehnten Untersuchungen
zeigen, dal} dieser neue Virusstamm nicht ein Begleiter des
gewdShnlichen Virus ist, sondern gelegentlich aus diesem
entsteht. Jensern hat iiber 50 Stimme des Tabakmosaik-
virus isoliert, die alle aus dem gewdohnlichen Virus hervor-
gegangen sind. Auch die Anderung der Umweltbedingungen
kanu der AnlaB zur Bildung einer neuen Viruskrankheit
sein. So konnte Holmes (27), allein durch Aufbewahren der
kranken Pflanzen bei hoherer Temperatur, einen anderen
Mosaikstamm erzeugen.

Stanley hat aus verschiedenen Stimmen (16) des Tabak-
mosaikvirus die hochmolekularen Proteine isoliert und mit-
einander verglichen. Dabei stellte er fest, dafl die einzelnen
Proteine sehr dhnlich sind. Z. B. hat der Virus aus aukuba-
mosaikkranken Pflanzen dieselbe Aktivitit, chemische Zu-
sammensetzung, dasselbe Xristallbild, Rontgendiagramm
und dieselben serologischen Eigenschaften wie der gewshn-
liche Virus. Geringe Unterschiede bestehen nur in der
KristallgroBe, der Lioslichkeit und im isoelektrischen Punkt.
Ahnliche Ergebnisse brachte auch die Untersuchung des
oben erwihnten Mosaikvirusstammes von Holmes. Die
Mutation eines Virus wird also von geringen Verdnderungen
im Proteinmolekiil begleitet. Die Tatsache, daB eine An-
derung in den biologischen Eigenschaften von einer An-
derung in den chemischen Kigenschaften begleitet wird,
deckt die nahe Beziehung zwischen chemischem Bau und

3) Diese ,Mutationsfahigkeit’ ist cine EHigenschaft vieler
Virusarten. Das bekannteste Beispiel dafiir ist der Pockenvirus.
Dieser Erreger geht durch Ubertragung auf Kilber in einen anderen
Stamm iiber, der, obwolill seine Krankheitssymptome viel leichter
sind, noch die serologischen Kigenschaften des wurspriinglichen
Virusstammes besitzt. Hierauf beruht die Schutzimpfung gegen
Pocken. Durch Impfen mit Kélberlymphe wird eite leichte
Krankheit hervorgerufen; dié dabei gebildeten Antikérper verleihen
aber nicht nur gegen die Vaccine, sondern auch gegen den virulenten
Pockenvirus Immunitit.
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biologischer Wirkung des Virusproteins auf. Die ver-
schiedenen Stimme des Tabakmosaikvirus scheinen einer
Familie von nahe verwandten Proteinen anzugehoren.

Die Natur der schon frither erwdhnten Zelleinschliisse,
welche it der Mosaikkrankheit einhergehen, wurde von
Beale (28) aufgeklirt. Aus ihrem Verhalten gegen ver-
diinnte Siure oder Lauge ergab sich eine Beziehung der
Zelleinschliisse zu dem isolierten Protein. Es ist jedoch
noch eine andere Komponente am Aufbau des EinschluB-
korpers beteiligt. Bawden u. Pirie (10) zeigten, daB das
isolierte Virusprotein mit Clupein einen schwerloslichen
Niederschlag gibt. Da Protamine und Histone fast in allen
Zellen vorkommen, wire es ihrer Meinung nach moglich,
daBl die EinschluBkérper in virusinfizierten Pflanzen und
Tieren aus derartigen Komplexen bestehen. In Tabak-
pflanzen, die mit dem maskierten Virusstamm von Holmes
infiziert sind, treten keine Zelleinschliisse auf; bei dieser
Krankheit fehlt aber auch die ungeheure Zunahine des
EiweiBgehalts, welche die Infektion mit dem gewdhnlichen
Stamm begleitet.

In ihren allerletzten Arbeiten befaten sich Stunley
und Wyckoff mit der Isolierung hochmolekularer
Proteine bei anderen Viruskrankheiten. Bei der
teilweise auBerordentliclien Empfindlichkeit der Viren hatte
die chemische Reinigungsmethode keinen Erfolg. Erst die
spezifische Abtrennung mit Hilfe der Ultrazentrifuge brachte
den Beweis, dal auch bei diesen Viruskrankheiten ein hoch-
molekularer Eiweilstoff der Triger der Wirksamkeit ist.
Auf diese Virusproteine werden die folgenden Abschnitte
ndher eingehen.

Der Tabak-ring-spot-Virus (29) ist so unbestandig,
dal er schon bei Zimmertemperatur vollstindig zerstért
wird. Dieselbe Instabilitit besitzt auch das aus infizierten
Tabakpflanzen isolierte Protein. Einstiindiges Stehen bei
pPr 3, sowie 5 Minuten langes Erhitzen auf 64° bewirkt
Denaturierung und Inaktivierung des EiweiBkorpers,

Bawden u. Pirie isolierten aus Gurkenpflanzen, die mit
Virus 3 und 4 infiziert waren, auf chemischem Wege ein
kristallisiertes Protein (30). Es ist in seinen Eigenschaften
dem Tabakmosaikvirus dhnlich, und wie dieser ein ver-
haltnismiBig stabiler EiweiBkorper. Hingegen ist Gurken-
mosaikvirus 1 (29) aulergewohnlich empfindlich, weshalb
das entsprechende Protein nur in geringen Mengen kri-
stallisiert erhalten wurde. Der Virus zerfillt schon bei 0°
allmghlich in kleinere Bruchstiicke. Ein empfindlicher
Virus 148t sich mit einem kurzlebigen radioaktiven Element
vergleichen. Beide sind im Gleichgewichtszustand von
Bildung und Zerfall nur in geringen Mengen vorhanden,
obwohl der Umsatz an sich betrichtlich sein kann. Daraus
folgt, dal die Menge Virusprotein, welche isoliert wird, um
so kleiner ist, je unstabiler der Virus ist. Es ist daher
zu erwarten, dal bei einem sehr empfindlichen Virus
iiberhaupt kein hochmolekulares Protein abgetrennt
werden kann.

Der Shopesche Kaninchenpapillom- Virus wurde
von Beard u. Wyckoff (31) aus dem warzigen Gewebe von
Kaninchenpapillomen isoliert, mit einem Molekulargewicht
von 25000000, einem Wert, der etwas hoher, aber von der
gleichen GréBenordnung ist wie der des Tabakmosaikvirus-
proteins. Dieser EiweiBstoff erwies sich nach der Reinigung
mit der Ultrazentrifuge als auBergew6hnlich infektids; 1 mg
geniigt, um die Krankheit in etwa 1000000 Kaninchen
hervorzurufen. Die Ausbeute an Papillomprotein betrug
0,22—0,81 mg pro 1g Gewebe. Der Virus ist zwischen
Py 3,3 und 7 stabil. Zwischen py 7 und 10,1 tritt lang-
same Inaktivierung auf, ohne dall dabei die Sedimentations-
konstante geindert wird. Das Protein denaturiert beim
Erhitzen auf 66- -67°. Ebenso wird die Aktivitat des
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Papillomextraktes bei 67° erniedrigt und bei 70° vollstindig
zerstort. Das Shopesche Kaninchenpapillom zeigt autonomes,
progressives Wachstum. In innere Organe, wie Leber,
Milz und Muskeln, eingepflanzt, wuchert es wie eine
bésartige Neubildung und fithrt oft zum Tode der
Versuchstiere.

Auch bei der Pferde-Kncephalomylitis-Krank-
heit (32) hat der isolierte hochmolekulare EiweiBkorper
die Figenschaften des Virus. Er weist ein Molekulargewicht
von 25000000 auf und zerfillt bei gewohnlicher Temperatur
in niedriger molekulare Bruchstiicke. Unter denselben Be-
dingungen geht auch die Wirksamkeit des viruskranken
Gewebes verloren,

Bakteriophage.

Im Jahre 1917 machte F. d'Herelle (33) die Beob-
achtung, dall das bakterienfreie Filtrat aus dem verdiinnten
Kot eines Rekonvalescenten mit Shigadysenterie die Eigen-
schaft hatte, den Frreger dieser Krankheit, den Shiga-
bacillus, in seiner Kultur aufzulésen. Die aufgeléste Kultur
erlangte dabei ihrerseits die Fahigkeit, eine andere Kultur
aufzulésen. Dies war die Entdeckung einer iibertragbaren
Bakterienkrankheit, deren Erreger sich im Verlauf der
Bakterienauflosung vermehrte. D’Herelle vermutete ein
unsichtbaresLebewesen, das er, bakteriophagum intestinale‘
nannte. Neben dem d’Herelleschen Dysenteriephagen exi-
stieren noch zahlreiche andere Bakteriophagen. Sie gleichen -
den Virusarten neben der Unsichtbarkeit im Mikroskop
auch darin, daB sie sich nur in Gegenwart lebender Zellen
vermehren.

Uber die Frage: Ist der Bakteriophage ein Lebewesen
oder ist er ein lebloses Ferment, entbrannte auf dem ersten
»Internationalen Kongre} fiir Mikrobiologie** in Paris im
Jahre 1930 ein Streit zwischen d’Herelle und dem fran-
zosischen Forscher Bordet. Jeder konnte fiir seine Ansicht
experimentelle Beweise anfiihren, so dafl eine prinzipielle
Entscheidung nicht méglich war. Dieser Gegensatz der
Meinungen blieb sowohl beim Bakteriophagen als auch bei
den Viren bis heute bestehen.

Der Zusammenhang zwischen Virus und Bakteriophage
wurde durch die Isolierung hochmolekularer Eiweilstoffe
erhellt. M. Schlestnger (4) hat sich eingehend mit dem
Bakterium-Coli-Phage beschiftigt. Filtrations- und Sedi-
mentationsversuche fithrten zu einem Durchmesser der
Phagenteilchen von 100 mp. Denselben Wert lieferten die
GroBenbestimmungen im Ultramikroskop. Auch konnte
Schlesinger die Agglutination des Phagenteilchens durch
spezifisches Antiserum verfolgen. Durch diese Versuche
war die Identitdt der sichtbaren Teilchen mit den Erregern
bewiesen.

Demselben Forscher gelang eine Anreicherung der
Wirksamkeit durch Zentrifugieren (34), wobei sich eine
eiweiBhaltige Substanz als Bodenkdrper absetzte. Neuer-
dings hat Northrop (35) aus infizierten Staphylokokkus-
kulturen ein hochmolekulares Protein isoliert, das aus ein-
heitlichen Molekiilen vom Gewicht 300000000 besteht.
Andrerseits fand aber der amerikanische Forscher, da das
Molekulargewicht von der Konzentration abhingig ist. Mit
steigender Verdiinnung nimmt die Sedimentationskonstante
ab, wihrend die Diffusionsfihigkeit gleichzeitig zunimmt.
Northrop vermutet ein Gleichgewicht zwischen verschieden
groBen Molekiilen (Mol.-Gew. 300000000—500000000), bei
welchem: in der verdiinnten IL6sung die Bildung kleiner
Molekiile begiinstigt ist. Mit der Sedimentation des Proteins
geht die Abtrennung der Wirksamkeit paraliel. Ebenso
gibt das Absorptionsspektrum des isolierten EiweiBkorpers
die Wellenlinge des Lichtes an, bei der Zerstorung der
Aktivitit erfolgt, wie iiberhaupt Denaturierung des Proteins
mit dem Verlust der Phageaktivitit parallel geht. Der
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EiweiBkorper wird oberhalb 50° und bei(einer Wasserstoff-
ionenkonzentration < 5 zerstért.

So oft die Erreger von Viruskrankheiten angereichert
werden konnten, wurde ein hochmolekulares Protein isoliert,
das die charakteristischen Eigenschaften des Virus besitzt.
Es war bisher noch in keinem Fall méglich, die Virus-
aktivitit von den Proteinen abzutrennen, vielmehr deuten
alle Befunde darauf hin, da8 Anderungen in der Virus-
aktivitit Anderungen an den isolierten Proteinen mit sich
bringen. Das bis heute erarbeitete Tatsachenmaterial spricht
dafiir, daB die verschiedenen Virusproteine mit den ent-
sprechenden Viren identisch sind.

Die Frage, ob Virusproteine belebt oder unbelebt
sind, erscheint zurzeit sinnlos, da es nach N. W. Pirie (36)
keine allgemein giiltige wissenschaftliche Definition des
,Jebens’ gibt. Eine Definition darf, um brauchbar zu
sein, kein System ausschlieBen, das allgemein als lebend
angesehen wird, noch darf es ein anderes einbezichen, das
als nicht lebend gilt. Anpassungsfihigkeit, Reizbarkeit, Be-
wegung, Stoffwechsel, Gré8e, Wachstum und Fortpflanzung
sind AuBerungen des Lebens, die zur Begriffsbildung ge-
eignet scheinen. Aber bei kritischer Betrachtung ist keine
derselben brauchbar. Einige Bakterien ebenso wie viele
Tier- und Pflanzenparasiten besitzen keine Anpassungs-
fahigkeit. Reizbarkeit ist weder bei den Pflanzen noch bei
den Bakterien allgemein vorhanden, und unbewegliche Arten
sind unter den einzelligen Organismen hiufig. Auch die
Anwesenheit eines Stoffwechsels ist als Kriterium des
Lebens nicht geeignet. Es gibt Bakterien und Sporen, die
lebensfihig bleiben, ohne dabei einen Stoffwechsel zu zeigen.
Andrerseits sind von Biochemikern viele kiinstliche Systeme
zusammengestellt worden, die atmen und giren, ohne daf
sie als lebend angesehen werden. Es wurde die Behauptung
aufgestellt, das Volumen eines Virus sei zu klein, um alle
Aktivititen des Lebens unterzubringen, jedoch ist un-
bekannt, wie viele Aktivititen zum Leben gehéren. Wachs-
tum und Fortpflanzung sind Eigenschaften, die Pirie aus-
fithrlich behandelt hat, aber auch sie sind zur Definition
des Lebens ungeeignet, da auch ein Kristall in seiner iiber-
sittigten Ldsung wachsen kann. Gibt man einen
Kupfervitriolkristall in eine wilrige Losung von gelbem
Blutlaugensalz, so wichst aus dem Kristall ein baum-
artiges Gebilde aus Kupferferrocyanid. In dhnlicher Weise
konnte man sich auch die Gewichtszunahme eines Virus
in der Wirtszelle vorstellen. Man braucht nur anzunehmen,
daB das Virusteilchen einen Kristallisationskeim fiir einen
normalen Zellbestandteil darstellt. Ist dieser fiir das nor-
male Zellgeschehen notwendig, so wird mehr von ihm nach-
gebildet und dementsprechend kann auch mehr von ihm
auskristallisieren, bis die Zelle an Stoffwechselmiidigkeit
leidet. Zwar stiitzt sich diese Theorie auf keinen Beweis;
aber sie kann auch nicht durch das Argument widerlegt
werden, daB der Virus eine andere chemische Zusammen-
setzung aufweist als die Wirtszelle. Der krista.lh&erfe Zell-
bestandteil kann ja normalerweise in groBer Verdiinnung
vorliegen und somit der Analyse entgehen.

Auch die Vermehrungsfihigkeit ist‘ nicht auf l?bende
Systeme beschrinkt. Die Enzyme Pepsin und 'I“rypsm ent-
stehen autokatalytisch aus ihren Vorstufen Pepsinogen bzw.
Trypsinogen. Eine Spur- aktives Ferment ve{ursacl}t die
Bildung einer praktisch unendlichen Menge semesgle-l.chen,
vorausgesetzt, daB geniigend Profermenfc zur Verfugun.g
steht. Bei diesen Systemen konnte man einwenden, daf} sie
auf Vorstufen angewiesen sind, die ih{erseits von lebenden
Zellen synthetisiert werden. Aber diesen -Ex.nwand kann
man auch bei allen Wirbeltieren e.rhei)c;?, ((111e JaONahr.ungs-
stoffe benotigen, deren Bildung in lebenden Organismen
vor sich gel%t. Die Entstehung von Trypsin Vefgliilcflltt
Stanley mit der Vermehrung der Viren. Jede Zelle enthd
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bestimmte Proteine, und nur diese Proteine werden fort-
laufend von ihr produziert. Diese Spezifitit der EiweiB-
synthese wird durch Proteinasen bedingt, also durch EiweiB-
kérper, welche die Bildung anderer EiweiBkorper kataly-
sieren. FEs ist nun nicht einzusehen, warum es fiit ein der-
artiges Enzym schwerer sein sollte, sich zu synthetisieren,
als ein anderes Protein. Eine Proteinase, die ihre eigene
Bildung katalysiert, ist aber mit einem Virusprotein direkt
vergleichbar. Stanleys Theorie der Virusvermehrung gibt
auch eine Erklirung fiir die Mutation eines Virusstammes.
Wendet man die Tatsache, daBl chemische Reaktionen neben
dem Hauptprodukt stets auch geringe Mengen von Neben-
produkten liefern, auf die Virusproteine anm, so kann bei
der Vermehrung gelegentlich auch ein etwas anderer EiweiB-
korper entstehen. Er verursacht durch den Unterschied
in seinem chemischen Aufbau ein anderes Krankheitsbild
und steht am Anfang eines neuen Virusstammes. Wachstum
und Fortpflanzung sind Zelleigenschaften, die sehr leicht
von aulen her beeinfluBt werden kénnen, so daB die Un-
fihigkeit eines Experimentators, die Vermelirung eines
Systems aufzuzeigen, in der ungiinstigen Wahl der Versuchs-
bedingungen begriindet sein kann. Die Bemiihungen, einen
Virus in vitro zu ziichten, sind erst zu kurzen Datums,
als daB die Festlegung der Kulturbedingungen méglich
gewesen wire.

Unter all den von Pirie gepriiften Eigenschaften be-
findet sich keine einzige, die zur Definition des Lebens ge-
eignet wire, so daB der englische Forscher zu dem Schiuf
kommt: — Until a valid definition has been framed it
seems prudent to avoid the word “life” in any discussion
about border-line systems and to refrain from saying that
certain observations on a system have proved that it is

or is not “alive”. — fA. 21.]
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