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vélligen ,,Durchsichtigkeit und Strukturlosigkeit
von den nach der gegebenen Vorschrift hergestell-
~ten Filmen erfiillt werden.
5. Verfalwen zur Scharfeinstellung konirasiarmer
Objelte.
Die klare Darstellung feinster organischer Teil-
chen, um die es sich bei der Aufnahme kleiner Virus-
arten handelt, verlangtauBer einem Fehlen jeglicher
Struktur der Tragerhaut eine so weit getriebene
Diinne derselben iiber ein geniigend groBes Ge-
sichtsfeld, daB ihre Massendicke nicht groB ist
gegeniiber der Massendicke der feinsten Objekte.

1T 378/38.
Kolloidales Gold zur Scharfeinstellung der
el.opt. 20000 : I.
Gesamtvergr. 50000 : I.

Fig. 9.
Aggregate des Tabalkimosaikvirus.

Nur dann kann der Elektronenstrahl, der ein Bild
der Massenverteilung des Objekts gibt, diese Objekte
mit Kontrast gegeniiber dem Untergrund des
Tréagerfilms abbilden. Die auf dem Leuchtschirm
scharf eingestellten Bilder sind bei der sehr grofen
Tiefenscharfe auf der um nur wenige Millimeter
tiefer liegenden photographischen Platte ebenfalls
‘seharf. Der Leuchtschirm gibt aber die im Strahlen-
bild bestehenden Intensitdtsunterschiede weniger
. kontrastreich wieder als die Photoplatte. Diese
Tatsache erschwert die genaue Scharfeinstellung,
die auf bequeme Weise nur durch Beobachtung
des sichtbaren Bildes mit dem Auge oder durch eine
Lupe erfolgen kann. Die Helligkeit des Leucht-
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schirms ist fiir die laufende Betrachtung und fiir
die Scharfeinstellung durchaus geniigend.

Ein einfaches Verfahren fiir die Scharfeinstel-
lung des Bildes auf dem Leuchtschirm bei un-
geniigendem Kontrast des Objekts ist der Zusatz
von Metallkolloidteilchen, die infolge ihrer gréBeren
Dichte sehr viel besser zu sehen sind als gleichgroBe
Teilchen organischer Natur. Die dazu verwendeten

Lésungen von kolloidalem Metall diirfen keine -

Schutzkolloide und keine Salze enthalten. Fig. g
zeigt einen Film mit kolloidalen Goldteilchen von
20—40 my Durchmesser*; daneben erkennt man
zarte, fadenférmige Gebilde, welche, wie in der
folgenden Mitteilung ausfiihrlich auseinander-
gesetzt wird, Tabakmosaikvirus darstellen. Damit
hat sich die frither von uns ausgesprochene Ver-
mutung, daB das Ubermikroskop die bildliche Dar-

. stellung von. lichtoptisch unsichtbarem Virus er-

méglichen wird, in vollem Umfang bestatigtls.
Die iibermikroskopische Untersuchung er-
scheint gleichzeitig als das empfindlichste Verfah-
ren, um die Einheitlichkeit und den Reinheitsgrad
.von Viruspréparaten zu priifen, da es bei einem

-Auflésungsvermogen von 1o my (EinzelteilgréBe

5 my) noch Teilchen von der GréBenordnung von

-I10~1 g darstellt, was vergleichsweise 5000 Kohlen-

stoffatomen entspricht.

Zusammenfassung. ‘
- Die Moglichkeiten der iibermikroskopischen Be-

trachtung beliebiger Objekte werden aufgezeigt und

die Forderungen besprochen, die man an Objekt-
triger in der Ubermikroskopie stellen mufB. Die
‘praktische Herstellung solcher Objekttriger und
ihre Behandlung beim Beschicken mit Objekten
und beim Mikroskopieren wird beschrieben. SchlieB-~

lich wird ein Verfahren angegeben, um eine Scharf-

einstellung des Bildes bei kontrastarmen Objekten
zu ermdglichen.

o

* Die verwéndeten Goldsole waren Praparate der _

Firma Imhausen & Co., Witten a.d. Ruhr. Sie enthielten
66 mg metallisches Gold und 125 mg Elektrolyt im
Liter, dagegen kein Schutzkolloid. G. A. KauscHE hat
durch Dialyse bzw. Elektrodialyse gegen reines Wasser
die Leitfahigkeit von » = 2,5 103 Siemens/cm auf
% = 1,5 - 10~ % Siemens/¢m gebracht

© 1B, v. Borries, E. Ruska u. H. Ruska, Klin.
‘Wschr. 1938, 921I.

Die Sichtbarmachung von pflanzlichem Virus im Ubermikroskop.*
Von G. A. KauscE, E. PrANKUCH u. H. RUSKA.

Ziel der Arbeit.

Der iiberraschende Befund STANLEYsY?, daB
es sich bei dem ,,Erreger” der Tabakmosaik-
krankheit um einen hochmolekularen EiweiS3-
k&rper handelt, hat in den letzten Jahren zu Unter-

* Mitteilung aus der Biologischen Reichsanstalt fir
Land- und Forstwirtschaft und dem Laboratorium fir
Elektronenoptik der Siemens & Halske A.G.

1 'W. M. STANLEY, Science (N. Y.) 81, 644 (1935).

. % W. M, STaNLEY, J. of biol. Chem. 115, 673 (1936).

suchungen iiber die vermutliche Form, die Teilchen-
groBe der letzten infektidsen Einheit und das
Molekulargewicht dieses Virusproteins gefiihrt. An
diesen Arbeiten haben entsprechend der bisherigen
Beteiligung an der physiko-chemischen Seite des
Problems der phytopathogenen Viren bis auf
BecugoLDd und SCHLESINGER*4 hauptsichlich

3 H. BeEcHHOLD u. M. SCHLESINGER, Biochem. Z.
236, 392 (1931). ‘
4 H. BecuroLp, Phytopath. Z. 6, 342 (1933).
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-amerikanische und englische Autoren mitgewirkt.

Die Untersuchungen wurden it dem rontgeno-
graphischen ' Verfahren nach .DEBYE-SCHERRER,
der Viskosimetrie und den Bestimmungen der
Diffusionskonstanten, der Sedimentationskonstan-
ten bzw. der Sedimentationsgeschwindigkeit im
Schwerefeld’ hochtouriger. Zentrifugen nach dem

.Verfahren von THE SVEDBERG durchgefiihrt. Die

Ergebnisse . dieser Arbeiten, obwohl in einigen
Punkten noch widerspruchsvoll, rechtfertigen die
Annabme, daf3 es sich bei diesen Viren um lang-
gestreckte Molekiile von sehr hohem Molekular-
gewicht handeln muB.

Aus dem Wunsche heraus, moglichst voraus-
setzungsfrei zu arbeiten, haben wir geglaubt, in der
iibermikroskopischen Aufnahme von Makromole-
kiilen ein Verfahren zu besitzen, das iiber die Form,
GréBe und FEigenschaften dieser Makromolekiile
hypothesenireie Aussagen liefern kann. Wir haben
daher das Verfahren der Ubermikroskopie®$ auf
die Sichtbarmachung wvon Tabakmosaik- und
Kartoffel-X-Virus angewandt, um mit den Ergeb-
nissen unserer Arbeit mit in die Losung des Pro-
blems der Form und TeilchengréBe einzugreifen.

B@shemger Stand der Kenninis von Grofie und Form
des Tabakmosaikvirus-Moleliils.

Nach den Untersuchungen von WYCKOFF
und CorEey’ ergibt das Tabakmosaikvirus sowohl
als TFeuchtgel wie auch als kristallines Ultra-
zentrifugensediment Debye-Scherrer-Diagramme.
Dieser Befund ist von BERNAL und FANKUCHENS
bestdtigt worden. Die Identitidtsperiode betrdgt
nach diesen Autoren 22xz20X20 A. Die Reflexe
lassen sich den Prismenebenen eines hexagonalen
Gitters zuordnen, dessen Nebenachse eine Lange
von 152 A aufweist.

Die experimentell gemessenen intermolekularen
Abstinde lassen den SchluB zu, daB in einem
Trockengel von Tabakmosaikvirus stabchenférmige
Molekiile parallel gelagert sind. Ihr Querschnitt
wiirde normal eine hexagonale Anordnung zur
Liangsachse darstellen,- bei der der Achsenabstand
der benachbarten MoJekiile 152 A betragen wiirde.
LieB sich auf diesem Wege das maximale Ausmaf

der kleineren:Achse berechnen, so konnte im rént-

genographischen Verfahren noch nichts iiber die
KRATRY
und Mark?® deuten das beziiglich der Langsachse
negative Ergebnis von BERNAL und FANKUCHENS
so, daB es beim volligen Fehlen von durchlaufenden
Schichtlinien und dem Fehlen ven charakteristi-

5 E. Ruska, Z. Physik 87, 580 (1934)-
6 B. v. BorrIEs u. . Ruska, Wiss. Versff. Siemens

.17, 99 (1938).

" RarpH WYCKOFF u. R. B. CorEY, J. of biol. Chem.
116 51 (1936).
8 J. S. BERNAL u. FANRKUCHEN, Nature (Lond.) 139,

‘923 (1937)

? 0. KraTky u. H. MARK, ‘Anwendung physikali-
scher Methoden zur Erforschung von Naturstoffen, in
Chemie-organ. Naturstoffe. Wien: Julius

Springer 1938. .
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schen Gruppen, welche die durch die Molekiillinge
bedingte Periodizitdt hervorheben, méglich sei,
daB die angewendeten Expositionszeiten nicht aus-
reichend gewesen seien, um die Schichtlinien zu
erfassen. Immerhin kann als recht sicheres Ergeb-
nis der réntgenographischen Untersuchungen fest-
gestellt werden: das Virusmolekiil ist ein regular

-sechseckiges Stdbchen von 15 my Durchmesser.

Weitere Aussagen iiber die Form, insbesondere
die Lange des Virusmolekiils sind also erst dann
méglich, wenn das Molekulargewicht bekannt ist.
Versuche, das Molekulargewicht aus der in einer

‘hochtourigen Zentrifuge bestimmten Sedimenta-
‘tionskonstanten zu berechnen, sind oOfters unter-

nommen worden, wir wollen hier- aber nur die
neuesten Versuche von Wvckorr® und von
NeuraTH und Saum® beriicksichitigen. Die Be-
rechnung griindet sich auf die Formel:

R.T.s

@G—V-d-D’
M = Molekulargewicht; R = Gaskonstante in
T'='absol. Temperatur; s = Sedimentations-
konstante; V = spez. Vol. des geldsten Teilchens;
d = Dichte des Losuugsmlttels D = Diffusions-
konstante.——--

Im Gegensatz zur alten STOCK]:sschen G1e1chung
ist diese Formel nicht nur auf kugelférmige Teilchen
anwendbar, da der EinfluB der Teilchenform in der
Diffusionskonstanten zum Ausdruck kommt. Die
Sedimentationskonstante s von homodispersem,
nicht aggregiertem Tabakmosaikvirus ist von
WYCKOFF zu 174 * 10~13, die Diffusionskonstante D
von NEURATH und SAUM zu 3- 10~ Dbestimmt
worden; aus diesen Werten ist ein Molekular-

M =

-gewicht von 54 Millionen zu berechnen. Das Virus-

molekiil wire danach 15 my dick (5. 0.) und 330 mu
lang. .
Leider kann dieses Resultat nicht als durchaus
gesichert gelten ; zwei Einwande kénnen nicht tiber-
Zunichst ein leicht zu beseitigen-
der, experimenteller Natur: die Diffusionskonstante
ist von NEURATH und Saum!? an einem 2 Monate
alten teilweise aggregierten Virusmaterial gemessen
worden und deshalb nicht véllig einwandfrei. So-
dann ein weiterer Einwand gegen die theoretischen
Grundlagen der Berechnung, dessen Bedeutuiig zu-
nichst nicht zu klaren ist. Sedimentationskonstante
und Diffusionskonstante sind in ganz verschiedenen
Schwerefeldern bestimmt worden (70000 g bzw. 1g),
ihre Vereinigung in einer Formel ist deshalb nur
dann zuldssig, wenn man Molekiildeformationen
bzw. Molekiilschwingungen in dem hohen Schwere-
feld der Ultrazentrifuge ausschlieBt, eine Annahme,
die zwar wahrscheinlich, aber nicht gesichert ist.

Eine weitere, zunéchst sehr elegant erscheinende

Methode, um zu Daten iiber Form und Gré8e des

Virusmolelkiils zu kommen, ist von FramMpTON und

.1°’R. WYCKOFF, J. of biol. Chem. 121, 219 (1937).
11 R. WyckoFr, J. of biol. Chem. 124, 585 (1938).
12 NEURATH u. SAUM, ] of bml Chem. 126, 435

(1938).
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NzuraTH® und von LAUFFERM 15 benutzt worden.
Aus Messungen der Viskositit von sehr verdiinnten
Viruslésungen ist mit Hilfe der Kunnschen Formel

I D2
Fmr=o (24500
(n = Viscositdt der Lésung; 7, = Viscositit des
Lésungsmittels; g = Konzentration der Losung
in Vol.-%; b.= lange Achse; @ = kurze Achse des
gelsten Teilchens)

das Verhéltnis von langer zu kurzer Achse des an-
genommenen Stdbchenmolekiils berechnet worden.
Das unmittelbare Ergebnis dieser Berechnungs-
weise war ein Achsenverhaltnis von 35 : 1. SchlieBt
man diesen Wert an den bisher sichersten réntgeno-
graphisch gemessenen Wert von 152 A fiir die kurze
Achse an; so erhilt das Virusmolekiil AusmaBe
von 15 my mal 530 my und ein Molekulargewicht
von rund 83 Millionen. S

Es bestehen abér doch recht groBe theoretische
Bedenken gegen eine Beréchnung der Teilchenform
aus Viskositdtsmessingen mit Hilfe der Kumn-
schen Gleichung. Der EinfluB, den die Iadung und
die Hydratation "der Teilchen auf die Viskositit
haben, wird in dieser Formel iiberhaupt nicht be-
riicksichtigt, eine Fehlerquelle, die bei einem Iyo-
philen Kolloid wie dem Tabakmosaikvirus sicher
erheblich ist. Man kann nun natiirlich, wie dies
LAurrER notgedrungen tut, diese Fehlerquelle als
kompensiert betrachten durch eine andere, in ent-
gegengesetzter Richtung wirkende Fehlerquelle,
némlich die Orientierung der Teilchen wihrend der
Viskositdtsmessungen. Diese Annahme ist aber
willkiirlich gemacht und bedeutet den Verzicht auf
eine wirklich quantitative Auswertung der experi-
mentell gefundenen Werte. Wir kénnen daher die
aus Viskosititsmessungen abgeleiteten Befunde
iiber die Form der Virusteilchen nicht fiir zu-
verldssig halten. Das gleiche gilt besonders, wenn
es sich wie hier um fadenférmige Teilchen handelt,
von den GréBenbestimmungen durch Ultrafilter
nach ELFORD VON THORNBERRYIS,

Angesichts dieser widersprechenden Angaben
tiber Form und Molekulargewicht haben wir uns
entschlossen, iiber die Ergebnisse zu berichten, die
die Untersuchung des Tabakmosaikvirus im Uber-
mikroskop bisher gebracht hat.

Die Virusgelstrukturen.

Die theoretischen und praktischen Grundlagen
der Ubermikroskopie sind von B. v. BorrIEs und
E. Ruska bereits abgehandelt worden. Literatur-
angaben befinden sich -in der vorhergehenden
Arbeit dieses Heftes'”. H. Rusxals hat im gleichen

13 C. FRAMPTON u. J. NEURATH, Science (N.Y.) 87,
468 (1938). ,

14 M. LAUFFER, Science (N. Y.) 87, 469 (1938).

16 "M, LAUFFER, J. of biol. Chem. 126, 443 (1938).

16 H. H. THORNBERRY, Phytopathol. 25, 601 (1935).

¥ v. BorrIES u. E. Ruska, Naturwiss. 27, 281 (1939).

8 H. Ruska, Naturwiss. 27, 287 (1939).
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.Heft das Wesentlichste iiber die Untersuchungs-

und Préparationstechnik fiir die U’bermikroskopie
zusammengestellt.
Inngsverfahren von Tabakmosaik und Kartoffel-X-
Virus verweisen wir auf die Arbeit von PFANKUCH
und Kauscus®. Auf den Kollodium- oder Zapon-
lackfilmen trigt man mit einer sterilen’ Platindse
einen Tropfen der wisserigen Viruslésung auf (s. a.
H. Ruskal, Fig. 4, ds. Heft); der dann darauf ein-
trocknet. Nach dem Auftrocknen ergibt sich die
Situation von Fig. 1e (bei H. Ruska® ds. Heft),

-d. h. die Virus- und evtl. beigemischten Gold-

i RN

/

o I 261/38.' » ‘
Kollodiumfilm mit destilliertern Wasser be-
schickt. el.opt. 2z0000:1.

Fig. 1.

II 258/38.
Kollodiumfilm mit niedermolekularem EiweiB
beschickt. el.opt. 23000:1,

Fig. 2.

teilchen haften am Trégerfilm. Bei hochkonzen-
trierten Viruslésungen bildet sich nach dem
Eintrocknen ein mehr oder weniger zusammen-
héngender ViruseiweiBfilm, bei niedrigen Konzen-
trationen haften dagegen die Einzelteilchen isoliert
an dem Kollodiumtragerfilm an.

Tig. 1 zeigt einen solchen reinen Kollodinmfilm
mit reinem Wasser beschickt.. Es ist keinerlei
Eigenstruktur. erkennbar.. An dem sichtbaren
Rand links oben auf dem Bild ist der Film ein-
‘gerissen und- aufgerollt. ‘In Fig. 2 bringen wir ein
Bild von einem Film, auf dem nach Beschickung
mit reinem Wasser und Kontrollaufnahmé im Uber-
mikroskop zusdtzlich niedermolekulares Eiweif

19 E. PFANKUCH u. G, A. Kauscrs, Biochem. Z. 299,
334 (1938). ‘

Hinsichtlich der Reindarstel-.
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‘(Pseudoglobulin und Albumin) aus Plerdeserum
‘aufgetragen wurde.
struktur bei der angewendeten Vergré8erung von

Auch hier ist keine Einzel-

23 0oofach sichtbar geworden. Man sieht hochstens
éine schwachwolkige Masse, die den EiweiBfilm
auf dem Kollodiumfilm darstellt. Trigt man nun
auf einen solchen mit niedermolekularem EiweiB
zuvor beschickten Film noch nachtriglich - TM-

“Virus auf, dann wird eine Struktur von ganz be-

stimmter Anordnung sichtbar (Fig. 3). Ahnliche,
aber im einzelnen doch wieder abweichende Struk-
turbilder erhilt man, wenn Viruslésungen von TM-
und Kartoffel-X-Virus auf reine, d. h. vorher nicht

‘mit Wasser oder Eiwei3 beschickte Filme in ge-

niigend hoher Konzentration zum Eintrocknen ge-
bracht werden (Fig. 4—7).

Hinsichtlich der praparativen Ausgangs-
situation ist folgendes zu beachten: Die von uns
benutzten hochgereinigten Viruslésungen waren
sicherlich véllig frei von niedermolekularem Ei-
weiB. Der nach der Dialyse noch vorhandene Salz-
rest betrug, bezogen auf Trockensubstanz, noch
nicht o0,01%. Die Leitfahigkeiten der Losungen
lagen bei x = 1,5 X 10-% Sjcm. Im Sinne der
Phasenlehre stellen die verwendeten Praparate also
dispersoide Systeme dar, in denen das Dispersions-
mittel reines Wasser, die disperse Phase reines
Viruseiwei ist. Dieses Suspensoid miiite vom
kolloidchemischen Standpunkt aus als inhomogen
bezeichnet werden, weil das System im ganzen von
der Inhomogenitit der Grenzflichen der faden-
férmigen Molekiile beherrscht wird. Da innerhalb
bestimmter Konzentrationsgrenzen in den Virus-
lssungen ein molekularer Verteilungszustand
herrscht, bei dem allerdings den einzelnen Mole-

kiilen kolloider Charakter zugesprochen werden

muB, resultiert, daB die disperse Phase unserer
Losungen aus kolloiden Makromolekiilen besteht.
Solange eine molekulare Losung des Virusproteins
vorliegt, kénnen wir also, wie bei jeder anderen
molekularen Lésung vom rein chemischen Stand-
punkt aus mit einer vélligen Homogenitdt der
Viruslgsung rechnen.

Bei der Uberfithrung solcher Losungen in den
Gelzustand miissen die Makromolekiile dann eine
bestimmte Lage zueinander einnehmen, wenn ihre
Form stibchen- oder fadenartigist. Die Lage kann
nach den Regeln der Strukturlehre bei Trocken-
gelen mit Fadenmolekiilen nur die eines Geriist-
oder Netzwerkes mit vorziiglich linearer Aggregation
der Molekiile sein.’ t ~

-~ Wenn eine Virussollssung iiber den hoch-
konzentrierten Zustand in eine Gellésung und
daraus iiber den Grenzkonzentrationszustand in
ein Gel durch Entziehung des Loésungsmittels und
Hydratationswassers iibergefiihrt wird, dann kénn-
ten sich nach MaBgabe der’ Schnelligkeit ind des
AusmaBes der Dehydratation allméhlich’ die
physikalischen Eigenschaften der Molekiile beim
Uberschreiten der Grenzkonzentration Andern,
indem Stérungen in der Struktur der langen Mole-
kiile auftreten, . Indessen haben BAWDEN, PIRIE,
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BeErRNAL und FANRUCHEN2 mit indirekten Metho-
den sowohl an feuchten als auch trocknen Gelen
Faserstruktur nachweisen kénnen. TARAHASHI und

1T 263/38.
Fig. 3. Kollodiumfilm mit niedermolarem Eiweil und
Tabakmosaikvirus beschickt. el.opt. 19000 : I.

11 678/38.
Kartoffel-X-Virus (Gelstruktur, Faden und
breite Balken). el.opt. 25000:1.

Fig. 4.

- L

e

1I 671/38.
Fig. 5. Tabakmosaikvirus mit grofen Anhiufungen
von kolloidalem Gold. (Gelstruktur, Faden und Bal-
ken.) elopt. 25000:1.

Rawrins2 haben auch in Virusldsungen mittels
der Feststellung der Strémungsdoppelbrechung
stabchenférmige Gestalt der geldsten Teilchen

20 B, C. BawpeN, N. W. PIrig, J. D. BERNAL u.
I. FangucHEN, Nature (Lond.) 138, 1051 (1930).
« 21 W, N. Taxamasur u. T. E. RawLINs, Science
(N. Y.) 85, 103 (1937).
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wahrscheinlich gemacht. Da auch L@sungen,
Feucht- und Trockengele und die ausgefdllten
Kristalle in ihrem réntgenographischen Verhalten
sich iibereinstimmend zeigten?8, miissen wir an-
nehmen, daf beim EintrocknungsprozeB auf dem
Tragerfilm eine Verdnderung der physikalischen
Eigenschaften der Molekiile nicht in dem Sinne ein-
tritt, daB die grundsatzliche Struktur und damit
die elementaren Dimensionen sich #ndern. Die

II 672/38.
Fig. 6. Tabakmosaikvirus (Gelstruktur, vorwiegend
Einzelfaden). el.opt. 25000:1.
II 378/38.
Fig. 4. Tabakmosaikvirus (links unten zwei Einzel-

faden). el.opt. 20000:1.

sichtbargemachte submikroskopische Struktur der
Viruseiweigele muBte also der Form der Molekiile
entsprechen.

Bei hinreichend hoch konzentrierten Virus-
lésungen entsteht demnach wahrend der aus unter-
suchungstechnischen Griinden notwendigen Ein-
trocknung ein formbestindiges Trockengel, das die
Fig. 4—7 als festes Gelgeriist zeigen. Dieses Gel ist
im physikalisch-chemischen und im mikroskopi-
schen Sinne als homogen zu bezeichnen, weil die
einzelnen Faserstringe keine Diskontinuititen
mehr erkennen lassen. Das AusmaB der An-
einanderlagerung der langgestreckten Molekiile
scheint von der Schnelligkeit des Eintrocknungs-
prozesses abhingig zu sein. Die Bander und Balken
sind langenmé&Big schwer zu messen, weil sie gegen-
seitig miteinander verflochten sind. Man kann da-
gegen Breiten von 16 und 45, 9o und 126 bis zu
160 my feststellen. Die Differenzen in denﬁ.SchWéi'r-
zungsintensitdten an einzelnen Stellen sind aus
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ihrem sich kreuzenden Verlauf als raumliche Uber-
einanderlagerungen zu erkennen (Fig. 4, Kartoffel-
X-Virus). Auch dort, wo Parallellagerung besteht,
ist mit Ubereinanderlagerungen zu rechnen. Die
Breiten der aus lateral aggregierten Molekiilfiden
bestehenden Binder brauchen deshalb nicht un-
bedingt Vielfache der Fadenbreite des Molekiils zu
sein.

Hier taucht das Problem auf, ob die abgebilde-
ten Gelgeriiste einphasige dder zweiphasige Gele
darstellen, bei welch letzteren die Fadenmolekiile
in bestimmten Gebieten zu Biindeln und geordneten
Gitterbereichen zusammentreten.  Nach GERN-
GROSS, HERRMANN und Mitarbeitern?® 2 ynd FrEv-
WyssLinG ist die Wahrscheinlichkeit der Ent-
stehung kristalliner Bereiche um so gréB8er, je
langer die Molekiilketten parallel miteinander ver-
laufen. Dieser Hinweis hat seinen Grund darin,
daB wir uns bei den hier erstmalig sichtbar ge-
machten Strukturen fragen miissen, ob wir es noch
mit Aggregationen von molekularen AusmafBen
oder bereits mit kristallinen Bildungen zu tun
haben, wie sie im Prinzip fiir den mikroskopischen
Bereich beim TM-Virus erstmalig von STANLEYL 2
und spéter von BAWDEN und PIRIE2 26 hzw, PFaN-
kUcH und KausceEY nachgewiesen und gefirbt
(Kauscur?” %) werden konnten.

Bei einem Hydrogel werden seit NAGELI und
SCHWENDENER (1877) und spiter AMBRONN und
FRrEY (1926) und  ScaMIDT (1934) die kristallinen
Bereiche als Micelle bezeichnet. Nach der Auf-
fassung von NAGELI kénnen die Micelle eines Gels
bei dessen Lésung den micellaren Charakter be-
halten. Nach STAUDINGER (1932) gehen dagegen
die Hochpolymeren nicht als kristalline Teilchen,
sondern als einzelne Fadenmolekiile in L&sung.
Die Micelle sind nach SIGNER (1933) an sich optisch

.anisotrop, und diese Eigenschaft bleibt auch bei den

isolierten Molekiilen erhalten. Da feststeht, daB
Lésungen von TM-Virus Strémungsdoppelbrechung

-zeigen, erhebt sich die Frage, ob das gelste Virus

in einem tibermolekularen kristallinen Zustand
vorkommt oderob dermonomolckulare Verteilungs-
zustand der primére ist. Wir glauben bei den von
uns verwendeten Ldsungen das letztere annehmen
zu kénnen und hétten an denjenigen Stellen auf
unseren Figuren, wo die gemessenen Dimensionen
den theoretisch zu fordernden Molekularbreiten
entsprechen, von einem Molekulargeriist zu spre-

22 GERNGROSS, HERRMANN u. ABITZ, Biochem. Z.
228, 409 (1930). :

2 GERNGROSS, HERRMANN u. LINDEMANN, Kolloid-
Z. 60, 276 (1932).

% A. FREV-WYSSLING, Submikroskopischie Morpho-
logie des Protoplasmas und seiner Derivate. Berlin:
Borntrager-Verlag 1938.

% F. C. BAwDEN u. N. W. Piriz, Brit. J. exper.
Path. 18, 275 (1937).

% T, C. BAWDEN u. N. W. Pirig, Proc. roy. Soc.
Lond. B 274 (1937).

2 G. A. KavuscHE, Naturwiss. 26, 741 (1938).

28 G. A. KauscuE, Mitt. d. biol. Reichsanst. 1939,
im Druck. ) ’
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chen (Fig. 6). Diejenigen Bezirke, in denen es zu
einer michtigen Aggregation parallel gelagerter
Molekiile gekommien ist, tragen offensichtlich iiber-
molekularen Charakter (Fig. 4). Wir haben also die
Geriistbildungen als ein Gemisch von molekularen
und kristallinen Bereichen anzusehen, wobei wir die
Frage nach den AusmaBen eines Molekiils hier noch
offen lassen. Der auffallende Umstand, daB gleich
breite Virusaggregate nadelartig starr, oder auch
bandartig geschwungen sein kénnen, ist méglicher-
weise so zu deuten, daB in einem Falle die Molekiil-
enden .der nebeneinander liegenden Virusteile an
der gleichen Stelle des Querschnittes liegen und im
anderen Falle gegeneinander versetzt sind.

In Fig. 7 sind Aggregationen in der Langs- und
in der Seitenrichtung sichtbar und daneben noch
einzelne stdbchenférmige Gebilde, deren Dimen-
sionen bei 330 X 15 mu liegen. Die Breite der Ban-
der schwankt zwischen 100 und 15 my.

Das Virusmolekiil.
Bei Verwendung von Viruskonzentrationen von

- 10~5 g Virusprotein je Kubikzentimeter gelingt
" es, beim Eintrocknen die Virusteilchen einzeln

fixiert zu erhalten. In Fig. 8 ist der Tragerfilm in
der einén Richtung stark gefaltet. Senkrecht bzw.
schrag zu dieser Faltenbildung sind Virusfiden zu
sehen, die durch die Faltelung der Folie zerknittert
und in ihrem Verlauf unregelmaBig geworden sind.
Die Lange der Einzelfdden ist dadurch nicht genau
bestimmbar. Ihre Breite diirfte bei 10—25 my
liegen. Die Fidden weisen deutlich knotenartige
Verdickungen auf, die dadurch zustande kommen,
dafl dieaufgetrockneten Faden eine spatere Faltung
des Tragerfilms mitmachen. In Fig. 9 wurden 14
der fadenartigen Gebilde einzeln vermessen und
ihre Langen maximal zu 1800 my und minimal zu
300 my bestimmt. Die Schwankungen in der Linge
betragen also etwa das 6fache, die Durchmesser
liegen zwischen 10 und 20 myu. Alle Einzelteilchen
liegen mehr oder weniger getrennt voneinander.
Es fallt auf, daB sie in der Ldnge zwar verschieden,
im Durchmesser jedoch fast einheitlich sind. Die
Dimension der eingestreuten kolloidalen Gold-
teilchen liegt bei 20—30 mu. TFig. 10 zeigt bei
hoher Verdiinnung mehrere Stdbchen, deren Aus-
dehnungen bei 1200 bzw. 300 myu in der Lings-
richtung und 20 bzw. 15 my in der Querrichtung
liegen. Das gabelférmige Stdbchen im Bild diirfte
aus zwei Einzelstdbchen bestehen, die halb schrig
zu- und iibereinander liegen. Fig. 11 weist ebenfalls
fadenartige langgestreckte Einzelteilchen auf, deren
AusmafBe sich zwischen maximal goo my und mini-
mal 300 my fiir die lange Achse, bei 15—20 my
fiir die kleine Achse halten. Alle Stabchen liegen
getrennt voneinander. In Fig. 12 sind bei sehr
hoher Virusverdiinnung nur mehr 2 Fiden zu
sehen, deren einer vollig freiliegt und etwa 850
X 15 my miBt. ’ ‘

Die Fig. 7—12 haben also gemeinsam, daB sie
faden- bzw. stdbchenférmige Einzelteilchen auf-
weisen, die in ihrer Lange stark variieren, hinsicht-
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lich ihrer Breiten aber recht gleichm#Big sind.
Angesichts dieser Tatsache ergab sich die Frage,
ob diese distinkten Einzelteilchen als die Molekiile
des TM-Virus bzw. als vorwiegend in der Lings-
richtung aggregierte Molekiile oder aber schon als

II 366/38.
Fig. 8. Tabakmosaikvirus (geknickte Faden auf ge-
faltetem Film). el.opt. 20000:1I.

1T 374/38.
Fig. 9. Tabakmosaikvirus (Einzelfaden, Parallel- und
Queraggregate). el.opt. 20000:1.

II 221/38. : .
Fig. 10. Tabakmosaikvirus (gabelférmig gelagerte
, Stabchen). el.opt. 20000: 1. '
iibermolekulare Gebilde anzusprechen sind. Die
Deutung der Befunde hat aus dem Vergleich der-
jenigen Zahlen, die aus den indirekten Methoden
gewonnen sind, mit den auf diesen Bildern meB-
baren GroBSen unter Beriicksichtigung des’ Auf-
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¥
I6sungsvermégens und der Abbildungstreue des
Ubermikroskopes zu erfolgen.

Die Breite der Teilchen haben wir aus der
schérfsten der Aufnahmen, der Fig.4, zu messen
versucht. Das Auflésungsvermogen fir diese Auf-
nahmen betragt etwa 7—8 my. Man kann also
von vornherein nicht hoffen, die Breite der
Teilchen auf einige wenige myu genau bestimmen
zu kénnen. Dennoch haben wir den an der linken
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- . >
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IT 371/38.
TFig. 11. Tabakmosaikvirus (Einzelfiden).

el.opt. 20000 : 1.

IT 372/38.
Fig. 12. Tabakmosaikvirus (Einzelfaden).
el.opt. 20000: 1.

Seite des Bildes liegenden Einzelfaden an 3 Stellen
einer Schwirzungsmessung unterzogen®*. Das Er-
gebnis ist in Fig. 13 dargestellt.
i Nach den Ausfithrungen der voranstehenden
Arbeit von v. BorriEs und Ruskal? ist eine Be-
stimmung der Breite kleiner Partikel méglich aus
der Breite des Schwérzungstales an der Stelle, wo
sich zwischen kleinster und gréf8ter Schwérzung die
mittlere Schwarzung befindet. Man erkennt, daB
die Breite des Teilchens bei etwa 15 my liegen mu8,
Die Langenabmessungen der Einzelfiden wur-
den unmittelbar durch Anlegen eines MeBstabes
bestimmt. Besonders hiufig treten Lingen von
etwa 300 myu auf. Kiirzere Stticke wurden nur

* Herrn Dr. H. BopE sind wir fiir die liebens-
wiirdige Durchfithrung dieser Messung sehr zu Dank
verpflichtet. )
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wissenschaften

vereinzelt gefunden (Abb. 9 u. 1x). Die lingeren
Faden sind meistens Vielfache von etwa 300 my,
gelegentlich aber auch Vielfache von etwa 150 my.
Es ist uns daher nicht moglich, endgtiltiges dar-
tiber auszusagen, obh das Tabakmosaikvirusmole-
kill etwa 150 oder etwa 300 my lang ist. Aus dem
plotzlichen Absturz der Kurve der Haufigkeits-
verteilung bei der Linge von etwa 300 my méch-
ten wir aber diesem Wert den Vorzug geben. Die
Klarung dieser Frage soll einer weiteren Arbeit
vorbehalten bleiben. '

. Wir glauben, daf wir mit den genannten Werten
von 15 my Dicke und 300 bzw. r50 mu Linge an

95% ‘
/;[J; ireite Q0 /
elispalifreife gromm,
05 HMeBspalilinge 70mm. \‘/
/‘/eﬁ.s;ﬂlz//bre‘/}‘e 405Tum,
o Melispalilinge j0mm.
% ° °e
:é .
N \ :
E.’jg \w/ -
055 [ s "A"a\m\ T -
| MoBspolipraive qosman - / : S
Meﬁ.;aT/ﬁ’a"/ye fﬂm.m. \,,,u%
o’jﬂq w LR # p somu 70
7 05 70mm,

Fig. 13. Schwarzungsverlauf der Originalplatte von
Fig. 7 quer zum einzelnen Virusmolekiil links unten an
drei verschiedenen Stellen gemessen. An der Abszissen-
achse sind die Entfernungen auf der Platte (mm) und
die mit der VergroSerung von etwa 20000 auf das
Objekt umgerechneten Strecken (mpy) eingetragen.

der unteren Grenze der AusmaBe der intakten
Elementarteilchen angekommen. sind. Die aus-
gemessenen Dimensionen an den kleinsten dieser
Gebilde entsprechen beziiglich der Dicke den
rontgenographisch erzielten Ergebnissen; beziig-
lich der Lange entspricht das Ergebnis von 300 mu
etwa dem mit der Ultrazentrifuge ermittelten. Bei
einem spez. Gewicht von 1,35 und der plausiblen
Annahme, ndmlich, daB es sich um Stibchen mit
sechseckigem Querschnitt handelt, errechnen wir
bei der gemessenen Lingsachse von rund 300 bzw.
150 my und einem Durchmesser von etwa 15 my
ein Molekulargewicht von 48 bzw. 24 Millionen,
wéahrend sich aus den zu Anfang genannten Zentri-
fugenversuchen ein Molekulargewicht von 54 Millio-
nen. ergab.

Wir miissen die stdbchen- oder fadenférmigen
Gebilde des genannten Dimensionsbereiches fiir
die Molekiile des Tabakmosaikvirus halten und
sehen die Vielfachen davon als lineare bzw. laterale
Aggregationen an. Es ist durchaus wahrschein-
lich, daB die beobachteten Teilchen von 150 mu
Lange dem Tabakmosaikvirusmolekiil mit der Sedi-
mentationskonstante 174 - 10 -3 und die Teilchen
von 300 my Lange dem Virus mit Sedimentations-
konstanten 202-10-1 zuzuschreiben sind. Bei

RS



&

Heft 18. ]
5. 5. I939

entsprechenden Unterschieden in den Diffusions-
konstanten wiren die angefuhrten Differenzen
in den Sedimentationskonstanten grof genug, um
sie als Folge einer linearen Dimerisation des Virus-
molekiils von 15X 150 mu ansehen zu kdnnen.
DaB dieses Molekil sehr leicht in das Aggregat
mit der hoheren Sedimentationskonstante iiber-
geht, ist von Wycxorr? mit Hilfe der Ultrazentri-
fugentechnik gezeigt worden, ebenso daB dieses
Aggregat eine ganz besonders bevorzugte Stellung
gegeniiber den moglichen hoéheren Aggregations-
stufen einnimmt.

Unter Zugrundelegung eines Molekulargewich-
tes von 48 bzw. 24 Millionen sind die hin und wieder
zu beobachtenden kleineren kugel- oder kurz-
stabchenférmigen Gebilde als Bruchstiicke der
Virusmolekiile anzusehen. Wir konnen unsere
Annahme, da8 es sich bei den Stdbchen von rund
300 bzw. 150X 15 my tatsachlich wm die Molekiile
des TM-Virus handelt, noch durch andere Argu-

/ mente stiitzen. Das mit Hilfe der Sedimentations-

konstanten bestimmte Molekulargewicht resultiert
aus Ultrazentrifugenversuchen mit scharfer Sedi-
mentationsgrenze. Die aussedimentierten Virus-
teilchen miissen also homodispers sein, oder min-
destens eine scharfe wunfere Grenze der Teilchen-
gréBe besitzen. Es gelingt, mit chemischen Agen-
tien diese MolekiilgréBen zu zerschlagen; jedoch
hat sich gezeigt, daB die Bruchstiicke dann nicht
mehr pathogen aktiv sind. Damit ist erwiesen, daf3
die Infelktiositdt an ein Mindestmaf der Hinzel-
teilchen gebunden ist. Wir haben im iibrigen Grund
zur Annahme, da3 zwischen der pathogenen Aktivi-
tat und den AusmaBen der infektiésen Einheiten
bestimmte rechnerisch definierbare Beziehungen
bestehen. Diese weisen darauf hin, daB homo-
disperse Viruslésungen mit dem Molekulargewicht

2 R.W.G. WyckorF, J.of biol. chem. 121, 219;
122, 239 (1937).
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von etwa 48 bzw. 24 Millionen und unseren Beob-
achtungen nach von der TeilchengréBe 300 bzw.
150 X 15 my das HéchstmaB an pathogener Aktivi-
tat aufweisen.

Zusammenfassung.

1. Es wird die Méglichkeit aufgezeigt, im Uber-
mikroskop Tabakmosaik- und Kartoffel-X-Virus
sichtbar und abbildbar zu machen.

2. Die praparative Ausgangssituation wud ge-
schildert. Durch das Austrocknen des Virussols
entsteht auf dem Tragerfilm ein Trockengel mit
gerichteter Struktur.

3. Bei hinreichend hoch verdinnten Virussolen
gelingt es, die laterale Aggregation zu Bandern zu
verhindern, so daf die Stdbchen oder Faden isoliert
voneinander auftrocken.

4. Die ausgemessenen Dimensionen an den
kleinsten der Gebilde entsprechen denjenigen, die
auf Grund der Réntgenographie und Ultrazentri-
fugation ermittelt worden sind.

5. Wir halten die stabchen- oder fadenférmigen
Gebilde des Dimensionsbereiches von rund 300 mp
bzw. rund 150 my Linge und rund 15 my Durch-
messer fiir die Molekiile des TM-Virus und sehen
die Vielfachen davon als lineare bzw. laterale
Aggregationen an.

6. Im Sinne der submikroskopischen Morpho-
logie konnte zum erstenmal an einem Eiweif~
trockengel die Faserstruktur ftir den micellaren
bis molekularen Bereich sichtbar gemacht und
abgebildet werden.

7. Wir haben die bisher hypotlleusche und nur
mittels indirekter Methoden nachgewiesene Aggre-
gation der TM-Virusmolekiile direkt sichtbar ge-
macht und sie als eine iiberraschend leicht, zu-
néchst in linearer Verkettung eintretende Reaktion
festgestellt, die sich kontinuierlich fortsetzt bis zur
Bildung von lichtmikroskopisch und dann weiter
von makroskopisch sichtbaren Kristallen.




