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D a r s t e l l u n ~  u n d  p h y s i k o c h e m i s c h e  sec. Ahnliche Wer te  erh~lt  man,  wenn TMV bei p H  8 in 
C h a r a k t e r i s i e r u n ~  d e r  P e p t i d k e t t e n  d e s  m/S0 Veronalpuffer ,  dem 0,05% N D S  zugesetz t  wurde,  

ffir 5 rain auf  80-85°C e rh i tz t  und nach  dem AbkiJhlen 
T a b a k m o s a i k v i r u s  der  LSsung NaCI zugegeben  wird. 

Endgruppen-  und 1R6ntgenstrukturanalysen haben  er- 
geben, class der  P ro t e inman te l  des Tabakmosa ikv i ru s  
(M ~ 40.10 s) aus ca. 2300 Pep t i dke t t en  besteht .  Es  ist  bis- 
her  jedoch  noch n ich t  gelungen,  das Virus bis zu den ein- 
zelnen P ep t i dke t t en  zu spal ten  und  deren Gr6sse m i t  
phys ikochemisehen  Methoden  zu bes t immen.  Es  g ib t  
meines V¢issens nu r  zwei L i t e r a tu rangaben  :,~ fiber den  
Versuch einer  Virusspal tung,  welche die Gr6sse des soge- 
nann ten  A-Prote ins  (M ~ 90-100 - 10 ~) nnterschre i te t .  
Dabei  s ind die Zent r i fugierungen in sehr  ionenarmen 
LSsungen durchgeff ihr t  und daher  m i t  dem durch  den 
prim~iren Ladungsef fek t  bed ing ten  Feh le r  beha f t e t ;  Dif- 
fusionsmessungen ~ehten g~i.nzlich. Bisher  n ich t  ver6ffent-  
l ichten Versuchen s zufolge kann m a n  nach Pheno l spa l tung  
des Virus und L6sen in verdf innter  Na t ron lauge  un te r  Aus- 
schluss der  Luftkohlens~iure ein Pro te in  mi t  M m 18 800 
erhal ten.  - Ffir  den  Vergleich zwisehen e lekt rophore t i schen 
und biochemischen Un te r suchungen  an unseren TMV- 
St~.mmen ~-~ erwies es sich als notwendig,  das Virusprote in  
bis zu den Pep t i dke t t en  abzubauen.  Es werden  im fol- 
genden Methoden fiir die Spa l tung  des TMV besehrieben. 
Uber  einen Teil  der  E x p e r i m e n t e  wurde  bereits auf  dem 
IV. In te rna t iona len  Biochemie-Kongress  in Wien  berich- 
te t" .  - Die Gr6sse der Spa l tp roduk te  wurde  durch Sedi- 
menta t ions-  und Diffusionsmessungen b e s t i m m t ;  die 
Zentr i fugierungen erfolgten mi t  der  Meyerhoffschen 
Unterschichtungszel le  in einer lu f tge t r iebenen analy t i schen 
Phywe-Ul t razen t r i fuge  bei 51000 U / m i n  und 20°C. Alle 
angegebenen Wer te  sind hins icht l ich  Viskositgt ,  Dichte,  
Tempera tu r  und ggf. Druck  auf  Wasser  und 20 ° korrigiert ,  
wobei die Kor rek tu rwer t e  en tweder  exper imente l l  be- 
s t i m m t  oder Tabel len  e n t n o m m e n  sind. - Der  Virusabbau 
erfolgte im einzelnen nach  folgenden Methoden:  

1. In  m/50 Phospha tpuf fe r  p H  7 befindliches TMV 
wurde bei 4°C 12-15 rain lang m i t  wasserges~ittigtem 
PhenoU geschfit telt ,  nach  Zent r i fugat ion  die Phenolphase  
mi t  etwas mi t  N a t r i u m a c e t a t  gesg t t ig tem Methanol  ver-  
setzt,  das Prote in  mi t  Methanol  gefiillt und je 2mal mi t  
Methanol  bzw. ~_ther gewaschen. Das ge t rocknete  Prote in-  
pulver  (0,2%) wurde in 0,12% Natriumdodehylsul]at 
(NDS) en tha l tendem Veronalpuffer  (pH 8, m/50) gel6st  
(3 min;  70°C). Un te r  Ber i icksieht igung der  Vergnderung  
des par t ie l len  spezifischen Volumens  durch  die B indung  
von N D S  an das Prote in  ergibt  sich: s~o,w= 1,9 S und  
D~0,w= 8,6- 10-~cm~/sec. Wi rd  NaC1 ( N =  0,1) zu der  
obigen L6sung nach dem Erka l t en  hinzugefi igt  und dialy-  
siert, so be t ragen sz0 , w = 2,1 S und D,o, w = 7,5-10 -~ cm~/ 

1 R.T.  HERSH und H, K. SCHACIIMAN, zitiert  bei: H. IrRAENKEL- 
CONRAT und B. SINGER, J. Amer. chem. Soe. 76, 180 (1954), 

P. NEWMARK und R. W. MYERS, Fed. Proc. 16, ~'26 (1957). 
s A. ASDERER, persSnl. Mitteitung, Dez. 1958. 
4 E. KRAMER und H. G. WITT~tANn, Z. Naturforsch. I3b, :30 (1958). 

H. G. AACH, Z. Naturforseh. 13b, 4~5 (1958). 
H. G. W:TTMASN und E. KRA,~ER, Proe. IV. Intern. Bioeh, 

Kongr. Wien (1958), im Druck. 
H. SCUVSTER, G. SCHRA~:M und W. ZrLLm, Z. Naturf. 11b, 339 

(1956). 

3,,S " 

S 
s// 

s,o 

z,8 

2,2 

/,8 ..... 

Z ~ c  ...... i 
o, o z  

t 

I 

o, o8 o, o8 

o 
$ 

I I 

a g e  0,1 o,12 a m  0,1a 
n Na0H 

S2o,w-Werte nach 10-15stiindiger Dialyse des unter  Nr. 2 beschrie- 
benen TMV-Proteins (0,5%) gegen verschiedene NaOH-Konzentra- 

tionen; Ionenst/~rke durch NaCI-Zusatz konstant  erhalten. 

2. TMV wurde  mi t  Phenol  gespal ten und das Prote in-  
pu lver  in n/10 N a O H  durch kurzes Erw~irmen auf  
40 ° gel6st. Naeh  10-15stf indiger Dialyse bei 20 ° in e inem 
geschlossenen E r l enmeye r  gegen 0,01 his 0,15 n Na t ron-  
lauge, der  zur  Vermeidung  des p r imgren  Ladungsef fek tes  
NaC1 bis zur Gesamtionenst~irke F -- 0,15 zugefi igt  wurde,  
t r a t  bei der Zentr i fugierung immer  nur  ein e inhei t l icher  
Gradien t  auf;  in der  Abbi ldung  ist  %0,w in AbNing igke i t  
yon der  N a O H - K o n z e n t r a t i o n  aufgetragen.  Zusatz yon  
NaCI fiber / ' =  0,1 hinaus  ve rgnde r t  den s2o,w-~Vert 
nicht ,  w'~hrend bei niedrigen Ionenst~irken ein deut l icher  
Einfluss des zugesetz ten NaC1 auf s20,w v o r h a n d e n  ist, wie 
in mehreren  Versuchsreihen bei kons tan te r  N a O H - K o n -  
zent ra t ion  und var i i e rendem Na-C1-Zusatz bei gleich 
langer  Dialyse  gezeigt  werden  kom:te .  Aus Viskosi tgts-  
und Diffusionsmessungen geht  hervor ,  dass die aus der  
Abbi ldung  ersichtl iche Abh~ingigkeit des S- \¥er tes  yon 
der  angewende ten  N a O H - K o n e e n t r a t i o n  n ich t  auf  eine 
En t fa l tung ,  sondern eher  auf  eine part iet le  Hydro lyse  
des Pro te ins  zurt ickzufi ihren ist. dabei  k6nnen  se- 
kund~ire B indungen  zwischen den Pep t i dke t t en  vor-  
handen  sein. Diese Folgerung wird dadureh  gestfitzt,  dass 
mi t  zunehmender  Dialyse-Zei t  (fiber mehrere  Tage  ver-  
folgt) s~0,w einer  be s t immten  ProteinlOsung abn immt ,  und 
zwar  u m  so schnelter,  je h6her  die N a O H - K o n z e n t r a t i o n  
ist. Als wei terer  Beweis  Iiir die Spa l tung  I~sst sieh an-  
f i ihren:  Dialyse  gegen n/10 N a O H  fiir 10 h e rg ib t  2,4 S, 
nach  weiterer  10stiindiger Dialyse  dieser L6sung gegen 
n/50 N a O H  erh6ht  sich der  XVert n ich t  auf  3,5 S, den eine 
20 h gegen n/50 N a O H  dialysier te  L6sung ergibt ,  sondern 
er be t r~g t  nur  noch 2,3 S. Die Verr ingerung des S-~¥ertes 
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ist  demnach  ein i rreversibler  Prozess. Folgendes  Ergebnis  
weis t  in dieselbe R i c h t u n g :  E rw~rmung  des in n/10 N a O H  
gelSsten Prote ins  fiir 10 rain auf  Tempera tu r en  zwisehen 
.40-100 ° und  anschliessende Dialyse (10 h;  n/10 N a O H ;  
20 °) ergibt  einen deut l iehen  Abfal l  yon  2,4 auf  0,9 S. - 
Wird  die Pro te insubs tanz  direkt  in N a O H  der  gewiinsch- 
t en  St~irke gel6st und nach NaCI-Zugabe ( P  = 0,15) sofort 
zentrifugiert ,  so erh/i l t  m a n  in n/50 bis n/7 N a O H  'Werte 
u m  2,8 S;  das heisst,  dieser Sedimenta t ionskoeff iz ient  ist  
h6her,  als ftir Pep t idke t t en  m i t  M m 16000-18000 er- 
w a r t e t  werden  muss. - Man kann  aus den genannten  Mes- 
sungen in verdf innter  N a O H  nicht  e indeu t ig  auf ein be- 
s t immtes  M-Gewicht  schliessen, da  un te r  diesen Bedin-  
gungen m i t  dem Ablauf  sekundArer Prozesse zu rechnen ist. 

3. 60 Volumente i le  bis kurz fiber dem Ers t a r rungspunk t  
gekfihl ter  99prozentiger  Essigsiiure wurden  m i t  30 Tei len 
Virusl6sung (in H,O) bei  4 ° gemischt  ~ und  15 min  un te r  
le ich tem Schi i t te ln  s tehen getassen, die ausgefallene R N S  
abzent r i fugier t  und zu dem tdbers tand 10 Volumente i le  
2,5 m NaCI zugesetzt .  Auf c = 0 extrapol ier t ,  be t ragen  
s~0, w =  1,25 S und D20, w =  7,9-10 -7 cm~/sec, woraus  
sich M = 17800 errechnet .  

4. TMV wurde  24 h bei 4 ° gegen m/10 Glykokol lpuffer  
p H  10,5 dialysier t ,  das Pro te in  zweimal  mi t  (NH,)~SO 4 
gef/illt  und gegen m/50 Veronalpuffer  p H  8,0 dialysiert .  
UV-Absorp t ionsmessungen  in Phospha tpuf fe r  p H  7 gaben 
fiber die Re inhe i t  des Proteinpr~iparates Aufschluss.  U m  
die bei de r  Dena tu r i e rung  durch  die folgende Pyridin- 
Behand lung  freiwerdende SH-Gruppe  des Prote ins  zu 
blockieren und dadurch  eventuel le  sekund~ire S H - R e a k -  
t ionen zu verhindern ,  wurde  p-Chloromercur ibenzoat  
(pCMB) in einer Endkonzen t r a t i on  yon m/1000 zugegeben. 
70 Volumente i ie  der  Prote in l6sung (in Veronalpuffer  + 
pCMB) wurden  m i t  30 Volumente i len  Pyr id in  gemischt  
und vor  der  Zent r i fugierung mi t  10 Tei len m/1 NaC1 ver-  
setzt .  Als Ergebnis  wurde  s20, w = 1,)5 S und D~0, w = 
7 , 2 . 1 0 - ~  cm2]sec, beide auf  c = 0 extrapol ier t ,  sowie 
M = 17 300 erhal ten.  - Zu ~hnlichen Resu l t a t en  k o m m t  
man,  wenn Virus t ropfenweise  zu der  pCMB en tha l t enden  
Pyr id in-Wasser l6sung un te r  Schi i t te ln  h inzugegeben und 
anschliessend NaCI (/1 = 0,1) zugesetz t  wird.  Die Virus- 
stfi.bchen zerfal len in der  Pyr id in lSsung un t e r  Dena tur ie -  
rung  sofort  in die Untere inhe i ten .  

FrSulein INGRID HINDENNACIt und I"~ARIN SANDELIN dankc ich 
fiir die wertvolle Mitarbeit bci der Durchfiihrung dcr Versuche. 

H. G. WITTMANN 

Max-PIanck-Institut /i~r Biologie, Tfibingen, 22. De- 
zember 7958. 

Summary 

High ly  purif ied tobacco mosaic virus was spli t  by  dif- 
ferent  methods ,  the  r ibonucleic acid removed  and the size 
of t he  prote in  sub-uni t  de te rmined  by  sed imenta t ion  and 
diffusion. The  va lue  for the  molecular  weight  of a poly-  
pep t ide  cha in  of t he  tobacco  mosaic  v i rus  was calcula ted 
to be 17-18000.  

8 H. FRAt~NKEL-CONRAT, Virol. 4, 1 (1957). 

~ber  die Ents tehung von Orientierungen 
in N y l o n  6 durch Kontakt mit  der Spaltfliiche 

yon K C I  

An dem Beispiel der  o r ien t ie r ten  Aufwachsung  yon 
Poly/ i thylen  auf NaCI haben J, WILLEMS und 1. WILLEMS ~ 
e rs tmal ig  gezeigt, dass auch hochmoIekulare  organische 
Stoffe or ient ier t  zu verwachsen vermSgen .  Diese Ver-  
wachsung  wurde  auf l i ch tmikroskopischem VCege ge- 
funden.  Das Verwachsungsgesetz  und die kristalto- 
graphische N a t u r  der  or ient ier t  anfgewachsenen Tei lchen 
des PolyS.thylens wurden  yon FISCHEn ~" mi t  Hi l fe  des 
E lek t ronenmikroskops  au fgekl~irt. 

Bei  wei teren sys temat ischen Aufwachsungsversuchen  
m i t  organischen hochmolekutaren  Stoffen der verschie-  
dens ten  Ar t  un t e r  Verwendung  mannigfa t t iger  Tritger- 
kristal te wurden  keine mi t  dem Lieh tmikroskop  erkenn-  
baren or ien t ie r ten  Tei lchen der  hochmoIekularen  Stoffe 
gefunden.  Es  wurde  deshalb  eine Methode ausgearbei tet ,  
die Or ient ierungserscheinungen an hochmolekula ren  Stof- 
fen an Grenzfl~chen auf  l i ch tmikroskopischem Wege auch 
dann  erkennen  1/isst, wenn die or ient ier ten  Tei lchen an 
sich un te r  der  Siehtbarkei tsgrenze  des Lich tmikroskops  
liegen. Diese Methode bes teh t  darin,  dass der  hoch- 
molekulare  Stoff  ats d i inner  F i lm auf  die Tr~gerfl~iche in 
L6sung oder  in der  Schmelze  aufgebrach t  und nach dem 
Abl6sen des TrXgers durch  Aufwaehsungsversuche  mi t  
geeigneten Gas tsubs tanzen  auf  der  Fitmfl/ iche des hoch- 
molekularen  Stoffes festgestel l t  wird, ob eine Or ient ierung 
und gegebenenfal ls  welcher  Ar t  e inget re ten  ist. N~ihere 
Einze lhe i ten  fiber dieses <~Abdruckverfahren*, bei dem 
die Tr/tgerfl~che sozusagen als Matrize wirkt ,  werden an 
anderer  Stette verSffent l ich t  werden.  

Nach diesem Abdruckver fah ren  gelang es, durch  Auf-  
br ingen einer  L6sung  yon Ny lon  6 (Po lyamid  der  e- 
Aminocaprons~iure) in Kresol  auf  (100) von  KC1 bei 195°C, 
einen Fi lm zu erhal ten,  auf  dessen Oberfl~iche nach dem 
Abl6sen des KC1-Kristalls mi t  Wasser  die nadel f6rmigen 
Krist l i l lehen yon a u f g e d a m p f t e m  Pen tach lo rpheno l  sich 
in 4 Ste l lungen ausgezeichnet  or ient ieren.  Diese 4 Stel- 
iungen sind u m  45 ° gegeneinander  gedreht .  

E lek t ronenmikroskopisch  wird die wei tere  Aufkl~trung 
dieser Or ien t ie rung fortgefi ihrt .  

J. W~LLEMS 

Krefeld, Tiergartenstrasse 2I, 1. Ohtober 1958. 

Summary 

Oriented  ove rg rowth  of pen tach lo ropheno lwas  obta ined  
on a th in  f i lm of Ny lon  6 produced  in con tac t  wi th  (100) 
of KC1. 

1 j .  WIL1.EMS und I. WILLEMS, Exper. 13, ,165 (1957). 
2 E. W. FlSC1IER, Faraday Soc. Discuss. 1958 (ira Druck). 

A S y s t e m  in the  M a m m a l i a n  S k i n  S e n s i t i v e  to  X 
I r r a d i a t i o n  and  I n s e n s i t i v e  to the  O x y g e n  Effect  

Molecular  oxygen  increases the  effects  of X or y-irradi-  
a t ion.  I t  has  been ques t ioned whe the r  or  no t  the  sub-  
s tances  which pro tec t  l iving organisms  agains t  X- i r radi -  
a t ion act  by reducing  the  oxygen  pressure in the tissues, 


