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. © FOREWORD

-, “W. Frisce-N IGGEMEYER 1

Medznzmsck-Chemzschev Instztut der Umversztat Vienna, -Austria

In thc opmwn of the organizers of this congress, the .hiochemistry of
viruses is of such importance that a symposium wds dedicated to 'this -
branch Tt-is not that virology becomes a past of blochetmstry In fact,
many a biologist would strongly object to this statement. However, it seems
that 1n the development of virology, biochemistry plays an ever increasing
role. Furthermdre, the basic facts elicited by vxrologlsts are of fundamental
importance for all biochemistry. -

Although hardly anybody believes that viruses are the forms in ‘which
life once originated from inanimate matter, the opinion that viruses are
_sofnehiow situated in 2 no-mans-land between life and non-life is still

_valid: Mot long’ ago sciefice was interested mainly, in the- djfferences
between virzses and trus organisms, Now the emphasis has shifted to the
question of the differences between viruses and normal ceh constituents.
Especially in the case of viruses which do not cause the slightest sign of

- a disease, the problem—and even more the method of research—is a

- biochemical cne. Both merge with the investigation of the uninfected
cell. Fram the stages and corditions of virus p'roduction we get valuable
infofmaricn about normal protein synthesis, and in some respects, about
abnorinal protﬂm synthesis, too. Thus, for the biochemist the vinus is_

' not always the deadly enemy who has to be fought under all circumstances
—as it was for.the bacteriologist of former days—but rather a tool, the
usefulness oi which depends on the mgenmty of the craftsman.

Even more important is the fact that viruses are examples of highly’
specific and at the same time relatively casily accessible nucleoproteins.
Nowhere eise are structure and function so intimately combined and
mterdcpendr nt. The importance of the nuclcoprotems for the functionitig
of the organisin as well as for the continuity of life in its specific.forms is
CODCN 3mow}eglgc, But here again it was the chemical attack mounted
in the field of virus research, which has yielded the most spectacular
results. Until now, the task was to confirm the chemical structures and to

explain from these the biological functions. But some results from gecent
studies in biochemigal virology have raised the hope that one day we shall
be able to aitex the biological activity at will by usmg clear-cut organic .
reactions on the chemical substrates of heredlty '

The papers prescnted in this symposmm will no doubt serve as 1llus—\

~trations fer what can be cxpected in the future

vi
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BIOSYNTHESE DES TABAKMOSAII\V]RUS
- GERHARD SCHRAMM .
Max—Planck-Instttut Jiir Vzrusforschung, Tubmgen, Deu,sghland
Die Aufklarung des Verlaufs einer Virusinfektion kann von zwei Seiten
her i Angriff genommen werden, einmal von der Untersuchung des -
Aufbaus des Virusteilchens selbst und zure anderen vom Verhalten der -
Wirtszelle her. Beide Arbeitsrichtungen miissen sich gegenseitig erginzen,
denn es zeigt sich immer wieder, dass.der Erkenntnis der biolugischen
und genetischen Phinomene bei der Virusvermehrung "Grenzen gesetzt
sind, wenn nicht die Morphologie und die chemische Zusammenset zung
des Erregers genau bekannt sind. . .

" STRUKTUR DES | 'I‘ABAxmosAmvmus v -

Die Struktur des Tabalmmsalk‘nrus (TMV) ist weltg;hend nmmw"r,
wahrcnd unsere Kenntmsse ube1 qem v'erh'drm in der ‘M;:szenv

selbst lelcht in grosseren Mengu,n 7uganghch mt, ‘vahrenu rhc b" '
Methoden 'zu seinem: Nachweis denjenigen unterlegen sind, die
Bak‘cenophagen und tierpathogenen Viren angewandt wercen. im Ver-
gieich zu den Baktenophagen und dep grésseren tzefpathog,enm Viren
zeichnet sich das TMYV, durch einc einfache Struktur mit eincm hohen
Grad an innerer Ordnung aus. Wir finden im Virus riur zwei Komponen-
ten, ein einheitlich zusanunengeset tes Protein und Ribonucleinsiure
(R\IS) die in bestimmter Weise einander zugeor dnet sind. Schon frith-
zeitig gelang es, das Protein in nativem Zustand von der RNS abzutrennen
und das abgeioste Protein wieder zu nicht-infektiosen Pastikeln zu
vereinen, die den urspriinglichen Viren'in .Grésse und Gestalt sehr,
‘ghnlich sind.? Nach der chemischen Untersuchung besteht das Protein
aus Peptidketten, die aus etwa 150 Aminosiuren zusammengesetzt gind
. und ein Molgewicht von rund 16 500 besitzer.2 Die réntgencgraphischen
Untersuchungen von Watson und insbesondzre vou R, Franklin? zeigten, -
dass diese Untereinheiten in Form einer Schraube'mit der Ganghthe
~ 23 A angeordnet sind, so dass ein Proteinhohlzylinder entsteht. Verglei-
chende Untersuchungen an dem reaggregierten Protein-Teilchen und dem
- Virus selbst ergaben, das; die RNS ai der Innem vand des Hohlzylinders
;v (2) v : - -
Lo o : . : o s . y

bei den




2 ‘ RV GERHARD SCHRAMM

angelagert ist, wobei sie den durch dag Protein vorgegebenen Windungen

~ folgt. Dieses Strukturnjodell konnte vor allem' durch elektronenmikro- -

skopische Untersuchungen bestitigt werden, Nach téilweiser Entfernung
des Proteins wird der im Innern. liegende RN$gFaden sichtbar. Er
_erscheint auf - elektronennnkroskopxschen ‘Aufnghmen - alg - kompakter

Docht, dies ist jedoch nur durch die _Schrumpfung wihrend des Eint .

trocknens vorgetauscht Im intakten Virus stellt die RNS eine Spirale dar, -
" die einen Hohlraum umfasst. Dieser zentrale Hohlraum konnte ‘durch"
Anfiillen mit Kontrastmitteln sichtbar gemacht werden34 In Ultra-
diinnschnitten von. orientierten TMV-Priiparaten konntén durch -be-
 stimmte Kontrastmittel Protein bzw. RNS angefirbt werden, worauf dann -
- die optisch leere’ Zone im Innern sowohl an Lings—als auch an Quer-
. schnitten sxchtbm:wn'd a : . oo

. .

Ubzr pIe INFERTIOSE RIBONUCLEINSAURE- DES TMYV

~Schon friibzeitig wurde vermutet, dass sich das Virus nicht als solches
. vermehrt, sondern dass vorher eine Aufspaltung in kieinere Einheiten
 stattfinden muss. 5 Uber die Art dieser Aufspaltung gaben nun zunéchst -
wieder Untersuchungen am Virusteilchen selbst Aufschluss. Gierer.und
"SchirammS gelang es.durch Behandlung mit Phenol und Fraenkel-Conrat ez
al.? durch Behandlung mit Dodecylsulfat unter Denatunerung des Pro-
. teins den Nucleinsiurekern im intakten Zustand zu isolieren: Durch eine
Reihe von Experimenten® korinte bew:es;n werden, dass di¢ Protein-freie -
RNS fiir sich infektios und in der Lage ist, die Bildung des spezifischen
Virusproteins in der Wirtszelle zu induzieren, Damit war die entsoheidende
~ Rolle der RNS bei der Virussynthese erkannt und eing Reihe weiterer -

_ Untersuchungen {iber die Biosynthese des TMV méglich gemacht. . -

Bevor wir uns diesen zuwenden, soll’ zunachst die Struktur. der infek-
tidsen RNS selbst betrachtet werden. Legt man fiir das TMV ein Molge-
wicht von rund 40.10% zugrande und nimmt man einen RNS-Gehalt
__von 5,6% an, so.ergibt sich fiir den gesamten RNS-Kern ein Partikel-
gewicht von rund 2,3.106. Kus den Untersuchdngen von Gieter8 ergab’
sich weiterhin, dass die infektitse Komponente tatsichlich ein Molge—
wicht dieser Grosse besitzt. Allerdings gelingt es nitht, diese in voll-.
kommen homogener Form darzustellen.  Sie ist stets von gewissen.’
niedermolekularen Antsilen begléitet, so dass das mittlere Molgewicht
der RNS aus TMYV etwas niederer, bei rund. 1,108 liggt. Differenticlle
Ultrazentnfugauonen ergaben, dass dlese medermolekdarerr Anteile
keisie Infektiositit besitzen. v N

Nach Watson und Crick besteht dle DNS aus zwei umeinander ge-
windenen Nucleotidkétten. Die chemischen und physikalischen Eigen- .

| schaften det abakmoeaxkv;rus—Rlbonuclemsaum (TMV- RNS) §pr¢chgu_ . ,

o

R ) " Y ’ . . "?‘v./. 7
\ - . 5 e :
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dafilr, dass. sie nu: ans siner einzigess Nucleotid-Kette aufgebaut ist. So
zeigte die 8¢gez Purin-und Pyrimidin-Nucleotide der TMV-RNS,
dass kein aquund]grﬁ Verhiltnis von Pyrin zu Pyritnidin vorliegt und

dass anch das Verhdltnis der 6-Ammo- zu den’ 6-Ketobasen von 1 ver- ;
: schxedenﬁxst })axmt entfillt eine wichtige Voraussetzung fiir éin Zwei~ -
- 'strang-Modell ndach Art der. Desoxyribonucleinsiure (DNS). Weiterhin
- »wird die TMV-RNS im Gegensatz zur DNS schon bel verhiltnismissig
geringen  Salzkonzentrationen, z.B: 1M NaCl—Lbsung, ausgefallt Die
. Verteilung der Ladungen: an_der Oberfliche muss also eine andere sein -
als" bei der -DNS. Ein. Emstrang-Modell Wurd¢ -die leichte Aggregxer— o

h barkeit gut erklirén. Ausserdem besitzt die TMV-RNS eige: geringere:

Viskositit als eine- DNS gleichen Molgewictits. Auch andere physikalische

DNS. Diese geririge Starrheit spncht ebenfalls gegen das - Zwe:strang-

 “Modell.

Entscheidénd sind vor allem folgende Tafsachen (1) Die TMV—RNS

 besteht aus rund 6000 Nucleotiden, sie durchlfuft i in 130 Windungen mit _

o 7,4 A ven Nucleotid zu Nucleotid annimmt, wire ein Zweistrang-Modell

" einem .Radius .(Abstand der P-Atome vom’ Zentrum) von 40 A den

‘Protem—Holﬂzyhmjer Selbst wenn man einen maximalen Abstand von

nicht lang genug, um dis Virus in seiner gesamten Liinge zu durchlaufén.
(2} Bei einem Einstrang-Modell fihrt jede- Spaltung ‘éiner Phosphat-'
briicke zu einer Verkiirzung des Molekiils. Bei einem Mehrstrang-Mddell
ist dies nicht der Fall, da die Bruchstiicke durch die benachbarte Kette -
zusammengehalten werden. Gierer8 untersuchte die Anderung - der
Viskositit der RNS beim Abbau mit Ribonuclease. Die Resultate sprechen

eindeitig fiir ein Emstrang-Modell und sind mgmﬁkant verschieden von -
* denen, die bei einem ZwelstrangnModell Zu erwarten wiren, Weitere °
" Eingelheiten sind dem Vortrag von A Gxerer auf dleser Tagqu Zu

entnehmen. .
Nach der Darstellung dermfektlosen RNS aus TMV lag es nahe den

* Zusammenhang zwischen Struktyr und Wirkung zu untersuchen. Von

s

'Gierer® wurde gepriift, ob durch Abbau der RNS mit Ribonuclease sich
kleinere Einheiten finden lassen; die noch infeki tids sind. Dies ist _]edoch

" hicht der Fall. Fs’ zeigte sich, dass s¢hr wenige, .wahrschcmhch eine

- einzige Spaltung geniigen, um die Infektiositit zu zerstdren. . Demnach ist-

nur der intakte Nucleinsiuestranig biologisch aktiv. In glelckem Smne
sprechen auch unverdffentlichte Versuche von Schuster und Schramm.®

. Bei 'der Einwirkung von. salpetriger Biure auf TMV-RNS-werden dle

’ ,Armnogruppen der Purine und Pyrimidine in Hydroxylgruppen ‘umge- .

' wandelt ohne dass dabei die, ;Molekillgréisse seduziert wird. Es-zeigte

szch, dass die Umwandlung von wenigen (it Durchschnitt von2 Nuclgo—

I uden) genigt, um dxﬂ Vermehrungsfa}ugkelt der gmtea RNS Zu
. 2 N ."_' ) T ,.‘\ ‘}“,nlt"

T > - S S g
N o . P N P : s
. . .

i

. Messurigen .sprechen dafiir, dass das RNS- Molekiil flexibler ist als die « . }

‘
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unterbmden Dieser Befund stiitzt die Hypothese, dass Jedes emzelne i
Nucleotid fiir die Ubertragung der genetischen Information’ erforderlich
ist. Dieses Ergebms ist nicht selbstverstandhs,h, da Bel einem Vergleich
der Zahl der Nucleotide in der RNS-Kette mit det Zahl der Aminossuren -
in der Peptidkette, die unter der Kontrolle der RNS aufgebaut wird, etwa

. 40 Nucleotide auf eine Aminosiure kommen. Es werden also verhiltnis-
missig viele Nucleotide bendtlgt, um den Einbau einer Aminosiure in

- die Peptldkette zu lenken. Nach neueren Ergebnissen iber, die Bmsynthese
der. Zellproteme schemt pdoch diese Zahl recht plaus1be1 (mehe unten)

4 ¢

UNTERSUCHUNGEN AN ANDEREN RIBONUCLEIP‘SAUREN

Mit der von Gierer und Schramms entwickelten Methode wurden auch
bei verschiedemen tierpathogenen Virusarten infektidse Ribonuclein-
" siuren gewonnen, z.B. aus dem Virus der Pohomyehns,l“ 11 aus dem-
Virus ‘der- Mengo-Encephalitis,}2 dem Oststamm?314 und ‘dem West-
stamm?5 der Amerikanischen Pferdeencephalitis und dem Theiler-Virus 16
In allen diesen Fillen hatte die infektiose RNS ein Molgewicht von etwa

© 2,106, Weiterhin wurde RNS aus normalen Lebermiktosomen gewonnen.

* Auch hier ergab sich fiir die Hauptkompenente das gleiche Molgewicht

~ "(siehe Vortrag Gierer). Yon Frisch-Niggemeyerl? wurde schon frither
- darauf hirgewiesen, dass detsabsolute Gehalt verschiedener tier- und
pﬂanzpnpathogener Viren an RNS \weitgechend iibereinstimmt und

. ebenfalis auf ein Pamkelgewmhf von 2.108 fihrt. SVedberg13 hat auf die

- Tatsache gufmerksam gemacht,. dass dig Molgewichte vieler Proteine i in
der Grossenordnung von 17 000 liegen oder einfache Multiple davon sin.
Ob hierin ein innerer 7usammenhang zwischen Eiweiss- und RNS-
Struktur zum Ausdruck kemmt muss durch weitere Versuche geklart -
werden : . T

FUNKTION’ pER RNS BEI DER VIRUSVERMEHRUNé c

Es war zu vermuten, dass benn naturhchen Infektmnsprozcss zunachst
die im Innern des Virus liegende RNS in Freiheit gesetzt wird. Falls -
‘diese Freisetzung langsam verlduft; sollte die Virushildung schoeller in
" Gang kommen, wenn man direkt mit der freieri RINS infiziert. Dies ist -
tateiichlich der Fall. Siegel et 2.1¢ studierten die Vermehrung des TMV in
. Nicotiana glutinosa it Hilfe einer indirekten Methode: Sie bestimmten

-,

die Abtotung der inféktiosen Zentren durch UV-Licht wahrend der

Infektion. Etwa 5 Stdn nach der Infektion stieg die Uberlebensrate steil an.
Es wird angenomroern, dass zu diesem Zeitpunkt auch die Virusver-

mehrung einsetzt. Mit der glelchen Methode untersuchten die Autoren -

- auch den Infektionsverlauf mit der frezen Vl*'us-RNo und fanden eine
erhebhche Verkurzung der Latenyzext Schramm uné Englerm konnten an
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BIOSY NTHESE DES TABAKMOSAIKV’IRUS - 5
Nicotiana glutmosa den Anstleg der Viruskonzentration auf ﬁxrektem Wege

mit Hilfe eines empfindlichen biologischen Tests nachweisen, Eine . -
* wichtige Voraussetzung hierfiir war, dass nach der Infektion die dusserlich

anhaftenden “Vigusteilchen, die nicht am Infektiomsprozess teilnehmen, E
durch. Waschen mit Antiserum' volistindig entfernt werden. Ein steiler
Anstleg der Konzentration an Virusteilchen setste bei dieser ertspﬂam'e

.- nach einer Latenzperiode von 30 Stdn ein, Vor dieser Zeit konnteintaktes
* Virus nicht festgestellt werden. Die Grenze der Nachweisbarkeit lag bei
 etwa 10 Virusteilchen je Dosis. Wahrschieinlich liegen also auch die
- emgedrungenen Virusteilchen nicht mehr in der ursprunghchen Form
. vor, wie di¢s auch bei Infektionen mit Bactériophagen oder tterpathogenen

Viren beobachtet wurde. Bei chderholung des Versuchs mit freier RNS

“aus TMV wurde die Bildung des fertigen Virus bereits nach 20 Stdn
. beobachtet. Die Vlrusvermehmng erfolgte von diesem Zeitpunkt ab mit

der gleichen Geschwindigkeit wie bei der Infektion mit intaktem Virus. .
Die. Vcrkurzung der . Latenzpenode um 10 Stdn entspricht. alsp wahr-
schemhch der Zeit, die zur Frelsetzung der RNS aus der Proteinhiille

, bmbtlgt wird. Bei diesen E*(penment*en erfolgte die Extraktion des Virus

mit Phosp'natpdfet Hierbei werden die freit RNS und Nucleifisiure-

. reiche Vorstufen des Virus nicht erfasst, da sie durch die Ribonucleasen

erstort werden. Um -eventuell vorhandgéne VirussRNS hachzuweisen, '

‘Wurden daher die infizierten Pflanzen in bestimmten Zeittiumen mit

Phenol exttahiert, da hierbei die RNS nicht zerstort wird,, Die Versuche .
sind“noch nicht abgeschlossen, doch sprechen die bisherigen Befunde

dafiir, dass die Zunahre der infektiosen RNS tatsichlich frither érfolgt
- als die Bildung des intakten Virus, Man kann vermuten, dagy-die Protein-
synthese erst eine: grésseren Umfang annimmt, wenn geniigend RNS ™ °
. . gebildet, ist. Wihrend der Latenzzeit steht noch nicht geniigend Protein

zar Verfigung, um die. RNS-Molekils eqxzuhﬁllen und zu fef‘tlgen

. Virusteilchen zv erginzen. Diese Ergebnisse diirften auch fiir Unter-

suchungen {iber die onsynthese der 'Zel!.proteme von Bede\xtung sein..
‘ ORT DER Vmussvmunss LT
Oﬁen bleibt d:e Frage, an .welchen Zellelement@n die Synthese der ,
RNS bzw. des Protejns vor sich geht Zum Nachwexs der wirusspegifischen
Antigene in der Zelle hat sich im Fall der tlerpathogeneh Viren die
Methode von Coons eehrbewihrt.2! Hierbei werden die zu untersuchenden

" Gewebe mit, Vlru%antxkorpem behandelt, di¢ durch Kupplung: mit.
‘ I‘luoresccm—Denvaten markiert sind. Die Orte der Zelle, die Virusatigen

enthalten,. binden in spezifischex Weise den Antik8rper und lassen sich
im Fluorescehz-Mikroskop leicht nachweisen. Die Anwendung dieser

o Techmk auf Pﬂynzengewebe bletet gew1ssb Schwxengkexten, da die
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Zellmembx:anen im Gegensatz zit tierischen’ Zellen fﬂr den’ Antxkorper .
nicht dirchlissig sind. Unter Vermeidung der Artefakt- Blldung durch’
Fixation gelang es Réttger und Schramm?, ans infiziertem Tabakgewebe
Gefrierschnitte herzustellen, die gut mit fluoreszierenden Antikorpern
reagierten. Da die Nucleinsiure micht antigen ist, kann bei diesen Ver--
_suchen iiber den Ort dey RNS- Synthese nichts ausgesagt werden. Es - -
konnten Jedoch gewisse Aufschliisse iiber die deung des Virusproteins
in den Zellen und iber die.Ausbreitung des Virus im, Pflanzengewebe ~
gewonnen werden.-Nach'den Versuchen, die sich noch im Gang befinden,
scheinen die Zellkerne und die Chloroplasten an der Blldung des Virus- -
‘protems nicht bciklhgt zu sein. Bestunn{te Bestandteile des Plasmas
zelgen dagegen eine starke Fluoreszenz: Weitere Versuche Werden nétig *
sein, um die primire Bildungsstitte des Vlmsprotems ‘aufzifinden.

Aus den bisherigen Beobachtungen lisst sich ein vorldufiges Bild tiber
den Vorgang der Virussynthese ablilten ‘Nach Eintritt des Virusteilchens
in digZelle wird dieProteinhiille ahgestreift. Die freiwerdende RNS fnuss
anschliessend.an béstimmte Zellstrukturen: gebunden “werden, damit sie
gegen die Einw1rkung der in der Zellé vorhindenen Ribonucleasen -
geschiitzt ist. (Die geringere Infektiositit def freien RNS, gegenuber dem

“kompletten Virus erklirt sich wahrscheinlich dadurch, dass ein grosser -
Teil'der RNS pei der Wanderung durch dié Zelle zerstort wird.) Die
Strukturen, an die sich die Nucleinsiuren in der Zelle anhaften, sind:noch

" nicht bekann. ‘Versuche von Zech® sprechw dafiit, dass die Nucleinsiyre-
Vermehrung im Kern bcgmnt Die. Nucleinsiure konnte von hier zus in

_ das Plasma abwandern und dort die deung des 'spezifischen Virus-
proteins veranlassen. Es ensteht zunachat eine grossere Anzahl von RNS- -
Molekiilen; bevor genugend Protein vorhanden ist, damit vollstindige

- Virusteilchen gebildet werden konnen. Die Pflanzenzellen sind unter- -
. cinander durch Plasmastringe, die Plasmodesmen, verbunden, Die
Ausbreitung .des Virus von Zelle zu Zelle 'esfolgt durch diese Plasma-
briicken. Es ist wahrscheintich, dass die Transportform nicht das kom- .
piette Virus, sosdern RNS; bzw. RNS-reiche Vorstufen sind.
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ZUSAMMENHANG MIT PER BIOSYNTIIESE DER ZELLPROTEINE

Das Ziel unserer Untersuchungen besteht darin, ungere bxshengen
Kenntnisse iibey die Biosynthese des TMV mit den neueren, Erkenntnissen
{iber die Biosynthese der normalen Proteine zu vereinen. Durch Ux;nter-
suchungen dber den Einbau radioaktiv markierter Aminosiuren in
. bestimmite Zellfraktlonen wurden namentlich in den Arbeitskreisen von
Zamecnik und Llpmann“ sehr wichtige Ergebnisse ‘erzielt. So- wurde
u.a. festgestellt dass die Aminosiuren vor dem Einbau an spezifische

Polyrxbonucleoude (s-RNS) gebunden werden Es ist bemerkenswert, L
- S
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dass dlese s-RNS ein Molgemcht besxtzt das 30—-40 Nucleotlden ent-
sgncht Wie.oben erwiihnt wurde, ist das Verhiltnis. der Nucleotide .in
., der TMV-RNS zur Anzahl der Aminoséuren i der zugehorigen Peptxd-
kette gerade von derselben Grosse. Bei déer Vermehrung der normalen
Proteine ist also pro Aminosiire dié gleiche Anzahl von Nucleotiden
* erforderlich wie be1 ‘der TMV-Vermehrung. Es ist-jedoch nicht wahr- .

sch¢inlich, dass’ ‘die eingedrungene Virus-RNS in die medeﬁmlekularen_
s-RNS-Fraktionen aufgespalten wird, denn in diesem Fall sollten auch -
. Bruchstiicke der Virus—RNS erksam sem Es ist vielmehr zu vermuten,,
dass die Virus-RNS als Matrize wirkt, auf der sich die kutzen s-RNS-
- Stiicke spwﬁsch anlagem, die in jeder Zelle vofhanden sirid. Diese "
Hypothese wiirde, auch einige andere “Befunde ‘erkliren. Es scheint
- demhach die Hoffnung berechtigt,” dass die Untersuchungen tbér die =
Biosynthese dér Viren auch dazu beitragen werden, die B;osynthese der

- normalen Protéme verstsindhcherzu macﬁen. S [
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