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einstimmt. Die dabei gewonnenen hidmagglutinieren-
den Einheiten unterscheiden sich aber schon elek-
tronenoptisch eindeutig vom Himagglutinin der
K.P. Withrend das letztere nur 30 mu grof3 ist, haben
sie einen Durchmesser bis zu 50 mu. Teilchen dhn-
licher GroBe fanden wir beim K.P.-Virus immer
dann, wenn wir den Ather zu kurz (2—4 Stdn.) ein-
wirken liefen und die Virusteilchen dadurch nur un-
vollstindig abbauten. Da nun die Elementarteilchen
der Influenza in den betreffenden Versuchen nie
linger als 2 Stdn. mit Ather behandelt wurden, ist
es moglich, da3 auch hier derartige Produkte eines
unvollstindigen Abbaues auftraten. Die weitere, von
unseren Befunden abweichende Feststellung, daf3 das
Influenza-Agglutinin kein Kohlenhydrat enthilt, ist
u. E. durch die bisher vorliegenden Versuche noch
nicht hinreichend gesichert.

Das von Tyrrell und Horsfall* beschriebene
Degradationsprodukt des Influenza-Virus, das durch
hiufig wiederholtes (50-mal) Tieffrieren und Auf-
tauen des Erregers gewonnen wurde, zeigt zumin-
dest im elektronenoptischen Bild eine auffallende
Ahnlichkeit mit dem gebundenen Antigen der K.P.
und seinen kettenférmigen Aggregaten. Da es aber
sero-immunologisch nur noch Haptencharakter be-
sitzt, liegt der Verdacht nahe, daB3 seine Feinstruktur
beim AufschlieBen der Elementarpartikel zerstort
wurde.
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Wie die beschriebenen Untersuchungen zeigen,
lassen sich durch schonenden Abbau der Elementar-
teilchen und genauere Analyse der dabei erhaltenen
Spaltprodukte unsere Kenntnisse vom Aufbau der
tier-pathogenen Viren und den physikalisch-chemi-
schen Grundlagen ihrer biologischen Aktivititen
wesentlich erweitern. Dariiber hinaus besteht die
Aussicht, auf diesem Wege Ansatzpunkte fiir ein
chemotherapeutisches Vorgehen bei Viruskrankheiten
zu finden. Fir die Krankheitsbekimpfung konnte
auch die Feststellung von Bedeutung sein, daB sich
aus den Spaltprodukten der Virus-Elementarteilchen
hochwirksame Impfstoffe herstellen lassen, deren
Vorteil gegeniiber den bisher verwandten Vakzinen
darin liegt, daB3 sie keinerlei Ballaststoffe mehr ent-
halten. Auswerten liBt sich diese Erkenntnis aber
erst, wenn neue Ziichtungs- und Anreicherungs-
Verfahren zur Verfiigung stehen, die uns in die Lage
setzen, groffe Mengen von gereinigtem Virus mit
moglichst geringem Aufwand zu erzeugen.

G.Berger, P.Giebler, U.John und L.Kloetzel
danken wir fiir ihre unermiidiiche Mitarbeit.

Die Untersuchungen wurden durch Mittel gefordert,
die die Deutsche Forschungsgemeinschaft
und das Bundesministerium fiir Ernihrung,
Landwirtschaft und Forsten zur Verfiigung
stellten.

Uber das Vorkommen und Schicksal
des Kynurenins bei verschiedenen Drosophilarassen

Von RoLF DANNEEL und BERTHILDE ZIMMERMANN
Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Bonn
(Z. Naturforschg. 9b, 788—792 [1954]; eingegangen am 4. August 1954)

Wie die papierchromatographische Analyse von Puppen und Imagines zeigt, verlduft der
Tryptophan-Stoffwechsel bei den Augenfarbmutanten von Drosophila den Erbformeln ent-
sprechend verschieden. Bei den vermilion-Tieren (v und vbw) bleibt das Tryptophan unver-
indert liegen, bei der Wildrasse (+) wird es teilweise. bei der Mutante brown (bw) ganz zur
Bildung des braunen Augenpigments verbraucht, wihrend die cinnabar-Tiere (cn) das fiir sie
unverwendbare Kynurenin in Kynurensiure umwandeln.

Der Augenfarbstoff der Wildrasse von Drosophila
setzt sich, wie schon lange bekannt ist, aus zwei
Komponenten zusammen, einer braunen und einer
roten.

Der rote Farbstoff wird unter dem EinfluB des
Erbfaktors bw™ gebildet; ist statt seiner das Allel

bw (brown) vorhanden, so bleiben die Augen rein
braun, enthalten also keine Rotkomponente. Uber die
Vorstufen und die chemische Konstitution des roten
Augenfarbstoffs wissen wir noch so gut wie nichts.

Der braune Augenfarbstoff der Taufliege entsteht
unter der Einwirkung der Gene v und cn™ aus
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Genkombination Kynu- KO);lyu- Braunes| Rotes
renin YU~ | pigment Pigment
renin
vtentbwt (= +) + + + +
v cntbw+(=v) - — = .
v+en bw+(= cn) + — == +
vtentbw (= bw) + + + —
v cntbw (= vbw) — — — —
vten bw (= cnbw) + — — -
v en bw (=vcenbw) - — — —

Tab. 1. Vorkommen der Augenpigmente und der bisher
bekannten Vorstufen bei verschiedenen Drosophilarassen.

Tryptophan iiber Kynurenin und Oxykynurenin
(Butenandt)! nach dem folgenden Schema:

Gen cn+

!

Tryptophan — Kynurenin — Oxykynurenin

Gen v+

— brauner Augenfarbstoff.

Wird diese Reaktionskette an irgendeiner Stelle
unterbrochen, so entfillt der braune Augenfarbstoff
und es entstehen rein rotdugige Tiere. Dies ist z. B.
der Fall bei der Mutante vermilion (v cnt bw™), die
nicht imstande ist, Tryptophan in Kynurenin umzu-
wandeln, wihrend die ebenfalls rotiugige Mutante
vt en bwT zwar Kynurenin zu bilden vermag, dieses
aber nicht in Oxykynurenin iiberfithren kann. Die
Genkombinationen v cnt bw und vt cn bw lassen
weder die Bildung der roten noch die der braunen
Komponente zu; vbw- und cnbw-Fliegen haben
daher farblose Augen, unterscheiden sich aber phy-
siologisch-chemisch natiirlich dadurch voneinander,
daB die cnbw-Tiere Kynurenin bilden konnen, die
vbw-Tiere aber nicht (Tab. 1).

Die beiden Augenfarbstoffe treten, wie das fol-
gende Diagramm zeigt (Abb. 1), nicht gleichzeitig
auf; der braune Farbstoff erscheint vielmehr im
Laufe der Entwicklung zuerst, nimlich 2!/2 Tage nach
der Verpuppung, der rote dagegen erst 24 Stdn. spi-
ter (bei 25°C). In dem Bild geben die Ziffern neben
den einzelnen Kurvenpunkten das Alter der Puppen
in Tagen an. Aus den beiden Koordinaten kann man
auBerdem die jeweilige Farbe des Pigments (Farb-
meftafel nach Ostwald) ablesen, die uns hier aber
nicht beschiftigen soll (Danneel?).

Die folgenden Untersuchungen gingen vielmehr
von der Frage nach dem Schicksal des Kynurenins

1 A.Butenandt, W.Weidel u. H. SchloB-

berger, Z. Naturforschg. 4b, 242 [1949].
2 R.Danneel, Biol. Zbl. 61, 388 [1941].
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bei den cn-Tieren aus, die ja das Kynurenin nicht,
wie die cnt-Tiere, in Oxykynurenin und weiterhin
in braunes Pigment umzuwandeln vermogen.

Material und Methoden

Unsere Beobachtungen beruhen auf papier-chromato-
graphischen Untersuchungen. Als Solvens verwendeten
wird n-Propanol-Ammoniak (1%) im Verhiltnis 2: 1, bei
der 2-dimensionalen Chromatographie aufBerdem das
Partridge-Gemisch (Butanol-Eisessig-Wasser) als zweiten
Entwickler. Nach einigen Vorversuchen entschieden wir
uns fiir das Papier SS 2040Y, das bei den uns interessie-
renden Stoffen die besten Trennungen ergab.

) % 472
pat l 2
Rotkomponente
3 %, +
/e ven 47
>
y Rorkornponente
perS +,6w- 3%
Q 27 2%
X
Braunkormponente
Pt £
4 3
N
oLt l 3%
bw
-« gelt ——> L «— orange —» | rot —»
R . . L L
7 2 3 4 & 6 7

Abb. 1. Der Verlauf der Augen-Ausfirbung bei +-, bw-,
cn- und v-Drosophila-Puppen. Die Ziffern neben den
einzelnen Kurvenpunkten geben das Alter der Puppen in
Tagen an (25°-Zuchten). Abszisse: Vollfarben und ihre
Farbwerte. Ordinate: Grad der Schwarztriibung.

Untersucht wurden +-, bw-, cn-, v-, cnbw-, vbw- und
w-Tiere, und zwar Puppen aller Altersstadien sowie frisch
geschliipfte Imagines, wobei wir jeweils die Kopfe und
Korper getrennt priiften. Zur Gewinnung des Ausgangs-
extraktes wurden die Kopfe bzw. Koérper ohne Vor-
behandlung auf die Startlinie aufgequetscht, die entstan-
denen Flecke getrocknet und bei 15° aufsteigend chro-
matographiert.

Da die in Betracht kommenden Stoffe fluoreszieren,
konnten wir sie unter der UV-Lampe lokalisieren. Zur
Identifizierung dienten auBler den Ri-Werten die aus der
Literatur bekannten Nachweisreaktionen (Hellmann3)
und die UV-Absorptionen der Eluate, die mit dem
Beckman-Spektrophotometer ermittelt wurden *.

Fiir die einfachen Chromatogramme verwendeten wir
jeweils 20, fiir die zweidimensionalen 100 und fiir die
spektrophotometrischen Untersuchungen mindestens 300
Kopfe bzw. Korper.

3 H. Hellmann, Hoppe- Seyler’s Z. physiol. Chem.
287, 205 [1951].

* Die Vergleichssubstanzen verdanken wir Herrn Prof.
Dr. A. Butenandt, Tiibingen.
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Papier 2040" mit Propanol-NH; (2:1) als Solvens
fanden wir zunichst das Kynurenin in Form eines
blau-fluoreszierenden Flecks (,,Fleck 3“) mit dem Ri-
Wert 0,51, der u. E. mit dem von Hadorn? be-
obachteten ,,Fleck 6“ (R;= 0,57, Whatman 1) iden-

tisch ist. Da3 es sich um Kynurenin handelt, geht
aus folgenden Befunden hervor:

0150

1. Der Ri-Wert des Fleckes stimmt mit dem des

reinen Kynurenins iiberein.
0100

2. Die Substanz liefert, wie Kynurenin, eine kar-

moisinrote Firbung mit Athyl-a-Naphtylamin (Hell -
mann).

3. Die nach der Elution mit Wasser aufgenom-
mene Absorptionskurve fillt mit der des Kynurenins
‘.\ l‘:’ \“ \
0,050 Soleo

(Dannenberg?) zusammen. Sie weist oberhalb
// \A
o~ —

von 250 mu zwei Maxima auf, ndmlich bei 260 mu

\ und bei 360 mu (Abb. 2). Die Menge des aus
N '”"’O‘--o“o..““nu

T

oulo :

300 Puppenkopfen gewonnenen Kynurenins betrug,
wie vergleichende Absorptionsmessungen mit reinem
Kynurenin ergaben, etwa 1,5—3 y. Sie liegt aber

~ »
e ulre™
220 240 260 280 300

320 340 360 360 40O

D infolge der Verluste, die bei den verschiedenen
Abb. 2. Absorptions-Spektrum des fluoreszierenden Flek-
kes 3. Ordinate: Extinktionskoeffizient. Abszisse: Wellen-
linge in mu.

Manipulationen auftreten, natiirlich unter dem wah-
ren Wert.
: 0,0001% Kynurenin. ——--: Eluat
(in 3 cem dest. Wasser) des Fleckes 3 aus 300 cn-Puppen-
k

Wie zu erwarten war, fanden wir den , Fleck 3“

Bl wes et nur bei den vt-Rassen, also bei +-, bw-, cn- und

cnbw-Fliegen **, nicht aber bei v- und vbw-Tieren

Versuchsergebnisse (Abb. 8). Dort wo er vorhanden war, trat er nicht
1. Bei der papierchromatographischen Analyse von

Extrakten aus Puppenkdpfen und -korpern auf SS-

immer zu derselben Zeit und mit derselben Inten-

sitit auf, wie die folgenden Beobachtungen zeigen:
Nr | Farbe | Rf cn cnbw v vbw bw w +
Fl:;rke F/ug;-esz Werte Z'Zuﬁ?;su ¥ g@uﬁg%d * 5'2 apﬁ%u F 5’23 ?’zu ] z""Za"Z%a F 525;[3% F 52” 2£34’52d i
1 |blauviolstt| 0,80 I.I on onon omoen omen omeon oN on omemeon
2 blau 0,66 @
J |graubleu| 0,57 |OMOM I OI®Mm @m om | |@m M | m
4 | grin | O45 e |8 e |e e |8
5 | gelbgrin| 0,37 (ojojloloj \cjajlojal oHEE
6 blau | 037 |(OM|® D OGDONDCHONOonOHoHnOononenoenonononaononononenon
7 |gembraun| 0.21 o o oo lo
8 \viokett/bleu| 0,75 |@H| OEOEONONONONCHEOCEONONORON .IP. ONOHNONON ORONON
Zeichenerklidrung: P — Puppen; F = Fliegen (frisch geschliipft); d = Alter in Tagen; O = Képfe, O = Korper

Il = violette Fluoreszenz [[[[l] = blaue Fluoreszenz [— = griine Fluoreszenz [--] = gelbgriine Fluoreszenz
[ 1= gelbe Fluoreszenz

Abb. 3. Vorkommen der Fluoreszenzflecke 1—8 bei verschiedenen Drosophila-Rassen im Laufe der Entwicklung

und in verschiedenen Korperteilen.
4 E.Hadorn, Jber. schweiz. Ges. Vererbungsforsch.
26, 470 [1951].

in allen Puppenstadien zwar ebenfalls einen Fleck, der
aber nur sehr schwach blau fluoreszierte und sich mit

5 H-Dannenberg, Z. Naturforschg. 4b, 327 [1949].

** Tiere der weiBBdugigen Rasse w lieferten bei Ry = 0,51

Athyl-a-Naphtylamin bisher nicht nachweisen lie3. Kynu-
rensiure (s.u.) konnten wir hier iiberhaupt nicht finden.
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Abb. 4. Absorptions-Spektrum des fluoreszierenden Flek-
kes 2. Ordinate und Abszisse wie in Abb. 2. ————:
0,005% Kynurensiure in n/10-NaOH; ———— : Eluat (in
n/10-NaOH) des Fleckes 2 aus 400 mg cn-Fliegen; ----- :
0,0005% XKynurensiure in n/10-NaOH.

1. In den Chromatogrammen aus Kopfextrakten
von +- und bw-Tieren verschwindet der blaue
Kynureninfleck, wenn die Puppen 2!/2 Tage alt sind,
wenn also die Bildung des braunen Pigments be-
ginnt. Doch wird bei den +-Tieren nicht alles ver-
fiigbare Kynurenin verbraucht, sondern ist in den
Korpern der Imagines auch spiter noch nachweisbar.
Bei den bw-Tieren verschwindet der Fleck dagegen
vollig. Wir halten es fiir moglich, daB im Auge nur
eine bestimmte Gesamtfarbstoffmenge Platz hat, dal3
also das rote Pigment bei den +-Tieren auf Kosten
des braunen entsteht, vielleicht durch Inanspruch-
nahme eines Teiles der Granula, wihrend bei den
bw-Tieren alles Kynurenin in braunes Pigment ver-
wandelt werden kann.

2. Bei den cn- und cnbw-Tieren, die ja Kynu-
renin bilden, es aber nicht weiter umzuwandeln ver-
mogen, bleibt das Kynurenin bis zum Schliipfen der
Tiere in den Kopfen und Koérpern unverindert lie-

6 O. Wiss u. H. Hellmann, Z. Naturforschg. 8b,
70 [1953].
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gen. Nach dem Schliipfen 148t sich in den Ko6rpern

der Imagines auch weiterhin Kynurenin nachweisen,

in den Kopfen dagegen nicht mehr. Wir kommen
auf diese Frage spiter noch einmal zuriick.

3. Extrakte aus v- und vbw-Puppen und -Fliegen
enthalten erwartungsgemif3 kein Kynurenin, wohl
aber freies Tryptophan, kenntlich an dem R¢-Wert
(0,6) und der positiven Reaktion mit p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd.

I1. Bei der chromatographischen Aufarbeitung von
Extrakten aus Tieren der Drosophila-Rasse cn lif3t
sich in allen Teilen der Puppen und in den Kérpern
der Imagines deutlich Kynurenin nachweisen, in den
Kopfen der Imagines dagegen nicht mehr. Dort tritt
statt des blau fluoreszierenden Kynureninfleckes
(R¢ = 0,51) eine neue, sonst bei keiner der unter-
suchten Rassen vorhandene fluoreszierende Substanz
auf (,Fleck 2%), die mit der als Umwandlungspro-
dukt des Tryptophans schon lange bekannten Kynu-
rensdure identisch ist:

1. Der Stoff fluoresziert grau-blau bei R; = 0,66.
Das gleiche Verhalten bei gleichem Ri-Wert zeigt
reine Kynurensiure.

2. Die Fluoreszenz wird erst dann deutlich, wenn
man das getrocknete Chromatogramm einige Min.
lang mit UV-Licht bestrahlt (Wiss und Hell-
mann®). Die Intensitit der Fluoreszenz verstirkt
sich im Laufe von einigen Tagen noch weiter.

3. Die photometrische Messung der mit !/,,-n. NaOH
eluierten fluoreszierenden Streifen ergab das Ab-
sorptionsbild der reinen Kynurensiure (Abb. 4). In
beiden Fillen zeigt sich ein Maximum bei 245 mu
und ein zweites Maximum bei 310—330 mu. Der
etwas geringere Anstieg der Kurve des eluierten Stof-
fes bei 320 mu diirfte teils auf seiner geringen Kon-
zentration, teils auf der Uberlagerung durch andere
Stoffe beruhen.

Wihrend die Drosophila-Rassen bw und + das
Kynurenin iiber Oxykynurenin in braunes Augen-
pigment umwandeln, wird also bei cn-Tieren das
Kynurenin nach dem Schliipfen zu Kynurensiure ab-
gebaut. Die sehr labile Zwischenstufe dieses Abbaues,
die o0-Aminobenzoyl - Brenztraubensiure (Wiss?7),
konnten wir nicht nachweisen.

Wir hatten weiterhin erwartet, daf3 sich die weil3-
dugige Mutante cnbw hinsichtlich des Kynurenin-
abbaues genau wie die cn-Rasse verhielte. Der bei
den cn-Tieren so deutliche Nachweis der Kynuren-
siure gelingt aber bei der Mutante cnbw nicht.

7 0. Wiss, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 293, 106
[1953].
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Auch nach der Aufarbeitung eines groBen Puppen-
und Fliegenmaterials trat niemals eine Substanz auf,
welche die fiir die Kynurensiure typischen Eigen-
schaften besaB. Der Abbau des Kynurenins muf3 hier
also in anderer Richtung verlaufen, was angesichts
der Erbformel sehr auffillig ist.

III. Oberhalb des Fleckes 2 (Kynurensiure) liegt
bei R; = 0,8 noch ein weiterer Fleck 1, den wir aber
vorliufig weder identifizieren noch seinem Vorkom-
men nach in die Ommochrombildung einordnen
konnten und der deshalb hier nur der Vollstindigkeit
halber erwihnt werden soll. Er ist bei allen unter-
suchten Rassen vorhanden, und zwar in den Puppen
und in den Fliegen. Der Stoff fluoresziert blau-vio-
lett, ist ninhydrin-negativ, firbt sich mit Methylrot
rosa-rot, mit p-Dimethylaminobenzaldehyd braun an
und reagiert nicht mit Athyl-a-Naphtylamin, ist also
nicht mit Anthranilsiure identisch, die den R;-Wert
0,7 besitzt.

IV. Unterhalb des Fleckes 3 (Kynurenin) folgen
zwei weitere fluoreszierende Flecken 4 und 5 mit
den Ri-Werten 0,45 und 0,37 (Abb. 3), die offenbar

mit der Bildung des roten Augenfarbstoffes zusam-
menhingen, weil sie bei bw-, cnbw- und vbw-Tie-
ren fehlen. Diese beiden Substanzen interessieren
uns natiirlich besonders und sind Gegenstand weite-
rer Untersuchungen. Ein noch weiter unten liegender
gelb fluoreszierender Fleck 7 ** mit dem Ri-Wert 0,21
kommt nur bei Fliegen vor, die braunes Augen-
pigment zu bilden vermégen (+ und bw). Dann folgt
ein violett fluoreszierender Fleck 8 (R; = 0,15), des-
sen Farbe bei den Puppen, die rotes Augenpigment
bilden (+, cn, v) gegen Ende der Verpuppungszeit
in Blau umschliigt, bei den braun- und weif3iugigen
Puppen (bw, cnbw, vbw, w) dagegen nicht. Und
schlieBlich finden sich bei der von uns verwendeten
Technik in der Nihe des Startpunktes bei Rt = 0,09
und 0,03 zwei weitere Stoffe, die bereits bei Tages-
licht orange gefirbt sind und offensichtlich Kompo-
nenten des roten Augenfarbstoffes selbst darstellen
(Fleck 9 und 10).

** Der bei Ry = 0,31 liegende Fleck 6 tritt bei allen
untersuchten Drosophilarassen auf, hat mit der Augen-
farbe also offenbar nichts zu tun.

Mitosegifte und Funktions-Formwechsel bei Zellen des
Maéuse-Ascitescarcinoms

Von WILHELM Homann
Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Erlangen (Direktor: Prof. Dr. Exich Mii ller)
(Z. Naturforschg. 9 b, 792—796 [1954]; eingegangen am 29. September 1954)

1. Es wird gezeigt, daB3 es moglich ist, mit den bekannten cytostatischen Substanzen Trypa-
flavin und Colchicin den Funktions-Formwechsel von Zellen des MAC zu beeinflussen.

2. Einwirkung von Trypaflavin fithrt zu schweren Verinderungen im Bereich des chromati-
schen Apparates des Kernes und damit zum Ausfall aller Zeichen einer funktionellen Zell-
phase. Die Folge dieser Erscheinungen ist die Verhinderung des Eintritts der Zellen in die
Phase der Teilung.

3. Nach Colchicin-Einwirkung hingegen tritt die funktionelle Phase der MAC-Zellen ver-
starkt in Erscheinung. Der Nucleolus wird hiufig sehr groB, oft finden sich zwei oder mehr
Nucleoli in einem Kern. Es wird angenommen, daf3 durch die Aktivierung der funktionellen
Zellphase die Teilungstendenz der Zellen in gewissem Umfang zunichst gesteigert wird. Die

eigentliche spindel-arretierende Wirkung des Colchicins setzt erst spiter ein.

Nach Altmann®2 Grundmann und Mar-
quardt® Marquardt* und Grundmann?
lassen sich im Leben einer Zelle zwei grundsitzlich
verschiedene Phasen unterscheiden, von denen eine

1t H W. Altmann, Z. Krebsforsch. 58, 632 [1952].

2 H W. Altmann, Grundl. u. Praxis chem. Tumor-
behandlung, 190 S., Springer 1954.

3 E.Grundmann u. H Marquardt, Natur-
wissenschaften 40, 557 [1953]. )

jede durch festumrissene morphologische Merkmale
charakterisiert ist. Die eine Phase ist der Vermehrung
der Zellen gewidmet und lduft unter den bekannten
Zeichen des Teilungs-Formwechsels ab, wihrend die
andere der Funktion der Zelle dient und durch den

4 E.Grundmann u. H Marquardt, Chromo-
soma 6, 115 [1953].

5 E. Grundmann, Grundlagen u. Praxis chem.
Tumorbehandlung, 187 S., Springer 1954.



