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UEBER DEN MECHANISMUS DER VIRUSENTSTEHUNG
IN DER ZELLE

Kazuo YaMAru)l UND TEIGEN YUKI

Fir die Untersuchungen der chemischen Vorginge in der
lebenden Zelle haben wir seit itber zehn Jahren hiufig die Seiden-
raupe als Material verwendet. Dieses Insekt ist fir die diesbeziig-
lichen Erforschungen besonders geeignet, denn in seinem Korper
erfolgen wegen des starken Wachstums im Larvenstadium und
der Metamorphose in den darauffolgenden Entwickelungsperioden
sehr kréftige Stoffwechselprozesse. Ferner koénnen wir unter der
Verwendung des genannten Versuchstieres einheitliche Daten
erhalten, da wir ecine grosse Anzahl der Raupen gleichzeitig zu
ziichten und also die individuellen Fehler zu vermeiden vermégen.
Im Verlaufe der so- wiederholten Ziichtungen des Seidenspinners
wurde bisweilen beobachtet, dass bei diesem Insekt eine Virus-
krankheit ohne direkte Ansteckung entsteht. Nach langen ein-
gehenderen Beobachtungen derartiger Erscheinung kamen wir zu
der Annahme, dass fur die Viruserkrankung nicht immer eine
Infektion des Virus notwendig ist, dass namlich eine Virusbildung
auch durch irgendwelche abnorme Stoffwechselvergange herbeige-
fihrt werden kann. Die Tatsachen, dass alle bisher rein herge-
stellten pflanzlichen sowie tierischen Viren als hochmolekulare
Nucleoproteine charakterisiert worden sind, dass fir die Vermeh-
rung der Viren auf jeden Fall das Mitvorhandensein der lebenden
Zellen unerldsslich ist und ferner, dass eine plétzliche weitreichende
Entstehung der Viruskrankheiten oft in der Natur beobachtet wird,
scheinen die oben erwihnte Annahme zu stiitzen. Wenn dies der
Fall ist, so missen solche Stoffwechselverschiebungen. die zur
Bildung der Virusmolekiile fithren, Prozesse sein, die im allge-
meinen in der Gewebezelle verhidltnismassig leicht geschehen
konnen. Auf Grund der oben beschriebenen Tatsachen vermuteten
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wir weiter, dass bei der Neubildung des Virus veor allem eine
Storung des Eiweissstoffwechsels und des Atmungsvorganges zu
bewirken sind. Andererseits haben wir in einer ganzen Reihe von
Arbeiten festgestellt, dass bei der Sauverstoffatmung in den meisten
Fallen Wasserstoffperoxyd als Endprodukt gebildet wird. Nach
unserer Theorie wird namlich der terminale Prozess der Atmung
folgendermassen formulert (1.

Cytochrom — Jlcenzfidche

\
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Es ist demnach anzunehmen, dass das Wasserstoffperoxyd,
welches durch Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen dem
Sauerstoffverbrauch und der Katalasewirksamkeit im Gewebe iiber-
schiissig entstand, auf das normale Protoplasmaeiweiss denaturie-
rend und ferner polymerisierend wirkt. Das so polyvmerisierte
Nucleoprotein kiénnte unter den ginstigsten Bedingungen die
Virusnatur bekommen. Unter dieser Voraussetzung haben wir
mit verschiedenen Materialien von pflanzlicher bzw. tierischer
Herkunft die Wirkung der Viren auf die Atmung oder Katalase
in den Zellen (2, 3), die Beziehung zwischen der katalatischen
Aktivitat und der Sauerstoffabsorption bei viruskranken Organis-
men (4), die Bildung des Riesenmolekiils des Eiwcisscs oder des
Virusproteins in den lebendigen Geweben durch kiinstliche Mittel
(5 bis9) und die vorbeugende Fihigkeit der Katalase gegen Virus-
krankheit (10) untersucht. Unsere Hypothese der spontanen
Erzeugung der Virosen wurde aber durch die Versuche am Seiden-
spinner am deutlichst hestdtigt. Wie oben erwihnt, muss bei der
Entstehung des Virus in erster Linie eine Denaturierung des
Nucleoproteins im Protoplasma stattfinden, ohne dass dabei das
Leben der betreffenden Zelle geschadigt wird. Tatséchlich sind
wir imstande, bei der Seidenraupe durch milde Erwirmung des
Larvenkorpers oder durch Fiitterung mit verdinnter Formaldehyd-
Issung eine Viruserkrankung hervorzurufen. Bei der Erforschung
des chemischen Mechanismus dieser Erscheinungen wurde fest-
gestellt, dass durch solche Mittel, wie erwartet, eine Anhdufung
des Wasserstoffperoxydes bewirkt wird (5). Die Ansicht, dass in
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den Bildungsvorgingen der Virusmolekiile das im Gewebe unzer-
stort gebliebene Hydroperoxyd eine wesentliche Roile spielt, wirde
dann am klarsten erwiesen, wenn es uns gelungen wire, durch
Behandlung der Lebewesen mit einer Hyvdroperoxydiésung un-
mittelbar eine Virusentstehdng hervorzubringen. s 1st jedoch
schwer, wegen der leichten Zersetzbarkeit des Wasserstoffperoxyds,
das angewandte Peroxyd auf den Eiweisskirper in der Zelle
genfigend stark einwirken zu lassen. In der Tat konnten wit bel
der Finwirkung der Hydroperoxydlosung auf lebendige Organis-
men keine Neubildung des Virusproteins, wohl aber eine Bildung
des hohermolekularen Eiweissstoffes nachweisen (6). Wir haben
daher versucht, eine momentane Anhdufung von Wasserstoffperoxyd
in der Gewebezelle dadurch zu bewirken, dass wir ein spezifisches
Mittel anwandten, das auf die Katalase eine hemmende Wirkung,
jedoch auf die Atmung fast keinen Einfluss ausitht. Dieser Ver-
such wurde unter Anwendung von Hydroxylamin mit Erfolg aus-
gefiihrt, das heisst, durch Versorgung mit einer Hydroxylaminhy-
drochloridlosung vermochten wir bei der Seidenlarve einc Virus-
krankheit entstehen zu lassen (7). Aus den Ergebnissen der
weiteren ausfithrlicheren Untersuchungen der experimentellen Pro-
duktion des Virusproteins wurde der Schluss gezogen, dass die
Virusbildung in der Ilebendigen Zelle nach folgendem Schema
verlauft (8).

Normalies Nucleoprotein——Denaturiertes Nucleoprotein——
——Polymerisiertes Nucleoprotein------- Virusmolekiil.

Das im Vergleich mit der Katalaseaktivitat fberfliissig ent-
standene Wasserstoffperoxyd wirkt also bei diesen Vorgingen
hauptsachlich als Denaturierungs- sowie Polymerisationskalalysator.
Wirklich wird die Katalase in der Zelle durch Einwirkung der
Viren gehemmt (2, 3). Dementsprechend ist also moglich, dass
die Viruskrankheit durch Einnehmen von Katalase einigermassen
verhiitet werden kann. Auch diese Moglichkeit wurde durch die
Versuche an der Seidenraupe bestitigt (9).

Obwohl unsere Theorie iber den Chemismus der Bildung bzw,
der Vermehrung des Virusmolekiils in der eben berichteten Weise
als sicher aufgestellt werden kann, erscheint es uns doch zweck-
missiger, weiterhin nachzuweisen, dass direkt unter der Einwir-
kung der Pervoxydverbindungen auof den lebendigen Eiweisskirper
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cine Viruserkrankung herbeigefithrt wird. Da bei den oben
angegebenen Versuchen mit der Hydroperoxydlosung keine be-
friedigenden Resultate gewonnen wurden, wurde in der vor-
liegenden Arbeit eine solche Substanz gewdhlt, die im Gewebe
allmahlich zerlegt wird und dabei das Wasserstoffperoxyd abgibt.
Wir haben nunmehr namlich den Seidenwfirmern eine geringe
Menge Bariumperoxyd mit den Maulbeerblittern zusammen ge-
geben. Nach bestimmten Tagen zeigte sich erwarteterweise eine
Anzahl viruserkrankter Individuen. Zugleich wurde hierbei ge-
funden, dass durch die Fatterung mit dem Bariumperoxyd nicht
nur eine Erniedrigung der Katalasewirksamkeit, sondern auch eine
Erhéhung der Atmungsintensitit im Kérper hervorgebracht wird.
Infolgedessen geschieht in dem mit dem genannten Peroxvd ge-
futterten Larvenkorper eine {iberschiissige Hydroperoxydbildung
sowohl bei der Peroxydzerlegung als auch heim anormalen At-
mungsvorgang, FEs ist alsdann nétig zu priafen, ob das Bariumion
beim Phanomen der Virusbildung irgendeine Rolle spiclt oder
nicht. Deshalb haben wir die Seidenraupe mit Bariumoxyd oder
Bariumchlorid versorgt. Die Versuche crgaben, dass das Chlorid
eine Fahigkeit besitzt, die Larve in einen Virus-Krankheitszustand
zu versetzen, wihrend die Viruserkrankung derselben du.ch das
Oxyd nicht beeinflusst wird. Obschon das virusbildende Vermégen
des Bariumchlorides ziemlich schwach ist, ist ferner die Wirkung
der Chloridverbindungen auf die Virusentstehung zu untersuchen.
Es wurde deswege:: schliesslich die Raupe mit Natriumchlorid
bzw. Calciumchlorid gefiittert. Dabeil stellte sich heraus, dass
diese Verbindungen keine Krankheit hervorruft.

Durch die Versuche mit Bariumperoxyd konnte unsere Hydro-
peroxydtheorie der Virusbildung cine weitere wesentliche Stiitze
erhalten. Es wird jedoch angenommen, dass eine ausserordentlich
grosse Anzahl Virosenarten im Pflanzen- urd Tierreich nicht im-
mer durch ganz gleiches Agens bewirkt zu werden brauchen.
Ausser den Faktoren, die im Organismus eine Wasserstoffperoxyd-
anhdufung und sodann eine Virusbildung verursachen, wirken
auch einige andere, welche ebenfalls Viren erzeugen lassen, ohne
dass sie eipe {thermassige Hydroperoxydentstehung herbeifiihren.
Dergleichen Mittel miissen eine Fahigkeit haben, entweder selbst
auf die Eiweissmolekiile im Protoplasma als Denaturierungs- und
Aggregationskaialysator zu wirken, oder als Katalysatoren zu
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wirkende Substanzen, abgesehen von Hydroperoxyd, zu bilden.
Ein Beispiel dafiir bietet Bariumchlorid, obgleich c¢s nur ein
geringes diesbeziigliches Vermégen besitzt. Wenn man denkt,
dass die Wasserstoffperoxydbildung eine allgemeine biologische
Erscheinung ist, so muss man sich natiirlich vorstellen, dass eine
Virusentstehung, an der das Wasserstoffperoxyd nicht beteiligt ist,
ein Ausnahmephinomen darstellt. Auf jeden Fall ist es sehr be-
merkenswert, dass wir einwandfrei erweisen konnten, dass die
Viruserkrankung, welche im allgemeinen nur als Folge der Konta-
gion betrachtet worden ist, auch durch ungewohnliche Stoffwech-
selvorginge ohne Virusinfektion hervorgebracht wird.

L

Zur Erhaltung noch kraftigerer Beweismaterialien fiir unsere
Theorie der Neubildung des Virusproteins haben wir in der vor-
liegenden Untersuchung versucht, durch Einwirkung der Feroxyde
selbst eine Viruskrankheit produzieren zu lassen. Obwohi es
bekannt ist, dass das Wasserstoffperoxyd oder die anderen Per-
oxvdverbiudungen auf einige organische Verbindungen, wie zum
Beispiel Aldehyvde, polymerisierend wirken, waren die Versuche
zur experimentellen Erzeugung der eigentlichen Virosen mit der
Hydroperoxydlosung erfolglos. Danach haben wir Metallperoxyde
verwendet, welche in der wisserigen Losung allmahlich das Wasser-
stoffperoxyd entwickelten. Die Peroxyde der Alkalimetalle sind
fiir diesen Zweck ungeeignet, denn sie werden zu heftig zersetzt.
Nach einer Reihe von Vorversuchen wurde Bariumperoxyd gewidhilt
und zwar die Untersuchung zundchst am Seidenwurm ausgeflihrt,
weil unsere Erfahrungen lehrten, dass unter den ven uns bisher
benutzten Pflanzen und Tieren dieses Insekt am leichtesten an
einer kiunstlichen Viruskrankheit erkrankt., Die Larven der Rassen
(Japan 115x Japan 12)x China 108 wurden nach der zweiten Hau-
tung in mehrere Gruppen geteilt und mit Bariumperoxydldsungen
von verschiedenen Konzentrationen henetzten Maulbeerblitter ge-
geben. Hin und wieder wurden die Atemgrdsse sowic Katalase-
wirksamkeit der Raupen bestimmt (Tabeile I).

Bei einer Bariumperoxydkonzentration von mehr als m/5 wurde
die Lebenstitigkeit der Larve ziemlich beeintrichtigt. Da die
Wasserstoffionenkonzentration der Kérperflissigkeit des Seiden-
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spinners bei etwa pH 6,5 liegt (11), kann das in den Raupenkérper
aufgenommene Bariumperoxyd unter Abgabe des Wasserstoff-
peroxydes gespaltet werden. Der unerwartet hohe Prozentsatz der
durch verwandtes Bariumsalz erkrankten Raupen wird dadurch
erkliart, dass das infolge der durch die Peroxydfiitterung bewirkten
Atmungsstérung gebildete Wasserstoffperoxyd zusammen mit dem
auf eben beschriebene Weise entstandenen auf das Protoplasmaei-
weiss einwirki.

Tabelle L
, (:rfﬁittert mit; - | m/f10 BaQ, _inUJZO Ba0, Wasser
Relative Atmungsintensitit..... ........... 141 -— 100
Relative Katalaseaktivitiat ..................... ‘ 651 — 100
Zahl der virngserkrankten Larven in 2% i T0 ; &5 0
i
1L
Hs besteht die Maglichkeit, dass die in den obencerwihnten

Versuchen heobachtete viruserzeugende Fiahigkeit des Barium-
peroxydes nicht auf der Wirkung des von diesem Salz herrith-
renden lydroperoxydes, sondern auf derjenigen der Metallionen
des Bariums beruht. Deswegen wurden in dieser Versuchsreihe
die Larven mit Maulbeerbldttern versorgt, die vorher mit Barium-
salzlosungen hefeuchtet worden waren (Tabelle [I).

Tahelle IL.
CGefiittert mit: m/8 Ba0 im/8 BaCly| m:/8 Ba(, | Wasser

— — i 1 —
Relative Atmungsintensitil.............. 104 1 108 121 ‘ 100

1
Relative Katalaseaktivitat ... 87 | 105 e 100

: . I
Zahl der viruserkrankten Larven in 2 0 11 ! 52 | 0

I

Durch die Ewmwirkung des Bariumechlorides von der an-
gewandten Konzeniration starben eine kleine Anzahl Raupen an
einer Krankheit, welche nicht virusartig ist. Ausserdem wurden
durch das Chlorid die Atmung sowie Katalase etwas erhiéht. Aus
den hier erhaltenen Befunden lasst sich schliessen, dass das
Bariummetal! selbst kein virusproduzierendes Vermogen hat.
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Im Anschluss an die Experimente mit dem Bariumchlorid
haben wir schliesslich untersucht, ob durch das Chlorion eine
Viruserkrankung bewirkt wird, indem wir die Seidenlarven mit
Maulbeerblattern filtterten, die mit den Lésungen des Natrium-,
Calcium- oder Bariumchlorides benetzt worden waren (Tabelle TIT;.

Tabelle 11

Gefiittert mit: m/{15 NaCl m/15 CaCl,

m/fi5 BaC]nl Wasser

| ‘ \
7Zahl der viruserkrankten Larven in % 1] 0 7 # 0
I

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass die cben beschriebene
Aktivitdt des Bariumchlorides nicht auf die Wirkung des Halogen-
ions zuriickzufithren ist. Die in den vorliegenden Untersuchungs-
reihen mit den Bariumsalzen festgestellte Viruskrankheit war auf
alle Falle mit der in den bisherigen Arbeiten stets beobachteten
‘Polyederviruskrankheit identisch. Wir konnten also mit Hilfe
verschiedenartiger Mittel, unserer Theorie entsprechend, immer
dieselbe Viruserkrankung herbeifithren.

Die Arbeit wurde durch ein Stipendium des Unterrichtsminis-
teriums unterstitzt,

(Aus dem Agrikultarchemischen [nstitut der Kyushu-Universitit
in Fukuoka, Japan)
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